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RESUMO

Os fungos endofiticos contribuem consideravelmente para a producdo de metabélitos
bioativos de grande valor econdmico e com diversas aplicacdes, principalmente como a
antibidtica e agroquimica. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou realizar o
isolamento, purificacdo e elucidagdo estrutural de metabolitos secundéarios bioativos
produzidos por fungos endofiticos associados a Axonopus leptostachyus, visando a
busca de substancias com acdo antimicrobiana em poténcial. Desta forma, 64 endéfitos
isolados de A. leptostachyus, foram submetidos aos ensaios de avaliagdo da atividade
antimicrobiana, contra 5 bactérias e 5 candidas patogénicas de humanos,
semiquantificados e classificados em grupos de alta (AlA), média (MAI) e baixa (BAI)
atividade inibitoria. Alguns endéfitos também foram avaliados para a deteccdo de
possiveis antagonistas do fitopatdgeno Corynespora cassicola. Os resultados dos
bioensaios somados a analise multivariada permitiram a sele¢do dos fungos endofiticos
com melhor potencial para a obtengdo dos metabolitos bioativos, sendo Cladosporum
flabelliforme (P5), Microsphaeropsis arundinis (P21) apresentou 6tima atividade frente
a todos os testes, enquanto para os fungos Talaromyces varreculosus (P24) e
Gongronella butleri (P48), Neocosmospora strita (P28) e Penicillium javanicum (P70),
Fusarium succisae (P59) e Fusarium oxysporum (P61). Os endofitos foram ativados da
preservacdo no meio BDA (Batata Dextrose Agar), repicados e inoculados para 0s
meios BDA e minimo em escala reduzida e ampliada. No meio BDA, os enddfitos se
desenvolveram em 100 mL de meio (5 placas de Petri) sob incubacéo a 37°C por 15 a
23 dias. Pedacos com BDA e micélios foram cortados randomicamente e macerados por
24 h com 150 mL de acetato de etila (AcOEt). A fase AcOEt foi filtrada a vacuo,
concentrada em evaporador rotatorio e seca em jato de ar, obtendo-se 0s extratos brutos
AcOEt. No meio minimo, os fungos cresceram em duplicata de 200 mL sob incubacéo e
agitacdo orbital por 20 dias. Depois, a suspensdo micelar foi filtrada, particionada com
AcOEt, e seca para a obtencdo dos extratos brutos. Em sequéncia, os extratos das etapas
de triagem e de crescimento em maior escala foram solubilizados e analisados através
de CLAE-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Detector de Arranjo de
Diodo) e RMN *H (Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio). Apds as analises,
foram escolhidos os endéfitos P5, P21 e P28 para o fracionamento cromatografico de

seus extratos, visando o isolamento dos compostos responsaveis pelas atividades
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detectadas. As substancias isoladas foram analisadas através de espectroscopia de RMN
4, BC, gCOSY, gHMBC e gHSQC para a identificagdo ou elucidacdo de suas
estruturas. O fracionamento do extrato AcOEt de C. flabelliforme (P5) resultou no
isolamento de um composto em Tr 26 min., ainda nédo identificado. O estudo de M.
arundinis (P21) permitiu a identificacdo de um dimero benzolactonico (1), com
estrutura molecular inédita para o género Microsphaeropsis. Para o fungo N. striata
(P28) foram isoladas duas substancias, sendo uma extraida do meio BDA e identificada
como um derivado da classe das neocomosinas (2) e a outra extraida do meio minimo,

ainda sob estudo para a identificacéo estrutural (3).

Palavra-chave: Axonopus leptostachyus, Fungos endofiticos, Bioprospeccéo,
Antiflngicos.



ABSTRACT

Endophytic fungi contribute considerably to the production of bioactive metabolites of
great economic value and with several applications, mainly as antibiotics and
agrochemistry. In this context, the present work aimed to perform the isolation,
purification and structural elucidation of secondary bioactive metabolites produced by
endophytic fungi associated with Axonopus leptostachyus, aiming to search for
compounds with potential antimicrobial action. In this way, 64 endophytes isolated
from A. leptostachyus, were subjected to assays to evaluate antimicrobial activity,
against 5 bacteria and 5 pathogenic candida from humans, semi-quantified and
classified into groups of high (AlA), medium (MAI) and low (BAI) inhibitory activity.
Some endophytes were also evaluated for the detection of possible antagonists of the
phytopathogen Corynespora cassicola. The results of the bioassays added to the
multivariate analysis allowed the selection of endophytic fungi with the best potential
for obtaining the bioactive metabolites, with Cladosporum flabelliforme (P5),
Microsphaeropsis arundinis (P21) showing excellent activity compared to all tests,
while for the fungi Talaromyces varreculosus (P24), Gongronella butleri (P48),
Neocosmospora strita (P28), Penicillium javanicum (P70), Fusarium succisae (P59)
and Fusarium oxysporum (P61). The endophytes were activated from preservation in
the BDA medium (Potato Dextrose Agar), peaked and inoculated for the BDA and
minimum medium in a reduced and enlarged scale. In the BDA medium, the endophytes
were grown in 100 mL of medium (5 Petri dishes) under incubation at 37 ° C for 15 to
23 days. Pieces with BDA and mycelia were randomly cut and macerated for 24 h with
150 mL of ethyl acetate (AcOEt). The AcOEt phase was vacuum filtered, concentrated
on a rotary evaporator and dried in an air jet, obtaining the crude extracts AcOEt. In the
minimal environment, the fungi grew in duplicate of 200 mL under incubation and
orbital shaking for 20 days. Then, the micellar suspension was filtered, partitioned with
AcOEt, and dried to obtain the crude extracts. In sequence, the extracts from the
screening and growth stages on a larger scale were solubilized and analyzed using
HPLC-DAD (High Performance Liquid Chromatography - Diode Array Detector) and
H NMR (Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance). After analysis, the P5, P21 and P28
endophytes were chosen for the chromatographic fractionation of their extracts, aiming

at the isolation of the compounds responsible for the detected activities. The isolated
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substances were analyzed using *H and *C NMR spectroscopy, gCOSY, gHMBC and
gHSQC for the identification or elucidation of their structures. The fractionation of the
AcOEt extract of C. flabelliforme (P5) resulted in the isolation of a compound in Tr 26
min., Not yet identified. The study of M. arundinis (P21) allowed the identification of a
benzolactonic dimer (1), with an unprecedented molecular structure for the genus
Microsphaeropsis. For the fungus N. striata (P28), two substances were isolated, one
extracted from the BDA medium and identified as a derivative of the neocomos class
(2) and the other extracted from the minimal medium, still under study for structural
identification (3).

Keyword: Axonopus leptostachyus, Endophytic fungi, Bioprospecting, Antifungals.



xii

SUMARIO

(0= 1o 11 (0] o JN TP P UPTURTTR PPN 15
1. INTRODUGAOD ...ttt 15
1.1 Produtos naturais: uma VIS0 geral...........cccueiviiiieiiiiiie e 16
1.2 A espécie vegetal Axonopus leptostachyus (Fliggé) Hitchc (Poaceae) .............. 18
1.2.1 Breve estudo fitoquimico de AXONOPUS SPP-.e.veereerrerrieerieeriearieareesreesieeneeans 20

1.3 FUNQOS ENAOTITICOS. ....veeeieeieie et 25
1.3.1 Estudo quimico de Neocosmospora Striata. ...........ccocvveveerieeieieesieneenan, 30

1.3.2 Estudo quimico de Microsphaeropsis arundinis. ...........cccoceeeieeiieeneennnnn. 32

(O 1011 (0] [0 1N 1 R PO P PP PR 35
2. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL ... 35
2.1 SOIVENTES € TBAGENTES: .. .eiieeiieieiee ettt 35
2.2 Especificacdo dos materiais, instrumentos e técnicas utilizadas......................... 36
2.2.1 Cromatografia em coluna aberta (CC) .......cccvevviveiiiie e 36

2.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCDC).......ccccoveeviveeviie e 36

2.2.3 Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE-DAD).........ccccceveviiieeiiieesiieesnn 36

2.2.4 Ressonancia magneética nuclear (RMN) .........ccoovveiviie e 37

2.3 Selecdo, coleta e classificacdo do material vegetal .............ccceevveiiiieeciieeenen, 37
2.4 1solamento, purificacao, classificacao e preservacdo dos fungos endofiticos ..... 37
2.5 Reativacdo dos fungos em placas de Petri.........ccceeevvveiiie e 39
2.6 Triagem bioldgica: Deteccdo da atividade antimicrobiana................cccccccveenen. 39
2.6.1 Método do bloco de gelose: antibiose contra patdgenos humanos.............. 39

2.6.2 Analise MUILIVArIada ..........coveiiieiiiiie s 41

2.6.3 Método de cultura pareada: antibiose contra fitopatdgenos........................ 42

2.7 Critérios de selecao dos endéfitos para o cultivo e obtencdo dos extratos brutos 43

2.8 Cultivo dos fungos endofiticos e obtencao dos extratos brutos...............c.......... 43
2.8.1 Cultivo dos endofitos e obtencdo dos extratos brutos em meio BDA.......... 43

2.8.2 Cultivo dos enddfitos e obtencdo dos extratos fingicos em meio minimo .. 44
2.9 Massas d0OS EXLratOS DIULOS. ......uuieiiiieeiiee et 44
2.10 Triagem QUIMICA. .....ccvveeiiiee ettt ettt e e e e eeenreas 45

2.10.1 Preparo das amostras para analise em CLAE ...........ccccceeviieeiiie e, 45



2.10.2 Anélises cromatogréficas via CLAE-DAD ........ccccovvvevieiiieiie e 46
2.10.3 Anélises cromatogréficas via CCDC.........cccvevieiiiiiiiecie e 46
2.10.4 Ressonancia Magnética Nuclear - RMN ..........cccoviiiiinnneneee 47

2.11 Critérios de selecdo dos enddfitos para exploracdo dos compostos bioativos ... 47

2.12 Fracionamento cromatografico dos extratos fingicos..........cccceeveriieiininenenn, 51
2.12.1 Fracionamento do extrato AcOEt de Cladosporium flabelliforme (P5),
obtido em BDA € Meio MINIMO ......oouveiieiiie e 51
2.12.2 Fracionamento do extrato AcOEt de Microsphaeropsis arundinis (P21),

ODLIAO M BDA ...t 56
2.12.3 Fracionamento dos extratos ACOEt de Neocosmospora striata (P28)....... 59
(O 1011101 [0 1 1 1 I PP P PP PR 66
3. RESULTADOS E DISCUSSOES ......coiviiiieiieieieieiieie s 66
3.1 Triagem DIOIOGICA. .....ccuviiiieiiee e 66
3.1.1 Deteccdo da atividade antimicrobiana contra patdgenos humanos.............. 66
3.1.2 ANALISE BSLALISTICA. .. .evvieveeiiie ittt s 68
3.1.2.1 Analise de agrupamento ...........cccureiiereirereesieeesireesneeesieeesneeesneeeeees 68
3.1.2.2 Analise de correlagao entre as VaridVveisS.........cccovvveerveeesieeeiiieesiiee e 70
3.1.2.3 Andlise discriminante das VariQveis ..........ccccccveirieniieiiesnee e 74
3.1.2.4 Analise de componente prinCipal ..........cccceoviieiiiie v 76
3.2 Deteccdo da atividade antimicrobiana contra os fitopat0genos ...............ccee.eee.. 79
3.3 Determinacdo estrutural das substancias isoladas...........c..ccccceevveevieeciiieeenen, 80
3.3.1 Substancia 01: isolada do endofito Microsphaeropsis arundinis (P21)....... 80

3.3.2 Substancia 02: isolada do end6fito Neocosmospora striata Udagawa (P28)
.......................................................................................................................... 89
(OF: 101 V] [ 0 Y USRS U PR OUSROURRPTR 93
4. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt en s 93

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coeviiieeieveeeeeeeeeee e, 95



Xiv

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Exsicata de Axonopus leptostachyus (FIiiggé) Hitchc ............cccccevenee. 20
FIGURA 2 - Estrutura molecular de p-sitosterol (1) produzido por Axonopus
COMPIESSUS ..ttt e e et e e et e e et e e et e e et e e e e e st e e s as et e e e ann e e e s nnn e e e e s nnnre e e e 24
FIGURA 3 - Estrutura quimica de Paclitaxel (2), Podofilotoxina (3), Camptotecina (4),
Vimblastina (5), alcaloide indol prenilado (6), e Belfredina A (7)......ccccccevvvervencinennn. 29
FIGURA 4 - Estruturas de alguns compostos obtidos Neocosmospora vasinfecta E.F.
15 101 11 o S STS 31

FIGURA 5 - Estruturas de alguns compostos obtidos no fungo endofitico
MiCroSphaeropsis arunNQiNIS..........coiueiiieiiieiie e 34
FIGURA 6 - Cromatogramas obtidos na etapa de triagem e maior escala de C.

FIADEIIFOIME (P5) ... 52
FIGURA 7 - Cromatograma de FR1.16-17 do extrato AcCOEt em meio Minimo de C.
FIADEIIITOIME ... 53
FIGURA 8 - Cromatograma obtido das fracGes de FR1.16-17 em meio Minimo de C.
FIADEIIITOIME ... 54
FIGURA 9 - Cromatograma do extrato bruto AcOEt de M. arundinis (P21)................ 56
FIGURA 10 - CCDC em silica fase normal do extrato bruto AcOEt de M. arundinis
(P20 ettt ettt e b e neenreenres 57
FIGURA 11 - Cromatograma obtido dos extratos AcCOEt de N. striata (P28) .............. 60

FIGURA 12 - Demonstracdo percentual das ocorréncias antimicrobiana frente aos
PAtOPENOS NUMANOS .....ccviiieiiie ettt e r e et e e e e e e enae e e snreeesnreeeas 67
FIGURA 13 - Dendrograma com andlise de agrupamento hierarquico formando os
grupos de fungos endofitos que apresentaram acdo antimicrobiana frente as bactérias
patogénicas (BAI; B AAD 69
FIGURA 14 - Dendrograma com andlise de agrupamento hierdrquico formando os
grupos de fungos endofitos que apresentaram acdo antimicrobiana frente as candidas
patogénicas (BAI; e ) e et aa e aes 70
FIGURA 15 - Corrplot da matriz de correlacdo entre as multiplas variaveis para as
DACLENIAS PALOGENICAS. ......veieiiie ettt e e e be e e be e e saaa e 72
FIGURA 16 - Corrplot da matriz de correlacdo entre as multiplas varidveis para as

CANAIAS PALOGENICAS ... eeiuveeeeiiee e et e s et e e e e e e e st e e st e e et e e e et e e e snae e e anaeeeaneeas 73



XV

FIGURA 17 - Plot das densidades empiricas estimadas para as duas variaveis
estratificadas dos 3 grupos de fungos formados com acdo antimicrobiana contra as
DACLErIAS PALOGENICAS. ... c.vieueieiie ittt sre e 75
FIGURA 18 - Plot das densidades empiricas estimadas para as duas variaveis
estratificadas dos 3 grupos de fungos formados com acdo antimicrobiana contra as
CANAIAAS PALOGENICAS .......vveeeeietie ettt ettt ettt et be e 75
FIGURA 19 - Biplot demonstrando a analise de componente principal com as multiplas
variaveis para os 3 diferentes grupos categorizados de fungos endofiticos contra as
DACLErIAS PALOGENICAS. ... . eeueieiie ettt nneas 77
FIGURA 20 - Biplot demonstrando a analise de componente principal com as multiplas
variaveis para os 3 diferentes grupos categorizados de fungos endofiticos contra as
CANAIAAS PALOGENICAS .....cveeeeeeeiie ettt ettt ettt ettt ettt et nae e 78
FIGURA 21 - llustracdo dos testes da atividade antimicrobiana frente ao fitopatégeno 79
FIGURA 22 - Proposta para a estrutura molecular da Substancia 1 ..............cccceeeveenne 80
FIGURA 23 - Correlagdes em Noesy 1D (CDsOD) para a proposta da Substancia 1 .. 82
FIGURA 24 - Principais correlagdes observada em RMN — 2D para substancia 1 ....... 84
FIGURA 25 - Proposta para as fragmentacdes observadas no espectro de massas da
SUDSEANCIA L ...ttt ettt e bt be e 86
FIGURA 26 - Proposta para a estrutura molecular da Substancia 2 .............ccccceceveeenne. 90
FIGURA 27 - Principais correlagdes observada em RMN — 1 e 2D para substancia 2.. 91
FIGURA 28 - Interpretacdo para as medicGes de halos de inibicdo e crescimento
MICelial NO DIOBNSAIO .......ooviiiiiiiie e 119
FIGURA 29 - (A) Demonstracdo dos bioensaios em método adaptado do bloco de
gelose (exemplo: fungo endofitico P28 frente a Candida krusei). (B) Demonstracao dos
ensaios biolégicos com técnica da cultura pareada (exemplo: fungo endofitico P21
frente ao fitopatdgeno Corinespora CassiCola) ..........covvvveviereiiiiee i 120
FIGURA 30 - Cromatogramas obtido dos meios BDA € Minimo ..........cccccceveevnenen. 127
FIGURA 31 - Cromatogramas obtido dos fungos endofiticos P9, P48, P59 e P61 ..... 129
FIGURA 32 - Espectro de RMN *H (600 MHz/CD30D) do extrato bruto AcOt de P21-
BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 2,8 mg emtubo de 5 mm. ...................... 131
FIGURA 33 - Espectro de RMN *H (600 MHz/CD30D) do extrato bruto AcOt de P21-
BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 9,2 mg emtubo de 5 mm. ...................... 132



XVi

FIGURA 34 - (A) Espectro de RMN 1H (600 MHz//Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de
P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. ............... 133
FIGURA 35 - (B) Espectro de RMN *H (600 MHz//Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de
P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. ............... 134
FIGURA 36 - DEPT-135 (150 MHz/CDsOD) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-
Triagem. (Substéncia 1). Obtido com 2,8 mg emtubo de 5 mm.........cccccoeviiiiiieninnn, 135
FIGURA 37 - DEPT-135 (150 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-
Triagem. (Substéncia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.........cccoovviiiiiieninnn, 135
FIGURA 38 - gHSQC (600 MHz/CD30OD) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-
Triagem. (Substéncia 1). Obtido com 9.2 mg em tubo de 5 mm.........cccoveviiiiiieninnn, 136
FIGURA 39 - Ampliacdo em gHSQC (600 MHz/CD30D) do extrato bruto AcOt de
P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 9.2 mg em tubo de 5 mm. ............... 136
FIGURA 40 - gHSQC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 MM.......cccovvveiiiie e, 137
FIGURA 41 - Ampliacdo em gHSQC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-
BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. .............cc.... 137
FIGURA 42 - gHMBC (600 MHz/CDsOD) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-
Triagem. (Substancia 1). Obtido com 7,6 mgemtubo de 5 mm...........ccceevvvverinnnne, 138
FIGURA 43 - Ampliacdo em gHMBC (600 MHz/CDs0OD) do extrato bruto AcOt de
P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 7,6 mg em tubo de 5 mm. ............... 138
FIGURA 44 - gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-
Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mgemtubo de 5 mm...........ccceevivveinnnnnne, 139
FIGURA 45 - Ampliacdo 1 gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-
BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. ...................... 139
FIGURA 46 - Ampliacdo 2 gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-
BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. ...................... 140
FIGURA 47 - Ampliacdo 3 gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-
BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. ...................... 140
FIGURA 48 - gCOSY (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 MM.......ccccovviiiiiiiiiie e, 141
FIGURA 49 - Ampliagdo 1 em gCOSY (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de
P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. ............... 141



XVii
FIGURA 50 - Ampliagcdo 2 em gCOSY (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de
P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm. ............... 142
FIGURA 51 - NOESY 1D em 2,11; 2,18; 2,23 e 2,30 ppm (600 MHz/CD30D) do
extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 2,8 mg em tubo
(0L TE 30 101 PSPPSR 143
FIGURA 52 - NOESY 1D em 1,96; 2,03 e 2,30 ppm (600 MHz/Pyr-D5) do extrato
bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 2,8 mg em tubo de 5
0] 1 TP PP PP PPPPPPP 144
FIGURA 53 - TOCSY 1D em 1,96, 2,28 e 2,30 ppm (600 MHz/Pyr-D5) do extrato
bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5

101 PP P PP PPPPPPPPPPPPN 145
FIGURA 54 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do banco (ACN de HPLC) em modo
NEOALIVO ...ttt ekttt b ettt ettt be e b 146
FIGURA 55 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do extrato bruto AcOEt de P21-
BDA-Triagem (Substancia 1) em modo NegatiVo ..........ccceevveeiiieeiiee e see e 146
FIGURA 56 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do extrato bruto AcOEt de P21-
BDA-Triagem (Substancia 1) em modo POSItIVO ..........cccuveiiiieiiiieeiiieeseeesiie e 147
FIGURA 57 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do MS2 de m/z 207,1027 em modo
positivo de AcOEt de P21-BDA-Triagem (Substancia 1) em modo positivo.............. 147

FIGURA 58 - Espectro de RMN 1H (600 MHz/CDsOD) da fracdo FR4.meio (4) de
P28-BDA- Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3
L8]0 PR P U PR PUPRRP PPN 149
FIGURA 59 - DEPT-135 (150 MHz/CDsOD) da fracdo FR.4.Meio (4) de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm. ..... 150
FIGURA 60 - gHSQC (150 MHz/CDsOD) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm...... 150
FIGURA 61 - Ampliacdo 1 gHSQC (150 MHz/CD30OD) da fragdo FR.4.meio (4) de
P28-BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3
18] T PP PP O P PPP P PPPPPPPPPPPPN 151
FIGURA 62 - Ampliacdo 2 gHSQC (150 MHz/CD30OD) da fragdo FR.4.meio (4) de
P28-BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3
18] 0 TP TP TP U P PPPRPTTPPPTPTPPPPN 151



XViii
FIGURA 63 - gHMBC (150 MHz/CD30D) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm. ..... 152
FIGURA 64 - Ampliagdo 1 gHMBC (150 MHz/CD3z0D) da fragdo FR.4.meio (4) de
P28-BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3
101 10 TP PP PP PPPPPPP 152
FIGURA 65 - Ampliagdo 2 gHMBC (150 MHz/CD30D) da fragcdo FR.4.meio (4) de
P28-BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3
0] 1 TP PP PP PPPPPPP 153
FIGURA 66 - gCOSY (600 MHz/CDsOD) da fracdo FR.4.meio de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm. ..... 153
FIGURA 67 - Ampliagdo 1 gCOSY (600 MHz/CDs0D) da fragdo FR.4.meio de P28-
BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm.

FIGURA 68 - Ampliagdo 2 gCOSY (600 MHz/CD3;0D) da fragdo FR.4.meio de P28-

BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm.

FIGURA 69 - TOCSY 1D em 4,13, 5,36 e 6,22 ppm (600 MHz CD30D) da fracéo
FR.4.meio (4) de P28-BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6
MQ €M tUDO A8 3 MM e e 155
FIGURA 70 - Espectro de RMN H (600 MHz/CDsOD) de FR2.m (2-3) do extrato
bruto AcOEt de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido
CcoOm 2,6 Mg €M tUBO A& 3 MM ..ccuiiiiiiiie e 157
FIGURA 71 - NOESY 1D em 2,49; 2,50; 2,51, 2,52 e 3,61 ppm (600 MHz/CD30D) da
fracdo FR2.meio de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3).
Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 MM......ccviiiiiiiie e 158
FIGURA 72 - TOCSY 1D em 3,32 ppm (600 MHz/CD30D) da fracdo FR2.meio do
extrato bruto AcOEt de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3).
Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 MM......ccviiiiiii e 159
FIGURA 73 - HOMODEC 1D em 3,34 ppm (600 MHz/CD30D) da fracdo FR2.meio de
P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em
TUDO 0B 5 MM Lo 159



XiX
FIGURA 74 - Espectro gHSQC (150 MHz/CDs0OD) da fracdo FR2.meio do extrato
bruto AcOEt de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido
com 2,2 Mg em tUBO A& 5 MIM. ..o e 160
FIGURA 75 - Ampliacdo 1 do bidimensional gHSQC (150 MHz/CDsOD) da fracao
FR2.meio de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com
2,2 Mg eMIUDO DB 5 MM ..eiiiiiiiiie e e 160
FIGURA 76 - Ampliacdo 2 do bidimensional gHSQC (150 MHz/CDsOD) da fracao
FR2.meio de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com
2,2 Mg eMIUDO DB 5 MM ..eiiiiiiice e e naee e 161
FIGURA 77 - Espectro gHMBC (150 MHz/CD30D) da fracdo FR2.meio do extrato
bruto AcOEt de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido
com 2,2 Mg em tUBO A& 5 MIM. ..o 161
FIGURA 78 - Ampliacdo 1 do bidimensional gHMBC (150 MHz/CD30D) da fracao
FR2.meio de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com
2,2 Mg emMUDO e 5 MM ...iiiiiii e 162
FIGURA 79 - Ampliacdo 2 do bidimensional gHMBC (150 MHz/CD30D) da fracao
FR2.meio de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com
2,2 Mg emMUDO e 5 MM ...iiiiiii e 162
FIGURA 80 - Espectro gCOSY (600 MHz/CD30D) da fracdo FR2.meio de P28-Meio
minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5
L8]0 PR P U PR PUPRRP PPN 163
FIGURA 81 - Ampliacdo 1 do bidimensional gCOSY (600 MHz/CDsOD) da fracao
FR2.meio de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com
2,2 Mg emtubO e 5 MM ..o 163
FIGURA 82 - Ampliacdo 2 do bidimensional gCOSY (600 MHz/CDs0OD) da fracao
FR2.meio de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com
2,2mMg emtubO de 5 MM ...ciiiii e 164
FIGURA 83 - Espectro DEPT-135 (150 MHz/CD3z0D) da fracdo FR2.meio de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de
o301 1110 TP P PP PPPPPRPPPP 164



XX

LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Relacdo de compostos isolados de algumas espécies de gramineas
pertencentes a familia POACEAE ..........ccueiiiriiiiiiiie e 22
TABELA 2 - Metabolitos secundarios identificados em espécies de Neocosmospora
] 0] TP PP PTPPPPPPP PPN 30
TABELA 3 - Metabdlitos secundarios identificados em Microsphaeropsis arundinis.. 33
TABELA 4 - Relagdo de fungos endofiticos extraidos de A. Leptostachyus................. 38
TABELA 5 - Relacdo das massas obtidas nas etapas de extracdo dos metabdlitos ....... 45
TABELA 6 - Dados espectroscopicos de RMN obtidos para a substancia 1 do extrato

bruto do endofito P21- BDA-Triagem em CD30D/600 Hz. ........cccoovvvviiiiieiiieiiee 87
TABELA 7 - Dados espectrométricos de RMN H e 3C (CD30D/600 Hz) obtidos para
a substancia 1 do endofito P21-BDA-Triagem em Pyr-d6 ...........ccccoovvviiinieiiinnnnnnn, 88
TABELA 8 - Dados espectrométricos de RMN H e 3C (CD30D/600 Hz) obtidos para
a substancia 2 do endofito N. striata (P28) ........ccovvveeiiieeiii e 92
TABELA 9 - Atividades antimicrobianas dos fungos endofiticos frente aos
microrganismos PatogénicoS NUMAN0 .........cccvireiieeeiiie e 121
TABELA 10 - Classificacdo da atividade antimicrobiana proposta por MATSUURA¥*,
2004 ..ttt Rt E e ettt e e be et e reenreente e e 124

TABELA 11 - Proposta para a semiquantificacdo da atividade antimicrobiana
apresentada pelos fungos eNdOTItiCOS.........cuvciiiveiiiie e 124
TABELA 12 - Semiquantificacdes das atividades antibidticas apresentadas pelos fungos

endofiticos extraidos das folhas de A. leptostachyus..........ccccccevveiiee e, 125



XXi

LISTA DE ESQUEMAS

ESQUEMA 1 - Fracionamento das fracbes FR2 de N. striata (P28) em meio minimo .48
ESQUEMA 2 - Processo de obtengéo do extrato ACOEt de M. arundinis (P21) .......... 49
ESQUEMA 3 - Processo para a obtengdo dos extratos AcCOEt de N. striata (P28)....... 50

ESQUEMA 4 - Fracionamento do extrato fungico e das subfracdes reunidas de C.
FIADEIIFOIME (P5) ... 55

ESQUEMA 5 - Fracionamento das subfragdes reunidas FR 1-2 de M. arundinis (P21) 58
ESQUEMA 6 - Fracionamento do extrato AcOEt do meio BDA de N. striata (P28) ... 61
ESQUEMA 7 - Fracionamento das Fracdes de FR4 de N. striata em meio BDA......... 62
ESQUEMA 8 - Fracionamento da Fragdo FR6 de N. striata em meio BDA ................ 63
ESQUEMA 9 - Fracionamento do extrato de N. striata (P28) em meio minimo .......... 64

ESQUEMA 10 - Fracionamento das fragdes FR2 de N. striata (P28) em meio minimo65



xxii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AALl: Alta Atividade Antimicrobiana.

AcOEt: Acetato de Etila.

ATCC: American Type Culture Collection.

BDA: Batata Dextros Agar.

BAI: Baixa Atividade Antimicrobiana.

C18: Silica gel de fase reversa tipo octadecil silano.

CCDC: Cromatografia em Camada Delgada Comparativa.

CD3z0D: Metanol deuterado.

Cl: Condicéo inicial.

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima.

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

DAD: Detector de Arranjo de Diodos.

DI: Diametro do halo de Inibicéo.

DEPTD: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer.

DM: Diametro do crescimento Micelial.

DMSO-ds: Dimetilsulfoxido deuterado.

El: Evolucdo da Inibicao.

EM: Espectrometria de Massas.

FR: Fracdo parcial do extrato bruto AcOEt.

gCOSY:: gradient Correlation Spectroscopy - Espectroscopia de correlagdo (*H x tH).
gHMBC: gradient Heteronuclear Single Quantum Coherence - Correlagdo
Heteronuclear de Multiplas Ligagdes (*H x 13C).

gHSQC: gradient Heteronuclear Multiple Bond Correlation — Correlagdo Heteronuclear
a uma Ligacdo (*H x C).

HOMODEC-1D: Homonuclear Decoupling - Desacoplamento Homonuclear (H-H) em
uma Dimensdo.

MAI: Média Atividade Antimicrobiana.

MeOH: Metanol.

NOESY-1D: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy — Espectroscopia de Efeito
Nuclear Overhauser em uma Dimensao.

PCA: Analise de Componente Principal.



XXiii
RMN: Ressonancia Magnética Nuclear.
RMN de 13C: Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono isdtopo 13.
RMN de H: Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio isétopo 1.
rpm: Rotagdo por minuto.
SubFR: Subfracdo da fracdo parcial do extrato bruto AcOEt.
TOCSY-1D: Total Correlation Spectroscopy - Espectroscopia de Correlagdo Total em
uma Dimensao.
TR: Tempo de retencao.
UFLC-DAD: Ultra-Fast Liquid Cromatography.
UV: Ultravioleta.
V. inj.: Volume de injecéo.



LISTA DE SIMBOLOS

@: Diametro.

A: Comprimento de onda.
°C: Graus Celsius.

pL: Microlitro.

pum: Micrometro.

A: Angstrom.

mg: Miligrama.

min.: Minutos.

mL.: Mililitro.

mm: Milimetro.

MHz: Mega-hertz.
ppm: Partes por milhdo.

[Amostras]: Concentragdo comum dado em mg.mL™.

(V/V): Solubilizacédo volume por volume.

6: deslocamento quimico (expresso em ppm).

XXIV



15

Capitulo |

1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, o homem tem utilizado plantas no tratamento de
doencas, principalmente, em paises subdesenvolvidos, onde para a maioria da
populacdo pobre, esta € a Unica terapia disponivel.

E assim que ao longo de varias décadas, o estudo de plantas medicinais e
mais recentemente, o de seus microrganismos associados, expdem a descoberta de
centenas de moléculas com potencial para diversas aplicacoes.

No Brasil, as abundancias de espécies vegetais com grande capacidade
terapéutica, juntamente com sua comunidade microbiana, proporcionam a investigacéo
de novas substancias bioativas, apresentando-se como um recurso promissor e eficaz no
combate de enfermidades e no controle de vetores e pragas de diversas areas
agricultaveis do pais, uma vez que os farmacos e os produtos agroquimicos disponiveis
no mercado veem apresentando eficiéncia limitada devido a resisténcia dos
microrganismos patogénicos.

Assim, este problema se estende para a agricultura, pois o aumento da
resisténcia de fitopatégenos aos defensivos agricolas se mostra uma causa de enorme
prejuizo em grandes culturas como a soja, 0 milho e o algoddo. Contudo, as pesquisas
em quimica de produtos naturais se apresentam como uma solucdo bem sucedida para a
descoberta de novos principios ativos.

Diante da variedade de espécies vegetais encontradas no Brasil, o grupo das
gramineas do Cerrado também se destaca. Estas plantas possuem diversos
microrganismos associados aos seus tecidos que podem reduzir o ataque de insetos,
patdgenos e herbivoros domésticos, podendo tornar essas plantas mais vigorosas, e
consequentemente, menos vulneraveis as doencas.

Neste nicho de microrganismos endofiticos, destacam-se o0s fungos
endofiticos, que vivem no interior dos orgdos e tecidos das plantas, possuem um papel
de protecdo do hospedeiro, e também sdo fontes relevantes para a produgdo de
metabdlitos especiais bioativos, com amplas possibilidades de aplicacdo na industria

farmacéutica e na agroquimica.



16

Esses enddfitos vem se destacando nas ultimas décadas na produgdo de
farmacos como antibioticos, antifingicos, antitumorais e promovem o crescimento da
planta. Muitos destes sdo compostos oriundos do metabolismo secundério dos fungos
endofiticos, e pertencem a diversas classes de compostos quimicos como alcaloides,
policetideos, esterois, fendis, flavonoides, peptideos, quinonas, terpenos, etc, podendo
apresentar propriedades antibacterianas, antifingicas, citotoxicas, citoliticas, entre
outras.

Eles também sdo utilizados em pesquisas de biotecnologia envolvendo
testes antimicrobianos contra varios patdgenos humanos, e de biocontrole a inUmeros
fitopatégenos com o intuito de identificar substancias de interesse a varios setores
econdmicos, sobre tudo o farmacéutico e o agroquimico.

Assim, é sob esse olhar, que nas ultimas décadas o metabolismo secundario
de fungos endofiticos passou a ser estudado, permitindo a descoberta de inéditos
compostos com atividades antimicrobianas contra patégenos humanos e fitopatdogenos
de monoculturas do pais.

Neste contexto, evidencia-se a importancia do estudo quimico destas
substancias para o posterior desenvolvimento de novos farmacos e protétipos para
defensivos agricolas com baixo impacto ambiental.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo obter metabodlitos
secundarios bioativos produzidos pelos fungos endofiticos associados a graminea
Axonopus leptostachyus (Fliggé) Hitchc (Poaceae), visando encontrar substancias
antimicrobianas em potencial contra patdgenos humanos e fitopatégenos de Glycine

max (L.) Merril (soja) e Gossypium hirsutum L. (algod&o).

1.1 Produtos naturais: uma visdo geral

Os produtos naturais podem ser encontrados a partir da origem pré-biotica
ou obtidos de microrganismos, plantas e animais, sendo ndo apenas convenientes da
natureza, mas também uma expressdo natural do aumento da complexidade dos
organismos (SIMOES, 2018). Podem produzir diversas classes de compostos, como
terpenos, esterdides, policetideos, alcaloides, flavonodides, cumarinas, peptideos,
proteinas, carboidratos, lipideos, entre outros (SPAINHOUR, 2005).
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Esses compostos séo utilizados pela humanidade ha muito tempo através do
uso de ervas e folhas para a cura e o alivio de doencas (SAHAR et al., 2015; INACIO,
2018). No entanto, desde 1940, com a descoberta da penicilina, a &rea de produtos
naturais de origem microbiana tem se destacado como uma das mais importantes fontes
de pesquisas visando o descobrimento de compostos com potenciais bioativos, que
incluem desde agentes antibacterianos (penicilina e cefalosporina), imunossupressores
(cicloporinas), redutores de colesterol (mevastatina), anti-helminticos (ivermectinas),
entre outros (NEWMAN; CRAGG, 2016; HUANG,; LIN, 2017).

Embora existam outras fontes para a descoberta de farmacos e,
consequentemente muita concorréncia na busca das substancias bioativas, os produtos
naturais ainda conseguem fornecer uma parcela significativa de novos medicamentos.

Segundo Inacio (2018), esses compostos bioativos sdo produzidos em um
estagio especifico de desenvolvimento dos organismos vivos, o qual é intrinsicamente
dependente das condi¢Ges do ambiente e da disponibilidade de nutrientes.

Por isso, Chandra (2012) esclarece que diferentes estratégias tém sido
utilizadas para aumentar a producdo de metabolitos bioativos nos variados organismos,
como exemplo, a triagem e a selecdo de linhagens celulares com alto desempenho,
otimizacdo dos meios de cultura para o crescimento e a producéo, cultura de 6rgao e de
células imobilizadas, disponibilizacdo de precursores biosintéticos e producdo em escala
ampliada.

Nesse contexto, Junior & Bolzani (2012) ressaltam que o0s avancos da
biotecnologia em conjunto ao emprego de técnicas modernas de fracionamento quimico,
elucidacao estrutural e “screening” na busca de novos prototipos bioativos, tém revelado
0 enorme potencial de microrganismos em fornecer substancias bioativas com uma
ampla gama de aplicacGes, podendo ser utilizados, por exemplo, como agroquimicos,
antibidticos, antiparasitarios e como anticancerigenos.

Sobre essa temética, embora considerando a enorme diversidade de
microrganismos, apenas um pequeno conjunto de bactérias e fungos foi estudado até o
presente momento, a fim de se determinar a producdo de metabdlitos secundarios
potencialmente Uteis para a humanidade (SPAINHOUR, 2005).

Nestes casos, a area de produtos naturais destaca-se por ser um campo com
alto potencial na produgdo de metabdlitos secundarios provindo dos microrganismos,

considerando a possibilidade do manuseio de diferentes substratos em diversas
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condi¢des de cultivo. Por isso, é que em diversos programas de triagem de produtos
naturais, constatou-se que os fungos endofiticos constituem o grupo mais produtivo
quimicamente entre os fungos filamentosos, apresentando uma producdo metabolica
73% superior a outros fungos. Como essa producdo metabdlica é dependente do nicho
ecoldgico no qual esta inserido e das interacfes bioticas e abioticas, recomenda-se que a
selecdo do endofito a ser estudado, seja realizada com espécies vegetais de diferentes
biotas, principalmente as que enfrentam frequentes e intensas intera¢cbes no ambiente,
como plantas de regides aridas e florestas tropicais (CHAPLA et al., 2014).

Portanto, ressalta-se que é um campo ainda muito pouco explorado frente
aos microrganismos vivos que ainda ndo foram estudados, e cujo potencial de producgéo
de metabolitos ativos sdo encontrados nos diferentes ambientes ainda sé&o desconhecidos
(CAFEU et al., 2005; JOSEPH; PRIYA, 2011; HUANG,; LIN, 2017).

1.2 A espécie vegetal Axonopus leptostachyus (Fltiggé) Hitchc (Poaceae)

No Brasil ha uma diversidade incrivel de gramineas, incluindo bambus,
contando aproximadamente com 210 géneros e 1.428 espécies, que se dispersam pela
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (BURMAN;
FILGUEIRAS, 1993; FILGUEIRAS et al, 2012; FILGUEIRAS et al, 2015).
O conhecimento sobre gramineas nos estados brasileiros € muito heterogéneo, sendo
necessario ampliar as pesquisas, sobre tudo aos representantes da familia Poaceae
Barnhart e a cobertura das floras agrostoldgicas de cada regido do pais (GUGLIERI-
CAPORAL et al., 2017).

A familia Poaceae Barnhart é composta de plantas cosmopolitas com mais
de 700 géneros e 11.000 espécies distribuidas em ambos os hemisférios (CLAYTON et
al., 2006; SOUZA; LORENZI, 2008; THE PLANT LIST, 2010; STEVENS, 2001).

Conforme a lista de espécies de plantas e fungos do Brasil, o estado do Mato
grosso possui 424 espécies da familia Poaceae Barnhart descritas, o que retrata o
volume e a importancia das coletas realizadas e sua representatividade em herbarios
acessiveis (Poaceae in Flora do Brasil 2020 em construcdo, 2019). Ela esta dividida em
12 subfamilias, sendo a subfamilia Panicoideae a maior, com cerca de 220 géneros e
aproximadamente 3.300 espécies, distribuidas em 12 tribos (BOLDRINI et al., 2008;
VIANA; FILGUEIRAS, 2008). Panicoideae possui muitas espécies de expressiva
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importancia econdmica e ecoldgica, especialmente sob o género Axonopus e Paspalum
(SKERMAN; RIVEROS, 1992), sendo que o seu centro de diversidade e talvez de
origem, esta na regido central do Brasil (HICKENBICK et al. 1975).

Essa familia também é reconhecida por sua importancia econdmica na
producdo de grdos e cerais (milho, arroz, trigo, aveia, centeio), biocombustiveis (cana-
de-aguUcar), na construcdo civil (bambus), potencial ornamental para jardins, gramados
para campos desportivos ou até mesmo para pastagens, entre outras aplicacdes. Nos
campos associados a floresta com Araucaria constituem a principal fonte de forragem
para a pecuaria (BOLDRINI, 1997; GIRALDO-CANAS, 2010; LONGHI-WAGNER,
2012).

O género Axonopus é um dos componentes importantes da diversidade da
vegetacdo campestre brasileira. As espécies deste género Sd0 comuns nas savanas
naturais, campos, areas perturbadas e sobre afloramentos rochosos de escudos pré-
cambrianos da América do Sul (GIRALDO-CARNAS, 2007; 2010; 2014).

Axonopus reside na subfamilia Panicoideae e inclui trés secbes e 110
espécies, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (CLAYTON; RENVOIZE,
1986). No Brasil, 0 género esta representado por 75 espécies, que apresentam a raque
glabra ou pubescente (ROCHA; SECCO, 2004).

Nesse aspecto, a espécie Axonopus leptostachyus (Fliiggé) Hitchc. é
caracterizada por ser uma planta perene, cespitosa, até 1,5 m de altura, glabra;
geralmente 2 inflorescéncias por colmo, peddnculo até 75 cm de comprimento, eixo até
15 cm de comprimento, até 20 racemos, de 10 a 30 cm de comprimento (FIG. 1).

Os exemplares de A. leptostachyus possuem também uma raque triquetra
com margem escabrosa, e € levemente pilosa na base, com espigueta de 2,8 a 3 mm de
comprimento e 0,7 a 0,8 mm de largura, geralmente com 2 enervacdes. Possui ainda, o
lema e a palea férteis em cor amarelo-palidos com 2/3 do comprimento da espigueta, e
apices pubescentes (ROCHA; SECCO, 2004; ANTON, 1986).
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FIGURA 1 - Exsicata de Axonopus leptostachyus (Fliiggé) Hitchc

Fonte: Allen & Vieira, 2019.

Por fim, o género Axonopus se faz merecedor de estudos intensivos,
primeiramente, pelo importante papel que pode desempenhar na agronomia, dado o
grande valor forrageiro de muitas das suas especies, depois, pelo fato de apresentar até
os dias atuais uma taxonomia extremamente confusa (DEDECCA, 1956), e por ultimo,
por possuir poucos relatos e informag6es sobre o estudos fitoquimicos do seu grupo de

espécies.

1.2.1 Breve estudo fitoquimico de Axonopus spp.

Sobre a familia Poaceae Barnhart, foram realizados vérias trabalhos de
andlises fitoquimicas para diferentes espécies, como a exemplo dos extratos de capim
santo (Poaceae) que identificaram a presenca de taninos, alcaloides e flavondides, bem
como flavonas e flavondis (GOMES et al.,, 2011). Outro estudo com cerca de 31
amostras preliminares das folhas de espécies de Poaceae, demonstrou a presenca de
flavonoides, saponinas, cumarinas e tracos de heterosideos cardioativos (BARBOSA,
2007).
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Nesse contexto, podem-se citar também outras espécies de gramineas
pertencentes a esta familia (veja a Tabela 1, p. 22), produtoras de substancias bioativas,
tais como Andropogon nodosum, Chloris gayana, Cynodon dactylon, Digitaria
decumbens. Panicum maximum, Setaria sphacelata, Setaria verticilllata (CHAU;
YOUNG, 1975, ABDULLAH et al., 2012; SHIVAKOTI et al., 2015), Anthoxanthum
odoratum (YAMAMOTO; FUGII, 1997) e Arundo donax (KHUZHAEV, 2004).

Outras espécies relatadas foram a Brachiaria brizantha (KATO-NOGUCHI
et al., 2014), a Cenchrus ciliaris (KANNAN; PRIYAL, 2015), Dactylis glomerata
(SCOGNAMIGLIO et al., 2012), Festuca arundinacea, Festuca paniculata e Festuca
rubra (BERTOLDI et al., 2012; MOLDE, 2005; BOSTAN et al., 2013), Hemarthria
altissima (TANG; YOUNG, 1982) e Hordeum vulgare (HOULT; LOVETT,
1993; KREMER; BEN-HAMMOUDA, 2009).

Estudos fitoquimicos sdo relatados também para Imperata cylindrica
(HAGAN et al., 2013; XUAN et al., 2009; EUSSEN; NIEMANN, 1981), Melinis
minutiflora (MBUTHIA, 1997 ), Merostachys riedelian (TORRES et al., 2014),
Miscanthus sinensis, Miscanthus sacchariflorus Miscanthus transmorrisonensis e
Miscanthus transmorrisonensis (PARVEEN et al., 2013; CHOU; LEE, 1991), Oryza
sativa (CHUNG et al., 2015 ; CHUNG et al., 2006 ), Spartina alterniflora (ZHENG et
al., 2011),_Sporobolus pyramidalis (RASMUSSEN; RICE, 1971) e Vulpia myuros
(AN et al., 2001).

Nesse aspecto, existem inimeros estudos fitoquimicos e de bioprospeccao
sobre a familia Poaceae, relatando as principais classes de compostos e sua importancia
para 0 uso no cotidiano humano. Sobre isso, o estudo fitoquimico para o género
Axonopus spp. tem se demonstrado muito baixo, uma vez que a maior parte das
informacBes relatadas, se concentra na espécie vegetal Axonopus compressus
(BARTHOLOMEW et al., 2013; OGIE-ODIA et al., 2010).

Nessa espécie, ha varios relatos ethomédicos, sobre tudo na regido sul da
Nigeéria, no qual se tem relatos para o uso contra hemorroidas (SOLADOYE et al.,
2010), antimalarico (BUSIA, 2007; LOWE, 1989) e antidiabético (IBEH et al., 2011).
Também € relatado como fonte de proteina digerivel e alto teor de amido (GOHL,
1975), e no Brasil, é amplamente considerado um alimento Gtil para o ganho de peso de
novilhos zebuinos (ROCHA et al., 1962).



TABELA 1 - - Relacdo de compostos isolados de algumas espécies de gramineas pertencentes a familia Poaceae

Espécies de vegetais

Compostos isolados

Referéncias

Andropogon nodosum
Anthoxanthum odoratum
Arundo donax
Brachiaria brizantha
Cenchrus ciliaris

Chloris gayana
Cynodon dactylon

Dactylis glomerata
Digitaria decumbens

Festuca arundinacea
Festuca paniculata
Festuca rubra
Hemarthria altissima

Hordeum vulgare

Imperata cylindrica

Acidos sirinico, vanilico, o-hidroxifenilacético, fertlico, trans-p-cumarico, cis-p-cumarico e o-
cumarico

Coumarinas

Donaxina, donaxaridina, arundinina

(6R,9R)-3-Ox0-a-ionol, (6R,9S)-3-0x0-a-ionol, 4-cetopinoresinol

Fenais, flavonoides, saponinas, alcaldides

Acidos ferdlico, p-cumarico, acido sérico, vanilico, o-hidroxifenilactico, p-hidroxifenilacético, trans-
p-coumarico e cis-p-coumarico

acidos p-coumarico, acido sérico, vanilico, o-hidroxifenilacético, p-hidroxifenilacético, trans-p-
coumarico e cis-p-coumarico; alcaléides; terpendides; saponinas; flavonoides; taninos

Poligonocinol, 5-aquilresorcinol, 5-alquil-2-metilresorcinol, 5-alquilresorcinol-3-éteres metilicos, 5-
eicosanoil-2-metilresorcinol

Acidos fertlico, acido sérico, vanilico, p-hidroxifenilcético, trans-p-coumarico e cis-p-coumarico

E / Z-tesinina-O-40-a-ramnosideo, E / Z-tesinina, quercetina-3-O-xilosilglucdsido, isoramnetina 3-
O-glucédsido, quercetina 3-O-rutinosideo, isoramnetina 3-O-xilosilglucdsido, kaempferol 3-O-
rutinosideo

Acidos cafeicos e ferdlicos

N-formil-colina, N-acetil-colina, ergovalina

Acidos benzoéico, fenilacético, hidroxicindmico, cindmico, acido sérico, fertlico e sinaptico

Acidos graminicos, hordenina, benzéico, cafeico, clorogénico, m-cumarico, o-cumarico, p-
cumarico, ferulico, sindptico, cindmico, vanilico e gentisico, cumarina, apigenina, lutonarina,
catequina, saponarina, cianadina, isovitexina, heterodendrina, epovadina, sutherlandina, osmaronina,
hordatina, DIBOA, butironitrila

Acidos galico, cafeico, salicilico, sinptico, benzdico, cindmico, ferdlico, clorogénico, linoléico,
vanilico, p-cumarico, p-cumarico, o-cumarico, gentisico e p-hidroxibenzéico; emodina; resorcinol;
4-acetil-2-metoxifenol

CHOU; YOUNG, 1975.

YAMAMOTO; FUGII, 1997.

KHUZHAEYV, 2004.

KATO-NOGUCHI et al.; 2014.
KANNAN; PRIYAL, 2015.

CHOU; YOUNG, 1975.

ABDULLAH et al. 2012.

SCOGNAMIGLIO et al., 2012.

CHOU; YOUNG, 1975.

BERTOLDI et al., 2012.
MOLD, 2005.
BOSTAN et al., 2013.
TANG; YOUNG, 1982.

HOUT; LOVETT, 1993; KREMER,;
BEN-HAMMOUDA, 2009.

HAGAN et al., 2013; XUAN et al., 2009;
EUSSEN; NIEMANN, 1981.

Fonte: Adaptado de FAVARETTO et al., 2018.
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TABELA 1 - Relacéo de compostos isolados de algumas espécies de gramineas pertencentes a familia Poaceae (Continuagao)

Espécies de vegetais

Compostos isolados

Referéncias

Melinis minutiflora

Merostachys riedeliana a
Miscanthus sinensis
Miscanthus sacchariflorus

Miscanthus transmorrisonensis

Oryza sativa

Panicum maximum
Setaria sphacelata
Setaria verticilllata
Spartina alterniflora
Sporobolus pyramidalis

Vulpia myuros

1,8-cineol, limoneno, a-pineno

p-hidroxibenzoico, benzéico, benzenoacético, 3,4-metilenodioximandélico, salicilico, p-
hidroxifenilacético, isovanilico, m-anisico, p-cumarico, protocatecuico, seringal, galico, fertlico,
m-carmico, moleilmandélico e 4-metilendico; isovitexina

Acidos cafeico, p-cumarico e fertlico

Acidos sirinico, p-cumarico, fertlico, di-hidroxibenzdico e vanilico

Acidos cafeico, galico, p-hidroxibenzoico, ferulico, m-hidroxibenzdico e o-hidroxibenzdico;
floridzine

Acidos salicilico, p-cumarico, o-hidroxifenilacético, acido sérico, ferdlico, benzoico, p-
hidroxibenzdico, octacosanoico, m-cumarico e o-cumarico; hentriacontano; 1-tetratriacontanol;
p-sitosterol; momilactona A; momilactona B; tricina; Benzoato de 3,7-dimetil-n-octan-1-ilo; p-
sitosterol-3-O-p-D-glucésido; n-tritriacont-4,12-dieno; n-pentacosano; estigmastanol-3beta-p-
gliceroxi-hidrocoumaroato; estigmastanol-3beta-p-butanoxi-hidrocoumaroato; lanast-7; 9 (11) -
dien-3a, 15a-diol-3a-D-glucofuranosideo; 1-fenil-2-hidroxi-3,7-dimetil-11-alde-dictetradecano-
2-B-D-glucopiranosido

Acidos p-hidroxifenilacético, trans-p-coumarico e cis-p-coumarico

Acidos ferdlico, p-cumarico, acido sérico, vanilico, o-hidroxifenilactico e o-cumarico

Alcaldides, flavondides, saponinas, taninos, terpenoides, fenois

Acido adipico, éster isohexilmetilico, hexadecan6ico, dibutil ftalato e octadecanéico

Acidos fertlicos e p-cumaricos

Acidos salicilico, benzobico, protocatecuico, succinico, 3,4-detoxetoxifenol, &cido sérico,
hidrocafarico, p-hidroxibenzéico, vanilico, p-hidroxifenilacético, gentisico, p-cumarico, fertlico
e hidrocamico; alcool coniferilico; hidroguinona; catecol

MBUTHIA, 1997.

TORRES et al., 2014.
PARVEEN et al., 2013.
PARVEEN et al., 2013.

CHOU; LEE, 1991.

CHUNG et al., 2015;
CHUNG et al., 2006.

CHOU; YOUNG, 1975.
CHOU; YOUNG, 1975.
SHIVAKOTI et al., 2015.
ZHENG et al., 2011.
RASMUSSEN; RICE 1971.

AN et al., 2001.

Fonte: Adaptado de FAVARETTO et al., 2018.
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Os estudos fitoquimicos com A. compressus revelaram a presenca de
alcaldides, flavondides, polifendis, saponinas, inulinas, celulose e taninos (OGIE-ODIA
et al., 2010; IBEH et al., 2013). No entanto, um Unico composto foi isolado desta
espécie, o p-sitosterol (1) (FIG. 2), substancia com acéo antioxidante e antimicrobiana
(RAHMAN et al., 2015).

FIGURA 2 - Estrutura molecular de B-sitosterol (1) produzido por AXonopus compressus

Fonte: Adaptado de RAHMAN et al., 2015.

|Devido a pouca informacdo sobre estudos fitoquimicos, bem como o seu
poténcial para 0 meio ambiente, pecuaria e producdo de farmacos, o género Axonopus,
principalmente a espécie Axonopus leptostachyus (Fliggé) Hitchc., deveria ser melhor
investigada. Entretanto, sdo relatados na literatura, alguns trabalhos voltados para a
bioprospec¢do de compostos bioativos produzidos pelo metabolismo secundario de
microrganismos endofiticos, associados na espécie A. leptostachyus (NEPONUCENO
et al., 2016; NEPONUCENO et al., 2017, NEPONUCENO et al.; 2018; GUBIANI et al,
2019; NUNES et al., 2018, NUNES et al., 2019, VIEIRA; TELES, 2018).

Assim, para esses compostos de origem microbiana endofitica, a industria
agroquimica tem investido na descoberta e aplicacdo para o controle de pragas e
doencas de plantas, devido a biodegradabilidade e baixa toxicidade destas substancia
(DAYAN et al., 2009). Por isso, os microrganismos endofiticos, como os da familia
Poaceae, sdo uma excelente fonte para a exploracdo de metabolitos secundarios com

potencial biotecnolégico, pois estdo diretamente relacionados a planta hospedeira. O seu



25

isolamento e uso nos bioensaios sdo0 uma alternativa na busca por produtos naturais

bioativos para o controle bioldgico e producdo de farmacos (AZEVEDO et al., 2000).

1.3 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo organismos que habitam os espacgos inter e
intracelulares de espécies vegetais durante parte ou todo o ciclo de vida da planta sem
causar danos aparentes ao ser vivo (RAJAMANIKYAM et al., 2017; GOUDA et al.,
2016). Eles podem colonizar algas, arvores, gramineas e plantas herbéaceas, sendo
encontrados nas sementes, Ovulos, frutos, hastes florais, raizes, tubérculos, gomos,
xilema e casca das espécies de vegetais (RAJAMANIKYAM et al., 2017; ZHANG et
al., 2006).

As espécies vegetais podem hospedar uma ou mais espécies de fungos
endofiticos, mas observa-se em diversas plantas a predominancia de algumas espécies,
evidenciando certa especificidade entre o hospedeiro e o endéfito, a qual é influenciada
pelas condi¢cdes ambientais em que a planta esta submetida. Essas condi¢des passam por
muitas variacOes, pois 0s fungos endofiticos colonizam em todo o territdrio terrestre,
como exemplo, no artico, antartica, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas
tropicais, mangues e florestas costeiras (VERZIGNASSI et al., 1996; AZEVEDO,
1998; PEIXOTO et al., 2002; PEIXOTO et al, 2004; SOUZA et al, 2004;
ASSUMPCAO et al., 2009; CHAPLA, 2013).

Os endofitos estabelecem uma relacdo simbidtica com a espécie hospedeira
a partir da qual podem desempenhar funcGes relevantes para a sanidade vegetal, pois
produzem compostos que podem diminuir a acdo de herbivoria sobre os tecidos
vegetais, conferir resisténcia contra fitopatdgenos e produzir fitoreguladores que podem
aumentar o desenvolvimento da planta (PEIXOTO NETO, 2002). A exemplo disso
podemos observar que em espécies vegetais tolerantes a seca, 0S microrganimos
endofiticos ajudam provocar alteracdes nas caracteristicas das folhas dessas plantas para
reduzir as perdas por transpiracdo. Na presenca de metais pesados protegem as plantas
limitando o transporte desses metais assim como o0 acumulo nos tecidos dos vegetais
(ZHANG et al., 2006).

Esta interacdo entre o fungo endofitico e a espécie hospedeira é controlada

pelos genes de ambos os organismos e modulada pelo ambiente, envolvendo um
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conjunto complexo de etapas de desenvolvimento em que o0s genes de ambos o0s
parceiros sao ativados ou desativados por sinais especificos. Estes sinais sdo efetivos em
um determinado estagio de desenvolvimento e inativos em outros, podendo ser
influenciados pelas condi¢gdes ambientais. No entanto, 0 mecanismo como ocorre essa
interacdo ainda é desconhecido (JALGAONWALA et al., 2011; MAYER, 1989).

Kasuri et al (2012) explica que os fungos endofiticos possuem também
muitos mecanismos de interacdo com as estruturas teciduais dos vegetais hospedeiros,
que por outro lado sdo combatidos pelos mecanismos de defesa das plantas. Assim, se
as interacdes fungicas e a defesa das plantas estdo equilibradas, a associacdo permanece
aparentemente assintomatica. Todavia, se a planta sucumbe a acdo de viruléncia do
fungo, estes passam a ser patogénicos latentes e seu metabolismo secundério torna-se
prejudicial ao hospedeiro, seja pelo consumo de seus elementos vitais, ou pela
biossintese de substancias toxicas as plantas. Para isso, essas alteragdes na relacdo
dependem de fatores intrinsecos ou ambientais a que estdo envolvidos.

Ha aproximadamente 300 mil espécies de plantas, onde cada uma hospeda
pelo menos uma espécie de fungo endofitico. Desta forma, considerando o grande
potencial desses microrganismos em fornecer metabolitos com atividades biologicas,
tornam-se necessarios esforcos para seus estudos. (BORGES, 2008; WENZEL et al.,
2012; INACIO, 2018). Muitos destes compostos, oriundos do metabolismo secundéario
dos enddfitos, pertencem a diversas classes quimicas, como alcaloides, policetideos,
esterdis, fendis, flavonoides, peptideos, quinonas, terpenos, etc, e podem apresentar
propriedades antibacterianas, antifungicas, citotdxicas, citoliticas, entre outras
(CARBUNGCO et al., 2017).

Esses micro-organismos endofiticos sdo também potencialmente
importantes na industria, especialmente na alimenticia e farmacéutica, e na agricultura
através da descoberta de novas moléculas candidatas a agentes agroquimicos de defesa,
e através de sua aplicacdo como vetor genético para o aumento da resisténcia de culturas
vegetais (VERZIGNASSI et al., 1996; SOUZA et al., 2004).

Dessa forma, os fungos endofiticos podem alternativamente ser fontes de
farmacos e produtos agroguimicos, considerando-se as vantagens da producao por via
biotecnologica (PAMPHILLE et al., 2017. Eles também sdo utilizados em varios
trabalhos de biotecnologia envolvendo testes antimicrobianos contra variados patégenos

humanos, e de biocontrole a inimeros fitopatdgenos com o intuito de identificarem
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substancias de interesse a varios setores econdmicos, sobre tudo a agroquimica
(SOUZA, et al., 2018, GOULART, 2019).

Sob esse contexto, fungos endofiticos associados aos tecidos de vegetais
demonstram a habilidade em inibir ou diminuir o desenvolvimento de diversas doencas
que afetam culturas de interesse agricola, a exemplos da murcha do tomateiro, causada
pelo fungo Ralstonia solanacearum (NAWANGSIH et al., 2011); tombamento nas
plantas de algod&o, ocasionada pelo fungo Rhizoctonia solani (SELIM et al., 2017);
brusone no arroz, causada pelo fungo Pyricularia oryzae (WIDIANTINI et al., 2017);
ferrugem do café, produzida pelo fungo Hemileia vastatrix (SHIOMI et al., 2006);
podriddo vermelha da cana de acucar, causada pelo fungo Colletotrichum falcatum
(VISWANATHAN et al., 2003).

Nos casos voltados para a producdo de farmacos, podemos citar o exemplo
de fungos endofiticos produtores de compostos bioativos antimicrobianos como
Metarhizium anisopliae, extraido de Taxus chinensis que produziu o Paclitaxel (2),
Phialocephala fortinii obtido de Sinopodophyllum peltatum produzindo Podofilotoxina
(3), Entrophospora infrequens isolado da planta hospedeira Nothapodytes foetida com
producdo de Camptotecina (4) e Alternaria sp., extraida de Catharanthus roseus com
producdo de Vimblastina (5), conforme FIG. 3 (CANUTO et al., 2012; PAMPHILLE et
al., 2017; SOUZA, et al., 2018, GOULART, 2019).

E sobre esse olhar que nas ultimas décadas, trabalhos de bioprospeccio do
metabolismo secundéario de fungos endofiticos passaram a ser estudados com resultados
concretos de aplicacdo, como exemplo do fungo endofitico Phomopsis cassiae, isolado
das folhas de Bauhinia variegata, que produz sesquiterpenos da classe dos calamenos,
aléem de policetideo, que sdo inéditos com atividades contra fungos fitopatdgenos
(MESQUITA, 2012).

Outro exemplo citado € o fungo endofitico Aspergillus terreus isolado das
folnas de Axonopus leptostachyus (Poaceae), que produziu um alcaléide
indol prenilado, como se vé& na molécula 6 da FIG. 3 (GUBIANI et al, 2019). Sob esse
aspecto, verificou-se também alguns trabalhos de bioprospeccdo voltados para a
obtencdo de compostos com atividades antimicrobianas a partir dos metabolitos
secundarios produzidos pelos fungos endofiticos associados as folhas de A.
leptostachyus, entre os quais pode-se citar os endofitos Cladosporum flabeliforme,

Fusarium proliferatum, Periconia macrospinosa, Neosatorya pseudofisher,
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Neocosmospora striata, Fusarium succisae e Fusarium oxysporum (NEPONUCENO et
al., 2016; NEPONUCENO et al., 2018; VIEIRA; TELES, 2019).

Podemos ainda citar o exemplo da forte evidéncia de associacdo entre 0s
fungos produtores de Brefeldina A (7) (FIG. 3) e seus hospedeiros, tal como Aspergillus
clavatus obtido de Taxus mairei. Brefeldina A é um macrolidio que protege a planta
contra infecgcOes bacterianas, ataques de insetos e de animais (GUNATILAKA, 2006).

O estudo quimico dos metabdlitos secundarios dos fungos endofiticos,
destaca-se pela sua importancia na descoberta de novas substancias candidatas a ensaios
clinicos para novos farmacos, e prot6tipos para defensivos agricolas com baixo impacto
ambiental (SANTOS et al., 2013).

Portando, os fungos endofiticos Microsphaeropsis arundinis e
Neocosmospora striata, extraidos das folhas de Axonopus leptostachyus (Poaceae)
podem permitir a obtencdo novas substancias com acdo antimicrobiana com aplicacGes

na satude humana e na agricultura.
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FIGURA 3 - Estrutura quimica de Paclitaxel (2), Podofilotoxina (3), Camptotecina (4), Vimblastina (5),

alcaldide indol prenilado (6), e Belfredina A (7).
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Fonte: Adaptado de CANUTO et al, 2012; GUBIANI et al, 2019.
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1.3.1 Estudo quimico de Neocosmospora striata.

Os metabdlitos secundarios isolados de fungos pertencentes ao género
Neocosmospora, se concentram unicamente na espécie Neocosmospora vasinfecta E.F.
Smith. Essa espécie € um patdgeno que causa apodrecimento das raizes, frutos e o
amortecimento de plantulas das familias Malvaceae, Leguminosae, Piperaceae e
Cucurbitaceae, incluindo alguns vegetais como a pimenta, amendoim, soja, feijdo, coco,
Albizziac e outros (DOMSCH et al., 1980; NAKAJIMA et al., 1987).

Foram relatados varios compostos e seus derivados de N. vasinfecta,
destacando-se ciclosporinas, neocosmosinas, neovasifuranonas, neovasipironas e

vasinfectinas, conforme a tabela abaixo e FIG. 4 na pagina 29.

TABELA 2 - - Metabolitos secundarios identificados em espécies de Neocosmospora spp.

Substancias | Compostos quimicos Referéncias bibliograficas
8e9 Ciclosporinas Ae C NAKAJIMA et al., 1988; NAKAJIMA et al., 1989.
N-Acetyl "C9-Amino Acid” e
10 derivados NAKAIJIMA et al., 1988; NAKAJIMA et al., 1989.
11 Monorden (radicicol) McCAPRA,; SCOTT, 1964.
12 Monocilina IV AHMAD et al., 2004.
13 Neocosmosin A PROISY et al., 2006. FURUMOTO et al., 1998.
14 Neocosmosin B AYER et al, 1981.
15 Neocosmosin C HELLWIG et al., 2003.
16 Monocilina Il GAO et al., 2013; HARRISON et al, 2003.
17 Radicicol GAO et al., 2013; GLASS et al, 1995.
FURUMOTO et al, 1989; NAKAJIMA et al., 1987;
18 Neovasinona e derivados NAKAJIMA et al, 1989.
19 Vasinfectinas A e B FURUMOTO et al., 1997.

Fonte: Adaptado pelo préprio auto, 2020.

Assim, como ndo foram encontradas informacGes para sustancias isoladas
de Neocosmospora striata, o presente levantamento bibliografico serve para dar suporte

na identificacdo de provaveis compostos obtidos nesse trabalho académico.



FIGURA 4 - Estruturas de alguns compostos obtidos Neocosmospora vasinfecta E.F. Smith.
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1.3.2 Estudo quimico de Microsphaeropsis arundinis.

As espécies do género Microsphaeropsis podem ser encontradas e isoladas
de esponjas marinhas, plantas, e sedimentos de lagos (HOLLER et al., 1999;
BRAUERS et al, 2000; WANG et al, 2002; HORMAZABALA et al., 2005;
GUNATILAKA, 2006; DAI et al.,, 2007; YOGANATHAN et al., 2008; LUO et al.,
2013). Esse género é uma rica fonte de compostos bioativos, como os sesquiterpendides
arundinois A-C (20, 21 e 22, FIG. 5) (LUO et al., 2013) e os microsfaeroftalidios A e
G, com atividades antifungicas (31 a 38, FIG. 5) (SOMMART et al., 2012), a
antibacteriana microesferina D (YOGANATHAN et al., 2008), as citotdxicas
preussomerinas E e I, 30-O-desmetilpreussomerina | (SEEPHONKAI et al., 2002) e os
antibioticos TAN-1496s A, C e E. (FUNABASH et al., 1994).

Nesse cenario, Microsphaeropsis arundinis é um fungo dematiaceo
amplamente distribuido no mundo, emergindo em muitos casos como um patégeno que
causa infeccOes de tecidos moles em hospedeiros imunocomprometidos, com relatos
encontrados em seres humanos e gatos domesticos (PENDLE et al., 2004;
KROCKENBERGER et al., 2010; HALL et al., 2013; CRAWFORD et al., 2015;
ASAHINA et al., 2015; HANASHIRO et al., 2018).

Nesse contexto, o levantamento bibliografico sobre a constituicdo quimica
da espécie M. arundinis evidenciou a ocorréncias de varias classes de produtos naturais,

conforme é possivel ser observada na tabela 3 da pagina 31 e FIG. 05, p. 29.
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TABELA 3 - - Metabolitos secundarios identificados em Microsphaeropsis arundinis

Substéncias

Compostos quimicos isolados

Referéncias bibliogréaficas

20a 22 Arundinois A—C LUO et al., 2013.
23 Isocromano-1-ona (arundinona A) LUO et al., 2013.
24 Benzofuran-3-(2H)-ona (arundinona B) YOGANATHAN et al., 2008; LUO et al., 2013.
25 B-hidroxi-a-ciperon SANZ et al., 1990; LUO et al., 2013
- Microsphaeropsisina HOLLER et al., 1999; BRAUERS et al., 2000; WANG et al., 2002.
- Microsphaerinas A—D YOGANATHAN et al., 2008
- Palmarumicinas M1 e M2 HORMAZABALA et al., 2005; GUNATILAKA, 2006; DAI et al., 2007.
26 Eritro-2-metil-5-hidroxifenilpropano-7,8-diol QIN etal., 2017.
27 (4S)-4,8-di-hidroxi-3,4-di-hidro-1-(2H)-naftalen-1-ona SVIRIDOV et al., 1991; QIN et al., 2017.
28 (4S)-4,6,8-tri-hidroxi3,4-di-hidro-1-(2H)-naftalen-1-ona SOMMART et al.,, 2012; QIN et al., 2017.
29 Crisogesida D PENG et al., 2011; QIN et al., 2017.
- Microsphaeroftalides A e F SOMMART et al., 2012;
= Microsphaerina D YOGANATHAN et al., 2008
- Preussomerinas E e I, e 3°-O-desmetilpreussomerina | SEEPHONKALI et al., 2002.
- Antibidtico TAN-1496s A, C, e E FUNABASHI et al., 1994.
30 Microsphaerodiolina SOMMART et al., 2012;
31 a37 Microsphaeroftalides A e G SOMMART et al., 2012;
- Acido 4-hidroxibenzéico CHO et al., 1998.
38 Modiolina TSUDA et al., 2003.
39 Acido desoxiciclopaldico SHIMADA et al., 2001.
40 5,7-di-hidroxi-4,6-dimetil-1-(3H)-isobenzofuranona ACHENBACH et al., 1985.
41 5-hidroxi-7-metoxi-4-(metoximetil)-6-metilisobenzofuran-1-(3H)-ona ACHENBACH et al., 1985.
42 5-hidroxi-7-metoxi-4,6-dimetilftaleto YU et al., 2006.
43 7-metoxi-3,4,5,6-tetrametilftalida KUBOTA et al, 1966.
44 Esclerina NATSUME et al., 1988.
45 6-hidroxi-2-metil-4-cromanona BHILABUTRA et al., 2007.
46 Modiolideo B CHO et al., 1998.
47 Esclerotinina A SASSA et al., 1968.
48 1-(2,5-di-hidroxifenil)-2-buten-1-onal-(2,5-dihidroxifenil)-2-buten-1-ona KRAUS; KIRIHARA, 1992

Fonte: Adaptado pelo prdprio auto, 2020.
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FIGURA 5 - Estruturas de alguns compostos obtidos no fungo endofitico Microsphaeropsis arundinis
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Capitulo Il

2. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Solventes e reagentes:

e Meio BDA: Sigma-Aldrich® e Acumédia®.

e Meio minimo: é constituido a base de agua destilada ultra purificada, sais
soliveis de macro e micronutrientes (sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04.5H,0) a 98% (m/m), marca Lafan®; sulfato de zinco heptahidratado
(ZnS04.7H,0) de 99,0-102,0% (m/m), marca Synth®; sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4.7H20) a 99% (m/m), marca Vetec®; glicose anidrica
(CeH1206), marca Lofan®; sulfato de magnésio monohidratado (MgSO4.H20) a
99,5%, marca CRQ®, nitrato de sodio (NaNOs) a 99,0% (m/m), marca Eciba®;
mobiliado de sddio bihidratado (NaMo0O.2H,0) a 99,5% (m/m), marca Eciba®;
cloreto de potéassio (KCI) marca Proquimios®; borato de sddio decahidratado
(NasBO3.10H:20), e fosfato de potassio monobasico (KH2PO.) a 99,0% (m/m),
marca Eciba®, dextrose e nitrato de sddio. Todos os reagentes com grau de
pureza P.A.

e Reagentes Deuterado: Cloroformio-D + folha de prata, (D, 99,8%), 100g,
(Tedia Brazil); Dimetil sulfoxido-D6 (D, 99,9%), 100g, SIGMA-ALDRICH®;
Metanol-D4 (D, > 99,8%), 259, SIGMA-ALDRICH®.

e Reagentes orgéanicos: foram utilizados o acetato de etila (AcOEt — marcas
Dinamica e QHEMIS® a 99,5%); cloroformio (CHCIls — marca VETEC® e
Synth® a 99,8%); diclorometano (DCM - marca QHEMIS® a 99,5%); o alcool
metilico (MeOH — marcas QHEMIS®), 4cido acético glacial (marca NEON® a
99,8%), alcool etilico absoluto (C2HsOH) a 99,5% (V/V), marcas CRQ® e
QHEMIS® a 99,5%, formaldeido (marca Synth® a 36,5%). (Todos os reagentes
com grau de pureza P.A).

e Solvente: Agua destila ultrapura

e Reagentes CLAE-DAD: metanol grau HPLC (Merck® e J. T. Baker®);
acetonitrila grau HPLC (Merck® e J. T. Baker®).



36

2.2 Especificacdo dos materiais, instrumentos e técnicas utilizadas

2.2.1 Cromatografia em coluna aberta (CC)

Nas separacfes cromatograficas em coluna aberta sob baixa pressdo foi

utilizada a seguinte fase estacionaria:

e Silica C-18 (Polygrupop®), espessura de 60-50 A da marca MACHEREY-
NAGEL.

e Silica fase normal (Silica Flash® F60), espessura de 40-63 um (230-400
mesh) da marca SILICYCLE.

2.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCDC)

As andlises por CCDC foram realizadas em cromatoplacas de 20 X 20 cm,

com base de aluminio, sob as fases estacionarias:

e Silica C-18 (TLC PLATEYS), espessura de 150 um, suporte para w/UV da marca
Sorbent Tecnologies.

e Silica gel (MERCK), espessura de 0,2 mm, sem indicador florescente, modelo
DC-Alufolien Kieselgel 60 (ohne Fluoreszenzindikator).

e Silica gel (Whatman®), espessura de 250 um, fluorescéncia em 254.

2.2.3 Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

As analises, separacdes e purificacdes dos compostos de interesse foram
realizadas por Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, em modo analitico

e semipreparativo. Para isso, empregou-se:

UFLC-DAD 01: Shimadzu analitico/preparativo, Bombas: LC-20AD, Degasser: CTO-
20AC, Autosampler: SIL-20AC, Detector: SPD-M20A, Controladora: CBM-20A e

Software: LC-Solution®.
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HPLC-DAD 02: Shimadzu analitico/preparativo, Bombas: LC-6AD, Degasser: DGU-
20A5R, Autosampler: SIL-10AF, Injetor manual: Reodyne 7725i, Detector: SPD-
M20A, Controladora: CBM-20A e Software: LC-Solution®.
HPLC-DAD 03: Shimadzu analitico, Bombas: LC-10AD, Degasser: DGU-20A3R,
Autosampler: SIL-10AF, Detector: SPD-M10A VP, Controladora: CBM-20A e
Software: LC-Solution®.
e Coluna analitica (Luna®), silica C18 fase Reversa Phenomenex®, 5u (100 A)
com dimensdo de 250 mm X 4,6 mm.
e Coluna Semipreparativa (Luna®), silica C18 fase Reversa Phenomenex®, 5
(100 A) com dimens3o de 250 mm X 10 mm.

2.2.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C, bem como os
experimentos uni e bidimensionais foram registrados em espectrdmetro Bruker Avance
111 600, operando a 600 MHZ para o ntcleo de *H e 150 MHz para o de **C.

2.3 Selecéo, coleta e classificagdo do material vegetal

A selecdo, a coleta e a classificacdo do material vegetal foram realizadas
pelo grupo do Prof. Dr. Marcos Anténio Soares — ICBS/UFMT, a partir dos exemplares
de Axonopus leptostachyus, uma espécie existente no Pantanal de Mato Grosso, no
municipio de Poconé em Abril de 2012. O material vegetal foi herborizado sendo as
exsicatas enviadas para classificacao e deposito no herbario da Universidade Federal de
Mato Grosso (UFMT/Campus Cuiabd) sob o nimero 40.492 (OLIVEIRA, 2016).

2.4 Isolamento, purificacdo, classificacdo e preservacéo dos fungos endofiticos

Os procedimentos de isolamento, purificacdo, preservacdo e classificacdo
dos fungos endofiticos foram realizados pelo grupo do Prof. Dr. Marcos Antdnio Soares
— ICBS/UFMT, fornecendo 82 linhagens com 58 endofitos diferentes (Tabela 4) (BIZ et
al., 2017).
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Apb6s a classificacdo dos enddfitos, as linhagens purificadas foram
preservadas em frascos (tipo penicilina) de vidro transparentes, adicionados a 4 mL de
meio BDA e &gua destilada estéril, seguido de armazenamento a temperatura de
aproximadamente 4 °C. As cepas desses enddfitos estdo depositados na micoteca do
Laboratério de Biotecnologia e Ecologia Microbiana (UFMT) e no laboratério de
bioprospeccdo do Ndcleo de Pesquisa e Estudo do Cerrado (NUPEC) da Universidade
Federal de Rondondpolis (UFR).

TABELA 4 - Relacéo de fungos endofiticos extraidos de A. Leptostachyus

Cadigo Espécies Cadigo Espécies
P1 Neosartorya pseudofischeri P34 Penicillium janthinellum
p2 Trichoderma gamsii P35 Periconia macrospinosa
P3 Trichoderma erinaceum P36 Talaromyces verruculosus
P4 * P37 Pleosporales sp.

P5 Cladosporium flabelliforme P39 Aspergillus viridinutans
P6 Trichoderma erinaceum P40 Fusarium proliferatum
pP7 Aspergillus terreus P41 Penicillium citrinum

P9 Fusarium proliferatum P42 Magnaporthales sp.

P10 Talaromyces verruculosus P43 Periconia macrospinosa
P11 Paecilomyces sp. P44 Fusarium oxysporum
P13 Fusarium succisae P45 Magnaporthales sp.11
P14 Penicillium janthinellum P46 Aspergillus niger

P15 Fusarium proliferatum P47 Fusarium oxysporum
P16 Microsphaeropsis arundinis P48 Gongronella butleri

P17 Cladosporium flabelliforme P49 Corynespora sp.

P18 Penicillium solitum P50 Fusarium succisae

P19 Penicillium ochrochloron P51 Nectria sp.

P20 Aspergillus terreus P52 Fusarium oxysporum
P21 Microsphaeropsis arundinis P53 Lepiotaceae sp.

P22 Microsphaeropsis arundinis P55 Trichoderma strigosellum
P23 Penicillium citrinum P56 Lentithecium arundinaceum
P24 Talaromyces verruculosus P57 Fusarium oxysporum
P25 Periconia macrospinosa P58 Corynespora olivacea
P26 Periconia macrospinosa P59 Fusarium succisae

P27 Magnaporthales sp.1 P60 Acremonium sp.

P28 Neocosmospora striata P61 Fusarium oxysporum
P30 Chaetomium bostrychodes P63 Aspergillus terreus

P31 Penicillium simplicissimum P64 Nectria sp.

P32 Penicillium chermesinum P65 Magnaporthales sp.5
P33 Fusarium solani P66 Magnaporthales sp.2

(*) fungos endofiticos ndo identificados.
Fonte: Adaptado de BIZ et al., 2017.
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TABELA 4 — Relacdo de fungos endofiticos extraidos de A. Leptostachyus (Continuagéo)

Cadigo Espécies Cadigo Espécies
P67 Magnaporthales sp.12 P80 Cladosporium flabelliforme
P68 Magnaporthales sp.7 P81 Cladosporium perangustum
P69 Magnaporthales sp.8 P82 Fusarium oxysporum
P70 Penicillium javanicum P83 Cladosporium flabelliforme
P71 Magnaporthales sp.3 P85 Pleosporales sp.

P72 Aspergillus aculeatus P86 Trichoderma harzianum
P73 Magnaporthales sp.13 P87 Aspergillus niger

P75 Lophiostoma cynaroidis P88 Periconia macrospinosa
P77 Thielavia terrestris P89 Talaromyces verruculosus
P78 Cochliobolus geniculatus P90 Magnaporthales sp.9

P79 Nectria sp. P91 Magnaporthales sp.10

Fonte: Adaptado de BIZ et al., 2017.

2.5 Reativacgao dos fungos em placas de Petri

Os fungos endofiticos isolados de A. leptostachyus, que se demonstraram
viaveis (64 endofitos), foram submetidos a um crescimento em duplicata em placas de
Petri, visando reativar as linhagens preservadas. O meio de cultura BDA foi escolhido
para a reativacdo das espécies. Desta forma, o material (placas e meio de cultura) foi
esterilizado separadamente em autoclave por 20 minutos, seguido de inoculacdo dos
endofitos em capela microbioldgica. O crescimento dos fungos foi conduzido em estufa
microbioldgica a 35 °C, entre 7 a 15 dias, sendo utilizado como critério de padronizacao

o0 crescimento micelar sobre a area total da placa.

2.6 Triagem bioldgica: Deteccdo da atividade antimicrobiana

2.6.1 Método do bloco de gelose: antibiose contra patdégenos humanos

Os ensaios de antibiose pelo método de bloco de gelose foram realizados em
triplicata sob delineamento inteiramente casualizado com todas as 64 linhagens viaveis
de fungos endofiticos.

Neste método adaptado, foram utilizados os meios de culturas agar Mueller-

Hinton e agar Saboraud para a reativagdo dos patdgenos humanos, assim como o meio
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batata dextrose agar (BDA) para reativacdo dos fungos endofiticos e a posterior
realizagdo dos testes antimicrobianos.

Para verificar a capacidade antagdnica dos fungos endofiticos foram
utilizadas 5 espécies de bactérias (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis e Pseudonomas aeruginosa) e 5 de fungos
leveduriformes (Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
glabrata, e Candida parapsilosis) patdgenos humanos de interesse clinico.

Os fungos endofiticos foram reativados e incubados em um periodo de 7
dias a 35°C. Em sequéncia 0s patdgenos humanos foram reativados entre 28 a 35°C com
um periodo de 24 e 48 horas para as bactérias e candidas, respectivamente.

ApoOs a reativagdo 0s patogenos foram inoculados em BDA para
crescimento, a partir de culturas recentes, e suas col6nias foram raspadas para o preparo
de suspensbes aquosas padronizadas pela escala 0,5 e 1,0 de MacFarland, para as
candidas e bactérias patogénicas, respectivamente (KONNEMAN et al., 2007). As
suspensdes ajustadas foram semeadas (100 pL) com swab estéril em placas de Petri com
meio BDA, para cada microrganismo.

Apos a semeadura dos patogenos, um disco (8,0 mm diametro) do meio
BDA contendo o micélio do fungo endofitico foi introduzido no centro da placa, e esta
foi submetida a refrigeracdo a 4 °C por 4 horas. Posteriormente, as placas foram
armazenadas em estufa microbiologica a 35 °C para as bactérias e 30 °C para as
leveduras, sendo medido o halo de inibicdo apds 24 e 48 horas, respectivamente (FIG.
28 e 29.A do Anexo), seguindo uma adaptacdo ao método de Matsuura (2004).

Como controle negativo foi inserido um disco nas mesmas proporcdes
somente com meio BDA sem fungo endofitico. Como controle positivo foi utilizado um
disco de BDA com gentamicina 20 pg/disco para S. aureus e K. pneumoniae,
ciprofloxacino 5 pg/disco para E. coli, P. aeruginosa e E. faecaelis, e tioconazol 150
pg/disco para as linhagens de Candidas. Os controles foram submetidos aos mesmos
procedimentos descritos para 0s fungos endofiticos. Os resultados foram obtidos através
da medida do diametro dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos, utilizando

uma modificacdo da escala sugerida por Matsuura (2004).
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2.6.2 Analise multivariada

Apobs a obtengdo dos resultados antimicrobianos, os dados obtidos foram
submetidos as analises de Componente Principal (PCA), Descriminantes e Cluster para
resumir, classificar e formar grupos hierarquicos, visando apontar os melhores fungos
endofiticos para prosseguir em etapas posteriores de prospeccdo dos compostos
bioativos.

Nesse sentido, a analise de PCA, preocupou-se em resumir as variaveis DI
(Diametro do halo de inibi¢do), DM (Diametro do crescimento micelar) e El (Evolucéo
da inibicdo) de cada patdgeno coletadas sem perda de informacdo, permitindo explicar
através de um grupo seleto de variaveis quais grupos de fungos endofiticos
caracterizavam-se pela melhor zona de inibicdo. Nesse caso, analisou-se a correlagdo
que cada variavel teve entre si, sob as demais variaveis e sob o conjunto de dados, que
foram submetidos aos calculos de correlagdes, gerando uma de matriz de similaridades,
que demonstra o percentual de correlacbes entre variaveis, sendo visualizado por um
grafico a uma matriz de similaridades e dissimilaridades das correlacbes com limites de
escalaentre -1a 1.

Nesta etapa, com o intuito de se obter o melhor desempenho da relacao
entre as variaveis e a definicdo na formacdo dos grupos, realizou-se a analise
descriminante sobre os dados a partir de uma matriz de confusdo, obtendo-se através da
correlacdo entre as variaveis, o formato para os diferentes grupos, subestimando o erro
de classificacdo, baseando-se nas funcdes lineares discriminantes de Fisher. Apés a
analise descriminante, aplicou-se o indice Kappa, com o intuito de checar a
confiabilidade e reprodutibilidade dos dados informados.

Ja a andlise de Cluster, empregou as variaveis vetorizadas do teste de PCA
que melhor explicaram a formacdo dos grupos para aplicar o método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) no qual utilizou o
distanciamento euclidiano para agrupar os fungos endofiticos nas categorias de Baixa
(BAI), Moderada (MAI) e Alta atividade antimicrobiana (AAIl). Nesta analise, optou-se
pela adocdo de um algoritmo automatico baseado na média para o conjunto
multivariavel de dados, valores estes que foram calculados a partir do somatério entre

os valores de cada variavel sob cada fungo endofitico testado, processo que permitiu



42

realizar a separacdo, caracterizacdo e definicdo do numero de grupos que apresentaram
atividade antimicrobiana, estimando-se em trés grupos distintos.

Por fim, esses testes multivariados foram realizados pelo software R Studio
(2018), versdo 1386 3.5.2 com o0s pacotes: “caret”; “cluster”, “factoextra”, “ggplot2”,
“corrgram”, “lattice”, “psych”, “GPArotation”, “corrplot”, “vegan”, “ade4”, “MASS”,
“lda”, “klaR” (BERNAARDS; JENNRICH, 2005; BOUGEARDE; DRAY, 2018;
CHANG, 2015; OKSANEN et al., 2017; KASSAMBARA; MUNDT, 2017; KUHN,
2018; SARKAR, 2008; REVELLE, 2018; VENABLES; RIPLEY, 2002; WEI; SIMKO,
2017; WEILS et al., 2005; WICKHAM, 2016; WRIGHT, 2018).

2.6.3 Método de cultura pareada: antibiose contra fitopatdgenos

Os fungos endofiticos selecionados e o fitopatdogeno Corynespora cassicola
foram reativados e incubados separadamente a 35°C entre 7 a 10 dias, em placas de
Petri com meio BDA (ROMEIRO, 2007).

Apos o crescimento e desenvolvimento dos fungos, discos de 8 mm do
micélio do fitopatdgeno Corynespora cassicola e dos endofitos, foram transferidos a
cada par (1 fitopatogeno + 1 endofito) para placas de Petri contendo BDA, introduzidos
em lados opostos, distanciados por 3 cm (FIG. 29.B do Anexo).

Para o controle negativo, os discos dos endofitos e dos fitopatogenos foram
incubados separadamente em placas de Petri, com o objetivo de acompanhar o
crescimento na auséncia do provavel antagonista. O crescimento das colonias foi
acompanhado diretamente para cada tratamento, até que o controle negativo alcangasse
a borda da placa. Posteriormente foram medidos os halos de inibicdo, e comparados
com o controle negativo, em triplicata, sendo calculada a reducdo do didmetro da

colonia através da formula:

Diametro do fitopatdgeno com o antagonista (fungo endofitico) x 100

Diametro do fitopatdgeno sozinho (controle)

Os resultados adquiridos foram subtraidos de 100 (FILIPPI et al., 2011).
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2.7 Critérios de selecdo dos enddfitos para o cultivo e obtengdo dos extratos brutos

Para o cultivo e obtencdo dos extratos brutos foram utilizados como critérios
os melhores resultados nos ensaios bioldgicos, corroborados pela analise estatistica. A
partir dessas analises, foram selecionadas 7 espécies de endofitos extraidas das folhas de
A. leptostachyus para o cultivo, obtencdo de extrato, fracionamento cromatografico e
isolamento dos compostos possivelmente bioativos, sendo elas os fungos P5
(Cladosporium flabelliforme), P9 (Fusarium proliferatum), P21 (Microsphaeropsis
arundinis), P28 (Neocosmospora striata), P48 (Gongronella butleri), P59 (Fusarium

succisae) e P61 (Fusarium oxysporum).

2.8 Cultivo dos fungos endofiticos e obtencéo dos extratos brutos

Os endofitos selecionados (P5, P9, P21, P28, P48, P59 e P61) foram
submetidos as técnicas de cultivo, extracdo e obtencao dos extratos brutos, tanto para o
crescimento em pequena escala (etapa de triagem quimica, para todos), quanto para o
crescimento em maior escala (etapa de isolamento dos compostos bioativos, apos
triagem quimica, apenas para P5, P21 e P28). Apos 20 dias de cultivo, tanto em meio
BDA quanto em meio minimo, os extratos brutos AcOEt foram obtidos, conforme os
esquemas 1, 2 e 3 (pg, 48, 49, e 50, respectivamente). Nota-se que nesses Sdo
apresentados os procedimentos experimentais desenvolvidos somente para os fungos
P5, P21 e P28, pois foram selecionados para a continuidade da pesquisa. Os demais
endofitos (P9, P48, P59 e P61) apresentam suas massas de extrato bruto na tabela 5,
porém nao foram submetidos ao fracionamento cromatografico, conforme justificativa
do item 2.11.

2.8.1 Cultivo dos enddfitos e obtencdo dos extratos brutos em meio BDA

Ap0s o processo de reativacdo dos fungos endofiticos, pedagos do meio com
os fungos crescidos foram recortados assepticamente e inseridos em cinco placas de
Petri (J= 90 e 120 mm) contendo 20 mL cada do mesmo meio BDA e incubados a
35°C por 15 dias.

Ao final do periodo de crescimento, o0 meio de cultura com pedacos

micelares foi cortado randomicamente e transferido para frascos de 500 mL contendo
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150 mL de acetato de etila. Apos 24 h de extragdo em mesa giratdria orbital a 150 rpm,
a fase liquida foi filtrada e concentrada em evaporador rotatério & vacuo e ar seco,
obtendo-se o extrato bruto em acetato de etila (AcOEt). Para a obtencdo dos extratos
brutos em maior escala (crescimento em 50 placas de Petri) foram realizados os mesmo
procedimentos, bem como para o controle negativo, que € o meio de cultura sem 0s
microrganismos (SANTIAGO et al., 2012).

2.8.2 Cultivo dos enddfitos e obtengdo dos extratos fungicos em meio minimo

Os mesmos endofitos selecionados anteriormente na triagem bioldgica
também foram reativados em BDA e incubados por 15 dias. Em sequéncia, 0 meio de
cultura juntamente ao micélio foi cortado (1 x 1 cm) e inoculados em 200 mL de Meio
Minimo constituido a base de agua destilada, sais soliveis, dextrose e nitrato de sdédio,
sendo o pH ajustado para 6,8, esterilizados a 121°C por 20 min., e crescidos sob
agitacdo orbital de 150 rpm a 29 °C, por quinze a vinte e trés dias (PASTRE et al.,
2007).

Apos o crescimento, as culturas foram filtradas a vacuo, e a fase aquosa foi
submetida a tripla particdo com o AcOEt na proporc¢éo 2:1 V/V (H20:AcOEt), obtendo-
se a fase organica, que posteriormente foi concentrada em rotaevaporador a vacuo e ar
seco, obtendo-se o extrato bruto AcOEt (meio minimo). Foram utilizados como
controles negativos dois erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL do meio de cultura
sem o fungo endofitico.

Quando necessario, os microrganismos foram novamente cultivados em
maior escala (15 erlenmeyers de 500 mL com 200 mL de meio) nas mesmas condicdes

anteriores, para a obtencéo de extratos brutos ACOEt em maiores quantidades.

2.9 Massas dos extratos brutos

Apos o crescimento dos fungos endofiticos selecionados na etapa de triagem
[100 mL de meio BDA (5 placas de Petri) e 400 mL de meio minimo (2 erlenmeyers de
500 mL)], e etapa de maior escala [1 L de meio BDA (50 placas de Petri) e 3 L de meio
minimo (15 erlenmayer de 500 mL)], foram obtidas as seguintes massas dos extratos

brutos AcOEt, conforme a tabela 5, pg. 45.
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TABELA 5 - Relacdo das massas obtidas nas etapas de extragcdo dos metabdlitos

Meio BDA Meio Minimo
Microrganismos M1(mg)| M2(mg) | M.1(mg) | M.2(mg)
Controles 16,80 - 1,9666 -
Cladosporium flabeliforme (P5) 66,70 - 10,80 392,20
Fusarium proliferatum (P9) 38,80 261,00 - -
Microsphaeropsis arundinis (P21) 81,30 - - -
Neocosmopora striata (P28) 70,90 216,10 11,40 168,63
Gongronela butleri (P48) 20,00 - 10,30 53,10
Fusarium succisae (P59) 33,10 136,00 - -
Fusarium oxysporium (P61) 32,30 172,50 - -

(M.1) massas obtidas na etapa de triagem; (M.2) Massas obtidas na etapa em maior escala;

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

2.10 Triagem quimica

Os extratos brutos AcOEt dos fungos endofiticos selecionados P5
(Cladosporium flabelliforme), P9 (Fusarium proliferatum), P21 (Microsphaeropsis
arundinis), P28 (Neocosmospora striata), P48 (Gongronella butleri), P59 (Fusarium
succisae) e P61 (Fusarium oxysporum) foram submetidos as etapas de triagem quimica

descritas abaixo:

2.10.1 Preparo das amostras para analise em CLAE

Para a andlise cromatografica, uma aliquota de 1 mL cada amostra foi
solubilizada em solugdo hidrometandlica H.O:MeOH (5:95 V/V) a 10 mg/mL, e
submetida ao processo de “clean-up” (extragdo em fase solida) utilizando um cartucho

“Sep-Pak” de 6 mL, contendo 1 g de silica gel (C18) como fase estacionaria.

Os cartuchos foram limpos com diclorometano e cloroférmio, e ativados
com MeOH. A passagem das amostras pelo cartucho foi auxiliada por ar comprimido e
1 mL de H20:MeOH (5:95 V/V).

Desta forma, considerando que a retencdo dos analitos no cartucho é uma
variavel para cada amostra, ressalta-se que a concentracdo final pode ser diferente da

inicial informada.
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2.10.2 Analises cromatograficas via CLAE-DAD

As amostras foram analisadas via CLAE-DAD, em sistema analitico e
isocratico, nas seguintes condigdes:

a) Volume de injecdo: 1 a 20 pL.

b) Concentracdo: aproximadamente 10 mg/mL, porém, variavel para cada
extrato.

¢) Comprimentos de onda: 190 a 800 nm.

d) Coluna: C18.

e) Fluxo: 1 mL/min (Padr&o), ou 0,75 mL/min.

f) Sistemas de eluigéo:
- Gradiente exploratério
1) H20:MeOH (95:5) a (0:100) em 40 min. (Padréo);
2) H20:ACN (95:5) a (0:100) em 40 min;

- Sistemas isocraticos: composicdes variadas.

O critério de separacdo adotado foi a obtencdo de picos simetricos,
apresentando resolucdo adequada para a separacdo em escala preparativa. Para a pureza
dos compostos, adotou-se a obtencdo de um unico pico simétrico, mesmo apds variacao

das condicdes de analise.

2.10.3 Analises cromatograficas via CCDC

Os extratos brutos AcOEt foram solubilizados em MeOH e submetidos a
testes de cromatografia de camada delgada (CCDC).

Para isso, as cromatofolhas foram cortadas em tamanhos variados conforme
0 numero de analises, entre 2 x 10 cm, 3 x 10 cm e 20 x 10 cm. Em sequéncia,
aproximadamente 5 pL dos extratos foram aplicados e eluidos com as misturas de
solventes (MeOH:CHCI; (10:90 V/V), MeOH:CH:Cl; (20:80 V/V), MeOH:Et,0:Hex
(10:40:50 V/V), MeOH:AcOEt (15:85 V/V), MeOH:AcOEt:Hex (15:35:50 V/V),
MeOH:CHCls:Hex (15:35:50 V/V), MeOH:CHCI3:AcOEt:Hex (20:30:25:25 V/V) e

solucBes hidrometandlica.
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Todas as separagdes cromatograficas foram reveladas e analisadas em
camara escura com luz ultravioleta a 254 e 365 nm, e quando necessério, solugdo de
anisaldeido (EtOH 200 mL + H>SO4 10 mL + p-anisaldeido 10 mL) sob aquecimento de
110 °C por 15 min.

Por fim, o critério de pureza adotado foi a obtencdo de uma Unica mancha
apos analise em CCDC, utilizando os diferentes sistemas eluentes.

2.10.4 Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Os extratos brutos, fracdes e subfracdes foram solubilizados em solventes
especificos a base de deutério e submetidos aos experimentos de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) junto ao Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia
de Produtos Naturais (NuBBe) da Universidade Estadual Paulista “Julho de Mesquita
Filho” (Unesp/Instituto de Quimica - Campus Araraquara), sob supervisdo da Profa.
Dra. Angela Regina Aradjo. As substancias isoladas foram identificadas por RMN uni e
bidimensionais, para o nicleo de Hidrogénio (*H) e Carbono (*3C). Os deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hz. Todos os espectros foram analisados pelos softwares Bruker

TopSpin (versdo 3.6.1) e MestreNova® (versao 6.0.2).

2.11 Critérios de selecao dos enddfitos para exploragdo dos compostos bioativos

Para a selecdo dos fungos endofiticos cujos extratos brutos foram
submetidos ao fracionamento cromatografico e isolamento dos metabdlitos secundarios,
foram utilizados os seguintes critérios: 1) maiores massas de extrato bruto produzidas
no crescimento em pequena escala; 2) cromatogramas em CLAE-DAD com melhores
resolucdes e picos de maior absorcdo; 3) cromatoplacas de CCDC com o maior nimero
de “spots” (manchas); 4) espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono (RMN !H e 3C) com sinais mais promissores. A partir dessas analises foram
selecionados os extratos dos seguintes fungos: Cladosporium flabeliforme (P5) crescido
em meio minimo (Esquema 1); Microsphaeropsis arundinis (P21) crescido em meio
BDA (Esquema 2); Neocosmopora Striata (P28) crescido em meio BDA e em meio

minimo (Esquema 3). A partir dos mesmos critérios os fungos endofiticos P9, P48, P59
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e P61, ndo foram desenvolvidos na etapa de isolamento dos compostos, e cujos

cromatogramas sao apresentados nas figuras 30 e 31 do Anexo.

ESQUEMA 1 - Fracionamento das fragdes FR2 de N. striata (P28) em meio minimo

| P35 |
Cladosporium flabelliforme

Reativagio

Cultivoem BDA (5 placas Petri);: * Cultivoem Meio minimo;

Variadas misturas de solventes

+ Em 7 dias; Volume: 200 mL de meio;
« Estatico *  Em 20 dias;
* Maceracio com AcOEft; = Agitacdo: 150 rpm
« Filtragdo; + Filtracéo;
v v v v
Residuo Extracio , Residuo
R Fase Liquida R
micélios AcOEt 1 micélios
l, Evaporagio 1 Partigio AcOEt 3x 1
Descarte
Descarte Extrato Bruto AcOEt
Menor escala * *
m= 66,70 m;
( 2 Fase aquosa Fase AcOEt
CcCDC l
Silica fase normal CLAE-DAD

Extrato Bruto AcOEt
Menor escala
(m= 10,80 mg)

Gradiente exploratorio

RMN
'H em MeOD Descarte
CLAE-DAD
Gradiente exploratério
P5
Cladosporium flabelliforme
Reativagio
Cultivo no meio minimo em escala ampliada
Volume: 3 L (15 Erlenmayer de 500 mL)
Extrato Bruto
AcOEt
Maior escala
(m=392.20mg)
CCDC
Silica fase normal CLAE-DAD
Variadas misturas de solventes Variadas analises
RMN
'H em MeOD

Fonte:

lustragdo criada pelo autor, 2020.

Etapa de triagem do fungo




ESQUEMA 2 - Processo de obtencéo do extrato ACOEt de M. arundinis (P21)
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P21
Microsphaeropsis arundinis
Reativaca CoTo oS TTTT e mmmee e !
cativagao i « Cultivo em BDA; |
------------------------- '« Em 21 dias; |
|« Estitico; |
| * Maceragdo com AcOEt; i
i+ Filtragdo; !
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A 4 A 4
Residuo -
. Extracio
micélios
l l Evaporagdo solvente
Descarte

CCDC
Silica fase normal;
Variadas misturas de solventes organicos;

Fase movel:

Extrato Bruto AcOEt
Menor escala
(m=81.30mg)

CLAE-DAD

Variadas analises

RMN com MeOD e Pyr-D5
« 1

+ DEPT-135

« gCOSY

« gHSQC

+ gHMBC

+« TOCSY ID

+ NOESY 1D

+ HOMODEC 1D

| Fracionamento: Coluna aberta;
! Silica fase normal

1

! 1

1 1

MeOH:CHCly:Hex R B ! !
: |

1

(15:35:50V/V) E gi 35;3;
___________________ |____L_________________
FR1 FR2 FR3 FR5 FR7 FR8
(n= 12,3 mg) (m=19,9 mg) (m=3.2 mg) (m= 0,7 mg) (n=4,1mg) (m= 1.8 mg)
FR4 FRé6
(m= 2,0 mg) (m=2.8 mg)

SubFR1-2
(m=30,59 mg)

{ Etapa de triagem do fungo

I Isolamento, identificacdo e elucidagdo estrutural dos compostos bioativos

Fonte: Ilustra

cdo criada pelo autor, 2020.



ESQUEMA 3 - Processo para a obtencdo dos extratos AcOEt de N. striata (P28)

P28

Neocosmospora striata

50

Reativagao

Em 15 dias;

Estatico;

Maceracdo com AcOEft;
Filtracdo;

A 4

v

Residuo
micélios

Extracio
AcOET

1

Descarte

——————

Cultivo no meio BDA em escala |
ampliada; Volume: 1 L (50 placasde !~
Petri com 20 mL do meio); I

Evaporacido 1

Cultivo em BDA (5 placas de Petri); *

Extrato Bruto AcOEt
Menor escala
(m= 70,90 mg)

v

CLAE-DAD

Gradiente exploratorio

+ Em 20 dias;

+  Volume: 200 mL:
+  Agitacdo: 150 rpm:

Cultivo em Meio minimo;

+ Filtragao:;
v A 4
Fase Residuo
Liquida micélios
Particao AcOEt 3x
Descarte
- }
Faseaquosa Extrato Bruto AcOEt
Menor escala
Jv (m=11,40mg)
Descarte

CLAE-DAD

Gradiente exploratorio

P28

Neocosmospora striata

Reativagao

Extrato Bruto AcOEt

(m=358.80mg)

Maior escala

v

Precipitado
(m=109,3mg)

v

CLAE-DAD

Variadas analise

RMN

L

S

A J

RMN
'H em MeOD

'H em Chloroform-D

Cultivo no meio minimo em escala
ampliada; Volume: 3 L (15 Erlenmayer
de 500mL com 200 mL do meio);

Extrato Bruto AcOEt

CCDhC

Silica fase normal; Variadas
misturas de solventes

CLAE-DAD

Variadas analises

Maior escala
(m= 168,63 mg)

RMN
'H em MeOD
DEPT-135
eCOSY
oHSQC
oHIMBC

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.

Etapa de triagem do fungo
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2.12 Fracionamento cromatografico dos extratos fungicos

Os extratos brutos selecionados foram submetidos a diversos métodos de
cromatografia em coluna aberta (CC), CLAE-DAD, CLAE-UV em sistemas
semipreparativos, e assim fracionados e subfracionados até o isolamento dos compostos

de interesse.

2.12.1 Fracionamento do extrato ACOEt de Cladosporium flabelliforme (P5),
obtido em BDA e meio minimo

Os extratos de P5 apds cultivo em menor e maior escala nos meios BDA e
Minimo, respectivamente, foram analisados em CCDC, CLAE-DAD e RMN *H para o
isolamento dos compostos de interesse (Esquema 1, p. 48).

As analises dos cromatogramas em CLAE-DAD para 0s extratos do
endofito P5 em meio minimo, revelaram dois picos de baixa absortividade, sendo um
em Tr 22 min e outro em Tr 26 min, conforme a FIG. 6.

O extrato bruto AcOEt, crescido em maior escala em meio minimo, foi
submetido ao fracionamento cromatografico em coluna aberta com silica C18 e sistemas
eluentes com MeOH:H>O em gradiente (de 52 a 100% MeOH), fornecendo 4 fraces.
As fracdes foram analisadas em CLAE-DAD e RMN de 'H sendo verificado a presenca

dos compostos Tr 22 min. e Tr 26 min. na fracdo 1 (FR1) (Esquema 4, p. 55).
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FIGURA 6 - Cromatogramas obtidos na etapa de triagem e maior escala de C. flabelliforme (P5)
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Cromatogramas: A= 216 nm (preto), 220 nm (Rosa), 254 nm (Azul) e 366 nm (vermelho).
Condicdo: Gradiente exploratorio [Coluna C18 analitica (250 x 4,6 mm, 5pm, MeOH:H0 [(5:95) 40
min. (100:0) 10 min. (100:0) 5 mim. (5:95) 10 min.]; Vazdo de 1 mL.min%; V. inj.: 10 pL;

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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Desta forma, FR1 foi fracionada em coluna aberta com C18 em gradiente
MeOH:H>0, resultando em 19 subfragdes.

Apos analises em CCDC e CLAE-DAD, as frac6es foram reagrupadas, com
destaque para (FR1.16-17) que continham os compostos majoritarios em Tr 22 e Tr 26
min., e um novo pico em Tr 16 min. (Veja Esquema 4, p. 55 e FIG. 7).

FIGURA 7 - Cromatograma de FR1.16-17 do extrato AcCOEt em meio Minimo de C. flabelliforme

Al

Brract-216nm4nm
- {h1-220nm 4nm
SWh2 25 nm nm
{3 366mm, 4nm

e
/ -
rl A | L_JL_@EQA ._/\/x———/—JL

P5-Meio minimo-Crescimento maior escala-FR1.16-17 (0,44 mg.mL)

00 25 50 75 100 125 150 175 A0 s 250 g 10 125 350 5 400 425 &) 45 m
Cromatogramas: A= 216 nm (preto), 220 nm (Rosa), 254 nm (Azul) e 366 nm (vermelho).
Condicdo: Gradiente exploratério [Coluna C18 analitica (250 x 4,6 mm, 5um, MeOH:H;0 [(5:95) 40
min. (100:0) 10 min. (100:0) 5 mim. (5:95) 10 min.]; Vazdo de 1 mL.min%; V. inj.: 10 pL;
Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.

Com o intuito de isolar os compostos em Tr 16, Tr 22 e Tr 26 min., optou-se

em fracionar FR1.16-17 em coluna aberta com fase estacionaria C18 em gradiente
MeOH:H>0 (de 20 a 100% de MeOH), resultando em 8 subfra¢es. (ESQUEMA 05, p.
53). Apos analise em CLAE-DAD destas subfracdes, FR1.16-17 (3 meio) e FR1.16-17
(3 fim) se destacaram, pois apresentaram 0s compostos Tr 22 min. e Tr 26 min., sendo
Tr 26 majoritario em FR1.16-17 (3 fim) (FIG. 8). Todavia, o isolamento e

caracterizacdo dos compostos alvos passa a ser objeto de futuras pesquisas para o fungo

endofitico Cladosporium flabelliforme (P5), em virtude de dificuldades experimentais.
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FIGURA 8 - Cromatograma obtido das fragfes de FR1.16-17 em meio Minimo de C. flabelliforme
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Cromatogramas: A= 210 nm (Azul), 220 nm (Rosa), 254 nm (Roxo) e 366 nm (vermelho).

Condicdo: Gradiente exploratério [Coluna C18 analitica (250 x 4,6 mm, 5pum, MeOH:H,O [(5:95) 40
min. (100:0) 10 min. (100:0) 5 mim. (5:95) 10 min.]; Vazdo de 1 mL.min%; V. inj.: 10 pL;

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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ESQUEMA 4 - Fracionamento do extrato fangico e das subfracdes reunidas de C. flabelliforme (P5)

Extrato Bruto AcOEt
F svel: Maior escala Fracionamento: Coluna aberta;
ase movel: o (m=392.20mg) Silica C18
+ MeOH:H,O (52:48 V/V) H=15 cm
+ (64:32V/V) _
@=1,1cm
< (79:24V/V)
< (100:0V/V)
FR2 FR3 FR4
(m= 3,60 mg) (m= 2,20 mg) (m= 4,90 mg)
(m= 3F5§918 mg) N N RMN
l‘ g 'H em MeOD 'H em MeOD 'H em MeOD
RMN | Fracionamento: Coluna aberta '
HemMeOD | Silica C18 |
2HSQC : H=15cm :
gHMBC : 0= 1-1 CH’1 :
Noesy 1D : Fase movel: !
Tocsy 1D 1 MeOH:H,0 gradiente (0 a 80% de Metanol (V/V)) 1
B 2 !
19 fracdes
CCDC U AT AT TAT

Silica C18,

Aplicacdo:
Anizaldeido;

10x20 cm; Fase
movel: MeOH:H,0 (40:60 V/V); r—---
solugdo

de

. CLAE-DAD
| Variadas analises

v

v

FR1.2
(m=1 mg)

FR1.3-4
(m=3,1mg)

v

A 4

FR1.13-15
(m= 1,9 mg)

\ A

Reunido das subfra¢des de FR1

FR1.18-19
(m= 1,0 mg)

FR1.1
(m=226,0mg)

FR1.5-7
(m= 2.6 mg)

FR1.8-12
(m= 3,9 mg)

FR1.16-17

(m=18.30mg)

| Fracionamento: Coluna aberta;

FR1.16-17(1)

| mm mm e m e o A ) Silica C18
Fase mé6vel: : I H=20cm
MeOH:H,O (20:80 V/V): (30:70V/V): (40:60V/V); [ 1 @=0,6cm
(50:50V/V) e (100:0 V/V): e
__________________________________ 1
FR1.16-17(2) FR1.16-17(4) FR1.16-17(5)
(m= 1,5 mg) (m= 1,8 mg) (m= 1,4 mg)
A J v
A L FR1.16-17(6)
(m=2.5 mg) FR1.16-17(3 inicio) FR1.16-17(3 fim) (m= 1,4 mg)
(m=1,3mg) (m= 1,4 mg)
h A
FR1.16-17 (3 meio)
(m=1,1 mg)
CLAE-DAD RMN
'H em MeOD

Gradiente exploratério

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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2.12.2 Fracionamento do extrato ACOEt de Microsphaeropsis arundinis (P21),
obtido em BDA

O extrato AcOEt foi analisado por CLAE-DAD, RMN uni e bidimensional
(FIG. 38 a 56 do Anexo) e EM de Alta Resolucdo sob infusdo direta, e revelou a
presenca de um dimero benzolactdnico majoritario (Substancia 1).

A anélise do cromatograma em CLAE-DAD do extrato bruto (FIG. 9)
revelou a presenca de varios picos cromatograficos, destacando Tr 26 min., sobre o qual
poderia ser correlacionado a substancia 1.

FIGURA 9 - Cromatograma do extrato bruto AcOEt de M. arundinis (P21)

Al

I8 P o

e P21-BDA-Triagem (12,51 mg.mL)
2000-Lh3-366nm, dnm P
1754 -
1500 r'd

125

10007

75

500+

AN

T T T
00 25 50 [&] 100 28 B0 175 A0 »E BI TS {1 I VA T 11 s oa0 &5 &0 45 m

Cromatogramas: A= 216 nm (preto), 220 nm (Rosa), 254 nm (Azul) e 366 nm (vermelho).
Condicdo: Gradiente exploratério [Coluna C18 analitica (250 x 4,6 mm, 5um, ACN:H,O [(5:95) 40 min.
(100:0) 10 min. (100:0) 5 mim. (5:95) 10 min.]; Vazdo de 1 mL.min%; V. inj.: 10 pL;

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.

O extrato foi analisado em CCDC com silica de fase normal em diferentes
sistemas eluentes, destacando MeOH:CHClz:Hex (15:35:50 V/V), que revelou vérias
manchas (FIG. 10), e direcionou a separacdo para cromatografia em coluna aberta, com
silica gel de fase normal, no mesmo sistema eluente, sobre o qual se obteve 8 fracdes

(Esquema 2, p. 49).
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FIGURA 10 - CCDC em silica fase normal do extrato bruto AcOEt de M. arundinis (P21)

1 2 3 4 5 6 7

A) revelado em 254 nm; B) em 365 nm; Eluentes: 1) MeOH:CHCI; (10:90 V/V); 2) MeOH:CH.Cl,
(20:80 V/V); 3) MeOH:Et,0O:Hex (10:40:50 V/V); 4) MeOH:AcOEt (15:85 V/V); 5) MeOH:AcOEt:Hex
(15:35:50 V/V); 6) MeOH:CHCl3:Hex (15:35:50 V/V); 7) MeOH:CHCI3:AcOEt:Hex (20:30:25:25 V/V).

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.

Ap0s analise das 8 fracbes em CLAE-DAD, verificou-se que a substancia
de interesse estava presente nas fracGes 1 a 6, sob Tr 24 min. Desta forma, as fracoes
mais purificadas (FR1 e FR2) foram reunidas e subfracionadas em coluna
cromatografica aberta, usando silica de fase reversa C18 e sistema gradiente
MeOH:H-0 (30 a 100% MeOH V/V), resultando em 9 subfragdes (Esquema 5, p. 58).

As subfracbes foram analisadas posteriormente em CLAE-DAD, sendo
verificando que a subfracdo FR 1-2 (5) apresentou o provavel dimero benzolacténico

(substancia 1).



ESQUEMA 5 - Fracionamento das subfragdes reunidas FR 1-2 de M. arundinis (P21)
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Subfracoes reunidas
____________________ FR1-2
. Fase movel: : (w=3059mg) | ..
| MeOH:H,0 (30:70 V/V); : | Fracionamento: Coluna aberta; |
| (50:50 V/V); (60:40 V/V); T | Silica C18 |
1 (65:35V/V): (70:30 V/V); | ! H=20cm !
! (80:20V/V): (90:10V/V), | 1 B=0.8cm !
1 (95:05V/V) e (100:0V/V). 1 ittt
| e e e e 1
v ¥ v ¥

FR1-2(2) FR1-2 (4) FR1-2 (6) FR1-2(8)

(m=0,1 mg) (m=0,1mg) (m=2,5mg) (m=1,4 mg)

4 ] ] ] 4
FR1-2(1) FR1-2(3) FR1-2(5) FR1-2(7) FR1-2(9)
(m=4,5 mg) (m=4,3 mg) (m=3,1mg) (m=0,6 mg) (m=3,3 mg)

]
CLAE-DAD

Gradiente exploratorio [Coluna C18 analitica (250 x 4,6 mm, Sum, ACN:H,0 [(5:95) 40 min.
(100:0) 10 min. (100:0) 5 mim. (5:95) 10 min.]; Vazao de I mL.min"!; V. inj.: 10 uL;

l

RMN

H em MeOD

|

Provaveis compostos

Substancia 1

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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2.12.3 Fracionamento dos extratos ACOEt de Neocosmospora striata (P28)

Os extratos brutos de N. striata (P28), cultivados em BDA e meio minimo
nas etapas de triagem e crescimento em maior escala (Esquema 3, p. 50), foram
analisados em CLAE-DAD, e os cromatogramas revelaram a presenca de diversos
picos, destacando Tr 26, 27, 28, 30, 31, 39, 40, 42 e 43 min. para 0 extrato do meio
BDA e os picosem Tr 8, 13, 26 e 34, 39, 40 e 41 min. para 0 meio minimo (FIG. 11).

O extrato bruto do meio BDA, apds sucessivas analises cromatogréaficas em
CCDC, CLAE-DAD e RMN *H, foi fracionado via CLAE-UV utilizando uma coluna
semi-preparativa C18 em sistema isocratico MeOH:H.O (60:40 V/V) sob vazédo de 4
mL.min?, gerando 8 fraces, sendo a FR4 coletada em trés partes (inicio, meio e fim do
pico cromatografico em Tr 28 min.). Todas essas foram analisadas em método de
gradiente exploratério em CLAE-DAD, e RMN, sendo selecionadas a FR4 e FR6 para
continuidade devido a melhor pureza e maior massa (Esquema 6, p. 61).

Na sequéncia, as trés fracdes de FR4 foram purificadas em coluna
cromatografica aberta, utilizando silica de fase normal e eluente MeOH:CHCls:Hex
(15:35:50 V/V). Nesse processo, foram obtidas 7 subfracdes para cada uma das fracoes
do inicio, meio e fim de FR4 (Esquema 7, p. 62).

A analise de RMN *H de todas subfragGes permitiu identificar um derivado
de neocomosina (Substancia 2) em FR4.meio.2 e FR4.meio.4, além de outro composto
ainda sob elucidacgéo estrutural em FR4.fim.4.

Para FR6, as analises cromatograficas em CLAE-DAD e CCDC sugeriram
um fracionamento em coluna cromatografica aberta com sistema eluente
MeOH:CHCls:Hex (15:35:50 V/V), em silica de fase normal, obtendo-se 9 subfragdes.

Essas subfracBes foram reavaliados em CLAE-DAD e espectroscopia de
RMN H, o que permitiu revelar as fracdes FR 6.1, FR 6.3 e FR 6.5 como diferentes
compostos isolados sob o tempo de retencdo Tr 32 min. (Esquema 8, p. 63). A

elucidacdo das estruturas ainda se encontra sob estudo.



FIGURA 11 - Cromatograma obtido dos extratos AcOEt de N. striata (P28)
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Cromatogramas: A= 2,12, 216 e 2,44 nn (preto), 210 nm (azul e vermelho), 220 nm (marron, rosa e

verde), 254 nm (azul e vermelho) e 366 nm (marron, verde e vermelho). Condicdo: Gradiente

exploratorio [Coluna C18 analitica (250 x 4,6 mm, 5um, MeOH:H,O [(5:95) 40 min. (100:0) 10 min.

(100:0) 5 mim. (5:95) 10 min.]; Vazédo de 1 mL.min; V. inj.: 10 pL;

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.



ESQUEMA 6 - Fracionamento do extrato AcOEt do meio BDA de N. striata (P28)
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Extrato Bruto —AcOEt
Meio BDA

Maior escala
(m=216.10mg)

Fracionamento: CLAE-UV
Coluna: Semipreparativa;

Condicao: Isocratico MeOH:H,O (60:40
V/V) 30 min; Fluxo de 4 mL.min!
Volume de injegdo: 50-150 pL; [amostra]=

20mg.mL-L.
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
FR1 FR3 FRS FR7
Entre picos TR 7 min. TR 12 min. Limpeza MEOH.1
(m= 19,3 mg) (m= 3,8 mg) (n= 2,6 mg) (m= 102.1mg)
v v A 4
FR2 FR4 FR6 FRS
TR 6 min. (TRS8 min.) TR 16 min Limpeza MEOH.2
(m= 3,6 mg) (m=25.41mg) (m= 13,9 mg)
¥ 4
CLAE-DAD
CLAE-DAD (Variadas analises)
(Variadas analises) 1 1
1 RMN RM
RMN RMN 'H com MeOD . N
H com MeOD
1H com MeOD 'H com MeOD gCOsY DEPT-135
DEPT-135 gHSQC CosY
gCOSY HMBC §HSQC
gHSQC NOESY 1d
TOCSY 1d
4 ! v
Inicio Meio Fim
(m= 14,96 mg) (m= 18,34 mg) (m= 9,9 mg)
| | |
CLAE-DAD
(Variadas analises)
RMN RMN RMN
1 com MeOD 'H com MeOD 1] com MeOD
DEPT-135
eCOSY
gHSQC

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.



ESQUEMA 7 - Fracionamento das FracOes de FR4 de N. striata em meio BDA
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Fase movel:

1
1
* MeOH:CHCly:Hex (15:35:50V/V) |
|
1
1

FR4.inicio
(m= 1496 mg)

Fracionamento: Coluna aberta;
Silica de fase normal

1
1
* Hex |
« MeOH J H=20cm
777777777777777777777777777777777777777777777777777777 ! ©=0,5cm
v v ¥ v
FR4.i.1 FR4.i.3 FR4.1.5 FR4.1.7
(m= 1.7 mg) (m= 2,2 mg) (m= 1.9 mg) (=3 mg)
FR4.i.2 FR4.i.4 FR4.i.6
(1,7 mg) (n= 1.6 mg) (m=1,5mg)
RMN
'H com MeOD

FR4.meio
(m=18.4 mg)

Fase movel: : 1 Fracionamento: Coluna aberta;
* MeOH:CHCly:Hex (15:35:50V/) | | Silica de fase normal
+ Hex : ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, : H=20cm
* MeOH ! 1 ©=05cm
FR4.m.1 FR4.m.3 FR4.m.5 FR4.m.7
(m=1 mg) (in= 2,3 mg) (m= 4 mg) (m= 1,7 mg)
FR4.m.2 FR4.m.4 FR4.m.6 ;
(2.9 mg) (m= 2.6 mg) (n=1,9mg) RMN
'H com MeOD
v v
RMN RMN
'H com MeOD 'H com MeOD

Substincia 2 — Tr 28 min.

Substincia 2 —Tr 28 min.

Composto sob avaliacio em Tr28 min.

FR4.fim
(m= 9.9 mg)
Fase movel: | : _l-:r;c_i(;n_a;n_e;t_o_: E;ﬂu_m_ a_b;;a_: -
* MeOH:CHCly:Hex (15:35:50V/V) 'L 77777777777777777777777 | Silica de fase normal
v Hex A I ! H=20em
« MeOH : : 9=0,5cm
\4 v v \
FR4.1.1 FR4.1.3 FR4.i.5 FR4.i.7
(n= 1.6 1mg) (= 1,2 mg) (n=1,2mg) (m= 1,7 mg)
FR4.f.4
FR4.f.2 (m= 1.8 mg) F_R4.f.6 RBtN
(1.3 mg) * (m= 1.4 me) ' com MeOD
v RMN
RMN 'H com MeOD e Clorofom-d
'H com MeOD

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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ESQUEMA 8 - Fracionamento da Fragdo FR6 de N. striata em meio BDA

Fracao
FR6

Fase movel: (m= 25,41 mg)

1 1

1 1

: « MeOH:CHClz:Hex (15:35:50V/V) :

: * MeOH :

i Hex 1

1+ CHCL R R [T T oo s

VLl _______ H . Fracionamento: Coluna aberta; 1
! Silica fase normal H
! H=25cm H
1 ©=0,21cm !
e e e e e e e e e e e e e e e e e 1

v v ¥ ¥
FR6.2 FRG6.4 FR6.6 FR6.8
(m=2.3 mg) (m=2.5 mg) (m= 2.7 mg) (m= 2.8 mg)
L 4 R 4 - R 4
FReé6.1 FR6.3 FR6.5 FRe6.7 FR6.9
(m= 2.3 mg) (m= 3.2 mg) (m=2.7 mg) (m= 2.3 mg) (m=2.3 mg)
I & L 2 &
CLAE-DAD
(Variadas analises)

! |

RMN RMN

'H com MeOD 'H com MeOD v
Composto sob avaliacio Composto sob avaliacio RMN

'H com MeOD

RMN
'H com MeOD
Composto sob avaliacio

Fonte: llustragdo criada pelo autor, 2020.

No extrato AcCOEt do meio minimo, optou-se pelo fracionamento em
CLAE-UV utilizando uma coluna semi-preparativa em sistema isocratico MeOH:H.0
(60:40 V/V) sob vazéo de 4 mL.min?, resultando em 4 fragOes, sendo FR2 coletada em
trés partes (inicio, meio e fim do pico cromatografico) (Esquema 9, p. 64).

A andlise de todas as fracbes em CLAE-DAD permitiu observar uma
substancia majoritaria em Tr 26 min., para as trés partes de FR2. Assim, FR2.(inicio),
FR2.(meio) e FR2.(fim) foram submetidas a fracionamento em coluna aberta utilizando
silica de fase normal, eluida com MeOH:CHClz:Hex (15:35:50 V/V) (Esquema 10,
p.65). Posteriormente, suas subfracbes foram purificadas em CLAE-DAD sob sistema
isocratico MeOH:H;0 (60:40 V/V), coluna semi-preparativa com vazéo de 3 mL.min,
permitindo isolar a substancia em Tr 26 min. nas trés fracdes, e identifica-las como
substancia 3. As subfracBes contendo a substancia 3 foram reunidas e submetidas as

andlises espectroscépicas de RMN (FIG. 70 ao 83 do Anexo).



ESQUEMA 9 - Fracionamento do extrato de N. striata (P28) em meio minimo
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Extrato Bruto — AcOEt
Meio minimo

Maior escala

(= 168,63 mg)

Fracionamento: CLAE-UV
Coluna: Semipreparativa;
Condicao: Isocritico MeOH:H,O
(60:40 V/V) 30 min.; Fluxo de 4
mL.min!; Volume de injecdo: 30-
250 pL; [amostra]= 20 mg.mL-L.

FR1

Entre picos

(m=47.5 mg)

FR2 FR3 FR4
(TR7 min.) Limpeza MeOH. 1 Limpeza MeOH.2
(m= 5.9 mg) (m= 55,2 mg)
v ] v
Meio Fim

Inicio
(m= 18.8 mg)

(m= 10,6 mg)

(m= 15,3 mg)

!

b

(Variadas analises)

CLAE-DAD

RMN
'H em MeOD

A 4

RMN

'H em MeOD
gCOSY
gHSQC
gHMBC
HOMODEC 1D
TOCSY 1D
NOESY 1D

Y

RMN

'H em MeOD
gCOSY
gHISQC
¢HMBC
TOCSY 1D
NOESY 1D

A 4

RMN
'H em MeOD

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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ESQUEMA 10 - Fracionamento das fracdes FR2 de N. striata (P28) em meio minimo

FR2.
(m= 18,8 mg)

inicio

Fase movel: i
MeOH:CHCly:Hex (15:35:50V/V) r—-mmmmmmmees
MeOH '

Fracionamento: Coluna aberta;
Silica de fase normal

FR2.i.1 FR2.i.2

77777777777777777777777777777 H=20cm
! ©=10,5cm
¥ v
FR2.i.3 FR2.i4
(m= 2,2 mg) (m= 1,5 mg)

(m= 1.9 mg) (1.5mg)

| Purificacio: CLAE-UV !
| Coluna: Semipreparativa;

| Condigao: Isocritico MeOH:H,O (60:40
'V/V) 30 min:; Fluxo de 3 mL.min’
! Volume de injecdo: 50-150 uL: [amostra]=
| 20mg.mLL.

FR2.i.3-4
(m=3 mg)

CLAE-DAD

Substéincia 03 — Tr 26 min.

FR2.meio
(m= 10,6 mg)

Volume de injegdo: 50-150 pL; [amostra]=

1
1
V/V) 30 min; Fluxo de 3 mL.min’! .
1
1
20mg.mLL. !

(m= 10,3 mg)

------------------------- ' e
i Fase movel: ! X F’t'f.lciunamento: Coluna aberta; !
!+ MeOH:CHCl;Hex (1535:50V/V) | , Silica de fase normal !
I+ Hex 1 1 H=20¢m 1
e 1 1
|+ MeOH ! ! ©=0.5cm ,
S L [ B R R e G s 1
v 1 ¥
FR2.m.1 FR2.m.2 FR2.m.3
(m=2.5 mg) (= 4,34 mg) (m=2,7 mg)
____________________________ RMN RMN
1
| Purificacdo: CLAE-UV ! 'H com MeOD 'H com MeOD
: Coluna: Semipreparativa; 1
| Condigao: Isocratico MeOH:H,O (60:40 L
' V/V) 30 min; Fluxo de 3 mL.min?! |
| Volume de injecdo: 50-150 pL; [amostra]= : RMN
| © lnjeg ~ . FR2.m.2-3 :
1 20mg.mL-L. ! = fr— H com MeOD
el : (= 6,3 mg) Substéincia 03 — Tr 26 min.
FR2.fim
(m= 15,3 mg)
f e )
P iuiniaieiie ettt 1 Fracionamento: Coluna aberta; !
' Fase mével: I ! Silica de fase normal !
L MeOH:CHCly:Hex (15:35:50V/V) prmmmmmeemmemennea ! H=20cm |
i » MeOH N 1 ©=0,5cm '
_________________________ s | e e mmmemmm—— -
. ' |/
FR2.f.1 FR2.1.2 FR2.£.3
(m=2.2mg) (9.5 mg) (m=2 mg)
____________________________ :
| Purificagio: CLAE-UV : |_I_|
| Coluna: Semipreparativa; L
| Condigdo: Isocratico MeOH:H,O (60:40
! FR2.m.2-3 CLAE-DAD
1
1
1

Substiancia 03 — Tr 26 min.

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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Capitulo HI

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Triagem bioldgica
3.1.1 Deteccao da atividade antimicrobiana contra patégenos humanos

Apos a interpretacdo da metodologia de Matsuura (2004) e da execucdo de
uma nova metodologia adaptada, verificou-se que dos 58 fungos endofiticos diferentes,
14 ndo foram viaveis na etapa de reativacdo (Tabelas de 9 a 12 - Anexo). Assim, 44
(100%) foram avaliados quanto aos seus respectivos halos de inibicdo e suas
correspondentes semi-quantificacOes, e destes, 36 (81,8%) apresentaram inibicdo frente
a um ou mais patégenos, conforme se vé na figura 12.

Nesta avaliacdo, foram observadas as ocorréncias e frequéncias das atividades
antimicrobianas entre fungos endofiticos e patdogenos humanos. Assim, foram obtidos
0s seguintes resultados para as bactérias patogénicas: 61,4% de inibicdo frente a
Estaphylococcus aureus, sendo 6,8% categorizada com baixa inibicdo, 11,4% com
moderada e 43,2% alta inibicéo.

Para Escherichia coli, 25,0% de inibicao, sendo 9,1% baixa, 4,5% moderada e
11,4% alta acdo antimicrobiana. Ja para Klebsiella pneumoniae, verificou-se como a de
menor porcentual de inibi¢do, com apenas 15,9%, categorizado com 9,1% baixa, 4,5%,
moderada e 2,3% alta.

Pseudonomas aeruginosa, se destacou com 45,5% dos fungos, onde 6,8%
apresentaram baixa inibicdo, 11,4% moderada e 27,3% alta. Por fim, o maior porcentual
de inibicdo foi encontrado para Enterococcus faecalis com 63,6%. Destes, 15,9%

apresentou baixa, 22,7% moderada e 25,0% alta capacidade inibitéria.
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FIGURA 12 - Demonstracdo percentual das ocorréncias antimicrobiana frente aos patdgenos humanos
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(A) patégeno Staphylococcus aureus; (B) patégeno Escherichia coli; (C) patégeno Klebsiella
pneumoniag; (D) patégeno Pseudonomas aeruginosa; (E) patégeno Enterococcus faecalis; (F) patégeno
Candida albicans; (G) patdgeno Candida glabrata; (H) patégeno Candida krusei; (I) patégeno Candida

tropicalis; (J) patégeno Candida parapsilosis; (+) Didmetro do halo de inibi¢do entre 7 a 10 mm; (++)
Diametro do halo de inibicdo entre 11 a 14 mm; (+++) Didmetro do halo de inibi¢do superior a 14 mm;

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

Quanto as leveduras avaliadas, Candida albicans e C. tropicalis foram inibidas
por 25,0% dos fungos endofiticos, cada uma. Destes, 11,4% e 13,6% com baixa
inibicdo, 6,8% moderada, e 6,8% e 4,6%, alta atividade inibitdria, respectivamente.

Ja Candida glabrata e C, krusei, apresentaram 0S mesmo porcentuais de
inibicdo, com 27,3% cada. Dentre estes, 13,6% e 15,9% de baixa inibicdo, 4,5%
moderada, e 9,1% e 6,8%, alta inibi¢do, respectivamente. Por fim, 34,1% dos fungos
inibiram Candida parapsilosis, sendo 15,4% com baixo poder inibitorio, 2,3%
moderado, e 20,5% alto.

Nesse sentido, embora os dados obtidos tenham gerado bons resultados para a
categorizacdo da inibicdo, o método de avaliacdo e caracterizacdo aplicado por
Matsuura (2004) precisou ser complementado com analises multivariadas para a selecdo
dos enddéfitos mais promissores, devido a grande quantidade de microrganismos

testados pela técnica.
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3.1.2 Analise estatistica

3.1.2.1 Anélise de agrupamento

Com o objetivo de simplificar a escolha dos melhores endofitos para a
bioprospeccdo, os dados obtidos na Tabela 9 do Anexo foram submetidos & analise
multivariada de componentes principal (PCA), discriminantes e de cluster, a fim de
compreender quais grupos de variaveis contribuiram para a formagdo dos grupos de
fungos endofiticos e suas categorias de atividade antimicrobiana.

As categorias foram estabelecidas como aquelas que possuem: alta area
inibitoria (AAI), moderada area inibitoria (MAI) e baixa area inibitoria (BAI). Ainda
sobre essas analises, 0os dados obtidos para as bactérias e candidas foram tabulados
separadamente, excluindo-se 10 (22,72%) e 28 (63,64%) fungos endofiticos para as
analises contra bactérias e candidas patogénicas, respectivamente. Tais exclusdes
ocorreram para permitir maior precisdo na formacdo dos grupos, uma vez que esses
endofitos ndo apresentaram atividade antimicrobiana para um ou outro patdgeno
humano testado, conforme os critérios estabelecidos pelas Tabelas 8 a 11 do Anexo.

O primeiro grupo (Alta Area de Inibicdo - AAI), o segundo (Média Area de
Inibicdo - MAI) e o terceiro (Baixa Area Inibitoria - BAI), geraram conjuntos com 3
(6,8%), 10 (22,7%) e 21 (47,7%) endofitos frente as bactérias patogénicas,
respectivamente (FIG. 13).

Sob essa analise, calculou-se para as variaveis das bactérias patogénicas um
percentual da linha de corte de aproximadamente 70%, bem como, as similaridades
entre as variaveis sob um coeficiente acumulado de 69,45% contendo os valores da
analise descritiva das similaridades de 5,79 mm, 24,38 mm, 39,51 mm, 41,02 mm,
52,48 mm e 97,78 mm para 0 minimo, primeiro quartil, mediana, média, terceiro quartil
e maximo, respectivamente.

A partir dessas andlises, pode-se verificar que os fungos endofiticos
Microsphaeropsis arundinis (P21), Talaromyces varreculosus (P24) e Gongronella
butleri (P48) apresentaram as melhores atividades antibacterianas potenciais, frente aos

patdgenos avaliados.
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FIGURA 13 - Dendrograma com analise de agrupamento hierarquico formando os grupos de fungos
enddfitos que apresentaram agdo antimicrobiana frente as bactérias patogénicas (BAI; e AAI)
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Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

Frente as candidas patogénicas, foram obtidos 0s seguintes agrupamentos de
fungos endofiticos: 5 com AAI (11,4%) 1 com MAI (2,3%) e 10 com BAI (22,7%),
(FIG. 14).

Para as varidveis das candidas patogénicas, o célculo de similaridade
revelou uma linha de corte proximo de 65%, coeficiente acumulado de 62,55%, além de
uma analise descritiva demonstrando os valores para um minimo de 12,36 mm, primeiro
quartil com 21,63 mm, mediana de 41,45 mm, média 40,37 mm, terceiro quartil com
50,48 mm e valor maximo de 85,25 mm.

Sob esse aspecto, observou-se que os endofitos Microsphaeropsis arundinis
(P21), Neocosmospora strita (P28), Penicillim javanicum (P70), Cladosporium
flabeliforme (P5) e o fungo nédo identificado (P4) promoveram os melhores resultados

antifangicos contra os fungos leveduriformes patogénicos.
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FIGURA 14 - Dendrograma com analise de agrupamento hierarquico formando os grupos de fungos
endofitos que apresentaram acdo antimicrobiana frente as candidas patogénicas (BAI; e )
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Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

As similaridades entre os grupos de fungos endofiticos para o plano
cartesiano do dendograma de Cluster, se deram pela relacéo entre as maiores e menores
médias, sendo calculadas as variaveis dos tratamentos para demonstracdo dos eixos
horizontais (fungos endofiticos) e verticais (distancia Euclidiana). O eixo horizontal
demonstra uma dinamica seguindo da maior para a menor média das variaveis entre os
fungos, sob o sentido contrario ao eixo, ou seja, do lado direito para o esquerdo. J& no
eixo vertical, essa dindmica segue da menor para a maior das médias dos fungos
endofiticos, no sentido de cima para baixo.

Portanto, foi possivel com esta analise separar os grupos de fungos
endofiticos em categorias e em ordem de importancia, bem como identificar os mais

promissores para a prospeccdo de seus metabolitos secundarios.

3.1.2.2 Andlise de correlacdo entre as variaveis

Apos a tabulagdo dos dados, a analise de correlacéo entre as variaveis, tanto
para as bactérias quanto para as candidas, revelou uma alta percentagem de correlagédo

positiva (acima de 60%), isso demonstra a intensidade nas similaridades entre as
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correlagdes DI (Diametro do halo de inibicéo), DM (Diédmetro do crescimento micelial)
e El (Evolucdo da inibicdo) para os fungos endofiticos avaliados.

Nesse sentido, observou-se que as melhores correlagdes positivas
encontradas entre as variaveis das bactérias patogénicas (FIG. 15), foram adquiridas
entre as correlacbes de EA DM versus PA DI (51,07%) e PA_DM (60,91%). De
EC DI contra KP_DI (52%) e KP_EI (64,08%), além das correlacbes em EC_DM
versus KP_DM (62,12%), KP_EI (59,45%) e PA_DM (60,77%). Outras correlagdes
positivas foram identificadas entre EC_EI, KP_DI (50,45%) e KP_EI (63,01%). Para as
correlacbes negativas destacaram-se apenas as correlagbes em EF DI x EA El (-
10,13%) e EF_DM x EA_EI. (15,98%).

Sobre essa analise, verifica-se também que todas as variaveis obtidas para as
bactérias patogénicas apresentaram uma moderada (60%) correlacdo entre si, iSso
demonstra que as similaridades entre os valores escalonados antimicrobianos, a partir
da interseccdo entre suas variaveis, aponta para um maior grau de aproximagao entre 0s
fungos enddfitos e os grupos formados por eles nos agrupamentos bacterianos
patogénicos.

Por outro lado, quando analisadas as correlacGes entre as variaveis para as
candidas patogénicas (FIG. 16), as maiores correlacbes positivas foram encontradas
entre as variaveis CA DI versus CG_DM (69,76%), CK DM (77,75%), CK El
(68,38%), CT_DI (93,29%), CT_DM (84,24), CT_EI (80,61%), CT_EI (80,61%),
CP_DI (60%) e CP_DM (80,27%). Outras variaveis correlacionadas foram entre
CA_DM frente a CG_DM (85,59%), CK_DI (87,99%), CK_DM (91,33%), CK_EI
(65,31%), CT_DI (84,19%), CT_DM (97,86%) e CP_DM (96,53), além das correlacbes
de CA-El versus CT_DI (85,01%), CT_DM (60,49%) e CT_EI (89,45%).

Foram observadas também as correlacdes da variavel CK_DI contra CT_DI
(68,21), CT_DM (83,85%) e CP_DM (80,68%), enquanto que na variadvel CK_DM as
correlacdes positivas ocorreram em CT_DI (60,81%), CT_DM (86,50%) e CP_DM
(62,71%).
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FIGURA 15 - Corrplot da matriz de correlagdo entre as multiplas variaveis para as bactérias patogénicas
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Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.
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FIGURA 16 - Corrplot da matriz de correlagdo entre as multiplas variaveis para as candidas patogénicas
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Por ultimo, observaram-se também as correlacbes positivas de CT_DI a
CP_DI (63,49%) e a CT_DM (79,41%), além das correlacBes de CK_EI versus CT_DM
(62,71%) e CT_DM versus CP_DM (95,76%). Em contra partida, foi observada uma
baixa correlacdo negativa entre as variaveis CG_EI versus CT_EI (-6,15%) e CP_EI
contra CG_ElI (6,14%) e CK_DM (-9,86%).

Essa andlise revelou que uma parte significativa das variaveis das leveduras
apresenta 6timas correlacdes entre si. 1sso demonstra que a similaridade entre estas é
alta, evidenciando a consisténcia na formacéo dos grupos de fungos endofiticos gerados
no teste agrupamento hierarquico.

Por fim, as similaridades baixas obtidas a partir das correlagdes negativas
em ambos 0s casos, permitiram observar quais variaveis ndo estdo intimamente
correlacionadas na formacdo dos grupos de endofitos. Além disso, as analises de
correlagdes sugerem que todas as variaveis em seus respectivos dados antimicrobianos,
estdo amplamente relacionadas, pois evidenciam como a disposicéo e a organizacao dos

fungos endofiticos sdo estabelecidos no sistema de agrupamento hierarquizado.

3.1.2.3 Analise discriminante das variaveis

Na andlise discriminante realizada frente as bactérias e fungos
leveduriformes, foi possivel determinar a acuracia do método como sendo 1 e 0,9375,
respectivamente, ou seja, a probabilidade da precisdo dos resultados foi altamente
significativa, uma vez que o P-valor foi de 0,00002882 e 0,005746, entre bactérias e
candidas, respectivamente. Esses resultados indicam a presenca de diferenca
significativa entre as variaveis que proporcionam a formacdo dos grupos de endéfitos
que apresentaram atividade antimicrobiana. O indice Kappa foi também consideravel
com valores de 1,00 (bactérias) e 0,8849 (candidas). Nesse caso, como sdo 3 grupos
com 15 variaveis, tém-se entdo, 2 variaveis estratificadas, sendo revelado LD1
(61,58%), LD2 (38,42%) para bactérias e LD1 (91,47%), LD2 (8,53%) para candidas,

conforme se observa nas figuras 17 e 18.
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FIGURA 17 - Plot das densidades empiricas estimadas para as duas variaveis estratificadas dos 3 grupos
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Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

FIGURA 18 - Plot das densidades empiricas estimadas para as duas variaveis estratificadas dos 3 grupos
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Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.



76

Sobre esse aspecto, a influéncia das variaveis para os patdgenos pode ser
compreendida melhor através de um grafico de dispersdo conjuntamente com as
correlagdes entre as variaveis originais que sdo representadas por vetores categorizados,
conforme sua contribuicdo em um eixo adicional.

Nessas situacdes, as categorias AlA, MAI e BAI estdo distribuidas no plano
cartesiano do gréfico, formando agrupamentos separados no espago por critérios
estatisticos que permitem averiguar o grau de reprodutibilidades dos dados

antimicrobianos.

3.1.2.4 Analise de componente principal

Neste caso, € possivel observar que as variaveis vetorizadas estdo agrupadas
no primeiro e segundo quadrante, onde, no plano bidimensional, se verifica a presenca
dos grupos AAI e MAI localizados na direcdo das variaveis com vetores de média
maiores entre o primeiro e 0 segundo quadrante. Ja no grupo BAI verifica-se a sua
dispersdo sobre todos os quadrantes.

Para tal efeito, observaram-se entre as variaveis das bactérias patogénicas,
os autovalores percentuais para as dimensdes Diml (43,2%) e Dim2 (16,9%), com a
relacdo dos vetores e sua contribuicdo para as variaveis resumidas mais significativas,
sendo nesse caso, a formacdo do componente principal 1 (EC_DI; EC_DM; EC_El;
KP_DI; KP_DM; KP_EI; PA DI; PA DM e PA_EI) e o componente principal 2
(EF_DI; EF_DM; e EF_EI).

As analises das PCA’s revelaram que as variaveis descriminadas acima,
indicam que os dados obtidos para os patdgenos Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudonomas aeruginosa e Enterococcus faecalis contribuiram
consideravelmente para a composicdo, formacdo e distribuicdo dos grupos
categorizados em AIA, BAI e MAI, conforme a FIG. 19.
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FIGURA 19 - Biplot demonstrando a analise de componente principal com as multiplas variaveis para
os 3 diferentes grupos categorizados de fungos endofiticos contra as bactérias patogénicas
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Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

Entretanto, ao se avaliar a influéncia das variaveis para as Candidas,
observou-se que as varidveis vetorizadas na analise estdo dispostas também entre o
primeiro e o segundo quadrante, no qual observa-se majoritariamente o grupo AAIl. O
grupo MAI se concentra somente no quarto quadrante, enquanto o grupo BAI, nos
quadrantes terceiro e quarto do plano bidimensional da PCA. Neste caso, observaram-se
autovalores percentuais para as dimensdes Diml (59,9%) e Dim2 (16,3%) com a
relacdo dos vetores e sua contribuicdo para as variaveis resumidas mais significativas
para a formacdo do componente principal 1 (CA DI; CA DM; CA_EIl; CG_DM;
CK_DI; CK_DM; CK_EIl; CT_DI; CT_DM e CP_DM) e o componente principal 2
(CP_EI; CP_DI; CT_EI; CG_El e CG_DI).

Nesse aspecto, as PCA’s identificaram nas varidveis das cindidass, aquelas
que mais contribuiram para a composicdo, formagdo e distribuicdo dos grupos
categorizados em AlA, BAI e MAI, conforme a FIG. 20.
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FIGURA 20 - Biplot demonstrando a analise de componente principal com as multiplas variaveis para
os 3 diferentes grupos categorizados de fungos endofiticos contra as candidas patogénicas
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Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

ApoOs as analises estatisticas, foi possivel identificar através das
similaridades entre as variaveis e das componentes geradas, 0s fungos endofiticos mais
promissores para a prospeccdo dos compostos com atividades antibacterianas e
antifangicas. Assim, destacaram-se o0s enddfitos Cladosporium flabeliforme (P5),
Microsphaeropsis arundinis (P21), Talaromyces varreculosus (P24), Neocosmospora
strita (P28), Gongronella butleri (P48) e Penicillim javanicum (P70), com os melhores
resultados na acdo antimicrobiana frente aos 10 patégenos humanos.

Todavia, para a continuidade do trabalho, foi possivel selecionar apenas os
endofitos P5, P21, P28 e P48, uma vez que os fungos P24 e P70 apresentaram
problemas de crescimento na etapa de reativacdo. Desta forma, em substituicdo, trés
outros fungos P9 (Fusarium proliferatum), P59 (Fusarium succisae) e P61 (Fusarium
oxysporum) foram também selecionados para a continuidade da pesquisa, mesmo ndo

apresentando os melhores resultados de acdo inibitoria nas anélises estatisticas.
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3.2 Deteccdo da atividade antimicrobiana contra os fitopatdégenos

Foram realizados os testes de atividade antimicrobiana de cultura pareada, de
forma qualitativa, confrontando os fungos endofiticos selecionados contra o
fitopatdgeno Corynespora cassicola, para identificar os endo6fitos com produgdo de
possiveis compostos bioativos, e posteriormente proceder o isolamento e caracterizacao
destas substancias (FIG. 21).

FIGURA 21 - llustracdo dos testes da atividade antimicrobiana frente ao fitopatdgeno

Cc: Fitopatogeno Corynespora cassicola; P5: enddfito Cladosporium flabelliforme; P9: enddfito
Fusarium proliferatum; P21: enddfito Microsphaeropsis arundinis; P28: endéfito Neocosmospora
striata; P59: enddfito Fusarium succisae e P61: enddfito Fusarium oxysporum.

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2019.
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Nesse teste inicial, todos os 6 endofitos selecionados apresentaram atividade
antimicrobiana contra Corynespora cassicola, quando colocados sob competi¢cdo apds
20 dias de crescimento, destacando-se os fungos endofiticos P5, P21, P59 e P61.

3.3 Determinacéo estrutural das substancias isoladas
3.3.1 Substéncia 01: isolada do enddfito Microsphaeropsis arundinis (P21)

A analise do espectro RMN *H (600 MHz/CD3sOD, FIG. 32 - Anexo) do
extrato bruto AcOEt apresentou um composto majoritério, evidenciado por 2 sinais em
51,50 (d, %J = 6,84 Hz, 3H) e 51,51 (d, 3J = 6,25 Hz, 3H) na regido de hidrogénios
alifaticos, acoplados em 3J aos sinais em 84,45 (ql, 3J = 7,02 Hz, 1H) ¢ 6 4,23 (ql, 3J =
7,44 Hz, 1H), respectivamente. O espectro também evidenciou 6 singletos metilicos,
com integral proporcional, em 62,11 (s, 3H), 62,18 (s, 3H), 62,20 (s, 3H), 62,22 (s, 3H),
82,23 (s, 3H) e 62,30 (s, 3H), associados a sistemas aromaticos (Tabela 6, p. 87). No
entanto, a realizacdo do segundo experimento de RMN H com maior massa de extrato,
no mesmo solvente (FIG. 33, Anexo), evidenciou apenas trés metilas aromaticas com a
mesma proporcdo, em 62,11 (s, 3H), 62,20 (s, 3H) e 62,23 (s, 3H), e um Unico dubleto
em 81,51 (d, 3 = 6,25 Hz, 3H). Esta evidéncia, somada aos experimentos
complementares descritos abaixo, permitiu a sugestdo de um sistema dimérico com duas
benzolactonas (FIG. 22).

FIGURA 22 - Proposta para a estrutura molecular da Substancia 1

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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No espectro de RMN DEPT-135 (150 MHz/CD30D, FIG. 36 - Anexo),
foram registrados 10 sinais de carbonos, sendo dois quaternarios (6122,99 e 6126,13),
quatro metilicos (510,96, 515,00, 15,96 e §16,05), um sp® (541,87) e trés oxigenados
(6137,33, 6142,06 e 6173,02), atribuidos as posi¢des conforme Tabela 6.

A anélise do mapa de contorno gHSQC revelou 7 carbonos em 310,96,
015,00, 815,70 615,96, 816,05, 516,20, ¢ 641,87 correlacionados diretamente aos
hidrogénios 62,18, 62,11, 62,23, 62,20, 61,51, 61,50 e 64,45, respectivamente (FIG. 38 e
39).

Na anélise em gHMBC foi possivel visualizar a relagdo entre os hidrogénios
e seus respectivos carbonos a 3J, sendo H9’ (81,50) com 841,87, §137,33 e §173,02
ppm; H10” (62,11) com 6126,60; 6137,40 e 6142,40 ppm; H12’ (62,23) com 6122,90,
8136,60 e 6142,20 ppm; e H11 (52,18) com 6122,90, 6136,60, 6142,20 e 156,90 ppm;
(FIG. 42 e 43).

Com o intuito de determinar a posicdo dos hidrogénios metilicos, foram
feitas andlises utilizando a técnica NOESY 1D, com irradiacdo seletiva nos hidrogénios
82,11, 62,18, 62,23 e 62,30. A irradiacdo em H10’ (62,11) revelou suas correlacGes
espaciais com os hidrogénios H9’ (61,50) e H2’ (84.,45), enquanto que de H12’ (62,23)
evidenciou com H9’ (61,50) e H10* (62,11). J& os hidrogénios H11 (562,18) e H12

(62,30) ndo apresentaram efeito NOE visivel para esse experimento (FIG. 23 e 51).
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FIGURA 23 - Correlagdes em Noesy 1D (CD3;OD) para a proposta da Substancia 1

O Noesy 1D em 2,11 ppm
O Noesy 1D em 2,23 ppm

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.

Entretanto, a freqliente atenuacdo e intensificacdo dos sinais dos singletos
metilicos, em H11 (52,18), H11’ (862,20) e H12 (62,30) (Tabela 6, FIG. 32 e 33 -
Anexo), bem como em H10’ (81,94), H11’ (82,16), H10 (62,02) e H9 (61,42 ppm)
observados a cada novo espectro RMN !H obtido (Tabela 7, FIG 34 e 35 — Anexo),
sugeriu a estrutura do dimero com aneis benzolactonicos, onde a rotacdo entre as
ligacGes C-5 e C-5’, possa ter causado um provavel efeito anisotropico, fazendo com
que as metilas apresentassem um comportamento diferenciado sob acdo do campo
magnético.

Outro fator ainda ndo esclarecido na rotacdo das ligacdes se refere a
influéncia da presenca ou auséncia de um oxigénio entre C5 e C5’, que poderia causar a
mudanca de angulo e distancia entre os anéis. Todavia, as analises uni e bidimensionais
de RMN !H e 13C n3o elucidaram essas duas hipdteses, uma vez que ndo evidenciaram
os sinais de deslocamentos quimicos para estes carbonos.

No intuito de corroborar com a evidéncia anisotrépica da substancia 1, o
mesmo extrato bruto AcCOET foi analisado em piridina deuterada, utilizando os mesmos

parametros espectroscopicos anteriores, cujos dados sdo observados na Tabela 7.
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Neste caso, o espectro RMN tH (600 MHz/Pyr-D5, FIG. 34) evidenciou 2
sinais em 81,42 (d, 3J =7,38 Hz, 3H) e 81,96 (d, 3J = 7,02 Hz, 3H) na regido de
hidrogénios alifaticos, acoplados em gCOSY (FIG. 48) aos sinais 84,29 (q, 3J = 7,44
Hz, 1H) e 84,35 (q, 3J = 7,02 Hz, 1H), respectivamente. O espectro também evidenciou
os singletos metilicos integrados para 3 Hs e também associados aos anéis aromaticas
em 61,96 (s), 62,02 (s), 62,03 (s), 82,16 (s), 62,28 (s) ¢ 62,30 (s) (Tabela 7, p. 88). J& no
espectro da FIG. 35, é possivel observar a redugdo do nimero de sinais das metilas,
assim como ocorreu com 0s experimentos realizados em CD30D.

Nesse sentido, nas analises de RMN *H (600 MHz/Pyr-D5), verificou-se o
mesmo fendmeno de intensificagdo e diminuicdo dos singletos metilicos, em 61,96
(H9%), 62,02 (H11’) e 62,16 (H10) ppm, reforcando a hipotese da ocorréncia do efeito
anisotrépico provocado pela rotacdo entre as ligagdes dos carbonos C-5 e C-5°.

O bidimensional gCOSY apresentou as correlagcdes entre os hidrogénios H2’
(84,35) e H9 (51,42 ppm); H11 (82,28) e H12 (82,03 ppm); H2’ (84,29) com H9’ (51,96
ppm) e H10’ (81,94); e H10” (61,94) com H2’ (64,29) e H11’ (52,28 ppm) (FIG. 24, e
48 a 50 - Anexo).

O experimento DEPT-135 (150 MHz/Pyr-D5) revelou 17 sinais, sendo 3
carbonos metilicos (611,62; 612,42; 813,98; 616,42; 616,90 ¢ 617,65 ppm), 2 metinicos
(838,69 e 642,69 ppm), um quaternario (6126,91 ppm), 5 oxigenados (6139,34, 6141,49,
8157,97, 6175,84 e 6177,55 ppm) e dois carbonos ndo pertencente a molécula (FIG. 37).

Em gHSQC foram revelados 9 carbonos hidrogenados a J, sendo: H9
(61,42) com 638,60 ppm, H11’ (82,02) com 613,98 ppm, H11 (52,28) com 617,16 ppm,
H2 (65,35) com 638,69 ppm, H9’ (61,96) com 615,65 ppm, H10” (61,94) com 611,62
ppm, H10 (82,16) com 616,42 ppm e H12’ (62,30) com 12,42 ppm (FIG. 40 e 41).

Na analise em gHMBC, foram visualizadas as relacdes entre 0s hidrogénios
e seus carbonos a 3J, sendo H9 (51,42) com 638,08 e §135,80 ppm, H10* (51,94) com
0124,10 e 6135,80 ppm; H9’ (61,96) com 642,69, 139,34 e 6175,84 ppm; H12 (562,03)
com $115,80, 6122,70, 126,21 e 5141,49 ppm; H10 (62,16) com 8123,60 e $157,97
ppm; H11 (82,28) com 126,21 e $139,34 ppm; e H12’ (82,30) com 8109,30, 5115,8,
5122,90, 6141,49, 6157,97 e 8175,84 ppm (FIG. 44 a 47).

Nesse sentido, para averiguar a posi¢do espacial dos hidrogénios metilicos,

foram realizadas as téecnicas NOESY e TOCSY 1D com irradiacdes seletivas (FIG. 24).



84

Os experimentos de NOESY 1D (FIG. 52) revelaram a interacéo espacial de
81,96 (H9’) com os hidrogénios 62,30 (H12’) e 62,03 (H11), entre 62,28 (H11) com
82,30 (H12’) e 82,03 (H12), e entre 52,30 (H12’) com 51,96 (H9’) e 52,28 (H11).

O experimento TOCSY 1D (FIG. 53 — Anexo) possibilitou a identificacio
do mesmo sistema de spins entre 81,96 (H9’) e 61,94 (H10’), 62,28 (H11) e 2,30
(H12?).

FIGURA 24 - Principais correla¢des observada em RMN — 2D para substéncia 1

@ COSY
@ NOESY 1D
@ TOCSY 1D

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.

A anélise de massas de alta resolucéo sob infusdo direta nos modos positivo
e negativo com a técnica EM-ES MS/MS a 70 V para o extrato bruto AcOEt,
apresentou varios picos, destacando-se 0s picos bases em m/z 265,1078 (100%) e m/z
221,1132 (100%) para os modos positivos e negativos, respectivamente (FIG. 54 a 57).

Os espectros iniciais (MS1) ndo revelaram os sinais dos possiveis ions
quasi-moleculares para as duas provaveis propostas para a substdncia 01, m/z 394
(molécula com ligagdes C5-O-C5’) e m/z 378 (molécula com ligagdes C5-C5’). No

entanto, o espectro em modo positivo (FIG. 56) evidenciou a formacdo do adulto



85

[M+Na]*, acrescido de duas protonacdes em m/z 419,1551 (8%) ou 419,6537(5%),
além de outras fragmentacgdes relevantes em m/z 207,1027 (46%) e 189,0911 (23%).

Apobs extensiva analise dos fragmentos gerados no espectro em modo
positivo, verificou-se que o sinal m/z 207,1027 melhor explicava a relacdo de
fragmentacdes entre os ions encontrados em MS1. Desta forma, prosseguiu-se com a
analise MS-MS para o fragmento m/z 207,1027 (MS2, FIG. 57).

A andlise do espectro MS2 em modo positivo gerado a partir de m/z
207,1027, revelou 11 fragmentos principais, destacando-se m/z 143,8070 (100%), m/z
161,0957 (80%), m/z 165,1139 (70%), m/z 128,0621 (60%) e m/z 189,0911 (40%),
cujas propostas estruturas estdo representadas na FIG 25.

Nesse sentido, as propostas de fragmentacdes com base nos espectros MS1

e MS2 sugerem a presenca de um oxigénio entre C5 e C5°.



FIGURA 25 - Proposta para as fragmentacdes observadas no espectro de massas da substancia 1
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m/z= 419, 1551

:OH m/z= 189,0911

HO m/z= 190,0939

m/z=207, 1027

m/z=208, 1314

m/z= 161,0959
:OH

m/z= 164,1060

. m/z= 143,0870
:OH

HO

m/z= 1270547

m/z=105,0706
m/z=128.0621

m/z= 91,0545

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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TABELA 6 - Dados espectroscopicos de RMN obtidos para a substancia 1 do extrato bruto do endéfito
P21- BDA-Triagem em CD30D/600 Hz.

Posicio  DEPT-135 H NOESY 1D gHSQC gHMBC
(@I} () %) (9) (D)

1 173,02 (CO) - - - -

2 - 4,23 (ql, %)= 7,44 Hz, 1H) - - -

3 122,99 (C) - - - -

4 142,06 (CO) - - - -

5 - - - - -

6 - - - - -

7 - - - - -

8 - - - - -

9  16,05(CHs) 1,51 (d, 3J= 6,25 Hz, 3H) - 16,05 -

10 - 2,22 (s, 3H) - - -

11 10,96 (CHs) 2,18 (s, 3H) - 10,96 122,99; 136,60; 142,06;

156,90

12 - 2,30 (s, 3H) - - -

1’ - - - - -

2’ 4187(CH) 4,45 (ql, =696 Hz, 1H) - 41,87 -

3 126,13 (C) - - - -

4 137,33 (CO) - - - -

5’ - - - - -

6 - - - - -

7’ - - - - -

]’ - - - - -

9 1,50 (d, 3J= 6,84 Hz, 3H) - 16,20  41,87; 137,33; 173,02
100 1500(CHs) 2,11 (s, 3H) 1,50;4,45 1500  126,13; 137,33; 142,06
11’ 1596(CHs) 2,20 (s, 3H) - 15,96 -

12 - 2,23 (s, 3H) 150;2,11 1570  122,99; 136,60; 142,06

d (dubleto); gl (quarteto largo); s (singleto); 3J (constante de acoplamento a trés ligagdes; (-) (auséncia de
deslocamento quimico). A relacdo de sinais informados sdo dados em ppm.

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.



TABELA 7 - Dados espectrométricos de RMN 1H e 13C (CD30OD/600 Hz) obtidos para a substancia 1 do endéfito P21-BDA-Triagem em Pyr-d6
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posicio  DEPT-135 H gCosy NOESY 1D  TOCSY 1D gHSQC gHMBC
(*C) (8) (9) (9) ) () () (%)
1 177,55 (CO) - - ; - 3 :
2 42,69 (CH) 4,35 (ql, 3J=7,02 Hz, 1H) 1,42 - - 38,69 -
3 - - - - - - -
4 141,49 (CO) - - - - - -
5 139,34 (CO) - - - - - -
6 - - - - - - -
7 - - - - - - -
8 - - - - - - -
9 - 1,42 (d, 3)=7,38 Hz, 3H) 4,35 - - 38,60 38,69; 135,80
10 1642 (CHs)  2,16(s, 3H) - - - 16,42 123,60; 157,97
11 - 2,28 (s, 3H) 2,03 - 2,30 17,16 126,21;139,34
12 16,90(CHs) 2,03 (s, 3H) 2,28 2,28; 2,30 - 16,90 115,80; 122,70 126,21; 141,49
I’ 175,84 (CO) - - ; ; ) )
2’ 38,69 (CH) 4,29 (ql, 3J= 7,44 Hz, 3H) 1,94; 1,96 - - - -
3 126,21(C) - - - - - -
4 157,97 (CO) - - - - - -
6 - - - - - - -
7 - - - - - - -
9> 17,65(CHs) 1,96 (d, 3J=7,02 Hz, 3H) 4,29 2,28; 2,30 1,94 17,65 42,69; 139,34; 175,84
100 11,62(CHs) 1,94 (s, 3H) 4,29; 2,30 - - 11,62 124,10; 135,80
11"’ 1398(CHs) 2,02 (s, 3H) - - - 13,98 -
12 12,42 (CHs) 2,30 (s, 3H) 1,94 1,96; 2,03 2,28 12,42 109,30; 115,80; 122,90; 141,49; 157,97; 175,84

d = Dubleto; gl = Quarteto largo; s = Singleto; 3J = Constante de acoplamento a trés ligagdes; (-) = ndo encontrado os sinais com deslocamento quimico. A relacio de sinais

informados sdo dados em ppm. Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.
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3.3.2 Substéncia 02: isolada do endofito Neocosmospora striata Udagawa (P28)

Na analise do espectro de RMN de *H (600 MHz/CD30D, FIG. 58 - Anexo)
da fracdo FR4.meio (4), foram identificados sinais de deslocamentos quimicos de
hidrogénios sob carbonos sp? em §7,58 (dd, J = 9,5 e 16,0 Hz, 1H), 56,07 (d, J = 16,0
Hz, 1H), 56,22 (dd, J =9,9 e 9,9 Hz, 1H), 65,76 (dd, J = 4,0 e 10,0 Hz, 1H) e 66,46 (s,
1H), sendo o ultimo pertencente a anel benzénico pentasubstituido, e os demais a um
sitema dienilico, cujas constantes de acoplamento confirmam a proposta. Observaram-
se também os deslocamentos em, 65,37 (m, 1H) O-carboxila, e os carbindlicos de
epoxido em 63,32 (m, 1H) e 63,05 (dt, J = 3,0 e 8,0 Hz, 1H). O espectro também
permitiu a observacdo de dois grupos de hidrogénios diastereotopicos em 62,41 (dt, J =
3,0 e 14,0 Hz, 1H) e 81,70 (ddd, J = 4,0, 8,0 e 14,0 Hz, 1H), e em 34,13 (d, J=16,0 Hz,
1H) e 83,91 (d, J =16,5 Hz, 1H), além de uma metila em 61,50 (d, J = 6,6 Hz, 3H) (FIG.
26).

Os dados obtidos pelo experimento gHSQC (FIG. 60 a 62 — Anexo)
permitiram a correlacdo J de todos os hidrogénios descritos acima. A analise gCOSY
(FIG. 27, e 66 a 68 - Anexo) evidenciou o sistema de hidrogénios vizinhos entre H1 a
H9, corroborado pelo experimento TOCSY 1D (FIG. 69 — Anexo), que estabeleceu o
mesmo sistema de spins entre os hidrogénios H1/H2/H3/H4 e entre H5/H6/H7/H8/H9
(Tabela 8, p. 92 e FIG. 26, 27 e 58). A aproximacéo espacial dos hidrogénios entre as
posicBes H1 a H9 também pdde ser confirmada através das correlagdes em NOESY 1D.

O espectro gHMBC (FIG. 63 a 65 — Anexo) possibilitou confirmar as
principais posicGes dos hidrogénios, destacando as correlagbes do singleto H15 aos
carbonos benzénicos, e dos diastereotdpicos H11 a posicdo a-benzocarbonilica. O
experimento também possibilitou identificar o deslocamento quimico de 3C para
algumas posicdes ndo observadas no espectro DEPT-135 (FIG 59 — Anexo).

Sendo assim, a andlise dos dados obtidos somada a comparacdo de
informacBes da literatura, evidenciam a substancia 2 como o composto radicicol
(monorden) (HELLWING, et al., 2003; GAO, et al., 2013).
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FIGURA 26 - Proposta para a estrutura molecular da Substancia 2

Fonte: llustragdo criada pelo autor, 2020.

O primeiro relato de isolamento do monorden foi associado ao fungo
Monosporium bonorden, demonstrando propriedades antibioticas (DELMOTTE;
DELMOTTE-PLAQUEE, 1953; McCAPRA, et al., 1964). O composto também foi
extraido dos fungos endofiticos Nectria radicicola Gerlach & Nilsson, com
propriedades fungiostaticas (MIRRINGTON, et al., 1966), e de Penicillium luteo-
aurantium Smith, apresentando atividade antifungica (NOZAWA, et al., 1979). Os
relatos se estendem ao fungo Pochonia chlamydosporia var. catenulata e ao género
Neocosmospora sp., que avaliaram o potencial desta substancia como agente
antimalarico, antiviral, anticancerigeno e anti-inflamatério (HELLWING, et al., 2003;
GAO, et al. 2013).

Sob esse aspecto, embora 0 monorden tenha sido extraido de espécies
desconhecidas do género Neocosmospora sp., € a primeira vez que esse composto €

relatado para a espécie Neocosmospa striata Udagawa.



FIGURA 27 - Principais correlagdes observada em RMN — 1 e 2D para substancia 2

O gcosy
() TOCSY 1D

Fonte: llustracdo criada pelo autor, 2020.
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TABELA 8 - Dados espectrométricos de RMN *H e *C (CD30D/600 Hz) obtidos para a substancia 2 do endéfito N. striata (P28)
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Posicio DIlE3PT-135 H gCosy TOCSY 1D gHSQC gHMBC _Re_ferénc_ia .
C (d) (8) (8) (8) (8) (8) bibliografica
1 16,69 (CHs) 1,50 (d, J = 6,6 Hz, 3H) 5,37 - 16,69 36,01, 70,10 18,62
2 70,10 (CH) 5,37 (m, 1H) 2,41; 1,50 3,05; 2,41; 1,70; 1,50 70,10 - 69,82
3 36,01 (CH,) 1,70 (ddd, J=4,0, 8,0 e 14,6 Hz, 1H); 1,70; 2,41; 3,05; 5,37 - 36,01 16,69; 54,47; 54,83; 36,46
2,41 (dt,J=3,0 e 8,0 Hz, 1H) 70,10
4 54,83 (CH)  3,05(dt,J=3,0e8,0Hz, 1H 2,41; 1,70 - 54,83 36,01 55,08
5 54,47 (CH) 3,32 (m, 1H) 5,76 - 54,47 135,05 55,08
6 135,05 (CH) 5,76 (dd, J =4,0e 10,0 Hz, 1H) 6,22; 3,32 - 135,05 138,70 136,13
7 128,87 (CH) 6,22 (dd,J=9,9e 9,9 Hz, 1H) 7,58; 5,76 7,58; 6,07; 5,76 3,32 128,87 54,83; 130,20; 138,70 129,78
8 138,70 (CH) 7,58 (dd, J=9,5e 16,0 Hz, 1H) 6,07; 6,22 - 138,70 135,05; 198,40 138,02
9 129,52 (CH) 6,07 (d, J =16 Hz, 1H) 7,58 - 129,52 44,46; 129,52; 198,40 130,67
10 198,40 (C)* - - - - - 195,92
11 44,46 (CHy) 3,91 (d, J=16,5Hz, 1H); - 3,91 44,46 113,40; 133,05; 45,11
4,13 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 198,40
12 133,05 (C) - - - - - 131,93
13 113,00 (C)* - - - - - 115,43
14 155,91 (CO) - - - - - 155,19
15 101,76 (CH) 6,46 (s, 1H) - - 101,76 113,40; 155,91 102,85
16 155,91 (CO) - - - - - 155,19
17 113,40 (C)* - - - - - 111,98
18 168,04 (CO) - - - - - 166,91

d = dubleto; dd = duplo dubleto, ddd = triplo dubleto, dt = duplo tripleto m = multipleto; s = singleto; J = Constante de acoplamento; (*) = Refere-se aos sinais de **C RMN
[125 MHz/DMSO] do composto monorden (HELLWIG, et al., 2003). (-) = ndo encontrado os sinais com deslocamento quimico. As relacfes de sinais sdo em ppm.
*Sinais atribuidos pelo gHBMC

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.
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Capitulo 1V

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios biologicos realizados entre os fungos endofiticos e o0s
microrganismos patogénicos humanos, revelaram resultados promissores que nortearam
a selecdo dos melhores fungos endofiticos para a bioprospeccdo dos compostos
responsaveis pelas atividades antimicrobianas.

Nesse sentido, a andlise multivariada dos resultados dos bioensaios,
permitiu separar e agrupar as atividades antimicrobianas, identificando os melhores
endofitos contra as bactérias (P21, P24 e P48) e candidas (P5, P21, P28 e P70)
patogenicas.

Os ensaios de cultura pareada de P5, P9, P21, P28, P48, P59 e P61 frente ao
fitopatdgeno Corynespora cassicola, revelaram resultados antimicrobianos potenciais
para os endofitos Cladosporium flabelliforme (P5), Microsphaeropsis arundinis (P21),
Fusarium succisae (P59) e Fusarium oxysporum (P61).

A prospeccao de substancias antimicrobianas a partir do estudo quimico dos
fungos selecionados possibilitou o isolamento de varios compostos, sendo identificados
dois até o presente momento, e 0s demais reservados para estudos futuros.

Nesse aspecto, o0 extrato bruto de Microsphaeropsis arundinis (P21),
permitiu identificar a substancia 1, um dimero benzolacténico inédito para o endofito. Ja
0s extratos de Neocosmospora striata (P28) permitiram isolar duas substancias, sendo
um novo composto da classe das neocomosinas (substancia 2), extraida do meio BDA, e
outra ainda ndo identificada isolada do meio minimo. Nas demais fracfes obtidas, como
exemplo FR4.fim.4, FR6.1, FR6.3, FR6.5 e FR1.precipitado, poderd ser possivel a
purificacdo e a identificacdo estrutural de outras substancias apds novas analises.

Desta forma, considera-se também que 0s objetivos desse trabalho foram
alcancados. A bioprospec¢do envolvendo os fungos endofiticos de Axonopus
leptostachyus é altamente promissora, porém, existem fatores limitantes relacionados
com a massa reduzida de extratos, fracGes e substancias isoladas, afetando de forma

direta tanto a elucidagdo, quanto a realizacdo de bioensaios.
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Assim, torna-se importante criar estratégias que possam otimizar o
metabolismo dos fungos, variando o tempo de cultivo, o0 meio de cultura, a temperatura,
a luminosidade, entre outras condicdes, visando a diversificagdo e o aumento da
producdo metabdlica. Por isso, é necessaria a parceria com a area biotecnoldgica para a

compreensdo dos mecanismos de producdo dos metabolitos especiais.
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FIGURA 28 - Interpretagdo para as medi¢des de halos de inibi¢do e crescimento micelial no bioensaio

Zona de crescimento micelar

Limite final da placa de Petri

Zona de crescimento dos patdgenos
(Bactérias e Candidas)

Fronteira do halo de inibicéo

DI

El El

Bloco de Gelose
(Micélio + meio BDA) Zona de inibicdo
Diametro de 8 mm

DI: Diametro do halo de inibicao;
Diametro do crescimento micelar;
El: Evolucdo da inibicdo (El= D — DM);

Fonte: llustrado pelo proprio autor, 2020.
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FIGURA 29 - (A) Demonstracdo dos bioensaios em método adaptado do bloco de gelose (exemplo: fungo endofitico P28 frente a Candida krusei). (B) Demonstragdo dos
ensaios biolégicos com técnica da cultura pareada (exemplo: fungo endofitico P21 frente ao fitopatdgeno Corinespora cassicola)

Zona de
crescimento dos
patogenos

Bloco de Gelose
(Micélio + meio BDA)
Diametro de 8 mm

<% inibicao

Zona de
| inibi¢do

Zona de crescimento micelar Bloco de Gelose
(Micélio + meio BDA)
Diametro de 8 mm Zona de crescimento micelar

DI: Didmetro do halo de inibi¢do (mm);
DM: Diametro do crescimento micelar (mm);
El: Evolucdo da inibi¢do (El= DI — DM);

Fonte: llustrado pelo préprio autor, 2020.



TABELA 9 - Atividades antimicrobianas dos fungos endofiticos frente aos microrganismos patogénicos humano
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Medigdes dos halos (mm) e da inibicéo calculada

Micror- E. aureus. E. coli K. pneu. P. aerug. E. faec. C. alb. C. glab. C. krus. C. trop. C. parap.

ganismos DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM’EI DI’DM’EI DI|DM|EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI
C(-) ) ] . . ) ) . ] ] ]
P1 31,5]165]150 - - 22,5’14,5’ 8,0 47,5|37,5|20,o - - - - -
P4 50,0 | 30,0 | 20,0 - - - - 35,0 | 25,0 | 10,0 [30,0 | 20,0 | 10,0 | 35,0 | 25,0 | 10,0 | 35,0 | 25,0 | 10,0 | 35,0 | 250 | 100
P5 - - - - - 32,0 | 22,0 | 10,0 [32,0 | 22,0 | 10,0 | 25,0 | 19,0 | 06,0 | 26,0 | 200 6,0 | 310|210 100
P9 65,3 ’ 256 ’ 39,7 - - 40,0 ’ 20,0 ’ 20,0 - - - - - -
P13 . - - - . . . . . .
P19 ; ; . . - - . . . .
P21 35,0‘17,0‘18,0 30,0‘20,0‘10,0 40,0‘20,0‘20,0 45,0‘15,0‘30,0 3o,o|zo,o|1o,o 62,9‘22,7‘40,2 30,0‘20,0‘10,0 40,0‘20,0‘20,0 35,0‘17,0‘18,0 30,0‘20,0‘10,0
P22 ; ; . . - - . . . .
P24 53,0 | 23,0 | 30,0 47,0|28,0|19,0 54,5|32,5|22,o 55,o|3o,o|25,o 55,o|25,o|3o,o - - - - -
P25 440 90 | 350 - - - - 440 9,0 | 350 - - 465|115 350|440/ 9.0 |350
P28 - - - - - 55,0 | 25,0 | 30,0 40,0|22,0|18,0 58,o|18,o|40,0 45,0 | 250 20,0 | 45,0 | 19,0 | 26,0
P30 ; ; . . . . . . . .
P31 28,0 | 65* | 21,5 - - 117 |24*| 93 |215] 85 | 130 - - - - -
P32 90,0 | 10,0 | 80,0 [ 25,0 | 15,0 | 10,0 - 40,0 [ 10,0 30,0 [ 150 | 9,0 | 6,0 - - - - -
P33 635 | 125|510 [ 150 | 7,0% | 8,0 - 47,0150/ 320 | 380 130] 250 - - - - -
P34 67,0 | 17,0 50,0 - - - 125|75*%| 50 - - - - -
P36 6255|100 | 52,5 36,0‘10,0‘26,0 30,0‘15,o|15,o 8.0 |5,o*| 30 130100/ 30 25,0|7,0*|18,0 35,0‘17,0‘18,0 30,0‘12,0‘18,0 22,0‘12,0‘10,0 30,0‘10,0‘20,0

E. aureus (Estaphylococcus aureus); E. coli (Escherichia coli); K. pneu. (Klebsiella pneumoniae); P. aerug. (Pseudonomas aeruginosa); E. faec. (Enterococcus faecalis); C.
alb. (Candida albicans); C. glab. (Candida glabrata); C. krus. (Candida krusei); C. trop. (Candida tropicalis); C. parap. (Candida parapsilosis); DI (Didametro do halo de
inibicdo); DM (Didmetro do crescimento micelar); EI (Evolugdo da inibigdo: EI = DI - DM); C (-) (Controle negativo); *valores reduzidos pela média: deverdo ser refeitos.

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.
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Medigdes dos halos (mm) e da inibicéo calculada

Micror- E. aureus. E. coli K. pneu. P. aerug. E. faec. C. alb. C. glab. C. krus. C. trop. C. parap

ganismos DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM’EI DI’DM’EI DI|DM|EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI
C(-) ;
P37 425 | 25% | 400 -
P40 24,0 | 4,0* | 200 250 | 7,0 | 180 | 250 | 7,0* | 180 -
P41 237|150] 87 220[160] 60 |183] 96 | 87 -
P42 100 33* | 67 6,7 |34*| 33 -
P44 52,0 | 80 | 44,0 20,0’10,0’10,0 28,0’14,0’14,0 -
P46 .
P48 450150300 | 50,0 | 10,0 | 40,0 | 35,0 | 7,0* | 28,0 | 45,0 15,0 30,0 [ 50,0 | 25,0 | 25,0 -
P50 225| 95 [130/100] 80 | 2,0 [245]155| 90 | 270160110 |205]|155] 50 44,0‘10,0‘34,0 -
P52 -
P56 50 |30%| 2,0 11,7|7,7*| 40 11,3|6,6*| 47 9,0 |5,0*| 40 292 | 5,7* | 235
P57 70 | 40%| 30 31,0 | 3,0* | 28,0
P59 29,5| 95 |20,o 250 | 7,0 | 180 | 200 | 100|100 -
P60 66,3 | 130533 39,0 | 9,0 [ 30,0355/ 95 | 260 20,0 | 5,0* | 15,0
P61 250 83 | 167 450130320230/ 80 | 150 26,5‘5,5* 21,0 293 | 2,6* | 267
P63 325]175]150 445|165 28,0 | 45019026,
P65 440110330 12,5|4,5*| 8,0 15,0‘5,0* 10,0 11,5‘3,5* 8,0 15,0‘6,0* 9,0 23,5‘ 95 ‘14,0
P66 425‘155‘270 300‘100‘200 450|220|230 450 | 230 22,0

E. aureus (Estaphylococcus aureus); E. coli (Escherlchla coli); K. pneu. (Klebsiella pneumoniae); P. aerug. (Pseudonomas aeruglnosa) E. faec. (Enterococcus faecalls) C.
alb. (Candida albicans); C. glab. (Candida glabrata); C. krus. (Candida krusei); C. trop. (Candida tropicalis); C. parap. (Candida parapsilosis); DI (Didametro do halo de

inibicdo); DM (Didmetro do crescimento micelar); EI (Evolucdo da inibigdo: El =

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

DI - DM); C (-) (Controle negativo); *valores reduzidos pela média: deverdo ser refeitos.




TABELA 9 - Atividades antimicrobianas dos fungos endofiticos frente aos microrganismos patogénicos humanos (Continuagao)

123

Medigdes dos halos (mm) e da inibicéo calculada

Micro- E. aureus. E. coli K. pneu. P. aerug. E. faec. C. alb. C. glab. C. krus. C. trop. C. parap.
organismos DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM’EI DI’DM’EI DI|DM|EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI DI‘DM‘EI
C(-) ) ) ) ] ]
P70 - - 31,0 | 18,0 13,0 33,5‘18,5‘15,0 32,5‘19,5‘13,0 25,5‘21,5‘ 40 26,0‘18,0‘ 8.0 59,5‘19,5‘40,0
P72 22,5‘4,5*‘18,0 22,5‘2,5*‘20,0 32,0 | 8,0 | 240 -
P73 . :
P77 30,0 [ 11,0 | 19,0 46,5’23,5’23,0 290 | 140150560 | 230330 /175|145 30 150120 30 | 175|125 50 | 210|160 50 | 200|150/ 50
P79 45,0 | 5,0% | 40,0 35,0 9.0 | 260700130570 |230|11,0|12,0|125|45*| 80 |190]130] 60 |100]|70*| 30 |200]100 100
P80 275|135 14,0 -
P81 ; . .
P82 12,5‘4,5*‘ 8,0 - 15,0‘5,0*‘10,0 27,5105 | 17,0 - - -
P87 16,o|13,o| 30 175|145 30 14,5|11,5| 30 190130/ 60 15,0|10,0| 50 14,5‘11,5‘ 30
P90 55,0 | 15,0 | 40,0 - 125|75%| 50 - -

E. aureus (Estaphylococcus aureus); E. coli (Escherichia coli); K. pneu. (Klebs

iella pneumoniae); P. aerug. (Pseudonomas ae

ruginosa); E. faec. (Enterococcus faecalis); C.
alb. (Candida albicans); C. glab. (Candida glabrata); C. krus. (Candida krusei); C. trop. (Candida tropicalis); C. parap. (Candida parapsilosis); DI (Diametro do halo de
inibicdo); DM (Didmetro do crescimento micelar); EI (Evolugdo da inibigdo: EI = DI - DM); C (-) (Controle negativo); *valores reduzidos pela média: deverdo ser refeitos.
Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.




*MATSUURA, T. Caracterizacdo taxonémica de actinomicetos endofiticos produtores de antibi6ticos isolados de cupuacuzeiro (Theobromagrandiflorum schum).

Formula proposta para o célculo e obtencdo da semiquantificacdo da atividade antimicrobiana:

Sendo:

TABELA 10 - Classificagdo da atividade antimicrobiana proposta por MATSUURA¥*, 2004.

Inerte (-) Auséncia de halo de inibicéo;

Baixa (+) Diametro do halo de inibigéo entre 7 a 10 mm;
Moderada (++): | Diametro do halo de inibicdo entre 11 a 14 mm;
Alta (+++): Diametro do halo de inibigdo superior a 14 mm;

Tese de Doutorado, Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo, 2004.

TABELA 11 - Proposta para a semiquantificacdo da atividade antimicrobiana apresentada pelos fungos endofiticos

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

Ausente: <17% ()
Baixa: De 17% a 67% (+)
Moderada: De 68% a 133% (++)
Alta: > 133% (+++)

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.

X% = (DI x 100) / DM) — 100

X%: porcentagem de evolucdo da area de inibicao;

DI: Diametro do halo de inibicao;
DM: Diametro do crescimento micelar

Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.
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TABELA 12 - SemiquantificacOes das atividades antibidticas apresentadas pelos fungos endofiticos extraidos das folhas de A. leptostachyus

Atividade antimicrobiana

Microrganismos | E. aureus. E. coli K. pneu. | P.aerug. E. faec. C. alb. C. glab. C. krus. C. trop. C. parap.
P1 ++ - - + + - - - - -
P4 + - - - - + + + + +
P5 - - - - - + + + + +
P9 +++ - - ++ - - - - - -
P21 ++ + ++ +++ + +++ + ++ ++ +
P24 ++ + + ++ ++ - - - - -
P25 +++ - - - - +++ - - +++ +++
p28 - - - - - ++ ++ +++ ++ +++
P31 +++ - - +++ +++ - - - - -
P32 +++ + - +++ + - - - - -
P33 +++ ++ - +++ +++ - - - - -
P34 +++ - - + - - - - -
P36 +++ +++ ++ + + + ++ +++ ++ +++
P37 +t - - - - - - - - -
P40 +++ - - +++ +++ - - - - -
P41 + - - + ++ - - - - -
P42 +++ - - - ++ - - - - -
P48 +++ +++ +++ +++ ++ - - - - -
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E. aureus (Estaphylococcus aureus); E. coli (Escherichia coli); K. pneu. (Klebsiella pneumoniae); P. aerug. (Pseudonomas aeruginosa); E. faec. (Enterococcus faecalis); C.
alb. (Candida albicans); C. glab. (Candida glabrata); C. krus. (Candida krusei); C. trop. (Candida tropicalis); C. parap. (Candida parapsilosis); (-) inerte, auséncia de halo
de inibicdo (<17%); (+) baixa, didmetro do halo de inibicdo entre 17 a 67%; (++) moderada, didmetro do halo de inibicdo entre 68 e 133%; (+++) alta, didmetro do halo de

inibigdo >133%;
Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.



TABELA 12 - SemiquantificagOes das atividades antibiéticas apresentadas pelos fungos endofiticos extraidos das folhas de A. leptostachyus (Continuagéo)
Atividade antimicrobiana

Microrganismos | E. aureus. E. coli K.pneu. | P.aerug. E. faec. C. alb. C. glab. C. krus. C. trop. C. parap.
P50 +++ + + ++ + - +++ - - -
P56 + - + - ++ - - ++ - +++
P57 ++ - - - - - - - - +++
P59 - +++ - +++ ++ - - - - -
P60 +++ - - +++ +++ - - - - +++
P61 +++ - - +++ +++ - +++ - - +++
P63 ++ - - +++ +++ - - - - -
P65 - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++
P66 +++ +++ - ++ ++ - - - - -
P70 - - - - ++ ++ + + + +++
P72 +++ +++ - - +++ - - - - -
P77 +++ ++ - ++ ++ + + + + +
P79 +++ - - +++ +++ ++ +++ + + ++
P80 - - - - ++ - - - - -
P82 +++ - - +++ +++ - - - - -
P87 - - + - + + + + + +
P90 - - - - +++ - - + - -
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E. aureus (Estaphylococcus aureus); E. coli (Escherichia coli); K. pneu. (Klebsiella pneumoniae); P. aerug. (Pseudonomas aeruginosa); E. faec. (Enterococcus faecalis); C.
alb. (Candida albicans); C. glab. (Candida glabrata); C. krus. (Candida krusei); C. trop. (Candida tropicalis); C. parap. (Candida parapsilosis); (-) inerte, auséncia de halo
de inibicdo (<17%); (+) baixa, didmetro do halo de inibicdo entre 17 a 67%; (++) moderada, didmetro do halo de inibicdo entre 68 e 133%; (+++) alta, didmetro do halo de

inibigdo >133%;
Fonte: Adaptado pelo préprio autor, 2020.
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CROMATOGRAMAS: ETAPA DE TRIAGEM



FIGURA 30 - Cromatogramas obtido dos meios BDA e Minimo
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V. inj.: 10 pL;

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 31 - Cromatogramas obtido dos fungos endofiticos P9, P48, P59 e P61
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ELUCIDACAO ESTRUTURAL:
ESPECTROS SUBSTANCIA 1
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FIGURA 32 - Espectro de RMN H (600 MHz/CDsOD) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.

(Substancia 1). Obtido com 2,8 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 33 - Espectro de RMN H (600 MHz/CDsOD) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substancia 1). Obtido com 9,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 34 - (A) Espectro de RMN 1H (600 MHz//Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-
Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 35 - (B) Espectro de RMN *H (600 MHz//Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-

Triagem. (Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 36 - DEPT-135 (150 MHz/CD3;OD) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia

1). Obtido com 2,8 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 37 - DEPT-135 (150 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia

1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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FIGURA 38 - gHSQC (600 MHz/CDs0D) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substéncia 1).
Obtido com 9.2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 39 - Ampliacdo em gHSQC (600 MHz/CD30D) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substéncia 1). Obtido com 9.2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 40 - gHSQC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia 1).
Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 41 - Ampliacdo em gHSQC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substéncia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 42 - gHMBC (600 MHz/CD3s0D) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia

1). Obtido com 7,6 mg em tubo de 5 mm.
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FIGURA 43 - Ampliacdo em gHMBC (600 MHz/CD30OD) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.

(Substéncia 1). Obtido com 7,6 mg em tubo de 5 mm.
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FIGURA 44 - gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substéancia 1).
Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 45 - Ampliacdo 1 gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substéncia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 46 - Ampliacdo 2 gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substancia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.

[
@ © __E
L&
o e -
o @ s
) . % -
= ﬂm L
&° Lo
’ ﬁ = = | Y
. i
Lo
']
u &
Lo
m
P
L] o
|:| L
| T | T T | T T T ‘ T T
25 20 15 10 F2 [ppm]

Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 47 - Ampliacdo 3 gHMBC (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substéncia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.

il
g
[+
" &
i
o o
2
I =]
=

&b
a2 o
o
U
T T ‘ T T | T T | T T | T | |
24 22 20 18 18 F2 [ppm]

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 48 - gCOSY (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem. (Substancia 1).
Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 49 - Ampliacdo 1 em gCOSY (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.

(Substéncia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 50 - Ampliacdo 2 em gCOSY (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-BDA-Triagem.
(Substéncia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 51 - NOESY 1D em 2,11; 2,18; 2,23 e 2,30 ppm (600 MHz/CD30D) do extrato bruto AcOt de
P21-BDA-Triagem. (Substancia 1). Obtido com 2,8 mg em tubo de 5 mm.
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FIGURA 52 - NOESY 1D em 1,96; 2,03 e 2,30 ppm (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-
BDA-Triagem. (Substéncia 1). Obtido com 2,8 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 53 - TOCSY 1D em 1,96, 2,28 e 2,30 ppm (600 MHz/Pyr-D5) do extrato bruto AcOt de P21-

BDA-Triagem. (Substéncia 1). Obtido com 6,2 mg em tubo de 5 mm.

locsyfd  1.967 pprr

—~1.9720
/1 acoa
— 1.8476

7
[~1e3]

—T—
400

T T r
200

[ppm]

focsytd  228pom

— 2.2966
— 22748

— 7T
600 800 [~1e3]

— T
400

[ppm]

focsytd

230ppm

— 2.3064
—— 2.2590

[epm]

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 54 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do banco (ACN de HPLC) em modo negativo
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 55 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do extrato bruto AcOEt de P21-BDA-Triagem

(Substéncia 1) em modo negativo
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 56 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do extrato bruto AcOEt de P21-BDA-Triagem
(Substancia 1) em modo positivo
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 57 - Espectro de massas (EM-ES +70V) do MS2 de m/z 207,1027 em modo positivo de AcOEt
de P21-BDA-Triagem (Substancia 1) em modo positivo
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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ELUCIDACAO ESTRUTURAL:
ESPECTROS SUBSTANCIA 2
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FIGURA 58 - Espectro de RMN 1H (600 MHz/CDs0D) da fragdo FR4.meio (4) de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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FIGURA 59 - DEPT-135 (150 MHz/CD30D) da fracdo FR.4.Meio (4) de P28-BDA-Crescimento maior
escala. (Substéncia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 60 - gHSQC (150 MHz/CD30D) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-Crescimento maior
escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.

M

(£
&
F&
9 “ e
L) [ ] r
LA ] ' _O
j i
[ ]
-O
= ] -2
fé L]}
[ ] ’ L
=]
ra
N
T T | T T T | T T | T T T ‘ T
15 10 § 0 F2 [ppm]

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 61 - Ampliagéo 1 gHSQC (150 MHz/CDsOD) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.
FIGURA 62 - Ampliacdo 2 gHSQC (150 MHz/CDsOD) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 63 - gHMBC (150 MHz/CDs0D) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-Crescimento maior
escala. (Substéncia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 64 - Ampliacéo 1 gHMBC (150 MHz/CDs0OD) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-

Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 65 - Ampliagéo 2 gHMBC (150 MHz/CDs0OD) da fracdo FR.4.meio (4) de P28-BDA-
Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 66 - gCOSY (600 MHz/CD3;0D) da fracdo FR.4.meio de P28-BDA-Crescimento maior escala.
(Substéncia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 67 - Ampliagéo 1 gCOSY (600 MHz/CDs0OD) da fracio FR.4.meio de P28-BDA-Crescimento

maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm.

———
F1 [ppm]

15 10 85 80 F2 [ppm]

Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 68 - Ampliacdo 2 gCOSY (600 MHz/CD3;0OD) da fracdo FR.4.meio de P28-BDA-Crescimento

maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,4 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 69 - TOCSY 1D em 4,13, 5,36 e 6,22 ppm (600 MHz CD30OD) da fragdo FR.4.meio (4) de P28-
BDA-Crescimento maior escala. (Substancia 2). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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ELUCIDACAO ESTRUTURAL:
ESPECTROS SUBSTANCIA 3
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FIGURA 70 - Espectro de RMN 'H (600 MHz/CD;0D) de FR2.m (2-3) do extrato bruto AcOEt de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,6 mg em tubo de 3 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 71 - NOESY 1D em 2,49; 2,50; 2,51, 2,52 e 3,61 ppm (600 MHz/CD30D) da fragdo FR2.meio
de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 72 - TOCSY 1D em 3,32 ppm (600 MHz/CD30D) da fracdo FR2.meio do extrato bruto AcOEt
de P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 73 - HOMODEC 1D em 3,34 ppm (600 MHz/CD30D) da fracdo FR2.meio de P28-Meio

minimo-Crescimento maior escala. (Substéancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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FIGURA 74 - Espectro gHSQC (150 MHz/CDs;0OD) da fracdo FR2.meio do extrato bruto AcOEt de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 75 - Ampliacdo 1 do bidimensional gHSQC (150 MHz/CD30OD) da fracdo FR2.meio de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 76 - Ampliacdo 2 do bidimensional gHSQC (150 MHz/CD30OD) da fracdo FR2.meio de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 77 - Espectro gHMBC (150 MHz/CD30D) da fragdo FR2.meio do extrato bruto AcOEt de

P28-Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 78 - Ampliagéo 1 do bidimensional gHMBC (150 MHz/CD3z0D) da fragdo FR2.meio de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 79 - Ampliacdo 2 do bidimensional gHMBC (150 MHz/CDs0D) da fragdo FR2.meio de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 80 - Espectro gCOSY (600 MHz/CD30D) da fragdo FR2.meio de P28-Meio minimo-
Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustragdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 81 - Ampliacdo 1 do bidimensional gCOSY (600 MHz/CD30OD) da fracdo FR2.meio de P28-

Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.
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FIGURA 82 - Ampliacdo 2 do bidimensional gCOSY (600 MHz/CD30OD) da fracdo FR2.meio de P28-
Meio minimo-Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.

FIGURA 83 - Espectro DEPT-135 (150 MHz/CD30D) da fracdo FR2.meio de P28-Meio minimo-

Crescimento maior escala. (Substancia 3). Obtido com 2,2 mg em tubo de 5 mm.
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Fonte: llustracdo elaborada pelo autor, 2020.



