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Dedico a minha inesquecivel avdé materna Zulmira Nunes de Abreu,
in memorian, pelos cuidados e pelos ensinamentos que me transmitiu
durante sua existéncia e que ficam gravados no meu coragéo.



De vitérias e louros coroados,
Altivo, o Paysandu jamis temeu...
Tem um belo, honradissimo passado, //

S&o nobres as batalhas que venceu; // (Bis)

Cada um de nés guarda no peito
Valor e orgulho extraordinarios;
Das nossas cores tém respeito

Os mais punjantes adversarios;

“Lutar! Eis a divisa que trazemos!
“Vencer”! Eis a esperanga que nos guial
Leses e destemidos seguiremos//

A gldria que o futuro nos confial (Bis)

Cada um de nés guarda no peito....
Somos jovens e ousados paladinos,
E sempre achar-nos-hao de gladio nu,
Elevando nos prélios mais ferinos//

Com honra o pantilhdo do Paysandu// (Bis)

Amamos os combates! E na luta,
Como antigos herois nos comportamos,
Por isso a vez do publico se escuta, //

Saudar o Paysandu com aclamos. (Bis)

(Hino Oficial do Paysandu Sport Club — José Simdes)
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RESUMO
PINHEIRO, E. A. A. Perfil cromatografico e potencial quimico e biolégico de
fungos de solo e fungos endofiticos isolados de Bauhinia guianensis e Mimosa
acutistipula var. ferrea. Tese. Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais, Programa de
Pds-Graduacao em Quimica — Universidade Federal do Para, Belém-PA, 2016.

O estudo de fontes naturais pouco exploradas e que exibem interagdes ecoldgicas
especificas no seu habitat tem sido enfatizado como estratégico para a descoberta
de novas substancias com atividades bioldgicas. Neste contexto, o presente trabalho
tem por objetivo realizar o estudo quimico e bioativo de fungos endofiticos e de
fungos de solo da Amazénia, visando contribuir na busca de compostos bioativos.
Neste trabalho, 15 espécies fungicas foram reativadas em placas de Petri contendo
meio BDA. Apos a reativagdo, foram obtidos os micro-extratos de 15 fungos
conforme a metodologia adaptada de Smedsgaar. Os micro-extratos foram avaliados
por UPLC/MS para determinacao do perfil cromatografico e foi feita a avaliagao dos
agrupamentos por separagdo de componentes principais, além de serem também
submetidos aos ensaios antimicrobianos e ao ensaio de citotoxicidade preliminar
frente a Artemia salina para a avaliagdo do potencial bioldgico. Foram realizados
estudos quimicos com os fungos Aspergillus sp. EJC08, Exserohilum rostratum 1.11
Er e Aspergillus sp. FRIZ12. As trés espécies fungicas foram cultivadas em meio de
cultura sélido (arroz) em quantidade suficiente para o isolamento de metabdlitos
secundarios. Os compostos foram isolados através de métodos cromatograficos e
identificados por métodos espectrométricos. Foram obtidos doze compostos, sendo
trés esteroides comuns em espécies fungicas (ergosterol, peroxido de ergosterol e
cerivisterol), mistura de dois esteroides comumente encontrados em plantas (-
sitosterol e estigmaterol), cinco substancias de origem policetidica (2-benzil-4H-
piran-4-ona, flavasperona, annularinas | e J, monocerina), um carboidrato (5-
hidroximetilfurfural) e um nucleosideo (uridina). Das substancias isoladas, destacam-
se as annularinas | e J, produtos naturais inéditos, e a 2-benzil-4H-piran-4-ona,
segunda ocorréncia como produto natural. Os policetideos e a uridina apresentaram

boas atividades antimicrobianas e moderadas atividades citotdxicas no geral.

Palavras chaves: fungos de solo, fungos — Amazénia.



ABSTRACT

PINHEIRO, E. A. A. Chromatographic profile and chemical and biological
potential of soil fungi and endophytic fungi isolated from Bauhinia guianensis
and Mimosa acutistipula var. ferrea. Thesis. Institute of Exact and Natural
Sciences, Graduate Program in Chemistry — UFPA, Belém-PA, 2016.

The study of natural sources and that exhibit little explored specific ecological
interactions their habitat has been emphasized as a strategy for the discovery of new
substances with biological activities. In this context, this study aims to carry out the
chemical and bioactive study of endophytic fungi and the Amazon soil fungi, to
contribute in the search for bioactive compounds. In this study, 15 fungal species
were reactivated in Petri dishes containing PDA medium. After reactivation, micro-
fungal extracts 15 were obtained according to a methodology adapted Smedsgaar.
The micro extracts were evaluated by UPLC / MS to determine the chromatographic
profile and was made to evaluate the clusters separation main components, and are
also subjected to antimicrobial assays and test preliminary cytotoxicity on Artemia
salina for the assessment of biological potential. chemical studies were conducted
with Aspergillus sp. EJC08, Exserohilum rostratum 1:11 Er and Aspergillus sp.
FRIZ12. The three fungal species were grown on solid medium (rice) in sufficient
quantity for the isolation of secondary metabolites. The compounds were isolated by
chromatographic methods and identified by spectroscopic methods. twelve
compounds were obtained, three steroids in common fungal species (ergosterol,
ergosterol peroxide and cerivisterol), mixture of two steroids commonly found in
plants (B-sitosterol and estigmaterol), five substances polyketide source (2-benzyl-
4H- pyran-4-one, flavasperona, annularinas | and J monocerina), a carbohydrate (5-
hydroxymethylfurfural) and a nucleoside (uridine). Of the isolated compounds, there
are the annularinas | and J, novel natural products, and 2-benzyl-4H-pyran-4-one,
second occurrence as a natural product. The polyketides and uridine showed good

antimicrobial activity and moderate cytotoxic activities in general.

Key Words: soil fungi, fungi- Amazon.
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1 INTRODUGAO

A pesquisa em produtos naturais € uma das areas mais tradicionais da
Quimica no Brasil devido aos fatores histéricos amplamente discutidos e a grande
biodiversidade do pais. A maioria dos trabalhos na area estd voltada para o
isolamento e identificagdo de substancias, muitas vezes, associados aos ensaios
biolégicos ou estudos quimiotaxonémicos (PUPO et al., 2007).

Produtos naturais desempenham um importante papel no tratamento e
prevencao de doengas humanas a milhares de anos (MUSSI-DIAS et al., 2012). A
natureza é fonte de agentes medicinais e diferentes farmacos modernos sao
provenientes de fontes naturais, particularmente plantas, os quais tiveram seu uso
baseado na medicina tradicional (CRAGG; NEWMAN, 2005). Os produtos naturais,
ainda, tém um papel fundamental no processo de descoberta e desenvolvimento de
farmacos por um longo tempo (MOLINARI, 2009). Além disso, a complexidade
estrutural dos produtos naturais serve de modelo na area da sintese organica e
também como ferramentas para pesquisa e compreensdo de vias bioquimicas
(GALLO et al., 2009).

Aproximadamente 10 dos 20 medicamentos mais vendidos no mundo séo de
origem natural e totalizaram uma arrecadagao de cerca de US$ 16 bilhdes em 2009
(BARREIRO; BOLZANI, 2010). De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL,
2012), é estimado que pelo menos 40% de todos os medicamentos sao derivados
diretamente ou indiretamente de produtos naturais. No que se refere aos
medicamentos antitumorais e antimicrobianos, esta porcentagem pode ser maior
que 60% (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Ao longo dos ultimos 30 anos,
aproximadamente 50% dos medicamentos terapéuticos desenvolvidos e aprovados
pelo Food and Drug Administration (FDA) foram produtos naturais, derivados ou
mimetizam os compostos sintéticos relacionados (CRAGG; NEWMAN, 2012).

A necessidade de fontes alternativas para substancias de importancia
farmacoldgica, de novas substancias biologicamente ativas, e a descoberta de
NOVOS processos quimicos, vem ao encontro da quimica de micro-organismos. Os
fungos endofiticos sdo muito diferenciados em relagcdo aos demais micro-
organismos quanto ao seu modo de associagdo com as plantas, podendo se dar em

niveis muito préximos de intimidade bioquimica (LI et al.,, 1998). Assim, essa pode
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ser uma fonte util, versatil e renovavel de muitas substancias potencialmente uteis a
humanidade (MARINHO; RODRIGUES-FILHO, 2011).

A busca por metabdlitos produzidos por micro-organismos tem uma historia
mais recente em comparagao com os produtos obtidos de vegetais. A descoberta da
penicilina por Fleming, em 1928, revolucionou o tratamento de infec¢des bacterianas
(BASHYAL et al., 2007). Essa descoberta levou pesquisadores da academia e de
industrias farmacéuticas a procurarem, intensivamente, produtos bioativos derivados
de micro-organismos (GALLO et al., 2009). .

Os fungos formam um complexo grupo de organismos, presentes nos mais
diversos habitats terrestres e aquaticos. Esses organismos sdo eximios produtores
de metabdlitos secundarios, muitos dos quais bioativos. O solo é o habitat
tradicionalmente investigado como fonte de fungos e outros micro-organismos
empregados em programas de prospecgao quimica, visando ao isolamento de novos
metabdlitos secundarios bioativos (BERDY, 2005).

O solo é um recurso natural finito e um dos principais recursos na exploragao
dos agrossistemas. Considerado como a base da agricultura, pode também ser
encarada como habitat de inumeras e variadas populagbes de micro-organismos de
vida livre ou em associagdes com outros organismos. A Floresta Amazdnica por ser
um dos nichos ecoldgicos do mundo, abrigando uma enorme quantidade de animais,
plantas e micro-organismos, possui uma biodiversidade enorme, principalmente no
solo, sendo alvo de exploracdo para a produgdao de metabdlitos tanto para a
industria internacional farmacéutica quanto a estética (FEDRIZZI, 2006).

Apesar da grande diversidade de metabdlitos produzidos por fungos e do fato
de que novidades taxonémicas sdo, normalmente, acompanhadas de substancias
inéditas, muitos metabdlitos sdo coproduzidos por espécies distintas. Por outro lado,
espécies muito semelhantes sdo capazes de produzir perfis diferentes de
metabdlitos secundarios (FRISVAD et al,, 2008). Logo, o emprego de métodos
analiticos para a caracterizacao prévia dos metabdlitos presentes em extratos brutos
originados de fungos pode auxiliar na escolha mais racional das espécies a serem
investigadas em programa de prospec¢ao quimica. Métodos cromatograficos, como
HPLC-PDA (High Performance/Pressure Liquide Cromatography-Photodiode Array
Detector), podem ser empregados no perfilamento de metabdlitos secundarios

presentes em extratos brutos de fungos e os dados analiticos usados para a
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desreplicagédo dos metabdlitos, estimativa da diversidade quimica dos extratos e
comparagao entre extratos (SMEDSGAARD; NIELSEN, 2005). Como as amostras
usadas nas analises cromatograficas sao diminutas, os extratos brutos podem ser
obtidos em micro-escala, o que permite a triagem, de dezenas a centenas, de
amostras em pouco tempo. As substancias detectadas e caracterizadas durante o
perfilamento de metabdlitos secundarios, também, podem ser usadas como
marcadores em estudos quimiotaxonémicos (FRISVAD et al., 2008).

SANTOS (2010) e CORREA (2010) realizaram o perfil quimico e os ensaios
antimicrobianos de diversas espécies fungicas endofiticas isoladas de Bauhinia
guinanensis, dentre as quais os fungos Aspergillus sp. EJCO8 e Exserohilum
rostratum 1.11 Er mostraram-se mais interessantes e foram reativados em placas de
Petri contendo meio BDA para o isolamento de seus compostos bioativos.

Nesta pesquisa, foram também isolados compostos bioativos do fungo de
solo Aspergillus sp. FRIZ12 que escolhido apds a realizagdo dos ensaios
antimicrobianos do seu micro-extrato e, também, foi tragcado o perfil cromatografico
para este fungo. Foram realizados ainda o perfil quimico por CLAE/UV e ensaios
bioldgicos para micro-extratos de outras 14 espécies fungicas, originadas tanto de
amostras de solo da Serra dos Carajas como da Mimosa acutistupula var. férrea. Por
fim, houve a analise quimiométrica para agrupar as 15 espécies de fungo conforme
a grau de semelhancga das classes de substancias, avaliando a relagéo m/z.

Assim sendo, é necessario o estudo quimico de fungos endofiticos e de
fungos de solo da Amazénia com o intuito de descobrir novas substéncias com
atividades bioldgicas que venham para ajudar no combate de males a humanidade,
como, por exemplo, as doencas causadas por bactérias. Além disso, contribuir para
a interagcdo dos fungos com os habitas onde se desenvolvem para a produgao de

metabdlitos de classes quimicas diferentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente projeto tem por objetivo realizar o estudo quimico e bioativo de
fungos endofiticos e fungos de solo da Amazénia visando contribuir na busca de

compostos bioativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar os fungos endofitico da Mimosa acutistipula var. ferrea e dos solos da Serra
dos Carajas;

- Selecionar os fungos que seréao estudados quimicamente;

- Obter o perfil quimico por HPLC e por EM dos fungos selecionados;

- Isolar os compostos presentes nos extratos e/ou fases organicas dos fungos
selecionados e identifica-los por RMN e EM,;

- Realizar ensaios antimicrobianos e citotdxicos (preliminar) com os extratos e

compostos obtidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FUNGOS

Os fungos apresentam um conjunto de caracteristicas préprias que
determinam sua diferenciacdo das plantas, pois nao sintetizam clorofila, ndao tém
celulose na sua parede celular, exceto em alguns fungos aquaticos, ndo armazenam
amido como substancia reserva, sendo organismos quimiorganotréficos, cujo corpo
pode ser unicelular (leveduriforme) ou pluricelular (filamentoso) (SILVA, 2005).

Os fungos s&o os principais decompositores em certos ecossistemas e vivem
associados em muitos organismos. Em 1991, um documento marco estimou que
houvesse 1,5 milhdo de fungos na Terra (HAWKSWORTH, 1991). Como apenas
700 mil espécies de fungos haviam sido descritas na época, impulsionou os
pesquisadores a procurarem e identificarem as espécies fungicas anteriormente
desconhecidas (MUELLER et al., 2007). Estimativas mais recentes, baseadas nos
métodos de sequenciamento de DNA de alto rendimento, sugerem que existam
aproximadamente 5,1 milhdes de espécies fungicas (BLACKWELL, 2011).

Os fungos formam um complexo grupo de organismos, presentes nos mais
diversos habitats terrestres e aquaticos. Varias espécies sao patogénicas a plantas e
produzem toxinas que auxiliam na infeccao e colonizagdo de suas hospedeiras. Ja a
contaminagdo de alimentos e forragens por fungos pode trazer riscos a saude
humana e animal, devido a capacidade desses de produzir micotoxinas (BENNETT;
KLICH, 2003). Os fungos também sao fonte de metabdlitos secundarios utilizados
como farmacos, ou como precursores para sintese ou semisintese de medicamentos
diversos, como antibidticos, antifungicos, antitumorais, imunossupressores e
antidislipidémicos (MISIEK; HOFFMEISTER, 2007).

O solo é o habitat tradicionalmente investigado como fonte de fungos e outros
micro-organismos empregados em programas de prospecgao quimica, visando ao
isolamento de novos metabdlitos secundarios bioativos (BERDY, 2005). Mais
recentemente, o interesse de varios quimicos de produtos naturais tem-se voltado
para outras fontes de organismos potencialmente produtores de substancias
bioativas, incluindo os fungos de ambientes aquaticos e aqueles que habitam o

interior das plantas, os enddfitos (SCHULZ et al., 2002). Centenas de novos
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metabdlitos foram isoladas de fungos enddfitos nos ultimos quinze anos e a taxa de
novas descobertas segue acelerada, visto que a diversidade, tanto biolégica quanto
quimica, desses organismos tem se mostrado imensa e relativamente pouco
estudada (SCHULZ; BOYLE, 2005).

3.1.1 Fungos endofiticos e seus metabdlitos secundarios bioativos

Fungos endofiticos s&o habitantes de espécies vegetais, ndo causando
sintomas de doencas aparentes a elas e podem até mesmo ser benéficos aos seus
hospedeiros (STADLER; SCHULZ, 2009).

As interagbes endofito/planta podem ser simbidticas, neutras ou antagénicas.
Nas interagcdes simbidticas os micro-organismos se associam as plantas de forma
mutualistica, competindo com os patégenos, aumentando a toleréncia a estresses
abioticos (SCHARDL et al., 2004) e bioticos (CLAY; SCHARDL, 2002), recebendo,
em contrapartida, protecdo e nutrientes do seu hospedeiro. Nas interagdes
baseadas no neutralismo, ndo é observado nenhum efeito para ambos os individuos,
pois eles nao apresentam necessidade para o seu crescimento (AGRIOS, 1988). J4,
nas interagdes antagébnicas, os fungos antagbnicos causam desequilibrios no seu
hospedeiro, levando até mesmo a instalacido de doencas devido as alteracdes de
fatores bidticos e abidticos do ecossistema e na quantidade e na qualidade de
nutrientes disponiveis pelo hospedeiro. Estes tipos de fungos possuem um grande
potencial fitopatogénico e sdo encontrados praticamente em todos os solos naturais
e agricolas. Estudos sobre a ocorréncia e distribuigdo destes micro-organismos no
solo e a interacdo dos mesmos com as plantas e o ambiente vao auxiliar no
monitoramento das condigbes ecoldgicas do sistema que estd sendo avaliado
(SILVA, 2006). As interagcdes antagbnicas sao importantes do ponto de vista
metabdlito, pois os organismos que estdo sendo atacados podem produzir
substancias como os antibidticos que inibem o desenvolvimento do outro
(RODRIGUES, 2006).

A relagao simbidtica entre fungos e plantas podem ter efeitos profundos sobre
ecologia, aptiddo, evolugdo, comunidades de plantas e formagdo da planta
hospedeira, manifestando fortes efeitos sobre a estrutura da comunidade e a

diversidade de organismos associados (RODRIGUEZ et al., 2009). Em associagéo
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com os vegetais, os fungos endofiticos mostram-se ubiquos, uma vez que todas as
plantas examinadas, at¢é o momento, abrigam centenas de espécies
(RAKOTONIRIANA et al., 2007).

Os endofiticos sao reconhecidos como valiosa fonte de metabdlitos bioativos
com grande aplicabilidade para a industria farmacéutica, médica e agricultura.
Algumas pesquisas demonstraram que a porcentagem de isolados endofiticos
produtores de substancias com atividade antimicrobiana pode ser, em determinados
casos, superior a 30% (MUSSI-DIAS et al., 2012). A proporg¢ao de estruturas inéditas
e extratos bioativos produzidos por endofiticos € consideravelmente superior a
quantidade produzida por outros micro-organismos de outros habitats. Isso se deve
ao fato de que a sintese de compostos biologicamente ativos pode ser favorecida
pela interacdo simbidntica, ainda que esse grupo de organismos nao tenha sido
extensivamente estudado (SCHULZ et al., 2002).

Um novo produto natural, chamado de pestalotiopena A (Figura 01) foi obtido
do fungo Pestalotiopsis sp. isolado como endofitico de uma planta chinesa de
mangue, a Rhizophora mucronata. A pestalotiopena A exibiu uma atividade
moderada contra a bactéria Enterococcus faecalis com valor de CIM entre 125
pug/mL e 250 pg/mL (HEMBERGER et al., 2013).

Figura 01- Estrutura da pestalotiopena A isolada do fungo endofitico Pestalotiopsis

sp.
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OH
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O composto inédito 2,4-diidroxi-2,6-diacetoxi-3-metoxi-5-metil-difeniléter
(Figura 02, p.37) foi obtido do fungo Verticillium sp. isolado como endofitico de
Rehmannia glutinosa (Gaertn) Libosch. A substancia apresentou atividade citotdxica

contra linhagens de célula HL-60 com DLs=2,24 ug/mL e atividade antifungica
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contra Candida albicans (CIM= 8 pg/mL) e Aspergillus fumigatus (CIM= 16 pg/ml)
(PENG et al., 2013).

Figura 02- Estrutura do 2,4-diidroxi-2,6-diacetoxi-3-metoxi-5-metil-difeniléter isolado
do fungo endofitico Verticillium sp.

O, OCH; O, OCH
\ / 3 \ 3
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Os fungos endofiticos sdo importantes fontes de metabdlitos secundarios,
dentre eles os seis novos oblongolideos W1, W2, X, Y, Z e 2-desoxi-4a-
hidroxioblongolideo (Figura 03, p. 38) que foram isolados do fungo endofitico
Phomosis sp. BCC 9789. O oblongolideo Z mostrou atividade anti-HSV-1 (Herpes
Simplex Virus-1) com DLsp= 14 pg/mL e as atividades citotoxicas contra KB
(carcinoma escamoso oral), BC (B-caroteno), NCI-H187 (céncer de pulméo), e
(Vero) linhagens de células nao malignas, com os respectivos valores de DLso de 37
pMg/mL, 26 ug/mL, 32 pg/mL e 60 upg/mL. O oblongolideo Y mostrou atividade
citotoxica contra a linhagem de células BC com um valor de DLs= 48 pg/mL
(BUNYAPAIBOONSRI et al., 2010).

Seis novas dicetopiperazinas, contendo enxofre, denominadas lasiodiplinas A-
F (Figura 04, p. 38) foram obtidas do fungo Lasiodiplodia pseudotheobromae F2
isolado como endofitico da flor de llligera rhodantha (Hernandiaceae). A lasiodiplina
E (Figura 05, p. 39) é um novo agente antibacteriano que apresentou os valores de
CIM na faixa de 0,12-0,25 pg/mL contra as cepas clinicas de Streptococcus sp.,
Bacteroides vulgates, Peptostreptococcus spp. e Veillonella parvula (WEI et al.,
2014).
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Figura 03- Estruturas de oblongolideos isolados do fungo endofitico Phomosis sp.
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Figura 04- Substancias isoladas do fungo endofitico Lasiodiplodia

pseudotheobromae F2.
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Metwaly e colaboradores (2014) obtiveram o fungo endofitico Nigrospora
sphaerica isolado de diversas plantas e organismos marinhos, o qual teve seus
metabdlitos bioativos estudados. Os compostos ergosta-7,22-dieno-33-ol, ergosta-
4,6,8(14),22-tetraeno-3B-ol e ergosta-5(6),7,22-trieno-3B-ol (Figura 05) mostraram
uma moderada atividade antileishmanicida com valores de DLsy de 30,2 ug/mL; 26,4
pMg/mL e 36,4 pg/mL respectivamente. Os compostos ergosta-4,6,8(14),22-tetraeno-
3-ona, ergosta-7,9(14),22-trieno-33-ol, 4-(hidroximetil)-3,5-dimetil-diidrofuran-2(3H)-
ona e 3-(1-hidroxietil)-4-metil-diidrofuran-2(3H)-ona (Figura 06, p. 40) apresentaram
uma boa atividade antileucémica contra linhagem de células HL-60 (miel6ide
continua) com os respectivos valores de DLsy de 0,03 pg/mL; 0,39 pg/mL; 0,20 ug/mi
e 0,40 yg/mL e contra células K562 com os valores de DLsy de 0,35 ug/mL; 0,35
pg/mL; 0,49 pyg/mL e 0,01 pg/mL, respectivamente.

Figura 05- Substancias antileishmanicidas isoladas do fungo endofitico Nigrospora

Sphaerica.
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Figura 06- Substancias antileucémicas isoladas do fungo endofitico Nigrospora

Sphaerica.
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Trés novos policetideos denominados de peniadilinas A-C (Figura 07, p. 41)
foram isoladas de um fungo endofitico Penicillium sp., abrigado nas folhas das
plantas medicinais camaronesas Garcinia nobilis (JOUDA et al., 2014). Os novos
compostos apresentaram excelentes atividades antimicrobianas frente as bactérias
Escherichia coli (DSM 1116), E. coli (DSM 682) e Bacillus subtilis (DSM 1088) e
Acinetobacter sp. BD4 (DSM 586), comparando-se suas atividades em relagdo ao
padrdo de referéncia estreptomicina. A peniadilina A apresentou valores maiores
que 10 pg/mL frente as referidas bactérias. Ja, as peniadilina B e C apresentaram
CIM maior que 10 ug/mL frente a Acinetobacter sp. BD4 (DSM 586), enquanto que a
substancia padrdao teve CIM igual a 10 pg/mL frente a mesma bactéria. As
penialidinas B e C também apresentaram CIM igual a 10 ug/mL frente as bactérias
E. coli (DSM 1116) e E. coli (DSM 682), enquanto que a estreptomicina apresentou
CIM, igual a 1 pg/mL frente as duas bactérias testadas. Por fim, as peniadilinas B e
C apresentaram os respectivos valores de CIM maior que 10 pg/mL e igual a 5
pug/mL frente a bactéria B. subtilis (DSM 1088), enquanto que o padrao teve CIM
igual a 1 pg/mL.
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Figura 07- Estruturas de peniadilinas isoladas do fungo endofitico Penicillium sp.
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Quatro novas antraquinonas denominadas de altesolanol e os alterporriol S, T
e U (Figura 08) foram isoladas do fungo endofitico Alternatia sp. XZSBG-1 de
sedimentos do lago de sal de Bange, Tibet, China. O alterporriol S mostrou uma boa
atividade inibidora sobre a-glicosidae com IC50 de 7,2 uM (CHEN et al., 2014a).

Figura 08- Novas antraquinonas isoladas do fungo endofitico Alternaria sp. XZSBG-
1.
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O fungo endofitico codificado como AFKR18, pertencente a classe dos fungos
Coelomycetes, de Arcangelisia flava (L.) Merr, produziu a pachibasina (Figura 09)
que mostrou atividade antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli, Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus com valores de CIM de 64,0 pg/mL; 64,0 yg/mL e
32,0 pg/mL, respectivamente (WULANSARI et al., 2014).

Figura 09- Pachibasina, uma substancia antimicrobiana isolada do fungo endofitico
codificado como AFKR18.
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3.1.1.1 O género Aspergillus e seus metabdlitos secundarios bioativos

Dentre os endofitos produtores de metabdlitos antimicrobianos, destacam-se
os fungos endofiticos do género Aspergillus que foi descrito pela primeira vez pelo
botanico italiano Pier Antonio Micheli em 1729 (BOSSCHE et al., 1988; KELLER et

al., 2005), apresentando a classificagdo taxonémica descrita no Quadro 01.

Quadro 01. Classificagdo taxonémica de fungos do género Aspergillus:

Classificagao taxondmica | Género Aspergillus
Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Subfilo Pezizomycotina
Subdiviséo Deuteromycotina
Classe Eurotiomycetes
Subclasse Eurotiomycetidae
Ordem Eurotiales
Familia Trichocomaceae

Fonte: SOARES et al., 2010.

Os fungos do género Aspergillus apresentam uma reduzida necessidade

nutricional, podendo ser isolado do solo, &gua, vegetagdo, material em
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decomposicédo e ar. A reprodugao ocorre de forma assexuada, embora algumas
espécies apresentem a forma sexuada do tipo ascosporada, como é o caso do A.
nidulans e A. glaucus (KEARNS; LOUDIS, 2003).

Os fungos do género Aspergillus apresentam um talo filamentoso constituido
por hifas septadas, com ramificagdes dicotdmicas fazendo angulos de 45°,
mostrando estruturas de reproducado assexuada situadas no cimo de uma vesicula
terminal com forma variavel e que é o prolongamento do conidiéforo. A forma da
vesicula (esférica, hemisférica, alongada ou eliptica) constitui uma caracteristica de
identificacdo da respetiva espécie. Quanto a cor, esta estrutura apresenta-se igual
ao conidiéforo ou incolor. O conjunto da vesicula, das células conidiogéneas
também denominadas por fidlides, e das cadeias de conidios, é designado por
cabega aspergilar. Esta é suportada por um conidiéforo que é em regra
perpendicular a célula pé. As fialides que formam cadeias basipetas de esporos
designados de fialoconidios inserem-se na vesicula e podem constituir uma ou mais
séries (MURRAY et al., 2006).

A diferenciagdo das espécies de Aspergillus é realizada a partir da macro e
micromorfologia do fungo. Na avaliagdo macroscopica, as colénias deste género
apresentam diferentes coloragdes do verso e reverso, textura e topografia conforme
a espécie (MARTINS et al., 2005). Todas as espécies do género Aspergillus
apresentam microscopicamente hifas regulares medindo aproximadamente 4 ym de
didmetro, septadas, com bifurcagées em angulo agudo, e estrutura de esporulagao
caracterizada por conidiéforos com extremidade dilatada formando a vesicula, de
onde se originam as fidlides que dao origem aos conidios (SIDRIM; ROCHA, 2004).
Séo fungos caracterizados pelo desenvolvimento de coldnias brilhantes e coloridas e
por produzir conidios em cabegas tipicas, do tipo ‘mop-like” (escovéo) (PITT;
HOCKING, 1997).

As espécies de Aspergillus sdo micro-organismos cosmopolitas, capazes de
colonizar uma grande variedade de substratos (LAFORET, 2008). Em geral, séo
frequentes em climas tropicais e subtropicais (TANIWAKI; SILVA, 2001). Muitos
possuem importancia ecoldgica, genética, capacidade de exportagéo biotecnoldgica,
sem falar de seus aspectos patogénicos e micotoxicologicos relacionados com o
homem e os animais (POWELL et al, 1994).
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A aspergilose é uma infegao fungica oportunista das mais comuns em todo o
mundo, provocada por algumas das espécies do género Aspergillus. A maioria das
infecdes em humanos é causada por A. flavus, A. niger, A. nidulans, A.terreus e
como principal responsavel tem o A. fumigatus. Estes fungos, entao distribuidos na
natureza, encontram-se no solo, no material organico em decomposi¢cao e podem
originar varios quadros clinicos (JIANG et al., 2013).

A inalagéo de esporos de fungos podem causar doengas pulmonares que vao
desde a inflamagéao local das vias aéreas para infegdes graves e com risco de vida
do pulmao, tais como aspergilose broncopulmonar alérgica, aspergilose invasiva
(BEISSWENGER et al, 2012). A doenga tem sido relatada por ocorrer
principalmente como uma complicagdo em doentes com asma e fibrose cistica
(MURRAY et al., 2006).

Cui e colaboradores (2010) obtiveram o fungo endofitico A. ochraceus EN-31
isolado da alga marrom Sargassum kjellmanianum, o qual teve seus metabdlitos
bioativos estudados. O 7-nor-ergosterolideo (Figura 10) exibiu uma citotoxidade
contra linhagens de células NCI-H460, SMMC-7721(hepatocarcinoma humano) e
SW-1990 (adenocarcinoma pancreatico) com valores de DLsy de 5,0 ug/mL; 7,0
Mg/mL e de 28,0 pg/mL, respectivamente. O composto 383,11a-diidroxiergosta-
8,24(28)-dien-7-ona (Figura 11) também apresentou citotoxidade contra linhas de
células SMMC-7721 com valor de DLso de 28,0 pg/mL.

Figura 10- Estruturas de metabdlitos secundarios bioativos isolados do fungo

endofitico Aspergillus ochraceus EM-31.
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Liu e colaboradores (2011) obtiveram o fungo A. niger MA-132 isolado como
endofitico do tecido interno da planta de mangue Avicennia marina, o qual teve seus
metabdlitos bioativos estudados. Os compostos nigerapirona B, D e E e asnipirona A
(Figura 11) foram avaliados quanto ao seu potencial citotoxico contras as linhagens
de células tumorais DU145 (céncer de prostata), HeLa (cancer cervical), HepG2
(hepatocarcinoma), MCF-7 (cancer epitelial), NCI-H460, A549 (carcinoma de
pulmao), MDA-MB-231 (cancer de mama) e SW-1990. A nigerapirona B mostrou
atividade seletiva contra HePG2 com valor de ICsop de 62 uM, enquanto que a
nigerapirona D exibiu atividade moderada e fraca contra as linhagens de célula
MCF-7, HePG2 e A549 com valores de IC5y de 121 uyM, 81 uM e 81 uM,
respectivamente. Ja, a nigerapirona E apresentou atividade citotoxica contra as
linhagens de célula SW-1990, MDA-MB-231 e A549 com valores de ICsy de 38 uM,
48 UM e 43 uM, respectivamente. Além disso, a nigerapirona E também apresentu
fracas e moderadas atividades citotdxicas contra MCF-7, HePG2, DU145, NCI-H460
e MDA-MB-231 com valores de DLsg de 105 yM, 86 uM, 86 uM, 43 uM e 48 uM,
respectivamente. Por fim, a asnipirona A exibiu atividade citotdxica contra a

linhagem de célula A549 com valor de DLsp de 62 uM.

Figura 11 — Estrutura de metabdlitos secundarios bioativos isolados do fungo
endofitico Aspergillus niger MA-132.
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A brevianamida F (Figura 12), um alcaléide 14 indol dicetopiperazinido, foi
obtida do fungo A. fumigatus isolado como endofitico de Melia azeradach. A
brevianamida F foi identificado como um novo tipo de potencial inibidor de
crescimento natural das plantas, inibindo, por exemplo, o nabo (Raphanus sativus) e
0 alongamento dos brotos de raiz do mesmo com IR (indice de retengéo) de -0,76
ppm e -0,70 ppm, respectivamente, a 120 ppm e inibe, fortemente, o crescimento
das mudas do amaranto (Amaranthus mangostanus) com alto IR de -0,9 ppm a 40
ppm (ZHANG et al., 2013).

Figura 12- Estrutura da brevianamida F isolada do fungo endofitico Aspergillus

fumigatus.
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Li e colaboradores (2012) obtiveram o fungo endofitico A. fumigatus LN-4
isolado da casca do caule de Melia azedarach, o qual teve seus metabdlitos
bioativos estudados. O 12B-hidroxi-13a-metoxiverruculogeno, a fumitremorgina B e o
verruculogeno (Figura 13, p. 47) exibiram atividades antifungicas com valores de
CIM de 6,25-50 pg/mL contra os fungos patogénicos Botrytis cinerea, Alternaria
solani, A. alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani, F. oxysporum f.
sp. Niveum, F. oxysporum f. sp. Vasinfectum e Gibberella saubinetti. A
fumitremorgina B e o verruculogeno exerceram letalidade moderada para camardes
de 4gua salgada e apresentaram toxicidade significativa com a concentragao letal
meédia com valores DLs; de 13,6 mg/mL e 15,8 mg/mL, respectivamente. A
fumitremorgina B e o verruculogeno sao fagodeterrentes contra larvas de lagartas de
borboletas (Mythimna separata Walter) e apresentaram AFI (atividade de indices

anliamentares) de 50% e 55%, respectivamente.



47

Figura 13 — Estrutura de metabdlitos secundarios bioativos isolados do fungo
endofitico Aspergillus fumigatus LN-4.
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As antraquinonas emodina e questina (Figura 14) foram obtidas do fungo A.
sydowii isolado como endofitico de Scapania ciliata S. Lac e apresentaram
atividades imunossupressoras moderadas contra a proliferacdo induzida de Con A
(concanavalina A) com os respectivos valores de DLsp de 8,45 pg/mL e 10,10 ug/mL
e contra LPS (lipopolissacarideo) induzida, respectivamente, com valores de DLs, de
10,25 pg/mL e 14,10 pg/mL (SONG et al., 2013).

Figura 14- Estruturas de antraquinonas isoladas do fungo endofitico Aspergillus
sydowii.
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O novo sesterterpenoide asperterpendide A (Figura 15) foi isolado do fungo
endofitico Aspergillus sp. 16-5c e apresentou forte atividade inibidora da proteina
tirosina fosfatase B (mPTPB) da bactéria Mycobacterium tuberculosis com valor de
ICs0 de 2,2 uM (HUANG et al., 2013).

Figura 15- Estrutura do asperterpendide A isolado do fungo endofitico Aspergillus

sp. 16-5uc.

Os novos sesterterpenoides asperterpenol A e aspertenol B (Figura 16) foram
isolados do fungo endofitico Aspergillus sp. 085242 e apresentaram forte atividade
inibidora da acetilcolinesterase com valores de DLsy de 2,3 uyM e 3,0 uM,
respectivamente (XIAO et al., 2013).

Figura 16- Estrutura de asperterndis isolados do fungo endofitico Aspergillus sp.
08242.
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An e colaboradores (2013a) obtiveram o fungo A. nidulans MA-143 isolado
como endofitico de folhas da planta de mangue marinho Rhizophora stylosa, o qual
teve seus metabdlitos bioativos estudados. A aflaquinolona A e seus dois novos
derivados, a aniduquinolona B e a aniduquinolona C (Figura 17, p. 49),

apresentaram potente atividade antibacteriana contra Escherichia coli e
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Staphylococcus aureus, forte citotoxidade contra quatro linhagens de células
tumorais BEL-7402 (hepatoma crénico), MDA-MB-231, HL-60 e K562 e exibiram
uma modesta letalidade contra camardes de agua salgada com valores de DLsp de
5,5 uM; 7,1 uM;4,5 uM, respectivamente.

Figura 17- Estrutura de compostos bioativos isolados do fungo endofitico Aspergillus
nidulans MA-143.
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Quatro novos alcaloides de quinazolinona, denominados de aniquinazolinas
A-D (Figura 18, p. 50), foram obtidos do fungo A. nidulans MA-143 isolado como
endofitico de folhas da planta de mangue Rhizophora stylosa. Os alcaldides
aniquinazolinas A-D exibiram uma potente letalidade contra camarbes de agua
salgada com valores de DLsy de 1,27 pM, 2,11 uM, 4,95 upM e 3,42 uM,
respectivamente (AN et al., 2013Db).
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Figura 18- Estruturas de aniquinazolinonas isoladas do fungo endofitico Aspergillus
nidulans MA-143.
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Durante a pesquisa para metabdlitos secundarios bioativos de micro-
organismos, o fungo endofitico A. fumigatus sp. isolado R7 foi encontrado por
produzir um conjunto de promissores compostos bioativos, apos a sua fermentacao
em larga escala (SHAABAN et al., 2013). As substancias bis-ditio-(bis-metil-tio)-
gliotoxina FR-49175, fumiquinazolina F, fumiquinazolina D, trimero pirazolino-3-ona
e trecho-9-eno-2a,30,11a,16-tetraol  (Figura 19, p. 51) apresentaram,
respectivamente, halo de inibicado de 15 mm, 12 mm, 15 mm, 11 mm e 12 mm contra
a bactéria Staphylococcus aureus. Ja, fumiquinazolina F, fumiquinazolina D, trimero
pirazolino-3-ona e trecho-9-eno-2a,3a,11a,16-tetraol mostraram halos de inibicdo de
12 mm, 11 mm, 13 mm e 13 mm contra a bactéria Streptomuces viridochromogenes
(Th 57). Todas as substancias mostraram-se inativas contra a bactéria Escherichia
coli. Quanto ao ensaio antifungico, somente as substancias fumiquinazolina F e
fumiquinazolina D apresentaram, respectivamente, halos de inibicdo de 11 mm e 11
mm frente ao fungo Candida albicans e halos de inibicdo de 12 mm e 13 mm frente
ao fungo Mucor miehi, respectivamente. Por fim, em relagdo ao ensaio preliminar de

citotoxicidade, frente as larvas de camarbes de agua salgada (Artemia salina),
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destacaram-se as substéncias fumiquinazolina F e fumiquinazolina D,

respectivamente, com percentual de 85% e 80% de indice de morte de A. salina.

Figura 19- Estrutura de compostos bioativos isolados do fungo endofitico Aspergillus
fumigatus R7.
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Liang e colaboradores (2015) isolaram dois novos compostos, o alcaloide
fumitremorgina D e o esteroide 4,8,10,14-tetrametil-[16-acetdxi-19-(20,21-dimetil)-18-
eno]-fenantreno-1-eno-3,7-diona (Figura 20, p.52), do fungo endofitico Aspergillus
fumigatus de Diphylleia sinensis L. Essas substancias mostrataram atividade
citotoxica frente linhas de células HepG2 com valores de IC de 47,5 uM e 139,9 uM,
respectivamente.
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Figura 20- Substancias citotoxicas frente linhas de células HepG2 isoladas do fungo

Asperqgillus fumigatus isolado como endofitico de Diphylleia sinensis L.
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3.1.1.2 A espécie fungica Exserohilum rostratum e seus metabdlitos secundarios
bioativos

O fungo Exserohilum rostratum tem como primeiros identificadores Leonard e
Suggs em 1974 (POLTRONIERI et al., 2008). Este fungo foi isolado pela primeira
vez como endofitico da espécie vegetal Stemona sp. coletada na provincia
Ayutthaya na Tailandia (SAPPAPAN et al., 2008). A espécie E. rostratum classifica-
se, taxonomicamente, conforme apresentado no Quadro 02 (p. 53).

O fungo E. rostratum €& patdbgeno de gramineas e membro da
Dothideomycetes, a maior e, ecologicamente, mais diversificada classe de
Ascomycetes, que inclui um numero ligeiro de patdgenos de plantas agressivas bem
como saprobios (OHM et al.,, 2012). Alguns taxons nesta classe, tais como E.
rostratum e Cochliobolus lunatus, sao conhecidos por serem patégenos humanos
oportunistas e considerado “crossover’ (micro-organismos que compartiiham a
mesma informacgao genética com outro) de patégenos (GAUTHIER; KELLER, 2013).
Em 2012, a espécie E. rostratum, também conhecida como Setosphaeria rostrata,
causou um surto de meningite na China (DONGLIANG; TURGEON, 2013).
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Quadro 02. Classificagdo taxonémica do fungo endofitico Exserohilum rostratum:

Classificagao taxonémica Fungo Exserohilum rostratum
Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Deuteromycetes
Ordem Moniliales
Familia Dematicaceae
Género Exserohilum (Forma assexuada)
Setosphaeria (Forma sexuada)
Espécie Exserohilum rostratum (Forma assexuada)
Setosphaeria rostrata (Forma sexuada)

Fonte: REIS et al., 2004.

Existem outros relatos na literatura em que o E. rostratum apresenta condigao
fitopatogénica ao invés de mutualista em plantas como no agaizeiro (Euterpe
oleracea Mart.) do municipio de Sdo Domingos (MA), onde foram observadas
pequenas manchas foliares de coloracao pardo-avermelhadas que coalesciam,
resultando no secamento das folhas (POLTRONIERI et al., 2008). E. rostratum
também é encontrado como fitopatdégeno de outras espécies vegetais doentes, tais
como em Heliconia stricta (ando jamaicano) usado em decoragdes, em
Chrysalidocarpus Ilutescens (CUNDOM, 2006), no algoddo (género botanico
Gossypium L.) (MIRZAEE et al., 2010), no ananas (Ananus comosus) (LUO et al.,
2012) e na banana (Musa parasidiaca L.) (SHAN-HAI et al., 2011).

As lesbes nas folhas causadas pelo Exserohilum rostratum, dependendo da
espécie vegetal, diferem no tamanho e tom de cor, porém, apresentam alguns
aspectos caracteristicos, como o desenvolvimento de manchas ovais e marrons,
com margens ligeiramente amareladas, e também, as lesdes que se expandem em
numero e tamanho coalescendo em todo o tecido foliar, levando ao aparecimento de
perfuragdes nas mesmas (POLTRONIERI et al., 2008).

Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos relatando a producdo de
metabdlitos secundarios de E. rostratum. As isocumarinas 11-hidroximonocerina e
12-hidroximonocerina (Figura 21, p. 54) foram isoladas de cultura de E. rostratum
obtido como endofitico de Stemona sp. A 11-hidroximonocerina apresenta atividade
antimalarica contra o Plasmodium falciparum (K1, cepa multiresistente) com os
respectivos valores de DLsg igual a 0,68 uM e 7,70 uM (SAPPAPAN et al., 2008) .
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Figura 21- Estruturas de isocumarinas isoladas do fungo endofitico Exserohilum
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Os exserolideos (Figura 22, p. 55), novos derivados bioativos de
isocumarinas, foram obtidas do fungo Exserohilum sp. isolado como endofitico de
Acer truncatum Bunge. Os compostos inéditos foram testados frente as bactérias
Bacillus subtilis (ATCC 6.633), Staphylococcus aureus (CGMCC 12.465),
Streptococcus pneumoniae (CGMCC 11.692) e Escherichia coli (CGMCC 12.340), e
quanto a sua atividade antifungica frente ao fungo Fusarium oxysporum (CGMCC
32830), destacam-se as substancias exserolideos C e F. O composto exserolideo C
apresentou atividade antifungica contra F. oxysporum com valor de CIM de 20
Mg/mL, enquanto que o controle positivo anfotericina B apresentou um valor de CIM
de 0,63 pg/mL. Ja, a substancia exserolideo F exibiu atividades antimicrobianas
signiticativas frente as bactérias Gram-positivas B. subtilis, S. aureus e S.
pneumoniae com respectivos valores de CIM de 20 pug/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL (o
controle positivo ampicilina mostrou os valores de CIM de 1,25 pg/mL; 0,16 yg/mL e
10 pg/mL, respectivamente) e também frente a bactéria Gram-negativa E. coli com
valor de CIM de 20 ug/mL (o controle positivo gentamicina mostrou um valor de CIM
de 2,5 pg/mL (LI et al., 2014).
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Figura 22 — Estruturas de exserolideos isolados do fungo endofitico Exserohilum sp.

Exseroideo A
CHg

Exserolideo B

OH ]

HsCO.

HO

Exserolideo C

OH o]

H3CO.

HaCO

CHa

Exserolideo F

Exserolideo E

As rostratinas A, B, C e D (Figura 23, p. 56), substancias pertencentes a
classe de dissulfeto de dicetopiperazina, foram obtidas da cultura de E.rostratum
isolado de cianobactérias marinhas, coletadas préximo a llha de Lanai, no Havai, em
1997, e mostraram, in vitro, citotoxicade contra o carcinoma do colon humano com
valores de DLso de 8,5 pg/mL; 1,9 pyg/mL; 0,76 yg/mL e 16,5 pg/mL respectivamente
(TAN et al., 2004).
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Figura 23 - Estruturas de rostratinas isoladas do fungo endofitico Exserohilum
rostratum.
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3.1.2 Fungos de solo e seus metabdlitos secundarios bioativos

O solo é constituido das fragdes organica e inorganica (rochas e minerais) e &
habitado por inumeras espécies, formando um ecossistema. Os micro-organismos
fazem parte do solo de uma maneira indissociavel, sendo responsaveis por
inimeras reagdes bioquimicas, relacionadas nao sé com a transformacao da matéria
organica, mas também com intemperismo das rochas. Assim, 0s micro-organismos
do solo desempenham papel fundamental na génese do solo e ainda atuam como
reguladores de nutrientes, pela decomposi¢do da matéria organica e ciclagem dos
elementos, atuando, portanto, como fonte e dreno de nutrientes para o crescimento
das plantas (ANDREOLA; FERNANDES, 2007).
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Os micro-organismos do solo, também s&o chamados, coletivamente, de
microbiota e sao representados por cinco grandes grupos: bactérias, actinomicetos,
fungos, algas e protozoarios (ANDREOLA; FERNANDES, 2007). Muitos micro-
organismos se encontram concentrados no solo rizosférico devido ao aumento de
disponibilidade de substrato (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Varios micro-organismos
de solo apresentam reagdes de antagonismo a patégenos, mantendo em equilibrio
estas populacdes, sendo que estudos apontam que o maior controle é apresentado
na cultura de origem dos mesmos (ZAMBONI-PINOTTI, 2005).

O solo, visto como um componente critico na biosfera terrestre, funciona nao
s6 como sistema de produgado agricola, mas também na manutencédo da qualidade
ambiental com efeito local e regional, podendo ser caracterizado como um corpo
natural organizado, vivo e dindmico, que desempenha inumeras fungbes no
ecossistema terrestre (REETZ, 2007). O manejo do solo é, portanto, sinbnimo de
fertilidade e extremamente importante quando se trata de micro-organismos
relacionados a diferentes culturas que se encontram neste. Esta enorme diversidade
microbiana interligada entre si sofre em condigdes adversas que podem ocasionar a
selecdo dos mais resistentes, determinando perdas de espécies importantes ao
desenvolvimento destas culturas. Dentre os micro-organismos de solo, a biomassa
fungica é predominante e nela se encontram varias espécies com potencial
antagénico e de promogao de crescimento, entre outros (KURAKOV et al., 2008).

A atividade fungica depende do conteudo de matéria organica no solo, a qual
determina sobremaneira a ocorréncia e a distribuicdo desses organismos. O
conhecimento do solo, além de fundamental para o levantameno taxonémico das
populacdes que ali se encontram, pode levar ao descobrimento de processos
metabdlicos utilizados por estes organismos tornando-se importantes para as
interagbes ambientais e em aplicagbes biotecnoldgicas (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004).

A maioria dos micro-organismos produtores de antibidticos € comumente
encontrada no solo, dos quais muitos com propriedades de uso na agricultura e na
medicina, entre os quais se destacam espécies de Penicillium e Cephalosporium
(STROBEL; DAISY, 2003).

Foram isolados quatro novos compostos, a coniochaetona E, a coniochaetona

F, a penicillona C e a penicillanona, e também os compostos ésteres (7R,8R)-o-
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diversondlico e a decarboxidiidrocitrinina (Figura 24) do fungo de solo Penicillium
citinum PSU-RSPG95. A atividade citotoxica dos metabdlitos secundarios foi
avaliada contra as linhagens de células KB, NCI-H137, MCF-7 e células
noncancerigenas Vero. Os compostos mostraram-se inativos nos testes citotoxicos
contra as referidas linhagens de células, enquanto que o composto éster (7R,8R)-a-
diversondlico exibiu atividade citotoxica moderada contra as linhagens de células
KB, NCI-H137, MCF-7 e células noncancerigenas Vero com valores de DLsy de 29
MM, 44 uM, 95 pM e 30 uM, respectivamente. Além disso, o composto
descarboxidiidrocitrinina mostrou atividade citotoxica fraca contra a linhagem de
célula NCI-H137 com valor de DLsy de 237 uM, mas nao apresentou nenhuma
citotoxidade contra as linhagens de célula MCF-7 (TRISUWAN et al., 2014).

Figura 24- Estruturas de substancias bioativas isoladas do fungo de solo Penicillium
citrinum PSU-RSPG95.
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Eamvijarn e colaboradores (2013) estudaram o fungo Neosartoya fischeri
(KUFC6344) isolado do solo da floresta costeira da Ilha Samaersarn, localizada na
provincia de Chonburi, na Tailandia, cujo fungo teve seus metabdlitos bioativos
estudados. Foram isolados do referido fungo um novo composto, o 1-formil-5-
hidroxiaszonalenina, e um novo meroditerpeno, a sartoripirona A, juntamente com a

aszonalenina, a acetilaszonalenina, a aszonapirona A, a 13-oxofumitremorgina B
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(Figura 25), cujas atividades foram avaliadas contra trés importantes células
tumorais de seres humanos MCF-7 (adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (cancer
de pulmao) e A375-C5 (melanoma) pelo método do corante SRB (sulforrodamina B)
de ligagédo protéica. As substancias acetilaszonalenina, aszonalenina e 1-formil-5-
hidroxiaszonalenina apresentaram atividades anticancerigenas com valores maiores
que 150 uM frente as células tumorais MCF-7, NCI-H460 e A375-C5. A substéancia
sartoripirona A apresentou DLsy de 46,3+7,6 frente a célula tumoral MCF-7, de
37,3%4,0 frente a célula tumoral NCI-H460 e 21,5+1,9 frente a célula tumoral A375-
C5. Por fim, o composto 13-oxofumitremorgina B apresentou DLs, de 115,2+20,0
frente a célula tumoral MCF-7, de 123,3%£11,5 frente a célula tumoral NCI-H460 e de
68,6+£12,9 frente a célula tumoral A375-C5.

Figura 25- Estruturas com atividade antitumoral isoladas do fungo de solo
Neosartoya fischeri.
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Gao e colaboradores (2013a) estudaram o fungo Aspergillus terreus Gwg-48
isolado do solo rizosférico de um mangue localizado na costa da provincia de Fujian,
cujo fungo teve seus metabdlitos bioativos estudados. A isoaspulvinona E, a
aspulvinona E e o acido pulvico (Figura 26) apresentaram significativa atividade
contra o virus H1IN1 da influenza A com os respectivos valores de DLsy de 32,3

Mg/mL; 56,9 ug/mL e 29,1 pg/mL, respectivamente.

Figura 26- Estruturas com atividade antiviral isoladas do fungo de solo Aspergillus
terreus Gwg-48.
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Gao e colaboradores (2013b) estudaram o fungo Aspergillus effuses H1-1
isolado do solo rizosférico de um mangue, cujo fungo teve seus metabdlitos
bioativos estudados. O novo alcaldide diidroneocinulina B e os compostos
didehidroecinulina B e criptoecinulina D (Figura 27, p. 61) foram avaliados
preliminarmente quanto ao seu potencial citotoxico contra as linhagens de células P-
388, HL-60, BEL-7402 e A-549 através do método SRB ou MTT (teste de redugao
do tetrazolio). A dihidroneocinulina B mostrou fraca atividade contra as linhagens de
células BEL-7402 and A-549 e ndo apresentou atividade citotoxica para as demais.
A didehidroecinulina B exibiu significativa atividade inibitoria contra as linhas de
célula A-549 e BEL-7402 com os respectivos valores de IC5o de 1,43 yM e 4,20 uM,;
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enquanto que a criptoecinulina D apresentou significativa atividade contra as linhas
de célula P-388 com valor de DLsg de 3,43 pM.

Figura 27- Estruturas com atividade citotéxica isoladas do fungo de solo Aspergillus

effuses H1-1.
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Ishii e colaboradores (2013) obtiveram um novo composto antimicrobiano
denominado de citosporona S (Figura 28, p. 62), que foi isolado do fungo
Trichoderma sp. FKI-6626 (coletado no solo de Haja-jima, llhas Bonin, em Toéquio,
no Japao). O novo composto apresentou atividade antimicrobiana contra diversas
cepas bacterianas e fungicas. A substancia citosporona S apresentou atividade
bacteriolégica com valor de CIM= 50 ug/mL frente as bactérias Staphylococcus
aureus KB210 (ATCC 6538p), KB335, KB349, Stahphylococcus epidermilis KB352
(NBRC 12993), Bacillus subtilis KB355 (NBRC 3134), Bacillus cereus KB143 (NBRC
3001), Kocuria rhizophila KB212 (ATCC 9341) e Mycobacterium smegatis KB242
(ATCC 607). Quanto ao ensaio antifungico, a citosporona S foi ativa contra os
fungos Candida albicans KF1, Saccharomyces cerevisae KF26, Aspergillus oryzae
KF439, Aspergillus niger KF104 e Mucor racemous KF223 com os respectivos
valores de CIM= 25 pg/mL; 12,5 pug/mL; 50 pg/mL; 50 ug/mL e 100 pg/mL.
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Figura 28- Estrutura da citosporona S isolada do fungo de solo Trichoderma sp. FKI-
6626.
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3.2 BACTERIAS

As bactérias sdo organismos unicelulares, procariontes, podem ser aerébias,
anaerdbias ou ainda serem anaerdbias facultativas. As bactérias sdo um dos
organismos mais antigos, com evidéncia encontrada em rochas de 3,8 bilhdes de
anos (CRAPEZ, 2002).

As bactérias foram descobertas por Antoni van Leeuwenhoek em 1683. A
palavra “bacterium” foi introduzida pelo microbiologista alemdo C.G. Ehrenberg, em
1828, que a foi buscar na lingua grega, na qual Baktnpiov significa “pequeno bastao”
(em aluséo as bactérias com essa forma) (MADIGAN; MARTINKO, 2005).

O termo ‘“antibiose” foi proposto por Vuillemin em 1889 para definir o
antagonismo entre seres vivos, € um processo natural de sele¢do onde um ser vivo
destréi outro para assegurar sua sobrevivéncia. Isso é conhecido desde o
surgimento da era bacteriana, em que certos germes nao cresciam na presenga de
outros, conforme assinalado por Pasteur e Joubert em 1877, nas suas experiéncias
como o bacilo do antrax (RIBEIRO et al., 2009). O termo “antibiético” foi proposto por
Waksman em 1942 e utilizado para definir substancias produzidas por seres vivos
microscopicos, capazes de agir em pequenas concentragdes sobre micro-
organismos patogénicos (CLARDY et al., 2009).

A possibilidade de micro-organismos, como bactérias, serem causadores de
processos infecciosos comecou a ser levantada no inicio do século XIX e cientistas
como Robert Koch identificaram micro-organismos responsaveis por doengas como

tuberculose, cdlera e febre tifoide. Nessa época, as pesquisas eram conduzidas na
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busca de agentes quimicos que apresentassem atividade antimicrobiana
(GUIMARAES et al., 2010).

O pesquisador Paul Ehrlich, conhecido como pai da quimioterapia, foi
responsavel pelos conceitos primarios de que uma substancia quimica poderia
interferir na proliferacdo de micro-organismos patogénicos como as bactérias, em
concentracdes toleraveis pelo hospedeiro (PATRICK, 2009). Em 1910, Paul Ehrlich
no seu laboratério juntamente com o quimico Alfred Bertheim e o bacteriologista
Sahachiro Hata desenvolveram o primeiro antibiético de origem sintética, o
salvarsan, medicamente usado contra a sifilis, doenca sexualmente transmissivel,
endémica e quase incuravel na época, causada pela bactéria Treponema pallidium
(AMINOV, 2010).

Algumas espécies bacterianas s&o consideradas naturalmente resistentes aos
antibacterianos (resisténcia primaria), pois somente concentragdes inviaveis in vivo
exerceriam efeito sobre elas. Sob exposicdo continuada a antimicrobianos,
apresentam resisténcia adquirida (secundaria), decorrente do desenvolvimento de
novos mecanismos de defesa (FUCHS; WANNMACHER, 1999). Algumas células
podem adquirir mutagdes genéticas aleatoriamente que podem proporcionar
resisténcia a algum antibiético (DECAMP; MORIARTHY, 2006). Denomina-se
resisténcia simples quando o germe é resistente a uma sO droga; resisténcia
multipla, quando simultaneamente a duas ou mais (TAVARES, 2001).

A resisténcia pode ser considerada um fenédmeno ecolégico que ocorre como
uma resposta da bactéria frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no
meio ambiente (DEMAIN, 2002). As bactérias multiplicam-se rapidamente, sofrem
mutagcdo e sdo promiscuas, podendo trocar material genético entre linhagens de
mesma espécie ou especies difererentes. Sdo consideradas micro-organismos de
alta capacidade de adaptagdo a diversos fatores, como a exposicdo a agentes
quimicos potentes (FERNANDES, 2006).

Para que ocorra a resisténcia adquirida a antibioticos € necessario ganho ou
alteracao temporaria ou permanente da informagdo genética bacteriana. A maioria
dos genes de resisténcia esta presente em plasmidios, que podem ser trocados com
elementos cromossomais. A resisténcia a antibidticos pode ser realizada por trés

mecanismos principais: diminuicdo da absor¢cdo ou aumento do efluxo do antibidtico;
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alteragado do sitio-alvo do antibiético e obtencdo da habilidade de destruir ou
modificar o antibiético (STROHL et al., 2004).

Alexander Fleming ja havia descrito sobre a problematica da resisténcia dos
antibidticos as bactérias, bem antes da descoberta da penicilina quando observou
que bactérias como Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa nao eram inibidas pela penicilina, caracterizando a resisténcia natural
(NICOLAOU; MONTAGNON, 2009).

O primeiro exemplo de aquisicdo de resisténcia por bactérias foi dado pela
Staphylococcus aureus. No inicio da utilizagdo da penicilina G em grande escala,
durante a Segunda Guerra Mundial, quase 100% desses micro-organismos eram
sensiveis. Seis anos depois cerca de 5% das cepas ja eram conhecidas, em 1959 ja
se contavam um valor de 80% e, atualmente, a resisténcia atinge quase 100%
(SALLES; SALLES, 2000).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considera a resisténcia de bactérias
aos antibidticos uma série ameaga. Recentemente, o problema tem chamado a
atencéo depois de casos recorrentes de infec¢do por micro-organismos resistentes
em hospitais. Segundo a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Brasil, a taxa de
infeccao hospitalar € de 15% mais alta do que em paises da Europa e nos Estados
Unidos, onde o0 mesmo indice € de 10% (MOUTINHO, 2015).

O desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas é um problema
importante no tratamento de doencgas infecciosas causadas por micro-organismos
patogénicos (VIMAL et al., 2009). Em 2013, as doengas infecciosas foram uma das
principais causas de morte no mundo, representando 25% de todas as mortes
(LIMA, 2013). Recentemente, um estudo encomendado pelo governo britanico
indicou que. a partir de 2050, pelo menos 10 milhdes de pessoas poderdo morrer a
cada ano por causa das superbactérias, com os custos de tratamento estimados em
100 trilhdes de ddlares (TANJI, 2015).

Agentes antimicrobianos sao adotados de forma essencial para cuidados com
a saude humana e animal. Sdo usados em diferentes ambientes e com diferentes
propositos para prevenir ou curar, fato que promove o surgimento de cepas com
multipla resisténcia a agentes microbianos, caracterizando um problema de saude
publica (FAO/ OIE/ WHO, 2006) especialmente no tratamento de infecgbes

invasivas. No passado, a ampicilina, o cloranfenicol e o sulfametoxazol-trimetropim
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(Figura 29) eram considerados como "tratamento de escolha" para infecgbes
provocadas por Salmonella (McDONALD et al., 1987), o que hoje ndo se observa

devido a resisténcia adquirida a estes antimicrobianos.

Figura 29- Substaéncias antimicrobianas utilizadas no tratamento de infecgbes

causadas por bactérias do género Salmonella.
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As bactérias sao essenciais a vida e muitas delas estado presentes em nosso
corpo auxiliando em diversas fungdes, inclusive na absor¢ao de vitaminas (HIRATA,
2008). E como qualquer ser vivo, elas vao se adaptando e desenvolvendo
mecanismos de defesa cada vez mais sofisticados. O problema é que, com isso,
podem neutralizar ou destruir a acdo de certos medicamentos como os antibidticos,
que sao armas eficazes de defesa quando bem indicadas, mas o uso indiscriminado
(incluindo a automedicagéo) propiciou o aumento da resisténcia bacteriana e assim
a criagao das chamadas superbactérias (NICOLAOU; MONTAGNON, 2009). Dentro
da nova safra de superbactérias, a mais preocupante € a Staphylococcus aureus,
resistente a meticilina (antiinfeccioso potente usado em casos de infecgao
hospitalar), ou MRSA (na sigla em inglés correspondente a Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus). No entanto, essa bactéria ja desenvolveu outras versdes
tdo ou igualmente perigosas. No Japé&o, por exemplo, foram encontradas cepas da
S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (Figura 30, p. 66), o

antiinfeccioso mais poderoso ja criado pela industria farmacéutica (HIRATA, 2008).
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Figura 30- Estrutura da vancomicina.
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Seguem algumas informagbdes a respeito das cinco bactérias que foram
utilizadas nos ensaios antimicrobianos dos extratos brutos e das substancias

isoladas deste trabalho.

3.2.1 Bacillus subtilis

A bactéria Bacillus subtilis € uma bactéria Gram positiva que possui
caracteristica ubiqua comumente encontrada na agua, solo, ar e decomposigao de
residuos vegetais. A bactéria produz enddsporos que lhe permite suportar condigbes
extremas de calor e ressecamento do ambiente, além disso, uma variedade de
proteases e outras enzimas que permitam degradar uma grande variedade de
substratos naturais. No entanto, na maioria das condi¢bes do organismo nao é
biologicamente ativo, mas existe sob a forma de esporos.

O B. subtilis (Figura 31, p.67) é saprdfito e ndo é patogénico, podendo ser
encontrado tanto no solo como na agua. S&o bacilos conhecidos como "bacilos da
grama" ou "bacilos de feno", toleram condi¢bes ambientais atipicas, por isso estéo
presentes frequentemente em alimentos estragados, conferindo aquela "aparéncia

linguenta" ao arroz, ao bolo, ao pao, por exemplo. Por ndo ser um patégeno
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humano, o B. subtilis € muito utilizado na agricultura e na horticultura ou como
aditivo em detergentes de roupa. Esta bactéria foi utilizada em pesquisas pelo
Departamento de Defesa dos EUA no "Projeto SHAD" — fabricagdo de armas

quimicas e biolégicas durante a Guerra Fria (ARAUJO, 2010).

Figura 31- Fotografia microscopica de Bacillus subtilis.

Fonte: ARAUJO, 2010. Disponivel em http://www.infoescola.com/reino-monera/bacillus-subtilis.
Acesso em: 25 Mai. 2014.

3.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli (Figura 32, p.68) € um dos micro-organismos tido como
habitante natural da flora microbiana do trato intestinal de humanos e da maioria dos
animais de sangue quente, sendo, portanto, normalmente encontrado nas fezes
destes animais (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). S&o classificados como bastonetes
retos, Gram negativos, ndo formadores de esporos, possuem motilidade através de
flagelos ou sdo imoveis. Algumas bactérias podem causar infecgdes se as defesas
do hospedeiro estdo comprometidas (ARBIQUE, 2007).

A E. coli possui fimbrias ou pili (pélos), sdo apéndices filamentosos menores e
mais curtos que os flagelos e se fixa na parede do trato urinario para nao ser
arrastada pelo fluxo urinario, a E.coli na flora intestinal ndo causa dano algum, pois
faz parte da microbiota intestinal, mas, se alcancar as vias urinarias, causa infeccéo

por ser um patdgeno agressivo no trato urinario (SPINDOLA, 2006).
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Figura 32- Aspecto tipico de Escherichia coli apos técnica de Gram.
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Fonte: MURRAY et al., 2006.

3.2.3 Salmonella typhimurium

As espécies de salmonelas sédo bactérias Gram-negativas, flageladas, bacilos
anaerdbios facultativos. Existem mais de 1.800 sorotipos conhecidos que a
classificacdo atual considera como espécies distintas. Na cultura, a bactéria vai
crescer em meios artificiais para formar colonias. Salmonella typhimurium (Figura 33,
p.69) multiplica-se no trato gastrointestinal de muitas espécies animais em que
normalmente ndo causa doenga, mas seu crescimento nos seres humanos provoca
a gastroenterite. Visto que, entre 6 (seis) a 48 (quarenta e oito) horas apds a
ingestdo de agua ou alimentos contaminados (normalmente de aves ou carne), a
doenga pode comegar com nauseas e vOmitos, muitas vezes seguidos por diarreia
(MURRAY et al., 2009).

Isolamentos de Salmonella causando gastroenterite em seres humanos tém
aumentado nos Ultimos anos nos paises desenvolvidos, principalmente porque os
métodos modernos de criacdo de animais, preparacao de alimentos e distribuicao
deve favorecer a propagacao de salmonelas. A S. typhimurium é o agente causador
da febre tiféide. A febre tiféide tem um inicio insidioso, caracterizada por febre, dor
de cabeca, constipagao, mal estar, calafrios, mialgia e com algumas caracteristicas
clinicas que confiavelmente pode-se distinguir entre uma variedade de outras
doencgas infecciosas. Confusao, delirio, perfuracdo intestinal e a morte podem
ocorrer em casos severos. O agente etiologico pode ser recuperado a partir do
sangue ou de medula éssea (McGARVEY et al., 2009).
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Figura 33- Fotografia de Salmonella typhimurium.
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Fonte: WESCHENFELDER, 2009.

3.2.4 Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa (Figura 34, p.70) € uma bactéria mével,
em forma de bastonetes, medindo 0,6 x 2,0 mm. E Gram-negativa e ocorre como
bactéria isolada, em pares e, em certas ocasides, em cadeias curtas. E um
organismo saprofito difundido na natureza, particularmente em ambientes umidos.
No entanto, devido a sua habilidade de sobreviver em materiais inertes e sua
resisténcia a muitos antissépticos e antibidticos, Pseudomonas aeruginosa tem se
tornado um importante e frequente patdégeno. De fato, em pias de hospitais,
equipamentos para terapia respiratéria e solu¢des antissépticas ou detergentes
podem agir como seus reservatorios (MURRAY et al., 2009). Uma caracteristica da
Pseudomonas aeruginosa € a alta resisténcia a diversos tipos de antibioticos, seja
ela intrinseca ou adquirida. A resisténcia apresentada por esses micro-organismos é
principalmente devida a baixa permeabilidade da membrana externa. Os exames
laboratoriais muitas vezes podem diagnosticar a presenga de P. aeruginosa, tendo
como resultado as amostras de lesbes cutaneas, pus, urina, sangue, escarro e
outros, conforme o tipo de infeccédo (SIQUEIRA, 2002).

3.2.5 Staphylococcus aureus

As Staphylococcus aureus (Figura 35, p.70) s&o super bactérias Gram
positivas de forma esférica e cor amarelada que se desenvolve em locais salinos.
Quando, em contato com as células humanas tem fungédo destrutiva e é adquirida
através de cortes na pele, contato com doentes e por ingestdo de alimentos pré-
salgados (CABRAL, 2008). Essa bactéria pode provocar impetigo, foliculite,

pneumonia, endocardite, osteomielite, furunculo, meningite, infecgbes urinarias,
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intoxicacao alimentar, septicemia e sindrome do choque tdéxico, matando cerca de
5% dos pacientes que adquirem a doenga (MURRAY et al., 2009). Possui proteina
“A” que neutraliza os anticorpos, toxina alfa que destréi a membrana das células,
toxina beta que hidrolisa os lipidios, toxina esfoliativa que provoca a esfoliacdo da
pele, enterotoxina que ativa o sistema imunoldgico de forma inadequada e toxina da
sindrome do choque que ativa os linfécitos de forma desvairada (CABRAL, 2008).
Segundo Cabral (2008), os antibidticos utilizados ainda hoje para tratar
infeccbes provocadas pela bactéria sdo administrados de forma intravenosa
principalmente para acgdo rapida. Sao antibidticos glicopeptidicos que sao
administrados a partir das variagdes do estagio das infec¢gbes. Essa bactéria, que ja

provocou milhares de mortes, provoca em sua maioria infecgdes sanguinea.

Figura 34- Fotografia de Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: ARDUINO, 2010.
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3.3 ARTEMIA SALINA E O TESTE DE CITOTOXIDADE PRELIMINAR

Artemia salina € um crustaceo da ordem Anostraca (sem carapaga) que vive
em lagos de agua salgada e em salinas de todo o mundo (CAMARA, 2004). Esta
adaptado para sobrevivéncia em corpos de agua que sofrem grandes variagdes
sazonais e pode tolerar salinidades que flutuam de 3,5 a 70 % (ANDRIOLLI el al.,
2007). As artémias sao ricas em proteinas, vitaminas (caroteno) e sais minerais, por
isso sao utilizadas em larga escala em cultivo de camardes e peixes na fase larval,
acelerando o crescimento dos animais (CAMARA, 2004).

O primeiro trabalho relativo ao uso de A. salina em bioensaio foi publicado
pela primeira vez em 1956 e, a partir dai, inumeros artigos reportam estudos
utilizando produtos e toxinas naturais na literatura, e tem sido proposto como padrao
por Van Haecke e Persoone (CAVALCANTE et al., 2000).

A simplicidade com que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e 0
baixo custo favorece a sua utilizacao rotineira em diversos estudos, além do que,
tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados, em analises preliminares, de
toxicidade geral (LUNA et al., 2005).

Desde 1982 esse teste tem sido utilizado para monitorar o isolamento de
substancias com potencial agao antitumoral e pesticida, a partir de plantas. Contudo,
0 ensaio € usado para avaliar diferentes atividades farmacoldgicas, uma vez que
tem demonstrado uma boa correlagdo com varias atividades biolégicas (MEYER et
al., 1982) como, por exemplo, a atividade antitumoral (McLAUGHLIN et al., 1998),
atividade antibacteriana (BRASILEIRO et al., 2006) e antifungica (NINO et al., 2006).

3.4 DESCRIGAO DAS MATRIZES VEGETAIS

3.4.1 Descricao da espécie vegetal Bauhinia guianensis

O género Bauhinia pertence a subfamilia botanica Caesalpinioideae
(Leguminosae). A Leguminosae € a terceira familia de plantas em numero de
espécies, com mais de 19.325 espécies em mais de 700 géneros (LEWIS et al,,
2005). S&o plantas de habitos muito variados, desde grandes arvores das matas
tropicais a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes e, também, muitas

trepadeiras; vivendo nos mais variados ambientes (ALMEIDA, 2003). Bauhinia
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guianensis Aubl. (Figura 36) € conhecida, popularmente, como “escada-de-jabuti”,
“cipé-unha-de-boi”, “unha-de-vaca” ou “mororo-cip6” (CECHINEL FILHO, 2002).

Figura 36 - (A) Bauhinia guianensis (EMBRAPA) e (B) as folhas de sua espécie
catalogadas (Herbario — N° de registro: 177.179). Fonte: SANTOS, 2010.

(A)

(B)

A subfamilia Caesalpinioideae € composta por 5 géneros distribuidos em

aproximadamente 1.000 espécies conforme apresentado no Quadro 03.

Quadro 03 Os cinco géneros vegetais da subfamilia Caesalpinioideae:

GENEROS | ESPECIES
Cassia 500-600
Bauhinia 300
Caesalpinia 100
Gleditsia 11
Cercis 7

Fonte: SANTOS, 2010.

As plantas do género Bauhinia sao usadas na medicina tradicional em
diversas partes do mundo por suas propriedades analgésicas, antidiabética, anti-
inflamatéria, antimicrobiana, adstringente, diurética (no tratamento de inchagos) e
tumores estomacais, diarréia e ulcera (KUMAR; CHANDRASHEKAR, 2011). O uso
popular mais, comumente, relatado para esse género vegetal no Brasil esta
relacionado a atividade hipoglicemiante, com varias espécies usadas para esse fim,
em especial Bauhinia forficata, que é, amplamente, comercializada em variadas
formas farmacéutica (NOGUEIRA; SABINO, 2012).

Algumas espécies pertencentes ao género Bauhinia, entre elas B.

macrostachya, B. splendes, B. sprucei e B. guianensis apresentam praticamente as
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mesmas caracteristicas botanicas: sdo trepadeiras altas ou arbustos escandentes;
folhas simples, pecioladas, bilobadas frequentemente aglomeradas; flores largas;
caule sinuoso, comprido e achatado, sulcado longitudinalmente com depressdes
alternadas em forma de concha (Figura 37), dando-lhes aspecto de escada
(BLUNDELL, 1992 apud COSTA, 1999). Sdo frequentemente encontradas em
vegetagdo capoeira ou areas alteradas, encontradas na Amazbnia Brasileira,

Coldbmbia e Guiana. Podendo ser encontrada em regides de clima equatorial.

Figura 37 - (A) Folhas, flores e frutos de B. guianensis; (B) Espécie B. guianensis.

(A) (B)
Fonte: VIANA, 1999.

Santos (2010) e Corréa (2010) isolaram fungos e realizaram o perfil quimico
de 54 fungos endofiticos isolados dos tecidos sadios do caule, folha e cip6 da
espécie Bauhinia guianensis Aubl. que constam catalogados no LaBQuiM
(Laboratério de Bioensaio e Quimica de Micro-organismos). No estudo, as autoras
isolaram 15 fungos endofiticos do caule (EJC), 12 fungos da folha (EJF) e 27 fungos
do cip6 (EJCP). Na ocasido, fungos dos géneros Colletotrichum, Pestalotiopsis sp.,
Aspergillus, Curvularia, Phomosis sp., Exserohilum, Xylaria e Scedosporium foram

identificados por microscopia eletrénica ou por sequenciamento por DNA.

3.4.2 Descricao da espécie vegetal Mimosa acutistipula var. ferrea

Mimosa L., com mais de 540 espécies (Figura 38, p.74), € o segundo maior
género de Mimosoidae. Distribui-se predominantemente na regido Neotropical, com
cerca de 500 taxons endémicos dos Neotrépicos e 40 espécies nativas do Velho
Mundo (SIMON et al., 2011). Suas espécies podem ser encontradas em diferentes

ambientes, desde florestas até areas mais abertas de savanas, campos, caatingas,
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ou ainda, em regides desérticas do México. Os seus principais centros de
diversidade localizam-se na América do Sul (Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina) e
no Centro-Sul do México (BARNEBY, 1991). No Brasil, esta representado por cerca
de 320 espécies (DUTRA; MORIM, 2010).

Figura 38 — Representantes do género Mimosa na APA (Area de Protegéo

Ambiental) Serra Branca.

Fonte: DOURADO et al., 2013.

O género Mimosa é caracterizado, principalmente, pelo fruto do tipo craspédio
(mais raramente lomento ou sacelo), apresentando margens persistentes (replo),
com valvas inteiras ou mais frequentemente segmentadas em articulos
monospérmicos. Além disso, as flores sdo isostémones ou diplostémones e as
anteras nao apresentam glandulas apicais, o que diferencia Mimosa de géneros
afins como Anadenanthera Speg., Piptadenia Benth e Proposis L. (QUEIROZ, 2009).

Mimosa é um grupo botanico funcionalmente importante dentro do
ecossistema terrestre (SANTOS-SILVA; SALES, 2010). Varias de suas espécies sdo
pioneiras, colonizando locais perturbados, tais como, beira de estradas, margem de
rios e clareiras de matas. Esta caracteristica deve-se, principalmente, ao seu rapido
crescimento e a sua capacidade de regeneragao vegetativa (CAMARGO-RICALDE;
GRETHER, 1998). Nessas areas, promovem o enriquecimento do solo e evitam a
sua erosao e, portanto, facilitam o estabelecimento de outras plantas (CAMARGO-
RICALDE; GARCIA-GARCIA, 2001), o que torna suas espécies boas candidatas

para a restauragao de areas degradadas.
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Segundo Barneby (1991), Mimosa acutistipula é endémica do Brasil,
ocorrendo em ambientes de caatinga, cerrado e tabuleiro dos Estados do Piaui, de
Pernambuco e da Bahia. A espécie vegetal M. acutistipula var. ferrea Barneby foi
descrita recentemente para a regido da Serra dos Carajas, no Estado do Para
(MORAES, 2012). Barbeny (1991) baseado na variagdo do numero de pinas e
comprimento de raques das inflorescéncias reconheceu duas variedades para a
espécie: M. acutistipula var. acutistipula e M. acutistipula var. ferrea.

Segundo Silva (1992), a espécie Mimosa acutistipula var. ferrea localiza-se,
também, na Serra dos Carajas, em um tipo especial de vegetagdo conhecida como
‘canga hematitica” (vegetagao que cresce diretamente sobre o afloramento rochoso
de ferro de Carajas — Figura 39). A canga hematitica constitui um verdadeiro
‘enclave”, pois faz fronteiras geograficas bem definidas com a floresta tropical.
Apesar do nome, a M. acutistipula var. ferrea apresenta o niquel como o principal
metal pesado em sua composicao dentre os outros que se localizam na Serra dos

Carajas (ferro, manganés, cobre, cromo, chumbo) (SILVA, 1992).

Figura 39 - (A) “Canga hematitica” — vegetagdo que cresce diretamente sobre o
afloramento rochoso e (B) Fronteira Geografica bem definida entre a “Canga

hematitica” e a Floresta Tropical.

(A) (B)

Fonte: Disponivel em “http://www.forumcarajas.org.br/”. Acesso em 31 Jan. 2015.

3.5 DESCRIGAO DA SERRA DOS CARAJAS

A regido de Carajas esta localizada na faixa conhecida como corredor seco
da Amazonia Oriental (Figura 40, p.76), caracterizada pelo clima transicional entre a
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da Bacia Amazobnica e o Planalto Brasileiro. Apresenta ainda grande variedade
geomorfoldfica e altitude variando de cerca de 200 a 900 metros (FARIA et al,
2011).

Essas caracteristicas ambientais fazem com que a regido de Carajas
apresente uma grande diversidade paisagistica, que varia de florestas em éareas
altas denominadas Terra Firme (montanha e submontanha) a grandes extensdes de
savana, denominadas vegetacao de Canga (SECCO; MESQUITA, 1983).

Foi no ambito do Projeto Grande Carajas, no sudeste paraense, atualmente
municipio de Parauapebas, que iniciou a extracao do minério de ferro da Serra dos
Carajas. Projeto cuja condugdo havia sido assumida, em 1977, pela Companhia
Vale do Rio Doce. Para tanto, montou-se uma gigantesca estrutura envolvendo,
além da company Town na Serra dos Carajas, um sistema que abarca minas,

instalagdes de beneficiamento e um patio de estocagem (MONTEIRO, 2005).

Figura 40- Mapa da Serra dos Carajas.
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Fonte: GEO-CONCEIGCAO. Disponivel em http:/geoconceicao.blogspot.com.br/2010/05/recursos-

minerais.html. Acesso em 31 Jan. 2015.

A Serra dos Carajas, distrito ferrifero do Brasil, cuja magnitude e importancia

econdmica tornam-no equivalente ao do Quadrilatero Ferrifero, localizado na regiao
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sudeste do pais, em plena selva amazénica, a 550 km ao sul de Belém, capital do
estado do Para, e a 1.600 km ao norte de Brasilia. A regido da Provincia Mineral
Carajas é considerada como a area limitada a leste pelos rios Araguaia- Tocantins, a
oeste pelo rio Xingu, a norte pela serra do Bacaja, e a sul pela Serra dos Gradaus
(DOCEGEO, 1988). Sua designagao como provincia deve-se a sua enorme riqueza
mineral, incluindo os depdsitos de ferro das serras Norte (N1 a N9), Sul (S1 a S45) e
Leste os depdsitos da classe oxidos de Fe-Cu-Au, Salobo, Pojuca, Aleméo, Igarapé
Bahia, Cristalino, Sossego, Alvo 118, Gameleira; Manganés Azul; e de niquel
Vermelho (TASSINARI et al., 2000).

A Serra dos Carajas é explorada principalmente pela Companhia Vale, uma
mineradora global comprometida com praticas sustentaveis em toda a cadeia do seu
negocio. Diferentemente do que muitos pensam, a mineragéo pode contribuir para a
protecao ambiental. Isso é o que demonstra a atuacao da Vale no Sudeste do Para.
Desde que iniciou a extragdo de minério de ferro na regido, em 1985, a empresa
ajuda a preservar 400 mil hectares de mata nativa, na Floresta Nacional de Carajas
e outras areas do bioma amazénico, em parceria com o Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio). Além disso, a empresa mantém um
viveiro, com capacidade para produzir 1,2 milhdo de mudas de 300 espécies da
Floresta Amazdnica, com o objetivo de recompor a vegetacdo de cerca de 10 mil
hectares de terras no entorno da Floresta Nacional de Carjas (PROJETO FERRO
CARAJAS S11D, 2013).

A Floresta Nacional de Carajas, que abriga minas de ferro, manganés, cobre
e também abrigard a S11D que é uma Unidade de Conservagao criada em 1988 por
decreto presidencial, prevé, entre outros objetivos, a exploragdo sustentavel dos
recursos naturais, como a extragdo mineral. As operagdes da Vale na Flora Carajas
ocupam somente 3% da area da floresta, de aproximadamente 4.120 km?. Além
disso, o apoio da Vale foi fundamental para evitar que a pecuaria e a atividade de
madeireiras avangassem sobre a cobertura vegetal (PROJETO FERRO CARAJAS
S11D, 2013).

Outras quatro areas adjacentes, que totalizam 4.559,5 km?, compdem junto
com a Flona Carajas o Mosaico de Unidades de Conservagao da Regido de Carajas.
Esse mosaico é protegido pela parceria entre Vale e ICMBio, que realiza atividades
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de fiscalizacao, pesquisa, prevencado e combate a incéndios e educacao ambiental
(PROJETO FERRO CARAJAS S11D, 2013).

Ha, ainda, os projetos do Fundo Vale para o Desenvolvimento Sustentavel,
um fundo de cooperagao que atua em parceria com organizagdes socioambientais e
que contribui para a conservagado da Amazénia. Entre as iniciativas, destacam-se o
monitoramento continuo em 100% do desmatamento da Amazonia brasileira e o
apoio a instituicbes que cuidam de 63% das areas protegidas no estado do Para
(PROJETO FERRO CARAJAS S11D, 2013).

3.6 QUIMIOMETRIA

A quimiometria € um conjunto de técnicas de calculo que tem por objetivo
promover a obtengdo de informacdo utili de um conjunto complexo de dados,
englobando conceitos de planejamento experimental, pré-processamento de dados,
estatistica e analise multivariada que fornecem o maximo de informacao quimica
com a analise dos dados obtidos (MORGANO et al., 1999).

Atualmente, a quimiometria é vasta nas diversas areas da Quimica e, no
Brasil, o primeiro trabalho data de 1981. A partir deste, juntamente com o
desenvolvimento computacional, a producdo cientifica na area vem crescendo
anualmente (NETO et al.,, 2006). A aplicagdo de ferramentas quimiométricas na
cromatografia data de 1989 quando Poppi desenvolveu seu projeto de Mestrado,
utilizando-se da calibragdo multivariada de dados (POPPI, 1989).

As aplicacbes da quimiometria sdo amplas e podem ser aplicadas em
associagdo com diversos equipamentos. Dentre as vantagens oferecidas pela
quimiometria estdo uma boa exatiddao e precisao nas predicdes e a rapidez e a
simplicidade em que os dados s&o obtidos (WOLD; SJOSTROM, 1998). Para a
analise de dados multivariados sdo os mais adequados, pois permitem um estudo
com varias espécies presentes ao mesmo tempo, nao importando a existéncia ou
auséncia de diferencas espectrais marcantes entre elas nem a existéncia de alta
correlagao nos dados (HAIR et al., 2005).

Para a utilizagdo da quimiometria em cromatografia seja satisfatéria como
uma ferramenta de analise e classificagcdo de uma grande quantidade de dados é

essencial que todos os extratos a serem analisados sejam obtidos a partir do mesmo
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procedimento. Assim, a garantia de que a composigao do extrato seja sempre a
mesma para amostras replicadas aumenta. Do mesmo modo, também ¢é
fundamental que os cromatogramas a serem obtidos a partir destes extratos passem
pelas mesmas condigbes cromatograficas, garantindo que a unica variavel de
diferenciagdo entre as amostras seja simplesmente as propriedades intrinsecas
destas (CARVALHO, 2011).

Interferéncias de parametros espectrais, como espalhamento de luz,
profundidade de penetracao de luz, entre outros, sdo fatores que podem variar de
um espectro a outro, mesmo que seja da mesma amostra. Operagdes matematicas
podem ser utilizadas antes da constru¢gao do modelo de calibragao multivariada, no
intuito de reduzir, eliminar ou padronizar os impactos sobre os espectros
(FERREIRA et al., 1999). De acordo com Recih (2005), para a execug¢ao de analises
qualitativas e quantitativas em infravermelho a aplicagdo de algum método
matematico e/ou estatistico é necessaria para a obtencao de dados importantes e a
exclusdo de dados desnecessarios do espectro.

Existem muitas ferramentas quimiométricas de grande utilidade para analises
qualitativa e quantitativa de compostos em fungcdo de sua estrutura e atividade,
sendo as analises exploratdrias e os métodos de regressédo os mais utilizados. Entre
as andlises exploratérias comumente utilizadas estdo a analise por componentes
principais (Principal Component Analysis — PCA) e a analise por agrupamento
hierarquico (Hierarchical Component Analysys — HCA) (FERREIRA, 2002).

A extracdo de informacdes dos resultados de um experimento quimico
envolve a andlise de grande numero de variaveis. Muitas vezes, um pequeno
numero destas variaveis contém as informacdes quimicas mais relevantes, enquanto
que a maioria das variaveis adiciona pouco ou nada a interpretacdo dos resultados
em termos quimicos. A decisdo sobre quais variaveis sdo importantes é feita,
geralmente, com base na intuicdo quimica ou na experiéncia, ou seja, baseado em
critérios que s&o mais subjetivos que objetivos (KOWALSKI, 1984).

A reducédo de variaveis através de critérios objetivos, permitindo a construgéo
de graficos bidimensionais contendo maior informagdo estatistica, pode ser
conseguida através da PCA. E possivel também construir agrupamentos entre as
amostras de acordo com as suas similaridades, utilizando todas as variaveis

disponiveis, e representa-los de maneira bidimensional através de um dendograma,
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utilizando a HCA. Estas duas analises s&o técnicas de estatistica multivariada
complementares que tém grande aceitacao na analise de dados quimicos (BROWN,
1995).

Os algorismos PCA e HCA procuram correlacionar todas as variaveis, a fim
de encontrar alguma relagdo entre elas. Se em alguma linha de produgao for
identificada a formagdo de algum produto indesejavel e ele, apés o tratamento
matematico, encontrar-se correlacionado com outro produto no meio da linha de
produgdo, pode-se encontrar uma solug&o para tal correlagdo (FIDENCIO, 2001).

A PCA é um método de compressao de dados que consiste essencialmente
em reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais
conveniente para a andlise dos dados. Em outras palavras, as n-variaveis originais
geram, através de suas combinagdes lineares, n-componentes principais, cuja
principal caracteristica, além da ortogonalidade, € que s&o obtidos em ordem
decrescente de maxima variancia, ou seja, a componente principal 1 detém mais
informacao estatistica que a componente principal 2, que por sua vez tem mais
informacéo estatistica que a componente principal 3 e assim por diante (FERREIRA,
2002).

A HCA interliga as amostras por suas associagdes, produzindo um
dendograma onde as amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas, séo
agrupadas entre si. A suposi¢cao basica de sua interpretagéo é esta: quanto menor a
distdncia entre os pontos, maior a semelhanca entre as amostras. Para proceder
esta classificacdo se faz necessaria a definicdo matematica do conceito de
proximidade: distancia entre dois objetos (KOWALSKI; BENDER, 1972).

Antes de realizar qualquer analise quimiométrica com os dados oriundos de
diversos cromatogramas, é necessario que estes passem por um pré-tratamento
organizando-se os dados em uma unica matriz com o intuito de remover ruidos
experimentais, corrigir desvios de linha de base e, principalmente, alinhar as bandas
cromatograficas (MARTINS et al., 2011). Tal desalinhamento é o principal obstaculo
na utilizacdo de ferramentas quimiométricas, pois quaisquer diferengas, sejam de
intensidade de sinal ou de tempo de retencdo dos mesmos compostos entre
cromatogramas obtidos a partir da mesma amostra, podem fazer com que a analise
seja prejudicada obtendo-se resultados errébneos ou imprecisos (ZHENG et al.,
2009).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Equipamentos técnicos

Capela de fluxo laminar (PANCHANE* modelo PA 320) para o manuseio dos
micro-organismos;

Estufa de incubacédo do tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) QUIMIS*
para crescimento dos micro-organismos;

Estufa de incubagao bacteriologica QUIMIS* Modelo 031612 Série 10040005;
Estufa de secagem e de esterilizagdo NEUONI*;

Balancgas analiticas SHIMADZU* modelos AUY 220 e AY 220;

Evaporador rotativo QUIMIS* para a concentracao dos extratos;

Camara de analise e fluorescéncia por luz ultravioleta BOITTON* modelo Boit
Gab01 Série 0196 para analise das placas cromatogréficas;

Chapa aquecedora QUIMIS* ISSO 9002 Série Q-261-22;

Autoclave vertical PRISMATIC*;

Mesa agitadora orbital MARCONI* modelo MA 140;

Polarimetro Automatico Digital NOVA* 1412;

Agitador de tubos IKA Vortex Genius 3;

Sonicador QUIMIS*,

Aparelho de Ressonéancia Magnética Nuclear VARIAN OXFORD* NMR 300;
Cromatégrafo WATERS* Alliance 2695;

HPLC 2998 Water 2695 Separations Module com detector de UV (PDA);
Espectrdmetro de massas WATERS* ACQUITY TQD System.

4.1.2 Vidrarias e outros materiais

Frascos de Erlenmeyer de 1000 mL e 500 mL;
Placas de Petri de 100 x 15 mm;

Kitassato;

Funil de Buchner,;

Funil de Decantacao;
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Funis simples;

Provetas de 500, 100, 50 e 10 mL,;

Pipetas;

Grau e pistilo;

Papéis de filtro, filme e aluminio;

Tetina de silicone;

Algodéao e alcool etilico 92,8° C INPM-Santa Cruz;

Silica gel SILICYCLE* 70-230 mesh;

Sephadex™ LH-20;

Colunas cromatograficas com didmetros e alturas conforme a massa da
amostra,

Colunas cromatograficas de fase reversa Sunfire C18 (150 mm x 4,6 mm de
didmetro interno, tamanho de particula 5 ym; WATERS*, Ireland) com uma
coluna de guarda C18 (20 mm x 4,6 mm de diametro interno, tamanho da
particula 5 ym, WATERS*);

Cromatoplacas 25 DC-Alufolien 20 x 20 cm Kieselgel 60 e 25 TLC aluminium
sheets 20 x 20 cm (silica gel- SILICYCLE®);

4.1.3. Meios de cultura

e B.D.A. (Batata natural; dextrose e agar HIMEDIA*);
e Agar bacteriolégico HIMEDIA*;
e Saubourad HIMEDIAY,

e Meio sdlido (Arroz Tio Jodo® tipo 1 e parbolizado);

4.1.4. Solventes e substratos

Hexano, acetato de etila, metanol e diclorometano P.A. (TEDIA BRAZIL*) para
a extragao, procedimentos cromatograficos e solubilizagdo das amostras;
Metanol e cloroférmio deuterados (CAMBRIDGE ISOTOPE
LABORATORIES*) para a andlise das amostras por técnicas
espectrométricas (RMN 1D e 2D);

Acetonitrila grau HPLC (TEDIA BRAZIL*);

Metanol grau HPLC (TEDIA BRAZIL*);
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e Agua purificada em aparelho Milli-Q;

¢ Reveladores para cromatografia em camada delgada analitica: solugdo acida
de sulfato cérrico, solugcao de acido sulfurico, solugcao de iodeto de bismuto de
potassio (reagente de Dragendorff) e solugado de NP-PEG;

4.2 METODOS

4.2.1 Coleta das amostras dos fungos endofiticos da Mimosa acutistipula var.
ferrea e dos fungos do solo

Em janeiro de 2013, na Floresta Nacional de Carajas (PA) na area da
Companhia Vale, foi realizada a coleta de amostras de Mimosa acutistipula var.
ferrea (Leguminosae Mimosoidae) para o posterior isolamento dos fungos
endofiticos. Na ocasido, amostras do solo da rizosfera da planta citada, da Canga
(foram realizados 2 pontos de coletas — C1 e C2), da Floresta e da mina de Ferro
NsW Norte (Figura 41) também foram coletadas para o isolamento dos fungos de
solo destas areas.

Figura 41- Fotografias da espécime de Mimosa acutistipula var. ferrea (A) e dos
solos estudados B, C, D e E.
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4.2.2 Processo de assepsia e de isolamento dos fungos endofiticos de Mimosa
acutistipula var. ferrea

Ap6s a coleta de um espécime de M. acutistipula var. ferrea, o material
botanico foi dividido em folhas, raizes e caules. As amostras foram lavadas em agua
corrente, sem ferir as amostras e descartando-se as danificadas. A desinfeccao
superficial das folhas e dos caules deu-se através de lavagens por imersao (Figura
42) em capela de fluxo laminar. Primeiramente, o material vegetal foi mergulhado
duas vezes por 2 minutos em hexano para retirada de gordura existente na
superficie. Em seguida, mergulhou-se em uma solugdo de hipoclorito de sédio a
11% por 4 minutos. Posteriormente, foram expostas em solucédo de alcool etilico a
70% por 30 segundos para matar os fungos epifiticos (os que vivem na superficie
das plantas) e trés vezes em agua destilada esterilizada por 1 minuto para retirar os
resquicios dos agentes esterilizantes (MARINHO et al., 2005). Ja, as raizes foram
desinfectadas somente com &gua destilada esterilizada por 5 minutos e apods

secagem, foram maceradas em seguida.

Figura 42- Processo de assepsia das folhas e dos caules de Mimosa acutistipula

var. ferrea.

As folhas, os caules e as raizes foram cortados em fragmentos circulares de
aproximadamente 6-9 mm. Nove fragmentos foram transferidos para placas de Petri
(Figura 43, p. 85) contendo meio de cultivo B.D.A (infuso de 200 g de batata;
dextrose, 20 g; agar, 15 g). O meio BDA foi adicionado a 1.000 mL de agua destilada
e autoclavado a 125 "C por 15 minutos. Apds a esterilizacdo do meio BDA e o
mesmo atingir a temperatura ambiente, foi adicionado o antibiético tetracicilina (100

mg/L) ao meio em capela de fluxo laminar. Por fim, as placas de Petri contendo os
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fragmentos foram incubadas a temperatura ambiente de 25 ‘C em estufa B.O.D

durante 3 dias.

Figura 43- Fotografia de placa de Petri com fragmentos de Mimosa acutistipula var.

ferrea.

4.2.3 Processo de assepsia e de isolamento dos fungos do solo (Método Clark
adaptado)

Para o isolamento de fungos do solo, aplicou-se a técnica de diluigao
sucessiva (CLARK, 1965) com algumas adaptagdes, utilizando 1 g de solo umido
previamente peneirado em malha de 2 mm, transferidos para tubos de ensaio
contendo 9 mL de agua destilada esterilizada (Figura 44) e agitados em agitador de
tubos do tipo Vortex (100 rpm) por 10 minutos. Desta diluicdo, 1 mL foi adicionado a
9 mL de agua destilada esterilizada obtendo-se a diluicdo de 10?; repetiu-se esse
procedimento para se obter a diluicdo 1072, Da diluigdo 107 retirou-se 0,1 mL, que foi
colocado em placas de Petri contendo meio de cultivo B.D.A e em outras placas de
Petri contendo o meio de cultivo Sabouraud (30 g por 1.000 mL de agua destilada
esterilizada) (Figura 45, p. 86).

Figura 44- Processo de isolamento dos fungos de solo (Método de Clark adaptado).
IE] " @ .
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Figura 45- Fotografia de placa de Petri com fungos de solo.

4.2.4 Extracao dos metabdlitos secundarios em micro-escala (Método de

Smedsgaar adaptado)

Coldnias de fungos, com 21 dias de crescimento em placas de Petri em meio
BDA, foram extraidas de acordo com o método de extracdo de metabdlitos
secundarios em micro-escala, descrito por Smedsgaar (1997), com algumas
adaptagdes: de cada colbnia foram retirados, com o auxilio de alga de platina
devidamente esterilizada, 12 fragmentos de 6 mm de didmetro que foram
transferidos para frascos de penicilina autoclavados a 121 ‘C por 15 min contendo
10 mL do sistema de extragao (Acetato de etila:Diclorometano:Metanol 3:2:1) (Figura
46, p. 87). As amostras foram lacradas com papel aluminio e posteriormente papel
filme para diminuir a evaporagdo do sistema. As amostras foram deixadas em
repouso, na auséncia de luz, por um periodo de 3 dias. Apds este tempo, as
amostras foram filtradas e transferidas para pequenos potes devidamente
esterilizados, pesados e identificados. Foi acrescentado, novamente, o sistema de
extracao por 2 vezes com o mesmo intervalo de extragdo por vez. As solugdes foram
secas em capela de exaustdo e submetidas a analise de seus perfis cromatograficos

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ap6s secagem.
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Figura 46- Extragcdo de metabdlitos secundarios em micro-escala.

4.2.5 Obtencao do perfil quimico dos micro-extratos por CLAE/DAD

A andlise dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi
realizada em um cromatdgrafo da linha Alliance e2695 (Waters) equipado com
amostrador automatico (autosampler) e detector de arranjo de fotodiodos (PDA), o
qual coleta dois espectros por segundo na regido do ultravioleta e visivel, na faixa
entre 210 e 600 nm. As separagoes foram realizadas em uma coluna de fase
reversa Sunfire C18 (150 mm x 4,6 mm de didmetro interno, tamanho de particula 5
pum; Waters, Ireland) com uma coluna de guarda C18 (20 mm x 4,6 mm de didmetro
interno, tamanho da particula 5 ym, Waters). O volume de amostra injetado foi de 20
uL e a temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. O sistema cromatografico foi
operado pelo software Empower3 Personal Single System (Waters, 2008) serial
number W2KARB8091M. A fase mdvel constituiu-se de uma mistura de H,O e MeOH.
O gradiente exploratdrio linear de eluigado usado foi de H,O-MeOH 90:10 a 0:100 em
40 min, com mais 5 min mantidos na ultima concentragédo. O gradiente foi retornado
a concentracdo inicial em 5 min e mantido por mais 15 min, para o equilibrio do

sistema, antes da injecéo da proxima amostra. O fluxo do eluente foi de 0,5 mL/min.

4.2.6. Analise quimiométrica dos micro-extratos por UPLC/MS

Neste estudo, a analise quimiométrica dos dados foi feita através da andlise
por componentes principais (PCA), que é geralmente uma ferramenta eficiente para
reduzir a dimensionalidade dos dados, além de selecionar as variaveis (relagcoes
m/z) no espectrobmetro de massas para uma melhor discriminacdo dos

agrupamentos das amostras.
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As analises quimiométricas por PCA no espectrdbmetro de massas foram
feitas utilizando um capilar de 3,5 kV, cone de 30 V e temperatura de desolvatacao
de 500°C além de uma coluna Acquity UPLC BEH® (1,7 ym x 2,1 mm x 50 mm) com
fase estacionaria C1s. A eluicdo no modo gradiente empregou agua (A) e acetonitrila
(B), obedecendo as seguintes condigdes: 90% (A) a 10% (B) em 0 minuto, 70% (A) a
30% (B) em 1 minuto, 50% (A) a 50% (B) em 3 minutos, 20% (A) a 80% (B) em 6

minutos e 5% (A) a 90% (B) em 8 minutos. O fluxo da fase mével foi de 0,3 mL/min.

4.2.7 Curva de crescimento do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12:
Inicialmente, o fungo codificado como Aspergillus sp. FRIZ12 foi reativado em
placas de Petri contendo meio B.D.A. Posteriormente foi feito o cultivo de trés
pequenos fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? do fungo Aspergillus sp. FRIZ12
em 11 frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de agua destilada e 6 g
do meio Saubouraud por frasco. Todos os frascos de Erlenmeyer foram
autoclavados a 121 °C por 15 minutos. Os frascos de Erlenmeyer foram incubados
em modo estatico sem a presenca de luz por 40 dias (Figura 47). Um frasco de

Erlenmeyer de 500 mL foi usado para controle (“branco”).

Figura 47- (A) Crescimento do fungo Aspergillus sp. FRIZ12 em meio Sabouraud e

(B) adigdo de MeOH no micélio do respectivo fungo.

A cada quatro dias, filtrava-se um dos frascos de Erlenmeyer e separava-se o
micélio do meio liquido, totalizando um periodo de filtracdo de 40 dias. O micélio de
cada filtracao foi transferido para potes devidamente autoclavados a 121 °C por 15

minutos e pesados. Apds isso, foi adicionado metanol para eliminar todos os
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esporos do fungo e secos em capela de exaustdo. Finalmente, houve o
acompanhamento diario da massa do micélio em cada pote até adquiri massa

constante.

4.2.8 Reativagao dos fungos endofiticos Aspergillus sp. EJC08 e Exserohilum
rostratum 1.11 Er e do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12 em placas de Petri
contendo meio BDA

Para a reativagdo dos fungos endofiticos de Bauhinia guinanensis em placa
de Petri contendo meio BDA, foram utilizados os micro-organismos Aspergillus sp.
EJCO8 (Figura 48) e Exserohilum rostratum 1.11 Er (Figura 49, p. 90) que se
encontravam armazenados na micoteca do LaBQuiM. O fungo de solo Aspergillus
sp. FRIZ12 (Figura 50, p. 90) também foi reativado apos os resultados dos ensaios
antimicrobianos. Estes fungos foram reativados em placas de Petri contendo meio
BDA.

Apbs o preparo e da esterilizagdo em autoclave vertical a 125 “C do infuso
BDA deixou-se o mesmo atingir a tempetarura ambiente para verté-lo em placas de
Petri dentro da capela de fluxo laminar (esterilizada com alcool etilico 70% e UV por
20 min.). Posteriormente, foram transferidos trés pequenos fragmentos de cada
fungo para cada 3 placas de Petri contendo o meio B.D.A. Por fim, as placas de Petri
com os referidos fungos inoculados foram armazenadas durante 7 dias em estufa
B.O.D. para que hifas do fungo se desenvolvessem e 0os mesmos tivessem seus

estudos quimicos iniciados.

Figura 48- Fotografia de placa de Petri inoculada com o fungo endofitico Aspergillus
sp. EJCO08 em meio BDA.

(A)FRENTE (B) VERSO
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Figura 49- Fotografia de placa de Petri inoculada com o fungo endofitico

Exserohilum rostratum 1.11 Er em meio BDA.

3 i- : \

(A) FRENTE

Figura 50- Fotografia de placa de Petri inoculada com o fungo de solo Aspergillus
sp. FRIZ12 em meio BDA.

(A) FRENTE

4.2.9 Cultivo dos fungos endofiticos Aspergillus sp. EJC08 e Exserohilum
rostratum 1.11 Er em meio sélido (arroz)

Apds o oitavo dia de incubagcdo em meio B.D.A., foi feito o cultivo em meio
solido (arroz Tio Jo&o® parbolizado). Foram usados 3,0 Kg do cereal que foram
distribuidos uniformemente em 15 frascos de Erlenmeyers de 1.000 mL, 200 g de
cereal por frasco, em seguida adicionou-se 75 mL de agua destilada em cada frasco.
Todos os frascos de Erlenmeyer foram autoclavados a 121 ‘C por 45 minutos.
Deixou-se o material atingir a temperatura ambiente e introduziram-se por frasco trés
pequenos fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? do fungo para 13 dos 15 frascos
de Erlenmeyer utilizados. Os fungos endofiticos Aspergillus sp. EJCO08 (Figura 51, p.

91) e Exserohilum rostratum 1.11 Er (Figura 52, p. 91) foram incubados em modo
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estatico sem presencga de luz por 30 dias. Dois frascos de Erlenmeyer foram usados

para controle (“brancos”).

Figura 51- Crescimento das col6nias do fungo endofitico Aspergillus sp. EJC08 em

meio solido (arroz) apos 30 dias de incubagao.

Figura 52- Crescimento das colénias do fungo endofitico Exserohilum rostratum
1.11 Er em meio sélido (arroz) apds 30 dias de incubacgéo.

4.2.10 Cultivo do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12 em meio sélido (arroz)
Apds o oitavo dia de incubagdo em meio BDA, foi feito o cultivo em meio
sélido (arroz Tio Jo&o® parbolizado). Foram usados 3,0 Kg do cereal que foram
distribuidos uniformemente em 15 frascos de Erlenmeyers de 1000 mL, 200 g de
cereal por frasco, em seguida adicionou-se 75 mL de agua destilada. Todos os
frascos de Erlenmeyer foram autoclavados a 121 C por 45 minutos. Deixou-se o
material atingir a temperatura ambiente e introduziram-se por frasco trés pequenos
fragmentos de aproximadamente 0,5 cm® do fungo para 13 dos 15 frascos de
Erlenmeyer utilizados. O fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12 (Figura 53, p. 92) foi

incubado em modo estatico sem presencga de luz por 25 dias, tempo estipulado para
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o crescimento do fungo. Dois frascos de Erlenmeyer foram usados para controle

(“brancos”).

Figura 53- Crescimento das colénias do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12 em

meio solido (arroz) apds 25 dias de incubagao.

4.2.11 Obtencgao dos extratos dos fungos endofiticos Aspergillus sp. EJC08 e
Exserohilum rostratum 1.11 Er

Apds o tempo de incubagdo em meio soélido (arroz), foram obtidos os extratos
da biomassa. Inicialmente foram acrescentados 300 mL de metanol em cada frasco
de Erlenmeyer para destruir os esporos dos fungos endofiticos Aspergillus sp.
EJCO08 e Exserohilum rostratum 1.11 Er (Figura 54, p. 93) e assim eliminar perigos
de contaminacdo no manuseio das amostras. Apos 24 horas da adicdo do metanol o
material foi filtrado a vacuo (Figura 55, p. 93) com o uso de papel de filtro e de funil
de Blchner, obtendo uma solu¢cdo de MeOH-1 (Figura 56, p. 93) e a massa fungica.
Depois disso, adicionou-se hexano a biomassa e o sistema foi deixado em repouso
por trés dias sendo posteriormente filtrado a vacuo. Foram realizadas mais duas
adicdes de hexano a biomassa e filtragdes a vacuo para a obtencao total da solugao
hexénica. Por fim, a solugdo hexanica foi concentrada em evaporador rotativo,

obtendo-se o extrato hexanico de cada fungo endofitico.
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Figura 54- Frascos de Erlenmeyer contendo biomassa fungica dos fungos
endofiticos Asperqgillus sp. EJCO8 (A) e Exserohilum rostratum 1.11 Er acrescidos de
MeOH.

(A) (B)

Figura 55- Filtracao a vacuo para obtencao da solugdo MeOH-1 do fungo endofitico

Asperqgillus sp. EJC 08.

Figura 56- Solucdo MeOH-1 (2L) do fungo endofitico Asperqgillus sp. EJC 08 obtida

apos filtragdo a vacuo.

O mesmo procedimento usado para a extragdo da biomassa com hexano

(Hex.) foi realizado também com o acetato de etila e por ultimo utilizando metanol,
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obtendo respectivamente uma solugdo de acetato de etila e outra solugdo de
metanol (MeOH-2) para os dois fungos endofiticos. As solugdes AcOEt e MeOH-2
foram concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se os extratos AcOEt e
MeOH-2, respectivamente. Apds concentracdo em evaporador rotativo, os extratos
MeOH-1 e MeOH-2 sofreram partigao liquido-liquido (Figura 57) com AcOEt (3 x 100

mL ), obtendo-se as fases AcOEt e hidroalcodlicas do extrato MeOH-1 e MeOH-2.

Figura 57- Particdo da Solugdo MeOH-1 com AcOEt para o fungo endofitico
Aspergillus sp. EJC 08.

4.2.12 Fracionamento dos extratos do fungo endofitico Aspergillus sp. EJC08
Todas as etapas de obtencdo dos extratos durante o estudo quimico dos
fungos endofiticos Aspergillus sp. EJC 08 estao descritas no Fluxograma 01 (p. 95).
De cada extrato ou fase, foram retiradas 5 mg e 10 mg de cada um(a) para a
realizacdo dos ensaios antimicrobianos e citotoxicos, respectivamente. A massa
restante do EHA foi utilizada para fracionamento em coluna cromatografica de silica
gel por via umida utilizando hexano, acetato de etila e metanol como eluentes em

gradiente crescente de polaridade, rendendo oito fragdes (Fluxograma 02, p. 96).



Aspergillus sp. (EJC08)
Cultivo em arroz (3000 g)

1 — Cultivo em arroz por 30 dias;
2- Adicao de MeOH;
3-Filtragéo a vacuo.

95

Biomassa
Solugéo
MeOH-1
1-  Extragdo com hexano;
2-  Filtragao a vacuo.
1-  Partigéo liquido-liquido com
AcOEt;
2-  Concentragdo em evaporador
rotativo.
Solugéo
Biom al
omassa hexanica
1-  Extragdo com ~
FHIDROEMA-1 FAEMA-1 AcOEt; Concentragéo em
(1 30,47 g) (4 57 g) 2-  Filtragio a vécuo. evaporador rotativo.
EHA
| (8,70 g)
Biomassa

1-
2-

1-
2-

Extracdo com Metanol;
Filtragcao a vacuo.

Biomassa

Particao liquido-liquido com AcOEt;
Concentragdo em evaporador rotativo.

Solugédo de
Acetato de Etila

Solugéo MeOH-2

EAA
(9,83 g)

(49,80 g)

FHIDROEMA-2

FAEMA-2
(8,64 9)

Concentragdo em
evaporador rotativo.

Fluxograma 01: Representagdo dos processos de obtengcédo dos extratos do fungo

endofitico Aspergillus sp. EJC08 em meio solido (arroz).



EHA
(8.700,0mg)
CCVU 03

Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade e monitoramento por CCDA.
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Fr01: Fr 02 Fr 04 Fr 06 Fr 08
Hexano 100% Hex/ AcOEt 10% Hex/ AcOEt 50% AcOEt 100% MeOH 100%
(11,3 mg) (225,0 mg) (1.945,4 mg) (583,2 mg) (1.513,3 mg)
Fr 03 Fr 05 Fr 07
Hex/ AcOEt 30% Hex/ AcOEt 75% AcOEt/ MeOH 50%
(330,8 mgq) (2.545,6 mg) (1.357,5 mg)
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcCOEt e MeOH em
gradiente crescente de polaridade e
monitoramento por CCDA.
Fr01-24 Fr 25-45 Fr 46-63 Fr 64-75 Fr76-146
(11,4 mg) (45,5 mg) (60,5 mg) (79,1 mg) (133,5 mg)
RMN 'He ™ C. RMN 'He ™ C.
S-1 S-2 (79,1 mg)
(45,5 mg)

Fluxograma 02: Fracionamento do extrato hexéanico do fungo endofitico Aspergillus

sp. EJCO8.

4.2.13 Fracionamento dos extratos do fungo endofitico Exserohilum rostratum

1.11 Er

Todas as etapas de obtencdo dos extratos orgénicos durante o estudo

quimico dos fungos endofiticos Exserohilum rostratum 1.11 Er estdo descritas no

Fluxograma 03 (p. 97).



Exserohilum rostratum (1.11 Er)
Cultivo em arroz (3.000 g)

2- Adicdo de MeOH;
3-Filtragao a vacuo.

1 — Cultivo em arroz por 30 dias;

Solugéo
MeOH-1

1-  Parti¢éol liquido-liquido com Hex.;
2- Concentragdo em evaporador

rotativo.

Biomassa
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1-  Extragcdo com hexano;
2-  Filtragdo a vacuo.

Bio

Solugdo
FHEXEMEr FHIDROEMEr hexanica
(19,55 g) (20,00 g)
1-  Extracdo com .
AcOEt; Concentragao em
Partigaol liquido-liquido com 2-  Filtragdo a vacuo. evaporador rotativo.
AcOEt;
Concentragdo em evaporador
rotativo. EHEr
(7,04 g)
I I
Biomassa Solugéo de Acetato de Etila
Concentragdo em
evaporador rotativo.
FAEMEr FHIDROEMEr
(14,90 g) (5,07 g) EAEr
(22,50 g)

Fluxograma 03: Representacdo dos processos de obteng&o dos extratos do fungo

endofitico Exserohilum rostratum 1.11 Er em meio solido (arroz).

Parte da fase AcOEt (6.115,0 mg) do extrato MeOH foi submetida ao

fracionamento por via umida (CCVU), utilizando-se como eluentes solventes puros

ou misturas dos solventes hexano, acetato de etila e metanol em gradiente

crescente de polaridade, resultando em oito fragcdes, as quais foram analisadas por

CCDA, conforme mostra o Fluxograma 04 (p. 98).



FAEMET (6.115,0 mg)
CCVU 04

Coluna silica gel

Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade e monitoramento por CCDA.
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| | | |
Fr 01: Fr 02 Fr 05 Fr07:
Hexano 100% Hex/ AcOEt 15% Hex/ AcOEt 75% AcOEt MeOH 50%
(11,3 mg) (2.880,7 mg) (120,8 mg) (780,7 mg)
Fr 08:
Fr 03 MeOH 100%
Hex/ AcOEt 30% (951,4 mg)
(165,0 mg)
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em
gradiente crescente de polaridade e
monitoramento por CCDA. Fr 06
AcOEt 100%
(369,6 mgq)
| | |
Fr01-14 Fr 15-32 Fr 33-73 Fr74-121
(2,0mg) (35,1 mg) (46,3 mg) (72,9mgq)
Fr 04
RMN 'H e °C. Hex/ AcOEt 50%
(250,0 mg)
S-1 (35,1 mg) -
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em
gradiente crescente de polaridade e
monitoramento por CCDA.
| | ]
Fr 51-66 Fr 67-71 Fr 72-79
(37,6 mg) (40,0 mg) (69,5 mg)
Fr 80-125
Fr 01-50
(7,6 mg) N e G RMN 1D, 2D e EM. (59,3 mg)
S2 S-10
- 69,5 m
(37,6 mg) ( 9

Fluxograma 04: Fracionamento da Fase AcOEt do extrato MeOH do fungo

endofitico E. rostratum 1.11 Er.

Parte da fase hidroalcoolica do extrato MeOH foi submetida a cromatografia

de exclusdo em Sephadex LH-20, utilizando-se como eluente metanol em modo

isocratico, resultando em sete fracbes que foram concentradas em evaporador
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rotativo e analisadas por CCDA. Através do monitoramento por CCDA, a fracao 03

mostrou-se interessante e foi fracionada conforme mostra o Fluxograma 05.

FHIDROEMEr
(450,0 mg)
CCVU 05

Sephadex LH-20
Sistema: MeOH 100% e monitoramento por CCDA.

Fr 01 Fr 02 Fr 04 Fr 05 Fr 06 Fr 07
(16,4 mg) (42,6 mg) (22,5 mg) (20,3 mg) (17,7 mg) (63,0 mg)
Fr 03
(270,2 mgq)
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade e monitoramento por CCDA.
Fr 01-25 Fr 34-71 Fr 72-82 Fr 83-113 Fr 114-133 Fr 134-180 Fr181-212
(22,6 mg) (45,7 mg) (4,0 mg) (7,5 mg) (3,0 mg) (54,3 mg) (90,1 mg)

RMN 1D, 2D e EM.

S-8
(4,0 mg)

RMN 1D, 2D e EM.

S-9
(3,0 mg)

Fluxograma 05: Fracionamento de uma aliquota da fase hidroalcodlica do extrato

MeOH do fungo endofitico E. rostratum 1.11 Er.

4.2.14 Obtencdo dos extratos e fracionamentos do fungo de solo Aspergillus
sp. FRIZ12:

Apds o tempo de incubagdo em meio soélido (arroz), foram obtidos os extratos

da biomassa. Inicialmente foram acrescentados 300 mL de hexano em cada frasco

de Erlenmeyer para destruir os esporos do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12

(Figura 58, p. 100), assim eliminar perigos de contaminagdo no manuseio das
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amostras. Apds 24 horas da adicao do hexano o material foi filtrado a vacuo (Figura
59) com o uso de papel de filtro e de funil de Blchner, obtendo uma parte da
solugao hexanica e a massa fungica. Depois disso, adicionou-se hexano a biomassa
por mais duas vezes e cada adi¢cdo foi deixada em repouso por trés dias sendo
posteriormente filtrado a vacuo e obtida entdo uma solugdo hexanica. A solugao
hexanica (Figura 60, p. 101) foi concentrada em evaporador rotativo para a obtenc&o

do extrato hexanico.

Figura 58- Adicao de Hexano na biomassa fungica do fungo de solo Aspergillus sp.
FRIZ12.

Figura 59- Filtragdo a vacuo para obtengédo da solugao hexanica do fungo de solo
Aspergillus sp. FRIZ12.
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Figura 60- Solugcdo hexanica (4L) do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12 obtida

apos filtragdo a vacuo.

O mesmo procedimento usado para a extragdo da biomassa com hexano
(Hex.) foi realizado, também, com o solvente acetato de etila e, por ultimo, metanol,
obtendo, respectivamente, uma solugdo de acetato de etila e outra solugdo de
metanol (MeOH-2) para os referidos fungos endofiticos. As solu¢cées AcOEt e MeOH
foram concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se os extratos AcOEt e MeOH-
2, respectivamente. Apds concentracdo em evaporador rotativo, uma aliquota do
extrato metandlico sofreu particado liquido-liquido (Figura 61) com hexano (3 x 250
mL) e AcOEt (3 x 250 mL), obtendo-se as fases hexanica, AcOEt e hidroalcodlica do

extrato metandlico.

Figura 61- Particdo da solugdo metandlica com acetato de etila para o fungo de solo

Aspergillus sp. FRIZ12.
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Todas as etapas de obtengdo dos extratos do fungo de solo Aspergillus sp.

FRIZ12 estédo descritas no Fluxograma 06.

Fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12
Cultivo em arroz (3000 g)

1 — Cultivo em arroz por 25 dias;
2- Adicdo de Hexano;
3-Filtragao a vacuo.

Solugéo Biomassa
hexanica

1-  Extragdo com AcOEt
Concentragdo em 2-  Filtragéo a vacuo.
evaporador rotativo.

EHFRIz
(13,23 9)
Biomassa Solugédo de
AcOET
1-  Extragdo com MeOH:; Concentragéo em
2-  Filtragéo a vacuo. evaporador rotativo.
EAFriz
(8,81 g)
Solugéo
Biomassa MeOH

Concentragdo em
evaporador rotativo.

EMFriz
(230,72 g)

Fluxograma 06: Representagdo dos processos de obtencdo dos extratos do fungo

de solo Aspergillus sp. FRIZ12 em meio sélido (arroz).
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Parte do extrato hexanico (5,72 g) foi submetida ao fracionamento por CCVU

em silica-gel, utilizando-se como eluentes solventes puros ou misturas dos solventes

hexano, acetato de etila e metanol em gradiente crescente de polaridade, resultando

em oito fracdes que foram concentradas em rotaevaporador e analisadas por CCDA.

O Fluxograma 07 resume os fracionamentos do extrato hexanico.

EHFRiz. (5728,0 mg)
CCVU 06

Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade e monitoramento por CCDA.

Fro01: Fr02 Fr 04 Fr 06: Fr08:
Hexano 100% Hex/AcOEt 15% Hex/ AcOEt 50% AcOEt 100% MeOH 100%
(9,5 mg) (3.833,2 mg) (223,2 mg) (41,8 mg) (183,8 mg)
Fr 03 Fr 07
Hex/ AcOEt 30% AcOEt/MeOH 50%
(637,0 mg) (540,1 mg)
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em
gradiente crescente de polaridade
e monitoramento por CCDA.
Fr 01-26 Fr 27-59 Fr 60-63 Fr 64-101 Fr 102-205
(221,4 mgq) (58,9 mg) (3,4 mg) (43,3 mg) (300,3 mgq)
P Fr 05
RMN 'He " C. RMN He ™C. Hex/AcOEt 75%
(257,4 mg)
S-3
S-4 +S-5 (43,3 mg)
(58,9 mg) > Mg
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de polaridade
e monitoramento por CCDA.
| 1 ] |
Fr 01-49 Fr 50-54 Fr 55-75 Fr76-83
(45,5 mg) (5,3 mg) (7,0 mg) (5,2 mg)
RMN 1D, 2D e EM. RMN 1D, 2D e EM. (I:rggéz‘]n?go)
S-7
S-6
(5,3 mg) (5.2 mg)

Fluxograma 07: Fracionamento do extrato hexanico d

sp. FRIZ12.

o fungo de solo Aspergillus
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Na purificagdo das fragdes obtidas do extrato hexanico do fungo de solo

Aspergillus sp. FRIZ12 foram usados métodos cromatograficos classicos tais como

cromatografia de coluna por via umida (CCVU) e monitoramento por cromatografia

em camada delgada analitica (CCDA). Os Fluxogramas 08 e 09 (p. 104) resumem

os fracionamentos das fracdes obtidas do extrato hexanico do referido fungo

rizosférico.
Fr 02 da CoeI
Hex/AcOEt 15%
(3.883,2 mg)
CCvu 07
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcCOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade e monitoramento por CCDA.
Fr 01 Fr 03 Fr 05 Fr 07
(5,1 mg) (1.327,0 mg) (336,2 mg) (443,5 mg)
Fr 02 Fr 04 Fr 06 Fr 08
(562,4 mg) (580,0 mg) (188,7 mg) (336,4 mgq)
Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade e monitoramento por CCDA.
| | | ] ] ]
Fr01-16 Fr 17-32 Fr 33-50 Fr 51-80 Fr 81-134 Fr 135-233
(23,0 mg) (47,2 mg) (50,8 mg) (69,5 mg) (144,4 mg) (226,8 mg)
RMN'He ™ cC. RMN'He ™ cC.
S-1 S-2
(50,8 mg) (69,5 mg)

Fluxograma 08: Fracionamento da fragdo 02 do extrato hexanico do fungo de solo

Aspergillus sp. FRIZ12.




Fracdo 04 da CCVU 14:

Hex/AcOEt 50%
(223,2 mg)
CCVU 08

Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcCOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade e monitoramento por CCDA

105

Fr 01-46
(19,0 mg)

Fr50-59
(11,0 mg)

Fr 47-49
(3,0 mg)

S-7
(3,0 mg)

Fr 67-76
(39,8 mg)

Fr 60-66
(31,7 mg)

RMN 1D, 2D e EM.

Fr103-139
(20,7 mq)

Fr77-102
(36,4 mg)

Fr 140-150
(51,8 mg)

Fluxograma 09: Fracionamento da fragdo 04 do extrato hexéanico do fungo de solo

Aspergillus sp. FRIZ12.

Parte do extrato metandlico do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ 12 (23 g)

sofreu particado liquido-liquido com hexano (3 x 250 mL) e com AcOEt (3 x 250 mL),

fornecendo, assim, as suas respectivas solugcdes que foram concentradas em

evaporador rotativo para a obtencdo de suas respectivas fases. A terceira solucéo

foi denominada solugéo hidroalcodlica que também foi concentrada em evaporador

rotativo para a obtencdo das fases hexanica e acetato de etila. Através do

monitoramento por CCDA, foi escolhida a fase AcOEt para fracionamento

cromatografico por via umida, onde suas fragbes foram também monitoradas por

CCDA conforme pode ser observado nos Fluxogramas 10 (p. 106) e 11 (p. 107).
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EMFRiz
(23.000 mg)
CCVU 09

1-  Partigdo liquido-liquido com Hex. e AcOEt;
2-  Concentragdo em evaporador rotativo.

FHEXEM FAEM FHIDROEM
(17,8 mg) (10.400 mg) (12.172,7 mgq)

Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcOEt e MeOH em gradiente
crescente de polaridade e monitoramento

por CCDA
Fr 01: Fr 03: Fr 04: Fr 06: Fr 07:
Hexano 100% Hex/AcOEt 30% Hex/AcOEt 50% AcOEt 100% MeOH 100%
(3,9 mg) (315,7 mg) (903,9 mg) (596,0 mg) (7.825,1 mg)
. Fr 05:
Fr 02:
Hex/ AcOEt 15% Hex/ ACOEt 75%
(14,0 mg) (58,6 mg)

RMN 1D, 2D e EM.

S-11
(58,6 mg)

Fluxograma 10: Particdo liquido-liquido do extrato metandlico de Asperqgillus sp.

FRIZ12 e o fracionamento da fase AcOEt.
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Fr 06 da CogZ
AcOEt 100%
(596,0 mg)
CCvVU 10

Coluna silica gel
Sistema: Hex, AcCOEt e MeOH em gradiente
crescente de polaridade e monitoramento

por CCDA
Fr 01 Fro03 Fr 05 Fr 08 Fr 10
(48,0 mg) (56,8 mg) (76,0 mg) (31,1mg) (95,0 mg)
Fr 02 Fr 04 Fr 06 Fr 07
(55,2 mg) (80 mg) (44,0 mg) (39,9 mg)
RMN 1D, 2D e EM.
S-11
(39,9 mg)
Fr 09
(59,0 mg)
Sephadex LH-20
Sistema: MeOH 100% e
monitoramento por CCDA.
| | | | | |
Fr 01-13 Fr 14-20 Fr21-32 Fr 33-40 Fr 41 Fr 33-40
(4,3 mg) (18,1 mg) (10,6 mg) (7,0 mg) (2,4 mg) (7,0 mg)
RMN 1D e 2D.
S-12
(2,4 mqg)

Fluxograma 11: Fracionamento da fragdo 06 do extrato FAEM.
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4.2.15 Ensaios Antimicrobianos

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Bioensaios e
Quimica de Micro-organismos (LaBQuiM) do Laboratério de Quimica — Pesquisa da
UFPA. Foram utilizadas cepas certificadas das bactérias Bacillus subtilis (ATCC
6633), Escherichia coli (ATCC 25922) Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella typhimurium (ATCC14028) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
cedidas pelo Instituto Evandro Chagas.

Para a realizagdo do ensaio, preparou-se o caldo de B.H.l. (Infuso Cérebro
Coragao), seguindo as recomendacdes do fabricante: para cada 1 (um) litro de caldo
foram utilizados 37 g de meio do cultura em um frasco de Erlenmeyer. Em outro
frasco de Erlenmeyer, o meio Agar BHI foi preparado através da adicdo de 5 g de
agar bacteriolégico a cada 100 mL de caldo BHI. Apds essas dissolugdes, os meios
foram autoclavados a 121 °C, por 15 minutos, para garantir total esterilidade. Ap6s,
deixou-se atingir a temperatura ambiente para suas posteriores utilizagoes.

Os extratos, os policetideos e o0 nucleosideo tiveram suas atividades
antimicrobianas avaliadas pelo método de diluicdo sucessiva em microcaldo
recomendado pela Subcomissao de Teste a Subsceptibilidade Antifungica do Comité
Nacional dos EUA para Padréo Clinico Laboratorial (CLSI, 1997).

4.2.15.1 Ativacéo das bactérias

As bactérias utilizadas nos ensaios foram ativadas em placa de Petri de 9 cm
de diadmetro, contendo agar B.H.l., por um periodo de 24 h. Apos esse tempo foram
transferidas, com o auxilio de um palito, aproximadamente trés colbnias de cada
bactéria para tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo B.H.l. e incubadas por mais

um periodo de 24 h.

4.2.15.2 Padronizacgao das culturas

Obteve-se, por meio de uma mistura das solugdes de H,SO4 a 1% (9,95mL) e
BaCl,, também, a 1% (0,05mL) uma solugao de sulfato de bario (BaSO,). Apds este
processo comparou-se o grau de turvagao do tubo de ensaio contendo a solugao
bacteriana padronizada em uma concentragdo de 1,0 x 10° UFC/mL (unidades
formadas de colénias por mililitros) com o tubo de ensaio que continha o sulfato de

bario. Por fim, a solugcao bacteriana foi diluida, sucessivamente, até a concentracao
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de 1,0 x 10* UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios antimicrobianos, tanto dos

extratos como das substancias (CLSI, 2003).

4.2.15.3 Preparo das amostras

Foram testados 5 mg dos extratos organicos, 1 mg dos micro-extratos
organicos dos fungos endofiticos de Mimosa acutistipula var. ferrea e de fungos de
solo e 1 mg de cada substancia isolada e purificados para serem dissolvidos em 100
ML de DMSO, contidos em tubos de Eppendorf. Em seguida foram adicionados 900
ML de caldo B.H.l. esterilizado. No intervalo de cada adigdo do solvente e do caldo
B.H.l. ao extrato ou a substancia, as amostras eram agitadam para uma melhor

homogeneizacao.

4.2.15.4 Ensaio para medir a concentragao inibitéria minima (CIM)

Em cada placa de ELISA de 96 furos foram adicionados 100 pL de caldo BHI
em cada cavidade. Em seguida acrescentou-se na primeira cavidade de cada coluna
100 pL da solugéo contendo as amostras a serem testadas e homogeneizou-se essa
solucdo. Apos isso foram realizadas diluicbes sucessivas, retirando-se 100 uL da
primeira cavidade, transferindo esse volume para a préxima e homogeneizando.
Esse procedimento foi repetido até a penultima cavidade da placa de Elisa, de onde
foram retirados 100 pL e descartados. A ultima linha da placa foi utilizada como um
controle do meio usado. Em cada cavidade foi adicionado 5 uL da suspensao
bacteriana e incubaram-se as placas a 37°C por 24h. A leitura dos resultados foi
feita adicionando-se 10 pyL do TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlico) em cada
cavidade da placa de Elisa.

Para o preparo do corante usou-se um frasco de penicilina com 10 mL de
agua destilada esterilizada. Em seguida foi adicionado ao mesmo, em capela de
fluxo laminar, de 0,2 g de TTC. Apds atingir a temperatura ambiente, agitou-se para
uma homogeneizagado mais efetiva. Depois de pronta, a solugdo-corante apresenta-
se translucida; mas ao entrar em contato com meios onde ha microrganismos, a

mesma apresentou uma coloragao vermelha (Figura 62, p. 110).
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Figura 62- Representacao da leitura da CIM, usando-se o corante TTC.
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Apods verificar a CIM das substéncias, torna-se necessario saber o tipo de
atividade apresentada em cada concentragédo (bacteriostatica ou bactericida). Nas
cavidades onde nao apresentou coloragao vermelha, os extratos ou as substancias
foram (re)inoculados(as) em placa de Petri contendo meio de cultura agar BHI e
incubadas a 37 °C por 24 h. Onde houve crescimento da bactéria, indicava que o
extrato ou a substancia isolada possuia efeito bacteriostatico a essa concentragéo. E
onde ndo houve crescimento da bactéria, o extrato ou a substancia possui efeito
bactericida (Figura 63). O Fluxograma 12 (p. 111) representa todas as etapas do

ensaio antimicrobiano.

Figura 63- Representag&o geral do tipo de atividade observada.
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Colbnia isolada (crescimento recente).

Padronizacao da concentragao da
solugao bacteriana a 1 x 10° UFC.

Diluicdo sucessiva até a concetragao da
solugdo bacteriana a 1,0 x 10* UFC.

Preparagao do In6culo (Preparo das amostras).

Inéculo nas cavidades da placa de Elisa
(Meio, Amostra e Bactéria).

Incubagcdo 24 h/ 37° C

Leitura com TTC.

Inéculo em Placa de Petri contendo BHI Agar para verificagdo do tipo de atividade.

Incubacdo 24 h/37° C

Verificagdo do Resultado (bacteritica ou bacteriostatico).

Fluxograma 12: Procedimento adotado na execugédo dos ensaios antimicrobianos.

4.2.16 Ensaio de triagem da atividade citotoxica frente a Artemia salina

Os ensaios de citotoxidade preliminar para as substancias puras foram
realizados nas concentragbes de 50, 25, 10, 5 e 1 pg/mL. Onde 1 mg da substancia
pura foi solubilizado em agua salina e 100 yL de DMSO, até a obtencdo da
concentragdo de 100 pg/mL. Partindo-se dessa solugdo padrdo de 100 pg/mL,
diluicdes foram efetuadas para obtencao das concentragdes testadas.

Os extratos foram testados nas concentragdes de 250, 100 e 50 ug/mL.

Onde 5 mg do extrato foi solubilizado em agua salina e 100 yL DMSO até a
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concentracéo de 1 mg/mL. Partindo-se dessa solugéo padrao de 1 mg/mL, efetuou-
se diluicdes para obtencao das concentracdes testadas.

Em cada concentragdo do ensaio citotoxico preliminar frente a Artemia
salina tanto para os extratos, assim como, para as substancias, foram inseridos 10
individuos, incluindo o grupo controle.

Baseado na metodologia de Fontenele e colaboradores (1988), com
algumas adaptagdes, preparou-se em uma cuba 1.000 mL de agua salina, utilizando
1.000 mL de agua destilada e 15 g de sal marinho (NATURAL OCEAN), adicionou-
se meia espatula de ovos de A. salina (CNPJ 14.737.857/0001-01). O sistema ficou
submetido a luz artificial e & temperatura ambiente de (21-25 ‘C) até o periodo de
eclosdo das larvas, o qual se completou apds 36 horas do inicio do experimento.
Verificou-se o pH de 8,7 para o sistema apos a eclosao das larvas.

Para a realizagdo dos bioensaios (Figura 64, p. 113) foram separadas
larvas de A. salina recém-eclodidas e distribuidas 10 larvas por tubo de ensaio.
Cada tubo continha 100 uL de DMSO e 4.900 uL de solucao salina, totalizando 5 mL
de solugao, sendo que o experimento foi realizado em triplicata. Um grupo controle,
também, foi preparado nas mesmas condicdoes sem a presenc¢a da substancia ou
extrato.

Decorrido o tempo de 24 h, realizou-se as leituras da contagem do
numero de larvas sobreviventes nos testes das amostras e no grupo controle.
Utilizou-se o EPA Probit Analysis Program para estimativa a cerca da DLsgy, do
Método de Analise de Probitos. Apds o uso do referido programa, os calculos da
média aritmética e do desvio padrdo em relacdo aos testes de citotoxicade frente a
A. salina foram feitos através do uso do Programa Microsoft Excel.
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Figura 64- Representagdo do teste de citotoxidade preliminar frente a A. salina
realizado no Laboratério de Bioensaios e Quimica de Micro-organismos (LaBQuiM)
da Universidade Federal do Para.

Solugao amostras
(triplicatag)
+ ‘ 1000pg/L
-

Cistos de camarao
(Artemia salinc)

Amostra e controle
sob 1luminacé@o por 24 horas

36horas
depois: ovos
eclodidos
2.9 estagio
larval

Aquario contendo m

aguas do mar
artificial Contagem do nimero

de camardes sobreviventes
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FUNGOS ENDOFITICOS DE Mimosa acutistipula var. ferrea E FUNGOS DE
SOLO DA SERRA DOS CARAJAS

Foram isolados 56 (cinquenta e seis) fungos endofiticos da espécie vegetal
Mimosa acutistipula var. ferrea e 64 (sessenta e quatro) fungos de solo utilizado

Método de Clark adaptado conforme mostra o Quadro 04.

Quadro 04- Quantidade de fungos isolados.

Fungos Caddigo Quantidade
FMIC 21
Mimosa acutistipula var. ferrea FFMC 10
FCMC 25
FCN 10
Solo FSF 17
FRIZ 34
FeN4sW Norte 03

Legenda: FMIC- Fungo micorrizico, FFMC — fungo das folhas da Mimosa acutistipula var. férrea,
FCMC- fungo do caule da Mimosa acutistipula var. férrea, FCN- fungo da canga, FSF- fungo do solo

da floresta, FRIZ- fungo rizosférico e FeN4W Norte- fungo da mina de ferro N4W Norte.

Foram isolados 21 (vinte um) fungos micorrizicos (FMIC 01-21), 10 fungos
das folhas (FFMC 01-10) e 25 fungos do caule (FCMC 01-25). Além disso, ainda
foram isolados 3 fungos do solo da mina de ferro NJW Norte (FMFe 01-03), 34
fungos rizosféricos (FRIZ 01-34), 17 fungos do solo da floresta (FSF 01-17) e 10
fungos do solo da Canga (FCN 01-10). Entre o total de fungos isolados, foi escolhido
aleatoriamente 15 espécies fungicas para serem objetos de estudo desta Tese de
Doutorado. Nas figuras 65-68 (p.115-116) segue as fotos dos fungos escolhidos e
reativados em placas de Petri contendo meio BDA.
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Figuras 65- Fotografias de placas de Petri inoculadas com fungos rizosféricos em
meio BDA (A- Frente e B-Verso).

FRIZO1 FR1Z02
A B A B
FRIZ03 FRIZ04
A B A B
FRIZ10 FRIZ11

A B A B

Figura 66- Fotografias de placas de Petri inoculadas com fungos do solo da canga

em meio BDA (A- Frente e B-Verso).

FCNO1
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Figura 67- Fotografias de placas de Petri inoculadas com fungos micorrizicos em
meio BDA (A- Frente e B-Verso).

FMICO02

FMICO1 B
A B
FMICO7 FMIC11
A B

Figura 68- Fotografias de placas de Petri inoculadas com fungos de solo da floresta

em meio BDA (A- Frente e B-Verso).

FSFO09 FSF10
A B

5.2 PERFIL CROMATOGRAFICO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Mimosa
acutistipula var. ferrea E DE FUNGOS DE SOLO

Nas analises por CLAE-DAD foi observada uma variedade de classes de
metabdlitos secundarios e/ou primarios encontrada nos micro-extratos fungicos
analisados nesta Tese de Doutorado e evidenciada pela presenga de bandas
cromatograficas com diferentes tempos de retengdo (tr). Foram observados nos
cromatogramas comprimentos de onda de maxima absor¢ao (Amzx) de cromoéforos

que sugerem a presenga de compostos de diversas classes quimicas.
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Os cromatogramas dos micro-extratos fangicos apresentaram de 6 a 17
bandas cromatograficas, sendo que a maioria das bandas esta presente na regiao
dos compostos de média polaridade.

Os cromatogramas dos micro-extratos FCNO2 (Figura 69, p. 118), FMICO02
(Figura 70, p. 118), FMICOQ7 (Figura 71, p. 119), FRIZ03 (Figura 72, p. 119) e FSF10
(Figura 73, p. 120) apresentaram uma banda de baixa a média intensidade com o tg
de 19,5 min que no espectro de UV possui Amax de 266,6 nm, sugerindo a presenga
de compostos tipo flavondis (FONSECA et al., 2007). No cromatograma do FRIZ03
(Figura 72, p. 119), foi possivel também verificar uma banda de baixa a alta
intensidade com os respectivos valores de tg de 22,0 min e de 19,0 min que no
espectro de UV possuem Anax de 260,7 nm, sugerindo a presenga de &cidos
fendlicos (MA et al., 2008).

O perfil cromatografico dos micro-extratos FCNO2 (Figura 69, p. 118) e
FRIZ10 (Figura 75, p. 121) apresentou bandas de média intensidade com o tr de
26,1 min e 24,2 min que no espectro de UV possui Amsx de 269,0 nm, sugerindo a
presenca de alcaloides aporfinicos (LAGE, 2011).

Na analise cromatografica por CLAE do micro-extrato FRIZ01 (Figura 74, p.
120), foi possivel também verificar trés bandas de média a alta intensidade com o tr
de 18,7 min que no espectro de UV possui Amaxde 224,1 nm e 265,4 nm, sugerindo a
presenca de aflatoxinas (NIELSEN; SMEDSGAAR, 2003), 22,0 min que no espectro
de UV possuem Amax de 260,7 nm, sugerindo a presenga de acidos fendlicos (MA et
al., 2008) e de 23,1 min e de que no espectro de UV possuem Anzx de 256,0 nm,
sugerindo a presencga de ésteres benzdicos (NIELSEN; SMEDSGAAR, 2003). O
cromatograma do micro-extrato FMICO7 apresentou também uma banda de alta
intensidade com tgr de 17,3 min que no espectro de UV possui Amax de 256,0 nm e
314,2 nm, sugerindo a presenga de flavondides (NIELSEN; SMEDSGAAR, 2003).



Figura 69 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato

FCNO2; Amax= 232,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tg de 26,1 min apresenta no espectro de UV com Apacde 269,0 nm; B- Banda
com tg de 19,5 min apresenta no espectro de UV com A5 de 266,6 nm.

Figura 70 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FMICO02; Amax= 266,6 nm.
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Legenda: A- Banda com tg de 19,5 min apresenta no espectro de UV com Ay s de 266,6 nm.
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Figura 71— Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FMICO7; Amax= 254,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tg de 17,3 min apresenta no espectro de UV com Ansx de 256,0 nm e 314,2
nm; B- Banda com tr de 19,5 min apresenta no espectro de UV com A5 de 266,6 nm.

Figura 72 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FRIZ03; Amax= 270,0 nm.

0.040+
0.030+

5 1
< 0.020-

D.D‘\&f C LW‘/%—/&

0.000—
T E T R T i T T T T T LT T T T T s T e o
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 356.00 40.00 45.00
Minutes
[ 0.060- 0.4
o)
04
]
%) A -
0504 %43 ﬂw\ 0
L A . 0
3 ) \ / \ 3 \ B intzn\ C
o) \//
o | el |
- \ \ o i B
we| N A N
0210 \/\ oS \ 7 T
5 T 51 HAT ER2E I TR IL ) \, s T see EEr s
0300 HUILING L e iy 000 \\\waﬂﬂwf,wmﬁ, Ll \_WEMJWWMM“’“’\/MW
BN W0 B0 4N S0 S0 ©n S 0 wn o i o P R R T

m n

m

Legenda: A- Banda com tr de 22,0 min apresenta no espectro de UV com A,s de 264,3 nm; B- Banda
com tg de 19,5 min apresenta no espectro de UV com Ansxde 266,6 nm; C- Banda com tg de 19,0 min
apresenta no espectro de UV com Ansxde 260,7 nm.
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Figura 73 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FSF10; Amax= 268,7 nm.
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Legenda: A- Banda com tg de 19,5 min apresenta no espectro de UV com Apsde 266,6 nm.

Figura 74 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FRIZ01; Amax= 255,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tr de 23,1 min apresenta no espectro de UV com As de 256,0 nm; B- Banda
com tg de 22,0 min apresenta no espectro de UV com Ansde 260,7 nm; C- Banda com tg de 18,7 min
apresenta no espectro de UV com Apaxde 224,1 nm e 265,4 nm.
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Figura 75 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FRIZ10; Amax= 280,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tR de 24,2 min apresenta no espectro de UV com Amax de 269,0 nm; B-
Banda com tR de 23,0 min apresenta no espectro de UV com Amax de 276,1 nm; C- Banda com tR
de 22,0 min apresenta no espectro de UV com Amax de 269,0 nm.

Os cromatogramas dos micro-extratos FCNO1 (Figura 76, p. 122), FRIZ02
(Figura 77, p. 122) e Aspergillus sp. FRIZ12 (Figura 78, p. 123) apresentaram uma
banda de média a alta intensidade com os respectivos tempos de retencao de 26,1
min; 26,0 min e 23,0 min que no espectro de UV possui Anax de 222,6 e 274,9 nm,
sugerindo a presenga de flavonoides (LIANDA, 2009). Ja, o perfil quimico do micro-
extrato FRIZ04 (Figura 79, p. 123) também apresenta uma banda de alta intensidade
de tr de 43,6 min que no espectro de UV de Anaxde 222,6 e 274,9 nm, sugerindo a
presenca de antraquinonas (ENDALE et al., 2013). J4, Os cromatogramas dos
micro-extratos FCNO1, FRIZ 02 e Asperqgillus sp. FRIZ12 apresentaram uma banda
de média a alta intensidade com o tr de 19,5 min de no espectro de UV possui Amax
de 267,8 nm, sugerindo a presencga de triterpenos (RAMLI et al., 2007) ou flavonas
(CHAGAS et al, 2014). O cromatograma do micro-extrato FCNO1 também
apresentou uma banda de média intensidade com o tg de 16,5 min de no espectro
de UV possui Amax de 270,2 nm, sugerindo a presenga de composto lacténico
(NIELSEN; SMEDSGAAR, 2003). O cromatograma do micro-extrato FRIZ04
apresentou, ainda, uma banda de média intensidade com o tg de 34,1 min que no
espectro de UV possui Anax de 254,8 nm, sugerindo a presenca de terpendides
(SILVA et al., 2015).
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Figura 76— Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FCNO1; Amax= 270,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tgr de 26,1 min apresenta no espectro de UV com Ans de 274,9 nm; B-
Banda com tg de 19,5 min apresenta no espectro de UV com A5 de 267,8 nm; C- Banda com tg de
16,5 min apresenta no espectro de UV com Apsde 270,2 nm.

Figura 77 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FRIZ02; Amax= 270,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tg de 26,1 min apresenta no espectro de UV com Ay de 222,6 nm e 274,9
nm; B- Banda com tg de 19,5 min apresenta no espectro de UV com Az de 267,8 nm.
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Figura 78— Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
Aspergillus sp. FRIZ12; Amax= 270,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tg de 23,0 min apresenta no espectro de UV com A de 274,9 nm e 274,9
nm; B- Banda com tg de 19,5 min apresenta no espectro de UV com Apsxde 267,8 nm.

Figura 79 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FRIZ04; Amax= 270,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tg de 43,6 min apresenta no espectro de UV com Anax de 222,6 nm e 274,9

nm; B- Banda com tr de 34,1 min apresenta no espectro de UV com A5 de 254,8 nm.
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O perfil quimico do micro-extrato FRIZ11 (Figura 80) por CLAE-DAD
apresentou duas bandas de baixa intensidade com tr de 17,6 min que no espectro
de UV possuem Amsx de 345,2 nm, sugerindo a presenga de flavonoides O-
glicosilados (MOURA et al.,, 2011) e em tg de 19,0 min que no espectro de UV
possuem Amax de 261,9 nm, sugerindo a presenga de sesquiterpenos (RAHBAEK et
al., 1997) e uma banda de alta intensidade com tg de 22,0 min que no espectro de
UV possui Amax de 264,3 nm, sugerindo a presenga de neurotoxinas derivadas de
diterpenoides inddlicos (MUNDAY-FINCH et al., 1998).

Figura 80 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FRIZ11; Amax= 285,9 nm.

0025
00201
0015
2
00107
0.005-

0,000~

L B e S ey B S R S ey e e
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Legenda: A- Banda com tR de 22,1 min apresenta no espectro de UV com Amax de 264,3 nm; B-
Banda com tR de 19,0 min apresenta no espectro de UV com Amax de 261,9 nm; C- Banda com tR
de 17,6 min apresenta no espectro de UV com Amax de 345,2 nm.

Os cromatogramas dos micro-extratos FMIC11 (Figura 81, p. 125) e FRIZ10
(Figura 75, p. 121) apresentaram uma banda de alta intensidade com os respectivos
valores de tr de 24,0 min e 23,0 min que no espectro de UV possui Anaxde 276,1 nm
sugerindo a presenca de acidos carboxilicos (NIELSEN; SMEDSGAAR, 2003). No
perfil cromatografico por CLAE do micro-extrato FMIC11 (Figura 81, p. 125),
destacaram-se ainda duas bandas cromatograficas de alta intensidade com tr de

22,0 min e de 23,0 min que no espectro de UV possuem Ansxde 279,7 nm, sugerindo
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a presenca de citocalasinas alcaloides (DING et al., 2006) ou azafilonas (VALADAO,
2012). Por fim, o cromatograma do micro-extrato FRIZ 10 também apresentou duas
bandas de média intensidade com os tgr de 22,0 min e 24,2 min que no espectro de
UV possui Anax de 269,0 nm, sugerindo a presenga de compostos tipo flavonas
(RINALDO, 2007).

Figura 81 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
FMIC11; Amax= 280,0 nm.
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Legenda: A- Banda com tR de 24,2 min apresenta no espectro de UV com Amax de 276,1 nm; B-
Banda com tR de 23,0 min apresenta no espectro de UV com Amax de 279,7 nm; . C- Banda com tR
de 22,0 min apresenta no espectro de UV com Amax de 279,7 nm.

O perfil quimico do micro-extrato do fungo FSFQ09 (Figura 82, p. 126)
apresentou uma banda de alta intensidade com o tgr de 22,0 min que no espectro de
UV possui Amaxde 259,5 nm, sugerindo a presenca de nucleosideos (MOURA et al.,
2011) e micotoxinas (STINSON et al, 1982). Por fim, o perfil quimico do micro-
extrato do fungo FMICO1 (Figura 83, p. 126) apresentou uma banda de alta
intensidade com o tg de 34,2 min que no espectro de UV possui Anzx de 260,7 nm,

sugerindo a presenca de piridonas (WU et al., 2014).
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82 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
Amax= 240,0 nm.
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A- Banda com tr de 22,0 min apresenta no espectro de UV com Amax de 259,5 nm.

83 — Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o micro-extrato fungico
; Améxz 265,0 nm.
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A- Banda com tr de 34,2 min apresenta no espectro de UV com Amax de 260,7 nm.
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5.3 ANALISE QUIMIOMETRICA DOS MICRO-EXTRATOS

Foi utilizada a ferramenta PCA para a analise quimiométrica dos 15 micro-
extratos de fungos endofiticos de Mimosa acutistipula var. ferrea e dos fungos de
solo, cuja técnica foi disseminada por Wold e colaboradores em 1987. Na PCA, cada
um dos espectros de massa, que constitui um conjunto de dados multivariados,
torna-se um spot (objeto) em um espago virtual definido por eixos ortogonais que
correlacionam a variancia total dos dados no plano ao qual pertence (MILLER;
MILLER, 2010). Com essa distribuicdo, observa-se a organizacdo nao
supervisionada dos dados, ou seja, eles se autoorganizam de acordo com suas
similaridades e diferengas, possibilitando a formacéo de agrupamentos desses spots
(CARVALHO, 2011).

Antes que se faga a utilizagao desta ferramenta, € preciso, na grande maioria
das anadlises quimiométricas, que seja feito algum tipo de pré-processamento dos
dados com o intuito de atribuir a mesma importancia a todas as variaveis, assim, é
utilizado o autoescalonamento dos dados. Este pré-tratamento de dados, quando
utilizado em espectrometria de massas, faz com que qualquer pequeno detalhe nas
relagdes m/z tenha a mesma importancia no momento das analises quimiométricas.
Essa propriedade € fundamental, pois se tratando de amostras de diversas espécies
fungicas, estas pequenas diferengas nos fingerprints poderdo ser decisivas no
desenvolvimento dos modelos quimiomeétricos de classificagdo (CARVALHO, 2011).

Na PCA, os escores sdo as coordenadas das amostras projetadas em um
novo sistema de eixos, formado pelos componentes principais, e revelam
similaridades ou diferengas entre eles, bem como a ocorréncia de tendéncias e
amostras com comportamento atipico (BEEBE et al., 1998). Dessa forma, amostras
com composi¢cao quimica similar apresentaram valores de escores proximos,
enquanto que amostras diferentes entre si tendem a apresentar valores bem
distintos (RIBEIRO et al., 2013).

A PCA mostra que foram observados 51 spots, onde a maioria esta contida
em dois principais grupos. A Figura 84 (p. 128) apresenta o grafico de splots de Q2
(quadrante 02) versus g4 (quadrante 04). Dessa figura, é possivel observar que Qa4

separa 0s compostos em escores positivos, dos que se encontra em escores
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negativos em Q; e isso significa que o agrupamento de substéncias é mais
intensificado em Q4 que em Qo.

A Figura 85 (p. 129) apresenta o grafico de escores no qual Qi e Qq
descreveram mais de 90% de varidancia do conjunto de dados analisados e
representaram a tendéncia de formagado de somente dois agrupamentos amostrais
que produzem as mesmas classes quimicas de compostos. No Q4, ha a presenca
dos micro-extratos dos fungos FMIC01, FMIC 11, FRIZ12, FSF09, FSF10, FCNO1 e
FCNO2. Ja, o Q4 apresentou os fungos FRIZ01, FRIZ02, FRIZ03, FRIZ04, FRIZ10,
FMIC02 e FMICO7. Destaca-se também um terceiro agrupamento formado apenas
por micro-extrato do fungo FRIZ11 que apresenta, entdo, uma composi¢cao quimica

diferente das demais amostras presentes na analise quimiométrica por PCA.

Figura 84 — Grafico de spots dos micro-extratos fungicos.
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Figura 85- Grafico de scores dos micro-extratos fungicos.
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5.4 CURVA DE CRESCIMENTO DO FUNGO DE SOLO Aspergillus sp. FRIZ12
PARA A PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo secundario de micro-organismos € extremamente
diversificado, proporcionando a descoberta de novos compostos quimicos bem
como novas classes de compostos (PIMENTA, 2010). Todavia, a produgdo de
metabdlitos secundarios por parte de fungos depende intrinsecamente das
condigdes utilizadas para seu crescimento e desenvolvimento (tempo de incubagao,
temperatura, pH) (TEVA et al, 2009) e do meio empregado (MAHAJAN;
BALACHANDRAN, 2012). Outro fator importante seria a necessidade de exposigao
a radiagao luminosa, variando de acordo com a espécie: muitas exigem luz para o
seu desenvolvimento; outras séo inibidas pela luz (PIMENTA, 2010).

A partir das diversas condicbes expostas acima para o crescimento de

fungos; o fungo Aspergillus sp. FRIZ12, escolhido através dos resultados dos
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ensaios antimicrobianos, foi cultivado segundo as condigbes expostas no subitem
4.2.6 da METODOLOGIA e se verificou que o periodo 6timo para a producido de
metabdlitos secundarios por este fungo foi entre 23 a 25 dias, uma vez que a curva
se mostrou mais estavel durante este intervalo de tempo conforme se nota na Figura
86.

Figura 86- Curva de crescimento do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12.
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5.5 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS DOS MICRO-EXTRATOS DOS FUNGOS
ENDOFITICOS DE Mimosa acutistipula var. férrea E DE FUNGOS DE SOLO

Foram realizados os ensaios antimicrobianos dos micro-extratos dos fungos
endofiticos de Mimosa acutistitpula var. férrea e dos fungos de solo escolhidos
anteriormente no item 5.1 frente as bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa.

Segundo Holetz e colaboradores (2002), os extratos podem ser classificados
quanto a sua atividade antimicrobiana como: bom se a concentragdo da atividade
antimicrobiana for menor que 100 ug/mL; moderado se a concentragédo da atividade
antimicrobiana for entre 100 a 500 pg/mL; fraco se a concentragcdo da atividade
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antimicrobiana for entre 500 a 1.000 ug/mL e inativo se a concentragdo da atividade
antimicrobiana for superior a 1.000 ug/mL.

Frente a bactéria Bacillus subtilis, os micro-extratos dos fungos FRIZ01,
FRIZ02, FRIZ03, FRIZ04, Aspergillus sp. FRIZ12, FCN01, FCNO2 e FMIC11
apresentaram boas atividades antimicrobianas, pois seus valores de CIM foram
inferiores a 100 yg/mL. Ja, os micro-extratos dos fungos FRIZ10, FRIZ11, FSFQ9,
FSF10, FMICO01, FMICO02 e FMICQO7 nao apresentaram atividade antimicrobiana para
a bactéria Gram-positiva.

Os micro-extratos dos fungos FCNO1 e FCNO2 apresentaram atividade
bactericida até a concentragédo de 125 ug/mL e bacteriostatica até a concentragao de
7,81 ug/mL em relagao a bactéria Escherichia coli. Destacaram-se também os micro-
extratos dos fungos FRIZ01, FRIZ03, FRIZ04, Aspergillus sp. FRIZ12 e FSF10 por
inibirem o crescimento da referida bactéria até as respectivas concentragcbes de 250
pMg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pug/mL; 62,5 pg/mL e 250 pg/mL. Os micro-extratos dos
fungos FRIZ03, FRIZ04 e Aspergillus sp. FRIZ12 apresentaram boas atividades
porque tiveram atividades bacteriostaticas até as concentragbes de 15,62 pg/mL;
31,25 pg/mL e 15,62 pg/mL, respectivamente. E importante salientar que o micro-
extrato rizosférico do fungo FRIZ02 teve boa atividade antimicrobiana frente a E. coli
com valor de CIM de 31,25 ug/mL, enquanto que os micro-extratos dos fungos
FRIZ10 e FRIZ11 mostraram-se inativos frente a E. coli. Os micro-extratos dos
fungos FMIC02 e FMICO7 possuem atividades bacteriostaticas até as concentragdes
de 62,5 yg/mL e 125 pg/mL, mas ndo houve atividade antibacteriana frente a E.coli
para os micro-extratos dos fungos micorrizicos FMICO1 e FMIC11. Por fim, o micro-
extrato do fungo FSF09 apresentou atividade bacteriostatica até a concentragao de
15,62 pg/mL frente a E. coli.

Frente a P.aeruginosa, os micro-extratos dos fungos FRIZ10, FRIZ 11 e
Aspergillus sp. FRIZ12 apresentaram as melhores atividades antimicrobianas com
valor de CIM de 7,81 yg/mL. Da mesma forma, os micro-extratos dos fungos
FRIZ04, FSF09, FCNO1, FCNO2, FMIC02 e FMICO7 tiveram boas atividades
antimicrobianas P.aeruginosa. Enquanto que os micro-extratos dos fungos FRIZ01,
FRIZ02 e FSF10 relataram moderadas atividades antimicrobianas frente a
P.aeruginosa. Por fim, os micro-extratos dos fungos FRIZ03, FMICO1 e FMIC11

mostraram-se inativos frente a bactéria Gram-negativa P.aeruginosa.
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O Quadro 05 resume todos os ensaios antimicrobianos dos micro-extratos
dos fungos destacados anteriormente frente as bactérias B. subtilis, E.coli e P.
aeruginosa.

Quadro 05. Valores de CIM para os ensaios antimicrobianos dos micro-extratos dos

fungos endofiticos de Mimosa acutistipula var. férrea e fungos de solo frente as

bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Fungos Bacillus Escherichia Pseudomonas
subtilis coli aeruginosa
FRIZ01 62,5 (-) 250 (=) 250 (-)
FRIZ02 31,25 (-) 31,25 (-) 125 (-)
FRIZ03 15,62 (-) 15,62 (-) > 500
FRIZ04 15,62 (-) 31,25 (-) 31,25 (-)
FRIZ10 > 500 > 500 7,81 (-)
FRIZ11 > 500 > 500 7,81 (-)
Asperygillus sp. 7,81 (-) 15,62 (-) 7,81 (-)
FRIZ12
FSF09 > 500 15,62 (-) 62,5 (-)
FSF10 > 500 250 (=) 125 (-)
FCNO1 62,5 (-) 7,81 (=) 62,5 (-)
FCNO02 31,25 (-) 7,81 (-) 62,5 (-)
FMICO01 > 500 > 500 > 500
FMIC02 >500 62,5 (-) 62,5 (-)
FMICO07 > 500 125 (-) 62,5 (-)
FMIC11 7,81 (-) > 500 > 500

Legenda: *HOLETZ et al. (2002); CIM; = Bactericida; - Bacteriostatico.

5.6 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS PARA OS EXTRATOS ORGANICOS DOS
FUNGOS ENDOFITICOS E DO FUNGO DE SOLO

5.6.1 Ensaios antimicrobianos para os extratos organicos do fungo endofitico
Aspergillus sp. EJC08

Conforme a escala de ensaio antimicrobiano desenvolvida por Holetz e
colaboradores (2002), os extratos EHA, EAA e FHIDROEMA-2 apresentaram boas
atividades antimicrobianas frente a Bacillus subtilis. Ja, os extratos FHIDROEMA-1,
FAEMA-1 e FAEMA-2 apresentaram moderadas atividades antimicrobianas frente a
bactéria Gram-positiva mencionada acima.

Em relagdo a E.coli, os extratos EHA, EAA e FHIDROEMA-2 apresentaram

atividades bacteriostaticas até as concentragdes de 39,06 pg/mL; 78,12 ug/mL e
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78,02 pg/mL, respectivamente. Ja, os extratos FHIDROEMA-1, FAEMA-1 e FAEMA-
2 também apresentaram atividade bacteriostatica até as respectivas concentracdes
de 156,25 pg/mL; 312,5 ug/mL e 156,25 pug/mL.

Os extratos EHA e EAA apresentaram boas atividades antimicrobianas frente
a Pseudomonas aeruginosa. Ja, os extratos acetato de etila, FAEMA-1, FAEMA-2 e
FHIDROEMA-2 apresentaram moderadas atividades antimicrobianas em relagéo a
P. aeruginosa. Por fim, o extrato FHIDROEMA-1 apresentou uma fraca atividade
antimicrobiana para a bactéria Gram-negativa citada.

O Quadro 06 expressa os resultados dos ensaios antimicrobianos de todos os

extratos e fases orgénicas obtidas do fungo endofitico Aspergillus sp. EJCO08.

Quadro 06. Resultados dos ensaios antimicrobianos dos extratos e fases organicas

obtidos do fungo endofitico Aspergillus sp. EJCO8.

Extratos Bacillus Escherichia Pseudomonas
fungicos subtilis coli aeruginosa
EHA 78,12 (-) 39,06 (-) 39,06 (-)
FHIDROEMA-1 156,25 (-) 156,25 (-) 625 (-)
FAEMA-1 156,25 (-) 312,5 (-) 156,25 (-)
FAEMA-2 156,25 (-) 156,25 (-) 312,5 (-)
EAA 78,12 (-) 78,12 (-) 78,12 (-)
FHIDROEMA-2 78,12 (-) 78,12 (-) 156,25 (-)

Legenda: CIM; - Bacteriostatico.

5.6.2 Ensaios antimicrobianos para os extratos organicos do fungo endofitico
Exserohilum rostratum 1.11 Er

Conforme a escala de ensaio antimicrobiano desenvolvida por Holetz e
colaboradores (2002), o extrato FAEMEr apresentou boa atividade antimicrobiana
frente a bactéria Bacillus subtilis. Ja, os extratos EAEr e FHIDROEMEr
apresentaram moderadas atividades antimicrobianas para a bactéria B. subtilis. Por
fim, os extratos hexanico e FHEXEMEr mostraram-se inativos.

Quanto ao ensaio antimicrobiano frente a E.coli, os extratos EHEr, EAEr e
FHIDROEMEr do fungo endofitico Exserohilum rostratum 1.11 Er apresentaram
atividades bacteriostaticas até as concentragbes de 78,12 uyg/mL; 156,25 ug/mL e
312,5 ug/mL, respectivamente. Ja, os extratos FAEMEr e FHexEMEr também
apresentaram atividades bacteriostaticas até as concentragbes de 312,5 pg/mL e

1.250 pg/mL, respectivamente.
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Conforme a escala de ensaio antimicrobiano desenvolvida por Holetz e
colaboradores, o extrato FAEMEr apresentou moderada atividade antimicrobiana
frente a Pseudomonas aeruginosa, com atividade bacteriostatica até a concentragéo
de 312,5 pg/mL. J4, o extrato EAEr apresentou fraca atividade antimicrobiana em
relacdo a P. aeruginosa, com atividade bacteriostatica até a concentracdo de 625
pg/mL. Por fim, os extratos EHEr, FHEXEMEr e FHIDROEMEr mostraram-se

inativos conforme & observado no Quadro 07.

Quadro 07. Resultados dos ensaios antimicrobianos dos extratos e fases organicas
obtidos do fungo endofitico Exserohilum rostratum 1.11 Er.

Extratos Bacillus Escherichia Pseudomonas
fungicos subtilis coli aeruginosa
EHEr > 2.500 78,12 (-) > 2.500
EAEr 156,25 (-) 156,25 (-) 625 (-)
FAEMEr 78,12 (-) 312,5 (-) 312,5 (-)
FHEXEMEr > 2.500 1.250 (-) > 2.500
FHIDROEMEr 312,5 (-) 312,5 (-) > 2.500

Legenda: CIM; - Bacteriostatico.

5.6.3 Ensaios antimicrobianos para os extratos organicos do fungo de solo
Aspergillus sp. FRIZ 12

Conforme a escala de ensaio antimicrobiano desenvolvida por Holetz e
colaboradores (2002), os extratos hexanico e ACOEt apresentaram boas atividades
antimicrobianas frente a Bacillus subtilis, com atividades bacteriostaticas até as
concentracoes de 78,12 yg/mL e 39,06 pg/mL, respectivamente. Ja, o extrato MeOH
mostrou-se inativo.

Os extratos EHFriz e EAFriz do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12
apresentaram boas atividades antimicrobianas frente a Escherichia coli com os
respectivos valores de CIM de 156,25 pg/mL e 78,12 pg/mL, enquanto que o extrato
EMFriz mostrou fraca atividade antimicrobiana.

Os extratos EHFriz e EAFriz apresentaram boas atividades antimicrobianas
frente a P.aeruginosa, ambos até as concentragdes de 39,06 ug/mL. Ja, o extrato
EMFriz mostrou-se praticamente inativo, apresentando atividade bacteriostatica até

a concentragdo de 1.250 pg/mL como pode ser verificado no Quadro 08 (p. 135).
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Quadro 08. Resultados dos ensaios antimicrobianos dos extratos e fases organicas

obtidos do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12.

Extratos Bacillus Escherichia Pseudomonas

fungicos subtilis coli aeruginosa
EHFriz 78,12 (-) 156,25 (-) 39,06 (-)
EAFriz 39,06 (-) 78,12 (-) 39,06 (-)
EMFriz > 2.500 625 (-) 1.250 (-)

Legenda: CIM; - Bacteriostatico.

5.7 ENSAIOS CITOTOXICOS PRELIMINARES DOS MICRO-EXTRATOS DOS
FUNGOS ENDOFITICOS DE Mimosa acutistipula var. férrea E DE FUNGOS DE
SOLO FRENTE A Artemia salina

O teste de citotoxidade preliminar parte da premissa que uma substancia ativa
pode ser téxica dependendo da dose (BOHLIN; BRUHN, 1999). Para substancias
puras ou extratos onde DLsy, € menor que 80 ug/mL consideram-se altamente toxico,
entre 80 pg/mL e 250 pg/mL moderadamente téxico e acima de 250 ug/mL com
baixa toxicidade (DOLABELA, 1997).

Os micro-extratos dos fungos FRIZ01, FRIZ02, FCNO1, FCNO2, FSFO09,
FSF10 e FMICO2 foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade preliminar frente a
Artemia salina para verificar a taxa percentual de mortalidade dos individuos no final
deste ensaio bioldgico. Correlacionando os dados de porcentagem de morte versus
concentracao do extrato, esses dois pardmetros permitiram estimar valores inferiores
a 80 uyg/mL (DOLABELA, 1997), considerando-se, entdo, os micro-extratos ativos
com alta toxicidade. E importante salientar que ndo houve 6bitos no grupo controle.

Segundo o estabelecido por Dolabela (1997), os micro-extratos dos fungos
FRIZ04, FMICO7 e FMIC11 mostraram-se ativos com moderada toxicidade, uma vez
que apresentaram valores de DLsy entre 80 ug/mL e 250 pug/mL. Por fim, o micro-
extrato do fungo FRIZ11 apresentou um valor de DLso de 577,7 ug/mL, cujo valor
estd acima que 250 pg/mL e, portanto, possui uma fraca atividade citotéxica
preliminar frente a A. salina.

Meyer e colaboradores (1982) estabeleceram uma relagdo entre o grau de
toxicidade e a dose letal média, DLs, apresentada por extratos de plantas sobre
larvas de A. salina, desde entao, considera-se que quando sao verificados valores

acima de 1.000 pg/mL, estes, sao considerados atoxicos. Por isso, os micro-extratos
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dos fungos FRIZ03, FRIZ10, Aspergiilus sp. FRIZ12 e FMICO1 mostraram-se

inativos conforme pode ser verificado no Quadro 09.

Quadro 09. Resultado de citotoxicidade preliminar frente a Artemia salina dos micro-

extratos de fungos endofiticos de M. acutistipula var. férrea e fungos do solo.

MICRO-EXTRATOS DOS DLs "ATIVIDADE CITOTOCIA
FUNGOS (Mg/mL) PRELIMINAR

FRIZ01 3,45+1,27 Alta toxicidade
FRIZ02 7,40+0,054 Alta toxicidade
FRIZ03 1313,7+0,91 Inativo
FRIZ04 186,3+0,13 Moderada toxicidade
FRIZ10 2080,7+0,33 Inativo
FRIZ11 577,7+0,52 Baixa toxicidade

Aspergillus sp. FRIZ12 1746,5+0,48 Inativo
FCNO1 2,5+0,21 Alta toxicidade
FCNO2 2,2+x0,17 Alta toxicidade
FSF09 19,0+1,34 Alta toxicidade
FSF10 1,410,50 Alta toxicidade
FMICO1 2579,6+0,97 Inativo
FMICO02 4,9+0,10 Alta toxicidade
FMICO07 168,9+0,89 Moderada toxicidade
FMIC11 127,1+£0,68 Moderada toxicidade

Legenda: *DOLABELA (1997), MEYER et al. (1982); DLsy Dose Letal para matar 50% dos individuos;
+Desvio padréo.

5.8 ENSAIOS CITOTOXICOS PRELIMINARES DOS EXTRATOS ORGANICOS
DOS FUNGOS ENDOFITICOS Aspergillus sp. EJC08, Exserohilum rostratum 1.11
Er E DO FUNGO DE SOLO Aspergillus sp. FRIZ12 FRENTE A Artemia salina

Nenhum extrato organico dos fungos endofiticos Aspergillus sp. EJCOS8,
Exserohilum rostratum 1.11 Er e do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12 mostrou-se
ativo em relag&o ao ensaio citotéxico preliminar frente a Artemia salina (Quadro 10,
p. 137), pois apresentaram valores de DLsy maiores que 1.000 pyg/mL (MEYER et al.,
1982).
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Quadro 10. Resultados de citotoxicidade preliminar frente a Artemia salina dos
extratos organicos de fungos endofiticos Aspergillus sp. EJCO8, Exserohilum
rostratum 1.11 Er e do fungo de solo Asperqgillus sp. FRIZ 12.

Fungos EXTRATOS E DLsg "ATIVIDADE
FASES ORGANICAS (ng/mL) CITOTOCIA
PRELIMINAR
Aspergillus sp. EHA 1.645,8+0,60 Inativo
EJC 08 EAA 1.155+0,34 Inativo
FAEMA-1 1.263,7+0,76 Inativo
FAEMA-2 1.136,3+0,47 Inativo
FHIDROEMA-1 1.080,7+0,29 Inativo
FHIDROEMA-2 1.527,2+0,88 Inativo
Exserohilum EHEr 1.746,5+1,05 Inativo
rostratum 1.11 Er EAEr 1.205,1£1,11 Inativo
FAEMEr 1.723,0+0,44 Inativo
FHEXEMEr 1.189,6+1,39 Inativo
FHIDROEMEr 2.211,7+0,58 Inativo
Aspergllus sp. EHFriz 1.933,5+0,95 Inativo
FRIZ 12 EAFriz 1.479,9+1,33 Inativo
EMFriz 2.148,8+0,92 Inativo

Legenda: *MEYER et al. (1982); DLs, Dose Letal para matar 50% dos individuos; +Desvio padrao.

5.9 SUBSTANCIAS ISOLADAS

No estudo quimico dos fungos, foram isoladas substancias de diferentes
classes de metabdlitos com destaque para os esteroides e policetideos, além um
nucleosideo. As substancias de cada fungo sdo apresentadas com sua respectiva
origem de isolamento, seu solvente de solubilizagcdo e seu aspecto fisico. Para
facilitar o entendimento, havera a apresentacdo das discussdes espectrais
juntamente com a biossintese das annularinas | e J e da 2-benzil-4H-piran-4-ona no
primeiro momento e posteriormente serdo mostrados os resultados obtidos dos
ensaios antimicrobianos e do ensaio de citotoxicidade preliminar frente a Artemia

salina.



138

5.9.1 Substancias isoladas do fungo endofitico Aspergillus sp. EJC08

Ergosterol (S-1) Peroxido de ergosterol (S-2)
Fluxograma: 02 (p.95) Fluxograma: 02 (p.95)
Discussao espectral: p. 140-141; Discussao espectral: p. 142-143;

5.9.2 Substancias isoladas do fungo endofitico Exserohilum rostratum 1.11 Er

Ergosterol (S-1) Peréxido de ergosterol (S-2)
Fluxograma: 04 (p.97) Fluxograma: 04 (p.97)
Discusséo espectral: p. 140-141; Discusséo espectral: p. 142-143;
13
CHs

Monocerina (S-10)
Fluxograma: 04 (p.97)
Discusséo espectral: p. 207 -210;
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CH3
11
Annularina | (S-8) Annularina J (S-9)
Fluxograma: 05 (p.98) Fluxograma: 05 (p.98)
Discussao espectral: p. 184-186; Discusséo espectral: p. 195-197;
Biossintese: p. 199. Biossintese: p. 199.

5.9.3 Substancias isoladas do fungo de solo Asperygillus sp. FRIZ12

Ergosterol (S-1) Peroxido de ergosterol (S-2)
Fluxograma: 08 (p.103) Fluxograma: 08 (p.103)
Discusséo espectral: p. 140-141; Discusséo espectral: p. 142-143;

Cerivisterol (S-3)
Fluxograma: 07 (p.102)
Discusséo espectral: p. 143-144;
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Estigmasterol B-sitosterol

Mistura dos esteroides B-sitosterol (S-4) e estigmasterol (S-5)
Fluxograma: 07 (p.102)
Discussao espectral: p. 152-153;

2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6)
Fluxograma: 07 (p.102)

Discussdo espectral: p. 158-161; Flavasperona (S-7)
Biossintese: p. 162. Fluxogramas: 07 (p.102) e 09 (p.104)

Discussao espectral: p. 170-172;

HO

)

5-(hidroximetil)furfural (S-11) Uridina (S-12)
Fluxogramas: 10 (p.105) e 11 (p. 106); Fluxograma: 11 (p.106);
Discussao espectral: p. 220-222. Discussao espectral: p. 231-233.

5.9.4 Esteroides

Os esteroides compreendem um amplo grupo de compostos organicos
naturais e sintéticos que compartilham de uma estrutura quimica semelhante como
17 atomos de carbono dispostos em um sistema de quatro anéis (GOMES;
MEREDITH, 2009). O nucleo tetraciclico fundido (ciclopentanoperhidrofenantreno),
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caracteristico de esteroides, determina a estrutura carbonada dos hormdnios
caracteristicos de importantes grupos de mamiferos (LEDNICER, 1998).

Um dado relevante na quimica dos esteroides é o sistema de numeracao
(Figura 87). Este sistema idiosincratico de numeragcao deve-se ao fato de ter sido
antes da estrutura do nucleo esteroidal estar totalmente estabelecida (LEDNICER,
1998).

Dentre os esteroides originados de fontes naturais, foram isolados o
ergosterol (S-1), perdxido de ergosterol (S-2), cerivisterol (S-3) e uma mistura de 8-
sitosterol (S-4) e estigmasterol (S-5) durante o estudo quimico dos fungos citados

nesta Tese.

Figura 87- Esqueleto esteroidal.

5.9.4.1 Elucidagao estrutural do ergosterol (S-1)

O ergosterol (S-1, Figura 88, p. 142) foi isolado das trés espécies de fungos
estudadas na forma de um solido cristalino branco, soluvel em diclorometano. Na
analise do espectro de RMN 'H (Figura 91, p. 146) de S-1, observam-se sinais de
hidrogénio referentes ao esqueleto ergostano em &4 0,63 (s, 3H, H-19), 64 0,82 (d,
3H, J= 6,8 Hz, H-26), 3 0,84 (d, 3H, J= 6,8 Hz, H-27), 84 0,94 (d, 3H, J= 6,8 Hz, H-
28), o4 0,94 (s, 3H, H-18) e o4 1,04 (d, 3H, J= 6,6 Hz, H-21) referentes aos
hidrogénios metilicos, além do sinal na regido de hidrogénios oximetinicos em &y
3,63 (m, 1H) e quatro sinais na regido dos hidrogénios olefinicos em 64 5,20 (t/, 2H,
J= 6,3, H-22/ H-23), 54 5,38 (dd, 1H, J= 6,0 e 2,3 Hz; H-7) e em &4 5,56 (dd, 1H,
J=5,6 e 2,3 Hz, H-6). O padrédo espectral apresentado no RMN 'H ¢é tipico de

substancia da classe dos esteroides de fungos.
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No espectro de RMN "*C (Figura 92, p. 148) de S-1 pode-se observar sinais
referente a 28 atomos carbonos, sendo seis referentes a carbonos metilicos (¢
11,9; 16,0; 17,5; 19,8; 21,1 e 33,0), sete metilénicos (&¢ 21,1; 23,0; 28,2; 31,9; 39,6;
39,7 e 40,4), sete metinicos (8¢ 19,4; 40,4; 42,8; 45,9; 54,4; 56,0 e 71,1), além de
seis sinais atribuidos aos carbonos olefinicos (&¢c 116,5; d¢c 118,9; &¢c 132,3; &¢
135,4; 6¢ 140,1 e &¢ 140,7) e dois sinais referentes a carbonos quaternarios (6¢ 37,2
e Oc 42,8). Com essas informagbes resolveu-se entdo comparar os dados
espectrométricos de $-1 com dados obtidos na literatura para esteroides comumente
isolados de fungos. Observou-se a concordancia dos deslocamentos quimicos dos
sinais de RMN "H e RMN *C de S-1 com os dados da literatura para o ergosterol
(MARINHO et al., 2007) conforme mostram as Tabelas 01 (p.147) e 02 (p.148),
respectivamente.

O ergosterol € um esteroide muito importante na produgdo de antimicéticos,
principalmente os azdéis e funciona, também, como um agente antimutagénico e
antineovascularizante (LUCAS, 2008). Sua auséncia causa alteragbes na
permeabilidade das membranas plasmaticas e inibicdo do crescimento. Drogas
utilizadas no tratamento de infecgbes fungicas (como a candidiase) séao
fungistasticas e agem na inibicdo da sintese do ergosterol, resultando em parada da

sintese da membrana celular do fungo (PHILLIPS, 2005).

Figura 88- Ergosterol (S-1).

A formacao dos esteroides se da através da ciclizagcdo do 6xido de esqualeno
levando ao cation protosteril, que de acordo com o tipo de migragdes sofrida por
esse cation ele levara ou a formacao dos cicloartanos, precursores dos esteroides
em plantas, ou ao lanosterol que é o precursor dos esteroides em fungos e nos
animais (DEWICK, 2009).
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5.9.4.2 Elucidacéo estrutural do peroxido de ergosterol (S-2)

O composto peroxido de ergosterol (S-2, Figura 89) foi isolado das trés
espécies de fungos estudadas na forma de um sdlido cristalino branco, soltuvel em
diclorometano.

No espectro de RMN 'H (Figura 93, p. 149) de S-2 observa-se sinais tipicos
de um composto com esqueleto esteroidal. Pode-se ver na regiao das metilas sinais
em oy 0,80 (d, 3H, J= 6,9 Hz, H-27), 0,83 (d, 3H, J= 6,9 Hz, H-26), 0,87 (s, 3H, H-
19), 0,89 (d, 3H, J=6,9 Hz, H-21), 0,91 (d, 3H, J= 6,9 Hz, H-28) e 1,25 (s, H-18). Ha
ainda o sinal em 6y 3,95 (m) atribuido a presenga de um hidrogénio carbindlico em
S-2, os sinais em &4 5,15 (dd, 1H, J= 15,0 e 7,8 Hz, H-23) e em &4 5,21 (dd, 1H, J=
15,0 Hz e 6,9Hz, H-22) sdo comumente atribuidos a existéncia de ligagdes duplas
na cadeia lateral de um esteroide. Além desses sinais foram observados também os
sinais em 8y 6,23 (d, 1H, J= 8,0 Hz, H-6) e 84 6,51 (d, 1H, J= 8,0 Hz, H-7) referentes
aos hidrogénios olefinicos da estrutura que acoplam entre si com constante de 8 Hz,
indicando a estereoquimica cis para os hidrogénios.

Figura 89- Perdxido de ergosterol (S-2).

No espectro de RMN "*C (Figura 94, p. 150) de S-2, observa-se trés sinais
referentes a carbonos ligados a heterodtomo em &¢ 66,3; 79,4 e 82,1; enquanto que
no espectro de RMN 'H observa-se apenas um sinal referente a hidrogénio
oximetinico. Logo, ha dois carbonos que ndo sustentam hidrogénio ligados a
oxigénio no composto. Sao observados também os sinais em &¢ 130,7; 132,2; 135,1
e O¢c 135,4; confirmando a existéncia de duas ligagbes duplas, uma entre os
carbonos C-6/C-7 do anel B e outra entre os C-22/C-23 de cadeia lateral. Esses
dados foram comparados com os dados de RMN 'H e *C obtidos da literatura
(MARINHO et al., 2007) para o peroxido ergosterol, o qual mostrou-se total
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similaridade (Tabelas 01, p.146 e 02, p.147). A rota biogenética de S-2 encontra-se
na Figura 91 (p.146).

O peréxido de ergosterol é um esterdide que possui atividade antitumoral,
relatada em experimentos em carcinomas humanos (KAHLOS; HILTUNEN, 1989).

5.9.4.3 Elucidacéo estrutural do cerivisterol (S-3):

A substéncia cerivisterol (S-3, Figura 90) foi isolada do fungo de solo
Aspergillus sp. FRIZ12 na forma de um sélido cristalino branco, soluvel em
diclorometano. De acordo com os dados de RMN de 'H (Figura 95, p. 151), foi
possivel observar sinais na regidao das metilas em &4 0,59 (s, 3H), 0,81 (d; 3H; 6,8
Hz, H-26); 0,83 (d; 3H; 6,7 Hz, H-27); 0,90 (d, 6,8 Hz, H-28); 1,02 (d; 3H, 6,4 Hz, H-
21) e 1,07 (s, 3H, H-19), dois sinais de hidrogénios oximetinicos em &y 3,63 (m, 1H,
H-6) e dn 4,07 (m, 1H, H-3) e trés sinais de hidrogénios olefinicos em &4 5,19 (¢, 1H;
7.2 Hz, H-22/ H-23) e 84 5,34 (sl, 1H, H-7). O perfil do espectro de RMN de 'H de

S-3 apresenta caracteristicas de esterdides semelhantes a S-1 e S-2.

Figura 90- Cerivisterol (S-3).

O espectro de RMN de *C (Figura 96, p. 152) apresentou caracteristicas de
substancia com esqueleto esteroidal confirmando os dados de RMN de 'H. Os sinais
em O¢c 143,9; d¢c 135,3; 0¢ 132,2 e d¢c 117,5 que foram atribuidos aos carbonos C-8,
C-23, C-22 e C-7, respectivamente, atribuidos as ligagbes duplas na cadeia. No
espectro de RMN de 13C, verificou-se ainda sinais de carbonos carbindlicos em &¢
76,7; 8¢ 72,0 e 8¢ 67,7; enquanto que no RMN de 'H s6 ha dois sinais atribuidos a
hidrogénios oximetinicos, sendo entdo um dos sinais sugestivo de carbono que néo
sustenta hidrogénio ligado ao heterodtomo. Esses dados foram comparados com os
dados de RMN 'H e ™C obtidos da literatura (MARINHO et al., 2007) para o
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cerivisterol, o qual mostrou total similaridade conforme pode ser observado nas
Tabelas 01 e 02 (p. 146).

O cerivisterol € um esteroide que inibe a ADN-polimerase de células
eucariéticas de mamiferos (RUBEL, 2006). E um inibidor da translocagéo do NF-KB
(potente indutor da transcrigao de citocinas pro-inflmatérias, como o TNF-a e a IL-6,
que contribuem ativamente no processo inflamatério de obesidade e,
consequentemente, na formagao da placa de ateroma de genes do citoplasma para

o nucleo (KIM et al., 2008).

Tabela 01- Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) para S-1, S-2 e

S-3 juntamente com a comparagao dos dados descritos na literatura de ergosterol,

peréxido ergosterol e cerivisterol, respectivamente.

S-1 S-12P S-2 §-2*° S-3 S-32°
H (3, multip., (&, multip.,, (5, multip., (3, multip., (&, multip., &, multip., J
J em Hz) J em Hz) J em Hz) J em Hz) J em Hz) em Hz)
3 3,63 (m) 3,63 (m) 3,95 (m) 3,95 (m) 4,07 (m) 4,07 (m)
6 5,56 (dd, 5,56 (m) 6,23 (d; 8,0) 6,22 (d; 8,0) 3,63 (m) 3,63 (m)
5,6 €2,3)
7 5,38 (dd; 5,38 (m) 6,51 (d; 8,0) 6,49 (d; 8,0) 5,36 (s) 5,34 (s/)
6,0e2,3)

18 0,94 (s) 0,95 (s) 1,25 (s) 1,22 (s) 0,59 (s) 0,59 (s)

19 0,63 (s) 0,63 (s) 0,87 (s) 0,88 (s) 1,08 (s) 1,07 (s)

21 1,04 (d, 1,04 (d; 6,7) 0,89(d;6,9) 0,89 (d;,6,9) 1,04 (d;6,4) 1,02 (d;6,4)
6,7)

22 5,20 (1l 5,20 (m) 5,21 (dd, 5,21 (m) 519 (t7,2) 5,19 (t,7,2)
6,3) 15,0 e 6,9)

23 5,20 (I 5,20 (m) 5,15 (dd; 5,15 (m) 5,19 (t, 7,2) 5,20 (m)
6,3) 15,0 e 7,5)

26 0,82 (d, 0,82 (d;6,8) 0,83(d;6,9 0,83(d;6,7) 0,83(d;6,8) 0,81(d;6,7)
6,8)

27 0,84 (d, 0,84 (d;6,8) 0,80(d;6,9) 0,80 (d;6,5) 0,85(d;6,8) 0,83(d;6,5)
6,8)

28 0,9 (d; 0,92 (d;6,8) 0,91(d;6,9) 0,98 (d;6,8) 0,93 (d;6,8) 0,90 (d; 6,8)
6,8)

°IMARINHO et al., 2007];

*Dados de RMN 'H e "*C (200 MHz e 75 MHz respectivamente, CDCl3) da literatura.
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Tabela 02- Atribuicdo dos sinais de RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) para S-1, S22 e
S-3 juntamente com a comparagao dos dados descritos na literatura de ergosterol,
peréxido ergosterol e cerivisterol, respectivamente.

C 841 S-1** §-2 S-2** 8.3 S-32P

1 396 383 30,0 296 32,8 33,0
2 319 319 346 346 33,7 339
3 711 704 664 664 673 67,8
4 404 40,7 393 397 393 393
5 140,7 141,3 82,1 821 76,7 76,0
6 1189 119,6 1351 1351 720 73,1
7 116,5 116,3 130,7 130,7 117,5 117,3
8 1401 139,7 794 794 143,9 144,0
9 459 462 510 51,0 433 435

10 372 370 36,9 36,9 371 372
11 211 211 206 20,6 220 22,1
12 282 283 36,8 36,9 393 395
13 428 428 445 445 43,7 438
14 544 545 516 516 54,7 548
15 230 230 233 233 229 229
16 397 391 286 286 279 279
17 56,0 55,7 56,1 56,1 56,0 56,0
18 119 120 128 129 123 123
19 160 162 181 182 187 1838
20 404 405 396 39,7 404 404
21 194 194 20,8 209 196 196
22 132,3 132,0 132,3 132,3 132,2 1322
23 1354 1355 1354 1354 1354 1354
24 428 42,8 4277 428 428 428
25 198 199 330 331 331 33,1
26 330 332 196 196 199 199
27 211 210 199 199 211 211
28 175 175 175 175 176 17,6

@ [MARINHO et al., 2007];
®Dados da literatura de RMN 'H e "*C em CDCl,.




Figura 91 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de S-1.
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Figura 92 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCl3) de S-1.
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Figura 93 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl5) de S-2.
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Figura 94 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) de S-2.
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Figura 95 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de S-3.
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FIGURA 96 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) de S-3.
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5.9.4.4 Elucidagao estrutural da mistura de 3-sitosterol (S-4) e estigmasterol (S-5):

A mistura dos esteroides B-sitosterol (S-4) e do estigmasterol (S-5) (Figura 98)
foi obtida do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ12 na forma de um sdélido cristalino
branco, solivel em diclorometano. E a primeira vez que as substancias foram

obtidas em mistura de um fungo de solo.

Figura 97- Mistura dos esteroides B-sitosterol (S-4) e estigmasterol (S-5).

Estigmasterol. B-sitosterol.

Através de sinais caracteristicos dos esterdides no espectro de RMN 'H
(Figura 98, p. 156), foi possivel caracterizar a presenca da mistura de B-sitosterol e
do estigmasterol. Como nos demais derivados quimicamente relacionados, a maioria
dos sinais concentrou-se entre d4 0,5 e 2,0. Somente quatro sinais de hidrogénio
apareceram em campo menos protegido, sendo estes os dos hidrogénios olefinicos
localizados no anel B de ambos esteroides e na cadeia lateral do estigmasterol, e
ainda ao H-3 referente ao hidrogénio oximetinico (FORGO; KOVER, 2004).
Destacam-se o multipleto em &4 3,49 (m; 1H; H-3) e o tripleto em &y 5,34 (t; 1H; 4,5
Hz; H-6) que sao hidrogénios com caracteristicas comuns em ambos os compostos
e, portanto, possuem o mesmo deslocamento quimico aproxidamente. Ainda, pode
ser visualizado no espectro de RMN 'H da mistura de B-sitosterol (S-4) e
estigmasterol (S-5), os duplo-dubletos em &4 5,02 (dd; 1H; 15,0 Hz e 8,4 Hz; H-23) e
on 5,15 (dd; 1H; 15,8 Hz e 9,1 Hz; H-22) referentes aos hidrogénios olefinicos do
estigmasterol (FORGO; KOVER, 2004).

No espectro de RMN "*C (Figuras 99-100, p. 157-158), a presenca de quatro
sinais de carbono na regido dos carbonos sp? (5¢ 140,7; 8¢ 138,3; d¢c 130,0 e 5¢
121,7) sugere a existéncia de duas ligagbes duplas. Segundo dados da literatura,
sinais de carbono em &¢ 140,7 e d¢c 121,7 sao caracteristicos de esteroides com
ligagéo dupla em C-5 e C-6 (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003) e em &¢ 130,0 e
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0c 138,3 sao caracteristicos de uma ligagado dupla entre C-22 e C-23 na cadeia
lateral dos esteroides (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003). Estes sinais sao,
portanto, muito importantes na elucidagao estrutural de compostos esteroidais como
o0 B-sitosterol (240-etil-colestan-5-eno-33-0l) e do estigmasterol (24a-etil-colestan-
5,2-dieno-3(-ol). Na revisao da literatura, € possivel constatar que o B-sitosterol e o
estigmasterol s&o frequentemente identificados em misturas (JAMAL et al., 2009).
No espectro de RMN 'C, nota-se também que ha um sinal intenso de carbono em
O0c 71,8, caracteristico de carbono carbindlico (NASSER et al, 2013). Estes
compostos possuem uma mesma insaturagdo (A°) e, portanto, os sinais de carbono
coincidirdo nos espectros de RMN '®C e assim os sinais referentes a C-5 e C-6
estardao mais intensos quando comparados com os outros dois sinais referentes a
insaturagdo em A%, que estd presente somente no estigmasterol
(CHATURVEDULA; PRAKASH, 2012). No espectro de RMN °C dos esteroides B-
sitosterol e estigmasterol, destaca-se também os sinais de carbono em &¢ 12,0 e d¢
11,8, respectivamente, referentes ao C-29 que € uma unidade de metila a mais na
cadeia lateral destes esteroides em relagdo ao ergosterol, peréxido de ergosterol e
cerivisterol. Esses dados foram comparados com os dados de RMN 'H e "*C obtidos
da literatura (CHATURVEDULA; PRAKASH, 2012) para os esteroides B-sitosterol e
estigmasterol, o qual mostrou total similaridade conforme pode ser observado na
Tabela 03 (p. 155).

O B-sitosterol e o estigmasterol sdo dois fitosterodis, ou seja, sdo esteroides
comumentes isolados de espécies vegetais como as do género Serjania
(QUINTANILLA; PINTO, 2014), a planta Rubus suavissimus (CHATURVEDULA;
PRAKASH, 2012) e Annona crossiflora Seeds (INOUE et al., 2010), mas também ja
houve relatos das duas substéncias serem encontradas em espécies fungicas
(CARVALHO, 2014). O B-sitosterol também foi encontrado nas espécies fungicas
Annulohypoxylon elevatidiscus (CHENG et al.,, 2015) e Xylaria sp. (WANG et al.,
2014), enquanto que o estigmasterol também foi isolado do fungo Paecilomyces sp.
(MOSADEGHZAD et al., 2013).

O estigmasterol € um esteroide que apresenta atividade antifungica
(MBAMBO et al.,, 2012), antitumoral (GHOSH et al, 2011) e reduz os niveis de

colesterol no plasma sanguineo (BATTA et al, 2006). Ja, o B-sitosterol tem
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demonstrado efeito normalizador do agucar no sangue e nos niveis de insulina em
diabetes tipo I e Il (LASZLO, 2012) e atividade antifingica (MBAMBO et al., 2012).
Tabela 03- Atribuigdo dos sinais de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) e de RMN "°C
(75 MHz, CDCI3) para S-4 e S-5 juntamente com a comparacdo dos dados

descritos na literatura para o B-sitosterol e o estigmasterol, respectivamente.

Posigao Estigmasterol B-sitosterol
"H ((5, multip., J em Bc "H ((3, multip., J em Hz) Bc
Hz)

S-5 s-5° S-5 §-5%° S-4 S-4*° S-4 S-4*°
1 372 37,6 37,0 375
2 324 321 31,9 319
3 349 (m) 3,51 (tdd; 71,8 721 3,49 (m) 3,53 (tdd, 71,7 72,0

4,5;4,2; 4.5;4,2;
3,8) 3,8)
4 422 424 423 42,5
5 141,3 1411 140,7 140,9
6 5, 5,31 (t; 121,7 121.,8 5,33 5,36 (t;6,4) 121,7 121,9
33(d;4,5) 6,1) (d;4,5)

7 31,5 31,8 31,9 32,1
8 31,5 31,8 31,9 32,1
9 50,1 50,2 50,1 50,3
10 36,1 36,6 36,4 36,7
11 211 215 211 213
12 39,8 39,9 39,8 39,9
13 422 424 42,3 426
14 56,7 56,8 56,7 56,9
15 243 244 26,1 26,3
16 29,2 293 28,2 28,5
17 56,0 56,2 56,0 56,3
18 40,7 40,6 36,5 36,3
19 0,92(d; 0,91 (d; 211 21,7 0,93(d;6,3) 0,93 (d;6,5) 194 19,2

6,3) 6,2)
20 4,97 (m) 4,98 (m) 26,1 254 34,0 34,2
21 46,2 46,1 26,1 26,3
22 5,15 (dd; 5,14 (m) 138,3 138,7 46,2 46,1

15,8;

9,1)
23 5,02 (dd, 130,0 129,6 231 23,3

15,0;

8,4)
24 0,84 (t; 0,83 (f; 11,8 12,1 0,86 (d; 0,84 (t;7,2) 12,0 12,2

7,2) 7,1) 7,2)
25 29,7 29,6 29,1 294
26 0,82(d; 0, 82 (d, 19,8 20,2 0,83(d; 0,83 (d;6,4) 194 201

6,3) 6,3)
27 0 80(d, 0, 80 (d, 19,0 19,8 0,81(d; 0,81(d;6,4) 19,0 19,6

6)

3) 6)
28 067(s) 071(s) 18,8 18,9 0,6 ) 188 19,0
29 1,03(s) 1,03(s) 120 122 1,02(s) 1,01 (s) 11,8 120

[CHATURVEDULA PRAKASH 2012];
®Dados da literatura de RMN 'H e *C em CDCls.
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Figura 98 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de S-4 + S-5.
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Figura 99 — Espectro de RMN ™C (75 MHz, CDCls) de S-4+S-5.
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Figura 100- Ampliacdo do espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) de S-4 + S-5.
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5.9.5 Pironas

As pironas, geralmente, sdo obtidas como produtos sintéticos da sintese de
poliacetato e espirocetalicas contendo produtos naturais (ZAWACKI;, CRIMMINS,
1996), mas substancias contendo a anel piranico estdo amplamente presentes no
reino animal e vegetal (GOEL; RAM, 2009) e fuangico (LU et al., 2014), possuindo
diversas atividades farmacoldgicas e aplicagées na agricultura (LU et al., 2014). O
anel piranico é composto por um oxigénio presente em um anel de seis membros
com duas ligagdes duplas (GOEL; RAM, 2009) conforme pode ser observado na
Figura 101.

Figura 101 — Esqueleto basico de uma pirona.

Dentre os diversos metabdlitos secundarios da classe das pironas, o fungo de
solo Aspergillus sp. FRIZ12 produziu a 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6) e a
flavasperona (S-7).

5.9.5.1 Elucidacéo estrutural da 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6)
A substancia 2-benzil-4H-piran-4-ona (Figura 102) foi isolada do fungo de solo
Aspergillus sp. FRIZ12 na forma de um solido cristalino amarelo, soluvel em

diclorometano.

Figura 102- 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6).

No espectro de RMN 'H (Figura 107, p. 165), é possivel observar a presenca

de um sinal multipleto centralizado em &y 7,33 atribuido aos hidrogénios aromaticos.
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Na andlise conjunta do espectro de RMN 'H com o espectro de COSY (Figura
109, p.167) de S-6, observa-se a correlagdo do sinal de hidrogénio olefinico em 6y
7,70 (d, 1H; J=5,7 Hz; H-6) com o sinal de hidrogénio olefinico em 64 6,34 (dd, 1H;
J=5,7 e 2,4 Hz, H-5) e este também se correlaciona com o sinal de hidrogénio
olefinico em 64 6,21 (dI, 1H; J=2,4 Hz; H-3), Por fim, ha a correlagéo entre os sinais
de hidrogénio olefinico em &4 6,21 (H-3) e o sinal de hidrogénios metilénicos em dy
3,83 (s, 2H, H-1"). Estas correlagdes indicam a presenga de um anel pirano em S-6
(HUANG et al., 2007). As correlagdes de COSY de S-6 encontram-se na Figura 103.

Figura 103- Correlagdes de COSY de S-6.

Na analise espectro de RMN °C (Figura 108, p. 166), observa-se a presenca
do sinal de carbono referente a carbonila tipica do anel pirano em 6. 179,4 (C-4)
(HUANG et al., 2007). E importante destacar que a andlise do espectro de RMN 3¢
de S-6 permitiu observar a presenca de 10 ao invés de 12 sinais de carbono, uma
vez que ha um plano de simetria entre o C-2’ e C-5’ do anel aromatico e, em virtude
disso, o sinal de carbono em &, 128,9 é equivalente para os carbonos aromaticos C-
3 e C-7 e o sinal de carbono em 6. 129,1 é equivalente para os carbonos
aromaticos C-4 e C-6’ (SILVERSTEIN et al, 2007). No espectro de RMN™C,
observa-se ainda o sinal de carbono aromatico em o, 134,4 (C-2’) e o sinal de
carbono olefinico ligado a oxigénio em &; 168,5 (C-2).

A analise conjunta do espectro de RMN "*C com o espectro de HSQC (Figura
110, p. 168) de S-6 permitiu observar a correlagcdo do sinal de hidrogénios
metilénicos em 64 3,83 (H-1’) com o sinal de carbono metilénico em 6. 40,0 (C-1') e
as correlagdes dos sinais de hidrogénios olefinicos em &y 7,70 (H-6), 6y 6,34 (H-5) e
dH 6,21 (H-3) com os sinais de carbonos olefinicos em &. 155,4 (C-6), 6. 116,6 (C-5)
e dc 115,5 (C-3), respectivamente.
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A analise conjunta do espectro de RMN "*C com o espectro de HMBC (Figura
111, p. 169) de S-6 foi possivel observar que o sinal de hidrogénio olefinico em &n
7,70 (H-6) se correlaciona com o sinal de carbono carbinélico em &, 179,4 (C-4) a °J,
com o sinal de carbono olefinico em &. 116,6 (C-5) a J e com o sinal de carbono
olefinico ligado a oxigénio em &, 168,5 (C-2) a °J; as correlagdes do sinal de
hidrogénio olefinico em 64 6,34 (H-5) com os sinais de carbonos olefinicos d. 155,4
(C-6) a %J e 8, 115,5 (C-3) a °J e também os acoplamentos do sinal de hidrogénio
olefinico em & 6,21 (H-3) com o sinal de carbono olefinico em &. 116,6 (C-5) a 3J, o
sinal de carbono olefinico ligado a oxigénio em §. 168,5 (C-2) a %J e o sinal de
carbono metilénico em & 40,0 (C-1’) a 3J. Estas correlagdes confirmam a presenca
de um anel pirano na estrutura de S-6, corroborando com os dados de RMN 'H e de
COSY.

Na analise conjunta do espectro de RMN 3C com o espectro de HMBC de S-
6, foram constatadas também as correlagdes do sinal de hidrogénio metilénico em oy
3,83 (H-1’) com o sinal de carbono olefinico ligado a oxigénio em &. 168,5 (C-6) a %J
e com os sinais de carbonos aromaticos em §. 128,9 (C-3'/C-7’) a °J e &, 134,4 (C-2))

a 2J. Na Figura 104, encontram-se as correlacdes de HMBC de S-6.

Figura 104- Correlagdes de HMBC de S-6.

Os dados de RMN "H e '*C de S-6 que em conjunto com a interpretacdo dos
espectros de RMN 2D e do espectro de massa ESI (+) (Figuras 112-113, p. 169),
que apresentou o pico do ion pseudomolecular em m/z 187 [M+H]®, permitiram
chegar a concluséo que S-6 tratava-se do policetideo 2-benzil-4H-piran-4-ona. A
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proposta de fragmentagao dos ions filhos de $-6 esta na Figura 105 juntamente com

a proposta de rota biossintética de S$-6 (Figura 106, p. 162).

Figura 105- Proposta de fragmentagao de S-6.

+

OH
\d k| L m W
@,
m/z 187 m/z 159
Reagdo Diels-Alder
N RN
CH

m/z 141

//

m/z 117

m/z 91 ion tropilico
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Figura 106- Proposta de rota biossintética de S-6.
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H

2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6)

A substéncia 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6) é relatada como produto de
sintese organica (ZAWACKI; CRIMMINS, 1996) e foi isolada como produto natural
pela primeira vez por HUANG et al. (2007), sendo entdo este o segundo relato dela
como produto natural. A Tabela 04 (p. 164) apresenta os dados de RMN 'H e de
RMN "*C para o composto S-6.
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Tabela 04. Atribuicdo dos dados de RMN "H (300 MHz, CDCl3) e RMN "®C (75 MHz,
CDCI3) de 2- benzil-4H-piran-ona (S-6).

S-6 S-6
H (6, mult., Jem Hz) C
2 168,5
3 6,21 (dl, 2,4) 115,5
4 179,4
5 6,34(dd;5,7;2,4) 116,5
6 7,70 (d; 5,7) 155,4
1’ 3,83 (s) 40,0
2 134,4
3 7,33 (m) 128,9
4 7,33 (m) 129,1
5’ 7,33 (m) 127,6
6’ 7,33 (m) 129,1
7 7,33 (m) 128,9
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Figura 107 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de S-6.
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Figura 108 — Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) de S-6.
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Figura 109- Espectro de COSY (300 MHz, CDCl;) de S-6.
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Figura 110- Espectro de HSQC (300 MHz, CDCl3) de S-6.
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Figura 111- Espectro de HMBC (75 MHz, CDCI3) de S-6.
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Figura 112 - Espectro de massas (full scan) ESI (+) de S-6.
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Figura 113 - Espectro de massas dos ions filhos de m/z 187 de S-6.
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5.9.5.2 Elucidagao estrutural da flavasperona (S-7)
A substancia flavasperona (Figura 114) foi isolada do fungo de solo
Aspergillus sp. FRIZ12 na forma de um sdlido cristalino amarelo, soluvel em

diclorometano.

Figura 114- Flavasperona (S-7).

No espectro de RMN 'H (Figuras 117, p. 176), é possivel observar a presenca
de um sinal singleto em 64 12,80 (s, 1H, OH-5) referente ao hidrogénio da hidroxila
quelada a carbonila tipicamente de pironas (GORST-ALLMAN et al., 1980). No
espectro de RMN 'H, ha ainda um sinal singleto em & 6,86 (s, 1H, H-6) atribuido ao
hidrogénio do anel aromatico B e dois sinais singletos em &4 3,96 (s, 3H, OCH3-10) e
on 3,92 (s, 3H, OCH3-8) referentes aos atomos de hidrogénios de duas metoxilas
aromaticas presentes no anel A da flavasperona (S-7).

Na andlise conjunta do espectro de RMN 'H com o espectro de COSY (Figura
120, p. 179) de S-7, observa-se a correlagao do sinal de hidrogénio aromatico em 6y
6,27 (dI, 1H; J=0,3 Hz; H-3) com o sinal de hidrogénios metilicos ligados ao anel
aromatico C em o4 2,49 (dl, 3H; J=0,9 Hz; H-15). Outra correlagdo observada no
espectro de COSY ¢é entre os sinais dupletos de hidrogénios do anel aromatico A em
31 6,58 (d, 2H; J=2,4 Hz; H-7) e &4 6,40 (d, 2H; J=2,4 Hz; H-9).

Na andlise do espectro de RMN "*C (Figura 118, p. 177), sdo observados
sinais referentes a 16 carbonos, sendo o sinal de carbono em &¢ 182,8 caracteristico
de carbonila de anel pirano (GORST-ALLMAN et al., 1980) e um sinal de carbono
aromatico ligado ao oxigénio do anel pirano C de S-7 em 6¢c 155,8 (C-11). A andlise
conjunta do espectro de RMN "*C com o espectro de DEPT (Figura 119, p. 177)

confirma a presenga dos sinais metoxilicos aromaticos em ¢ 55,9 (OCH3-10) e 6¢
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55,5 (OCH3-8), do sinal de carbono metilico aromatico em 6¢ 20,5 (C-15) e dos
sinais de carbonos metinicos aromaticos em &¢ 97,9 (C-7), d¢c 97,0 (C-9), ¢ 105,8
(C-6) e 6¢c 110,2 (C-3).

O espectro de HSQC (Figura 121, p. 180) mostra sete correlagbes: a
correlagao do sinal em oy 6,86 (H-6) com o sinal em 6¢ 105,8 (C-6), a correlagéo do
sinal em 64 6,58 (H-7) com o sinal em &¢ 97,9 (C-7), a correlagéao do sinal em 64 6,40
(H-9) com o sinal em d¢ 97,9 (C-9) e a correlagédo do sinal em 64 6,28 (H-3) com o
sinal em o¢c 110,2 (C-3). H4& ainda as correlagdes dos sinais de hidrogénios
metoxilicos aromaticos em 6y 3,96 (OCH3-10) e 6¢ 3,92 (OCH3-8) com os sinais de
carbonos metoxilicos aromaticos em o¢c 55,9 (OCH3-10) e o¢c 55,5 (OCH3-8)
respectivamente e a correlacdo do sinal de hidrogénios metilicos em &4 2,49 (H-15)
com o sinal de carbono metilico em &¢ 20,5 (C-15).

Na andlise conjunta do espectro de RMN 3C com o espectro de HMBC
(Figura 122-124, p. 181-183) de S-7, observam-se as correlacbes do sinal de
hidrogénio de hidroxila quelada em 64 12,80 (OH-5) com o sinal de carbono em d¢
156,6 (C-5) a °J e 8¢ 108,8 (C-12) a °J. Destacam-se ainda as correlagdes entre o
sinal de hidrogénios metilicos em 64 2,49 (H-15) com os sinais de carbonos
aromaticos em 8¢ 166,6 (C-2) a 2/ e 8¢ 110,2 (C-3) a °J. Estas correlacdes
confirmam a presenga do anel pirano C ligado ao anel aromatico B na estrutura de
S-7, corroborando com os dados de RMN 'H e de COSY.

No espectro de HMBC de S-7, séo observadas também as correlagbes do
sinal de hidrogénio de hidroxila quelada em &4 12,80 (OH-5) com os sinais de
carbonos em &¢ 105,8 (C-6) a >J e ¢ 156,6 (C-5) a 2J; as correlacdes do sinal de
hidrogénio em oy 6,88 (H-6) com os sinais de carbonos aromaticos em 6¢ 108,8 (C-
12) a 3J, 8¢ 156,6 (C-5) a 2J, 8¢ 104,9 (C-14) a >J e 8¢ 97,9 (C-7) a °J; as correlacdes
do sinal de hidrogénio em 4y 6,58 (H-7) com os sinais de carbonos aromaticos em d¢
161,4 (C-8) a 2J, 8¢ 105,8 (C-6) a °J e 5¢c 104,9 (C-14) a °J e a correlacdo do sinal de
hidrogénio em 64 6,40 (H-9) com o sinal de carbono aromatico em &c 104,9 (C-14) a
3J. Nota-se ainda a correlagdo do sinal de hidrogénio metoxilico em 8y 3,97 (OCHa-
10) com o sinal de carbono aromatico em 8¢ 159,0 (C-10) a °J e a correlagéo do

sinal de hidrogénio metoxilico em &4 3,92 (OCH3-8) com o sinal de carbono
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aromatico em 8¢ 161,4 (C-8) a °J. As correlagées de HMBC de S-7 encontram-se na
Figura 115.

Figura 115- Correlagdes de HMBC de S-7.

Os dados de RMN '"H e ®*C de S-7 foram comparados com os dados da
literatura (Tabela 05, p. 175) que em conjunto com a interpretagao dos espectros de
RMN 2D e do espectro de massa ESI (+) (Figuras 125-126, p. 183), que apresentou
o pico do ion molecular em m/z 287 [M+H]", permitiram chegar a conclus&o que S-7
tratava-se do policetideo flavasperona. A proposta de fragmentagao dos ions filhos
de S-7 esta na Figura 116 (p. 174).

A substancia flavasperona (S-7) é um importante metabdlito secundario
inibidor seletivo da enzima aciltransferase 2 do colesterol (SAKAI et al., 2008). Ela ja
foi isolada de diversas espécies fungicas endofiticas do género Aspergillus
(SIRIWARDANE et al.,, 2015), mas este é o primeiro relato de isolamento desta

substancia de fungos de solo.
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Figura 116- Proposta de fragmentagao de S-7.
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Tabela 05. Atribuigdo dos dados de RMN "H (300 MHz, CDCl3) e RMN °C (75 MHz,

CDCI3) de S-7 juntamente com os dados descritos na literatura para a flavasperona.

S-7 Lit*® S-7 Lit*®

H (6, mult.,, Jem Hz) H (5, mulit., J em Hz) C C

2 166,6 166,5

3 6,27 (dl; 0,3) 6,23 (d; 0,3) 110,2 110,2

4 182,8 182,8

5 156,6 156,7

6 6,86 () 6,80 (s) 105,8 105,7

7 6,58 (d; 2,4) 6,53 (d; 2,5) 97,9 98,0

8 161,4 1615

9 6, 40 (d; 2,4) 6,35 (d; 2,5) 97,0 97,0

10 159,0 159,1

11 155,8 155,8

12 104,9 104,0

13 141,2 1412

14 108,8 108,8

15 2,49 (dk; 0,9) 2,45 (d; 0,6) 20,5 20,4

OCH;-8 3,92 (s) 3,91 (s) 55,5 55,4

OCH;-10 3,96 (s) 3,92 (s) 55,9 55,8
OH-5 12,80 (s) 12,93 (s)

a[GORST—ALLMAN et al., 1980];
®Dados da literatura de RMN "H e *C em CDCl,.



176

FIGURA 117 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl3) de S-7.
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FIGURA 118 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) de S-7.
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Figura 119- Espectro de DEPT (75 MHz, CDCl3) de S-7.
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Figura 120- Espectro de COSY (300 MHz, CDCl;) de S-7.
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Figura 121- Espectro de HSQC (300 MHz, CDCl3) de S-7.
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Figura 122- Espectro de HMBC (75 MHz, CDCI3) de S-7.
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Figura 123- Ampliagcéo 01 do espectro de HMBC (75 MHz, CDCl3) de S-7.
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Figura 124- Ampliagcéo 02 do espectro de HMBC (75 MHz, CDCIl3) de S-7.
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Figura 125- Espectro de massas (full scan) ESI (+) de m/z 287 de S-7.
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5.9.6 Lactonas

As lactonas sao estéres ciclicos resultantes da condensagdo de um grupo
funcional alcool e um grupo acido carboxilico, sendo que as mais estaveis sao
lactonas de 5 membros (y-lactonas) e lactonas de 6 membros (d-lactonas) por causa
da minima tensdo na estrutura dos compostos (SMITH, 2013). Elas s&o unidades
estruturais presentes em um variado numero de produtos naturais, sendo,
consequentemente, importantes alvos sintéticos (LONGO JUNIOR et al., 2008). As
lactonas sdo substancias derivadas das a-pironas (LI et al., 2015). Das diversas
lactonas provenientes de fontes naturais, foram isoladas do fungo endofitico
Esxerohilum rostratum 1.11 Er duas substancias inéditas desta classe denominadas
annularinas | e J. Estes novos produtos naturais foram nomeadas desta forma, em
funcdo de outras lactonas, estruturalmente semelhantes, terem sido isoladas do

fungo aquatico Annulatascus triseptatus (LI et al., 2003).

5.9.6.1 Elucidagao estrutural da annularina | (S-8)
A annularina | (S-8) (Figura 127) foi isolada do fungo Exserohilum rostratum

1.11 Er na forma de um sdlido amorfo amarelado, solivel em diclorometano.

Figura 127— Annularina | (S-8).

Na andlise conjunta do espectro de RMN 'H (Figura 131, p. 189) com o
espectro de COSY (Figura 134, p. 192), observa-se que o sinal de hidrogénio em &n
0,90 (¢, 3H, J=6,9 Hz, H-9), referente aos hidrogénios de metila terminal, se
correlaciona com os sinais de hidrogénios metilénicos alquilicos centrados em dy
1,33 (m, 4H, H-8/H-7). Este sinal multipleto correlaciona-se com o sinal de
hidrogénio em 6y 2,30 (f, 3H, J=6,9 Hz, H-6) caracteristico de hidrogénios
metilénicos ligados diretamente ao carbono olefinico oxigenado. No espectro de

RMN 'H, ha a presenca também de dois sinais singletos em &y 5,44 (1H) e em 8y
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3,80 (3H, H-10) atribuidos respectivamente ao hidrogénio sp® (H-2) e aos
hidrogénios do grupo metoxila. O padrao espectral apresentado no RMN H ¢ tipico
de substéncias da classe das lactonas trisubstituidas (LI et al., 2003).

Na anélise do espectro de RMN 'C (Figura 132, p. 190) sdo observados
sinais referentes a 11 atomos de carbonos, sendo o sinal de carbono em &. 164,8
caracteristico de carbonila de grupo lacténico (LI et al., 2003). Os sinais de carbono
em 8¢ 170,9 e &¢ 157,9 foram atribuidos aos carbonos olefinicos oxigenados em C-3
e C-5 respectivamente, enquanto que os sinais em ©6c¢ 87,8 e &¢ 112,0 foram
atribuidos aos carbonos olefinicos em C-2 e C-4 respectivamente. A analise
conjunta do espectro de RMN *C com o espectro de DEPT (Figura 133, p. 191)
permitiu atribuir a presenga dos sinais em 8¢ 56,0 referente ao carbono metoxilico;
os sinais em &¢ 23,9; d¢ 31,4; d¢c 22,9 em ordem crescente atribuidos aos carbonos
metilénicos e os sinais em &¢ 13,8 e &¢ 17,0 referentes aos carbonos metilicos.

A andlise do espectro de HETCOR (Figura 135, p. 193) mostra sete
correlagdes: sendo o sinal em 64 0,90 (H-9) com o sinal em 5¢ 13,8 (C-9); os sinais
dos hidrogénios metilénicos em &4 1,33 (H-8/H7) e em 64 2,30 (H-6) com os sinais
em J. 22,6 (C-8), 6. 31,4 (C-7) e oy 23,9 (C-6) respectivamente. O sinal de
hidrogénios metilicos em 6y 2,19 (H-11) correlaciona-se com o sinal em 5. 17,1 (C-
11) assim como se observa a correlagdo do hidrogénio do anel lactonico insaturado
em oy 5,44 (H-2) com o sinal em . 87,8 (C-2) e a correlagédo dos hidrogénios
metoxilicos em &y 3,80 (H-10) com o sinal em 5. 56,0 (C-10).

A analise conjunta do RMN ™C com o espectro de HMBC (Figura 136, p. 194)
permitiu determinar que os grupos metilico e metoxilico encontram-se ligados ao C-4
e ao C-3, respectivamente, pois o sinal dos hidrogénios metilicos em 6y 2,19 (H-11)
correlaciona-se com o sinal em &; 157,9 (C-5) a °J e ha a correlaco entre o sinal dos
hidrogénios metoxilicos (OMe-10) em &y 3,80 com o sinal em &. 170,9 (C-3) a ®J. No
espectro de HMBC, s&o observadas ainda as correlagdes do sinal em &4 0,90 (H-9)
com o sinal em §.22,6 (C-8) a >J e com o sinal em §. 31,4 (C-7) a >J, confirmando a
presenca de um grupo alquilco ligado ao anel lactdénico. Na Figura 128 (p. 187),
seguem as correlagdes de HMBC da annularina | (S-8).
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Figura 128 — Correlagées de HMBC de S-8.

Os dados de RMN de S-8 (Tabela 05, p. 202) foram comparados com o0s
dados da literatura e mostraram que pertencem a classe dos policetideos conhecida
como annularinas (LI et al., 2003), sendo que S-8 difere da annularina D (Figura
129) por um carbono adicional na cadeia lateral. Esta diferenga foi confirmada pelos
dados de RMN uni e bidimensionais e ratificada pelos dados dos espectros de
massas ESI (+) (Figuras 137-138, p. 195) que apresentou um pico pseudomolecular
de m/z 197 [M+H]" condizente com a férmula molecular C11H:603. A substancia S-8
trata-se de um produto natural inédito e foi denominada de annularina |. As
propostas de fragmentagéo e de rota biossintética de S$-8 encontram-se nas figuras
130 (p. 188) e 143 (p. 200), respectivamente.

Figura 129 — Annularina D.
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Figura 130- Proposta de fragmentagao de S-8.
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FIGURA 131 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) de S-8.
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FIGURA 132 — Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCl3) de S-8.
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Figura 133- Espectro de DEPT (75 MHz, CDCl3) de S-8.
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Figura 134- Espectro de COSY (300 MHz, CDCl;) de S-8.
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Figura 135- Espectro de HETCOR (75 MHz, CDClz) de S-8.
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Figura 136- Espectro de HMBC (75 MHz, CDCI3) de S-8.
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Figura 137- Espectro de massas (full scan) ESI (+) de m/z 197 de S-8.
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5.9.6.2 Elucidacéo estrutural da annularina J (S-9)
A annularina J (S-9) (Figura 139) foi isolada do fungo Exserohilum rostratum

1.11 Er na forma de um sdlido amorfo esbranquicado, solivel em diclorometano.

Figura 139- Annularina J (S-9).

Os espectros de RMN 'H (Figura 144, p. 200) e de RMN "*C (Figura 145, p.
202) de S-9 sao muito semelhantes aos espectros de S-8, onde se nota a presenca
dos sinais tripletos em 64 0,91 (J= 6,9 Hz) atribuido aos hidrogénios H-9 das metilas
terminais e oy 2,37 (J= 6,9 Hz) atribuido aos hidrogénios alilicos H-6. Semelhante ao
espectro de RMN 'H de S-8, observa-se ainda a presenca de sinais multipletos
centrados em oy 1,35 (2H, H-8) e oy 1,39 (2H, H-7) atribuidos aos hidrogénios
metilénicos da cadeia lateral. No espectro de RMN 'H, ha ainda a presenca de um
sinal singleto em o4 3,83 (3H, H-10) relativo aos hidrogénios do grupo metoxila. O
espectro de COSY (Figura 147, p. 204) confirma as correlagdes dos sinais dos
hidrogénios H-9 com os sinais dos hidrogénios H-8 e H-7 e destes com o sinal de
hidrogénios H-6.

No espectro de RMN 'H de S-9, observa-se a auséncia do sinal singleto em
on 2,19 (3H, H-11) atribuido ao grupo metilico sobre ligagdo dupla em S-8 e o
aparecimento do sinal singleto em 6y 4,44 (2H) sugestivo de oxidagao no C-11.

Na analise do espectro RMN *C de S-9 s3o observados 11 sinais de carbono
assim como no espectro de S$-8, sendo o sinal de carbono em 5. 164,1 caracteristico
de carbonila de grupo lacténico (LI et al., 2003). Os sinais em &¢ 32,1; 23,3; ¢ 22,4
e 0c 13,8 sdo atribuidos aos carbonos da cadeia alquilica e os sinais referentes em
oc 89,3 e d¢c 113,1 sdo atribuidos aos carbonos alifaticos C-2 e C-4,
respectivamente. Diferente do espectro de RMN '*C de S-8, no espectro de carbono

de S-9 aparece dois sinais na regido de carbono alifatico oxigenado, sendo que o
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sinal em &¢ 56,2 foi atribuido ao carbono do grupo metoxila e o sinal em &¢ 58,8, que
de acordo com o espectro de DEPT (Figura 146, p. 203) € um CHy, foi atribuido ao
carbono C-11, confirmando a oxidagao do grupo metila presente em S-8.

O espectro de HETCOR (Figura 148, p. 205) mostra sete correlagdes, sendo
o sinal em 6y 0,91 (H-9) com o sinal em &¢c 13,8 (C-9); os sinais dos hidrogénios
metilénicos em oy 1,35 (H-8), 61 1,39 (H-7) e em 61 2,37 (H-6) com os sinais em
22,4 (C-8), 6. 32,1 (C-7) e o4 23,3 (C-6), respectivamente. Ainda ha a correlagdo dos
hidrogénios oximetilénicos em &y 4,44 (H-11) com o sinal em &, 58,8 (C-11), a
correlagao do sinal do hidrogénio do anel lactdnico insaturado em oy 5,51 (H-2) com
o sinal em §; 89,3 (C-2) e a correlacdo do sinal dos hidrogénios metoxilicos em oy
3,83 (H-10) com o sinal em §. 56,2 (C-10).

A analise conjunta do RMN ™C com o espectro de HMBC (Figura 149, p. 206)
permitiu determinar que o grupo metoxilico encontra-se ligado ao C-3, pois o sinal
dos hidrogénios oximetilénicos em oy 4,44 (CH,OH-11) correlaciona-se com o0s
sinais em &; 170,7 (C-3) a °J e em &; 157,5 (C-5) a °J. S&o observadas ainda as
correlagdes do sinal em &4 0,91 (H-9) com o sinal em §. 22,4 (C-8) a °J e com o sinal
em & 32,1 (C-7) a °J e ha também o a correlagdo do sinal dos hidrogénios
metilénicos em &y 2,37 (H-6) com o sinal em &; 32,1 (C-7) a J e com o sinal em &,
157,5 (C-5) a 2J, confirmando a presenca de um grupo alquilco ligado ao anel
lactdnico. Por fim, nota-se ainda a correlagao entre o sinal de hidrogénios em o4 4,44
(OCHs-10) com o sinal em 8. 170,7 (C-3) a °J. Na figura 140, seguem as correlacdes
de HMBC de S-9.

Figura 140 — Correlagées de HMBC de S-9.
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Os dados de RMN de $-9 foram comparados com os dados da literatura
(Tabela 06) e mostraram que pertencem a classe dos policetideos conhecida como
annularinas (LI et al., 2003), sendo que S-9 difere da annularina B (Figura 141) por
um carbono adicional na sua cadeia lateral. Esta diferenga foi confirmada pelos
dados de RMN uni e bidimensionais e ratificada pelos dados dos espectros de
massas ESI (+) (Figuras 150-151, p. 207) onde o pico pseudomolecular de m/z 213
[M+H]" é condizente com a formula molecular C11H1604. A substancia S-9 trata-se de

um produto natural inédito e foi denominado de annularina J.

Figura 141- Annularina B.

Tabela 06: Atribuicdo dos dados de RMN "H (300 MHz, CDCl3) e RMN "®C (75 MHz,
CDCl3) de S-8 e S-9.

Posicoes S-8 S-9 S-8 S-9
H (6, mult., Jem Hz) H (5, mult., Jem Hz) C C

1 164,8 164,1
2 5,44(s) 5,51(s) 87,8 89,3
3 170,7 170,7
4 11,7 1131
5 157,9 157,5
6 2,30 (t, 6,9) 2,37 (t,6,9) 23,9 233
7 1,35 (m) 1,39 (m) 31,4 32,1
8 1,30 (m) 1,35 (m) 226 224
9 0,90 (t, 6,9) 0,91 (t, 6,9) 13,8 13,8
10 3,80 (s) 3,83 (s) 56,0 56,2
11 2,19 (s) 4,44 (s) 17,1 58,8
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Nas Figuras 142 e 143 (p. 200), seguem as propostas de fragmentagao e de
rota biossintética da annularina J (S-9) respectivamente.

Figura 142- Proposta de fragmentagao de S-9.
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Figura 143- Proposta de rota biossintética de S-8 e S-9.
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FIGURA 144 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) de S-9.
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FIGURA 145 — Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) de S-9.
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Figura 146- Espectro de DEPT (75 MHz, CDCI3) de S-9.
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Figura 147- Espectro de COSY (300 MHz, CDCls) de S-9.
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Figura 148- Espectro de HETCOR (75 MHz, CDClz) de S-9.
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Figura 149- Espectro de HMBC (75 MHz, CDCl3) de S-9.
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Figura 150- Espectro de massas (full scan) ESI (+) de S-9.
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5.9.7 Isocumarina

As isocumarinas compreendem uma classe de compostos que séo, em geral,
biologicamente ativas de ocorréncia limitada em bactérias, fungos e liquens
(OLIVEIRA, 2011). A estrutura basica de uma isocumarina (Figura 152) é um anel

lacténico ligado ao anel aromatico, como mostrado abaixo:

Figura 152- Esqueleto basico das isocumarinas.

5.9.7.1 Elucidagéo estrutural da monocerina (S-10)
A monocerina (S-10) (Figura 153) foi isolada como um éleo avermelhado do

fungo endofitico Exserohilum rostratum 1.11 Er, soluvel em diclorometano.

Figura 153- Monocerina (S-10).

No espectro de RMN 'H (Figura 157, p. 214), observa-se um sinal singleto em
on 11,27 (s, 1H, OH-8) referente ao hidrogénio de hidroxila quelada a carbonila,
tipicamente da classe das isocumarinas (NUNES, 2008). No espectro de RMN 'H,
ha ainda um sinal singleto em &4 6,59 (s, 1H, H-5) atribuido ao hidrogénio do anel
aromatico, um sinal duplo duplo dupleto em 64 5,04 (ddd, 1H, J=4,2Hz; 3,0 Hz e 1,2
Hz; H-3), um sinal dupleto em &4 4,53 (d, 1H, J= 3,0 Hz, H-4), dois singletos em 6y
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3,94 (s, 3H, OCH3-6) e 61 3,88 (s, 3H, J= 6,6 Hz, OCH3-7) referentes aos atomos de
hidrogénios de duas metoxilas aromaticas. O padrdo espectral destes sinais de
hidrogénios é tipico de isocumarinas trissubstituidas no anel aromatico (SAPPAPAN
et al., 2008).

Na analise conjunta do RMN "H com o espectro de COSY (Figura 160, p. 217)
de S-10, foram observadas as correlagdes do sinal de hidrogénio metinico em 4 5,04
(H-3) com o sinal do hidrogénio metinico em oy 4,53 (H-4) e com o sinal do
hidrogénio diastereotépico em 64 2,14 (H-9a) e as correlagdes do sinal de hidrogénio
metinico em &y 4,12 (m, 1H, H-10) com os sinais dos hidrogénios diastereotépicos
em oy 2,58 (H-9b) e em o4 2,14 (H-9a) e com o sinal de hidrogénios metilénicos em
on 1,62 (m, 2H, H-11). Observam-se também as correlagdes dos sinais de
hidrogénios diastereotopicos em 64 2,14 (H-9a) e o4 2,58 (H-9b) entre si, assim
como a correlagao do sinal de hidrogénio metilénico em 64 1,39 (m, 2H, H-12) com o
sinal em 6y 0,91 (s) referente aos hidrogénios da metila terminal. Essas correlacdes
relatam a presenca de um anel furdnico com uma cadeia alquilica ligado ao anel
lactdnico de isocumarinas (SAPPAPAN et al., 2008). As principais correlagdes de
COSY de S-10 estéo na Figura 154.

Figura 154- Correlagdes de COSY de S-10.

HsCO

Na analise do espectro de RMN '*C (Figura 158, p. 215) sdo observados
sinais referentes a 16 carbonos, sendo o sinal de carbono em 5. 167,8 caracteristico

de carbonila de grupo lactdnico (ZHANG et al.,, 2008). A anadlise conjunta do
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espectro de RMN 'C com o espectro de DEPT (Figura 159, p. 216) de S-10
confirma a presenga dos sinais metoxilicos aromaticos em &¢c 56,2 (OCH3-6) e &¢
60,7 (OCHs-7); dos sinais carbonos metilénicos alquilicos em &¢ 19,0 (C-12) e &¢
38,0 (C-11) e do sinal de carbono metilénico diastereotdpico em d¢ 39,0 (C-9); dos
sinais de carbonos metinicos em &¢ 74,4 (C-4); ¢ 78,7 (C-10) e 6¢ 81,2 (C-3) e do
sinal de carbono metinico aromatico em &¢ 104,3 (C-5).

O espectro de HETCOR (Figura 161, p. 218) mostra nove correlagdes: a
correlagdo do sinal em o4 0,91 (H-9) com o sinal em &¢ 13,9 (C-9); as correlagbes
dos sinais diastereotépicos em o4 2,14 (H-9a) e oy 2,58 (H-9b) com o sinal de
carbono em &, 39,0 (C-9). Ha ainda as correlagdes dos sinais de hidrogénios
metoxilicos aromaticos em oy 3,88 (OCH3-6) e o4 3,94 (OCHs3-7) respectivamente
com os sinais de carbonos metoxilicos aromaticos em . 56,2 (OCH3-6) e . 60,7
(OCHs-7) e a correlagéo do sinal de hidrogénio metilénico alquilico em 6y 4,53 (H-
11) com o sinal em 6. 74,4 (C-11), além da correlagdo do sinal de hidrogénio
metinico em oy 4,12 (H-10) com o sinal em 6. 78,7 (C-10). Por fim, nota-se também
que os sinais de hidrogénios metinicos em &4 5,04 (H-3) e o4 6,59 (H-5)
correlacionam-se com os sinais de carbonos metinicos em J; 81,1 (C-3) e 5. 104,3
(C-5).

No espectro de HMBC (Figura 162, p. 219) sao observadas as seguintes
correlagdes, o sinal dos hidrogénios metilicos em 6y 0,91 (H-13) com o sinal de
carbono metilénico alquilico em & 19,0 (C-12) a 2J e com o sinal de carbono
metilénico alquilico em & 38,0 (C-11) a >J, assim como a correlacdo do sinal do
hidrogénio metinico aromatico em 64 6,59 (H-5) com o sinal de carbono metinico em
8. 74,4 (C-4) a ®J, com o sinal de carbono aromatico em &, 102,0 (C-8a) a °J e com o
sinal de carbono aromatico em 8. 137,3 (C-7) a 2J e por fim o sinal do hidrogénio da
hidroxila (OH-8) em 64 11,27 com os sinais de carbonos aromaticos em 5. 137,3 (C-
7)a3J, 8.102,0 (C-8a) a °J e §. 156,2 (C-8) a °J. As principais correlagées de HMBC
de S-10 encontram-se na Figura 155 (p. 211).

Os dados de RMN 'H e "*C de S-10 foram comparados com os dados da
literatura (Tabela 07, p. 213) (ZHANG et al, 2008) que em conjunto com a
interpretacdo dos espectros de DEPT, RMN 2D e do espectro de massa ESI (+)
(Figuras 163-164, p. 219) que apresentou o pico do ion pseudomolecular em m/z
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309 [M+H]" condizente a formula molecular C1H200s, permitu chegar a concluséo
que S-10 tratava-se da isocumarina monocerina. A monocerina (S-10) apresentou
um valor de [a]p?°>= +53° condizente com a literatura (FANG et al., 2013) e esta
substancia ja foi isolada anteriormente de diversas espécies fungicas, dentre elas o
fungo Exserohilum turcicum (AXFORD et al., 2004).

A proposta de fragmentacao dos ions filhos de S-10 esta descrita na Figura
156 (p. 212).

Figura 155- Correlagdes de HMBC de S-10.
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Figura 156- Proposta de fragmentacgéo dos ions filhos de S-10.
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Tabela 07. Atribuicdo dos dados de RMN "H (300 MHz, CDCl3) e RMN "®C (75 MHz,

CDCl3) de S-10 juntamente com os dados descritos na literatura para a monocerina.

S-10 Lit*® S-10 Lit*®
H (6, mult., J em Hz) H (5, mult., J em Hz) C C
167,8 167,8
3 5,04 (ddd; 4,2; 3,0 e 1,2) 5,04 (ddd; 5,4 e 3,0) 81,2 813
4,53 (d, 3,0) 4,53 (d, 3,0) 744 743
4a 131,1 131,3
5 6,59 () 6,59 () 104,3 1045
6 158,7 158,6
7 137,3 137,2
8 156,2 156,0
8a 102,0 101,9
9a 2,14 (ddd, 14,7;6,4e 1,2) 2,14 (ddd, 14,6;6,0e 1,1) 39,0 39,0
9b 2,58 (ddd, 14,7; 6,3 € 8,8) 2,58 (ddd, 14,6; 6,0 e 8,4)
10 4,12 (m) 4,11 (m) 78,7 785
11 1,65 (m) 1,65 (m) 38,0 38,1
12 1,39 (m) 1,38 (m) 19,0 19,0
13 0,91 (t, 7,2) 0,91(t, 7,2) 13,9 13,9
OCH3-6 3,94 (s) 3,94 (s) 56,2 56,2
OCH3-7 3,88 (s) 3,88 (s) 60,7 60,6
OH-8 11,27 (s) 11,27 (s)

aZHANG et al., 2008];
®Dados da literatura de RMN 'H e *C em CDCl5.
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Figura 157 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de S-10.
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Figura 158 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCl3) de S-10.
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Figura 160— Espectro de COSY (300 MHz, CDCl3) de S-10.
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Figura 161 — Espectro de HETCOR (75 MHz, CDCl;) de S-10.

1:' =
] | a
.
—_— C e
g r
— :
-—1 -
ml
1
1
— 4
:—o ~ n é »
-9
N o
f"Trv'r—f*—“Tv—T—r‘

218

L®
LN
)
| @
)
)
F -
| E
| [

=
QU
L]

-

™

100

120

140



Figura 162 — Espectro de HMBC (75 MHz, CDCl3) de S-10.
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Figura 163- Espectro de massas (full scan) ESI (+) de S$-10.
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5.9.8 Carboidrato

Carboidratos sao poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas ou substancias que
liberam tais compostos por hidrélise. O termo sacarideo é derivado do grego
sakcharon que significa agucar. Por isso, sdo assim denominados, embora nem
todos apresentem sabor adocicado. O termo carboidrato denota hidratos de
carbono, designagao oriunda da férmula geral (CH20), apresentada pela maioria
dessas moléculas (FRANCISCO JUNIOR, 2007).

Apesar dos carboidratos comporem 75% da biomassa da Terra,
representando a maior fonte renovavel do planeta (LICHTENTHALER; PETERS,
2004), sdo poucas substancias desta classe que possuem efetivamente potencial
econdbmico para atrair o investimento das industrias quimicas (FERREIRA et al.,
2013). Dos diversos carboidratos existentes no mundo, foi isolado o 5-
(hidroximetil)furfural do fungo de solo Asperqgillus sp. FRIZ 12.

5.9.8.1. Elucidagao estrutural da 5-(hidroximetil)furfural (S-11)
O 5-(hidroximetil)furfural (S-11) (Figura 165) foi isolado do fungo de solo

Aspergillus sp. FRIZ 12 como um sélido cristalino branco, soluvel em diclorometano.

Figura 165- 5-(hidroximetil)furfural (S-11).

No espectro de RMN 'H (Figura 168, p. 225), é observado um sinal de
hidrogénio aldeidico em &4 9,51 (s, 1H, H-7) e dois dubletos em 64 7,19 (d, 1H, H-3)
e oy 6,48 (d, 1H, H-4) acoplando entre si com uma constante de 3,6 Hz e este
acoplamento foi confirmado pelas correlagdes no espectro de COSY (Figura 171, p.
228), peculiares de hidrogénios orto-acoplados de um penta heterociclo aromatico,
podendo ser do tipo furano ou pirol (SILVA, 2007). H4, ainda, um sinal singleto em
dn 4,66 atribuido aos hidrogénios metilénicos.

Na andlise do espectro de RMN "*C (Figura 169, p. 226), sdo observados

sinais referentes a 6 atomos de carbonos, sendo um sinal de carbono em 8. 177,7
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que a principio poderia ser atribuido a carbono de um grupo carboxila aldeidico
conjugado (SILVERSTEIN, 2007).

A anélise conjunta do espectro de RMN "*C com o de DEPT (Figura 170, p.
227) e o de HSQC (Figura 172, p. 228) confirmou a presenca de dois carbonos sp?
em o; 109,9 (C-4) e 5. 123,3 (C-3) e de um carbono oximetinico em &; 57,3 (C-6),
integrando para dois hidrogénios. Nos espectros de RMN "*C e de HSQC, ¢ possivel
também observar a presenca de outros dois carbonos sp? em & 161,0 (C-5) e 152,1
(C-2), sendo que o C-5 esta mais desblindado em relagdo ao C-2 em virtude do
efeito de ressonancia.

A analise do espectro de HMBC (Figura 173, p. 230) observa-se que o sinal
do hidrogénio olefinico em &y 7,19 (H-3) correlaciona-se com o sinal de carbono em
8. 152,1 (C-2) a ?J e a correlacdo do sinal de hidrogénio 8 6,48 (H-4) com os sinais
de carbonos em §. 123,3 (C-2) a 2J e em §; 161,0 (C-5) a 2J. Outras correlacdes
observadas no espectro de HMBC foram do sinal de hidrogénio em &4 7,19 (H-3)
com o sinal de carbono em &; 109,9 (C-4) a 2J e com o sinal de carbono em &. 161,0
(C-5) a °J e as correlagdes do sinal de hidrogénio em &y 6,48 (H-4) com o sinal de
carbono em &, 123,3 (C-3) a 2J e com o sinal de carbono em & 161,0 (C-5) a 2J. As
correlagcdes observadas no espectro de HMBC do 5-(hidroximetil)furfural (S-11)

encontram-se na Figura 166.

Figura 166- Correlagdes de HMBC de S-11.

Os dados de RMN 'H e *C de S-11 foram comparados com os dados da
literatura (Tabela 08, p. 224) (GALLO, 2005) que em conjunto com a interpretagao
dos espectros de RMN 2D e do espectro de massa ESI(+) (Figuras 174-175, p. 231)
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que apresentou o pico relativo ao respectivo ion pseudomolecular em m/z 127
[M+H]" condizente com a formula molecular CeH4O3, permitiram chegar a conclusdo
que S-11 tratava-se do 5-(hidroximetil)furfural ou 5-hidroxi-2-furfuraldeido. A

proposta de fragmentagéo dos ions filhos de S-11 encontra-se na Figura 167.

Figura 167 — Proposta de fragmentagcao de S-11.

H+
—\ H

W N

0 m/z 127
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m/z 127

m/z 81
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Tabela 08: Atribuicdo dos dados de RMN "H (300 MHz, CDCl3) e RMN "°C (75 MHz,

CDCI3) de S-11 juntamente com os dados descritos na literatura para o 5-

(hidroximetil)furfural.

Posicbes S-11 Lit>® S-11  Lit*°
H (6, mult., Jem Hz) H (5, mult., Jem Hz) C C
1 - - - -
2 - - 152,1 -

3 7,19 (d; 3,6) 7,38 (d; 3,5) 123,3 123,7

4 6,48 (d; 3,6) 6,58 (d; 3,5) 109,9 110.2

5 - - 161,0 162.9

6 4,66 (s) 4,63 (s) 57,3 57,5

7 9,50 (s) 9,59 (s) 177,7 178.1

3[SILVA, 2007];

®Dados da literatura de RMN 'H e "*C em CDCls.

Os carboidratos contendo o fragmento furdnico em sua estrutura, tal como o

5-hidroximetilfurfural (HMF), sdo importantes para a produgdo da quimica fina

(FERREIRA et al., 2013). Esta substancia ja foi isolada anteriormente das raizes de
Cirsium albescens (LI, 2006) e Siphoneugena densiflora (GALLO, 2005), entre

outras plantas. Ela é formada pela clivagem da sacarose e precursora de

aminodacidos e proteinas; produto de degradagao de glicose em infusdo e também

pela clivagem da glicose pelo nitrato cérico amoniacelem DMF (CARUSO et al.,

2006). Ela ja foi isolada de espécies fungicas como Botryosphaeria rhodina (SILVA,

2007), mas este é o primeiro relato de isolamento desta substancia de fungos de

solo.



Figura 168 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de S-11.
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Figura 169 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) de S-11.
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Figura 170- Espectro de DEPT (75 MHz, CDCl3) de S-11.
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Figura 171- Espectro de COSY (300 MHz, CDCl3) de S-11.
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Figura 172- Espectro de HSQC (300 MHz, CDCl3) de S-11.
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Figura 174- Espectro de massas (full scan) ESI (+) de S-11.
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Figura 175- Espectro de massas dos ions filhos de m/z 127 de S-11.
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5.9.9 Nucleosideo

Os nucleotideos sdo compostos por uma base nitrogenada, um grupo fosfato
e uma ribose ou desoxiribose. Quando na auséncia do grupo fosfato, sdo chamados
de nucleosideos. A base nitrogenada, juntamente com a pentose formam compostos
heterociclicos, sendo que a primeira pode ser derivada de compostos de purina ou
pirimidina. S&o tidas como purinas a adenina (A) e a guanina (G), e as pirimidinas
sdo constituidas pela citosina (C), uracila (U) e timina (T) (SOLOMONS, 2012).
Dentre os nucleosideos, a uridina foi isolada do fungo de solo Aspergillus sp. FRIZ
12.

5.9.9.1 Elucidagao estrutural da uridina (S-12)
A uridina (S-12) (Figura 176) foi isolada do fungo de solo Aspergillus sp.

FRIZ12 como um sélido cristalino branco, soltivel em metanol.

Figura 176- Uridina (S-12).

Na andlise conjunta do espectro de RMN 'H (Figura 179, p. 236) com o
espectro de COSY (Figura 182, p. 239), é observada a ocorréncia de dois sinais de
hidrogénios olefincios em 64 5,68 (d, 1H; H-5) e em &4 8,00 (d, 1H; H-6) acoplando
entre si com constante de acoplamento de aproximadamente 8,02 Hz, sendo que H-
6 esta mais desblindado que H-5 por causa do efeito de ressonancia.

Na andlise conjunta do espectro de RMN 'H como espectro de COSY, é
possivel notar também as correlagdes do sinal de hidrogénio em 64 5,88 (d, 1H; J=
4,5 Hz; H-2’) como os sinais de hidrogénio em 6y 4,16 (t, 1H; J= 4,5 Hz; H-3’) e 6y
4,14 (t, 1H; J= 4,5 Hz; H-4’) e destes entre si e com o sinal de hidrogénio em &y 3,99
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(m, 1H, H-5’). Essas correlagdes permitem afirmar que ha uma unidade de agucar
ligada a base nitrogenada de S-12. No espectro de RMN H, ha ainda a presenca de
sinais de dois hidrogénios diasterotdpicos em o4 3,81 (dd, 1H; J= 12,3 e 3,0 Hz; H-
6'a) e on 3,74 (dd, 1H; J= 12,3 e 3,0 Hz; H-6'b), confirmando que a unidade de
acucar ligada a base nitrogenada de S$-12 se trata da 2'-desoxi-D-ribose (FERREIRA
et al., 2010). As correlagbes de COSY de S-12 encontram-se na Figura 177.

Figura 177- Correlagdes de COSY de S-12.

No espectro de RMN ™C (Figuras 180-181, p. 237-238), observou-se dois
sinais de carbono caracteristicos de carbamidas em . 152,5 e 166,2 (PRIETO et al.,
2012) que foram atribuidos aos hidrogénios C-2 e C-4 respectivamente. Foram
verificados ainda a presenca dos sinais de carbonos olefinicos C-5 em 6, 102,6 e
C-6 em 6. 142,7. A analise conjunta do espectro de RMN 3C com o espectro de
HETCOR (Figura 183, p. 240) permitiu afirmar que ha a presenga de cinco sinais de
carbonos carbindlicos, sendo quatro sinais de carbonos metinicos em &, 90,7; &
75,5; 8. 71,3 e &. 86,4 que se correlacionam, respectivamente, com os sinais de
hidrogénios H-2', H-3’, H-4’ e H-5" e também um sinal de carbono metilénico em &
62,3 que se correlaciona com os sinais de hidrogénios diasterotépicos em 64 3,81
(H-6’a) e oy 3,74 (H-6'b). Essas correlagdes referem-se a presenca da unidade 2'-

desoxi-D-ribose na estrutura de S-12.
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No espectro de HMBC (Figura 184, p. 241), ha as correlagdes do sinal do
hidrogénio olefinico em o4 5,68 (H-5) e do sinal de hidrogénio em &4 5,88 (H-2°)
correlacionam-se com o sinal de carbono olefinico em &, 142,7 (C-6) a °J e °J. E
observado também a correlacao do sinal de hidrogénio em & 5,88 (H-2’) com o sinal
de carbono carbinélico metinico em & 75,5 (C-3') a %J e as correlagdes do sinal do
hidrogénio olefinico em &4 8,00 (H-6) com o sinal de carbono carbinélico metinico em
8. 90,7 (C-2’) a °J e com o sinal de carbono olefinico em &, 102,6 (C-5) a 2J. Ha
ainda as correlagdes do sinal de hidrogénio em &4 4,14 (H-4’) com sinais de
carbonos oximetinicos em 8. 90,7 (C-2') a *J, 8. 86,4 (C-5") a 2J e o sinal de carbono
oximetilénico em &, 62,3 (C-6') a °J. Por fim, nota-se também os acomplamentos do
sinal de hidrogénio em &y 4,16 (H-3’) com os sinais de carbonos oximetinicos em g
86,4 (C-5) a °J e em & 90,7 (C-2’) a 2J e as correlagbes dos hidrogénios
diasterotopicos em o6y 3,81 (H-6'a) e oy 3,74 (H-6'b) com o sinal de carbono
carbindlico metilénico em &, 86,4 (C-5') a 2J e com o sinal de carbono oximetinico em
8. 71,3 (C-4’) a °J. Na Figura 178, segue as correlagdes de HVMBC de S-12.

Os dados de RMN 'H e "*C de S-12 foram comparados com os dados da
literatura (Tabela 09, p. 235) (PRIETO, 2012) que em conjunto com a interpretacéo
dos espectros de RMN 2D permitiu afirmar que a substancia S-12 é o nucleosideo

uridina.

Figura 178- Correlagdes de HMBC de S-12.
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Tabela 09: Atribuicdo dos dados de RMN 'H (300 MHz, CDs0D) e RMN "*C (300

MHz, CDsOD) de S-12 juntamente com os dados descritos na literatura para a

uridina.
Posicbes S-12 Lit>® S-12 Lit*®
H (6, mult., Jem Hz) H (5, mult., Jem Hz) C C

2 - - 152,5 152,8

4 - - 166,2 166,3

5 5,68 (d; 8,4) 5,68 (d. 8,0) 102,6 102,8

6 8,00 (d; 8,1) 7,99 (d, 8,0) 142,7 142,8

2 5,88 (d; 4,5) 5,88 (d; 5,0) 90,7 90,8

3 4,16 (d; 4,5) 4,17 (d; 5,0) 75,5 75,9

4 4,14 (d; 4,5) 4,13 (d; 5,0) 71,3 714

5 3,99 (m) 3,99 (m) 86,4 86,6

6’a 3,81 (dd; 12,0e 3,0) 3,82 (dd;12,0e3,0) 62,3 62.3
6’b 3,74 (dd; 12,0e 3,0) 3,72 (dd; 12,3e3,0) 62,3 62,3

[PRIETO, 2012];

®Dados da literatura de RMN "H e *C em CD,0D.



FIGURA 179 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDs0D) de S-12.
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FIGURA 180 — Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDs0D) de S-12.

i Le
-9
[ o
| =
~N
[—]
e
05T 8
058" 6
[
w
5§92°29 —
ﬂ
018 T2 = 18 ¢
E
Lse —3
800" 82 3 Ia
[-+]
59€° 98 ——
90906 — 1
: )
i —
5£9°201 —f (™
r e
— O
o
4
. —J
=
280201 = i
-]
w0
-
E
4 L.
re
-0
ol
I
.o




238

FIGURA 181- Ampliagdo do espectro de RMN "*C (75 MHz, CD;0D) de S-12.
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Figura 182- Espectro de COSY (300 MHz, CD;0D) de S-12.
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Figura 183- Espectro de HETCOR (75 MHz, CD;0D) de S-12.
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Figura 184- Espectro de HMBC (75 MHz, CD3;0D) de S-12.
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5.10 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS E DE CITOTOXICIDADE PRELIMINAR
FRENTE A Artemia salina PARA OS COMPOSTOS ISOLADOS

O teste de citotoxidade preliminar parte da premissa que uma substancia ativa
pode ser téxica dependendo da dose (BOHLIN; BRUHN, 1999). Para substancias
puras ou extratos onde DLsy menor que 80 pg/mL consideram-se altamente toxico,
entre 80 pg/mL e 250 pg/mL moderadamente téxico e acima de 250 ug/mL com
baixa toxicidade (DOLABELA, 1997). Foi utilizado o lapachol (DLso= 64,85+0,05
ug/mL) (Figura 185) (SIMOES et al., 2013) como controle positivo das substancias
isoladas para a atividade citotoxica preliminar frente a Artemia salina. Foi utilizado o
antibidtico terramicina como controle positivo para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana das substancias isoladas.

Figura 185- Lapachol.

5.10.1. Ensaios antimicrobianos e de citotoxicidade preliminar frente a A.
salina para a monocerina (S-10), a annularina | (S-9) e a annularina J (S-8)

A monocerina (S-10) (Figura 153, p. 208) apresentou atividade bacteriostatica
até a concentragdo de 62,5 pg/mL frente a bactéria S.aureus, no entanto a
isocumarina exserolideo F isolado de Exserohilum sp. apresentou CIM= 5 ug/mL (Li
et al., 2014).

A monocerina (S-10) apresentou atividade bactericida até a concentragéo de
250 pg/mL e atividade bacteriostatica até a concentracado de 15,62 ug/mL frente a
E.coli. Frente a bactéria Gram-positiva B. subtilis, o composto S-10 apresentou
atividade bactericida até a concentracdo de 62,5 ug/mL e atividade bacteriostatica
até a concentragdo de 15,62 ug/mL. Os valores de CIM de S-10 sao semelhantes
aos do exserolideo F que apresentou CIM de 20,0 yg/mL para ambas as bactérias
B. subtilis e E. coli acima com a metodologia certificada pelo CLSI. A monocerina (S-
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10) apresentou atividades bacteriostaticas até a concentragédo de 31,25 pyg/mL e
15,62 pg/mL frente as bactérias S.typhimurium e P.aeruginosa, respectivamente.

Quanto ao ensaio de citotoxidade preliminar frente a A. salina, a monocerina
(S-10) apresentou atividade citotoxica baixa com valor de DLsy de 270,99+0,66
Mg/mL, cujo valor € muito superior ao DLsy do lapachol (Figura 188, p. 242). As
isocumarinas versicolols A e B apresentaram valores respectivos de DLsy de 8,8
pMg/mL e 6,8 ug/mL para linhagem de célula cancerigena MCF-7 (ZHOU et al., 2015).
O Quadro 10 (p. 250) resume os resultados das atividades antimicrobianas e de
citotoxicidade preliminar frente a A.salina.

A annularina | (S-8) (Figura 127, p. 185) apresentou atividade bactericida até
a concentragao de 500 pg/mL e atividade bacteriostatica até a concentragéo de 7,81
pMg/mL frente a bactéria Bacillus subtilis, enquanto que a annularina J (S-9) (Figura
139, p. 196) apresentou atividade bactericida até a concentragdo de 62,5 pg/mL e
atividade bacteriostatica até a concentracdo de 15,62 pg/mL frente a B. subtilis.
Comparando-se com o controle positivo, a annularina | (S-8) apresentou atividade de
CIM até a mesma concentragédo da ampicilina, enquanto que a annularina J (S-9)
apresentou um valor de CIM maior em relacdo a ampicilina frente a bactéria B.
subtilis, sugerindo que a oxidagao do grupo metila em S-8 para a fungao alcool em
S-9 diminui a atividade bacteriostatica frente esta bactéria. Os valores de CIM da
atividade antibacteriana das lactonas annularinas | (S-8) e J (S-9) estdo condizentes
com o resultado de delta-lactonas isoladas de espécies fungicas em relagdo ao
ensaio antimicrobiano frente a referida bactéria Gram-positiva, uma vez que a
mevalactona (Figura 189, p. 244) apresentou atividade bacteriostatica até a
concentracao de 7,81 pg/mL frente esta bactéria (PINHEIRO et al., 2013).

A annularina | (S-8) e J (S-9) apresentaram atividades bactericidas até as
concentragées de 500 pg/mL e de 250 ug/mL, respectivamente, frente a E. coli,
sendo que ambas ainda apresentaram atividade bacteriostatica até a concentracao
de 15,62 ug/mL frente a E. coli. Comparando-se os valores de CIM, pode-se afirmar
que as duas annularinas apresentaram valores superiores de CIM em relacdo ao
antibidtico utilizado como controle positivo e valores inferiores em relacao a
mevalactona, uma vez que esta teve atividade bacteriostatica até a concentragéo de
62,5 ug/mL (PINHEIRO et al., 2013b).
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Figura 189- Mevalactona.

HO.

As annularinas | (S-8) e J (S-9) apresentaram atividade bacteriostatica até as
concentracoes de 31,25 pg/mL e 62,2 ug/mL, respectivamente, frente a S.
typhimurim, enquanto que a mevalactona apresentou atividade bactericida até a
concentracao de 31,25 ug/mL e atividade bacteriostatica até a concentragao de 7,81
ug/mL frente a S. typhimurim (PINHEIRO, 2012). Por fim, As annularinas | (S-8) e J
(S-9) ndo apresentaram atividades antimicrobianas frente as bactérias S. aureus e
P. aeruginosa, enquanto que a mevalactona apresentou atividade bacteriostatica até
as concentragdes de 7,81 ug/mL e 31,25 ug/mL frente as bactérias S. aureus e P.
aeruginosa respectivamente (PINHEIRO et al., 2013b) .

Quanto ao ensaio preliminar de citotoxidade frente a A. salina, as annularinas
mostraram-se praticamente inativas com valores de DLsy de 581,73+0,32 ug/mL e de
603,01+0,14 yg/mL para as annularinas | e J, respectivamente, estes valores que
sdo muito superiores ao do controle positivo (Figura 188, p.246) e a mevalactona
(333,47+0,29). Os altos valores de DLsg das annularinas estdo condizentes com os
resultados apresentados para outras lactonas como, por exemplo, multiplolideos A e
B que ndo apresentaram atividade citotdxica para linhagens de células cancerigenas
BC-1 e KB (BOONPHONG et al., 2001). Os resultados dos ensaios antimicrobianos
e de citotoxidade preliminar frente a A. salina de S-8 e de S-9 estdo expressos no

Quadro 11 (p. 245) de forma resumida.
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Quadro 11 Resultados dos ensaios antimicrobianos e de citotoxidade preliminar

frente a A. salina para a annularina | (S-8), annularina J (S-9) e monocerina (S-10).

Substancias Bactérias (CIM em ug/mL) DLso em
ug/mL
B. E.coli | P. S. S.aureus A.salina
subtilis aeruginosa | typhimurium
S-8 7,81(-) | 15,62 >500 31,25 (-) >500 581,73+0,32
()
S-9 15,62 (- | 15,62 >500 62,5 (-) >500 603,110,14
) ()
S-10 15,62 (- | 15,62 15,62 (-) 31,25 (-) 62,5 (-) | 270,99,1+0,66
) ()
Mevalactona | 7,81 (-) | 62,5 (- 31,25 (-) 7,81 (-) 7,81 () 333,47+0,29
)
Terramicina | 7,81 (=) | 7,81 7,81 () 7,81 (-) 7,81 (-)
(=)
Lapachol 64,85+0,05

Legenda: CIM; - Bacteriostatico, = Bactericida. *“DOLABELA (1997), MEYER et al. (1982); DLso Dose
Letal para matar 50% dos individuos; +Desvio padréo.

5.10.2. Ensaios antimicrobianos e de citotoxicidade preliminar frente a A.
salina para a 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6), flavasperona (S-7) e uridina (S-12)

As substancias 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6) (Figura 102, p. 159) e
flavasperona (S-7) (Figura 114, p. 171) apresentaram atividades bacteriostaticas até
as concentragbes de 7,81 pg/mL e 7,81 pg/mL frente as bactérias B. subtilis e E.
coli, apresentando os mesmos valores de CIM do grupo controle terramicina em
relacdo as duas bactérias. Os resultados dos ensaios antimicrobianos das pironas S-
6 e S-7 estdo condizentes com os resultados antimicrobianos da fonsecinona A
frente as bactérias B. subtilis e E. coli (SONG et al., 2004).

A 2-benzil-4H-piran-4ona (S-6) e flavasperona (S-7) apresentaram atividades
bacteriostaticas até as concentracbes de 31,25 pg/mL e 15,62 pg/mL,
respectivamente, frente a bactéria S. aureus. Comparando-se os valores de CIM,
pode-se afirmar que as duas pironas apresentam valores de CIM superiores em
relagdo ao anbitidtico utilizado como controle positivo.

A 2-benzil-4H-piran-4ona (S-6) e flavasperona (S-7) apresentaram atividades
bacteriostaticas até as respectivas concentracées de 62,5 yg/mL e 15,62 pg/mL,
frente a bactéria S. typhmirium. Por fim, ambas pironas apresentaram atividades
bacteriostaticas até as concentragcbes de 7,81 pg/mL frente a P.aeruginosa.

Comparando-se os valores de CIM, pode-se afirmar que as duas pironas
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apresentam valores de CIM superiores em relagdao ao anbitiético utilizado como
controle positivo frente as bactérias Gram-negativas.

A uridina (S-12) (Figura 176, p. 232) apresentou atividade bacteriostatica até
a concentragado de 15,62 ug/mL frente a S. aureus. Comparando-se, é possivel
observar que o0 nucleosideo apresenta valor de CIM superior em relagdo ao
anbitidtico utilizado como controle positivo. O composto $-12 apresenta um valor
aproximado de MIC em relagdo ao ensaio antimicrobiano das kipukasinas H e | (CIM
= 12,5 pyg/mL) que sao nucleosideos derivados da uridina e isolados do fungo
Aspergillus versicolor (CHEN et al, 2014b). Por fim, o nucleosideo uridina
apresentou atividade antimicrobiana frente as outras bactérias testadas.

Quanto ao ensaio preliminar de citotoxicidade preliminar frente a Artemia
salina, os compostos 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6) e flavasperona (S-7)
apresentaram atividades citotoxicas moderadas com os valores de DLsg 247,02+0,83
pMg/mL e 235,65+0,78 pg/mL, sendo estes valores superiores ao do lapachol que foi
utilizado como controle positivo. Por fim, a uridina (S-12) mostrou-se inativo (DLsg
1.511,06+£0,99), uma vez que as larvas de A. salina mantiveram-se vivas na
presenca do nucleosideo apds a realizagdo deste ensaio. Os resultados dos ensaios
antimicrobianos e de citotoxidade preliminar frente a A.salina de S-6, S-7 ¢ S$-12

estdo resumidos no Quadro 12.

Quadro 12 Resultados dos ensaios antimicrobianos e de citotoxidade preliminar

frente a A. salina para a 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6), flavasperona (S-7) e uridina

(S-12).
Substancias Bactérias (CIM em pg/mL) DLs, em
ug/mL
B. E. coli P. S. S.aureus A.salina
subtilis aeruginosa | typhimurium
S-6 7,81 (-) | 7,81(-) 7,81 () 62,5 (-) 31,25 (-) | 247,02+0,83
S-7 7,81 () | 7,81(-) 7,81 () 15,62 (-) 15,62 () | 235,65+0,78
S$-12 >500 >500 >500 >500 15,62 (-) | 1.511,0640,99
Terramicina | 7,81 (=) | 7,81 7,81 () 7,81 () 7,81 (-)
(=)
Lapachol 64,85+0,05

Legenda: CIM; - Bacteriostatico, = Bactericida. *“DOLABELA (1997), MEYER et al. (1982); DLso Dose
Letal para matar 50% dos individuos; +Desvio padréo.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo do metabolismo secundario de fungos é muito fascinante devido a
diversidade das classes estruturais encontradas em uma unica espécie do Reino
Fungi e também a complexidade das substancias isoladas, que exigem um bom
desempenho de técnicas espectrométricas como o RMN para a elucidacao estrutural
delas. As espécies fungicas sdo ainda grande produtores de substancias
biologicamente ativas, devido elas viverem em diversos habitats e estarem sempre
em competigdo com outras espécies (seja com fungos ou com as bactérias, entre
outras) pela sobrevivéncia.

Foram isoladas 56 linhagens fungicas endofiticas da matriz vegeal Mimosa
acutistipula var. ferrea e 47 fungos de solo a partir deste trabalho. Apds o
isolamento, as linhagens foram avaliadas em bioensaio de atividade antimicrobiana
e citotoxica preliminar frente a Artemia salina e preservadas e refrigeradas de acordo
com o método descrito por Castellani (1967).

Os métodos utilizados (meio sdélido-arroz- para os fungos endofiticos isolados
da B. guianensis em estudo realizado por SANTOS (2010) e CORREA (2010) e
método de Smedsgaar adaptado para as espécies fungicas isoladas do solo e da
matriz vegetal M. acutistipula var. ferrea) para selecdo das linhagens de interesse
mostraram-se eficientes, onde foi possivel selecionar 17 linhagens fungicas com
atividades biologicas e perfil quimico que evidenciaram a presenga de metabdlitos
secundarios nos extratos ativos.

Os cromatogramas obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Acoplada com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) dos micro-extratos
fungicos evidenciam a variedade de metabdlitos produzidos tanto por fungos de solo
como por fungos endofiticos de M. acutistipula var. ferrea., sugerindo a presenga de
substancias de diferentes classes quimicas.

Na analise microbiolégica dos micro-extratos dos fungos estudados, foi
possivel observar que os fungos de solo apresentaram melhores atividades que os
fungos endofiticos da espécie vegetal M. acutistipula var. ferrea tanto nos ensaios
antimicrobianos como no ensaio citotdxico preliminar frente a Artemia salina.

Dentre os micro-extratos, destacaram-se os dos fungos da Canga que

apresentaram os melhores resultados em relagdo aos ensaios biolégicos presentes
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nesta Tese de Doutorado. Os resultados foram surpreendentes porque os fungos da
Canga habitam uma regido pobre em recursos para o desenvolvimento de espécies
fungicas e rica em minérios. Comparando os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD
com os resultados dos ensaios bioldgicos, deve ser ressaltada a importancia de se
estudar os fungos FCNO1 e FCNO2 porque apresentaram compostos de classes
quimicas diferentes segundo a analise do perfil cromatografico por CLAE/DAD e os
micro-extratos destes fungos da Canga apresentaram boas atividades
antimicrobianas e altas toxicidades.

Nos ensaios antimicrobianos, os micro-extratos dos fungos rizosféricos
apresentaram boas atividades, destacando-se o fungo Aspergillus sp. FRIZ12. O
fungo Aspergillus sp. FRIZ 12 mostrou-se bioativo até os ultimos valores testados de
CIM frente as bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa e também
apresentou atividade bacteriostatica até a concentracédo de 15,62 ug/mL frente a
Escherichia coli. A referida espécie fungica mostrou-se inativa frente ao ensaio
citotoxico preliminar frente a A. salina e rico em metabdlitos secundarios na analise
do seu perfil cromatografico.

Observou-se também que o micro-extrato do fungo FMIC01 é pobre em seu
perfil cromatografico, ndo apresentando nem atividades antimicrobianas frente as
bactérias testadas nem atividade citotéxica preliminar frente a Artemia Salina.

O método de extragdo das amostras fungicas apresentou reprodutibilidade o
que viabilizou a posterior utilizagdo da ferramenta de analise quimiométrica (PCA)
utilizando o conjunto de dados do espectrébmetro de massas. O método de eluigao
gradiente desenvolvido se mostrou satisfatorio; ja que, apés a obtengcdo dos
fingerprints dos micro-extratos fungicos, foi possivel, ndo s6 o alinhamento das
relagdes m/z, mas também sua utilizacdo no modelo quimiométrica de separacao
por componentes principais.

Com a ferramenta de analise quimiométrica de classificacdo por componentes
principais, observou-se que as amostras se reuniram em dois grupos com 7 micro-
extratos em cada agrupamento conforme visualizado no grafico de scores. Existiu
um terceiro grupo formado somente pelo micro-extrato FRIZ11, significando que este
fungo possui metabdlitos secundarios de classes quimicas diferentes dos demais. O

grafico de spots confirma a tendéncia dos micro-extratos fungicos agruparem-se de
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acordo com o grafico de scores, uma vez que a maioria dos spots ocupou
basicamente dois quadrantes.

Na andlise microbiolégica dos extratos e/ou fases orgénicas do fungo
endofitico Aspergillus sp. EJC08, os extratos EHA, EAA e FHIDROEMA-2 foram os
mais ativos mediante as bactérias utilizadas. Em relagdo ao fungo endofitico
Exserohilum rostratum 1.11 Er, destacam-se o extrato organico EAEr e a fase
organica FAEMEr que apresentaram atividades moderadas nos ensaios
antimicrobianos. Por fim, os extratos organicos hexanico e acetato de etila do fungo
de solo Aspergillus sp. FRIZ12 apresentaram boas atividades antimicrobianas frente
as bactérias testadas. Todos os extratos e/ou fases organicas dos fungos, que
tiveram seu potencial quimico estudado neste trabalho, mostraram-se inativos no
ensaio de citotoxidade preliminar frente a A. salina.

Os métodos de fermentagdo, extragcdo e purificagdo empregados neste
trabalho mostraram-se adequados para o isolamento de doze compostos, sendo
dois inéditos. Outras substancias ja haviam sido isoladas de fungos endofiticos, mas
foram os primeiros relatos de isolamento de alguns metabdlitos secundarios isolados
de fungo de solo. Foram identificadas as seguintes substancias:

v' Cinco esteroides: ergosterol (S-1), peréxido de ergosterol (S-2),
cerivisterol (S-3) e mistura de B-sitosterol (S-4) e estigmasterol (S-5);
Duas pironas: 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6) e flavasperona (S-7);

Duas lactonas: annularina | (S-8) e annularina J (S-9);
Uma isocumarina: monocerina (S-10);
Um carboidrato: 5-(hidroximetil)furfural (S-11);

Um nucleosideo: uridina (S-12).

NN

Com excecao dos esteroides e do carboidrato por serem classes de
substancias de pouco relato na literatura com atividades biologicas significativas em
relacdo aos ensaios biologicos realizados nesta Tese de Doutorado, todos os outros
compostos isolados foram avaliados nos ensaios antimicrobianos e no ensaio de
citotoxicidade preliminar frente a A. salina.

As annularinas | (S-8) e (S-9) e a monocerina (S-10) apresentaram atividades
antimicrobianas moderadas e fracas atividades citotoxicas preliminares frente a A.

salina, cujas atividades biolégicas foram compativeis com compostos da mesma
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classe quimica. E importante destacar que S-8 e S-9 s3o produtos naturais inéditos
e parece que a oxidagao do C-11 em S-9 diminuiu seu potencial bioldgico, visto que
S-8 mostrou-se ser um pouco mais ativa biologicamente que S-9.

A 2-benzil-4H-piran-4-ona (S-6) e a flavasperona (S-7) apresentaram boas
atividades antimicrobianas e moderadas atividades citotdxicas preliminares frente a
A. salina. E importante destacar que foi o segundo relato de isolamento de $-6 como
produto natural, ja que € um composto obtido de sintese organica. O composto S-7 é
tipico de linhagens fungicas do género Aspergillus, mas foi a primeira vez que ele foi
isolado de um fungo de solo. Ja, a uridina (S-12) mostrou-se ativa somente no
ensaio antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus.

Assim sendo, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de novos métodos
cromatograficos que permitam o isolamento de produtos naturais de diversas
classes quimicas de origem fungica, uma vez que os fungos sdo fontes promissoras
de metabdlitos secundarios com atividades biolégicas de grande interesse para
indUstrias farmacéuticas. Além disso, é fundamental também estudar a influéncia
dos diversos habitats para a absorgao de nutrientes por parte dos fungos, levando
0s mesmos a produzirem uma variedade de compostos bioativos responsaveis por

diversos tipos de atividades, dentre elas a antimicrobiana e a citotoxica.
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