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A ESTRELINHA VERDE

Era uma vez......milhdes e milhdes de estrelas no céu. Havia estrelas de
todas as cores: brancas, prateadas, douradas, vermelhas e azuis. Um dia elas
procuraram o Senhor Deus e disseram-lhe:

- “Senhor Deus, gostariamos de viver na Terra entre os homens”. E Deus

respondeu:

- **Ja que assim desejam, assim sera feito. Conservarei todas vocés pequeninas
como sao vistas e podem descer a Terra”.

Conta-se que naquela noite houve uma linda chuva de estrelas. Algumas
se aninharam nas torres das igrejas, outras foram correr e brincar com os
vagalumes do campo e outras se misturaram aos brinquedos das criangas. E a
Terra ficou maravilhosamente iluminada. Porém, passado algum tempo as
estrelas resolveram abandonar os homens e voltar para o céu, deixando a terra
escura e triste.

- “*Porque voltaram?”’, perguntou Deus a medida que elas chegavam ao céu.

- ““Senhor, ndo nos foi possivel permanecer na Terra, la existe muita miséria,
fome, violéncia, muitas guerras, maldades e doengas™. E o Senhor lhes disse:

- “Claro, o lugar de vocés € aqui no céu. A Terra € um lugar transitorio
daquilo que passa, do ruim, daquele que cai, daquele que morre e onde nada é
perfeito. Aqui no céu ¢é o lugar da perfeicdo. O lugar onde tudo é imutavel,
onde tudo é eterno, onde nada perece”.

Depois de chegarem todas as estrelas e conferido seu namero, Deus
notou a falta de uma estrela e perguntou aos anjos por ela. Um deles

respondeu:



- “A estrela que esta faltando resolveu ficar entre os homens; ela descobriu que
0 seu lugar € exatamente onde existe a imperfeicdo, onde ha limites e onde as
coisas ndo vao bem”.

- “Mas que estrela é esta?”” voltou Deus a perguntar.

- “Por coincidéncia, Senhor, era a uUnica estrela desta cor. E a esperanca,
Senhor. A estrela verde™.

E guando olharam para a Terra, a estrela ja ndo estava so0. A Terra
estava novamente iluminada, porque havia uma estrela verde no coracao de
cada pessoa. Deus ja conhece o futuro e a esperanca é propria da natureza
humana. Receba neste momento esta ““estrelinha” em seu coragao, sua estrela
verde. Nao deixe que ela fuja e nem se apague. Tenha certeza que ela iluminara
seu caminho.

Que a estrela verde permaneca sempre em seus coracdes.

Autor desconhecido



RESUMO

Este trabalho, descreve a busca de substancias bioativas a partir do
estudo quimico e bioldgico dos extratos brutos produzidos pelos fungos endofiticos
AM-01 identificado como Penicillium spl, AM-02 e AM-03 né&o identificados e AM-04,
também pertencente ao género Penicillium, que foram isolados das folhas de
Alibertia macrophylla. Os fungos endofiticos isolados, foram cultivados em meio
liquido MBD, e sodlido (milho) a 25°C, sob agitagdo, e no modo estatico,
respectivamente. Para o meio liquido, o caldo foi separado do micélio e submetido a
particdo com AcOEt, fornecendo os extratos brutos apds a evaporacao do solvente.
Para o meio solido, foi realizado uma extragcdo com metanol, seguido de filtracdo e
evaporacao do solvente, originando os extratos brutos. Apos analises por RMN de
'H e CLAE-DAD, os extratos brutos obtidos em milho, foram fracionados por
cromatografia em coluna, seguida de separacdo via Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAEpep.). O extrato bruto de AM-01 (Penicillium spl) forneceu seis
substancias da classe das isocumarinas, sendo duas inéditas. O fracionamento
cromatografico do extrato bruto de AM-02, conduziu ao isolamento de trés
sesquiterpenos inéditos identificados como Xylarenonas C, D e E. Também do
extrato bruto de AM-02 foi isolado um composto furanico identificado como (E)-5-(1-
hidroxialil)-4-(pent-1-enil)-2,5-diidrofurano-3-acido  carboxilico. O fracionamento
cromatografico de AM-04, permitiu o isolamento de um benzendide, identificado
como orcinol. O estudo quimico dos extratos brutos obtidos em MBD, de AM-03 e
AM-04, permitiram o isolamento das dicetopiperazinas ciclo (Pro-Try) e ciclo (L-Pro-
L-Val), além da uracila. As substancias isoladas foram identificadas por analises de
RMN 1D e 2D e espectrometria de massas, bem como por comparagdo com dados
da literatura. Os extratos brutos e as substancias puras, foram enviados para a
realizacdo de ensaios antifingicos, antioxidantes, anticolinesterasicos e de inibicao
de protease. Todas as substancias enviadas para estes ensaios apresentaram

atividade.

Palavras-chave: fungo endofitico, Alibertia macrophylla, Penicillium.



ABSTRACT

This work describes the search for bioactive substances from the
chemical/biological of the crude extracts produced by endophytic fungi AM-01
identified as Penicillium spl, AM-02, AM-03 and AM-04 also belonging to the genus
Penicillium isolated from the leaves of Alibertia macrophylla. The endophytic fungal
isolates were grown in liquid medium and solid MBD to 25 T under shaking and
static mode, respectively. For the liquid medium the mycelium was separated from
the broth and subjected to partition with AcOEt, giving the crude extracts after
evaporation of the solvent. For solid medium, the extraction was performed with
MeOH, followed by filtration and evaporation of the solvent yielding the crude
extracts. After analysis by the *H NMR and HPLC-DAD, the crude extracts from
maize were fractionated by chromatography on a column followed by separation
using High Performance Liquid Chromatography (HPLCpep.). The crude extract of
AM-01 (Penicillium spl) provided six isocoumarins, two news. Chromatographic
fractionation of the crude extract of AM-02 led to the isolation of three novel
sesquiterpenes identified as Xylarenonas C, D and E and a furanic compound
identified as 2,5-dihydro-5-(1-hydroxyallyl)-4-(E)-pent-1-enyl)furan-3-carboxylic acid.

Chromatographic fractionation of AM-04 allowed the isolation of a
benzenoid, identified as orcinol. The chemical study of AM-03 crude extracts and
AM-04 cultivated in MDB allowed the isolation of diketopiperazines cyclo (Pro-Try),
cyclo (L-Pro-L-Val), and uracil. The substances isolated were identified through
analysis of 'H NMR, mass spectrometry and by comparison with literature data. The
crude extracts and pure substances were submited for trials for antifungal agents,
antioxidants, anticholinesterasic and inhibition of protease. All substances showed

biological activities.

Keywords: endophytic fungus, Alibertia macrophylla, Penicillium.
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1.1 ASPECTOS GERAIS

A utilizagdo de fontes naturais tais como plantas, animais e
microrganismos, € ha muito tempo, uma pratica constante exercida pela
humanidade. A grande variedade de aplicacbes destas fontes naturais, abrange
desde a alimentac&o, até o tratamento de doencas,' sendo as civilizacbes Orientais
e Ocidentais ricas em exemplos da utilizacéo destes recursos.? Ao longo da histéria,
0s produtos naturais tém proporcionado, uma fonte rica de compostos que tém
encontrado muitas aplicacdes nos campos da medicina, farmécia e biologia. * Sendo,
gue os compostos farmacéuticos mais importantes conhecidos pela humanidade,
s&o de origem vegetal e microbiana.*

Segundo NEWMAN das 1010 novas entidades quimicas relatadas
entre 1981 a 2006 com indicacdes médicas, 42% sdo de origem natural, derivado de
produtos naturais, ou inspirados neles. Dentre as 230 novas drogas antimicrobianas
descritas neste periodo, 37,5% sédo de origem natural, ou derivados de produtos
naturais.’

Ndo somente em indicacbes médicas, mas também em ensaios
clinicos, e em fase de registro, os produtos naturais ganham destaque. O grande
namero de compostos derivados de produtos naturais utilizados em diferentes fases
de desenvolvimento clinico, indica que a utilizacdo de modelos oriundos de produtos
naturais, é ainda uma fonte viavel de novos candidatos a medicamentos.® No
entanto, a descoberta de novos modelos, a partir de produtos naturais, é téo dificil
como tem sido ao longo dos dltimos 20 anos ou mais®, devido & variedade e a
complexidade das micromoléculas que constituem os metabdlitos secundarios de
plantas e outros organismos.?

Apesar dos avancos nos processos envolvidos no planejamento
racional de farmacos, incluindo quimica combinatoria, sintese organica, e bibliotecas
virtuais, as fontes naturais constituem a estratégia de maior sucesso para a

descoberta de novas farmacos.’
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1.2 PRODUTOS NATURAIS DE _MICRORGANISMOS

Desde a descoberta da penicilina por Fleming, inUmeros esfor¢os de
investigacdo, tém-se concentrado no isolamento de metabdlitos secundarios de
origem microbiana. Devido a sua diversidade, e sua capacidade de adaptacéo, de
modo a colonizar diferentes ecossistemas, 0s microrganismos representam a parte
mais importante da biodiversidade da Terra. Sua capacidade adaptativa, mesmo em
ambientes tdo indspito como o Mar Morto, Antartida, lagos alcalinos, vulcdes e solos,
podem ser convertidos em um potencial impressionante para o surgimento de novas
entidades quimicas.®

Entre os 250.000 produtos naturais bioativos conhecidos hoje, cerca de
22.000 (aproximadamente 10%), foram isolados de metabdlitos secundarios
microbianos. Estes compostos tém provado sua efichcia em uma gama de atividades
biologicas, que vdo desde antibacterianos, antifungicos, antitumorais, antivirais,
antiinflamatérios e compostos com propriedades imunossupressoras.®

Dentre os microrganismos existentes, os fungos, apresentam cerca de
1,5 milhGes de espécies. Destes, apenas 1% tiveram seus metabdlitos secundarios
isolados.® Com isso, culturas de microrganismos, especialmente de fungos, de
diversas familias e géneros, vém sendo sistematicamente estudadas, como fontes
importantes na busca por farmacos Gteis no tratamento de doencas graves, como
cancer, maléria e infec¢des bacterianas, dentre outras, e representam uma valiosa
alternativa na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos.™

Outro aspecto importante, no isolamento de metabdlitos de origem
microbiana € a possibilidade de controle sobre os processos operacionais de
maneira relativamente simples. Em comparacdo com as plantas, os fungos
apresentam crescimento mais rapido, em menor tempo e espaco. Além disso as
condicbes de cultivo (tempo, pH, nutrientes, temperatura e aeracdo) podem ser
modificadas, a fim de aumentar ou direcionar a producdo de metabdlitos de
interesse.™

O aumento na producdo destes metabdlitos, também estédo
relacionados, com o isolamento de novas culturas, a partir de uma ampla variedade
de ambientes, substratos, e do avanco de técnicas quimicas, que possibilitaram a

caracterizacdo destes compostos de um modo mais rapido. Além do entendimento
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de muitas doencas a nivel bioguimico e genético, que tornou possivel a busca de
metabdlicos microbianos com acdo direcionada para alvos especificos no

metabolismo celular .*°

1.3 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS OU EPIFITICOS?

7

Enquanto o interior das folhas é susceptivel a mudancas de
temperatura, e outras condicdes, as superficies das folhas, podem estar sujeitas a
condicBes extremas em termos de estresse abiotico. Petrini em 1991 verificou que
muitas comunidades de endofitos, freqlientemente apresentavam em suas
comunidades, espécies classicamente consideradas epifiticas, incluindo Alternaria
alternata, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum pupurascens, dentre outros.
Estes microrganismos, inicialmente epifiticos, entram nos tecidos vegetais no inicio
da senescéncia foliar. Outra observacdo foi que curiosamente, fungos endofiticos e
epifiticos podem apresentar distintas propriedades biolégicas.*?

1.4 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que vivem no interior de
plantas, habitando, de modo geral, suas partes aéreas como caules e folhas, sem
causar, aparentemente, qualquer dano aos seus hospedeiros. Eles distinguem-se
dos patogénicos, que causam doencgas nas plantas, e dos epifiticos que vivem na
superficie dos vegetais.®> Os microrganismos endofiticos foram encontrados em
todas as espécies vegetais examinadas até o momento. Das 300.000 espécies de
plantas existentes na terra, todas, hospedam um ou mais endofiticos, podendo ser
encontrado cerca de 1 milh&o de diferentes espécies de microrganismos.**

Diferentes espécies de endofiticos sdo encontrados em varios tecidos
vegetais: parénquimas, dutos vasculares, epiderme, etc. A utilizacdo de tecidos
especializados, tem sido considerada, como uma estratégia, para a melhor utilizacao
dos recursos encontrados no vegetal por diferentes espécies de endofiticos. O que
reduz a concorréncia entre eles, e impede 0 crescimento excessivo da populagéo

endofitica em determinados 6rgaos. Um exemplo, sdo as bananeiras que possuem
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mais fungos endofiticos nas raizes (67%) do que no cortex (23%) ou no cilindro
central (10%)."

O termo endofitico significa “dentro da planta” (endon=dentro e
phytén=planta) e pode ser usado para fungos, bactérias, e outros organismos (virus
e nematoides). Este termo, tem sido utilizado desde o século XIX, mas foi Bary quem
a utilizou pela primeira vez, para se referir a fungos que vivem no interior de

vegetais.™

1.4.1 Intera¢Bes microrganismos endofiticos e plantas

Os microrganismos endofiticos podem modificar plantas em niveis
genéticos, fisioldgicos e ecoldgicos, e estas modificacdes podem induzir mudancas
profundas, na forma como as plantas respondem a seus ambientes.'® Os
mecanismos destes fendbmenos, de interacdo fungo endofitico, e planta hospedeira,
tém sido investigados, e pode ser caracterizado, por um equilibrio, entre o poder de
viruléncia do fungo e a defesa da planta. Se o balanco é perturbado por ambos, uma
diminuicdo da defesa da planta, ou o aumento do poder de viruléncia do
microrganismo, pode desenvolver.!"®

Os fungos ndo produzem clorofila (sdo heterotroficos), entdo, em
alguns casos, sua sobrevivéncia depende do sucesso da sua associagdo com outros
seres vivos, especialmente as plantas, ou de sua capacidade de assimilar nutrientes
do meio ambiente.*

As interacbes enddfito/planta, ainda n&o sdo muitos bem
compreendidos, mas podem ser simbibticas, neutras ou antagbnicas (neste caso,
estudadas pela fitopatologia). Nas interacfes simbidticas, 0s microrganismos
produzem, ou induzem a producdo de metabolitos primarios, e secundarios, que
podem conferir diversas vantagens a planta tais como: a diminui¢cdo da herbivoria e
do atague de insetos, o aumento da tolerdncia a estresses abibticos como:
tolerancia & seca, metais, doencgas, calor e/ou promover o crescimento, e aquisicdo
de nutrientes, além do controle de outros microrganismos. Exemplos de metabdlitos
gue podem ser induzidos pelos enddfitos sdo as fitoalexinas, substancias de baixo
peso molecular com atividades antimicrobianas, produzidas pelas plantas, ante a

acdo de microrganismos ou de agentes estressantes.?
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Em alguns casos, estes microrganismos podem adquirir a capacidade
de biossintetizar os mesmos produtos naturais produzidos pela planta,”* como o
fungo endofitico Taxomyces andreanae que produz taxol, um importante farmaco
anticancerigena. Isto pode ser possivel, devido a recombinacdo genética entre o

microrganismo e o hospedeiro, que ocorreu ao longo da evoluc;z?\o.22
1.4.2 Transmisséo

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos de uma geracdo para
outra. A transmissdo dos enddfitos pode ser vertical ou horizontal. A primeira ocorre
quando a semente fica infectada pelo enddfito e € entdo transmitida para a préxima
geracdo. Normalmente, estas sao infeccOes sistémicas, que permite ao fungo
endofitico chegar a semente durante o seu periodo de formacdo. A transmissao
horizontal exige a producdo de esporos externos e dispersdo destes esporos para
infectar outras plantas. Este € o mecanismo preferido de espécies endofiticas,
geralmente associadas a espécies lenhosas, e localizados em determinados 6rgaos
da planta hospedeira. Os esporos podem ser assexuados (conidios), ou sexuais
(ascdsporos), e a transmissdo também pode ocorrer por outros organismos como 0S

insetos, que contribuem para a fecundacéo e a dispersdo dos esporos.™

1.4.3 Produtos naturais bioativos de fungos

Dentre os microrganismos ja estudados do ponto de vista quimico e
biologico estdo os fungos endofiticos. Estes microrganismos sdo capazes de
produzir substancias bioativas que podem estar envolvidos em seu relacionamento
com o hospedeiro.”®> Em estudos recentes, foi constatado que cerca de 51% das
substancias biologicamente ativas, isoladas de fungos endofiticos eram
desconhecidas anteriormente. Muitos outros produtos naturais bioativos tém sido
produzidos por estes microrganismos, incluindo alguns compostos com atividades
antibacterianas,** propriedades anticancer, agentes de controle biolégico e outros
compostos bioativos com diferentes papeis funcionais.*

Dentre os medicamentos de maior repercussdo terapéutica para
doencas infecciosas, destacam-se o0s antibioticos B-lactamicos, da classe das

penicilinas (Figura 1, p. 35), e cefalosporina, como os exemplos mais conhecidos de
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produtos de fungos. Outras substancias de grande relevancia como medicamentos,
incluem o imunossupressivo ciclosporina A, e agentes redutores de colesterol, que
sao responsaveis por um mercado mundial de 1,5 e 8,4 bilhdes de ddlares,
respectivamente.” Como farmacos potenciais, destacam-se aspercilina (Figura 1, p.
35) (acdo em doencas gastrointestinais), papulacandinas (antifangico), (Figura 1, p.
35) entre outros.?®

Substancias isoladas de fungos possuem emprego nao apenas no
tratamento humano, mas também no combate de pragas, que consomem um grande
percentual da producdo agricola mundial, calculado em bilhdes de dolares em
prejuizos. Esses metabdlitos, atuam como agroquimicos naturais, tais como
destruxinas (inseticidas) e estrobilurinas (fungicidas) (Figura 1, p. 35), além de vérias
fitotoxinas (herbicidas).?’

Ao longo desses anos, os fungos endofiticos, provaram ser uma rica
fonte de novos compostos organicos, com interessantes atividades biolégicas, e um
alto nivel de biodiversidade quimica. A maioria dos trabalhos sobre fungos
endofiticos foi centrada em estudos com vegetais de florestas tropicais e
temperadas, localizadas em diversas regiées do mundo.?®

O interesse em produtos naturais de microrganismos endofiticos é
evidente, a partir da analise do niumero de artigos que tém surgido na literatura
recentemente. O primeiro destes artigos foi de Gusman e Vanhaelen,?® onde os
autores descrevem os metabdlitos secundarios de 38 fungos endofiticos, juntamente
com suas atividades biolégicas. Em um estudo mais amplo Tan e Zou*® reportaram
138 metabdlitos isolados de bactérias e fungos até o ano de 2000. Em seu ultimo
review publicado em 2001, os mesmos autores, ja descreviam 184 metabdlitos,
isolados de 59 microrganismos, sendo 96 destes metabdlitos, inéditos na literatura.

Estes estudos vém afirmar o grande potencial destes microrganismos

na producéo de compostos bioativos com aplicacdes nas mais diversas areas.®
1.4.3.1 Produtos de fungos com propriedades antimicrobianas

Os antibidticos sao definidos, como produtos naturais organicos, de
baixo peso molecular, que s&o ativos em baixas concentragcbes, contra
microrganismos. Muitos microrganismos endofiticos sdo fontes naturais de

substancias antimicrobianas, que sao utilizadas para inibir, ou matar, uma ampla
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variedade de agentes causadores de doencas perigosas, originadas por fungos,

bactérias, virus e protozoarios que afetam os seres humanos e animais.*?

Dentre estas substancias de origem endofitica estdo a Criptocandina A,
um peptideo antimicético isolado de Cryptosporiopsis quercina associado a
Tripterigeum wilfordii**, e os acidos citonicos A e B, que inibem viroses, isolados de
Cytonaema sp>*.

1.4.3.2 Produtos de fungos como agentes anticancer

Paclitaxel® é um diterpendide, altamente funcionalizado, isolado de
Taxomyces andreanae, que juntamente com seus derivados, representam um
grande grupo de agentes anticancerigenos produzido por endofiticos. Alguns
alcaldides da classe das citocalasinas, também com propriedades antitumorais, sao
comumente encontrados em fungos endofiticos dos géneros Xylaria, Phoma,
Hypoxylon, e Chalara, mas que devido a sua alta toxidade celular, ndo foram
transformados em produtos farmacéuticos.>?

Também com propriedades anticancer, foi isolado recentemente do
fungo endofitico Fusarium solani, a camptotecina (Figura 1, p. 35), um alcaldide
pentaciclico, além de dois derivados identificados como 9-metoxicamptotecina e 10-

hidroxicamptotecina que se encontram em fase de estudos clinicos.**°
1.4.3.3 Produtos de fungos como antioxidantes

Em vérios artigos € discutida a correlacdo entre a capacidade
antioxidante, e a presenca de compostos fendlicos em muitos extratos de plantas
medicinais. No entanto, ndo h& informacgdes disponiveis sobre a relacdo que existe
entre a atividade antioxidante de alguns extratos de microrganismos endofiticos, e
seus metabdlitos. Em um estudo recente, foi investigada a relacdo entre a
capacidade antioxidante e a presenca de compostos fendlicos, em extratos de 292
fungos endofiticos morfologicamente distintos, isolados a partir de 29 plantas
medicinais chinesas. A capacidade antioxidante das culturas de fungos endofiticos,

foi significativamente correlacionada com o seu conteudo fendlico. Este estudo
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revela que os metabdlitos produzidos por uma grande diversidade de fungos

endofiticos pode ser uma fonte potencial de novos antioxidantes naturais.*

Das substancias ja isoladas, a isopestacin (Figura 1, p. 35), isolada da
cultura de Pestalotiopsis microspora, associado ao vegetal Terminalia morobensis,
apresenta atividade antioxidante, possivelmente pela similaridade estrutural com

substancias da classe dos flavonéides.3®

1.4.3.4 Produtos de fungos como antimalaricos

Do microrganismo endofitico Geotrichum sp, associado ao vegetal
Crassocephalum crepidioides, foram isoladas isocumarinas®’, do género
Phomopsis, foram isoladas substancias pertencentes a classe das xantonas:
phomoxantonas A e B*®, do endofitico Pullularia sp. foram isolados derivados de
peptideos®, além de taxanos produzidos pela espécie Penicillium raistrickii sdo

descritos na literatura por apresentarem atividade antimalarica.*’

1.4.3.5 Produtos de fungos com atividade inseticida

Varios sdo o0s microrganismos endofiticos conhecidos por
apresentarem propriedades inseticidas, como por exemplo, diterpenos indoélicos
produzidos pelo fungo Nodulisporium sp., associado a planta Bontia daphnoides
apresentaram forte atividade inseticida contra larvas de moscas.®* Alcal6ides
quinolinicos* e substancias da classe dos rotendides isolados de espécies de
Penicillium, também foram considerados alternativas seguras e seletivas na busca

por novos agentes inseticidas.*?

1.4.3.6 Produtos de fungos com atividade de inibicdo da enzima integrase (HIV)

Um importante trabalho realizado com Xylaria sp., envolve a
descoberta de um novo sesquiterpendide eremofilano que inibe a enzima integrase
do virus HIV-1, uma das trés responsaveis por sua replicacdo. Esta enzima esta
ausente no homem, parecendo ser muito especifica do HIV-1, sendo portanto, um

alvo potencial para o desenvolvimento de agentes anti-HIV de alta seletividade.*?
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Descobertos a partir de ensaios in vitro, realizados com extratos brutos
obtidos do fungo endofitico Ascochyta sp., as substancias puras isoladas
Integrastatin A (Figura 1, p. 35), B e C também inibem a enzima integrase do virus
HIV-1.%
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Figura 1: Substancias bioativas de fungos
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1.5 A ESPECIE VEGETAL HOSPEDEIRA

1.5.1 Alibertia macrophylla K. Schum (Rubiaceae).

Figura 2 - Alibertia macrophylla K. Schum

A familia Rubiaceae inclui aproximadamente 637 géneros, e cerca de
10.700 espécies, sendo considerada a quarta maior familia dentro do grupo das
Angiospermas.* Constitui-se fundamentalmente de plantas lenhosas de habitat
tropical e subtropical, compreendendo ervas, arbustos e arvores. Apenas 20% de
seus géneros sao plantas herbaceas que habitam regides temperadas e frias da
Europa, e norte do Canada.*® A importancia econdmica e terapéutica de algumas
espécies de Rubiaceae € bem conhecida no Brasil, onde a familia € muito bem
representada, estando descritas, s6 no estado de Sao Paulo, 228 espécies,
incluidas em 47 géneros. As espécies sao encontradas nas regifes de cerrado de
Mogi-Guacu, Sdo Carlos, Botucatu, e na Mata Atlantica.*®

A espécie vegetal Alibertia macrophylla é uma arvore conhecida
popularmente como marmelo ou marmelada. E encontrada em ambiente de cerrado
(Figura 2, p. 36), e ndo apresenta qualquer uso popular descrito na literatura.*’

Estudos fitoquimicos realizados com folhas da espécie Alibertia
macrophylla no Instituto de Quimica da Unesp-Araraquara, levaram ao isolamento
de iridéides nao glicosilados.”® Dos extratos polares das folhas foram isolados o
acido cafeico, cafeoato de 2-feniletina e cafeoato de 2-metil-4-hidroxibutila e dos
caules, triterpenos. Os extratos obtidos foram submetidos a bioensaios com os
fungos Aspergillus niger, Cladosporium sphaerospermum, C. cladosporioides, e
Colletotrichum gloeosporioides, e mostraram uma forte acdo fungitoxica. Esta

atividade foi atribuida a presenca dos derivados de acido cafeico, das agliconas
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iridoidais, e ao éster cafeoato de 2-metil-4-hidroxibutila, constatado pela inibicdo do

crescimento dos respectivos fungos.*®

1.6 FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE Alibertia macrophylla

1.6.1 Fungos Penicillium spl e Penicillium sp2

Penicillium sp 1 Penicillium sp 2

Os fungos Penicillium spl e Penicilium sp2 pertencem ao filo
Ascomycota, a ordem Eurotiales e familia Trichomaceae. O filo Ascomycota possui
2000 géneros, e aproximadamente 30.000 espécies descritas, com grande

importancia econdmica.”®

1.6.2 O género Penicillium

O género Penicillium é um dos mais importantes géneros fangicos, e
muitas espécies sao utilizadas na obtencédo de medicamentos importantes, tais como
penicilina e compactina. Outros, sdo empregados em fermentacdes de alimentos
como Penicillium roquefortti, P. camemberti e P. nalgiovense, os quais também
podem causar deterioracdo de alimentos, e de materiais armazenados.>*

Os fungos pertencentes a este género séo fungos filamentosos, e suas
colénias podem ter aspecto algodonoso ou pulverulento. Sao constituidos por
estruturas multicelulares, em forma de tubo, denominadas hifas. As hifas séo
septadas, e ao conjunto de hifas da-se o nome de micélio. O micélio do interior do
substrato, que funciona como elemento de sustentacdo e de absor¢do de nutrientes
€ chamado micélio vegetativo. O micélio da superficie, que cresce acima do meio de

cultivo é o aéreo.>® Durante a reproducdo, o micélio aéreo se diferencia formando os
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conidios. As cores do conidio especialmente as verdes sao um importante critério na
identificagdo das espécies. Sua cor depende do meio de cultivo, tempo de

incubacao, iluminac&o da colénia e fatores ambientais.>
1.6.3 Metabdlitos bioativos isolados do género Penicillium

Do género Penicillium, ja foram isolados diversos metabdlitos
secundarios bioativos, que vao desde policetideos macrociclicos a diterpenos
indélicos.> Entre os compostos isolados das diversas espécies deste género, estdo
o &cido berkelico, isolado de Penicillium sp, com propriedades anticancerigenas, 0s
alcaléides paraherquamidas H e |, isolados de Penicillium cluniae, com atividade
inseticida® e pironas, que exibem um largo espectro de atividades que incluem
antibiéticos, antifingicos, citotoxicos, neurotoxicos e fitotéxicos.”> Também s&o
descritos policetidios, que inibem a clivagem da enzima integrase do virus HIV-1
isolado de Penicillium chrysogenum®, assim como oligopepitideos, com
propriedades fitotoxica, citotdxicas e antifuUngicas originarias do Penicillium
lilacinum.® Alguns derivados do &cido tetramico, que possuem atividades antivirais e
antibiéticas®’, também foram isolados, além da mevastatina isolada do Penicillium

citrinu, que é um potente agente redutor de colesterol.*®



| 2.0OBJETIVOS |




2. Objetivos 40

Os objetivos do presente trabalho sé&o:

v' Cultivar os fungos endofiticos isolados de A. macrophylla codificados
como AM-01, AM-02, AM-03 e AM-04 em meio liguido MBD (meio de

batata e dextrose) e solido (milho) para a obtencdo dos extratos brutos;

v' Realizar o isolamento, determinagcdo e/ou identificacdo estrutural dos
metabodlitos secundarios, utilizando técnicas cromatograficas e

espectrométricas;

v' Submeter as substancias puras isoladas aos ensaios para avaliacdo do
potencial antioxidante, antifangico, anticolinestarasico e inibidor de

protease;

v Comparar os perfis quimicos dos extratos brutos obtidos de A.

macrophylla com os obtidos dos fungos endofiticos;
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3.1 Especificagdes dos materiais, instrumentos e técnicas utilizadas.

3.1.1 Especificagbes dos instrumentos

v

As analises por CLAE no modo analitico foram realizadas em
cromatégrafo Varian ProStar com detectores de arranjo de diodos
(DAD) e UV-Vis e Varian ProStar acoplado ao detector ProStar UV-
Vis, respectivamente. No modo preparativo, as analises por CLAE
foram realizadas em equipamento Varian ProStar acoplado ao
detector ProStar UV-Vis;

As concentracdes dos extratos e/ou fracdes foram efetuadas em
evaporador rotatorio sob presséo reduzida (Buchi);

Os espectros de RMN *H, *C e experimentos uni e bidimensionais
foram realizados em espectrdmetro Varian INOVA-500, operando a
500 MHz para o nucleo de 'H e a 125 MHz para o nlcleo de °C e
TMS como referéncia interna,

Reveladores de CCDC: Lampada de radiacdo ultravioleta (254 e
366).

Os espectros de massas de baixa e alta resolucdo foram obtidos
em espectrometro Modelo ultrOTOFQ - ESI-TOF Mass
Spectrometer (Bruker);

Os espectros de absorcdo no IV foram obtidos em espectrémetro
Perkin-Elmer —FTIR Série 1600, utilizando-se pastilhas de brometo
de potéassio;

Os valores de rotacdo Optica especifica foram obtidos em
polarimetro Perkin-Elmer com lampada de sodio operando a 589
nm a 25C. O volume da célula foi de 1mL e as amostras foram

solubilizadas em MeOH.
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3.1.2 Especificagbes das colunas e fases estacionarias

v' Nas separacdes cromatograficas em coluna sob pressao foram
utilizadas como fase estacionaria silica gel 60 (0, 035-0,070 mm,
Merck) em colunas de 32 cm de altura e 1,0 cm de didametro e 10
cm de altura e 1,5 cm de didametro. Nas separacdes utilizando silica
gel 60 (0, 0063-0,200 mm, Merck) foi utilizada coluna de 55 cm de
altura e 2,57 cm de didametro. Nas separacdes com silica de fase
reversa foi utilizada coluna de 30 cm de altura e 3,0 cm de diametro
e coluna de 20cm de altura e 3,7cm de diametro;

v' Para o preparo das placas cromatograficas em camada delgada
comparativa (CCDC), foram utilizadas placas de vidro de 5, 10 e
20x20 cm aplicada na forma de suspensdo em agua (1:2), com
espalhador tipo Quickfitt formando-se uma camada de silica
0,25mm de espessura;

v. Para CLAE no modo analitico foram utlizadas colunas
Phenomenex com silica tipo C-18 (250 x 4,60mm; 5um). No modo
preparativo foi utilizado coluna Phenomenex com silica C-18 (250
x 21,20mm; 10um).

3.1.3 Especificacdes dos solventes e reagentes

v" Os solventes utilizados apresentam grau de pureza P.A. e analitico;

v’ Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H, *C e os
experimentos bidimensionais, foram utilizados solventes deuterados
das marcas: Merck, Aldrich e Fluka;

v' Para as particdes e separacdes cromatograficas em coluna, dos
extratos brutos obtidos em MBD e milho, foram utilizados, acetato
de etila, hexano, metanol, acetonitrila das marcas: Merck, J.T.
Baker, Synth, Mallinckrodt;

v’ Para as revelacbes em CCDC foram utilizados os seguintes
reveladores: anisaldeido seguido de aquecimento em chapa ou
exposicdo a iodo sublimado até o aparecimento das manchas

correspondentes as substancias presentes;
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Para o fracionamento dos extratos brutos em colunas
cromatograficas, foram utilizados os seguintes solventes: metanol,
acetonitrila, acetato de etila e hexano das marcas: Merck, J.T.
Baker, Synth e Mallinckrodt;

Para a extracédo, liquido-liquido, do meio MBD e sélido, foi utilizado
acetado de etila e metanol das marcas: Merck, J.T. Baker, Synth e
Mallinckrodt;

Para as separacdes cromatograficas realizadas por CLAE foram

utilizados metanol da marca Merck e agua.

3.1.4 Meios para cultivo dos microrganismos

v

Meios de cultura sélidos:

BDA — Batata Dextrose Agar (Sigma): 39¢/L de agua,
Milho descascado “canjica” (Yoki): 90g em 75 mL de agua;
Meio de cultura liguido:

MBD — Meio de batata e dextrose (DIFCO): 24g/L de agua.

3.1.5 Outros equipamentos

v

Balanca analitica — Mettler Toledo AG 245;

v Autoclave vertical — Quimis Aparelhos Cientificos Ltda;
v' Céamara de fluxo laminar — NUAIRE II, A/B3

v

Incubadora rotatoria (“shaker”) — Marconi.
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4.1 Selecdo da espécie vegetal

O conhecimento prévio da quimica e bioatividade de Alibertia
macrophylla em estudos realizados pelo NUBBE, nos conduziram a escolha desta
espécie vegetal para se isolar os endéfitos associados, objetivando um melhor

entendimento desta relacéo.

4.2 Coleta do material vegetal

As folhas de A. macrophylla foram coletadas na Estacdo Ecoldgica
Experimental de Mogi-Guagu, Fazenda Campininha, e identificadas pela Profa. Dra.
Inés Cordeiro, do Instituto de Botanica de Sdo Paulo. A exsicata do material vegetal
encontra-se depositada no Herbario do Jardim Botanico de Sao Paulo (N° SP
370.915).

4.3 Obtencao das cepas fungicas

As superficies das folhas saudaveis de A. macrophylla foram
esterilizadas por imersdo em NaClO 1% (5 minutos) e etanol 70% (1 minuto),
seguida de uma dupla lavagem em &gua estéril (1 minuto). A 4gua da segunda
lavagem foi plaqueada para verificagdo da presenca de fungos remanescentes.
Pedacos de folhas secionadas assepticamente (3 a 4) foram inseridos em meio de
cultura sélida contendo batata-dextrose-agar (BDA) ou agar-agar (AA), preparados
com antibidtico (sulfato de gentamicina 50 mg/mL), para evitar o crescimento
bacteriano’. O crescimento dos fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram
realizados até a obtencado das linhagens puras, que foram preservadas em frascos
com &agua esterilizada.®® Das folhas de A. macrophylla foram isolados quatro
linhagens puras que foram codificadas como AM-01, 02, 03, 04. As linhagens
isoladas estdo depositadas na micoteca do Departamento de Quimica
Organica/lQAr-SP.

* O processo de isolamento e preservacao das cepas fungicas foi realizado pelo Dr. Geraldo
H. Silva.
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4.4 Identificagdo dos microrganismos

Os fungos codificados como AM-01 e AM-04 foram enviados a
Fundacdo André Tosello e classificados como Penicillium sp. A identificacdo dos
fungos codificados como AM-02 e AM-03, nado foi possivel por ndo ocorrer a
formacé&o de esporos, consequentemente, caracteristicas morfologicas, possiveis de
identificar em nivel de género. O fungo codificado como AM-02 pertence a classe
dos Dothideomycetes.

4.5 EXTRACAO E ISOLAMENTO

4.5.1 Cultivo dos enddéfitos AM-01 (Penicillium spl), AM-02, AM-03 e AM-04
(Penicillium sp 2) em milho e obtencdo dos extratos brutos

Os endodfitos isolados de A. macrophylla foram repicados em placas de

Petri contendo meio BDA e incubados de sete a dez dias, de acordo com o periodo

de crescimento de cada fungo, a 2500. O cultivo em meio solido foi realizado em
frascos de Erlenmeyers (500mL) contendo 90g de milho e 75mL de agua cada (seis
Erlenmeyers por fungo). Estes meios foram autoclavados trés vezes (em dias
alternados) a temperatura de 121°C, por 40 minutos. Apés resfriamento os meios
foram inoculados com os endofitos e incubados a 25°C de modo estatico por 21
dias. Terminado o periodo de incubacédo, as culturas sélidas foram trituradas, e
extraidas com MeOH (6 x 250mL), em seguida o solvente foi evaporado fornecendo
0s extratos brutos (Figura 3, p. 48). Este procedimento foi realizado duas vezes com
o fungo endofitico codificado como AM-01.

Utilizando as mesmas condi¢Bes de cultivo acima descritas também foi
obtido o extrato bruto do milho (Branco) sem a inoculacdo dos micélios com o
objetivo de realizar uma comparacao a fim de identificar possiveis interferentes do

meio extraido com metanol.
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AM-01 AM-02 AM-03 AM-04

Crescimento (21 dias estatico, 90g milho +
75 mL de H,0)

Extracao = = ~

(6 X 250 mL de Extracéo Extragdo Extracdo

MeOH) (6 X 250 mL de MeOH) (6 X 250 mL de MeOH) (6 X 250 mL de MeOH)
Filtracio Filtragao Filtragao Filtragcdo

Concentragdo Concentracdo Concentracéo

Concentracéo

Extrato bruto milho
AM-01 Extrato bruto Extrato bruto Extrato bruto
(1°cultivo 7,4 g) milho AM-02 milho AM-03 milho AM-04
(2°cultivo 15,0 g) (5,29) (3,00) (10,69)
RMN de 'H RMN de 'H RMN de 'H RMN de 'H
CLAE-DAD CLAE-DAD CLAE-DAD CLAE-DAD

Figura 3 — Fluxograma da obtencéo e andlise dos extratos brutos obtidos em milho

Os extratos brutos obtidos em milho foram submetidos a analise do
perfil cromatogréfico por CLAE-DAD em gradiente exploratério e analise por RMN

1

H. O sistema utilizado para analise em CLAE foi coluna analitica Luna Phenomenex
tipo octadecil silano (C-18) e eluicdo em gradiente H,O/MeOH (95:05—0:100) por 40
min., permanecendo nesta condi¢cdo por mais 10 min., com fluxo de 1,0 mL/min. e A

de 254 nm para posterior escolha do melhor comprimento de onda.



4. Parte Experimental 49

4.5.2 Particdo do extrato bruto em MEOH obtido do cultivo em milho de AM-01

(Penicillium spl)

O extrato bruto obtido em milho de AM-01 (Penicillium spl) foi

fracionado de acordo com a figura 4, p. 49.

Extrato bruto MeOH
AM-01 (7,4 g)

Solubilizagdo (100 mL de H,0)
Particdo (3 X 50 mL de AcOEt)
Concentracao

v

Fase aquosa
(1,8509)

v

Fase AcOEt
(4,73 )

Solubilizagéo (50 mL de ACN)
Particéo (3 X 25 mL de Hexano)
Concentracéo

y

Fase Hexanica
(2,79 9)

y

Fase ACN milho (0,487 g)*
* codificado como AM-01-Mi-ACN

y

RMN de *H

Figura 4 - Fluxograma da particdo do extrato bruto em MeOH obtido do cultivo em milho de

AM-01(Penicillium sp1l)

4.5.2.1 Fracionamento de AM-01-Mi-ACN (Penicillium spl)

A fracdo AM-01-Mi-ACN (0,487 g), foi fracionada por cromatografia em

coluna sob presséo utilizando silica de fase reversa como fase estacionaria e

sistema de eluicdo em gradiente H,O/ACN (90:10—0:100). Foram coletadas sete
fracdes de 120 mL cada (AM-01-Mi-ACN-A-G). As fracOes obtidas foram analisadas

por CCDC, objetivando uma avaliacdo do grau de pureza. As massas obtidas destas

fracOes, aliadas a resolugédo por CCDC, conduziram a sele¢édo das fracdes AM-01-

1
Mi-ACN-A a AM-01-Mi-ACN-D, para serem analisadas por RMN H e por CLAE-DAD.
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O sistema utilizado para analise foi coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadesil
silano (C-18) e eluicdo em gradiente H,O/ACN (95:05—0:100) por 40 min,
permanecendo nesta condigdo por mais 10 min, num fluxo de 1,0mL/min e detector
de arranjo de diodo com A inicial de 254nm. A partir desta avaliagdo, as fragdes AM-
01-Mi-ACN-C e AM-01-Mi-ACN-D foram escolhidas para separacdo em escala

preparativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.5.2.2 Fracionamento e purificacao das fragées selecionadas

4.5.2.2.1 Fracionamento e purificacédo da fracdo AM-01-Mi-ACN-C

A fracdo AM-01-Mi-ACN-C foi submetida a uma separacdo em CLAE
preparativo. Utilizado um sistema de eluicdo no modo isocratico com H,O/ACN
(97:03 v/v) por 60 minutos num fluxo de 15 mL/min e como fase estacionaria foi
utilizada coluna Phenomenex Luna com silica C-18. O fracionamento resultou em
seis sub-fracbes (AM-01-Mi-ACN-CP1 a CP6), que foram secas em evaporador
rotatério. A sub-fracdo AM-01-Mi-ACN-CP3 se apresentou pura e foi submetida a

analises de RMN uni bidimensionais para determinacéo estrutural.

4.5.2.2.2 Fracionamento e purificacdo da fracdo AM-01-Mi-ACN-D

A fracdo AM-01-Mi-ACN-D foi submetida a uma separacdo em CLAE
preparativo. Foi utilizado um sistema de eluicdo no modo isocratico com H,O/ACN
(85:15 v/v) por 40 minutos num fluxo de 15 mL/min, e como fase estacionaria foi
utilizada coluna Phenomenex Luna com silica C-18. O fracionamento resultou em 4
sub-fracdes (AM-01-Mi-ACN-DP1 a DP4), que foram secas em evaporador rotatorio
e suas massas obtidas. A sub-fracdo AM-01-Mi-ACN-DP4 se apresentou pura e foi
submetida a andlises uni e bidimensionais para identificacdo estrutural. Todo o
procedimento de fracionamento, purificacao e obtencdo das substancias puras estao

resumidamente apresentadas na figura 5, p. 51.
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Fase ACN de AM-01 milho
(487mg)

CC silica C-18 H,O/ACN (90:10— 0:100)

7 fragbes AM-01-Mi-ACN-A-G (194,5 mg)
(120 mL cada fragéo)

Evaporacéo do solvente

RMN *H/CLAE-DAD

AM-01 Mi—ACN-C
(75,5 mg)

CLAE-prep H,O/ACN (85:15 v/v),
fluxo de 15 mL/min e A 254 nm

RMN 'H/CLAE-DAD

AM-01 Mi—ACN-D
(34,3 mg)

CLAE-prep H,O/ACN (97:03 v/v),
fluxo de 15 mL/min e A 254 nm

silica C18

silica C18

6 sub-fracbes
(AM-01-Mi-ACN-CP1 a CP6)

4 sub-fracbes
(AM-01-Mi-ACN-DP1 a DP4)

Andlises de RMN uni e bidimensionais

Andlises de RMN uni e bidimensionais

AM-01-Mi-ACN CP3
(6,1 mg, tr: 30 min)

OH O

HO
O

CHs
OH

5 (inédita), p. 105

AM-01-Mi-ACN-DP4
(3,4 mg, tr: 24,5 min)

OH O
O

CHs
OH

1 (conhecida), p. 100

Figura 5 - Fluxograma do fracionamento cromatogréafico de AM-01-Mi-ACN e obtencéo das
substancias puras.

Como a fase obtida em ACN de AM-01 (Penicillium spl) se mostrou

rica em substancias da classe das isocumarinas, optou-se por realizar um novo
cultivo em milho deste endofito a fim de se isolar outras substancias desta mesma

classe. Os procedimentos citados na figura 4, p. 47-49 para obtencdo e



4. Parte Experimental 52

fracionamento do extrato bruto foram mantidos nesta segunda etapa de cultivo, e o

fracionamento da fase ACN proveniente do segundo cultivo esta na figura 6, p. 52.

Fase ACN de AM-01 milho
(6,00)

CC silica C-18
H,O/MeOH (95:5— 0:100)

CLAE-prep HO/ACN (80:20 v/v +

1% Ac. acético ), fluxo de 10

17 fracdes
AM-01-Mi-ACN-Fr-1-Fr-16
(150mL cada fragdo)

Evaporagéo do solvente
RMN "H/CCDC

mL/min e A 254 nm silica C18
16 sub-fracBes AM-01 Mi—ACN-Fr-2
(AM-01-Mi-ACN-Fr-2-P1 (218,3 mg)
a Fr-2-P16)
CCDC
AM-01-Mi-ACN AM-01-Mi-ACN AM-01-Mi-ACN AM-01-Mi-ACN
Fr-2-P4-P5 Fr-2-P6 Fr-2-P7 Fr-2-P9
(5,3 mg, tr: 31,1 min) (6,2 mg, tr: 40,3 min) (6,3 mg, tr: 50,6 min) (6,3 mg, tr: 62,3 min)
OH O
OH O OH O
HO
@) o o
Z CHS CH3 CH3
OH OH
. 6 (inédita), p. 105
2 (conhecida), p. 100 4 (conhecida), p.102
H,C
0 0
@]
CHj,
3 (conhecida), p. 102

Figura 6 - Fluxograma do segundo fracionamento cromatografico de AM-01-Mi-ACN e
obtencéo das substancias puras.
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4.5.3 Particao do extrato bruto em MEOH obtido do cultivo em milho de AM-02

O extrato bruto obtido em milho de AM-02 foi fracionado de acordo com
a figura 7, p. 53.

Extrato bruto MeOH
AM-02 (5,2 g)

Solubilizagdo (100 mL de H,0)
Particdo (3 X 50 mL de AcOEt)
Concentracao

v v

Fase aquosa Fase AcOEt
(1,26 g) (3,24 9)

Solubilizagdo (50 mL de ACN)
Particdo (3 X 25 mL de Hexano)
Concentragao

y y

Fase Hexanica Fase ACN milho (0,860 g)*
(1,86 g) * codificado como AM-02-Mi-ACN
RMN de 'H

Figura 7 - Fluxograma da particdo do extrato bruto em MEOH obtido do cultivo em milho de
AM-02

4.5.3.1 Fracionamento da fracdo AM-02-Mi-ACN

A fracdo AM-02-Mi-ACN (0,860 g), foi fracionada por cromatografia em
coluna sob pressao utilizando silica de fase reversa como fase estacionéaria e
sistema de eluicdo em gradiente H,O/MeOH (80:20—0:100). Foram coletadas dez
fragcbes de 130 mL cada (AM-02-Mi-ACN-A-J). Estas foram analisadas por CCDC,
objetivando uma avaliacdo do grau de pureza. As massas obtidas destas fragoes,

aliadas a resolucao por CCDC, conduziram a selecao das fracdes AM-02-Mi-ACN-C

1
a AM-02-Mi-ACN-H, a serem analisadas por RMN H e CLAE-DAD. O sistema

utilizado para analise foi coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadecil silano (C-
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18) e eluicdo em gradiente H,O/ACN (95:05—0:100) por 40 min, permanecendo
nesta condicdo por mais 10 min, com fluxo de 1,0mL/min e A inicial de 254nm. A
partir desta avaliacdo, estas foram submetidas a procedimentos de purificagao

visando a obtenc¢éo de substancias puras.

4.5.3.2 Fracionamento e purificacao das fragdes selecionadas

4.5.3.2.1 Fracionamento e purificacédo da fracdo AM-02-Mi-ACN-C e D

As fragbes AM-02-Mi-ACN-C e D (67,4 mg) por apresentarem perfil
cromatografico semelhante foram reunidas e submetidas a fracionamento via CLAE
preparativo apos otimizacdo em CLAE analitico. Foi utilizado um sistema de elui¢éo
isocratico com H,O/MeOH (60:40 v/v) por 30 minutos com fluxo de 15 mL/min e
como fase estacionaria foi utilizada coluna Phenomenex Luna com silica C-18. O
fracionamento resultou em 14 sub-fracbes (AM-02-Mi-ACN-CD-P1 a CD-P14). A
sub-fracdo AM-02-Mi-ACN-CD-P13 se apresentou pura e foi submetida a andlises de

RMN uni e bidimensionais para determinagao estrutural.

4.5.3.2.2 Fracionamento e purificagdo da fracdo AM-02-Mi-ACN-F

A fracdo AM-02-Mi-ACN-F (100 mg) foi submetida a uma separacao
em CLAE,ep. sendo utilizado um sistema de eluicdo em gradiente com H,O/MeOH
(75:25—0:100) por 90 minutos com fluxo de 10 mL/min e como fase estacionaria foi
utilizada coluna Phenomenex Luna com silica C-18. O fracionamento resultou em 16
sub-fracdes, (AM-02-Mi-ACN-FP1 a F-P16), que foram secas em evaporador
rotatério e suas massas obtidas. A sub-fracdo AM-02-Mi-ACN-F-P12 mostrou-se
pura e foi submetida a analises espectroscopicas para determinagéo estrutural.
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4.5.3.2.3 Fracionamento e purificacdo da fracdo AM-02-Mi-ACN-G

A fracdo AM-02-Mi-ACN-G (230,34 mg) foi submetida a cromatografia
em coluna sob presséo utilizando silica C-18 fase reversa como fase estacionaria, e
H,O/MeOH (70:30—0:100) como eluente. Foram coletadas 11 sub-fracdes de 135
mL cada (AM-02-Mi-ACN-GA a GK). As sub-fragcbes AM-02-Mi-ACN-GG a GD foram
agrupadas pois apresentaram comportamento cromatografico semelhante. A sub-
fracdo AM-02-Mi-ACN-GD mostrou-se pura e foi submetida a analises
espectroscopicas para identificacdo estrutural. Todo o procedimento de
fracionamento, purificacdo e obtencéo das substancias puras estdo resumidamente

apresentadas na figura 8, p. 56.

4.5.3.2.4 Fracionamento e purificacao da fragcdo AM-02-Mi-ACN-H

A fracdo AM-02-Mi-ACN-H (205 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna utilizando como fase estaciomaria Silica Gel Acros e sistema de eluente em
gradiente Hex/AcOEt (30:70—0:100) com posterior limpeza em MeOH 100%. Deste
fracionamento resultou em 14 sub-fragcbes (AM-02 Mi-ACN-HA a HN), que foram
analisadas por CCDC e as que apresentaram comportamento cromatografico
semelhante foram reunidas. A fracdo AM-02-Mi-ACN-HD-HH, foi submetida a
sucessivas purificaces em coluna até a obtencdo da substancia pura. A fracéo
AM-02 Mi-ACN-H se apresentou pura e foi submetida a analises de RMN uni e
bidimensionais para determinagcdo estrutural. Todo o procedimento de
fracionamento, purificagdo e obtenc&o das substancias puras estdo resumidamente

apresentadas na figura 9, p. 57.
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CC silica C-18 H,O/MEOH

Fase ACN de AM-02 milho (80:20—0:100) 10 fracBes AM-02-Mi-ACN
(860,0 mq) Aal
CCDC AcOEt/Hex
(65:35 viv)
AM-02 Mi—ACN-C AM-02 Mi-ACN-D AM-02 Mi—ACN-F AM-02 Mi—ACN-G
(45,8 mqg) (21,6 mqg) (100,0 mg) (230,3 mg)
agrupadas CLAE-prep H,0/MeOH CC silica C-18
(75:25—0:100), fluxo H20/MeOH
de 10 mL/min e % 366 (70:30—0:100)
AM-02 Mi—ACN-CD 16 sub-fracdes 11 fragcdes AM-02-Mi-ACN
AM-02-Mi-ACN-F-P1 a F-P16 GA a GK
CLAE-prep H,O/MeOH
(60:40 v/v), fluxo de 15 ccbe C_HCI3 /MeOH
mL/min e A 265 nm AM-02-Mi-ACN-F-P12 (9010 )
(5,9 mg, tr: 51 min)
14 sub-fra¢Bes AM-02-Mi-ACN-GD
AM-02-Mi-ACN-CD-P1 a CD-P14 (7,0 mg)
AM-02-Mi-ACN-CD-P13 OH Q
(10,7 mg, tr: 22 min) "

HO

10 (inédita), p. 118

7 (conhecida), p.110

11 (inédita). p. 121

Figura 8 - Fluxograma do fracionamento cromatografico da fase ACN de AM-02 e obtencéo
das substancias puras.
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CC silica Hex/AcOEt
(30:70 —0:100)

AM-02 Mi—~ACN-H 14 sub-frac6es AM-02 Mi-ACN-HA a HN
(205,0 mq)

CCDC
Hex/AcOEt/MeOH (77:20:03 v/v)

Fracionamento de AM-02 Mi-ACN-HD-HH (130 mg)
AM-02 Mi-ACN-HA

(7,4mg)

CC silica Hex/AcOEt/MEOH
Em gradiente de polaridade

28 sub-fracbes AM-02-Mi-ACN-HD-HH-1 a HD-HH-28

o} CCDC
Hex/AcOEt/MeOH
(60:30:10 v/v)

AM-02 Mi—ACN-HD-HH-14-20 (55 mq)

CC silica CHCIl3/MeOH

8 (inédita), p. 112 (97:3 —90:10)

52 sub-fracdes
AM-02-Mi-ACN-HD-HH-14-20-CC-1 a 52

CCDC CHCI3/MeOH (95:5)

AM-02-Mi-ACN HD-HH-14-20-CC-33
(3,7 mg)

OH

HO

9 (inédita), p. 115

Figura 9 - Fluxograma do fracionamento cromatografico de AM-02 Mi-ACN-H e obtencéo
das substéncias puras.
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4.5.4 Particao do extrato bruto obtido do cultivo em milho de AM-03

O extrato bruto obtido em milho de AM-03 foi fracionado de acordo com

a figura 10, p. 58.

Extrato bruto MeOH
AM-03 (3,0 g)

Solubilizagdo (100 mL de H,0)
Particdo (3 X 50 mL de AcOEt)

v

Fase aquosa
(1,29

Concentracao

Fase AcOEt
(1,4 9)

Solubilizagdo (50 mL de ACN)
Particdo (3 X 25 mL de Hexano)
Concentracao

v v

Fase Hexanica Fase ACN milho
(1,1 0) (0, 0559)
RMN de *H

Figura 10 - Fluxograma da particdo do extrato bruto em MEOH obtido do cultivo em milho

de AM-03

4.5.5 Particdo do extrato bruto em MEOH obtido do cultivo em milho de AM-04

(Penicillium sp2)

O extrato bruto obtido em milho de AM-04 (Penicillium sp2) foi

fracionado de acordo com a figura 11, p. 59.



Fase Hexanico

319 <
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Extrato bruto MEOH
(10,6 9)

Fase ACN

Solubilizag&o (60 mL de AcOEt)
Particéo (3 X 30 mL de H,0)

Concentracao

v

v

Fase aquosa
(1,79

Solubilizagdo (100 mL de ACN)
Particéo (3 X 50 mL de Hexano)
Concentragao

Solubilizagdo (50 mL de ACN)

Fase AcOEt
(3,79)

Particdo (3 X 25 mL de Hexano)
Concentracao

v

v

Fase ACN milho (804 mg)*
* codificado como AM-04-Mi-ACN

Fase Hexanico
(1,39)

Figura 11 - Fluxograma da particdo do extrato bruto em MEOH obtido do cultivo em milho
de AM-04 (Penicillium sp2).

4.5.5.1 Fracionamento da fase ACN-milho de AM-04 (Penicillium sp2) e obtencao da
substancia pura

A fase AM-04-Mi-ACN (0,804g) foi submetido a cromatografia em
coluna sob pressao utilizando silica C-18 como fase estacionaria e H,O/ACN

(90:10—0:100) como eluente. Foram coletadas dez fragbes de 120 mL cada (AM-04-

Mi-ACN-A a J). A fracdo AM-02-Mi-ACN-D apresentou grau de pureza satisfatorio e

foi submetida a andlises espectrométricas para determinacdo estrutural. Todo o

procedimento de fracionamento, purificagcdo e obtencdo da substancia pura esta

resumidamente apresentadas na figura 12, p. 60.
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Fase ACN de AM-04 milho
(804,0 mg)

CC silica C-18 H,O/ACN
(90:10— 0:100)

10 fragBes
AM-04-Mi-ACN-A-J
(120mL cada fracao)

AM-04 Mi—~ACN-D
(13,1mg)

CHj

HO OH

Substancia 14, p. 129

Figura 12 - Fluxograma do fracionamento cromatogréfico de AM-04 Mi-ACN

4.5.6 Cultivo dos enddéfitos AM-01 (Penicillium spl), 02, 03 e 04 (Penicillium
sp2) em MBD e obtencéo dos extratos brutos

Cada enddfito foi repicado em vinte placas de Petri contendo BDA, e

incubados em temperatura ambiente por sete ou dez dias de acordo com o periodo

de crescimento de cada fungo. Apos este periodo, cada fungo foi inoculado em 5L

de meio de cultivo MBD (20 Erlenmeyers de 500 mL cada, com 250 mL de meio) e

mantidos em incubadora rotatoria “shaker” sob temperatura controlada 25 por 28

dias. Em seguida, o caldo foi separado do micélio por filtragcdo e submetido a

particdo liquido/liquido com acetato de etila que foi evaporado em evaporador

rotatério, fornecendo os extratos brutos (Figura 13, p. 61).
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I

AM-01 AM-02 AM-03 AM-04

Crescimento em MBD (28 dias, 5L de caldo), sob agitacéo
Filtracdo

Particdo (6 X 2,0 L AcOEY)

Concentragao

Concentracao

Concentracao

Concentracéo

Extrato bruto Extrato bruto Extrato bruto Extrato bruto
MBD AM-01 MBD AM-02 MBD AM-03 MBD AM-04
(300mgQ) (180mg) (302mg) (284mgq)
RMN de *H RMN de *H RMN de *H RMN de *H
CLAE-DAD CLAE-DAD CLAE-DAD CLAE-DAD

Figura 13 — Fluxograma da obtenc¢éo dos extratos brutos obtidos em MBD

Os extratos brutos obtidos em MBD foram submetidos a analises do

perfil cromatografico por CLAE-DAD em gradiente exploratério e analise por RMH

1

H. O sistema utilizado para analise em CLAE foi coluna analitica Luna Phenomenex
tipo octadecil silano (C-18) e eluicdo em gradiente H,O/MeOH (95:05—0:100) por 40
min., permanecendo nesta condi¢cdo por mais 10 min., com fluxo de 1,0 mL/min. e A

de 254 nm para posterior escolha do melhor comprimento de onda.
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4.5.7 Fracionamento do extrato em MBD de AM-03 (AM-03-MBD)

O extrato bruto AM-03-MBD (0,302 g) foi submetido a cromatografia
em coluna sob presséo utilizando silica flash como fase estacionaria e CHCls/MeOH
(03:97—0:100) como eluente. Foram coletadas oitenta fracdes de 190 mL cada (AM-
03-MBD-1 a 80). As fracbes obtidas foram analisadas por CCDC e as que
apresentaram comportamento cromatografico semelhante foram reunidas em 22
fracdes. A fracdo AM-03-MBD-33-37 apresentou grau de pureza satisfatério e foi
submetida a analises de RMN uni e bidimensionais para identificacdo estrutural.
Todo o procedimento de fracionamento, purificacdo e obtencdo das substancias

puras estao resumidamente apresentadas na figura 14, p. 62.

Extrato bruto de AM-03-MBD
(302,0 mg)

CC silica flash CHCIly/MeOH
(03:97—0:100)

80 fragbes AM-03-MBD-1 a 80

CCDC
CHCI3/MeOH (90:10 v/v)

AM-03-MBD-33-37

(6,6 mg)
O
OH
NH
N
@)
Substancia 12, p. 124

Figura 14 - Fluxograma do fracionamento cromatografico de AM-03-MBD e obtencdo das
substancias puras.
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4.5.8 Fracionamento do extrato em MBD de AM-04 (Penicillium sp2) (AM-04-
MBD)

O extrato bruto obtido em MBD (284 mg) foi fracionado por
cromatografia em coluna sob pressao utilizando silica de fase reversa C-18 como
fase estacionaria e sistema de eluicdo em gradiente H,O/ACN (90:10—0:100).
Foram coletadas 5 fragdes de 150 mL cada (AM-04-MBD-A a E). As fragcOes obtidas
foram analisadas por CCDC, objetivando uma avaliagdo do grau de pureza. As
massas obtidas destas fracGes, aliadas a resolucdo por CCDC, conduziram a
selecdo das fracbes AM-04-MBD-B (40,2 mg) e AM-04-MBD-C (30,5 mg), para

serem analisadas por RMNlH e por CLAE-DAD. O sistema utilizado para analise foi
coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadecil silano (C-18) e eluicdo em
gradiente H,O/ACN (95:05—0:100) por 40 min, permanecendo nesta condi¢cdo por
mais 10 min, com fluxo de 1,0mL/min e detector de arranjo de diodo com A inicial de
254nm. A partir desta avaliacao, as fracdes AM-04-MBD-B e AM-04-MBD-C foram
levadas para separacdo em escala preparativa por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

4.5.8.1 Fracionamento e purificacdo das fracbes selecionadas

4.5.8.1.1 Fracionamento e purificacao da fragcdo AM-04-MBD-B

A fracdo AM-04-MBD-B (40,2 mg) foi submetida a uma separacdo em
CLAE preparativo. Foi utilizado um sistema de eluicdo no modo isocratico com
H,O/ACN (90:10 v/v) por 40 minutos com fluxo de 12 mL/min, e como fase
estacionaria foi utilizada coluna Phenomenex Luna com silica C-18. O fracionamento
resultou em 5 sub-fragbes (AM-04-MBD-B-P1 a B-P5), que foram secas em
evaporador rotatorio e suas massas obtidas. A sub-fragdo AM-04-MBD-B-P2
apresentou-se pura e foi submetida a analises uni e bidimensionais para
identificacdo estrutural. Todo o procedimento de fracionamento, purificacdo e
obtencao das substancias puras estdo resumidamente apresentadas na figura 15, p.
64.
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4.5.8.1.2 Fracionamento e purificacéo da fracdo AM-04-MBD-C

A fragdo AM-04-MBD-C (30,5 mg) apresentou aspecto cristalino e apos

recristalizacdo em MeOH levou ao isolamento da substancia 13.

Extrato bruto de AM-04-MBD
(507,0 mg)

CC silica C-18 H,O/ACN
(90:10—0:100)

5 fragBes AM-04-MBD-A a E

RMN de 'H
AM-04-MBD-B AM-04 MBD-C
(40,2 mqg) (30,5 mg)
.C'-Ag:'p'ep H:0/ACN Aspecto cristalino
(90:10) Augo de 12mL/min e Recristalizacio com MeOH
e 254nm

5 sub-fracdes .
AM-04-MBD-BP1 a BP5 Substéncia 13, p. 127
(4,5 mg)

AM-04-MBD-BP2
(12,4 mg, tr: 3 min)

O
O N
| N/l_| N\H
o °
)
Substancia 15, p. 130

Figura 15 - Fluxograma do fracionamento cromatografico de AM-04-MBD e obtencdo das
substancias puras.
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4.5.9 Obtencdo dos perfis cromatoqgraficos

Os perfis cromatograficos dos extratos brutos de A. macrophylla e dos
fungos endofiticos AM-01, 02, 03 e 04, foram realizados por CLAE-DAD em coluna
silica Phenomenex fase reversa C-18 e eluicdo em gradiente H,O/MeOH
(95:05—0:100 - 1,2mL/min., A de 254) por 40 min., permanecendo nesta condi¢cdo

por mais 10 min.

4.5.10 Ensaios Biol6qgicos Realizados

Os extratos brutos obtidos em milho e MBD e as substancias puras
isoladas foram submetidos a avaliacdo da atividade antifiUngica, antioxidante,

anticolinesterasica, antimalarica e avaliacdo de inibicdo de protease.

4.5.10.1 Bioautografia com fungos do género Cladosporium — detecc¢éo de atividade

antifangica.

Os extratos brutos (400ug), e as substancias puras (100ug, 50ug,
25ug, 10ug, 5ug e 1ug), foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel e eluidas
com solventes adequados AcOEt/Hex e MeOH/AcOEt. Em seguida foram
evaporadas para completa remocdo dos solventes. As cromatoplacas foram
borrifadas com uma suspensdo de fungos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum, na concentracdo de 5x10° esporos/mL, em solucdo de glicose e
sais. As placas aspergidas com suspensao de fungos foram incubadas em camara
umida a 25°C, durante 48 horas, na auséncia de luz. Decorrido o periodo de
incubacéo, o fungo cresceu por toda placa, exceto nas regifes onde se encontravam
as substancias ativas inibindo o crescimento do fungo, em comparagdo com O

padrédo positivo nistatina 1ug *.*

*Ensaio realizado no Instituto de Boténica de S&o Paulo — Secao de Fisiologia Vegetal — sob
orientacdo da Dra. Maria Claudia Marx Young.
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4.5.10.2 Determinacao da atividade anticolinesterasica (AChE)

O ensaio qualitativo e quantitativo por bioautografia (Cromatografia em
Camada Delgada — CCD) consiste na eluicdo de uma cromatoplaca da substancia
em andlise, juntamente com um controle positivo inibidor da enzima
acetilcolinesterase (AChE), galantamina (Figura 16, p. 66). As amostras e o controle
foram aplicados em ordem decrescente de massa, objetivando encontrar a menor
quantidade inibidora da AChE, que possa ser observada visualmente. Apdés o
desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada com a solucdo da enzima
AChE (6,66 U) (solucéo A) e o solvente evaporado com secador de cabelo. A placa
cromatografica foi incubada em camara umida fechada a 37 °C por 20 minutos, e em
seguida borrifada com a (solucéo D).%*

O aparecimento de mancha branca sobre um fundo de coloracdo roxa

indica que houve inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase*.

Solucdes:

v Solugdo A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n° C2880) foi
dissolvida em 150 mL do tampéao Tris-HCI (0,05 M; pH=7.9), a solucéo
estoque foi armazenada a 4 °C e no momento do uso foi adicionado 0,1% de
albumina de soro bovino;

v" Solucédo B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol;

\

Solucéo C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de 4gua destilada;
v Solucéo D: mistura de 10 mL da solucao B + 40 mL da solucgéo C.

Figura 16 - Galantamina, controle positivo nos ensaios de inibicdo de AchE

*Ensaio realizado no Instituto de Botanica de Sao Paulo — Secao de Fisiologia Vegetal — sob
orientacdo da Dra. Maria Claudia Marx Young.
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4.5.10.3 Ensaio espectrofotométrico com 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH)

Os padrdes utilizados para comparar a atividade sequestradora de
radicais livres dos extratos brutos de AM-01, 02, 03 e 04 foram a quercetina
diidratada, o a-tocoferol (vitamina E) e a rutina, dissolvidos em MeOH, nas seguintes
concentragdes: 33,3 uM; 26,7 uM; 20,0 uM; 13,3 uM; 6,7 uM; 3,3 uM; 1,7 uM.

A solucdo de DPPH foi preparada na concentracdo de 0,04g/L, em
MeOH. Os extratos foram diluidos em MeOH nas concentracdes: 0,667 mg/mL;
0,333 mg/mL; 0,0100 mg/mL; 0,0067 mg/mL; 0,0033 mg/mL; 0,0027 mg/mL; 0,0017
mg/mL. A analise foi feita em microplacas transparentes de 96 pocos, com
capacidade para 400 pL.

A primeira placa foi preenchida com o branco (300puL de MeOH por
poco), e sua leitura foi feita antes da placa contendo os extratos. A segunda placa foi
preenchida com as sete diferentes concentracdes do extrato (100 puL do extrato por
poco), sendo que a ultima fileira de pocos, continha apenas MeOH e foi utilizada
como controle. Entéo, foram adicionados 200uL da solu¢cdo de DPPH em cada pogo.
Todas as amostras foram analisadas em triplicada e tiveram seus desvios padrdes
calculados. As amostras que apresentaram desvio maior que 4 foram testadas
novamente.

A placa foi mantida ao abrigo da luz por 30 minutos apés a adicédo da
solucdo de DDPH, posteriormente, foi feita a leitura em leitor de microplacas
Synergy-HTS em A 517 . Os dados obtidos foram entéo processados empregando a
férmula a seguir que foi inserida no programa KC4, o qual calculou e gerou os

graficos da atividade sequestradora de radicais livres.

Processamento dos dados:

Formula: % de sequestro do radical livre estavel DPPH

%AA= (absorbancia do CONTROLE-DPPH- absorbancia da AMOSTRA ou PADRAQ)*100
Absorbancia do CONTROLE-DPPH
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A atividade antioxidante foi expressa em termos de ICsy (concentracao
em mg/mL do extrato, necessario para sequestrar 50% do radical livre DPPH). O
radical DPPH tem um maximo de absor¢cdo em 515 nm , o decréscimo na
absorbancia, devido a captura de um hidrogénio radicalar cedido pela espécie
antioxidante e consequente estabilizacdo do radical, é evidenciado pela mudanca da

cor violeta para amarelo*.%

* Ensaio realizado no Instituto de Quimica em Araraquara — Departamento de Quimica
Orgénica pela aluna Caroline Mariana Pereira.

4.5.10.4 Atividade potencial antimalarica através da inibicdo da formacdo de [-

hematina

As seguintes solu¢des foram preparadas:

e Amostras: 100 pL de cloreto de hemina (6,4 mM em NaOH 0,1 M), 50 uL
da amostra (2,5 mg/mL, extrato bruto), 200 uL de acetato de sodio 0,5 M e
50 uL de acido acético 17,4 M.

e Controle: 100 uL de cloreto de hemina (6,4 mM em NaOH 0,1 M), 50 uL
de solvente, 200 uL de acetato de sodio 0,5 M e 50 uL de acido acético
17,4 M.

e Branco: 50 uL da amostra (2,5 mg/mL), 100 uL de NaOH 0,1 M, 200 puL de
acetato de sodio 0,5 M e 50 pL de acido acético 17,4 M.

As solucdes foram incubadas a 37°C por uma noite. Apés incubacéao,
0s tubos contendo as solugdes foram centrifugados por 15 minutos. O sobrenadante
foi retirado, e o precipitado lavado com 400 uL de DMSO, e centrifugado por 15
minutos. Por ultimo, foi lavado com 400 uL de metanol e centrifugado por 15 minutos
novamente. Para a quantificacdo foram adicionados 1,0 mL de NaOH 0,1 M, sendo
que uma aliquota de 10 uL desta solucao, foi transferida para uma microplaca onde
foram adicionados 190 uL NaOH 0,1 M, e a absorbéncia foi medida a A 405 nm. A
guinina e a cloroquina foram utilizadas como padrdes. Este ensaio foi realizado em

triplicata*.®®
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Processamento dos dados:
Formula: % de inibicdo da formacao de B-hematina

% InIbIQéO = (Aamostra‘ Apranco) X 100

Acontrole

*Ensaio realizado no Instituto de Quimica em Araraquara — Departamento de Quimica
Orgéanica pela aluna Caroline Mariana Pereira.

4.5.10.5 Avaliacao do potencial de inibicdo das proteases subtilisina e pepsina

Reagentes: Protease HIV-1, acetil-pepstatina, substrato fluorogénico Arg-Glu-
(EDANS)-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-lle-Val-GIn-Lys-(DALBCYL)-Arg (EDANS-DABCYL),
subtilisina Carlsberg, pepsina, N-succinil-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilcumarina
(AMC), aprotinina e DMSO grau espectrofotométrico (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis,
MO, EUA).

Ensaio Enzimatico: enzimas, substratos, inibidores padrao e solucdo tampao:

v protease HIV-1 (25 nM), substrato fluorogénico EDANS-DABCYL (2
uM), pepstatina (50 uM), tampéao acetato 0,1 M (pH 4,7) (1 M NacCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% DMSO e 1 mg/mL BSA);
v' pepsina (1,7 nM), substrato fluorogénico EDANS-DABCYL (2 uM),
pepstatina (50 uM), tampé&o acetato 0,1 M (pH 4,4);
v subtilisina Carlsberg (37 nM), substrato fluorogénico EDANS-
DABCYL (2 uM), aprotinina (50 uM), tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,5);
As solucbes enzimaticas foram preparadas no dia do experimento. As
solugbes contendo substratos ou inibidores padrdo ou amostras testadas foram
congelas em freezer a — 80° C. As soluc¢des tampéo foram armazenadas a 8°C.

Protocolo experimental e analise por espectrometria de fluorescéncia

Inicialmente a enzima foi incubada com as amostras a serem testadas
ou com o inibidor padréo por 1 hora em solu¢cdo tampao. Em seguida 20 uL desta
mistura foi transferida para as micro-placas pretas opacas, e 80 uL do substrato foi
adicionado automaticamente pelo injetor do aparelho para se dar inicio a reacao

enzimatica. Imediatamente iniciou-se a leitura em intervalos de aproximadamente 1
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minuto durante o periodo de 1 hora. A intensidade de fluorescéncia foi medida em
comprimento de onda de 360 nm de excitagcédo e de 460 nm de filtro de emissao.

As medidas de atividade inibitoria sobre as proteases por meio da
espectrometria de fluorescéncia foram realizadas em um leitor de microplacas com
multidetecgdo Synergy™ HT (Bio-Tek® Instruments, Inc. Winooski, Vermont, USA)
(figura 7). As intensidades de fluorescéncia medidas foram analisadas por meio do

4™

software de andlise de dados KC (Bio-Tek® Instruments, Inc. Winooski, Vermont,

USA), considerando a intensidade de fluorescéncia (IF) como resultado da atividade
enzimatica.®*%°

Os dados foram transferidos para o Microsoft Excel e comparado com
os resultados obtidos com 0 ensaio padrao (enzima + tampé&o + substrato), com o
inibidor padrdo (enzima + inibidor + substrato) e com as amostras experimentais
(enzima + amostra + substrato). Para todas as amostras testadas foram realizados
ensaios “branco” (10 uL amostra + 90 uL tampéo), para medida da fluorescéncia
basal, deteccdo de autofluorescéncia das substancias, e determinacdo da
sensibilidade de operacéo do espectrofotémetro.

O “branco” foi lido por um periodo de 1 hora, em triplicata, sendo
calculados a média, o desvio padrédo (DV) e o desvio padréo relativo (ou coeficiente
de variacdo) (DVR). A média é utilizada posteriormente para subtracdo dos valores
obtidos com os ensaios enzimaticos.

Inicialmente, € realizado um screening utilizando-se duas
concentra¢cfes das amostras testadas (1 ug/mL e 0,1 ug/mL). A média aritmética dos
valores de IF das triplicatas é calculada minuto a minuto. Deste valor obtido é
subtraida a média encontrada no respectivo ensaio “branco”. Os valores finais
obtidos sdo comparados aos resultados do ensaio padréo para determinar se houve
ou ndo diminuicdo da atividade enzimatica. A analise da atividade das amostras
testadas é verificada por meio da porcentagem de inibicao (% 1), i.e, porcentagem de
diminuicdo da atividade enzimatica em relacdo ao padréo, de acordo com a formula
abaixo*

% | = [(IF padrédo — IF inibidor)/IF padrao]*100
onde:
IF padréo = intensidade de fluorescéncia obtida no ensaio padréo
IF inibidor = intensidade de fluorescéncia obtida no ensaio com amostra testada.

*Ensaio realizado no 1Q-Araraquara, sob a supervisdo do Dr. Otavio Flausino Jr.



5. RESULTADOS E DISCUSSOES |




5. Resultados e Discussdes 72

5.1 Isolamento, purificagéo e cultivo dos endofitos

No procedimento de isolamento e purificacdo dos endofitos, foram
utilizados trés diferentes meios de cultura; batata-dextrose-agar (BDA), extrato de malte
(EM) ou agar-agar (AA) que possuem nutrientes primarios para o crescimento dos
fungos. No entanto, devemos considerar a hipétese de que existem linhagens fungicas
gue somente crescem em condicBes especiais na presenca de nutrientes especificos.
Neste contexto, os fungos isolados foram os que melhores se adaptaram as condi¢des
de crescimento empregadas.

Considerando também, que cada microrganismo endofitico possui
diferentes condi¢cBes oOtimas de cultivo e como néo faz parte dos objetivos de nosso
trabalho determina-las, foi empregado a mesma metodologia para todos os endofiticos

em estudo.

5.2 EXTRACAO E ISOLAMENTO

5.2.1 Anélise dos extratos brutos obtidos do cultivo em milho dos fungos
endofiticos AM-01 (Penicillium spl), 02, 03 e AM-04 (Penicillium sp2) por CLAE-
DAD

As analises dos cromatogramas em CLAE-DAD dos extratos brutos
obtidos em milho dos fungos endofiticos AM-01 (Penicilium spl), 02 e AM-04
(Penicillium sp2) (Figura 17, p. 73) revelaram a presenca de Varios picos com
polaridades variando de média a alta e boa resolucéo, evidenciando esta técnica como
um bom método de separacdo cromatografica. Com excecdo do extrato bruto de AM-03

gue nao apresentou boa resolucéo ainda que em diferentes comprimentos de onda.
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Figura 17 — Cromatogramas em CLAE-DAD dos extratos brutos obtidos em milho de AM-01, 02
e 04 registrados em 254 nm e 230 nm para AM-03.

5.2.2 Andlise do extrato bruto obtido em milho por RMN de *H

A fim de diminuir e/ou eliminar os interferentes provenientes do meio de
cultivo (milho) os extratos brutos obtidos foram fracionados com ACN e hexano. Este
procedimento foi adotado apés avaliacdo do espectro de RMN*H (Figura 18, p. 74) do
milho sem inoculagdo dos enddfitos (branco), que se mostrou rico em substancias
graxas.

Deste modo, nos asseguramos que 0s metabdlitos isolados foram

produzidos pelos microrganismos e nao procedentes do meio de cultura.
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Figura 18 - Espectro de RMN *H do extrato bruto de milho-branco (CDCIs;, 500 MHZz).

5.2.3 Andlise dos extratos brutos obtidos do cultivo em milho dos fungos

endofiticos AM-01 (Penicillium spl), 02, 03 e AM-04 (Penicillium sp2) por RMN de
1
H

De um modo geral, os espectros de RMN de 'H (Figuras 19-22, p. 75-76)
dos extratos brutos obtidos em milho de AM-01 (Penicilium spl), 02 e AM-04
(Penicillium sp2) apds as particdes, evidenciaram sinais por toda faixa espectral,
demonstrando a presenca de hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos, carbindlicos,
olefinicos, arométicos e fendlicos. No entanto, o extrato bruto produzido por AM-03
apresentou diversidade de hidrogénios reduzido, além de um perfil cromatografico por
CCDC, pouco promissor.
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Figura 19 - Espectro de RMN *H do extrato bruto de AM-01-Milho (CDCl;, 500 MHz).
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Figura 20 - Espectro de RMN *H do extrato bruto de AM-02-Milho (CDCls, 500 MHZz).



5. Resultados e Discussdes 76

Figura 21 - Espectro de RMN H do extrato bruto de AM-03-Milho (CDCls;, 500 MHZz).
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Figura 22 - Espectro de RMN *H do extrato bruto de AM-04-Milho (DMSO-ds, 500 MHZz).
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5.2.4 Fracionamento cromatogréfico do extrato bruto obtido em milho de AM-01

(Penicillium spl) e obtencéo das substancias puras

Como discutido anteriormente, o extrato bruto obtido em milho de AM-01
(Penicillium spl) apresentou por CLAE-DAD um grande numero de picos com boa
resolucdo cromatografica, o que, juntamente com analise em CCDC, conduziu a um
fracionamento cromatografico em coluna que resultou em sete fracdes (AM-01-Mi-ACN-
A-G). As fracBes obtidas que apresentaram maior massa e boa resolucdo por CCDC,
foram analisadas por CLAE-DAD e RMN de 'H para avaliagéo do grau de pureza, o que
possibilitou a selecdo das fragcbes AM-01-Mi-ACN-C (Figura 23 e 25, p. 77 e 78) e AM-
01-Mi-ACN-D (Figura 24 e 26, p. 78 e 79) para separacdo por CLAE preparativo. Em
um segundo cultivo de AM-01 (Penicillium spl) em milho, a fracdo Fr-2 foi selecionada

para separacédo por CLAE preparativo também por apresentar um cromatograma bem

1
resolvido (Figura 27, p. 79) e espectro de RMN H rico em sinais (Figura 28, p. 80).

Figura 23 — Cromatograma CLAE-DAD de AM-01-Mi-ACN-C, registrado em 254 nm.
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Figura 25 - Espectro de RMN *H de AM-01-Mi-ACN-C (DMSO-ds, 500 MHZz).




5. Resultados e Discussdes 79

Ealan. dabay B.904
Fulid 5.0 dEgrees
My Lims 4 880 nas
Wi

0
18 rapet)t e
oRAL mi, AFD.¥I3O3A1 WA
BATA FROCTSSING
P wiaw 41808
Tolal Liss § win, b6 ses .
ER
=
] = X
NI
Tw = i 3 | E
=32 J==p ) A
22 eloE

Figura 26 - Espectro de RMN H de AM-01-Mi-ACN-D (DMSO-ds, 500 MHZz).

Figura 27 — Cromatograma CLAE-DAD de AM-01-Mi-ACN-Fr-2 registrado em 254 nm.
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Figura 28 - Espectro de RMN *H de AM-01-Mi-ACN-Fr-2 (CDCl3, 500 MHz).

5.2.4.1 Fracionamento de AM-01-Mi-ACN-C

Esta fracdo foi submetida a fracionamento em CLAE preparativo (Figura
29, p. 81), apo6s otimizacdo em CLAE analitico. Este procedimento resultou em 6 sub-
fragcdes (AM-01-Mi-ACN-CP1 a CP6), a que apresentou maior grau de pureza e massa
(AM-01-Mi-ACN-CP3), foi submetida a analise de RMN uni e bidimensionais.
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\ N CP3-subst. 5 (inédita)
VoLl (6,1 mg, tr: 30 min)

Figura 29 — Cromatograma de AM-01-Mi-ACN-C em CLAE.p. registrado em 230 nm.

5.2.4.2 Fracionamento de AM-01-Mi-ACN-D

Esta fragdo também foi submetida a fracionamento em CLAE preparativo
(Figura 30, p. 82) apés otimizacdo em CLAE analitico. O fracionamento resultou em 4
sub-fracdes (AM-01-Mi-ACN-DP1 a DP4), que foram secas em evaporador rotatério e
suas massas obtidas. A sub-fracdo AM-01-Mi-ACN-DP4 se apresentou pura e foi

submetida a analises de RMN uni e bidimensionais para determinag&o estrutural.
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DP4-subst. 1 (conhecida)
(3,4 mg, tr: 24,5 min)

Figura 30 — Cromatograma de AM-01-Mi-ACN-D em CLAE.p. registrado em 230 nm.

5.2.4.3 Fracionamento de AM-01-Mi-ACN-Fr-2

Tendo em vista o procedimento experimental adotado com sucesso para
as fracdes AM-01-Mi-ACN-C e AM-01-Mi-ACN-D, o qual permitiu o isolamento de duas

substancias, adotou-se um fracionamento cromatografico similar, para a purificacdo da

fracdo AM-01-Mi-ACN-Fr-2 empregando CLAE preparativo.

Para a purificacdo de AM-01-Mi-ACN-Fr-2 foi otimizado um sistema de

eluicdo no modo isocratico com 20% de ACN como fase movel e silica de fase reversa

como fase estacionaria. Esta metodologia resultou na separacdo de 16 sub-fracbes

(AM-01-Mi-ACN-Fr-2-P1 a Fr-2-P16) e destas as que apresentaram maior massa (AM-

01-Mi-ACN-Fr-2-P4 a P9) foram submetidas & analise por RMN de *H para avaliacéo do

grau de pureza. Deste procedimento, foram o

btidas 4 substéancias puras, que apos

analises de RMN uni e bidimensionais tiveram suas estruturas determinadas (Figura 31,

p. 83).
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P6-subst. 2 (conhecida)
(6,2 mg, tr: 40,3 min) |

| | A/
\ | ' P9-subst. 4 (conhecida)
: ' (6,3 mg, tr: 62,3 min)
{ | P7-subst. 6 (inédita)
| | . (6,3 mg, tr: 50,6 min)

‘ [ P4-P5-subst. 3 (conhecida)
| (5,3 mg, tr: 31,1 min)

Figura 31 — Cromatograma de AM-01-Mi-ACN-Fr-2 em CLAE, registrado em 254 nm.

5.2.5 Fracionamento cromatogréfico do extrato bruto obtido em milho de AM-02 e

obtencédo das substancias puras

O extrato bruto obtido em milho de AM-02 apresentou por CLAE-DAD
uma boa resolucédo cromatografica, mesmo sendo observada uma diminui¢cdo de picos
em determinados comprimentos de onda. Apos analise por CLAE-DAD, o extrato bruto
foi fracionado em coluna cromatografica sob-presséo, utilizando silica C-18 como fase
estacionaria e sistema de eluicdo em gradiente, levando a 10 fragcdes (AM-02-Mi-ACN-
A-J). Estas fragcbes foram analisadas por CCDC para avaliar o grau de pureza e as que
apresentaram perfil cromatografico semelhante foram reunidas. As fracdes que
apresentaram maior massa e espectros de RMN de *H promissores, AM-02-Mi-ACN-C
a AM-02-Mi-ACN-H (Figuras 36-39, p. 86-87), foram analisadas por CLAE-DAD (Figuras
32-35, p. 84-85) e posteriormente purificadas através de CLAE preparativo e/ou por

cromatografia em coluna sob presséo.
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I'k_

Figura 32 - Cromatograma CLAE-DAD de AM-02 Mi-ACN-C-D registrado em 265 nm

Figura 33 - Cromatograma CLAE-DAD de AM-02 Mi-ACN-F registrado em 254 nm
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Figura 34 - Cromatograma CLAE-DAD de AM-02 Mi-ACN-G registrado em 254 nm

Figura 35 - Cromatograma CLAE-DAD de AM-02 Mi-ACN-H registrado em 254 nm
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Figura 36 - Espectro de RMN H de AM-02-Mi-ACN-C-D (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 37 - Espectro de RMN H de AM-02-Mi-ACN-F (CDCl3, 500 MHZz).
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Figura 39 - Espectro de RMN *H de AM-02 Mi-ACN-H (CDCl;, 500 MHz)
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5.2.5.1 Fracionamento de AM-02-Mi-ACN-C-D

As fracbes AM-02-Mi-ACN-C e D (67,4 mg) por apresentarem perfil
cromatografico semelhante foram reunidas e submetidas a fracionamento via CLAE
preparativo (Figura 40, p. 88). Esta metodologia resultou na separacao de 14 sub-
fracbes (AM-02-Mi-ACN-CD-P1 a CD-P14), a sub-fracdo AM-02-Mi-ACN-CD-P13 se
apresentou pura e foi submetida a analises de RMN uni e bidimensionais para

determinacéo estrutural.

CD-P13-subst. 11 (inédita)
aod (10,7 mg, tr: 22,0 min)

III

|

Figura 40 — Cromatograma de AM-02-Mi-ACN-C-D em CLAE,, registrado em 265 nm.

5.2.5.2 Fracionamento de AM-02-Mi-ACN-F

A fracdo AM-02-Mi-ACN-F também foi purificada em CLAE preparativo.
Deste fracionamento resultou em 16 sub-fracdes, (AM-02-Mi-ACN-F-P1 a F-P16) que
foram secas em evaporador rotatorio e suas massas obtidas. As sub-fragbes que

apresentaram maior massa foram analisadas por RMN de 'H. A sub-fracdo AM-02-Mi-
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ACN-F-P-12 se mostrou pura e foi submetida a analises espectroscopicas para

determinacéao estrutural (Figura 41, p. 89).

F-P12-subst. 10 (inédita)
(5,9 mg, tr: 51,0 min)

Figura 41 — Cromatograma de AM-02-Mi-ACN-F em CLAE.,. registrado em 366 nm.

5.2.5.3 Fracionamento de AM-02-Mi-ACN-G e H

As fragcbes AM-02-Mi-ACN-G e H foram purificadas através de sucessivos
fracionamentos por cromatografia em coluna, devido a n&o reprodutibilidade das
condicdes de separacdo em CLAE preparativo, evitando assim, sub-fracbes com
pequena quantidade de massa, 0 que impossibilitaria as analises para determinagao
estrutural.

O fracionamento de AM-02-Mi-ACN-G levou ao isolamento da substancia
7 ja descrita na literatura”® e o fracionamento de AM-02-Mi-ACN-H culminou no

isolamento das substancias 8, 9 e 10 ambas inéditas na literatura.
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5.2.6 Fracionamento cromatografico do extrato bruto obtido em milho de AM-03

Como discutido anteriormente, nos itens 5.2.1 e 5.2.3, o extrato bruto de
AM-03, revelou a presenca de poucos picos com baixa absortividade molar,
inviabilizando uma separac@o cromatogréfica via CLAE. Adicionalmente seu espectro
de RMN de 'H ndo apresentou dados promissores. Estes fatos nos conduziram a

exclusdo deste extrato para posterior estudo quimico.

5.2.7 Fracionamento cromatografico do extrato bruto obtido em milho de AM-04 e

obtencédo das substancias puras

O fracionamento do extrato bruto obtido em milho de AM-04 (Penicillium
sp) foi realizado por cromatografia em coluna, pois apresentou boa resolu¢do quando
analisado por CCDC. Deste fracionamento foram coletadas dez fracdes (AM-04-Mi-
ACN-A a J), sendo que a fracdo AM-02-Mi-ACN-D indicou um médio grau de pureza,

possibilitando a identificacdo da substancia 14.

5.2.8 Andlise dos extratos brutos obtidos do cultivo em MBD dos fungos
endofiticos AM-01 (Penicillium sp1l), 02, 03 e AM-04 (Penicillium sp2) por CLAE

As andlises dos cromatogramas em CLAE-DAD dos extratos brutos
obtidos em MBD dos fungos endofiticos AM-01 (Penicillium spl) e AM-03 (Figuras 42,
p. 91) revelaram a presenca de varios picos com boa absortividade molar, evidenciando
esta técnica um excelente método de separacdo cromatogréafica para esses extratos.
No entanto, os extratos brutos de AM-02 e AM-04 (Penicillium sp2) (Figuras 42, p. 91)
ndo apresentaram boa resolucdo cromatografica, além da intensidade e diversidade de
picos serem reduzidos quando comparados com os demais extratos, ainda que em

diferentes comprimentos de onda.
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AM-01-MBD-254 nm

AM-02-MBD-254 nm

AM-03-MBD-240 nm

AM-04-MBD-254 nm

Figura 42 - Cromatograma CLAE-DAD dos extratos brutos obtidos em MBD de AM-01, 02 e 04
registrados em 254 nm e 240 nm para AM-03.

5.2.9 Observacéo sobre o meio de cultivo (MBD)

A escolha do solvente AcOEt, para a particado liquido-liquido dos meios de
cultura foram baseados em dados da literatura e metodologia utilizada no laboratério,
uma vez que todos os trabalhos descritos na investigagdo quimica de substancias
isoladas de fungos endofiticos fizeram uso desse solvente. No entanto, compreendo
gue a utilizacdo deste Unico solvente poderia comprometer a extracdo total dos
metabolitos, o que seria uma variavel para cada fungo. Assim, visando uma

padronizacdo de metodologia, empregou-se somente AcOEt.
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5.2.10 Analise dos extratos brutos obtidos do cultivo em MBD dos fungos
endofiticos AM-01 (Penicillium spl), 02, 03 e AM-04 (Penicillium sp2) por RMN de
1

H

De um modo geral os espectros de RMN de 'H (Figuras 43-46, p. 92-94)
dos extratos brutos obtidos em MBD de AM-01 (Penicillium spl), 02, 03 e AM-04
(Penicillium sp2), mostraram-se ricos em sinais, abrangendo grande parte da largura
espectral. Também foi possivel observar nos espectros de RMN de 'H de AM-02, 03 e
04 um aumento na intensidade dos picos na regido de aromaticos, sugerindo um
namero maior destas substancias nestes extratos quando comparados aos extratos

brutos obtidos em milho (Figura 22, p. 76).

193134880 BHF

1184

Rl

Figura 43 - Espectro de RMN *H de AM-01MBD (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 45 - Espectro de RMN 'H de AM-03 MBD (CDCl;, 500 MHz).
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Figura 46 - Espectro de RMN *H de AM-04 MBD (DMSO-ds, 500 MHz).

5.2.11 Estudo do extrato bruto obtido em MBD de AM-01 (Penicillium sp1)

O espectro de absorcdo na regido do ultravioleta das substancias
presentes no extrato bruto cultivado em MBD de AM-01, ndo exibiu absorcdes tipicas
de isocumarinas. Considerando que a producdo metabdlica de microrganismos é
altamente dependente das condicbes e meios de cultivo, podemos concluir que este

meio ndo favoreceu a producdo metabdlica desta classe de substancias.
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5.2.12 Fracionamento cromatografico do extrato bruto obtido em MBD de AM-03 e

obtencédo as substancias puras

O extrato bruto obtido do cultivo em MBD de AM-03, mostrou maior
rendimento e um espectro de RMN de *H rico em sinais, quando comparado ao extrato
bruto obtido do cultivo em milho (Figura 21, p. 76), mostrando que este meio favoreceu
a producdo metabdlica do microrganismo.

Apés andlise do cromatograma em diferentes comprimentos de onda,
optou-se pela purificacdo do extrato por CC, devido a presenca de substancias em
diferentes faixas de polaridades. Foram coletadas oitenta sub-fracées (AM-03-MBD-1 a
80), as quais foram analisadas por CCDC e as que apresentaram comportamento
cromatografico semelhante foram reunidas resultando em 22 sub-fracées. Da fracao
AM-03-MBD-33-37 foi isolado a substancia conhecida 12.

5.2.13 Fracionamento cromatografico do extrato bruto obtido em MBD de AM-04

(Penicillium sp2) e obtencéo as substancias puras

O fracionamento de AM-04 MBD (Penicillium sp2) por CC forneceu 5
fracbes (AM-04-MBD-A a E). As fracbes obtidas foram analisadas por CCDC,
objetivando uma avaliacdo do grau de pureza. As massas obtidas destas fracoes,
aliadas a resolucéo por CCDC, conduziram a selecao da fragdo AM-04-MBD-B para ser

1
analisada por RMN H (Figuras 48, p. 96) e por CLAE-DAD (Figuras 47, p. 96). A fragcao
AM-04-MBD-C apresentou aspecto cristalino e apos recristalizacdo em MeOH levou ao
isolamento da substancia 13.
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Figura 47 - Cromatograma CLAE-DAD de AM-04-MBD-B registrado em 254 nm.

Relax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 4.081 sec

Width 5071.8 Hz
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Figura 48 - Espectro de RMN *H de AM-04-MBD-B (DMSO-dgs, 500 MHz).



5. Resultados e Discussdes 97

5.2.13.1 Fracionamento e purificacdo da fracdo AM-04-MBD-B

No intuito de se isolar a substancia majoritaria observada no espectro de
'H da fracdo AM-04-MBD-B, esta foi submetida & purificacdo por CLAE preparativo. O
fracionamento resultou em 5 sub-fracdes (AM-04-MBD-B-P1 a B-P5), que foram secas
em evaporador rotatério. Da sub-fracdo AM-04-MBD-B-P2 foi isolada a substancia

conhecida 15.
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5.2.14 SUBSTANCIAS ISOLADAS NO ESTUDO QUIMICO DOS FUNGOS

SELECIONADOS
H3C\o 0 OH O
Cx,, O
CH3 CHj3
3 OH 4

Hs

OH O OH O
., L
CHsq 7" CH,
1 OH 2 OH
OH O OH O
HO HO
o} 0
CHs c
5 OH 6

Figura 49 - Substéancias isoladas do fungo endofitico Penicillium spl (AM-01)

Figura 50 - Substéancias isoladas do fungo endofitico AM-02
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Figura 51 - Substancia isolada do fungo endofitico AM-03
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Figura 52 - Substancias isoladas do fungo endofitico Penicillium sp2 (AM-04)

5.2.15 DETERMINACAO ESTRUTURAL

Para facilitar a discussdo sobre a determinagéo estrutural das substancias
isoladas neste trabalho, estas foram separadas por classe de metabdlitos. As
substancias com estruturas moleculares ja relatadas na literatura foram identificadas
utilizando-se as andlises dos espectros de RMN de 1H e RMN de **C, bem como por
comparacdo com dados da literatura. As substancias que apresentam estruturas
moleculares ainda n&o descritas foram elucidadas por meio de técnicas
espectroscopicas: RMN uni e bidimensionais, UV, IV e espectrometria de massas de

alta resolucao.
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5.2.15.1 Determinacéo/identificacdo estrutural das substancias produzidas pelo
fungo Penicillium spl (AM-01)

5.2.15.1.1 Identificagdo da Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina 1 e Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina 2

OH OH O
8a
9
5 4a 3 CH3 = CH3
OH OH
1 2

A substancia 1 foi isolada como um solido amorfo de coloracdo branca,
apos purificagdo por CLAEpep. A formula molecular foi estabelecida apds analise dos
dados do espectro de massas por ionizacdo em eletrospray ESI-MS (Anexo 1, p. 179)
onde foi visualizado o ion m/z 217 indicando a formac&o do ion quasi-molecular
[M+Na]" o que confirmou a férmula molecular C1gH10O4.

O espectro de RMN de 'H (Tabela 1, p. 102) (Anexo 2, p. 180) mostrou
dubletos para dois hidrogénios aromaticos em oy 6,86 (J= 7,5 Hz, 1H, H-5) e 64 6,96 (J=
7,5 Hz, 1H, H-7). Estes sinais evidenciaram um anel aromético trisubstituido. Foi
observado também um sinal em &y 1,51 caracteristico de hidrogénio metilico, que foi
atribuido a H-9. Um singleto largo em 64 11,0 (1H), indicou a presenca de uma ligacao
intramolecular entre o grupo hidroxila em (8-OH) e o grupo carbonila (C-1).

No experimento de gCOSY (Anexo 3, p. 181) foi possivel observar os
acoplamentos entre o hidrogénio metinico em 4,63 (dq, J=6,5 e 2,0 Hz, 1H, H-3) com os
hidrogénios em 1,51 (d, J= 6,5 Hz, 3H, H-9) e 64 4,50 (d, J=2,0 Hz, 1H, H-4), permitindo
estabelecer a sub-unidade a-metil-hidroxi para a substancia 1. Esta observagéo foi
confirmada, através das correlagdes observadas em gHMBC (Anexo 4, p. 182) (Tabela
1, p. 102) de H-9 com C3/C4 e H-3 com C-9/C-4. Os experimentas de gHMQC (Anexo
5, p. 183), permitiram atribuir todos os atomos de hidrogénios a seus respectivos
carbonos. Andlise detalhada dos espectros de RMN de **C (Tabela 1, p. 102) (Anexo 6,

p. 184) mostrou a presenca de dez sinais, uma metila [6c 16,0 (C-9)], cinco carbonos
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metinicos [8c 78,1 (C-3), 8¢ 67,2 (C-4), &c 118,5 (C-5), 8¢ 136,7 (C-6) e 8¢ 118,2 (C-7)],
trés carbonos quaternarios aromaticos [6c 162,1 (C-8), dc 106,8 (C-8a), oc 140,5 (C-
4a)], e um sinal em &¢c 169,1 (C-1), que foi atribuido a uma carbonila, sugerindo que a
substancia 1 € uma isocoumarina. A configuracédo relativa de 1 foi definida com base na
constante de acoplamento de H-4 com H-3 de 2,0 Hz, indicando que estes dois
hidrogénios encontram-se em uma relacao cis. Estas informacdes aliadas aos dados da
literatura®®, permitiram sugerir que a substancia 1 trata-se de uma isocumarina
denominada de Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina.

A substancia 2 foi isolada como um sélido amorfo de cor branca, depois
de purificado por CLAEpe. O espectro de massas utlizando a técnica ESI-MS,
apresentou o fon [M+H]" de 195 (Anexo 7, p. 185), sugeriu também para esta
substancia a formula molecular C1oH1004. O conjunto de sinais observado no espectro
de RMN de 'H (Tabela 1, p. 102) (Anexo 8, p. 186) em &, 6,91 (d, J = 8,0 Hz, 1H, &¢
117,8), &4 7,45 (t, J = 8,0 Hz, 1H, & 136,8) e 84 6,96 (d, J = 8,0 Hz, 1H, &c 116,2)
evidenciou acoplamentos de sistema aromatico orto/meta, orto/orto e orto/meta em anel
trisubstituido, atribuidos a H-7, H-6 e H-5, respectivamente. O espectro apresentou
outro conjunto de sinais em oy 1,45 (d, J= 6,0 Hz, 1H, H-9, &c 17,9), on 4,52 (dqg, J= 6,0
Hz, 1H, H-4) e 84 4,54 (m, 1H, H-3), que aliado aos espectros de RMN *3C (Tabela 1, p.
102) (Anexo 9, p. 187) e aos experimentos de gHMBC (Anexo 10, p. 188) (Tabela 1, p.
102) permitiram propor para a substancia 2 o esqueleto de uma isocumarina.

A principal diferenca entre as substancias 2 e 1, encontra-se na constante
de acoplamento entre os hidrogénios H-4 e H-3, com valor de 6,0 Hz, sugerindo que
estes dois hidrogénios encontram-se em uma relacdo trans. A partir da analise destas
informacdes e dados da literatura® pode-se concluir que 2 é um isémero de 1,

nomeado Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina.
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Tabela 1 - Dados de RMN de 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) das substancias 1 e 2 em CDCl3?

Posicao 1 2
'H () C ) gHMBC 'HEG)  *c()  gHMBC
1 162,1 168,4
2
3 4,63 dq (6,5; 2,0) 78,1 4,52 dq (6,00 80,0 Cc-4,
4 4,50 d (2,0) 67,2 C-4a,C-5, C-8a 4,54 m 69,1 c-3
4a 140,5 141,1
5 6,86 d (7,5) 118,5 C-4, C-8a 6,96d(8,0) 1162 .7
6 7,45dd (7,5;85)  136,7 C-4a, C-8 7451(80) 1368 (c.4.c-g
7 6,96 d (7,5) 118,2 C-8a 691d(80) 1178 (.g c.g,
8 162,1 162,0
8a 106,8 106,6
9 1,51d (6,5) 16,0 C-3,C-4 145d (6,00 179 (3 .c4

# deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm,
constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.

5.2.15.1.2 Identificacdo do 8-metoximeleina 3 e 5-hidroximeleina 4

10
ch\o OH O
8
7 2 1°0 @)
"3 CH, CHa
9 OH
3 4

O espectro de massas da substancia 3, obtido com a técnica ESI-MS (+)
em baixa resolucdo, apresentou o ion m/z 193 indicando a formacdo do ion quasi-
molecular [M+H]" (Anexo 11, p. 189). A presenca deste ion, em conjunto com os dados

espectroscopicos de RMN, sugeriram a formula molecular C11H;1,03.
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O conjunto de sinais em dy 6,83 (1H, d, 8,0), é4 6,71 (1H, d, 8,0), o4 7,35
(1H, t, 8,0) evidenciou o sistema aromético orto/meta, orto/meta e orto/orto em anel
trisubstiuido, atribuidos a H-7, H-5 e H-6, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H de 3 (Tabela 2, p. 104) (Anexo 12, p. 190)
apresentou sinal um singleto em dy 3,88 (3H, H-10) sugerindo uma O-metilagdo. A
correlacédo observada no espectro de gHMBC (Tabela 2, p. 104) (Anexo 13-14, p. 191-
192) entre H-10 e dc 161,2 (C-8), confirma a posicdo do grupo metoxi em C-8. O
espectro de *C (Tabela 2, p. 104) (Anexo 15, p. 193) apresentou sinais em ¢ 162,5 e
d¢c 56,1 evidenciando a presenca do grupo carbonilico em C-1 e do grupo metoxilico em
C-10. Trés sinais foram registrados em dc 119,1 (C-5), é¢c 134,3 (C-6) e d6c 110,9 (C-7),
atribuidos aos carbonos aromaticos.

Estes dados evidenciaram uma grande similaridade estrutural entre 1 e 3,
sendo que uma das diferencas observadas entre as duas substancias trata-se da
reducdo de C-4 que passou de um carbono metinico oxibenzilico para um carbono
metilénico benzilico.

Estas informagOes aliadas aos dados da literatura, sugerem a estrutura
da 8-metoximeleina para a substancia 3.%

A diidroisocumarina 4 foi isolada como um solido amorfo de coloragéo
branca que apresentou em seu espectro de massas de baixa resolucdo (Anexo 16, p.
194) o pico m/z 193, indicando a formacao do ion quasi-molecular [M—H]", sugerindo a
formula molecular C19H1004.

Uma das principais diferencas esta nos espectros de RMN de ‘H de 4
(Tabela 2, p. 104) (Anexo 17, p. 195) e 1, estdo no padrdo de substituicdo do anel
aromatico, onde 4 exibiu dois hidrogénios com sistema aromatico ort/orto em &y 6,73
(J= 9,0 Hz, 1H, H-6) e 64 6,92 (J= 9,0 Hz, 1H, H-7), 0 que sugeriu um anel aromatico
tetrasubstituido, além da redugdo de C-4 que passou de um carbono metinico
oxibenzilico para um carbono metilénico benzilico.

Os espectros de RMN de *3C (Tabela 2, p. 104) (Anexo 18, p. 196)
mostraram sinais em 9dc 156,5 e &c 143,0, que foram atribuidos aos carbonos
hidroxilados C-8 e C-5, respectivamente. As correlacdes observadas nos experimentos
gHMBC (Tabela 2, p. 104) (Anexo 19-20, p. 197-198), como as observadas entre 8-
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OH/C-7 e H-4/C-5, suportaram o posicionamento das hidroxilas. Estes dados indicam

um anel hidroquinonico na estrutura molecular de 4, que foi identificada como 5-

hidroximeleina.®®

Tabela 2 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) das substancias 3 e 4 em CDCI3*

Posicéo 3 4
H@E)  C @) gHMBC 'H (§) *C () gHMBC
1 162,5 161.5
2
3 4,48 m 74,0 4,63 m 76,0 C-4:C-9
4 2,80 m 36,1 C-3,C-5,C-4a,C-9 3,084, dd (16,5; 3,5) 28,0  C-5;C-4, C-8,
2,62 1, dd (16,5;11,5) 28,0 C-4a

4a 141,8 125,0
5 6,71d (8,00 119,1 C-7 143,0
6 7,35t (8,0) 134,3 C-4a, C-8 6,92 d (9,0) 124,0 C-4, C-8
7 6,83d(8,0) 110,9 C-5 6,73 d (9,0) 116,0 C-5: C-8,
8 161,2 156,5
8a 113,0 108,5
9 1,40d (6,0) 20,6 C-3,C-4 1,49 d (6,5) 21,0 C-3: C-4
10 3,88s 56,1 c-8

@deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
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5. 2.15.1.3 Determinagéo de Rel.(3S,4S)-4,7-diidroximeleina 5 e 7-hidroximeleina 6

OH OH O
HO 8a 1 HO
7 (@] (@]
9
5 4a 3 CH3 CH3
OH
5 6

A substéancia 5 foi isolada como um solido branco amorfo. O espectro de
UV (Anexo 21, p. 199) em MeOH mostrou absor¢cdes maximas em 220, 277 e 343 nm.
O espectro de IV (Anexo 21, p. 199) confirmou tratar-se de uma substancia
aromatica(vmax 1645, 1583 e 1476 cm™) e evidenciou a presenca de uma lactona (Vmax
1665 cm™). A férmula molecular foi estabelecida apds analise dos dados do espectro de
massas de alta resolucdo por ionizacdo em eletrospray (HRESI-MS) onde foi
visualizado o ion quasi-molecular m/z 209,0485 referente a formagéo de aduto [M—H]~
(Anexo 22, p. 200). A massa para [M-H] foi calculada em 209,045 o que confirmou a
férmula molecular proposta C1oH10O0s.

No espectro de RMN de 'H (Anexo 23, p. 201) (Tabela 3, p. 107), foram
verificados dois hidrogénios aromaticos com acoplamento orto em 64 6,78 (d, J= 8,0,
1H, H-5, &¢c 118,6) e o4 7,07 (d, J= 8,0, 1H, H-6, d¢c 120,8) revelando um anel aromatico
tetra-substituido, um singleto em oy 11,0 indicou a presenca de uma ligacdo
intramolecular entre um hidrogénio fendlico e um grupo carbonila.

O espectro de RMN de **C (Anexo 24, p. 202) (Tabela 3, p. 107) indicou
a presenca de uma metila, quatro carbonos metinicos, sendo dois aromaticos, um
oxibenzilico e um carbindlico. Um sinal em 6c 169,5 indicou a presenga de uma lactona
ligada em um anel aromético em C-8a (6c 107,0).

Através da analise dos mapas de contorno gCOSY (Anexo 25, p. 203) foi
possivel observar as correlacées 'H-'H entre a metila em C-9 (84 1,52; d) com os
hidrogénios H-3 e H-4 permitindo estabelecer a subunidade H3C-CHO-CHOH.
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As correlacbes observadas entre o hidrogénio metilico H-9 (64 1,52) com
os carbonos metinicos C-3 (6¢c 79,2) e C-4 (dc 66,8) nos experimentos gHMBC (Anexo
26-27, p. 204-205) (Tabela 3, p. 107) em conjunto com os dados obtidos nos
experimentos de gCOSY sugeriram o0 esqueleto de uma isocumarina.

A configuracédo relativa de 5 foi deduzida com base nas constantes de
acoplamento. O pequeno valor de J para H-4 (04 4,4; J=2,0 Hz, 1H) sugeriu que este se
encontra em uma relacdo cis com H-3. O experimento de gHMQC (Anexo 28, p. 206)
colaborou para a atribuigéo dos valores de **C aos respectivos hidrogénios.

Os dados obtidos, possibilitaram a elucidacdo estrutural de 5 como a
substancia inédita Rel.(3S,4S)-4,7-diidroximeleina.

A substancia 6 foi isolada como um sélido amorfo de cor branca, [a]*p —
70,5 (c 0,13, MeOH) e submetida a espectrometria de massas de alta resolugédo (Anexo
29, p. 207) HRESI-MS no modo negativo, onde 0 espectro apresentou 0s pico base m/z

195,0650 indicando a formacédo do ion quasi-molecular [M-H]-. A massa para [M]_ foi
calculada em 195,0657 confirmando a férmula molecular C19H1004.

O espectro de UV em MeOH mostrou absorcdo maxima em 249 e 313
nm. O espectro de RMN de *H de 6 (Anexo 30, p. 208) (Tabela 3, p. 107) apresentou
dois dubletos em oy 6,55 (d, J= 8,0, H-5, ¢ 117,7) e d4 7,01 (d, J= 8,0, H-6, 6c 120,4)
integrados para 1H cada, evidenciando um acoplamento orto entre os hidrogénios H-5 e
H-6.

Nos espectros de RMN de *3C (Anexo 31, p. 209) (Tabela 3, p. 107) foi
visualizado um carbono metilico, um carbono metileno benzilico e um carbono metinico
carbindlico. Um singleto em &y 11,0 indicou a presenca de uma ligacao intramolecular
entre um hidrogénio fendlico e um grupo carbonila assim como em 5, devido a auséncia
de correlacdo em gHMQC (Anexo 32, p. 210).

Estes dados evidenciaram uma grande similaridade estrutural entre 5 e 6,
sendo que a diferenca observada entre as duas substancias trata-se da reducao de C-4
gue passou de um carbono metinico oxibenzilico para um carbono metilénico benzilico.

Andlises dos espectros de RMN bidimensionais gHMBC (Anexo 33-34, p.
211-212), (Figura 53, p. 107) (Tabela 3, p. 107) e gCOSY (Anexo 35, p. 213), auxiliaram
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na elucidacdo da estrutura. Estes dados permitiram a elucidacdo de 6 como a

substancia inédita como 7-hidroximeleina.

OH O
o )

Figura 53 - Principais correlacdes observadas no experimento gHMBC

Tabela 3 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) das substancias 5 e 6 em CDCl;?

Posicédo 5 6
H (5) BC (9) gHMBC 'H (3) °C (§) gHMBC
1 169,5 N.D
2
3 4,62 dq (6,5;2,0) 79,2 4,66 dq (6,5; 6,5) 77,0
4 4,40 d (2,0) 66,8 C-3,C-4a,C-5, C-8a 2,80 d (6,5) 340  c3.c5.Ce8,
4a 131,4 129,6
5 6,78 d (8,0) 118,6 C-4, C-7,C-8 6,55 d (8,0) 1177 c4c7.C8,
6 7,07 d (8,0 120,8  C-4a, C-7,C-8a 7,01d (8,0) 1204 .7.c-8:C-4,
7 145,7 143,9
8 149,1 149,0
8a 107,0 108,2
9 1,52 d (6,5) 16,2 C-3,C-4 1,47 d (6,5) 20,7 C-3: C4

@ deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (§) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.

As substancias 1-6 pertencem a classe das isocumarinas que Ss&o
metabdlitos que ocorrem em uma ampla gama de organismos, incluindo bactérias,

fungos e liquens.’”® Esta classe de substancias apresenta diversas atividades biolégicas,
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tais como inibidores de proteases, antimicrobiana, antialérgicas, antimalaricos™ e

reguladores de crescimento.’?

5.2.15.2 Determinacéo/identificacdo estrutural das substancias produzidas pelo
fungo AM-02

5.2.15.2.1 Determinacdo da Xylarenona A 7

z

A substancia 7 foi isolada como um 6leo de coloracdo amarela, [a]*‘p
+97,5 (c 0,04, MeOH) A formula molecular foi estabelecida apds analise dos dados do
espectro de massas de alta resolucdo por ionizacdo em eletrospray (HRESI-MS) onde
foi visualizado o ion quasi-molecular m/z 287,1253 referente a formagdo de aduto
[M+Na]* (Anexo 36, p. 214). A massa para [M+Na]" foi calculada em 287,1253, o que
aliado aos dados de RMN de *3C (Anexo 40, p. 218) (Tabela 4, p. 111) permitiu sugerir
a férmula molecular C15H2004 7.

O espectro de RMN de 'H de 7 (Anexo 37, p. 215) (Tabela 4, p. 111)
apresentou um tripleto em &4 4,33 (¢ 73,6) e um singleto em &4 3,30 (dc 69,6)
integrados para 1H cada e que baseados nos deslocamentos de RMN de *3C foram
conferidos aos hidrogénios carbindlicos H-1 e H-6, respectivamente. Também no
espectro de RMN*H, foram observados sinais de hidrogénios olefinicos em &y 5,25/5,32
(s, H-12,4, H-12;, 6c 116,3) sugerindo uma ligacdo exociclica e hidrogénios carbindlicos
em o 4,25/4,15 (d, J= 13,0 Hz, oc 63,8, H-13,, H-13y), além de dois sinais atribuidos a
duas metilas em 641,31 (s, H-14, 6c 19,2) e 641,06 (d, J = 6,5 Hz, H-15, dc 15,7).
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Nos espectros de RMN de **C (Tabela 4, p. 111) e DEPT (Anexo 41-42,
p. 219-220) foi possivel observar 15 sinais: duas metilas, quatro carbonos metilénicos
sendo dois sp®, um sp® terminal e outro oxi-vinilico, quatro metinicos e cinco carbonos
guaternarios.

Nos mapas de contorno do experimento gHMBC (Anexo 38, p. 216)
(Tabela 4, p. 111, Figura 56, p. 111) foi possivel visualizar as correlacées a longa
distancia entre os atomos de hidrogénio H-14 (o4 1,31, s) com os carbonos C-4 (dc
37,7), C-5 (8¢ 41,0), C-6 (oc 69,9) e C-10 (6¢c 163,3), de H-15 (dy 1,06, d) com C-3 (d¢c
24.,4), C-4 (6¢c 37,7) e C-5 (0c 41,0). Estes dados aliados as correlagbes observadas em
gCOSY *H-'H (Anexo 39, p. 217) entre H-15¢>H-4<3H-3<>H-2<3H-1 nos conduziram a

estabelecer a estrutura parcial A (Figura 54, p. 109).

OH

Figura 54 - Estrutura parcial A

Também nos mapas de contorno dos experimentos de gHMBC foi
possivel observar as correlacbes a longa distancia entre H-12 (o4 5,25 e 5,32, s) com 0s
carbonos C-7, C-11 e C-13. Estes dados aliados aos de RMN de 'H permitiram

estabelecer a estrutura parcial B (Figura 55, p. 109).
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Figura 55 - Estrutura parcial B

A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono,
foi realizada ap6s avaliacdo das interacdes a curta distancia 'J, no experimento
bidimensional gHMQC (Anexo 43, p. 221). Os valores de deslocamentos quimicos
observados em RMN 'H e '3C sugeriram tratar-se de um sesquiterpeno do tipo
eremofilano.

A juncdo entre as estruturas parciais A e B foi realizada apds detalhada
analise dos mapas de contorno nos experimentos de gHMBC onde foram observadas
as correlacdes de H-6 (o4 3,30) com C-7, e de H-9 (o4 5,82) com C-7, C-5e C-1.

A configuracgéo relativa de 7 foi determinada pela analise dos espectros de
NOESY (Anexo 44, p. 222), onde se verificou a interacdo entre a metila H-15 com H-6 e
H-14 indicando que estes hidrogénios encontram-se em uma relacéo cis.

Estas andlises aliadas aos dados da literatura, nos permitiram determinar
a estrutura de 7 como Xylarenona A, isolada do fungo endofitico Xylaria sp, descrito na

literatura por apresentar atividade antitumoral e antibacteriana.”
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— Principais correlag@es observadas no experimento de NOESY-1D

Figura 56 - Estrutura da Xylarenona A

Tabela 4 - Dados de RMN de 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 7 em CDCI5?

Posicéo 7
4 (3) 8¢ (3) gHMBC
4,331 (3,0) 73,6 -
2 1,92 m 33,1 -
1,60 m
3 1,84 m 24,4 -
1,40 m
4 1,82 m 37,7 -
5 - 41,0 -
6 3,30s 69,6 C-5; C-7; C-10; C-14
7 - 62,9 -
8 - 195,2 -
9 582s 123,3 C-1; C-5; C-13
10 - 163,3 -
11 - 142,7 -
12 5,25,s 116,3 C-11; C-13
5-32b S C-7
13 4,25d (13,0) 63,8 C-7; C-11; C-12
4,15d (13,0) C-7;C-11; C-12
14 1,31s 19,2 C-4; C-5; C-6;C-10
15 1,06d (6,0) 15,7 C-3; C-4; C-5; C-14

& deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em m,
q pp
constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.
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5.2.15.2.2 Determinacédo da XylarenonaC 8

A substancia 8 foi isolada como um 6leo amarelo, [a]*®; +14,5 (c 0,18,
MeOH). A formula molecular foi estabelecida apds analise dos dados do espectro de
massas de alta resolugcdo por ionizacdo em eletrospray (HRESI-MS) onde foi
visualizado o ion quasi-molecular m/z 455,2773 referente a formacg&o de aduto [M+Na]"
(Anexo 45, p. 223). A massa para [M+Na]" foi calculada em 455,2773, o que aliado aos
dados de RMN de *C (Anexo 46, p. 224) (Tabela 5, p. 114) confirmou a férmula
molecular CysHaoNaOs,

O espectro de UV em MeOH de 8 mostrou absor¢do maxima em 235 nm,
caracteristico de cetona a,B insaturada. O espectro de IV (Anexo 47, p. 225) exibiu uma
banda larga em 3442 cm™ caracteristico de hidroxila, uma banda associada a cetona
a,B-insaturada em 1679 cm™ e outra associada a um éster alifatico em 1730 cm™.

O espectro de RMN de 'H (Anexo 48-49, p. 226-227) (Tabela 5, p. 114)
exibiu a presenca de dois hidrogénios oximetinicos em dy 3,32 (H-6, 1H, s) e em dy
5,41 (H-1,1H, t; J=3,0 Hz), sendo o ultimo, devido ao valor de deslocamento, sugerimos
estar posicionado o a um grupo acila. Ainda no espectro de RMN de *H foi possivel
visualizar a presenca de trés hidrogénios olefinicos: o4 5,95 (H-9, s, oc 125,7) e on
5,25,/5,33p (H-12, s e H-12y, t; J=1,5 Hz, 6c 116,4). A presenca de duas metilas, 64 1,23
(s, O0c 18,6) e oy 1,06 (d, dc 15,7) permitiu sugerir que 8 possua 0 mesmo esqueleto

basico de 7.



5. Resultados e Discussdes113

A anélise do espectro de RMN de *H associado aos espectros de RMN de
13C e DEPT (Anexo 50-51, p. 228-229) revelaram a presenca de seis metilas, sete
carbonos metilénicos, sete carbonos metinicos. Ainda no espectro de RMN de *3C foi
possivel observar os sinais em dc 125,7 (64 5,95, H-9, s) e dc 157,8 que evidenciaram a
presenca de uma cetona o, insaturada, além de um sinal em &¢c 175,0, caracteristico
de funcéo éster.

Também foram observadas quatro metilas adicionais quando comparado
com 7, sendo um tripleto e trés dubletos integrados para 3H cada em oy 0,77 (H-8', t;
J=6,5 Hz), 840,74 (H-9', d; J=6,5 Hz), 0,77 (H-10’, d; J=6,5 Hz) e 1,08 (H-11’, d; J=7,0
Hz) que aliado ao deslocamento de H-1, permitiu propor a esterificacdo da hidroxila em
C-1.

A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono,
foi realizada ap6s avaliacdo das interacdes 'J, no experimento bidimensional gHMQC
(Anexo 55-56, p. 233-234).

Um levantamento bibliografico realizado na literatura evidenciou que as
posicbes C-1 e C-3 dos esqueletos eremofilanicos podem apresentar uma
esterificacdo.'* Para a substancia 8, sugerimos que a esterificacdo ocorreu em C-1
com base nas correlacdes observadas em gHMBC (Anexo 52-54, p. 230-232, Figura 57,
p. 114) entre H-9 e C-1. A cadeia lateral do grupo acila foi definida através das
multiplicidades de H-10’, H-11', H-9' e H-8 e das correla¢cbes observadas no gHMBC
(Tabela 5, p. 114).

A configuracdo relativa de 8 foi determinada através da analise dos
espectros de NOESY (Anexo 57, p. 235), onde a irradiacdo de H-15 mostrou correlagao
espacial com H-6 e H-14 indicando que estes hidrogénios encontram-se em uma
relacdo cis assim como em 7.

Estes resultados revelaram 8 como uma nova substancia, com uma

cadeia ramificada na posicdo C-1, denominado Xylarenona C.
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Figura 57: Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC

Tabela 5 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) da substancia 8 em CDCI;*

Posicéo Posicéao
Yo o Bce) gHMBC H () e (9) gHMBC
1 541 (t, 3,00 74,0 - 14 1,23 (s) 18,6 C-4;C-5
2 1,94 (m) 25,0 - 15 1,06 (d; 7,0) 15,7 C-2;C-4
3 1,86 (m) 31,0 - T 175,0 -
1,42 (m)

4 1,88 (m) 37,2 - 2’ 2,50 (m) 37,9 -
5 - 40,9 - 3 1,63 (m) 41,5 -
6 3,32 (s) 69,1 C-5; C-10 4 1,39 (m) 28,3 -
7 - 63,2 5’ 1,29 (m) 44,8 -
8 - NO 6’ 1,19 (m) 31,4 -
9 5,95 (s) 125,7 C-1;C-5,C-7 7 1,35 (m) 29,0 -
10 - 157,8 8 0,77 (t; 6,5) 111 C-5; C-6; C-7"
11 - 142,6 9 0,75 (d; 6,5) 19,6 C-5; C-6; C-7"
12 5,254 (8) 116,4 C-11; C-13 10’ 0,77 (d; 6,5) 19,6 C-3; C-4’; C-5; C-6

5,33, (t; 1,5) c-13
13 4,12(d;13,5) 63,7 C-11;C-12;C-13 11’ 1,08 (d; 7,00 18,1 c-3

4,27 (d; 13,5) C-11; C-12

% deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
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5.2.15.2.3 Determinacado da Xylarenona D 9

A substancia 9 foi isolada como um 6leo amarelo, [0]*°; + 40,5 (c 0,1
MeOH). A formula molecular foi estabelecida ap6s analise dos dados do espectro de
massas de alta resolucdo por ionizacdo em eletrospray (HRESI-MS) onde foi
visualizado o ion quasi-molecular m/z 487,2666 referente & formac&o de aduto [M+Na]”
(Anexo 58, p. 236). A massa para [M+Na]" foi calculada em 487,2666 o que com auxilio
dos espectros de RMN de **C permitiu confirmar a férmula molecular Ca6Ha007,

O espectro de RMN de 'H (Anexo 59-60, p. 237-238) (Tabela 6, p. 117)
apresentou sinais de hidrogénios olefinicos em oy 5,24./5,33, (6c 116,1) e carbindlicos
em o 4,28/4,14 (d, J= 13,0 Hz, &c 63,7, H-13), confirmando assim como em 7, a
estrutura parcial B para a substancia 9.

Ap6s andlise dos espectros de RMN de *H e RMN de **C da substancia 9
foi possivel averiguar caracteristicas muito semelhantes as de 8 , sendo que a principal
diferenca observada foi a presenca de 2H metilénicos adicionais na regido dos
hidrogénios carbindlicos & 3,44-3,60 (8¢ 68,3/C-11) ligado ao carbono carbinélico §¢
79,0, sugerindo a presenca de outros dois carbonos hidroxilados. A auséncia de
interacdo 'J nos experimentos de gHMQC (Anexo 66, p. 244) permitiu assegurar que o
sinal observado em 8¢ 79,0 é de um carbono carbinélico sp* n&o hidrogenado.

Através da analise dos experimentos de DEPT (Anexo 61-62, p. 239-240)
e RMN de *C (Anexo 63, p. 241) (Tabela 6, p. 117) foi possivel averiguar a presenca

de cinco carbonos metilicos, sete metilénicos e seis carbonos metinicos.
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Nos experimentos de gHMBC (Anexo 64-65, p. 242-243) (Figura 58, p.
116) foi possivel observar as correlacdes 2J entre H-11' (Ha 3,44; d, J=11,0 Hz) e (Hp
3,60; d, J=11,0 Hz) com o carbono carbindlico em &¢ 79,0 e 2J com o carbono em &¢
174,6 caracteristico de fungéo éster, o que permitiu posicionar este grupo.

A configuracdo relativa de 9 foi determinada através da analise dos
espectros de NOESY (Anexo 67, p. 245), onde se verificou a interacdo entre a metila H-
15 com H-6 e H-14 indicando que estes hidrogénios encontram-se em uma relacao cis.

Estas analises nos permitiram determinar a estrutura de 9 como

Xylarenona D, inédita na literatura.

Figura 58: Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC
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Tabela 6 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) da substancia 9 em CDCI;*

Posicao Posigéo gHMBC
1 (5) B3¢ (5) gHMBC H () Bc (9)
1 5,49 (t, 2,0) 76,6 - 14 1,23 (s) 18,3 C-6; C-10
2 1,56 (m) 25,0 - 15 1,08 (d; 7,0) 15,7 C-2;C-4;,C-5
3 1,68 (m) 31,0 - 1 - 174.6 -
4 1,88 (m) 37,1 - 2 - 79,0 -
5 - 40,8 - 3 1,35 (dd, 11,0 Hz) 41,8 C-2’;,C-4’; C-10,
1,60 (d, 11,0 Hz) c-11’
6 3,33 (s) 69,1 C-7,C-5;C-14 4 1,55 (m) 26,7 c-10
7 - 63,1 - 5 0,83 (m) 45,8 C-6
1,38 (m) C-4’, C-10r
8 - 194.4 - 6’ 1,23 (m) 31,5 -
9 6,0 (s) 126,4 C-1;C-5;C-7 7 1,28 (m) 28,7 -
10 - 156,4 - g’ 0,78 (t; 7,5) 11,1 C-6',C-7’
11 R 142,3 - o 0,75 (d; 6,5) 18,3 C-6',C-7’
12 5,24, (S) 116,1 C-7;C-11 10’ 0,88 (m) 21,6 -
5,31y (t; 1,5) C-13
13 4,14 (d; 13,0) 63,7 C-11; C-12 11 3,44 (d; 11,0) 68,3 C-1; C-2
4,28 (d: 13,0) 3,60 (d; 11,0)

% deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
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5.2.15.2.4 Determinacdo da Xylarenona E 10

A substancia 10 foi isolada como um éleo amarelo apés purificagdo por
CLAEpep. [a]®p +13,5 (c 0,11, MeOH). A férmula molecular foi estabelecida apds
analise dos dados do espectro de massas de alta resolu¢cdo por ionizacdo em
eletrospray (HRESI-MS) onde foi visualizado o ion quasi-molecular m/z 479, 2647
referente a formacdo de ion [M-H] (Anexo 68, p. 246). A massa para [M-H] foi
calculada em 479, 2645 o que com auxilio dos espectros de RMN de **C permitiu
confirmar a formula molecular C26H40Os.

Através da andlise dos dados de RMN de 'H (Anexo 69-70, p. 247-248)
(Tabela 7, p. 120) e *C (Anexo 71, p. 249) (Tabela 7, p. 120) foi possivel notar uma
grande similaridade ente as substancias 9 e 10, sugerindo a presenca do mesmo
esqueleto carbonico.

No espectro de RMN de **C da substancia 10, foi notado a auséncia do
sinal em oc 28,7 (C-7") e a presenca de um sinal caracteristico de carbono carbinélico
em dc 71,7 indicando que este carbono sofreu oxidacdo. Outra diferenca observada
encontra-se no deslocamento quimico do hidrogénio H-7 que passou de 8y 1,28 para
o 3,52, 0 que confirma a presenca de um grupo hidroxila adicional em 10.

A atribuicdo de todos os valores de RMN de *C aos respectivos
hidrogénios foi realizada com base nas correlacdes observadas no experimento
gHMQC (Anexo 72, p. 250). Dados obtidos dos experimentos de RMN bidimensionais
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gHMBC (Anexo 73-75, p. 251-253, Figura 59, p. 119) (Tabela 7, p. 120), corroboraram
para a confirmacao da estrutura proposta.
A configuracdo relativa de 10 foi determinada através da andlise dos
espectros de NOESY (Anexo 76, p. 254), onde se verificou a interacéo entre a metila H-
15 com H-6 e H-14 indicando que estes hidrogénios encontram-se em uma relacao cis.
Estas andlises nos permitiram determinar a estrutura de 10 como

Xylarenona E, inédita na literatura.

Figura 59: Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC
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Tabela 7 — Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) da substancia 10 em CDClI;?

Posicédo Posicédo gHMBC
1 (5) 8¢ (5) gHMBC H (3) Bc (5)

1 5,50 (s) 76,5 - 14 1,23 (s) 18,4 C-4; C-5

2 1,50 (m) 25,0 - 15 1,08 (d; 6,5) 15,8 C-2; C-4;C-5

3 1,70 (m) 31,0 - 1 - 174,0 -

4 1,87 (m) 37,2 - 2 - 79,0 -

5 - 40,9 - 3 1,30 (m) 42,0 C-2;C-4;C-10
1,38 (m)

6 3,32 (s) 69,2 C-5;C-7;C-14 4 1,62 (m) 27,5 C-10

7 - 63,7 - 5’ 0,82 (m) 41,3 C-4; C-10%; C-6’
0,84 (m) C-7

8 - 194,4 - 6 1,46 (m) 37,5 -

9 6,0 (s) 126,4 C-1;C-5;C-7 7 3,52 (q; 5,5) 71,7 C-8

10 - 156,4 - g 1,03 (d; 6,5) 19,3 C-6’; C-7

11 - 142,6 - 9 0,76 (d; 7,0) 15,7 C-3;C-6"; C-7’

12 5,29, (s) 115,9 C-7;C-11 10’ 0,94 (d; 6,5) 22,0 c-4

5,23 (s)
13 4,14 (d; 13,0) 63,7 C-11; C-12 17 3,62 (d; 11,0) 68,3 C-1; C-2
4,28 (d; 13,0) 3,46 (d; 11,0)

% deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.

As substancias 7-10 pertencem a classe dos sesquiterpenos do tipo

eremofilano, que sdo metabdlitos secundarios encontrados em fungos e plantas

superiores. Estes compostos, possuem diversas propriedades biolégicas como acao

fitotoxica, mitotoxica’® e antifiingica. Alguns sdo considerados fitoalexinas.”
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5.2.15.2.5 Determinacdo do (E)-5-(1-hidroxialil)-4-(pent-1-enil)-2,5-diidrofurano-3-acido
carboxilico 11

A substancia 11 foi isolada como um O6leo de cor amarela, apds
purificagdo por CLAEpep. [a]®p —38,5 (¢ 0,1, MeOH). O espectro de massas de alta
resolucao utilizando a técnica de ionizagdo por eletrospray no modo positivo (HRESI-
MS), apresentou o ion quasi-molecular m/z 261,1157 referente a formacdo de aduto
[M+Na]" (Anexo 77, p. 255). A massa para [M+Na]" foi calculada em 261,1103
confirmando a formula molecular C;3H1gNaO,.

O espectro de UV em MeOH mostrou absorcdo maxima em 267 nm. O
espectro de IV (Anexo 78, p. 256) exibiu uma banda intensa e larga em 3411 cm™
caracteristico de hidroxila de &acido carboxilico e uma banda associada a C=0 em
1737 cm™.

O espectro de RMN de **C (Anexo 79, p. 257) (Tabela 8, p. 123) registrou
13 &tomos de carbonos, consistentes com seis olefinicos (2 quaternarios, trés metinicos
e um metilénico), trés metilénicos (dois vinilicos e um alilico), dois metinicos (um
oxivinilicos e um carbonilico), uma metila e um carbono atribuido a um &cido
carboxilico.

Através da analise dos espectros de RMN de 'H (Anexo 81-83, p. 259-
261) (Tabela 8, p. 123) em conjunto com os valores de deslocamento quimico para 0s

carbonos C-2, C-3, C-4 e C-5 aliado as correlacdes observadas no experimento de
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gHMBC entre H-2 com C-4 e C-5, foi possivel sugerir um anel diidrofurénico para a
substancia 11.

Na interpretacdo cuidadosa e detalhada do experimento de gCOSY
(Anexo 84, p. 262) foi possivel definir dois sistemas contiguos e independentes de
spins. No primeiro caso as interacdes visualizadas entre H-14<>H-13«>H-125H-11«>H-
10 permitiram estabelecer um substituinte 1-pentenila, -CH=CHCH,CH,CH;
(subunidade A). A configuracéo trans da ligacdo dupla foi estabelecida pelo valor da
constante de acoplamento de 16,0 Hz entre H-10 (64 6,52, d) e H-11 (o4 6,04, dt).

No segundo caso, as interacdes dos spins ‘H-'H entre H-7<>H-8<>H-9
conduziu a subunidade 1-hidroxi-2-propenila, H,C=CHCHOH- (subunidade B).

Estas subunidades foram ratificadas pelas correlacbes observadas a
longa distancia 3J (Figura 60, p. 123) nos experimentos de gHMBC (Anexo 85-86, p
263-264) (Tabela 8, p. 123), pelos deslocamentos quimicos em RMN de 'H e C,
assim como as respectivas multiplicidades dos hidrogénios.

Analise do mapa de contorno do experimento gHMBC foi decisivo na
determinacdo estrutural desta substancia, fornecendo subsidio para posicionar o0s
substituintes no anel furdnico. A subunidade A foi conectada em C-3, devido as
correlagbes a longa distancia observada entre H-10<C-4/C-5, assim como de H-5<C-
4/C-10. A analise do espectro de NOESY (Anexo 87, p. 265) confirmou a posi¢cao da
subunidade A em C-3, devido a interacéo espacial observada entre H-10 e H-2.

A subunidade B foi posicionada em C-2 devido as correlagbes a longa
distancia observada no experimento gHMBC entre H-2«<C7/C-8 e H-7«-C-3/C-9/C-8/C-
2.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela
analise dos mapas de contorno dos experimentos gHMQC (Anexo 80, p. 258).

Estas analises nos permitiram determinar a estrutura de 11 como (E)-5-(1-
hidroxialil)-4-(pent-1-enil)-2,5-diidrofurano-3-acido carboxilico, que apresenta esqueleto
carbdnico inédito na literatura.
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Figura 60 -

Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC

— Principal correlacéo observada no experimento NOESY-1D

Tabela 8 - Dados de RMN de 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 11 em CDCI;?

Posicéo 11
H (3) B¢ (8) gHMBC
2 4,57 (d; 5,5) 69,2 C-4; C-5; C-6; C-7; C-8
3 - 122,7 -
4 - 157,6 -
5 4,88 (d; W12;16,2) 70,0 C-4; C-6; C-10
4,85 (d; Wyp; 16,2)

6 - 175,1 -
7 4,33 (ddt, 5,5; 5,5; 1,5) 74,8 C-2; C-3; C-8; C-9
8 5,77 (ddd, 16,0; 10,0; 5,5) 135,8 C-7
9 5,29 (ddd, 16,0; 3,0; 1,5) 117,5 C-7;C-8

5,16 (ddd, 10,0; 3,0; 1,5) C-7
10 6,52 (d; 16,0) 120,3 C-4; C-5; C-12
11 6,04 (dt; 16,0 e 7,0) 142,0 C-4; C-12; C-13
12 2,16 (ddd; 14,5; 7,0; 1,5) 35,5 C-10; C-11; C-13; C-14
13 1,42 (q; 7,5) 21,7 C-11; C-12; C-13
14 0,87 (t; 7,5) 13,6 C-12; C-13

@ deslocamentos quimicos relativos ao TMS como
constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.

referéncia interna, () em ppm,
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5.2.15.3 Identificacdo estrutural da substancia produzida pelo fungo AM-03

5.2.15.3.1 Identifica¢do do ciclo (Pro-Tyr) 12

A substancia 12 foi submetida a analise detalhada dos espetros de RMN
de H e *3C, uni e bidimensionais e espectrometria de massas.

O espectro de RMN de 'H (Anexo 88, p 266) (Tabela 9, p. 126),
apresentou na regiao de alifaticos, trés multipletos em (o4 3,55 e oy 3,49, H-3), 64 1,90
H-4 e (dy 1,83 e dy 2,26, H-5), integrando para dois hidrogénios cada. Na regido de
aromaticos, foram visualizados sinais em oy 7,0 (d, 2H, dc 130,3), o4 6,71 (d, 2H, oc
116,1) e um sinal em oc 155,5 que indicou a presenca de um grupo OH ligado ao anel
aromatico. Dois duplos dubletos em oy 2,70, (1H, J= 4,5 e 14,5, é¢c 36,0) e o4 3,41y (1H,
J= 45 e 14,5, dc 36,0), evidenciaram um sistema benzilico com o anel aromatico
monossubstituido. Foram observados ainda, dois tripletos em oy 4,04 (1H, J= 7,5, dc
59,1) e &y 4,14 (1H, J= 3,0; dc 56,3).

Nos espectros de RMN de *3C (Anexo 89, p 267) (Tabela 9, p. 126), foram
observados quatro carbonos metilénicos, sendo um benzilico, seis metinicos, um
guaternario aromatico e dois carbonos tipicos de amida em 6¢c 165,2 (H-7) e dc 169,7
(H-1). Os trés multipletos visualizados em (64 3,55 e oy 3,49, H-3), (04 1,90 H-4) e (o4
1,83 e &4 2,26, H-5) sdo caracteristicos dos hidrogénios metilénicos atribuidos a uma
unidade do aminoacido prolina. Estes dados nos permitiram identificar a substancia 12
como pertencente a classe das dicetopiperazinas, que sdo substancias normalmente

formadas pela condensacgéo de dois ou mais aminoéacidos.
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A presenca de um anel aromatico observado em RMN de 'H associado &
correlagdo a longa distancia observada no experimento de gHMBC (Anexo 90-91, p
268-269) (Tabela 9, p. 126), entre H-10 (o4 2,70,) com C-1' e C-2' conduziram a
presenca do residuo de tirosina (Tyr) como outro aminoacido da molécula. No
experimento de gCOSY (Anexo 92, p 270) foi possivel observar a correlagdo entre H-
10./H-10,/H-9, confirmando a presenca deste aminoacido. A configuracao relativa de 12
foi realizada com base nas interagbes espaciais observadas, no experimento de
NOESY-1D (Anexo 93, p. 271) entre H-6 e H-9, posicionando-os ho mesmo plano da
molécula.

O espectro de massas de baixa resolucdo (ESI-MS, modo positivo) foi
obtido para confirmagdo da estrutura proposta (Anexo 94, p 272). ion em m/z 261
[M+H]" esta coerente com a estrutura proposta, confirmando a formula molecular
C14H16N203. Os dados espectrais foram comparados com a literatura’® e permitiram
identificar a substancia 12 como ciclo (Pro-Tyr).
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Tabela 9 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 12 em CDCI3*

Posicéo 12
1 ©) 13 (5) gHMBC
1 - 165,2 -
3 3,55, (2H, m) 45,4 3
3,49, (2H, m) 45,4 -
4 1,90 (2H, m) 22,5 c-1
5 1,83, (2H, m) 28,3 C-4; C-6
2,26, (2H, m) 28,3 C-3
6 4,01 (t, 7,5) 59,1 c-1
7 - 169,7 -
9 4,14 (t; 4,5) 56,3 C-7
10 2,70, (dd,4,5; 14,5) 36,0 C-7;C-1; C-2
3,41, (dd, 4,5; 14,5) 36,0 C-7
1T - 127,2 -
2'eb 7,0 (2H, d, 8,5) 130,3 C-10; C-3’; C-4’
3eb 6,71 (2H, d, 8,5) 116,1 C-1; C-4
4 - 155,5 -

% deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm,
constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.
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5.2.15.4 Identificacdo estrutural das substancias produzidas pelo fungo
Penicillium sp2 (AM-04)

5.2.15.4.1 Identificag¢éo do ciclo (L-Pro-L-Vval) 13

Oy |11
3 1
N 9

H

A substancia 13 foi submetida a anélise detalhada dos espectros de RMN
de 'H e *3C (uni e bidimensionais) e os hidrogénios foram atribuidos aos respectivos
atomos de carbono pela analise de gHMQC (Anexo 95, p. 273).

O espectro de RMN de *H (Anexo 96-97, p. 274-275) (Tabela 10, p. 128) e
13C (Anexo 98, p. 276) (Tabela 10, p. 128) permitiu notar a presenca dos hidrogénios
em oy 4,12 (t, J=7,5 Hz, 1H, H-6), e 64 3,92 (sl, 1H, H-9) e duas carbonilas em 6c 170,2
e dc 165,2. Estes sinais sao caracteristicos de anel dicetopiperazinico.

A presenca de trés sinais na forma de multipletos 64 3,40 (2H, H-3), 1,78
(2H, H-4) e 2,13 (2H, H-5) referentes aos hidrogénios metilénicos observados nos
experimentos de RMN de *H, indicou a presenca de residuo do aminoacido Prolina na
estrutura.

O espectro de RMN de *H apresentou dubletos em 1,02 (3H, d, 6,5) e 0,86
(3H, d, 6,5) que foram atribuidos aos hidrogénios metilicos (H-11 e H-12) e um sinal em
oy 2,35 (1H, dsept; 2,5 e 6,5) que foi atribuido a H-10. O espectro de gHMBC (Anexo
99, p. 277) (Tabela 10, p. 128), mostrou correlacdes dos hidrogénios metilicos (H-11 e
H-12) com o carbono metinico em &c 27,7 evidenciando uma unidade isopropila,
indicando o aminoacido Valina como um dos componentes da substancia 13.

A auséncia de correlacdo em gHMQC para o sinal em &y 7,92 (1H, sl),

permitiu atribuir este deslocamento quimico a H-8 (N-H).
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Baseado nos dados espectroscopicos, e nas correlagdes observadas, nos
experimentos uni e bidimensionais, foi proposto que a substancia 13 €& uma
dicetopiperazinas constituida pelos aminoacidos Prolina (Pro) e Valina (Val).

A configuracdo relativa de 13 foi realizada pela andalise do espectro de
NOESY-1D (Anexo 100, p. 278) onde foi observados interacdo espacial entre os
hidrogénios em H-9 (:(d4 3,92) e H-6 (04 4,12), colocando-0s no mesmo plano espacial

da molécula. Comparacéo destes valores com a literatura’®’’

, confirmam esta proposta
indicando ser a substancia ciclo (L-Pro-L-Val).

O espectro de massas de baixa resolugdo (ESI-MS, modo positivo)
(Anexo 101, p. 279) foi obtido para confirmacéo da estrutura indicada. O ion observado
em m/z 197 ([M+H]") esta coerente com a estrutura proposta, confirmando a férmula
molecular C19H16N20,

As configuracfes absolutas das dicetopiperazinas 12 e 13 poderiam ser
determinadas utilizando-se a metodologia de Marley, no entanto a massa reduzida

impossibilitou esta analise.*?°

Tabela 10 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) da substancia 13 em DMSO-ds

Posicéo 13
H (3) B3¢C (8) gHMBC
3 3,40 m 44,6 C-4;C-5
4 1,78 m 22,0 C-3
5 2,13 m 27,7 C-3
6 4,12t (7,5) 58,2 -
9 3,92 sl 59,5 C-11; C-12
10 2,35 dsept (2,5; 6,5) 27,7 C-9; C-12
11 0,86 d (6,5) 16,4 C-9; C-10; C-12
12 1,02d (6,5) 18,3 C-9; C-10

@ deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.

As dicetopiperazinas sdo compostos bioativos, comumente encontrados

em fungos da classe dos deuteromicetos, ascomicetos e basidiomicetos’® tais como,



5. Resultados e Discussdes129

Penicillium sp., P. verrucosum, Aspergillus fumigatus, Fusarium chlamydosporum,
Gliocladium virens, Rhodotorula pilimanae, Phoma lingan, Streptomyces sp., Penicilium
janczewskii, Aspergillus flavus, Penicillium griseofulvum, Thielavia minor, Emericella
striata, entre outros.”’ Fungos do género Colletotrichum, como C. gloesporioides,
também sado produtores de substancias dicetopiperazinicas. Ha descrito na literatura
diversas atividades biologicas para esta classe de substancia, sendo que as

propriedades antiflingicas e citotdxicas sdo as mais encontradas. *°

5.2.15.4.2 ldentificagao do orcinol 14

A substancia 14 foi isolada como um sélido amorfo de coloragdo marrom
apos purificagdo por CLAEue,. A formula molecular foi estabelecida apds analise dos
dados do espectro de massas por ionizagdo em eletrospray ESI-MS (Anexo 102, p.
280) que apresentou o ion [M-H] de 123 sugerindo a formula molecular C;HgO».

Seu espectro de RMN de 'H (Tabela 11, p. 130) (Anexo 103, p. 281)
mostrou dois sinais de hidrogénios aromaticos em 0oy 5,99 (d, J= 2,0 Hz, 1H, H-2) e oy
6,01 (d, J= 2,0 Hz, 2H, H-4 e H-6), sugerindo um anel aromatico trisubstituido.

Em seu espectro de RMN de *3C (Tabela 11, p. 130) (Anexo 104, p. 282)
foi possivel observar cinco sinais, dois aroméaticos oxigenados em oc 158,1 (C-1 e C-5),
dois metinos em 8¢ 99,7 (C-6) e d¢c 106,9 (C-2 e C-4) e um grupo metil em 6¢ 21,1 (C-7).
A posicdo da metila em C-3 foi atribuida com base nos experimentos de gHMBC (Anexo
105, p. 283), que indicaram a correlacdo de oy 2,43 (H-7) com dc 138,9 (C-3) e oc
106,9. Estas informacgdes, aliadas aos dados da literatura, nos permitiram identificar a
substancia 14 como orcinol®.
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Tabela 11 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 14 em DMSO-ds*

Posicéao 14
H (8) 2C (5) gHMBC
1 - 158,1 -
2 6,01 d (2,0) 106,9 C-1;C-6
3 - 138,9 -
4 6,01 d (2,0 106,9 C-1;C-6
5 - 158,1 -
6 5,99d (2,0) 99,6 C-4
7 2,43 s 21,1 C-2,C-3,C4

@ deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.

O orcinol tem sido isolado de plantas, liquens, e do fungo Aspergillus

fumigatus, e apresenta atividade antibacteriana e antiftingica.®*%*

5.2.15.4.3 identificacdo da uracila 15

A substancia 15 foi isolada como um sélido amorfo amarelo que
submetido a ESI-MS apresentou o ion [M-H] 111,0152, sugerindo a férmula molecular
C4H4N202 (Anexo 110, p. 288).

O espectro de RMN de 'H de 15 (Anexo 106, p. 284) (Tabela 12, p. 131)
apresentou dois hidrogénios metinicos em ¢ 5,41 (d, J= 8,0 Hz, 1H, &¢c 99,9, H-5) e &
7,38 (d, J= 8,0 Hz, 1H, &c 142,9, H-6). A grande diferenca de deslocamento quimico
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observado para estes dois hidrogénios sugere que estejam em uma vizinhanga quimica
muito diferenciada, sugerindo hidrogénios vinilicos de uma olefina conjugada com C=0.

O espectro de RMN de '°C, (Anexo 107, p. 285), (Tabela 12, p. 131),
apresentou quatro carbonos, sendo dois quaternarios, oc 151,9 (H-2) e &c 164,4 H-4), e
dois metinicos dc 99,9 (H-5) e d¢c 142,9 (H-6). O espectro gHMQC (Anexo 108, p.286)
confirmou as atribui¢cdes aos carbonos ligados a hidrogénios.

Estas observacdes aliadas aos resultados observados nos mapas de
contorno dos experimentos de gHMBC (Anexo 109, p. 287) (Tabela 12, p. 131), onde foi
possivel visualizar as correlaces 2J e 3] H-5¢>C-4/C-6 e H-6<C-2/C-4 /C-5 e
comparacdo com a literatura nos permitiu atribuir para a substancia 15 a estrutura da
uracila.®>®®. Existe uma vasta literatura sobre atividades biolégicas da uracila, mas

sempre associada a outras moléculas como agucares, aminoacidos, proteinas etc.

Tabela 12 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 15 em DMSO-dg®

Posicéao 15
'H (8) 12C (5) gHMBC
2 - 151,9 -
4 - 164,4 -
5 5,41d (8,0) 99,9 C-4; C-6
6 7,38d (8,0) 1429 C-2;C-4;C-5

# deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante
de acoplamento entre parénteses e em Hz.

5.2.16 OBTENCAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS

Com o intuito de realizarmos uma comparac¢ao inicial entre os extratos
brutos obtidos dos fungos endofiticos isolados de A.macrophylla com os obtidos das
folhas da planta hospedeira, os extratos brutos de ambos foram analisados por CLAE-
DAD.
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5.2.16.1 Perfil quimico de A.macrophylla

Os poucos relatos quimicos encontrados na literatura sobre o género
Alibertia, pertencente a subfamilia Ixoroideae, fazem destaque a sua rica constituicdo
terpenoidica. Espécies de Alibertia sdo conhecidas como fontes de triterpenos
pentaciclicos, especialmente do tipo oleanano e ursano.®”*° Adicionalmente, iridéides e
flavonoides glicosilados foram isolados de A. sessilis®, flavonas e cumarinas de A.
myrcifolia.®’

Estudos realizados com a espécie A.macrophylla levaram ao isolamento
de alguns metabdlitos secundarios com atividade antifungica: ésteres do acido cafeico,
e iridéides n&o glicosilados.?®*®

Em um estudo recente realizado no Instituto de Quimica em Araraquara
pela Dra. Viviane Candida da Silva foram estudados os caules de A. macrophylla e
deles foram isolados iridéides, triterpenos, esterbides, derivados fendlicos e um
diterpeno.

Neste trabalho, apesar de fracionados somente os extratos dos caules,
uma comparacao do perfil quimico entre os extratos dos caules e das folhas (Figura 61,
p. 133) mostra que estes possuem a mesma constituicdo quimica. Os extratos das
folhas se caracterizam principalmente pela presenca de iridoides (t= 19,68 min; 239
nm) e derivados do acido clorogénico (t= 26,58 e 31,23 min; 202, 270 e 315 nm)
(Figura 62, p. 134).%*
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extrato acetato

extrato hidroalcélica

Figura 61 - Cromatograma analitico obtido via CLAE-UV das folhas de A.macrophylla, eluido
com H,O/MeOH (95:05—0:100 - 1,2mL/min) e deteccédo em A=254 .
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Figura 62 - Espectros de UV caracteristico de iridéide e &cido clorogénico

5.2.16.2 Perfil quimico dos fungos endofiticos AM-01, 02, 03 e 04

Os fungos endofiticos isolados de Alibertia macrophylla mostraram-se
bons produtores de biomassa tanto no cultivo em meio liquido (MBD) quanto sélido
(milho). Esta boa produtividade permitiu o isolamento de isocumarinas, benzendides,
dicetopiperazinas, sesquiterpenos e substancias furanicas.

Os perfis cromatograficos obtidos dos extratos em milho dos fungos
endofiticos AM-01, 02, 03 e 04 (Figura, 63, p. 135), diferem da fracdo hidroalcdlica das
folhas de A. macrophylla (Figura 61, p. 133) na regido acima de 20 min, apresentando o
cromatograma dos endoéfitos um maior nimero de substancias. Ja na regido abaixo de
20 min, nota-se uma semelhanca entre o cromatograma de AM-01 milho e os extratos
acetato de etila e hidroalcolico das folhas da planta hospedeira.

Os trés cromatogramas apresentam um pico com tempo de retengdo em
comum (t= 19,58 min, 238 nm, extratos acetato de etila e hidroalcdlico das folhas) e (t,=
19,43 min, 209, 244 e 313 nm de AM-01 milho), porém com espectros de UV bem
distintos.
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Enquanto os cromatogramas dos extratos hidroalcolico e acetato de etila
das folhas da planta hospedeira, se caracterizam pela presenca de iridoides (t.= 19,68
min; 239 nm) (Figura 62, p. 134)®*, no cromatograma de AM-01 milho é verificada a
presenca de compostos arométicos (t.= 19,43 min, 209, 244 e 313 nm) (Figura 64, p.
136). O cromatograma de AM-01 também evidencia a presenca de compostos da
classe das isocumarinas (t,= 23,93 min, 201, 221 e 344 nm ) (Figura 64, p. 136).

f | AM-04

AM-03

] AM-02

Figura 63 - Cromatogramas analiticos obtidos via CLAE-UV dos extratos brutos em milho de
AM-01, 02, 03 e 04, eluido com H,O/MeOH (95:05—0:100 - 1,2mL/min) e deteccdo em A=254 .
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Figura 64 - Espectros de UV caracteristicos de compostos aroméaticos e isocumarinas

Finalmente, uma comparacdo entre os extratos em MBD do fungo
endofitico AM-01 (Figura 65, p. 137), e dos dois extratos obtidos das folhas de
A.macrophylla (Figura 61, p. 133), também mostrou semelhanca nos perfis
cromatogréficos, na regido entre 19 e 20 min; (t= 19,58 min, 238 nm, extratos acetato
de etila e hidroalcdlico das folhas, iriddides) (Figura 62, p. 134) e (t= 19,43 min, 217,
244 e 313 nm de AM-01 MBD; compostos aromaticos), porém o espectro de UV de AM-
01 MBD também evidencia a presenca de compostos da classe das isocumarinas
(Figura 64, p. 136).
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AM-04

AM-01

Figura 65 - Cromatogramas analiticos obtidos via CLAE-UV dos extratos brutos em MBD de
AM-01, 02, 03 e 04, eluido com H,O/MeOH (95:05—0:100 - 1,2mL/min) e detec¢do em A=254

Através da comparacao entre os perfis cromatograficos, e das substancias
ja isoladas dos fungos endofiticos AM-01, 02, 03 e 04, e do vegetal hospedeiro Alibertia
macrophylla, ndo foi verificado a co-producdo de metabdlitos secundarios. No entanto,
deve-se considerar, que ndo ha seguranca de que todos os fungos associados a esta
espécie vegetal foram isolados, e de que os meios de cultivos utilizados foram os
ideais.

Fundamentado nos estudos realizados, podemos concluir, que através do
cultivo dos fungos endofiticos AM-01, 02, 03 e 04 para avaliagdo do perfil quimico, foi
possivel perceber a especificidade de cada fungo em produzir, e liberar seus
metabdlitos para o meio, pois houve consideravel variacdo de um fungo para outro,

dentro das mesmas condic¢des de cultivo.
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5.2.17 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os extratos brutos e as substancias isoladas no presente trabalho tiveram
seu potencial biol6gico avaliado por ensaios quimicos (atividade antioxidante e
potencial antimaléarico), biolégicos (atividade antifingica) e bioquimicos (avaliacdo do

potencial de inibicao de proteases e determinacéo da atividade anticolinestarasica).

5.2.17.1 Ensaios realizados com os extratos brutos obtidos de AM-01 (Penicillium
spl), 02, 03 e 04 (Penicillium sp2) cultivados em milho e MBD

5.2.17.1.1 Bioautografia com fungos do género Cladosporium — deteccdo de atividade

antifangica.

Vérias doencas que ocorrem em plantas, animais e humanos sdo devidas
ao ataque de fungos fitopatogénicos e patogénicos, respectivamente. Tal fato tem
incentivado pesquisas que busquem novas substancias antifungicas de origem

natural.®?

Considerando esta necessidade e a ecologia quimica relacionada com os
fungos endofiticos que habitam ambientes hostis, 400ug dos extratos brutos dos
endofitos AM-01 (Penicillium spl), AM-02, AM-03 e AM-04 (Penicillium sp2) foram
avaliados quanto ao seu potencial antifungico.

A atividade antifungica em potencial dos extratos brutos foi avaliada frente
aos fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum,
utilizando o método da bioautografia. Apds a revelacdo da cromatoplaca (contendo os
extratos) com a solugdo fangica, foi observada a inibicdo do crescimento do fungo em
varios extratos, indicando a atividade antifungica potencial. O padrédo utilizado foi a
nistatina (1ug).

Os resultados obtidos neste bioensaio estdo apresentados na (Tabela 13,
p. 139).
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Tabela 13 - Extratos brutos analisados frente aos fungos fitopatogénicos C. cladosporioides e
C. sphaerospermum.

Cladosporium cladosporioides Cladosporium sphaerospermun

Extros brutos Rf Potencial Rf Potencial
AM-02 milho 0,18 * - i
AM-02 MBD 0,32 kK 0,55 *
AM-03 milho - i - i
AM-03 MBD 0,08 *x - i
AM-01 MBD 0,77 ol 0,70 roxk
AM-01milho 0,76 rrk 0,50a0,70 rxk
AM-04 MBD 0,45 *x 0,38 *
AM-04 milho 0,64 rkk 0,51 *x

Atividade fraca * Atividade moderada** Atividade forte*** Inativo = i

Os resultados obtidos neste bioensaio evidenciam a maioria dos extratos
brutos como potencialmente antifungicos. Este dado pode estar diretamente
relacionado a ecologia quimica onde estes microrganismos produzem substancias
bioativas para autodefesa contra outros microrganismos fitopatdogenos. Estes dados
confirmam quao promissores sdo os fungos associados a espécies vegetais de

Cerrado na busca por novos metabdlitos secundarios bioativos.

5.2.17.1.2 Avaliacdo da atividade antioxidante

Atualmente, a etiologia de diversas doencas ainda permanece
desconhecida. Entretanto, varias evidencias, indicam que a toxidade dos radicais livres
tem um papel importante em muitas patologias degenerativas como cancer e
arteriosclerose, ja que estes estdo presentes nas ceélulas e tecidos, como resultantes de
reacbes radicalares.”® O consumo de frutas e vegetais auxilia na prevencdo de
processos degenerativos, diminuindo a incidéncia e a taxa de mortalidade por cancer
ou doencas cardiovasculares.®*

A busca por opcOes terapéuticas para diferentes patologias faz da
pesquisas com produtos naturais um campo fértii em op¢bes de moléculas com
diferentes atividades bioldgicas. Proporcionando a descoberta de novos farmacos, que
possam agir sobre diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo.”’
Atualmente diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade

antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou
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misturas potencialmente interessantes, na prevencao de doencas
cronico-degenerativas.

Dentre estes métodos destacam-se o sequestro de radicais livres com
DPPH, que se baseia no descoramento de uma solucdo composta por radicais estaveis
DPPHe de cor violeta, que na presenca de substancias antioxidantes, faz com que o
radical DPPH se estabilize, o que € indicado pela mudanca de cor violeta para amarelo
(Figura 66, p. 140).%

NO NO .
2 2 + AH —— NO, NO, + A
515
NO
? NO,
DPPH
Radical livre estavel DPPH _
Cor violeta Forma reduzida

Cor amarela

Figura 66 - Simplificacdo do mecanismo da reagéo envolvido no ensaio com DPPH.

A atividade antioxidante de compostos organicos depende de algumas
caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de
grupamentos fendlicos. Desta forma, flavondides, fenilpropandides e outros aromaticos
sd0 os principais alvos na procura por antioxidantes.*®

Neste contexto, os extratos brutos obtidos dos fungos endofiticos AM-01,
02, 03 e 04, obtidos em milho e MBD foram testados com DPPH e os resultados
demonstrados na tabela 14, p. 141. Os padrdes utilizados foram quercetina, rutina e o-
tocoferol nas concentracoes: 33,3 uM; 26,7 uM; 20,0 uM; 13,3 pM; 6,7 uM; 3,3 uM; 1,7
MM.
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Tabela 14 - Atividade antioxidante dos extratos brutos dos endéfitos isolados

DPPH
Amostra_| ICso (mg/mL)* _ Segqtiestro (10ppm")

AM-01 Milho > 0,0700 9,8%

AM-01 MBD > 0,0700 4,5%

AM-02 Milho > 0,0700 0,8%

AM-02 MBD > (0,0700 2,3%

AM-03 Milho > 0,0700 0,0%

AM-03 MBD > 0,0700 0,0%

AM-04 Milho > 0,0700 0,0%

AM-04 MBD > 0,0700 0,0%

* Inativo: sequliestro menor que 50%
** Concentracao dos extratos brutos

Através da analise deste ensaio qualitativo foi possivel observar que

todos os extratos brutos, obtidos de fungos endofiticos, foram inativos.

5.2.17.1.3 Atividade potencial antimalarica (ensaio in vitro)

A malaria é considerada uma doenca infecto-parasitaria grave, transmitida
por protozoarios do género Plasmodium que aflige mais de 500 milhdes de pessoas
causando, pelo menos, 1 milhdo de ébitos anuais, tendo como agravante a resisténcia
do parasita a quimioterapia e a falta de uma vacina eficaz. A maioria dos casos de
malaria, estdo localizados na Africa, seguido da india e do Brasil, estando presente
também no sudoeste da Asia, na América Central, América do Sul e na Oceania. No
Brasil, a regido amazbnica concentra mais de 99% da transmissdo da malaria,
representando um dos maiores problemas de sadde publica, vindo figurar entre as
grandes endemias que assolam o pais.?®®®

Vérias estratégias podem ser utilizadas na busca de novos agentes
antimalaricos, entre elas os produtos naturais. Eles podem servir como protétipos para
novos farmacos in natura, semi-sintéticos e/ou sintéticos. Uma prova da eficiéncia
dessa estratégia € a quinina (I) e a artemisinina (ll), sendo que o desenvolvimento desta
culminou no artemeter (Ill) que possui melhores propriedades farmacocinéticas. A

guinina inspirou o desenvolvimento dos farmacos 4-aminoquinolinos e 8-
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aminoquinolinos, sendo a cloroquina (IV) e a primaquina (V) o0s principais

representantes dessas classes de antimalaricos (Figura 67, p. 142).991%

/ H
- 7
\N ‘
() (n ()
Oy Y

HN ’\_ \

/ N

. ‘ NHWNHZ

Cl N
) v)

Figura 67 - Alguns farmacos antimalaricos.

Uma das mais importantes estratégias na busca de novos farmacos
antimalaricos € a identificacdo de novos alvos e a subseqlente descoberta de
substancias que sejam capazes de agir nestes alvos. Um destes alvos € a
polimerizacéo de heme.®® No vactolo digestivo acido, o Plasmodium degrada 75 % da
hemoglobina do hospedeiro e utiliza os seus aminoacidos para a sintese de proteinas.
Nesse processo, heme toxica € liberada, armazenando-se na forma de um polimero
inerte chamado hemozoina ou pigmento macarico, onde o grupo propionato do heme
liga-se ao Fe*? do outro heme. Sendo assim, substancias capazes de inibir a sintese de
hemozoina podem servir de modelos na terapia da malaria.’**'% Paralelamente ao seu
efeito inibitério nas enzimas do parasita (proteases que degradam a hemoglobina) e de
ruptura de membranas, 0 heme é toxico as células por um mecanismo radicalar. Apés a
degradacdo da hemoglobina, o ferro do heme é oxidado a Fe*? gerando espécies de
oxigénio reativas. A atividade catalitica de heme converte estas espécies em agua e
oxigénio e a peroxidativa reduz H,O, em presenca de substratos organicos, como a

glutationa (GSH), ou em sua auséncia, lipideos e proteinas. A formacdo de complexos
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entre heme e derivados 4-aminoquinolinicos pode levar a um desequilibrio e aumento
na meia vida de H,O, (Figura 68, p. 144).1031%

A hemozoina parece ser estruturalmente idéntica a f-hematina que pode
formar-se espontaneamente em condi¢des nao fisiolégicas sem a adicdo de nenhuma
proteina. O conhecimento bioquimico deste processo experimental permitiu o
desenvolvimento de um método rapido, barato e eficiente na busca de substancias que
inibam a polimerizacdo do heme,*%%1%®

A formagdo de B-hematina in vitro pode ser realizada através de varios
procedimentos experimentais. Os protocolos descritos na literatura envolvem incubacao
a 37 °C (24 horas) ou 60 °C (1 hora) de hemina bovina (preparada em DMSO ou NaOH
0,1 M) num tampéao apropriado (pH 3,0 — 5,5). A formacé&o de B-hematina pode ocorrer
espontaneamente ou pela adicdo de um catalisador.’® A diferenca na solubilidade do
heme monomérico e/ou agregado em relacdo a B-hematina, em solventes organicos
aproéticos (DMSO) e solucdes levemente alcalinas de bicarbonato, tem sido usada no
isolamento de B-hematina, que é separada por centrifugagcdo. Na quantificacdo podem
ser empregados métodos tais como espectrofotometria, CLAE, 1V, radioisétopos e

espectrofluorimetros.*®
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Figura 68 - Degradacao da Hemoglobina e formacao de hemozoina.

Com bases nestes dados estatisticos, culturas de microrganismos,
especialmente de fungos de diversas familias e géneros, vém sendo sistematicamente
estudadas como importantes fontes na busca por farmacos (teis no tratamento de
maléria*'®. Sendo assim, os extratos brutos obtidos de AM-01, 02, 03 e 04, obtidos em
milho e MBD foram testados.

Ensaios empregando os extratos brutos dos endofitos evidenciaram uma
forte interagdo com o grupo heme, em valores de inibigdo de 70% + 8 a 2,5 mg/mL para
0 extrato de AM-02 milho e 69% + 4 a 2,5 mg/mL para o extrato em MBD de AM-01,

sugerindo a presenca de substéncias com potencial antimalarico nestes extratos
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(Tabela 15, p. 145). Sendo considerado inativo apenas os extratos brutos de AM-04

cultivados em milho e MBD.

Tabela 15 - Atividade inibitéria in vitro no ensaio de formagédo de B-hematina

Extratos % de inibicdo
AM-01 Milho 5415
AM-01 MBD 69+ 4
AM-02 Milho 70+8
AM-02 MBD 64 + 3
AM-03 Milho 53+ 6
AM-03 MBD 67 +3
AM-04 Milho 45+ 6
AM-04 Milho 42 +7

Quinina 94 +3

Cloroquina 91+1

* Inativo= inibic&o < 50%

5.2.17.1.4 Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

A doenca de Alzheimer € uma patologia neurodegenetativa, progressiva,
que causa comprometimento da memoria, dificuldade no raciocinio e alteracdes
comportamentais. Estima-se que até 4 milhdes de pessoas sdo afetadas nos EUA.®® De
todas as alternativas terapéuticas possiveis, as mais eficientes disponiveis no mercado
funcionam corrigindo uma deficiéncia de acetilcolina no processo sinaptico. Com o
crescente impacto da doenca de Alzheimer e 0s poucos agentes terapéuticos seguros,
0s extratos brutos obtidos em milho ou MBD de AM-01, 02, 03 e 04 foram testados a fim
de avaliar a possivel potencialidade de inibicéo da enzima acetilcolinesterase.***

A avaliagdo da atividade anticolinesterasica em potencial dos extratos
brutos foi realizada seguindo-se a metodologia de Marston, Kissling e Hostettmann
(2002)°* para cromatografia em camada delgada fina. Apds a eluicdo da cromatoplaca,
a coloracdo roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de mancha
branca (indicacdo de inibicdo da reacdo enzimética) em alguns extratos, sobre um
fundo de coloracdo roxa, indicou que houve inibicAo da atividade da enzima

acetilcolinesterase (Figura 69, p. 146).
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Figura 69 - Avaliacdo qualitativa da atividade anticolinesterasica: 1- AM-02 MBD; 2- AM-02
milho; 3- AM-03 MBD; 4- AM-03 milho; 5- AM-01 MBD; 6- padréo galantamina; 7- AM-04 milho;
8- padrdo galantamina; 9- AM-04 MBD; 10- AM-01 MBD e 11-padrao galantamina.

Este ensaio anticolinesterasico realizado CCDC é qualitativo e € definido
através do halo branco em fundo roxo, para atividade inibitéria positiva. De acordo com
0 observado na cromatoplaca da figura 69 apenas os extratos AM-02 MBD e AM-04
MBD nao apresentaram atividade positiva neste bioensaio. Este resultado evidencia a
potencialidade dos fungos endofiticos na producdo de metabdlitos com atividade

anticolinesterasica.

5.2.17.1.5 Atividade de inibicdo das proteases subtilisina e pepsina

Atualmente, a busca de novas substancias com potencial terapéutico tem
alcancado grandes avancos, tendo como foco os alvos moleculares que participam de
processos basicos do funcionamento celular. Para isso 0s ensaios biolégicos
constituem um importante instrumento de “screening” farmacolégico proporcionando o
estudo de novas substancias em larga escala.

As proteases sdo alvos enzimaticos muito estudados, principalmente em

pesquisas relacionadas a descoberta e desenvolvimento de novas substancias com
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potencial terapéutico. Alguns tipos de proteases estdo despertando grande atencdo da
comunidade cientifica e médica, pois sdo responsaveis pela formacdo de proteinas
funcionais que participam do controle fisiolégico do organismo humano ou de proteinas
virais responsaveis por processos infecciosos. Como exemplo, de algumas proteases
de interesse médico-cientifico temos a metaloproteinase (apoptose), a catepsina D
(cancer de mama e endometrial), a renina (hipertenséo) e as proteases dos virus do
herpes, da hepatite C e do HIV.*?

Para o estudo de inibicdo tempo-dependente, a protease subtilisina foi

empregada como ferramenta para o screening dos extratos brutos (Tabela 16, p. 147).

A aprotinina foi utilizada como padrdo positivo na concentracao de 50uM.

Tabela 16 - Resultado da atividade de inibicdo de protease realizada com os extratos brutos.

Extratos 0,1 ug/mL

AM-01 Milho 42,11*
AM-01 MBD 41,53
AM-02 Milho 67,02
AM-02 MBD 39,91
AM-03 Milho 24,15
AM-03 MBD 23,15
AM-04 Milho 30,12
AM-04 MBD 32,53

aprotinina 24,15
* resultados expressos em
porcentagem

Neste ensaio foram considerados ativos, todos os extratos brutos que
apresentaram porcentagem de inibicdo superior a 30%. Como se pode observar, 0
extrato bruto do endéfito AM-02 cultivado em milho, apresentou maior atividade de

inibic&o.
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5.2.17.2 Ensaios realizados com as substancias puras isoladas de AM-01
(Penicillium spl), 02, 03 e 04 (Penicillium sp2) cultivados em milho e MBD

Convém lembrar, que algumas substancias puras, ndo foram testadas em
determinados ensaios biolégicos, bioquimicos e/ou quimicos. Isto se deve, ao fato da
necessidade de maior quantidade de massa exigida em certos ensaios. Na figura 70, p.
148, estdo as substancias que foram testadas nos ensaios antifingicos, antioxidante e

anticolinesterasico.

CHs jﬂi)\ i H
N f‘\N/
/©\ q\ﬂ/N\H N/go
HO OH H o "
Orcinol Ciclo(L-Pro-L-Val) Uracila
OH O OH O
5 HCyy o .
CHs @il;ok CHs
OH CH, OH
Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina 8-metoximeleina 5-hidroximeleina
OH O oH © o OH O
oH o CHs OH o
Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina 7-hidroximeleina 4,7-diidroximeleina

Figura 70 - Substancias submetidas a avaliacdo do potencial bioldgico
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5.2.17.2.1 Bioautografia com fungos do género Cladosporium — deteccdo de atividade

antifangica.

As substancias que apresentaram massa suficiente, foram enviadas para
0 bioensaio por bioautografia frente os fungos fitopatdgenos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum. Na tabela 17, p. 149 estdo os resultados dos
ensaios realizados com as substancias e os dois fungos fitopatégenos. O padrao

utilizado foi a nistatina que apresenta atividade forte em 1ug.

Tabela 17 - Substéncias puras analisadas frente aos fungos fitopatogénicos C. cladosporioides
e C. sphaerospermum.

Cladosporium cladosporioides

Substancias 100ug 50ug 25ug  10ug 5ug lug
Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina rrx Frx ** * * [
Rel.(3S,4S)-4,7-diidroximeleina ok ok bl *k * i
7-hidroximeleina *x ** * i i i
Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina ** *x ** ** *
8-metoximeleina *x * * * i i
5-hidroximeleina * i i i i i
uracila *x * * i i i
ciclo (L-Pro-L-Val) ** * i i i i
0rCInO| *k%k *k%k *%* * * |
Cladosporium sphaerospermum
Substancias 100ug 50ug 25ug  10ug 5ug lug
Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina il *x * i i i
Rel.(3S,4S)-4,7-diidroximeleina *xk Frx *x * i i
7-hidroximeleina ** *x * * i i
Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina *xk *x * i i i
8-metoximeleina rokk *x * i i i
5-hidroximeleina * * i i i i
uracila * * * i i i
ciclo (L-Pro-L-Val) *x * i i i i
orcinol *rk *x * * i i

*nistatina ativa em 1ug

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir, que todas as
substancias testadas foram ativas neste ensaio, alterando apenas o limite de deteccao.
As substéncias orcinol, Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina e Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina

mostraram potente atividade inibitéria frente ao fungo fitopatogénico C.
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cladosporioides. A 5-hidroximeleina e 8-metoximeleina, apresentaram fraca atividade
inibitéria frente as duas linhagens testadas, quando comparadas com as demais

isocumarinas, o que ressalta a importancia dos grupos hidroxila em C-4 e C-8.

5.2.17.2.2 Avaliacédo da atividade antioxidante

Neste ensaio apenas as substancias da classe das isocumarinas (Figura
70, p. 148) foram avaliadas, as demais substancias ndo apresentaram massa suficiente

para realizar os ensaios. Os resultados obtidos sdo demonstrados na tabela 18, p. 150.

Tabela 18 - Atividade antioxidante das isocumarinas isoladas de AM-01 cultivado em milho.

ISOCUMARINAS DPPH 1Csy (UM)
Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina i
Rel.(3S,4S)-4,7-diidroximeleina 24,1

7-hidroximeleina 24,1
Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina i
8-metoximeleina i
5-hidroximeleina 24,1
Rutina 9,0

* j= inativo=ICsy > 33,3uM

As isocumarinas Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina, 7-hidroximeleina e 5-
hidroximeleina consideradas neste ensaio como antioxidantes potenciais, tém essa
propriedade devido a presenca de nucleos fendlicos e catecdis que sdo fundamentais
para a atividade sequestradora de radicais livres. A relacdo estrutura-atividade desse
ndcleo relaciona-se com a capacidade de estabilizar os radicais livres formados apds a
doacdo de hidrogénios pelas substancias antioxidantes em potencial. A maior
estabilidade relaciona-se com o maior numero de estruturas mesomeéricas formadas
nesses radicais'*®, causando uma melhora na atividade quando comparado com os
outros derivados.

Apesar da inatividade dos extratos, as isocumarinas isoladas de AM-01
milho, apresentaram atividade significativa quando comparadas ao padrdo utilizado
rutina. O que pode ser explicado pela baixa concentracdo destas substancias no

extrato.
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5.2.17.2.3 Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

Tendo em vista os resultados obtidos com o0s extratos brutos, todas as
substancias isoladas que apresentaram massa suficiente (Figura 70, p. 148) foram
submetidas a este ensaio com o objetivo de se verificar quais sdo responsaveis pela
atividade inicialmente observada no extrato bruto. Para isto foram realizadas analises

quantitativas usando 60 pg, 30 ug, 10 ug, 3 ug e 1 ug (Tabela 19, p. 151).

Tabela 19 - Atividade anticolinesterasica das substancias puras

Substéancias puras 60pg | 30pug | 10pug | 3ug | 1ug | **
Rel.(3S,4S)-4-hidroximeleina X X
ciclo (L-Pro-L-Val) X X X
Rel.(3S,4S)-4,7-diidroximeleina X X X
uracila X
Rel.(3S,4R)-4-hidroximeleina X X
orcinol X
8-metoximeleina X
5-hidroximeleina X
7-hidroximeleina X X

* A galantamina ativa em 1ug
** jnativo

As substancias ciclo (L-Pro-L-Val) e Rel.(3S,4S)-4,7-diidroximeleina
apresentaram atividade com limite de 10 ug resultados promissores quando
comparados com o padrdo galantamina. Apesar da substancia ciclo (L-Pro-L-Val) ser

114

descrita por apresentarem atividade antioxidante™", este € o primeiro relato de

atividade anticolinesterasica.
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5.2.17.2.4 Atividade de inibicdo das proteases subtilisina e pepsina

Os ensaios foram realizados por meio de espectrometria de fluorescéncia,
utilizando-se como modelos moleculares a protease aspartica (PA) pepsina, da mesma
familia da protease HIV, e a protease serinica (PS) subtilisina, da familia da protease
elastase. O substrato fluorescente HIV-1 utilizado, possui um sitio especifico de
clivagem na ligacao peptidica entre os residuos de triptofano e prolina, os quais estao
inseridos em uma porcao peptidica que separa um cromoforo doador (EDANS) de um
receptor (DABCYL). A atividade biolégica pode ser observada pelo decréscimo nas
medidas de fluorescéncia, resultante da diminuicdo da atividade enzimatica pelas
substancias testes, uma vez que o substrato intacto ndo emite fluorescéncia. Esta
metodologia tem sido utilizada na busca de substancias capazes de inibir a enzima HIV
protease, importante alvo na terapia contra a AIDS.®

A ICsy € calculada para as substancias puras que apresentam % de
inibicdo maior que 30%. Quando o coeficiente de determinacdo (R?), que revela se os
dados estimados estdo proximos aos dados reais apresentados, € menor que 0,6 0
ensaio com a respectiva substancia é repetido.

Na tabela 20, p. 152, estdo apresentados os valores de ICso obtidos para
as substancias isoladas do extrato ativo de AM-02, cultivado em milho (Figura 71, p.
153).

Tabela 20 - Resultados obtidos utilizando as enzimas subtilisina e pepsina

Substancia Subtilisina Pepsina
ICs0 uM (R?)
VI 0,462 (0,92) 0,288 (0,82)
IX nd 2,43 (0,82)
VIl nd 115 (0,89)
VI nd 127,2 (0,99)
Varfarina 24,59 (0,79) 0,00832 (1,00)
Dicumarol 1,30 (0,81) 4,57 (0,95)

nd — ndo determinado
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Os sesquiterpenos VIl e IX apresentaram potente atividade inibitéria da
enzima pepsina com (IC5=0,288uM) e (IC5=2,43uM), respectivamente, quando
comparados com o padrao Dicumarol (ICs0=4,57uM).

Devido aos baixos valores de % de inibicdo encontrados (< que 10%) para
as outras substancias no ensaio com a subtilisina nas quatro concentracfes testadas
(1,00; 0,1; 0,01 e 0,001 ug/mL) nao foi possivel o célculo de ICsp.

Os resultados obtidos neste ensaio mostraram que os fungos endofiticos
sdao uma fonte promissora de produtos naturais bioativos e poderia ser uma fonte

importante para o desenvolvimento de potenciais farmacos inibidores da protease.

Figura 71 - Sesquiterpenos submetidos a avaliacdo do potencial de inibicdo de protease
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6.1Isocumarinas derivadas de poliacetatos

O mecanismo que leva a formacdo de poliacetatos aromaticos da
origem (quase exclusivamente a metabdlitos secundarios, e encontra-se
especialmente em fungos e em menor escala, em bactérias e plantas superiores.

Mesmo em fungos, a possibilidade de formacédo de poliacetatos ndo
se encontra uniformemente distribuida, sendo caracteristicas principalmente de
fungos imperfeitos e Ascomicetos .*°

Os poliacetatos aromaticos sao metabdlitos de fungos amplamente

conhecidos e seu processo de sintese é analogo ao dos acidos graxos.
6.1.1 Proposta biossintética para a formacao das isocumarinas (1) e (2)

A proposta biossintética para a formacdo das isocumarinas 7-
hidroximeleina (1) e 4,7-diidroxi-meleina 2 se baseia na condensacdo de uma
molécula de aceti-ScoA com duas de malonil-ScoA, seguida de

6

descarboxilacdo.’® Na figura 72, p. 156, encontra-se uma possivel rota

biossintética para estes dois compostos.
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Figura 72 - Proposta biossintética para os compostos 1 e 2.
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6.2 Compostos furanicos derivados de poliacetatos

Uma cadeia resultante da uniao de quatro unidades C,, pode ciclizar

de varios modos, dando origem a anéis de diferentes esqueletos.
6.2.1 Proposta biossintética para a formacao do derivado furanico’

A proposta biossintética para a formacao do derivado furanico (3), se
baseia na condensacéao de dois blocos derivados do acetato (A e B).

A opcao 1 (Figura 73, p. 1587), ocorreria pela condensacdo de uma
molécula de acetil-SCoA com trés moléculas de malonil-ScoA, seguido por uma
C-alquilacdo com SAM em C-2.

Na opcdo 2 (Figura 73, p. 158), seria a condensacdo de uma
molécula de acetil-SCoA, duas de malonil-SCoA e uma de metilmalonil-SCoA
como grupo extensor. A op¢do 2 € a mais comum em fungos que tendem a

empregar propionato (como metilmalonil) como unidade extensora*’.

* Proposta sugerida pela Dra. Silvia Noeli Lopez — Instituto de Quimica-UNESP
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Figura 73 - Proposta biossintética para o composto 3.
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6.3 Sesquiterpenos derivados do (FPP)

A cadeia farnesil pirofosfato (FPP) pode dar origem a estruturas de
diferentes configuracbes, dos quais resultam em diversos esqueletos que
constituem as estruturas dos sesquiterpenos. Assim, conforme a cadeia de FPP
seja trans-trans, cis-cis ou cis-trans, 0s compostos que se obtém sédo

significativamente diferentes™*®.
6.3.1 Proposta biossintética para a formacao da Xylarenona C (4)

A proposta sugerida para a formacdo parcial do composto 4 foi
baseada na biossintese do Capsidiol, um sesquiterpeno do tipo eremofilano que
ocorre em muitas espécies de solanaceas.™®

Nesta proposta, a enzima aristolocheno sintase catalisa a ciclizacdo
do FPP via germacreno A produzindo o aristolocheno (um intermediario
biossintético) que por sua vez sofre extensdo de cadeia através da condensacao

de acetil-ScoA e metiimalonil-ScoA (Figura 74, p. 160).**’
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Este trabalho permitiu o isolamento e a identificacdo e/ou determinagao
estrutural de 15 metabdlitos, sendo seis inéditos na literatura: as isocumarinas
Rel.(3S5,4S)-4,7-diidroximeleina e 7-hidroximeleina, 0s sesquiterpenos do tipo
eremofilano Xylarenona C, D e E e um composto furanico, que apresentou esqueleto
carbdnico inédito para substancias de origem natural, o que evidencia a diversidade de
metabdlitos produzidos por estes microrganismos.

Todos os endofiticos estudados neste trabalho merecem destaque ao
serem 0s primeiros relatados pertencente ao género Alibertia. Nesse contexto, destaca-
se o isolamento do fungo endofitico codificado como AM-02, pertencente a classe dos
Dothideomicetes e possivelmente uma nova espécie fungica. A identificacdo de duas
espécies de Penicillium que apresentaram distinta producdo metabdlica, sendo o
endofitico Penicillium spl um grande produtor de isocumarinas quando cultivado em
milho. O mesmo ndo ocorreu quando este enddfito foi cultivado em MBD, o que
comprova a influéncia do meio de cultivo sobre a producéo de substéncias.

Nos estudos realizados para averiguar a existéncia de co-producéo
metabdlica entre os fungos endofiticos AM-01, 02, 03 e 04 e do vegetal hospedeiro
Alibertia macrophylla através da comparacdo entre os perfis cromatogréficos dos
extratos brutos e das substancias ja isoladas, pode-se verificar que ndo houve a co-
producédo de metabolitos secundarios. No entanto devemos considerar que ndo temos a
seguranga de que todos os fungos associados a esta espécie vegetal foram isolados e
de que os meios de cultivos utilizados foram os ideais.

Também foi possivel observar que dentre as substancias isoladas neste
trabalho, uma grande parte enquadram-se nas vias biossintéticas dos derivados de
aminoécidos e policetideos.

Para determinar a atividade bioloégica dos extratos brutos e das
substancias isoladas, estes foram enviados para colaboradores inseridos no projeto de
bioprospeccéao BlOprospecTA, financiado pelo programa BIOTA-FAPESP, em

desenvolvimento pelo NuBBE, obtendo-se dados valiosos de atividade biologica.
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Dentre esses resultados destacou-se:

= Os extratos brutos em milho e em MBD de AM-02 que foram considerados ativos
nos ensaios antimalaricos e de inibicdo de protease;

= As atividades inibitérias de proteases do sesquiterpeno do tipo eremofilano
Xylarenona C, contra as enzimas subtilisina e pepsina o0 qual apresentou
valores de Clsp de 0,462 e 0,288 uM, sendo mais potente que o padrao utilizado;

= A atividade antifingica dos derivados isocumarinicos contra aos fungos
fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum e a
atividade anticolinesterasica da dicetopiperazina ciclo (L-Pro-L-Val).

Levando-se em consideracdo que os fungos estudados foram isolados de
folhas de um espécime saudavel de A. macrophylla, e que todos os extratos
apresentaram algum tipo de atividade nos ensaios biolégicos realizados, a hipotese de
uma simbiose endofitico-planta ndo pode ser descartada. Os dados de potencial
biolégicos obtidos sdo preliminares, porém mostram a potencialidade dos fungos
endofiticos na producdo de metabdlitos bioativos.

As informacdes contidas nesse trabalho demonstraram a importancia do
estudo com microrganismos endofiticos, pois conduziram a significativos resultados,
proporcionando o conhecimento da composicdo quimica dos fungos endofiticos
associados a espécie vegetal Alibertia macrophylla.
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Anexo 6 - Espectro de *C da substancia 1 (CDCl; 125MHz)
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Anexo 9 - Espectro de *C da substancia 2 (CDCl; 125MHz)



881

(ZHN S2ZT '€1DaD) T eroueisans ep OgINHO ap ouloluod ap ede - 0T OXauy

(wdd) 14
02 oy 0g 0e 0ot 021 0T 091 081 0oz 122
RN EEEEE R NN REEEE AT NN W i i i i i i Lodaedipiibiaipiloisnl | [ N sl
ET
Fet
SO = F
Lot
6
e
— - I | P
I
P - - |-  S——
.
-5
= _
£ |
|
oL, ﬁ
—— — L
T

29% QT 'Uyw Ty aw|y Leiog
| gp0Z X BLOZ PZIE L4
| 85 I00°0 L1 suls
ONISS3008d Wiva T4

| 285 gO0°0 L19q Buig
ONISSI008d Wiva

ZHM TGSZIER ERL 'TH  AANISED
SYUSWS IIUL GIT

sualjLyadar g7

ZH 9°LZ06T UIP A O

IH 86064 IrLm

285 GE['Q swiy “boy

395 0001 hdwu_u "KELIH

SOXauy ‘6




68T

€ euelsans ep |, [H+A] SIW-1S3 8p onoads3 - TT oXauy

ane

L anL

O65F 5L

SEFEEGL

EIEL BT

SOXauy ‘6




190

9. Anexos

00T -
STE T : == -

gELT T
B e
TRz —/ !
ZER' 2
| [—)
(7]

ViRTE — — == T . B
19k ¥ |
L
R e — 2 | w b
vy —pE———— L ‘“\L
osv' b =
SEE Y |
L [~
| v
I w
ETL* 8 LF — e L
pea——— = |
|
e} §
J I
5EE" 4 - —_ ! i
I BTL™8 \
25879 - = | B g— —
-II EEED r— — _
(41 e J
18- B ==
0 S S -]
ZE L } [
!
|
P
LT R " 3
BLE L - — |
BHE L o = =

ppm

.56

.80

Anexo 12 - Espectro de RMN *H da substancia 3 (CDCls;, 500 MHz)
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Anexo 17- Espectro de RMN *H da substancia 4 (CDCls, 500 MHz)
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Sine bell D.068 sec F2
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.002 s8c [Epm}
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Anexo 20 - Expansao do mapa de contorno de gHMBC da substancia 4 (CDCl3, 125 MHZz)
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Anexo 21 - Espectro no UV visivel e Espectro de Infra Vermelho da substancia 5
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Anexo 24 - Espectro de **C da substancia 5 (CDCl; 125MH?z)
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Relax. delay 1.000 sec
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Anexo 25 - Expansao do espectro de gCOSY da substancia 5 (CDCls, 125 MHz)
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Relax. delay 1.000 sec
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Anexo 26 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 5 (CDCl3, 125 MHz)
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Anexo 27 - Expansao do mapa de contorno de gHMBC da substancia 5 (CDCl3, 125 MHZz)



9. Anexos 206

Anexo 28 - Mapa de contorno de gHMQC da substéncia 5 (CDCl3, 125 MHz)



147 0441

o] L -

T 150

195.06:30

177.0350

't

00

20

I:IIIIIIII

T
50

Anexo 29 - Espectro de HRESI-MS [M-H] ~ da substancia 6

9. Anexos

207



9. Anexos

@ o
m o w
s 1! “m
r\-r\-l qg
!..T
Relax. delay ©.304 sec -
Pulse 45.0 degrees
Acq, time A4.086 sec
Width 7509.6 Hz |
16 repetitions |
DBSERVE Hl, 433 4362569 NH=z It
DATA PROCESSING [ |
FT size 65536 |
Total time 1 min, 19 sec |
w
iy [
e ? i
el 9
[ i
L
|I- Il
I i) -
| i o
!| 1 "’.Eg_ﬁ‘ -
i I | o T - & =
1 -0 N = o
| e A =
| | i |
l | | W
| A e
| | 5
) | L 11h It
B ) fl = [ 1
- 1l 1| Eey | |
3 | ! & {
I
! I - ||||||
4
'l 'l | !l.l.Hll_
| | | W '., I~
e T T TR i
7.0 6.6 | 4.8 5
' f [ 4= Jlj' |
| J I J l ' | f 1‘-{ JI'
- wla . | -/
B S N EE S e R B me g o e e e EEn e o ey = ¥ f | S e s i s s S 1 -
13 12 11 10 9 ] 7 6 2 4 3 2 1 =0 ppm
1 ISH 1 I(H] 1.28 1.49
1.38 1.08 3,08 17.47

Anexo 30 - Espectro de RMN H da substancia 6 (CDClz, 500 MHz)
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Retax. delay 0.957 sec

Pulse 45.0 dagrees

fcg. time 1.042 SecC

Width 29027.6 HI

21512 repetitions
OBSERVE C13, 125.5833350 MHz
DECOUPLE W1, 499,436718% HHz
Power 30 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
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Line broadening 1.0 HZ

FT size 65536
Total time 11 hr, 58 mim, 59 &ec
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Anexo 31 - Espectro de **C da substancia 6 (CDCl; 125MH?z)
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Relax. delay 1.000 sec
Acg. Ltime 0.136 sec
Width 7508.6 Hz | |
20 Width 29027 .6 Hz

32 repetitions

2 w 126 incremants

OBSERYE Hi, 199.4362568 HHZ
DECOUPLE C13, 125.58976871 WHz
Power 47 di

an during acquisition

aff during delay

GARP-1 modulated
OATA PROCESSING

Oauss apodization 0.063 sec |
F1 DATA PROCESSING FZ 1

Gauss apodization 0,003 sec (ppm}
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Total time 2 hr, 93 min, 4 sec
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Anexo 32 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 6 (CDCls, 125 MHz)
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Relax. delay 1.000 sec |I l |
fcg., time 0.136 secC
Width 7509.6 Hz | l |
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64 repetitions
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Anexo 33 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 6 (CDCl3, 125 MHZz)
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Relax. delay 1.000 sec ‘
fAcg. time 0.136 sec
Width 7508.6 Hz

128 incremeénts
OBSERVE Hl, 498.4362569 MHz |
DATA PROCESSING | F2

20 Uiaes 2aetd.c e g 4 S s e
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S5ine bell 0.002 sec
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Anexo 34 - Expansao do mapa de contorno de gHMBC da substancia 6 (CDCl3, 125 MHZz)
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! J A g R—
Rélax. delay 1.000 sec I . S —E S . L
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Anexo 35 - Expansao do espectro de gCOSY da substancia 6 (CDCls, 125 MHz)
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Anexo 36 - Espectro de HRESI-MS [M+Na] * da substancia 7
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Relax. delay 0.904 zec
Pulse A5.0 degrees|

Acg. time A, 0687 sag

Width A%60.0 Hz
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DRSEEVE M1, 4%% 4492873 MHz
DATA PROCLSSING |
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Anexo 37 - Espectro de RMN *H da substancia 7 (CDCls;, 500 MHz)
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Anexo 38 - Mapa de contorno de gHMBC da substéncia 7 (CDCls, 125 MHz)
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Anexo 39 — Expanséo do espectro de gCOSY da substancia 7 (CDCl3, 125 MHZz)
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Anexo 40 - Espectro de **C da substancia 7 (CDCl; 125MH?z)
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Anexo 41 - Espectro de DEPT-135 da substancia 7
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Anexo 42 - Espectro de DEPT-90 da substancia 7
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Anexo 43 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 7 (CDCl3, 125 MHz)



9. Anexos 222

Anexo 44 - Espectro de NOESY 1D da substancia 7 (CDCls, 125 MHz), hidrogénio irradiado H-15
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Anexo 45 - Espectro de HRESI-MS [M+Na] * da substancia 8
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Anexo 46 - Espectro de **C da substancia 8 (CDCl; 125MH?z)
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Anexo 47 - Espectro no UV visivel e Espectro de Infra Vermelho da substancia 8
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Anexo 48 - Espectro de RMN *H da substancia 8 (CDCls, 500 MHz).
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Anexo 49 - Expansdo do espectro de RMN *H da substancia 8 (CDCls, 500 MHz).
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Anexo 50 - Espectro de DEPT-135 da substancia 8
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Anexo 51 - Espectro de DEPT- 90 da substancia 8
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Anexo 52 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 8 (CDCl3, 125 MHz).
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Anexo 53 - Expansdo do mapa de contorno de gHMBC da substancia 8 (CDCls, 125 MHz).
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Anexo 54 - Expansdo do mapa de contorno de gHMBC da substancia 8 (CDCls, 125 MHz).
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Anexo 55 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 8 (CDCls, 125 MHz).
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Anexo 56 - Expansdo do mapa de contorno de gHMQC da substéncia 8 (CDCls, 125 MHz).
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Anexo 57 - Espectro de NOESY 1D da substancia 8 (CDCls, 125 MHz), hidrogénio irradiado H-15
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Anexo 58 - Espectro de HRESI-MS [M+Na] * da substancia 9
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Anexo 59 - Espectro de RMN *H da substancia 9 (CDCls, 500 MHz)
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Anexo 60 - Expansdo do espectro de RMN *H da substancia 9 (CDCls, 500 MHz)



9. Anexos 239

Anexo 61 - Espectro de DEPT-135 da substancia 9
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e,

Anexo 62 - Espectro de DEPT-90 da substancia 9
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Anexo 63 - Espectro de **C da substancia 9 (CDCl; 125MH?z)
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Anexo 64 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 9 (CDCl3, 125 MHz)
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Anexo 65 - Expansao do mapa de contorno de gHMBC da substancia 9 (CDCl3, 125 MHZz)
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Anexo 66 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 9 (CDCl3, 125 MHz)
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Anexo 67 - Espectro de NOESY 1D da substancia 9 (CDCls, 125 MHz), hidrogénio irradiado H-15
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Anexo 68 - Espectro de HRESI-MS [M-H] da substancia 10
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Anexo 69 - Espectro de RMN *H da substancia 10 (CDCls, 500 MHz)
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Relax., delay 0.957 sec
Pulse A45.0 dagrees

Acq. time 1.043 gec

Width 29027.6 Hz

14544 repetitions

OBSERVE C13, 125.5964560 WHz
DECOUPLE H1, 458.4808881 WHz
Power 30 dB

continuously on
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Line kroadenimg 1.0 Hz
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Total time 15 hr, 59 min, 48 sec
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Anexo 71 - Espectro de **C da substancia 10 (CDCl; 125MHz)

249



9. Anexos 250

Relax. delay 1.000 sec

ﬁc;. time 0.210 sec

Width 4881.6 Hz

20 Width 29027.6 Hz

32 repetitions

2 % 128 increments
ODBSERVE Hi, 485.48B4412 MHz
DECOUPLE ©13, 125.6108083 MHz
Power 47 dB

on during acguisition

of f during delay

GARP-1 modulated
BATA PROCESSING

Gauss apodization 0.037 sec

F1 DATA PROCESSING 5
Gauss apodization 0.002 sec F2
FT size 2048 x 2048 (ppm) |
Total time 2 hr, 53 min, 7 sec 'uﬂ
7 |
Joo N
=% = =
. - k
i - |
]
¢3§ 237 |
= 1 .
! |
3 j .."-'_r |
’ |
4 &
1 -
4 |
5_.
fl 1 = |
1 |
6 - ,
1 |
7 1 l
[ ] [
1 1 |
|
B.

L ld

S EEESSRCSARRERES sRRARE il RN R RALS RS ML R mama R DR e N A LR R AR L T

220 200 180 180 140 120 100 80 60 40 20
F1 (ppm)

Anexo 72 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 10 (CDCls, 125 MHz)
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Anexo 73 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 10 (CDCl3, 125 MHz)
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Anexo 74 - Expansdo do mapa de contorno de gHMBC da substancia 10 (CDCls, 125 MHz)
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Anexo 75 - Expansdo do mapa de contorno de gHMBC da substancia 10 (CDCls, 125 MHz)
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Anexo 76 - Espectro de NOESY 1D da substancia 10 (CDCls, 125 MHz), hidrogénio irradiado H-15
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Anexo 77 - Espectro de HRESI-MS [M+Na]* da substancia 11
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Anexo 78 - Espectro de Infra Vermelho da substancia 11



9. Anexos

Relax. delay D.357 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1.043 seac
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17920 repetition

5
OBSERVE C13, 125.5984208 MHz
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continuously on
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Anexo 79 - Espectro de **C da substancia 11 (CDCl; 125MHz)
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Ralax. delay 1.000 sec

fcg. time O.220 sec

Width A650.1 HZ
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Power 47 dB

an during acguisition
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DATA PROCESSING

Gauss apodization 0,102 seC
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Gauss apodization 0,002 sec
FT size 2048 x 2048
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Anexo 80 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 11 (CDCls, 125 MHz)
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Anexo 81 - Espectro de RMN *H da substancia 11 (CDCls, 500 MHz)
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Relax. delay 0,904 sec

Pulge A45.0 degreas

fcqg. time 4,079 sac

Width 4650.1 Hz

16 repetitions
DBSERVE H1, 498, 4862521 WHz
DATA PROCESSING

FT size B5536
Total time 1 min, 19 sec

—
4 P
" -
" ps:
| I3
|
a1 &
- = = T
] L] = :‘i
o~
o | 1A i
w o

5.174

5.148

4.917

4. 884
___.4.872

4_8410

Anexo 82 - Expansdo do espectro de RMN *H da substancia 11 (CDCls;, 500 MHz)

260



9. Anexos

Relax. delay 0.304 sec

Pulse 45.0 degrees

peqg. time 4.078 sac

Width 4650.1 Hz

16 repatitions
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Total time 1 min, 19 sec
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Anexo 83 - Expanséo do espectro de RMN *H da substancia 11 (CDCls;, 500 MHz)

261



9. Anexos

Relax, delay 1.000 sec

Acg. time 0.220 sec

width qA650.1 Hx

20 width 4650.1 Mz

4 repstitions I i
128 increments

1
OBSERVE K1, 199.43625%1 MHz . J.--»-.;.._,_...f._,.__._

DATA PROCESSING

Sq. sina bell 0.110 sec x|
F1 DATA nnoct?e.loue FZ |
Sg. sine bel .014 sac i
FT size 2048 % 2048 Cppm};
Total time 10 min, 5B sec
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Anexo 84 — Expansédo do espectro de gCOSY da substancia 11 (CDCls, 125 MHz)

262



9. Anexos

Relax. delay 1.000 sec

feg. tima 0.220 sec |
Width A§50.1 HZ

20 Width 29027.6 Mz |
16 repetitions

128 incremants
OBSERVE W1, 439.496Z5Z1 MHZ

| | |
DATA PROCESSING m
Sine ball 0.110 sec
F1 DATA PROCESSING - 4 = = — s

Sine bell 0.002 sec F2 !
FT size 2048 x 2048 b
Total time 45 min, 12 SEC | [pgw}
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F1 [ppm)

Anexo 85 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 11 (CDl3, 125 MHz)
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Relax. delay 1.000 sec

fcg. time 0.220 sec
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Anexo 86 - Expansao do mapa de contorno de gHMBC da substancia 11 (CDCls, 125 MHz)
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Relax. delay 1,000 sec
Pulse 90.0 degrees
Mizging 1.700 sec

Acg., Lime 4.083 sec
Width 4341.2 Hz

32 repetitions

OBSERVE H1, 199.4748442 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536

Total time 3 min, 549 sec
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Anexo 87 - Espectro de NOESY 1D da substancia 11 (CDCls, 125 MHz), hidrogénio irradiado H-10
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Anexo 88 - Espectro de RMN H da substancia 12 (CDCls, 500 MHz)
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77254
BV T -
76796

Relax, delay 0.857 sec

Pulse 45.0 degrees

acg. time 1,042 sec

width 29027.6 Hz

14340 repetitions
ORSERVE 13, 125.5814721 MH2
DECOUPLE H1, 498.4313003 MHZ
Power 30 dB

cont lnuousty on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Lineg broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 7 hr, 59 min, 56 sec

130358
128. 286
16.130

58.132
56,282
45.42%
2E.333
22471

— 35,959

129 138
127.191

165.176
155.506

_1BS. 661

220 200 180 160 140 120 100 80 60 a0 20 pom

Anexo 89 - Espectro de C da substancia 12 (CDCl; 125MHz)
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Relaw. dalay 1.000 sec
Acg. time 0,235 sec
Width 4357 .3 Mz

2D Width 293027.6 Hz
32 repetitions |
178 incramants
OBSERVE H1, 488. 4288465 MHz
ODATA PROCESSING | li | |
Sine bell 0.118 sec i | [
F1 DATA PROCESSING b ik it
Sine bell 0.003 sec
FT gize 2048 = ZO048

Total time 1 hr, 30 min, 44 sec
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Anexo 90 - Mapa de contorno de gHMBC da substéncia 12 (CDls, 125 MHz)
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Belax. delay 1.000 sec

Acg. Lime 0.235 SBC

Width 4357 .3 HZ

70 Width Z80%F.6 Hz

32 repctitions

128 increments

OBSERVE H1, 49%_ 4288465 MHZ

] i |
T . R e et ——
F1 DATA PROCESSING
Sine hel;qg_&bguzgc 1|I F2 |
ilL:!Iztiie 1 :r* a8 mim, 44 sac ]I [FI-FITH]:
| 2.5
| |
2.6
= 7 | — e
= 2.7 S == — s
REXS
2.93 |
| |
3.0 |
]; 3.1
_?’ 3.2- |
3 - - — |
—_— 3.4 e = ————
—— -'-‘I‘--J 1
= '-'_‘_ﬂl 3.9 |
——E— 4 ] .
':_E'I 3.74
= ]
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Anexo 91 - Expansédo do mapa de contorno de gHMBC da substancia 12 (CDCls, 125 MHz)
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Pulse Sequence: gCDSY | J | l 1
Solvent: COC13 ”
Temp. 30.0 € ¢ 303.1 K i 1 !
TNOVA-SD0 “mult]E5" [ *-l | |fa “
|

o i i
Rejax. delay 1.000 l | Ti |
ncu.xtmg B".‘ZJE sec“( .| 'lr | 1‘ | ] ! |'1||'é
i (. WAL il R, O

357.3 Hz P | i ]

16 repetitions 0 ._‘__'_\__J-F_".\'_ (R R I W_LL . .h." g

128 increments
OBSERVE  H1, 499,4288165 MHz
DATA PROCESSING

5q. Sl bel) 0.118 sec 5 |
F1 DATA PROCESSING | F2. 3
Sq. sine bell 0.016 sec | (ppmY

FT size 2048 x F048

Total time 43 min, 25 sec o 1.8 - .
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=X L o2 = |
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i
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a
| 2.4
| e
= 18 v @ L5
i 2.8
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Anexo 92 — Expansédo do espectro de gCOSY da substancia 12 (CDCl3, 125 MHz)
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Relax. delay 1.000 sac
Pulse 30.0 degrees
Mixing 1.000 sec

Acg. time 4.090 s5eC
Width 4841.4 Hz

32 repetitions

OBSERVE Hl, A9 4788467 MHi
CATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536

Total time 3 min, 30 sec

s
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2.69%
2.600
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|
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2 1 =0

Anexo 93 - Espectro de NOESY 1D da substancia 12 (CDCls, 125 MHz), hidrogénio irradiado H-9
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Anexo 94 - Espectro de ESI-MS [M+H]" da substancia 12
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Relax, delay 1.000 sec b
Acg. tima 0.202 sec | |
width 5071.0 Hz
2D Width 28027.6 Hz | |
8 repetitions ||
2 w 128 increménts I
OBSERVE  H1, 498.5674734 MHz | n I
DECOUPLE C13, 125.6256647 MHz I | ool
Fw:r ‘ft? dB g rlﬂ | || rl 'Ii “ |.
on durfng acquis on | i
off during del ]\_ N I
BGARP-1 muguutg L e ety ___JI l\_ SRS P RS '\vﬂJ Hla J \-\__ —
DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.093 sec T i = L TN
Fi DATA PROCESSING F2 :I
F?uu:s g:;zut;nﬂuo.unz sec (ppml
size 2 o
Total time 43 min, 30 sec i
] o
1- -
] 5
z_ o
a_
2
— B et a =
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E_
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Anexo 95 - Mapa de contorno de gHMQC da substéancia 13 (DMSO-dg, 125 MHZz)
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Relax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 4.080 sec
Width 5487 .5 Hz
8 repetitions w
DBSERVE H1, 4%9.5474734 MHz Eg
DATA PROCESSING « %8
FT size 65536 HNa g
Total time 0 min, A0 seC -] J
-
[
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=
'f 2
i _J'_J-r/_/ ]
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. ] 5 4 3 2 1 =0
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Anexo 96 - Espectro de RMN *H da substancia 13 (DMSO-dg, 500 MHz)
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Anexo 97 - Expansdo do espectro de RMN *H da substancia 13 (DMSO-ds, 500 MHz)
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Relax. delay 0.957 sec
Pulse 45.0 degraes LH1

38,338

Bcg. time 1.043 sac

Width 29027.6 Hz

372 repstitions
OBSERVE €13, 125.6113742 MHz
DECOUPLE H1i, 4988 5488712 MHz
Powar 30 d@

cantinuously on

WALTZ=16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.9 Hz
FT size B5536
Total time 580 min, 59 sec

/— 39.838
W 35.189
—27.821
22.017
16.375

__53.468
/-
38,989
T 7f.708
. 1m.272

—~170.205
165.211

G I o e L T
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Anexo 98 - Espectro de *C da substancia 13 (DMSO-ds 125MHz)
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Relax. delay 1.000 sec
Actg. time 0.202 sec
width 5071.0 Hz

20 Width 28027.6 Hz

16 repatitions

128 increments

t
OBSERVE Hi, 488.5474734 WHz

BS|

DATA PROCESSING

Sine bell D.101 sec

Fl1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.002 sec

FT size 2048 x 2018

Total time 44 min, 34 sac

F2 ]
(ppm}
0.75

i
40 35 30 2

F1 (ppm)

Anexo 99 - Expansao do mapa de contorno de gHMBC da substancia 13 (DMSO-dg, 125 MHZz)
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Relax. delay 1.000 sec
Pulse 50.0 dagraes 2w
Mixing 1.000 s&c “:3
ﬂ:ﬁ. time 4.08% sec =i
wWidth 5071.0 Hz lr..:r
32 repatitions 6
OBSERVE Hi, A%9.5474734 MHz
DATA PROCESSING I
Line broadening 0.2 Hz |
FT slza 65538
Total time 3 mim, 32 sec .
.
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Anexo 100 - Espectro de NOESY 1D da substancia 13 (DMSO-ds, 125 MHz), hidrogénio irradiado H-9
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Anexo 101 - Espectro de ESI-MS [M+H]" da substancia 13
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Anexo 102- Espectro de ESI-MS [M-H] da substancia 14
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Aalan. delay 0,904 sec
Fules 4% .0 oegress
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— ]
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Anexo 103 - Espectro de RMN *H da substancia 14 (DMSO-ds, 500 MHz)
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el LN

Relax. delay 0.957 sac P R R

Pulse 45.0 degrees vm L\L 11
Acg. time 1.043 sec L o

Width 28027.6 Hz

17320 repatitions

OBSERVE Cl3, 125.6113795 HWHz
OFCOQUPLE M1, 498.5493712 WHz
Power 30 dB

RN
\
N

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.8 Hz

FT size 55536

Total tima § hr, 5% min, 52 sec
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Anexo 104 - Espectro de *C da substancia 14 (DMSO-ds, 125MHz)
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Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.19%8 sec
Width 5182.7 Hz
20 Width 28027.8 Hz
32 repetitions
128 incramants
OBSERVE  H1, 498.5474734 HHz
DATA PROCESSING
Sine bell 0.084 sec
Fi DATA PROCESSING
Sine bell 0,002 sec _ P 5 ——— = i———— e
FT size 2048 x 2048 Fz 4
Jotal time 1 hr, 28 min, 10 sac |

(ppmJ
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Anexo 105 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 14 (DMSO-dg, 125 MHZz)
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Relax. dalay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
pcg. time 4.069 sec
Width 4688.5 HZ
16 repetitions
OBSERVE Hi, 499.5474734 WHZ
DATA PROCESSING
FT s1z8 65536
Total time 1 min, 1% sec
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Anexo 106 - Espectro de RMN *H da substancia 15 (DMSO-ds, 500 MHz)
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Relax. delay 0.857 sec
Pulse 45.0 degreec
fcg. time 1.043 sec
width 20027.6 Hz
21508 repetitions
OBSERVE 13, 125.6113778 MHz
DECOUPLE H1, 499.5499712 HHz
Powar 30 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated a
DATA PROCESSING 5
Lins broadening 1.0 Hz =
FT size 65535 -
Total tims 11 hr, 59 min, 58 sec |
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Anexo 107 - Espectro de *C da substancia 15 (DMSO-dg, 125MHz)
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Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.218 sec

Width AGER .5 HZ

20 Width 29027 .6 Hz

16 repetitions |
2 w 128 incremants

DBSERVE Hi, 488.5474734 HHz

DECOUPLE 13, 125.8258847 MHz

Power A7 dB | '

on during acquisition :

SEE duelog déier - s
GARP=1 modulated

DATA PROCESSING e S
Gauss apodization 0.101 sec E2

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.002 sec (ppm]}

FT size 2048 » 2048 ]
Total time 1 hr, 27 min, 33 sec 3
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Anexo 108 - Mapa de contorno de gHMQC da substéancia 15 (DMSO-dg, 125 MHZz)
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Relax, delay 1.000 sec
Acg. time 0.210 sec
width 4668.5 Hz
20 width 29027 .6 Hz

32 repetitions

128 increments

OBSERVE Hi, 459.5474734 HHz
DATA PROCESSING

Sine pell 0.110 sec

F1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.002 sec

FT size 2048 x 2048 F2 L
Total time 1 hr, 28 min, 40 sec {ppm:ﬁ
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Anexo 109 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 15 (DMSO-dg, 125 MHz)
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Anexo 110- Espectro de ESI-MS [M-H] da substancia 15
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