LISINEIA MARIA ZANARDI

Estudo Quimico e Biologico de Fungos Endofiticos
Associados a Senna spectabilis

Tese apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte
dos requisitos para obtenc¢do do titulo de
Doutor em Quimica

Orientadora: Prof* Dra. Angela Regina
Araujo

Araraquara
2010



FICHA CATALOGRAFICA

Zanardi, Lisinéia Maria
Z27e Estudo quimico e bioldgico de fungos endofiticos
associados a Senna spectabilis / Lisinéia Maria Zanardi. -
Araraquara : [s.n], 2010
253 f.:il.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Quimica
Orientador: Angela Regina Araujo

1. Produtos naturais. 2. Fungos endofiticos. 3.
Metabdlitos
secundarios. I. Titulo.

Elaboracédo: Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo do Instituto de Quimica de Araraquara

Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informacao



DADOS CURRICULARES

Dados Pessoais

Nome Lisinéia Maria Zanardi
Filiacao Santo Darci Zanardi e Lidia Zanardi

Nascimento 28/11/1980 - Corbélia/PR - Brasil

Endereco profissional

NuBBE — Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais.
Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,

Instituto de Quimica de Araraquara

Rua Prof. Francisco Degni, s/no — Araraquara-SP,
CEP: 14081-970, SP - Brasil
Telefone: 16 33016600 (ramal 6793)

lisineia@yahoo.com.br

Formacio Académica/Titulacdo
2006 - 2010

Doutorado em Quimica pela Universidade Estadual Paulista- UNESP - Araraquara,

Sao Paulo.
Titulo: Estudo quimico e biologico de fungos endofiticos associados a Senna spectabilis
Orientador: Angela Regina Araujo

Bolsista do(a): Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2004 - 2006

Mestrado em Quimica pela Universidade Estadual Paulista - UNESP — Araraquara, SP
Titulo: Prospecgdo quimica em Phomopsis cassiae, um fungo endofitico isolado de Senna
spectabilis (Ano de obtenc¢do: 2006)

Orientador: Angela Regina Araujo

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico



1999 - 2003

Graduacdo em Licenciatura Quimica.

Universidade Estadual do Oeste do Parana, UNIOESTE, Cascavel, Brasil

Titulo: Polimeros, uma Proposta para Contextualizar Alguns Conceitos de Quimica com
o Cotidiano do Aluno

Orientador: Conceig¢do Fatima Alves Olguin

Producéo bibliografica

Artigos completos publicados em periddicos

1. OLIVEIRA, C. M., SILVA, G. H,; REGASINI, L. O.; ZANARDI, L. M,
EVANGELISTA, A. H.; YOUNG, M. C. M.; BOLZANI, V. S.; ARAUJO, A. R.
Bioactive metabolites produced by Penicillium sp.1 and sp.2. Two endophytes associated
with Alibertia macroplylla (Rubiaceae). Zeitschrift fiir Naturforschung. C, A Journal of
Biosciences. , v. 64, p. 824 - 830, 2009.

2. SILVA, G. H.; TELES, H. L.; ZANARDI, L. M.; YOUNG, M. C. M.; EBERLIN,
M. N.; HADDAD, R.; PFENNING, L. H.,; COSTA NETO, C. M.; CASTRO-
GAMBOA, 1.; BOLZANI, V. S.; ARAUJO, A. R. Cadinane sesquiterpenoids of
Phomopsis cassiae, an endophytic fugus associated with Cassia spectabilis (leguminosae).

Phytochemistry. , v. 67, p. 1964 - 1969, 2006.

Ultimos trabalhos publicados em anais de eventos

1. ZANARDI, L. M.; SILVA, D. H. S.; YOUNG, M. C. M.; BOLZANI, V. S,
ARAUJO, A. R. Citocalasina D produzida por Acremonium sp. isolado como fungo
endofitico de Senna spectabilis In: 32a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,

2009, Fortaleza.



2. CHAPLA, V. M.; ZANARDI, L. M,; LOPES, M. N.; CAMARA, M. P. §;
ARAUJO, A. R.; BOLZANI, V. S. Citocalasinas produzidas pelo fungo endofitico
Phomopsis sp. isolado da Cassia spectabilis In: 32a Reunidao Anual da Sociedade Brasileira

de Quimica, 2009, Fortaleza.

3. CHAPLA, V. M.; ZANARDI, L. M.; ARAUJO, A.R.; SILVA, D. H. S.; BOLZANI,
V. S. Diketopiperazines from Phomopsis sp., an endophytic fungus in Senna spectabilis In:
2nd Brazilian Conference on Natural Products and XXVIII Annual Meeting on

Micromolecular Evolution, Systematics and Ecology, 2009, Sao Pedro, SP.

4. BIASETTO, C. R.; ZANARDI, L. M.; BOLZANI, V. S.; SILVA, D. H. S,
ARAUJO, A. R. Trichothecenes from endophytic fungus Myrothecium gramineum
associated with Senna spectabilis In: 2nd Brazilian Conference On Natural Products and

XXVIII Annual Meeting on Micromolecular Evolution, Systematics and Ecology, 2009,
Sao Pedro, SP.

5. ZANARDI, L. M.; ARAUJO, A. R.; BOLZANI, V. S.; YOUNG, M. C. M. Potencial
quimico e bioldgico de fungos endofiticos associados a Cassia spectabilis In: 31a Reunidao

Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2008, Aguas de Lindoia.

6. ZANARDI, L. M.; SILVA, G. H.; TELES, H. L.; ARAUJO, A. R.; CASTRO-
GAMBOA, 1I.; COSTA NETO, C. M.; TREVISAN, H. C. New bioactive chromone
derivatives from the endophytic fungus Phomopsis cassiae In: 48th Annual Meeting

American Society of Pharmacognosy, 2007, Portland, Maine.

7. ZANARDI, L. M.; ARAUJO, A. R.; SILVA, G. H.; TELES, H. L.; BOLZANI, V.
S.; PFENNING, L. H. Potencialidade de Phomopsis cassiae na producao de metabolitos
novos e bioativos In: 30a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2007,

Aguas de Lindéia.



Producao Técnica

Trabalhos técnicos
1. BIASETTO, C. R.; ZANARDI, L. M.: ARAUJO, A. R. Prospeccao de atividade
antimicrobiana e biocatalitica em fungos endofiticos, 2008-2009. Duragdo: 8 meses

(Supervisao cientifica de trabalho de Iniciacao cientifica)

2. BORGES, F. M.; ZANARDI, L. M.; ARAUJO, A. R. Prospeccao de atividade

antimicrobiana e biocatalitica em fungos endofiticos, 2009-2010 Duragdo: 18 meses

3. PELLEGRINI, M. M.; ZANARDI, L. M.: ARAUJO, A. R.; Prospec¢ao bioldgica
do fungo endofitico Nigrospora sphaerica (ALG-01) isolado de Alchornea glandulosa,

2008-2009, Durag¢do:18 meses (Supervisao cientifica de trabalho de monografia)

4. HABECK, T. R.: ZANARDI, L. M.: ARAUJO, A. R. Triagem quimica e bioldgica
dos fungos endofiticos associados a Senna spectabilis, uma espécie vegetal do cerrado,

2009-2009, Duragdo:12 meses (Supervisao cientifica de trabalho de monografia)

Demais producoes técnicas
1. ZANARDI, L. M.
Estudo quimico bioldgico de fungos endofiticos associados a Senna spectabilis, 2009.

(Palestra apresentada USP- Sao Carlos)






DEDICO ESTE TRABALHO...

Aos meus pais Lidia e Santo, por todo amor, carinho e
dedicacao, e principalmente, por terem “sempre”
apoiado todas as minhas decisodes, mesmo quando elas
me levaram para longe de vocés. Vocés sao o sentido

da minha vida, e a forca que me faz vencer.

A minha orientadora Angela, pela amizade e por todo

carinho, paciéncia e dedicacao. Por ter acreditado na

minha capacidade e no meu trabalho. Sua confianca
e entusiasmo foram fundamentais para minha

formacao.

As minhas queridas amigas Silvana, Adriana e Josiane,
por todo carinho, amizade e incentivo. Sem o apoio de

vocés essa conquista nao seria possivel.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela presenca suprema e constante em minha vida...

Aos meus pais, pelo amor e apoio incondicional em toda a minha vida.
Obrigada por todos os esforcos que fizeram para dar a mim e meus irmaos a
possibilidade de aproveitar todas as oportunidades para crescer e chegar onde
sonhamos — AMO MUITO VOCES — Obrigada mae pela doacado, carinho e amor que
dedica a sua familia. Vocé ¢ um exemplo de mae, mulher e profissional. Obrigada
pai pelo amor, carinho e dedicacao, vocé é exemplo de luta e coragem. Com vocé
aprendi que “nao importa o quanto a vida pode ser dura, devemos sempre mostrar a

ela que somos mais fortes”.

A Professora Angela, muito obrigada pela sua incansavel dedicacao e
paciéncia. Por todos os conselhos, conversas e ensinamentos (de quimica e de vida), e
principalmente por ter me ajudado a “moldar” a profissional que sou hoje. Muito
mais que uma orientadora, uma amiga, obrigada por ter me acolhido em seu grupo e

na sua vida, serei eternamente grata por tudo.

Aos professores do Departamento de Quimica Organica, pelos ensinamentos

transmitidos, pelas valiosas discussoes e pela amizade.

Aos doutores Nivaldo Boralle e Alberto Alécio, por toda dedicacao e
compromisso. Obrigada por estarem sempre dispostos a compartilhar seus
conhecimentos e por serem sempre tao prestativos, nao medindo esforcos para

colaborar com o trabalho de todos.

As funciondrias da biblioteca e da pds-graduacao por serem sempre tao

prestativas e dedicadas.

As professoras Lucia Xavier e Lourdes Campaner que participaram do exame

de qualificacao e contribuiram valiosamente com sugestoes e ensinamentos.



Aos funcionarios do IQ pela dedicacao e disposicao em ajudar.

As minhas queridas amigas e colegas de grupo Camila Martins, Vanessa
Chapla e Carolina Biasetto, pelo carinho, amizade, companheirismo, e valiosas
discussoes sobre o trabalho. Por estarem sempre dispostas a me ajudar e ouvir dentro

e fora do laboratorio.

Aos ex e atuais alunos de iniciacao cientifica, Mariana Pellegrini, Fernando

Borges, Alana Evangelista e Thomas Habeck, obrigada pelo carinho e confianca.

Aos amigos de grupo: Juliana, Vanessa, Carol, Joao, Miller, Lucimar, Fernando,
Thomas pela convivéncia e colaboracao dentro e fora do laboratério, e pelos

agradaveis e divertidos jantares nas reunioes do grupo.

Aos meus amigos e ex-colegas de grupo: Dr. Geraldo H. Silva, Dr. Mariana C.
Cafféu, Dr. Helder L. Teles e Ms. Renata Sordi, por terem me acolhido tao
carinhosamente quando entrei para o grupo de pesquisa, sempre dispostos a me

ajudar e transmitir seus conhecimentos.

A todos os amigos e colegas do IQ com quem convivi durante os anos de pds-
graduacao, em especial aos do Departamento de Quimica Organica e NuBBE, que de
alguma maneira ou outra colaboraram para o desenvolvimento deste trabalho, e
também pelos momentos de alegria compartilhados que fizeram a rotina do
laboratdrio e no Instituto ainda mais agradavel. As festas de defesas e final de ano,

reunides de grupo e congressos estarao sempre guardados.

A Prof. Dr. Concei¢ao Olguin por ter despertando em mim a vontade de seguir
o caminho da pesquisa. Por sempre ter me apoiado desde a graduacao e me

incentivado a vir para ca.



E por fim, mas nao menos importante...

A minha familia, que mesmo de longe sempre esteve presente e na torcida...

Meus irmaos Lisandro, Lislaine e Lismar que sempre me apoiaram e
incentivaram a seguir em frente, em busca dos meus objetivos. Obrigada pelo amor,
carinho e amizade e compreensao.

Meus sobrinhos Larissa, Ariel e Camila, por encherem a minha vida de
alegria.

Minhas cunhadas Silvana, Mayara ¢ meu cunhado Erlon, obrigada pelo

carinho, pelo apoio e amizade.

Ao Renato, por todo amor, carinho e incentivo. Obrigada por tudo, por ter

acreditado e insistido. Perto de vocé os dias sao mais leves e alegres.

As minhas queridas amigas Juliana Gubiani e Michele Souza, obrigada pela
amizade, apoio, pela maravilhosa convivéncia e ilimitada paciéncia, e pela alegria

que vocés transmitem a todos a sua volta.

Aos meus eternos grandes amigos — e anjos-da-guarda — Silvana, Adriana,
Josiane e Rafael. Obrigada pela amizade tao especial, pelos maravilhosos momentos
que passamos juntos e por sempre se fazerem presente. Eu nao conseguiria ser justa,
se tentasse citar aqui todos os motivos pelo qual sou grata a vocés, por isso: Obrigada
por TUDO, e por serem estas pessoas tao especiais, que entraram na minha vida,

cada um a sua maneira, para nunca mais sair.



“... Bom mesmo ¢ ir a luta com determinacao,
abracar a vida com paixao, peder com classe
e vencer com ousadia, pois o triunfo pertence
a quem se atreve...
E a vida ¢ “muito” para ser insignificante...”
Charles Chaplin



ZANARDI, Lisinéia Maria. Estudo Quimico e Biolégico dos Fungos Endofiticos
Associados a Senna spectabilis. 2010. Tese de Doutorado em Quimica, Instituto de

Quimica de Araraquara — UNESP.

RESUMO

Este trabalho descreve o isolamento de 43 fungos endofiticos associados a espécie vegetal
Senna spectabilis, e a triagem quimica e biologica destes. Os extratos brutos em AcOEt
produzidos pelos fungos foram avaliados quimicamente por CCDC, CLAE-DAD e
RMN de 'H, e submetidos a bioensaios para avaliacdo da potencialidade antifiingica,
antioxidante e anticolinesterdsica, onde se mostram promissores. A partir dos resultados
obtidos os fungos Myrothecium gramineum e Acremonium sp. foram selecionados para
crescimento em escala ampliada, em meio de cultivo MBD, visando a obten¢do do
extrato bruto para isolamento e determinagdo estrutural dos metabolitos produzidos.
Nesta etapa foram utilizados dois modos de incubagdo (estatico e sob agitacdo) para
avaliag¢do da influéncia do modo de crescimento na produg¢ao metabolica, evidenciando
que ndo ocorreram mudangas significativas na produg¢do dos metabolitos secundarios.
Do extrato bruto obtido de M. gramineum foi isolada a Verrucarina A, como um
precipitado, durante a solubilizacdo do extrato em MeOH. O sobrenadante foi entdo
submetido a fracionamento cromatografico e levou ao isolamento de 3 dicetopiperazinas,
sendo a ciclo (Pro-Tyr), ciclo (L-Pro-L-Leu) e a ciclo(D-Pro-D-Phe), e 4 tricotocenos, a
Verrucarina A (ja isolada como precipitado), Roridina A e Isororidina A e a Verrucarina
L. Durante o processo de concentracao para a obten¢do do extrato bruto de Acremonium
sp., ocorreu a formagao de cristais em forma de filetes que ficaram aderidos ao baldo. Os
cristais foram separados e identificados como a Citocalasina D. O extrato bruto
resultante da separagdo destes cristais foi submetido a fracionamento cromatografico
levando ao isolamento de 7 substancias: uma xantona (Fusaridina), 4 isocumarinas [(R)-
8-metoxi-meleina; (35, 45)-5-carbometoxi-4-hidroximeleina; (3R)-5-carbometoximeleina
e (35)-5-carboetoxi-meleina] e a Griseofulvina e Desclorogriseofulvina, sendo (35, 45)-5-

carbometoxi-4-hidroximeleina e (35)-5-carboetoxi-meleina substancias inéditas.

Palavras-chave: fungos endofiticos, Senna spectabilis, M. gramineum, Acremonium sp.,

metabolitos especiais.



ZANARDI, Lisinéia Maria. Chemical and Biological Study of Endophytic Fungi
Associated with Senna spectabilis. 2006. Thesis in Chemistry — Instituto de Quimica de
Araraquara — UNESP.

ABSTRACT

This work reports the isolation of 43 endophytic fungi associated with Senna spectabilis,
and the chemical and biological screening of their extracts. The AcOEt crude extracts
produced by fungi were submitted to chemical analysis by TLC, DAD-HPLC, NMR and
bioassays to evaluation of antifungal, antioxidant and anticholinesterase potential, which
showed promising. The results enabled us to select the fungi Myrothecium gramineum and
Acremonium sp. to growth on a large scale for isolation and structural determination of
metabolites produced. The fungal strains were cultivated in liquid media PDB to
obtaining the crude extracts. In this stage, we used two modes of incubation (static mode
and under agitation), to evaluate the influence of the growing mode in production of the
secondary metabolites, showing that there were no significant changes in metabolic
production. The crude extract of M. gramineum yielded the substance Verrucarin A, as a
white precipitated during solubilization of the extract in MeOH. The supernatant was
fractioned by CC and preparative HPLC yielding three diketopiperazines [(cicle (Pro-
Tyr), cicle (L-Pro-L-Leu) and cicle (D-Pro-D-Phe)] and four trichothecenes [Verrucarin A
(already isolated as substance), Roridin A and Isororidin A and Verrucarin L. During the
process of concentration of solvents to obtain crude extract of Acremonium sp., there was
the formation of crystals in the form of fillets that were attached to the balloon. The
crystals were separated and identified like Citocalasin D. The resulting crude extract was
submitted to chromatographic fractionation yielding seven substances: one xanthone
[Fusaridin, four isocoumarins [(R)-8-methoxi-mellein, (3§, 4S5)-5-carbomethoxi-4-
hydroximellein, (3R)-5-carbomethoximellein and (35)-5-carboethoxi-mellein] and the
griseofulvin and 7-dechlorogriseofulvin. The substances (3§, 485)-5-carbomethoxi-4-

hydroximellein and (35)-5-carboethoxi-mellein are novel compounds.

Keywords: endophytic fungus; Senna spectabilis, M. gramineum, Acremonium sp., special

metabolites.
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I. Introducgao

I. INTRODUCAO

Plantas superiores sao um complexo “habitat” que abrigam varios tipos de micro-
organismos. Dentre estes, os fungos sdo componentes dominantes nas associagdes com
as espécies vegetais, podendo ser encontrados colonizando superficies vegetais
(epifiticos), tecidos internos (endofiticos), o interior ou superficies das raizes
(micorrizicos) ou ainda desenvolvendo-se no solo proximo as raizes (rizosfera)'.

Os fungos endofiticos sao em sua grande maioria fungos filamentosos, que
colonizam o interior dos tecidos vegetais (principalmente, folhas, ramos e raizes), sem
causar danos aparentes ao seu hospedeiro®’. Estes micro-organismos desenvolvem hifas
microscopicas inter ou intra celulares e dificilmente sdo visiveis exteriormente aos tecidos
(Figura 01, pag. 30). No entanto, este estado (intra ou intercelular) pode ser modificado
eventualmente, da mesma forma que um fungo endofitico pode tornar-se fitopatogeno, se
seu hospedeiro sofrer algum tipo de estresse ambiental®**,

De uma forma geral, os fungos sao micro-organismos que apresentam a importante
capacidade de produzir uma grande variedade de metabdlitos especiais bioativos, o que
esta fortemente relacionado com as interagdes ecologicas entre eles e os demais
organismos, seu habitat, e as possibilidades biossintéticas’. Interacdes estas que podem
ser fundamentais ao equilibrio do ecossistema.

Quando associados as plantas, assumem varios tipos de interagOes, sendo as
simbidticas as que conferem a ambos os organismos diversas vantagens, produzindo ou
induzindo a producdo de metabdlitos que podem auxiliar a planta evitando o ataque de
hervivoros®, no aumento da tolerancia a estresses abidticos e no controle de ataque de
insetos ou outros micro-organismos”®. Por outro lado, eles sdo capazes de seqiiestrar os
metabolitos produzidos pelas plantas que irdo atuar como defesa quimica, ou produzi-los
em resposta a pressao exercida por outros micro-organismos endofiticos ou fitopatdgenos
ou até mesmo por predadores >

Algumas espécies de endofiticos apresentam uma alta especificidade aos
hospedeiros, sendo encontrados com maior freqiiéncia em plantas que representam uma
familia em particular’. Porém, existem ainda algumas espécies em que esta especificidade

se limita a apenas um hospedeiro.

29



I. Introducgao

Figura 01 — Fotos microscopicas de fungos endofiticos; A) Hifa intracelular de Rhabdocline
parkeri (setas indicando) em Pseudotsuga taxifolia (x500); B) Hifas intracelular de Phyllosticta abietis
em Abies grandis (x500); C) Hifas de um fungo endofitico nao identificado em células epidermiais
de Picea pungens; D) Hifas de Stagonospora innumerosa em células epidérmicas de Juncus effuses var
pacificus'.

Os estudos relacionados com esta classe de organismos tém demonstrado um
interesse crescente ndao apenas pela consciéncia da grande diversidade encontrada em
plantas superiores, mas também pela potencialidade destes fungos em produzir
substancias de classes e estruturas diversas, muito freqiientemente com atividades
biolégicas de grande interesse comercial (biotecnologico, farmacéutico e na industria
alimenticia).

Acrescido a tudo isso, o desenvolvimento ou aplicagdo de técnicas especificas de

isolamento e manipulacdo de cultivo torna possivel abrir outros caminhos para a
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I. Introducgao

descoberta de novas fontes de metabolitos secundarios bioativos e novas metodologias de

obten¢do de compostos de interesse.

I.1 Fungos endofiticos: Distribuicao e Interacoes com Hospedeiro

As associagdes simbioticas entre fungos e plantas sdo diversas e ha muito tempo
evidenciadas. Algumas das interagOes resultantes destas associagdes sao bem estudadas,
como por exemplo, a relacdo entre fungos micorrizicos e seus hospedeiros® enquanto
outras, tais como as que envolvem fungos endofiticos sdo um pouco menos claras. De
forma particular, nos ultimos anos, tem-se dado muita aten¢ao a este tipo de interagdes
com o intuito de entender melhor esta interessante troca de beneficios entre hospedeiro e
“hospede™.

Atualmente, em alguns estudos, o termo endofitico tem sido combinado com
outros termos para definir um hospedeiro especifico, um grupo taxondémico de
hospedeiro ou um tipo de tecido ocupado' (como por exemplo, endofitos de casca,
endofitos sistémicos de gramineas, endofitos foliares, entre outros). De um modo mais
amplo estes microrganismos sdo definidos como fungos que colonizam tecidos vegetais
vivos sem causar danos imediatos evidentes''’. Definicdo esta que circunda todos os
debates a respeito desta classe de micro-organismos.

Embora ndo muito aceito por todos os estudiosos', alguns autores consideram
como endofitos, fungos patdgenos que vivem um periodo endofitico extremamente curto;
patogenos latentes, cujo periodo assintomatico pode levar semanas ou meses;
decompositores, 0s quais a manifestagdo externa coincide com a morte dos tecidos; e
fungos que nunca aparecem externamente ao seu hospedeiro .

Os fungos endofiticos sdo encontrados em todos os 6rgdos e tecidos vegetais em
todas as espécies ja examinadas, no entanto a diversidade e quantidade destes
microrganismos varia de planta para planta'’. A diversidade de espécies também esta
presente entre os tecidos vegetais, e pode ser explicada pela habilidade de cada micro-
organismo em usar diferentes substratos no seu metabolismo ',

Apesar de ndo serem muito bem compreendidas, sabe-se que, as intera¢des entre
endofito e planta podem ser simbidticas, neutras ou até mesmo antagonicas (neste caso,

estudadas pela fitopatologia). Nas interacdes simbidticas 0s micro-organismos sao
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I. Introducgao

beneficiados pelos nutrientes e protecao fornecidos pelo hospedeiro e em contra partida
conferem diversas vantagens a planta com a producdo de metabolitos secundarios®. Um
exemplo € o isolamento de alcaldides, como metabolitos de fungos associados a
gramineas. Algumas classes de alcaldides sdo toxicas para humanos e para o gado, e a
producdo destes compostos por algumas espécies de fungos endofiticos tais como
Neotyphodium, Achnatherum robustus e Aspergillus fumigatus evidenciam o importante papel
na protecdo destas plantas ao ataque de herbivoros”.

Os endofitos podem também influenciar no desenvolvimento do seu hospedeiro,
podendo as plantas infectadas, por exemplo, apresentar maior taxa de crescimento e area
foliar em comparacio com plantas nio infectadas™.

Os mecanismos de interacdo fungo endofitico e planta hospedeira tém sido
investigados e podem ser caracterizados por um equilibrio entre o poder de viruléncia do
fungo endofiticos e a defesa da planta, onde a variabilidade da interagdo depende nao so
da adaptacdo do fungo endofitico a um hospedeiro ou 6rgdo em particular, e dos estagios
de desenvolvimento dos demais microrganismos, mas também da viruléncia inata do
endofitico, da resposta do hospedeiro a este microrganismo e das condigdes ambientais.
Se o balango € perturbado por ambos, uma diminui¢do da defesa da planta ou o aumento
de viruléncia do micro-organismo pode se desenvolver® .

Toda esta especificidade, diversidade e potencialidade biologica dos fungos
endofiticos, faz destes microrganismos promissoras fontes de metabodlitos especiais

bioativos.

1.2 Produtos Naturais de Fungos Endofiticos

Diversos estudos sugerem que o namero de espécies de fungos existentes ¢ muito
superior as espécies ja conhecidas, e levando em consideragdo a proposta mais aceita de
que existam cerca de 1, 5 milhdes de espécies de fungos', alguns autores consideram que
mais de um milhao de espécies permanecem desconhecidas e que, uma parte substancial
destas sdo o que consideramos fungos endofiticos’.

Dentro deste contexto, os estudos realizados com esta classe de micro-
organismos, voltados a entender os beneficios e interacdes endofito/planta, a utilizagdo

do seu arsenal bioldgico nos processos de obtengcdo de compostos, e principalmente na
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I. Introducgao

busca por substancias novas e com potencial biolégico de interesse, tem demonstrado
cada vez mais a importancia da exploragdao dos fungos endofiticos como fonte de novas
drogas.

Desde 1991, um crescente numero de pesquisas tem gerado um grande interesse a
respeito das contribui¢cdes dos fungos associados a espécies vegetais para as relacdes
sisttmicas de fungos, ecologia, relagdo fungos-plantas, biologia evoluciondria, e
pesquisas aplicadas que vdo desde controle bioldgico a bioprospec¢io®.

Os estudos relacionados a classe dos fungos endofiticos, até pouco tempo
praticamente inexplorada, e que foram iniciadas, desde a década de 70° por Carrol,
Fisher, Petrini, Sieber, Stone, entre outros, tém demonstrado um grande avango e
entusiasmo. Este interesse € observado nas analises de publicagdes existentes, que
enfocam a abundancia e diversidade das espécies de fungos associados a tecidos vegetais
hospedeiros. A freqiiéncia de publicagdes nesta area aumentou de 1,2 artigos/ano (1971-
1990) para mais de 15 artigos/ano (2001-2007), apenas com relacdo aos artigos
publicados em inglés’.

Concomitantemente com a explosdo das pesquisas com relagdo a diversidade de
endofiticos, ha um rapido aumento nos trabalhos direcionados a interagdes com plantas
hospedeiras, estudos sobre mecanismos de colonizacdo, busca e caracteriza¢do de novos
metabolitos, e outros tdpicos relacionados"'?. Estes estudos mostram um aumento de 0.8
artigos/ano, na década de 70, para mais de 200 artigos s entre os anos de (2001-2007)°.
Em um levantamento realizado por Arnold’ em 2007, uma das linhas que tem se
destacado sdo os trabalhos focados na diversidade bioquimica destes microrganismos'”
16,17,18

Durante as ultimas duas décadas, mais de 100 micro-organismos endofiticos foram
cultivados e submetidos a investigagdes para caracterizagdo quimica e avaliagdo
bioldgica de um grande niamero de produtos naturais, os quais tém demonstrado novas
estruturas quimicas e atividades bioldgicas interessantes'®. Segundo Schulz e Boyle®,
aproximadamente 80% dos fungos endofiticos produzem metabolitos biologicamente
ativos, sendo estes provenientes de diversas vias biossintéticas, incluindo alcaldides,
terpendides, flavonodides, esterdides, entre outros'®. E até agora, algumas das principais
atividades encontradas para as substdncias sdo antibidticas, antifungicas,

anticancerigenas, substancias utilizadas no controle bioldgico e outras atividades'®,
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A Tabela 01(pag. 35) mostra a diversidade quimica dos novos metabolitos
produzidos por fungos endofiticos com suas atividades biolégicas. Grande parte destes
dados foram reunidos por Borges et al. ', em um trabalho que apresenta informacdes a
respeito das pesquisas realizadas com esta classe de micro-organismos, abrangendo o
isolamento de novos metabdlitos, a produg¢do de enzimas e seu uso em reagdes de
biotransformacao.

Através da sua evolug¢dao dentro dos hospedeiros, os fungos endofiticos sdo capazes
de adaptar-se aos microambientes especificos por variagdo genética, incluindo a
utilizacdo do DNA da planta em seu proprio genoma'’. Isto pode induzir a producio de
metabolitos secundarios que auxiliem a sobrevivéncia do micro-organismos nas
associagdes com a planta hospedeira'’, como ja descrito anteriormente. Adicionalmente,
alguns estudos mostram que os endofitos podem adquirir a habilidade de biossintetizar
0s mesmos compostos produzidos por seu hospedeiro'®"’.

Um exemplo importante é o taxol (Paclitaxel®) [(1), Figura 02, pag. 37], que se
tornou um agente chave no tratamento de cancer mamario e de utero que foi isolado de
Taxomyces andreanae, fungo endofitico associado a Taxus brevifolia, também conhecida

pela capacidade de producido deste metabolito'*

. Um outro exemplo, nio menos
importante, € a camptotecina [(2), Figura 02, pag. 37] , produzida por varias espécies de
plantas, entre elas Nothapodytes foetida e que possui alta atividade citotoxica contra
linhagens celulares de cadncer humano, in vitro, apresentando-se como um importante
precursor na producdo de drogas anticancer. Camptotecina foi recentemente identificada
em cultura de Entrophospora infrequens, fungo endofitico isolado de N. foetida®'.

Na tabela 02 apresentamos alguns dos principais metabolitos isolados de fungos

endofiticos, citados nos ultimos anos, e que apresentaram atividade anticancerigena,

antifingica, antimaldrica, antibiotica, entre outras.
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Figura 02 — Novos metabolitos secundarios isolados de fungos endofiticos
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Figura 04 — Metabolitos Secundarios Isolados de Fungos Endofiticos
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Figura 05 — Metabolitos Secundarios Isolados de Fungos Endofiticos (Continuagio)
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1.3 Senna spectabilis

Foto tirada por Marcos Pivatto

Foto tirada por Lisinéia Zanardi

Figura 06 - Foto de Senna spectabilis

A selecdo da espécie hospedeira garante melhores oportunidades no isolamento
de fungos endofiticos de novos géneros e espécies. Devido ao enorme numero de espécies
de plantas no mundo, algumas estratégias de selecdo podem ser utilizadas na busca por
endofiticos bioativos®, tais como: plantas com histdria etnobotanica que relata o uso e a
aplicagdo especifica de partes do vegetal; plantas endémicas que ocupam solos mais
antigos e plantas nativas de areas com grande biodiversidade.

Sendo assim, a potencialidade bioldgica apresentada por Senna spectabilis’®*’ e os
bons resultados obtidos nos estudos realizados com fungos endofiticos associados a esta
espécie’®?’?? levaram a selecdo de S. spectabilis para isolamento dos fungos endofiticos e
triagem quimica e bioldgica.

A espécie vegetal selecionada foi inicialmente identificada como Cassia spectabilis
(sin. Senna spectabilis), no entanto, mudangas no sistema de classificagdo taxondmica
foram adotadas para a familia Leguminosae, em que varias espécies de Cassia foram
incluidas no grupo Senna, outras continuaram como Cassia € algumas continuam como
sinonimica de Senna. Pela nova classificagdo, esta familia passou a ser denominada
Fabaceae e esta subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae, Fabaoideae e
Caesalpinioideae. Nesta tltima estdo incluidos os géneros Cassia e Senna *°, sendo que a

espécie selecionada passa a chamar Senna spectabilis (Sin. Cassia spectabilis).
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Ambos os géneros sao bastante estudados, devido a importdncia na medicina
popular, pois apresentam um amplo espectro de propriedades farmacoldgicas,
especialmente associadas com potencial anti-inflamatorio®.

Senna é um género de grande porte, amplo e diversificado, e caracteriza-se por sua
morfologia floral distinta em varias espécies que colonizam uma ampla variedade de
habitats em difetentes climas e latitudes. Compreende aproximadamente 600 espécies
distribuidas por todo o mundo. E bem conhecida por sua diversidade bioldgica e
propriedades farmacolodgicas e tem sido usada na medicina tradicional brasileira para o
tratamento de resfriados e também como laxativo e purgativo®.

As plantas desta espécie tém aproximadamente 8 a 10 m de altura e caule com 30-
40 cm de diametro; as folhas sao compostas com 8 a 12 pares de foliolos pontiagudos na
extremidade. Florescem em buqués de flores amarelas na ponta dos ramos, sendo os
frutos em favas. Ocorrem no Brasil nos estados do Parana e Santa Catarina, na floresta
de pinhais, em forma nativa, mas desenvolvem-se bem sob cultivo na regido sudeste.

RevisGes bibliograficas demonstraram que foram isoladas mais de 350 metabdlitos
secundarios de diversas classes de substancias de mais de 30 espécies, e além do estudo
quimico, propriedades etnofarmacoldgicas e algumas propriedades farmacologicas ja
foram validadas para varios extratos™.

De forma particular, o estudo fitoquimico de Senna spectabilis, mostrou a presenca
dos alcaléides piperinidicos (-)-espectalina (54), leptofilina A (55), 3-O-acetil-leptofilina A
(56), leptofilina B (57), (-)-espectalinina (58), carnavalina (59) e 6-iso-carnavalina (60) nas
folhas desta espécie, sendo que (-)-espectalina, leptofilina A, 3-O-acetil-leptofilina A,
apresentaram atividade citotoxica seletiva em cepas de Sacaromices cerevisae com
deficiéncia no reparo do DNA, sendo indicativo de atividade antitumoral potencial®.

Estudos recentes realizados por Viegas Junior et al.*

, estudando as flores de C. spectabilis,
resultaram no isolamento de trés novos alcaldides, chamados de (-)-3-O-acetil-espectalina
(61), (-)-7-hidroxi-espectalina (62) e 6-iso-espectalina (63), além da (-)-espectalina ja

conhecida (Figura 07, pag. 45).
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Figura 07 — Metabolitos secundarios obtidos de Senna spectabilis
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1.4 Myrothecium gramineum

Mpyrothecium gramineum € um fungo filamentoso da classe dos Ascomicetos,
pertencente a subclasse dos Sordariomicetidae. O género Mytothecium foi primeiramente

descrito por Tode em 1790°"*

, como um fungo com esporos na forma de taca que
tornam-se levemente viscosos. A maioria das espécies sdo saprofitas e somente M.
roridum pode ser considerado fitopatdogeno grave, responsavel por doengas em folhas. Um
levantamento bibliografico realizado para M. gramineum (SciFinder e Web of Science),
evidenciou poucos estudos relacionado ao isolamento e identificagdo dos metabolitos
produzidos por esta espécies, e nestes foram encontrados a prevaléncia de isolamento de
tricotocenos, tais como Verrucarina A (64) e Roridina A (65) (Figura 08, pag. 47).

Espécies do género Myrothecium sdo capazes de degradar celulose, como por
exemplo, M. verrucaria utilizado como organismo padrdo em testes de degradacdo textil’’.
Pesquisas mostram ainda que este género € utilizado com um hospedeiro de expressao
genética®, e como bioerbicida para uma grande variedade de espécies de plantas
agronomicamente importantes, pastos e sistemas de horticultura®.

Numerosos antibioticos tém sido isolados de M. roridum e M. verrucaria, tais como
roridinas, mirotecinas e verrucarinas, sendo os compostos pertencentes a classe dos
tricotocenos, os mais citados nos estudos realizados com espécies deste género™.

Em um trabalho realizado por Liu et al.*, onde foram ensaiados 16 linhagens
fangicas isoladas de Argyrosomus argentatus (espécie de peixe de agua salgada) que foram
testadas contra os patdégenos humanos Candida albicans, Aspergillus Niger e Trichophyton
rubrum. Uma destas linhagens identificada como Myrothecium sp. foi selecionada para
estudos e 1solamento dos metabolitos produzidos, devido a alta atividade dos extratos
contra estes patdgenos e também por estes extratos terem provocado alergia na pele dos
pesquisadores.

Como resultado deste trabalho,® foram isolados o 4&cido 4,5-ditridecil-

octanodioico (66), Roridina A (65), verrucarina A (64), 8B-acetoxi-roridina H (67), (22E,
24R)-cerevisterol (68) e N-fenil-B-amino-naftaleno (69), entre os quais (64), (65) e (67)

apresentaram forte atividade contra os patogenos testados. (Figura 08, pag. 47)
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Figura 08 — Metabolitos secundarios isolados de fungos do género Myrothecium

1.5 Acremonium sp.

Fungos do género Acremonium sdo fungos filamentosos comumente isolados de
plantas, solo e organismos marinhos. Sao classificados como pertencentes a classe dos
Ascomicetos mitospOricos e suas caracteristicas macroscopicas S3ao crescimento
moderadamente rapido em BDA, com colbnias brancas aveludadas e ocasionalmente
levantadas ao centro. No verso da coldnia pode ser observada pigmentac¢do rosa. >’

Este género ¢ conhecido por produzir varios metabolitos secundarios de estruturas e
bioatividades diversas, tais como policetideos, terpendides, esteroides, peptideos e
glicosideos fendlicos®™. Podemos destacar substincias como xenovuleno A (70)
(Acremonium strictum)” com atividade trangiiilizante e anticonvulsiva em potencial,
derivados de hidroquinonas (71, 72 e 73) (Acremonium sp.) com atividade antioxidante®,
os sesquiterpenoides Ascofuranona (74) e Ascoclorina (75) (Acremonium sp, isolado de
esponja marinha), com atividade antiinflamatdria®, entre outros (Figura 09, pag. 43).

1

Um recente estudo realizado com Acremonium sp.*' evidenciou o isolamento de

duas novas acremoxantonas (Acremoxantona A (76) e Acremoxantona B (77) e dois
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compostos conhecidos Acremonidia A (78) e Acremonidina C (79) (Figura 09, pag. 48).
Estes metabolitos apresentaram atividade antibacteriana, acremoxantona A apresentou
forte atividade antifungica contra Candida albicans, e acremoxantona B e acremonidina C

apresentaram atividade antimaldrica.

OH

xenovuleno A (70) Cl OH (73

O

Ascoclorin (75)

Acremonidia A (78) HO

Figura 09 — Substancias isoladas de Acremonium sp.

48



OBJETIVOS

49



I1. Objetivos

II. OBJETIVOS

Os estudos fitoquimicos realizados com Senna spectabilis, a grande diversidade
metabolica observada nos micro-organismos associados a esta espécie vegetal e seu
vasto potencial biologico, nos conduziu ao desenvolvimento deste trabalho, que tem
como objetivos estudar os fungos endofiticos associados a esta espécie vegetal,

analisar o potencial quimico e biolégico dos micro-organismos isolados.

Para isto, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

= Isolar, purificar e preservar os fungos endofiticos associados com Senna spectabilis;

»  Cultivar os fungos endofiticos isolados de S. spectabilis e obter os respectivos
extratos brutos;

= Realizar a triagem quimica e bioldgica dos extratos brutos obtidos por RMN de
'"H e CLAE-DAD e contra os fungos fitopatogénicos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum, ensaios da atividade anticolinesterasica e antioxidante,
respectivamente;

= Selecionar os extratos bioativos e promissores para realizar o isolamento,
elucidaciao ou determinacao estrutural das substancias isoladas;

= Submeter as substancias puras isoladas aos respectivos ensaios quimicos e

bioldgicos para verificar a potencialidade bioldgica.
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I11. ISOLAMENTO DOS FUNGOS
ENDOFITICOS E TRIAGEM QUIMICA E
BI1OLOGICA

Diversos estudos, nos ultimos anos, tém demonstrado que um nuamero
significativo de fungos exibem multiplos papéis ecoldgicos, podendo ser encontrados em
diversos habitats inclusive associados a espécies vegetais. Dentre estes estdo os fungos
endofiticos que assumem interagdes simbiodticas, entre outras, com as plantas, sendo
responsaveis pela producao de diversas substadncias com atividades biologicas que irdo
resultar em vantagens tanto ao micro-organismo quanto ao seu hospedeiro. Neste topico
estdo apresentados os resultados do isolamento de alguns fungos endofiticos associados a
S. spectabilis e a diversidade quimica e bioldgica dos metabolitos produzidos por estes

micro-organismos.

III.1 Selecao, Coleta e Classificacdo do Material Vegetal

O isolamento dos fungos endofiticos foi realizado a partir de folhas e ramos jovens
e saudaveis de um espécime de S. spectabilis localizado nas proximidades do Instituto de
Quimica da Unesp-Araraquara, devidamente geo-referenciado e as exsicatas estdo
depositadas no Herbario do Jardim Botdnico de Sdo Paulo, classificadas como SP
384109.

I11.2 Isolamento, Purificacdao e Preservacao dos Fungos Endofiticos

A metodologia empregada para o isolamento dos fungos endofiticos foi baseada
no procedimento citado por Maier et al. (1997)* (Tépico VIIL.2.1.2, Pag. 154), e esta

resumidamente apresentado na Figura 10 (pag. 53).
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Este procedimento possibilitou o isolamento de 43 linhagens fingicas, das quais
28 foram selecionadas para estudos quimicos e biologicos a serem realizados pelo grupo

de pesquisa e estdo apresentados na Tabela 03 e 04 (pags. 54 e 55).

Figura 10 — Metodologia de isolamento dos fungos endofiticos
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Tabela 03 — Fungos endofiticos isolados das folhas de S. spectabilis

Foto

Fungo Foto Fungo Foto Fungo
Cs-f (1)* Cs-f(2)" Cs-f' (3e/f)

Cs-f(4)” Cs-f(7)" Cs-f(13)”
Cs-f(14a) Cs-f(14c) Cs-f(16)”
Cs-f(17)* Cs-f(19)” Cs-f(21)”
Cs-f(23) Cs-f(25) Cs-f(26)
Cs-£(27)

# Fungos endofiticos estudados com colaboragio do aluno Thomas Rafael Habeck
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Tabela 04 — Fungos endofiticos isolados dos ramos de S. spectabilis

Fungo Foto Fungo Foto Fungo Foto
Cs-c (2a) Cs-c (2b) Cs-c (3b)
Cs-c (3c/d) Cs-c(6)” Cs-c(8)"
Cs-c(10)” Cs-c(11)” Cs-c(12)”
Cs-c(17/22) Cs-(19/20)
Cs-c (16)

# Fungos endofiticos estudados com colabora¢do do aluno Thomas Rafael Habeck

O meio de cultivo utilizado para o isolamento dos fungos endofiticos foi BDA que
€ um meio rico em nutrientes primarios essenciais ao crescimento de fungos. No entanto,
devemos considerar que algumas espécies precisam de condigdes especiais € nutrientes
especificos para se desenvolver, o que pode ter interferido no crescimento destas
impedindo assim o seu isolamento. Desta forma, os fungos isolados foram os que melhor
se adaptaram as condigbes de crescimento empregadas.

A eficacia da esterilizagdo superficial do material vegetal foi verificada pelo
monitoramento da ultima 4gua de lavagem que ndao demonstrou nenhum tipo de
crescimento de micro-organismos, quando plaqueada, o que comprova a eficiéncia no

processo de esterilizacao.

55



III. Isolamento dos Fungos Endofiticos e Triagem Quimica e Biologica

III.3 Cultivo dos Micro-organismos para Obtencao dos Extratos Brutos

Dos fungos isolados, 28 foram selecionados para cultivo em meio liquido,
obtengcdo dos respectivos extratos brutos e posteriores andlises quimicas e bioldgicas
(Fluxograma 01, pag. 57).

Esta selecdo prévia dos micro-organismos foi necessaria como tentativa de evitar a
triagem de uma mesma espécie repetidamente, uma vez que ndo foi possivel a
identificacdo de todos os fungos isolados. Para isso, foram adotadas como critérios de
selecdao as diferencas macroscopicas de cada cultura. No entanto, algumas diferengas sao
muito sutis e podem estar relacionadas apenas ao modo de crescimento e de reprodugdo
de cada micro-organismo (sexuada ou assexuada).

Sendo assim, inicialmente as culturas fingicas que apresentaram maiores
diferencas macroscopicas (14 culturas), foram submetidas a crescimento em escala
reduzida em meio liquido (MBD) para obtencdo dos extratos brutos, e os resultados
estdo apresentados neste topico. As demais culturas selecionadas (14 restantes marcadas
com #) foram submetidas aos mesmos procedimentos de cultivo e analises quimicas e
bioldgicas, no decorrer deste trabalho, estando os resultados apresentados como parte do

trabalho de monografia do aluno Thomas R. Habeck®.

A metodologia utilizada para crescimento em pequena escala e obtengdo dos

extratos brutos esta descrita no Topico VII.2.1.3 (pag 155).
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Fluxograma 01 — Metodologia de cultivo dos fungos e triagem dos extratos brutos para avaliacdo
do perfil quimico e biologico

As massas de extratos brutos obtidas foram consideradas satisfatorias (Tabela 05
pag. 58.). A maior quantidade de massa observada para os fungos Cs-c (17/22) e Cs-
c(19/20) pode ser explicada pelo fato de que cada micro-organismo requer diferentes
“condigbes Otimas de cultivo”, e neste trabalho foi empregada a mesma metodologia

para todos os endofitos.
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Tabela 05 — Massas dos Extratos Brutos Obtidas dos Fungos Endofiticos

Folhas Ramos
Fungo Massa do Extrato Fungo Massa do Extrato
Bruto® (mg) Bruto® (mg)

Cs-f (3e/f) 16,3 Cs-c (2a) 14,8

Cs-f (14a) 25,2 Cs-c (2b) 14,5

Cs-f (14c) 26,3 Cs-c (3b) 12,6
Cs-f(23) 46,4 Cs-c (3c/d) 14,2
Cs-f(25) 21,1 Cs-c (16) 16,4
Cs-f(26) 29,2 Cs-c (17/22) 67,3
Cs-f(27) 30,6 Cs-c (19/20) 72,9

*Massa de extrato bruto obtida em 600 mL de meio de cultivo

III.4 Avaliacdo do Perfil Quimico dos Extratos Brutos

Os extratos brutos obtidos foram submetidos a analises por CCDC, CLAE-DAD
e RMN de 'H.

v’ Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC):

Visando estabelecer condigdes primdrias de separagcdo cromatografica como etapa
inicial para os ensaios de detec¢ao de substancias bioativas e uma prévia comparagdo dos
metabolitos produzidos, os extratos brutos foram submetidos a separacdao cromatografica
em CCDC com silica de fase normal, num sistema de eluicdo com CHCI;:MeOH (9:1
V/V) [procedimento experimental Topico VII.2.1.4, pag. 156]. Este sistema propiciou
uma boa resolugdo para todos os extratos (Figura 11, pag. 59), mostrando uma produgao
variada de substancias, possivelmente de classes diferentes nos extratos de cada fungo.

Os extratos brutos obtidos de Cs-c(2a) e Cs-c¢(2b), mostraram-se praticamente
idénticos por CCDC sugerindo assim, tratar-se da mesma linhagem fuingica. Esta

suposicao foi posteriormente reforcada pelas analises por CLAE-DAD.
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1- Cs-f(26)
2- Cs-f(25)
3- Cs-c(3b)
4- Cs-f(14a)
5- Cs-c(17/22)
6- Cs-f(3e/f)
7- Cs-c(3c/d)
8- Cs-c(16)
9- Cs-f(27)
10- Cs-c (2b)
11- Cs-c (2a)
12- Cs-f(23)

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 13 14 13- Cs-c (19/20)

14- Cs-f(14c)
Figura 11 — Analise por CCDC dos extratos brutos; a) revelacdo em UV 365 nm,;
b) revelagdo com anisaldeido + A.

v’ Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-

DAD):

Considerando a natureza de média a alta polaridade das substancias extraidas pela
particdo com AcOEt, os extratos brutos foram submetidos a CLAE-DAD para verificar a
adequacdo desta técnica cromatografica no trabalho experimental, e também contribuir
para uma a avaliagdo prévia da natureza quimica das substancias presentes.

Os cromatogramas foram obtidos em coluna de fase reversa, em gradiente
exploratério, conforme andlise descrita no Topico VII.2.1.4 (pag. 156), e revelaram para
todos os extratos brutos, um perfil quimico com grande variedade metabodlica, com
bandas cromatograficas variando de média a alta polaridade e boa resolugdo
cromatografica em varios comprimentos de onda (Anexos 01 a 14, pags. 178 a 182).
Estes cromatogramas evidenciaram também a técnica por CLAE como boa técnica de
separacdo cromatografica para estes extratos, com excecdo dos extratos Cs-c(2a) e Cs-
c(2b) que demonstraram poucas substancias com absor¢ao no ultravioleta.

Nas Figuras 12-16 (pags. 60 e 61), estdo apresentados os cromatogramas de cada
extrato bruto no comprimento de onda em que foi possivel observar a maior quantidade

de sinais referentes aos metabolitos secundarios.
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Cs-f(3 e/f)
235 nm

CLAE-DAD - Silica de fase reversa (C-18) Cs-f(14a)
Gradiente exploratério H,O:ACN 217 nm
40 min. — 1 mL/min.

Cs-f(14c)
210 nm

Figura 12 — Perfil cromatografico em gradiente exploratorio dos extratos brutos de Cs-f(3e/f), Cs-
f(14a) e Cs-f(14c).

Cs-f(23)
305 nm

CLAE-DAD - Silica de fase reversa (C-18) Cs-f(25)
Gradiente exploratério H,O:ACN 210 nm
40 min. — 1 mL/min.

Cs-f(26)
210 nm

Figura 13 — Perfil cromatografico em gradiente exploratorio dos extratos brutos de Cs-f(23), Cs-
f(25) e Cs-f(26).

CLAE-DAD - Silica de fase reversa (C-18)  C5-f(27)
Gradiente exploratério H,O:ACN 212 nm
40 min. — 1 mL/min.

Cs-c(2a)
225 nm

Cs-c(2b)
224 nm

Figura 14 — Perfil cromatografico em gradiente exploratorio dos extratos brutos de Cs-f(27), Cs-
c(2a) e Cs-f(2b).
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Cs-c(3b)
235 nm

Cs-c(3c/d)
230 nm

CLAE-DAD - Silica de fase reversa (C-18)  Cs-c(16)
Gradiente exploratério H,O:ACN 210 nm
40 min. — 1 mL/min.

Figura 15 — Perfil cromatografico em gradiente exploratorio dos extratos brutos de Cs-c(3b), Cs-
c(3c/d) e Cs-c(16).

CLAE-DAD - Silica de fase reversa (C-18) Cs-c(17/22)
Gradiente exploratério H,O:ACN 210 nm
40 min. — 1 mL/min.

Cs-c(19/20)
205 nm

Figura 16 — Perfil cromatografico em gradiente exploratorio dos extratos brutos de Cs-c(17/22),
Cs-c(19/20).

V' Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H):

Os extratos brutos foram submetidos a esta andlise com o objetivo de obter indicios
sobre a natureza quimica dos hidrogénios presentes nos metabodlitos produzidos por cada
fungo endofitico.

Nos espectros de hidrogénio foram observados extratos com uma produgdo
metabolica muito rica, evidenciando sinais por toda largura espectral, variando de 0,5 até
aproximadamente 6y 10,0 ppm e sugerindo a possibilidade de varias classes de
metabolitos secundarios diferentes (Anexos 15 a 28, pags. 183 a 189), com excec¢ao dos

extratos obtidos de Cs-c(19/22) e Cs-c(3b). O primeiro apresentando poucos sinais de
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hidrogénio apesar da alta concentracao da amostra, o que contradiz os resultados obtidos
por CLAE- DAD e CCDC onde foi possivel observar diversas bandas cromatograficas, e
o segundo [Cs-c(3b)] que apresentou poucos sinais de hidrogénio e estes na sua maioria
pouco intensos quando comparados com o sinal do solvente.

De um modo geral, todos os espectros apresentaram sinais de hidrogénio
abrangendo toda a faixa espectral, sendo observados diversos sinais de hidrogénios
aromaticos, metilicos, metilénicos e olefinicos. A diversidade de sinais ressalta a grande

diversidade quimica de cada extrato produzido pelos fungos endofiticos.

II1.5 Avaliacao do Perfil Biologico dos Extratos Brutos

A propriedade antioxidante pode ser identificada nas estruturas quimicas que tém
a capacidade de doar um hidrogénio radicalar, estabilizando facilmente o elétron
desenparelhado remanescente na sua estrutra, através de ressonancia, sendo esse modelo
geralmente observado em estruturas fenolicas.

Utilizando as condigdes cromatograficas pré-estabelecidas na andlise em CCDC
[silica de fase normal e eluentes CHCl;:MeOH (9:1 V/V)], os extratos brutos foram
novamente submetidos a essa separag¢do cromatografica, em duplicata, e reveladas com
DPPH seguindo a metodologia descrita no Tépico VII.1.5 (pag.157).

A revelagdo da placa com DPPH indicou a presenga de substancias com potencial
atividade antioxidante, em todos os extratos, pelo aparecimento de manchas claras nos
locais onde as substancias foram localizadas (Figura 17, pag. 63). Estes resultados sdo
qualitativos e indicam a presenga de substancias capazes de reduzir o composto
difenilpicril-hidrazina (DPPH) doando um hidrogénio radicalar, o que pode ser um

indicativo de atividade antioxidante destas substancias.
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Figura 17— Avaliacdo qualitativa da atividade antioxidante dos extratos brutos: A) revelagdo com

DPPH; B) revelagdo em luz UV 365 nm

v’ Ensaio Preliminar para Avaliacio da Atividade Antifingica Através de
Bioautografia sobre Cromatogramas em Camada Delgada

Todos os extratos brutos dos endofiticos foram submetidos ao ensaio antifungico
contra os fungos fitopatogenos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum seguindo a
metodologia descrita no Topico VII.2.1.5 (pag.157), e utilizando as condighes
cromatograficas pré-estabelecidas na analise em CCDC (silica de fase normal e eluentes
CHCI3:MeOH 9:1 V/V).

O aparecimento de zonas de inibi¢do indicaram a presenca de substancias com
potencial antifungico (Figura 18, pag. 64, Tabela 06, pag. 65), mostrando diversas
substancias com esta atividade para todos os extratos brutos. Estes resultados
evidenciaram assim um forte potencial bioldgico para estes micro-organismos, € sugerem
que estes estejam exercendo uma fung¢ao ecoldgica na espécie hospedeira, protegendo-as

contra possiveis fitopatdgenos.
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C. cladosporioides C. sphaerospermum

1- Cs-c(2a)  4-Cs-c(3c/d)  7-Csc(19/20)  10- Csf(l4c) 13- Cs-f(26)
2- Cs-c(2b)  5- Cs-c(16) 8- Cs-f(3e/9) 11- Cs-f(23) 14- Cs-f(27)
3- Cs-c(3b) 6 Cs-c(17/22)  9- Cs-f(14a) 12- Cs-f(25)

Figura 18 — Avaliacdo da atividade antifingica dos extratos brutos.

Na tabela 06, estdo apresentados os resultados qualitativos das atividades
antifungicas de cada substancia, juntamente com sua localizagdo na placa cromatografica

por meio dos Rf.
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Tabela 06 — Resultados da avaliagdo das atividades antifungicas dos extratos brutos

Extratos

C. cladosporioides

C. sphaerospermum

1- Cs-c (2a) 0,85 * - i

2- Cs-c (2b) 0,85 * - i

3- Cs-c (3b) 0,81/0,96 */* - i

4- Cs-c (3c/d) 0,84/0,94 ok R 0,382 0,55/0,91 wx/*

5- Cs-c (16) 0,83/0,94 k[ xk 0,84/0,94 */*

6- Cs-c (17/22) 0,85 * - i

7- Cs-c (19/20) - i - i

8- Cs-f (26) 0,77/0,90 kR 0,75/0,90 kR

9- Cs-f (3e/1) 0,64/0,78 */* - i

10- Cs-f (14a) 0,61/0,74/0,84 */*/* - i

11- Cs-f (14c) 0,7 o 0,75 *

12- Cs-f(23) 0,76/0,91 R 0,60/0,80/0,92 *)x [ FRIE

13- Cs-f(25) 0,77/0,84 */x* - i

14- Cs-f (27) 0,75/0,83 * [ xEK 0,80/0,91 [ rrk
Atividade forte = ***  Inativo

Atividade fraca = *, Meédia atividade = ** |

v’ Ensaio Preliminar para Avaliacgdo da Atividade Anticolinesterdsica por

Bioautografia sobre Cromatogramas em Camada Delgada

O ensaio qualitativo da atividade anticolinesterasica por bioautografia foi

realizado seguindo o protocolo descrito no Tépico VII.2.1.5 (pag.157) e utilizando as

condigdes cromatograficas pré-estabelecidas na analise em CCDC (silica de fase normal e
eluentes CHCl;:MeOH 9:1 V/V).

Apo6s a nebulizagdo com os reagentes adequados, manchas brancas foram

observadas evidenciando assim a inibicdo da enzima acetil-colinesterase o que indica a

atividade anticolinesterasica dos metabolitos (Figura 19, pag. 66, Tabela 07, pag. 67).

Estes resultados sdo surpreendentes, evidenciando que todos os extratos brutos

testados apresentaram, em geral, substancias com uma forte atividade anticolinesterasica
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quando comparada com o padrdo galantamina, principalmente considerando tratar-se de

substancia pura (padrao) versus extratos brutos.

Cs-c (2a)
Cs-c (2b)
Cs-c (3b)
Cs-c (3¢/d)
Cs-c (16)
Cs-c (17/22)
Cs-c (20/19)
Cs-f (26)

- Cs-f(3e/f)
10- Cs-f(14a)
11- Cs-f(14c)
12- Cs-f(23)

13- Galantamina

NO OO0 IO\ Ut i W —
T T S T E A

1- Cs-f(25)
2- Cs-f(27)
3- Galantamina

Figura 19 — Avaliagdo da inibi¢do da enzima acetilcolinesterase dos extratos brutos.

Na Tabela 07 (pag. 67) estdo apresentados os Rfs das substdncias que

apresentaram atividade anticolinesterdsica.

III.6 Classificacao dos Fungos Endofiticos

A grande quantidade de fungos endofiticos isolados impossibilitou a
1dentificacdo de todos para a apresentacao neste trabalho. No entanto, alguns dos
micro-organismos que apresentaram resultados mais promissores tanto nas
analises quimicas quanto nas analises biologicas, foram selecionados para
classificagdo taxonOmica e posteriores estudos neste e em outros trabalhos de
pesquisa

As linhagens codificadas como Cs-c(17/22), Cs-c(2b). Cs-c(16), Cs-f(14a),
Cs-f(23) e Cs-f(26) foram selecionadas e classificadas por taxonomia convencional,
conforme especificado no Topico VII.2.1.6 (pag. 160) e suas classificagdes estdo

apresentadas na Tabela 08 (pags. 68 e 69 ).
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Tabela 07 — Resultados da avalia¢do da atividade anticolinesterasica dos extratos brutos

Extratos Rf das respectivas manchas em
CCDC
1- Cs-c (2a) 0,62/0,49
2- Cs-c (2b) 0,60/0,47
3- Cs-c (3b) 0,56/0,45
4- Cs-c (3c/d) 0,63/0,56/0,45
5- Cs-c (16) 0,76/0,63/0,54/0,45/0,30
6- Cs-c (17/22) 0,54/0,43/0,28/0,19
7- Cs-c (19/20) 0,62/0,42/0,28/0,21
8- Cs-f(26) 0,79/0,73/0,63/0,53/0,45/0,22
9- Cs-f' (3e/1) 0,69/0,60/0,53/0,45/0,27
10- Cs-f (14a) 0,65/0,54/0,43/0,29/0,22
11- Cs-f' (14c) 0,69/0,63/0,54/0,45/0,30
12- Cs-£(23) 0,74/0,53/0,43/0,29
13- Cs-f (25) 0,66/0,40/0,27
14- Cs-£(27) 0,76/0,68/0,54/0,39/0,26
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Tabela 08 — Identificacdo dos Fungos Endofiticos
Codigo ‘ Classificacao ‘ Foto

Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld
& Scherenk.
Cs-f(14a) Anamorfico: Colletotrichum grupo

gloeosporioides (Penz.) Sacc.

Cs-f(23) Myrothecium gramineum

Cs-f(26) Glomerella cingulata (Stonem.)
Anamorfico: Colletotrichum

gloeosporioides (Penzig)

Cs-c(2b) Phomopsis sp. (Sacc.) Bubak
Cs-c(16) Colletotrichum sp.
Cs-c(17/22) Acremonium sp.
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II1.7 Consideragcoes Preliminares

Os resultados obtidos permitiram a selecdo das espécies Myrothecium gramineum
(Cs-f(23)) e Acremonium sp. (Cs-c(17/22) para continuagdo deste trabalho, com o objetivo
de 1solar e identificar os metabolitos produzidos por estes micro-organismos e avaliar o
potencial biologico das substancias isoladas.

Estas espécies foram selecionadas devido a grande producdo e diversidade
metabolica apresentada nas analises quimicas (CCDC, CLAE-DAD e RMN de 'H), e
reforcadas pelas massas de extratos brutos obtidas quando cultivados em escala reduzida,
e principalmente, pelos resultados promissores nos ensaios bioldgicos, que evidenciaram
a presenga de diversas substadncias com atividades antifingica, anticolinesterdsica e

antioxidante (Figura 20, pag. 70).

69



III. Isolamento dos Fungos Endofiticos e Triagem Quimica e Biologica

E CLAE _DAD 210nm

254nm

b | ID5nm

CLAE_DAD

L

EMN de 'H
M. graminetnm

L !.-'wd'*-’-ﬁu _

- : 20
RMN de 'H - o
e Acramoititim sp. :
I 250 nm
. 280 nm
i
A aoddi A NN,
C. cladosporioides C. sphaerospermum
Acremonium M. Acremonium M
sp. pramineum sp. leramineun
1 2 34 5|16J/7 8 914q11j121314 1 2 3 45)6]7 8 910)1142 1314

Ensaio Anticolinesterasico

Acremonium M.
sp. gramineum

1 2 3 4 5 6 7 13 8 9 0] 11|15 12 14 15

Figura 20 — Resumo dos resultados obtidos na triagem dos fungos endofiticos selecionados para
cultivo em escala ampliada e isolamento dos metabolitos secundarios
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IV. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE
Mpyrothecium gramineum

M. gramineum € um fungo filamentoso da classe dos ascomicetos. Em sua maioria
as espécies deste género sdao saprofitas, mas algumas ja foram identificadas em
associagdes com vegetais. Fungos do género Myrothecium sdo produtores de diversos
antibioticos como roridinas, mirotecinas e verrucarianas (Figura 08, pag. 47). Também
sdo relatadas a produg¢do de outras micotoxinas. Neste tOpico estdo apresentados os
resultados obtidos com o estudo quimico do extrato bruto produzido por M. gramineum,

alguns metabolitos secundarios isolados e suas atividades bioldgicas.

IV.1 Resultado da Identificacao da Linhagem Fungica Cs-f(23)

A 1dentificagdo do fungo endofitico Cs-f(23) foi realizada por taxonomia
convencional, que possibilitou identificar o micro-organismo como sendo Myrothecium

gramineum, € a descricdao esta apresentada na Figura 21 (pag. 71).

a. b. c.

a. Superficie da colonia em PDA, apos 15 dias. Microscopia optica: b. seta; ¢. conidios (x
1000).

Descri¢ao: A cultura foi observada em BDA a 25°C, apresentando colénia com micélio

escasso branco a roseo, com areas de esporulagdo negra e desenvolvimento de

esporodoquios. Poucas setas estreitas presentes e hifas marginais surgindo da regido

estromatica. Observag¢des microscopicas em azul de lactofenol evidenciaram conidios

fusiformes, truncados em uma ponta e afilados na outra, medindo de 7-9 x 2-4 um. As

fialides observadas apresentaram-se compactadas e cilindricas.

Figura 21 — Identificacido taxonomica de Myrothecium gramineum
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IV.2 Obtencdao do Extrato Bruto em Escala Ampliada e Fracionamento
Cromatografico

O crescimento de M. gramineum em escala ampliada (20L) foi realizado seguindo
o mesmo procedimento aplicado para escala reduzida, no entanto, utilizando dois modos
de incubagdo (crescimento estdtico e crescimento sob agitacdo), para verificar a

diversidade metabolica e o rendimento dos extratos brutos (Fluxograma 02, pag. 72;
Topico VII.2.2.1, pag. 160).

Crescimento
20LMBD, 28 dias, 27°C
10L modo V 10L em incubadora
estatico rotatoria
Filtragdo Filtragdo
Particdo (3x 05L AcOEt) Particdo (3x 05L AcOEt)
Concentragdo Concentragdo
Recuperagio do solvente Recuperacio do solvente

Fluxograma 02 — Obtencdo dos extratos brutos de M. gramineum em escala ampliada e triagem
quimica

Os extratos brutos obtidos (1,1 g crescimento sob agita¢do; 1,0 g crescimento
estatico), foram submetidos 4 andlises por RMN de 'H e CLAE-DAD, em gradiente
exploratorio [Topico VIL.2.2.1, pag. 160], e mostraram perfis quimicos muito
semelhantes (Figura 22, 23 e 24, 25 pags. 73 e 74), evidenciando apenas diferengas na
intensidade de alguns sinais nos espectros de RMN de 'H, como por exemplo os sinais na
regido entre 2 e 3 ppm e na regido dos aromaticos (8g 6,5 - 05 7,5) ou ainda a presenga ou
auséncia de alguns sinais correspondendo a produg¢do ou ndo de algumas substincias,
como por exemplo os singletos em Oy 4,53; Ou6,12, entre outros. Nos cromatogramas
foram observadas apenas diferencas nas intensidades de absor¢ao de algumas bandas

cromatograficas.
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OATA PROCESSING T
IT size 65536
Total time 1 min, 20 sec
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Figura 22 — Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de M. gramineum no modo estatico
(CDCl;, 500MHz)
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Figura 23 — Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de M. gramineum sob agitacdo
(CDCl;, 500MHz)
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0.748

-250-]

=RO0=

,4nm (1.00)

14.477

©
]
[l <2

~

15.725
~ 16.595

T
0.0

10.0

T — [ [ )
25 5.0 7.5 15.0 17.5 225 min

Figura 24 — Cromatograma em gradiente exploratério (H,O:ACN) do extrato bruto obtido de M.

mAU

gramineum no modo estatico em CLAE-DAD, A = 254 nm
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Figura 25 — Cromatograma em gradiente exploratério (H,O:ACN) do extrato bruto obtido de M.

gramineum sob agitacdo em CLAE-DAD, A = 254nm
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Estes resultados mostraram que a produgdo metabolica foi reprodutiva nos dois
modos de crescimento (estatico ou sob agitacdo). Sendo assim, os extratos brutos foram
reunidos e fracionados por cromatografia liquida sob pressdo, utilizando silica C-18 e um
sistema de eluicio em gradiente [H,O:MeOH (5:95 até 100:00), em seguida
MeOH:AcOEt (1:1) e AcOEt 100%] (Fluxograma 03, pag. 76; Tépico VII.2.2.2, pag.
161).

O fracionamento cromatografico resultou em 15 fragdes, que apds analises por
CCDC, foram reagrupadas em 7 novas fragdes e suas respectivas massas estdo

apresentadas no Fluxograma 03.

As novas fragdes foram avaliadas por CCDC e RMN de 'H e conduziram a
selecao de Cs-f(23)Fr01 a Cs-f(23)Fr06 para analise do perfil quimico por CLAE-DAD
(Figuras 26 e 27, pags. 76 e 77), utilizando as mesmas condigdes aplicadas para os
extratos brutos. Com estes resultados foi possivel a selecdo dos melhores comprimentos

de onda e 1niciar a otimizagdo do sistema de elui¢do para isolamento das substancias por

CLAE,xp.

Toda a metodologia de cultivo, obtengdo dos extratos brutos e fracionamento

cromatografico estd resumida nos Fluxogramas 02 e 03, e descrita detalhadamente nos

Tépicos VII.2.2.1 e.VI1.2.2.2. (pags. 160 e 161).
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precipitagdo

CC-silica C-18
1.[H,0:MeOH 95:05 a 100% MeOH]
2.[MeOH:AcOEt 1:1]

3.[AcOEt 100%]

1- Analise por CCDC
2-reunido das fragdes

15-30%
MeOH

5% MeOH 10-15%
MeOH

50-50% 100%

70-100%
MeOH:AcOEt | AcOEt

MeOH

35-60%
MeOH

!

\/

CCDCe RMN de 'H

= =

===

CLAE-DAD grad.— C18
(95:05-0:100 H,O:MeOH)
50 min; 1,0 ml/min. A, =254

Fluxograma 03 — Fracionamento cromatografico do extrato bruto de M. gramineum [Cs-f(23)]

Cs-f(23)Fro1

220 nm
Cs-f(23)Fr02
220 nm
Cs-f(23)Fr03
220 nm

Figura 26 - Cromatogramas em CLAE-DAD das fraces Cs-f(23)Fr01 — Cs-f(23)Fr03
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220 nm
Cs-f(23)Fro4
Cs-f(23)Fr05 220 nm
Cs-f(23)Fr06
220 nm

Figura 27 — Cromatogramas em CLAE-DAD das fragées Cs-f(23)Fr04 — Cs-f(23)Fr06

IV.3 Fracionamento Cromatografico e Isolamento das Substancias

A descri¢ao dos procedimentos experimentais realizados para os fracionamentos
cromatograficos das fracdes obtidas e isolamentos das substincias estdo descritos

detalhadamente no Topico VII.2.2.3 (pags. 161- 163).

IV.3.1 Isolamento da Substancia 01

Ao solubilizar o extrato bruto com MeOH para aplicagdo na coluna
cromatografica, ocorreu a formagdo de um precipitado branco em grande quantidade.
ApoOs resfriamento da fracdo em banho de gelo e centrifugacdo, o precipitado foi
separado do sobrenadante resultando em 20,0 mg de uma substancia pura (Sub. 01). Esta
foi submetida a analises de RMN de 'H e "*C uni e bi dimensionais, para determinac¢do
ou identificacao estrutural (Anexos 52 e 53, pags. 206 e 207).

Uma comparac¢ido com os espectros de RMN de 'H das fracdes obtidas da coluna
cromatografica (Fluxograma 03, pag. 76) mostrou que a substancia precipitada estava

presente em grande quantidade nas fragdes Cs-f(23)Fr04 e Cs-f(23)Fr05, considerando a
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intensidade dos sinais observada para os hidrogénios desta substancia, quando
comparados com os demais presentes nas fragcdes, o que sugere que seja um metabolito
majoritario produzido pelo fungo.

IV.3.2 Fracionamento Cromatografico de Cs-f(23)Fr01

Na analise por CLAE-DAD da fragdo Cs-f(23)Fr01 (920,0 mg) foram observadas
varias bandas cromatograficas em diversos comprimentos de onda (Figura 28, pag. 78),
evidenciando uma fragdo muito complexa. No entanto, o perfil cromatografico
demonstrou boa resolu¢do das bandas em silica de fase reversa, o que conduziu a um
novo fracionamento em coluna sob pressao (Fluxograma 04, pag. 79, Topico VII.2.2.3.2,

pag. 162) para posterior isolamento das substancias por CLAE,,., .

295 nm

254 nm

220 nm

Figura 28 — Perfil cromatografico de Cs-f(23)Fr01 em diversos comprimentos de onda
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CC-silica C-18
1.H,0:MeOH [5 a 100 % de MeOH]
2. MeOH:AcOEt[1:1]

1 - Analise por CCDC
2- Reunido das fragdes

10-15% 20-45% 50-80% 100% MeOH e

5% MeOH
MeOH MeOH MeOH MeOH:AcOEt(1:1)

;

—~,

CLAE-DADgrad. - C18
(95:05-0:100 H,O0:MeOH)
50 min; 1,0 ml/min. A,i; = 254

RMN de 'H

Fluxograma 04 — Fracionamento cromatografico de Cs-f(23)Fr01 [Procedimento experimental
VII.2.2.3.2, pag. 162]

Ap6s andlises em CLAE-DAD (Figuras 29 e 30, pags. 79 e 80) e RMN de 'H
(Anexos 29 e 30, pag. 190), as fragdes Fr01-01 e Fr01-02, foram reunidas para otimiza¢ao

em CLAE,,. e isolamento das substancias em CLAE,.,.

205 nm

226 nm

288 nm

324 nm

253 nm

Figura 29 — Perfil cromatografico de Cs-f(23)Fr01-01 em diversos comprimentos de onda
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235 nm

213 nm

228 nm

280 nm

253 nm

Figura 30 — Perfil cromatografico de Cs-f(23)Fr01-02 em diversos comprimentos de onda

IV.3.2.1 Fracionamento Cromatografico de Cs-f(23)Fr01-01/02 e Isolamento
das Substancias 02, 03 e 04

Para o isolamento das substancias de Cs-f(23)Fr01-01/02 (257,0 mg), a fracao foi
submetida a CLAE,,.,, utilizando como fase estacionaria silica do tipo fenil e um sistema

de eluigdo em gradiente ndo linear de H,O:MeOH, conforme mostrado na Tabela 09

(pag. 80), e descrito no Topico VII.2.2.3.2.1 (pag. 162).

Tabela 09 — Gradiente programado para fracionamento de Cs-f(23)Fr01-01/02

Tempo de corrida (min.) % da fase mével (MeOH em H,0)

00 05% MeOH
50 50% MeOH
55 100% MeOH
60 100% MeOH
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Da separacao foram coletadas 28 fragdes (Figura 31, pag. 81), sendo que destas as
fragdes Cs-f(23)Fr01-1/2-15 (Subst. 02, 10,0 mg), Cs-f(23)Fr01-1/2-21 (Subst. 03, 5,0
mg), e Cs-F(23)Fr01-1/2-27 (Subst. 04, 3,0mg) foram identificadas como substancias

puras.

1 CLAE,,, Silicado tipo Fenil
121 Gradientendolinear -H,0:MeOH
10mL/min. -205e 213 nm

[Subst. 02]  |[Subst. 04]
15 19 [Subst. 03] 27 i

ool_-0102,03e04

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

kAiniitas

Figura 31 — Cromatograma em CLAE,,., obtido no fracionamento de Cs-f(23)Fr01-01/02

As substancias isoladas foram submetidas as andlises por RMN uni e bi
dimensionais para determinag¢do estrutural, e os espectros estao apresentados nos Anexos

31 - 50 (pags. 191 - 204).

IV.3.3 Fracionamento Cromatografico de Cs-f(23)Fr04 e Isolamento das

Substancias 01 e 05

A fracao foi submetida a fracionamento cromatografico em CLAE,,., otimizado

em coluna com fase estacionaria de silica de fase reversa do tipo C-18 e um sistema de
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eluicdo em gradiente nao linear de H,O:MeOH como mostra a Tabela 10 (pag. 82)

[Tépico VIL2.2.3.3, pag. 162].

Tabela 10 — Gradiente programado para fracionamento de Cs-f(23)Fr04

Tempo de corrida (min.) % da fase movel (MeOH em H,0)

00 50% MeOH
10 50% MeOH
60 90% MeOH
65 100% MeOH

Deste procedimento foram coletadas 8 fragdes (Figura 32, pag. 82) sendo de que

destas, Cs-f(23)Fr04-05 (Subst. 01, ja isolada como precipitado no extrato bruto) e Cs-

f(23)Fr04-06 (Subst. 05) sdao substancias puras com 28,0 e 18,8 mg, respectivamente.

Estas substancias foram submetidas a analises de RMN uni e bidimensionais para

determinacdo estrutural e os espectros de RMN de 'H e “C estdo apresentados nos

Anexos 52, 53 e 58, 59 (pags. 206, 207 e 211, 212).

{_L\

. CLAEPrep. C-18 Fr.04-06
Gradiente ndo linear -H,0:MeOH [Subst. 05]

10mL/min. -296nm /
Fr.04-05 v
Subst. 01

Fr.04-01 [Subst. 011
Fr.04-07
Fr.04-04 /
Fr.04-02
; Fr.04-03 Fr.04-08

|

\ —

—> 8 Fracoes

Figura 32— Cromatograma em CLAE,,., obtido no fracionamento de Cs-f(23)Fr04
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IV.3.4 Fracionamento Cromatografico de Cs-f(23)Fr05 e Isolamento das

Substancias 01, 05, 06 e 07

Para o fracionamento cromatografico de Cs-f(23)Fr05 em CLAE,,.,, foi otimizado
um sistema cromatografico utilizando silica de fase reversa (C-18) como fase estacionaria
e sistema de eluicdo H;O:ACN em gradiente nao linear, como mostrado na Tabela 11
(pag. 83) [Topico VII.2.2.3.4, pag. 163].

Tabela 11 — Gradiente programado para fracionamento de Cs-f(23)Fr05

Tempo de corrida (min.) % da fase movel (MeOH em H,0)

00 45% ACN
20 45% ACN
25 60% ACN
35 100% ACN
40 100% ACN

Deste procedimento foram coletadas 10 fragdes (Figura 33, pag. 84), sendo que
destas, Cs-f(23)Fr05-05 (Subst.06), Cs-f(23)Fr05-07 (Subst.05, ja isolada na fracdo 04),
Cs-f(23)Fr05-08 (Subst.01, também isolada como precipitado e na fracio 04) e Cs-
f(23)Fr05-09 (Subst.07) foram coletadas puras e com 1,3; 0,8; 3,4; 6,4 e 1,1 mg,
respectivamente.

As substdncias isoladas foram submetidas a andlise por RMN uni e
bidimensionais, e os espectros de RMN de 'H e "*C evidenciaram que as substancias Cs-
f(23)Fr05-07 e Cs-f(23)Fr05-08 sdao as substancias 05 e 01, respectivamente, ja i1soladas na
fracdo Cs-f(23)Fr04, o que foi confirmado pela determinag¢do estrutural. As demais
substancias isoladas desta fragdo apresentaram sinais de hidrogénio e carbono (Anexos
64, 65 e 69,70; pags. 216, 217 e 220, 221) muito semelhantes as Subst. 01 e 05,

evidenciando assim que todas pertencem a mesma classe estrutural.
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CLAE,,, C-18 Fr.05-07 Fr.05-08
Gradiente ndo linear -H,0:ACN [Subst. 05] [Subst. 01] Fr.05-09
10 mL/min. - 254 nm , \ I '[Subst. 07]

Fr05-05  Fr03-06
[Subst. 06] \ X

—|—> 10 Fragoes

Figura 33 — Cromatograma em CLAE,,, obtido no fracionamento de Cs-f(23)Fr05

IV.4 Determinacdao Estrutural das Substincias Isoladas de Myrothecium

gramineum

Para facilitar a discussao sobre a determinacao estrutural das substancias isoladas
neste trabalho, as mesmas foram separadas por classe de metabdlitos, sendo estas,

pertencentes a classe dos tricotocenos e dicetopiperazinas.

IV.4.1 Dicetopiperazinas — Caracteisticas Gerais

As dicetopiperazinas sdo compostos bioativos comumente encontrados em

4 tais como,

fungos da classe dos deuteromicetos, ascomicetos e basidiomicetos
Penicillium sp., P. verrucosum, Aspergillus fumigatus, Fusarium chalamydosporum, Gliocladium
virens, Rhodotorula pilimanae, Phoma lingan, Streptomyces sp., entre outros™.

Sdo metabolitos secundarios conhecidos por diversas atividades bioldgicas, tais

como antibidtica, antitumoral, imunosupressante’’, sendo que antitumoral e citotoxicas
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sdo as mais encontradas®®. Algumas destas atividades antifingicas e citotdxicas foram
associadas a defesa contra fungos competidores ou fitopatdgenos™.

Mais de 40 substancias dicetopiperazinicas sdo relatadas como metabdlitos de
fungos e sdo normalmente formados pela condensac¢ido de dois ou mais aminoacidos. Os
aminoacidos se ligam por ligages peptidicas estabelecidas entre os grupos carboxila de

um e o grupo amino do 4cido subseqiiente formando a cadeia®®**.

IV.4.1.1 Determinagado Estrutural da Substancia 02

Figura 34 — Estrutura da ciclo (L- Pro-L-Tyr)

A substancia 02 foi isolada como um 6leo amarelo, [a]*p -19,71° (¢ 0,1; MeOH) e
submetida a andlise detalhada dos espectros de RMN de 'H e °C uni e bidimensionais e
espectrometria de massas de baixa resolugdo.

O espectro de massas EM-IES (+) (Anexo 31, pag. 191) apresentou sinal da
molécula protonada [M + H|" em m/z 261,1302 (100%) e o sinal de m/z 283,1090
(85,0%) indicando a formagdo do aduto [M + Na]". Estes dados aliados ao experimento
de RMN de "C (Anexo 33, pag.193), permitiram sugerir para 02, a formula estrutural
C1sHi6N,O;.

Nas analises dos mapas de contorno dos experimentos de gHMBC foi possivel
observar sinais em ¢ 165,0 (C-1) e &c 168,8 (C-7), sugerindo, a presenca de grupos
CONH. Estes dados associados aos deslocamentos quimicos de RMN de 'H (Tabela 12,
pag. 87; Anexo 32, pag. 192) em &y 4,05 (¢; 8,5 Hz; 1H; &¢ 58,3; C-6) e &y 4,21 (dl; 7,5
Hz; 1H; &c 55,9; C-9) e a correlagdo de H-10 com &¢ 165,0 (C-1), sugeriram a presenca
de um anel dicetopiperazinico.

O espectro de RMN de 'H apresentou dois dubletos em &y 7,05 (J=8,0 Hz; 2H; 8¢
130,7) e &y 6,80 (J=8,0 Hz; 2H; &¢ 114,7) indicando um acoplamento orfo em um anel
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aromatico para-dissubstituido. O deslocamento quimico em &¢ 155,8 observado no
espectro de RMN de "C, indicou um grupo -OH ligado ao anel aromatico.

Foram observados ainda, sinais de hidrogénios benzilicos em 0y 2,76 (dd; 10,0;
14,5 Hz; 1H; oc 34,7, C-10) e 0y 3,41 (dd; 3,5; 14,5 Hz; 1H; dc 34,7, C-10), que
juntamente com as correlagdes observadas nos espectros de gHMBC (Tabela 12, Anexos
35 e 36, pags. 194 e 195), principalmente: H-10a/H-10b <> C-9/C-1; H-9C-1/C-10/C-
1'(127,0) e e gCOSY, principalmente: H-10a/H-10b<>H-9 (Figura 35, pag. 86),
permitiram atribuir para a molécula, a presencga de residuo do aminoacido Tirosina (Tyr)
(Figura 36, pag. 86)

Em continuidade as analises dos espectros de RMN de 'H foram observados
multipletos em &y 3,53 e &y 3,60 (8¢ 44,5; C-3), 6n 1,88 € 6 1,99 (6¢ 21,8; C-4), 65 1,84 ¢
On 2,30 (&¢ 27,8; C-5), 0 que em associa¢do com as correlaces observadas em gHMBC e
gCOSY, evidenciaram a presenca de residuo do aminoacido Prolina (Pro) (Figura 36).

O sinal em &y 6,10 no experimento de RMN de 'H foi atribuido ao hidrogénio
NH-8, uma vez que ndo apresentou correlacdo direta com atomo de carbono em

gHMOQC e mostra correlacio a longa distancia (°J) em gHMBC com C-6 e C-1.

Figura 35 — Principais correlagdes observadas em gHMBC para a substancia 02

@)

HN

HO
@)

Figura 36 — Destaque para as unidades de residuos dos aminoacidos Tirosina (vermelho) e
Prolina (preto)
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A configuragdo relativa de 02 foi aferida com base na interagao espacial observada
no experimento NOESY-2D (Anexo 37, pag. 195) entre H-9 (&4 4,21) e H-6 (05 4,05),
colocando-os no mesmo plano da molécula. Esta observacdo foi corroborada por
comparacdo com a literatura’. Os valor obtido na andlise de rotacdo Optica da
substancia, juntamente com os dados obtidos nos experimentos espectroscopicos foram

0925 e nos permitiram determinar a configuragio absoluta

comparados com a literatura
da molécula, sendo esta formada pelos aminoacidos L-Pro e L-Tyr, conforme indicado
por Jayatilake™ que apresenta esta substancia com [a]*p -126,1° (¢ 0,36; EtOH).

Esta substancia € relatada como metabdlito de diversos fungos e bactérias como
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria associada a esponja marinha Isodictya seteira, e

também isolada como metabolito do fungo endofitico Colletotrichum crassipes 1solado de

Casearia sylvestris™.

Tabela 12 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 02 em DMSO-dg*

Hs (m.,Ju,)" Cs gHMBC () gCOSY
(¢HMQO)

1 Cc=0 165,0 - -

3, 3,53 (m) 44,5 27,8 3,60; 1,99; 1,85
3, 3,60 (m) 58,3; 21,8; 165,0 3,53;1,99; 1,85
4, 1,88 (m) 21,8 44,5; 27,8 1,99: 3,53; 3,60
4, 1,99 (m) 58,3 1,88: 3,53; 3,60
5, 1,84 (m) 27,8 168,8; 58,3; 21,8 2,30; 4,05; 4,21
5, 2,30 (m) 168,8; 58,3; 44,5: 21,8 1,88; 1,99: 3,60; 3,35; 4,05
6 4,05 (£; 8,5) 58,3 168,8: 27,8 2,30; 1,84

7 C=0 168,8 ; ;

8 6,10 (s) N-H 165,0; 58,3 NO

9 4,21 (dl; 7,5) 55,9 165,0; 127,0; 34,7 2,76; 3,41
10, | 2,76 (dd; 10,0; 34,7 165,0; 130,7; 127,0; 3,41; 4,21

14,5) 55,9
10, 3,41 (dd: 3,5; 165,0; 130,7; 127,0; 2,76; 4,21
14,5) 55,9
r Co 127,0 ; ;
2e6 | 7,05(d:8,0) 130,7 155,8; 114,7; 34,6 6,80
3e5 | 6,80 (d; 8,0) 114,7 155,8; 127,0 7,05
4 C 155,8 ; )

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

NO = correlagdes ndo observadas
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1V.4.1.2 Determinagao Estrutural da Substancia 03

Figura 37 — Estrutura da ciclo (L-Pro-L-Leu)

A substancia 03 foi isolada como um so6lido amorfo amarelo, [a]*p -6,97 (¢ 0,1;
MeOH), submetida a analise detalhada dos espectros de RMN de 'H e “C (uni e
bidimensionais) e espectrometria de massas de baixa resolu¢io EM-IES (+) . No EM
(Anexo 38, pag. 196) foram observados o sinal de m/z 233,1303 (100 %) indicando a
formagdo do aduto [M+Na]" e o sinal de m/z 211,1481 (57,7%), indicando a molécula
protonada [M+H]". Estes dados aliados ao experimento de RMN de 'He C permitiram
propor para 03, a férmula estrutural C;;H;sN,0O..

A analise dos espectros de RMN de 'H e "*C (Tabela 13, pag.90, Anexos 39 e 40,
pags. 197 e 198) permitiu observar sinais de dois hidrogénios, um em 0y 4,04 (t; 8,0; 8,0;
Oc 59,0; C-6) e outro em Oy 3,94 (dd; 4,5; 9,5; dc 53,4; C-9), correlacionando-se por
gHMBC (Tabela 13; Anexo 41 pag. 199) com os carbonos carbonilicos ¢ 166,1 (C-1) e
0c 170,0 (C-7), sugerindo um anel dicetopiperazinico, assim como para a substancia 02.

Foram observados ainda nos espectros de RMN de 'H multipletos em &y 3,45 e
Ou 3,53 (m; Oc 45,5; C-3); Oy 1,83 e 0y 1,92 (m; dc 22,7; C-4); Oy 2,28 e dy 2,03 (m; dc
28,1; C-5), que foram atribuidos a hidrogénios metilénicos baseando-se nos dados da
substancia 02. As correlagdes observados nos experimentos de gCOSY entre H-6<>H-
5./H-5,, H-5,/H-5, <> H-4, e H-4 <>H-3, e gHMBC entre H-6<>C-7 e H-6<>C-5 (Figura
38, pag. 89) reafirmaram nossa suposicao e indicaram a presenc¢a do residuo prolina, na
estrutura de 03.
Adicionalmente, foram observados nos espectros de RMN de 'H (Anexo 39, pag.

197) dubletos em &y 0,93 (H-12; 8¢ 23,2; d 6,5Hz) e 8y 0,89 (H-13; 8¢ 21,2; d 6,5 Hz),

88



IV. Estudo Quimico e Bioldgico de Mytothecium gramineum

além de dois sinais na regido dos hidrogénios alifaticos sendo um metilénico em Oy 1,45
[H-10; &c 38,7; ddd 5,0; 9,5; 14,5 Hz) e &y 1,99 (m), um metinico em &y 1,66 (H-11; &¢
24,7, m). Estes dados, juntamente com os dados observados nos espectros de gHMBC e
gCOSY, principalmente as correlagdes em gHMBC entre, H-10,<>C-1, H-10,/H-10,«>C-
9 e H9-C-10/C-11/C-13, e ¢gCOSY entre, H-9<>H-10,/H-10,<>H-11, permitiram
posicionar um grupamento isobutila na posi¢do 9, inferindo a presenca um residuo
leucina.

O sinal observado em 0y 5,78 (s/) com auséncia de correlagdo no experimento em
gHMQC, permitiu atribuir este deslocamento ao H-8 (N-H).

Desde modo a substancia 03, foi definida como a dicetopiperazina constituida

pelos aminoacidos Prolina (Pro) e Leucina (Leu).

gCOSY

Figura 38 — Correlagbes observadas em gCOSY e gHMBC para a substancia 03

A configuragao relativa de 03 foi realizada pela analise do espectro de NOESY-
1D (Anexo 44, pag. 200) onde foi possivel observar interacdo espacial entre os
hidrogénios em H-9 (&y 3,94) e H-6 (Oy 4,04), colocando-os no mesmo plano espacial da
molécula. Este valores, juntamente com os dados de rotagdo dptica de 03 ([a]*p -6,97°) e

50,54,55

comparag¢do com a literatura , confirmam esta proposta indicando ser a substancia

ciclo (L-Pro-L-Leu)

Este metabolito é relatado como produto de outros organismos tais como a

esponja marinha Calyx c¢f podatypa® e uma bactéria associada ao molusco Pecten
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maximus’®. Foi também isolada como metabolito do fungo endofitico Colletotrichum

crassipes isolado de Casearia sylvestris™.

Tabela 13 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 03 em CDCI;*

Hs (m,Ju,) Cs gHMBC (3) gCOSY
(¢HMQC)

1 Cc=0 166,1 - -

3, 3,45 (m) 45,5 22,7 1,83
3, 3,53 (m) 28,1;22,7 1,83
4, 1,83 (m) 22,7 NO 2,28; 2,03
4, 1,92 (m) NO NO
5, 2,28 (m) 28,1 NO 1,83; 1,92; 4,04
5, 2,03 (m) NO 1,83; 2,28; 4,04

6 4,04 (£; 8,0; 8,0) 59,0 170,0; 28,1 2,28; 1,92

7 C=0 170,0 ; ;

8 5,78 (s)) N-H ; ;

9 3,94 (dd: 4,0; 9,5) 53,4 166,1; 21,2; 24,7; 38,7 1,99; 1,45
10, | 1,45(ddd: 5,0;9,5; 14,5) 38,7 24,7;53,4;166,1;21,2 1,66 1,99; 3,94
10, 1,99 (m) 53,4; 59,0; 24,7 NO
11 1,66 (m) 24,7 NO 1,99: 1,45; 0,93
12 0,93 (d; 6,5) 23,2 38,7, 24,7; 21,1 1,66
13 0,89 (4. 6,5) 21,1 38,7 23,2 NO

* deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO = correlagdes ndo observadas

IV.4.1.3 Determinagado Estrutural da Substancia 04

Figura 39— Estrutura da Ciclo (D-Pro-D-Phe)
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A substancia 04 foi isolada como um so6lido amorfo amarelo, [a]*p +9,57° (¢ 0,1;
MeOH) e submetida a analise detalhada dos espectros de RMN de 'H e espectrometria
de massas de baixa resolu¢ao EM-IES (+) . Devido a pequena massa obtida para esta
substancia, os dados de “C foram obtidos dos experimentos bidimensionais gHSQC e
gHMBC (Tabela 14, pag. 92, Anexos 47 e 48, pag. 203).

No EM-IES (+) (Anexo 45, pag. 201), foram observados o sinal de m/z 245,1283
(100%) indicando a molécula protonada [M + H]", e o sinal de m/z 267,1108 (83,2 %)
indicando a formag¢do do aduto [M + Na]" permitindo sugerir a formula molecular
C14H6N,O; para a substancia 04.

O espectro de RMN de 'H (Anexo 46, pag. 202), apresentou um perfil muito
parecido com o da substancia 02, diferindo apenas nos deslocamentos quimicos dos
sinais da regido dos hidrogénios aromaticos e novamente evidenciando uma substancia
da classe das dicetopiperazinas.

O espectro de RMN de 'H na regiio de hidrogénios aromaticos, foram
visualizados multipletos em &y 7,17 (8¢ 128,7), Ou 7,23 (&c 127,1) e du 7,29 (Oc 128,9)
integrando para 2, 1 e 2 hidrogénios, respectivamente, indicando um anel aromatico
monossubstituido e sugerindo a presen¢a do residuo de aminoacido fenilalanina para a
substancia 04.

Com base nos dados de RMN de 'H, gHSQC, gHMBC e gCOSY (Tabela 14, pag. 92)
e comparac¢do com a literatura®, foi possivel atribuir todos os 4tomos de hidrogénio aos
respectivos carbonos. A configuracdo relativa de 04, foi realizada com base nas
interagOes espaciais observadas no experimento de NOESY-1D, onde foi observada
interacao espacial entre os hidrogénios em 0y 4,01 (H-6) e &y 4,21 (H-9), colocando-os no
mesmo plano espacial da molécula.

Os dados espectrais, juntamente com os dados da literatura sugeriram, inicialmente,
para a substancia a estrutura da Rel.ciclo (S-Pro-S-Phe), que € relatada como constituida
dos aminoacidos L, sendo estes encontrados na natureza com valores de rotacdo Optica
negativo’’. No entanto, alguns autores relatam metabolitos dicetopiperazinicos com

sinais de rotagdo Optica opostos, indicando a presenga dos menos comuns enantidmeros

DD,
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Com base nestes dados, e comparando os dados de rotagdo pica de 04 {[a]*p +9,57°

(c 0,1; MeOH)}, com os dados encontrados na literatura {[a]*p +88,7° (¢ 0.22, EtOH)},
a substancia 04 foi identificada como Ciclo (D-Pro-D-Phe).

A substancia 04 foi previamente relatada como metabodlito de fungos do género
Colletotrichum entre outros fungos como Trydiomycetes formicarum, associado a uma

espécie de formiga Cyphomyrmex minutus*™

contra Candida 406™.

, € sdo relatadas com atividade antifungica

Tabela 14 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 04 em CDCl5*

Hs (m,Ji,) Cs gHMBC () gCOSY
(eHMQC)
1 C=0 165,0 - -
3, 3,50 () 45,0 27,9; 22,0 3;58;1,97; 1,84
3 3,58 (m) 165,0; 55,6; 22,0 3,50; 1,97; 1,84
4, 1,84 (m) 22,0 58,7; 45,0; 27,9 1,94; 2,28; 3,58; 3,50
4, 1,97 (m) 169,0; 27,9; 58,7 NO
5, 1,94 (m) 27,9 169,0; 22,0 1,84; 2,28; 4,01
5, 2,28 (m) 58,7; 45,0; 22,0 1,94; 1,84; 4,01
6 4,01 (t; 7,5) 58,7 169,0; 27,9; 22,0 2,28; 1,94; 1,84
7 C=0 169,0 - -
8 5,56 (s) - 165,0; 58,7 NO
9 4,21 (dd; 3,0; 10,5) 55,6 165,0; 135,4; 36,3 2,70
10, | 2,70 (dd; 10,5;14,5) 36,3 165,0; 135,4; 128,9; 3,56; 4,21
55,6
10, 3,56 (m) 135,4; 128,7 2,70
1’ Co 135,4 - -
2’e 6 7,29 (m) 128,9 135,4; 128,7 7,17, 7,23
3’e 5’ 7,17 (m) 128,7 36,3; 128,9; 127,1 7,29
4 7,23 (m) 127,1 135,4; 128,9 7,29

* deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO= Correlacdes ndo observadas

IV.4.2 Tricotocenos — Caracteristicas Gerais

Tricotocenos sao micotoxinas produzidas por diversos géneros de fungos, dentre
estes, algumas espécies de Fusarium, Cephalosporium, Trichothecium além de algumas
espécies pertencentes ao género Myrothecium’®. Estas substincias sio responsaveis por
varios problemas de intoxicagdo em animais € humanos e também algumas doengas que

afetam plantas apresentando um efeito fitopatogeno®. No entanto, alguns metabolitos
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pertencentes a esta classe tem demonstrado um papel importante na prevencao do
cancer, controle bioldgico e em alguns estudos relacionados a malaria®®.

Os tricotoceno pertencem a uma familia de sesquiterpendides, com peso
molecular variando de 250 a 550, um nucleo caracteristico (sistema rigido de 4 anéis
condensados) e fungdes ésteres e alcodis nas cadeias laterais, podendo estas possuir
algumas unidades de carbono, ou ainda formar macrociclos. Uma caracteristica distinta
deste nucleo (Figura 41, pag. 94) é uma dupla ligagdo nos carbonos 9 e 10 e ainda um

grupo epoxido entre os carbonos 12 e 13 que constituem o sistema tetraciclico®®.

1V.4.2.1 Determinagao Estrutural da Substancias 01

Figura 40 — Estrutura da substancia 01 (Verrucarina A)

A substancia 01 foi isolada como um p6 branco, [a]*p +123,42 (¢ 0,1; CHCL) e
submetida a espectrometria de massas de alta resolu¢io EM-IES- (+) e RMN de 'H e °C
uni e bidimensionais.

O espectro de massas (Anexo 51, pag. 205) apresentou um sinal de m/z 503,2273
(100 %) e o sinal de m/z 525,2092 (45,6 %) indicando a molécula protonada [M + H]" e a
formagdo do aduto [M+ Na]". A massa para [M]" foi calculada como 502,5535 DA o
que, associado aos dados de RMN de 'H e °C, confirmou a formula molecular C,;H340s.

Os espectros de RMN de 'H e C (Anexos 52 e 53, pags. 206 e 207; Tabela 15,
pag. 97) foram analisados e os sinais de hidrogénios geminais em & 2,73 (d, 4,0 Hz, H-

13a) e & 3,04 (d, 4,0 Hz, H-13b) correlacionando-se por gHMQC (Anexo 54, pag. 208),
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com o carbono em 0 47,8 (CH,, C-13) e por gHMBC (Anexo 55, pag. 208), com o
carbono em & 65,2 (Cy, C-12), aliados a uma ligacao oleofinica em & 141,1 (Cy, C-9) e
0 117,9 (CH, C-10), este ultimo correlacionando-se por gHMQC com um sinal de
hidrogénio em & 5,36 (d, 5,0 Hz, H-10), sugeriram a presen¢a de um nucleo tricotoceno

(Figura 41, pag. 94), que foram confirmados apds compara¢io com a literatura *>°'.

Figura 41 — Anel tetraciclo dos tricotocenos e correlagdes observadas em ¢gHMBC e
gHMQC

Com todos os dados de RMN de 'H e "*C associados com os dados de gHMBC,
gHMQC e gCOSY (Anexos 54, 55 e 56, pags. 208 e 209), foi possivel atribuir os valores
dos deslocamentos aos respectivos carbonos e hidrogénios do nucleo tricotoceno (Tabela
15, pag. 97).

A cadeia lateral foi determinada como um macrociclo de 18 membros, ligado ao
nucleo tricotoceno em C-4 (&¢ 75,5) e C-15 (8¢ 63,5) (Figura 41). A posi¢ao em C-4 da
cadeia foi fixada pela correlacdio observada do H-4 [0y 5,74 (dd, 4,0; 8,0 Hz)],
correlacionando-se por gHMBC com um sinal de carbono carbonilico em &c 166,1 (C-
11’) e este, por sua vez, correlacionando-se por gHMBC com um hidrogénio em &y 6,08
(dd, 1,0; 11,25 Hz; C-10’, & 125,7) pertencente a um sistema de duplas ligagcdes
conjugadas (Figura 42, pag. 95).

Os sinais de hidrogénios em 8y 6,60 (ddd, 1,0; 11,12; 11,5 Hz; H-9’), &y 7,96 (ddd,
1,0; 11,5; 15,5 Hz, H-8) e 0y 5,97 ( d, 15,5 Hz, H-7’) correlacionando-se por gHMQC
com os carbonos em &¢ 138,9; &¢ 138,8 e &c 127,5, respectivamente, foram atribuidos aos
demais hidrogénios pertencentes a estas duplas ligacdes (Tabela 15, pag. 97).

As posi¢des dos hidrogénios foram estabelecidas pelas constantes de acoplamento
e as correlagdes observadas por gHMBC e gCOSY (Tabela 15, pag. 97; Anexos 55 e 56).
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A correlagao observada pelo H-7' com o carbono de fungao éster em O¢ 165,4 fixou este
carbono na posi¢ao 6’.
A ligacdo da cadeia lateral com o nucleo tricotoceno, na posi¢ao 15, foi determinada
com base na correlagdo observada do H-15b’ [84 4,72 (4;12,0 Hz)] por *J com o carbono
carbonilico, caracteristico de fungao éster em 08¢ 174,4 (C-17) (Figura 43, pag. 95).

Fo1 observado sinal de hidrogénio carbindlico, correlacionando-se por gHMQC
com o carbono em Oc¢ 74,1 e por gHMBC com o carbono carbonilico em & 174,4, (C-1")
determinando assim sua posi¢do como sendo em 2’. Foram ainda observados sinais de
carbonos e hidrogénios metilico, metilénicos e metinico, que foram posicionados no anel

macrociclico com base nas constates de acoplamento dos hidrogénios e as correlagdes

observadas por gHMBC, gHMQC e gCOSY.

& gHMBC
B gHMQC
NOESY

Figura 43 — Correlagdes de gHMBC, gHMQC e NOESY observadas para a substancia 01
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As posigdes dos carbonos e hidrogénios em 2’, 3’, 4’ e 5’ foram confirmadas pelo
experimento em TOCSY (Anexo 56a, pag. 209) que confirmou a por¢do alquila do anel
macrociclo.

A posicdo dos hidrogénios H-3a e H-3b (8¢ 34,9), foi determinada a partir das
constantes de acoplamento caracteristicas de anéis pentaciclicos, de H-2<>H-3a (J=5,0
Hz), indicando um acoplamento em cis, e J=0 para H-2¢<>H3b indicando acoplamento
trans. A constante de acoplamento de H4 <> H3b de 8,0 Hz indica estes dois hidrogénios
posicionados em trans e J=4,0 Hz de H4 <> H3a confirma a posi¢do do H3a no mesmo
plano que o H-2. Estes dados foram confirmados pelas correlacdes observadas no
experimento de NOESY 1D onde foram observadas as interagdes espaciais de H-11<>H-
3b/H-4 (Tabela 15, pag. 96).

A partir dos dados obtidos nos experimentos de RMN de 'H e "*C 1D e 2D, foi
possivel atribuir os valores de todos os hidrogénios e carbonos da molécula e suas

respectivas posicdes. Estes dados, juntamente com os dados de [a]*p e comparacdo com

a literatura, permitiram identificar a substancia 01 como Verrucarina A ([a]*p + 260,

CHCL)"".

Verrucarina A ¢ considerada como uma das substdncias mais téxicas dos
tricotocenos macrociclicos®®. No entanto, alguns estudos relatam atividades bioldgicas
interessantes para esta substancia, como por exemplo, a inibi¢do do crescimento radial de
Echinochloa  crusgalli (capim-arroz), demonstrando uma atividade fitotoxica

consideravelmente mais potente que os controles bioldgicos utilizados®.
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Tabela 15 - Dados de RMN 1D e 2D da substancia 01 em CDCl5*

H 5 (m, J) Cs gHMBC ¢COSY NOESY
(¢HMQQ)
1 0- - - -
2 3,78 (d: 5,0) 789 49,5652 66,9; 75,5 2,15 0,78; 2,15; 3,04
3a 2,15 (ddd: 4,0; 5,0; 15,5) 34,9 75,5 2,41;3,78; 5,74
3b 2,41 (dd: 8,0; 15,5) 49.5; 65,2; 78,9 2,15; 5,74
4 5,74 (dd, 4,0; 8,0) 75,5 44.2; 65,2; 166,1 2,15; 2,41
5 G 495 - -
6 G 44,2 - -
7 1,63 (m) 19,9 66,9; 141,1 1,82; 1,89; 5,36
8 1,82 (m) 275 44.2: 118,0; 141,1 1,68
1,89 () - -
9 G 141,1 - -
10 5,36 (d: 5,00) 118,0 23,2; 44,2 1,68; 3,49
11 3,49 (d: 5,00) 66,9 20,0; 63,5 118,0; 5,36 2,41;4,13; 5,74, 4,72
141,1
12 G 65,2 - -
13a 2,73 (d: 4,00) 479 65,2 3,04
13b 3,04 (d: 4,00) 65,2; 78,9 2,73
14 0,78 (5) 73 44,2;49,5:652; 75,5 . 1,63: 2,29; 2,73; 7,96
152 4,13 (d: 12,00) 63,5 44,2 49,5: 20,0 472,407  2,29;1,89;0,82; 0,78
15b 4,72 (d: 12,00) 44,2: 49.5; 66,9: 4,13 3,49; 1,89
174,7
16 1,68 (5) 232 27,5: 118,0; 141,1 1,89; 5,53
I 0C(=0) 174,7 - -
3 4,07 (s)) 74,1 10,0; 174,7 4,13
3 1,71 (m) 33,2 - -
g 1,85 (m) 32,2 2,29; 3,92; 4,43
520 | 3,92 (ddd; 3,5, 11,75; 11,75) 61,1 1,85; 4,43
5b’ 4,43 (ddd: 2,5; 5,0; 11,75) 1,85; 3,92
6 0C(=0) 165,4 - .
7 5,97 (d: 15,5) 1275 138,9; 165,4 6,60; 7,96
g 7,96 (ddd; 1,0; 11,5; 15,5) 138,8 125,7; 138,9 5,97; 6,60
o) 6,60 (ddd: 1,0; 11,25; 11,5) 138,9 127,5; 138,9 6,08; 7,96
10 6,08 (dd: 1,0; 11,25) 127,7 138,9; 166,1 5,97; 6,60
i 0C(=0) 166,1 - -
12 0,82 (d: 7,0) 10,0 32,2; 74,1
2.0H 2,29 0,82; 1,71

*deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de

acoplamento entre parénteses e em Hz.
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1V.4.2.2 Determinag¢ado Estrutural da Substancia 05

Figura 44 — Estrutura da substancia 05 (Roridina A)

A substancia 05 foi isolada como soélido amorfo amarelo claro, [a]*p +125,43°
(c 0,1; MeOH) e submetida a andlise detalhada dos espectros de RMN de 'H e "*C (uni e
bidimensionais) e espectrometria de massas de alta resolugdo EM-IES (+).

O espectro de Massas (Anexo 57, pag. 210), apresentou um sinal de m/z 555,2556
(100 %) indicando a formag¢do do aduto [M + Na]" e os sinais de m/z 533,2739 (29,0 %)
e m/z 571,2300 (19,1 %) indicando a molécula protonada [ M+ H]" e a formagdo do
aduto [M + K]*. A massa para [M]" foi calculada como 532,6225 DA o que, associada
aos dados de RMN de 'H e *C confirmou a formula molecular C,oH,;0Os.

Os espectros de RMN de C"” e '"H (Anexos 58 e 59, pags. 211 e 212; Tabela 16,
pag. 101) evidenciaram o mesmo perfil espectroscopico da substancia 01, diferindo nos

pontos mostrados a seguir.

a. No espectro de RMN de C a substancia 01 apresentou 27 sinais de carbonos,
para a substancia 05 foram observados 29 sinais. Entre estes, foi observada a
auséncia de um sinal de carbono carbonilico, a presenca de um sinal em &¢ 84,0,
se correlacionando por gHMQC com o hidrogénio em &y 3,58 (m), que por sua
vez apresentou correlacdo nos experimentos de gCOSY (Anexos 60 e 62, pags.

213 e 214, Tabela 16, pag. 101), com o sinal em 0y 5,92 (dd, 3,5; 15,5 Hz) (Figura
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45, pag.99) atribuido ao H-7' e pertencente ao sistema de duplas ligacOes
conjugadas. Este dado permitiu atribuir o carbono em &c¢ 84,0 (CH) na posi¢ao 6’,

diferentemente da substancia 01 a qual apresentou na posi¢ao 6’ uma carbonila.

= JHMQC
= ¢COSY

Figura 45 — Correlagdes observadas em gHMQC e gCOSY para a substancia 05

. Na regido dos hidrogénios alifaticos, foram observados 4 sinais caracteristicos de
metilas em &y 0,74 (s); Oy 1,01 (d; 7,0 Hz); 0y 1,12 (d, 6,5 Hz) e &y 1,66 (s), e ndo
3 como observados para a substancia 01. A partir dos dados de gHMBC, gHMQC
e gCOSY (Tabela 16, Anexos 60, 61 e 62, pags. 213 e 214) foram atribuidas as
respectivas posi¢oes para as metilas C-14 [dc 0,74; (s)], C-16 (¢ 1,66; (s)] e C-
12°(d¢ 1,01; (d; 7,0 Hz)].

. A metila em & 1,12, foi atribuida ao C-14’de um grupo acoplado a C-6’. Os dados
observados por gHMBC evidenciam uma correlacio em %] com o um sinal de
carbono carbonilico em (C-13), e °J Os dados de RMN de 'H, *C, gHMQC,
gHMBC e gCOSY permitiram atribuir os sinais de carbono e hidrogénio deste
grupo evidenciando assim a diferenca estrutural da substdncia 05 com relacdo a
substancia 01.

. Os experimentos em gHMBC da metila oy 1,12 (d; 6,5 Hz; 8¢ 18.2) evidenciaram
uma correla¢io em 2J com um carbono carbonilico em &¢ 70,8 [y 3,55 (m)] e *J
com C-6'(dc 84,0). Estes dados, juntamente com as correlagdes em gCOSY de Oy

1,12 <> 0y 3,55 € Oy 1,12 <> 04 3,58; e de Oy 3,46 (H-5") <> Oy 3,55, permitiram
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atribuir as respectivas posi¢des da metila e do carbono carbinélico, acoplados a
C-6’ (Figura 46, pag. 100), determinando assim a por¢ao da molécula que difere

da substancia 01.

® gHMBC
gCosyY

Figura 46 — Correlagcdes observadas em gHMBC e gCOSY

Com base em todos os dados de RMN de 'H e °C 1D e 2D, foi possivel atribuir

os valores de todos os hidrogénios e carbonos da molécula. Estes dados, juntamente com
os dados de [a]*p e a comparagdo com a literatura®, permitiram identificar a substincia

05 como sendo Roridina A {[a]*p+ 168,5 (¢ = 1,108, CHCL;)} .
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Tabela 16 - Dados de RMN 1D e 2D da substancia 05 em CDCl5*

Hs (m, Ju,) Cs gHMBC 2COSY
(¢HMQC)

1 O- - - -

2 3,78 (d: 5,0) 79,0 49,3: 65,2; 67,2; 74,3 2,14

3 214(ddd; 4,550, 15,5) 348 74,3 2,38: 3,78; 5,72

2,38 (dd; 8,5; 15,5) ’ 49,3: 65,2; 79,0 2,14: 5,72

4 5,72 (dd, 4,5; 8,5) 74,3 65,2; 166,5 2,14: 2,38
5 Co 49,3 ; ;

6 Co 43,7 ; ;

7 1,71 (m) 20,2 NO 1,95

8 1,95 (m) 27,7 67,2 1,71

9 Co 140,9 ; ;

10 5,35 (d; 5,0) 118,2 23,2 3,52

11 3,52 (d; 5,0) 67,2 20,2; 118,2; 140,9 5,35
12 Co 65,2 ; ;

13 2,72 (d: 4,0) 477 65,2 3,04
13b 3,04 (d; 4,0) ’ 65,2 2,72

14 0,74 (s) 7,5 43,7: 49,3; 65,2; 74,3 NO

15 4,37 (d; 12,0; 2Hs) 64,5 20,2; 43,7; 49,3; 67,2; 174,8 NO

16 1,67 (s) 23,2 27,7: 118,2; 140,9 1,71; 1,95
r 0C(=0) 174,8 ; ;

ok 4,02 (d; 3,0) 75,5 NO NO

3 1,58 (m) 37,1 NO 3,46

4 1,80 (m) 33,1 NO 1,01; 1,58
5 3,46 (dd: 5,0; 7,5; 2H) 69,8 37,1; 33,1; 84,0 1,58; 1,80; 3,55; 3,58
6 3,58 (m) 84,0 NO 5,92; 1,12
7 5,92 (dd: 3,5; 15,5) 139,2 NO 3,58; 7,59
8 7,59 (dd: 11,5; 15,5) 126,1 NO NO

9 6,58 (dd: 11,5; 11,5) 143,9,9 139,1 7,59
10° 5,73 (d: 11,5) 117,5 126,1; 166,5 6,58; 5,73
11 0C(=0) 166,5 - ;

12 1,01 (d; 7,0) 14,7 33,1;37,1; 75,3 NO
13’ 3,55 (m) 70,8 84,0 NO
14 1,12 (d; 6,5) 18,2 84,0; 70,8 3,55
OH 2,54 ; ; 3,46

*deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (&) em ppm, constante de

acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO = Correlagdes ndo observadas
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1V.4.2.3 Determinag¢ado Estrutural da Substancia 06

Figura 47 — Estrutura da substancia 06 (Isororidina A)

A substancia 06 foi isolada como um so6lido amorfo branco, [a]*p +32,00° (¢ 0,1
em MeOH) e submetida a espectrometria de massas de alta resolu¢io EM-IES (+), onde
o espectro (Anexo 63, pag. 215), apresentou um sinal de m/z 555,2564 (100 %) resultante
da formagdo do aduto [M + Na]" e os sinais de m/z 533.2627 (4,0 %) e m/z 571.2397 (4,0
%) indicando a molécula protonada [ M+ H]" e a formac¢do do aduto [M + K]*. A massa
para [M]" foi calculada como 532,6225 DA o que, associada aos dados de RMN de 'H e
BC (uni e bidimensionais) confirmou a férmula molecular C,oH,0Oo.

Devido a pequena massa da substdncia obtida no isolamento nao foi possivel
realizar as analises de RMN de *C, no entanto os dados referentes aos carbonos foram
obtidos a partir dos espectros de gHSQC e gHMBC (Anexos 65, e 66, pag. 217).

Os sinais de carbono e hidrogénio observados nos espectros (Tabela 17, pag. 103,
Anexo 64, pag. 216) evidenciaram um perfil espectroscopico igual ao da substancia 05, e
como 05 foi 1solada na mesma fragdo que 06, porém com tempos de retencdo diferentes,

sugerimos tratar-se de isdmeros.
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Tabela 17- Dados de RMN 1D e 2D da substancia 06 em CDCl;*

Hs (m, i) Cs gHMBC £COSY
(eHMQC)
1 0- - i -
2 3,78 (d: 4,5) 79,2 74.4; 76,0; 49,0 2,14
3 | 2,14 (ddd: 4,5, 4,5 151) 35,0 NO 2,38: 3,78; 5,71
2,38 (dd: 15,1; 8,0) 49,0: 65,0; 79,2 2,14; 5,71
4 5,71 (m) 74,4 NO
5 C, 49,0 : .
6 C, 43,5 : -
7 1,70 (m) 20,4 NO 1,83
1,83 (m) NO
8 1,81 (m) 27,8 NO NO
1,94 (m) NO NO
9 C, 141,2 i ]
10 5,36 (d: 5,0) 118,4 27,5: 23,4 3,52; 1,66
11 3,52 (m) 67,0 NO NO
12 C, 65,0 i -
13a 2,72 (d: 4,0) 48,2 NO NO
13b 3,04 (d: 4,0) NO NO
14 0,74 (s) 7,6 43,5 49,0; 65,0 NO
15 4,37 (s)) 64,7 175,3; 67,0; 49,0; NO
43,7
16 1,66 (s) 234 27,8;118,4; 141,2 3,52
ik C=0 175,3 i -
2 4,02 (d: 3,0) 75,8 NO
3 1,95 (m) 37,2 175,3
4 1,72 (m) 32,4 NO
5 3,46 () 70,1 37,2; 32,4 NO
6 3,58 () 84,0 70,9 NO
7 5,92 (dd: 3,0; 15,5) 139,4 144,1; 84,0 3,56; 7,59
8 | 7,59 (dd 11,5; 15,5) 126,2 NO 5,93; 6,57
9 | 6,57 (dd: 11,0; 11,5) 144,1 166,1; 139,4 5,72; 7,59
10° 5,72 (d: 11,0) 117,5 126,2 6,57
10 C=0 166,1 i -
12 1,01 (& 7,0) 14,8 32,4; 37,2; 75,8 1,95
13’ 3,53 (m) 70,9 NO 1,12
14 1,12(4; 6,0) 18,3 84,0 3,53

*deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de

acoplamento entre parénteses e em Hz.

NO = Correlagdes ndo observadas

Considerando que os dados de RMN de 'H e "*C da roridina A e da Isororidina A

estdo de acordo com os dados encontrados na literatura® (Tabela 18, pag. 104) para as

duas substancias, e que 05 e 06 foram isoladas da mesma fra¢ao, no entanto, com tempos

de retencdo distintos (Figura 33, pag. 84, e que a Roridina A isolada apresenta []*p
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+125,43° (¢ 0,1 em MeOH), proximo ao da Rodidina A da literatura {[a]*p + 130° (c
1,36, CHCI;), e que a Isororidina isolada apresenta []*p +32,00° (c 0,1 em MeOH) que é

proximo ao valor encontrado na literatura {[a]*p + 6,7° (¢ 3,3, CHCl;}, propomos que a

substancia 05 trata-se da Roridina A e 06 da Isoridina A.

Tabela 18 — Comparacdo dos dados de RMN de 'He °C da Roridina A e Isororidina A
com a literatura

Roridina A (CDCL) Tsororidina A (CDCI,)
Isolada Literatura® Isolada Literatura®
H@G) “C@®) | H@®) "C@®)| HG) “C®) | HG) °C(d)
1 -O- - - -O- - -
2 3,78 79,0 3,86 78,8 3,78 79,2 3,86 79,1
3 2,14 34,6 2,14
2,38 34,8 2.38 35,0 2,48 34,9
4 5,72 74,3 5,85 74,2 5,71 74,4 5,80 74,4
5 C, 493 491 C, 49,0 49 4
6 C, 43,7 43,6 C, 435 43,8
7 1,70
1,71 20,2 20,0 183 20,4 20,3
8 1,95 277 275 }’3411 278 277
9 C, 140,9 140,4 C, 141,2 140,9
10 5,35 118,2 5,44 118,2 5,36 118,4 5,41 118,3
11 3,52 67,2 66,9 3,52 67,0 3,60 67,2
12 C, 65,2 64,9 C, 65,0 65,3
13a 2,72 2,96 2,72
13b 3,04 47,7 47,4 3.04 48,2 2,96 47,8
14 0,74 7,5 0,80 7,2 0,74 7,6 0,83 7,5
15 4,37 64,5 4,44 64,2 4,37 64,7 444 64,4
16 1,67 23,2 1,74 22,9 1,66 23,4 1,75 23,3
1’ 0OC=0 174,8 0oC=0 174,5 OoC=0 175,3 0oC=0 174,9
2’ 4,02 75,5 4,09 75,3 4,02 75,8 411 75,2
3 1,58 37,1 36,7 1,95 37,2 37,0
4 1,80 33,1 33,0 1,72 32,4 33,3
5 3,46 69,8 69,5 3,46 70,1 69,4
6’ 3,58 84,0 83,7 3,58 84,0 82,6
7 5,92 139,2 6,00 139,0 5,92 139,4 6,00 139,0
8’ 7,59 126,1 7,68 126,0 7,59 126,2 7,64 126,4
9o 6,58 143,9 6,66 143,6 6,57 144,1 6,66 143,9
10 5,73 117,5 5,78 117,2 5,72 117,5 5,80 117,3
11’ 0OC=0 166,5 0oC=0 166,3 0oC=0 166,1 0oC=0 166,6
12’ 1,01 14,7 1,08 14,4 1,01 14,8 1,09 14,4
13’ 3,55 70,8 70,4 3,53 70,9 70,0
14’ 1,12 18,2 1,17 18,0 1,12 18,3 1,16 17,9
OH 2,54 -
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1V.4.2.4 Determinac¢ao Estrutural da Substancia 07

Figura 48 — Estrutura da substancia 07 (Verrucarina L)

A substancia 07 foi isolada como um s6lido amorfo amarelo claro e submetida a
analise detalhada dos espectros de RMN de 'H e "C (uni e bidimensionais) e
espectrometria de massas de alta resolu¢do os quais evidenciaram que esta substancia
encontra-se em mistura com outro metabdlito, no entanto com identificacao estrutural
viavel.

O espectro de massas de alta resolugdo EM-IES (+) (Anexo 68, pag. 219),
apresentou um pico base m/z 523,2073 (100 %) indicando o aduto [M + Na]", e os picos
m/z 501,2274 (33,6 %) indicando a formag¢do do ion guasi molecular [ M+ H]". O pico
intenso m/z 553,2536 foi atribuido a segunda substancia presente em menor quantidade
na fragdo porém, possivelmente com maior facilidade de ioniza¢do. A massa para [M]"
foi entdo calculada como m/z 500,2041 o que, associado aos dados de RMN de 'H e °C
uni e bidimensionais (Tabela 19, pag. 107), confirmou a formula molecular Cy;H;,0,.

Os espectros de RMN de C" e 'H (Anexos 79 e 69, pags. 220 e 221), evidenciaram
um perfil espectroscopico muito parecido com o da substancia 01, diferindo em alguns
dados correspondentes ao anel macrociclico, como mostrado a seguir:

a. No espectro de RMN de "C foi possivel observar dois sinais caracteristicos de
dupla ligacdo, em &¢ 118,8 [06x 5,49 (d; 5,0)] e 6 118,2 [0y 5,75 (s))] e ndo apenas
um sinal, como observado para a substancia 01. As correlagdes observadas em
gHMBC entre 0y 5,49 <> Oc 23,2 (C-16), permitiu atribuir este hidrogénio e seu
respectivo carbono na posi¢cao C-10 (Figura 49, pag. 106).
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b. O espectro de gMHBC evidenciou correlacao de dy 5,75 (d¢c 118,2) com ¢ 17,3
[On 2,19 (s)]. Adicionalmente, foram observadas as correlacbes em gHMBC de &y
2,19 com os carbonos d¢ 118,2 e d¢ 156,8 (Cy). Estes dados, juntamente com uma
analise detalhada da literatura® nos permitiram posicionar os carbonos d- 118,2 e
Oc 156,8 na dupla ligagdo em C-2’e C-3’,respectivamente.

c. O espectro de gHMQC apresentou ainda um sinal de carbono carbinoélico em Oc
68,2 correlacionando-se com o hidrogénio em Oy 4,12 (m), e este por sua vez,
correlacionando-se por gHMBC com os carbonos 0c 21,1(C-7); ¢ 118,8 (C-10) e
Oc 140,1(C-16). Estes dados possibilitaram posicionar o carbono &¢ 68,2 em C-8.

Figura 49 — Principais correlagdes observadas por gHMBC da substancia 08

Com base nos dados obtidos nos experimento de RMN 'H e "“C uni e
bidimensionais, foi possivel atribuir os valores aos demais hidrogénios e carbonos da
molécula e suas respectivas posi¢des. Uma comparac¢dao detalhada dos dados de RMN
1D e 2D e espectrometria de massas com a literatura, foi possivel identificar a substancia

08 como sendo Verrucarina L.
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Tabela 19- Dados de RMN 1D e 2D da substancia 07 em CDCIl;*

Hs (m, Ju.) gHMQC gHMBC 2COSY
1 O- - - -
2 3,61 (d: 4,5) 79,2 84,0; 68,2; 64,4; 49,0 4,34
3 2,48 (m) 40,2 79,2; 65,4 4,34; 5,72
4 5,68 (d: 3,5) 84,0 NO NO
5 C, 49,0 ; ;
6 C, 43,7 ;
7 1,96 (m) 21,1 63,5 ;
8 4,12 (m) 68,2 140,1; 118,8; 21,1 NO
9 C, 140,1 ; .
10 5,49 (d: 5,0) 118,8 23,2 NO
11 4,34 (m) 64,4 49,0 NO
12 C, 65,4 ] )
13a 2,72 (d; 4,0) 47,3 65,4 2,98
13b 2,98 (d; 4,0) NO 2,72
14 0,74 (s) 6,9 84,0; 64,4; 49,0; 43,7 NO
15a 3,97 (d: 13,0) 63,5 68,2; 49,0 4,29
15b 4,30 (d; 13,0) 165,3 3,97
16 1,66 (s) 23,2 27,7; 118.8; 140,1 NO
I C=0 165,3 ; .
2 5,75 (s)) 118,2 17,3 2,35
3 C, 156,8 ; ;
4 NO 43,2 NO NO
5'
6 C=0 166,1 ; ;
7 5,93 (d: 15,5) 127,5 166,1 NO
8 | 7.91(ddd; 1,0;11,5 15,5  139,3 NO 6,55; 5,93
9 6,55 (dd: 11,0; 11,5) 138,9 127,5 6,09
10° 6,09 (dd; 1,0; 11,0) 125,5 NO 6,55
11 C=0 165,5 ; ;
12’ 2,19 (s) 17,3 156,8; 118,2 NO

* deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (0) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO= Correlacdes ndo observadas

IV.5 Ensaios Biologicos das Substancias Isoladas de Myrothecium

gramineum
V' Ensaio Preliminar para Avaliacdo das Atividades Antifungicas e Anticolinesterdasicas
das Substancias Isoladas
Por apresentarem maior quantidade de massa, as substdncias 01 e 05 foram

submetidas aos ensaios qualitativos da atividade antifingica e anticolinesterasica [Topico

VIL.2.2.4, pag. 163.
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Na avaliacao da atividade anticolinesterasica as amostras foram analisadas na
concentra¢do de 50ug, por ponto de aplicagdo, e para os ensaios antifingicos na
concentragdo de 400 pg, por ponto de aplicagao.

Os resultados mostraram uma forte atividade destas substancias para ambos os ensaios

(Figura 50, pag. 108).

2- Subst. 01
3- Subst. 05

Figura 50 — Ensaios qualitativos das atividades antifingicas e anticolinesterasicas das substancias
01e05

Posteriormente, todas as substancias isoladas foram submetidas aos mesmos
ensaios qualitativos da atividade antifingica e anticolinesterdsica. Para estes ensaios
foram aplicadas 100 ug de cada substancia em placas cromatograficas que foram entao
submetidas aos mesmos procedimentos citados no Topico VII.2.1.5 (pag. 157).

Os resultados estdo apresentados na Tabela 20 (pag. 109), evidenciando
novamente atividade antifingica e anticolinesterasica para as substancias 01 (Verrucarina
A) e 05 (Roridina A), e atividade anticolinesterasica para a substancia 03 [Ciclo (L-Pro-
L-Leu)]. Sendo assim, foram solicitadas a andlises par a determinag¢do dos limites de
detec¢do nos ensaios disponiveis na rete BIOprospecTA inserido no programa BIOTA -
FAPESP.
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Tabela 20 — Avaliagdo qualitativa das atividades antifingica a anticolinesterdsica das

substancias isoladas

Atividade Antifangica Atividade
Anticolinesterasica

Cladosporium Cladosporium

cladosporioides | sphaerospermum
Subst. 01 o o o
Subst. 02 NT - **
Subst. 03 NT - **
Subst. 04 NT - -
Subst. 05 o i -
Subst. 06 NT - -
Subst. 07 NT - -

(**) = Ativo; (- )= Inativo; (NT)= Nao testado

v’ Ensaio preliminar com DPPH para DeteccGo do Potencial Antioxidantes das
Substancias Isoladas
Todas as substancias foram submetidas ao ensaio qualitativo do potencial
antioxidante, seguindo o mesmo procedimento realizado para os extratos brutos (Topico
VIIL.2.1.5, pag. 157), e utilizando as mesmas condi¢bes cromatograficas estabelecidas
[Silica de fase normal, e eluentes CHCl;:MeOH 9:1 V/V].
Neste ensaio foi possivel observar apenas uma mancha branca na placa quando
revelada com DPPH, esta mancha referente a substancia 02 [Ciclo (L-Pro-L-Leu)],
evidencia que esta reduziu o composto DPPH, indicando uma possivel atividade

antioxidante para esta substancia (Figura 51, pag. 109).

1 23 4 56 7

1 2 34 56 7

1- Sub.
2- Sub.
3- Sub.
4- Sub.
5- Sub.
6- Sub.
7- Sub.

01
02
03
04
05
06
07

Figura 51 — Ensaio qualitativo do potencial antioxidante das substancias isoladas: A) revelagdao
com DPPH; B) revelacdo em luz UV 254 nm
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V. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE
Acremonium sp.

Fungos do género Acremonium sdo fungos filamentosos comumente isolados de
plantas, solo e organismos marinhos. Sdo classificados como pertencentes ao grupo dos
Ascomicetos devido as suas propriedades estruturais semelhantes a este grupo®’. Este
género ¢ conhecido por produzir varios metabodlitos secundarios de estruturas e
bioatividades diversas e ainda muitos metabolitos inéditos dentre os quais alguns com
atividades bioldgicas importantes, como por exemplo, policetideos pentaciclicos com
atividade antibidtica e antitumoral, espirobenzofurando que possui atividade
antibacteriana e acremolactonas que sdo inibidores de crescimento vegetal, entre outras
atividades®. Neste topico esta apresentado o estudo quimico realizado com o extrato
bruto obtido do cultivo de Acremonium sp., alguns metabodlitos secundarios isolados e as

atividades biologicas.

V.1 Resultado da Identificacdao da linhagem fangica Cs-c(17/22)

A 1identificagdo do micro-organismo foi realizada por taxonomia convencional,
1dentificando o fungo endofitico Cs-c(17/22) como pertencente ao género Acremonium.
No entanto, ndo foi possivel a identificagdo da espécie deste micro-organismo, sendo

entdo definida a linhagem isolada como Acremonium sp.

7 AT

Figura 52 — Fotos do fungo Acremonium sp. A) Foto do fungo endofitico Cs-c(17/22) ; B) Foto
microscopica de Acremonium sp. mostrando longas fidlides em forma de produgdo de conidios,
cilindrico unicelular principalmente agregados no apice de cada phialide®.
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V.2 Cultivo e Obtencdo do Extrato Bruto em Escala Ampliada e

Fracionamento Cromatografico

O cultivo de Acremonium sp. em escala ampliada (20L) foi realizado em meio
MBD seguindo o mesmo procedimento utilizado para crescimento em escala ampliada
de M. gramineum (Topico VII.2.2.1, pag. 160). Novamente a diversidade de produc¢do de
metabolitos e os rendimentos dos extratos brutos obtidos foram avaliados com relag¢dao ao
modo de incubac¢io, sendo utilizados crescimento no modo estatico e crescimento com
agitacdo em incubadora rotatoria.

Durante o periodo de incubagdo foram observadas mudangas na colorag¢do dos
in6culos de alguns frascos mantidos sob agitagdo. Sendo assim optou-se por realizar a
extracdo destes separadamente como mostrado no Fluxograma 05 (pag. 111) e descrito
no Tépico VII.2.3.1 (pag. 163).

Fluxograma 05 — Obtencao dos extratos brutos de Acremonium sp. em escala ampliada [Tépico
VII2.3.1, pag. 163]
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Os extratos brutos obtidos (1,8g para cultivo no modo estatico ; 630,0 mg para o
cultivo sob agitagdo — claro e 205,0 mg para cultivo sob agitacdo — escuro), foram
submetidos a analise por CLAE-DAD e RMN de 'H (Figuras 53 — 56, pag. 112-114)
para avaliagdo e comparagdo dos perfis quimicos.

Foi possivel observar que o espectro de RMN de 'H do extrato obtido no modo
estatico apresentou uma maior quantidade de sinais na faixa espectral, sugerindo uma
maior diversidade metabodlica que os extratos obtidos sob agitacdo. Esta diferenca na
diversidade metabolica foi confirmada pelo perfil cromatografico em CLAE-DAD que
mostrou uma maior quantidade de bandas no mesmo comprimento de onda.

Uma comparac¢ido dos dados de RMN de 'H e CLAE-DAD dos extratos brutos
obtidos sob agitagdo (Figuras 54 e 55, 56, pag. 113 e 114) mostrou que, apesar da
mudan¢a na coloragdo dos inoculos durante o periodo de fermentagcdo, nio houve
diferenca consideravel na produtividade metabdlica. A mudang¢a de coloragao pode ter

sido influenciada pela esporulagdao do fungo durante o cultivo.
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Figura 53 — Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de Acremonium sp. no modo estatico
(CDCl;, 500 MHz)
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Cs-c(17/22)Sh_escuro

Cs-c(17/22)Sh_claro

Cs-c(17/22)estatico

Figura 56 — Cromatogramas dos extratos brutos obtidos de Acremonium sp. em CLAE-DAD, A=
254nm

Apesar do modo de incubagdo ter influenciado na produg¢io de alguns
metabolitos, os extratos brutos foram reunidos para evitar a replicagdo das substancias
1soladas.

Tendo em vista que durante o processo de evaporagdo do solvente dos extratos
brutos, foi observada a precipitacdo da substancia 08, e esta identificada como sendo
uma citocalasina (Anexo 74, pag. 224), o extrato bruto resultante da separagdo deste
precipitado foi inicialmente fracionado utilizando cromatografia em coluna por exclusao,
utilizando Sephadex LH-20 com fase estacionaria e MeOH como fase movel
(Fluxograma 06, pag 115, procedimento descrito no Topico VII.2.3.2, pag. 164).

Como as citocalasinas sdo moléculas de peso molecular consideravelmente
elevado, Sephadex foi selecionada com fase estaciondria com o intuito de particionar o
extrato bruto pela diferenca de tamanho das moléculas.

Deste procedimento foram coletadas 35 fragdes, que apos analises por CCDC
foram reunidas em 6 fragdes e suas respectivas massas estao apresentadas no Fluxograma
06 (pag. 115). Estas fragcdes foram analisadas por RMN de 'H, e as fracdes Cs-
c(17/22)Fr01 a Cs-c(17/22)Fr04 foram selecionadas para andlise por CLAE-DAD em

gradiente exploratério (Figuras 57 e 58 , pag. 116 ;), para otimiza¢dao e purificacdo em
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CLAE preparativo. O espectro de RMN de 'H da fracio Cs-c(17/22)Fr05 evidenciou
uma substancia pura (Subst. 09) (Anexo 81, pag. 230).

precipitacdo CC - Sephadex
MeOH

1- Anaélise por CCDC
2-Reunido das fragdes

Tz
g

Subst. 09

~
CLAE-DADgrad. - C18
(95:05 - 0:100 H,0:MeOH)
50 min

Fluxograma 06- Fracionamento cromatografico do extrato bruto de Acremonium sp.

Os cromatogramas obtidos em CLAE-DAD as fragdes Cs-c(17/22)Fr02 a Cs-
c(17/22)F104 (Figuras 57 e 58, pag. 116) evidenciaram perfis com diversas bandas
cromatograficas e boa resolugdo, evidenciando esta metodologia uma boa ferramenta
para isolamento das substancias. A Fracao Cs-c(17/22)Fr01 apresentou poucas bandas
cromatograficas referentes a substincias com absor¢do no ultravioleta, apesar da

quantidade consideravel de massa obtida no fracionamento.
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Cs-c(17/22)F101 - 254 nm

Cs-c(17/22)F101 - 346 nm

Cs-c(17/22)Fr02 - 209 nm

Cs-c(17/22)Fr02 - 309 nm

Figura 57 — Cromatogramas em CLAE-DAD de Cs-c(17/22)Fr01 e Cs-c(17/22)Fr02 em
diferentes comprimentos de onda

Cs-c(17/22)Fr03 - 215 nm

Cs-c(17/22)Fr03 - 372 nm

Cs-c(17/22)Fr04 - 208 nm

Cs-c(17/22)Fr04 - 306 nm

Figura 58 — Cromatogramas em CLAE-DAD de Cs-c(17/22)Fr03 e Cs-c(17/22)Fr04 em
diferentes comprimentos de onda

Todo o procedimento de cultivo, obtengdo dos extratos brutos e fracionamento
cromatografico estao descrito detalhadamente nos Topicos VII.2.3.1 e VII.2.3.2 (pags.
163 e 164).
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V.3 Fracionamento Cromatografico e Isolamento das Substéancias

O procedimento experimental para fracionamento, purificacio das fracdes e
1solamento das substdncias esta apresentado detalhadamente no Topico VII.2.3.3, pag.
165.

V.3.1 Isolamento da Substancia 08

Durante o processo de obtengdo do extrato bruto, na extracdo e evaporagao do
solvente, fo1 observada a formacdao de pequenos cristais na forma de filetes nas paredes
dos baldes. Estes cristais foram separados dos extratos brutos resultando em 16,4 mg do
precipitado de Cs-c(17/22) sob agitacao-(escuro), 33,0 mg do precipitado de Cs-c(17/22)
sob agitacdo-(claro) e 25,0 mg do precipitado de Cs-c(17/22)estatico. Os precipitados
foram analisados por RMN de 'H constatando-se tratar da mesma substancia. Sendo
assim, estes foram reunidos e submetidos as andlises de RMN uni e bi dimensionais, para

determinagao e/ou identificacdo estrutural (Anexos 74 —79, pags. 224-228).

V.3.2 Isolamento da Substancia 09

A substancia 09 foi isolada no fracionamento cromatografico do extrato bruto
(como a fracdo Cs-c(17/22)Fr05) (Fluxograma 06, pag. 115), obtendo-se 8,0 mg da
substancia. Esta foi submetida a analises de RMN uni e bidimensionais para

determinacgdo estrutural (Anexos 80 — 84, pags. 229 - 232).

V.3.3 Fracionamento Cromatografico da Fracao Cs-c(17/22)Fr03

Na andlise por CLAE-DAD da fragdo Cs-c(17/22)Fr03 (730,0 mg) (Figura 59,
pag. 118), foram observadas diversas bandas cromatograficas evidenciando uma fragdo
muito complexa e inviabilizando a separacdo dos constituintes utilizando esta técnica.

Sendo assim, a otimizac¢ao de separagdo cromatografica em CCDC (CHCl;:MeOH - 9:1)
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foi realizada, e a fracdao foi submetida a fracionamento em coluna utilizando silica flash,
em um sistema de eluicio CHCl;:MeOH em gradiente (T'épico VII.2.3.3.3, pag. 165).
Foram obtidas 23 fragbes que apos analises por CCDC foram reunidas em 13
fracdes Fluxograma 07 (pag. 118). Estas, foram analisadas por RMN de 'H, CLAE-DAD
e CCDC para avaliagdo da eficiéncia do fracionamento e posterior otimiza¢io de

sistemas para isolamento das substancias.

372 nm

303 nm

215 nm

254 nm

Figura 59 — Perfil cromatografico de Cs-c(17/22)Fr03 em diversos comprimentos de onda

CL - Silica flash
MeOH:CHCI; [2 a 100 % de MeOH]

1-Analise por CCDC: Silica Normal e C-18
2-Reunido das fragGes

Fracao Massa obtida
Cs-c(17/22)Fr03-01  [2% MeOH] 15,3 mg
Cs-c(17/22)Fr03-02  [2% MeOH] 56,4 mg
Cs-c(17/22)Fr03-03  [2 — 5% MeOH] 65,5 mg
Cs-c(17/22)Fr03-04 [5 — 8% MeOH] 17,9 mg CCDC
Cs-c(17/22)Fr03-05 [8-11% MeOH] 130,1 mg

CLAE-DADgrad.—-C18

Cs-c(17/22)Fr03-06 [11 — 15% MeOH] 54,7 mg : : :
Cs-c(17/22)Fr03-07 [15 — 25% MeOH] 457 mg 55?5125 ) 8 r;??;;OAMe?g 4
Cs-c(17/22)Fr03-08  [25 — 50% MeOH] 68,2 mg '
Cs-c(17/22)Fr03-09 [50 — 80% MeOH] 16,5 mg RMN de 'H
Cs-c(17/22)Fr03-10  [80% MeOH] 11,5 mg

Cs-c(17/22)Fr03-11 [80% MeOH] 14,9 mg

Cs-c(17/22)Fr03-12  [100% MeOH] 17,1 mg

Cs-c(17/22)Fr03-13  [100% MeOH] 45,0 mg

Fluxograma 07 — Fracionamento cromatografico de Cs-c(17/22)Fr03
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V.3.3.1 Fracionamento Cromatografico da Fracao Cs-c(17/22)Fr03-01/02 e

As andlises em CLAE-DAD (Figura 60, pag. 119), RMN de 'H e CCDC
evidenciaram um perfil quimico muito semelhante para as fragdes Cs-c(17/22)Fr03-01 e
Cs-c(17/22)Fr03-02, sendo assim estas foram reunidas e submetidas a CLAE,,, para

otimizagdo da separacdo das substancias em CLAE,.,.

CLAE-DAD grad. Explor. Cs-c(17/22)F103-01 212 nm
C-18 — H,O:MeOH (5-100% MeOH)
40 min. — 1 ml/min.

Cs-c(17/22)Fr03-01 253 nm
Cs-c(17/22)Fr03-02 218 nm

Cs-c(17/22)Fr03-02 253 nm

Figura 60 — Cromatogramas das fragdes Cs-c(17/22)Fr03-01 e Cs-c(17/22)Fr03-02 em diferentes
comprimentos de onda

A condi¢do otimizada para isolamento foi um sistema cromatografico utilizando
silica de fase reversa como fase estacionaria (Coluna semi-preparativa) e H,O:MeOH
como fase movel. A elui¢do foi realizada em gradiente nao linear como mostrado na

Tabela 21 (pag. 119).

Tabela 21— Gradiente programado para CLAEp,, para fracionamento da fracdo
Cs-c(17/22)Fr03-1/2

Tempo de corrida (min.) % da fase movel (MeOH em H,0)

00 40% MeOH
05 40% MeOH
30 100% MeOH
35 100% MeOH
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Desta separacdo foram coletadas 14 fragdes (Figura 61, pag. 120) e destas, 07
foram identificadas como substancias puras, sendo elas: Cs-c(17/22)Fr03-1/2-05 (Subst.
10; 3,0 mg), Cs-c(17/22)Fr03-1/2-08 (Subst. 11; 1,9 mg), Cs-c(17/22)Fr03-1/2-09 (Subst.
12; 2,2 mg), Cs-c(17/22)Fr03-1/2-10 (Subst. 13; 4,4 mg), Cs-c(17/22)Fr03-1/2-11 (Subst.
08; 2,3 mg), Cs-c(17/22)fr03-1/2-12 (Subst. 14; 3,2 mg) e Cs-c(17/22)Fr03-1/2-13 (Subst.
15; 1,9 mg).

Todas as substancias foram analisadas por RMN uni e bidimensionais para

determinacgdo estrutural (Anexos 85 - 110, pags. 233 - 253).

Subst 08

Subst 13 l Subst 14

N
Substllo 12 Subst 15
Subst12 11 13
Subst 10 09

05

CLAE,,, C-18 (semipreparativa)
Gradientendo linear -H,O:MeOH 11a
07mL/min. -215nm x 12a

06 J
01 \ X 14
- 04 —_— T
— \1
e —

03

Figura 61 — Cromatograma em CLAE,,., obtido no fracionamento de Cs-c(17/22)Fr03-1/2
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V.4 Determinacgao Estrutural das Substéancias isoladas de Acremonium sp.

Para facilitar a discussao sobre a determinacao estrutural das substancias isoladas
neste trabalho, as mesmas foram separadas por classe de metabdlitos, sendo estas,

pertencentes a classe das citocalasinas, xantonas e isocumarinas.

V.4.1 Citocalasinas — Caracteristicas Gerais

Citocalasinas sdo substancias de origem biossintética mista, sendo formadas por
uma unidade do aminoacido fenilalanina, que é incorporado a uma cadeia policetidica
alquilada.

Estas substancias tém sido isoladas como metabolitos de diferentes géneros de
fungos tais como Phomopsis, Chaetomium, Hyposylon, Xylaria e Daldinia® e sio de grande
importadncia por apresentam atividades biologicas relevantes, como bactericida,
fitotoxica, inibicdo de HIV-1 protease®, antibidtica, anticancerigena, entre outras. Nesta
ultima, apresentando agdo citostatica em culturas de células, porém sua aplicagdo

terapéutica ¢ limitada pela alta toxicidade apresentada®.

. V.4.1.1 Determinac¢ao Estrutural da Substancia 08

12

Figura 62 — Estrutura da Citocalasina D
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A substancia foi isolada como cristais brancos em forma de filetes, [a]*p +18,57°
(c0,1; MeOH) e submetida a analise detalhada de RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais
e espectrometria de massas de alta resolugao.

O espectro de massas (Anexo 74, pag. 224) apresentou um sinal de m/z 530,2527
(100%) indicando a formagdo do aduto [M+Na]" e os sinais de m/z 508,2713 (4,8%) e
m/z 546,2344 (7,2%) indicando a molécula protonada [M+H]" e a formagdo do aduto
[M+K]", respectivamente. A massa para [M]" foi calculada com 507,6179 DA, o que
com os dados de RMN de "°C sugeriu a formula molecular C3Hz;NO.

O perfil do espectro de RMN de "“C (Anexos 76, pag. 226), evidenciaou 30
atomos de carbono, com a presenga de um anel benzénico, um carbono benzilico,
ligacdo dupla terminal, carbonila de cetona, duas carbonilas de éster ou amida e 4
carbonos olefinicos (CH). Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos
carbonos com base nos dados dos espectros de gHMQC (Anexo 77, pag. 227)

A determinacdo estrutural de 08 foi realizada pela analise detalhada dos espectros
de RMN de 'H e C, gHMQC, gHMBC e gCOSY (Tabela 22, pag.125, Anexos 77, 78 e
79, pags. 227 e 228) e compara¢io com a literatura®*.

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais em 0y 5,60 (dd; 10,0 15,5 Hz) e Oy
5,27 (ddd; 5,0; 10,5; 15,5 Hz) caracteristico dos hidrogénios olefinicos H-13 e H-14,
respectivamente. A geometria trans foi atribuida a dupla A" [C-13 (8¢ 130,6) e C-14 (d¢
134,1)], devido a constante de acoplamento de 15,5 Hz, apresentadas pelos hidrogénios
correspondentes. A posicdo da dupla ligacio A™'* foi confirmada pelas correlacdes
observadas no experimento de gHMBC, onde fo1 possivel observar as correlagdes do H-
13 com o carbono carbinolico d¢ 69,9 (C-7) e com &¢ 47,0 (C-8) (Figura 63, pag. 123).

Os sinais de hidrogénios em &y 5,06 (dd; 2,5; 15,5 Hz) e 6y 6,03 (dd; 3,0 e 2,5; 15,5
Hz) foram atribuidos aos hidrogénios trans H-19 e H-20, as posi¢des destes hidrogénios
foram confirmadas com base nas correlagcdes observadas nos experimentos de gHMBC,
onde foi observado correlagdes de H-23 <> C-17, H-23 <> C-19 e H-23 <> C-18, e ainda
H-19 +> C-23, H-19 &> C-21 e H-20 <> C-18 (Figura 63, pag. 123). O espectro de RMN
de "*C apresentou os sinais em 8¢ 137,2 (C-1"); 8¢ 129,1 (C-2’e 6°); ¢ 128,9 (C-3’ € 5); d¢
127,4 (C-4’); que foram atribuidos aos carbonos aromaticos e sinais em O¢ 130,6; &c

134,1 e 8¢ 127,6; dc 132,2 caracteristicos das ligacdes duplas A™'* e A2
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Figura 63 — Correlacdes observadas em gHMBC dos hidrogénios de A'*'* e A'%%

Os sinais de hidrogénios aromaticos em 0y 7,06 (m, H-2’e 6°); &y 7,17 (m, H-4") e
Oy 7,24 (m, H-3’e 5’), foram atribuidos aos seus respectivos carbonos por gHMQC.
Foram também observados os sinais caracteristicos de metilas em 0y 0,85 (d; 7,0 Hz), 0y
1,12 (d; 6,5 Hz), d4 1,43 (s) e Ou 2,19 (s) que foram atribuidos a H;C-11, H;C-22, H;C-23
e H,C-25, respectivamente.

Os sinais em RMN de “C em &¢ 210,0; 8¢ 169,6 e &¢c 174,0 foram determinados
como sendo as carbonilas da cetona macrociclica (C-17), acetato (C-24) e de uma
lactama de 5 membros (C-1), respectivamente. O espectro de RMN de 'H apresentou
sinais em Oy 3,74 (dd; 1,0; 10,5Hz) e &y 5,54 (dd; 2,5; 3,0 Hz), atribuidos aos hidrogénios
carbinolicos H-7 e H-21, respectivamente. As constantes de 1,0 e 10,5 Hz do H-7
sugerem um acoplamento com o hidrogénio da hidroxila (-OH) e um angulo de ligacao
de aproximadamente 180° entre H-7 e H-8. Para o H-21, as constantes de acoplamento
de 2,5 e 3,0 Hz sugerem um acoplamento em “w” com H-8 e um angulo de ligacdao
proximo de 90° com H-20, respectivamente®.

Os sinais em Oy 2,62 (m) e Oy 2,73 (m) foram atribuidos aos hidrogénios benzilicos
H-10a e H-10b. As correlagbes a longa distancia (¢HMBC) com C-1’, C-2’ e C-3 e

correlagdes apresentadas em gCOSY com H-3, confirmaram a posi¢do destes hidrogénios

ligados ao anel lactdmico (Figura 64, pag. 124).
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Os hidrogénios observados em 0y 5,01 (s/) e dy 5,22 (s/) foram atribuidos a um
metileno terminal. A andlise do espectro de gHMBC mostrou as correlagdes a longa
distancia H-11 <> C-6, H-5 <> C-6, H-5 <> C-12 e H-12a/H-12b <> C-5 e C-7, permitindo
fixar a posicdo desta ligacdo dupla em A®'? (Figura 64, pag. 124).

Figura 64 — Dados de gHMBC dos hidrogénios benzilicos e da dupla terminal

L8 permitiu

Andlise dos dados espectrométricos e comparagdo com a literatura
identificar a substancia 08 como Citocalasina D. A configuragdo relativa foi determinada
por compara¢io dos deslocamentos em RMN de 'H e "°C e constantes de acoplamentos
com dados da literatura®?*°".

A citocalasina do tipo D foi descrita na literatura como metabdlito do fungo

endofitico Xylaria sp. apresentando forte atividade anticancerigena e antifiingica™.
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Tabela 22 — Dados de RMN 1D e 2D da Substancia 08 em CDCl;*

Hp (m,Ju,) Cs gHMBC (5) gCOSY
(gHMQC)
1 Cc=0 174,0 - -
2 5,74 (sl) NH 50,0; 53,4; 174,0 NO
3 3,17 (ddd; 4,0; 4,5; 8,5) 53,6 32,6; 50,0; 137,2; 174,0 2,62; 2,08
4 2,08 (dd; 3,5;4,5) 50,0 32,6; 45,2; 53,6; 147,6; 174,0 2,64; 3,17
5 2,64 (m) 32,6 13,6; 114,4; 147,6 0,85
6 Co 147,6 - -
7 3,74 (dd; 1,0; 10,5) 69,8 32,6; 114,4; 130,6 2,77
8 2,77 (dd; 10,0; 10,5) 47,0 53,4; 50,0; 69,8; 77,7; 147,6; 3,74; 5,60
174,0
9 C 53,4 - -
10a 2,62 (m) 452 50,0; 53,6; 129,1; 137,2 2,73; 3,17
10b 2,73 (m) 50,0; 53,6; 129,1; 137,2 2,62; 3,17
11 0,85 (d; 7,0) 13,6 32,6; 50,0; 147,6 2,64
12a 5,01 (s) 114,4 32,6; 69,8; 147,6 2,64; 3,74
12b 5,22 (sl) 32,6; 69,8; 147,6 2,64; 3,74; 5,60;
13 5,60 (dd; 10,0; 15,5) 130,6 37,7; 47,0; 69,8 5,26; 2,77
14 5,26 (ddd, 5,0; 10,5; 15,5) 134,1 37,7; 47,0 5,60; 2,44; 1,93
15a 1,93 (m) 37,7 19,3; 42,3; 130,6; 134,1; 210,0 2,44; 5,26
15b | 2,44 (ddd; 1,5;12,5; 23,0) 42,3; 130,6; 134,1; 210,0 2,66; 1,93; 5,26
16 2,66 (m) 42,3 19,3; 37,7; 134,1; 210,0 2,44; 1,12
17 C=0 210,0 - -
18 Co 77,1 - )
19 5,06 (dd; 2,5; 15,5) 127,6 24,1; 77,7, 132,3 5,54; 6,03
20 6,03 (dd; 3,0; 15,5) 132,3 77,1; 127,6 5,54; 5,06
21 5,54 (dd; 2,5; 3,0) 71,7 47,0; 53,4; 127,6; 132,3; 169,6 6,03
22 1,12 (d; 6,5) 19,3 37,7; 42,3; 210,0 2,66
23 1,43 (s) 24,1 127,6; 210,0 NO
24 C=0 169,6 - -
25 2,19 (s) 20,8 71,7; 169,6 NO
r Co 137,2 - -
2’e 6 7,06 (1m) 129,1 127,6; 128,9; 45,2 7,24
3e5 7,24 (m) 128,9 129,1; 137,2 7,06
& 7,17 (m) 127,4 128,9; 137,2 NO

* deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, () em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
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V.4.2 Xantona — Caracteristicas Gerais

Xantonas sdo metabolitos secundarios que comumente ocorrem em algumas
familias de plantas superiores, fungos e liquens. Seu elevado valor taxonOmico nestas
familias e suas propriedades farmacoldgicas tem provocado grande interesse®.

A xantona, ou 9H-xanten-9-ona, ¢ estruturalmente formada por dois anéis
benzénicos (A e B) e uma y-pirona central (C), conferindo um arranjo simétrico a este
tipo de composto” (Figura 66, pag. 127).

Sdo relatados cerca de mil metabdlitos naturais desta classe, com diferentes tipos
de substituintes em diferentes posi¢oes, levando a uma grande variedade de atividades
bioldgicas’'. Estes compostos sdo classificados e subdivididos de acordo com a natureza
de seus substituintes em seis grandes grupo: xantonas simples, xantonas glicosiladas,

xantonas preniladas, xantonaslignoides, bisxantonas e xantonas miscelaneas’.

V.4.2.1 Determinacao Estrutural da Substancias 09

CH; O OH

HO OH

Figura 65 — Estrutura da 1,3,6-Triidroxi-8-metilxantona (fusaridina — Sub. 09)

A substancia foi isolada como um sélido amorfo marrom, e submetida a analise
por RMN de 'H e “C, uni e bidimensionais, e espectrometria de massas de alta
resolucao.

O espectro de massas obtido por EM-IES (-) (Anexo 80, pag. 229), apresentou o
sinal de m/z 257,0455 (100 %) indicando a molécula desprotonada [M-H]. A massa para
[M] foi calculada como 258,2262 DA, confirmando assim a férmula molecular
Ci4H;O:s.

Os espectros de RMN de 'H (Anexo 81, pag. 230) evidenciaram sinais de 4
hidrogénios aromaticos, uma metila em &y 2,72 (s), e um sinal de hidrogénio em &y 13,38
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(s). Estes dados, juntamente com os sinais de RMN de "*C (Anexo 82, pag. 231) em 3¢
181,4, caracteristico de carbonila de xantonas e sinais de carbonos aromaticos sugeriram

a estrutura de uma xantona (Figura 66).

C

R @) R

Figura 66— Estrutura geral de uma xantona

Com os dados de gHMBC, ¢gHMQC e ¢gCOSY (Tabela 23, pag. 129, Anexos 83 e
84, pag. 232), juntamente com as constantes de acoplamentos dos hidrogénios, foi
possivel determinar as substitui¢des dos anéis aromaticos e atribuir os valores aos seus

respectivos carbonos e hidrogénios.

Os sinais de hidrogénios em 0y 6,11 (d; 2,0Hz; H-2; 8 97,8) e Ox 6,26 (d; 2,0Hz;
H-4; &c 93,2) foram atribuidos a dois hidrogénios acoplados em posicao meta
correlacionando-se por gHMBC com os carbonos em Oc¢ 163,0 (C-1) e d¢c 164,7 (C-3)
(Figura 67, pag. 128) evidenciaram um anel aromatico di-hidroxilado.

O sinal em &8¢ 102,1 foi atribuido ao C-9a pela da correlagio por gHMBC
observada com os hidrogénios em 0y 6,11 (H-2) e 0y 6,26 (H-4) (Figura 67). Estes
mesmos hidrogénios correlacionando-se com o sinal em & 156,5 permitiram fixar a
posi¢ao 4a para este carbono.

O sinal em 0y 13,4, caracteristico de um hidrogénio de hidroxila com interag¢des
intramoleculares com a carbonila, foi atribuido a hidroxila na posi¢do 1 pelas correlacdes
observadas em gHMBC com os carbonos em ¢ 163,0 (C-1) e ¢ 97,2 (C-2) (Figura 67,
pag. 128).

127



V. Estudo Quimico e Biologico de Acremonium sp.

Figura 67 — Correlacdes em gHMBC observadas para a Subst. 09 (Anel A)

Os sinais de hidrogénios em 0y 6,64 (d; 2,5Hz) e Oy 6,63 (m), evidenciando
acoplamento em meta, entre si e, correlacionando-se por gHMQC (Tabela 23, pag. 129
Anexo 83, pag. 232) com os carbonos dc 116,1 e dc 100,5, respectivamente, foram
fixados as posi¢oes 7 e 5. As correlagdes destes hidrogénios em gHMBC (Figura 68, pag
128; Tabela 23, pag. 129) permitiram determinar as posi¢des dos carbonos em C-8a (&c
110,8); C-10a (d¢ 162,0); C-6 (dc 158,8) e C-8 (¢ 142,8).

A metila foi determinada como substituinte no carbono da posi¢do 8 devido as
correlagdes observadas por gHMBC, do sinal do hidrogénio em &y 2,72 (s) com os
carbonos O¢ 110,8; d¢c 116,1 e &¢ 142,8 (Figura 68). O carbono em & 158,8 (C-6) foi

atribuido como sendo um carbono hidroxilado.

Figura 68 — Correlagdes em gHMBC observadas para a Subst. 09 (Anel B)
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Tabela 23 — Dados de RMN 1D e 2D da Substancia 09 em DMSO-d¢*

H s (m,Jy) Cs gHMBC (3) gCOSY
(¢HMQCO)
1 G 163,0 - -
2 6,11 (d: 2,0 Hz) 97,8 164,7; 163,0; 102,1; 93,2 6,26
3 Co 164,7 ) )
4 6,26 (d: 2,0 Hz) 93,2 97,8; 102,1; 156,5; 164,7 6,11
4a Co 156,5 - ;
5 6,64 (d; 2,5 Hz) 100,5 22,9: 116,1; 158,8; 162,8 ;
6 Co 158,8 - ;
7 6,63 (m) 116,1 110,5; 110,8 ;
8 Co 142,8 - ;
8a Co 110,8 - ;
9 C(=0) 181,4 - -
9a Co 102,1 ) ]
10 Co 162,8 - ;
11 2,72 (s) 22,9 142,8; 116,1; 110,8 ;
OH 13,4 (s) ; 97,8; 100,5; 163,0 ;

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

A substancia foi identificada como sendo 1,3,6-triidroxi-8-metilxantona
(fusaridina), que ¢ classificada como uma xantona simples’ e tem sido isolada tanto de
plantas quanto de fungos, como por exemplo alguns fungos do género Penicillum™".
Sendo relatadas atividade antibidtica, contra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e Bacillus subtilis” e antimalarica’™.

V.4.3 Isocumarinas — Caracteristicas Gerais

Isocumarinas sdo benzopironas que ocorrem em uma ampla gama de organismos,
incluindo bactérias, fungos e liquens”. Esta classe de substincias apresenta diversas
atividades Dbioldgicas, como inibidores de proteases, antimicrobiana, antialérgica,
antimalarica’® e reguladores de crescimento’.

Estudos comprovam que algumas isocumarinas como a meleina, sdo precursores
para diversos derivados, que apresentam atividades antifungica, antimicrobiana e

inseticida’®.
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V.4.3.1 Determinac¢ao Estrutural da Substancia 15

CH,
12

Figura 69 — Estrutura molecular da (35)-5-carboetoxi-meleina (substancia 15)

A substancia 15 foi isolada como s6lido amorfo branco, [a]*p +1,00 (¢ 0,04;
MeOH), e submetida a andlise por espectrometria de massas de alta resolucdao e RMN de
'H e “C uni e bidimensionais.

O espectro de massas obtidos por EM-IES (+) (Anexo 106, pag. 250) apresentou o
sinal de m/z 249,0768 (100%), indicando a molécula desprotonada [M-H]". A massa para
[M] foi calculada como 250,2473 DA, o que associado aos dados de RMN de "*C
sugeriu a formula molecular C;3H40s.

A pequena quantidade de massa da substancia impossibilitou a obteng¢dao dos
dados de RMN de "C, deste modo, estes foram obtidos com base nos experimentos de
gHSQC e gHMBC (Anexos 108 e 109, pag. 252; Tabela 24, pag. 133). Foram
visualizados seis carbonos aromaticos, dois carbonos metilénicos (um carbinélico e outro
benzilico), um metinico carbindlico e duas metilas, além de sinais em &¢ 170,1; &¢ 165,7,
caracteristicos de carbonilas de éster.

No espectro de RMN de 'H (Anexo 107, pag. 251) foram observados, na regido
dos aromaticos, a presenca de dois sinais em 0y 6,86 (d; 9,0 Hz, 1H; &¢ 116,2) e dy 8,06
(d; 9,0 Hz; 1H; ¢ 138,4), caracteristicos de hidrogénios acoplados em posi¢do orto e um
singleto em Oy 11,74 (s, 1H), atribuido a hidrogénio de hidroxila com interagdo

intramolecular com carbonila.
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No experimento de gHMBC (Anexo 109, pag. 252) foram observadas correlagbes entre
uma hidroxila fenolica com os carbonos em &c 108,9, &c 116,2 e &c¢ 165,4 (Figura 70,
pag. 131), o que permitiu posicionar a hidroxila no anel aromatico em C-8, (6.165,4), B a

uma carbonila.

Figura 70 — Correlagcdes em gHMBC observadas para o hidrogénio &y 11,74

No espectro de RMN de 'H, foram observados ainda, sinais em &y 2,98 (dd; 12,0;
17,5 Hz; ¢ 32,6) e 0y 3,82 (dd; 3,0; 17,5 Hz; &c 32,6) atribuidos a hidrogénios
diastereotopicos benzilicos, um multipleto em Oy 4,59 (m; ¢ 75,6) e um dubleto em Oy
1,49 (d; 6,5 Hz; &c 20,8) atribuidos a hidrogénio carbindlico metinico e uma metila,
respectivamente.

As atribuigbes de todos os hidrogénios aos seus respectivos atomos de carbono,
foram realizadas apos andlise em gHSQC (Anexo 108, pag. 252, Tabela 24, pag. 133).
Estes dados, adicionados aos observados em gHMBC e ¢gCOSY (Anexos 109 e 110)
permitiram sugerir o esqueleto basico de uma isocumarina (Figura 71, pag. 131).

A correlagdo observada em gHMBC entre 0y 6,86 (H-7)<> &c 170,1 nos permitiu

posicionar a carbonila em C-1.

Figura 71 — Esqueleto basico da substancia 15
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O substituinte em C-5 foi definido como um éster etilico, tendo como base os
dados de RMN de 'H onde foram visualizados um tripleto em &y 1,32 (¢, 7,0 Hz; 3H;
0c14,3; C-10) e um quarteto em 0x4,27 (¢; 7,0 Hz; 2H; d¢ 61,0; C-11), evidenciando um
radical etil. A correlagdo a longa distancia (¢HMBC) de H-11 com 8¢ 165,7 (C-10) e com

Oc 14,3 (C-12) corroborou para a presenca de um éster etilico.

s

Figura 72 — Correlagdes observadas em gHMBC do H-11

Pelas multiplicidades dos hidrogénios aromaticos, o posicionamento de -
CO,CH,CHj; poderia ser em C-5 ou C-7, no entanto os valores de deslocamento quimico
dos carbonos 6 e 5 ndo seriam compativeis com os encontrados na literatura no caso do
éster estar em C-7. ®

A estereoquimica em C-3 foi definida pela compara¢do dos dados de rotacdo
Optica de 15{[a]*p + 1,0 (¢ 0,04; MeOH)} com os dados da literatura dos analogos (3R)-
5-carbometoxi-melleina {[a]*p -151 (¢ 1, CHCI3)}” e (S)-(+)-meleina {[a]*p +88,6 (c
0,27, MeOH}®. Estes dados e a comparacido dos dados de RMN 1D e 2D permitiram
identificar a substancia como (3S)-5-carboetoxi-meleina (5-carboetoxi-3.4-diiro-8-hidroxi-
(35)-metilisocumarina) 15.

Levantamento realizado no SciFinder e Dictionary of Natural Product indicou

tratar-se de uma substancia inédita.
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Tabela 24 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 15 em CDCl;*

Hs(m Jy) gHMQC gHMBC () gCosY
()

1 C=0 170,1 - -

3 4,59 (m) 75,6 NO 2,98: 1,49

4, |3,82(dd;3,0;17,5 32,6 108,8; 118,9; 1434 2,98: 4,59

4, 2,98 (dd; 12,0; 20,8: 75,6; 118,9; 143,6; 3,82: 4,59

17,5) 108,8

4a C, 143,4 - -

5 C, 118,9 - -

6 8,06 (4; 9,0) 138,4 165,4; 143 4: 108,8 6,86

7 6,86 (d; 9,0) 116,2 170,1; 165,4; 118,9; 108,8 8,06

8 C, 165,4 - -

8a C, 108,9 - -

9 1,49 (d; 6,3) 20,8 75,6; 32,6 4,59

10 C=0 165,7 - -

11 4,27 (¢, 7,0) 61,0 165,7; 14,3 1,32

12 1,32 (¢; 7,0) 14,3 61,0 427
8-OH 11,74 (s) - 165,4;116,2; 108,8 NO

* deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, () em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO= Correlacdes ndo observadas

V.4.3.2 Determinac¢ao Estrutural da Substancias 11

CH3

Figura 73 — Estrutura da (35, 45)-5-carbometoxi-4-hidroximeleina

133



V. Estudo Quimico e Biologico de Acremonium sp.

A substincia foi isolada como sélido amorfo branco, [a]*p +59,29° (0,1;
MeOH), e submetida a espectrometria de massas de alta resolucio, RMN de 'H e "*C uni
e bidimensionais.

O espectro de massas obtido por EM-ESI (-) (Anexo 91, pag. 237), apresentou o
sinal de m/z 251,0562 (100%), indicando a molécula desprotonada [M-H]. A massa para
[M] foi calculada como 252,2201 DA o que associado aos dados de RMN de "C
permitiu sugerir a formula molecular C;,H;,Os.

A pequena quantidade de massa da substincia impossibilitou a obteng¢do dos
dados de RMN de "C, deste modo, estes foram obtidos com base nos experimentos de
gHSQC e gHMBC (Anexo 93 e 94; pag. 239; Tabela 25, pag. 136).

Os espectros de RMN de 'H e “C 1D e 2D de 11 (Anexo 92, pag. 238)
evidenciaram um perfil espectroscopico muito parecido com os da substancia 15,
diferindo nos pontos mostrados a seguir:

a. O espectro de RMN de 'H (Anexo 92) evidenciou a auséncia dos
hidrogénios metilénicos benzilicos e a presenca de um hidrogénio metinico
oxibenzilico em 0y 3,84 (sl);

b. Os dados de hidrogénio e carbono evidenciaram também a auséncia dos

sinais caracteristicos de éster etilico e o aparecimento de um éster metilico.

Pela andlise detalhada do gCOSY (Anexo 95, pag. 240) fo1 visualizada correlagdo
de H-4H-3<>H-9, corroborando para a suposi¢do de oxidagdo do carbono benzilico, o
que também foi confirmado pela correlagao observada em HMQC de H-3<>0¢ 65,3. As
correlagdes observadas em ¢gHMBC (Anexo 94, pag. 239) entre 0y 5,03 <> ¢ 107,8 (C-
8a)/ &¢ 120,0 (C-5), Oy 4,98 (H-3)<> dc 65,3 e 0y 1,29 (H-9)«> d¢ 65,3, nos permitiram

inequivocamente posicionar a hidroxila em C-4. (Figura 74, pag. 135).
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Figura 74 — Correlacdes de gHMBC e gCOSY observadas para a substancia 11

A fungdo éster metilico foi posicionada em C-5 pelo mesmo motivo
discutido para a substancia 15.

A estereoquimica relativa de 11 foi definida com base nas constantes de
acoplamento entre H-3 e H-4 de 1,9 Hz, colocando-os em uma posi¢ao axial/equatorial
(Tabela 25, pag. 136) e a configuragdo absoluta foi determinada por comparagdo com o0s
dados de rotacdo optica de 11 com a (3R,4R)-4,7-diidroxymeleina, um [a]*p — 70,5 (c
0.13, MeOH)*.

A substancia foi determinada como sendo a (3S,45)-5-carbometoxi-4-
hidroximeleina, e o levantamento bibliografico realizado no SciFinder e Dictionary of

Natural Products indicou tratar-se de uma substancia inédita.
Andlogos da substancia 11, como 4-hidroximeleina apresentam forte atividade

antifingica contra os fungos fitopatogenos Cladosporim cladosporioides € C. sphaerospermum

e moderada inibicdo da enzima acetilcolina (AChE)®.
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Tabela 25 — Dados de RMN 1D e 2D da substacia 11 em CDCl;*

Hs (m, Ju,) Cs gHMBC (8) gCOSY
(¢HMQC)
1 C=0 168,3 i -
3 | 4,98(qd 1,9;7,0) 79,7 65,3; 18,9; 142,3; 168,3 1,29
4 5,03 (d; 1,9) 65,3 120,0; 107,8 3,84
4a Co 142,3 i ;
5 Co 120,0 i -
6 8,06 (d; 9,0) 138,6 142,3; 165,7 6,99
7 6,99 (d: 9,0) 118,2 107,8; 120,0; 165,7 8,06
8 Co 165,7 ] )
8a Co 107,8 . .
9 1,29 (d; 7,0) 18,9 79,7; 65,3 4,98
10 C=0 167,3 i ;
11 3,87 () 53,0 167,5 NO
8-OH 11,91 (s) : 165,7; 118,2; 107,8 NO
4-OH 3,84 (s)) : 79,7; 65,3 5,03

* deslocamentos quimicos relativos a0 TMS como referéncia interna, () em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO = Correlagdes ndo observadas

V.4.3.3 Determinac¢ao Estrutural da Substancia 10

MG .

O

“CH,
9

Figura 75 — Estrutura da (R)-8-metoxi-meleina

A substancia 10 foi isolada como soélido amorfo branco, [a]*p -12.57° (¢ 0,1;
MeOH) e submetida a espectrometria de massas de alta resolu¢io, RMN de 'H e "*C uni
e bidimensionais.

O espectro de massas obtido por EM-IES (+) (Anexo 85, pag. 233) apresentou o
sinal de m/z 215,0676 (100%), indicando a formagdo do aduto [M+Na]", além dos sinais
de m/z 193,0859 (78,6%) e m/z 231,0444 (5,52%) indicando a molécula protonada

136



V. Estudo Quimico e Biologico de Acremonium sp.

[M+H]" e a formag¢do do aduto [M+K]. A massa para [M]" foi calculada como 192,2112
DA, o que associado aos dados de RMN de 'H e "C confirmou a féormula molecular
Cy1H1,0s.

Estas informacdes aliadas aos dados de RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais,
evidenciaram tratar-se de uma isocumarina assim como 15, sendo que as diferencas
observadas foram o padrdo de substituicdo aromatico no espectro de RMN de 'H (Anexo
86, pag. 234) que apresentou sinais em Oy 6,72 (1H, d; 8,0 Hz), 04 6,85 (1H; d; 8,0 Hz) e
em Oy 7,38 (1H; dd; 8,0; 8,0 Hz) indicando um sistema aromatico trisubstituido com
hidrogénios acoplados em posi¢do orto/meta, atribuidos as posi¢cbes 7, 5 e 6
respectivamente.

Para esta substancia, foi observado também, um singleto (3H) em & 3,88 e
correlacdao em gHSQC (Anexo 87, pag. 235) com o carbono &¢ 56,0 (C-10), atribuido a
uma metoxila aromatica. A correlagdo observada em gHMBC (Anexo 88, pag. 235)
entre H-10 e &¢ 160,8 (C-8) confirmou a posicdo da metoxila. As correlagdes observadas
no experimento de gHMBC de H-5 com 8¢ 113,4 (C-8a) e &¢ 119,1 (C-7), de H-6 com &¢
141,7 (C-4a) e ¢ 160,8 (C-8) e H-7 com d¢ 113,4 (C-8a) e d¢ 110,8 (C-5), permitiram

atribuir os carbonos aromaticos em suas respectivas posi¢oes (Tabela 26, pag. 138).

No espectro de RMN de 'H, foram observados ainda, sinais em 0y 2,78 (dd; 2,5;
15,5 Hz; &¢ 36,2) e dy 2,84 (m; O¢c 36,2), atribuidos aos hidrogénios H-4, e H-4,, além de
um multipleto em Oy 4,47 (m, &¢c 74,1, 1H) caracteristico de hidrogénio carbinolico que
foi conferido a posicio 3, e um dubleto em Oy 1,41 (d; 6,0Hz; 3H; &¢c 20,7) que foi
atribuido a uma metila em C-3.

Estes dados permitiram identificar a substancia como a 8-metoxi meleina® com
formula molecular C,;H,,0;. A comparacgdo dos dados de rotagdo Optica de 10 {[a]”p -
12.5714 (0,1; MeOH)} com dados de (R)-8-O-metilmeleina {[a]*p -259,0 (¢ 0,50,
CHCly)} e da (S)-(+)-meleina {[a]*p +88,6 (c 0,27, MeOH)} encontrados na literatura®,

nos permitiram determinar a substancia como sendo (R)-8-metoxi-meleina.

Esta substdncia foi relatada como um produto natural isolado do fitopatogeno
Septoria nodorum®™ e mais recentemente foi isolada do fungo endofitico Penicillium sp.,
1solado de Alibertia macrophylla apresentando atividade antifingica contra s fungos

Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum®™ .
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Tabela 26 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 10 em CDCl;*

Hs (m, Ju,) Hs gHMBC (8) gCOSY
(eHMQCO)

1 C=0 NO - -

3 4,47 (m) 74,1 NO 2,84; 1,41
da | 2,78 (dd: 2,5; 15,5) 36,2 141,7; 113,4; 20,7 NO
4B 2,84 (m) 141,7; 74,1 4,47
4a Co 141,7 - -

5 |6,72(d; 8,0) 119,1 113,4; 110,8; 36,2 7,38

6 | 7.38(dd: 8,0;8,0) 134,4 160,8; 14,7 6,85; 6,72

7 6,85 (d: 8,0) 110,8 119,1; 113,4 7,38

8 Co 160,8 - -
8a Co 113,4 - -

9 1,41 (d; 6,0) 20,7 74,1; 36,2 4,47
10 3,88 () 56,0 160,8 NO

* deslocamentos quimicos relativos a0 TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO= Correlagdes ndo observadas

V.4.3.4 Determinacao Estrutural da Substancias 14

OH O

oO—
M

Figura 76 — Estrutura da (3R)-5-carbometoximeleina

Os dados espectrométricos obtidos para a substdncia 14 mostraram-se muito
parecidos com os da substdncia 15, sendo que a unica diferenga observada fo1 um éster
metilico ao invés de éster etilico em C-5.

A substancia foi isolada como sélido amorfo branco, [a]*p -16,00° (¢ 0,03;
MeOH) e o espectro de massas obtido por EM-IES (-) (Anexo 101, pag. 246) apresentou
o sinal de m/z 235,0611 (100%), indicando a molécula desprotonada [M-H]". Estes dados

aliados a massa calculada para [M] como 236,2207 DA, e os dados de RMN de “C,
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permitiram sugerir a formula molecular C,H;,0s, corroborando para a presenca de uma

1socumarina.
Andlise detalhada dos experimentos de gHMBC (Anexo 104, pag. 248)

evidenciaram a presenca de uma carbonila em 8¢ 165,5, correlacionando-se a longa

distancia (J°) com uma metila em &y 3,80 (s; &¢ 51,3), confirmando novamente a

presenca de um éster metilico em C-5.
Os dados obtidos nos experimentos de RMN de 'H e °C uni e bidimensionais
(Tabela 27, pag. 139), associados com os da literatura” permitiram identificar a

substancia como sendo a 5-carbometoxi-meleina (5-carbometoxi-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-

metilisocumarina).

A estereoquimica de C-3 foi determinada por comparacio com os dados de
rotacdo Optica obtidos da literatura para a (3R)-5-carbometoximeleina {[a]*p -151 (¢ 1,0;

CHCl;)}”, estabelecendo assim a substancia como sendo (3R)-5-carbometoximeleina.

Tabela 27 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 14 em CDCl;*

Hs (m,Ju,) Cs gHMBC (5) 2COSY
(¢HMQCO)

1 Cc=0 NO - -

3 4,60 (m) 75,1 NO 3,80; 2,98; 1,49

4, | 2,98 (dd; 12,0; 18,0) 31,8 20,3;75,1; 108,3; 118,0; 142,9 3,80; 4,60

4, | 3,81(dd: 3,0; 18,0) 108,3; 118,0; 142,9 4,60; 2,98

40 Co 142,9 ] ;

5 Co 118,0 ; ;

6 8,06 (d: 9,0) 137,9 142,9; 165,0 6,87

7 6,87 (d: 9,0) 115,5 108,3; 118,0; 165,0 8,06

8 Co 165,0 ] )

8 Co 108,3 ; ]

9 1,49 (d: 6,5) 20,1 31,8; 75,1 4,60

10 C=0 165,5 ; )

11 3,80 (s) 51,3 165,5 NO
8-OH 11,76 (s) - 108,3; 115,5; 137,9; 165,0 NO

* deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, () em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
NO= Correlacdes ndo observadas

A substancia 14 foi isolada como metabdlito do fungo fitopatdogeno Hypoxilon
mammatum’ e mais recentemente isolada de um fungo endofitico associado com Picea
glauca, apresentando significante toxicidade contra larvas de Choristoneura fumiferana

(uma espécie de borboleta) e células de levedura™.
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V.4.4 Determinacao Estrutural da Griseofulvina e Descloro-griseofulvina

V.4.4.1 Determinacao Estrutural da Substancias 13

Figura 77 — Estrutura da Griseofulvina

A substancia foi isolada como sélido branco, [a]*p + 15,98° (¢ 0,29, MeOH), e

submetida a andlises por espectrometria de massas de baixa resolucio e RMN de 'H e
BC. A determinacdo estrutural foi realizada com base nos dados obtidos nestes
experimentos e compara¢io com os dados da literatura®"®'.

O espectro de massas obtido por EM-IES (+) (Anexo 98, pag. 243) apresentou o
sinal de m/z 353,0786 (100%), indicando a molécula protonada [M+H]", além do sinal
de m/z 375,0605 (57,7%) indicando a formag¢do do aduto [M + Na]". A massa para [M]"
foi calculada como 352,0714 DA o que, associado aos dados de RMN de 'H e “C

sugeriu a formula molecular C;;H;;ClOg.

Os espectros de RMN de 'H (Tabela 28, pag. 141; Anexo 99, pag. 244) apresentou
sinais caracteristicos de metoxilas em Oy 3,96, &y 3,91 e Oy 3,55, um sinal em &y 5,47

atribuido ao hidrogénio olefinico e um sinal na regido de hidrogénios aromaticos (On
6,06) indicando um anel aromatico pentassubstituido. Foram observados ainda sinais de
uma metila em Oy 0,89, um hidrogénio metinico [0y 2,77 (m)] e dois hidrogénios
metilénicos [0y 2,36 (dd; 7,5; 27,0 Hz) e 42,96 (dd; 22,0; 27,0 Hz)]

No espectro de RMN de "C (Tabela 28; Anexo 100, pag. 245) foi possivel
observar a presenca de 17 atomos de carbono, dentre estes, seis carbonos aromaticos

(B¢ 105,2, d¢c 164,6, dc 89,5, dc 157,8, 8¢ 97,3 e d¢ 169,6), dois carbonos sp® de uma
enona (&c 170,8 e &¢ 104,9), duas carbonilas conjugadas (8¢ 192,4 e &¢ 197,0), trés
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metoxilas (O¢ 57,0, ¢ 56,4 e d¢ 56,6), uma metila em Oc 14,2, um metino em O¢ 36,4, um
carbono metilénico em &c¢ 40,1 e um carbono quaternario em &c¢ 90,8.

Com estes dados, juntamente com os dados de espectrometria de massas e uma
detalhada comparacdo com a literatura™, foi possivel identificar a substancias 13 como

sendo Griseofulvina.

Tabela 28 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 13 em CDCl;*

H s (m.Jm) C(5)
3 C=0 192,4

3a Co 105.2

4 Co 164.6

5 6,06 (5) 89,5

6 Co 157,8

7 Co 97,3

7a Co 169,6

T Co 90,8

2 Co 170,8

3 5.47 (5) 104.9

g C=0 197.0

2,36 (dd: 7,5; 27,0)

5’ 2,96 (dd- 22,0; 27.,0) 40,1

6 2,77 (m) 36,4
4-OCH, 3,96 (s) 57.0
6-OCH; 3.91 (s) 56.4
6'-CH, 0,89 (d: 11,5) 142
2.0CH, 3,55 (s) 56.6

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

A griseofulvina é um metabdlito produzido por varias espécies de fungos e €
utilizada como um poderoso antifingico na medicina, em animais domésticos e como
fungicida utilizado na agricultura®. E empregada comercialmente nos medicamentos
Fulcin® (Zeneca) e Sporostatin® (Shering Plough) e o seu mecanismo de a¢do acontece
pela inibicido da mitose celular fungica, impedindo a divisdo celular. Este agente
fungicida apresenta atividade in wvitro contra varias espécie de Microsporum,

Epidermophyton e Trichophyton®.
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V.4.4.2 Determinac¢ao Estrutural da Substancias 12

Figura 78 — Estrutura da Descloro-griseofulvina

A substancia foi isolada como solido branco [o]*p 14,4° (¢ 0,11, MeOH) e
submetida espectrometria de massas de baixa resolucio e RMN de 'H. A determinagdo
estrutural foi realizada com base nos dados obtidos nestes experimentos e comparagao
com os dados da literatura™.

O espectro de massas obtido por EM-IES (+) (Anexo 96, pag. 241) apresentou o
sinal de m/z 319,1176 (100%), indicando a molécula protonada [M+H]", além do sinal
de m/z 341,0995 (74,0%) indicando a formag¢do do aduto [M + Na]". A massa para [M]"
foi calculada como 318,1103 DA e estes dados, associado aos dados de RMN sugeriram
a formula molecular C;7H 3O0s.

O espectro de RMN de 'H (Tabela 29, pag. 143, Anexo 97, pag. 242) apresentou
um perfil semelhante ao da substancia 13 (griseofulvina), tendo com principal diferenca
os sinais na regido dos hidrogénios aromaticos: foram identificados dois sinais em Oy
6,16 (s; H-5) e &y 5,98 (s; H-7), indicando um padrao de substitui¢do meta, em um anel
aromatico tetrassubstituido.

Foram ainda observados outros sinais referentes aos demais hidrogénios: um
singleto em &y 5,47 indicando a presenc¢a de um hidrogénio oleofinico; trés singletos em
On 3,55, Oy 3,84 e Oy 3,83 caracteristico de metoxilas, sendo duas aromaticas e uma sobre
sistema insaturado; um dubleto em &y 0,90 (11,0 Hz) e um mutipleto em 0y 2,68 que
foram atribuidos a metila e ao hidrogénio metinico na posi¢do 6’, respectivamente.

38184 evidenciaram a

Estes dados amparados pelos descritos na literatura
substancia como 7-desclorogriseofulvina. Por tratar-se de uma substancia com dados
estruturais completos descritos na literatura, os espectros de RMN de "“C e outros

experimentos bidimensionais ndo foram realizados.
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Tabela 29 — Dados de RMN 1D e 2D da substancia 12 em CDCl;*

H 8 (m, l]'Hz) IH 8 (m, JHz) 13C(6)
CAFEU et al, 2005 CAFEU et al,
2005
3 C=0 - 192,4
3a C, - 104,4
4 Cy - 159,1
5 6,16 (s) 6,15 (d: 1,5) 88,6

6 Cy - 170,4

7 5,98 (s) 5,97 (d: 1,5) 933

7a C, 176,1

1’ C, - 89,9

2’ C, - 171,3

37 5,47 (s) 5,47 (s) 1048

i C=0 - 107,3

5’ 2,33 (dd; 7,0; 27,0) 2,33 (dd; 5,0; 17,0) 40,1

3,00 (dd; 22,5: 27,0) 2,99 (dd- 13,0; 27,0)

6’ 2,68 (m) 2,,68 (m) 36,6
4-OCH, 3,84 (s) 3,83 (s) 56,1
6-OCH, 3,83 (s) 3,82 (s) 56,1
6’-CH; 0,90 (d; 11, 0) 0,89 (d; 6,5) 14,2
2-OCH, 3,55 (s) 3,55 (s) 56.6

* deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (0) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.

A griseofulvina € produzida por varios fungos como Penicillium griseofulvum, P.
Janczewskii®, P. patulum, enquanto que o seu derivado 7-desclorogriseofulvina ja foi
produzido por P. griseofulvum, P. janczewskii, Coriolus vernicipes, Asperfillus versicolor™.

Ambas as substancias (griseofulvina e 7-desclorogriseofulvina) foram isoladas
como metabolitos secudarios de Xylaria sp., um fungo endofitico associado a Pauliourea

marcgravii™.

V.5 Ensaios Bioldgicos das Substancias Isoladas de Acremonium sp.

V' Ensaio Preliminar para Avaliacdo das Atividades Antifungicas e Anticolinesterdsicas

das Substdncias Isoladas

Por apresentar maior quantidade de massa, a substancia 08 foi submetida aos

ensaios qualitativos da atividade antifungica e anticolinesterasica [Tépico VII. 2.3.4, pag.
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166. Na avaliacdo da atividade anticolinesterasica a amostra foi analisada na
concentra¢do de 50ug, e para os ensaios antifingico na concentragao de 400 pg .

Os resultados mostraram uma forte atividade desta substancias para o ensaio
anticolinesterdsico e nao apresentou atividade antifungica frente os micro-organismos

testados, embora seja descrita na literatura com esta atividade (Figura 79, pag. 144).

Figura 79 — Ensaios qualitativos das atividades antifingicas e anticolinesterasica da substancia 08

Posteriormente, todas as substancias isoladas foram submetidas aos mesmos
ensaios qualitativos da atividade antifingica e anticolinesterasica. Para estes ensaios
foram aplicadas 100 ug de cada substancia em placas cromatograficas que foram entdo
submetidas aos mesmos procedimentos citados no Topico VII.2.1.5 (pag. 157).

Os resultados estdo apresentados na Tabela 30 (pag. 145), evidenciando atividade
anticolinesterasica para as substancias 09 (1,3,6-triiidroxi-8-metilxantona) e 10 (8-metoxi-
meleina).

Sendo assim, foram solicitadas a andlises par a determina¢do dos limites de
detec¢do nos ensaios disponiveis na rete BIOprospecTA inserido no programa BIOTA-
FAPESP.
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Tabela 30 — Avaliacdo qualitativa das atividades antifungida a anticolinesterasica das
substancias isoladas

Atividade Antifangica Atividade
Anticolinesterasica

Cladosporium Cladosporium

cladosporioides | sphaerospermum
Subst. 08 - - -
Subst. 09 NT - **
Subst. 10 NT - **
Subst. 11 NT - -
Subst. 12 NT - -
Subst. 13 NT - -
Subst. 14 NT - NT
Subst. 15 NT NT

(**) = Ativo; (- )= Inativo; (NT)= Nao testado

v’ Ensaio preliminar com DPPH para DeteccGo do Potencial Antioxidantes das
Substdncias Isoladas
Todas as substancias foram submetidas ao ensaio qualitativo do potencial
antioxidante, seguindo o mesmo procedimento realizado para os extratos brutos (Topico
VII.2.1.5, pag.157), e utilizando as mesmas condi¢Oes estabelecidas para os extratos [
Silica de fase normal, e eluentes CHCl;:MeOH 9:1 V/V].
O ensaio evidenciou uma mancha clara na posi¢do referente a substancia 09
(1,3,6-triidroxi-8-metilxantona) e uma mancha levemente clara na posi¢ao referente a
substancia 08 (Citocalasina D), sugerindo uma possivel atividade oxidante para estas

duas substancias (Figura 80, pag. 145).

A B
1- Sub.9
2- Sub.8
3- Sub. 10
4- Sub. 11
5- Sub. 12
6- Sub. 13

1 2345678 12345678 7- Sub. 14
8- Sub. 15

Figura 80— Ensaio qualitativo da do potencial antioxidante das substancias isoladas: A) revelagdo
com DPPH,; B) revelagdo com luz UV 254 nm
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VI.CONCLUSOES

O trabalho de isolamento dos fungos endofiticos de folhas e caules de Senna
spectabilis conduziu ao isolamento de 43 linhagens fungicas, sendo 16 obtidas das folhas e
27 do caule. A avaliagio prévia das caracteristicas macroscOpicas de cada fungo
endofitico isolado possibilitou a selecdo de 28 linhagens para triagem quimica e
biolégica.

A variagdo metabdlica observada pela analise dos dados de RMN de 'H e CLAE-
DAD dos extratos brutos das linhagens cultivadas foi muito distinta, evidenciando
diversas classes de metabolitos especiais. Esta observagdo sugere que essas espécies
estejam desempenhando um possivel papel ecologico de cada linhagem em associagdo
com a espécie vegetal.

A potencialidade destes extratos frente aos ensaios anticolinesterasicos e
antifngicos contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
sphaerospermum € o0s resultados qualitativos do potencial antioxidante foram
surpreendentes, considerando que todas as linhagens apresentaram uma ou mais
substancias com potencial atividade.

Estes resultados contribuem com os estudos de fungos endofiticos de espécies

vegetais de Cerrado e Mata Atlantica, contribuindo com mais linhagens para a micoteca.

A diferenca no modo de cultivo (estdtico e sob agitagdo) para obtengdo do extrato
bruto de M. gramineum em escala ampliada, evidenciou que esta modificagio nao
influenciou consideravelmente a produg¢do metabolica deste micro-organismo.

O estudo do extrato bruto produzido por M. gramineum resultou no isolamento de
7 substancias, sendo 3 pertencente a classe das dicetopiperazinas e 4 da classe dos
tricotocenos.

As dicetopiperazinas sdo substancias produzidas por varias espécies de fungos e
apresentam as mais diversas atividades biologicas, como antibidtica, ansiolitica,
citotoxicas entre outras, o que sugere um papel ecoldgico deste micro-organismo quando
associado a espécie vegetal, protegendo-a de possiveis patdogenos ou predadores ou ainda
letal a estes. Adicionalmente, os tricotocenos isolados neste trabalho apresentam uma

alta complexidade estrutural, e apesar da alta toxicidade de alguns, esta classe apresenta
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atividades bioldgicas importantes, o que tem estimulado os estudos de relagdo
estrutura/atividade para redu¢do da toxicidade e potencializagio das atividades
biologicas.

E importante salientar que, embora algumas espécies do género Mytothecium
sejam relatadas como fitopatdgenos, M. gramineum foi isolado como fungo endofitico de
folhas saudaveis de S. spectabilis o que sugere uma provavel relagdo de simbiose entre

estas duas espécies.

A obteng¢do do extrato bruto em larga escala de Acremonium sp. nos dois modos de
cultivo evidenciou diferencas na produgcdo metabolica e na quantidade de extrato bruto
obtido, sugerindo que o modo de incuba¢dao pode influenciar a producao de algumas das
substancias produzidas por este micro-organismo.

O estudo do extrato bruto produzido por Acremonium sp. resultou no isolamento
de 8 substancias, sendo 1 citocalasina, 1 xantona e 4 isocumarinas, entre estas, duas
inéditas [(3S, 45)-5-carbometoxi-4-hidroximeleina (11) e (3S5)-5-carboetoxi-meleina (15)]
e a Griseofulvina (13) e desclorogriseofulvina (12).

Xantonas sdo substancias isoladas de espécies de Senna, e o isolamento desta
substancia de um fungo endofitico associado a Senna € muito interessante, pois € O
primeiro relato da co-produg¢do de um metabodlito por Senna e o endofito associado a
esta. Esta observacdo € intrigante, pois xantonas sio marcadores de Senna e ndo
podemos, entdo, sugerir que as xantonas isoladas deste género em outros trabalhos
pudessem ser produtos dos fungos associados.

Deve-se ressaltar também que todas as substancias isoladas de Acremonium sp. sao
relatadas com atividades bioldgicas além de apresentarem alto valor agregado e interesse
comercial, como ¢ o caso da griseofulvina, utilizada comercialmente como um poderoso
antifingico na medicina, em animais domésticos e como fungicida para agricultura.

Estas observagdes sdo condizentes com a teoria ecologica que sugere que, micro-
organismos submetidos a alto nivel de “stress” ambiental ou intensas intera¢cdes com
outros micro-organismos apresentam alta diversidade metabdlica com potencial

bioatividade.
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Os ensaios biologicos realizados com as substancias isoladas, para avaliagdo das
atividades antifungicas, de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e do potencial
antioxidante evidenciaram que: Verrucarina A (01) e Roridina A (05), apresentam
atividades antifungicas frente os fungos fitopatogenos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum e anticolinesterasica; Ciclo (L-Pro-L-Leu) (03), Citocalasina D (08) e
1,3,6-triiddroxi-8-metilxantona (09) apresentam atividade anticolinesterasica; e Ciclo (L-
Pro-L-Tyr) (02), Citocalasina D (08) e 1,3,6-triidroxi-8-metilxantona (09) potencial

atividade antioxidante.

Os resultados obtidos deste trabalho sdo muito encorajadores, pois reforcam o
conhecimento da grande diversidade quimica e potencialidade bioldgica dos metabdlitos
produzidos por micro-organismos associados a espécies vegetais, e de forma particular

aos endofitos associados a S. spectabilis.
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VII. MATERIAIS, INSTRUMENTOS E
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VII.1 TECNICAS, MATERIAIS E INSTRUMENTOS

VII.1.1 Meios para Cultivo dos Micro-organismos

Os micro-organismos foram cultivados em meios de cultura sélidos e liquidos
comerciais a temperatura controlada (25°C), utilizando, para os meios liquidos,
incubadoras rotatorias dos fabricantes Marconi e Tecnal :

BDA (meio de cultivo s6lido) — Batata Dextrose Agar (SIGMA): 39 g/L de agua.
[Fécula de batata (4 g); dextrose (20 g), agar (15 g)]

MBD (meio de cultivo liquido) — Meio de Batata Dextrose (DIFCO): 24 g/L de
agua. [Fécula de batata (4 g); dextrose (20 g)]

Durante o processo de isolamento dos micro-organismos foi adicionado ao meio

de cultivo solido o antibidtico Gentamicina (100 mg/mL).

VII.1.2 Esterilizacao dos Materiais

A esterilizagdo de todo material utilizado na manipulacdo dos micro-organismos,
e também os meios de culturas preparados, foi realizada em autoclave do fabricante

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

VII.1.3 Manipulag¢ao dos Micro-organismos

Todo o procedimento de esterilizagdo do material vegetal e manipulagdo dos
micro-organismos foram realizados em Capela de Fluxo Laminar Pachame PA 310-Série

172-99.

VII.1.4 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)
Nas analises por CCDC foram utilizadas placas comerciais da Merck, com silica
de fase normal (silica G TLC Plates W/UV 254, 200 pm) e silica de fase reversa (C-18
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silica TLC Plates w/UV; 150 pm). Os solventes utilizados nos sistemas cromatograficos
foram selecionados de acordo com a fase estacionaria.

As revelagdes foram obtidas por: irradiacdo ultravioleta (UV 254 e 366 nm);
nebulizagdo com anisaldeido seguido de aquecimento, Dragendorff ou exposicao a 10do

sublimado.

VII.1.5 Cromatografia em Coluna (CC)
Nas separacdes cromatograficas em coluna aberta ou sob pressdo foram utilizadas
colunas de vidro de diferentes didmetros interno e comprimentos.
Fases estacionarias utilizadas:
v' Silica gel C-18 (tamanho da particula: 40-63 um; Merck);
v' Silica gel fase normal (tamanho da particula:0,060-0,200 mm; didmetro do
poro 6 nm; ACROS organics)
v Sephadex LH-20 (tamanho da particula: 18-111 um(seca); 30-100 pm (em
MeOH); Amersham Biosciences).

v" Silica flash (tamanho da particular: 40-63 um; Silicycle)

VII.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para as analises do perfil quimico, otimiza¢do e isolamento das substancias por
CLAE foram utilizados equimentos Varian ProStar com detectores de arranjos de diodo
(DAD) e UV-Vis e Shimadzu UV-VIS (SPD-10Avp).

Colunas utilizadas:

v' Analiticas:

- Phenomenex (Luna) com silica do tipo C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pm);

- Phenomenex (Luna) com silica do tipo Fenil-hexil (250 x 4,6 mm, 5 pm);

- Supelco com silica do tipo C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pm);

- Shimadzu Fenil (Shimpack CLC-Phenyl (M); 250 mm x 4,5 mm);

v" Monolitica:
- Phenomenex Onyx — ODS (100 x 4,60 mm)
v' Semi-preparativas:
- Phenomenex com silica do tipo C-18 (150 x 21,2 mm, 5 pm);

v Preparativas:
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- Phenomenx (Luna) com silica do tipo C-18 (250 x 21,20 mm, 10 pm);
- Shimadzu Fenil (Shimpack CLC-Phenyl (M); (250 mm x 21,2 mm).

VII.1.7 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '*C

Os espectros de RMN 'H, C, os experimentos uni e bidimensionais foram
realizados em espectroémetro Varian INOVA-300 e 500 MHz e Bruker AVANCE, Ultra
Shield-Plus - 600 MHz, operando a 300, 500 e 600 MHz, e TMS como referéncia interna.

VII.1.8 Espectrometria de Massas
Os espectros de massas de alta e baixa resoluc¢do foram obtidos em um
espectrometro de massas modelo UltrOTOFQ (ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker

Daltonics), operando no modo positivo ou negativo.

VII.1.9 Analise de rotacdo optica [o]p*

As analises de rotacdo Optica das substancias isoladas foram realizadas em um

Polarimetro JASCO P-1020, com lampada de s6dio operando a 589 nm e cela de 1,0 ml.

VII.1.10 Solventes utilizados
Deuterados: Merck, Aldrich e Fluka.
Nao-Deuterados: Merck, J.T. Baker, Synth, Mallinckrodt p.a. e H,O MilliQ.

VIIL.1.11 Outros Equipamentos

Evaporador rotatorio - Buchi
Balanca analitica — Mettler Toledo AG 245
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VII.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VII.2.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS E TRIAGEM QUIMICA E

BIOLOGICA

VIIL.2.1.1 Selecao, Coleta e Classificacao do Material Vegetal

Para o isolamento dos fungos endofiticos foram selecionadas folhas e ramos de
um espécime de S. spectabilis escolhido anteriormente pelo grupo de pesquisa para estudos
fitoquimicos.

A classificacdo foi realizada pela Prof. Inés Cordeiro do Instituto de Botanica da
USP (exsicata SP 384109).

VIIL.2.1.2 Isolamento, Purificacdao e Preservacdao dos Fungos Endofiticos

O isolamento dos fungos endofiticos a partir do material vegetal foi realizado
tendo como base o procedimento experimental citado por Maier (1997)**: a superficie do
material vegetal foi lavada com agua e sabao, e esterilizada por imersdao sucessiva em
NaClO 1% (5 minutos), agua estéril (10 minutos) e etanol 70% (1 minuto), seguida de
dupla lavagem em agua estéril (10 minutos) e posterior secagem em ambiente estéril. As
folhas e ramos foram seccionados assépticamente em 3 ou 4 pedagos, de
aproximadamente 1 cm?®. Cada pedaco foi inoculado em meio de cultura s6lido BDA
(Batata Dextrose Agar) ao qual foi adicionado, apds ser autoclavado, o antibiotico
sulfato de gentamicina (100 mg/mL), para evitar o crescimento bacteriano. O
crescimento dos fungos foi monitorado até suas hifas apresentarem aproximadamente 1-2
cm de didmetro, sendo entdo retirada uma pequena massa micelar de cada linhagem, e
inoculada separadamente em outra placa. Este procedimento foi realizado até obtengdao
da cultura pura.

A avaliagdo quanto a pureza das linhagens foi realizada através da aparéncia
uniforme nas placas, sendo posteriormente preservadas em ‘“slants”, preparados com
agua estéril, e depositadas na micoteca do Departamento de Quimica Organica/IQAr-SP
(Figura 81, pag. 155) .
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Figura 81 — A) Preservacdo dos micro-organismos em “slants”; B) Fungos endofiticos
preservados e mantidos a temperatura ambiente — Micoteca

Para verificagdo da eficiéncia da esterilizagdo externa do material vegetal, a tltima
agua de lavagem foi plaqueada em placas de petri contendo BDA e mantidas sob as
mesmas condi¢des de incubag¢do dos micro-organismos, para verificacao de crescimento

microbiologico.

VII.2.1.3 Cultivo dos Micro-organismos para Obtencao dos Extratos Brutos

As linhagens selecionadas foram repicadas para placas de Petri contendo BDA
para obtencdo de maior massa micelar e posterior cultivo em meio liquido. Apds o
periodo de incubagido, estas foram inoculadas em 600 mL de meio liquido MDB (dois
frascos de 500 mL contendo 300 mL de meio liquido para cada fungo), e mantidas em

incubadora rotatoéria, sob temperatura controlada (25°C) por 28 dias (Figura 82, pag.
156).
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Figura 82 — Crescimento dos fungos endofiticos em meio liquido (“shaker”).

Ao final do periodo de fermentacio os meios de cultivos foram filtrados,
separando-se 0s micélios do caldo fermentado. O filtrado aquoso foi submetido a
particao liquido/liquido com AcOEt (3 x 72 do volume total de caldo fermentado), que

apos a evaporagdo dos solventes resultou nos respectivos extratos brutos.

VIL.2.1.4 Avaliacao do Perfil Quimico dos Extratos Brutos

Os extratos brutos obtidos de cada fungo endofitico foram submetidos a analises
quimicas utilizando as seguintes técnicas:

V' Andlise por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC):

As andlises dos extratos brutos realizadas por CCDC foram otimizadas utilizando
silica de fase normal e fase reversa (C-18) como fases estaciondrias e misturas binarias
dos solventes AcOEt, Hexano, MeOH e CHCI; para a selecdao da fase movel. O sistema
que apresentou melhor separagdo e resolug¢do cromatografica foi silica de fase normal

como fase estacionaria e eluicdo com CHCl;:MeOH (90:10 V/V).

V' Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de
Diodos:

Nas analises do perfil quimico dos extratos brutos realizadas por CLAE-DAD, as

amostras foram submetidas a eluicio em gradiente exploratério com coluna analitica C-
18 (Supelco; 250 x 4,6 mm, 5 pm), eluida com ACN:H,O (5:95 V/V) até (1:0 V/V) em

40 min., permanecendo 15 min. nesta condi¢do, num fluxo de 1,0 mL/min.. Estas
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analises foram realizadas em um equipamento Varian ProStar com detectores de arranjos

de diodo (DAD) operando inicialmente a 254 nm.

v Andlise por Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H):

Para obtengdo dos espectros de RMN de H' dos extratos brutos, as amostras foram

submetidas a analise utilizando DMSO-ds ou CDCl; como solventes deuterados.

VIL.2.1.5 Avaliacao do Perfil Biologico dos Extratos Brutos
As analises biologicas realizadas para os extratos brutos foram:
v' Ensaio Preliminar com DPPH para Deteccio de Substincias Antioxidantes.

A propriedade antioxidante pode ser identificada nas estruturas quimicas que tém
a capacidade de doar um hidrogénio radicalar, estabilizando facilmente o elétron
desemparelhado remanescente na sua estrutura, através de ressondncia, sendo esse
modelo geralmente observado em estruturas fenolicas.

Utilizando as condigbes cromatograficas pré-estabelecidas para andlise em
CCDC, os extratos brutos foram submetidos a separacdo cromatografica, em duplicata.
Uma das placas cromatograficas foi revelada em luz UV 254 nm e 366 nm e com
anisaldeido para localiza¢gdo das manchas e outra nebulizada com solu¢do de DPPH
0,02% em MeOH permanecendo toda rosa. Apos um tempo exposta a luz manchas
claras surgem nos locais onde as substdncias com potencial antioxidante foram
localizadas. O surgimento destas manchas ¢ resultante da reduc¢dao e conseqiiente queda
na absorbancia do DPPH, causada por interrup¢do no sistema conjugado, apos a rea¢ao

com uma substancia antioxidante, como apresentado na Figura 83 (pag. 158).
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N N
N + RH —— NH
antioxidante
NO, NO,
DPPH DPPH reduzido
Rosa Amarelo claro
(méaxima absorbancia) (diminuicdo da absorbancia)
[
Coloragdo naregido do visivel

Figura 83 — Reacdo de redugdo do DPPH

v’ Ensaio Preliminar para a Avaliacio da Atividade Antifiingica Através de

Bioautografia sobre Cromatogramas em Camada Delgada™

A bioautografia consiste da associagdo entre a cromatografia em camada delgada
e um ensaio bioldgico in situ®, possibilitando localizar constituintes biologicamente
ativos presentes em uma matriz complexa ou indicar o potencial bioldgico de substancias
puras.

O método fundamenta-se na aplicagdo de um micro-organismo sobre um
cromatograma e incuba¢ao deste visando o aparecimento de possiveis zonas de inibi¢ao
por constituintes ativos®’.

Todos os extratos brutos dos endofiticos foram submetidos a este bioensaio, sendo
aplicados (em duplicatas) 400 pg de cada extrato em placas cromatograficas pré-prontas,
e posteriormente eluidos empregando-se o sistema de solventes pré-estabelecido a
temperatura de ~ 30°C.

Apo6s a evaporagdo dos solventes e localizagdo das manchas (substdncias) por
meio de absor¢dao no UV, nebulizou-se os cromatogramas com uma suspensdo de

esporos dos fungos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides em um
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meio preparado no momento de proceder ao ensaio (10 mL de solug¢do aquosa de glicose
a 30% e 60 mL da solugdo estoque). Apds nebulizagdo, procedeu-se a incubagdo das
placas em atmosfera umida por 2 a 3 dias a 25 °C. O aparecimento de zonas de inibi¢ao
indicaram a presenca de substancias com potencial antifiungico.

* ensaio realizado no Instituto Botanico de Sdo Paulo — se¢do de Fisiologia Vegetal, sob

responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young.

v’ Ensaio Preliminar para a Avaliagio da Atividade Anticolinesterdsica por
Bioautografia sobre Cromatogramas em Camada Delgada™
O ensaio qualitativo por bioautografia foi realizado juntamente com um controle
positivo inibidor da enzima acetilcolinesterase (AChE). Os extratos brutos foram
solubilizados em solvente adequado e cada amostra foi aplicada, numa concentragdo de
50 pg, em duas placas que foram eluidas nas condi¢des determinadas para andlise por
CCDC (eluentes CHCIl;:MeOH - 9:1 v/v). Galantamina foi utilizada com padrdao
positivo numa concentracao de 1,0 pg. A localizacao das substancias foi observada com
a revelagdo de uma das placas inicialmente com luz UV 254 nm e 366 nm e
posteriormente com acido sulfarico. Na segunda placa foi borrifada a solu¢do da enzima
AChE (6,66 U) (solugao A). Apos a evaporagdo do solvente a placa foi incubada em
camara imida fechada, a 37 °C por 20 minutos, e em seguida borrifada com a solu¢io®.
Caso existam substancias com atividade sobre acetilcolinesterase a reacio
enzimatica serd observada. A medida que a reagdo acontece, manchas brancas vdo
surgindo e aumentando de tamanho de acordo com a intensidade da inibigdo enzimatica.
Solucgoes:
v Solugdo A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n° C2880) foi dissolvida
em 150 mL do tampao Tris-HCl (0,05 M; pH=7.9), a solucdo estoque foi
armazenada a 4 °C e no momento do uso foi adicionado 0,1% de albumina de

soro bovino;
v Solug¢do B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol;
v Solu¢do C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de adgua destilada;

v" Solu¢io D: mistura de 10 mL da solu¢do B + 40 mL da solugédo C.

* ensaio realizado no Instituto Botdnico de Sao Paulo — secio de Fisiologia Vegetal, sob

responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young
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VII.2.1.6 Classificacdo dos Fungos Endofiticos

As linhagens codificadas como Cs-c(17/22), Cs-c(2b), Cs-f(23) e Cs-f(26) foram
enviadas para a Fundacdo André Tosello para identificagdo. As linhagens codificadas
como Cs-f(14a) e Cs-c(16) foram identificadas pelo Prof. Dr. Marcos Camara da
Universidade Federal de Pernambuco.

As identificagdes foram realizadas por taxonomia convencional, que é baseada na
analise comparativa das caracteristicas diferenciais de morfologia, fisiologia e
metabolismo bioquimico da linhagem, com dados citados na literatura, possibilitando

assim a identificacdo dos micro-organismos.

VII.2.2 ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Myrothecium gramineum

VIL.2.2.1 Obtencao do Extrato Bruto em Escala Ampliada

Para o cultivo do micro-organismo em escala ampliada foram utilizados 20 L de
meio de cultivo MBD, seguindo a mesma metodologia empregada para crescimento em
escala reduzida (Tépico VII.2.1.3, pag. 155).No entanto, foram estipulados dois modos
de incubagdo, modo estatico, e sob agitagdo.

No modo estatico os frascos contendo os inoculos foram mantidos em bancada
com agitacio manual esporddica para oxigenacdo do meio. No modo sob agitacao, os
inoculos foram colocados em incubadora rotatoria (“Shaker”), que foi programada para

temperatura (25 °C) e rota¢do constantes (Figura 84, pag. 160).

A

Figura 84 — Cultivo dos micro-organismos A) no modo estatico; B) em incubadora rotatoria

Ao final do periodo de fermentagdo os meios de cultivos foram filtrados,

separando-se 0s micélios do caldo fermentado. O filtrado aquoso foi submetido a
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particao liquido/liquido com AcOEt (3x % volume total do filtrado), que apods a
evaporacgao dos solventes resultou nos respectivos extratos brutos.

Os extratos brutos foram analisados por RMN de 'H e CLAE-DAD em gradiente
exploratério [coluna monolitica C-18 (Supelco), eluicao com H,O:MeOH (5:95 V/V até

1:0 V/V) em 30 min., fluxo: 1,0 mL/min. e Ay, =254 nm ].

VIL.2.2.2 Fracionamento Cromatografico do Extrato Bruto de M. gramineum

Os extratos brutos foram reunidos e fracionados por cromatografia liquida sob
pressdo, utilizando silica de fase reversa (C-18) empacotada em coluna de vidro com 15
cm de altura e 3,0 cm de didmetro, e um sistema de eluicdo em gradiente de H,O:MeOH
que variou de 5 a 100% de MeOH, em seguida MeOH:AcOEt (1:1) e AcOEt 100%.

Deste procedimento foram coletadas 15 fragbes, que foram analisadas por CCDC
(CHCI3:MeOH - 9:1, com revelagdao utilizando luz ultra violeta nos comprimentos de
onda 254 e 365 nm, anisaldeido seguido de aquecimento e Iodo sublimado) e reunidas
em 7 novas fracdes,. Estas foram analisadas por RMN de '"H e CLAE-DAD em gradiente
exploratério [C-18 (Phenomenex), eluicio com H,O:MeOH (5:95 V/V até 1:0 V/V) em
45 min., permanecendo 5 min. nesta condi¢zo, fluxo: 1,0 mL/min. e Ay, =254 nm], para

posterior isolamento das substancias.

VII.2.2.3 Fracionamento Cromatografico e Isolamento das Substancias

VII.2.2.3.1 Isolamento da substancia 01

A substancia 01 fo1 isolada como um precipitado branco apos solubilizagdo do
extrato bruto em MeOH.

Ao ser observada a precipitacio de flocos brancos, o extrato solubilizado
em MeOH foi mantido em banho de gelo por aproximadamente 10 min., em seguida foi
centrifugado e separado do sobrenadante. Este procedimento foi repetido 4 vezes, até

ndo ser mais observada precipitacao da substancia.

VII.2.2.3.2.Fracionamento cromatografico de Cs-f(23)Fr01
A fragdo Cs-f(23)Fr01 fo1 submetida a fracionamento cromatografico em coluna

sob pressdo, utilizando silica de fase reversa como fase estaciondria (19 cm de altura e 3,0
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cm de didmetro), e H,O:MeOH como fase mével. A eluicao foi realizada em gradiente e
variou de 5 a 100% de MeOH, em seguida MeOH:AcOEt (1 :1) para limpeza da coluna.
Foram coletadas 16 fracOes e estas, submetidas a analise por CCDC em silica de
fase normal que foram eluidas com MeOH :CHCI; (15 :85) para avaliagdo da eficiéncia
da separacdo.
As fragdes reunidas foram analisadas por CLAE-DAD em gradiente exploratério
e RMN de 'H, utilizando os mesmos parametros para as andlises dos extratos brutos [C-

18 (Phenomenex), eluicgdo com H,0:MeOH (5:95 V/V até 1:0 V/V) em 45 min.,

permanecendo 5 min. nesta condi¢ao, fluxo: 1,0 mL/min. e A, =254 nm].

VIIL.2.2.3.2.1 Fracionamento Cromatografico de Cs-f(23)Fr01-01/02 e Isolamento das
Substancias 02, 03, e 04

Para o fracionamento cromatografico de Cs-f(23)Fr01/02 em CLAE foi otimizado
um sistema de elui¢do em coluna Fenil da Shimadzu (shimpack CLC-Phenyl ), com
H,0:MeOH como fase movel. A elui¢cdo foi realizada no modo isocratico em 50 min.,
numa propor¢do de 1:1 (V/V), em seguida passando a 100% MeOH em 5 minutos e
permanecendo nesta condi¢do por mais 5 minutos para limpeza da coluna. O fluxo
utilizado foi de 1,0 mL/min. e A=205 e 213 nm.

Apo6s otimizado, o sistema foi transferido para CLAE preparativo utilizando o

‘par’ da coluna Fenil (shimpack CLC-Phenyl ), em um fluxo de 10 mL/min.

VIL.2.2.3.3 Fracionamento Cromatografico de Cs-f(23)Fr04 e Isolamento das
Substancias 01 e 05

A separagdo cromatografica de Cs-f(23)Fr04 foi otimizada em CLAE analitico
utilizando uma coluna do tipo C-18 da Phenomenex e um sistema de elui¢do em
gradiente programado de H,O:MeOH iniciando com 50% de MeOH durante 10 min. em
seguida variou de 50% a 90% de MeOH em 50 min., passando para 100% de MeOH em
5 min. (Tabela 10, pag. 82). O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min. e A=296 nm. Apos a
otimizacgao, a fragdo foi submetida a separagdo cromatografica em CLAE preparativo em

uma coluna C-18 Phenomenex, em um fluxo de 10 mL/min.
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VIL.2.2.3.4 Fracionamento Cromatografico de Cs-f(23)Fr05 e Isolamento das
Substancias 01, 05, 06 e 07

O fracionamento de Cs-f(23)fr05 foi otimizado em CLAE analitico, em coluna de
fase reversa C-18 (Phenomenex), em um sistema de eluicio em gradiente de H,O :ACN,
inciando com 45% de ACN durante 20 min., em seguida variou de 45% a 60% de ACN
em 5 min., e de 60% a 100% de ACN em 10 min., permanecendo nesta condi¢do por
mais 5 min. para limpeza da coluna (Tabela 11, pag. 83). O fluxo utilizado foi de 1,0
mL/min. e A=254 nm. O sistema otimizado foi transferido para CLAE preparativo para
separa¢do cromatografica utilizando uma coluna preparativa Phenomenex (C-18) em

um fluxo de 10 mL/min.

VII.2.2.4 Ensaio Biologico das substancias isoladas de Myrothecium gramineum

As substancias 01 e 05 foram submetidas aos ensaios qualitativos das atividades
antifingicas contra os fungos fitopatogenos Cladosporiom cladosporioides e C. sphaerosperum,
e anticolinesterasica.

As substancias foram aplicadas em placas cromatograficas nas concentragdes de
50 g, por ponto de aplicagdo, para o ensaio anticolinesterasico e 400 Ug para os ensaios
antifungicos. Apos a aplicagdo das substancias nas placas, estas foram reveladas seguindo
os mesmos procedimentos utilizados para a avaliagdo da atividade antifingica e
anticolinesterasia dos extratos brutos (Topico VII.2.1.5, pag. 157).

Para a avaliagdo do potencial antioxidante, todas as substancias foram aplicadas
em duas placas cromatografica e eluidas utilizando um sistema de MeOH:CHCl; (1:9)
como fase movel. Uma das placas cromatograficas foi revelada em luz UV 254 nm e 366
nm e com anisaldeido seguido de aquecimento, para localizagdo das manchas, e outra

nebulizada com solu¢do de DPPH 0,02% em MeOH.

VII.2.3 ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Acremonium sp.

VIL.2.3.1 Obtengao do Extrato Bruto em Escala Ampliada
Para cultivo de Acremonium sp. em escala ampliada foram utilizados 20 L do meio
de cultivo MBD seguindo o mesmo procedimento descrito para o cultivo de M.

gramineum (To6pico VII.2.2.1, pag. 160)
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Novamente forma estipulados dos modos de cultivo, o modo estatico e o modo
sob agitacdo, no entanto, durante o periodo de incubag¢ao foram observadas mudangas na
coloracdo dos cultivos mantidos em incubadora rotatoria. Sendo assim, a extracao foi
realizada separadamente com 5,2 L. de meio de cultivo que permaneceram com a
coloragdao normal e 2,5 L. que apresentaram coloragdo escura. Alguns frascos contendo os
meios de cultivo foram descartados devido a contaminacao.

Ao final do periodo de fermentagao (28 dias) os meios de cultivo foram filtrados e
o filtrado aquoso foi submetido a parti¢ao liquido/liquido com AcOEt (3 x %2 do volume
total de caldo fermentado), que apos a evaporagdo dos solventes resultou nos respectivos
extratos brutos.

Os extratos foram analisados por RMN de 'H e CLAE-DAD em gradiente
exploratério [coluna analitica C-18 (Supelco), elui¢io com H,O:MeOH (5:95 V/V até 0:1

V/V) em 40 min. e permanecendo nesta condi¢do por mais 10 min., fluxo: 1,0 mL/min.

(S }\inic.=254 nm ]

VII.2.3.2 Fracionamento Cromatografico do Extrato Bruto de Acremonium sp.

Os extratos brutos foram reunidos e fracionados por cromatografia de exclusao,
utilizando resina de sephadex LH-20 como fase estacionaria em uma coluna montada
com 90 cm de altura e 3,4 cm de diametro. A eluicdo foi realizada utilizando MeOH
como fase movel.

Foram coletadas 35 fragdes de aproximadamente 100 mL cada, que foram
analisadas por CCDC em silica de fase normal e um sistema de eluicdo de MeOH:CHCl;
(1:9) e reveladas, apos eluicdo, com UV 256 e 366 nm e anisaldeido. Com os dados de
CCDC as fragdes foram reunidas em 6 novas fracdoes.

Todas as fracdes resultantes foram submetidas a andlise por RMN de 'H e as
fracoes Cs-c(17/22)Fr04-01 até Cs-c(17/22)Fr04-04 foram analisadas por CLAE-DAD
em gradiente exploratorio utilizando o mesmo sistema cromatografico dos extratos

brutos.
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VII.2.3.3 Fracionamento Cromatografico e Isolamento das Substancias

VII.2.3.3.1 Isolamento da substancia 08

A substancia 08 foi isolada durante o processo de obtengdo dos extratos brutos.
Pequeno cristais na forma de filetes foram observados nas paredes do baldo durante a
evaporacgdo dos solventes.

ApOs obter os extratos secos, os cristais presentes na borda do baldo foram lavados
com solventes de diferentes polaridades (evitando sempre a solubilizagdo destes), e a
porgdo soluvel foi coletada como extrato bruto. Permanecendo apenas os cristais no
balao, estes foram solubilizados em AcOEt e separados resultando na substancia pura.

Como todos os extratos (extrato no modo estatico, extrato sob agitagdo claro e
extrato sob agitagdo escuro), apresentaram o precipitado cristalino durante a
evaporacio do solvente, estes cristais foram analisados por RMN de 'H
separadamente para confirmar que se tratava da mesma substancia e em seguida
foram reunidas e analisadas por RMN uni e bi dimensionais para determinagdo

estrutural.

VII.2.3.3.2 Isolamento da substancia 09
A substancia 09 foi i1solada durante o fracionamento por exclusdo como a fracao
Cs-c(17/22)Fr05. Esta foi entdo enviada para analise de RMN uni e bidimensional para

determinacéo estrutural.

VII.2.3.3.3 Fracionamento Cromatografico de Cs-c(17/22)Fr03

A fracdo foi submetida a cromatografia liquida em silica flash 60G (22,0 x 2,5 cm)
e um sistema de elui¢do em gradiente de MeOH:CHCI; iniciando com 2% de MeOH até
100% de MeOH, tendo como base para variagdo da porcentagem de MeOH, as bandas
cromatograficas obtidas em gradiente exploratorio por CLAE — DAD.

Foram coletadas 23 fracdes de aproximadamente 55 mL, estas foram analisadas
por CCDC e reunidas em 13 novas fracdes e estas, submetidas a andlises por RMN de
'"H, CLAE-DAD em gradiente exploratorio [coluna analitica C-18 (Supelco), elui¢do
com H,0O:MeOH (5:95 V/V até 0:1 V/V) em 40 min. e permanecendo nesta condi¢ao

por mais 10 min., fluxo: 1,0 mL/min. e Ay, =254 nm ] e CCDC.
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VIIL.2.3.3.3.1 Fracionamento Cromatografico de Cs-c(17/22)Fr03-1/2 e Isolamento

As fragdes Cs-c(17/22)Fr03-01 e Cs-c(17/22)Fr03-02 foram reunidas para
isolamento das substancias em CLAE, utilizando coluna semi-preparativa C-18
(Phenomenex), e um sistema de eluicio com H,0:MeOH otimizado em gradiente ndao
linear (Tabela 20, pag. 119), iniciando com 40% de MeOH durante 5 min., passando de
40 % a 100% de MeOH em 25 min. e permanecendo nesta condi¢do por mais 5 min. O
fluxo utilizado foi de 7 mL/min. e A = 215 nm.

As substancias isoladas foram analisadas por RMN uni e bidimensionais para

determinacao estrutural.

VII.2.3.4 Ensaios Biologicos das Substancias Isoladas de Acremonium sp.

A substancia 08 foi submetida aos ensaios qualitativos das atividades antifingicas
contra os fungos fitopatdogenos Cladosporiom cladosporioides e C. sphaerosperum, e
anticolinesterasica.

A amostra foi aplicada em placas cromatograficas nas concentragdes de 50 ug
para o ensaio anticolinesterasico e 400 Pg para os ensaios antifingicos. Apos a aplicagdo
nas placas, estas foram reveladas seguindo os mesmos procedimentos utilizados para a
avaliagdo da atividade antifungica e anticolinesterdsia dos extratos brutos (Topico
VIIL.2.1.5, pag. 157)

Para a avaliagdo do potencial antioxidante, todas as substancias foram aplicadas
em duas placas cromatografica e eluidas utilizando um sistema de CHCl;:MeOH (9:1)
como fase movel. Uma das placas cromatograficas foi revelada em luz UV 254 nm e 366
nm e com anisaldeido seguido de aquecimento, para localizagdo das manchas, e outra

nebulizada com solu¢do de DPPH 0,02% em MeOH.
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Anexo 01 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-f(3e/f) em diverentes A.
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Anexo 02 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-f(14a) em diverentes A.
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Anexo 03 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-f(14c) em diverentes A.
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Anexo 04 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-f(23) em diverentes A.
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Anexo 05 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-f(25) em diverentes A.
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Anexo 06 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-f(26) em diverentes A.
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Anexo 07 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-f(27) em diverentes A.
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Anexo 08 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-c(2a) em diverentes A.
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Anexo 09 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-c(2b) em diverentes A.
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Anexo 10 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-c(3b) em diverentes A.
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Anexo 11 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-c(3c/d) em diverentes A.
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Anexo 12 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-c(16) em diverentes A.
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Anexo 13 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-c(17/22) em diverentes A
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Anexo 14 — Perfil cromatografico dos extratos brutos de Cs-c(19/20) em diverentes A
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Anexo 15 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-f (3e/f) (DMSO-ds, 500 MHz).

Pulse Saquencer s2pul

’olvon 3 sosu
"me. 3. 7 303.4 K
INOVA-S90 “suitiss™

12w

RS 1 2

Relax, delay 0.904 sec

ACq. Lime 4.
vigth 750%.8 nz
18 _repatition

3
Yota) time 1 min, 1% sec

r.an

1.234

Anexo 16 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-f (14a) (CDCl;, 500 MHz)
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Anexo 17 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-f (14c) (CDCl;, 500 MHz).

Pulse Seawerncer wipwl

Bmivenis G513
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Acy . imm 4.07F nwe
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D’l;l:;\l. .“Hu"i" AFAFRIE mET
cata FRESESAING

FT mire #5358 I
Total tles 1 sin, 19 Gde

S W.THT

= 3. 485

R
PR ]
§Bes
T

R .

|
|

Anexo 18 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-f (23) (CDCl;, 500 MHz).
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Anexo 19- Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-f (25) (CDCl;, 500 MHz).

Pules Segquamte: §Zpul
BB INEATE © e 1
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Anexo 20 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-f (26) (CDCls, 500 MHz).
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Anexo 21 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-f (27) (DMSO-ds, 500 MHz).
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Anexo 22 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-c (2a) (CDCl;, 500 MHz).
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Lisinela Ce-c 28 25,08,07
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Anexo 23 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-c (2b) (DMSO-ds, 500 MHz).
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Anexo 24 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-c (3b) (CDCl;, 500 MHz).
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Anexo 25 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-c (3¢c/d) (CDCl;, 500 MHz).

Puise Saqueance: sapw)
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0 N
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.
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Anexo 26 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-c (16) (CDCl;, 500 MHz).
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Anexo 27 — Espectro de RMN 'H do extrato bruto de Cs-c (17/22) (CDCl;, 500 MHz).

Pulee Sequence: ¢2pu)
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Anexo 28 — Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de Cs-c (19/22) (CDCl;, 500 MHz).
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Anexo 29 — Espectro de RMN de 'H da fracido Cs-f(23)Fr01-01 (CDCl;, 500 MHz)

Pulse Sequence: slpul
Solvent: cociy

Temp, 30.0 C s 3031 K
lm ll. Tsuitien~
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Anexo 30 - Espectro de RMN de 'H da fracdo Cs-f(23)Fr01-02 (CDCl;, 500 MHz)
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Anexo 32 - Espectro de RMN de 'H da Substancia 02 (DMSO-ds, 600 Hz)
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Anexo 34 — Mapa de contorno de g HSQC da Substancia 02 (DMSO-d¢, 125Hz)
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Anexo 35 — Mapa de contorno de g HMBC da Substancia 02 (DMSO-dy, 125 Hz)
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Anexo 36 — Espectro de gCOSY da Substancia 02 (DMSO-d¢, 600 Hz)
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Anexo 37 — Espectro de NOESY 2D da Substancia 02 (DMSO-d¢, 600 Hz)
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Anexo 41 —Mapa de contorno de gHMQC da substancia 03 (CDCl;, 125 Hz)
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Anexo 42 — Mapa de contorno de gHMBC da substancia 03 (CDCl;, 125 Hz)

199



I
_l_ A _l.l_j.________.l.ju.u.i_.._
FE ]
Leppy
— i i Iﬂ.
) - =
‘-‘-- -
g F AL .ﬂ-l
.1. .- -
3
. ] f .
1 a " . -
5
I
' [
[ e
—— . -
5]
......... ———
& 7 ] 5 4 3 2 1 =
Fi [ppm)

Anexo 43 — Espectro de gCOSY da substancia 03 (CDCl;, 500 Hz)
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Anexo 44 — Espectro de NOESY 1D da substancia 03 (CDCl;, 500 Hz)
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Anexo 47 —Mapa de contorno de gHSQC da substancia 04 (CDCl;, 125 Hz)
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Anexo 48 —Mapa de contorno de gHMBC da substancia 04 (CDCl;, 125 Hz)
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Anexo 49 — Espectro de gCOSY da Substancia 04 (CDCl;, 600 Hz)
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Anexo 50 — Espectro de NOESY da Substancia 04 (CDCl;, 500 Hz)
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Anexo 56 — Espectro de gCOSY da Substancia 01 (CDCl;, 500 Hz)
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Anexo 65— Mapa de contorno de gHSQC da substancia 06 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 66 — Mapa de contorno de gHMBC da substancia 06 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 71 — Mapa de contorno de gHMQC da substancia 07 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 72 — Mapa de contorno de gHMBC da substancia 07 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 77 — Mapa de contorno de gHMQC da substancia 08 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 78 — Mapa de contorno de gHMBC da substancia 08 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 83— Mapa de contorno de gHMQC da Substancia 09 (DMSO-dg, 125 MHz)
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Anexo 84 — Mapa de contorno de gHMBC da Substancia 09 (DMSO-dg, 125 MHz)
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Anexo 87 — Mapa de contorno de g HMQC da substancia 10 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 89 — Mapa de contorno de g HMBC da substancia 10 (CDCl;, 125 MHz)
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Cs-c(17/22)Fr03-1/2-08
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Anexo 93 — Mapa de contorno de gHSQC da substancia 11 (CDCl;,

125 MHz)

CS-c(17/22)Fr03-1/2-08
HMBC - CDCI3

P T

T T T T T T T T T T T T T T T T
220 200 180
2 (ppm)

160 140 120 100 80 60 40

20

r10

rii

ri2

ri3

f1 (ppm)

Anexo 94 — Mapa de contorno de gHMBC da substancia 11 (CDCl;, 125 MHz)
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Cs-¢(17/22/)fr03-1/2-12

HSQC - CDCI3 [0.0
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Anexo 103 — Mapa de contorno de gHSQC da substancia 14 (CDCl;, 125 MHz)
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Anexo 104 — Mapa de contorno de gHMBC da substancia 14 (CDCl;, 125 MHz)
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Cs-c(17/22)Fr03-1/2-13
HSQC - CDCI3
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Anexo 108 — Mapa de contorno de gHSQC da substancia 15 (CDCl;, 600 MHz)
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Anexo 109 — Mapa de contorno de gHMBC da substancia 15 (CDCl;, 600 MHz)
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