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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico e bioldgico
das folhas de Piranhea trifoliata e de seus fungos endofiticos
(Picrodendraceae) e realizar a avaliacdo do seu potencial frente aos ensaios
antimicrobiano, antioxidante e antimalarico. As folhas foram coletadas na Volta
Grande do Xingu, Altamira, PA (coleta 1) e no lago do Cataldo, Manaus, AM
(coletas 2 e 3). A coleta 1 foi extraida com diclorometano, metanol e Agua, e as
coletas 2 e 3 foram extraidas com hexano, metanol e agua. Parte do material
das coletas 2 e 3 foi também processada para a obtencdo dos fungos
endofiticos e estes foram extraidos com diclorometano e acetato de etila. A
andlise fitoquimica preliminar das folhas e dos fungos mostrou que os extratos
diclorometanicos e hexanico possuem terpenos e 0s extratos metandlicos
apresentam substanciastos fenodlicas. Os caldos metabdlitos dos fungos
mostraram que a fase diclorometanica (DCM) possui terpenos, e a fase de
acetato de etila (AcOEt) possui indicios de terpenos e substancias fendlicas. O
estudo fitoquimico das folhas levou ao isolamento da Friedela-3-ona, 30-
hidroxi-friedelan-3-ona, Lupeol, a mistura dos esterdides [-sitosterol e
Estigmasterol, hidroxicoriatina, a mistura de a e B—amirina, 7-hidroxi-6-metoxi-
cumarina, 7,4 dimetilamentoflavona, 3’-O- metilloniflavha e a 28-hidroxi-
friedelan-3-ona. Ja o estudo fitoquimico do fungo Diaporthe hongkongensis,
levou ao isolamento de (3-oxociclobutil) metill-hydroxi-2 metilciclopenta-2,4-
dieno carboxilato e 9-amino-7-(2,5,7-triazabiciclo[2.2.1]hept-3-il)-2,3,6-trioxi-1-
azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido ambas inéditas. Todas as
substanciais foram identificadas por RMN de 'H e de °C, mono e
bidimensionais e espectrdmetro de massas. Quanto a atividade antioxidante, o
extrato MeOH das folhas da coleta 2, apresentou equivaléncia de 1,15 e 1,13, a
fase H20 apresentou 2,8 e 4,51 (DPPHe e Fe®) sendo considerados
significativos. A atividade antibacteriana mostrou que a fase DCM das folhas
das coletas 2 e 3 e a fase AcOEt da coleta 1, apresentaram CIM e CMB de 500
pMg/mL frente as bactérias Aeromonas hydrophila e Flavobacterium columnare.
A fase aquosa da coleta 1, apresentou CIM e CMB de 1000 pg/mL frente as
bactérias Flavobacterium columnare e Pseudomonas fluorescens. Os extratos
miceliais dos fungos 4 e 6, testados pela a metodologia do halo de inibicao,
apresentaram média atividade, 1 cm frente as bactérias Aeromonas hydrophila
e Klebsiella pneumoniae. As fases DCM e AcOEt do caldo metabdlito do fungo
4 mostraram-se ativas com 1 e 1,2 cm de halo. A atividade antimalarica
mostrou que o0s extratos hexanicos e MeOH das folhas da coleta 3
apresentaram ICso de 1,51 e 1,77 pg/mL quando comparado com o padréo. O
extrato MeOH do fungo 4 apresentou 6,89 de parasitemias sendo significativo.
Ao testar as substancias isoladas frente as bactérias, observou-se a CIM de
73,58% em X e 71,75% em Xl frente a bactéria K. pneumoniae.

Palavras chave: Piranhea trifoliata, fungos endofiticos, Diaporthe
hongkongensis, fitoquimica, atividade bioldgica.



Abstract

This work aimed to study the chemical extracts of Piranhea trifoliata and your
endophytes (PICRODENDRACEAE) and its potential antimicrobial tests,
antioxidant and antimalarial. The leves it was collected in Volta Grande of
Xingu, Altamira, PA (collect 1) and Lake of Cataldo, Manaus, AM (collect 2 e 3).
The dried specimen’s it was deposited in the herbarium of the Federal Institute
of Amazonas (IFAM) with record numbers 10653 and 10654. The collected
material was dried and pulverized. The collect 1, was extracted by
dichloromethane (DCM), methanol (MeOH) and water (H20). The collect 2 and
3 was extracted by hexane, methanol and water. The preliminary phytochemical
analysis of leaves and fungi showed that dichlorometane and hexane extracts
contain terpenes and methanolic extracts contain phenolic compounds. The
broths from fungi showed that diclorometanica phase (DCM) contain terpenes,
and phase of Ethyl Acetate (AcOEt) contain terpene and phenolic compounds.
The phytochemical study of the leves led to the isolation of: Friedelan-3-one (1),
30-hydroxy-friedelan-3-one (Il), Lupeol (lll), the mixture of B -Sitosterol and
Stigmasterol steroids (IV and V), hydroxycoriatin (VI1), the mixture of a and [3-
amyrin (VI and VIII ), 7- hydroxy-6-methoxy-coumarin (IX), 7,4 ™
dymethylamentoflavone (X), methyllonyflavna 3'-O-(XI) and purification of the
28-hydroxy-friedelan-3-one (XIV). The phytochemical study of the Diaporthe
hongkongensis, fungi, led to the isolation of (3-oxociclobutil) 2-methyl-1- hydroxi
metilciclopenta -2,4- diene carboxylate (XIl) and 9-amino-7- (2,5,7-triazabicyclo
[2.2.1]  hept-3-y)-2,3,6-  trioxi-1-azabicyclo  [3.2.2]  nona-4,8-diene-4-
carbaldehyde (XIIl) both isollated of the first time. All compound were identified
by H, 3C NMR, 2D and mass espectra data. The antioxidant activity, shoed
the MeOH extract of leaves from collection 2, was equivalent with 1,15 and
1,13, the H20 phase showed 2,8 and 4.,51 (DPPH- and Fe®*) were considered
significant. The antibacterial activity the DCM phase of leaves of collectes 2 and
3 and the EtOAc phase of collection 1, showed CIM and CMB found was
500/mL against Aeromonas hydrophila and Flavobacterium columnare. The
aqueous phase of collection 1 showed CIM and CMB found was 1000 pg/ml
against Flavobacterium columnare and Pseudomonas fluorescens. The
mycelial extracts of fungi 4 and 6, tested with methodology to inhibition halo,
showed medium activity, 1 cm, against Aeromonas hydrophila and Klebsiella
pneumoniae. The DCM and EtOAc phases of metabolite broth of the fungu 4,
showed activity with halo of 1 and 1,2 cm. The antimalical activity. The
antimalarial activity showed that hexane and MeOH extracts of leves of the
collection 3, showed ICso of 1,51 and 1,77 mg/mL when compared to the
standard. The MeOH extract of fungi 4, showed 6,89 of parasitaemia being
significant. The activity by isolated compound sowed CIM of 73,58% to the
compound X and 71,75% to the compound Xl against Klebsiella pneumoniae .

Keywords: Piranhea trifoliata, endophytic fungi, Diaporthe hongkongensis,
phytochemical, biological activity.



1. Introducéo

O Brasil € considerado um dos paises possuidores da maior biodiversidade
mundo, com cerca de 20% do total mundial somente de Angiospermae,
representando uma parte significativa da diversidade global do pais. Por isso &
de grande importancia que o Brasil possua uma grande responsabilidade no
campo da exploracéo, utilizacdo e da preservacéo tanto das plantas como dos
microrganismos presentes.

Nesse contexto, ganham destaque a quimica de produtos naturais e a
biotecnologia vegetal, a qual interage diretamente com a biodiversidade, pois
além da identificacdo e/ou elucidacdo das substancias presentes nas espécies
em estudo, nos leva ao entendimento e compreensdo de outras areas de
conhecimento como a ecologia quimica, botanica, microbiologia,
etnofarmacologia, entre outras, tornando-se assim, de grande importancia o
estudo e a obtencdo de metabdlitos secundarios presentes em plantas e seus
respectivos fungos endofiticos.

Além dessas interacfes em destague, um parametro interessante a ser
considerado é a relacdo dos estudos que contribuem para a inddstria
farmacéutica, minimizando ou solucionando os problemas relacionado a saude
humana, pois diversas sdo as doencas que podem acometer aos seres
humanos.

Dentre elas, destaca-se a malaria, a qual é considerada endémica em
107 paises, colocando em risco aproximadamente 3,2 bilhdes de pessoas. No
Brasil, mais especificamente no Amazonas, a maior parte dos casos de maléria
€ causada pelo Plasmodium vivax, entretanto, € preocupante o percentual de
casos por Plasmodium falciparum, pois também é considerada uma doenca
grave levando a 6bitos (BIAMONTE et al., 2013).

Outras doencas que estdo se tornando um caso preocupante, sdo as
infeccbes causadas por bactérias, pois algumas delas vém ganhando
resisténcias aos antibidticos testados ou ndo existem nenhum tipo de
tratamento adequado. Dentre as bactérias com foco nesta tese, tem-se a
Aeromonas hydrophila, que € uma bactéria patogénica facultativa que acomete

ao homem e aos peixes de agua doce, a qual apresenta poucos estudos



relacionados a sua interacdo com metabdlitos secundarios, tornando-se assim,
de grande importdncia para o estudo fitoquimico de plantas e/ou fungos
endofiticos na busca por novos agentes terapéuticos para combaté-las
(CASTILHO et al., 2012; SULTANBAWA, 2011; WEERAKKODY et al., 2010).
Em virtude a esses problemas de saude humana, o foco deste trabalho
foi o estudo fitoquimico e biolégico de Piranhea trifoliata e de seus fungos
endofiticos, realizando o fracionamento dos extratos, fases e avaliando as

atividades antioxidante, antibacteriana e antimalarica.



2. Bioprospeccéo de plantas do territério brasileiro

O territorio brasileiro € um grande possuidor de biodiversidade, o qual
pode gerar produtos com uma consideravel importancia financeiros (CALIXTO
et al, 2016; LEITAO et al, 2014; SIMOES, 2004).

De tdo complexa, a biodiversidade brasileira ainda ndo € conhecida com
exatiddo. Estima-se que existam mais de dois milhdes de diferentes espécies
de plantas, animais e micro-organismos. Com isso, o Brasil se torna um dos
paises com a maior diversidade genética vegetal do mundo.

Em se tratando de plantas com potencial terapéutico é importante citar
gue a utilizacdo indiscriminada de plantas medicinais € arriscada, uma vez que,
cada parte vegetal de uma planta possui inidmeros constituintes que podem
agir de diferentes formas em nosso organismo, seja de modo benéfico ou
maléfico. Assim € necessaria uma sincronia entre a etnomedicina, farmacologia
e a quimica de produtos naturais, para que haja uma caracterizacdo completa
dos principios ativos em uma planta (ALMEIDA, 2011). Portanto faz-se
necesséaria a realizacdo de estudos multidisciplinares para que se obtenham
conhecimentos sobre as atividades biologicas presentes em uma espécie
vegetal. A fim de se obter o registro e sua validacdo junto a agencia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pois, a Organizacdo Mundial de Saude tem

reconhecido o uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica.

2.1 Atividade Antioxidante

Os antioxidantes sao substancias que retardam a velocidade da
oxidacao ou a inibem, através de um ou mais mecanismos (MUSA et al., 2013,
ZHONG e SHAHIDI, 2012, CASTELO-BRANCO et al.,, 2011;). Dentre os
métodos que avaliam o potencial antioxidante de substancias de interesse,
existe o método DPPHe, o qual foi desenvolvido por Blois (1958) para
determinar a atividade antioxidante de varias substancias utilizando um radical

livre estavel 2,2-diphenil-1-picrilhidrazila.



Apo6s a publicacdo deste método, novas padronizacdes e/ou adaptacdes
foram criadas para determinar o potencial antioxidante de substancias fendlicas
e de amostras bioldgicas como os descritos por Ciesla et al. (2012), Deng et al.
(2011), Noipa et al. (2011), Locatelli et al. (2009), entre outros.

Este método € considerado facil, altamente sensivel, preciso, rapido,
simples e econdémico, pois o sistema de reacdo envolve somente o radical e o
antioxidante (Figura 1), além da mudanca de coloracdo que passa da cor
violeta para o amarelo, originando a forma reduzida e estavel do DPPH-H
(CIESLA et al.,, 2012; KEDARE e SINGH, 2011; AMATATONGCHAI et al.,
2012; MUSA et al., 2013).

D D

w w
Ne + AH ——> NH + A
O,N NO, O;N NO;
N02 NOZ
DPPHe DPPH -H
(roxo, 517 nm) (amarelo, 517 nm)

Figura 1: Mecanismos de reagdo entre o radical DPPHe e um antioxidante através da
transferéncia de um atomo de hidrogénio.

Nos Ultimos cinco anos, diferentes substancias com potencial
antioxidante foram comprovadas cientificamente como sendo beneficiadoras
para a saude, pois elas possuem grande capacidade de proteger um
organismo de diferentes doencas originadas pelos radicais livres, protegendo
ou retardando o inicio desses danos, como o cancer, artrite reumatica, Mal de
Alzheimer, doencas cardiovasculares, entre outras (ALAM, et al, 2013, TINKEL,
et al, 2012; BORUT e RAJA, 2012).

Essas substancias podem ser classificadas como taninos, flavonoides,
carotenoides, antocianidinas, cumarinas, terpenos além de cadeia carbbnica
com ligagcOes duplas conjugadas (SANIL, et al 2015, SEM, et al 2013, ZHONG
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e SHAHIDI, 2012, HARBORNE e WILLIANS, 2000). A Figura 2, ilustra algumas

das quais possuem este potencial.
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Figura 2: Substancias com diferentes classes quimicas e com potencial antioxidante.

Assim, o teor de substancias com atividades antioxidantes podem variar
dentro da prépria planta, podendo ser classificada como, por exemplo,
substéancias fendlicas, terpenos, entre outros (SANI et al, 2015, THARASENA e
LAWAN, 2014).

2.2 Atividade Antibacteriana

As doencas de origem bacteriana vém crescendo tornando-se um caso
preocupante, principalmente porque algumas delas ndo possuem nenhum tipo
de tratamento adequado, causando preocupac¢do ndo s6 para a populacao,
mas também para a comunidade cientifica, tornando-se necessaria a busca por
novos agentes terapéuticos para combaté-las (CASTILHO et al., 2012;
SULTANBAWA, 2011; WEERAKKODY et al., 2010; NASCIMENTO et al.,
2000).



Em geral, as substancias antimicrobianas naturais ou sintéticas podem
ser classificadas como bactericidas, quando matam completamente o micro-
organismo, ou bacteriostaticas, quando impedem o crescimento do mesmo. No
caso das drogas bacteriostaticas, o hospedeiro se defende por si, utilizando
mecanismos como a fagocitose e a producdo de anticorpos, normalmente
destruindo o micro-organismo (SILVA et al., 2013; HASSAN, 2012; CASTILHO
et al., 2012).

Dentre as substancias com potencial bacteriano, tem-se em destaque o0s
flavonoides Quercetina e Morina que apresentaram efeito bacteriostatico frente
as cepas de Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida subsp.
Salmonicida, Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae
(RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN, 2007) (Figura 3).

OH

OH OH

HO
HO I o O HO I 0 O
OH [ OH

OH O OH O

Quercetina Morina
Figura 3: Flavonoides com potencial antibacteriano.

Dentre as diversas bactérias existentes, destaca-se a A. hydrophila que
€ 0 patdgeno. Essa bactéria é tipicamente oportunista, patogénica facultativa,
que quando h& desequilibrio dos sistemas bactéria-hospedeiro-ambiente,
podem desencadear o aparecimento de doencas como a gastrenterites,
infeccbes cutaneas e septicemias quando presentes no homem e ulceracdes
cutaneas, que envolvem a septicemias quando presente em peixes (GIRI et al,
2105; ANACARSO et al, 2104; HEO et al, 2012; Yu et al., 2007).

Outras bactérias que merecem destaque séo as tipicas causadoras de
doencas em peixes como a Flavobacterium columnare que € um bastonete
gram-negativo, causador da columnariose, doenca que afeta a maioria das
espécies de peixes de agua doce, causando lesdo da pele e nadadeira que

evoluem para a necrose dos tecidos adjacentes (LANGE et al, 2016; DONG et
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al, 2015; STRAUS et al, 2015; XU et al, 2015; ZHOU et al, 2015; DECLERCQ
et al, 2013) e a Pseudomonas fluorescens, que pode ser encontrada no solo e
na agua, quando detectadas em peixes, ela apresenta erosdo nas nadadeiras,
lesBes circulares ou irregulares do tipo ulceras pelo corpo, hemorragia nas
bordas das lesfes e na base das nadadeiras, olhos saltados de aspecto opaco
e hemorragico entre outros (DARAK and BARDE, 2015; ZHOU, et al, 2015;
ZHOU et al, 2016; PARK et al, 2015).

Com isso, 0 uso racional de antibioticos e o desenvolvimento de novos
medicamentos € uma Otima medida que pode ser tomada para evitar ou
diminuir a resisténcia bacteriana. Os vegetais tém sido vistos como uma fonte
promissora de novas substancias antibacterianas, e as pesquisas nessa area
vém ganhando importancia mundial (BIVA et al, 2016; FELICIO et al, 2015;
ARBI et al, 2014; RADIC e STRUKELJ, 2012).

2.3 Atividade Antimalarica

A malaria é uma doenca parasitaria causada pela presenca do
protozoario Plasmodium, que se reproduz nos eritrocitos (células vermelhas
sanguineas), cuja sua transmissdo € dada pelo mosquito fémea do género
Anopheles. Dentre as espécies de protozoarios causadores da maléaria
podemos destacar o Plasmodium (P.) ovale, P. malariae, P. vivax e o P.
falciparum (OLIVEIRA et al, 2015; LEITE et al., 2013).

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) divulgou no
boletim de 2015 que a malaria ainda representa um grande problema de saude
publica, entretanto no Amazonas ela teve uma redugédo no ano de 2013 sendo
considerada de baixo risco, mesmo assim a sua a transmisséo é variavel nos
diferentes municipios e localidades, sendo influenciada pela interacdo de
fatores ambientais, socioculturais, econdmicos e politicos.

O ciclo biologico do parasita da malaria engloba dois estagios, a fase
sexuada, que ocorre no interior do mosquito Anopheles e outra assexuada que

ocorre no hospedeiro, conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4: Ciclo biolégico da transmissdo da malaria em humanos. Fonte: (BIAMONTE et al.,
2013).

O primeiro estagio de infeccdo do parasita se inicia com a picada
liberando diversos esporozoitos para a corrente sanguinea do individuo, por
meio de suas glandulas salivares. Em seguida, as células do figado
(hepatdcitos) séo atingidas e a quantidade de esporozoitos no sangue se torna
inexistente. Os parasitas se desintegram por meio de multiplicacdo assexuada
liberando milhares de merozoitos, e através destes ocorre a eclosao e ruptura
nas células do figado. Cada unidade de merozoito, apds passar pelo eritrécito
(célula vermelha do sangue), se multiplica em 12 a 16 merozoitos por
esquizonte (glébulo vermelho infectado), ocasionando as febres intermitentes
(BIAMONTE et al., 2013). Ap6s o processo de multiplicacdo assexuada ocorre
a formacéo dos gametocitos feminino e masculino, onde podem ser capturados
pelo mosquito quando sugarem o sangue de um hospedeiro infectado
completando o assim o ciclo biolégico.

Para o tratamento, sao utilizadas substancias quimicas com potenciais
antimalaricos que podem ser classificados de acordo com as caracteristicas
quimicas, farmacologicas, locais de agédo no ciclo bioldgico do parasito, entre
outras. Algumas classes de substancias quimicas tém sido utilizadas no
tratamento da malaria como, por exemplo, os alcaloides que séo substancias

encontradas em alguns grupos vegetais. Sua caracteristica € possuir um atomo
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de nitrogénio no anel, além de sesquiterpenos que possuem 15 atomos de

carbono em sua estrutura (Figura 5).

MeO
||
o}
Quinina Artemisinina
(alcaloide) (sesquiterpeno)

Figura 5: Estrutura quimica do alcaloide quinina e do sesqueterpeno artemisinina considerados
antimalaricos.

Outros estudos mostraram que outras substancias também possuem
atividade antimalarica, como os taninos hidrolisados, flavonoides,
sesquiterpenos lactonicos, saponinas e triterpenos (KAUR et al., 2009;
CASTANIEDA et al., 1993; CAMACHO et al., 2003).

2.4Familia Picrodendraceae

A familia Picrodendraceae possui apenas 29 géneros e 100 espécies
(SUTTER et al., 2006), nativas de zonas tropicais (Figura 6). Ela possui uma
distribuicdo bastante restrita, ocorrendo em varios tipos de vegetacdo de
varzea, florestas secas ou cerrado arido. Ela ocorre principalmente no
hemisfério sul (Figura 6) destacando-se os géneros Austrobuxus, Oldfieldia,
Pseudanthus, Tetracoccus, Picrodendron e Piranhea (MOBOT, 2015).

Estes géneros foram originalmente classificados em Euphorbiaceae, a
qual é considerada um dos grupos taxondmicos mais complexos. Estudos
posteriores foram realizados sobre a anatomia das folhas, madeira e das
estruturas do polen, e assim foi comprovado que a familia Euphobiaceae néo
era um grupo monofiletico (WURDACK et al., 2004). Essas propostas com
algumas modificacbes na organizacdo da familia Euphorbiaceae, contribuiram
para a divisdo em trés novas familias: Euphobiaceae, Picrodendraceae e
Phyllanthaceae (CHASE, 2002; APG, 2003).



http://www.tropicos.org/Name/50168724?tab=maps

Figura 6: Ocorréncia Mundial da Familia Picrodendraceae

Estudo com algumas espécies da familia, mostram a presenca da classe
dos terpenos como constituintes quimicos da familia Picrodendraceae, como
nos estudos dos géneros Androstachys (PIACENZA et al., 1979), Petalostigma
(GRACE et al., 2006), porém outras classes de substancias foram isoladas com

espécies da mesma familia (Tabela 1).

Tabela 1: Substancias isoladas de espécies da familia Picrodendraceae

Susbstancias Parte Vegetal Espécie Referéncias

Cerne Androstachys PIACENZA,
johnsonii 1979
ent-36-hidroxibeier-15(16)-
en-2,12-diona
Cerne Androstachys PIACENZA,
. N 1979
johnsonii

ent-2-hidroxibeier-I,15-
diene- 3,12-diona

10



Androstachys

Raizes oh .. PIACENZA, et
R = Ac johnsoni al. 1979.
2-acetoxi-1,15-beieradien-
3,12- diona ; 2-hidroxi-1,15
beieradiena-3,12-diona
Cerne Androstachys PIACENZA,
johnsonii 1979
ent-2-benzilidenebeier-15-
en-3,12-diona
H Cerne Androstachys PIACENZA,
johnsonii 1979
ent-benzilidenebeier-15-
en-3 ona
CHs
H
Cerne Androstachys PIACENZA,
g johnsonii 1979
ent-2-benii|idene- 16a-
hidroxiatis-13-en-3-ona
Cerne Androstachys PIACENZA,
johnsonii 1979

ent-16a-Hidroxi-2a-
hidroxibenzi-atis -13-en-3-
ona
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2.5 Género Piranhea

No Brasil, ocorrem os géneros Piranhea e Podocalyx, sendo que, o
género Piranhea pode ser encontrado nos estados do Amapa, Pard,
Amazonas, Tocantins, Acre, Rondonia, Maranhdo, Bahia e Mato-Grosso
(SECCO e CORDEIRO 2015). Esse género possui apenas 4 espeécies:
Piranhea longepedunculata, P. mexicana, P. securinega, P. trifoliata (SECCO e
CORDEIRO, 2015).

Estudos fitoquimicos foram realizados apenas com a espécie P.
mexicana que possui sinonimia Celaenodendron mexicana, da qual foram
isolados terpenos com atividade antimaléarica, citotoxica e antiprotozoaria
(KAUR et al., 2009; CASTANIEDA et al., 1993; CAMACHO et al., 2003).

Foram realizados também, estudos fitoquimicos de P. trifoliata, com o
isolamento da 28-hodroxi-friedelan-3-ona, friedelan-3-ona e 3-metoxi-4-hidroxi-
benzaldeido (JEFFREYS, 2011; PEDROZA, 2014; CASTANIEDA et al., 1993).

A tabela a seguir (Tabela 2) mostra as substancias isoladas do género

Piranhea.

Tabela 2: Substancias isoladas do género Piranhea

Substéancia Parte Espécie Referéncias
Vegetal

Cascas do  Celaenodendron CASTANIEDA
tronco mexicanum et al., 1993.

Cascasdo Celaenodendron CASTANIEDA
tronco mexicanum et al., 1993

picrodendrina E
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acido elagico-4-0O-B-D-
xilopirosidio-3,3’
dimetil eter

HO

acido oleandlico

CO,H

HO
A
acido 3a - hidroxi-7,24Z—
dien- tirucala-26-oico

CO,H

Y
(0]

acido 3-oxitirucala-7,24-
dien-26-6ico

cHy "CHs

acido epi-oleandlico

Cascas do
tronco

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Celaenodendron
mexicanum

Celaenodendron
mexicanum

Celaenodendron
mexicanum

Celaenodendron
mexicanum

Celaenodendron
mexicanum

CASTANIEDA

et al., 1993

CASTANIEDA

et al., 1993

CAMACHO, et

al., 2009

BACAB-CHAN

et al., 2001

BACAB-CHAN

et al., 2001
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2.6 Piranhea trifoliata

Piranhea trifoliata sdo arvores grandes com 0Ss ramos bem
desenvolvidos, em geral parcialmente submersos nas margens dos rios,
troncos com cascas de cor cinza, estriadas longitudinalmente (REMADE 2015).
E uma arvore do dossel superior, alcancando idade de mais de 400 anos
(WORBES, et al 1992). Ela pode ser encontrada no Brasil, Bolivia e Venezuela.
Aqui no Brasil ela é encontrada nos estados do Amazonas, Para, Tocantins,
Rondoénia e Mato Grosso (SECCO e CORDEIRO, 2015).

E conhecida popularmente como Piranheira (Figura 7), pois seus frutos e
sementes alimentam piranhas e outros peixes, é encontrada nas areas de
varzeas e igapos, possui uma madeira sem cheiro e gosto, é resistente a
fungos e insetos. A sua casca € usada como curativo para inflamacées no
Utero em banhos de assento e para chas no tratamento de malaria (CAMPOS
FILHO, 2012).

Figura 7: fotos da coleta de Piranhea trifoliata e confecgdo da exsicata para depdsito no
herbario

Até o presente momento foram publicados pelo nosso grupo de
pesquisa, estudos fitoquimicos com o isolamento dos triterpenos: 28-hidroxi-
friedelin-3-ona, friedelan-3-ona e o acido-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido além de

seus extratos metandlicos apresentarem atividades antimaléarica, antioxidante,
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antibacteriana e antifungica (RODRIGUES et al., 2014; PEDROZA, 2014;
JEFFREYS, 2011) (Figura 8) .

CH3_.' CH3 CHB CHs

OH CHs
Y/ Y/
0 CHs 0 CHs
CHs CHj3
28-hidroxi-friedelan-3-ona Friedelan-3-ona
Os_ _H
OH

3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido

Figura 8: Triterpenos e um benzaldeido isolados das folhas e galhos de Piranhea trifoliata.

2.7 Bioprospeccdao de fungos endofiticos: Um recurso plausivel para o
avanco biotecnoldgico

Os fungos endofiticos podem ser encontrados nos espacos inter e
intracelulares do tecido vegetal, podendo permanecer por um longo periodo do
seu ciclo de vida, apresentando incidéncia variavel de acordo com a planta,
espaco geografico, idade e sazonalidade (AZEVEDO et al., 2000; ESPOSITO-
POLESI 2011, PICCOLO et al, 2010).
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Além disso, sua interac&o no tecido vegetal, pode induzir a producéo de
diferentes substancias de interesse clinico pois, estudos mostram que o
isolamento de substancias a partir de fungos, tornou-se benéfica tanto para a
salde publica quanto para o avan¢o biotecnolégico com a producdo de
diferentes antibidticos, contribuindo com o desenvolvimento econémico e
cientifico pois, seu crescimento € mais r4pido e ocupa menor espaco
(BEZERRA et al., 2015; FREIRE et al., 2015).

Segundo os relatos do avanco da pesquisa fitoquimica e biolégica, mais
de 100 micro-organismos endofiticos foram cultivados e submetidos a
investigacBes para a caracterizagdo quimica e avaliacdo biologica, resultando
em novas estruturas quimicas e atividades biolégicas interessantes (WIBOWO
et al, 2016, KUSARI et al, 2013; SENADEERA et al, 2012; GUNATILAKA 2006,

Grande parte dos fungos endofiticos produzem metabdlitos similares ou
igualmente presentes em suas plantas hospedeiras, onde as classes quimicas
podem ser identificadas e comparadas através da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear - RMN de 'H (ZHANG; SONG; TAN, 2006; GUNATILAKA,
2006).

De acordo com Schulz e Boyle 2005, aproximadamente 80% dos fungos
endofiticos produzem metabdlitos biologicamente ativos que podem
transformar-se em antibioticos, fungicidas ou herbicidas, como por exemplo o
taxol, obtido tanto da planta medicinal Taxus brevifolia como do fungo
endofitico Taxomyces andreanae (STROBEL et al., 2004). Essas similaridades,
nos mostram que os fungos endofiticos possuem a capacidade de se adaptar
ao microambiente por variacdo genética, ocorrendo assim, uma transposicao
de genes entre a planta e o fungo em uma verdadeira engenharia genética in
vivo (DAVITT et al. 2011, GUNDEL et al, 2011; AZEVEDO et al., 2000; ZHANG
et al., 2006;).

A tabela 26, mostra algumas substancias que foram isoladas a partir de

fungos endofiticos com importantes potenciais biolégicos.
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Tabela 3: Algumas substancias isoladas de fungos endofiticos com potencial biologico.

Substancia

Fungo endofitico

Atividade

Acido torreianico

Nothapodytes

foetida

Cryptosporiopsis

guercina

Penicillium

griseofulvum

Taxomyces

andreanae

Pestalotiopsis

microspora

Citotéxica em linhagens
celulares de cancer
humano in vitro
(PURI et al., 2005)

Antitumoral
(LI, 2000)

Antifangica
(CAFEU et al., 2005)

Tratamento de cancer
de Gtero e mama
(STROBEL et al., 2004)

Anticancerigenos
(LEE et al., 1996)
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H Penicillium Antibiétivo

NH
\ S
| CHs notatum (TAN and ZOU, 2001)
0 CH,

/N~
COOH

Penicilina

2.8 Familia Valsaceae

A familia Valsaceae pertence ao reino Fungi, divisido Ascomycota,
subfilum Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse
Sordariomycetidae e orden Diaporthales (MYCOBANK, 2016).

Possui 95 géneros e aproximadamente 228 espécies com ocorrencia
principalmente no Brasil e Europa, tendo com 0s principais representantes os
géneros:  Amphiporthe, Apioplagiostoma, Chadefaudiomyces Kamat,
Clypeoporthella, Cytospora, Ditopellina, Durispora, Hypospilina (Sacc.),
Leptosillia, Leucostoma, Phomopsis, Rossmania e Valsella (MYCOBANK,
2016; LUMBSCH, 2009).

Estudos com algumas espécies da familia, mostraram a presenca de

substéancias fendlicas e acidos (Tabela 4).

Tabela 4. Algumas substancias isoladas da familia Valsaceae

Substancia Fungo endofitico Atividade
COOEt

Atividade

Phomopsis antifingica; contra
HO OH . .
cassiae a linhagem celular
de tumor cervical
2,4-diidroxi-5,6-dimetil benzoato de humano (STINSON
etila et al, 2003)
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OH

OH
COH

phomopsilactona

K

o)

CsHys OH

citosporona D

Fomopsolida A
OH

O

/
O

5-phenyl-4-oxopentanoic acid

Phomopsis
cassiae

Cytospora sp. e

Diaporthe

Cytospora sp.

Phomopsis sp.

Cytospora sp.

Atividade
antifingica; contra
a linhagem celular
de tumor cervical

humano (STINSON
et al, 2003)

Antibacteriana
(BRADY, 2000)

Antibacteriana
(BRADY, 2000)

Antibacteriana
(STIERLE, 1993)

(LU et al, 2011)
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N\% Cytospora sp. (LU et al, 2011)

3-(2,5-dihydro-4- hydroxy-5-o0xo-3-
phenyl-2-furyl)propionic acid

OH |O
@ Cytospora sp. (LU et al, 2011)

(3R)-5-methylmellein

HO,

(6]
OH O\
"o Cytosporasp. (LU etal, 2011)
OH
OH

Integracins A
HO
W
OH O\
OH

OH OH

Cytospora sp. (LU et al, 2011)

Integracins B

2.9 Género Diaporthe

O género Diaporthe é a forma sexuada, telemorfo, do fungo endofitico e
a forma assexuada, anamorfo, € denominada de Phomopsis. Ele é um

ascomiceto pertencente ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotin, classe
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Sordariomycetes, subclasse Sordariomycetidae, ordem Diaporthales e familia
Valsaceae (ABREU et al, 2012).

Estudos recentes, mostraram que a identificacdo das espécies do
género Diaporthe é considerado um desafio mediante a um hospedeiro néo
descrito anteriormente (UDAYANGA et al.,, 2011), pois existem diferentes
espécies vegetais possuidoras de uma gama de fungos endofiticos com
poucas caracteristicas que podem diferencid-las, sendo necessarias diferentes
técnicas moleculares para fazer a classificacdo (UECKER, 1988; SANTOS et
al., 2010; BOTELLA e DIEZ, 2011).

Apesar da dificuldade de identificacdo, diferentes estudos afirmaram que
espécies do género Diaporthe tém sido descritas como endofiticas,
patogénicas, além de causar problemas a saude humana (GARCIA-REYNE et
al., 2011; ROSSMAN, 2007; CROUS e GROENEWALD, 2005).

Além disso, este género é citado como produtor de metabolitos
secundarios e enzimas (DAI et al., 2005; ELSAESSER et al., 2005), além de
possuidor de diferentes atividades biolégicas como: acao antibiética (LIN et al.,
2005; DETTRAKUL et al., 2003), fungicida (WU et al., 2008), capaz de impedir
a herbivoria (VESTERLUND et al., 2011), anticancerigena (KUMARAN, 2009) e
pode ser utilizado no controle biolégico de ervas daninhas (ASH et al., 2010).

Sendo assim, estudos de bioprospeccao de microrganismos endofiticos
para fins farmacéuticos e biotecnoldgicos, sdo de fundamental importancia para
a descoberta de novos antibiéticos, agentes quimioterapicos e defensivos
agricolas, pois grande parte dos metabdlitos isolados a partir de fungos
endofiticos séo caracterizados como eficazes, com baixa toxicidade, ndo causa
impacto ambiental e podem ser produzidos em larga escala (XU et al., 2010;
SMITH et al., 2008; UDAYANGA et al., 2011).

A tabela a seguir mostra os metabdlitos secundarios isolados de
espécies do género Diaporthe (Tabela 5).
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Tabela 5. Metabolitos isolados do género Diaporthe

R Atividade
Substancia Geénero o
biologica
COOEt
Phomopsis cassiae Antifungica
HO OH (SILVA et al.,
Etil 2,4 dihidroxi-5,6- 2005)
dimetil benzoato
OH O
0 Antifangica
Phomopsis cassiae
HO N (SILVA et al.,
Con 2005)
Fomopsilactona
Phomopsis longicolla Antibidtica e
citotoxica
R1=0H R, =OH - Diceradiol A (WAGENAAR’ et
R1=0Ac Rj= OH - Diceradiol B al’ 2000)
R; =0Ac R, =0Ac ~Diceradiol C
. Citotoxica
Diaporthe sp.
(PRACHYA et
al., 2007).

Micoepoxidieno
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Altiloxina A
HO
Esterol
H\
0
o=
H
H/O
/ N— H
0]

Fomopsina

0]

OH

Nonenolide

‘OH

Diaporthe sp.

Phomopsis sp. Lz42

Phomopsis

leptostromiformis

Phomopsis sp. A123

Fitotoxica
(ICHIHARA et al,
1984)

LIN et al., 2005

Antimicétifca
(SHIVAS et al.,
1991)

Fitotoxico
(LI'etal., 2010;
RIVERO-CRUZ,
2003)
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OH

Fomonol

oo,
[

OH

Fomotone

Fomofene

0 o)
/
0

OH
CHO

4-formil-7-metoxil-6-metil-ftal-ida

o

0
|

0]

O—

OH

Acido diidrogladiolico metillactol

Phomopsis sp. A123

Phomopsis sp. A123

Phomopsis sp. A123

Phomopsis sp. A123

Phomopsis sp. A123

(LIet al., 2010)

(Ll et al., 2010)

(LI et al., 2010)

(LI et al., 2010)

(LI et al., 2010)
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Citotalasina H

0]

0]

Benzofomopsin A

0]

) @)

mileim

4- Hidroximileim

Phomopsis sp. A123 (LI et al., 2010)

Phomopsis sp. KS-37-2  SHIONO et al.,
2009

Antimicrobiana e
antinflamatoria

Phomopsis sp. (REDKOA

et al., 2007;
WEBER et al.,
2005)

Antimicrobiana e
antinflamatoria

. (REDKOA
Phomopsis sp. et al., 2007:

WEBER et al.,
2005)

Antimicrobiana e
antinflamatoéria

Phomopsis sp. (REDKOA
et al., 2007,
WEBER et al.,
2005)
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Scitalona

o
HO

Tirosol

Mevalonalactona

Phomopsis sp.

Phomopsis sp.

Phomopsis sp.

Antimicrobiana e
antinflamatoria

(REDKOA
et al., 2007;

WEBER et al.,
2005)

Antimicrobiana e
antinflamatoria

(REDKOA
et al., 2007;

WEBER et al.,
2005)

Antimicrobiana e
antinflamatoria

(REDKOA
et al., 2007;

WEBER et al.,
2005)

26



Ri=Ac R, = \AO

Isochromophilones X

R H R, = \/\@

Isochromophilones Xl

Ri=Ac R,=
\_NH

Isochromophilones Xl

Ri=Ac R,=H
Sclerotioramina
R]_ =Ac R2 = \/\OH

Isochromophilone VI

Micoepoxidieno

Diaporthe sp.

Diaporthe
pseudomangiferae
SNB-GSS10

Citotoxicidade
contra células do
cancro
(ZANG et al,
2012

Citotoxicas
contra cancer
cervical
(WANG et al.,
2010)
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2.10 Diaporthe hongkongensis

Este fungo foi isolado das folhas de P. trifoliata e foi fracionado neste
trabalho. O fungo endofitico Diaporthe hongkongensis, pertencente ao reino
Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes,
subclasse Sordariomycetidae, ordem Diaporthales, familia Diaporthaceae,
género Diaporthe é largamente distribuido, sapréfito, considerado fitopatégeno,
mas também com acao patogénica contra humanos e outros mamiferos.

Até o0 presente momento, este fungo possui apenas estudos
morfolégicos e moleculares (DISSANAYAKE et al, 2014; HUANG et al, 2013),
tornando-se plausivel seu estudo quimico e bioldgico visto que, outras espécies
de fungos do mesmo género possuem importantes metabdlitos secundarios

com diferentes acdes bioldgicas.
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3 Objetivos

3.1 Geral

v' Realizar o estudo quimico e biolégico dos extratos das folhas de
Piranhea trifoliata Baill e dos seus fungos.

3.2 Especificos

v' Avaliar as atividades antimalarica, antioxidante e antibacteriana dos

extratos vegetais e dos caldos metabdlitos obtido dos fungos endofiticos;

v Realizar o perfil quimico dos fungos endofiticos obtidos de P. trifoliata;

v Isolar e identificar as substancias majoritarias presentes nos extratos e

nos caldos metabdlicos ativos dos fungos endofiticos;
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4 Metodologia

Material e Métodos
4.1 Equipamentos utilizados

O espectro de massas utilizado foi 0 MircoTOF-QII (Brucker Daltonics),
fonte de ionizacdo ESI em modo positivo, 17500 FWHM, cromatdgrafo
Prominence UFLC (Shimadzu) com detector de diodos (DAD) SPDM-202
operando na faixa 190 a 400 nm, injetor automatico SIL-20-A e coluna Shim-
pack XR-ODS 2 pm x 50 pm.

Os espectros de RMN, foram analisados em: RMN de 300 MHz (Bruker
BioSpin AG, Modelo Fourier 300 UltraShield, com frequéncia de 300 MHz para
hidrogénio com sonda EasyProbe Dual 300 MHz S1 5mm Z-gradient), para os
nlcleos de H e de '3C (300 e 75 MHz, respectivamente), em CDCls.

Para a atividade antibacteriana utiliuzou-se: leitora para microplaca
(modelo multiscan 60, Themo) com leitura em 600 nm e espectrofotbmetro
(Femto, Cirrus 80 ST).

4.2 Coleta

As folhas de Piranhea trifoliata foram coletados em Volta Grande do
Xingu, Altamira, PA em agosto de 2009 (Coleta 1), no lago do Cataldo,
Iranduba, AM em julho de 2010 (Coleta 2) e em abril de 2013 (Coleta 3,
realizada do mesmo espécime vegetal da coleta 2).

As exsicatas foram enviadas para identificacdo taxonémica no Herbério
do Instituto Federal do Amazonas — IFAM, sendo registrada sob o numero:
10653 (coletada 1) e 10654 (coletas 2 e 3).

4.3 Preparacao dos extratos vegetais das folhas de P. trifoliata

As folhas coletadas foram secas a temperatura ambiente, moidas em
moinho de facas e extraidas com diclorometano (DCM) (coleta 1) e com
hexano, coleta 2. Esta mudanca ocorreu devido a conscientizacdo de
preservacdo ao meio ambiente, substituindo um solvente mais toxico (DCM)

por um solvente menos téxico (hexano). Essa extracdo foi repetida quatro
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vezes com o auxilio da ultrassom por 20 minutos, para a obtencdo de maior
massa de extrato bruto onde foram concentrados em rota-evaporador. Apos
esta etapa, o material vegetal foi acondicionado em uma bandeja onde ficou
em repouso e em temperatura ambiente até a evaporacéao total do solvente.

Em seguida, foram realizadas duas novas extracdes do mesmo material
vegetal com metanol e agua destilada, utilizando o mesmo processo da
extracdo anterior, com excecdo da concentracdo do extrato aquoso que foi

realizada em liofilizador.

4.4 Particédo liquido-liquido dos extratos metandlicos das folhas

A fim de se obter uma primeira separacdo, 0s extratos metandlicos
foram submetidos a uma particéo liquido-liquido no funil de separacéo (Figura
9). Os extratos foram solubilizados com agua destilada e MeOH na proporcao
7:3 e extraido trés vezes com cada solvente. O primeiro solvente foi o
diclorometano (DCM) e o segundo foi o acetato de etila (AcOEt). A solucdo
resultante no funil foi denominada de hidrometandlica com simbolo (H20-

MeOH) sendo considerada a terceira fase.

Figura 9: Particao liquido-liquido dos extratos metandlicos das folhas com DCM (A), AcOEt (B)
de P. trifoliata.

4.5 Prepado dos extratos dos fungos endofiticos

Para o estudo dos fungos endofiticos, foi realizado uma nova coleta do
mesmo espécime da coleta 2, denominada de coleta 3. As folhas foram
coletadas no lago do Cataldo no municipio de Careiro da varzea, como descrito
no item 4.1, submetidas a um processo de desinfeccao superficial do material

pelo método de Aradjo et al., (2001), com modificacdes.

31



As folhas com aparéncia saudaveis foram lavadas cuidadosamente em
agua corrente e enxaguadas com agua destilada. No processo de desinfec¢éo
superficial, para a eliminacdo de micro-organismos epifiticos, as folhas foram
desinfestadas com a solucéo de alcool 70%, sendo imersas por um minuto, sob
agitacdo vigorosa e constante. Em seguida, foi descartada a parte liquida e
adicionado a solugéo de hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo (v/v) durante
trés minutos e novamente adicionado alcool 70% por trinta segundos. Ao final
do procedimento todo o material foi lavado quatro vezes em agua destilada
esterilizada. Uma pequena aliquota de 50 uL de agua da ultima lavagem foi
inoculada em placa de Petri como forma de controle negativo.

Ao final da desinfestacdo, as folhas de P. trifoliata foram cortadas com
bisturi, cinco pequenos fragmentos com 0,5 X 0,5 centimetros onde foram
distribuidos equidistantes em cada placa de Petri, contendo o meio de cultura
Agar Batata Dextrose (BDA) acrescido do antibidtico oxitetraciclina a 2,5
mg/mL para evitar o crescimento de bactérias endofiticas. As placas foram
incubadas em temperaturas variando de 26 a 30 °C durante quinze dias (Figura
10).

Figura 10: Coleta (a), desinfestacdo (b) e preparo dos fragmentos das folhas para a obtencéo
dos fungos endofiticos (c).

Vale ressaltar que parte do material coletado, foi moido e extraido com
hexano, metanol e 4gua para a realizagdo do teste antibacteriano e anélise de
RMN de H! para identificacdo das possiveis classes quimicas e comparacéo
com os extratos das outras coletas.
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4.6 Purificacdo e conservacao dos fungos endofiticos de P. trifoliata

Apos o crescimento dos fungos, de 15 dias, estes foram purificados em
meio BDA, onde utilizou-se a técnica de visualizacdo macroscopica,
observando a coloragdo e a forma variada. Em seguida, os fungos foram
submetidos a sucessivas repicagens até a observacdo macroscoépica de uma
Unica coloracdo e forma uniforme Sua conservacao foi realizada pelo método
de Castelani 1963. (Figura 11).

Figura 11: Crescimento dos fungos endofiticos (A), processo de obtencéo e purificacdo de um
Unico fungo (B) e conservagéo dos fungos (C).

Apods o processo de purificacdo foram obtidos nove fungos endofiticos em
diferentes formas e cores diferentes (Figura 12).
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Figura 12: Obtencéo dos 9 fungos endofiticos obtidos de Piranhea trifoliata.

4.7 Identificacdo dos fungos endofiticos por anélise molecular

A identificacdo do fungo endofitico foi realizada na Fundagdo André
Tosello Pesquisa e Tecnologia — FAT, junto a sua Colecdo de Culturas
Tropical, pela técnica Milena Duarte Lanconi.

4.7.1 Inoculagcdo em meio de cultura

Os fungos endofiticos foram cultivados em SDB (Sabouraud Dextrose

Broth) para posterior extracdo gendmica.
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4.7.2 Manipulagcdo do DNA

O DNA foi extraido com kit comercial Quick-DNA Isolation Kit (Zymo
Research), segundo as instrucfes do fabricante. A amplificacdo do DNA alvo,
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foi realizada a partir dos
oligonucleotideos SR6R (5 AAGTATAAGTCGTAACAAGG 3’) e LR1(%
GGTTGGTTTCTTTCCT 3’) (WHITE et al., 1990). ApoOs corrida eletroforética
em gel de TBE-agarose 1,5% (p/v), o produto foi purificado, quantificado,
concentrado, aliquotado e acrescido dos oligonucleotideos SR6R e LR1
utilizados para sequenciamento, sendo este realizado na plataforma ABI 3500
Genetic Analyzer (Life Technologies).

4.7.3 Analises das sequéncias

A obtencdo da sequéncia consenso (BioEdit) da amostra dos fungos
endofiticos foram geradas a partir do sequenciamento bidirecional realizado
com os primers supracitados. A sequéncia consenso foi comparada com as
depositadas no GenBank (NCBI) via BLASTn, alinhada com as sequéncias
similares disponiveis no banco de dados e, posteriormente, foi construida uma

arvore de distancia filogenética com auxilio do programa MEGAG6.

4.8 Preparo do cultivo celular para a obtencdo dos fungos endofiticos
em meio liquido.

Para a obtencdo dos fungos em grande quantidade, pequenos
fragmentos foram adicionados em erlenmeyers de 500 mL contendo o meio de
cultura batata dextrose liquido (BDL), onde permaneceram por um periodo de
15 dias em dois sheikers, um com doze e outro com vinte posi¢des, a 112 rpm
a 25 °C, (Figura 13 A). Para a realizagdo do controle do pH da solugédo, foi
utilizado uma fita de pH, Merck, onde foi medido o pH do caldo antes de
colocar os fragmentos e a cada cinco dias até o final do periodo de crescimento
e para o controle da concentracdo de glicose, foi utilizado uma fita reativa da
URICLIN 10, seguindo os mesmos procedimentos descritos na bula (Figura 13
BeC)
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Figura 13: Cultivo dos fungos endofiticos em Sheikers a 112 rpm a 25 °C (A), medi¢éo do pH e
do nivel de glicose (B e C).

4.9 Filtracdo e particado liquido-liguido do caldo metabdlito obtida dos
fungos endofiticos

Com o objetivo de realizar uma andlise quimica e biol6gica completa dos
fungos endofiticos, o caldo metabolico foi filtrado com um funil de Buchner e

kitassato (Figura 14).

Figura 14: Filtracao do caldo metabdlico dos fungos endofiticos (A) e (B) obtidos de P.
trifoliata.

ApGs a filtragdo, o caldo foi acondicionado em um funil de separacéo de
1000 mL para a realizacdo da particdo liquido-liquido. As imagens a seguir,
mostram os detalhes da particdo na obtencdo da fase DCM (Figura 15 A) e da
fase AcOEt (Figura 15 B).
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Figura 15: Particdo liquido-liquido do caldo metabdlico dos fungos endofiticos de P. trifoliata,
para a obtencéo da fase DCM (A) e da fase AcOEt (B).

4.10 Extracdo dos fungos endofiticos

Para a extracdo, primeiramente foi retirada toda a agua do micélio por
filtracdo a vacuo e a acondicionado em um erlenmeyer de 500 mL, em seguida
foi adicionado o solvente hexano e levado ao ultrassom por 20 min. Apdos o
tempo estimado, o solvente foi filtrado e ao observar sua coloracao, verificou-se
gue a extracao nao foi eficiente, apresentando um rendimento entre 4 a 9 mg
de extrato bruto.

Com isso, optou-se por realizar novamente a extracdo sendo que agora
com DCM, o qual possui maior polaridade (Figura 16). A extracdo com DCM foi
repetida cinco vezes seguida do MeOH e 4gua. Os detalhes dessa etapa esta

descrita no item 4.2.

Figura 16: Etapas da obtengcdo dos extratos do micélio em ordem crescente de

polaridade em ultrassom (A) e preparo do material para a filtragéo simples (B).
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4.11 Metodologias gerais iniciais com os extratos e as fases

Para o inicio do fracionamento fitoquimico foi necessario fazer um
levantamento bibliografico da familia e do género afim de verificar as possiveis
classes quimicas presentes. Em seguida, realizou-se a técnica da
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) com os solventes
Hexano, DCM, Acetona, Acetato de Etila (AcOEt) e Metanol (MeOH) nos
seguintes  sistemas: hexano/DCM, hexano/AcOEt, hexano/acetona,
DCM/AcOEt, DCM/acetona, DCM/MeOH e AcOEt/MeOH em diferentes
propor¢cdes variando de 10 a 100% de solventes, borrifados com os
reveladores quimicos. Os reveladores quimicos foram: iodo ressublimado,
sulfato cérico, cloreto férrico, cloreto de aluminio, anisaldeido sulfurico e
reagente de Dragendorff.

Os extratos e fases escolhidos foram fracionados em cromatografia em
coluna aberta utilizando Silica gel 60 (SiO2 - 230-400 e 40-140 mesh,
MERCK). As fracdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
comparativa analitica CCDC (Silica gel 60 Fazs4, aluminium sheets, Merck,
Germany) sob luz UV 254 e 364 nm e apds reveladas com anisaldeido sulfurico
e cloreto férrico.

AplOs essa etapa, uma pequena parte dos extratos (40 mg) foram
enviados para andlise de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN de 'H de 60
MHz ou 300 MHz para a verificar as possiveis classes quimicas presentes nos
extratos e guiar o fracionamento.

Para verificar as atividades biol6gicas presentes nos extratos, uma
pequena guantidade de massa foi testada para as atividades antioxidante (5
mg), antibacteriana (10 mg) e antimalarica (5 mg). A metodologia para cada

ensaio esta descrita nos itens 4.13 ao 4.15 respectivamente.
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4.12 Fracionamento do extrato diclorometanico das folhas
coletadas em Altamira - PA (Coleta 1)

Para o fracionamento do extrato DCM das folhas, utilizaram-se 840 g de
amostra acondicionada em Silica Gel 60 Mesh, com os sistemas de eluicao:
DCM 100%; DCM/AcCOEt 9:1 até 4:6, AcCOEt/MeOH 9:1 até 1:1 e MeOH 100%.
As dimensdes da coluna utilizada foi de 100 cm e 2,0 cm de diametro. Para
cada fracao foram coletados 15 mL totalizando 84 fracdes.

Todas as fracbes foram analisadas por Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa - CCDC e reveladas com os reveladores quimicos e
fisicos e as fracbes semelhantes foram reunidas. A fracao reunida (0-5) com 34
mg, apresentou-se interessante quimicamente e foi refracionada com silica gel-
60 mesh utilizando os sistemas Hex/DCM de 9:1 até DCM 100%, DCM/AcOEt
9:1 até AcOEt 100% e 100% MeOH, resultando em 30 fracdes.

Todas as fragbes foram analisadas em CCDC e seus respectivos
reveladores quimicos e fisicos, sendo a fracdo 3 com 20 mg apresentou
manchas roxas quando revelada com anisaldeido caracteristico de terpenos.
Esta foi entdo refracionada utilizando Silica Gel 60 Mesh, com o sistema inicial
Hexano/Acetona 9:1 até Acetona 100% e posteriormente com Acetona/MeOH
1:1 até MeOH 100%. Apoés a realizacdo da coluna e andlise por CCDC as
fracOes 8 e 9 as quais sairam no sistema Hexano/Acetona 1:1 apresentaram
uma unica mancha de coloracao roxa, estas entdo, foram reunidas e enviadas
para analise de RMN de H.

ApGs a andlise das fragBes anteriores, foi realizado o fracionamento das
fracbes reunidas de 6 a 13 utilizando silica como fase estacionaria e
DCM/acetona 9:1 até 100% de acetona, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% de
MeOH. Apds a obtencdo e analise das fracdes reuniu-se a fracdo 8-13 por
apresentar uma massa significativa, 35 mg, além de manchas de coloracéo
roxa quando reveladas com anisaldeido sulfurico. Esse fracionamento foi
realizado com o sistema DCM/Acetona 9:1 até 100% de acetona,
acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 20 fra¢gbes. Durante a
analise em CCDC verificou-se que a fracdo reunida 2-8, apresentou-se como
um solido branco que ao ser revelada anisaldeido sulfurico apresentou uma

Unica mancha de coloracéo roxa. Esta foi enviada para andlise de RMN de 'H e
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13C e ap6s a andlise dos dados essa fracdo foi denominada de substancia I. Os

detalhes do isolamento podem ser visualizados na tabela 6.

Tabela 6. Condicbes e sistema usado para o fracionamento de (6-13).(8-13)
para o isolamento da substancia |

Dados do sistema FracOes

DCM/Acetona 9:1 2-8 (substancia I)
DCM/Acetona 8:2 9-12

DCM/Acetona 7:3 13

DCM/Acetona 6:4 14-15

DCM/Acetona 1:1 16

Acetona 100% 16-18

Acetona/Metanol 1:1 19

Metanol 100% 20

ApoOs a andlise de todas as fracdes, voltou-se para as fracdes iniciais e
verificou-se que a fracdo 17-18, apresentou um precipitado branco e quando
analisada em CCDC apresentou uma mancha de cor amarela intensa quando
revelada no anisaldeido sulftrrico, esta foi lavada com acetona e apés analise
de RMN de 'H e '3C foi denominada de substancia Il.

Em seguida verificou-se que a fracdo 19-22 apresentou um precipitado
branco amarelado, esta entédo foi lavada com acetona e enviada para analise
de RMN de 'H e 3C que apds a andlise dos dados verificou-se que ela se
tratava também da substéncia Il. A tabela 7, mostra os detalhes desse

fracionamento.

Tabela 7. Sistemas utilizados no fracionamento de (6-13).(8-13) para o
isolamentos da substéancia Il

Dados do sistema FracOes
DCM/Acetona 9:1 0-5
DCM/Acetona 8:2 6-10
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DCM/Acetona 7:3 11-16

DCM/Acetona 6:4 17-18 (substancia I1)
DCM/Acetona 1:1 19-22 (substancia I1)
DCM/Acetona 4:6 23-29
Acetona 100% 30-45
Acetona/Metanol 9:1 46-52
Acetona/Metanol 8:2 53-60
Acetona/Metanol 7:3 61-71
Acetona/Metanol 6:4 72-75
Acetona/Metanol 1:1 76-82
Metanol 100% 83-84

Em seguida, foi realizada uma coluna cromatogréfica da fracdo mae 23 a
29 com 30 mg, por apresentar-se interessante quimicamente e ter uma massa
significativa. O sistema utilizado nessa coluna de silica aberta foi Hexano/DCM
9:1 até 100% de DCM 100%; DCM/AcOEt 9:1 até 100% AcOEt, AcOEt/MeOH
9:1 até 100% MeOH. As fracdes 5 a 7 foram reunidas (19 mg) e refracionadas
com DCM/Acetona 9:1 até 100% de acetona, acetona/MeOH 9:1 até 100% de
MeOH. Em seguida, realizou-se uma CCDP da fracdo 7 com o sistema
DCM/Acetona 1:1, onde foram obtidas 3 fragdes sendo que a fracdo 2 apds

andlise de RMM *H e 3C foi denominada de substancia Il (Tabela 8).

Tabela 8. Condicbes e sistema usado para o fracionamento de (23-29).(5-

n.(71).(2)

Dados da CCDP FracOes

DCM/Acetona 1:1 1

DCM/Acetona 1:1 2 (substancia III)
DCM/Acetona 1:1 3

A seguir é mostrado o fluxograma com os detalhes do fracionamento e

obtencéo das substancias I, Il e lll.
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Extrato DCM das

Folhas
(840,0 g)

CCSiO2 DCM 100%, DCM/AcOEt 9:1 até 4:6,
AcOEt/MeOH 9:1 até 1:1 e MeOH 100%

// //
4 4 |
0-5 17-18 19-22 23-29 84
34 mg 24 mg 29,5 mg 30,0 mg 40,5 mg
CC SiO, Hex/DCM 9:1 até DCM 100%, Prec. lavado com CCSi02: Hexano/DCM 9:1 até 100% de
DCM/ACOEt, AcOEt/MeOH e MeOH 100% Acetona brec. lavado I'\D/Iig/ll,4 ?S(?Q’ACOE“ ACOE/MeOH e
* 0,
com Acetona
1-2 3 30 o 1 0-2 5-7 20
2 mg 20 mg 5 mg mg 2mg 19 mg 4 mg
CC SiO,: Hexano/Acetona 9:1 até Substancia Il , CC SiOo
Acetona 100%, acetona/MeOH e até 1 (SolGvel em 19,
I\/IfOH 100%. I (Soltvel em 18 mg Acetona) DCM/Acetona 9:1
\ Acetona) 9 mg | |
14 mg Substancia I
> " 6-13 ! ! 1 7 9
- 110 m 2m 8m 0,6 m
1,6 mg 5 mg 9 g g g
CcC SiOZ: DCM/acetona 9:1 até 100% de acetona,
Substancia | acetona/MeOH e 100% MeOH CChP
DCM/acetona 1:1
1-5 8-13 14-20
8.7 ma 35 ma 3.5ma 1 2 3
1mg 3mg 0,6 mg
cC SiOZ: DCM/acetona 9:1 até 100% de acetona,
acetona/MeOH e 100% MeOH Substancia Il

2-8 20
1,6 mg 5 mg
Substancia |

Figura 17: Fluxograma do fracionamento do extrato DCM das folhas de P. trifoliata.
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4.13 Fracionamento do extrato metanodlico das folhas coletadas em
Altamira - PA (Coleta 1)

Primeiramente foi realizada uma particédo liquido-liquido como descrito no
item 4.5, em seguida, foram realizadas as analises em CCDC da fase DCM,
eluida com DCM/Acetona 1:1, da fase AcOEt eluida com AcOEt/Acetona 1:1 e
da fase aquosa, eluida com MeOH 100%, em seguida ambas foram reveladas
com os reveladores quimicos e fisicos citados no item 4.8 e analisadas quanto
as classes quimicas presentes.

ApOs estas visualizacdes e registros iniciais, a fase DCM foi escolhida
para o fracionamento por apresentar-se com caracteristicas de triterpenos, pela
intensidade da coloracdo roxa quando reveladas com anisaldeido sulfarico
além da coloracao azul fluorescente detectado no UV visivel 365 nm.

O fracionamento iniciou com uma coluna de silica aberta com o sistema
hexano/acetona 9:1 até 100% acetona, em seguida, utilizou-se os sistemas
acetona/MeOH 9:1 até acetona/MeOH 1:1 e depois 100% MeOH, resultando
em 58 fracoes. As fracdes que apresentaram semelhancas quando reveladas
com os reveladores quimicos e fisicos, foram reunidas. Em seguida a fracao 8-
10 com 78 mg, foi escolhida para ser refracionada em coluna de silica aberta
com o sistema Hexano/DCM 1:1 até DCM 100%, DCM/acetona 9:1 até acetona
100%, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 33 novas
fracOes.

Todas as fracBes foram reveladas com anisaldeido sulfarico, sulfato
cérico, iodo ressublimado, além das luzes UV-Visivel nos comprimentos de
onda 254 nm e 364 nm. A fracdo 2 com 2 mg revelou uma mancha de
coloracdo roxa quando revelada com anisaldeido, que apds a andlise de RMN
de 'H e 13C, foi observado que se tratava de uma mistura denominada de
substancia IV e V.

Em seguida, a fragdo 28 com 5 mg, apresentou-se como um cristal em
formato de agulhas quando visualizado no frasco coletor e apenas uma
mancha de coloracao roxa quando revelada com anisaldeido. Esta fracéo, apés
a andlise de RMN de *H e de 3C foi denominada de substancia VI (Tabela 9).
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Tabela 9. Sistemas utilizados no fracionamento de 8-10 para o isolamentos da
substéancia IV, V presentes na fracdo 2 e da substancia VI presente na fracéo
(28)

Dados do sistema FracOes

Hexano/DCM 1:1 1

Hexano/DCM 4.6 2 (substancia IV e V)
Hexano/DCM 3:7 3-7

DCM 100% 8-11

DCM/Acetona 9:1 12

DCM/Acetona 8:2 13-15

DCM/Acetona 7:3 16-22

DCM/Acetona 6:4 23-26

DCM/Acetona 1:1 27

Acetona 100% 28 (substéancia VI)
Acetona/Metanol 9:1 29

Acetona/Metanol 7:3 30-31

Acetona/Metanol 1:1 32

Metanol 100% 33

Em seguida a fragdo 12 com 36 mg, apresentou-se interessante
guimicamente e foi refracionada em coluna de silica aberta com as misturas
dos solventes hexano/acetona 9:1 até 100% acetona, acetona/MeOH 9:1, 7:3,
1:1 e 100% MeOH resultando em 38 fracdes que foram analisadas por CCDC
reunidas as que apresentaram semelhancas, a fracdo 29 a 31 com 5 mg
apresentou um grau de pureza em CCDC e também quando revelada com
anisaldeido e ap6s andlise de RMN de 'H e 3C, observou-se que se tratava de
uma mistura de duas substancias denominadas de substéncias VIl e VIIl. Os
detalhes dos fracionamentos de sistemas utilizados podem ser visualizados a

seguir (Tabela 10).
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Tabela 10. Sistemas utilizados no fracionamento da fragdo 12 para o
isolamentos da substancia VIl e VIl

Dados do sistema FracOes
Hexano/acetona 9:1 1-3
Hexano/acetona 8:2 4-7
Hexano/acetona 7:3 8-15
Hexano/acetona 6:4 16-21
Hexano/acetona 1:1 21-28
Acetona 100% 29-31 (substancia VIl e VIII)
Acetona/Metanol 9:1 32
Acetona/Metanol 7:3 33
Acetona/Metanol 1:1 34-35
Metanol 100% 36-38

O fluxograma a seguir (Figura 18) mostra os detalhes dos

fracionamentos e obtencao das substancias IV, V, VI, VIl e VIII.
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Fase DCM obtida do
extrato MeOH das
Folhas 1,0 g

cC SiOZ: hexano/acetona 9:1 até 100%

acetona, acetona/MeOH e 100% de MeOH

// // / /
4 7/ /
2-7 8-10 12 14 58
113 g 78 mg 21 mg 62 mg 22 mg
CcC SiO2 hexano/DCM 1:1 até DCM 100%,
DCM/acetona, acetona 100%, acetona/MeOH e
/ '/ / 100% MeO/H s
71 7 / /
2 12 20 28
2mg 36 mg 5mg 5mg

Substancias

CcC SiO2 hexano/acetona,

Substancia VI

VeV acetona/MeOH e 100% MeOH
/7 //
/R
16-17 29-31
18,5 mg 5mg

Figura 18: Fluxograma do fracionamento da fase DCM do extrato metandlico e obtencéo da substancia IV, V, VI, VIl e VIIL.

Substéncias
Vil e VIl




414 Fracionamento do extrato do hexanico das folhas coletadas

no lago do Catalao (Coleta 2)

Apo6s o fracionamento dos extratos da coleta 1, foi realizado o
fracionamento dos extratos da coleta 2, iniciando pelo extrato hexanico, com
um fracionamento de 1,0 g de extrato bruto em silica gel -60, com o sistema
DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e depois MeOH 100%, resultando em 120 fracdes.
Todas as fragcdes foram analisadas com os reveladores quimicos e fisicos,
sendo que as que apresentaram semelhanca foram reunidas. As fracfes de 1 a
7, apresentaram cristais em formatos de agulhas e foram reunidas e reveladas
com anisaldeido sulfdrico, ao verificar apenas uma mancha na placa de CCDC
de coloracéo roxa foi realizado uma anéalise de RMN de *H onde verificou-se
que se tratava da mesma substancia identicda na fase DCM da coleta 1,
identificada como substancia |.

Em seguida optou-se em realizar um novo fracionamento da fracéo (9-10)
em silica gel-60 (1,5 g, 230-400 mesh) com o sistema hexano/DCM 1:1 até
DCM 100%, DCM/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e MeOH 100%. Apds a reunido das
fracbes semelhantes por analise quimica, a fracdo de 1 a 11 foi enviada para
andlise de RMN de 'H, e apdés as andlises do espectro de RMN de 'H,
verificou-se que também se tratava da substancia I. Em seguida realizou-se um
novo fracionamento da fracdo (11-12) por apresentar boa massa, 305 mg, e
interessante quimicamente.

Apds esse fracionamento e reunido das fracdes semelhantes que
mostraram apenas uma mancha de coloragdo roxa quando reveladas com
anisaldeido sulfurico, foram comparadas por CCDC com os demais triterpenos
isolados e verificou-se que a fracdo (25-41) era as misturas das substancias 1V
e V e, a fracdo 76-86 se tratava da substéncia I, ambas confirmadas apos
analise de RMN de 'H. Em seguida foi realizado um fracionamento de 13-16,
com os sistemas DCM/AcOEt 9:1 até AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 9:1, 7;3, 1:1
até MeOH 100%, dessa coluna foram obtidas 65 frac6es onde a reunido de 18-
20 forneceu a substancia | e a fragéo (21-25) foi refracionada com silica usando
como eluente AcOEt/acetona 1:1 até acetona 100% e acetona/MeOH 7:3, 1:1
até MeOH 100%, resultando em 22 fragdes.
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A fracdo 1-5 apresentou-se interessante gquimicamente por apresentar

apenas uma mancha com uma fraca coloracao rosa claro quando revelada no

anisaldeido, entretanto quando analisada sob luz UV 365 nm, apresentou um

azul fluorescente bem intenso, esta foi enviada para analise de RMN de 'H e

13C a qual foi denominada de substancia IX.

A tabela 11, descreve os detalhes da obtenc¢éo da substancia IX.

Tabela 11: Sistemas utilizados no fracionamento de (21-25) para o isolamentos

da substancia IX

Dados do sistema FracOes

AcOEt/acetona 1:1 1

AcOEt/acetona 4:6 2-5 (substancia IX)
AcOEt/acetona 3:7 6-7

AcOEt/acetona 2:8 8-11

AcOEt/acetona 1:9 12-15

Acetona 100% 16-17

Acetona/MeOH 7:3 18-19

Acetona/MeOH 1:1 20-21

MeOH 100% 21

A seguir & mostrado o fluxograma com os detalhes do fracionamento e

obtencdo das substancias I, 1V, V ja isoladas no extrato DCM da coleta 1 e a

substancia IX (Figura 19).
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Extrato Hexanico

das folhas
(1,09)

CC SO,

DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e 100% de MeOH

70-100
4 mg

CcC SiO2 AcOEt/acetona, acetona
100%, acetona/MeOH, MeOH 100%

1-7 9-10 11-12 13-16 17
10 mg 100 mg 305,3 mg 150 mg 220 mg
Substancia | CCSIO, hexano/DCM ccsio, CCSIO, DCMIACOE 9:1, AcOEt 100%,
DCM/MeOH, MeOH 100%, - pexano/DCM, ACOEtMeOH, MeOH 100%,
DCM/acetona,
| 100% MeOH |
1-11 26-30 38 18-20 21-25 64-65
8 mg 6 mg 5mg 10 mg 25 mg 1mg
Substancia | Substancia |
3-7 25-41 76-86 139-150 15
19,7 mg 5,5 mg 9,5 mg 41,5mg 2,6 mg
Substancias ~ Substancia | Substancia
VeV IX

Figura 19: Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico e obtencédo das substancias I, IV, V e IX.
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4.15 Fracionamento do extrato metandlico das folhas coletadas no Lago
do Cataléo (Coleta 2)

Apés a obtencdo de todas as fases (item 4,5), a fase DCM (1,8 g) foi
fracionada em coluna de silica gel 60 (18 g, 230-400 mesh), utilizando como
fase movel hexano/DCM 9:1 até 100% DCM, DCM/MeOH 9:1, 8:2, 7:3, 1.1 e
MeOH 100%. Dessa coluna foram obtidas 50 fracdes, sendo que a fracdo 16,
com 103 mg, foi escolhida para ser fracionada por apresentar-se com
coloracgéo verde escura quando revelado com cloreto férrico e poucas manchas
presentes. Esta foi fracionada em coluna aberta de silica gel 60 (1,5 g, 230-400
mesh), com os sistemas DCM/acetona 9:1 até acetona 100%, acetona/MeOH
9:1, 7:3, 1:1 e MeOH 100%, obtendo-se 33 novas fragbes. Ao fazer a revelacéo
quimica e fisica, as frac6es de 10 a 15 foram reunidas reanalisadas e enviadas
para analises de RMN de 'H, 13C e bidimensionais, que apoés analise dos dados

foi denominada de substancia X, descrita na tabela 12.

Tabela 12: Sistema utilizado no fracionamento da fracdo 16 para o isolamento
da substancia X.

Dados do sistema FracOes
DCM/Acetona 9:1 0
DCM/Acetona 8:2 1-2
DCM/Acetona 7:3 3-5
DCM/Acetona 6:4 6-8
DCM/Acetona 1:1 9-11
DCM/Acetona 4:6 10-15 (substancia X)
Acetona 100% 16
Acetona/Metanol 9:1 17-21
Acetona/Metanol 7:3 22-25
Acetona/Metanol 1:1 26-31
Metanol 100% 32-33
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Em seguida, escolheu-se a fase AcOEt, 1,7 g, para continuar o
fracionamento. Realizou-se uma coluna de silica com os sistemas
DCM/acetona 9:1 até acetona 100%, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e MEOH
100%, obtendo-se 60 novas fracfes. A fracdo 8, foi escolhida para um novo
fracionamento por apresentar-se com coloracdo verde escuro quando revelado
com cloreto férrico e apenas algumas manchas. Seu fracionamento foi
realizado com o mesmo sistema da fase AcOEt, DCM/acetona e
acetona/MeOH, sendo que dessa coluna foram obtidas apenas 31 fracdes.

A fracdo 12, apresentou algumas manchas de coloracdo verde escuro
quando revelada com cloreto férrico e por apresentar-se com pouca massa (10
mg) foi realizado uma Cromatografia em Camada Delgada Preparativa —
CCDP, com o sistema DCM/acetona 1:1 e volume de 150 mL. Apds a obtencéo
da fracdes e revelacdo com cloreto férrico. A fracdo 3 foi enviada para analise
de RMN de H, 13C e bidimensionais, onde foi denominada de substancia XI
(Tabela: 13)

Tabela 13. Condicbes e sistema usado para o fracionamento de 12 para a
obtencao da substancia Xl

Dados da CCDP FracOes
DCM/Acetona 1:1 1

DCM/Acetona 1:1
DCM/Acetona 1:1
DCM/Acetona 1:1
DCM/Acetona 1:1

(substancia XI)

a b~ WO DN

O fluxograma a seguir (Figura 20), mostra os detalhes do
fracionamento e obtencéo das substéancias X e XI.
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Extrato MeOH
das folhas

(5,00

Particdo liquido-liquido

Fase Fase Fase
DCM AcOEt HZO
1849 1,749 1,29
CCSiO2 hexano/DCM 9:1, 100% DCM, cC Sio2 DCM/acetona, acetona
DCM/MeOH, MeOH 100%. 100%, acetona/MeOH, MeOH 100%
. L // // // 7k
4 // 4 //
1-2 12 16 50 1 8 15 60
40 mg 43 mg 103 mg 4 mg 20 mg 53 mg 85 mg 4 mg
CcC SiO2 DCM/acetona, acetona CcC SiO2 DCM/acetona, acetona
100%, acetona/MeOH, MeOH 100% / 100%, acetona/MeOH, MeOH 100%
., /
7/ 7/
12 mg 9mg 33 mg g g g
CCDP

Substancia X

Figura 20: fluxograma do fracionamento do extrato MeOH das folhas de P. trifoliata.

DCM/Acetona 1:1

3 4
3 mg 2mg
Substancia
Xl
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4.16 Purificacao do triterpeno: 28-Hidroxi-friedelan-3-ona
(Canophylol)

Figura 21: Estrutura quimica do triterpeno: 28-hidroxi-friedelin-3-ona

A substancia 28-Hidroxi-friedelan-3-ona (Figura 21), foi isolada durante o
mestrado a partir do extrato DCM da coleta 1, através do fracionamento
utilizando coluna cromatografica de silica gel (h = 40 cm, d = 1,8 cm) com o
sistema de eluicdo: Hexano/Acetona, Acetona/MeOH até MeOH 100%, que
apos andlises em CCDC, observou-se que a fracdo 5 apresentava poucas
manchas e com RF bem distintos, esta entdo foi submetida a uma coluna
cromatografica preparativa - CCDP e o triterpeno foi obtido da fracdo 1
(JEFFREYS, 2011).

Apesar do triterpeno ndo apresentar um elevado grau de pureza quando
observado em CCDC na luz UV 254 e 356 nm, visivel e apos a revelacdo com
Anisaldeido sulfarico (Figura 22), foi possivel fazer sua identificacdo através
das técnicas de RMN de 'H e *3C.

ﬂv-zszl nm  UV-365 nm uv-v%

2

Har

Figura 22: Vizualizagdo de uma mancha roxa com caracteristicas terpénicas quando reveladas
com anisaldeiro sulfdrucio.
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Para avalia-lo biologicamente, ele foi purificado em coluna
cromatografica de Silica gel 60 (200 mg, 230-400 mesh), com um Unico
sistema de DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1, resultando em 8 fragcbes que ao ser
analisada com os reveladores fisicos (A) e quimicos (B), observou-se que as
fracOes de 3 a 5 apresentaram-se com um grau de pureza maior que as demais
fracOes (Figura 23 A e B). Para a visualizagao, esse triterpeno foi nomeado

como substancia XII.

UV-254 nm UV-365 nm UV-vizivel x
. Lz DaRrs 12345678/
UV 254 nm UV-365 nm UV-vizivel }

mu;&“»

. R A “345578/

Figura 23: Andlise em CCDC da 28-hidroxi-friedelin-3-ona antes (A) e depois (B) de revelar
com Anisaldeido sulftrico.

38



417 Fracionamento da fase DCM obtida do caldo metabdélico de D.

hongkongensis obtido de P. trifoliata (Coleta 3)

Apols a analise em CCDC das fracdes obtidas do extrato DCM do micélio
do fungo D. hongkongensis (Fungo 6), foi iniciado um estudo fitoquimico com a
fase DCM obtida do caldo metabdlico. Esta fase foi escolhida por apresentar
interessantes sinais quando visualizados no espectro de RMN de 'H (Figura
82).

Para este fracionamento, utilizaram-se 116,0 mg da fase DCM e
preparam-se uma coluna cromatografica de silica gel 60, utilizando como fase
movel os sistemas: DCM/acetona 1:1 até acetona 100%, acetona/MeOH 9:1,
7:3, 1:1 e MeOH 100%, obtendo-se 37 novas fracbes. Ao fazer a revelacéo
quimica e fisica, observou-se manchas com coloracéo roxa, verde e amarela,
além de um azul fluorescente observado no UV-365 nm.

A fracdo 7 apresentou uma massa de 48 mg e manchas bem separadas,
foi refracionada com o mesmo sistema anterior resultando em 20 novas
fracOes.

Todas as fragBes foram analisadas com os reveladores quimicos e fisicos
e reunidas as que apresentaram semelhanca. A fracdo 6-7 com 25 mg, foi
escolhida para ser refracionada por apresentar-se com apenas algumas
manchas bem separadas visivelmente. Para esta fracdo utilizou-se como fase
estacionaria Silica gel 60-Mesh e como fase movel os sistemas: hexano/DCM
8:2 até 100% DCM, DCM/MeOH 9:1, 8:2, 7:3, 1:1 e MeOH 100%. Dessa coluna
foram obtidas 17 fracbes, sendo que a fracdo 2 e 3 forma reunidas por
apresentarem apenas uma mancha em CCDC reanalisadas e enviadas para
analises de RMN de 'H, 3C e bidimensionais, que apés andlise dos dados foi
denominada de substancia XIl. A tabela 14 mostram os detalhes desse

fracionamento.
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Tabela 14. Sistemas utilizados no fracionamento de (6-7) para o isolamentos
da substéancia Xlll, presente na fragédo 2-3

preliminar em CCDC néo foi possivel realizar novos fracionamentos (Figura
24).

Dados do sistema FracOes
Hexano/DCM 1:1 1
Hexano/DCM 4.6 2-3 (substancia XllI)
Hexano/DCM 3:7 4-7
DCM 100% 8-11
DCM/Acetona 9:1 12
DCM/Acetona 8:2 13-15
DCM/Acetona 7:3 16-22
DCM/Acetona 6:4 23-26
DCM/Acetona 1:1 27
Acetona 100% 28
Acetona/Metanol 9:1 29
Acetona/Metanol 7:3 30-31
Acetona/Metanol 1:1 32

Devido a pouca quantidade de massa e dificuldade de separacéo
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Fase DCM de
D. hongkongensis
116,0 mg

CcC SiO2 DCM/acetona 1:1 até acetona 100%,

acetona/MeOH e MeOH 100%
// // //

/

7 8-10 12 37
48 mg 30 mg 28 mg 22 mg
CcC SiO2 DCM/acetona 1:1 até acetona 100%,
acetona/MeOH e MeOH 100%
| /// 7/ |
1 6-7 20
11 mg 25mg 2mg
CcC SiO2 hexano/DCM 8:2 até 100% DCM,
DCM/MeOH e MeOH 100%
// /
7 7/
1 2-3 17
3mg 3,5 mg 2mg

Substancia Xl

Figura 24: Fluxograma do fracionamento da fase DCM obtida do caldo metabodlico com a obtencéo da substancia XiII.




A fase do Acetato de etila (AcOEt) obtida do caldo metabdlico desse
fungo, nédo foi fracionada devido apresentar grande similaridade quando
comparada com o caldo estéril, caldo sem o fungo endofitico, indicando a baixa

producdo de metabdlitos secundarios (Figura 25).

Caldo esteril e Fase AcOEt de D. hongkongensis.esp
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Figura 25: Espectro de RMN de 'H do caldo estéril e da fase AcOEt do caldo metabdlico de D.
hongkongensis.

4.18 Fracionamento do extrato DCM do micélio de D. hongkongensis
obtido de P. trifoliata (Coleta 3)

O fracionamento do extrato DCM do micélio de D. hongkongensis, iniciou-
se com uma coluna cromatografico de silica gel 60, com o sistema
hexano/DCM 9:1 até DCM 100%, DCM/acetona 9:1 até acetona 100%,
acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 31 fracgdes.

A fracdo 10, por apresentar massa significativa (83 mg) e manchas

visivelmente separadas, foi escolhida para um novo fracionamento em silica gel
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60, com DCM/acetona 9:1 até acetona 100%, acetona/metanol 9:1, 7:3, 1:1 e
MeOH 100%. Desse fracionamento foi possivel obter 35 fragdes, as quais
foram todas analisadas em CCDC e reveladas com reveladores fisicos e
quimicos.

Outras fracbes foram escolhidas para o fracionamento, entretanto,
observou-se que todas apresentram pouca massa e grande complexidade de
manchas com isso, ndo foi possivel continuar com o fracionamento fitoquimico.
A tabela 15, mostra o principal fracionamento realizado, mas no entanto,

nenhuma substéancia foi isolada deste fracionamento (Figura 26).

Tabela 15. Sistema utilizado no principal fracionamento do extrato DCM de D.
hongkongensis.

Dados do sistema FracOes
DCM/Acetona 9:1 1-3
DCM/Acetona 8:2 4
DCM/Acetona 7:3 5-6
DCM/Acetona 6:4 7-9
DCM/Acetona 1:1 10-15
DCM/Acetona 4:6 16-19
Acetona 100% 20-22
Acetona/Metanol 9:1 23-25
Acetona/Metanol 7:3 26-27
Acetona/Metanol 1:1 28
Metanol 100% 29-35
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Extrato DCM do Micélio D.

hongkongensis
(180 mg)

CcC SiO2 hexano/DCM 9:1 até DCM 100%,

DCM/acetona, acetona 100%, acetona/MeOH e 100% MeOH

/7 // //
/) /) /7
1 5 8 10 15 31
40 mg 43 mg 43 mg 83 mg 4 mg 20 mg
. CC sio
CC sio 2
2 4 DCM/Acetona 9:1,
DCM/Acetona 7:3 / acetona/MeOH e 100% MeOH
/ / / /
/A 7 77
1-2 10 1-3 26-27 29-35
4 mg 13 mg 2mg 3mg 30 mg
/;/ /;/ CC sio,
DCM/Acetona 7:3
10 /2 // //
8 mg / / / /
8 15 25
53 mg 85 mg 4mg

Figura 26: Fluxograma do fracionamento do extrato DCM do micélio.
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4.19 Fracionamento do extrato MeOH do micélio de D. hongkongensis
obtido de P. trifoliata (Coleta 3)

Primeiramente foi realizada uma particdo liquido-liquido como primeiro
fracionamento e em seguida, foram realizadas as analises em CCDC das fazes
DCM, eluida com DCM/Acetona 1:1, da fase AcCOET eluida com
AcOEt/Acetona 1:1 e da fase aquosa, eluida com MeOH 100% e reveladas
com os reveladores quimicos e fisicos para visualizacdo das possiveis classes
guimicas presentes.

Apos o registros dos resultados, a fase DCM (38 mg) foi escolhida para o
fracionamento por apresentar manchas com coloracdes roxas, caracteristicas
de triterpenos, quando reveladas com anisaldeido sulfurico.

O fracionamento iniciou-se com uma coluna de silica aberta com os
sistemas hexano/DCM 9:1 até 100% DCM, DCM/MeOH 9:1 até DCM/MeOH
1:1 e 100% MeOH, resultando em 21 fracbes. Reuniram-se as fracées que
apresentaram semelhancas quando reveladas com os reveladores quimicos e
fisicos. Em seguida, a fracdo 17 (14 mg), foi escolhida para ser refracionada
em coluna de silica aberta com os sistemas DCM/acetona 9:1 até acetona
100%, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 13 fracoes.

Todas as fracBes foram reveladas com anisaldeido sulfurico, sulfato
cérico, iodo ressublimado, além da luz UV-Visivel nos comprimentos de onda
254 nm e 364 nm. Ao final das analises quimicas e fisicas, observou-se que
nenhumas das fracbes apresentavam elevado grau de pureza, entdo todas as
fracOes foram guardadas em refrigerador, para posterior fracionamento.

Dando continuidade ao fracionamento, da fase AcOEt (53 mg) foi
realizada uma coluna de silica aberta com os sistemas DCM/AcOEt,
AcOEt/acetona, 100% AcOEt, AcOEt/MeOH até AcOEt/MeOH e 100% MeOH,
resultando em 45 fracdes. Em seguida, a fracdo 7 (17 mg), foi escolhida para
ser refracionada por apresentar interessante quimicamente. Entéo foi realizada
uma coluna de silica aberta com o mesmo sistema anterior obtendo-se 29
novas fragoes. A fragcdo 29 (6 mg) apresentou-se com um cristal amorfo e foi
lavada levemente com acetona, obtendo-se duas frages, a agua mae (2 mg) e

a fracdo 2 (3 mg). Esta ultima fracdo, apresentou apenas uma mancha de
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coloracdo amarela esverdeada quando revelada com anisaldeido, que apods a
andlise de RMN de *H, bidimensionais e massas, foi denominada de
substancia Xlll (Tabela 16). O fluxograma a seguir (Figura 27), mostra 0s

detalhes desse fracionamento.

Tabela 16. Sistema utilizado para o isolamento da substancia XlII

Dados do sistema FracOes
DCM/Acetona 9:1 1-3
DCM/Acetona 8:2 4
DCM/Acetona 7:3 5-6
DCM/Acetona 6:4 7-9
DCM/Acetona 1:1 10-15
DCM/Acetona 4:6 16-19
Acetona 100% 20-22
Acetona/Metanol 9:1 23-25
Acetona/Metanol 7:3 26-27 (substancia XiIlI)
Acetona/Metanol 1:1 28
Metanol 100% 29-35
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Extrato MeOH do micélio de
D. hongkongensis
(140,0 mg)

Particao liquido-liquido

CCDP
DCM/Acetona 1:1

Fase Fase Fase
DCM AcOEt H,0
38 mg 53 mg 44 mg
CC SiO, hexano/DCM 9:1 até 100% | CC SiO, DCM/ACcOEt, AcOEt/acetona, ACOEY/MeOH e
DCM, DCM/MeOH e 100% MeOH 100% MeOH
77 i // /7 | // //
77 77 77
1-11 12 17 21 1 7 13 45
6 mg 3mg 14 mg 1mg 2mg 17 mg 10 mg 4 mg
CC SiO, DCM/acetona 9:1 até acetona CC SiO, AcOEt/acetona, ‘
100%, acetona/MeOH e 100% MeOH /, ACOEt/MeOH e 100% MeOH
4 7 I
1 6 13 s 1 629
1mg 2mg 2mg mg mg
1 2
Lavado com 1mg 2 mg
Acetona
H,0 mée 2
2,0 mg 3 mg
Substancia XIV
Figura 27: Fluxograma do fracionamento do extrato MeOH do micélio para a obtengdo da substancia XIV.
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4.20 Proposta de nomenclatura para as substancias inéditas isoladas

Para a proposta da nomenclatura das substancias inéditas isoladas dos
fungos endofiticos, utilizou-se o Software on-line: ACD/Labs: I-Lab 2.0;

Algorithm Version: v12.1.0.50375, disponivel em: ilab.acdlabs.com

4.21 Atividade antioxidante empregando as metodologias de

DPPHe e Fe3*/Fenantrolina

4.21.1 DPPHe

A solucédo de DPPHe- foi preparada solubilizando 28 mg do DPPH+ com 1
mL de DCM e avolumando com MeOH até 100 mL. A diluicdo da solucdo do
acido ascérbico com agua deionizada resultou nas seguintes concentracoes: 0,
100, 200, 400, 600 e 800 upg/mL. A solugdgo de DPPH- foi utilizada na
concentracdo de 2,8 mg/L. Para a preparagdo da curva do DPPHe foram
adicionados em seis microtubos, 990 yL de DPPH+ onde foram completados
com 10 pL da solugao de acido ascorbico. A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 517 nm apds 30 minutos
de reacéo.

Apo6s a verificacdo da curva de calibracdo e sua linearidade, foram
adicionados 0,5 mg/mL dos extratos nas solugdes de DPPHe« e suas leituras
foram realizadas em espectrofotbmetro em dois intervalos de tempo:
inicialmente apos a adi¢ao da solugao de DPPHe e apds 30 minutos de reacéo.
A variacao da absorbancia dos extratos sera comparada com o acido ascérbico
para a avaliagdo quantitativa do potencial antioxidante.

4.21.2 Fe3*/Fenantrolina

Para o procedimento usando o Fe3*/Fenantrolina como agente oxidante,
preparou-se a solucdo padrdo de Fe®*, pesou-se 8,6341 g de sulfato férrico
amoniacal (NH4Fe(S04)2.12H20), solubilizou-se e completou-se para 1L com

acido cloridrico (HCI). Para a preparacdo da solucdo de 1,10 — fenantrolina
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0,25% (m/v), pesou-se 0,25 g de 1,10 — fenantrolina (Ci2HsN2. H20) e
solubilizou-se com solugdo tampdo de acetato de sodio, completou-se o
volume para 1000 mL.

Apés a preparacdo das solucbes, transferiram-se 10 pL da solucéo
padrdo de Fe®* com concentracdo de 1000 pg/mL para um micro tubo.
Adicionou-se 10 pL da amostra e agitou-se a mistura para homogeneizar. Em
seguida adicionaram-se 980 pL da solucdo de fenantrolina. O branco foi
preparado de modo semelhante substituindo a amostra por agua deionizada. O
procedimento foi realizado em triplicata com leituras ap6s uma hora em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 508 nm.

A variacdo da absorbancia dos extratos foi comparada com o &cido

ascorbico para a avaliacdo quantitativa do potencial antioxidante.

4.22 Atividade antibacteriana

4.22.1 Metodologia do poco

As bactérias utilizadas para os testes foram: Aeromonas hydrophila (ATCC
7966 T), Edwardsiella tarda (ATCC 15947 T), Flavobacterium columnare
(ATCC 49512) e Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525 T) as quais, causam
doencas em peixes e também acometem aos seres humanos. Além dessas,
utilizou-se também a Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883 T), Bacillus cereus
(ATCC 14579 T) e Nocardia brasiliensis (ATCC 19296 T) que causam doencas
apenas no homem.

A técnica utilizada foi a da cavidade placa, que consiste na metodologia
onde o microrganismo-teste é inoculado em placa de Petri contendo o meio de
cultura Agar Miieller-Hinton, onde foram feitas incises circulares de 6,0 mm de
diametro para a adicdo dos extratos de P. trifoliata na concentracdo de 3,0
mg/mL solubilizados em dimetilssulféxido (DMSO).

Foi utilizado como controle positivo a oxitetraciclia, 125 mg/mL e como
controle negativo o DMSO. Em seguida, as placas foram incubadas a uma
temperatura de 30 ou 37 °C por um periodo de 18 a 24 horas que ao final do
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periodo de incubacédo, foi observado a formacdo dos halos de inibicdo de
crescimento do diametro. Os resultados serdo calculados com base no
diametro de zona de inibigcdo: menor que 0,6 cm baixa atividade, entre 0,7 e 1,3
cm média atividade e maior que 1,4 cm alta atividade (ALVES et al 2000).

4.22.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada em
triplicata e em meio liquido, através da técnica de microdiluicdo. Para isto,
foram realizadas diluicbes sucessivas dos extratos, fases e das substancias
variando de 15,6 pg/mL até 1000 pg/mL. Em seguida, 95 pL de cada diluicao
serdo colocados em cada pocinho da placa, juntamente com 5 pL do
microrganismo-teste, preparado pela escala de McFarland 0,5.

As placas foram incubadas a temperatura e tempo adequado (Tabela 17).
ApOs esse periodo, foram inoculado 40 pyL de revelador (2,3,5 cloreto de
trifeniltetrazéleo) em cada tubo, e estes incubados novamente por 30 minutos.
Onde houve crescimento bacteriano, os tubos foram revelados em vermelho, e

onde ndo houve crescimento, os tubos permaneceram incolor.

Tabela 17: Cepas bacterianas utilizadas no ensaio antibacteriano

Microrganismo T T
(horas) (°C)
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 T 24 30
Flavobactérium columnare ATCC 59512 24 30
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 T 24 30
Edwardsiella tarda ATCC 15947 T 24 37
Bacillus cereus ATCC 14579 T 24 30
Klebsiella pneumoneae ATCC 13883 T 24 37
Nocardia brasiliensis ATCC 19296 T 24 30

*Tempo de incubacéo ** temperatura de incubacéo
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A CIM foi considerada a menor concentracdo do extrato ou substancia
onde nao houver crescimento bacteriano (onde os tubos permaneceram

incolores). O ensaio foi realizado em triplicata.

4.22.3 Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Os tubos utilizados para determinacdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) foram utilizados para determinacdo da CBM. Uma aliquota (100
uL) de cada concentracdo a partir da CIM foi inoculada em placas de Agar
Mueller-Hinton e posteriormente incubadas em temperatura e tempo adequado.
A CBM foi considerada a menor concentracdo do extrato onde ndo houve

crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado.

4.23 Atividade antimalérica

4.23.1 Preparo das solucdes dos extratos analisados

Os ensaios in vitro foram realizados pela plataforma de bioensaios da
Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/Amazobnia.

Inicialmente preparou-se uma solucao estoque na qual os extratos foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) 100% na concentracao inicial 10 mg/mL,
para melhor solubilizacdo os extratos foram homogeneizados com auxilio de

um voértex. Em seguida prepararam-se as concentracdes a serem avaliadas.

4.23.2 Cultura de Plasmodium falciparum e preparacdo do meio de
cultura.

Para o cultivo da cepa FRCS3, foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640
(Sigma), suplementado com 25 mM de HEPES, hipoxantina a 50 mg/L, 2g/L
glicose, 50 mg/L de gentamicina (LJUNGSTROM et al, 2004). Ao meio RPMI

foi adicionado 10% de soro humano AB+ e eritrocitos humanos normais. Em
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seguida incubou-se a cultura do parasita por 72 horas em camara de hipoxia a
37 °C em atmosfera contendo mistura gasosa 5% O2, 5% CO2 e 90% N2
(TRAGER & JENSEN, 1976).

4.23.3 Avaliacdo da Atividade Antimalérica (in vitro).

A fim de assegurar a reprodutibilidade do ensaio padronizou-se a
parasitemia a 1% e hematodcrito a 2% final, e este foi utilizado para todos os
testes antimalaricos. Os ensaios foram feitos em placas de 96 pocos de fundo
chato, com um volume final de 100 pL.

Os testes antimalaricos foram realizados em duas etapas: inicialmente
foi realizada uma triagem dos extratos em duas concentragdes iniciais, 50 e
12,5 yg/mL. Os extratos que apresentaram atividades nessas concentracdes
foram submetidos as diluicbes seriadas, para verificar qual a concentracéo
inibitéria (Clso) de 50% desses extratos frente a cepa FRC3. Para a diluicdo
seriada, foram distribuidos 50 yL de RPMI completo em todos os orificios e
acrescidos com 50 pL de extrato nos primeiros orificios e homogeneizados em
seguida, 50 uL foram entdo retirados transferidos aos orificios da linha 2 e
assim sucessivamente até os orificios da linha 8 que ao final, 50 yL foram
retirados e descartados. Desta forma foram testadas as concentracdes de 50
pg/mL a 0,39 ug/mL, em triplicata.

Em seguida, foram adicionados 50 uyL de suspensao de eritrécitos
infectados por P. falciparum (2% hematdcrito final e 1% parasitemia) em meio
completo. Utilizou-se como controle positivo DMSO 0,5%, visto que esse foi o
diluente utilizado nos extratos e como controle negativo, eritrocitos nao
parasitados sem droga. O crescimento parasitario foi comparado com o
controle positivo (auséncia de droga), representando 100% de crescimento
parasitario. A droga controle utilizada foi a quinino.

Apos 72 horas de incubacédo a 37 °C em atmosfera contendo 5% Oz, 5%
CO2 e 90% N2, procedeu-se a leitura em citdmetro de fluxo para determinar a

parasitemia.
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4.23.4 Verificagdo da inibicdo de crescimento por citometria de fluxo.

As leituras foram realizadas na Subunidade Citometria de Fluxo
(RPT08J) - FIOCRUZ — Amazbnia (ILMD), o citometro de fluxo, FACSCanto Il
(BD) € um equipamento que detecta através da refracdo de luz o tamanho e a
granulosidade celular. A analise das amostras foi realizada através do software
Getting Started with BD FACSDiva™ no qual mediante a deteccdo da
fluorescéncia produzida juntamente com o angulo de refracdo do laser, assim o
computador podera selecionar a area corresponde aos eritrgcitos.

Foram realizados testes com corante fluorescente (brometo de etidio)
para saber se as amostras menos concentradas emitiam a mesma
fluorescéncia que as amostras mais concentradas, para que na visualizacao no
citometro de fluxo pudessem ser distinguidas as hemacias parasitadas das ndo
parasitadas. Apds, foi calculada a inibicdo do crescimento parasitario no
software GraphPad GraphPad Prism 6V de acordo com a férmula: % Inibicdo =
100 — (%Fluorescéncia amostra — %Fluorescéncia Eritrécitos sadios /
%Fluorescéncia Controle — %Fluorescéncia Eritrécitos sadios) x 100]. A ICso foi
calculada através de um grafico do Log da dose versus inibicdo (expresso em

porcentagem em relacdo ao controle).
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5 Resultados e discussao

5.1Rendimentos dos extratos das folhas de P. trifoliata

Os rendimentos foram calculados com base na quantidade do material
vegetal obtido e da massa de extrato bruto de cada extrato vegetal. Na primeira
coleta, o maior rendimento foi do extrato MeOH com 1,96%, seguido do extrato
aquoso com 1,23% e do extrato DCM com 0,76%. Como citado na metodologia
a substituicdo do solvente DCM pelo hexano, o solvente DCM foi utilizado
somente em pequenas quantidades, nas confec¢cbes de CCDC, CCDP,
particBes liquido-liquido e colunas cromatograficas. Com isso, no preparo dos
extratos da segunda coleta, utilizou-se o Hexano, o qual teve um rendimento de
0,20%, seguido do extrato MeOH com rendimento de 1,42% e do extrato
aguoso com 0,86%. J& na terceira coleta, o extrato hexanico obteve 0,28%, o

extrato MeOH com 1,19% e o extrato aquoso com 0,81% (Tabela 18).

Tabela 18. Massas dos extratos das folhas obtidas de Piranhea trifoliata

Coleta Reqiso Solvente Material Massa Rendimento
9 vegetal (g) extrato (g) (%)
DCM 4215 3,24 0,76
1 Altamira
MeOH 321,3 6,31 1,96
H20 308,2 3,80 1,23
Hexano 5345 1,12 0,20
2 L. Cataldo
MeOH 517,1 6,23 1,42
H20 4852 4,20 0,86
Hexano 5345 1,51 0,28
3 L. Cataldo
MeOH 511,9 6,12 1,19
H20 480,1 3,89 0,81

O rendimento de ambos extratos hexanicos nao foram significativos

quando comparados com extrato DCM, devido ao solvente Hexano possuir
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menor polaridade (0,06) e o DCM possuir maior polaridade (3,4) tornando-o
mais eficiente no processo de extragao, por conseguir extrair substancias com

maior amplite bde polaridade.

5.2Anélise fitoquimica dos extratos das folhas de P. trifoliata

Os extratos obtidos foram analisados por CCDC usando diferentes
sistemas de eluicdo e reveladores quimicos para identificar as possiveis
classes guimicas. Dentre os sistemas utilizados, as imagens A e B que possui
os extratos DCM das folhas da coleta 1 (1FoD), hexanicos das folhas da coleta
2 (2FoH) e hexanico das folhas da coleta 3 (3FoH) respectivamente (Figura
28), foram eluidas com DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com luz UV 365
nm antes da aplicacdo do revelador anisaldeido (A) e apds a aplicacdo do

revelador anisaldeido sulfurico e UV- visivel (B).

Luz UV 365 sem Anisaldeido
revelador quimico UV-Visivel
(5 |
e L& ]
-
1FoD* 2FoH 3FoH 1FoD 2FoH 3FoH

Figura 28: Extratos das folhas das coletas 1, 2 e 3, eluidas com DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e
reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicacdo do revelador anisaldeido (A) e apés a
aplicacéo do revelador anisaldeido e UV- visivel (B).

Ao observar minuciosamente cada imagem (A e B, Figura 17), foi
possivel comprovar que 0s extratos possuem caracteristicas terpénicas, além
de grupos cromoforos presentes nos extratos 1FoD e 3FoH sinalizados pela
coloragédo azul fluorescente, quando visualizado no UV 365 sem o revelador

quimico (A).
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Esses resultados preliminares, mostraram que apesar da espécie ter
sido coletada em locais diferentes e extraida com solventes diferentes, os
grupos terpénicos mostram-se em maior concentracao.

Os extratos metanodlicos quando analisados por CCDC, apresentaram
rastros com manchas indefinidas e inconclusivas, levando a buscar uma nova
metodologia para a separacao dessas substancias. Para isso, realizou-se uma
particdo liquido-liquido a fim de separar as substancias presentes em ambos 0s
extratos por ordem crescente de polaridade.

As fases obtidas foram denominadas de 1FoMD (Fase DCM obtida do
extrato MeOH das folhas da coleta 1), 2FoMD (Fase DCM obtida do extrato
MeOH das folhas da coleta 2) e 3FoMD (Fase DCM obtida do extrato MeOH
das folhas da coleta 3). Ao comparar as fases por CCDC, observou-se uma
similaridade nas fluorescéncias visualizadas no UV 354 nm, as quais Sao
caracteristicas de grupos cromoforos. Ao revelar com anisaldeido, observou-se

que as fases revelaram manchas com coloragdo amarela e verde (Figura 29).

Luz UV 365 sem Luz UV 365 com Anisaldeido
revelador quimico anisaldeido UV visivel

1FoMFD* 2FoMFD 3FoMFD 1FoMFD 2FoMFD 3FoMFD 1FoMFD 2FoMFD 3FoMED
*FoMFD= Folhas MeOH fase DCM

Figura 29: Fases DCM obtidas dos extratos MeOH das folhas das coletas 1, 2 e 3, eluidas com
DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicacdo do revelador
anisaldeido (A), apés a aplicacdo do revelador anisaldeido e UV 365 nm (B) e apds a
revelacéo (C).

As fases AcOEt denominadas 1FoMA, 2FoMA e 3FOMA obtidas dos
extrato MeOH das folhas (Figura 19 A-C), foram eluidas com o sistema
DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com anisaldeido sulfarico e luz UV 365
nm. A fase 1FOMA, apresentou uma forte coloragdo vermelha fluorescente no

UV 365, j4 a fase 2FOMA apresentou uma forte coloracdo azul fluorescente
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ambas caracteristicas de grupos cromoforos podendo ser de flavonoides. A
fase 3FOMA, apresentou pouca fluorescéncia na luz UV 365 nm e com
coloracdo amarela caracteristicas de flavonoides no revelador anisaldeido
sulfurico (Figura 30 A-C).

Luz UV 365 sem Luz UV 365 com Anisaldeido
revelador quimico anisaldeido UV Visivel

5

Ld
- - -

1FoOMFA 2FoMFA 3FoMFA 1FoMFA 2FoMFA 3FoMFA 1FoMFA 2FoMFA 3FoMFA
*FoMFD= Folhas MeOH fase AcOEt

Figura 30: Fases AcOEt obtidas dos extratos MeOH das folhas das coletas 1, 2 e 3, eluidas
com DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicacdo do revelador
anisaldeido (A), apés a aplicacdo do revelador anisaldeido e UV 365 nm (B) e apoés a
revelacao (C).
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5.3 Determinacado estrutural das substancias isoladas das

folhas de Piranhea trifoliata.

1: R= CH3; Ry= CH3 = Friedelan-3-ona 3: Ry= CHs; Ro= H = a- Amirina
2: R= OH; R; = CH3= 30-Hidroxi-friedelan-3-ona M@@mz’ = CHj = B-Amirina
12: R= CH,0H; R,= CHgz = Canophylol

HO s

6: Estigmaterol

5: Lupeol

22
7: A = B-sitosterol

H3CO, 10

8: 7-Hidroxi-6-metoxicumarina
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9: 7,4" Dimetilamentoflavona

10: 3-O-Loniflavona

11: Hidroxicoriatina

Figura 31: Substancias isoladas das folhas de P. trifoliata.
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5.3.1 Substancia I: Friedelan-3-ona

Figura 32: Estrutura do triterpeno friedelan-3-ona (I).

A substancia | (Figura 32), foi isolada do extrato DCM das folhas, apos a
reunido das fracGes 2 a 8. Ela apresenta-se como um sélido amorfo branco, foi
eluida com o sistema DCM/Acetona 9:1 com Rf de 2,6 cm e apresentou a cor
amarela quando revelada com Anisaldeido sulfdrico. O espectro de RMN de
'H da substancia 1 (Figura 33) registrou sete singletos em &1 0,74, 0,88, 0,90,
1,01, 1,02, 1,06, 1,19 relativos a sete grupos metila e um dubleto (J = 6,0 Hz)
em ou 0,88, correspondente a metila C-23 caracteristica do esqueleto
friedelano. O espectro apresentou a auséncia de ligacao dupla na regiao entre
o1 4,6 e 6,0 ppm. Foi observado um multipleto entre o1 2,23 e 2,40 ppm,
indicando a presenca de trés hidrogénios a-carbonilicos, além de sinais entre
on 1,27 a 1,58 ppm, indicando a presenca de hidrogénios metilénicos e
metinicos na molécula.

O espectro de RMN de 3C (Figura 34) apresentou trinta sinais. O sinal
em 213,0 ppm, indicou que a molécula possui uma carbonila em C-3. O sinal
em 6,8 ppm, indicou a presenca se um grupo metilico bastante protegido e
caracteristico do esqueleto friedelano. Ao realizar a comparagdo dos dados
espectrais com os da literatura (MAHATO e KUNDU, 1994), verificou-se que a
substancia se tratava do triterpeno friedelan-3-ona (Tabela 12), vale ressaltar
que esta substancia ja havia sido isolada dos galhos (PEDROZA, 2014).
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Tabela 19: Dados de RMN de '3C da Friedelan-3-ona [300 MHz, CDCls, A
(Ppm)]

Posicao dc Observado 8c Literatura Carbono
1 22,3 22,3 CH:2
2 41,5 41,5 CH2
3 213,2 213,2 C
4 58,2 58,3 CH
5 42,1 42,1 C
6 41,3 41,3 CH:2
7 18,2 18,2 CH2
8 53,1 53,1 CH
9 37,4 37,4 C
10 59,4 59,4 CH
11 35,6 35,6 CH:2
12 30,5 30,5 CH2
13 39,7 39,7 C
14 38,3 38,3 C
15 32,4 32,4 CH:2
16 36,0 36,0 CH2
17 30,0 30,0 C
18 42,7 42,8 CH
19 35,3 35,3 CH2
20 28,1 28,1 C
21 32,7 32,7 CH2
22 39,2 39,2 CH2
23 6,8 6,8 CHs
24 14,6 14,6 CHs
25 17,9 17,9 CHs
26 20,2 20,2 CHs
27 18,6 18,6 CHs
28 32,1 32,1 CHs
29 35,0 35,0 CHs
30 31,7 31,8 CH:2
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5.3.2 Substancia ll: 30-hidroxi-friedelan-3-ona

29

Figura 35: Estrutura do triterpeno 30-hidroxi-friedelan-3-ona (l1).

A substéncia (Figura 35) apresentou-se com Rf de 2,9 cm e como um
sélido branco amorfo, foi eluida com o sistema DCM/Acetona 6:4 e apresentou
cor roxa quando revelada com Anisaldeido.

O espectro de RMN de H (Figura 36) é um espectro caracteristico de
triterpeno de esqueleto friedelano, pois quando comparado com a friedelan-3-
ona, substancia |, foram observados os mesmos sinais de metilas entre dn 0,7
a 1,27, além de um dubleto em &1 0,89 (3H, J = 6,0 Hz), caracteristico da
metila C-23 da friedelan-3-ona. No entanto, foram observados ainda um
dubleto em &n 3,37 (1H, d, J= 10,4 Hz) e outro em &x 3,45 (1H, d, J= 10,8 Hz)
que estao relacionados a &tomos de hidrogénio em carbono oxigenado.

A andlise do espectro de RMN de '3C (Figura 37), mostrou a presenca
de trinta atomos de carbonos. Dentre eles podemos destacar as setes metilas
em Oc 6,8, 14,6, 18,2, 18,5, 19,9, 32,1, 28,9, vale ressaltar que o sinal em &c
6,8 foi observado também na substancia | o qual é caracteristico de esqueleto
friedelano atribuido a metila C-23 e também foi observado a carbonila em 213,1
ppm, similar a substancia I. No entanto, neste espectro ha um sinal em &c 71,9
que foi atribuido ao carbono metilénico ligado ao grupo OH (Tabela 13). O
espectro bidimensional HSQC confirmou que os sinais em &c 3,37 e 3,45 estéo
ligados ao carbono C-30, portanto, a hidroxila foi posicionada neste carbono
(Figura 38 e 39). O espectro de HMBC confirma as correlagdes (Figura 40). Ao
realizar a comparacdo dos dados da literatura (MAHATO e KUNDU, 1994),

verificou-se que a substancia se tratava da 30-hidroxi-friedelan-3-ona.
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Tabela 20: Dados de RMN de '3C da 30-hidroxi-friedelan-3-ona [300 MHz,

CDCls, A (ppm)]

Posicao dc Observado 8c Literatura Carbono
1 22,2 22,3 CH2
2 41,5 41,6 CH2
3 213,1 2129 C
4 58,2 58,3 CH
5 42,1 42,5 C
6 41,1 41,4 CHz
7 18,2 18,3 CH2
8 53,0 53,1 CH
9 37,4 37,5 C
10 59,5 59,1 CH
11 35,9 35,7 CH:2
12 29,3 29,4 CH2
13 39,6 39,4 C
14 38,1 38,2 C
15 32,1 32,2 CH2
16 29,7 29,7 CH2
17 30,0 30,1 C
18 42,7 42,9 CH
19 30,5 30,6 CH:2
20 33,0 33,5 C
21 28,1 28,3 CH2
22 39,8 39,9 CH:2
23 6,8 6,8 CHs
24 14,6 14,7 CHs
25 18,2 18,0 CHs
26 18,5 18,6 CHs
27 19,9 20,0 CHs
28 32,1 32,2 CHs
29 28,9 29,0 CHs
30 71,9 71,8 CH:2
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Figura 37: Espectro de RMN de 13C (300 MHz, CDCI3) da 30-hidroxi-friedelan-3-ona.
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5.3.3 Substéancia lll: Lupeol

Figura 41: Estrutura do triterpeno Lupeol (l1I).

A substéancia Il (Figura 41), apresentou-se como um sélido branco em
formato de agulhas com Rf de 2,3 cm e coloragédo roxa quando revelado com
anisaldeido sulfurico. Seu espectro de RMN de 'H apresentou seis singletos
em ox 0,76, 0,79, 0,83, 0,95, 0,97 e 1,03, caracteristicos de hidrogénios de
metila (Figura 42). Foi observado ainda, outro singleto em 61 1,68 indicativo de
hidrogénios de metilas ligado ao carbono insaturado. Outros sinais em
destaque sdo um dubleto em dx 4,69 (1H, d, J = 2,4 Hz) e um quinteto em &H
4,57 (1H, qt, J= 2,4 Hz) referentes aos hidrogénios vinilicos H-29 da ligacéo
dupla terminal caracteristico do lupeol além de um multipleto em &n 3,19 (1H,
m) relativo ao hidrogénio carbinélico H-3.

O espectro de RMN de 3C (Figura 43) apresentou 30 sinais que permitiu
identificar a presenca de sete carbonos metilicos, onze metilénicos e seis
metinicos. Um sinal em &c 79,04 sugeriu a ocorréncia de carbono metinico
oxigenado, o sinal em &c 151,0 foi atribuido ao carbono quaternario C-20 e em
Oc 109,34 foi atribuido ao carbono terminal C-29. Assim, os dados de RMN de
'H e de RMN de *C, quando comparados com dados descritos na literatura
(MAHATO & KUNDU, 1994) sugeriram que a substancia tratava-se do
triterpeno lupeol (Tabela 21).

Estudos bioldgicos ralizados nos ultimos 3 anos, mostraram que esta
substancia possui atividade contra doencgas intestinais (LEE et al, 2016),
catarata (ASHA et al, 2016), anti-inflamatéria (SANCHEZ-BURGOS et al, 2015)
e anti-cancer (SIVEEN et al, 2014).
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Tabela 21: Dados de RMN de *3C [300 MHz, CDCls, A (ppm)] do lupeol

Posicao dc Observado 8c Literatura Carbono
1 38,7 38,7 CH2
2 27.4 27,4 CHz
3 79,0 79,0 CH
4 38,7 38,8 C
5 55,3 55,3 CH
6 18,3 18,3 CH2
7 34,3 34,3 CH2
8 40,9 40,8 C
9 50,5 50,4 CH
10 37,2 37,1 C
11 20,9 20,9 CH:2
12 25,2 25,1 CH2
13 38,1 38,1 CH
14 42,8 428 C
15 27,4 27,4 CH2
16 35,6 35,6 CH2
17 42,8 42,9 C
18 483 48,3 CH
19 48,0 47,9 CH
20 151,0 150,9 C
21 29,9 29,8 CH2
22 40,0 39,9 CH:2
23 28,0 27,9 CHs
24 15,3 15,4 CHs
25 16,1 16,1 CHs
26 16,0 15,9 CHs
27 14.6 145 CHs
28 18,0 17,9 CHs
29 109,3 109,3 CH2
30 19,3 19,3 CHs
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5.3.4 Substancia IV e V: Mistura dos esterdides f-sitosterol e

estigmasterol

Figura 44: Estrutura das substancias 3-sitosterol e estigmasterol (IV e V)

A mistura das substancias 4 e 5 (Figura 44) foi obtida ap6s a reunido das
fracbes (6-13)(8-13)(2-8), eluida com Hex/DCM 9:1, com Rf de 2,9 cm e com
coloragdo roxa quando revelada com anisaldeido sulfarico.

No espectro de RMN de 'H (Figura 45) observou-se um dubleto em dn
5,37 (2H, d, J = 3,0 Hz) referente aos hidrogénios H-6 dos dois esteroides
juntamente com o singleto em ®u 0,69 caracteristicos do [-sitosterol e
estigmasterol. Em seguida foi observado um duplo dubleto em 6+ 5,16 (H, dd, J
= 15,0 e 9,0 Hz) e outro em &1 5,01 (H, dd, J = 15,0 e 9,0 Hz) referentes aos
hidrogénios H-22 e H-23 do estigmasterol, diferenciando-se assim o [3-
sitosterol. Foi observado ainda um multipleto em &n 3,54 (2H, m, J = 3,5 Hz)
referente aos hidrogénios H-3 de ambos os esteroides.

O espectro de RMN de 3C (Figura 46) é possivel observar, os sinais em
Oc 140,7 (C), 121,7 (CH) referentes aos carbonos C-5 e C-6 de ambos os
esteroides, porém foram observados os sinais 6c 138,4 (C) e 129,2 (CH)
referentes aos carbonos C-22 e C-23 apenas do estigmasterol.

Baseado nos dados espectrais de RMN de 'H e de 3C e por
comparacao destes com os dados encontrados na literatura (GOULART et al,
1993) (Tabela 22) a mistura foi identificada como os esteroides [3-sitosterol e
estigmasterol.

Esses esteroides podem ser utilizados na redugdo dos niveis de

colesterol total (LICHTENSTEIN e DECKELBAUM, 2001).
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Tabela 22: Dados de RMN de 3C da mistura de esteroides [300 MHz, CDCls, A
(ppm)]

Posicéao B—séist%(sjtoerol estigfr%gsterol B-éitOSterOI eSti.gmaSterOI Carbono
observado observado Literatura Literatura

1 37,2 37,2 37,2 37,2 CH:2
2 31,6 31,6 31,6 31,6 CH:2
3 71,8 71,8 71,8 71,8 CH
4 42,2 42,2 42,2 42,2 CH:2
5 140,7 140,7 140,7 140,7 C

6 121,7 121,7 121,7 121,7 CH
7 31,9 31,9 31,8 31,8 CH:2
8 31,9 31,9 31,8 31,8 CH
9 50,1 50,1 50,1 50,1 CH
10 36,5 36,5 36,4 36,4 C

11 21,0 21,0 21,0 21,0 CH:2
12 39,7 39,6 39,7 39,6 CH:2
13 42,2 42,2 42,2 42,2 CH
14 56,7 56,8 56,7 56,8 CH
15 24,3 24,3 24,3 24,3 CH:2
16 28,2 28,2 28,2 28,2 CH:2
17 56,0 55,9 56,0 55,9 CH
18 11,8 11,8 11,8 11,8 CHs
19 19,4 19,4 19,3 19,3 CHs
20 36,1 40,5 36,1 40,5 CH
21 19,0 21,2 19,0 21,2 CHs
22 33,9 138,4 33,9 138,4 CH
23 39,6 129,2 39,1 129,2 CH
24 45,8 51,2 45,8 51,2 CH
25 26,7 31,9 26,0 31,8 CH
26 18,7 19,0 18,7 19,0 CHs
27 19,8 18,9 19,8 19,0 CHs
28 23,6 25,4 23,06 25,4 CH:2
29 11,8 12,2 11,9 12,2 CHs
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5.3.5 Substancia VI: Hidroxicoriatina

Figura 47: Hidroxicoriatina (VI)

A substéncia VIl (Figura 47), foi isolada da fase DCM obtida do estrato
MeOH das folhas, com caracteristicas de um cristal amorfo branco e quando
eluida no sistema acetona 100%, apresentou Rf de 2,6 cm e coloracdo azul
flurescente quando revelado na luz UV 365 nm.

Ao analisar essa fragao por espectrometria de massas de alta resolucéo
via ionizacdo por ESI, o espectro apresentou um ion de m/z 335,1098 [M +
Na]* compativel com a férmula molecular C1sH2007 (VI) (Figura 48).

O espectro de RMN de 'H, mostrou trés singletos em d+ 1,30, 1,33 e
1,41 atribuidos as metilas em H-7, H-9 e H-10 respectivamente. Observou-se
ainda um sinal 61 2,64 (1H, t, J=3,9 Hz) atribuido ao hidrogénio H-5 e dois
dubleto em on 2,67 (1H, d, J=5,8 Hz) e em 4,07 (1H, d, J= 5,8Hz) ligados ao
mesmo carbono (CH2). Foram observados também os dubletos em 61 3,03 (1H,
d, J= 3,91Hz), 3,07 (1H, d, J= 3,4 Hz), 3,75 (1H, d, J= 2,9Hz) e 4,38 (1H, d, J=
0,9 Hz) caracteristicos de H-4, H-11, H-12 e H-2, além de um singleto em &+
3,35 (1H, s) do H-1 (Figura 37). O sinal em &n 4,72 nao foi possivel visualizar
devido estd mascarado pelo sinal do metanol-d, entretanto pode ser confirmado
nos espectros bidimensionais HSQC e HMBC (Figuras 49 e 50).

Ao observar os espectros de RMN de '3C foi possivel identificar
principalmente os sinais em &c 175,46 referente a carboxila da lactona em C-
15, em &c 72,33 referente ao C-2 ligado a hidroxila, as metilas em &c 19,29,
26,95 e 28,86 caracteristicas de C-7, C-9, C-10 entre outros (Figura 51).
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O mapa de contorno 2D de HSQC, mostrou a presenca de 11 sinais
referentes aos carbonos com seus respectivos hidrogénios (Tabela 23).

O mapa de contorno 2D HMBC apresentou varios correlacées em 2Jch,
principalmente entre C-1 acoplando com e C-2 e C-7, além do carbono C-8
acoplando entre C-9 e C-10. Os acoplamentos do tipo 3JcH ocorreram entre os
carbonos C-5 com C-9 e C-10, C-13 com C-11 e C-2, entre outros. Ja
acoplamentos do tipo 3JcH ocorreram entre C-11 com C-14 e C-14 com C-2.

O mapa de contorno 2D de 'Hx'H COSY, mostrou os acoplamentos
entre os hidrogénios H-4 com H-5, H-5 com H-3 e H-12 com H-11 e os
hidrogénios ligados ao C-14 respectivamente (Tabela 23). Ao comparar esses
dados com os da literatura, verificou-se que esta substancia se tratava da
hidroxicoriatina (HONG et al, 1998), a qual possui atividade anti-convulsivante
(ZHAO et al, 2012).

Tabela 23. Dados de RMN de HSQC, HMBC e COSY [500 MHz,
CDs0D, A (ppm)] da hidroxicoriatina

Posicao HSQC HMBC HxH COSY
oc oy 2Jcn 3Jch 4w
1 45,05 3,35s H-7eH-2 H-11eH-3
2 72,33 4,38 d (0,9)
3 83,87 4,72
4 49,19 3,03d (3,9) H-5
5 53,48 2641 (3,9) H-9 e H-10 H-3 e H-4
6 76,18 - H-7
7 19,29 1,30 s H-2
8 68,26 - H-10 e H-9
9 26,95 1,33 s H-10
10 28,86 141s H-9
11 59,61 3,07d (3,4) H-14 H-12
12 59,01 3,75d (3,4) H-11
13 68,18 - H-7 e H-14 H-11e H-2
14 sy TEA0TAGIe H-2 Ha-14
Hb= 2,67 d (5.,8) Hb- 14
15 175,46 -
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Figura 49: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD30D) da hidroxicoriatina (substancia V).

82



Normalized Intensity

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

332

330

llIlllllllllIlllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

<t
© & 9 S s 85
© ~ : ™ 5 oo X
8 o | P SP o o NYE
. 5 . /3883 N
T ~ —
— S
0.38 0.65 0.81 0.50 0.86 0.84
L - L X ok
T T T ] T T T T I T T T T ] T T T T I T T T T ] T T T T I T T T
4.0 35 3.0

Chemical Shift (ppm)

Figura 50: Expansao do espectro de RMN de H (500 MHz, CDsOD) da hidroxicoriatina (substancia VI).



Normalized Intensity

0.08

0.07

0.06

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

Q 8 1
. y AN
8 8 =HZRa g 8
| N g @8 08 S8 |
3 S 3 -
N~ N~ | 5 <
= = by I
I T ’
i ol o it o o L kbbb | b sl il ot M, o e Lt L s o bbb LMk 1 (e i b i il Lt Lo b o i i b b 2
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Chemical Shift (ppm)

Figura 51: Espectro de RMN de 3C (500 MHz, CD30OD) da hidroxicoriatina (substancia VI).

84



J T NJ -

- 0
= 0
- 40
X = . r
o & ?60
- 80
\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\7
45 40 35 30 25 20 15

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 52: Mapa de contorno HSQC da Hidroxicoriatina (substancia VI).

F1 Chemical Shift (ppm)

85



Ll NJ [T

q -0
8 §20
- 40
O o ) g
0 3
0 - 60
0 ‘ -
- 80
\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\7
50 45 40 35 30 25 20 15

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 53: Mapa de contorno HMBC da hidroxicoriatina (substancia VI).

F1 Chemical Shift (ppm)

86



: &
= = = =y =
= D =24 =
% QDC,@}
GJ ¢ =}
\\‘\H\\\H\‘H\\\\H\‘\H\\\H\‘HH\\\H‘\\H\\H\‘HH\H\\‘\\H\\H\‘HH\H\\‘\\H7
50 45 40 35 30 25 20 15

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 54: Mapa de contorno COSY da hidroxicoriatina (substancia VI).

F1 Chemical sShift (ppm)



5.3.6 Substancia VIl e VIII: Mistura dos triterpenos: a e B- amirina

Figura 55: Estrutura das substéncias — a-amirina (VII) e -amirina (VIII)

A mistura das substéancias VIl e VIl foi obtida da fase DCM do extrato
MeOH e apresentou-se, como um cristal em formato de agulhas, com Rf de 0,5
cm, quando eluida no em acetona 100% e coloracdo roxa quando revelada
com anisaldeido sulfurico.

Os espectro de RMN 'H mostrou varios singletos entre o4 0,80 a 1,14
caracteristicos de triterpenos, além de um duplo-dubleto 6n 3,24 caracteristico
de H-3, dois sinais em 6n 5,19 (t, J= 3,5 Hz) e 61 5,13 (t, J= 3,5 Hz) na regido
de olefinicos caracteristicos de H-12 e H-13 (Figura 56).

O espectro de RMN de 3C apresentou varios sinais, sendo destacados
principalmente os sinais em &c 79,42 caracteristicos de C-3. Na regido dos
olefinicos foram observados dois sinais em dc 145,56 (C) e 121,96 (CH)
caracteristico da B-amirina. Além desses, observou-se um sinal em 6c 125,35
(CH) caracteristico da a-amirina, entretanto nao foi possivel verificar o sinal em
aproximadamente ¢ 139 (C) devido ela estar em menor concentracdo (Figura
57) (Tabela 24). Recentemente, essa mistura de substancias apresentaram
atividade inseticida (KANNAN et al, 2013) e anti-inflamatéria (CHICCA et al,
2012).
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Tabela 24. Dados de RMN de '3C d e VIl e VIIl a e B- amirina [300 MHz,
CDCls, A (ppm)]

oc substancia VI dc Substancia o¢ dc dc
Posicao a-amirina VIl B-amirina  a-amirina  B- amirina Carbono
observados obervados literatura literatura

1 38,8 38,8 38,7 38,7 CH:2
2 27,1 27,4 27,2 27,3 CH:2
3 79,1 79,2 78,3 79,0 CH
4 39,0 39,0 38,7 38,8 CH2
5 55,3 55,3 55,2 55,3 C
6 18,6 18,6 18,3 18,5 CH
7 32,8 32,7 32,9 32,8 CH2
8 40,0 39,0 40,0 38,8 CH
9 47,8 47,7 47,7 47,7 CH
10 37,1 37,3 36,9 37,6 C
11 23,7 23,9 23,3 23,6 CH2
12 125,2 121,9 124,3 121,8 CH2
13 139,7 145, 5 139,3 145,1 CH
14 42,7 41,9 42,0 41.8 CH
15 26,3 26,2 26,6 26,2 CH2
16 28,6 27,1 28,7 27,0 CH2
17 33,5 32,8 33,7 32,5 CH
18 58,0 47,4 58,9 47,4 CHs
19 39,0 47,0 39,6 46,9 CHs
20 38,8 31,3 39,6 31,1 CH
21 31,3 34,9 31,2 34,8 CHs
22 41,9 37,3 41,5 37,2 CH
23 28,3 28,6 28,1 28,2 CH
24 15,8 15,7 15,6 15,5 CHs
25 15,8 15,7 15,6 15,6 CHs
26 17,0 17,0 16,8 16,9 CHs
27 26,2 26,3 26,0 26,0 CHs
28 28,3 28,6 28,4 28,4 CHs
29 33,5 33,5 33,3 33,3 CHs
30 23,9 23,7 23,4 23,7 CHs
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5.3.7 Substancia IX: 7-hidroxi-6-metoxicumarina (Escopoletina)

5
H;CO 10N

HO ?70” Yo

Figura 58: 7- Estrutura da hidroxi-6-metoxicumarina (Escopoletina) (1X).

A substancia IX apresentou uma mancha de coloragao azul fluorescente
sob luz UV 365 nm, com Rf de 2,6 cm e uma pequena coloragédo rosa claro
quando revelada com anisaldeido e uma coloracdo verde escuro quando
revelado com cloreto férrico.

O espectro de RMN de *H apresentou sinais caracteristicos de esqueleto
cumarinico. Os sinais em 61 6,28 (1H, d, J= 9,3 Hz) e 1 7,61 (1H, d, J= 9,1 Hz)
foram atribuidos ao hidrogénios H-3 e H-4 respectivamente. Os sinais em o+ 6,
86 (1H, s) e &1 6,94 (1H, s) estdo relacionados os hidrogénios aromaticos na
posicao “para substituidos”. Foi observado ainda um sinal em 61 3,97 (3H, s) e
um sinal em &x 6,16 (1H, sl) referentes aos hidrogénios da metoxila em H-6 e
uma hidroxila em H-7 (Figura 59).

Ao observar os espectros de RMN de 3C foi possivel identificar
principalmente os sinais em &c 161,47 referente a carbonila em C-2, em &c
144.0 referente ao C-6 ligado a metoxila e um sinal em &c 149,6 referente ao C-
7 ligado a hidroxila (Figura 60). Esses dados ao serem comparados com os da
literatura (TRIPATHI et al, 2010) verificou-se que se tratava da 7-hidroxi-6-
metoxicumarina conhecida como escopoletina (Tabela 25).

Estudos recentes demonstraram que esta substancia possui atividade
anti-inflamatéria (JAMUNA et al, 2015), antioxidante (MOGANA et al, 2013),
antifangica (NAM e KIM, 2015) e contra o envelhecimento (FERREIRA et al,
2013).
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Tabela 25: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (300 MHz) e de 3C da
substancia IX, escopoletina (multiplicidade, J em Hz).

Posicao dn da 3c da dn da 8c da
substancia IX substancia X Escopoletina Escopoletina

2 - 161,4 - 161,8

3 6,28 (d, 9,3) 107,4 6,22 (d, 9,4) 107,9

4 7,61 (d, 9,3) 143,3 7,84 (d, 9,4) 143,0

5 6,86 (S) 103,2 6,82 (s) 102,9

6 - 144,0 - 1443

7 - 149,6 - 148,6

8 6,94 (s) 113,4 7,21 (s) 113,1

9 - 150,2 - 150,8

10 - 111,5 - 110,3

OCHs 3,97 (s) 56,4 3,91 (s) 56,8
OH 6,16 (S) - - -
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5.3.8 Substancia X: 7,4’ dimetilamentoflavona (podocarpusflavona B)

OH O

Figura 61: 7,4 dimetilamentoflavona (Podocarpusflavona B) (X).

A substancia X, isolada da fase DCM do extrato metandlico, apresentou
um solido amarelo solivel em DMSO-ds, com Rf de 2,8 cm quando eluida no
sistema DCM/Acetona 4:6 e coloracdo amarela quando revelada com
anisaldeido sulfarico e verde escuro quando revelado com cloreto férrico.

Ao analisar essa fragao por espectrometria de massas de alta resolucéo
via ionizacdo por ESI, observou-se um ion de m/z 567,1209 [M + HJ*,
compativel com a férmula molecular Cs2H22010 (X) (Figura 50) com indice de
deficiéncia de Hidrogénio (IDH) de 22.

O espectro de RMN de 'H da substancia X mostrou varios sinais na
regido de alifaticos e aromaticos. Primeiramente observaram-se dois singletos
em dn 12,98 e &+ 13,08 correspondentes a hidroxilas queladas em OH-5 e OH-
5" caracteristicas de biflavonoides. Na regido de hidrogénios de anéis
aromaticos, foram observados dois dubletos, um em &+ 6,71 (d, J= 2,2 Hz, H-
8), e outro em &+ 6,38 (d, J= 2,2 Hz, H- 6) referentes ao anel A-1, além do sinal
em OH 3,81 da metoxila ligada em C-7. Observou-se ainda a presenca de um
dubleto em &+ 8,07 (d, J= 2,4 Hz, H-2’), um duplo dubleto em &n 8,02 (dd, J=
8,7 e 2,5 Hz, H-6’) e um dubleto em &+ 7,12 (d, J= 8,6 Hz, H-5’), referentes ao
anel B-l, além de um singleto em 6+ 6,89 (s) referente ao hidrogénio H-3 do

anel C-l. Ao analisar os demais sinais, verificou-se a presenga de um singleto
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em OH 6,35 (s) do anel A-Il, um dubleto em 6+ 7,68 (d, J= 8,9 Hz, H-2"" e H-6""),
outro em &+ 6,90 (d, J= 8,7 Hz, H-3"” e H-5") e um sigleto em dH 3,73 ()
referente a metoxila ligada em C-4 do anel B-Il. Foi observado ainda um
singleto em 6+ 6,88 (s) do H-3” do anel C-II (Figura 62).

O mapa de contorno 2D de 'Hx'H COSY, mostrou os acoplamentos
entre hidrogénios H-5 com H-6’; H-2’ com H-6’; H-2"" com H-3"” e H-5"" com
H-6"" respectivamente (Figura 70).

Ao analisar o mapa de contorno 2D de HSQC, verificaram-se
correlacdes entre os 12 carbonos metinicos com seus respectivos hidrogénios.
A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios foram
feitos através da andlise do mapa de contorno 2D HMBC (?JcH, 3JcH € *JcH)
(Figura 64).

O mapa de contorno 2D HMBC mostrou varios acoplamentos entre os
quais estdo as correlagdes da hidroxila quelada em &1 12,98 (OH-5) com &c
160,8 (C-5) e dH 13,08 (OH-5") com &c 160,2 (C-5"). Os acoplamentos a longa
distancia (3Jcn) foram observados entre os carbonos &c 131,6 (C-2’) com o
hidrogénio &+ 8,02 (H-6’), o carbono &c 97,7 (C-6) com a hidroxila em 12,98
(OH- 5), bem como o carbono &c 98,7 (C-6") com a hidroxila em 13,08 (OH-
5”). Outros sinais foram observados, entretanto os acoplamentos entre &c 164,7
(C-7) com a metoxila em &+ 3,80 (MeO-7) e o carbono &c 161,7 (C-4’’) com a
metoxila em &1 3,72 (MeO-4"") (Figura 67), confirmaram a proposta da 7,4
dimetilamentoflavona conhecida como Podocarpusflavona B (GARG e MITRA,
1971) (Tabela 19). Ela possui atividade antioxidante (WANG et al, 2015), anti
Alzheimer (SASAKI et al, 2015 e 2010), inibicdo de fosfodiasterase (CHAABI et

al, 2007).
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Tabela 26: Dados de RMN 'H e 'H-'H-COSY (DMSO-ds, 300 MHz) *3C (300

MHZz) e 2D da substancia 7,4 dimetilamentoflavona (X)

Posicao

HSQC

HMBC

HxH COSY

oc

OH

2JcH

3JcH

© 00 N O o b~ WD

=
o

a R X N R

163,2
102,7
181,7
160,8
97,7

164,7
92,2

156,9

104,8

119,7
131,6
119,7
160,2
116,3

127,4

163,8
102,7
181,7

160,3

98,7
161,0
104,2
156,9

103,1

122,5

6,89 (s)

6,35 d (2,2)

6,71d (2,2)

8,07 d (2,5)

7,12d (8,7)
8,02 dd
(8,7 e 2,5)

6,88 (s)

H-3

H-3
H-6, OH-5

H-3”

H-3"
H-6", OH-
5”

H-2', H-6’

OH-5
MeO-7

OH-5, H-
6, H-3 H-8
H-3

H_2’”/ 6”’

OH-5"

H-6", H-2’

OH-5", H-

6", H-3"
H-3”

H-8

H-6

H-6'

H-5
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3,,,

rrr

6
OH-5
OH-5"
7-OCHs
4”"0OCHs

127,6
1141

161,7

1141
127,6

55,7
55,2

7,68 d (8,9)
6,90 d (8,7)

6,90 d (8,7)
7,68 d (8,9)
12,98
13,08
3,80 (s)
3,72 (s)

H_3!’!/5!U

H-2"/6",
MeO-4""

3,82 (s)
3,76 (S)

H_3!”/5”7
H-2"/6™

H_2”!/6”7
H-3"/5"
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Figura 66: Mapa de contorno HSQC da 7,4” dimetilamentoflavona (X).
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5.3.9 Substancia XI: 3’-O-metil loniflavona

OCHj

Figura 71: 3’-O-metil loniflavona (XI).

A substancia XIl, foi isolada da fase AcOEt do extrato metandlico. Ela
forneceu um solido amarelo sollivel em Acetona-ds, que apresentou Rf de 1,3
cm, quando eluida no sistema DCM/acetona 1:1 e coloragdo amarela quando
revelada no anisaldeido sulfurico e verde escuro quando revelado no cloreto
férrico.

Ao analisar essa substéncia por espectrometria de massas de alta
resolucdo via ionizacdo por ESI, o espectro apresentou um ion de m/z
553,1107 [M + H]*, compativel com a formula molecular C31H20010 (XI) (Figura
72) com indice de deficiéncia de Hidrogénio (IDH) de 22.

Seu espectro de RMN de *H mostrou varios sinais na regido de alifaticos
e aromaticos. Primeiramente observaram-se dois singletos em &n 12,95 e &H
12,84 correspondentes a hidroxilas queladas em OH-5 e OH-5""caracteristicas
de biflavonéides.

Na regido de hidrogénios de anéis aromaticos, foram observados dois
dubletos em &+ 6,38 (d, J= 2,0 Hz, H-6) e em &+ 6,65 (d, J= 2,0 Hz, H-8)
referentes ao anel A-1, além dos sinais em 6+ 7,17 (d, J= 8,7 Hz, H-2’), em &H
8,06 (d, J= 2,0 Hz, H-5’) e um duplo dubleto em &+ 7,91 (dd, J= 8,5 e 2,2 Hz,
H-6’) referentes ao anel B-l. Também foi possivel observar um singleto em &H
3,69 (s) caracteristicos da metoxila em ligada no carbono 3’. Observou-se
ainda um singleto em &+ 6,66 (s, H-3) caracteristicos do anel C-I.

Para a identificacdo do anel A-1l foram observados dois dubletos em oH
6,20 (d, J= 2,4 Hz, H-6") e em &x 6,38 (d, J= 2,0 Hz, H-8"), os sinais em OH
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6,81 (d, J=8,9 Hz, H-3"" e H-5"") e 61 7,66 (d, J= 8,7 Hz, H-6""") sao referentes
ao anel B-1l. O sinal presente referente ao anel C-Il foi apenas um singleto em
OH 6,64 (s, H-3") (Figura 73).

O mapa de contorno 2D de 'H x 'H COSY, mostrou os acoplamentos

entre os hidrogénios H-5" com H-6’, H-2' com H-6’, H-2"" com H-3"" e H-5

com H-6"" respectivamente (Figura 77).

Ao analisar o mapa de contorno 2D de HSQC, verificou-se o
acoplamento para 12 carbonos metinicos com seus respectivos hidrogénios
(Figura 65). A atribuicAo dos deslocamentos quimicos dos carbonos
quaternarios foi feito por mieo da analise do mapa de contorno 2D HMBC (2JcH,
3Jch e 4Jcw) (Figura 78).

O mapa de contorno 2D HMBC mostrou varios acoplamentos entretanto,

tem-se em destaque as ligacbes C-4° e C-4”” mostrando que ambos os
flavonoides estéo ligados por um oxigénio. Esta confirmagéo foi estabelecida
pelo acoplamento a longa distancia (*Jch) entre dc 156,4 (C-4’) com 0+ 6,81 (H-
3"). Os acoplamentos a longa distancia (3JcH) foram observados entre C-2 com
H-6’, C-3 com H-1’, C-10 com OH-5, H-3, H-6 e H-8, além de C-6" com OH-5",
H-10 respectivamente. Entretanto os acoplamentos entre &c 165,46 (C-3’) com
a metoxila em o1 3,66 (MeO-3’) confirmaram a proposta da 3’-O-metil

loniflavona (KUMAR, et al, 2005) (Tabela 27).
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Tabela 27: Dados de RMN 'H e H x H-COSY (Acetona-ds, 300MHz) e 2D da
substancia 3’-O-metil loniflavona (XI)

PosicAo HSQC HMBC COSY
Oc OH 2JcH 3JcH 4JcH HxH
2 160,0 H-3 H-6’
3 103,17 | 6,66 (s) H-1’
4 182,94 - H-3
5 161,63 - H-6, OH-5
6 100,30 |6,38d (2,0) OH-5
7 164,99 - H-6, H-8
8 94,59 |6,65d (2,0) H-6
9 158,3 - H-8
OH-5, H-
10 104,24 - 3, H-6, H-
8
1 121,52 - H-6'
2’ 115,72 | 7,17 d (8,7) H-3' H-5’
3 165,46 - H-4"
4 156,49 -
5 123,04 | 8,06 d (2,0) H-2’ H-6’
, 7,91 dd : : :
6 128,07 (8.7 e 2,0) H-1", H-4 H-2
2" 164,26 - H-3” H-6"
3" 103,37 | 6,64 (s) H-1""
4" 182,94 - H-3”
57 162,45 - H-0 5’,,OH'
6~ 99,57 (6,20d (2,0) OH'150,’ H- H-9
77 165,02 -
8" 94,59 |6,38d (2,0) H-6”
9” 158,32 - H-6”
10° 104,49 - H-6”
1 123,67 - H-3”
27 128,63 | 7,66 d (8,7) H-6" H-3"
3 114,80 [6,82d(8,9)| H-2" H-2"
4 164,75 - H-3’
5 114,80 [6,82d(8,9)| H-6" |H-1”
6" 128,63 | 7,66 d (8,7) H-2” H-2"
OH-5 13,07
OH-5" 12,96
3-OCH3| 55,39 3,69 (s) - -
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Figura 77: Mapa de contorno COSY da 3’-O-metil loniflavona (XI).

117



AN il T

" 80

f £
L (o}
r 2
10 £
- 0
o ®
-0
-
10 8
r O
- -
; LL
~ 140

T ‘ T
8.0 75 7.0 6.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 78: Mapa de contorno HSQC da 3’-O-metil loniflavona (XI).

118



- 0
. i@ B -5 €
- Q
g
- £
- r C
. B . 100 U
& . B L (ﬁ
- "o aa ° ‘ o o
e BT £
-2
-150 O
2= @ @@gﬂ @ C E
| "M
B & -
B

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 79: Mapa de contorno HMBC da 3’-O-metil loniflavona (XI).

119



Ao M M

)

- -
e = B
= E:Df;w °
- = =
=D @ o =7
e
2 = .o - e £ =
EZ3
{WYWW[WYYW{WYYY[WY{W‘WYYY[W{WY‘WYYY ‘
85 8.0 75 7.0 6.5

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 80: Expansao do mapa de bncontorno HMBC da 3’-O-metil loniflavona (XI).

60

80

100

120

140

180

120

F1 Chemical Shift (ppm)



5.4 Estudo quimicos e bioldgico dos fungos endofiticos:
Rendimento dos extratos e do caldo metabdlito dos fungos

endofiticos

Para os extratos dos fungos endofiticos, foram realizados primeiramente
micro extratos com hexano e DCM, para verificar o rendimento.

Os micro extratos hexanicos apresentaram-se com rendimento muito baixo,
entre 0,0040 a 0,0090 %, ja os micro extratos de DCM apresentaram
rendimento variando entre 0,0100 a 0,0261 %.

Com isso, a extragdo fitoquimica com maior massa micelial foi realizada
com o DCM. Cada micélio foi extraido entdo com DCM e posteriormente com
MeOH. Os valores das massas e rendimentos podem ser observados na tabela
28.

Tabela 28. Rendimento dos extratos DCM e MeOH dos fungos endofiticos
obtidos da terceira coleta de P. trifoliata

Fungo Solvente Micélio (g) Massa do Rendimento (%)
extrato (g)

Fungo 1 DCM 234,1 0,0721 0,0307
MeOH 212,2 0,0991 0,0467
Fungo 2 DCM 142.3 0,0196 0,0137
MeOH 129,4 0,2430 0,1877
Fungo 3 DCM 401,1 0,0687 0,0171
MeOH 380,2 0,0910 0,0239
Fungo 4 DCM 1554 0,7674 0,4938
MeOH 128,3 0,342 0,2665
Fungo 5 DCM 230,3 0,1123 0,0487
MeOH 209,1 0,2013 0,0962
Fungo 6 DCM 432,0 0,2167 0,0501
MeOH 402,1 0,1520 0,0378
Fungo 7 DCM 384,2 0,2760 0,0718
MeOH 342,0 0,1995 0,0583
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Fungo 8 DCM
MeOH
Fungo 9 DCM
MeOH

284,3
261,0
304,4
280,3

0,0365
0,0435
0,2860
0,0281

0,0128
0,0166
0,0939
0,0100

ApOGs a obtencdo dos extratos, os caldos nutritivos foram submetidos a

particdes liquido-liquido com os solventes DCM e AcOEt.

Seus rendimentos foram significativos, principalmente a fase AcCOEt do
caldo metabdlito 5 (0,3464 g) e a fase DCM do caldo metabdlito 4 (0,7674 Q)

(Tabela 29).

Tabela 29. Massas obtidas das parti¢cdes liquido-liquido com o caldo metabdlito

Particéo Fase DCM Fase AcOEt
Liquido- liquido Massa (g) Massa (g)
Caldo 1 0,0746 0,1729
Caldo 2 0,1585 0,2198
Caldo 3 0,0319 0,1674
Caldo 4 0,7674 0,0096
Caldo 5 0,0431 0,3464
Caldo 6 0,1167 0,1604
Caldo 7 0,0914 0,1001
Caldo 8 0,1884 0,1345
Caldo 9 0,1444 0,1241
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5.5 Analise fitoquimica por CCDC dos extratos e caldo

metabdlico obtidos dos fungos endofiticos de P. trifoliata

Apbs a filtracdo do caldo metabdlico, foi realizada uma particéo liquido-
liqguido para cada fungo como descrito no item 4.5. Estas fases foram
analisadas em placas cromatograficas e reveladas com os reveladores fisicos
254 nm, 365 nm e os reveladores quimicos iodo ressublimado e anisaldeido
sulfdrico. O sistema de eluigdo utilizado foi DCM/Acetona 1:1 para todas as
fases DCM. O revelador fisico no comprimento de onda 254 nm, ndo mostrou
coloracdo ou fluorescéncia quando visualizado, entretanto, quando analisado
no comprimento de onda 365 nm, foram observados manchas com coloracao
azul escuro (Figura 81 A).

Afim de verificar a persisténcia dessas manchas e detectar sua possivel
classe quimica, a placa cromatografica foi revelada com cloreto de aluminio,
AICls, especifico para deteccdo de flavonoides, e visualizada novamente no
comprimento de onda 365 nm.

Apbs esta analise, pode-se confirmar a presenca de substancias
fendlicas presentes nas fases principalmente dos fungos 2 ao 9 (Figura 81 B).
Além disso, observou-se também a presenca de ligagdes duplas conjugadas
presentes principalmente nas fases 1, 2, 3, 5 e 6, respectivamente, através da
revelagcdo com iodo ressublimado (Figura 81 C).

Outra CCDC foi preparada com o mesmo sistema das CCDC descritas
em A, B e C, e ao ser revelada com anisaldeido sulfarico observou-se uma
coloracéo verde escuro. Como o anisaldeido € um revelador universal, ndo foi

possivel afirmar essa classe quimicas (Figura 81 D).
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Luz UV 365 sem Luz UV 365 com lodo Anisaldeido
revelador quimico AICI3
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Figura 81: Fases DCM dos caldos nutritivos dos fungos da coletas 3, eluidas com
DCM/Acetona 1:1 e reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicacédo do revelador anisaldeido
(A), apos a aplicagdo do revelador AICI3 e UV 365 nm (B), com iodo resublimado (C) e com
anisaldeido (D).

5.6 Analise das fase DCM e AcOEt obtida dos caldos
metabdlicos dos fungos endofiticos de P. trifoliata por RMN
de H

ApoOs a analise por CCDC das fases DCM do caldo metabdlico, foi
realizada a andlise de RMN de 'H para identificar as possiveis classes
guimicas. Os espectros das fases com mesma polaridade foram analisados em
conjunto.

Foram observados principalmente os sinais em &u 0,7-1,10 ppm
caracteristicos de metilas, um sinal bem intenso em &u 1,25 referente a
hidrogénios de CH: de cadeia alifatica, em &1 3,00-5,00 ppm caracteristicos de
hidrogénios de carbonos carbindlicos, sinais em 6+ 6,00-8,00 ppm, referentes a
sinais de hidrogénios de anéis aromaticos bem como os sinais em 4+ 12,4 que
podem ser referentes a hidrogénio de grupos carboxilados ou hidrogénio
quelado da posicao 5 de flavonoide (Figura 82).

Verificou-se ainda, algumas similaridades nos deslocamentos quimicos

dos espectros das fases 4, 7, 8 e 9, que apresentaram um sinal em 12 ppm
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com intensidade significativa, referente a hidroxila quelada ou grupos
carboxilados, j4 as fases 5 e 6 também apresentaram este mesmo sinal,
entretanto, com menor intensidade.

Os sinais referentes aos hidrogénios de anel aromético, também
apresentaram semelhanca, principalmente entres as fases 4, 7, 8 e 9,
mostrando a existéncia de uma estrutura com 0 mesmo esqueleto basico ou a
presenca de uma substancia majoritaria entre as fases.

Como esses espectros sdo de fases e consequentemente estdo em
misturas, ndo foi possivel identificar as substancias presentes, entretanto esses
sinais sdo caracteristicos de classes de compostos bioativos como:
flavonoides, cumarinas, terpenos ou substancias com ligagcdes duplas
conjugadas (SANIL, et al 2015, SEM, et al 2013, ZHONG e SHAHIDI, 2012).
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Figura 82: Espectros de RMN de 1H (CDCIz) das Fases DCM obtida do caldo metabdlito dos fungos endofiticos de 1 ao 9.
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Em seguida, foi realizada a andlise de RMN de 'H de todas as fases do
AcOEt dos caldos metabdlitos. Os espectros também foram reunidos em
grupos e comparados.

Observaram-se 0s sinais entre o4 0,70 a 1,20 ppm caracteristicos de
metilas de terpenos, os sinais entre dn 3,0 — 4,5 ppm caracteristicos de
hidrogénios de carbonos carbindlicos, além de sinais menos intensos na regiao
entre 6x 6,50 a 7,50 ppm, referentes a substancias aromaticas (Figura 83).

Ao comparar esses espectros com o do caldo estéril, observou-se que
nao houve a obtencdo significativa de metabdlitos secundarios nessas fases,
pois, grande parte dos sinais obtidos, sédo similares aos sinais do caldo estéril,
havendo apenas a concentracdo de metabdlitos primarios.

Além disso, observou-se que o fungo de numero 5 apresentou-se na
forma de um 6leo. Esse 6leo foi filtrado e enviado pra andlise de RMN de 'H
onde detectou a presenca de um triglicerideo, o espectros de RMN de 'H esta
descrito na pagina 164, figura 90.

O triglicerideo foi confirmado com os sinais em 61 0,88 referentes aos
hidrogénios das metilas dos &cidos graxos, em o6n 1,30 atribuido aos
hidrogénios de grupos metilénicos de cadeias alifaticas. O sinal entre 61 2,0 e
2,02 é atribuido aos hidrogénios ligados aos carbonos B da dupla ligacdes
entre carbonos. O sinal entre 6n 2,2 e 2,3 é atribuido aos hidrogénios de
carbonos B do éster, o sinal entre 6+ 4,1 e 4,3 sao referentes aos hidrogénios
ligados aos carbonos do glicerol. Os sinais entre 6n 5,26 a 5,36 correspondem
aos hidrogénios de ligacdes duplas. Esses dados forma comparados com os da

literatura, confirmando ser um triglicerideo (Guillén e Ruiz 2001) (Figura 84).
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Figura 83: Espectros de RMN de 1H ( das Fases AcOEt obtida do caldo metabdlito dos fungos endofiticos de 1 ao 9.
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Figura 84: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da frag&o 2-3 isolada da fase AcOEt do fungo 5.
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5.7 Analise dos extratos DCM e MeOH obtidos do micélio dos

fungos endofiticos de P. trifoliata por RMN de 'H

Em seguida, foi realizada a analise de RMN de 'H dos extratos dos
micélios dos fungos. Os espectros foram reunidos em dois grupos, os extratos
DCM e os extratos MeOH.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos DCM dos micélios,
apresentaram pouca semelhanca quando comparados com 0s espectros da
fase DCM do caldo metabdlito.

Foram observados principalmente os sinais em &4 0,6-1,10 ppm
caracteristicos de metilas, vale ressaltar que o sinal em 0,6 ppm é
caracteristicos de esteroides, além desse pode-se observar também um sinal
bem intenso em 61 1,25 referente a hidrogénios de CH2 de cadeia alifatica, em
o1 3,00 — 4,5 ppm caracteristicos de hidrogénios de carbonos carbindlicos, os
sinais em on 6,00-8,00 ppm, referentes a sinais de hidrogénios de anéis
aromaticos foram visualizados com baixa intensidade somente nos extratos de
namero 1, 2, 6 e 7, bem como os sinais em 6+ 12,3 no fungo 2 e dn1 12,4 no
fungo 7 que podem ser referentes a hidrogénio de grupos carboxilados ou
hidrogénio quelado da posicdo 5 de flavonoide (Figura 85).

Ao comparar esses espectros com os triterpenos isolados das folhas,
(JEFFREYS, 2011; JEFFREYS e NUNEZ, 2016) observou-se que nenhum
deles possuem similaridades com relacdo ao seu esqueleto base, podendo
concluir que os triterpenos presentes nos extratos do micélio dos fungos,
possuem esqueleto base diferente dos esqueletos do tipo friedelano, lupano
além dos esqueletos do tipo ursano da o-amirina e oleanano da f—amirina.

Entretanto, pode-se observar uma grande similaridade nos espectros
dos extratos 1 e 2, com a presenca dos sinais nas regides das metilas,
olefinicos e aromaticos. Além desses, observou-se um sinal em 12,4 ppm
caracteristico de hidroxila quelada, presente no extrato 2 e ausente no extrato
1, o que caracteriza a diferencga entre eles.

A figura 93 mostra a reunido de todos os espectros obtidos do extratos

DCM dos micélios dos fungos endofiticos de P. trifoliata.
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Figura 85: Espectros de RMN de 1H dos extratos DCM obtida do micélio dos fungos endofiticos de 1 ao 9.
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Em seguida, todos os espectros dos extratos MeOH dos micélios dos
fungos foram reunidos e analisados em conjunto.

Dentre as classes quimicas presentes nos extratos metandlicos, tem-se
os flavonoides, cumarinas e demais compostos fendlicos devido a sua
polaridade (ALBARICI et al, 2010; UMASHANKAR et al, 2015)

Pela andlise de RMN de 'H, observaram-se os sinais entre o1 0,70 a
1,25 ppm caracteristicos de metilas de terpenos, os sinais entre &4 3,00-5,00
ppm caracteristicos de hidrogénios de carbonos carbindlicos, além de sinais
em o+ 6,50 a 7,50 ppm, referentes a substancias aroméaticas (Figura 86).

Ao analisar os espectros separadamente de alguns extratos que se
mostraram interessantes quimicamente, observou-se que o extrato de numero
8, apresentou dois dubletos -caracteristicos de aromaticos com grande
intensidade em &x 6,96 ppm (d, 1H, J= 8,38 Hz) e &4 6,64 ppm (d, 1H, J= 8,38
Hz), além dos sinais em 64 7,03 ppm (d, 1H, J= 8,5 Hz) e 61 6,62 ppm (d, 1H,
J= 8,5 Hz) ambos acoplando entre si.

O espectro de numero 4, também presentou sinais bem interessantes
com a presenca de dois dubletos em 6+ 6,97 ppm (d, 1H, J= 8,57 Hz) e 61 6,64
ppm (d, 1H, J= 8,38 Hz) e de dois tripletos metinélicos em o+ 4,69 ppm (t, 1H,
J=5,7 e 11,5 Hz) e on 2,87 ppm (t, 1H, J= 11,5 e 5,7 Hz), além de sinais de
graxa. Ao comparar esses dados com os da literatura, observou-se que a
substancia majoritaria pode ser um derivado da tirosina (SOUSA, 2005).

Ao analisar o extrato de numero 7 e 9 respectivamente, observou-se que
além dos sinais na regido de aromaticos, ambos possuem multipletos entre du
3,08 a 3,62 ppm além do dubleto em &u 5,31 ppm que podem ser
caracteristicos de agucar. Segundo Gubiani (2011) a evidencia desses sinais,
confirmaram a presenga de acUcar no extrato CH3CN de milho-branco. Todos

0S espectros estao reunidos na figura 86.
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Figura 86: Espectros de RMN de 'H dos extratos MeOH obtida do micélio dos fungos endofiticos de 1 ao 9 solubilizados em DMSOD.
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5.8 Identificacdo das substancias isoladas

5.8.1 Proposta da substancia Xlll: (3-oxociclobutil) metill-hydroxi-2

metilciclopenta-2,4-dieno carboxilato (Inédita)

Figura 87: (3-oxociclobutil) metil1l-hydroxi-2 metilciclopenta-2,4-dieno carboxilato (XII)

A substancia Xll, foi isolada da fase DCM do caldo metabdlito,
apresentando-se como um cristal amorfo com coloragdo verde quando
revelado com Anisaldeido sulfarico.

Para a nomenclatura e numeracao da substancia, utilizou-se o Software
on-line: ACD/Labs: I-Lab 2.0; Algorithm Version: v12.1.0.50375, disponivel em:
ilab.acdlabs.com.

Ao analisar esta fracdo por espectrometria de massas de alta resolucao
via ionizacdo por ESI, o espectro apresentou um ion de m/z 221,10823 [M -
H]*, compativel com a formula molecular C12H1404 (XIIl) (Figura 88) com indice
de deficiéncia de Hidrogénio (IDH) de 6.

O espectro de RMN de 'H da substancia XIll mostrou varios sinais na
regido alifaticos e aromaticos. Primeiramente obsevou-se um singleto em &H
12,39 caracteristicos de hidroxilas queladas em OH-1, foram observados ainda
um tripleto em éx 7,53 (t, J= 8 Hz, H-4) e os dubletos em: 61 6,89 (dd, J=8,38 e
0,93 Hz, H-5), dn 7,25 (d, J= 7,5 Hz, H-3), 6+ 3,91 (dd, 10,8 e 4,2 Hz, H-5"), &H
3,82 (dd, J=10,8 e 8,8 Hz, H-5’), dn 2,96 (dd, J=18,7 e 5,6 Hz, H-2"), &u 2,70
(dd, J= 18,7 e 4,1 Hz, H-2’), 61 1,02 (dd, J= 14,8 e 6,5 Hz, H4’). Observou-se
ainda um multipleto em 61 2,52 (m, H-1’) e um sinal em &n 1,65 caracteristicos
de metila. Pelo fato de as substancias ndo estarem 100% pura, 0s demais
sinais observados, foram atribuidos a uma outra molécula minoritaria (Figura

89 e 90).
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O mapa de contorno 2D HSQC mostrou os acoplamentos em &c 115,81
(C-3) com &n 7,25 (H-3), &c 137,27 (C-4) com &H 7,53 (H-4), dc 116,87 (C-5)
com o 6,89 (H-5), &¢ 30,98 (C-7) com &H 1,65 (CHS3), &c 45,81 (C-1’) com OH
2,52 (H-1"), &c 38,90 (C-2’) com &+ 2,70 (H-2’) e 01 2,96 (H-2"), &c 23,43 (C-4')
com dH 1,02 (H-4’), &c 64,66 (C-5') com dn1 3,82 (H-5') e 61 3,91 (H-5’) (Figura 91
e 92).

O mapa de contorno 2D HMBC mostrou os acoplamentos em &c 202,23
(C=0) com &+ 2,96 (H-2’) e 61 2,70 (H-2'), &c 162,34 (OC=0) com &H 7,53 (H-4)
e OH 12,39 (OH-1), &c 149,26 (C) com 6H 7,53 (H-4) e 6+ 1,65 (H-7), &¢ 137,27
(C-4) com &n 7,25 (H-3), &¢ 116,87 (C-5) com &n 7,25 (H-3) e 81 12,39 (OH-1),
Oc 115,81 (C-3) com &6+ 12,39 (OH-1), &u 7,25 (H-3) e 6n 6,89 (H-5), &c 64,66
(C-5’) com &n 3,82 (H-5’) e 61 3,91 (H-5’), &c 73,38 (C-1) com &1 7,25 (H-3), &H
3,91 (H-5"), 61 3,82 (H-5’), &c 64,66 (C-5") com 0+ 2,96 (H-2') e &1 2,70 (H-2), &c
45,18 (C-1’') com &+ 2,96 (H-2’), &1 2,70 (H-2’) e &H 1,65 (H-7), &¢c 38,90 com &H
3,91 (H-5’) e &1 1,02 (H4’) (Figura 93).

Os espectros de COSY mostraram os acoplamentos entre dH 7,25 (H-3)
com oH 7,53 (H-4), d+ 7,53 (H-4) com &+ 6,89 (H-5) e &1 7,25 (H-3), &1 6,98 (H-
5) com &H 7,53 (H-4), 6+ 2,52 (H-1") com &H 2,96 (H-2’), &x 3,82 (H-5), dH 2,52
(H-1’), 1 2,70 (H-2’), &1 2,52 (H-1’) e 61 2,96 (H-2"), &1 3,82 (H-5’) com &H 2,52
(H-1") (Figura 94).

Apos a andlise dos dados (Tabela 30) concluiu-se que a estrutura é
inédita com nomenclatura descrita pela IUPAC como: carboxilato de (3-
oxociclobutil)-1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno.
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Tabela 30: Dados de HSQC, HMBC e COSY da substancia carboxilato de (3-
oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno.

Posicéo HSQC HMBC COSsYy
Oc OH JcH HxH
1 73,38 - 7,25; 391 e 3,82
2 149,26 - 7,53 e 1,65
3 115,81 7,25 12,39; 7,25 e 6,89 7,53
4 137,27 7,53 7,25 6,89 e 7,25
5 116,87 6,89 7,25e 12,39 7,53
6 162,34 - 7,53 e 12,39
7 30,98 1,65 -
1 45,81 2,52 2,96; 2,70 e 1,65 2,96 e 3,82
2 38,9 2,70 e 2,96 391e1,02 2,52; 2,70; 2,52
e 2,96
3 202,23 - 2,96 e 2,70
4’ 23,43 1,02 -
5 64,66 3,82 e 3,91 2,96 e 2,70 2,52
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Figura 88: Espectro de massa de carboxilato de (3-oxociclobutil)-1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno (XIII).
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Figura 89: Espectro de 'H (CDClz) de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno.
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Figura 91: Mapa de contorno HSQC de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno.
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Figura 92: Expansap do mapa de contorno HSQC de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno.
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Figura 94: Mapa de contorno COSY de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno.
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5.9Substancia XIV: 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-
trioxi-1l-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido (inédita)

Figura 96: 9-amino-7-(2,5,7-triazabiciclo[2.2.1]hept-3-il)-2,3,6-trioxi-1-
azabiciclo[3.2.2]nona-4,8-dieno-4-carbaldeido (XIII)

A substancia Xlll, foi isolada do extrato DCM do micélio de D.
hongkongensis, apresentando-se com um cristal amorfo.
Ao analisar esta fracdo por espectrometria de massas de alta resolugao

via ionizacdo por ESI, o espectro apresentou um ion de m/z 268,103678 [M +
H]* compativel com a formula molecular C10H14NsO4 (Figura 95) com indice de
deficiéncia de Hidrogénio — IDH de 7.

O espectro de RMN de 'H da substancia XIll apresentou trés singletos
em On 8,34 (s, H-8), 8,13 (s, H-COH) e outro em 7,34 (s, NH2) respectivamente.
Observaram ainda, dois dubletos em 615,86 (d, J= 6 Hz, 2H, H-7) e em 61 5,22
(d, J=4,3 Hz, 2H, NH-7’) além de quatro duplo dubleto em 615,49 (dd, J=6,0 e
5,0 Hz, 1H, NH-5’), 61 4,59 (dd, J= 12,0 e 6,0 Hz, 2H, H-1°), o1 4,13 (dd, J= 8,6
e 4,4 Hz, 2H, H-6’) e 3,96 (dd, J=7,7 e 3,3 Hz, 2H, H-3’) e um duplo tripleto em
OH 3,65 (dt, J=12, 4,1, 1H, H-4’). Os sinais em 61 5,47 (d, J= 6,6 Hz,1H, NH-2),
on 5,49 (d, J= 6,8 Hz, NH-5’), 1 7,34 (s, NH2) e 61 5,22 (d, J= 4,6Hz, NH-7’),
foram atribuidos ao tipo de ligacdo N-H, como previsto na férmula molecular.
Pelo fato de as substancia ndo esta 100% pura, os demais sinais observados,
foram atribuidos a uma outra molécula minoritaria (Figura 96 e 97).

O mapa de contorno 2D HSQC mostrou as correlagdes em &c 152, 10
com Ox 8,13, &c 139,64 com on 8,34, &: 87,85 com &n 5,86, dc 85,73 com OH
3,96, &c 73,25 com 6+ 4,6, dc 70,46 com O+ 4,13, 61,49 com OH 3,65 (Tabela 35)
e (Figura 98).
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O mapa de contorno 2D HMBC mostrou os acoplamentos em &c 156,60
com On 8,13, &c 147,36 com dH 8,34, 8,13 e 5,86, &c 139,65 com o+ 5,86, dc
119,52 com o+ 8,34 e 7,34, dc 87,85 com 6+ 5,47 e 4,60, &c 85,73 com 6+ 5,22,
Oc 73,25 com 01 5,86 € 5,47, 8 70,46 com d1 5,47 e 5,22, dc 61,49 com O+ 5, 49
respectivamente (Figura 99).

O mapa de contorno 2D COSY mostrou os acoplamentos em ou 5,86
com On 4,59, dn 5,47 com OH 4,59, dH 5,49 com dH 3,5 e 3,6, OH 5,22 com OH
4,13 d1 4,59 com dH 5,47, 5,86 e 4,13, d1 4,13 com OH 5,22, 3,96, 4,59, dH 3,96
com dx 3,6 e 4,13, &1 3,60 com dn 3,50, 3,96, 5,47 e 5,49 respectivamente
(Figura 100).

Apos a analise dos dados (Tabela 31), concluiu-se que a estrutura é
inédita com nomenclatura descrita pela IUPAC como: 9-amino-7-(2,5,7-
triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-
carbaldeido.

Tabela 31: Dados de HSQC, HMBC e COSY da substancia 9-amino-7-(2,5,7-triazabiciclo
[2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido.

Posicéo HSQC HMBC COSsYy
&c OH 24 cH HxH
4 156, 60 - 8,13 -
5 147,36 - 8,34 e 5,86
7 87,85 5,86 5,47 e 4,59 4,59
8 139,64 8,34 5,86 -
9 119,52 - 8,34e7,34 -
1 73,25 4,59 5,86 e 5,47 5,47, 5,86, 4,13
2’ - 5,47 - 4,59
3 85,73 3,96 5,22 3,60e 4,13
4’ 61,49 3,5e3,6 5,49 350,3,96, 5,47 e
5,49
5 - 5,49 - 4,59, 3,50 e 3,60
6’ 70,46 4,13 5,47 e 5,22 5,22, 3,96 e 4,59
7 - 5,22 - 4,13
COH 152,1 8,13 - -
NH:2 - 7,34 - -
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Figura 95: Espectro de massa de (3-oxociclobutil) metill-iydroxi-2 metilciclopenta-2,4-dieno carboxilato (XII).
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Figura 100: Mapa de contorno COSY da substancia 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-
carbaldeido.
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5.10 Ensaio Biolégico

5.10.1 Atividade Antioxidante dos extratos das Folhas de P. trifoliata.

Os resultados dos ensaios antioxidantes dos extratos das folhas
coletadas no Rio Xingu (coleta 1), foram publicados na dissertacdo de
mestrado o qual, mostrou um resultado significativo para o extrato MeOH das
folnas com equivaléncvia de 1,53 mg de extrato/mg de acido ascorbico
(JEFFREYS, 2011).

Ao analisar os extratos da coleta 2, observou-se que os extratos MeOH
apresentaram equivaléncias de 1,15, e 1,13 (coleta 2) e 1,89 e 1,51 (coleta 3)
quando comparados com os padrdes, sendo considerado um importante
resultado, pois ambos atingiram um valor bem proximo dos padrdes testados. 1

mg de acido ascorbico, (Tabela 32).

Tabela 32: Resultado da atividade antioxidante dos extrato de P. trifoliata da
segunda coleta

Atividade Antioxidante
Método DPPH-=

Coleta Parte Extrato (mg de extrato/ Método Fe3*
vegetal
mg de aa*)
1 DCM 19,05 25,7
(Realizada no Folhas MeOH 1,53 1,89
mestrado) H20 2,30 2,92
Hex 15,06 18,44
2 Folhas MeOH 1,15 1,13
H20 2,42 2,83
Hex 13,52 16,12
3 Folhas MeOH 1,89 1,51
H20 2,92 3,42

*aa= Acido ascérbico
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Resultados similares foram observados por Alam e colaboradores
(2013), Sanil e colaboradores (2015), quando eles demonstram que em
espécies vegetais, as substancias fendlicas como flavonoides, cumarinas, além
de terpenos com ligac6es duplas conjugadas, atuam na protecdo contra
radicais livres produzidos sobre condi¢cfes de estresse, por sua capacidade de
doar radicais hidrogénios ou pela reacdo com o radical livre estabilizando-o.

Os extratos aquosos também apresentaram equivaléncia significativa de
2,42 e 2,83 (coleta 2) e 2,92 e 3,42 (coleta 3) respectivamente. As substancias
responsaveis por esta atividade sdo, possivelmente derivadas de substancias
fendlicas como os flavonoides, que possuem grande atividade antioxidante
atuando principalmente na protecao dos tecidos contra radicais livres (ALAM, et
al, 2013, TINKEL,; et al, 2012).

Em seguida, foram analisado os resultados das fases DCM, AcOEt e
H20 obtida dos extratos metandlicos das coletas 1 e 2 respectivamente.

As fases DCM da coleta 1, 2 e 3 apresentaram resultados poucos
significativos com valores de equivaléncia variando entre 26,6 e 23,91 (coleta
1), 38,57 e 35,82 (coleta 2) e 41,01 e 38,12 (coleta 3). A partir desses
resultados podemos observar que ambas as fases possuem baixa
concentracdo de substancias com ligagbes duplas conjugadas ou substancias
fendlicas, os quais sdo responsaveis pela variagcdo da equivaléncia quando
comparados com o acido ascorbico e o Fe3*.

Ao analisar a equivaléncia das fases do AcCOEt de ambas as coletas,
observou-se um resultado de 6,74 e 7,48 (coleta 1), 6,61 e 9,02 (coleta 2) e
5,51 e 8,02 (coleta3d), indicando possuir algumas substancias com grupos fenol
e ligacOes insaturadas na estrutura das moléculas contidas nas fases.

De acordo com estudos realizados por Aimé e colaboradores (2003), o
potencial antioxidante esta relacionado com a estrutura quimica da substancia
que possui a presenca de maior numero de hidroxilas e ligagGes insaturadas
principalmente nas posi¢des com os grupos C-3, C-5, C-7, C-4’ e C-3 de
flavonoides. Os biflavonoides isolados, neste trabalho, da fase DCM e AcOEt,
identificados como 3’-O-metil loniflavona  (substancia X) e 7,47
dimetilamentoflavona (Putraflavona) (Substancia Xl), possuem hidroxilas nas
posi¢cdes C-5, C-7, C-5”, C-7" e as instauracbes presentes em ambas as

moléculas, o que possivelmente pode estar relacionado com a boa
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equivalénvcia de ambas as fases quando comparado com o padréo (Tabela
32).

Tabela 33. Atividade antioxidante das fases DCM, MeOH e H20 obtidos dos
extratos metanolicos das folhas das coletas 1 e 2

Atividade Antioxidante

Equivaléncia

Coleta  Parte vegetal Fase Método DPPH= Método Fe3*

DCM 26,6 23,91
1 Folhas AcOEt 6,74 7,48
H20 2,8 4,51
DCM 38,57 35,82
2 Folhas AcOEt 6,61 9,02
H20 3,21 5,53
DCM 41,01 38,12
3 Folhas AcOEt 551 8,02
H20 4,01 6,08

Ao analisar as fases aquosa, observou-se uma equivaléncia, 2,8 e 4,51
na coleta 1 e de 3,21 e 5,53 na coleta 2. Esses valores, foram similares aos
resultados do extrato aquoso das folhas e galhos (JEFFREYS, 2011,
PEDROZA, 2014), mostrando que as substancias fendlicas estdo presente em
grande concentracdo nessas fases.

Assim, os resultados mostraram que a capacidade antioxidante dos
extratos e fases testadas pelo método DPPH e Fe® possuem grande
significAncia quando comparado com os dados da literatura, uma vez que 0s
extratos brutos e as fases de diferentes partes vegetais da familia
Picrodendraceae obtiveram uma boa capacidade sequestradora de radicais
livres, mostrando-se com resultados significativos (PEDROZA, 2014;
JEFFREYS, 2011).
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5.10.2 Atividade Antioxidante dos fungos endofiticos.

Os resultados obtidos foram expressos em equivaléncia com o acido
ascorbico, permitindo correlacionar a resposta obtida do extrato vegetal com a
do antioxidante padréo através da equivaléncia de um (1,0), pois quanto mais
semelhante entre a capacidade antioxidante da amostra frente ao acido
ascoérbico melhor seréo as possibilidade de se obter uma substancia ativa.

Assim, as particbes de diclorometano (DCM) quando comparada com
ambos os métodos, observou-se que apenas o fungo de niamero 6 apresentou
atividade significativa com equivaléncia de 5,01. Esse resultado pode esta
associado principalmente pela presenca da hidroxila quelada em
aproximadamente 12 ppm, observado no espectro de RMN de H além da
presenca de sinais caracteristicos de aromaticos entre 6 e 7 ppm
respectivamente.

Ao analisar a fase do acetato de etila (AcOEt), observou-se que todas as
fases ndo apresentaram resultados significativos, indicando a auséncia de
substancias com liga¢gdes duplas conjugadas ou aromaticos. Esses resultados
podem ser comprovados através dos espectros de RMN de 'H, os quais
mostram que as fases de AcOEt ndo contém metabdlitos secundarios ou
contém em peqguenas concentracdes, apenas acgucar e outros metabdlitos do
caldo estéril (Tabela 34).

Tabela 34: Resultados da atividade antioxidante presente nas fases DCM e AcOEt dos caldos
metabdlitos dos fungos de P. trifoliata

Atividade Antioxidante

Equivaléncia

Fungo Fase Método DPPH-= Método Fe3*
Fungo 1 DCM 22,03 10,91
AcOEt 15,01 9,01
Fungo 2 DCM 28,54 9,14
AcOEt 17,98 11,84
Fungo 3 DCM 18,68 34,47
AcOEt 17,25 15,65
Fungo 4 DCM 12,89 75,3
AcOEt 13,4 8,31
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DCM 18,1 10,48

Fungo 5 AcOEt 23,07 15,54
Fungo 6 DCM 5,01 17,87
AcOEt 9,74 7.17
Fungo 7 DCM 1577 24,87
ACOEt 10,47 12,61
Fungo & DCM 23,35 20,9
ACOEt 17,85 9,28
DCM 25,72 20,85
Fungo 9 ACOEt 16,01 11,02

Ao analisar os extratos DCM dos micélios dos fungos endofiticos,
observou-se que os valores ndo foram significativos quando comparado com o
padrdo, pois a menor equivaléncia observada no método do DPPH= foi de
28,02 para o fungo 3 e 43,21 no método do Fe3* para o fungo 9, sendo ambos
considerados nao significativos (Tabela 35).

Apesar de o extrato DCM do fungo 3 apresentar um sinal em
aproximadamente 12 ppm caracteristicos de hidroxila quelada e varios sinais
entre 6 a 8 ppm caracteristicos de aromaticos, sua equivaléncia néo foi
significativa. Esse fator pode estd associado a polaridade, uma vez que os
extratos apolares possuem maior concentracdo de terpenos, como 0sS
triterpenos caracterizados por varios singletos entre 0,8 a 2 ppm no RMN de 'H
0S quais apresentam baixa ou sem atividade.

Ao analisar os extratos MeOH, observou-se que o fungo 2 apresentou
um resultado significativo com equivaléncia de 4,34 (Tabela 35).
Possivelmente, as substancias responsaveis por esta atividade séo, derivadas
de compostos fenélicos como os flavonoides, que possuem grande atividade
antioxidante atuando principalmente na protecdo dos tecidos contra radicais
livres (ALAM, et al, 2013, TINKEL, et al, 2012).

A presenca dessa classe de substancias, podem ser confirmadas no
espectros de RMN de 'H o qual apresenta sinais na regido de aromaticos, em
aproximadamente 6,0 a 8,0 ppm.

Apesar de o fungo 8 possuir sinais de aromaticos em &1 6,96 ppm (d,
1H, 8,38 Hz) e 61 6,64 ppm (d, 1H, 8,38 Hz), além dos sinais em &1 7,03 ppm
(d, 1H, 8,5 Hz) e 61 6,62 ppm (d, 1H, 8,5 Hz) ambos acoplando entre si e 0s
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fungos 7 e 9 apresentarem multipletos entre 1 3,08 a 3,62 ppm além do

dubleto em &1 5,31 ppm que podem ser caracteristicos de aclUcar suas

equivaléncias ndo foram significativos quando comparados com o padréo.

Tabela 35: Resultados da atividade antioxidante presente nos extratos DCM e
MeOH dos caldos metabdlitos dos fungos de P. trifoliata

Atividade Antioxidante

Extrato Método DPPH=

Equivaléncia

Método Fe3*

Fungo 1

Fungo 2

Fungo 3

Fungo 4

Fungo 5

Fungo 6

Fungo 7

Fungo 8

Fungo 9

DCM
MeOH
DCM
MeOH
DCM
MeOH
DCM
MeOH
DCM
MeOH
DCM
MeOH
DCM
MeOH
DCM
MeOH
DCM
MeOH

30,10
29,20
50,02
4,34
28,02
12,0
38,2
54,90
48,90
42,10
49,02
87,44
34,21
65,78
35,21
18,01
39,01
16,01

52,09

45,04

98,32

58,94

46,61

33,21
102,32
179,06
76,43

98,21

83,21

86,51

62,30
174,21
53,21

33,20

43,21

11,02
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5.11 Atividade Antibacteriana das Folhas de P. trifoliata.

A atividade antibacteriana das fases obtidas dos extratos MeOH das
folhas de P. trifoliata, foram determinadas pelo nosso grupo de pesquisa, da
Coordenacéo de Tecnologia e Inovagcdo - COTI do Instituto Nacional de
Pesquisa do Amazonas - INPA.

Os extratos brutos das coletas 1, 2 e 3, foram testados durante o
mestrado através da metodologia cavidade placa. O extrato DCM e Hexanico
da coleta 1 e 2 apresentaram baixa atividade. O extrato hexanico da coleta 3
ndo foi ativo. Os extratos MeOH das coletas 1 e 2 apresentaram média
atividade e da coleta 3 apresentou baixa atividade. J4 os extratos aquosos
apresentaram ambos baixa atividade (JEFFREYS, 2011).

Para esta tese, foram testadas as fases obtidas dos extratos metandilcos
frente as bactérias A. hydrophila e F. columnare.

Os resultados da CIM e a CMB, mostraram que a fase DCM da coleta 1,
nao apresentou atividade frente as bactérias testadas, entretanto as coletas 2 e
3 apresentaram-se ativas na concentracdo de 500 pg/mL frente as bactérias A.
hydrophila e F. columnare. Esses resultados divergentes podem estar
relacionados a diferenca entre o local, o clima e a época da coleta, visto que
essas diferencas afetam na concentracdo da producdo dos metabdlitos
secundarios (NOLDIN, et. al., 2003). De acordo com os resultados observados
por Hadacek e Greger (2000), Jeffreys (2011) e Pedroza (2014), um ensaio
antibacteriano pode variar de acordo com a parte vegetal estudada ou o local
de realizacéo da coleta.

Ao analisar as fases AcOEt das trés coletas, observou-se que somente a
coleta 1 apresentou uma atividade de 500 pg/mL frente as mesmas bactérias
ativas na fase DCM das coletas 2 e 3. Esses resultados mostraram que 0s
extratos obtidos em Altamira, possuem metabdlitos secundarios capazes de
inibir o crescimento e promover a morte bacteriana de A. hydrophila e F.
columnare na concentracdo de 500 pug/mL, deferentes das fases obtidas do
Lago do Cataldo, pois apresentaram-se inativas, entretanto nota-se que a

atividade antibacteriana pode ser resultante de efeitos sinergisticos, além de
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outros fatores interativos entre as substancias presente nos extratos e fases

vegetais.

Ao analisar os resultados das fases aquosas, observou-se que a coleta 1

apresentou CIM e CMB de 500 ug/mL, as coletas 2 e 3 apresentaram CIM e

CMB de 1000 pyg/mL frente as bactérias F. columnare e P. fluorescens (Tabela

36).

Tabela 36: Atividade antibacteriana das fases do extrato MeOH das folhas

Atividade Antibacteriana (ug/mL)

Aeromonas Flavobacterium Pseudomonas
hidrophyla columnare Fluorescens
Coleta Fase CIM CMB CIM CMB CIM CMB
DCM  S/A* SIA SIA SIA SIA SIA
1 AcOEt 500 500 500 500 S/IA S/IA
H20 500 500 500 500 S/IA S/IA
DCM 500 500 500 500 S/IA S/IA
2 AcOEt  g/A S/IA S/IA S/IA S/IA S/IA
H20 S/A S/A 1000 1000 1000 1000
DCM 500 500 500 500 SIA S/IA
3 AcOEt  g/A S/IA S/IA S/IA S/IA S/IA
H20 S/A S/A 1000 1000 1000 1000

*S/A= Sem Atividade.

E importante salientar que esta atividade é inédita para a espécie P.

trifoliata, pois ndo foram encontrados relatos da atividade antibacteriana para

as fases testadas.
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5.11.1 Atividade antibacteriana das substancias isoladas das folhas de P.
trifoliata.

5.11.1.1 Terpenos: friedelan-3-ona, 28-hidroxi-friedelan-3-ona, 30-hidroxi-

friedelan-3-ona, a e B amirina, lupeol e hidroxicoriatina.

Os triterpenos isolados de P. trifoliata, foram testados frente as bactérias
A. hydrophila e K. pneumoniae.

Para uma melhor explanacdo dos resultados, os triterpenos foram
acondicionados em uma Unica tabela (Tabela 25).

A substancia friedelan-3-ona, apresentou 38,70% de inibicdo frente a A.
hydrophila e 4,96% frente a K. pneumoniae, o triterpeno 28-hidroxi-friedelan-3-
ona, apresentou 29,02% e 28,61% de inibicdo para ambas as bactérias e a
substancia 30-hidroxi-friedelan-3-ona, presentou 35,2% e 43,01% de inibicao.
Com isso podemos concluir que ambos os triterpenos do esqueleto friedelano
nao apresentaram atividade significativa quando comparado com o controle
negativo (Tabela 26).

A mistura dos triterpenos o e B amirina, possuem um esqueleto basico
do tipo ursano para a a-amirina e oleanano para a (-amirina, onde a Unica
diferenca entre eles € a posicdo de uma metila no anel E (Figura 44). Devido a
semelhanca estrutural, ndo foi possivel separar essas duas substancias por
métodos cromatograficos convencionais como cromatografia em coluna e
cromatografia em camada delgada preparativa. Ao serem testados frente as
bactérias A. hydrophila e K. pneumoniae, apresentaram um percentual de
inibicdo de 50,14% e 47,57% quando comparado com o controle negativo
sendo consideradas com baixa ou sem atividade.

O lupeol, apesar de apresentar resultados positivos contra diferentes
doencas, como descrito na pagina 61, apresentou um percentual de inibicdo de
52,77% na concentracdo de 500 pg/mL frente a bactéria A. hidrophyla e
14,79% frente a bactéria K. pneumoniae, sendo considerada com baixa ou sem
atividade quando comparado com o controle negativo (Tabela 37).

Ao analisar o sesquiterpeno, hidroxicoriatina, observou-se que o

percentual de inibicdo foi de 38,16% frente a bactéria A. hydrophila e 46,43%
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frente a bactéria K. pneumoniae, mostrando-se com baixa ou sem atividade

guando comparado com o controle negativo (Tabela 37).

Tabela 37: Percentual de inibicdo dos triterpenos isolados de P. trifoliata

Percentual de Inibigdo na concentragcao de 500 ug/mL

Substancia A. hydrophila K. pneumoniae
Friedelan-3-ona 38,79 4,96
28-hidroxi-friedelan-3-ona 29,02 28,61
30-hidroxi-friedelan-3-ona 35,2 43,01
o e f amirina 50,14 47,57
Lupeol 52,77 14,79
Hidroxicoriatina 38,16 46,43

Este é o primeiro relato da avaliacdo dos triterpenos: friedelan-3-ona, 28-
Hidroxi-friedean-3-ona e 30-hidroxi-friedelan-3-ona, frente as bactérias A.

hydrophila e K. pneumoniae.

5.11.1.2 Substancias fenodlicas: 7,4” Dimentilamentoflavona, 3-O-metil

loniflavona, 7-Hidroxi-6-metoxicumarina.

O stestes iniciaram pelos biflavonoides frente as bactérias A. hydrophila
e K. pneumoniae, do qual observou-se que a substancia 7,4”
dimentilamentoflavona, inibiu percentual de 73,58% frente a bactéria K.
pneumoniae, sendo considerado um resultado significativo.

A substancia 3-O-metil loniflavona inibiou percentual de 57,76% frente a
bactéria A. hydrophila e 71,75% frente a bactéria K. pneumoniae, apresentando
resultados significativos para ambas as bactérias testadas. Ja a substéancia 7-
hidroxi-6-metoxicumarina, apresentou resultado significativo frente a bactéria K.
pneumoniae, com percentual de inibicdo de 73,30%.

E importante destacar que as trés substancia apresentaram esses

resultados na concentragéao de 500 pug/mL (Tabela 38).
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De maneira geral, as substancias fendlicas sado consideradas de grande
importancia e estdo presentes principalmente em espécies vegetais. Assim, a
busca pelo isolamento e identificagdo dessas substancias, dar-se pelo fato dos
resultados positivos frente a diferentes atividades biolégicas como
antibacterianas, antioxidantes, propriedades anti-tumorais, anti-inflamatorias,
anti-mutagénicas, além de poderem proteger as células contra os danos
oxidativos (MUSA et al., 2013, ZHONG e SHAHIDI, 2012, CASTELO-BRANCO
et al., 2011 , CASTILHO et al., 2012; SULTANBAWA, 2011; TINKEL; et al,
2012, SANIL, et al 2015, SEM, et al 2013, ZHONG e SHAHIDI, 2012,
HARBORNE e WILLIANS, 2000. Mais especificamente, os biflavonoides se
apresentam de forma natural como duas unidades de flavonoides que podem

unir-se por ligacdes covalentes do tipo C-C ou C-O-C.

Tabela 38: Percentual de inibicdo das substancias fendlicas isoladas de P.
trifoliata

Percentual de Inibicdo na concentracéo de 500 pg/mL

Substéancia A. hydrophila K. pneumoniae
7,4” dimentilamentoflavona 42,24 73,58
3-O-metil loniflavona 57,76 71,75
7-hidroxi-6-metoxicumarina 41,51 73,30

5.11.2 Atividade Antibacteriana dos fungos endofiticos.

A atividade antibacteriana em fungos endofiticos vem crescendo a cada
ano, devido estes, serem capazes de produzir substancias que podem causar
um efeito bactericida ou bacteriostatico frente a diferentes bactérias

patogénicas.
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Estudos recentes, mostraram que o0 maior interesse pelos fungos
endofiticos estdo voltados para os de origem de plantas medicinais, o qual
correspondem a 35% de todas das plantas estudadas, aumentando assim, a
possibilidade da descoberta de novas substancias ativas biologicamente
(ALVIN et al., 2014).

Com isso, os fungos endofiticos de P. trifoliata foram testadas frente as
bactérias: Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Flavobacterium
columnare, Pseudomonas fluorescens, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus
e Nocardia brasiliensis

Este resultado torna-se de grande importancia, visto que ambas as
bactérias foram descritas como patogénicas para humanos e peixes, no caso
A. hidréfila (GIRI et al, 2105; ANACARSO et al, 2014; Yu et al., 2007) bem
como K. pneumoniae, que acomete doencas em humanos (MADSON et al
1994; CASSETARI et al 2006; PODSCHUN e ULLMAN, 1998).

Além disso, é importante citar que ao testar os extratos brutos
(JEFFREYS, 2011) e a fase DCM do extrato metandlico das folhas de P.
trifoliata, em estudo nesta tese, observou-se que a CIM foi de 500 pg/mL,
sendo considerado uma boa atividade quando comparado com o controle
negativo.

Esses dados sugerem que a substancia ou grupos de substancias
presentes no extrato bruto e nessa fase, podem ser produzidas pelo fungo
endofiticos Diaporthe hongkongensis (Fungo 6).

Ao associarmos esse resultado com os dados de RMN de 'H da fase
DCM (Figura 87, pagina 163) e consequentemente com os dados de RMN de
'H e bidimensionais da substancia Xll isolada da fase DCM desse fungo,
podemos afirmar que o composto responsavel por essa atividade € uma
substancia inédita com a nomenclatura descrita pela IUPAC como: (3-
oxocyclobutyl) methyl 1-hydroxy-2-methylcyclopenta-2,4-diene -1-carboxylate.
Essa afirmacdo pode ser comprovada ao visualizar seu espectro de RMN de
H, onde os sinais apresentam-se majoritarios.

Ao analisar os resultados das demais fases, tabela 35, observou-se que
o fungo de numero 4, apresentou um halo de inibicdo de 0,5 cm sendo
considerado uma baixa atividade, mostrando que as substancias presentes na

fase desse fungo, possuem baixo efeito biolégico quando entra em contato com
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esta bactéria, entretanto, € valido citar que possivelmente a substancia
responsavel por esse baixa atividade seja a mesma substancia isolada de
Diaporthe hongkongensis (Fungo 6), pois é notavel a presencas dos mesmos
sinais de RMN de 'H com baixa intensidade.

Ao analisar a fase AcOEt de Diaporthe hongkongensis, observou-se um
halo de inibicdo de 1,2 cm, sendo considerado também com média atividade,
tornando a busca por novos compostos bioativos mais interessantes para este
fungo. Ao comparar este resultado com as fase ACOEt das folhas, observou-se
a auséncia da atividade, o que favorece a pesquisa fitoquimica para este fungo
endofitico (Tabela 39).

As demais fases foram testadas frente todas as bactérias descritas na
tabela 36, porém nédo apresentaram crescimento do halo de inibicdo. Este fator
pode esta associado a polaridade de algumas fases, o que dificulta a difusao

no agar ou simplesmente por ndo possui atividade frente a essas bactérias.
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Tabela 39: Resultado das atividade antibacteriana das fases DCM e AcOEt dos caldos metabdlicos dos nove fungos endofiticos
obtidos de P. trifoliata

Bactérias Fungo 1 Fungo 2 Fungo 3 Fungo 4 Fungo 5
DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt DCM  AcOEt
Aeromonas hydrophila 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0
Edwardsiella tarda 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Flavobacterium columnare 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pseudomonas fluorescens 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Klebsiella pneumoniae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacillus cereus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nocardia brasiliensis 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cont.
Bactérias Fungo 6 Fungo 7 Fungo 8 Fungo 9
DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt DCM  AcOEt
Aeromonas hydrophila 1,0 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Edwardsiella tarda 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Flavobacterium columnare 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pseudomonas fluorescens 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Klebsiella pneumoniae 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacillus cereus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nocardia brasiliensis 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Os extratos brutos dos micélios, foram testados frente a todas as
bactérias descritas nas fases do caldo metabdlito descrita no item anterior.

Dentre as bactérias utilizadas nos testes € importante citar que a K.
pneumoniae € um bastonete gram-negativo aerébio facultativo é responsavel
por diferentes infeccdes e outras doencas como a pneumonia, infeccbes do
trato urinario e de feridas, bacteremia, rinite cronica e meningites (MADSON et
al 1994; CASSETARI et al 2006; PODSCHUN e ULLMAN, 1998) e também a
A. hydrophila que é uma bactéria gram-negativa causadora de doencas em
humanos e peixes (GIRI et al, 2105; ANACARSO et al, 2014; Yu et al., 2007).

De acordo com essas evidencias, a obtencdo e caracterizacdo da
substancia responsavel pelas atividades, se torna muito importante pois, a
resisténcia bacteriana frente aos antibioticos esta aumentando a cada dia.

Com isso, 0 extrato metanolico do micélio dos fungos 4 e 6,
apresentaram um halo de inibicdo de 1,0 cm frente as bactérias K. pneumoniae
e A. hydrophila sendo considerado uma meédia atividade, tornando-se de
grande importancia nesta tese, pois 0 aumento no numero de bactérias
resistentes a diferentes antimicrobianos, vem causando um impacto e ao
mesmo tempo um grande desafio no tratamento de infecgdes (AZEVEDO
2000) (Tabela 40). Esses dados infelizmente continuam crescendo, visto que a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), publicou em 2014 uma alerta sobre a
possibilidade de uma possivel epidemia, caso ndo haja medidas de controle
contra 0s microrganismos resistentes (WHO, 2014).

Ao testar os fungos para as demais bactérias observou-se que nao

houve crescimento do halo de inibicdo, sendo considerado inativos (Tabela 40).
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Tabela 40: Resultado das atividade antibacteriana dos extratos DCM e MeOH dos nove fungos endofiticos obtidos de P. trifoliata

Bactérias Fungo 1 Fungo 2 Fungo 3 Fungo 4 Fungo 5
DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH
Aeromonas hydrophila 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
Edwardsiella tarda 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Flavobacterium columnare 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pseudomonas fluorescens 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Klebsiella pneumoniae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
Bacillus cereus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nocardia brasiliensis 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cont.
- Fungo 6 Fungo 7 Fungo 8 Fungo 9
Bactérias
DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH

Aeromonas hydrophila 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Edwardsiella tarda 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Flavobacterium columnare 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Pseudomonas fluorescens 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Klebsiella pneumoniae 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Bacillus cereus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Nocardia brasiliensis 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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5.12 Atividade Antimalarica dos extratos das folhas obtidos de P.
trifoliata.

Em nosso estudo, foi utilizada a metodologia da citometria de fluxo que
permite obter resultados quantitativos, mais rapidos e reprodutiveis (KARL et
al, 2009), pois a citometria de fluxo é usada para a identificacdo de células em
suspensao, permitindo a sua diferenciacao relativa a granularidade, tamanho,
despolarizacdo e intensidade de fluorescéncia, fornecendo assim importantes
informacbes sobre o crescimento e desenvolvimento do Plasmodium
(GRIMBERG, 2011).

Com isso, os resultados da atividade antimalarica dos extratos brutos,
foram comparados a droga controle, quinina.

Ao calcular a Clsow, observou-se que o extrato hexanico da coleta 3,
apresentou resultado de 1,51 pg/mL e o extrato MeOH também da coleta 3,
apresentou resultado de 1,77 pg/mL, sendo ambos considerados significativos

guando comparados com a droga controle (Tabela 41).

Tabela 41. Atividade antimalarica dos extratos das coletas 1, 2 e 3.

Coleta Extratos Clso3ug mL -1
_ Extr. DCM >100
§ Extr. MeOH 22,74
S Extr. H20 12,43
~ Extr. Hexano 6,44
§ Extr. MeOH 12,0
S Extr. H20 14,73
o EXxtr. Hexano 1,51
§ Extr. MeOH 1,77
S Extr. H20 9,38

Quinina® 0,015

aClso: Concentragao inibitéria 50%; °Droga controle: Quinina; Extr.: Extrato.

Ao fazer uma comparacdo dos resultados das coletas 2 e 3, ambas

coletadas do mesmo espécime, observou-se que houve uma baixa atividade no
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extrato metanodlico da coleta 2 com Clsox de 12,0 pg/mL e uma elevada
atividade na coleta 3, Clso% de 1,77 ug/mL. Esse fator pode esta associado ao
periodo da coleta (julho/2010 e abril/2013).

5.12.1 Atividade Antimalérica dos Fungos endofiticos

Os Fungos endofiticos podem produzir uma variedade muito grande de
metabdlitos tanto primarios quanto secundarios, incluindo aminoacidos
(KLEINKAUF & VON DOHREN, 1990), enzimas (STAMFORD et al., 1998),
entre outros.

Ao calcular a Clso%, observou-se que apenas o extrato 4 apresentou o
melhor resultado quando comparado com a droga controle (Tabela 42). De
acordo com Chapla (2012) ao cultivar Phomopsis sp. isolado de Senna
spectabilis e posteriormente fracionar o0s extratos brutos, obteve
dicetopiperazinas, uma classe de substadncias com diversas atividades,

inclusive antimicrobiana.

Tabela 42: Determinacdo da Clso da atividade antimalarica dos extratos MeOH
dos micélios dos fungos endofiticos obtidos de P. trifoliata

Extratos MeOH Clso2pug mL 1
Fungo 1 16,79
Fungo 2 18,13
Fungo 3 23,71
Fungo 4 6,89
Fungo 5 16,86
Fungo 6 22,65
Fungo 7 25,5
Fungo 8 11,36
Fungo 9 19,56
Quininab 0,015

aClsou: Concentracgdo inibitéria 50%; "Droga controle: Quinina

169



6 Conclusdes

O estudo fitoquimico dos extratos das folhas de P. trifoliata, mostrou que
0s extratos diclorometanico e hexanicos possuem terpenos e 0S extratos
metandlicos apresentam substancias fendlicas. A triagem fitoquimica dos
caldos metabdlicos dos fungos endofiticos obtidos de P. trifoliata, mostram que
a fase diclorometanica possui terpenos, e a fase de Acetato de Etila possui
indicios de terpenos e compostos fendlicos. Os extratos DCM dos micélios
possuem terpenos e os extratos MeOH possuem substancias fendlicas.

O estudo fitoquimico do extrato DCM das folhas da coleta 1 de P.
trifoliata permitiu o isolamento dos triterpenos friedela-3-ona (1), 30-hidroxi-
friedelan-3-ona (ll), lupeol (Ill), e 28-hidroxi-friedelan-3-ona Xll. A fase DCM
obtida do extrato MeOH da coleta 1, condiziu ao isolamento dos esteréides [3-
sitosterol e estigmasterol (IV e V), hidroxicoriatina (VI) e a mistura de a e B—
amirina (VII e VIII).

O fracionamento do extrato hexanico da coleta 2, conduziu ao
isolamento novamente das substancias |, IV, V, além da cumarina 7-hidroxi-6-
metoxi-cumarina (1X). JA o fracionamento do extrato MeOH da coleta 2,

forneceu os biflavonoides 7,4

(XI).

dimentilamentoflavona (X), 3’-O-metilloniflavna

O estudo fitoquimico do fungo endofitico Diaporthe hongkongensis,
conduziu ao isolamento de duas substancias inéditas previamente descrita
como: carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-
dieno (XIIl) e 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-
azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido (XIV).

Ao analisar o potencial antioxidante, observou-se que o0s extratos
MeOH das folhas apresentaram equivaléncia de 1,15 e 1,13 e os extratos H20
apresentaram 2,42 e 2,83 quando comparado com o DPPHe e Fe®*. Ao analisar
as fases obtidas dos extratos MeOH, as fases H20 das coletas 1 e 3
apresentaram resultados significativos de 2,8 e 4,51 para o DPPHe e 451 e
5,53 para Fe3®*. Ao analisar o potencial dos fungos endofiticos, verificou-se que
apenas a fase DCM do caldo metabdlico foi significativa.

A atividade antibacteriana mostrou que a fase DCM do extrato MeOH
das folhas das coletas 2 e 3 e a fase AcOEt do extrato MeOH das folhas da
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coleta 1, apresentaram CIM e CMB de 500 ug/mL frente as bactérias
Aeromonas hydrophila e Flavobacterium columnare e a fase aquosa do extrato
MeOH das folhas da coleta 1, apresentou CIM e CMB de 1000 pg/mL frente as
bactérias Flavobacterium columnare e Pseudomonas fluorescens. O extratos
miceliais dos fungo 4 e 6 apresentaram média atividade frente as bactérias
Aeromonas hydrophila e Klebsiella pneumoniae, além das fases DCM e AcOEt
do caldo metabdlico do fungo 4.

A atividade antimalarica mostrou que os extratos hexanicos e MeOH
das folhas da coleta 3 apresentaram ICso significativa de 1,51 e 1,77 pg/mL
quando comparado com o padrdo. Ja os extratos dos fungos endofiticos, o
extrato MeOH do fungo 4 apresentou 6,89 de parasitemia sendo significativo.

Ao testar as substancias isoladas frente as bactérias, observou-se que
a CIM da substancia X foi de 73,58% e da substancia XI foi de 71,75% frente a
bactéria K. pneumoniae na concetracdo de 500 ug/mL, as demais substancias
ndo foram ativas. Estes resultados sdo importantes, pois € o primeiro relato de
atividade antibacteriana frente &s bactérias Aeromonas hydrophila e K.
pneumoniae das substancias isoladas de P. trifoliata.
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