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RESUMO

Periconia hipidula é um fungo endofitico isolado de folhas secas provenientes de dunas do
semiarido do estado da Bahia. O fungo foi submetido ao cultivo atraves da variacéo de fatores
nutricionais em quatro meios diferentes: MPD (malte, peptona e dextrose), BD (batata,
dextrose), BDL (batata, dextrose e levedura) e MntPL (manitol, peptona e levedura), e analise
dos extratos em diferentes dias de incubacdo (7, 14, 21, 28 dias). A prospeccdo da atividade
citotoxica preliminar foi realizada a partir dos extratos obtidos frente a linhagem de células
tumorais de cancer de colon (HCT-116). Os extratos MPD — 28 dias, BDL - 28 dias e BD - 21
dias apresentaram uma atividade citotoxica promissora e foram preliminarmente selecionados
para o estudo quimico. O fracionamento cromatogréfico do extrato MPD-28 dias, resultou no
isolamento de 11 metabdlitos secundérios caracterizados como {(R), 6-hidroxi-2-metil, 4-
cromanona (PS-1)}, { (S), 6-hidroxi-2-metil, 4-cromanona (PS-2)}, {E, 1-(2,5 diidroxi-fenil)
but-2-en-1-ona (PS-3)}, {1-(2, 5 diidroxi-fenil)-butan-1-ona (PS-4)}, Z-3-(3 hidroxifenil)
propenoato de metila (PS-5), modiolido A (PS-7), fusanolido B (PS-8), estagonolido E (PS-
9), {(3R,4R)-3,4diidro,3,4,8 triidroxi,naftalen-1-(2H)-ona (PS-11)}, (4S)-isosclerona (PS-12),
além de PS-10 que se encontram em fase de caracterizacdo estrutural. Os extratos BDL-28
dias e BD-21 dias apresentaram um perfil cromatografico bastante semelhante ao extrato
MPD-28 dias, desta forma, os fracionamentos cromatograficos de ambos os extratos foram
direcionados para o isolamento de substancias ausentes em MPD-28 dias. O acido 3,4
diidroxi-benzéico (PS-6) foi isolado apenas do extrato BD-21 dias, enquanto que o0
fracionamento do extrato BDL 28d forneceu PS-13 (em fase de caracterizacdo estrutural)
como diferente. Dentre os metabolitos isolados, os compostos (2S)-6-hidroxi-2-metil-4-
cromanona, fusanolido B apresentaram carater inédito na literatura. Os compostos isolados
mostraram-se inativos em ensaios de atividade citotoxica frente a cepas de HCT-116 e MC-27
(adenocarcinoma de mama). No entanto, o composto 1-(2,5-diidroxifenil)-but-2-en-1-ona
apresentou elevada inibicdo com CIM de 62,5 pg/mL ao ser submetido & ensaio
antimicrobiano frente a cepas de fungos Candida Krusei (ATCC® 142432TM) e Candida
albicans (ATCC® 10231TM) e 125 pg/mL frente a Candida parapsilosis (ATCC®
22019TM), enquanto que o (2R)-6-hidroxi-2-metil-4-cromanona, Z-3-(3-hidroxifenil)-
propenoato de metila, o modiolido A, o estagonolido E, o fusanolido B e a 3,4-diidro- 3,4,8-
triidroxi-1(2H)-naftalelona apresentaram moderada atividade com CIM de 500 pg/mL.
Técnicas cromatograficas usuais, incluindo particdo liquido-liquido, coluna de silica flash e

cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) foram utilizadas para o isolamento dos metabolitos



secundarios, enquanto que a caracterizagdo estrutural foi possivel através do uso de técnicas
espectrométricas utilizando infravermelho (1V), espectrometria de massa (EM) e ressonancia

magnética nuclear (RMN) com experimentos uni e bidimensionais, além de compara¢do com
dados da literatura.

Palavras chave: fungo endofitico; Periconia hispidula; metabdlitos secundarios



ABSTRACT

Periconia hispidula is an endophytic fungus isolated from dried leaves from semi-arid dunes
of Bahia. The fungus was subjected to cultivation by varying nutritional factors in four
different culture mediuns: MPD (malt, peptone and dextrose), BD (potato dextrose), BDL
(potato, dextrose and yeast) and MntPL (mannitol, peptone and yeast), and analyzing the
extracts on different incubation days (7, 14, 21, 28 days). A survey of primary cytotoxic
activity was carried out from the extracts against tumor cell line of colon cancer (HCT-116).
The MPD extracts - 28 days BDL - 28 days and BD - 21 days showed a promising cytotoxic
activity and were preliminarily selected for the chemical study. The chromatographic
fractionation of MPD-28 days extract resulted in the isolation of 11 secondary metabolites
characterized as {4-chromanone, 6-hydroxy-(R) -methyl- (PS-1)}, {4-chromanone, 6-
hydroxy-(S) -methyl- (PS-2)}, {E, 1-(2,5 dihydroxyphenyl) but-2-en-1-one (PS-3)}, {1-(2, 5
dihydroxyphenyl)-butan-1-one (PS-4)}, {Z-methyl-3-(3-hydroxyphenyl) propenoate (PS-5)},
modiolide A (PS-7), fusanolide B (PS-8), stagonolide E (PS-9), {(3R,4R)-3,4-dihydro, 3,4,8-
trihdroxy, naphthalen-1(2H)-one (PS-11)}, {(4S) isosclerona (PS-12)}, furtermore PS-10
without structural characterization yet. The BDL-BD-28 days and 21 days extracts presented a
chromatographic profile very similar to MPD-28 days extract, thus, the chromatographic
fractionations of both extracts were targeted for isolation of substances absent in MPD-28
days. The 3,4 dihydoxy-benzoic acid was isolated just from the BD-extract 21 days, while the
fractionation of the extract BDL 28days gave (PS-13 without structural characterization yet)
as different. Among the isolated metabolites, {4-chromanone, 6-hydroxy-(S) -methyl- (PS-
2)}, fusanolido B and PS10 (probably) showed were new compounds. The isolated
compounds were shown to be inactive in cytotoxicity assays against strains of HCT-116 and
MC-27 (breast adenocarcinoma). However, the 1- (2,5-dihydroxyphenyl) but-2-en-1-one
showed strong inhibition with a MIC of 62.5 pug/mL to be subjected to antimicrobial test
against strains of fungi Candida Krusei (ATCC® 142432TM) and Candida albicans
(ATCC® 10231TM) and CIM of 125 pg/mL against Candida parapsilosis (ATCC®
22019TM), while {4-chromanone, 6-hydroxy-(S) -methyl-}, Z-3-(3-hydroxyphenyl)
propenoate methyl, modiolide A, estagonolide E, fusanolido B and 3R,4R-dihydro-3,4,8-
trihydroxy-1-(2H) -naftalelone showed moderate activity with MIC of 500 pg / mL.Usual
chromatographic techniques including liquid-liquid partitioning, flash chromatography and

high pressure liquid chromatography (HPLC) were used for the isolation of secondary



metabolites, while the structural characterization was possible through the use of
spectrometric techniques using infrared (IR), mass spectrometry (MS), and uni and
bidimensional techniques of nuclear magnetic resonance (NMR), and comparison with

literature data.

Key words: endophytic fungus; Periconia hispidula; secondary metabolites
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1 INTRODUCAO

Os metabolitos secundérios sdo substancias que geralmente apresentam baixo
peso molecular, produzidos em decorréncia do metabolismo primario de um organismo, e
considerados como produtos de uma resposta as condi¢bes ambientais (VIEIRA, 2008;
KELLER, TURNER, BENNETT, 2005). Essas substancias sdo originérias de diversas fontes
e vém beneficiando a humanidade h& milhares de anos no tratamento e cura de doencas,
inicialmente através das plantas medicinais, e mais recentemente através dos micro-
organismos de diferentes habtatis (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).

Os micro-organismos estdo presentes em diversos ecossistemas como ar, agua
doce ou salgada e solo, inclusive associados a organismos invertebrados marinhos e plantas.
Dentre 0os micro-organismos associados aos tecidos no interior das plantas, os fungos sdo os
mais comumente isolados. Segundo Souza et al., (2004) os fungos que estdo associados ao
reino vegetal podem ser classificados como: epifitos, aqueles que vivem na superficie de
Orgdos e tecidos das plantas; parasitas, que causam doencas; e endofiticos, que colonizam os
tecidos interiores de diferentes partes da planta de forma assintomatica.

Os fungos endofiticos tém sido encontrados em todas as espécies de plantas
investigadas, e, baseados neste fato, estima-se que existem mais de 1 milhdo de espécies de
fungos endofiticos diferentes, no entanto, somente uma pequena parte desta imensa populagéo
tem sido relatada (GUO et al., 2008). Estes fungos mantém uma relacdo simbidtica com seus
hospedeiros e atuam através de beneficios as espécies vegetais, seja na producdo de
substancias tdxicas que combatem predadores, ou como fitorreguladores, aumentando o
crescimento e resisténcia contra estresse (AZEVEDO, 1999; PEIXOTO NETO, AZEVEDO,
ARAUJO, 2002). Esta relacdo é bastante diversa e os metabolitos secundarios produzidos
podem ser utilizados para fins biotecnoldgicos, através da introducao de genes que conferem a
planta uma caracteristica desejada, na agricultura como controles biol6égicos naturais, e na
medicina com a producéo de diversos compostos com atividade biolégica (AZEVEDO, 1998;
SILVA, 2009).

Uma das descobertas mais surpreendentes a partir dos estudos de enddéfitos é o
isolamento do diterpendide taxol, aprovado pela Food and drug administration (FDA) dos
Estados Unidos como uma das mais potentes drogas anticancer. A sua producdo a partir de
Taxomyces andreanae ofereceu outra alternativa para a producdo da droga por fermentacdo de
microorganismos (STIERLE; STIERLE; STROBEL, 1993). Em adicéo, a camptotecina e seus
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derivados isolados a partir de um fungo da familia dos ficomicetos mostram-se também como

potentes agentes antineoplasicos (GUO et al., 2008), como mostrado na Figura 1, abaixo.

Figura 1- Drogas importantes na medicina atual, isoladas a partir de fungos endofiticos

Quunn

Paclitaxel-Taxol Camptotecina

Fonte: Autor (2016).

O género Periconia possui 42 espécies reconhecidas (MARKOVSKAJA,
KACERGIUS, 2013) e amplamente distribuidas em diversos habitats e regides como
saprofitos terrestres, e como colonizadores endofiticos de herbaceas e plantas lenhosas. Sdo
consideradas patogénicas em funcdo das toxinas seletivas que produzem (PASCHOLATE,
1995), com distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, porém também registradas em
lagos e oceanos de regides temperadas em diversos paises dos continentes Americano,
Europeu, Asiatico, Africano e Oceania.

Muitas espécies desse género sdo economicamente importantes e bem estudadas,
como os fungos patogénicos de plantas que causam doencas em folhas e raizes P. circinata e
P. macrospinosa (ODOVDY, DUNKLE, EDMUNDS, 1977; ROMERO, 2001). Outras séo
espécies consideradas ainda como saprofitas aquaticas, como no caso de P. prolifica, P.
abyssa e P. variicolor (ALIAS E JONES, 2000; CANTRELL, HANLIN, EMILIANO, 2007;
KOHLMEYER, 1977; PRASANNARAI E SRIDHAR, 2001; TUBAKI, ITO, 1973).

Apesar do género Periconia ainda ser considerado pouco investigado, oS
resultados preliminares embasam o potencial quimico e farmacoldgico promissor abrigado
por estas espécies de fungos. Por exemplo, a espécie mais investigada P. byssoides,
apresentou substancias contendo atividades anti-adesdo de células tumorais leucémicas a
“células endoteliais de veias-umbilicais-humanas” (HUVEC) e atividade contra células de
linfécitos leucémicas (YAMADA et al., 2007a). Por outro lado, algumas substancias ativas

isoladas de P. sp (isolada de Annona muricata), apresentaram diversos tipos de atividade
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como anti-inflamatdria neural, anticancer e anti-HIV (imunodeficiéncia adquirida) (ZHANG
et al., 2013; ZHANG et al., 2016; ZHANG et al., 2016), enquanto que outros metabolitos
isolados de P. circinata apresentaram atividades antimicrobiana e inibidora do crescimento de
raizes de “sorghum” ( MACKO et al.,1992).

Em adicdo, a acdo biocataliticade Periconia hispidula em reagBes de
reducdo de compostos carbonilicos aromaticos pré-quirais foi investigada, revelando este
micro-organismo como biocatalisador estereosseletivo promissor
em processos de reducdo de compostos carbonilicos (GONZALEZ, 2013). Estes resultados,
aliado a auséncia de relatos acerca de estudo quimico desta espécie, nos estimularam ao seu
estudo quimico visando o isolamento de metabdlitos secundarios com possivel atividade

farmacoldgica.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral: Investigacdo quimica do fungo Periconia hispidula, e avaliagdo do
potencial farmacoldgico dos metabdlitos secundarios isolados.

1.1.2 Objetivos especificos:

1. Otimizacéo do cultivo do fungo P. hispidula em diferentes meios nutricionais.
2. Andlise farmacoldgica dos extratos.

3. Fracionamento cromatografico dos extratos ativos.

4. Caracterizacdo estrutural dos metabélitos isolados.

5. Testes farmacol6gicos com os metabdlitos secundarios isolados.
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2 CONSIDERACOES TAXONOMICAS SOBRE O GENERO PERICONIA

Espécies de Periconia tém como principal caracteristica a presenca de colonias
efusas (pequenos isolados, Fig. 2 A, abaixo), macronematosos palidos ou marrons, liso ou
raramente verraculos e micronematosos (indiferenciados) conidioforos. As células
conidiogénicas (Fig. 2C, 2D e 2F, abaixo) sdo monoblaticas ou poliblasticas, discretas,
elipsoidal a esféricas diretamente formadas na estipe ou nos ramos. Algumas vezes o &pice é
estéril e as células conidiogénicas surgem na parte inferior e basal do estipe. Os conidios (Fig.
2B e 2D, a seguir) sdo catenuados, muitas vezes, produzidos em cadeia ao redor de uma célula
conidiogénica ou apresentam muitos pontos na superficie curvada da célula conidiogénica
(ELLIS, 1971; MARKOVSKAIJA, KACERGIUS, 2013).

Figura 2- Partes do fungo endofitico do género Periconia

A. Frutificacdo na epiderme de uma folha de Saccharum sp., B. Conidio C. Estroma (es), conidiéforo (con), e
célula conidiogénica (cc) ,D. Detalhe de uma fialide (f) e conidio(c) E. Detalhe da base do conidi6foro (bc) e

estroma (es) F. Célula conidiogénica (cc). Fonte: Oliveira (2010).

Gonzalez  (2013), descreveu o fungo P.  hispidula como um

formador coldnias com crescimento moderado, contendo uma coloracdo castanha
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a castanha escura em alguns pontos. Além de apresentar micélio vegetativo superficial, com
presenca de hifas hialinas que esporulam em aproximadamente 7 dias.

Figura 3- Cultura do fungo Periconia hispidula (a direita) e suas estruturas (a esquerda)

Fonte: Gusméo (2012) apud Gonzalez (2013).
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE METABOLITOS SECUNDARIOS
ISOLADOS DO GENERO PERICONIA E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Uma pesquisa bibliogréafica foi realizada acerca dos metabolitos secundarios
isolados a partir de espécies do género Periconia no periodo de 1969 a 2016, utilizando como
banco de dados o Chemical Abstracts (SciFinder®Scholar™). Na Tabela 1, p. 31, encontram-
se discriminados 0os nomes dos compostos contendo a numeragao das respectivas estruturas
quimicas, e a indicacdo da espécie do microorganismo investigado.

As espécies relatadas representam diferentes habitats, sendo isolados a partir de
fontes marinhas ou plantas terrestres. Por exemplo, a espécie P. byssoides foi isolada a partir
do organismo marinho Aplysia kurodai, enquanto P. circinata € citada como um fungo

patogénico de plantas de origem terrestre (Figura 4, a seguir).

Figura 4- Gréafico com o percentual que representa a origem das substancias isoladas de

Periconia

Origem dos metabdélitos secundarios
isolados de Periconia

B Organismo marinho
B Fungo endofitico

Fungo parasita
EOutros

Fonte: Autor (2016).

Dentre os 21 relatos de estudos quimicos do género, apenas 0S micro-organismos
P. byssoides, P. siamensis, P. macrospinosa, P. circinata e P. antopurpurea foram
identificados, e os demais trabalhos foram conduzidos com cepas identificadas apenas a nivel
de género. Destas, P. byssoides foi a espécie mais investigada e contendo um maior nimero

de substancias isoladas (24 substancias) através da utilizacdo de apenas um meio de cultivo.
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Os dados apresentados revelaram que os estudos quimicos realizados com
espécies do género Periconia ainda sdo incipientes, apesar dos inimeros relatos de estudos
quimicos utilizando fungos nos ultimos anos.

O perfil quimico do género € representado por diversas classes de metabolitos
secundarios. A espécie P. byssoides de origem marinha apresentou 3 diferentes classes de
substancias que ndo foram isoladas por espécies do mesmo género: as pericosinas (um tipo de
carboaclcar), as peribisinas (a maioria sesquiterpenos eremofilanos) e macrosfelidos
(macrolideos de 16 membros)(Figura 5, abaixo). A maioria das substancias isoladas do
género sdo terpendides, como exemplo disso a espécie P. sp (isolada de Annona muricata)
apresentou diversos terpendides, como as periconiasinas (citochalasanas), periconianonas
(sesquiterpendides polioxigenados), periconicinas (diterpenos fusicocanos), a pericoanosina
(com esqueleto  hexa-hidro-1H-isochromen-5-isobutilpirrolidin-2-ona), a periconona
(sesquiterpeno) e um monoterpeno com nomenclatura usual. As demais espécies apresentaram
classes, além de mais terpendides, alcaldides, compostos aromaticos, isocumarinas,

compostos ciclicos clorados, cromanonas, macrociclo de 10 membros, entre outros.

Figura 5- Esqueleto carbdnico de compostos isolados de P. byssoides

: " cooc
a) E b) Hs
R < o}
1 o Rl
Ry o 'Ry R,
M OH
o o . OH
onde Rl = OHou H R1 :_CI, CH3 ou -OCH3
R, = CHj3 ou -CH,CO CH, (20xopropil) R2=0Hou COOCH,
R3 = CH3 ou -CH(OH)CHj3 (1-hidroxietanil) 555
5 ~ ,"'OH
HO Z
d) OH OH
= OH
OR
OR
R=H ou CH3 Onde R pode ser H, Ac ou formar ep6xido
com anéis A e B presentes
ou apanas um anel com substituinte -CH,OH
ou apenas um anel de 6 membros no lugar do B
ou dois aneis de 5 membros no lugar do C ligado ao B

Fonte: Autor (2016).
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3.1 Compostos bioativos isolados do género Periconia

Uma abordagem a respeito das atividades bioldgicas apresentadas pelos
metabdélitos secundarios isolados de Periconia, revelou as atividades anticancer e

antimicrobiana como as mais predominantes.

De acordo com o levantamento bibliografico, o taxol (32) um diterpendide
utilizado no combate de varios tipos de céancer, foi isolado de Periconia sp de Torreya
granifolia (LI et al., 1998) e € o exemplo mais representativo dentre 0s compostos com
atividade citotdxica. O estudo de P. byssoides forneceu os macrosfelidos e peribisinas como
potentes agentes de anti-adesdo de células tumorais leucémicas a “células endoteliais de
veias-umbilicais-humanas” (HUVEC). A atividade das peribisinas foi superior a dos
macrosfelidos, em especial a da peribisina D (4), que mostrou-se 380 vezes mais potente que
0 padrdo herbicina A (YAMADA et al., 2007a)(Fig. 6, abaixo). Por outro lado, as pericosinas
A (20), B (21) e D (23), isoladas desse mesmo fungo apresentaram inibig&o significativa do
crescimento de células tumorais. A pericosina A (20) apresentou também atividade inibitoria
do crescimento de células tumorais leucémicas in vivo e inibi¢do do crescimento das proteinas
quinase EGFR e topoisomerase Il (YAMADA et al., 2007b).

O\)J\
OH

Cl Cl
Fonte: Autor (2016).

Figura 6-Herbicina A

Peritoxinas A (28) e B (29) e a Periconina A (30) isolados do fungo patogénico P.

circinata apresentaram atividade inibitoria do crescimento de raizes de “sorghum”. (MACKO

et al.,1992).

Dentre os compostos do fungo endofitico Periconia sp. isolado de Annona
muricata, as periconianonas A (46) e B (47) apresentaram significativa atividade anti-

inflamatdria neural (ICso 0,15 e 0,38 uM respectivamente); enquanto a periconiasina A (43)
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apresentou atividade anticancer frente a linhagens de células tumorais humanas de célon e
gastricas (ICso 0,9 e 2,1 uM respectivamente ), e a periconiasina B (44) exibiu atividade
significativa para esses dois tipos de células e também para as de hapatoma humano (ICs
0,8; 9,4 e 5,1 uM respectivamente). Além disso, a pericoannosina A (50) e a periconiasina F
(53) apresentaram atividade anti-HIV (ICsq 69,6 e 29,2 uM respectivamente) (ZHANG et al.,
2013; ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015).

A periconicina B (35), isolada de P. antropurpurea e P. sp (isolada de Taxus
cuspidata) (KIM et al., 2004; TELES et al., 2006) apresentou atividade frente a linhagens de
células tumorais de carcinoma cervical humano e ovéario de hamster chinés (ICso 8,0 uM
cada), além de moderada atividade antibacteriana. Em adicdo, a periconicina A (34) isolada
apenas de P. sp (isolada de Taxus cuspidata)(KIM et al., 2004), mostrou-se eficiente como
antimicrobiana as cepas mais sensiveis foram as de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
seguidos de Klebsiella pneumoniae, e Salmonella typhimurium (CIM 3,12- 12,5 pg/mL).

As substancias isoladas de P. siamensis, P. sp (isolada de Piper L.), P. sp (fungo
endoliguinico) também apresentaram promissora atividade antimicrobiana. A piperina (40) foi
ativa contra as bactérias Mycobacterium turbeculosis e M. smegmetis (CIM de 1,74 e 2,62
ug/mL cada) (VERMA et al., 2011), o pericoterpendide A (49) exibiu atividade moderada
contra o fungo Aspergillus niger (WU et al., 2016) e o modiolido A (38) apresentou CIM de
3,12 pg/mL guando testado em cepas de Bacillus cereus (BHILABUTRA et al., 2007).

Tabela 1- Nome das substancias isoladas do género Periconia, n° das estruturas e autores dos

trabalhos

Metabdlito secundario Espécie Referéncia

Peribisina A (1), Peribisina B (2),
Peribisina C (3), Peribisina D (4)

YAMADA et al., 2004
P. byssoides de

Peribisina E (5), Peribisina F (6),

o Aplysia kurodai YAMADA et al., 2005
Peribisina G (7)

Peribisina H (8), Peribisina I (9), YAMADA et al., 2006 e
Peribisina J (10) 2007a

Macrosfelido A (11), Macrosfelido C (12), P. byssoides de

Macrosfelido E (13), Macrosfelido F (14), Aplysia kurodai YAMADA et al., 2001

Macrosfelido G (15), Macrosfelido H (16),
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Macrosfelido 1 (17)

Macrosfelido L (18)

Macrosfelido M (19)

YAMADA et al., 2002

YAMADA et al.,2007

Pericosina A (20), Pericosina B (21),
Pericosina C (22), Pericosina D (23),
Pericosina E (24)

P. byssoides de
Aplysia kurodai

YAMADA et al., 2007b

5-Cloro-3,4-diihidro-8-hidroxi,

metoxi-3-metilisocumarina (25)

Metil-2-alil-3,5-dicloro-1,4-diidroxiciclopent-
2-enoato (26)

P. macrospinosa

GILES E TURNER,
1969

Circinatim (27)

Peritoxina A (28), Peritoxina B (29)
Periconina A (30), Periconina B (31)

P. circinata de

Sorghum bicolor

MACKO et al., 1990

MACKO et al.,1992

P.sp de

Taxol (32) Torreya Lletal., 1998
granifolia

Poliidroxilado (33) P. spp HAYATA et al., 1998

Periconicina A (34), Periconicina B (35)

P. sp de Taxus

cuspidate

KIM et al., 2004

6,8-Dimetoxi-3-

(2’-oxo-propil)cumarina (36)

2,4-Diidroxi-6-(1’E,3’E-penta-1°,3’-dienil)-
benzaldeido (37)

Periconicina B (35)

P. antropupurea
de

Xylopia aroméatica

TELES et al., 2006

Modiolido A (38)

6-Hidroxi-2-metil-4-cromanona (39)

P. siamensis de
Thysanoleana

latifélia

BHILABUTRA et al,
2007

Piperina (40)

P. sp de Piper

longum L.

VERMA et al., 2011

(+)-Periconona A (41)

(-)-(1R,4R,6S,7S)-2-Caren-4,8-olido (42)

P.sp de

Annona muricata

GE et al., 2011
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Periconiasina A (43),
Periconiasina B (44),

Periconiasina C (45)

P.sp de

Annona muricata

ZHANG et al.,2013

Periconianona A (46),
Periconianona B (47),
Diidronaftalenono-2,6-diona (48)

P.sp de

Annona muricata

ZHANG et al., 2014

Pericoterpendide A (49) P.sp WU et al., 2015
Pericoanosina A (50)
Periconiasina D (51), P.sp de

Periconiasina E (52),

Periconiasina F(53)

Annona muricata

ZHANG et al.,2015

Fonte: Autor (2016).



3.2 Estruturas quimicas das substancias isoladas do género Periconia
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4 MATERIAL E METODOS:
4.1 Material de estudo

O micro-organismo Periconia hipidula (Pers.) E. W. Mason e M. B. Ellis (1953)
foi isolado de folhas secas dispersas em dunas do rio S&o Francisco, semiarido no estado da
Bahia (GONZALEZ, 2013; MACHADO, 2012). A cepa isolada do micro-organismo (Fig. 7,
a sequir) foi cedida pela Professora Dra. Angélica Maria Lucchese da Universidade Estadual
Feira de Santana (UEFS) —Bahia.

Figura 7 - Foto do fungo Periconia hipidula crescido em BDA/AD

Fonte: Autor (2016).

4.2 Cultivo, esterilizacéo e repicagem

O cultivo e preservacdo do fungo se deu atraves da incubacdo das cepas em placas
de Petri contendo meio de cultura batata dextrose agar e dgua destilada (BDA/AD). A cultura
foi incubada a temperatura ambiente e ap6s cada periodo de 20 dias o fungo foi repicado e
transferido para outras placas de Petri, contendo o mesmo meio de cultivo, e novamente
estocado a temperatura ambiente. Esse procedimento, assim como 0s outros em que houve a
manipulacdo do micro-organismo em estudo, foi realizado em camara de fluxo laminar
Labconco® MOD # 8089000. A esterilizacdo do material usado no estudo foi feita em
autoclave vertical da marca Phoenix® AV 75, com temperatura de 121°C e pressio de 1 atm

por 15 min.

4.3 Métodos cromatograficos
4.3.1 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

A anélise cromatografica em CCDA foi feita em cromatoplacas de aluminio
cobertas com gel de silica 60 Fos; — Merk® (espessura de 0,2 mm). A revelagdo das
substancias nas placas foi realizada através de exposicdo a lampada ultravioleta da marca

Spectroline® modelo CM-10 em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) e pulverizacdo
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(ou imers&o) com solucdo de vanilina em HCIO4 0,75 M/EtOH (1:1), seguido de aquecimento
em chapa elétrica CIENTEC até sua completa revelacdo. Os solventes P. A. utilizados na
eluicdo foram das marcas Vetec® e Synth®. Os extratos produzidos, assim como a maioria das
fracdes analisadas em placas CCDA foram eluidos com misturas de acetato de etila e hexano

de acordo com a polaridade das fragfes analisadas.
4.3.2 Cromatografia em coluna de silica flash

As colunas cromatograficas em silica foram realizadas utilizando silica flash da
marca Acros Organics em coluna de vidro. Os solventes utilizados na eluicdo foram de grau

P. A. das marcas Vetec® e Synth®.

4.3.3 Cromatografia liquida de Alta Eficiécia (CLAE)

O fracionamento por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) foi realizado em
equipamento constituido de uma bomba ternéria de alta pressio SHIMADZU LC-20AT,
detector UV-Visivel com arranjo de diodo SHIMADZU SPD-M20A e um forno termostéatico
para acomodacdo da coluna.

As colunas de fase reversa utilizadas em CLAE eram constituidas de silica C-18
(Phenomenex), sendo uma semipreparativa (250 x 10 mm e 5u) e uma analitica (250 x 4,6mm
e 5). As colunas de fase normal utilizadas eram constituidas de silica normal (Phenomenex)
semipreparativa (150 x 10 mm e 5) e analitica (250 x 4,6mm e 5).

As amostras foram dissolvidas com os solventes usados na fase movel e filtradas
num sistema manual de membrana de teflon com poros de 0,22 pm (Phenomenex). Os

solventes usados na fase movel eram das marcas Tedia e Panreac.

4.4 Métodos espectrométricos

4.4.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *3C e *H (uni- e bidimensionais) foram realizados nos
espectrometros Bruker Avance DRX-500 (500 MHz) e Bruker Avance DPX-300 (300 MHz),
utilizando como solvente metanol (CD3-OD), acetona [(CDs3),CO] e piridina (CsDsN)
deuterados (Cambridge Isotope Laboratories) no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) na UFC.
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4.4.2 Espectrometria de massa
4.4.2.1 Espectrometria de alta resolucéo (EM)

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos no Laboratério de
Espectrometria em Massas do Nordeste (LEMANOR), na UFC, que utiliza um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia modelo SHIMADZU UFLC equipado com um
detector UV-Vis com arranjo de diodos modelo SPD-M20A, controlado pelo software LC-
solution e acoplado ao espectrometro de massas IT-TOF (Shimadzu, Japan) com ionizagdo
por eletrospray (ESI) operado no modo positivo e negativo. O espectro foi obtido numa faixa
de m/z 100-1000 Da, usando um potencial do capilar de 4,0 kV, na desolvatagdo foi usado o

nitrogénio e na coliséo o gas hélio.
4.4.2.1 Espectrometria de baixa resolucdo acoplada a cromatografia gasosa (CG/EM)

Os espectros de massa de baixa resolugdo foram obtidos em cromatédgrafo gasoso
do modelo QP 2010 da Simadzu, pertence a central analitica do departamento de quimica
organica e inorganica da UFC (DQOI/UFC) utilizando coluna DB-1 (30 m x 0,25 mm id X
0,25 um filme) e 0 modo de ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV. A temperatura do
injetor foi de 280 °C e a do detector a 260 °C. Foi injetada 1 puL de cada amostra solubilizada
em AcOEt ou MeOH grau HPLC da marca Panreac® no modo split, tendo como gas de
arraste o hélio e um fluxo de 1,7 mL/ min. Para a analise das amostras foi utilizada a seguinte
programacao de temperatura: 100 °C (1 min); 25 °C/ min até 280 °C, onde permaneceu por
2min; 20°C/ min até 300° C e permaneceu por 2 min.

4.4.3 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absorgédo na regido do infravermelho (1V) foram obtidos a partir
da disposicdo das amostras solubilizadas em MeOH em pastilhas de brometo de potassio
(KBr) utilizando um espectrofotdometro FTLA 2000-102, ABB-BOMEM, na regié&o de 4000 a
400 cm™ do Laboratério de Bioinorganica (LABIO) pertencente ao Departamento de Quimica

Organica e Inorganica da UFC.
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4.5 Métodos Fisicos
4.5.1 Rotacéo

Os dados de rotacdo optica foram obtidos a partir do polarimetro da marca Jasco
polarimeter, modelo P-2000, utilizando I1ampadada de s6dio a 589 nm, a 23 °C, situado no
laboratorio de espectrometria em massas do Nordeste (LEMANOR) da Universidade Federal
do Ceara (UFC).

4.5.2 Ponto de fusdo

Os dados de ponto de fuséo foram obtidos em duplicata (e ndo foram corrigidos)
no aparelho da Microquimica modelo MQAPF-302, no Laboratério de Biotecnologia e
Sintese Organica (LABS) — UFC.

4.6 Testes de atividade citotoxica

Os testes farmacoldgicos de avaliacdo da atividade citotoxica foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Mosmann (1983) no Laboratério de Ecotoxicologia do
Instituto Ciéncias do Mar (LABOMAR- UFC), frente a linhagem células tumorais HCT-116
(colon), as quais foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), cultivada em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6ticos, mantida em
estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. Os experimentos foram analisados segundo a
média + desvio padrdo (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o
programa GraphPadPrism. As substancias isoladas também foram submetidas a teste

citotoxico frente a células tumorais de MC-27 (adenocarcinoma de mama).
4.7 Testes de atividade antifungica

A atividade antimicrobiana dos metabdlitos isolados foi realizada no laboratorio
de bioprospecgédo e experimentacdo em leveduras da Universidade Federal do Ceard, sob a
coordenacado do Prof. Dr. Helio Vitoriano Nobre Junior.

As cepas Candida parapsilosis (ATCC® 22019TM), Candida Krusei(ATCC®
142432TM) e Candida albicans (ATCC® 10231TM) - (LABEL) foram semeadas em &gar
Sabouraud dextrose e incubadas a 37 °C por 24 h. As substancias isoladas foram solubilizadas
em DMSO, numa proporcdo de até 2%.

Foi usada a técnica de microdilui¢do em caldo de acordo com o documento M27-
A3 (CLSI, 2008), utilizando o0 meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 + 0,1) tamponado com
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0,165 M do é&cido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, EUA). As substancias,
isoladas de P. hispidula, foram testadas no intervalo de concentragéo de 500 — 0,98 pg/mL.
As placas foram preparadas no dia da realizagdo do teste para evitar que a mesma fosse
congelada.

A partir de um cultivo de 24 h das leveduras em &gar Sabouraud dextrose foi
preparada uma suspensdo de indculo inicial, de acordo com a escala 0,5 McFarland. Em
seguida, foram realizadas dilui¢bes seriadas em meio RPMI 1640 para obtencdo de indculo
final contendo 0,5 a 2,5 x 108 UFC/mL. As microplacas foram incubadas por um periodo de
24 horas a uma temperatura de 35°C (+ 2°C). As leituras visuais foram realizadas apds esse
periodo.

Inicialmente as substancias isoladas de P. hispidula foram testadas no intervalo de
concentragdo de 500 — 0,98 ug/mL. Em seguida foi realizado um segundo teste (definitivo)
com uma quantidade maior de células de in6culo com intervalo de concentracdo de 500 — 0,5
ug/mL para confirmacéo da atividade preliminar do primeiro.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Producéo dos metabolitos secundarios de P. hispidula

5.1.1 Monitoramento do crescimento do fungo em pequena escala

Inicialmente foi realizado um estudo para monitorar a producdo de metabdlitos
secundarios através do cultivo do fungo em pequena escala utilizando quatro meios de cultura
liquidos diferentes: batata dextrose (BD), batata-dextrose-levedura (BDL), malte-peptona-
dextrose (MPD) e manitol-peptona-levedura (MnTPL). Para o preparo dos meios foram
utilizadas as seguintes quantidades de cada componente dissolvidos em agua destilada: BD-
249g/L; Levedura: 2 g/L; Malte: 20g/L; Manitol: 4g/L.

Os componentes de cada meio de cultura foram dissolvidos em 600 mL de agua
destilada, e a solucdo resultante foi dividida em 12 erlenmeyers de 250 mL. Os erlenmeyers
contendo 50 mL de meio de cultura foram devidamente fechados com tampéo de algodao
hidréfobo e posteriormente autoclavados a 121°C durante 15min. Apds este procedimento, o
resfriamento a temperatura ambiente foi realizado em camara de fluxo laminar sob luz
ultravioleta, e a inoculacédo foi realizada utilizando pequenos pedacos do micro-organismo.

O estudo foi realizado por um periodo de 28 dias. A cada intervalo de 7 dias
foram retirados dois erlenmeyers de cada meio de cultivo, um contendo o fungo inoculado e
outro sem o fungo e somente com meio de cultivo, para servir como controle (branco). Depois
de filtracdo a vacuo para a retirada do miceélio, foi realizada extracdo do meio liquido com 20
mL de acetato de etila (AcOEt) por 3 vezes. A fase organica foi posteriormente concentrada
em evaporador rotativo sob pressao reduzida, para obtencdo dos respectivos extratos.

Os extratos produzidos nessa etapa inicialmente foram analisados por CCDA
(secdo 4.3.1), e as réplicas reunidas de acordo com o padrdo de semelhanca, uma vez que o
experimento foi realizado em duplicata. Uma aliquota de 1,0 mg de cada um dos 16 extratos,
juntamente com o respectivo controle (branco) foram acondicionadas em tubos Eppendorf e
submetidas ao teste de atividade citotoxica frente a células tumorais HCT-116, como

mostrado a seguir na Tabela 2:



Tabela 2- Resultados do teste preliminar de citotoxidade

Inibicdo da proliferacdocelular (%)

Periodo ] Massa produzida

(dias) Meio (ma) 5 pg/mL 50 pg/mL
Média SEM Média SEM
BD Bco 21,1 19,7 9,8 20,2 4,2
o BD 4,3;55 20,4 3,0 39,0 13,5
BD Bco 30,4 21,7 43 19,7 2,3
o BD 145;94 147 3,8 51,2 16,0
BD Bco 2,7 12,9 0,6 12,2 0,1
- BD 3,7; 3,3 22,0 3,0 72,8 10,1
BD Bco 2,2 22,5 2,5 41,8 0,5
2 BD 4,5; 3,7 11,9 2,0 36,2 24,1
BDL Bco 26,5 12,5 0,8 28,2 6,4
o BDL 9,1; 3,7 19,9 0,9 36,9 1,6
BDL Bco 2,3 20,2 1,4 10,4 2,1
e BDL 34; 2,3 12,0 0,8 43,6 2,8
BDL Bco 2,1 0,6 59 18,8 9,2
2t BDL 3,2;14 19,5 7,1 34,2 57
BDL Bco 19 194 9,2 35,3 3,4
- BDL 1,1;1,3 26,7 5,5 69,2 1,8
MPD Bco 20,9 -39,3 20,1 2,0 38
o MPD 4,9; 4,2 11 1,6 42,8 4.9
MPD Bco 3,2 3,6 0,3 10,7 0,1
o MPD 19;1,2 -6,0 4.8 47,9 6,1
MPD Bco 6,3 21,2 4,6 29,2 6,8
2t MPD 2,2;2,8 25,6 4,8 51,1 10,9
MPD Bco 3,7 42,7 17,1 26,9 3,2
- MPD 2,7,15 194 8,9 75,9 11,8
MNTPL Bco 2,8 3,7 111 10,2 12,4
o MNTPL 2,0; 2,0 25,3 0,7 24,5 6,1
MNTPL Bco 7,9 29,8 0,5 22,5 3,7
o MNTPL 1,7;19,8 20,8 0,4 18,2 2,8
MNTPL Bco 11,2 -1,3 13,8 30,7 6,5
2 MNTPL 1,6;2,4 29,0 1,1 31,8 2,4

46
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MNTPL Bco 1,2 30,0 1,0 30,9 15
MNTPL 3,0;1,1 21,2 1,2 15,9 2,6

28

Legenda: SEM = Erro padrdo da média; Bco = branco; BD =batata dextrose; BDL= batata dextrose levedura;
MPD= malte-peptona-dextrose; MntPL= manitol-peptona-levedura; d= dia. Fonte: Laboratério de
Ecotoxicologia-LABOMAR / UFC (2016).

Dentre os extratos testados, o extrato MPD com incubacéo de 28 dias apresentou
75,9 % de inibicdo do crescimento celular na concentracdo de 50 pg/mL, seguido do BD que
apresentou 72,8 % de inibicdo na mesma concentragdo com crescimento de 21 dias (Tabela 2,
p. 46). Além desses, 0 extrato produzido com o meio de cultivo BDL apresentou um
percentual de 69,2 % de inibicao celular em um periodo de 28 dias de experimento, na mesma
concentracdo dos anteriores. Com base nestes dados, estes extratos foram selecionados para o

cultivo em grande escala, visando o estudo quimico.

5.1.2 Cultivo do fungo em grande escala

O crescimento do fungo em grande escala ocorreu em erlenmeyers de 500 mL
contendo 200 mL de meio de cultura. Para o cultivo do fungo em meio BD 21 dias foram
utilizados 47 erlenmeyers. Para 0 meio BDL 28 dias foram utilizados 49 erlenmeyers e para o
meio MPD 28 dias foram utilizados 80 erlenmeyers. As etapas de extracdo e obtengdo dos
extratos seguiu 0 mesmo protocolo utilizado anteriormente.

Apartir deste procedimento, foram obtidos 1,54 g do extrato BD 21 dias; 1,45 g
do extrato BDL e 4,8 g do extrato MPD 28 dias.

5.2 Tratamento do extrato MPD 28 dias
5.2.1 Particé&o liquido-liquido MPD 28d

Uma aliquota de 3,0 g do extrato MPD-28 dias solubilizada em MeOH/ H,0
(3:10) foi submetida & particdo liquido-liquido utilizando 360 mL dos solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade, como mostrado na Tabela

3, asequir:



48

Tabela 3- Volume de solvente e rendimento do fracionamento do extrato MPD-28 dias por

particéo liquido- liquido

Solvente Sigla da fracédo Massa (g) Rendimento
Hexano FH MPD 28d 0,052 1,7
CH,Cl, FD MPD 28d 1,17 39
AcOEt F AcOEt MPD 28d 0,97 32,3

MeOH-H,0 F Ag MPD 28d 0,691 23,0
Emulséo -- 0,08 2,6
TOTAL 2,96 98,6%

Fonte: Autor (2016).

Com o objetivo de fazer um estudo bioguiado, foram retiradas aliquotas de 1,0 mg
de cada uma das fracGes descritas na Tabela 3 (acima) para avaliacdo de citotoxidade com

experimento feito em duplicata (n=2), conforme mostrado na Tabela 4, abaixo:

Tabela 4- Resultado do 2° teste de atividade citotéxica

Inibigcdo da proliferacéo celular (%)

Amostras 5 ug/mL 50 pg/MI
Média SEM Média SEM
FH MPD 28d 16,1 0,6 90,0 15
FD MPD 28d 21,9 1,6 68,7 57
FACOEtMPD28d 64 2,8 25,5 3,1
F Aq MPD 28d 19,5 12,6 2,0 3,6

Legenda: d= Dia; SEM: Desvio padréo da média. n= n° de réplicas do experimento.
F= Fracdo; H= Hexanica; Ag= Aquosa; AcOEt= Acetato; D=dicloro.
Fonte: Laboratorio de Ecotoxicologia-LABOMAR/UFC (2015).

De acordo com a analise dos resultados obtidos, verificou-se que a fracdo
hexanica apresentou um alto percentual de inibigdo celular, porém apresentou rendimento de
1,7% (0,05 g). Dessa forma, optou-se por trabalhar com a FD MPD 28d que apresentou
68,7% de inibicdo celular na concentracdo de 50 pg/mL e maior massa 1,168g (38,9 % do

total).
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5.2.2 Cromatografia em coluna flash da fracdo FD MPD 28d

A fracdo FD MPD-28 dias (1,16 g) foi submetida & cromatografia flash, utilizando
130,0 g de silica com misturas dos solventes hexano e acetato de etila como eluente, em
ordem crescente de polaridade como descrito a seguir: eluicdo com 100 mL de hexano, depois
500 mL de fase movel com polaridade de 20% de AcOEt e 80% de hexano, depois eluicdo
com 4400 mL de polaridade 30% AcOEt e 70% hexano. Apos analise em CCDA decidiu-se
aumentar a polaridade da fase mével mudando o eluente para 100% de AcOEt adicionando
500 mL e depois para 100% metanol adicionando mais 300 mL.

As fragOes obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com as
semelhancas, resultando em 7 novas fracbes, como mostrado na Tabela 5 (abaixo) e
Fluxograma (Fig. 8, p. 50):

Tabela 5- Cromatografia flash da fracdo diclorometano oriunda da particdo liquido-liquido
extrato MPD 28d

sigla Massa Rendimento
Eluente Volume (mg) (%)
(mL) Fracoes

F1  Hex/AcOEt(8:2) 500 1 10,7 0,9
F2  Hex/AcOEt(7:3) 4400 2-321 673 57,6
F3  100% AcOEt 1 100 320 6,4 0,5
F4  100% AcOEt 2 300 321 10,5 0,9
FS  100% AcOEt 3 100 322 65,4 56
F6  100% MeOH 1 200 323 41,5 3,5
F7  100% MeOH 2 100 324 182 18,7
Total 5800 326 993,7 85,7

Fonte: Autor (2016).

O somatodrio das massas obtidas nas fracdes perfazem um total de 993, 7 mg, com
rendimento de 85, 7 %.

A fracdo 2, foi reunida em 7 sub-fracdes, das quais 6 apresentaram aspecto
homogéneo em CCDA e uma delas (Al) foi submetida a uma nova coluna flash para
purificacdo utilizando eluente de 30% AcOEt e 70% Hex. Apds essa purificagdo foi possivel a
obten¢do 15,0 mg de um solido cristalino claro em formato de agulha, denominado PS 11. A
determinacéo estrutural dessas substancias encontra-se nas p. 61 (PS-1), 68 (PS-2), 75 (PS-3),
87 ( PS-5), 122 (PS-9), e 132 (PS-11).
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A fracdo 5 (65,4 mg) foi submetida a CLAE usando fase movel de 60% H,0 e
40% MeOH em modo isocratico. Nessa etapa foi possivel a obtencdo de duas substancias com
aspecto homogéneo em CCDA, ambas sélidas e com cristais em formato de agulha sendo que
PS-7 (18,0 mg) apresentou coloracédo clara enquanto PS-8 (8,1 mg) apresentou-se marrom. A

determinacéo estrutural dessas substancias encontra-se nas p.inas 103 (PS-7) e 111 (PS-8).

Figura 8- Fluxograma do tratamento feito com FD MPD 28d

F dicloro
(1170 mg)

Coluna flash 1 AcOEt/Hex

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
CLAE: 60% H,0/40%MeOH
PS-7 PS-8 PS-7
(18,0 mg) (8,1 mg) (41,5 mg)
| | | | | | |
F(125-139) F(86-93) F(2-5) F(8-10) F(56-68) F(32-37) F(209-320)
PS1 PS-2 PS-5 PS-3 PS-9 PS-12 Al
(80,0 mg) (8,9 mg) (7,7 mg) (6,1 mg) (19,4mg) (2,0 mg) (60 mg)

Coluna flash 2

PS-11
(15 mg)

AcOEt/Hex
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5.2.3 Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) da FH MPD 28 d

Uma amostra com 52,0 mg fragdo hexanica foi fracionada em CLAE usando H,O
e MeOH como eluentes no modo isocratico comecando com 50% H,O e 50% MeOH até
100% MeOH em 50 minutos no modo gradiente e 42% H,0 e 58% MeOH em 30 minutos no
modo isocratico. Por meio desta etapa de fracionamento foi possivel o isolamento de duas
substancias denominadas PS-4 (determinagdo estrutural na p. 83) e PS-10 (em fase de

caracterizacdo estrutural). O cromatograma dessa fracdo e mostrado na Figura 9 (abaixo).

Figura 9- Cromatograma de isolamento da FH MPD
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Fonte:Autor (2016).

5.3 Tratamento do extrato BD 21 dias
5.3.1 Particdo liquido-liquido BD 21d

Uma aliquota de 1,5 g do extrato BD-21 dias foi submetida & particdo liquido-
liquido utilizando 125 mL dos solventes hexano, diclorometano e acetato de etila em ordem

crescente de polaridade, conforme mostrado na Tabela 6 a seguir (p. 52).
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Tabela 6- Volume de solvente e rendimento do fracionamento do extrato BD-21 dias por

particéo liquido- liquido

Solvente Sigla da fragéo Massa (g) Rendimento (%)
Hexano FH BD 21d 0,066 4,4
CH.Cl, FD BD 21d 0,8796 58,64

AcOEt/Aquosa F AcOEt/Aq BD 21d 0,542 32,3
Total 1,48 95,3

5.3.2 Coluna flash da FD BD 21d

Uma massa de 879,0 mg da fracdo dicloro BD-21 dias foi submetida a
cromatografia flash, utilizando 73,0 g de silica com misturas dos solventes hexano e acetato
de etila como eluente, em ordem crescente de polaridade, através da adicdo de 100 mL de
hexano, seguido da mistura de Hexano/AcOEt 15% até a concentracdo de Hexano/AcOEt
60%, 100% AcOEt e lavagem da coluna com MeOH, como mostrado na Tabela 7 (abaixo).

As fracbes obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com as
semelhancas, resultando em 5 novas fragdes, apos serem reunidas de acordo com semelhanga

em CCDA. Os resultados obtidos sdo mostrados no fluxograma a seguir (Fig.10, p. 53).

Tabela 7- Cromatografia flash da fracdo diclorometano oriunda da

particdo liquido-liquido extrato MPD

sigla Eluente Volume (mL) Fragdes Massa Rendimento

(mg) (%)

Bl Hex/AcOEt (85:15) 200 1-20 312 35
B2 Hex/AcOEt (75:25) 200 21 180,0 20,47
B3 Hex/AcOEt (65:35) 200 22 67,8 7,6
B4 Hex/AcOEt (60:40) 200 23 2089 2376
BS  100% AcOEt 300 24 2380 270
B6  100% MeOH 300 25 500 5,68
Total 1400 25 8759 88,0

As sub-fracdes 5-8 (4,1 mg) e 12-14 (0,5 mg) provenientes de B1 mostraram-se
com aspecto homogéneo em CCDA, sendo a primeira uma resina amarela e a segunda uma

resina marrom. Apos analise em CCDA concluiu-se ambas ja haviam sido isoladas do meio
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de cultivo MPD 28 d e trava-se de PS-3 e PS-12 respectivamente, cujas determinacdes

estruturais encontram-se nas p. 75 (PS-3) e p. 139 (PS-12).

Figura 10- Fluxograma de fracionamento para a FD BD 21d

F dicloro
(879 ma)

Coluna flash 1| AcOEt /Hex

B1 com 20 B2 B3 B4 B5 B6

subfractes (180 mg) (68,7 mg) (208,9 (238 mg) (80 mg)

CLAE:[94% Hex e 6% isopropanol
PS-6
Anélise pm CCDA (3,6 mg)

Subfragédo 5-8 Subfragdo 12-14
PS-3 PS-12
(4,1 mg) (0,5 mg)

5.3.2.1 Tratamento em CLAE de B2 proveniente da FD BD21d

Uma massa de 18,5 mg da sub-fracdo proveniente da particdo dicloro foi
submetida a CLAE usando método gradiente de 90% hexano e 10% isopropanol e até 90%
isopropanol e 10% hexano por 45 minutos, enquanto no modo isocratico foi usado eluente
com 90% hexano e 10% isopropanol durante 30 min.Através dessa etapa foi possivel o
isolamento de PS-6, cromatograma encontra-se na Figura 11 (abaixo).

Figura 11- cromatograma de isolamento de PS-6
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Fonte: Autor (2016).
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5.3.3- Coluna flash da FAcOEt/Aq BD 21d

Para o fracionamento da FACOEt/Aq BD 21d foi realizada uma coluna flash de
484,2 mg de material com 50 g de silica. Inicialmente foram eluidos 100 mL de hexano,
depois foram adicionados misturas de Hexano/ AcOEt em ordem crescente de polaridade: 500
mL de eluente na proporcdo 60% Hexano e 40% AcOEt, seguido de adicdo porcgdes de 200
mL aumentando 10% de AcOEt cada uma até 80% ACcOEt e 20% Hex. Depois 300 mL com
100% AcOEt e 300 mL com 100% MeOH. O resultado desta etapa de fracionamento é

mostrado na Tabela 8, a seguir (p. 54).

Tabela 8- Coluna flash da AcOEt/Aq BD 21d

F?é?;lc”)a;s Eluente V?rwlr_];e subfracoes '\?r?];a Ren?(:/rsento

Cl  Hex/AcOEt(6:4) 500 1-134 2404 49,7
C2  Hex/AcOEt(5:5) 200 135-155 5.1 1,05
C3  Hex/AcOEt(4:6) 200 156-175 5.3 1,09
C4  Hex/AcOEt(3:7) 200 176-195 36 07
C5  Hex/ AcOEt(2:8) 200 196-240 48 1,0
C6 100% AcOEt 300 241-243 1127 23,3
C7 100% MeOH 300 244 65,2 13,5

Total 1400 244 4371 90,34

Nesta etapa de fracionamento, foi possivel o isolamento de 3 substancias, também
isoladas do meio de cultivo MPD 28d: PS-3 (1,4 mg), PS-1 (20,8 mg) e PS-7 (5 mg), cujas
determinages estruturais encontram-se nas p. 61 (PS-1), p. 75 (PS-3) e p.103 (PS-7). As
demais substancias diferentes que apareciam no cromatograma (Fig. 19, p. 58) nédo
apresentaram massa suficiente para caracterizacdo ou ndao apresentaram aspecto homogéneo
em CCDA.
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5.4 Tratamento cromatografico do extrato BDL 28d
5.4.1 Particdo liquido-liquido BDL 28d

Uma aliquota de 1,4 g do extrato BDL-28 dias solubilizado em MeOH/ H,0 (3:7)
foi submetida a particdo liquido-liquido utilizando 125 mL dos solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade, de acordo com a Tabela 9
(abaixo).

Tabela 9- Resultado da particéo liquido-liquido do extrato BDL 28d

Solvente Sigla da fragéo Massa (g) Rendimento (%)
Hexano FH BDL 28d 0,0614 4,38
CH.Cl, FD BDL 28d 0,7244 51,74

AcOEt/Aquosa F AcOEt/Aq BDL 28d 0,530 37,86
Total 1,32 94,0

Fonte: Autor (2016).

5.4.2 Tratamento em CLAE FH BDL 28d

Uma amostra contendo 61, 0 mg da fracdo hexanica BDL 28 dias foi analisada
em CLAE no modo gradiente 50% H,0 e 50% MeOH até 100% MeOH em 50 min em
seguida foi utilizado modo isocratico com 20% H,O e 80% MeOH em 30 min. Essa etapa
resultou no isolamento de PS-13. O cromatograma de isolamento dessa substancia é mostrado
na Figural2.

Figura 12- Cromatograma de isolamento da FH BDL 28d em CLAE no modo isocratico
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Fonte: Autor (2016).
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5.5 Analise em CLAE das fragdes obtidas das particdes liquido-liquido de todos os meios
de cultivo

Com o objetivo de analisar as diferencas de producdo de metabolitos secundarios,
todas as fragdes provenientes das parti¢des liquido-liquido foram analisadas em CLAE no
método gradiente 50% H,0 e 50% MeOH até 100% MeOH em 50min. Os resultados obtidos

séo apresentados e discutidos a seguir:

Figura 13- Cromatograma da FHex MPD 28d

mAU 500777,””,”, oy 2O e e SRS
400 ~
300
200+ 3 i
- o =23
= - o
1 3 b 5 | = =
100 = g P | o o = © o
1 =) \ ¥ e < 5 o Ses 3
- -~
=2 oF 532 25 Sz T mou@mEE I 4 FEZ
\ ] = | & og ST = &S
=F VUR 2R il A I wi oW oR 8 ML siesm sy
ol—7 LSRR RN NIl e 1
e e = T 1 i T = T T T
0 5 10 15 20 25
min

Fonte: Autor (2016).

Figura 14- Cromatograma da F dicloro MPD 28d
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Figura 15- Cromatograma da F AcOEt MPD 28d
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Fonte: Autor (2016).

Figura 16 - Cromatograma da F Aquosa MPD 28d
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Figura 17- Cromatograma da FH BDL 28d
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Figura 18- Cromatograma da FD BDL 28d
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Fonte: Autor (2016).
Figura 19- Cromatograma da F AcOEt/Aq BDL 28 d
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Figura 20- Cromatograma da FHex BD 21d
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Fonte: Autor (2016).



Figura 21- Cromatograma da FD BD 21d
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Figura 22- Cromatograma FAcCOEt/Aq BD 21d
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Fonte: Autor (2016).

Apos analise cromatografica em CLAE, as fragdes do meio MPD 28 d foram

selecionadas inicialmente para estudo por apresentarem maior massa e maior complexidade

de substancias, como mostrado nas Figuras 13 a 22 ( p. 56-59).

A anélise dos cromatogramas permitiu inferir que o meio de cultivo MPD 28d néo

mostrou diferencas significativas em relagdo ao meio de cultivo BDL 28d. Apds o

fracionamento, a FHex BDL 28d forneceu apenas uma substancia com aspecto homogéneo

em CCDA, néo obtida a partir da FHex MPD 28d, denominada de PS-13.

A fragdes do meio de cultivo BD 21d (Fig. 20-22, p. 58-59 ) mostraram um perfil

cromatogréafico diferente e, com base nisso, todas as fracGes desse meio de cultivo foram
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fracionadas levando a obtencdo de PS-6. As demais substéncias isoladas desse meio de

cultivo (PS-1, PS-3, PS-7 e PS-12) j& haviam sido isoladas do MPD 28d.

Figura A- Metabdlitos secundarios isolados de Periconia hispidula
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0
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0 o)
‘ HO
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OH OH o)
: \OH
= \\\\OH \ \\\\\\\
.
= H Rl
0 PS- H
o Ps8 £ PS-9 7,

PS-11 R;= Ry=OH
PS-12 R;=H;R,=OH

Fonte: Autor (2016).
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6 DETERMINACAO ESTRUTURAL
6.1 Determinacéo Estrutural de PS-1

Sucessivas cromatografias da fracdo do extrato MPD obtida por meio de particdo
liquido-liquido com diclorometano resultaram no isolamento de 550,0 mg de um solido
amarelo esverdeado denominado de PS-1. {[a]o?* (c 0,1 MeOH)= -20,9 °; ponto de fusio:
degrada a 146,3 °C}.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 27, p. 64) de PS-1
apresentou absorcdes intensas em 3442 cm™ relativo ao estiramento axial de ligacdes O-H,
absorcdo em torno de 2900 cm™ correspondente a estiramento axial de ligacdo H-C
assimétrico, além de absorcées em 1653 cm™ e 1261 cm ™ relacionadas a estiramento axial de
ligacdo C=0 e C-O, respectivamente.

O espectro de RMN *H (CDs;0D, 300 MHz) de PS-1 (Fig. 28, p. 65 ) apresentou
trés absorcOes intensas em regido de hidrogénios aromaticos em oy 7,23 (1H, d J= 2,9 Hz, H-
5), 6y 7,0 (1H, dd, J= 8,9 e 2,9 Hz, H-7) e &4 6,78 (1H, d, J= 8,9 Hz, H-8). Além desses,
foram também visualizados sinais de um dupleto em oy 1,27 (3H, d, J= 6,3 Hz, H-11),
sugerindo a presenca de uma metila ligada a um carbono mono-hidrogenado, e uma absorc¢éo
em oy 4,36 (1H, m, H-2), relativo a hidrogénio ligado a carbono oximetinico. Em adicéo, as
absor¢oes em oy 3,17 (1H, dd, J=16,1; 7,5 Hz, H-3 a) e 64 3,02 (1H, dd, J=16,1; 5,0 Hz, H-3
B) revelaram a presenca de hidrogénios diastereotopicos de um grupo metilénico.

O espectro de RMN de **C CPD de PS-1 (Fig. 29, p. 65) apresentou 10 linhas
espectrais, que apds comparagdo com o espectro de correlacdo heteronuclear *H, *C (HSQC,
Fig. 30, p. 66 ) revelou a presenca de 1 carbono metilico, 1 carbono metilénico, 4 carbonos
metinicos, e 4 carbonos ndo-hidrogenados. As absorgdes em 6c 116,0 (C-5), 126,1 (C-7) e
119,8 (C-8) foram atribuidas a carbonos metinicos insaturados, que, juntamente com 0s
carbonos néo-hidrogenados em 8¢ 156,9 (C-6), 150,7 (C-9) e d¢ 121,0 (C-10) sugeriram a
presenca de um anel aromatico trissubstituido. A absor¢do em 8¢ 206,4 (C-4) foi relacionada a
presenca de carbono carbonilico de cetona (Tabela 10, p. 63 e Tabela 11, p. 64).

A anélise do espectro de massa de alta resolugdo apresentou como ion molecular
[M+H"] m/z 179, 0709, correspondente a formula molecular condensada C1oH1003 com indice
de deficiéncia de hidrogénio igual a 6 (calc. 179,0703; erro = 3,35 ppm) (Fig. 26, p. 64).

O espectro de correlagdo homonuclear *H, *H (COSY, Fig. 23, p. 62) apresentou
acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em oy 4,36 (H-2) ¢ 6y 1,46 (H-11), e entre os

hidrogénios em dy 3,17 e 3,02 (2H, H-3), além de acoplamento orto entre os hidrogénios
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aromaticos em 6y 7,0 (H-7) e 4 6,78 (H-8), e acoplamento meta entre os hidrogénios em dy
7,16 (H-5) e 64 7,0 (H-7) (Figura 23, abaixo).

Figura 23- Subestrutura com correlacdes homonucleares *H, *H (COSY) de PS-1

Fonte: Autor (2016).

A anélise do espectro RMN de correlacdo heteronuclear *H, *3C a longa distancia (HBMC,
Fig. 32, p. 67) mostrou acoplamentos a duas ligacdes (“Jcn) dos hidrogénios em &y 3,17 e 3,02
(2H, H-3) com o carbono em ¢ 65,4 (C-2) e dos hidrogénios do grupo metilico em oy 1,27
(H-11) com o carbono em 8¢ 65,4 (C-2). As correlacdes a longa distancia (*Jci) se deram
entre o hidrogénio em &y 1,27 (H-11) e o carbono em d&c 49,2 (C-3), como mostrado na
subestrutura a (Fig. 21a, abaixo). Por outro lado, a subestrutura b (Fig. 24b, abaixo) apresenta
um acoplamento 2Jcy do hidrogénio em 8y 7,0 (H-7) com o carbono em 8¢ 119,8 (C-8), além
dos acoplamentos 3JCH do hidrogénio em &y 7,23 (H-5) com os carbonos em d¢c 126,1 (C-7),
dc 150,7 (C-9) e 6¢ 206,4 (C-4), do hidrogénio em dy 7,0 (H-7) com o carbono em &¢ 116,0
(C-5), e do hidrogénio em &y 6,78 (H-8) com o carbono em 6¢ 156,9 (C-6) (Tabela 11, p. 64).

Figura 24- Representacdo dos acoplamentos heteronucleares ‘H,**C a longa distancia-
HMBC de PS-1

b)

Fonte: Autor (2016).

A reunido de todos dados obtidos permitiu afirmar que PS-1 Possui esqueleto

relativo a classe das cromanonas, mais precisamente a 6-hidroxi-2-metil- 4-cromanona (Fig.
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25, abaixo), que foi isolada pela primeira vez de Periconia siamensis por Bilabutra et al.,
(2007) e apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas de bactérias Bacillus cereus,
Listeria monocytotogenes, Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomonas aeroginosa e
Escherichia coli. No entanto, os dados de RMN *H e *C estdo sendo citados pela primeira
vez.

Uma andlise nas constantes de acoplamento apresentadas pelos hidrogénios de
PS-1 mostrou acoplamento compativeis com acoplamentos axial-axial (J= 7,5 Hz) entre o
hidrogénio vicinal com absor¢do em dy 4,36 (1H, m, H-2) com o hidrogénio em 6y 3,17 (1H,
dd, H-3a) ¢ acoplamento axial-equatorial (J= 5,0 Hz) com o hidrogénio em oy 3,02 (1H, dd,
H-3pB). Isso sugere que a metila esta para cima do plano e que o centro estereogénico C-2

possui configuracao relativa R (Fig. 23 e 24, p. 62).

Figura 25- Estrutura da molécula isolada como PS-1

Fonte: Autor (2016).

Tabela 10- Dados RMN *H e *C apresentados por PS-1

Posicao PS-1 (CD50D, 300 MHz)
o0C (padrao de oH, mult. e (J em Hz)
hidrogenacéo)
1 -
2 65,4 (CH) 4,36 m
3 49,2 (CH,) 3,17 (o) dd(16,1; 7,5)
3,02 (B) dd (16,1; 5,0)
4 206,4 (C) -
5 116,0 (CH) 7,23d(2,9)
6 156,9(C) -
7 126,1(CH) 7,0dd (8,9; 2,9)
8 119,8 (CH) 6,78 d (8,9)
9 150,7 (C)
10 121,0(C) -
11 23,7 (CH%) 1,27 d (6,3)

Legenda: J=constante de acoplamento; multi= multiplicidade
m= multipleto; d= dubleto; Fonte: Autor (2016).

Tabela 11- Correlacdo heteronuclear *H, **C HSQC e HMBC de PS-1
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Posic&o PS-1 HSQC PS-1 HMBC
dc  On mult.e JemHz) 2Jen A
1 - - - -
2 65,4 4,36 m H-11 --
3 49,2 3,17 (a)dd (16,1; 7,5) - H-11
3,02 (B) dd (16,1; 5,0)
4 206,4 -- H-3e H-5 --
5 116,0 7,23d (2,9) - H-7
6 156,9 -- -- H-8
7 126,1 7,0dd (8,9; 2,9) -- H-5
8 119,8 6,78 d (8,9) H-7 --
9 150,7 - - -
10 121,0 -- -- --
11 23,7 1,27.d (6,3) - -
Fonte: Autor (2016).
Figura 26- Espectro de Massa (EM-ESI, 70 eV) de PS-1
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 0.387 Scan#: 53
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Fonte: LEMANOR-UFC (2015).
Figura 27- Espectro de absorcdo na regiao do infravermelho de PS-1
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Fonte: LABIO-UFC (2015)
Figura 28- Espectro de RMN *H (300 MHz, CD;0D) de PS-1
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Figura 29- Espectro RMN de **C (75 MHz, CD;0D) de PS-1

Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).



66

Figura 30- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H,"*C — HSQC

(300 x 75 MHz, CD3;0D) de PS-1
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 31- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H,'"H — COSY (300

MHz, CD;0D) de PS-1
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Figura 32- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H,"*C — HMBC
(300 x 75 MHz, CD3;0D) de PS-1
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1.2 Determinagao Estrutural de PS-2

Sucessivas cromatografias da fracdo do extrato MPD-28 dias, obtida por meio de
particdo liquido-liquido com diclorometano, resultaram no isolamento de 8,9 mg de uma
resina marrom denominada PS-2. {[0]*>° D (c 0,1 MeOH) = + 25,6 °}.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 38, p. 71) de PS-2
mostrou-se muito semelhante com o espectro de PS-1 (Fig. 27, p. 64), com absor¢Ges em
3422 cm™ de estiramento axial de ligagdes O-H, carbonila conjugada em 1674 cm™, além de
estiramento axial C-O em 1246 cm ™.

A anélise do espectro de massa de alta resolucéo de PS-2 (Fig. 37, p.71 ) revelou
fon molecular [M+H"] m/z 179,0704 semelhante a PS-1 (Fig. 26, p. 64), correspondente a
férmula molecular condensada C1oH10O3 com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 6,
indicando que PS-2 trata-se de um isémero de PS-1.

De forma anéloga, o espectro de espectro RMN *H (CDs;0D, 300 MHz) de PS-2
(Fig. 39, p. 72) apresentou semelhangas entre as duas substancias, onde a Unica diferenca foi
a auséncia das absor¢des em oy 3,17 (1H, dd, J= 16,1 e 7,5 Hz, H-3 o) e 4 3,02 (1H, dd,
J=16,1e 5,0 Hz, H-3 B) no espectro de PS-1 (Fig. 28, p. 65 ), que apresentou-se como um
tripleto em 6y 2,64 (2H, t, J=6,8 € 2,0 Hz, H-3) em PS-2.

O espectro RMN de **C de PS-2 também mostrou uma estreita semelhanga com
os dados observados para PS-1 (Fig. 40, p. 72 ), conforme mostrado na Tabela 12 (p. 70). As
principais diferencas observadas foram relacionadas a absorcdo em regido de maior
desprotecdo em d¢ 75,8 para o carbono C-2, e em regiao de maior protegdo em d¢ 45,6 para 0
carbono C-3 e em 6¢ 195,2 para a carbonila em C-4, quando comparadas a PS-1 em ¢ 65,4
(C-2), 49,2 (C-3) e em d¢ 206,4 (C-4), respectivamente. Com base nisso, 0 arranjo espacial
adotado pelas moléculas é o fator mais conveniente para explicar esse fenébmeno (Fig. 33,
abaixo).

Figura 33- Representacédo espacial das substancias PS-2 e PS-1
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o /\ .
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psp CHs pog M Fonte: Autor (2016).
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De acordo com a Figura anterior (Fig. 33) os hidrogénios em oy 2,64 (2 H, t,
J=6,8; 2,0 Hz, H-3) de PS-2 apresentam acoplamento axial-equatorial (J = 6,8 Hz) e
equatorial-equatorial (J= 2,0 Hz) (Tabela 12, p.70) com o hidrogénio em &y 4,51(1H, m, H-2),
enguanto que em PS-1 acontece acoplamento axial-axial (J= 7,5 Hz) entre o hidrogénio em dy
4,36 (1H, m, H-2) com o hidrogénio em oy 3,17 (1H, dd, H-3a), e acoplamento axial-
equatorial (J=5,0 Hz) com o hidrogénio em &y 3,02 (1H, dd, H-3p).

O espectro de correlagdo homonuclear *H, *H (COSY, Fig. 42, p. 73) de PS-2
apresentou mesmos acoplamentos que PS-1 (Fig. 34, p. 69), e confirmou o anel aromatico
trissubstituido. Assim como o espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia *H, **C
(HMBC), como mostrado nas Figura 34 e 35 (abaixo) e na Tabela 13 (p. 71).

Figura 34- Representacdo das correlacdes homonucleares *H,*H, COSY de PS-2

Fonte: Autor (2016).

Figura 35- Representacdo dos acoplamentos heteronucleares H,**C a longa distancia-
HMBC de PS-2

a) O b)

H alfa e beta HO g&f
~
;1.

Fonte: Autor (2016).
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Com base nos dados anteriormente citados, foi possivel afirmar que PS-2 trata-se
do composto inédito na literatura 6-hidroxi-2-metil-4-cromanona, com C-2 apresentando

configuracéo relativa S (Fig. 36, abaixo).

Figura 36-Estrutura quimica da molécula isolada como PS-2

Fonte: Autor (2016)

Tabela 12- Apresentacdo dos dados RMN *H e 3C de PS-2 e comparagio entre 0s
dados RMN 'H, °C de PS-1

Posicéo PS-2 Ps-1
(CD;0D, 300 MHz) (CD;0D, 300 MHz)
6C (padrao de oH, multi. e (J em Hz) 0C (padrao de  6H, multi. e (J em Hz)
hidrogenacéo) hidrogenacéo)
1 - - - -
2 75,8 (CH) 452 m 65,4 (CH) 4,36 m
3 45,6 (CH,) 2,641(6,8;2,0) 49,2 (CH,) 3,17 (o) dd (16,1; 7,5)
3,02 (B) dd (16,1; 5,0)
4 1952 (C) - 206,4 (C) -
5 111,4 (CH) 7,16 d (3,1) 116,0 (CH) 7,23d (2,9)
6 157,2(C) - 156,9(C) --
7 126,0 (CH) 7,0dd (3,1; 8,9) 126,1(CH) 7,0dd (8,9; 2,9)
8 120,1 (CH) 6,85d (8,9) 119,8 (CH) 6,78 d (8,9)
9 152,9(C) - 150,7 (C) -
10 1222 (C) -- 121,0(C) -
11 21,3 (CHQ‘) 1,46 d (6,2) 23,7 (CH%) 1,27 d (6,3)

Legenda: J=constante de acoplamento; multi= multiplicidade m= multipleto; t= tripleto; d= dubleto;
Fonte: Autor (2016).
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Tabela 13- Correlagdo heteronuclear *H, **C HSQC e

HMBC de PS-2
Posicdo PS-2 HSQC PS-2 HMBC
6C oy, Mme (J em HZ) 2\] CH 3\] CH
2 75,8 452 m H-11 --
3 45,6 2,641 (6,8; 2,0) -- H-11
4 195,2 -- H-3 e H-5 --
5 1114 7,16 d (3,1) -- H-7
6 157,2 -- -- H-8
7 126,0  7,0dd (3,1; 8,9) -- H-5
8 120,1 6,85 d (8,9) H-7 --
9 152,9 -- --
10 122,2 -- -- --
11 21,3 1,46 d (6,2) -- -
Fonte: Autor (2016).
Figura 37 - Espectro de Massa (EM-ESI, 70 eV) de PS-2
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 0.476 Scan#:65
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Fonte: LEMANOR-UFC (2015).
Figura 38- Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de PS-2
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Figura 39- Espectro de RMN *H (300 MHz, CD;0D) de PS-2
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
Figura 40- Espectro RMN de *C (75 MHz, CD;0D) de PS-2
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Figura 41- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H,"*C — HSQC

(300 x75 MHz, CD30D) de PS-2
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 42- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H,'"H — COSY (300

MHz, CD3;0D) de PS-2 e expansdo
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Figura 43- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H,"*C — HMBC

(300 x 75 MHz, CD30D) de PS-2
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6.3 Determinacéo estrutural PS-3

Sucessivas cromatografias da fracdo obtida por meio de particao liquido-liquido e
extracdo com diclorometano do extrato MPD, resultaram na purificacdo de 6,1 mg de uma
resina amarela, denominada de PS-3.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de PS-3 (Fig. 49, p. 79)
mostrou absorcdes intensas tipicas de estiramento axial de ligacio O-H em 3336 cm™,

1 além de

estiramento axial de ligacdo H-C assimétrico em 2976, 2951 e 2928 cm
estiramento axial de carbonila C=0 conjugada de éster em 1654 cm™, e de ligacdo C=C em
1654 e 1603 cm ™,

O espectro RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de PS-3 (Fig. 50, p. 80) mostrou-se
muito semelhante aos de PS-1 e PS-2 (Figuras 28 e 39, p. 65 e 72 respectivamente),
particularmente devido a presenca de trés absorcdes relativas a hidrogénios aromaticos
contendo um sistema 1,2,5-trissubstituido. Além disso, observou-se a presen¢a de um sinal
em dy 2,03 (3H, dd, J= 6,4; 0,9Hz, H-4), além de duas absorcdes intensas em &y 7,11 (1H,
dd, J=15,0; 0,9 Hz, H-2) e 64 7,17 (1H, dqua, J=15,0; 6,4 Hz, H-3) sugerindo a presenca de
hidrogénios olefinicos em uma ligacdo dupla com estereoquimica trans.

Os espectros RMN **C — CPD (125 MHz, CDs0OD) e de correlagéo heteronuclear
'H, BC- HSQC (300x75 MHz, [(CDs),CO]) (Fig. 51e 52, p. 80 e 81 respectivamente)
permitiram atribuir o padrdo de hidrogenacdo a 10 linhas espectrais, distribuidas em 1
carbono metilico, 5 carbonos metinicos e 4 carbonos ndo-hidrogenados. Os carbonos
metinicos sp? em &c 119,8 (C-3%), em &¢c 1259 (C-4’) e em &¢c 1157 (C-6) foram
correlacionados ao sistema aromatico, enquanto que os carbonos em d¢ 127,0 (C-2) e em ¢
147,2 (C-3) foram atribuidos a dupla olefinica dissubstituida. Em adigdo, foram observados os
carbonos né&o-hidrogenados oxigenados em d¢ 157,8 (C-2’) e ¢ 150,8 (C-5’) e uma absorgao
tipica de carbono carbonilico em 6¢ 195,5 (C-1) (Tabela 14, p.78)

O espectro de massa de baixa resolucdo (Fig. 48, p. 79) revelou um pico ion
molecular com m/z [M+H] igual a 178, correspondente a formula molecular C1oH;003 com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 6.

A analise do espectro de correlagdo homonuclear *H, *H, (COSY, Fig. 53, p. 82)
revelou os acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em oy 7,17 (H-3) e em oy 7,27 (H-6")
com o hidrogénio em dy 2,03 (H-4") (Fig. 44a, p. 77), além dos acoplamentos vicinais entre 0s
hidrogénios em oy 2,03 (H-4) com os hidrogénios em oy 7,11 (H-2) e em oy 7,17 (H-3) (Fig.
44b, p. 76).
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Figura 44- Representacdo das correlacdes homonucleares *H, *H COSY da substancia PS-3

Fonte: Autor (2016).

A andlise do espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia- HMBC (Fig.
54, p. 82) permitiu a visualizacdo de acoplamentos a duas ligagdes (J cn) do hidrogénio em
oy 6,80 (H-3) com os carbonos em d¢ 125,9 (C-4") e em &¢ 157,8 (C-2’), e dos hidrogénios
em oy 7,01 (H-4") e em oy 7,27 (H-6") com o carbono em dC 150,8 (C-5). Foi possivel
também visualizar acoplamentos (3J cn) entre o hidrogénio em &y 6,80 (H-3") com os
carbonos em d¢ 150,8 (C-5") e em 8¢ 120,8 (C-1"), e do hidrogénio em &y 7,27 (H-6") com os
carbonos em 8¢ 125,9 (C-4"), em 8¢ 157,8 (C-2”) e em 6¢ 195,4 (C-1), também foi visualizado
acoplamento (*J cy) do hidrogénio em &y 6,80 (H-3) com o carbono em 8¢ 195,4 (C-1) como
mostrado na subestrutura a (Fig. 45a, abaixo). Por outro lado, na subestrutura b (Fig. 45b,
abaixo), s&o mostrados acoplamentos (°J cy) do hidrogénio em 8 7,11 (H-2) com o carbono
em ¢ 195,4 (C-1) e dos hidrogénios do grupo metilico com o carbono em d¢ 147,2 (C-3).
Além disso, foi possivel visualizar acoplamentos entre os hidrogénios do grupo metilico em
2,03 (3H-4) com o carbono em d¢ 127,0 (C-2), e do hidrogénio em 7,17 (H-3) com o carbono
em &¢ 195,4 (C-1)(Tabela 15, p.78)

Figura 45- Representacéo das correlacdes heteronucleares *H, **C- HMBC na molécula PS-3

Fonte: Autor (2016).
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A anélise dos dados apresentados permitiu afirmar que PS-3 trata-se da E, 1-(2,5
diidroxifenil) but-2-en-1-ona (Fig. 46, abaixo), com carater inédito no género Periconia e

cujos dados RMN de **C esto sendo reportados pela primeira vez.

Figura 46- Estrutura da substéancia isolada como PS-3

Fonte: Autor (2016).
A estrutura desse composto sugere que 0 mesmo pode ser um derivado da PS-1

e/lou PS-2, gerado a partir do mecanismo proposto na Figura 47, abaixo. Existe também a
possibilidade de PS-3 ser um precursor de PS-1 e/ou PS-2 através de uma reacdo de

ciclizacéo.

Figura 47- Mecanismo proposto para obtencdo de PS-3

Fonte: Autor (2016).

Este composto foi isolado do fungo endofitico Microsphaeropsis arundinis PSU-
G18 e apresentou significativa atividade antimicrobiana contra os fungos Microsporum
gypseum SH-MU-4 (8, 32 pg/mL), Candida albicans e C. neoformans (32 pg/mL), alto
potencial de eliminacdo de radicais com ICs, de 0, 018 pg/mL e moderada atividade
antimalarica com ICso de 9, 63 pg/mL (SOMMART et al., 2012).



Tabela 14- Dados de *H e 3C de PS-3

Posi-
Céo
0C (padrao de hidrogenac¢io) O6H, mult. e (J em Hz)

1 1954 (C) --
2 127,0 (CH) 7,11dd (15,0; 0,9)
3 147,2 (CH) 7,17 dqua (15,0; 6.4)
4 18,8 (CHy) 2,03 dd (6,4; 0,9)
I 120,8 (C) --
2’ 157,8 (C) --
3 119,8 (CH) 6,80d (8,9)
4 125,9 (CH) 7,01 dd (8,9; 2,9)
5’ 150,8 (C) --
6’ 115,7 (CH) 7,27d (2,9)

PS-3(CD;0D, 500 MHz)

Legenda: mult.=multiplicidade; d=dubleto; qua=quarteto; J= constante de acoplamento
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Tabela 15 - Dados RMN *H e 3C e correlagdes heteronuclear *H,**C-HSQC e **C-HMBC n J

(n=2 e n= 3) de PS-9 [300 x 75 MHz, (CD3),CO]

Posicio 6C 6H,mult.e JemHz) 2J CH ®JCH *J CH
1 195,4 -- H-2 H-3, H-6° H-3’, H-4
2 127,0  7,11dd (15,0; 0,9) - H-a --

3 147,2 7,17 dqua (15,0; 6.4) H-4 - --
4 18,8 2,03 dd (6,4; 0,9) - - --
r 120,8 - - H-3° -
2 157,8 - H-3° H-6", H-4° -
3 119,8 6,80 d (8,9) - - --
4 1259  7,01dd (8,9;2,9) H-3° H-6 -
5 150,8 - H-6°, H-4’ H-3° -
6’ 115,7 7,27d(2,9) - - -

Legenda: mult.=multiplicidade; d=dubleto; qua=quarteto; J= constante de acoplamento



Figura 48 - Espectro de massa de PS-3 obtido em CG/EM
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Fonte: Central analitica- UFC (2015).
Figura 49 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho de PS-3
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Figura 51- Espectro RMN de **C (125 MHz, CDs0D) de PS-3
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Figura 52- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,*C — HSQC e
expansdes [300 x 75 MHz, (CD3),CO] de PS-3
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Figura 53 - Espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H,*H — COSY [300
MHz, (CD3),CO] de PS-3
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 54- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,"*C — HMBC
[300 MHz, (CD5),CO] de PS-3
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6.4 Determinacao estrutural de PS-4

Sucessivas cromatografias do extrato MPD 28 dias levaram ao isolamento de 1,8
mg de um composto resinoso transparente denominado de PS-4.

O espectro RMN 'H (500 MHz, CDs;OD) de PS-4 (Fig. 58, p. 85) mostrou-se
muito semelhante ao de PS-3 (Fig. 50, p. 80), através da presenca dos sinais em oy 6,79 (1H,
d, J=2,9 Hz, H-3"), 64 6,99 (1H, dd , J=8,9; 2,9 Hz, H-4’) e 7,25 (1H, d ,J=8,9 Hz, H-6’)
relativas ao sistema aromatico 1,2,5-trissubstituido. Em adicdo, foi possivel notar a existéncia
de absorcdes relativas a um grupo metila em &4 1,01 (3H, t, J=7,4 Hz, H-4), e dois grupos
metilénicos em oy 2,97 (2H, t, J=7,3 Hz, H-2) ¢ em 6y 1,75 (1H, sexteto, J=7,4 Hz, H-3),
sugerindo a auséncia da dupla ligagdo C-2/C-3 em PS-3 (Tabela 16, p. 84).

O espectro de correlagdo homonuclear *H,'H- COSY de PS-4 (Fig.56, p.) mostrou
acoplamentos vicinais entre os hidrogenios em 6y 6,99 (H-4’) com hidrogénios em &y 6,79
(H-3") e em 6y 7,25 (H-6") além dos acoplamentos dos hidrogénios em oy 1,75 (2H-2) com
os hidrogénios em 0y 2,97 (2H-3) e em oy 1,01 (3H-4), como mostrado abaixo (Fig. 55).

Figura 55- Correlac6es homonucleares de PS-4
b) 0
H
\C/
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3?7_ 1 /c\/ 3 _JcH,
H H

O espectro de massa de PS-4 apresentou ion molecular de baixa resolucéo (Fig.

Fonte: Autor (2016).

57, p. 85) revelou um pico ion molecular com m/z [M+H"] igual a 180, correspondente a
formula molecular C1oH1003 com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 5.

Com base na andlise dos dados anteriormente mencionados, foi possivel afirmar
que PS-4 trata-se da 1(2°, 5’ diidroxifenil)-butan-1-ona (Fig. 56, p. 84), que estd sendo
relatada pela primeira vez como produto natural. Relatos anteriores mencionam este composto
com um intermedidrio reacional, tendo sido inativa quando testada contra cepas de
Leishmania tropica e L. infantum (HERMOSO et al., 2003).



Figura 56- Estrutura da substancia denominada PS-4

Fonte: Autor (2016).
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Tabela 16 -Comparacio dos dados *H de PS-4 com os da literatura

Posi- rnzigéiﬁéﬁéo PS-4
Cédo  dos carbonos (CD:0D, 500 MHz)
OH, mult. e (J em Hz)
1 C --
2 CH, 2,97t (2H,J=7,3)
3 CH, 1,75 sex (1H, J=7,4)
4 CHs 1,01 t (3H, J=7,4)
1’ --
2’ --
3’ CH 6,79d (1H, 2,9)
4° CH 6,99 dd (1H, J=8,9;
2.9)
5’ --
6 CH 7,25d (1H, J=8,9)

1-(2°, 5’diidroxifenil)-

butan-1-ona

(CDCl3, 400 MHz)*
OH, mult. e (J em Hz)

2,5m (2H)
1,8 m (2H)
1,1 (3H, J=5,5)

6,8 m (1H)
6,9 m (1H)

7.1 s-(lH)

Legenda: mult.=multiplicidade; d=dubleto; qua=quarteto; J= constante de acoplamento.

Fonte: *Naeimi, Amini e Moradian (2016).



Fﬂura 57- Espectro de massa de baixa resolucdo CG/EM de PS-4
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Figura 58- Espectro RMN *H (CD3;0D, 500 MHz) de PS-4
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Figura 59- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H,'"H — COSY [500
MHz, CD;0D] de PS-4
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6.5 Determinacao estrutural de PS-5

A fracdo diclorometano, obtida a partir de particdo liquido-liquido do extrato
bruto MPD-28 dias, seguida de fracionamento cromatografico forneceu uma substancia
liquida escura (7,7 mg) denominada de PS-5.

A anélise do espectro de absor¢do na regido do infravermelho apresentou bandas
intensas tipicas de estiramento axial das ligacdes O-H em 3400 cm ™, estiramento de ligaco

1 referente ao

C-H asssimétrico em 2945 cm™, além de uma absorcdo em 1700 cm
estiramento axial de ligacdo C=0, e outra em1647 cm™ relacionada a estiramento axial de
ligacdo C=C (Fig. 64, p. 90).

A anélise do espectro RMN 'H [300 MHz, (CDs),CO] revelou um singleto
intenso referente a um grupo metoxila em 6y 3,68 (3H, H-10)(Fig. 65, p. 91 ), além de duas
absor¢oes em dy 5,94 (1H, d, J=12,8 Hz, H-2) e 64 6.91(1H, d, J=12,8 Hz, H-3) atribuidas a
hidrogénios olefinicos em uma dupla ligacdo dissubstituida com estereoquimica cis. As
demais absorgdes em oy 7,22 (1H, t, J= 1,6, H-5), 646,84 (1H, dt, J=7,2; 1,6 Hz, H-7), o4
7,18 (1H, t, 7,9 Hz, H-8), e 6y 7,07 (1H, d, J=7,9 Hz, H-9), foram relacionadas a presenca de
um sistema aromatico 1,3-dissubstituido.

Através de anélise no espectro RMN **C — CPD (75 MHz, CD;0D), DEPT 135° e
do espectro de correlagdo heteronuclear *H-"*C HSQC (Figuras 66-68, p. 91-93), foi possivel
observar a presenca de 10 linhas espectrais relacionadas a 1 carbono metilico, 3 carbonos nédo-
hidrogenados e 6 carbonos metinicos (Tabela 17, p. 89). Neste espectro foi possivel a
observacgdo do sinal relacionado a metoxila em ¢ 51, 6 (C-10), além da carbonila em d¢
167, 2 (C-1), ¢ de um carbono insaturado oxigenado em d¢c 159,0 (C-6). Além disso, a
existéncia de 6 carbonos metinicos insaturados com &¢ 143,1 (C-3), 120,1 (C-2), 117,7 (C-5),
122,4 (C-9), 130,0 (C-8) e 117,3 (C-7), corroboram a existéncia de um anel aromatico 1,3-
dissubstituido e da dupla ligagéo.

A anélise do espectro de massa de PS-5 (Fig. 63, p. 90) mostrou um ion molecular
com m/z igual a 179,0696 [M+H]" (calc. 179,0703; erro= 3,91 ppm), equivalente a formula
molecular C1oH1003, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 6.

A andlise do espectro RMN de correlacdo homonuclear *H,"H COSY (Fig. 69, p.
94) possibilitou a visualizagdo de acoplamentos vicinais do hidrogénio em &y 7,18 (H-8) com
os hidrogénios em 6y 6,84 (H-7) ¢ em 6y 7,07 (H-9), bem como dos hidrogénios olefinicos em
dn 6,91 (H-3) e 04 5,94 (H-2)(Fig. 60, a seguir).
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Figura 60- Representacéo das correlacdes homonucleares *H, *H (COSY) de PS-5

Fonte: Autor (2016).

O espectro de correlagdo heteronuclear *H, *C-HBMC (Fig. 70, p. 95) mostrou
acoplamentos a duas ligagdes *Jcy do hidrogénio em &y 3, 68 (H-10) com o carbono em 8¢
167,2 (C-1), e do hidrogénio em 6y 5,94 (H-2) com o carbono em &¢ 137,3 (C-4). Além disso,
foi possivel visualizar acoplamentos 2J, do hidrogénio em & 5,94 (H-2) com os carbonos em
dc 167,2 (C-1) e 6c 137,3 (C-4), como mostrado na subestrutura a (Fig. 61a, abaixo).
Ademais, foi possivel visualizar 2.](;H do hidrogénio em 6y 7,22 (H-5) com o carbono em ¢
158,0 (C-6), do hidrogénio em &y 7, 18 (H-8) com o carbono em &c 122,4 (C-9),
acoplamentos *Jcy do hidrogénio em 8y 7,18 (H-8) com os carbonos em 8¢ 137,3 (C4) e em
dc 158,0 (C-6), e do hidrogénio em oy 6,84 (H-7) com o carbono em ¢ 122,4 (C-9), como
mostrado na subestrutura b (Fig. 61b, abaixo)(Tabela 18, p. 89).

Figura 61- Representagéo das correlacfes a longa distancia HMBC de PS-5

a)

3

Fonte: Autor (2016).

A reunido de todos os dados expostos permitiu caracterizar PS-5 como Z-3-(3-
hidroxifenil) propenoato de metila (Fig. 62, p. 89). A literatura cita os dados de RMN
somente para o isdbmero trans, sintetizado por Murray et al., (2013), porém n&o existe nenhum

relato do isolamento do isdmero Z como produto natural.
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Figura 62- Estrutura proposta para PS-5 de acordo com dados da literatura

Fonte: Autor (2016).

Tabela 17- Comparacio dos dados de RMN *H e *C de PS-5 com dados RMN da literatura
do composto Z-3-(3-hidroxifenil) propenoato de metila

Posicdo PS-5 Metil- trans-3-(3-hidroxifenil) propenoato
[(CD3),CO, 300 MHz] (CDCl; 400 MHz)*

oC (padrao de O0H, m e (J em Hz) oC (padrao de oH, m e (J em Hz)
hidrogenacéo) hidrogenacéo)

1 167,2(C) - 168,1 (C) -

2 120,1 (CH) 5,94d (12,8) 114,6 (CH) 6,4 d (16,0)

3 143,1 (CH) 6,91d (12.8) 145,3 (CH) 7,65d (16,0)

4 137,3(C) - 135,7(C) -

5 117,7 (CH) 7,22t(1,6) 117,8 (CH) -

6 158,0 (C) - 156,3(C) -

7 117,3 (CH) 6,84 dt (1,6; 7,9) 117,7(CH) 6,91 ddd (8,0; 2,5; 1,0)

8 130,0 (CH) 7,18t (7,9) 130,1(CH) 7,21-7,27m

9 122,4 (CH) 7,07d (7,9) 120,7(CH) 7,02-7,09 m (2H)

10 51,6 (CHa) 3,685 52,0 (CH,) 3,825 (3H)

Legenda: J=constante de acoplamento; m= multiplicidade; d= dubleto; t= tripleto; s= singleto.
Fonte: * Murray et al., (2013).

Tabela 18- Dados RMN *H e **C e correlacdes heteronuclear *H,**C-HSQC e **C-HMBC n J
(n= 2 e n= 3) de PS-5 [300x 75 MHz (CD3),CO]

Posicao PS-5 HSQC PS-5 HMBC
8C H, m e (J em Hz) ZJCH %JCH

1 167,2 - - H-10; H-3
2 143,1 5,94 d (12,8) H-3 -

3 120,1 6,91d (12.8) - -

4 137,3 - H-3; H-5 H-8
5 117,2 7,22t(1,6) - H-7
6 158,0 - H-5 H-8
7 122,4 6,84 dt (1,6; 7,9) - -

8 130,0 7,181 (7,9) -- --

9 117,3 7,07 d (7,9) H-8 --
10 51,6 3,68 -- --

Fonte: Autor (2016).



Figura 63- Espectro de Massa (EM-ESI, 70 eV ) apresentado por PS-5
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quu ra 64- Espectro de absorcdo na regiéo do infravermelho de PS-5
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Figura 65- Espectro de RMN *H [300 MHz, (CD5),CO] de PS-5
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Figura 66- Espectro RMN de **C [75 MHz, (CD3),CO] de PS-5
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).



Figura 67- Espectro RMN de DEPT 135° [75 MHz, (CD3),CQO] de PS-5

Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).




93

Figura 68- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,*C — HSQC e
expanséo [300 x 75 MHz, (CD3),CO] de PS-5
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Figura 69- Ampliacdo do espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H,*H
— COSY [300 MHz, (CDs),CQ] de PS-5
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Figura 70- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H,"*C — HMBC

[300 X 75 MHz, (CD5),CO] de PS-5
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6.6 Determinacao estrutural de PS-6

Sucessivas cromatografias da fracdo dicloro do extrato bruto BD-21d levou ao
isolamento de um so6lido marrom (3,6 mg) denominado de PS-6.

O espectro RMN *H (500 MHz, CDs;OD) de PS-6 (Fig. 75, p. 100) mostrou
semelhanga com o de PS-3 (Fig. 50, p. 80), especialmente em relacdo a trés absorcfes na
regido de hidrogénios aromaticos em 6y 6,77 (1H, dd, J=8,2 Hz, H-5), oy 7,40 (1H, dd, J= 8,2;
1,9 Hz, H-6) e em oy 7,43 (1H, d, J=1,9 Hz, H-2), sugerindo a presenca do sistema 1,2,5-
trissubstituido.

Através de anélise no espectro RMN **C — CPD (125 MHz, CDsOD) e do
espectro de correlagdo heteronuclear 'H-*C HSQC (Figuras 76 e 77, p. 100 e 101
respectivamente), foi possivel observar a presenca de 7 linhas espectrais relacionadas a trés
carbonos nédo-hidrogenados em &¢ 151, 0 (C-4), em d¢ 145,9 (C-3) e em dc 125,5 (C-1), 3
carbonos metinicos em d¢c 123,8 (C-6), em 6c 118,0 (C-2) e em 115,8 (C-5), além de um
carbono carbonilico em 6¢ 172,1 (C-1") (Tabela 19, p. 98).

A anélise do espectro RMN de correlacdo homonuclear *H,'H COSY (Fig. 78, p.
101) possibilitou a visualizagdo de acoplamento vicinal do hidrogénio em 6y 6,77 (H-5) com o

hidrogénio em &y 7,40 (H-6), como mostrado na subestrutura abaixo (Fig. 71).

Figura 71-Acoplamento homonucleares de PS-6

Fonte: Autor (2016).

O espectro de correlacdo heteronuclear *H, **C-HBMC (Fig. 79, p. 102) mostrou
acoplamentos %Jci do hidrogénio em &y 7,43 (H-2) com os carbonos em ¢ 172,1( C-17), em
dc 151, 0 (C-4) e em d¢c 123,8 (C-6), e também do hidrogénio em 6y 7,40 (H-6) com o
carbono em dc¢ 151,0 (C-4), como mostrado na subestrutura a (Fig. 72a, p. 97). Este espectro
ainda mostrou correlagcfes 2Jcn do hidrogénio em &y 6,77 (H-5) com o carbono em 6¢c 151,0
(C-4) e do hidrogénio em &y 7,43 (H-2) com o carbono em d&¢ 1459 (C-3). Em adigéo,
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também foram visualizados acoplamentos *Jcy do hidrogénio & 6,77 (H-5) com os carbonos
em 6c¢ 125,5 (C-1) e em 6¢ 145,9 (C-3), e do hidrogénio em oy 7,40 (H-6) com o carbono em
d¢ 118,0 (C-2), como mostrado na subestrutura b (Fig. 72, abaixo)(Tabela 20, p. 99).

Figura 72- Representacéo das correlacOes heteronucleares de PS-6

b) H
C a
" X
W
g
& \_/d/H

H D OH
Fonte: Autor (2016).

O espectro de massa de baixa resolucdo (Fig. 74, p. 99) revelou um pico ion
molecular com m/z sililada igual a 370, correspondente a formula molecular C;HgO, com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 5.

A andlise dos dados apresentados permitiu confimar que PS-6 trata-se do &cido
3,4-diidroxi-benzéico (Fig.73, p. 98), de carater inédito no género Periconia.

Esse composto ja foi isolado da planta Trichomanes chinense L.
(Hymenophllaceae) por Syafini, Putra e Arbain (2012), onde apresentou significativa
atividade antimicrobiana frente a cepas de Salmonella thypimurium ATCC 14028 NCTCC
12023, e mostrou potencial antioxidante 1,8 vezes mais eficiente que o &cido ascérbico e igual
ao acido galico. Em um outro estudo este composto mostrou atividade contra produtos de
glicacdo avancada (AGEs) com valores de IC50 1, 2 vezes maior que a quercetina e 20 vezes
que a aminoguanidina (FERCHINI et al., 2012).
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Figura 73- Estrutura quimica do composto isolado como PS-6
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Fonte: Autor (2016).

Tabela 19- Dados de *H e *3C de PS-6 e comparagdo com a literatura

Po- PS-6 Acido 3,4 diidroxi-benzéico* o o e
Sicio (CD:0D, 500 MHz) (DMSO. 500 MHz2) Acido 3,4diidroxi-benzéico
(Acetona, 25 MHz)
6C (padrao
de OH, mult. E o0C (padrao de OH, mult. e o0C (padrao de
) (Jem Hz) hidrogenacéo) (Jem Hz) hidrogenacéo)
hidrogenacéo)
r 172,1(C) - 170,4 - 169,4
1 125,5(C) - 123,3 - 1224
2 118,0 (CH) 7,43d (1,9) 117,9 7,44.d (2,0) 117,5
3 145,9 (C) 146,2 - 1453
4 151,0 (C) - 151,6 - 150,8
5 115,8 (CH) 6,77 d (8,2) 124,0* 6,79 d (6,0) 1159
6 123,8 (CH) 7,40 dd (8,2; 1,9) 115,9* 7,42 dd (6,0;2,0) 124,0

Fonte:* Syafini,Putra e Arbain (2012); * Scott (1972). *trocou. Legenda: d=dubleto; multi=multiplicidade.



99

Tabela 20 - Dados RMN *H e *3C e correlacdes heteronuclear *H,**C-HSQC e **C-HMBC n J
(n=2en=3) de PS-6 [500 x 125 MHz, (CD3;0D)]

L oC (padrao , ,
Posica de OH, mult. e (J em J J
Hz) CH CH
hidrogenacéo)
I 172,1(C) -- -- H-2
1 1255 (C) -- -- H-5
2 118,0 (CH) 7,43d (1,9) - H-6
3 145,9 (C) H-2  H-6
4 151,0 (C) - H5  H-6
5 115,8 (CH) 6,77 d (8,2) - -
6 123,8 (CH) 7,40 dd (8,2; 1,9) -- H-2

Figura 74 - Espectro de massa de baixa resolucao obtido em CG/EM de PS-6 sililada
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Fonte: Central analitica-UFC (2015).



Figura 75- Espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de PS-6
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 76- Espectro RMN de **C (125 MHz, CD30D) de PS-6
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 77- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H,"*C — HSQC

[500 x 125 MHz, (CD;0D] de PS-6

Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 78- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H,*H — COSY [500

MHz, (CDs;0D)] de PS-6

Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 79 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,"*C — HMBC
[500 x 125 MHz, (CD;0D)] de PS-6
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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6.7 Determinacao estrutural de PS-7

Sucessivas cromatografias da fracdo diclorometano, obtida apos particéo liquido-
liquido do extrato bruto de P. hipidula, resultou na obtencdo de 170,0 mg de um solido
cristalino em forma de agulha de cor clara, denominado de PS-7.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de PS-7 (Fig. 84, p. 107)
mostrou absorcdes intensas tipicas de estiramento axial de ligacio O-H em 3262 cm™,

1 além de estiramento axial de

estiramento axial de ligagdo H-C assimétrico em 2969 cm -
carbonila C=0 conjugada de éster em 1712 cm™, e de ligagdo C=C em 1670 e 1636 cm *, e
de ligacdo C-O em 1117 cm™.

A anélise no espectro de RMN *H (300 MHz, CDs0D) (Fig 85, p. 107) revelou
um sinal intenso de um grupo metila em oy 1,23 (3H, d, J= 6,4 Hz, H-10) além de quatro
absorgdes relativas a hidrogénios olefinicos em 6y 5,88 (1H, dd, J= 0,93; 12,6 Hz, H-2), oy
5,82 (1H, dd, J= 2,6; 12,6 Hz, H-3), 84 5,63 (1H, dd, J=7,0; 15,9 Hz, H-5) e o4 5,56 (1H, J=
7,6; 15,9 Hz, H-6). Em adigdo, foram observadas absor¢des em 6y4,13 (1H, ddd, J=3,4; 7,6;
11,6 Hz, H-7), 84 4,69 (dd J= 2,6 e 7,0 Hz, H-4) ¢ 64 5,26 (1H, ddqua, J= 3,4; 11,6; 6,4 Hz,
H-9), que foram atribuidas a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados.

A anélise comparativa dos espectros de RMN **C — CPD (75 MHz, CD3;0D) com
0 espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear a uma ligacéo *H, *C — HSQC
e DEPT 135° (Figuras 86-88, p.108 e 109), possibilitou atribuir o padréo de hidrogenacéo a
todos os carbonos presentes na molécula. Apos a andlise destes dados, foi possivel determinar
a presenca de 1 carbono metilico, 1 metilénico, 7 metinicos e 1 carbono carbonilico,
possivelmente de fungéo éster em 6 170,4 (C-1) (Tabela 21, p. 106). Os carbonos metinicos
insaturados em 6¢ 138,8, 138,0, 131,2 ¢ 123,0 foram correlacionados aos hidrogénios em oy
5,88 (1H, dd, J= 0,93; 12,6 Hz, H-2), 5, 82 (1H, dd, J= 2,6; 12,6 Hz, H-3), 5,63 (1H, dd,
J=7,0; 15,9 Hz, H-5) e 5,56 (1H, dd, J=7,6; 15,9 Hz, H-6), respectivamente, confirmando a
existéncia de duas ligagcdes duplas dissubstituidas. As outras absor¢des em o¢ 73,0, 72.3, 70,3
foram atribuidas a carbonos metinicos oxigenados.

A analise do espectro de correlagdo homonuclear COSY (Fig. 89, p. 110),
possibilitou a visualizacdo das correlagdes entre o hidrogénio metinico em oy 4,13 (H-7) e 0s
hidrogénios metilénicos diastereotopicos em oy 1,88 e 1,72 (2H-8), além das correlagdes
entre o hidrogénio em 6y 5,26 (H-9) com os hidrogénios em oy 1,88 e 1,72 (2H-8) e 6y 1,23
(H-10), como mostrado na subestrutura abaixo (Fig. 80a, p. 104). Outras correlacfes foram

observadas entre o hidrogénio em 6y 4,13 (H-7) com os hidrogénios em 6y 5,63 (H-5) e oy
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1,88 e 1,72 (2H-8) na Fig. 80b (abaixo), além das correlagdes dos hidrogénios em oy 5,82 (H-
3) com os hidrogénios em oy 4,69 (H-4) e oy 5,88 (H-2), e do hidrogénio em oy 4,69 (H-4)
com os hidrogénios em &y 5,63 (H-5) e 6y 5,56 (H-6) (Fig. 80c, abaixo).

Figura 80- Subestruturas a, b, ¢ mostrando as correlagées homonucleares *H, *H presentes na
PS-7

OH

£ Ay
0 HaC\/ 4 J\lfvu"

Fonte: Autor (2016).

A analise do espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia- HMBC (Fig.
90, p. 110) permitiu a visualizacdo de acoplamentos a duas ligacdes (%) cn) entre o0s
hidrogénios do grupo metila em 6¢ 21,7 (C- 10) e do grupo metilénico em oy 1,88 e 1,72 (2H-
8) com o carbono em d¢ 70,3 (C-9), além dos acoplamentos (3J cn) do hidrogénio em oy 5,26
(H -9) com o carbono em 6¢ 170,4 (C-1), e do hidrogénio em oy 1,23 (H-10) com o carbono
em ¢ 44,1 (C-8) (Fig. 81a, p. 105). Em adicdo, este espectro ainda mostrou correlacdes 2J ¢y
do hidrogénio em &y 4,69 (H-4) com os carbonos dc 138,0 (C-3) e 131,2 (C-5), e do
hidrogénio em 84 5,88 (H-2) com o carbono em 8¢ 170,4 (C-1), além de correlacdes (%J i) do
hidrogénio em &y 5,82 (H-3) com o carbono em &¢c 170,4 (C-1)(Fig. 81b, p. 105). Foi
possivel ainda visualizar os acoplamentos 3J ¢y do hidrogénio em 0oy 4,13 (H-7) com o
carbono em d¢ 131,2 (C-5), e dos hidrogénios em 6y 1,88 € 1,72 (2H-8) com o carbono em ¢
73,0 (C-7), além de um acoplamento *J ¢y dos hidrogénios em 8y 1,88 e 1,72 (2H-8) com o
carbono em o¢ 138,8 (C-6) (Fig. 81c, abaixo )(Tabela 22, p. 106).
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Figura 81- Subestruturas a, b, c e correlagdes HMBC de PS-7

Fonte: Autor (2016).

O espectro de massa revelou para PS-7 um pico ion molecular m/z =221, 0795
[M+23] * com férmula molecular CyoH1404 (calc. 221,0784; erro= 4,98 ppm ) e indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a 4 (Fig. 83, p. 106).

A partir da analise dos dados descritos foi possivel inferir que PS-7 tratava-se de
um composto ciclico da classe dos nonelidos, mais especificamente o modiolido A {lit. [a]*®5
-+ 42° (c 0,25, MeOH), 188,85- 190,85 °C} (Fig. 82, abaixo).

Figura 82- Estrutura quimica de PS-7 (modiolido A)
OH

o} CH;

Fonte: Autor (2016).

Essa substancia ja foi isolada a partir dos fungos Paraphaeosphaeria sp (TSUDA
et al., 2003), Stagonospora cirsii (EVIDENTE et al., 2008), curvularia sp. (GREVE et al.,
2008 e TRISUWAN et al., 2011) e Periconia siamensis (BHILABUTRA et al., 2007), e
apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas de Micrococcus luteus, Sthaphylococus
aureus ATCC, Sthaphylococus aurus, Microsporum gypseum, Bacillus cereus, Listeria

monocytogenes e Pseudomonas aeroginosa.
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Tabela 21- Comparacéo dos dados de RMN *H e **C de PS-7 com os dados relatados para o
Modiolido A

Posicao

PS-7

(CD,0D, 300 MHz)

o0C (padrao de
hidrogenacéo)

OH, mult. e (J em Hz)

0C (padrio de

Modiolido A
(CD;0D, 600 MHz) *

hidrogenacao)

oH, mult. e (J em Hz)

1 1704 170,9

2 123,0 5,88 dd (0,93; 12,6) 1237 585dd (1,5;12,3)

3 138,0 5,82 dd (2,6, 12,6) 1387 5,83 dd (3,5; 12,3)

4 72,3 4,69 dqua (2,6; 7,0) 73,0 4,68 br dd (3,5; 7,3)

5 131,2 5,63 dd (7,0; 15,9) 131,8 5.61 dd (7,3; 15,8)

6 138,8 5,56 dd ( 7,6; 15,9) 139,4 5,56 dd (7,5; 15,8)

7 73,0 4,13 ddd (3,4; 7,6; 11,6) 73,6 4,12 ddd (2,5; 7,5; 11,4)

8 44,1 (0)1,72 dt (14,0; 11,6) 44,7 (0)1,71 dt (14,0; 11,4)
(B) 1,88 dt (14,0; 3,4) (B)1,87 dt (14,0 2,5)

9 70,3 5,26 ddqua (3,4; 11,6; 6,4) 70,9 5,25 ddqua (2,5; 11,4; 6,7)

10 21,7 1,23d (6,4) 22,4 1,22.d (6,7)

Legenda: J=constante de acoplamento; m= multiplicidade; d= dupleto; qua= quarteto; t=tripleto.
Fonte:' (TSUDA et al., 2003).

Tabela 22- Dados RMN *H e *3C e correlacdes heteronuclear *H,**C-HSQC e *C-HMBC "J
(n=2 e n=3) de PS-7 (CD;0D, 125 x 300 MHz)

Posicdo PS-7 HSQC PS-7 HMBC
6C 6H, m e (J em Hz) 2JCH %JCH
1 170,4 --- H-2 H-3, H-9
2 123,0 5,88 dd (0,93; 12,6) H-3 H-4
3 138,0 5,82dd (2,6, 12,6) H-2, H-4 H-5
4 72,3 4,69 dqua (2,6; 7,0) H-3, H-5 H-2, H-6
5 131,2 5,63 dd (7,0; 15,9) H-4, H-6 H-3, H-7
6 138,8 5,56 dd ( 7,6; 15,9) H-5 H-4, H-8 (o, B)
7 73,0 4,13 ddd (3,4; 7,6; 11,6) H-6, H-8 (0. B)
8 44,1 (0)1,72 dt (14,0; 11,6) H-7, H-9 H-10
(B) 1,88 dt (14,0; 3,4)
9 70,3 5.26 ddqua (3,4; 11,6; 6,4) H-8 (a, B), H10
10 21,7 1,23d (6,4) H-8 (a, B)
Fonte: Autor (2016).
Figura 83- Espectro de massa (EM- ESI. 70 eV) de PS-7
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Fonte: LEMANOR-UFC (2015).



Figura 84- Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de PS-7
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Fonte: LABIO-UFC (2015).

Figura 85- Espectro de RMN *H (300 MHz, CD;0D) de PS-7

Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

107



108

Figura 86- Espectro RMN de **C (75 MHz, CD;0D) de PS-7
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 87- Espectro RMN de DEPT 135° (300 x 75 MHz, CD30D) de PS-7
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Figura 88- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,*C — HSQC e

expansdes (300 x 75 MHz, CD30D) de PS-7
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 89- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H,'H — COSY (300

MHz, CD;0D) de
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

PS-7

Figura 90- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,"*C — HMBC

(300 x 75 MHz, CD3;0D) de PS-7
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3.8- Determinacéo estrutural de PS-8

Sucessivas cromatografias da fracdo diclorometano, obtida apos parti¢éo liquido-
liquido do extrato bruto de P. hipidula, resultou na obtencdo de 17,0 mg de um solido
cristalino em forma de agulhas de cor marrom clara, denominado de PS-8.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de PS-8 (Fig. 96, p. 117)
mostrou absorcdes intensas tipicas de estiramento axial de ligacio O-H em 3391 cm™,
estiramento axial de ligacdo H-C assimétrico em 2974 e 2922 cm e de H-C simétrico em
2870 cm ", além de estiramento axial de carbonila C=0 conjugada de éster em 1700 cm™, e

! e de ligacdio C-O em 1110 cm™.

de ligagdo C=C em 1632 cm ~

O espectro RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de PS-8 (Fig. 97, p. 117) mostrou-se
muito semelhante a PS-7 (Fig. 85, p. 107) e permitiu sugerir 0 mesmo esqueleto para ambas
as substancias devido a existéncia de 4 absorgdes relativas a hidrogenios olefinicos em oy
6,10 (1H, dd, J=12,6, 1,9 Hz, H-2), 64 6,27 (1H, dd J=12,6; 3,2 Hz, H-3), 64 6,66 (1H, dd,
J=15,9, 1,5 Hz, H-5) ¢ em &y 6,02 (1H, dm, J=15,9; Hz, H-6), trés absorcdes relacionadas a
hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em 6y 5,24 (1H, dm, J= 7,8Hz, H-4), em oy 4,76
(1H, s largo, H-4) ¢ em 6y 6,14 (1H, m, H-9), além da presenca de uma metila em 3y 1,19
(3H, d, J=6,5 Hz, H-10).

A andlise comparativa dos espectros de RMN **C — CPD (125 MHz, CD;0D)
com o espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear a uma ligacdo *H, *C —
HSQC (Figuras 98 e 99, p. 118 e 119, respectivamente), possibilitou atribuir a existéncia de
10 linhas espectrais contendo o mesmo padrdo de hidrogenacdo de PS-7. Os carbonos
metinicos em d¢c 123,0 (C-2) e ¢ 138,3 (C-3) foram relacionados aos hidrogénios em dy
6,10 (H-2) e 6,27 (H-3), respectivamente, e determinaram a presenca de uma ligacdo dupla
dissubstituida com estereoquimica cis. Por outro lado, os carbonos em ¢ 126,0 (C-5) e 138,5
(C-6) mostraram correlagdo com os hidrogénios em oy 6,66 (H-5) e 6,02 (H-6), e
determinaram a outra ligacdo dupla como sendo trans-dissubstituida. Além disso, foi ainda
visualizar uma absor¢do em ¢ 170,4 (C-1), tipica de carbono carbonilico possivelmente de
éster (Tabela 23, p. 115).

A andlise do espectro de correlacdo homonuclear COSY (CsDsN, 500 MHz) (Fig.
100, p. 120), possibilitou a visualizagdo das correlagdes vicinais entre os hidrogénios do
grupo metilico em &y 1,19 (H-10) com o hidrogénio em 6y 6,14 (H-9) e com os do grupo
metilénico em oy 1,94 e 1,88 (2H-8), além da correlagdo do hidrogénio em 6y 4,76 (H-7) com
0 hidrogénio olefinico em 6,02 (H-6) e com o grupo metilénico em em 6y 1,94 e 1,88 (2H-8),
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como mostrado na subestrutura a (Fig. 91a, abaixo). Outras correlagdes foram observadas
entre o hidrogénio em &y 5,24 (H-4) com os hidrogénios em dy 6,66 (H-5) e 6,27 (H-3), entre
os hidrogénios em &y 6,10 (H-2) e 6 6,27 (H-3), e entre o hidrogénio em 6y 6,02 (H-6) com o
hidrogénio em oy 6,66 (H-5) e oy 4,76 (H-7). Além destes, foram ainda observados
acoplamentos alilicos entre o hidrogénio em oy 5,24 (H-4) com os hidrogénios em Jy 6,02

(H-6) e 64 6,10 (H-2), como mostrado na subestrutura b (Fig. 91b, abaixo).

Figura 91- Subestruturas a, e b mostrando as correlages homonucleares *H, *H presentes na
PS-8

Fonte: Autor (2016).

A analise do espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia- HMBC (500
X 125, CD;0D) (Fig. 101, p. 121) permitiu a visualizacdo de acoplamentos (%J cn) entre o
hidrogénio em 5,78-5,76 (H-3) com o carbono carbonilico em 6¢ 170,4 (C-1), do hidrogénio
em oy 4,7 (H-4) com o carbono em 6¢ 138,5 (C-6), ¢ do hidrogénio em &y 5,78-5,76 (H-2)
com o carbono em d¢c 73,0 (C-4), como mostrado na subestrutura a (Fig. 92a, p. 113). Em
adicéo, este espectro ainda mostrou acoplamentos (3J c) dos hidrogénios do grupo metilico
em oy 1,19 (H-10) com o carbono metilénico em d¢ 41,4 (C-8), ¢ do hidrogénio em oy 5,55
(H-9) com o carbono carbonilico em 6¢c 170,4 (C-1), como mostrado na subestrutura b (Fig.
92b, p. 113). A partir desta analise, foi possivel determinar a posicéo relativa dos dois grupos
hidroxilas em C-7 e C-4, e as duplas ligagbes am C5-C6 e C-2-C3 (Tabela 24, p. 116).
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Figura 92- Subestruturas a, b e correlagdes HMBC de PS-8

Fonte: Autor (2016).

A partir da analise destes dados foi possivel inferir que PS-8 também se tratava de um
composto ciclico da classe dos nonelidos, com estereoquimica relativa apresentada na Figura
abaixo (Fig. 93, abaixo). Levando-se em consideracdo os deslocamentos quimicos dos
carbonos em 6¢ 126,0 (C-5), 6¢ 68,1 (C-7), 6c 41,4 (C-8) e 8¢ 67,7 (C-9), que se encontram em
regido de protecdo quando comparadas as absorgdes em o¢c 131,2 (C-5), d¢c 73,0 (C-7), oc
44,1(C-8) e em d¢c 70,3 (C-9) de PS-7, pdde-se inferir que o grupo metila em C-10 e a
hidroxila em C-7 deveriam estar axialmente orientados causando um “efeito gama gauche”

de protecéo.

Figura 93- Estereoquimica proposta para PS-8, e comparacdo com a de PS-7

PS-7 PS-8

10CHj

Fonte: Autor (2016).

O espectro de massa de baixa resolugdo confirmou a estrutura proposta atraves do
pico ion molecular m/z =198 compativel com a férmula molecular C10H1404 € indice de

deficiéncia de hidrogénio igual a 4 (Fig. 95, p. 116).
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A estrutura apresentada para PS-8 é idéntica & proposta por Shimada et al., (2002)
para o fusanolido B. No entanto, uma anélise detalhada nos dados RMN de *H e **C de ambos
0s compostos, revelou que os dados sugeridos para o fusanolido B sdo mais compativeis com
o0 dados encontrados para 0 modiolido A (PS-7), conforme mostrado na Tabela 23 (p. 115).

Embora tenham sido realizados experimentos de NOESY e NOE diferencial, as
correlacdes visualizadas ndo nos permitiram afirmar que sdo unicamente geradas pela
aproximacdo espacial ou entre hidrogénios do mesmo lado do plano. Desse modo, a
estereoquimica proposta s6 podera ser definitivamente confirmada através de reacdo de
esterificacdo de Mosher, ou ainda experimentos de raios-X.

Com base na discussdo anterior foi possivel sugerir que PS-8 possui carater
inédito na literatura, apresentou {[a]* D (c 0,2 MeOH)= . 71,8% p.f.; 188,85- 190,85 °C }
(Fig. 94, abaixo).

Figura 94-Estrutura proposta para PS-8
OH

4

OH

O
\)
O
O
O

Fonte: Autor (2016).

Testes de atividade antimicrobiana utilizando PS-8 contra cepas de fungos
patogénicos Candida parapsilosis (ATCC® 22019™) ¢ Candida krusei (ATCC® 14243™),
revelou uma redugdo do crescimento de células fungicas na concentracdo de 500 pg/ mL. A
atividade citotoxica realizada frente a linhagem de células cancerigenas de colon (HCT-116) e
mama (MCF-7) ndo apresentou inibicéo significativa em relacdo ao padréo testado.



Tabela 23- Comparacéo dos valores RMN de *H e **C para o PS-8, Modiolido A e Fusanolido B da literatura

PS-8 PS-8 Fusanolido B Modiolido A
Po (CsDsN, 500 MHz) (CD;0OD, 500 MHz) (CD;0D, 500 MHz)* (CD;0D, 600 MHz)?
si- oC 6C &6C 6C
OH, mult. e oH, mult. e oH, mult. E OH, mult. e
céo (padréo de (padréo de (padréo de (padréo de L
. . (JemHz) . . (JemHz) ] . (JemHz) . . (JemHz)
hidrogenacéo) hidrogenacao) hidrogenacéo) hidrogenacéo)
1 169,1 (C) - 170,4 (C) - 171,0 (C) - 170,9(C)
2 122,3 (CH) 6,10 dd (12,6;1,9) 123,0 (CH) 5,78-5,76 123,7 (CH) 5,9dd (12,2; 1,0) 123,7 (CH) 5,85dd (12,3;1,5)
3 138,3 (CH) 6,27 dd (12,6; 3,2) 138,3 (CH) 5,78-5,76 138,8 (CH) 5,83 dd (12,2; 2,4) 138,7 (CH) 5,83 dd (12,3; 3,5)
4,7dd
4 72,6 (CH) 5,24 dm (7,8) 73,0 (CH) (7.0:12) 73,0 (CH) 4,65 ddd (7,8; 2,4; 1,0) 73,0 (CH) 4,68 br dd (3,5; 7,3)
5 127,2 (CH) 6,66 dd (15,9;1,5) 126,0 (CH) 5,84-5,83 131,8 (CH) 5,65dd (15,7; 7,2) 131,8 (CH) 5.61dd (15,8; 7,3)
6 139,4 (CH) 6,02 dm (15,9) 138,5 (CH) 5,84-5,83 139,5 (CH) 5,55 dd (15,7; 8,3) 139,4 (CH) 5,56 dd (15,8; 7,5)
4,12 ddd
7 67,3 (CH) 4,76 s 68,1 (CH) 4,49 dd 73,7 (CH) 4,12 ddd (3,4; 8,3; 11,2) 73,6 (CH)
(2,5, 7,5;11,4)
(o) 1,94 d (14,4) 1,86- 1,77 (o) 1,73 ddd (13,7; 11,2; 11,2) (o) 1,71dt (14,0;11,4)
8 41,7 (CH,) 41,4 (CH,) 44,8 (CH,) 44,7 (CH,)
(B) 1,88dm (14,4) (m) (B) 1,90 ddd (13,7; 3,4; 1,9) (B) 1,87 dt (14,02,5)
5,25 ddqua
9 66,9 (CH) 6,14 m 67,7 (CH) 5,55 m 71,0 (CH) 5,25 ddqua(1,9; 11,2; 6,4) 70,9 (CH)
(2,5;11,4;6,7)
10 21,9 (CH3) 1,19d (6,5) 21,7 (CHy) 1,19d (6,6) 22,4 (CH,) 1,21d (6,4) 22,4 (CH,) 1,22d (6,7)
OH - 7,16 sL (OH-4) - - - - - -
OH 6,57 sL (OH-7) -- -

Fonte: “Shimada et al., (2002).  Tsuda et al., (2003).
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Tabela 24 - Correlacdes heteronucleares *H, *C HSQC e HMBC de PS-8 (CDs;OD, 500 x

125 MHz)

Posicdo

©O© 00 N O o B~ W N e

=
o

PS-8 HSQC

dc
170,4
123,0
138,3
73,0
126,0
138,5
68,1
41,4
67,7
21,7

Sy, me (Jem Hz)
5,78-5,76
5,78-5,76

4,7 dd (7,0; 1,2)
5,84-5,83
5,84-5,83

4,49 dd
1,86-1,77 (m)
555 m
1,19d (6,6)

PS-8 HMBC
ZJ CH 3J CH
H2  H-3,H9
- H-11
H-4 -
H-4 -
H-4 -
H-7,H-9  H-10

Figura 95— Espectro de massa de baixa resolucdo CG/EM PS-8
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Fonte: Central analitica- UFC (2015).
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Figura 96- Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de PS-8
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Fonte: LABIO-UFC (2015).

Figura 97- Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de PS-8

874
15802

Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 98- Espectro RMN de *C (125 MHz, CD3;0D) de PS-8
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 99- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,*C — HSQC e
expansdes (500 x 125 MHz, CD3;0D) de PS-8
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 100- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H,'H — COSY
(500 MHz, CD30D) de PS-8

Fonte CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 101- Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H,**C — HMBC
(500 x 125 MHz, CD50D) de PS-8
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Fonte:€ENAUREMN-UFC (2015).
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6.9- Determinacao estrutural de PS-9

Sucessivas cromatografias da fracdo obtida por meio de particdo liquido-liquido
com diclorometano do extrato MPD, resultaram na purificacdo de 25,0 mg de uma resina
marrom denominada de PS-9.

O espectro de absorgéo na regido do infravermelho de PS-9 (Fig. 107, p. 127)
mostrou absorcdes intensas tipicas de estiramento axial de ligacdo O-H em 3412 cm™, de

! além de estiramento axial

de carbonila C=0 conjugada de éster em 1711 cm™, de ligacdo C=C em 1654 e 1557 cm *, e

estiramento axial de ligacdo H-C assimétrico em 2978 e 2928 cm ~

de ligagdo C-O em 1163 cm™.

O espectro RMN *H (500 MHz, CD;0D) de PS-9 (Fig.108, p.128) mostrou-se
muito semelhante ao de PS-7(Fig. 85, p.107), particularmente pela presenca dos hidrogénios
olefinicos em 8y 5,82 (1H, d, J=10,6 Hz, H-2), 64 6,67 (1H, dd, J=10,6; 1,4 Hz, H-3), 64 6,11
(1H, d largo J=15,3 Hz, H-4) e 84 5,64 (1H, dd, J=15,3; 9,5 Hz, H-5), além das absor¢des
relativas a dois grupos de hidrogénios metilénicos diastereotopicos em 6y 2,05 (1H, ddd, J=
13,9; 9,2; 3,8 Hz, H-7a), em 84 1,68 (1H, m, H-7b), em &y 1,86 (1H, dd largo J=15,3; 9,3 Hz,
H-8a) e em 6y 1,59 (1H, m, H-8b). A principal diferenca deveu-se a apenas duas absorgoes
intensas em oy 4,16 (1H, dt, J=9,5; 3,8 Hz, H-4) e em 614,94 (1H, t, J= 6,5, H-9) em regiédo
tipica de hidrogénios oxigenados.

Os espectros RMN *C — CPD (125 MHz, CD3;OD) e de correlagdo heteronuclear
'H, BC- HSQC (300x75 MHz, [CD5),CO]) (Figuras 109 e 110 p. 129) permitiram atribuir o
padréo de hidrogenacdo a 10 linhas espectrais presentes no espectro RMN “*C, distribuidas
em 2 carbonos metilénicos, 7 carbonos metinicos e 1 carbono ndo-hidrogenado (Tabela 25, p.
126). O carbono em 6¢ 38,5 (C-7) exibiu correlagdo com os hidrogénios diastereotopicos em
dn 2,05 e 1,68 (2H-7) e o carbono em ¢ 31,4 (C-8) exibiu correlagdo com os hidrogénios
diastereotopicos em 6y 1,86 e 1, 59 (2H-8). As absorgdes intensas em dc 74,8 (C-6) e d¢c 74,3
(C-9) foram atribuidas a carbonos oximetinicos, que exibiram correlacbes com os hidrogénios
com absorg¢des em oy 4,16 (H-6) e em 6y 4,94 (H-9), respectivamente. Os outros trés carbonos
metinicos tiveram absor¢des em regido de carbonos insaturados em 6¢ 126,3 (C-2), 141,6 (C-
3), 127,5 (C-4) e 141,8 (C-5). 0 carbono-hidrogenado em &¢ 170,5 (C-1) confirmou a presenga
de uma carbonila, possivelmente de éster.

O espectro de massa de baixa resolucdo (Fig. 106, p. 127) revelou um pico ion
molecular com m/z [M+H"] igual a 182, correspondente & formula molecular C1oH1405 com

indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 4.
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A anélise do espectro de correlagdo homonuclear *H, *H, (COSY, Fig.111, p. 130)
mostrou acoplamentos geminais entre o hidrogénio em oy 2,05 (H-7eq) com o hidrogénio em
oy 1,68 (H-7ax), e do hidrogénio em 6y 1,86 (H-8eq) com o hidrogénio em oy 1,59 (H-8ax).
Também foi possivel a visualizagdo de acoplamentos vicinais entre o hidrogénio em oy 4,94
(H-9) com os hidrogénios do grupo metilénico em oy 1,19 (3H-10) e com o hidrogénio com
absor¢ao em oy 1,59 (H-8ax), e entre o hidrogénio em oy 4,16 (H-6) com o0s hidrogénios do
grupo metilénico em oy 2,0 e dy 1,68 (2H-7) ¢ entre o hidrogénio em oy 5,64 (H-5) com o
hidrogénio em &y 4,16 (H-6), como mostrado na subestrutura a (Fig. 102a, abaixo). Em
adicdo, na subestrutura b (Fig. 102b, abaixo) sdo representados acoplamentos entre o
hidrogénio em 6y 6,67 (H-3) com os hidrogénios em 8y 5,82 (H-2) e 6,11 (H-4), e também
entre o hidrogénio em 8y 6,11 (H-4) com os hidrogénios em 6y 5,64 (H-5).

Figura 102 - Representacdo das correlacdes homonucleares *H, *H COSY da substancia PS-9

Fonte Autor (2016).

A estereoquimica relativa da hidroxila equatorialmente orientada no carbono C-6
pdde ser determinada através do valor da constante de acoplamento do hidrogénio em 6y 4,16
(H-6), que exibiu acoplamento axial-axial com o hidrogénio em 6y 1,68 (H-7ax, J=8,7 Hz) e
axial-equatorial com o hidrogénio em &y 2,05 (H-7eq, J=3,8 Hz. Por outro lado, a metila do
centro estereogénico em C-9 encontra-se axialmente orientada devido ao valor da constante
de acoplamento do hidrogénio em oy 4,94 (H-9) que exibiu acoplamento axial-axial com o
hidrogénio oy 1,59 (H8 ax, J=9,3) e equatorial-equatorial com o hidrogénio em 1,86 (H-8eq, J

muito pequeno), como mostrado na Figura a seguir (Fig. 103).
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Figura 103- Representacdo da Estereoquimica de PS-9

Fonte: Autor (2016).

A analise do espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia- HMBC (Fig.
112, p.131) permitiu a visualizacdo de acoplamentos a duas ligacdes (% cn) entre 0s
hidrogénios do grupo metilénico em oy 1,86 e 1,59 (2H-8) com o carbono em ¢ 38,5 (C-7),
do grupo metilénico em oy 2,05 e 1,68 (2H-7) com o carbono em dc 74,8 (C-6), e do grupo
metilico em 8y 1,19 (3H-10) com o carbono em 8¢ 74,3 (C-9), além dos acoplamentos (°J cn)
do hidrogénio em 6y 4,94 (H-9) com o carbono em ¢ 38,5 (C-7), dos hidrogénios do grupo
metilico em &y 1,19 (3H-10) com 0 carbono em ¢ 31,4 (C-8) e do hidrogénio em 6y 4,16 (H-
6) com o carbono em oc 127,5 (C-4)(Fig. 104a, p. 125). Em adicdo, este espectro ainda
mostrou correlacdes 2] cH do hidrogénio em 6y 6,67 (H-3) com os carbonos em &¢ 126,3 (C-
2) e ¢ 127,5 (C-4), do hidrogénio em dy 5,64 (H-5) com o carbono em &¢ 127,5 (C-4), e do
hidrogénio em dy 5,82 (H-2) com o carbono em 3¢ 170,5 (C-1). Foram ainda visualizadas
correlagdes (*J cy) do hidrogénio em 8 6,11 (H-4) com o carbono em &¢ 126,3 (C-2), do
hidrogénio em &y 6,67 (H-3) com o carbono em ¢ 141,8 (C-5), ¢ do hidrogénio em 6y 4,94
(H-9) com o carbono em 6¢ 170,5 (C-1), como mostrado na Fig.104b (abaixo)(Tabela 26, p.
126).
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Figura 104- Representacdo das correlacdes heteronucleares *H, **C- HMBC na molécula PS-
9

Fonte: Autor (2016).

Com base nas informacdes anteriormente apresentadas foi possivel afirmar que o
composto denominado de PS-9 possui estrutura semelhante a do modiolido A (PS-7), e trata-
se do estagonolido E, representada na Figura abaixo (Fig. 105). Os dados de rotacdo dptica
observados foram [a] 5= -137,9 (c 0,25; MeOH), {lit. [o]*°o= - 180 (c 0,2 CHClI5)}.

Figura 105- Estrutura da substancia isolada como PS-9, Estagonolido E

OH

|34\5 6 7
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Fonte: Autor (2016).

Esse composto estd sendo isolado pela primeira vez no género Periconia, porém ja
foi anteriormente isolado do fungo endofitico Stagonospora cirsii (EVIDENTE et al., 2008) e
do fungo marinho Curvularia sp. PSUF22 (TRISUWAN, et al., 2011).



Tabela 25- Comparacdo dos dados de RMN *
estagonolido E da literatura

126

H e *C de PS-9 com os do composto,

PS-9

Estagonolido E

Posi- (CD;0D, 500 MH2) (CDCls, 600 MHz)'
Céo
oC (padrao de OH, mult. e (J em Hz) oC (padrao de 8H, mult. e (J em Hz)"
hidrogenacéo) hidrogenacao)*
1 170,5(C) - 168,2 (C) -
2 126,3 (CH) 5,82 d (10,6) 125,6 (CH) 5,84 d (11,6)
3 141,6 (CH) 6,67 dd (10,6; 1,4) 139,6 (CH) 6,60 dL (11,6)
4 127,5 (CH) 6,11 dL (15,3) 126,6 (CH) 6,12 dL (15,4)
5 141,8 (CH) 5,64 dd (15,3; 9,5) 140,2 (CH) 5,73 dd (15,4; 9,6)
6 74,8 (CH) 4,16 dt (9,5; 3,8) 73,7 (CH) 4,24 ddd (9,6; 9,0; 3,8)
7 38,5 (CH,) eq 2,05 ddd (13,9; 9,2; 3,8) 37,4 (CHy) eq2,08 ddd (14,2; 9,0; 3,8)
ax 1,68 m ax 1,73 ddd (14,2; 9,5; 9,0)
8 31,4 (CH,) eq1,86 ddL (15,3; 9,3) 30,4 (CH,) eq1,85 dd (15,8; 9,0)
ax1,59 m ax 1,6 m
9 74,3 (CH) 4,941 (6,5) 73,2 (CH) 4,98 dq (11,7; 6,5)
10 21,6 (CH,) 1,19d (6,5) 21,1 (CH,) 1,21d (6,5)

Legenda: J=constante de acoplamento; d= dubleto; t=tripleto; L= sinal largo; t= tripleto; m=multipleto. Fonte:

Evidente et al., (2008).

1

Tabela 26 - Dados RMN *H e 3C e correlacdes heteronuclear *H,**C-HSQC e **C-HMBC n J
(n= 2 e n= 3) de PS-9 [ 300x75 MHz, (CD3),CO]

Posicao

~No abhowN

oC
170,5

126,3
141,6
127,5
141,8
74,8
38,5

31,4

74,3
21,6

PS-9 HSQC
oH, mult. e (J em Hz)

5,82 d (10,6)
6,67 dd (10,6; 1,4)
6,11 dL (15,3)
5,64 dd (15,3; 9,5)
4,16 dt (8,7; 3,8)
eq 2,05 ddd (13,9; 9,2; 3,7)
ax 1,68 m
eq1,86 ddL (15,3; 9,3)
ax 1,59 m
4,94 tL (6,0)
1,19d (6,5)

PS-9 HMBC
2J CH %JCH
H-2 H-9
H-3 H-4
H-2 H-5
H-5 H-6, H-3
- H-3
2H-7 -
2H-8 -
2H-7 -
H-10 --
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Figura 106- Espectro de massa de baixa resolugéo obtido em CG/EM de PS-9
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Fonte: Central analitica-UFC (2015).

Figura 107- Espectro de absorcéo na regiéo do infravermelho de PS-9
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Fonte: LABIO-UFC (2015).



Figura 108- Espectro de RMN *H (500 MHz, CD3;0D) de PS-9

Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 109- Espectro RMN de **C (125 MHz, CD;0D) de PS-9
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 110 - Espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear *H,**C — HSQC e

expansdes [300 x 75 MHz, (CD3),CO] de PS-9
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Obs.: o Carbono com 6C 168,7 neste experimento (feito em acetona) ndo apresentou

correlago 2J ¢y com nenhum hidrogénio. Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).



Figura 111- Espectro de RMN bidimensional de correlacio homonuclear *H,'H

[300 MHz, (CD5),CO] de PS-9
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).



131

Fgura 112- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,**C — HMBC

[300 MHz, (CD3),CO] de PS-9
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6.11 Determinacdao estrutural de PS-11

Sucessivas cromatografias da fracdo diclorometano, obtida por meio de particdo
liquido-liquido do extrato MPD, resultaram na purificagdo de 15,0 mg de um solido claro em
formato de agulha, denominado de PS-11.

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho apresentou bandas intensas
resultantes de deformacdo axial em ligacBes O-H (3478 e 3360 cm™), de ligacdo C=0O
conjugada (1640 cm™), além de uma absorgdo em 2924 cm ™ devido ao estiramento de ligacéo
C-H assimétrico (Fig. 117, p. 135).

O espectro de RMN *H [(CD3),CO, 300 MHz] mostrou absorcdes na regido de
hidrogénios pertencentes a anel aromatico em 6y 7,17 (1H, d, J=7,7 Hz; H-5), 7,55 (1H, t, J=
8,4; 7,7 Hz, H-6) e 6,84 (1H, d, J= 8,4 Hz, H-7), sugerindo a existéncia de um sistema 1,2,3-
trissubstituido, além de um singleto largo em oy 12,3 (1H, singleto largo, OH-8), evidenciando
a presenca de uma hidroxila quelada com um grupo carbonila (Fig. 118, p. 136), e de
hidrogénios de um grupo metilénico em 642,74 (1H, dd, J= 17,2, 8,7 Hz, H-2 axial) e o4 3, 07
(1H, dd, J=17,2; 4,1 Hz; H-2 equatorial).

Os espectros RMN **C e de correlacéo heteronuclear *H, **C- HSQC (Figuras 119
e 120, p. 136 e 137, respectivamnte) permitiram atribuir o padrdo de hidrogenacéo a todas as
10 linhas espectrais presentes no espectro RMN **C, distribuidas em 1 carbono metilénico, 5
carbonos metinicos e 4 carbonos ndo-hidrogenados (Tabela 27, p. 134). O carbono metilénico
em d¢ 44,6 (C-2) exibiu correlagdo com os hidrogénios diastereotopicos em 6y 2,74 e 3,07
(2H-2), enquanto que as absor¢oes em d¢ 71,6 (C-3) e 73,3 (C-4) foram atribuidas a carbonos
oximetinicos, através da correlagdo com os hidrogénios em 6y 4,12 (1H, ddd, J=8,7; 7,2; 4,0
Hz, H-3 axial) e 4,68 (1H, dd, J=7,2 Hz; H-4). Além destes, foram observados outros trés
carbonos metinicos em o6c 119,4 (C-5), 137,7 (C-6), 117,2 (C-7), e os carbonos nao-
hidrogenados em regio de carbonos sp® oxigenado em d¢ 163,0 (C-8) e uma carbonila em ¢
204,5 (C-1).

O espectro de massa de alta resolucdo (Fig.116, p. 135) revelou um pico ion
molecular com m/z [M+H"] igual a 195,0655, correspondente a formula molecular C1oH1004
com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 6 (calc. 195,0652; erro =1,54 ppm).

A anélise do espectro de correlagdo homonuclear *H, *H, (COSY, Fig. 121, p.
137) mostrou acoplamentos geminais entre os hidrogénios em &y 2,74 (H-2 axial) e oy 3,07
(H-2 equatorial), além dos acoplamentos do hidrogénio em &y 4,12 (H-2 axial) com o
hidrogénio em 6y 4,12 H-3 (axial), ¢ do hidrogénio em 6y 4,12 (H-3 axial) com o hidrogénio

em oy 4,68 (H-4), como mostrado na subestrutura a (Fig. 113a, abaixo). Em adicdo, na
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subestrutura b (Fig.113b, abaixo0), sdo representados os acoplamentos vicinais entre o
hidrogénio em &y 7,55 (H-6) com os hidrogénios em 6y 7,17 (H-5) e 64 6,84 (H-7).

Figura 113- Representacéo das correlacdes homonucleares *H, *H COSY da substancia PS-11
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Fonte: Autor (2016).
O espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia -HMBC (Fig. 122, p.

138) apresentou acoplamentos a duas ligagdes (2Jc) dos hidrogénios em 8y 2,74 e 3,07 (2H-
2) com os carbonos em d¢ 204,5 (C-1) e 6¢ 71,6 (C-3), do hidrogénio em 64,12 (H-3) com 0
carbono em d¢ 73,3 (C-4), e do hidrogénio em 6y 4,68 (H-4) com o carbono em 6¢ 146,4 (C-
10). Além disso, foram observados os acoplamentos ®Jcy do hidrogénio em &y 4,68 (H-4) com
0s carbonos em o¢ 119,4 (C-5) e d¢ 44,6 (C-2), como mostrado na subestrutura a (Fig. 114a,
abaixo). Na subestrutura b (Fig. 114b, abaixo), s&o mostrados os acoplamentos *Jcy do
hidrogénio em dy 7,55 (H-6) com os carbonos em ¢ 163,0 (C-8) ¢ em d¢ 146,4 (C-10), bem
como o acoplamento do hidrogénio em &y 7,17 (H-5) com o carbono em d¢c 117,2 (C-
7)(Tabela 28, p. 135).

Figura 114- Representacdo das correlagdes HMBC na molécula PS-11

Fonte: Autor (2016).

A reunido dos dados anteriormente citados permitiu inferir que PS-11 trata-se da
3,4-diidro, 3,4,8-triidroxi, 1(2H) naftalelona (Fig.115, abaixo), uma toxina isolada de fungos
patogénicos das espécies Hypoxylon mammatum e Phaeoacremonium aleophilum, possuidora
de atividade fitopatogénica contra Arabidopsis thaliana (BORGSCHULTE, et al., 1991;
MANSOUR, COUCHEL; TABACCHI, 2004). {[0]** D (c 0,1 MeOH)= -3,8 °} lit a]** D (c
0,12 MeOH)= -40° ; ponto de fusdo lit 177-178 °C}.
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Figura 115- Substancia isolada como PS-11
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Fonte: Autor (2016).

Tabela 27- Comparacio dos dados de RMN *H e *3C de PS-11 com os do composto 3,4

diidro, 3,4,8triidroxi (2H) naftalenona da literatura

Posi- PS-11 3,4 diidro,3,4,8triidroxil(2H)naftalenona
o5 [(CD3),CO, 300 MHz] (CD;0D, 300 MHz)*
ao
o0C (padrao de oH, mult. e (J em Hz) oC (padrao de oH, mult. e (J em Hz)1
hidrogenacéo) hidrogenacao)*
1 204,5(C) - 204,3(C) -
2 44,6 (CH,) ax 2,74 dd (17, 2; 8,7) 44,4 (CH,) ax 2,74 dd (17,2; 8,1)
eq 3,07 dd (17, 2; 4,0) eq 3,12 dd (17,2; 4,0)
3 71,6 (CH) 4,12 ddd (8,7; 7,2; 4,0) 71,7 (CH) 4,12 ddd (8,1; 6,8; 4,0)
4 73,3 (CH) 4,68d (7,2) 73,3 (CH) 4,65d (6,8)
5 119,4 (CH) 7,17d (7,7) 120,0 (CH) 7,17d (7,6)
6 137,7 (CH) 7,55t (8,4;7,7) 137,7 (CH) 7,58 dd (8,4; 7,6)
7 117,2 (CH) 6,84 d (8,4) 117,7 (CH) 6,9d(8,4)
8 163,0(C) 12,3 sL (OH) 163,2(C) --
9 1299 (C) - 1459 (C) -
10 146,4 (C) - 140,0 (C) -

Legenda: J=constante de acoplamento; d= dubleto; t=tripleto; sL= singleto largo.
Fonte: ! Borgschulte et al., (1991).
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Tabela 28- Dados RMN *H e *3C e correlacdes heteronuclear *H,**C-HSQC e **C-HMBC n J
(n=2en=3) de PS-11 [125 x 300 MHz, (CD3),CO]

Posicéo PS-11 HSQC PS-11 HMBC
Ac H, mult.e JemHz) 2JCH ®JCH
1 204.5 - H-2 --
2 446  ax2,74dd (17, 2;8,7)
eq 3,07 dd (17, 2; 4,0) - H-4
3 716  4,12ddd (8,7;7,2;4,0)  H-2 --
4 73.3 4,68d (7,2) H-3 --
5 119.4 7,17d (7,7) - H-4
6 137.7 7,551t (8,4;7,7) - -
7 117.2 6,84 d (1, 8,4) - H-5
8 163.0 12,3 sL (OH) - H-6
9 129.9 - -- --
10 146.4 - H-4 H-6

Legenda: d= dubleto; t= tripleto; sL= singleto largo. Fonte: Autor (2016)

Figura 116- Espectro de Massa (EM-ESI, 70 eV ) de PS-11
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Fonte: LEMANOR- UFC (2015).
Figura 117- Espectro de absorcdo na regiao do infravermelho de PS-11
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Figura 118- Espectro de RMN *H [300 MHz, (CD3),CO] de PS-11
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 119- Espectro RMN de **C [75 MHz, (CD3),CO] de PS-11
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 120- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,**C — HSQC e
expansdo [300 MHz x 75 MHz, (CD3),CO] de PS-11
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 121- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H,'H — COSY [300

MHz, (CD3),CO] de PS-11
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Figura 122- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,"*C — HMBC
[300 X 75 MHz (CDs),CO] de PS-11
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).



139

6.12 Determinagao estrutural de PS-12

Sucessivas cromatografias da fracdo diclorometano obtida por meio de partigéo
liquido-liquido do extrato MPD, resultaram na purificacdo de 2,0 mg de uma resina marrom
em formato de escamas e denominado de PS-12.

O espectro RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de PS-12 (Fig. 128, p. 143) mostrou-se
muito semelhante ao de PS-11 (Fig. 118, p. 136), especialmente quanto a existéncia do anel
aromatico 1, 2, 3 trissubstituido contendo uma hidroxila quelada em C-8, através das
absorgdes em &y 7,07 (1H, d, J= 7,5 Hz, H-5), em &4 7,51 (1H, dd, 8,3; 7,5 Hz, H-6) e em &y
6,85 (1H, d, J=8,3 Hz, H-7). A diferenca observada deve-se a presenca de um grupo
metilénico adicional através das absor¢es em oy 2,3 (2H, m, H-3) e 64 2,11(2H, m, H-3), e
apenas uma absorcao relativa a um hidrogénio ligado a carbono oxigenado em oy 4,84 (1H,
dd, J= 8,5; 3,8 Hz, H-4). Em adigéo, foi ainda observado absor¢des intensas em oy 2,9 (1H,
ddd, J=17,8; 7,5; 4,6 Hz, H-2 equatorial) ¢ em oy 2,67(1H, ddd, J= 17,8; 9,2; 4,8 Hz, H-2
axial) referente a hidrogénios diastereotopicos de um grupo metilénico.

Os espectros RMN 3C e de correlagéo heteronuclear *H, *C- HSQC (Figuras 129
e 130, p. 144) permitiram atribuir o padrdo de hidrogenacao a todas as 10 linhas espectrais
presentes no espectro RMN *3C, distribuidas em 2 carbonos metilénicos, 4 carbonos metinicos
e 4 carbonos nédo-hidrogenados (Tabela 29, p. 142). O carbono metilénico em 6c 36,1 (C-2)
exibiu correlacdo com os hidrogénios diastereotopicos em 6y 2,9 e 2,67 (2H-2), e o carbono
em &¢ 32,7 exibiu correlagdo com os hidrogénios diastereotopicos em 6y 2,3 e 2,11(2H-3). A
absor¢do intensa em oc 68,4 (C-4) foi atribuida a um carbono oximetinico, que exibiu
correlagdo com o hidrogénio com absor¢do em oy 4,84 (H-4). Os outros trés carbonos
metinicos tiveram absorgdes em regido de carbonos insaturados em 8¢ 118,9 (C-5), 138,2 (C-
6), 118,0 (C-7). Dentre os carbonos n&o-hidrogenados, um deles apresentou absorcdo em
regido de carbonos sp® oxigenado em o¢ 163,3 (C-8), e o outro em d¢ 206,6 (C-1) confirmou a
presenca de uma carbonila, possivelmente de cetona conjugada, como ja observado para PS-
11.

O espectro de massa de baixa resolucdo (Fig. 127, p. 143) revelou um pico ion
molecular com m/z [M+H"] igual a 178, correspondente & formula molecular C1oH1003 com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 6.

A andlise do espectro de correlacdo homonuclear *H, *H, (COSY, Fig. 131, p.
145) mostrou acoplamentos vicinais entre o hidrogénio em oy 7,51 (H-6) com os hidrogénios

em oy 7,07 (H-5) e em 3y 6,85 (H-7), como mostrado na subestrutura a (Fig. 123a, abaixo).
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Em adicdo, na subestrutura b (Fig. 123b, abaixo), séo representados dois acoplamentos
vicinais entre os hidrogénios em 6y 2,9 e 2,67 (2H-2) com os hidrogénios em oy 2,3 €
2,11(2H-3), além de um acoplamento entre o hidrogénio em 6y 4,84 (H-4) com os hidrogénios
em 8y 2,9 e 2,67 (2H-2).

Figura 123 - Representacéo das correlacdes homonucleares *H, *H COSY da substancia PS-12

a) OH b) O
<H7 1 F,L,>
L
Hs HO
Fonté: Autor (2016). H‘\/A/

O espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia -HMBC (Fig. 132, p.
145) apresentou acoplamentos a duas ligacdes (2Jcn) do hidrogénio em &y 6,85 (H-7) com o
carbono em d¢ 163,3 (C-8), ¢ do hidrogénio em &y 4,84 (H-4) com o carbono em d¢ 148,8 (C-
10). Além disso, foram observados os acoplamentos 3Jcy do hidrogénio em &y 7,07 (H-5) com
o carbono em &¢ 68,4 (C-4), do hidrogénio em &y 7,51(H-6) com o carbono em 6¢ 163,3 (C-
8), ¢ do hidrogénio em dy 6,85 (H-7) com o carbono em 6¢ 116,7 (C-9), como mostrado na
subestrutura a (Fig.124a, p. 141). Na subestrutura b (Fig. 124b, p. 141), sdo mostrados 0s
acoplamentos %)cn dos hidrogénios em oy 2,3 e 2,11 (2H-3) com os carbonos em d¢ 206,6 (C-
1) e em 8¢ 148,8 (C-10), bem como o acoplamento 2Jcy dos hidrogénios em 8y 2,9 e 2,67 (2H-
2) com o carbono em &¢ 206,6 (C-1)(Tabela 30, p. 142).
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Figura 124- Representacédo das correlagdes HMBC na molécula PS-12

HO™

Fonte: Autor (2016).
A reunido dos dados anteriormente citados permitiu inferir que PS-12 trata-se da 4,8 diidroxi-
1-tetralona (isosclerona)(Fig. 125, abaixo). Esse composto apresentou [a] p *° = + 14,36 (c

0,175 MeOH), lit{[a] p %= + 18,5 (c 3,25 CHCIl;) PRADO et al., 2013}.

Figura 125- Estrutura quimica de PS-12, isosclerona
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Fonte: Autor (2016).

A configuracdo relativa do grupo hidroxila axialmente orientada em C-4
pode ser determinada através dos valores das constantes de acoplamento J=8,5 Hz (axial,

equatorial) e J= 3,8 Hz (equatorial, equatorial), como mostrado na Figura 126, a seguir:

Figura 126- Representacdo da conformacéo de PS-12 (isosclerona)
OH 0

Fonte: Autor (2016).
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Esse composto ja foi isolado do fungo Cytospora eucalypticola, e apresentou

atividade antifingica e antibacteriana contra as espécies Aspergillus niger, Cladosporium

herbarum, Pseudomonas syringae, Bacillus subtilis (KOKUBUN, et al., 2003), Cryptococcus
neoformans e Candida albicans (RUSMAN, et al., 2016).

Tabela 29- Comparacéo dos dados de RMN *H e *C de PS-12 com os do composto, 4,8

driidroxi tetralonana da literatura

PS-12

4,8 diidroxi-teralona

F;’f' (CD,0OD, 500 MHz) (CD,OD, 400 MHz)*
ao
o0C (padrao de oH, mult. e (J em Hz) oC (padrao de oH, mult. e (J em Hz)1
hidrogenacéo) hidrogenacao)*
1 206,6 (C) - 206,3(C) -
2 36,1 (CH,) ax 2,67 ddd (17, 8; 9,2; 4,8) 36,1 (CH,) ax 2,74 ddd (17,8; 9,1; 4,8)
eq 2,9 ddd (17, 8; 7,5; 4,6) eq 3,12 ddd (17,8; 7,6; 4,7)
3 32,7 (CH,) 2,3(m) e 2,11(m) 32,6 (CH,) 2.3(m)e 2,1 (m)
4 68,4 (CH) 4,86 dd (8,5*; 3,8) 68,6 (CH) 4,84 dd (8,0; 3,8)
5 118,9 (CH) 7,07d (7,5) 118,8 (CH) 7,07dm (7,6)
6 138,2 (CH) 7,51dd (8,3; 7,5) 137,9 (CH) 7,5dd (8,3; 7,6)
7 118,0 (CH) 6,85d (8,3) 117,6 (CH) 6,84 dm (8,3)
8 163,3(C) 12,4 sL (OH) 163,7(C) -
9 116,7(C) - 116,5(C) -
10 148,8 (C) - 148,6 (C) -

Legenda: J=constante de acoplamento; d= dubleto; t=tripleto; sL= singleto largo. Fonte: * Kokubun et al., 2003.

* constante calculada em outro espectro obtido com (CD3),CO da substancia com algumas impurezas

Tabela 30- Dados RMN *H e *3C e correlagdes heteronuclear *H,™*C-HSQC e **C-HMBC n J
(n=2 e n= 3) de PS-12 [ 500x125 MHz, (CDs0D)]

Posicao PS-12 HSQC PS-12 HMBC
Ac 8H, mult. e (J em Hz) 2JCH 3JCH
1 206,8 - H-2 H-3
2 36,1 ax 2,67 ddd (17, 8; 9,2; 4,8)
eq 2,9.ddd (17, 8; 7,5; 4,6) H-3 -
3 32,7 2,3(m) e 2,11(m) H-2 -
4 68,4 4,86 dd (8,5; 3,8) - H-5
5 118,9 7,07d (7,5) - -
6 138,2 7,51dd (8,3;7,5) - -
7 118,0 6,85d (8,3) - -
8 163,3 12,4 sL (OH) H-7 H-6
9 116,7 - - H-7
10 148,8 - - H-3
Legenda: d= dubleto; t= tripleto; sL= singleto largo. Fonte: Autor (2016)



Figura 127- Espectro de massa de baixa resolu¢do CG/EM de PS-12 CG/EM
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Figura 128- Espectro de RMN *H (500 MHz, CD3;0D) de PS-12
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Figura 129- Espectro RMN de *C (125 MHz, CD;0D) de PS-12
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).

Figura 130 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,"*C — HSQC e
expansdes (500 x 125 MHz, CD3;0D) de PS-12
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
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Figura 131- Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H,'H — COSY
MHz. CD-0OD pPS-12
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Fonte: CENAUREMN-UFC (2015).
Figura 132 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H,"*C — HMBC
(500 x 125 MHz, CD30D) de PS-12
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7 ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
7.1- Testes de Citotoxidade

Embora os extratos e as fracdes testadas tenham apresentado atividade citotoxica,
0 mesmo néo foi observado para as substancias isoladas como PS-1 (R-6-hidroxi-2-metil, 4-
cromanona), PS-3{E, 1-(2,5 diidroxifenil) but-2-en-1-ona}, PS-5{Z-3-(3-hidroxifenil)
propenoato de metila}, PS-7(modiolido A), PS-8 (fusanolido B), PS-9 (estagonolido E) e PS-
11{3,4-diidro, 3,4,8-triidroxi, 1(2H) naftalelona} quando testadas frente a linhagem de células
tumorais humanas HCT-116 e MCF7.

7.2- Testes de atividade antifungica

No teste preliminar a substancia PS-3{E, 1-(2,5 diidroxifenil) but-2-en-1-ona}
mostrou MIC de 125 pg/ mL, enquanto as substancias PS-1 (R-6-hidroxi-2-metil, 4-
cromanona), PS-5{Z-3-(3-hidroxifenil) propenoato de metila}, PS-7(modiolido A), PS-8
(fusanolido B), PS-9 (estagonolido E) e PS-11{3,4-diidro, 3,4,8-triidroxi, 1(2H) naftalelona}
apresentou MIC de 500 pg/ mL.

No teste definitivo PS-3{E, 1-(2,5 diidroxifenil) but-2-en-1-ona} mostrou MIC de
125 pg/ mL para o fungo Candida parapsilosis ATCC 22019 e de 62,5 pg/ mL para as cepas de
C. krusei ATCC 6258 e C. albicans ATCC 10522. Enquanto as substancias PS-1 (R-6-
hidroxi-2-metil, 4-cromanona), PS-7(modiolido A), PS-8 (fusanolido B), PS-9 (estagonolido
E) apresentaram MIC >500 pg/ mL. As substancias PS-5{Z-3-(3-hidroxifenil) propenoato de
metila} e PS-11{3,4-diidro, 3,4,8-triidroxi, 1(2H) naftalelona} ndo foram submetidas a este
segundo teste por falta de massa.

Tabela 31- Teste de atividade antifingica

.....

Substancias

C. parapsilosis C. krusei C. albicans ATCC
. ATCC 22019 ATCC 6258 10522
Teste preliminar
PS-3 125 pg/ mL
PS-1,5,7,8,9e 11 500 pg/ mL
Teste definitivo
PS-3 125 pg/ mL 62,5 g/ mL

PS-1,7,8€9 > 500 pg/ mL
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A prospeccdo preliminar de P. hipidula foi iniciada através do acompanhamento
do crescimento do micro-organismo empregando quatro diferentes meios de cultivo: BD
(batata e dextrose), BDL (batata, dextrose e levedura), MPD (malte, peptona e dextrose),
MntPL (manitol, peptona e levedura) em periodos de 7, 14, 21 e 28 dias de incubagdo. A
avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos obtidos revelou as fragcdes oriundas da particdo
liquido-liquido do extrato MPD 28d com hexano (FH MPD-28 dias) e diclorometano (FD
MPD 28 d), como as mais promissoras.

A investigacdo quimica do extrato MPD 28d por meio da fracdo FD MPD 28d
resultou no isolamento 11 metabdlitos secundarios, dos quais duas apresentaram-se inéditas
na literatura: S-6-hidroxi-2-metil-4-cromanona (PS-2) e Fusanolido B (PS-8). Além disso, o
composto 1-(2,5-diidroxifenil) but-2-en-1-ona (PS-3) apresentou atividade antimicrobiana
com CIM de 125 pg/mL frente a cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 e de 62,5 pg/
mL frente as cepas de C. krusei ATCC 6258 e C. albicans ATCC 10522 de Cancida e 62,5
frente a C. krusei e C. albicans. O fracionamento da fracdo hexanica desse mesmo extrato
(FH MPD 28d) levou ao isolamento de duas substancias: um derivado de PS-1, o composto 1-
(2°,5’-diidroxifenil) butan-1-ona (PS-4), com dados RMN inéditos na literatura, além de PS-
10 (em fase de caracterizacgdo estrutural).

O fracionamento da fracdo FH BDL 28d forneceu apenas uma substancia
diferente dos demais meios (PS-13, que se encontra em fase de caracterizagdo estrutural) ,
assim como o fracionamento do meio de cultivo BD 21d que forneceu de diferente o acido 3,4
diidroxi-benzbico que possui atividade antioxidante segundo a literatura.

Apesar da atividade preliminar dos extratos, nenhuma das substancias testadas
apresentou atividade citotoxica e apenas PS-3 apresentou atividade antiflngica elevada,
enquanto PS-1, PS-5, PS-7, PS-8, PS-9 e PS-11 apresentaram atividade antimicrobiana
moderada com CIM de 500 pg/mL. As substancias isoladas ndo apresentaram atividade
antibacteriana.

Das 13 substancias isoladas, apenas duas: (R)-6-hidroxi-2-metil-4-cromanona e 0
macrociclo modiolido A ja foram isoladas de espécies do género Periconia. No entanto, por
meio do extrato MPD 28d foi possivel a obtencdo de 550 mg da primeira (18,3 % do extrato)
e 160 mg da segunda (5,3 % do extrato), o que as tornam uma fonte promissora para gerar

novas moléculas por meio de reacdes para a obtencdo de derivados sintéticos.
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Estes resultados confirmam o potencial quimico e farmacoldgico dos fungos na
producdo de uma diversidade estrutural de metabdlitos secundarios a partir de uma Unica cepa
atraves da manipulacdo de fatores nutricionais e periodos de cultivo que poderdo ser
utilizados para direcionar estudos posteriores utilizando outros fungos dentro dos grupos de

pesquisa.
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