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RESUMO

ISOLAMENTQ, DETERMINAC}AO ESTRUTURAL E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DE METABOLITOS DOS FUNGOS Phellinotus piptadeniae E Pisolithus tinctorius

AUTORA: Gabriele do Carmo
ORIENTADOR: Dr. Ademir Farias Morel

Fungos Basidiomicetos sdo importantes organismos vivos que apresentam diversos compostos
bioativos, os quais conferem potencial antimicrobiano, antitumoral, antioxidante e anti-
inflamatorio. Indmeros compostos e potencialidades desta classe de fungos ainda s&o
desconhecidos. Neste sentido, este trabalho teve por objetivo preparar fracGes de Phellinotus.
piptadeniae e Pisolithus tinctorius, isolar e identificar os metabdlitos secundarios e avaliar as
atividades antimicrobianas das fragdes e compostos obtidos. A atividade antioxidante também
foi avaliada para as fragdes da espécie P. piptadeniae. A investigacdo quimica de Phellinotus
piptadeniae levou ao isolamento de cinco compostos, sendo dois triterpenos (peroxido do
ergosterol (D1) e ergosterol (D2)), dois ésteres de cadeia longa (2-hidroxi-pentadecanoato de
etila (D6) e 2-hidroxi-tetracosanoato de metila (D11)) e um composto fenolico (derivado da
hispidina (D9)) ao qual ainda n&o foi descrito na literatura. O acetato de ergosterol (D2a) foi
obtido de uma modificacdo estrutural através da reacao de acetilacéo do triterpeno D2. O estudo
da espécie Pisolithus tinctorius levou ao isolamento de dois triterpenos do tipo lanostanos
(pisolactona (P180) e lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65)), onde, o composto P65 foi
identificado como ainda ndo descrito na literatura. Além disso, um &cido de cadeia longa (&cido
hexadec-5-endico (P1)) e uma ceramida (P56), ndo encontrada anteriormente na espécie,
também foram identificados. Todas as fracdes obtidas das espécies P. piptadeniae e P.
tinctorius apresentaram acdes antibacterianos e antifungicos. Enquanto que, frente a
micobactérias, apenas as fracGes hexanica e metandlica de P. piptadeniae e a fracdo acetato de
etila de P. tinctorius foram efetivas nas concentracdes testadas. Os triterpenos, derivados acidos
e composto fenolico foram ativos frente a bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas), fungos
e micobactérias. As fracBes acetato de etila e metandlica da espécie P. piptadeniae, quando
testada a sua capacidade antioxidante, apresentaram resultados promissores, com valores de
Clso, proximos ao padrdo BHT.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios. Atividade antimicrobiana. Atividade antioxidante.






ABSTRACT

ISOLATION, STRUCTURAL DETERMINATION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES
OF METABOLITES FROM Phellinotus piptadeniae AND Pisolithus tinctorius FUNGI

AUTHOR: Gabriele do Carmo
ADVISOR: Dr. Ademir Farias Morel

Basidiomycete fungi are important living organisms that present several bioactive compounds,
which have antimicrobial, antitumor, antioxidant, and anti-inflammatory potential. Several
compounds and potentialities of this class of fungi are still unknown. Therefore, the objective
of this work was to prepare fractions of Phellinotus piptadeniae and Pisolithus tinctorius,
isolate and identify the secondary metabolites, and evaluate the antimicrobial activities of the
fractions and compounds obtained. The antioxidant activity was just assessed for the fractions
from P. piptadeniae species. The chemical investigation of P. piptadeniae led to the isolation
of five compounds, two triterpenes (ergosterol peroxide (D1) and ergosterol (D2)), two long
chain esters (pentadecanoic acid-2-hydroxy, ethyl ester (D6) and tetracosanoic-2-hydroxy,
methyl ester (D11)), and a phenolic compound (derived from hispidin (D9)), which was not yet
described. The ergosterol acetate (D2a) was obtained from an structural modification through
the acetylation reaction of triterpene D2. The study of the Pisolithus tinctorius species drive to
the isolation of two lanostane triterpenes (pisolactone (P180) and lanostane, 7,22-dien-3-ol, 24-
methyl (P65)), where, P65 compound was identified as a novel metabolite in the literature. In
addition, a long chain acid (5-hexadecenoic acid (P1)) and ceramide (P56), it was not in this
species, were also identified. All fractions obtained from the species P. piptadeniae and P.
tinctorius had antibacterial and antifungal actions. Whereas, against mycobacteria, only the
hexanic and methanolic fractions of P. piptadeniae and the ethyl acetate fraction of P. tinctorius
were effective at the concentrations tested. The triterpenes, acid derivatives and phenolic
compound were active against bacteria (Gram-positive and Gram-negative), fungi and
mycobacteria. The ethyl acetate and methanolic fractions of the P. piptadeniae species, when
tested against their antioxidant capacity, showed promising results with ICso because their
values were close to the BHT standard.

Key words: Secondary metabolites. Antioxidant activity. Antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

Ha algumas décadas, os produtos naturais ganharam destaque e importancia para o
desenvolvimento da inddstria farmacéutica. Somente nas duas Ultimas, cerca de 77% dos
medicamentos utilizados no tratamento do cancer, foram oriundos de origem natural ou
analogos, como taxol e doxorrubicina. Além disso, destacam-se também os antibioticos
(penicilina, eritromicina), antiparasitarios (avermectina), antimalaricos (artemisinina) e
anticancer (NOGUEIRA et al., 2010).

Principalmente apds a descoberta da penicilina, em 1928, por Alexander Fleming, os
fungos vém sendo explorados em busca de novas moléculas bioativas (JIN-MING, 2006).
Cogumelos ja demonstraram acdes terapéuticas contra o desenvolvimento de células
cancerigenas pelo fato de apresentarem essas biomoléculas, incluindo polissacarideos,
proteinas, lipideos, lactonas, alcaloides, terpenos, esterdides e compostos fendlicos (DE SILVA
etal., 2013).

Sabe-se que os fungos apresentam a segunda maior diversidade do mundo, superior ao
de plantas terrestres. Apenas uma parte dessas espécies (100.000) foram descritas até o
momento e dessas, poucas espécies foram exploradas as suas propriedades farmacolégicas (DE
SILVA et al., 2013).

Diversos medicamentos e fungicidas agroguimicos foram desenvolvidos a partir de
metabolitos secundarios provindos de fungos. Dentre esses pode-se citar: antibidticos
(penicilina, cefalosporina), antifungicos (equinocandina) e redutores de colesterol (lovastatina
e sinvastatina) (DE SILVA et al., 2013).

Nesse contexto destacam-se os Basidiomicetos. Esses, constituem uma fonte rica de
metabolitos secundarios, muitos dos quais, ndo sdo encontrados nos demais fungos (ESSER,
2009). Estudos mostram que em décadas recentes, diversos compostos bioativos foram e estdo
sendo isolados de Basidiomicetos com atividades importantes, tais como antibacteriana,
antifangica, antiviral (DE SILVA et al., 2013), antitumoral (WASSER, 2002), antioxidante (DE
SILVA et al., 2013) entre outras.

Basidiomicetos abrangem uma grande classe de fungos superiores que habitam
diferentes climas, desde o artico até florestas tropicais, justificando a diversidade de metabolitos
secundarios encontrados nessa filogenia (SANCHEZ, 2004; SCHUFFLER et al., 2009).
Apresentam hifas septadas, com parede quitinosa e produzem esporos do tipo basididsporo e
esporangio (basidio). A partir do micélio, hifas desenvolvem-se constituindo o corpo de
frutificag@o ou basidiocarpos (SCHOTT, 2012). Seu micélio e corpos frutiferos ficam expostos
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a predadores ou outras espécies de fungos que habitam o mesmo local (fungos), o que em alguns
casos, podem explicar a produgdo dos metabolitos responsaveis pelos potenciais bioldgicos
(SCHUFFLER et al., 2009).

Fungos Basidiomicetos apresentam variada classe de metabdlitos secundarios como
alcaloides, terpenos (mono, sesqui, diterpenos e triterpenos), esteroides, compostos fendlicos,
polissacarideos ao quais sdo atribuidas diversas propriedades farmacoldgicas (JIN-MING,
2006; DE SILVA et al., 2013). Além disso, eles apresentam efeitos benéficos ndo somente
como fonte medicinal, mas também como suplementos dietéticos e alimentares. Paises como
Russia, Japdo e China apresentam essa cultura bem consolidada, alguns medicamentos como
Krestin obtido de Trametes versicolor, Lentinan de Lentinus edodes, Sonifilan de
Schizophyllum commune e Befungin de Inonotus obliquus sdo comercializados e consumidos
pela populacdo (WASSER, 2010).

Outro ponto relevante é a importancia no ecossistema. Eles apresentam mecanismos
eficazes de absorcdo de metais pesados, mais do que plantas provindas do cultivo agricola,
frutas e vegetais (TURKEKUL et al., 2004).

Dada a relevancia dos fungos, que além de apresentarem diversos potenciais biologicos,
tem-se uma grande diversidade de espécies na natureza. Estima-se que, existem cerca de 3a 5
milhdes de espécies a mais em relacdo as plantas, sendo poucas conhecidas pela ciéncia, ou
seja, a diversidade é ainda maior do que se prevé (DE SILVA et al., 2013; ROTHER e DA
SILVEIRA, 2008).

Nessa perspectiva, 0 Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NPPN) coordenado
pelo professor Dr. Ademir Farias Morel tem consolidado o isolamento, identificagéo, e estudo
de novos principios ativos produzidos por fungos com importantes potenciais biolégicos. Desta
forma, selecionou-se duas espécies de interesse: Pisolithus tinctorius e Phellinotus piptadeniae.
Sendo que, até 0 momento, a espécie Phellinotus piptadeniae ndo apresenta dados na literatura

relacionados a atividade biologica e composi¢do quimica.
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1.1. OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Este trabalho prop6e o estudo de metabdlitos secundarios e suas atividades bioldgicas

dos fungos Phellinotus piptadeniae e Pisolithus tinctorius.

1.1.2 Objetivos especificos

* Realizar extragdes neutras;

* Isolar e identificar novos metabolitos secundarios das espécies de fungos, fazendo uso
de técnicas espectroscopicas uni e bidimensionais, como RMN de *H e *C, Dept 135, COSY,
HSQC, HMBC, espectrometria de massas e difracdo de raios-X;

* Determinar a estereoquimica dos metabdlitos isolados quando possivel;

* Avaliar o potencial bioldgico dos metabolitos isolados das espécies utilizando-se
ensaios antimicrobianos e antioxidantes;

* Contribuir para a bibliografia das familias Sclerodermataceae e Hymenochaetaceae.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Os fungos séo seres eucariontes, habitam o solo, a 4gua, plantas, matéria organica em
decomposicdo e pertencem ao Reino Fungi. Diferentemente das plantas, os fungos nao
sintetizam clorofila. A nutri¢do ocorre por absor¢do de macromoléculas, através de degradacao
enzimatica, onde os carboidratos sdo a principal fonte de energia (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2008).

Esses organismos apresentam grande importancia para os demais seres vivos, podendo
agir de forma patogénica ou benéfica. Sabe-se que, muitos sdo responsaveis por diversas
doencas oportunistas, no entanto das 100 mil espécies conhecidas, estima-se que apenas 200
sdo patogénicas. Além disso, outros apresentam uma gama de beneficios, seja na agricultura,
indlstria farmacéutica e alimenticia (TORTORA et al., 2005). O destaque da importancia
medicinal dos fungos deu-se apds a descoberta da penicilina em 1928, desde entéo eles estéo
sendo estudados como provaveis fonte de metabdlitos com atividades antibioticas e outros
compostos naturais potencialmente ativos (JIN-MING, 2006).

No solo, encontram-se a maior diversidade fungica; estima-se que em um grama existem
centenas de espécies. Esse fator pode explicar a importancia bioquimica desses organismos em
ecossistemas naturais (TALBOT et al., 2015).

Os fungos classificam-se em: Ficomicetos, Arquimicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos
e Deuteromicetos. Nesse contexto, destacam-se 0s Basidiomicetos, 0s quais compreendem
macrofungos, caracterizados por apresentarem corpos de frutificacdo e reproducao esporulada.
Até o momento, diversos compostos com potenciais farmacologicos foram isolados de
Basidiomicetos, como a estrobilurina A, um derivado do acido B-metoxiacrilico, com agéo
antibidtica, e a muscarina (+), um alcaloide extraido do género Amanita, cuja atividade esta
relacionada ao sistema nervoso central, ajudando a compreender processos bioquimicos da
doenca de Alzheimer (JIN-MING, 2006).

2.1 ASPECTOS BOTANICOS E SISTEMATICOS
2.1.1 Familia Hymenochaetaceae

Hymenochaetaceae ¢ uma das familias mais importantes dos Basidiomicetos devido as
propriedades medicinais. Cerca de 27 géneros e 487 espécies ja foram descritas e encontram-

se distribuidas em diversas partes do mundo como: América do Sul e Norte, Europa, Africa,
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Russia, norte da China e Jap&o. Os géneros Phellinus, Hymenochaete e Inonotus sdo os mais
encontrados (WAGNER e FISCHER, 2002; DAI, 2010; POLEMIS et al., 2013).

Pertencente a classe dos Agarycomicetos e ordem Hymenochaetales, essa familia
caracteriza-se por reunir fungos que utilizam a madeira como principal fonte de matéria
organica. As espécies apresentam coloracdo marrom-amarelada e corpos frutiferos de superficie
lisa e perene. Além disso, Hymenochaetaceae abrange espécies lignicolas responsaveis pela
podriddo branca, bem como patdgenos e ectomicorrizas as plantas (WAGNER e FISCHER,
2001; GOMES-SILVA et al., 2009).

Dados da literatura descrevem diversos géneros encontrados no Brasil, entre eles,
Fuscoporia, Coltricia, Inonotus, Hymenochaete, Phylloporia e Phellinus (BALTAZAR et al.,
2009; BALTAZAR et al., 2010; ABRAHAO e GUGLIOTTA, 2012; GOMES-SILVA et al.,
2012; SALVADOR- MONTOYA., 2015; LOPES et al., 2016).

O género Phellinus (Phellinotus) tem cerca de 220 espécies descritas, sendo poucas
estudadas até o momento (DAI et al., 2010). Algumas dessas espécies, ja demostraram
potenciais antimicrobianos (ROSA et al., 2003; SHENNA et al., 2003; HUR et al., 2004),
antidiabética (LIU et al., 2009), antitumoral (YANG et al., 2009) e antioxidante (SHON et al.,
2003; LEE et al., 2015). Além disso, fungos pertencentes a esse género tém sido bem utilizados
na medicina tradicional de alguns paises como China, Japdo e Korea para tratar doencas
estomacais, Ulceras, gastroenterites, artrite e doencas linfaticas (LEE et al., 2015).

A espécie saprofitica Phellinus piptadeniae, pertencente a familia Hymenochaetaceae,
uma das maiores constituidas por fungos degradadores de madeira, é encontrada na América
do Sul. Dados da literatura relatam a espécie Piptadenia gonoacantha como a principal
hospederia do fungo, por isso a denominacgdo Phellinus piptadeniae (Phellinothus) (Figura 1)
(SALVADOR-MONTOYA et al., 2015).

Conhecida popularmente como pau-de-jacaré, Piptadenia gonoacantha, esta
distribuida na mata atlantica e cerrado. No entanto, estudos posteriores mostraram outras
espécies, distribuidas na caatinga do nordeste brasileiro, Senegalia Raf., Mimosa R.Br. e
Piptadenia Benth, como hospedeiras (SALVADOR-MONTOYA et al., 2015).

Devido a importancia medicinal do género Phellinus, e o fato da espécie Phellinotus
piptadeniae ndo apresentar estudos quimicos e biologicos, optou-se por realizar o estudo da

especie.
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Figura 1 — Espécies-alvo deste trabalho

©) ] (D)

Imagens dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius (A) e (B) e Phellinotus piptadeniae (C) e (D).
Fontes: (A) http://www.hiddenforest.co.nz/fungi/family/sclerodermataceae/scler04.htm; (B)
https://www.flickr. com/photos/shyzaboy/2786014507; (C) DO CARMO, G.; (D) Salvador-Montoya et
al., 2015.

2.1.2 Familia Sclerodermataceae

Sclerodermataceae é uma familia pertencente a divisdo dos Basidiomicetos, filum
agaricomycotina, classe agaricomycetos e ordem boletales (CHAMBERS e CAIRNEY, 1999).

A ordem boletales compreende macrofungos do tipo boletoide, gasteroide e poliporoide,
incluindo espécies saprofiticas, micorrizicas e/ou micoparasitas. No Brasil, essa ordem ainda
é pouca estudada. Dados da literatura reportam cerca de 20 géneros e 70 espécies, excluindo o
género scleroderma (CORTEZ et al., 2011).

Dentre 0s géneros pertencentes a essa familia e/ou ordem boletales, destacam-se:
Scleroderma, Rhizopogon e Pisolithus que sdo encontrados em abundancia e distribuidos em
regibes tropicais e temperadas (DE MELLO et al., 2006). Esses géneros sao classificados como

ectomicorrizicos. O conceito de ectomicorriza esta relacionado com a capacidade de associacdo
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simbidtica entre raizes de plantas hospedeiras e fungos, que, em termos histofisioldgicos sdo
Orgdos de natureza multivariada e especializados em absorcdo de ions, moléculas e outras
substancias, e que exercem esta funcdo duplamente: absorvem nutrientes e agua do solo tanto
para os fungos, quanto para as plantas (BRUNDRETT, 2004; WANG e QIU, 2006). Com
relacdo as familias de arvores propensas a formacao de ectomicorrizas destacam-se: Fagaceae,
Pinaceae, Myrtaceae e Salicaceae (DE SOUZA et al., 2006).

O género Pisolithus é um grupo de gasteromicetos distribuidos mundialmente. A
disseminacdo de plantacdes de eucaliptos e pinus, permitiu a ampla distribuicdo em muitos
paises da Europa, América do Sul, Africa e Asia (KASUYA et al., 2010). Os fungos
pertencentes a esse género apresentam evidente importancia, ndo s6 medicinal, mas em
programas de reflorestamento. Apesar dos avancos cientificos, esse género necessita ser melhor
estudado quanto a taxonomia e classificagdo (GOMES et al., 2000).

No Brasil, Pisolithus spp foram encontrados em planta¢des de eucaliptos nos estados de
Minas Gerias (KASUYA et al., 2010) e Rio Grande do Sul (CORTEZ et al., 2011).

As ectomicorrizas da familia Sclerodermataceae estudadas até 0 momento apresentam
um grupo relevante de triterpenoides tetraciclicos derivados do lanosterol (NAKATA et al.,
2009) que estdo sendo testados como anticancerigenos (NOMURA et al., 2008; HUANG et al.,
2012), antimicrobianos (BAE e MIN, 2000; LIU, Xue-Ting et al., 2010), anti-inflamatdrios
(KAMO et al., 2003) e como antivirais (LI et al., 1993). Diante desse contexto, escolheu-se a

espécie P. tinctorius (Figura 1) como fonte de estudo.

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS EM BASIDIOMICETOS, FAMILIAS
HYMENOCHAETACEAE E SCLERODERMATACEAE E SEUS EFEITOS BIOLOGICOS

2.2.1 Basidiomicetos

2.2.1.1 Terpenos e esterois

Terpenos é a classe mais numerosa e diversificada de metabdlitos ja encontrados em
fungos, abrangendo mais de 30.000 membros (HEMMERLIN et al., 2003; WALKER e
POULTER, 2005). Das principais classes de metabolitos secundarios, os terpenos e terpendides
correspondem 55%, seguido dos alcaloides, com 27% e os compostos fendlicos 18% (PERES,
2004). Sesquiterpenos, triterpenos lanostanos (os mais comuns) e diterpenos (em menor
quantidades) sdo relatados na literatura como parte de metabdlitos ja isolados (ZHANG, 2015).

Terpenos sdo biossintetizados a partir de unidades de isopreno podendo ser através de duas vias
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metabdlicas isopentenil pirofosfato (IPP) e di-metilalil pirofosfato (DMAPP), podem ser lineares
ou ciclicos, saturados ou insaturados (ESSER, 2009). Dentre os terpenos, a maioria deles
destacam-se, principalmente, pelo potencial farmacolégico. Ou e col. (2012) isolaram 0s
diterpenoides (1), (2), (3), (4) e (5) (Figura 2) da espécie Coprinus radians, os quais foram
possiveis atribuir o potencial anticancer. O composto (1) foi o que mostrou melhor atividade
frente as células cancerigenas MDA-MB-435 (células da mama).

Figura 2 — Terpenos isolados da espécie Coprinus radians

Estudos relacionados com a espécie Ganoderma lucidum demonstraram o isolamento
dos triterpenos: acido ganodérmico T (6) o qual apresenta funcéo de induzir a morte celular de
células cancerigenas do pulmdo em fase de metastases, o acido ganodérmico DM (7) com
potencial inibidor de células cancerigenas da mama e o triterpeno do tipo lanostano (8) do
extrato de acetato de etila onde demostrou-se efeito citotoxico frente as células cancerigenas
SMMC-7721(figado) e A549 (pulméo) (Figura 3). Além disso, os lanostanos (9) e (10) (Figura
3) com atividade anticancer significativa frente a células do tipo T-24 (bexiga) (JIN-MING,
2006; DE SILVA et al., 2013).

Figura 3 — Triterpenos isolados de Ganoderma lucidum

AcO\\\\




27

(6) (")

OOH

gaiilile]

%,
7

(8) (9) R:OAc; (10) R:OH

A espécie Agrocybe salicacola mostrou-se potencialmente ativa frente ao virus (VRS),
responsavel por infecgGes respiratorias em recém-nascidos. Essa atividade pode ser
comprovada através do isolamento do sesquiterpeno agrocibona (11) (Figura 4) (ZHU et al.,
2010).

Figura 4 — Bis-sesquiterpeno isolado de Agrocybe salicacola

(11)

Lanostanos foram isolados do extrato etandlico da espécie Astraeus pteridis e
apresentaram atividade antimicrobiana moderada frente a Mycobacterium tuberculosis, bactéria
responsavel pela tuberculose (STANIKUNAITE et al., 2008). Triterpenos do tipo lanostano
(12) e (13) (Figura 5) foram descritos em espécies de Antrodia camphorata conferindo a espécie
atividade citotoxica frente a células cancerigenas do tipo HT-29 (colon), HCT-116 (colon), SW-
480 (colon) e MDA-MB-231 (mama) (YEH et al., 2009).
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Figura 5 — Triterpenos da espécie Antrodia camphorata
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A espécie Ganoderma pfeifferi mostrou-se efetiva frente ao virus influenza A, devido a
presenca de triterpenos lanostanos (DE SILVA et al., 2013). Além disso outras espécies de
Basidiomicetos como Daedaleopsis confragosa, Datronia mollis, Ischnoderma benzoinum,
Laricifomes officinalis, Lenzites betulina, Trametes gibbosa e T. versicolor também tém sido
descritas pelo potencial antiviral (TEPLYAKOVA et al., 2012). A presenca de sesquiterpenos
nas espécies Ganoderma lucidum, G. praelongum e G. resinaceum foram ativos frente a
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (AMERI et al., 2011a).

O diterpendide pleuromutilina (14) (Figura 6) tem sido bem isolado da espécie
Pleurotus passeckerianus atribuindo a essa espécie atividade antimicrobiana frente as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas: Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, p-
hemolytic streptococci, Streptococci viridans, Staphylococcus aureus, Propionibacterium spp,
Prevotella spp, Porphyromonas spp, Fusobacterium spp, Bacteroides spp e Clostridium spp
(NAGABUSHAN et al., 2010).

Figura 6 — Diterpeno isolado de Pleurotus passeckerianus
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Esterois também s&o encontrados em espécies de Basidiomicetos. Estudos realizados
com a espécie Astraeus hygrometricus comprovaram a presenca do esteroide 3p,5a-Dihidroxi-
(22E,24R)-ergosta-7,22dien-6 o —il (15) (Figura 7). Ja na espécie Polyporus ellisii foram
isolados diversos esteroides, dentre eles o 5a,6a-epoxi-3f,9a,15a-trihidroxi-(22E,24R)-
ergosta-8 (14),22-dien-7-ona (16) (Figura 7) com significativa atividade citotoxica frente as
linhagens celulares tumorais HL-60 (sangue), SMMC-7721 (figado), A-549 (pulméo), MCF-7
(mama) e SW480 (colon) com valores de inibicdo de 50% 1,5; 3,9; 2,7; 3,1 e 2,9 uM,
respectivamente (ZHANG, 2015). Esterois e triterpenos lanostanos também foram isolados da
espécie Ganoderma zonatu, onde também demostraram atividade citotdxica, porém moderada
frente a linhagens celulares SMMC-7721 (figado) e A549 (pulmé&o) (KINGE e MIH, 2011).

Figura 7 — Triterpenos isolados de Astraeus hygrometricus e Polyporus ellisii

(15) (16)

2.2.1.2 Alcaloides

Alcaloides sdo metabolitos secundarios que apresentam estruturas organicas basicas
nitrogenadas, podendo ser oriundos de plantas, fungos, micro-organismos e invertebrados
marinhos. A importante atividade biolégica dessa classe desperta interesse no meio cientifico
(KUKLEV e DEMBITSKY, 2016). O primeiro alcaloide isolado de fungo foi da espécie
Claviceps purpurea (Fries). Apo6s a descoberta, em 1960, grupos de estudos mostraram que
outros fungos também eram capazes de produzir esse mesmo alcaloide, além de outros
derivados (MAHMOOD et al., 2010).

Estudos realizados com o extrato etandlico da espécie Ganoderma sinense demostraram
a presenca dos alcaloides sinenses (17), (18), (19), (20), (21) e (22) (Figura 8) (LIU et al., 2010;
LIU etal., 2011).
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Figura 8 — Alcaloides isolados de Ganoderma sinense
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ZHAO e col. (2015) estudando outra espécie de Ganoderma lucidum, isolaram o0s

alcaloides lucidimina (23), (24), (25) e (26) (Figura 9).
Q%ﬁ

(25)

Figura 9 — Alcaloides de Ganoderma lucidum

(26)

Basidiomicetos do género Boletus também sdo conhecidos por apresentar diversos
alcaloides como fonte de metabdlitos secundéarios. Os alcaloides mais reportados desse género
sdo conhecidos pela importancia farmacoldgica. Dentre eles (Figura 10), a hipoxantina (27),

importante em processos celulares e metabolomicos de bactérias (MAHMOOD et al., 2010).
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Figura 10 — Alcaloide isolado no género Boletus spp

O género endofitico Fomitopsis sp produziu o alcaloide camptotecina (28) (Figura 11).
Além disso, os extratos metandlicos e acetato de etila mostraram-se citotoxicos frente a células

cancerigenas de colon e mama (CHEN et al., 2014).

Figura 11 — Alcaloide isolado de Fomitopsis sp

2.2.1.3 Polissacarideos

Os polissacarideos séo polimeros constituidos de residuos de monossacarideos unidos
entre-si por ligacOes glicosidicas. Apresentam uma gama de variedade estrutural, sendo lineares
ou ramificados o qual apresentam alta capacidade de conduzir informacdes bioldgicas, superior
a proteinas e acidos nucléicos (WASSER, 2002).

A presenga de polissacarideos biologicamente ativos do tipo o e [-glucanas,
heteroglucanas, glicanas e heteropolissacarideos como monogalactoglucanas, riboglucanas,
glucomananas e arabinogalactoses em diversas espécies de fungos Basidiomicetos, desperta
interesse dos pesquisadores, uma vez que apresentam importantes potenciais medicinal e
farmacéutico de interesse. Estudos mostram que os polissacarideos sdo responsaveis pelas
relevantes atividades antitumoral e imunoestimulante dessas espécies (WASSER, 2002).

A diferenciacdo dos polissacarideos como peso molecular, tipo de estrutura (linear ou
conjugada a proteinas) esta ligada diretamente as atividades bioldgicas presentes. A importante

propriedade anticancer esta relacionada a fatores que contribuem como: composi¢édo do agucar,
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alto peso molecular, solubilidade em &gua, presenca de outros ligantes (proteinas), estrutura
tercidria e modificagdes quimicas (LEMIESZEK e RZESKI, 2012).

Produtos a base de polissacarideos sdo comercializados em paises como Japéo e China,
dentre esses Lentinan, PSK (Krestin) e Schizophyllan. O lentinan (liga¢des B (1-3) e (B-1-6))
isolado de Lentinus edodes é comercializado como suplemento alimentar. Estudos confirmam
que o lentinan tem a capacidade de estimular a proliferacdo de linfocitos, mondcitos e
macrofagos. Além disso é capaz de aumentar a reatividade das células imunes e estimula-las a
secretar substancias biologicamente ativas. PSK (Krestin, liga¢des B (1-3) e (B-1-6)) é isolado
da espécie Cariolus versicolor e utilizado como medicamento de forma oral ou intravenosa em
pessoas com células tumorais. Estudos apontam que o PSK tem a capacidade de estimular
células do tipo T responsaveis pelo reconhecimento e destruicdo de células tumorais. Ja o
Schizophyllan isolado de Schizophyllun commune tem sido utilizado no tratamento de cancer.
Sua acdo contra sarcoma 180 foi confirmada, além disso apresenta estrutura e mecanismo
semelhante ao lentinan, com ag&o imunomoduladora (LEMIESZEK e RZESKI, 2012).

Estudos reportados com espécies de Agaricus demostram o potencial antitumoral e a¢éo
imunoestimulante devido a presenga de a-glucanas (1—6, 1—4), heteroglucanas e
polissacarideos pB-glucanas (1—6) complexadas com proteinas (DIDUKH et al., 2003).

Espécies de Pleurotus florida sdo importantes, pois apresentam diversos potenciais
biol6gicos como antioxidante, imunoestimulador, antitumoral e anti-inflamtdrio. Em vista
disso, Ganeshpurkar e col. (2014) investigaram a acdo antidiabética da fracdo polissacaridica
obtida dos corpos frutiferos. Os resultados foram positivos, demostrando maior potencial
antidiabético devido a presenca dos polissacarideos.

FracGes foram extraidas do micélio da espécie Hericium erinaceus. A fracdo que
apresentou a presenca de polissacarideos, demostrou-se efetiva frente a atividade gastro-
protetora (WANG et al., 2015).

Espécies de Basidiomicetos das familias Auriculariales, Dacrymycetales, Tremellales,
Aphyllophoromycetideae, Cantharellaceae, Clavariaceae, Corticiaceae, Hymenochaetaceae,
Ganodermataceae, Polyporaceae, Boletaceae, Tricholomataceae e Agaricaceae demostraram

bons potenciais antitumoral e agdo imunoestimuladora (WASSER, 2002).

2.2.1.4 Compostos fendlicos

A via fenilpropandide da origem a diversos compostos como taninos, ligninas e

flavonoides. Esses compostos fenolicos formam diversas classes de metabolitos secundarios,
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0s quais apresentam importantes funcbes bioldgicas. Taninos e flavonoides desempenham
papel importante na defesa aos predadores e protecéo frente a radiacdo UVB. Ligninas atuam
como componente da parede celular de células vegetais de vasos condutores, 0s quais permitem
a conducéo de agua e seiva, além de conferir integridade as células para defesa contra insetos
herbivoros e patdgenos (SUTELA et al., 2009).

Compostos fendlicos podem ser encontrados em fungos, algas ou plantas. As
concentracdes dos compostos variam de acordo com o desenvolvimento da planta ou fungo.
Esses compostos diferenciam-se quanto a classificacdo estrutural quimica. De maneira geral,
compostos fendlicos apresentam estruturas simples ou complexas, com a presenga ao menos de
um anel aromatico e uma molécula de hidrogénio substituida por um grupamento hidroxila.
Eles sdo sintetizados a partir de duas rotas metabolicas principais: a via do acido chiquimico
(mais comumente) e a via do acetato polimalato (acetil-coA e malonil-coA), além disso
pigmentos também podem ser formados através da via do &cido chiquimico. Ja os flavonéides
possuem 15 atomos de carbono em sua estrutura basica, constituido de duas fenilas ligadas entre
si por uma cadeia de trés carbonos. Sdo classificados de acordo com o tipo de ligagéo,
quantidade de hidroxilas, e presenca ou auséncia de cetonas (SIMOES et al., 1999; SUTELA
etal., 2009; DE SILVA, 2013).

Devido a presenca de compostos fendlicos, diversas espécies de fungos ja foram
descritas na literatura por apresentarem importante atividade antioxidante (DE SILVA, 2013).
Algumas espécies dos géneros Phellinus e Inonotus spp sdo conhecidas na medicina pelo seu
uso em tratamentos de doencas cancerigenas, gastrointestinais, tuberculose, doencas
cardiovasculares, diabetes, entre outras. Estudos com as espécies Phellinus linteus, Phellinus
igniarius, Phellinus ribis, Inonotus obliquus e Inonotus xeranticus comprovaram a presenca de
compostos do tipo estirilpirona (pigmentos), os quais apresentam diversas atividades
bioldgicas, incluindo antioxidativa, anti-inflamatoria, citotoxica, antidiabética, antideméncia e
antiviral (LEE e YUN, 2011).

Os compostos fenolicos ciantus A (29), B (30), C (31) e D (32) (Figura 12) foram
isolados da espécie Cyathus stercoreus. Testes com 2,2-difenil-1picrilidrazila (DPPH)

demostraram o potencial antioxidante desses compostos (KANG et al., 2007).
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Figura 12 — Compostos fenolicos isolados da espécie Cyathus stercoreus

O/ ®
(29)R:H; (30)R:0OH; (31)R:OCH(CH3)2; (32)R:0OCH3

Estudos realizados por Tamrakar e col. (2016) identificaram a presenga de compostos
fendlicos em diferentes espécies de fungos Basidiomicetos. Na espécie Cyclomyces setiporus
foi possivel verificar a presenca dos acidos: clorogénico (54,1 pug/mg extrato), galico, 3,4-
Diidroxibenzoico, p-cumarico, veratrico, abscicico, vanilico, rutina e vanilina. Os acidos galico
e 3,4-diidroxibenzdico foram isolados de Inonotus sp., enquanto que acido 5-sulfosalicilico e
vanilina o foram em Xylobolus princeps. Além disso, também foram atribuidos o potencial
antioxidante das espécies, bem como a porcentagem de inibicdo do DPPH.

A presenca dos compostos acido p-cumarico, quercetina, campferol, catequina, acido
galico, acido cafeico e acido 5-cafeoilquinico atribuiu a capacidade antioxidante da espécie de
Basidiomiceto Laetiporus sulphureus (OLENNIKOVA et al., 2011).

Ali e col. (2003) investigaram a atividade antiviral da espécie Inonotus hispidus. Nesse
estudo foram isolados os compostos hispidina (33) e hispolona (34) (Figura 13) e testada frente
aos virus HIN1 E H3N2. O extrato etandlico bem como os compostos isolados demostraram-

se ativo frente a esses tipos de virus.

Figura 13 — Compostos fenolicos isolados da espécie Inonotus hispidus
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2.2.2 Familia Hymenochaetaceae

Dentre os metabdlitos isolados na familia Hymenochaetaceae, estudos relatam a

presenca de terpenos do tipo lanostanos e derivados do ergosterol, diterpenos, sesquiterpenos,
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acUcares do tipo B-glucana e compostos fendlicos derivados do hipidina, os quais conferem
diversos potenciais biologicos (ZHENG et al., 2010).

Estudos realizados por Yang e col. (2013) e Isaka e col. (2017) identificaram
sesquiterpenos em espécies de Inonotus. O composto inonoalliacana A foi efetivo frente a
bactéria Gram-positiva Bacillus cereus, enquanto que inonoalliacane B apresentou atividade
antiviral frente ao virus da Herpes (tipo 1).

Kim e col. (2011) em estudos realizados com a espécie Inonotus obliquus isolaram do
extrato metandlico os triterpenos lanosterol, B-sitosterol, peroxido do ergosterol, inotodiol,
acido trametenolico, 3B-hidroxilanosta-8,24-dien-21-ol, lanosta-8,25-dien-3,22,24-triol,
betulina e os compostos fendlicos 2,5-dihidroxibenzaldeido e 3,4-dihidroxibenzalacetona.
Testes citotoxicos frente a células tumorais A549 (Carcinoma), L1210 (leucemia linfatica),
COLO 205 (adenocarcinoma colorretal), HL60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7
(adenocarcinoma) foram realizados. O composto mais efetivo foi 3,4-Dihidroxibenzalacetona
frente as linhagens celulares A549 e HL60, com valores de Clso 23,6 e 21,7 puM,
respectivamente. Além disso, o potencial anti-inflamatorio e antinoceptivo in vitro e in vivo
foram detectadas, com resultados bastante promissores (PARK et al., 2005).

A investigagdo antimicrobiana, antioxidante e inibigdo da enzima Xantina Oxidase foi
realizada por Kovécs e col. (2017) nas espécies Fomitiporia hartigii, F. punctata, F. robusta,
Fuscoporia torulosa, Phellinopsis conchata, Phellinus igniarius, Ph. tremulae, Ph.
tuberculosus, Phellopilus nigrolimitatus e Porodaedalea chrysoloma. Os estudos mostraram
que as espécies F. robusta, F. torulosa, P. chrysoloma e P. nigrolimitatus, de forma geral,
apresentaram atividades antibacterianas moderadas, quando comparadas aos padrdes. Extratos
de Fomitiporia robusta demostrou-se efetivos frente a cepa M. catarrhalis, enquanto que 0s
extratos de P. chrysoloma apresentaram potencial antibacteriano frente a B. subtilis, S. aureus,
M. catarrhalis, Streptococcus pyogenes e MRSA (S. aureus resistente a meticilina). Com relacdo
a atividade antioxidante, extratos de todas as espécies, com excecdo de P. igniarius,
apresentaram potencial frente ao radical DPPH. Além disso, os melhores inibidores da enzima
Xantina Oxidase foram as espécies F. punctata, F. robusta, F. torulosa, P. igniarius, P.
nigrolimitatus e P. chrysoloma. De forma geral, as espécies F. torulosa, Ph. nigrolimitatus e P.
chrysoloma apresentaram atividades excelentes frente aos testes realizados.

Derivados do ergosterol encontrados na espécie Phellinus linteus demostraram-se
inibidores da Elastase Neutrofilica, uma proteinase responsavel pela liberagédo de leucdcitos nos
tecidos conjuntivos, os quais apresentaram valores consideraveis de Clsg. Dentre 0s compostos

testados, 0 composto 34, Sa — dihidroxi- 65-metoxiergostano-7,22-dieno apresentou inibigdo
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significativa da enzima, exibindo valores de ICso 14,6 UM, quando comparado ao padrdo
epigalocatequina-3-galato (EGCG), com 12,5 pM (LEE et al., 2012). Park e col. (2004a)
estudando a mesma espécie, determinaram o potencial inibidor do hispidina (composto
fenolico) frente a enzima f-secretase, responsavel pela clivagem do peptidio g-amiloide. O
acumulo extracelular desse peptidio contribui para o dano da fungéo neuronal.

Lee e col. (2017) isolaram os compostos fendlicos 3,4-dihidroxibenzaldeido, 4-(4-
hidroxifenil)-3-buten-2-ona e 4-(3,4-dihidroxifenil)-3-buten-2-ona, o sesquiterpeno 3[3-
hidroxicinamilida, os esterois 9,11-peroxido de hidroergosterol e peroxido do ergosterol, o
acido etil linoleato e um derivado lipidico de Phellinus Baumii. Os compostos foram testados
quanto a acdo anti-inflamatéria, onde os compostos fenolicos apresentaram resultados
pPromissores.

Terpendides foram isolados de uma cultura de Inonotus obliquus e investigagada sua
atividade inibitoria frente a enzima a-glicosidase (diabete tipo 2), onde os triterpenos
inotolactonas A e B mostraram-se mais eficientes do que o padréo acarbose, com valores de Cl
50 0,24 mM, enquanto que o controle positivo apresentou Clso 0,46 mM (YING et al., 2014).
Em estudos realizados com a espécie Phellinus gilvus, por Liu e col. (2009), foi investigada a
atividade hipoglicémica do extrato bruto e triterpenos isolados. No entanto, os triterpenos néo
apresentaram resultados significativos, enquanto que o extrato etandlico sim. Portanto esses
metabdlitos isolados ndo séo responsaveis pela atividade do extrato.

Wang e col. (2009) estudando a espécie Phellinus igniarius isolaram triterpenos
lanostanos e derivados do ergosterol. Testes de atividade inibitoria da enzima iNOS foram
realizados. Essa enzima é responsavel pela catélise no processo de oxidacgao da L-arginina para
a producdo de dxido nitrico (radical livre). O extrato etandlico de P. igniarius apresentou
potente atividade inibitoria com Clso 29,57uM, bem como os lanostanos Igniareno B (47,89
UM) e Igniareno D (91,74 puM). Os mesmos compostos foram testados quanto a atividade
citotdxica, no entanto ndo apresentaram citotoxicidade.

O potencial antioxidante dos extratos de P. baumii (SHON et al., 2003), P. linteus
(PARK et al., 2004b) e I. obliquus (CUI et al., 2005) foram investigados. Extratos metandlicos
e aquoso de P. baumii apresentaram taxas de 80 a 90% na inibi¢do dos radicais perdxido de
hidrogénio, hidroxilae DPPH (SHON et al., 2003). Phellinus linteus produziu extratos, os quais
demontraram bom potencial antioxidante frente aos radicais DPPH e peroxido de hidrogénio
(PARK et al., 2004b). Estudos com a espécie |. obliquus relataram que 0 extrato rico em
polifendis foi efetivo frente aos radicais DPPH, peroxila e superéxido na concentracdo de 5
pg/mL. (CUI et al., 2005)



37

2.2.3 Familia Sclerodermataceae

Triterpenos do tipo lanostanos e derivados do acido pulvico, sdo os metabdlitos mais
comuns encontrados nessa familia. Estudos realizados com a espécie Pisolithus tinctorius
mostraram a presen¢a de alguns pigmentos derivados do acido pulvinico, dentre eles a
Pisoquinona (GILL e LALLY, 1985; GILL e KIEFEL, 1994).

Triterpenos do tipo lanostanos como a pisolactona, entre outros, tém sido comumente
isolados de P. tinctorius (LOBO et al., 1983; LOBO et al., 1985; FUJIMOTO el al., 1994).
Montenegro e col. (2008) avaliaram o potencial antitumoral in vivo da pisolactona, o qual
mostrou-se efetiva frente a células tumorais Sarcoma 180.

Estudos realizados por Zamuner e col. (2005) demostraram a presenca de diversos
triterpenos lanostanos. Os autores isolaram pisosteral, pisolterol, 3-epi-pisosterol e 3,22&,23&-
triidroxi-23&-acetoxi-24-metil-lanosta-8,24(28)-dieno e 3p,22&,23&-triidroxi-22&-acetdxi-24-
etil-lanosta- 8,24(28)-dieno do corpo de frutificacdo de P. tintorius micorrizados com
Eucalyptus spp. Ja da espécie micorrizada com Pinus taeda foram isolados os compostos
lanosterol, agnosterol, 3,22&-diidroxi-24-metil-lanosta-8,24(28)-dieno e 3p,22&-diidroxi-24-
etillanosta-8,24(28)-dieno.

O potencial antimicrobiano de Pisollithus albus foi investigado. Os autores testaram
diferentes extratos frente a trinta cepas de S. aureus resistentes a meticilina. Os extratos acetato
de etila e metandlico foram os mais efetivos, enquanto que o extrato aquoso mostrou atividade
moderada (AMERI et al., 2011b). KOPE e col. (1991) reportaram a atividade antifingica frente
a Truncatella hartigii dos compostos pisolitina A e pisolitina B.

Khadhri e col. (2017) testaram o extrato etandlico de P. albus frente as bactérias Gram-
positivas: Enterococcus faecalis [American Type Culture Collection (ATCC) 29212],
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Bacillus subtilis
(ATCC 6059) e Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli
(ATCC 8739), Salmonella typhimurium (NCTC 6017) e Aeromonas hydrophila (IC). A espécie
apresentou CIM (12,5 mg/mL) com excecdo para as cepas Escherichia coli e Listeria
monocytogenes (CIM 25 mg/mL), o que evidencia o potencial bacteriostatico da espécie. J& a
concentracdo letal minima (CLM) variou de 25 a 50 mg/mL, demostrando o potencial
bactericida.

Morandini e col. (2016) estudando uma espécie de Scleroderma spp (UFSM SC1),
descreveram o isolamento de dois novos triterpenos lanostanos Sclerodol A e B, além do
triterpeno (3S*,5R*,10S*,13R*,14R*,17R*,20R*)-lanosta-8,23-diene-3b,25-diol e 0s agucares
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trealose e manitol. O extrato metandlico e os lanostanos foram testados quanto a capacidade
antifungica, o qual demostraram potencial fungiostatico e fungicida. Sclerodol B foi 0o mais
efetivo, exibindo capacidade inibitéria minima (CIM) de 6,25 pg/mL frente C. Krusei, seguido
da C. parapsilosis (12,5 pg/mL), e C. tropicalis e C. albicans, o que evidenciou o potencial
anti-candidiase da espécie.

Dois triterpenos, nédo relatados anteriormente na literatura, foram isolados por Annang
e col. (2018) da especie Scleroderma areolatum. Os autores testaram 0s compostos quanto a
capacidade anti-parasita (Tripanosoma cruzei e Plasmodium falciparum) e citotoxica (Hep G2-
hepética). Os compostos apresentaram valores de Clso para T. cruzei 13,65-5,04 uM e P.
falciparum 6,78-1,65 UM, o que evidenciou o potencial anti-protozoario. Com relacéo ao efeito
citotoxico, os compostos ndo foram efetivos (ANNANG et al., 2018).

O potencial anti-inflamatério dos extratos de S. nitidum foi investigado. Os autores
extrairam os polissacarideos dos corpos frutiferos da espécie e testaram frente a diferentes
modelos (induzidos) de inflamac&o. Os autores comprovaram o potencial anti-inflamatério da
espécie, uma vez que os polissacarideos testados apresentaram reducdo significativa das
inflamacGes (NASCIMENTO et al.,, 2012). Kanokmedhakul e col. (2003), em estudos
realizados com a espécie S. citrinum, isolaram o lanostano (20S, 22S, 23E)-22-O-acetil-25-
hidroxilanostano-8,23(E)-dien-3-ona e os acidos piravicos metil- 4,4-dimetoxivulpinato e acido
4.,4-dimetoxivulpinico. O lanostano apresentou potencial anti-viral (Herpes simples), enquanto

que o acido dimetoxivulpinico foi efetivo frente a Mycobacterium tuberculosis.

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

2.3.1 Atividade antimicrobiana

As infeccBes causadas por micro-organismos patdégenos sdo um dos maiores problemas
de salde publica mundialmente. O surgimento de novas doencas infecciosas e a
multirresisténcia aos antibioticos ja estabelecidos, por consequéncia, tem aumentado o indice
de mortalidade e morbidade (OTEO e ARACIL, 2015).

A resisténcia microbiana esta relacionada a mutagdes genéticas das cepas e a presenca
de biofilmes. Os biofilmes sdo o conjunto de micro-organismos (bactérias/micobactérias)
unidos a uma superficie sélida e cobertos por uma matriz exopolissacaridica; formados por uma

ou mais espécies, sendo de dez a mil vezes mais resistentes aos agentes antimicrobianos (MAH
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¢ O’TOOLE, 2001). Além disso, o acentuado uso indevido de antibioticos nas praticas médicas,
agrarias e veterinarias contribuem para esse problema (SILVA et al., 2010).

Dados apontam que o uso excessivo dos antibioticos resultou em uma emergéncia global
acelerada por novos agentes antimicrobianos, pois 0s antibioticos atualmente disponiveis ndo
sdo suficientes, ou seja, estdo esgotando-se rapidamente, sendo assim, requer o0 uso de outros
farmacos (WHO, 2014).

Diante desses problemas, diversas medidas tecnoldgicas foram sugeridas para resolver
0 empasse da resisténcia desses agentes microbianos, dentre elas a busca por novos
medicamentos ou protdtipos oriundos de espécies vegetais, uma vez que as plantas produzem
uma variedade de metabolitos com propriedades antimicrobianas (OSTROSKY et al., 2008;
SILVA et al., 2010; NCUBE et al., 2012).

Nesse contexto destacam-se também os fungos Basidiomicetos. Estes constituem em
uma fonte rica em metabdlitos secundarios, muitos dos quais ndo sdo encontrados nos demais
fungos (ESSER, 2009). Estudos mostram que em décadas recentes, diversos compostos
bioativos foram isolados de Basidiomicetos com potenciais biolégicos importantes, tais como
antibacteriano e antifangico (DE SILVA et al., 2012).

As bactérias sdo classificadas como Gram-positivas e Gram-negativas, diferindo-se na
composi¢do da parede celular. As bactérias Gram-positivas contém peptidoglicano e acido
teicdico, enquanto que as Gram-negativas contém peptidoglicano, lipopolissacarideo,
lipoproteina, fosfolipideo, proteina e o ponto critico desses micro-organismos € a parede
peptidoglicano, ou seja, a perda ou dano a essa camada destroi a rigidez da parede celular
bacteriana (NEU e GOOTZ, 1996). Entre as diversas bactérias Gram-positivas pode-se citar o
género Enterococcus, responsavel por infecces hospitalares, sendo que, a maioria das
infeccBes sdo causadas pela espécie Enterococcus faecalis (80%) (CERCENADO, 2011).
Staphylococcus aureus também € citado como um patégeno oportunista de infeccdes
hospitalares, atua na pele, em ferimentos e, quando associados a Staphylococcus epidermidis
causa infeccGes em pacientes que necessitam de procedimentos médicos internos (FOSTER,
1996; RINCON et al., 2014). A espécie Bacillus cereus pode ser encontrada no solo, vegetais
e agua e é prejudicial ao homem devido a intoxicagdes gastrointestinais (DUPORT et al., 2016).
Bacillus subtilis também esta associada a infec¢des gastrointestinais, do sistema respiratorio e
trato urinario (TURNBULL, 1996).

Ao que se refere a bactérias Gram-negativas, a espécie Pseudomonas aeroginosa é a
responsavel por infecgdes respiratorias e infeccdes hospitalares, afetando principalmente

pacientes imunocomprometidos, além de causar pneumonia em pacientes que necessitam de
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ventilagdo mecénica (CAUSAPE et al., 2018). Klebsiela pneumoniae é umas das principais
responsaveis pela pneumonia, além de ocasionar doencas no trato urinario (GUENTZEL, 1996;
VUUREN e HOLL, 2017). Proteus mirabilis também esta associada a casos de infecgdes
urinarias (VUUREN e HOLL, 2017). A espécie Escherichia coli encontrada comumente no
trato intestinal, quando em desequilibrio pode causar diarreia inflamatéria ou ndo, além de estar
associada a infecgdes urinarias (JUNIOR e EVANS, 1996; VUUREN e HOLL, 2017).

O género Shigella é conhecido mundialmente por ser a principal causa de diarréia e
disenteria. A transmissdo ocorre através da agua e alimentos. Estima-se que, anualmente, cerca
de 165 milhdes de pessoas séo afetadas pela Shigelose (WHO, 2014). Enterobacter aerogeneses
€ uma espécie oportunista, responsavel por infec¢bes do trato gastrointestinal, urinério e
respiratorio. E uma dos patdgenos que apresenta grande resisténcia frente a antibiéticos (REGLI
e PAGES, 2015). Morganella morganii pode ser encontrada no meio ambiente, na microbiota
intestinal de humanos, mamiferos e mucosas de répteis. Os pacientes pds-operatdrios e criancas
sdo os mais suscetiveis a desenvolver infeccBes causada por essa espécie, associadas
principalmente ao trato urinario, pele e meningite (FALAGAS et al., 2006; MANTADAKIS et
al., 2015). O género Salmonella € responsavel por doencas como gastroenterite e diarreia
inflamatodria. As infecgdes causadas por Salmonella sdo classificadas clinicamente como:
gastroenterite, bacteremia, febre entérica e convalescente (SMITH et al., 2016). Burkholderia
cepacia é responsavel por infecgdes pulmonares cronicas em pacientes com fibrose cistica e
imunocomprometidos (LOUTET e VALVANO, 2010).

Outros microorganismos patdégenos responsaveis por casos de mortalidade e morbidade
sdo os fungos filamentosos. Eles sdo responsaveis por diversas infecches e afetam
principalmente pessoas imunocomprometidas, entre elas, portadoras do virus SIDA (em inglés
HIV), pacientes que necessitam de tratamentos quimioterapicos e/ou transplantados. De acordo
com a literatura, as infec¢es fangicas podem ser classificadas em duas categorias: origem
oportunista ou endémica. Os oportunistas geralmente atuam na microbiota intestinal e incluem
0s géneros Candida e Cryptococcus. Ja as endémicas dependem principalmente da exposicédo
geografica ao habitat natural do fungo, como os Coccidioidesimmitis e Blastomyces
dermatitidis (GAONA-FLORES et al., 2016). Estima-se que 1,7 bilhdes de individuos s&o
infectados por ano (SPITZER et al., 2016). Especies do género Candida, dentre elas C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis causam principalmente a candidiase. O
género Cryptococcus é responsavel pela criptococose (GAONA-FLORES et al., 2016). As
espécies Cryptococcus neofarmans e C. gattii sdo encontradas no solo ou materiais organicos

em decomposicado. Essas espécies podem causar pneumonia, disseminar-se pelo corpo e evoluir
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para meningite. Além disso, C. gattii responde mais lentamente aos tratamentos antifngicos
quando comparado ao C. neofarmans (ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). A espécie
Saccharomyces cerevisiae é conhecida principalmente pelo uso industrial, no entanto, esse
fungo quando associado a espécies do género Candida, apresenta riscos a saude humana
(SILVA et al., 2011).

Micobactérias € um amplo grupo de micro-organismos responsaveis por altas taxas de
mortalidade e morbidade. Estima-se que mais de 170 espécies ja foram protocoladas,
responsaveis por diversas doengas (ALCAIDE et al., 2017). As micobactérias do género
Mycobacterium apresentam quatro camadas na parede celular, composta por peptideoglicano,
arabinoglicano, acidos micolicos e uma variedade de lipideos, sucessivamente (HINRICHSEN,
2007; CARDQOSO, 2009).

Usualmente, as micobactérias sdo classificadas em: Mycobacterium tuberculosis,
micobactérias ndo tuberculosas e M. leprae (GRIFFITH et al., 2007). As micobactérias ndo
tuberculosas podem ser encontradas no solo, dgua, nas plantas e na vida animal (RAO e
SILVEIRA, 2018). Existem diversas espécies, entre elas, as de crescimento rapido,
responsaveis por doengas em seres humanos, como infeccées de pele e tecidos moles, doencas
pulmonares, linfadenite, inclusive dissemia (WU e HOLLAND, 2015). As micobactérias ndo
tuberculosas compreendem as espécies Mycobacterium abcessus, M. massiliense e M.
fortuitum. No mundo, estima-se que existe um aumento consideravel de infeccbes provindas de
micobactérias (VARGHESE et al., 2017). No Brasil, a maioria dos casos estao relacionados a
falhas no processo de limpeza, desinfeccdo e esterilizacdo de materiais cirurgicos (ANVISA,
2008). Em um relatério publicado pela ANVISA no periodo de 1998 a 2009, verificou-se que
as espécies mais incidentes foram: M. abscessus (31,3%), M. abscessus subsp. bolletii (30,4%);
M. fortuitum (13,8%) e M. chelonae (1,5%) (ANVISA, 2011). Diversos surtos foram relatados
envolvendo micobactérias, entre esses, na cidade de Campinas (SP) envolvendo M. fortuitum e
M. porcinum isoladas de préteses mamarias, apos pacientes serem submetidas a mastoplastia
(PADOVEZE et al., 2007). Mycobacterium abscessus é uma espécie responsavel por diversas
infeccdes, principalmente pos-transplante, sendo na pele e nos tecidos moles as mais comuns.
Além disso, M. abscessus & um patdgeno preocupante, devido a baixa suscetibilidade aos
antimicrobianos, toxicidade dos tratamentos e o risco de recorréncia (RAO e SILVEIRA, 2018).
Mycobacterium fortuitum estd associada a infeccBes em pele, ossos, articulagdes, atingindo
principalmente pacientes imunocomprometidos. Em adi¢éo, ha ocorréncia de infecc¢Ges no trato

respiratdrio, principalmente em pacientes com tuberculose, cancer de pulméo e outras doencas
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pulmonares (OKAMORI et al., 2018). Mycobacterium massiliense relacionam-se a doencas
pulmonares, como fibrose cistica e pulmonares crénicas (CHOI et al., 2017).

2.3.2 Atividade antioxidante

O oxigénio molecular obtido da atmosfera € vital para organismos aerébicos, no entanto,
a formacédo de radicais livres in vivo em excesso resulta no estresse oxidativo (BARREIROS et
al., 2006). O estresse oxidativo ocorre quando a taxa de producdo de agentes oxidantes e dos
agentes deteriorantes, chamados de espécies reativas de oxigénio (EROs) estd em desequilibrio.
Os fatores que influenciam sdo: predisposicdo genética, ambientais, como radiacdo UV e
propriedades intrinsecas especificas de grupo celulares que podem favorecer ou diminuir a
capacidade das células de degradar estes agentes agressores (VICENTINO e MENEZES,
2007). Os exemplos mais comuns encontrados de EROs séo radicais superoxido (0?%), hidroxila
(HO), peroxila (RO?), alcoxila (RO, hidroperoxila (HO?). Moléculas como peroxido de
hidrogénio (H20>) e peroxinitrato (ONOO) apesar de ndo serem radicais livres, podem levar a
formacéo deles através de reacfes quimicas (VICENTINO e MENEZES, 2007).

Os radicais livres formam-se, principalmente, nas mitocondrias, citoplasma e
membranas celulares. Em condi¢es fisioldgicas cerca de 85 a 90% do oxigénio é metabolizado
na mitocondria, o restante € utilizado por enzimas, tais como, oxidases e oxigenases. Entretanto,
cerca de 2 a 5% do oxigénio metabolizado sdo desviados para outra via metabélica, reduzidos
e dando origem aos radicais livres. Outra fonte geradora de radicais sdo as enzimas NADPH
oxidases, responsaveis pela transferéncia de elétrons entre membranas celulares (BARBOSA
etal., 2010).

Estudos apontam que os radicais livres estdo relacionados com a patogenia de doencas,
tais como, diabete, isquemia cardiaca, asteriosclerose, cancer, processo de envelhecimento e
alteracdes no DNA (BARREIROS et al., 2006; JUNG et al., 2008).

Sendo assim, a busca de antioxidantes provindo de fontes naturais (fungos e plantas)
tem sido uma alternativa, pois a presenca de metabdlitos secundarios, como compostos
fenolicos e flavonoides, muitas vezes, apresentam bons potenciais antioxidante. Ademais,
antioxidantes naturais podem ter menos efeitos toxicoldgicos quando comparado aos sintéticos,
por exemplo: hidroxitolueno butilado (BHT) e 2 e 3 terc-butil-4-hidroxianisol (BHA) (JUNG
et al., 2008).



43

Testes in vitro sdo utilizados para avaliar a atividade antioxidante de produtos naturais
utilizando um radical estavel (2,2-difenil-1-picrilidrazila, DPPH), medindo-se, entdo, a

capacidade dos compostos naturais sequestrarem esse radical (MENSOR et al., 2001).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL FUNGICO

O fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius foi coletado na Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM - 29° 42' 7.77" S, 53° 43' 16.07” W, Latitude: -29.702158, Longitude: -
53.721131) (https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=
Camobi&params=29 42 7.77_S 53 43_16.07_W_type:city region:BR_scale:75000 scale:7
500), localizada na cidade de Santa Maria-RS, em maio de 2015, proximo a uma plantagédo de

Pinus. A espécie foi identificada pela professora Dra. Zaida Inés Antoniolli, do Departamento
de Solos da UFSM.

A especie saprofitica Phellinotus piptadeniae foi coletada em dois locais: sede da
Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO) localizada na regido do distrito de
Boca do Monte (29°40° 19.7” S, 54° 0° 21.04” W; Latitude -29.672103, Longitude -54.005844)
(https://pt.wikipedia.org/wiki/Boca_do_Monte (distrito_de_Santa_Maria)), ho municipio de
Santa Maria (RS), em setembro de 2016 e Floriandpolis-SC (27° 35* 49 S, 48° 32’ 56” W,
Latitude: -27.596944, Longitude: -48.548889) (https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.
php?language=pt&pagename=Florian%C3%B3polis&params=27 35 49 S 48 32 56 W _ty

pe:city region:BR scale:75000), em outubro de 2016. Ambos materiais foram coletados de

troncos da espécie Piptadeniae Gonoacantha (conhecida popularmente como pau-de-jacaré).
A espécie foi identificada pelo professor Dr. Gilberto Coelho, do Departamento de Educacéo
da UFSM.

3.2 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.2.1 Cromatografia em coluna (CC)

Para as colunas cromatogréficas de diferentes didmetros internos utilizou-se silica gel
(SILICYCLER) tipo 60 (Sorbent) (70-230 e 230-400 mesh), como adsorvente e foram eluidas

por solventes puros ou sistemas gradientes, para a separacao inicial de alguns dos compostos.

3.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A técnica de cromatografia em camada delgada foi efetuada em cromatoplacas de folhas
de aluminio usadas como suporte e silica gel 60 GF254 com 0,25 mm de espessura, como


https://pt.wikipedia.org/wiki/Boca_do_Monte_(distrito_de_Santa_Maria)
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adsorvente. As placas foram reveladas em lampada ultravioleta (A = 264 e 365 nm, spectroline)
usando-se os reativos de vanilina e anisaldeido para terpenos em geral, solucdo de cloreto
férrico para os compostos fendlicos e borrifagdo com solu¢do EtOH/H2SO4 a 5%, seguida de

tratamento térmico para os demais metabolitos.

3.2.3 Cromatografia em placa preparativa (CCDP)

Para a purificacdo de alguns compostos utilizou-se placas de vidro (20 cm x 20 cm)

recobertas com silica gel 60 GF254 (Sorbent) e 4gua deionizada para a deposigao.

3.2.4 Cromatografia Gasosa (CG), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) e espectrometria de massas de alta resolugdo (EMAR)

Os procedimentos em CG foram realizados em cromatdgrafo a gas (Varian), modelo
3800 do grupo NPPN. Os sinais foram observados através de um detector de ionizacdo de
chama (DIC), utilizando hidrogénio ultrapuro como gas de arraste (fase mdvel), com uma
pressdo de 7 Psi, Split 10, temperatura do injetor de 220 °C e do detector de 280 °C.

As analises foram realizadas em um Espectrometro de Massas de Alta Resolucdo
modelo Xevo G2 Q-TOF (Waters) do departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria, no Laboratério de Analises Quimicas Industriais e AmbientaissCEPETRO. A
amostra foi introduzida em infusdo em solucéo de Acetonitrila-H20 (1:1) com 0,1 % de acido
férmico a 5 uL/min, em modo ESI (+), tensdo do capilar 2 kV, cone de extracdo 1V, cone de
amostragem 15V, temperatura da fonte foi de 150 °C, temperatura de dessolvatacédo de 500 °C,
cone de gas a 10 L/hora, gas de dessolvatacdo a 600 L/hora, utilizando-se como gas de

dessolvatagéo nitrogénio.

3.2.5 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE)

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Agilent 1200 com
detector DAD (210 a 380 nm), utilizando-se coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 (4,6 x 250 nm;
5 um) em forno a 40 °C. Foi utilizado um gradiente de solvente de MeOH:H20 com fluxo de
Iml.min 1. A amostra foi introduzida inicialmente sob infusdo em um gradiente de solucio de
MeOH (95:05) com 0,1 % de &cido formico. No tempo de 15 minutos essa proporcao variou

até resultar em 100% de MeOH, que se manteve até o final da analise (30 min).
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3.3 REAGENTES E SOLVENTES UTILIZADOS

Os reagentes e solventes utilizados tem procedéncia Vetec e Tedia, de grau comercial,
purificados por técnicas de destilacdo. Os gradientes de misturas de solventes utilizados estéo
descritos no decorrer do texto.

3.4 ANALISES ESPECTROSCOPICAS POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
DE H E 13C

Os espectros de RMN de *H e 3C uni e bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC, Dept
135) foram realizados em um espectrometro Bruker DPX 400, operando a 400,13 MHz para *H
e 100, 62 MHz para '3C, e um espectrémetro Bruker ASCEND 600, operando a 600 MHZ para
'H e 150 MHz para *3C, do departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.
Para a preparacdo das amostras, utilizou-se quantidade entre 3-20 mg de amostra em 0,4 mL de
solvente deuterado em tubos de 5 mm. Os solventes deuterados utilizados para as analises das
amostras foram cloroformio (CDCls), piridina (CsDsN) e metanol (MeOH-d4). Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em “ppm” (partes por milhdo) e as constantes
de acoplamento (J) foram calculadas em Hertz (Hz). Para a calibracdo dos espectros utilizou-
se como referéncia interna 0 TMS (&6 0,00) para os espectros de hidrogénio, e para a calibragéo
dos espectros de 13C utilizou-se CDCls (§ 77,00), MeOH-d4 (§49,05) e CsDsN (5135,00). Os
espectros 1D e 2D foram processados com o software da Bruker TOPSPIN-NMR 3.2. Os
espectros 2D Homonuclear (*H-'H COSY-45) e Heteronuclear (HSQC, HMBC) foram
realizados conforme os parametros de aquisi¢do fornecidos pelo aparelho e processados pelo
software TOPSPIN-NMR 3.2 da Bruker.

3.5 ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE DIFRACAO DE RAIOS-X

Os dados das medidas cristalograficas foram obtidos em aparelho Bruker kappa-Apex
Il CCD sistema difratbmetro equipado com um monocromador de grafite e um cristal de
molibdénio (Mo) selado em tubo ceramico de raios-X (A = 0,71073 A) do Laboratério de
Cristalografia da Universidade Federal de Santa Maria.
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3.6 ANALISES POR ESPECTROFOTOMETRIA — FLUORIMETRO

Para as leituras de microplacas (96 pocos) utilizadas na avaliacdo das atividades
bioldgicas utilizou-se espectrofotdmetro SpectraMax M2 e SoftMax Pro 5.4.1 (Molecular
Devices Inc., USA), do departamento de bioquimica da UFSM, operando em 620 nm para 0s

testes antimicrobianos, 517 e 695 nm para os testes antioxidantes.

3.7 PONTO DE FUSAO

Os valores de ponto de fusdo das substancias isoladas foram determinados em um

aparelho MQAPF-301 da Microquimica, do departamento de quimica da UFSM.

3.8 POLARIMETRIA

A determinacéo da rotacdo 6tica das amostras foi realizada em polarimetro Auto Pol I,
cédula de 1 dm de comprimento, utilizando cloroférmio como solvente. Os experimentos foram
realizados no Laboratério do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (NPPN).

3.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

3.9.1 Método dos antioxidantes totais

O potencial antioxidante total das fracbes FAct e FMeOH da espécie Phellinotus
piptadeniae foram avaliados pelo método do fosfomolibdénio (PRIETO et al., 1999). As
fracdes e 0 BHT (controle positivo) foram testados nas concentragdes 500, 100 e 10 pg/mL. Os
frascos foram tapados e incubados a 95 °C por 90 min. Depois de resfriar a mistura até a
temperatura ambiente, mediu-se a absorbancia a 695 nm, utilizando um Spectra Max Plate
Reader® M2 (Molecular Devices), Sunnyvale, Califérnia, EUA.

3.9.2 Método do Radical Livre — Ensaio Quantitativo

O método consiste na reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)
(BROINIZI et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2011; SOUSA et al., 2007), onde avalia-se a

capacidade dos compostos testados de serem doadores de hidrogénio (a¢do antioxidante). A
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solugéo de DPPH possui uma coloracéo violeta que se descolore progressivamente, tornando-
se amarelada, permitindo assim, a observacao da capacidade antioxidante do composto testado.

Com o intuito de se avaliar a capacidade antioxidante de fracGes e metabdlitos isolados,
foi realizado o teste quantitativo. Realizou-se a leitura da absorbancia das amostras, em
espectrofotOmetro Spectra Max M2 (Molecular Devices Corp.), em um determinado
comprimento de onda (517 nm) frente o Branco e controle positivo (BHT).

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante, as amostras e o padrdo BHT foram
preparados em concentra¢fes de 1000ug/mL. Apds, 200uL de cada amostra é transferida para
a primeira linha da placa (96 pocos) nos seis primeiros pocos correspondente a amostra
(triplicata), a seguir adiciona-se 100uL de metanol a partir da segunda linha da placa
procedendo-se as diluigdes em série até se obter concentragdes de 500 a 7,81 pg/mL. A cada
diluicdo, sdo acrescentados nas colunas pares 100 uL de solucdo de DPPH 0,004% e nas colunas
impares 100 uL. As amostras permaneceram a temperatura ambiente por 30 minutos, sob
protecdo da luz. Apds, ocorre a descoloragcdo das amostras, passando de roxa para amarelada,
naquelas que apresentarem atividade antioxidante positiva. A estrutura do DPPH e sua redugéo

por um agente antioxidante € ilustrada na Figura 14.

Figura 14 — Reducdo do DPPH via Radical Livre

No, /@ NO, /@ —
T\ H: on m - >

oN— N hn >
\—/

NO, - NO,
Difenil-1-picrilidrazila (radical livre) Difenil -1-picrilidrazila (reduzido)

Através da leitura, é possivel determinar a reducdo do radical livre. Para avaliar a
atividade de captura do radical pelas amostras testadas, a porcentagem de inibicéao é calculada
pela férmula: % de inibicdo = [(Ac-Aa)/Ac] x 100, onde Ac é a absorbancia da solucdo controle
e Aa é a absorbancia da amostra testada, no tempo de 30 minutos. Através de regressao linear,
a partir das médias das porcentagens, € obtida a ICso, sendo a concentracdo que causa 50% de
inibicdo do radical livre DPPH.
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3.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os métodos utilizados para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e as
concentragdes letais minimas (CLM) foram os de microdiluicdo em caldo padronizados (M7-
A6) e (M27-A2) pelo National Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS, 2005;
NCCLS, 2002).

Os micro-organismos que foram empregados para a realizacdo da atividade
antimicrobiana sdo cepas referéncia da American Type Collection (ATCC), constituidos de

micro-organismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos (Tabela 1).

Tabela 1 — Micro-organismos

Caracteristicas Micro-organismo ATCC
Staphylococcus aureus 25923
Bacillus subtilis 19659
Gram — positivas Enterococcus sp. 6589
Bacillus cereus 11778
Enterococcus faecalis 19433
Staphylococcus epidermidis 12228
Escherichia coli 25922
Pseudomonas aeroginosa 9027
Burkholderia cepacia 17759
Morganella morganii 25829
i Salmonella enterica serovar Typhimurium 14028
Gram — negativas Shigella Sonnei 25931
Proteus mirabilis 25933
Shigella flexneri 12022
Salmonella Enteritidis 13076
Enterobacter aerogenes 13048
Klebsiella pneumoniae IC
Candida albicans 10231
Candida tropicalis 750
Candida krusei 6258
Fungos Candida parapslosis 22019
Candida dubliniensis MYA-577
Candida glabrata 2001
Sacharomyces cerivisiae 2601
Cryptococcus neoformans 28952

Cryptococcus gattii 56990
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3.10.1 Padrdes utilizados nos Ensaios Microbioldgicos

Os padrdes utilizados foram Cloranfenicol e Ampicilina para bactérias e Fluconazol e

Nistatina para fungos (200-1,56 ug/mL).

3.10.2 Meios de culturas empregados

Os meios foram preparados conforme instrugfes do fabricante e, esterilizados em
autoclave a 121°C, latm, durante 20 minutos. As cepas dos micro-organismos indicadores
foram armazenados em geladeira, sendo utilizado meio Agar Miiller-Hinton para bactérias e

Agar Sabouraud para fungos (meio repique).

3.10.3 Preparacdo dos inéculos e determinacéo da CIM pelo método de microdiluicdo em
caldo

Com o auxilio de uma alca de inoculacgdo transferiu-se culturas dos micro-organismos
indicadores para tubos de ensaio contendo 5 mL de solucdo salina a 0,8%. Os indculos foram
estandardizados a 0,5 da escala nefelométrica de McFarland.

As amostras foram diluidas em meio liquido (Metanol, DMSO — 2,5 mg/mL para
extratos e 1mg/mL para padrfes) e diluidas novamente em placas de cultura estéreis de 96
pocos, nas concentracdes de 500 a 3,12 ug/mL para extratos e 200 a 1,56 ug/mL para
substancias puras. Cada poco foi inoculado com o0s micro-organismos e homogeneizados, sendo
entdo, as microplacas incubadas por 24 horas a 35 °C para bactérias e 48h a 27°C para fungos.
Apos a incubagdo e o periodo de crescimento, realizou-se a leitura das placas.

A leitura foi realizada através da medida de Densidade Otica em um aparelho
espectrofotdmetro (Molecular Devices modelo SpectraMax M2). A microplaca de 96 pocos foi
colocada num Spectra Max M2 espectrofotémetro de microplacas (Molecular Devices Corp)
programado para realizar as medicOes a 25°C. As densidades Opticas das culturas celulares
foram lidas utilizando com um comprimento de onda de 620 nm (LEHTTINEN et al., 2006).

3.10.4 Determinacéo da Concentragéo Letal Minima (CLM)

Nos pogos que ndo apresentaram crescimento de micro-organismos, foram realizados
repiques das dilui¢cBes para outra placa de 96 pocos contendo caldo Casoy para bactérias e

Sabourand para fungos. Ap6s o periodo de incubagdo, fez a leitura novamente em
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espectrémetro a 620 nm, sendo assim, foi possivel determinar a menor concentragdo capaz de
causar a morte dos microrganismos (CLM). Todos os testes foram realizados em triplicata,

efetuando-se a analise dos padrbes simultaneamente.

3.11 ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA

Para o estudo da atividade antimicobacteriana utilizou-se 0s micro-organismos
Mycobacterium abscessus (ATCC 19977), M. fortuitum (ATCC 6841) e M. massiliense (ATCC
48898). As colbdnias foram isoladas em meio solido Lowesten-Jensen (HiMedia Laboratories)
e em seguida cultivadas em meio Middlebrook 7H9 broth medium (Difco Laboratories)
contendo 0,2% (vol/vol) de glicerol e 10% (vol/vol) de OADC (oleic acid-albumin-dextrose-
catalase).

Os testes de suscetibilidade foram avaliados pelo método de microdilui¢cdo em caldo de
acordo com o protocolo padrdo CLSI M24-A2 (CLSI 2011). As amostras foram avaliadas nas
seguintes concentracdes: fracbes 1250-9,76 pug/mL e compostos puros 500 pg/mL - 3,90625
pmg/mL. As solucbes-estoque iniciais das fracbes e compostos foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 50 mg / mL, das quais foram
feitas diluicdes adicionais no caldo Mueller-Hinton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd, india). A
padronizacdo da densidade do in6culo para o teste de suscetibilidade foi realizada de acordo
com a escala McFarland 0.5. A leitura das placas foi realizada ap6s 72 h de incubacdo a 35° C
e a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo uso do indicador 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) (Vetec®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Brasil) (CLSI, 2013).

Sulfametoxazol e Claritromicina foram utilizados como padrdes e 0s ensaios foram

realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 OBTENCAO DAS FRACOES NEUTRAS

Os fungos Phellinotus piptadeniae (I RS-1,030 Kg e Il SC-3,400 Kg) (Figura 15 e
Figura 16) e Pisolithus tinctorius (1,200 Kg) (Figura 17) e foram picados em pequenos pedacos
e secos em estufa de ar circulante a 50°C, durante 48 h, obtendo-se 0,550 Kg, 2,340 Kg e 0,809
Kg, respectivamente. Apos a secagem, os materiais fungicos foram submetidos a extracdes a
frio com solventes de diferentes polaridades (hexano, acetato de etila e metanol para Pp e
hexano e acetato de etila para Pt), por um periodo de 45 dias até a completa exaustdo. Ao final
de cada extracdo, o solvente era evaporado sob pressdo reduzida, obtendo-se assim as
respectivas fracGes de cada espécie.

Das extracdes da espécie Phellinotus piptadeniae coletada no RS e SC obteve-se as
seguintes fracOes: fracdo hexanica RS (FHex RS Pp) 0,99 e SC (FHex SC Pp) 2,99, fracdo
acetato RS (FACOEt RS Pp) 1,1 g e SC (FACOEt SC Pp) 8,65g, fragdo metanol RS (FMeOH
RS Pp) 6,59 e SC (FMeOH SC Pp) 36,6g. Enquanto que as extracbes da espécie Pisolithus
tinctorius resultaram nas seguintes fracdes: Fracdo hexanica (FHex Pt) 3,0 g e a fracdo acetato
de etila (FACOEt Pt) 5,8 g.

Figura 15 — Fracionamento neutro do fungo Phellinotus piptadeniae RS
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Figura 16 — Fracionamento neutro do fungo Phellinotus piptadeniae SC
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Figura 17 — Fracionamento neutro do fungo Pisolithus tinctorius
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4.2 RENDIMENTO DAS FRACOES

Os rendimentos das fracOes das espécies estudadas estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Rendimento das fragdes neutras

Fracoes Quantidades obtidas (g) % em Relacdo ao Material Seco
FHex RS Pp 0,9 0,17
FACOEt RS Pp 1,1 0,2
FMeOH RS Pp 6,5 1,2
FHex SC Pp 2,9 0,12
FACOEt SC Pp 8,65 0,37
FMeOH SC Pp 36,6 1,6
F Hex Pt 3,0 0,37
F AcOEt Pt 5,8 0,72

4.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS DAS FRACOES OBTIDAS

As fracbes obtidas foram analisadas por meio de CCD, em diferentes solventes e
gradientes de misturas, e reveladas posteriormente em lampada UV 254nm e UV 365nm, com
aplicacdo de vanilina para identificacdo da presenca de triterpenos, anisaldeido para terpenos
em geral, solucdo de cloreto férrico para compostos fendlicos e solu¢do EtOH/H2SO4 a 5%,
seguida de tratamento térmico para os demais metabdlitos.

As fraces FACOEt RS, FAcCOEt SC, FMeOH Rs e FMeOH SC apresentaram
positividade para compostos fendlicos quando revelados com solugédo de cloreto férrico, além
disso todas as fraces obtidas da espécie Phellinotus piptadeniae mostraram positividade para
terpenos, através de testes realizados com reagente anisaldeido.

As fracdes FHex Pt e FACOELt Pt obtidas da espécie Pisolithus tinctorius demostraram
positividade para triterpenos e terpenos em geral, quando testados com os reagentes vanilina e
anisaldeido.

A purificacdo das fracBes e isolamento dos metabdlitos foram realizados através de
técnicas de cromatografia em coluna (CC), cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP).
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4.3.1 Fracgoes neutras de Phellinotus piptadeniae

4.3.1.1 Fracgdes hexanicas

A fracdo Hex RS (FHex RS Pp 0,9 g) foi submetida a uma lavagem com hexano, afim
de retirar parte da pigmentacdo e gordura presentes nessa fracdo. Apds a lavagem, obteve-se
cristais brancos e finos. Esses foram submetidos a analises de RMN de 'H e 3C uni e
bidimensionais e, comparando com os dados relatados na literatura (CHANG et al., 2018)
identificou-se como sendo o triterpeno ergosterol (D2; 140,2 mg).

A fracdo Hex SC (FHex SC) foi cromatografada em coluna empregando silica gel 60H
(70-230 mesh) como fase estacionaria e hexano/acetato de etila com gradiente crescente de
polaridade como fase movel. Essa fracdo apresentou dificuldade de se realizar o isolamento de
metabolitos puros, uma vez que esses encontraram-se na forma de misturas, contendo 2 a 3
triterpenos, os quais foram analisados e confirmados através de analises de cromatografia

gasosa.

4.3.1.2 Frag0es acetato de etila

Devido a maior quantidade obtida da fracdo FACOEt SC, optou-se por investigar 0s
metabolitos presentes. Uma parte da FACOEt Sc (7,2 g) foi submetida a CC empregando silica
gel 60H (70-230 mesh) como fase estacionaria e hexano/ acetato de etila/metanol com gradiente
crescente de polaridade como fase movel. Foram coletadas 618 fragdes de 30 mL cada, as quais
foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com a similaridade (Tabela 3).

A maioria das fracdes mostrou ser composta por mistura de metabdlitos. Essas fracdes
foram submetidas a novos processos de purificacdo, através de cromatografia em placa
preparativa (CCDP).
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Tabela 3 — Separacdo em CC da fracdo AcOEt SC (FAcOEt SC Pp) obtido de P. piptadeniae

Fracoes Subfragdes % solventes Peso (mQ) Substancia
1-14 1Pp Hex/AcOEt 1% 3,9 Mistura
15-49 2 Pp Hex/AcOEt 1% 9,8 Mistura
50-65 3Pp Hex/AcOEt 3% 1,0 Mistura
66-99 4 Pp Hex/AcOEt 5% 114,5 Mistura
100-105 5Pp Hex/AcOEt 5% 59 Mistura
106-109 6 Pp Hex/AcOEt 5% 2,2 Mistura
109-114 7 Pp Hex/AcOEt 8% 9,9 D6 + Mistura
115-122 8 Pp Hex/AcOEt 8% 13,1 D11 + Mistura
123-128 9Pp Hex/AcOEt 8% 4,8 D11 + Mistura
129-135 10 Pp Hex/AcOEt 8% 4,8 D11 + Mistura
136-147 11 Pp Hex/AcOEt 8% 9,2 D11+ Mistura
148-150 12 Pp Hex/AcOEt 8% 4,2 Mistura
151-155 13 Pp Hex/AcOEt 8% 54 Mistura
156-163 14 Pp Hex/AcOEt 10% 9,6 Mistura
164-172 15 Pp Hex/AcOEt 10% 7,2 Mistura
173-178 16 Pp Hex/AcOEt 10% 29,1 Mistura
179-183 17 Pp Hex/AcOEt 10% 27,8 Mistura
184-189 18 Pp Hex/AcOEt 10% 31,1 Mistura
190-235 19 Pp Hex/AcOEt 12% 289,4 Mistura
236-290 20 Pp Hex/AcOEt 15% 492,1 Mistura
291-331 21 Pp Hex/AcOEt 18% 182,5 Mistura
332-364 22 Pp Hex/AcOEt 20% 69,4 D1 + Mistura
365-393 23 Pp Hex/AcOEt 25% 60,2 Mistura
394-442 24 Pp Hex/AcOEt 30% 154,2 Mistura
443-462 25 Pp Hex/AcOEt 35% 97,2 Mistura
463-472 26 Pp Hex/AcOEt 35% 167,3 Mistura
473-482 27 Pp Hex/AcOEt 35% 67,4 D9 + Mistura
483-488 28 Pp Hex/AcOEt 40% 34,0 Mistura
489-496 29 Pp Hex/AcOEt 40% 22,6 Mistura
497-502 30 Pp Hex/AcOEt 40% 31,1 Mistura
503-506 31Pp Hex/AcOEt 40% 27,5 D9 + Mistura
507-511 32 Pp Hex/AcOEt 40% 33,6 D9 + Mistura
512-517 33 Pp Hex/AcOEt 50% 46,6 Mistura
518-520 34 Pp Hex/AcOEt 50% 21,6 Mistura
521-525 35 Pp Hex/AcOEt 50% 33,8 Mistura
526-532 36 Pp Hex/AcOEt 50% 68,7 Mistura
533-537 37 Pp Hex/AcOEt 50% 33,9 Mistura
538-542 38 Pp Hex/AcOEt 50% 29,3 Mistura
544-548 39 Pp Hex/AcOEt 50% 32,7 Mistura
549-550 40 Pp Hex/AcOEt 50% 12,5 Mistura
618 48 Pp Metanol 308,1 Mistura
551-556 41 Pp Hex/AcOEt 50% 81,1 Mistura
557-568 42 Pp Hex/AcOEt 80% 221,0 Mistura
569-580 43 Pp Hex/AcOEt 80% 273,1 Mistura
581-590 44 Pp Hex/AcOEt 80% 249,0 Mistura
591-600 45 Pp Acetato 276,6 Mistura
611-617 47 Pp AcOEt/MeOH 30% 115,2 Mistura
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Foi realizada CCDP da subfracdo 7 Pp (9,9 mg) utilizando-se o sistema solvente eluente
Hex/AcOEt 10%, e apos testado em CCD e cromatografia gasosa, confirmou-se a presenga do
composto puro. Esse apresentou positividade frente ao reagente anisaldeido a absorcéo na luz
UV 254 nm. Posteriormente, as analises de RMN de *H e *C uni e bidimensionais levaram a
identificacdo do composto como sendo o 2-hidrdxi-pentadecanoato de etila (D6, 5,1 mg). O
mesmo procedimento foi realizado para as subfracdes 8 Pp, 9, 10 e 11 Pp, porém isolou-se
outro composto, onde através de técnicas de RMN *H e *3C possibilitou-se a identificacdo do
2-hidroxi-tetracosanoato de metila (D11, 16,4 mg).

Na subfracdo 22 Pp (69,4 mg), apds a evaporacao do solvente em temperatura ambiente
ocorreu a formacdo de cristais finos de coloracdo branca e amareladas misturadas, os quais
foram submetidos a lavagem com n-hexano, para remocao de impurezas. Os cristais foram
solubilizados em cloroférmio e testados em CCD, revelados com anisaldeido, confirmando ser
um triterpeno. Além disso, realizou-se anélise de CG para determinar a porcentagem da pureza
da amostra. Dessa forma, obteve-se uma substancia pura (30 mg) que, atraves das andlises de
RMN de 'H e 3C e comparacio com dados da literatura (FANGKRATHOK et al., 2013),
permitiu-se a identificacdo do triterpeno nomeado como Perdxido do ergosterol (D1, 30mg).

Em um primeiro momento, a subfracdo 27 Pp (67,4 mg) foi submetida a CCDP
utilizando-se como sistema eluente uma mistura de solvente Hex CHCIz/AcOEt/Acetona em
uma proporcao de (50:5:12:33) totalizando o volume de 100 mL. As amostras obtidas foram
analisadas por CCD e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV a fim
de verificar a pureza. Como as amostras obtidas ainda ndo estavam totalmente puras, realizou-
se outra CCDP, mas em menor proporcdo, utilizando-se o sistema eluente
cloroférmio/acetona/acido formico em uma proporcao de (75:17:8) para o volume de 100 mL.
Apbs analises de CCD e CLAE confirmou-se a presenca de um metabdlito puro, o qual
apresentou positividade frente ao revelador de cloreto férrico (FeCls). Técnicas de RMN de *H
e 13C uni e bidimensionais confirmaram o metabolito como sendo o composto fendlico (D9, 3,3
mQ).

As subfracdes 31 Pp (27,5 mg) e 32 Pp (33,6 mg) foram submetidas a CCDP utilizando-
se como sistema eluente cloroférmio/acetona/acido formico em uma propor¢do de (75:17:8)
totalizando o volume de 100 mL. Cada amostra obtida da CCDP foi tratada com solugdes de
cloreto férrico, anisaldeido e acido sulfdrico sob agquecimento nas placas de CCD e CLAE (UV),
com o intuito de se verificar a pureza das amostras. Desta forma, obteve-se a substancias D9, a
qual ja havia sido isolada anteriormente em outra fracdo, onde D9 apresentou positividade

frente a solucdo de cloreto férrico confirmando ser um composto fenolico.
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As demais fragbes também foram trabalhadas separadamente, através de técnicas
cromatograficas de CCD, CC, CCDP, entretanto, ndo foi possivel a purificacdo dos metabolitos
secundarios presentes nas mesmas, devido a grande semelhanga dos Rf’s dos metabolitos

presentes, alem disso a presenca de compostos muito polares.

4.3.1.3 Fragdes metandlicas

A maior parte das subfracbes foram analisadas e trabalhadas individualmente, no
entanto o grau de polaridade dificultou o isolamento e purificacdo dos compostos presentes,
uma vez que estas apresentavam muitos compostos com Rf’s similares, sendo dificeis de
separar através das técnicas disponiveis no laboratorio de pesquisa.

Além disso, as subfracGes também foram analisadas através de cromatografia liquida
com detector UV e cromatografia gasosa, permitindo assim identificar a presenca dos mesmos
metabolitos presentes na FACOEt SC, trabalhada anteriormente (Apéndice A, Apéndice B,
Apéndice C e Apéndice D).

4.3.2 Fracg6es neutras de Pisolithus tinctorius

4.3.2.1 Fracdo hexanica

A fracdo FHex Pt (2,8 g) foi submetida a CC empregando silica gel 60H (70-230 mesh)
como fase estacionaria e hexano/acetato de etila/metanol com gradiente crescente de polaridade
como fase mével. Foram coletadas 243 fracGes de 150 mL cada, as quais foram analisadas por

CCD e reunidas de acordo com a similaridade, como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 — Separacdo em CC da fracdo Hexanica (FHex Pt) obtido da espécie Pisolithus

tinctorius

Fracoes Subfracdes % solventes Peso (mQ) Substancias
1-5 1Pt Hexano 12,6 Mistura
6-25 2 Pt Hex/AcOEt 10% 14,0 Mistura
26-52 3Pt Hex/AcOEt 15% 350 P1 + Mistura
53-56 4 Pt Hex/AcOEt 15% 40,4 Mistura
54-70 5Pt Hex/AcOEt 20% 136,7 P 65 + Mistura
71-87 6 Pt Hex/AcOEt 25% 227,3 P 180 + Mistura
88-111 7 Pt Hex/AcOEt 30% 89,7 Mistura
112-165 8 Pt Hex/AcOEt 40% 237,4 Mistura
166-179 9 Pt Hex/AcOEt 50% 58,1 Mistura
180-202 10 Pt Hex/AcOEt 60% 66,9 Mistura
203-209 11 Pt Hex/AcOEt 70% 1424 Mistura
210-217 12 Pt Hex/AcOEt 80% 135,0 Mistura
218-225 13 Pt Acetato 82,3 Mistura
226-235 14 Pt AcOEt/MeOH 30% 150,0 Mistura
236-242 15 Pt AcOEt/MeOH 50% 157,4 Mistura
243 16 Pt Metanol 280,0 Mistura

Um metabdlito de coloracdo branca (8,4 mg) foi obtido apds separacéo, por CC, da
subfracdo 3Pt (350 mg) retirada da fracdo héxanica neutra, acompanhada de analise em CCD e
revelador vanilina, utilizando-se como eluente um sistema com gradiente de polaridade
crescente Hex/AcOEt. Analises de RMN de 'H e *C permitiram a identificacio do metabdlito
P1 como sendo o &cido hexadec-5-endico.

A subfragdo 5Pt (136,7 mg) foi submetida a CCDP utilizando o sistema eluente
Hex/AcOEt 20%. A amostra obtida apresentou positividade frente ao revelador vanilina em
placas de CCD. Através de experimentos de RMN 'H e 3C uni e bidimensionais levaram a
identificacdo do composto como sendo o triterpeno lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P,65,
2,8 mg).

Na subfracdo 6 Pt, apds a evaporacdo do solvente em temperatura ambiente ocorreu a
formacédo de cristais de coloracdo branca e amareladas misturadas, os quais foram submetidos
a lavagem com n-hexano, para remocao de impurezas. Os cristais de coloragdo branca foram
solubilizados em cloroférmio e testados em CCD com revelador vanilina, confirmando ser um
triterpeno. Dessa forma obteve-se uma substancia pura (P180, 90 mg) que através das analises
de RMN de 'H e 1C, difracdo de raios-X e dados da literatura (XU et al., 2001), levaram a
identificagdo de um triterpeno conhecido como Pisolactona.
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4.3.2.2 Frag&o acetato de etila

A fracdo acetato de etila neutra (5,0 g) foi cromatografada em coluna, empregando silica
gel F60 (240-400 mesh) como fase estacionaria e Hex/AcOEt/MeOH num gradiente crescente
de polaridade como fase movel. Foram coletadas 195 fracBes de 200 mL e evaporadas com
evaporador rotatorio. As fragdes foram comparadas em CCD e reunidas conforme suas

similaridades, conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5 — Separacdo em CC da fracdo Acetato de etila (FACOEt Pt) obtido da espécie
Pisolithus tinctorius

Fracdes Subfracdes % solventes Peso (mQ) Substancias
1-4 1Pt Hexano 12,0 Mistura
5-12 2 Pt Hex/AcOEt 10% 104,6 Mistura
13-20 3Pt Hex/AcOEt 20% 343,0 Mistura
21-53 4 Pt Hex/AcOEt 30% 559,8 P180 + P46 + Mistura
54-82 5Pt Hex/AcOEt 40% 436,1 P12 + Mistura
83-94 6 Pt Hex/AcOEt 50% 178,0 Mistura
95-112 7Pt Hex/AcOEt 60% 62,0 Mistura
113-128 8 Pt Hex/AcOEt 70% 49,0 Mistura
129-134 9 Pt Hex/AcOEt 80% 67,0 Mistura
135-144 10 Pt Hex/AcOEt 90% 83,0 Mistura
145-190 11 Pt Acetato 310,0 P56 + Mistura
191 12 Pt Metanol 200,0 Mistura

Parte da subfracdo 4Pt (559,8 mg) foi recromatografada em CCDP, sendo essa eluida
com Hex/AcOEt a 15%, permitindo a purificacdo de um composto incolor (P46, 5,8 mg). Esse
foi identificado através de experimentos de RMN de *H e **C unidimensionais como sendo um
derivado ftalico, compostos esses que estdo presentes em materiais plasticos. Acredita-se que,
é um produto de contaminacdo, sendo assim, decidiu-se ndo discutir e apresentar 0s espectros.
Ademais, o composto pisolactona, isolado anteriormente na fragcdo hexanica Pt, foi isolado
nessa subfracdo, embora em menor quantidade (10 mg).

Devido a frequéncia do isolamento de derivados ftalicos no grupo NPPN, destaca-se
aqui a importancia e o cuidado ao utilizar-se materiais plasticos no laboratorio, uma vez que o
contato dos solventes organicos com esses materiais, podem ocasionar contaminacdo nas
fracOes e amostras.

A CC foi realizada da subfracdo 5Pt (436,1 mg) utilizando-se como sistema eluente

Hex/AcOEt, permitindo a purificacdo de um composto amarelo oleoso (P12, 2,9 mg). Analises
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unidimensionais de RMN de 'H e *3C levaram a identificacdo do composto como sendo um
derivado ftalico (Ftalato de bis 2-etil-heptila).

A subfracdo 11Pt (310 mg), apos a evaporacdo do solvente, ocorreu a formacao de um
precipitado branco e marrom misturadas, os quais foram submetidos a lavagem com metanol,
para remocdo de impurezas. O sobrenadante foi removido com pipeta de Pasteur. O sdlido
branco foi solubilizado em piridina e testado em CCD. Apds analises de RMN de H e *C uni

e bidimensionais, identificou-se 0 composto como uma ceramida (P56, 98,4 mg).

4.4 MODIFICACOES ESTRUTURAIS
4.4.1 Acetilacéo do ergosterol

Em um baldo de fundo redondo provido de agitacdo magnética adicionou-se (40 mg,
0,101 mmols) do ergosterol isolado da fracdo hexanica (FHex RS) da espécie Phellinotus
piptadeniae, anidrido acético em excesso (40 mmols), 3 gotas de trietilamina e 20 mL de
cloroférmio como solvente. A reacdo permaneceu sob agitagdo constante (24 h) a temperatura
ambiente. A reacdo foi monitorada por CCD e, ap6s observar a formacdo do produto, foi
evaporado o solvente em um rotaevaporador. O bruto reacional foi purificado em CCDP
utilizando-se como solvente Hex/AcOEt 10%. Obtendo-se o composto acetato do ergosterol
(D2a 14 mg, 32%).

Esquema 1- Reacdo de acetilagcdo do ergosterol

CHCIs, anidrido
acético, EtsN

v
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4.5 DADOS DOS COMPOSTOS

4.5.1 Metabolitos isolados da espécie Phellinotus piptadeniae

4.5.1.1 Composto D1 — Peroxido do Ergosterol

30,0 mg, solido branco cristalino, p.f.: 175-177°C (LIT: 179-182°C, KIM et al., 1997),
formula molecular: CozsH1403, [(M+H)"]= 429,3369 (tedrico), [(M+H)*]= 429,3367
(experimental), isolado da fracdo acetato FACOEtSC Pp (Hex/AcOEt 20%), RMN de H
(400,13MHz, CDCls), ¢ (ppm): 0,82 (3H, s, H-18), 0,83 (3H, d, J=6,64Hz, H-27), 0,84 (3H, d,
J=6,64Hz, H-28), 0,88 (3H, s, H-19), 0,91 (3H, d, J=6,64Hz, H-25), 1,00 (3H, d, J=6,64Hz, H-
21), 1,22 (1H, m, H-11), 1,23 (1H, m, H-9), 1,24 (1H, m, H-15), 1,26 (1H, m, H-1), 1,37 (1H,
m, H-16), 1,40 (1H, m, H-16), 1,48 (1H, m, H-26), 1,48 (1H, m, H-14), 1,49 (1H, m, H-15"),
1,54 (1H, m, H-1°), 1,56 (1H, m, H-17), 1,58 (1H, m, H-11"), 1,67 (1H, m, H-12), 1,70 (1H, m,
H-12%), 1,87 (1H, m, H-24), 1,90 (1H, ddd, J=2,04, 5,2 e 13,8 Hz, H-2), 1,96 (1H, m, H-4), 1,96
(1H, m, H-20), 2,04 (1H, m, H-4"), 2,11 (1H, ddd, J=2,04, 5,2 e 13,8 Hz, H-2"), 3,97 (1H, m,
H-3), 5,15 (1H, m, H-22), 5,23 (1H, m, H-23), 6,23 (1H, d, J=8,50 Hz, H-7), 6,50 (1H, d, J=8,50
Hz, H-6), RMN de *C (100,62MHz, CDCls), J (ppm): 13,06 (C-18), 17,75 (C-25), 18,33 (C-
19), 19,77 (C-27), 20,11 (C-28), 20,86 (C-11), 21,08 (C-21), 23,55 (C-15), 28,76 (C-16), 30,43
(C-1), 33,20 (C-26), 34,89 (C-12), 37,13 (C-2), 39,56 (C-4), 39,78 (C-20), 43,03 (C-13), 43,03
(C-24), 44,82 (C-10), 51,52 (C-14), 51,99 (C-17), 56,44 (C-9), 66,78 (C-3), 79,69 (C-8), 82,36
(C-5), 130,99 (C-6), 132,60 (C-23), 135,44 (C-22), 135,64 (C-7).
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4.5.1.2 Composto D2 — Ergosterol

140, 2 mg, sélido branco cristalino, p.f.: 154,1-156,5°C (LIT: 159-161°C, CHANG et
al., 2018), formula molecular: CsH440, isolado da fracdo hexanica FHexRS Pp, RMN de 'H
(400,13MHz, CDCls), ¢ (ppm): 0,63 (3H, s, H-18), 0,83 (3H, d, J=6,4Hz, H-27), 0,83 (3H, d,
J=6,4Hz, H-28), 0,91 (3H, d, J=6,88Hz, H-25), 0,94 (3H, s, H-19), 1,02 (3H, d, J=6,64 Hz, H-
21), 1,24 (1H, m, H-17), 1,25 (1H, m, H-12), 1,33 (1H, m, H-1), 1,33 (1H, m, H-15), 1,33 (1H,
m, H-16), 1,48 (1H, m, H-2), 1,48 (1H, m, H-26), 1,61 (1H, m, H-11), 1,70 (1H, m, H-15"),
1,77 (1H, m, H-11), 1,87 (1H, m, H-2), 1,87 (1H, m, H-24), 1,90 (1H, m, H-1°), 1,90 (1H, m,
H-14), 1,90 (1H, m, H-16"), 2,02 (1H, m, H-9), 2,04 (1H, m, H-20), 2,05 (1H, m, H-12°), 2,28
(1H, m, H-4), 2,46 (1H, m, H-4"), 3,63 (1H, m, H-3), 5,19 (1H, m, H-22), 5,19 (1H, m, H-23),
5,38 (1H, d, J=8,0Hz, H-7), 5,57 (1H, d, J=8Hz, H-6), RMN de *C (100,62MHz, CDCl3), 6
(ppm): 12,2 (C-18), 16,44 (C-19), 17,75 (C-25), 19,76 (C-28), 20,10 (C-27), 21,27 (C-11),
21,27 (C-21), 23,15 (C-15), 28, 43 (C-16), 32,17 (C-2), 33,25 (C-26), 37,19 (C-10), 38,54 (C-
1), 39,26 (C-12), 40,55 (C-20), 40,97 (C-4), 42,99 (C-13), 42,99 (C-24), 46,42 (C-9), 54,72 (C-
14), 55,92 (C-17), 70,63 (C-3), 116,45 (C- 7), 119,75 (C-6), 132,15 (C-23), 135,72 (C-22),
139,94 (C-5), 141,58 (C-8).

4.5.1.3 Composto D6 — 2-hidrdxi-pentadecanoato de etila

O

NN 24 6 1 1 1
16 O 5 9
17 1 3
OH 8 10 12 14

5,1 mg, solido branco, p.f.: 64,7-66,7°C, formula molecular: C17H3403, isolado da fragdo
acetato FACOEtSC Pp hex/AcOEt 8%), RMN de *H (400,13MHz, CDCls), J (ppm): 0,88 (3H,
t, J=13,7 Hz, H-15), 1,25 (3H, m, H-17), 1,25 (m, demais hidrogénios), 1,41 (2H, m, H-4), 1,77
e 1,59 (2H, m, H-3 e H-3"), 2,69 (1H, d, J=3,96Hz, OH), 4,15 (1H, m, H-2), 4,25 e 4,23 (2H,
dg, J=7,2 Hz, H-16 e 16”), RMN de **C (100,62MHz, CDCls), 6 (ppm): 14,26 (C-15 e C-17),
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22,84 (C-14), 24,86 (C-4), 29,85 a 29,48 (demais carbonos), 32,08 (C-13), 34,59 (C-3), 61,75
(C-16), 70,61 (C-2), 175,61 (C-1).

4.5.1.4 Composto D11 — 2-hidrdxi-tetracosanoato de metila

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

25 1 3 7 6 8 10 12 14 16 18 o9 22 24

16,4 mg, sélido branco, p. f.: 62,2-63,2°C, formula molecular: C2sHs003, m/z: 398,3760
(teorico), m/z: 398 (experimental), isolado da fracdo acetato FACOEtSC Pp (Hex/AcOEt 8%),
RMN de 'H (400,13MHz, CDCls), § (ppm): 0,87 (3H, t, J=13,8 Hz, H-24), 1,17 e 1,61 (2H, m,
H-3 e H-3”), 1,24 (m, demais hidrogénios), 1,39 (2H, m, H-4), 2,69 (1H, m, OH), 3,78 (3H, s,
OCHa), 4,18 (1H, m, H-2), RMN de 3C (100,62MHz, CDCls), 5 (ppm): 14,26 (C-24), 29,45
(C-23), 29,51 (C-4), 29,84 (C-22), 29,81 a 29,60 (demais carbonos), 34,57 (C-3), 52,61 (C-25),
70,63 (C-2), 176,03 (C-1).

4.5.1.5 Composto D9

3,3 mg, pigmento amarelado, férmula molecular: C22H1807, isolado da fragcdo acetato
FACOEtSC Pp (Hex/AcOEt 35 e 40%), RMN de H (600,13MHz, MeOH-da), & (ppm): 3,37
(1H, m, H-2), 3,60 (2H, d, J=7,0 Hz, H-1), 5,22 (1H, s, H-4), 6,74 (1H, m, H-9), 6,74 (1H, m,
H-2%), 6,85 (1H, m, H-5"), 6,90 (1H, dd, J=8,0 e 2,0Hz, H-6"), 6,91 (1H, d, J=2,0Hz, H-6), 7,29
(1H, d, J=8,0Hz, H-12), 7,30 (1H, d, J=2,0Hz, H-7), 7,30 (1H, s, H-7"), 7,32 (1H, dd, J=8,0 e
2,0Hz, H-13), 9,69 (1H, s, H-9’), RMN de 13C (150,62MHz, MeOH-da). 6 (ppm): 49,00 (C-2),
71,56 (C-1), 104,85 (C-4), 114,82 (C-5°), 115,36 (C-12), 115,36 (C-7°), 115,82 (C-9), 116,25
(C-6), 116,25 (C-6°), 119,45 (C-2°), 126,52 (C-7), 126,52 (C-13), 130,83 (C-8), 130,83 (C-1°),
131,11 (C-8’), 147,33 (C-10), 147,33 (C-3"), 153,77 (C-11), 153,77 (C-4’), 166,48 (C-5),
193,13 (C-3), 193,10 (C-9°).
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4.5.2 Derivados do Ergosterol

4.5.2.1 Composto D2a — Acetato do ergosterol

14,0 mg, sélido branco, p. f.: 178,1-179,5°C (LIT: 176°C, KLOSTY ¢ BERGMANN,
1952), formula molecular: C3Has02, RMN de *H (400,13MHz, CDCls), 6 (ppm): 0,63 (3H, s,
H-18), 0,84 (3H, m, H-27), 0,84 (3H, m, H-28), 0,92 (3H, d, J=6,84 Hz, H-25), 0,96 (3H, s, H-
19), 1,04 (3H, d, J=6,64 Hz, H-21), 1,25 (1H, m, H-12), 1,26 (1H, m, H-1), 1,26 (1H, m, H-
16), 1,26 (1H, m, H-17), 1,37 (1H, m, H-15), 1,47 (1H, m, H-26), 1,49 (1H, m, H-2), 1,67 (1H,
m, H-11°), 1,74 (1H, m, H-11), 1,76 (1H, m, H-15), 1,87 (1H, m, H-24), 1,87 (1H, m, H-1"),
1,91 (1H, m, H-2%), 1,91 (1H, m, H-16"), 2,01 (1H, m, H-14), 2,03 (3H, s, H-30), 2,07 (1H, m,
H-9), 2,08 (1H, m, H-20), 2,08 (1H, m, H-12"), 2,38 (1H, dd, J=2,2 e 5,04 Hz, H-4), 2,50 (1H,
dd, J=2,2 e 5,04 Hz, H-4"), 4,70 (1H, m, H-3), 5,21 (1H, m, H-22), 5,21 (1H, m, H-23), 5,37
(1H, d, J= 8,0Hz, H-7), 5,57 (1H, d, J=8,0Hz , H-6), RMN de %3C (100,62MHz, CDCl3), J
(ppm): 12,23 (C-18), 16,36 (C-19), 17,75 (C-25), 19,80 (C- 27), 20,09 (C-28), 21,24 (C-11),
21,24 (C-21), 21,27 (C-30), 23,17 (C-15), 28,41 (C-2), 29,86 (C-16), 33,29 (C-26), 36,86 (C-
1), 37,31 (C-10), 38,12 (C-12), 39,26 (C-4), 40,53 (C-20), 43,04 (C-13), 43,04 (C-24), 46,28
(C-9), 54,73 (C-14), 55,99 (C-17), 73,00 (C-3), 116,05 (C- 7), 120,40 (C-6), 132,26 (C-23),
135,75 (C-22), 138,76 (C-5), 141,67 (C-8), 170,68 (C-29).

4.5.3 Metabdlitos isolados da espécie Pisolithus tinctorius

4.5.3.1 Composto P1— Acido hexadec-5-en6ico
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8,4 mg, solido branco, férmula molecular: C16H3002, m/z: 254,2238 (tedrico), m/z: 256
(experimental), isolado da fracdo hexanica FHexPt (Hex/AcOEt 15%), RMN de 'H
(400,13MHz, CDCls) 5 (ppm): 0,88 (3H, m, H-16), 1,25 a 1,30 (m, H-7 ao H-15), 1,63 (2H, m,
H-3), 2,00 (2H, m, H-4), 2,34 (2H, t, J=15 Hz, H-2), 5,34 (2H, m, H-5 e H-6), RMN de 3C
(100,62MHz, CDClIs) 6 (ppm): 14,23 (C-16), 27,37 (C-3), 29,92 a 27,37 (C-7 ao C-15), 32,07
(C-4), 34,19 (C-2), 129,88 (C-5), 130,18 (C-6), 180,05 (C-1).

4.5.3.2 Composto P65 — Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil

2,8 mg, sélido branco, p.f.: 92,7-94,7 °C, formula molecular: Cz1Hs,0, [(M+H)]*:
441,4083 (tedrico), [(M+H)]": 441,3005 (experimental), isolado da fragdo hexanica FHexPt
(Hex/AcOEt 20%), RMN de 'H (400,13MHz, CDCls), d (ppm): 0,54 (3H, s, H-19), 0,79 (3H,
s, H-18), 0,79 (3H, s, H-30), 0,80 (3H, s, H-29), 0,82 (3H, t, J= 12,96 Hz, H-28), 0,90 (3H, s,
H-31), 0,91 (3H, m, H-25), 1,01 (3H, d, J= 6,64 Hz, H-21), 1,06 (1H, m, H-15%), 1,25 (1H, m,
H-5), 1,25 (1H, m, H-1°), 1,25 (1H, m, H-6"), 1,25 (1H, m, H-12"), 1,25 (1H, m, H-16"), 1,28
(1H, m, H-26), 1,37 (1H, m, H-27"), 1,40 (1H, m, H-2"), 1,45 (1H, m, H-27), 1,47 (1H, m, H-
11°), 1,50 (1H, m, H-11), 1,62 (1H, m, H-9), 1,74 (1H, m, H-6), 1,74 (1H, m, H-26), 1,76 (1H,
m, H-12), 1,76 (1H, m, H-16), 1,80 (1H, m, H-2), 1,80 (1H, m, H-15), 1,80 (1H, m, H-17), 1,87
(1H, m, H-24), 2,00 (1H, m, H-20), 2,01 (1H, m, H-1), 3,59 (1H, m, H-3), 5,15 (1H, m, H-7),
5,16 (1H, m, H-22), 5,20 (1H, m, H-23), RMN de 13C (100,62MHz, CDCls), § (ppm): 12,23 (C-
19), 13,19 (C-18), 13,19 (C-30), 17,56 (C-7), 17,74 (C-25), 17,74 (C-31), 19,79 (C-28), 20,09
(C-29), 21,25 (C-21), 21,54 (C-11), 22,93 (C-27), 28,22 (C-6), 29,63 (C-16), 29,72 (C-12),
31,46 (C-2), 34,37 (C-10), 37,13 (C-15), 38,04 (C-26), 39,24 (C-4), 39,59 (C-1), 40,63 (C-20),
42,95 (C-24), 43,45 (C-13), 49,49 (C-14), 49,59 (C-9), 55,25 (H-17), 56,10 (C-5), 71,22 (C-3),
132,07 (C-23), 135,82 (C-22), 139,78 (C-8).
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4.5.3.3 Composto P180 — Pisolactona

100 myg, solido branco cristalino, p.f: 263-265,4 °C (278-280 °C, XU et al., 2001),
formula molecular: C31Hs003, isolado da fragdo hexanica FHexPt (Hex/AcOEt 25%), RMN de
'H (400,13MHz, CDCls), 5 (ppm): 0,71 (3H, s, H-18), 0,81 (3H, s, H-30), 0,90 (3H, s, H-19),
0,93 (3H, d, J=6,88Hz, H-27), 0,95 (3H, d, J=3,2 Hz, H-21), 0,99 (3H, s, H-31), 1,00 (3H, s,
H-29), 1,05 (3H, d, J=6,88Hz, H-26), 1,06 (1H, m, H-5), 1,24 (1H, m, H-7"), 1,26 (1H, m, H-
1), 1,35 (1H, m, H-16’), 1,56 (1H, m, H-6), 1,56 (1H, m, H-20), 1,54 (1H, m, H-16), 1,54 (1H,
m, H-6), 1,59 (1H, m, H-23"), 1,66 (1H, m, H-23), 1,68 (1H, m, H-2"), 1,70 (1H, m, H-7), 1,71
(1H, m, H-1°), 1,75 (1H, m, H-2), 1,96 (1H, m, H-15), 1,98 (1H, m, H-17), 2,00 (1H, m, H-
12%), 2,03 (1H, m, H-12), 2,04 (1H, m, H-11°), 2,06 (1H, m, H-11), 2,06 (1H, m, H-15), 2,10
(1H, m, H-25), 2,56 (1H, m, H-24), 3,24 (1H, dd, J=, 4,52 e 11,56 Hz, H-3), 4,46 (1H, ddd,
J=1,64, 5,92 e 10,6 Hz, H-22), RMN de *C (100,62 MHz, CDCls), 6 (ppm): 12,37 (C-21),
15,57 (C-30), 15,76 (C-18), 18,40 (C-6), 18,40 (C-27), 19,32 (C-31), 20,87 (C-26), 21,13 (C-
11), 24,40 (C-19), 26,65 (C-12), 27,00 (C-25), 27,66 (C-23), 28,01 (C-15), 28,01 (C-29), 28,11
(C-16), 31,0 (C-2), 31,06 (C-7), 35,72 (C-1), 37,20 (C-10), 39,05 (C-4), 39,99 (C-20), 44,79
(C-13), 47,01 (C-24), 49,93 (C-17), 49,96 (C-14), 50,54 (C-5), 79,09 (C-3), 80,74 (C-22),
134,32 (C-8), 134,79 (C-9), 178,61 (C-28).

4.5.3.4 Composto P56

OH |1
CH, (23)

H,C’

43 OH
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98,4 mg, sélido branco, p.f.: 120,8-121,8°C, formula molecular:C43Hg7NOs, isolado da
fracio acetato FACOEtPt (AcOEt 100%), RMN de *H (400,13MHz, CsDsN), 6 (ppm): 0,88 (6H,
m, H-1 e H-43), 2,29 a 1,28 (demais hidrogénios), 4,31 (1H, m, H-15), 4,39 (1H, t, J=11,4Hz,
H-16), 4,55 e 4,46 (2H, ddd, J=4,64, 10,92, 19,60Hz, H-18 e H-18"), 4,66 (1H, dd, J=3,92 ¢
7,88Hz, H-20), 5,12 (1H, s, H-17), 8,62 (1H, d, J=9,20Hz, NH), RMN de *C (100,62 MHz,
CsDsN), o (ppm): 14,76 (C-1 e C-43), 23,42 a 36,19 (demais carbonos), 53,49 (C-17), 62,53
(C-18), 72,99 (C-20), 73,51 (C-15), 77,26 (C-16), 176,02 (C-19).

4.6 METABOLITOS ISOLADOS
4.6.1 Composto D1- Pérdxido do ergosterol

Este composto foi obtido através do uso de técnicas cromatograficas, obtendo-o na
forma de cristais brancos, o qual foi identificado como sendo o peréxido do ergosterol. Esse
triterpeno tem sido relatado em espécies da familia Hymenochaetaceae (KIM et al., 2011).

O experimento de RMN de 'H (Figuras 18 e 19), possibilitou a atribuicdo dos
hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos. Na regido de 6 1,01 a 0,7 ppm é possivel
verificar a presenca de seis hidrogénios metilicos, sinalizando em ¢ 0,82 (H-18) e 0,88 (H-19)
ppm na forma de simpleto e em ¢ 1,00 (H-21), 0,91 (H-25), 0,83 (H-27) e 0,84 (H-28) ppm na
forma de dupletos (d, J=6,64Hz). Além disso, na regido de ¢ 2,2 a 1,2 ppm sinalizam os
hidrogénios metilénicos. Em ¢ 6,23 e 6,50 ppm é possivel verificar a presenca dos hidrogénios
H-7 e H-6, na forma de dupletos (d, J=8,5 Hz), pertencente ao anel da estrutura triterpénica.
Ademais, em campo mais alto, em 6 5,15 e 5,23 ppm, encontram-se 0s hidrogénios olefinicos
H-22 e H-23, na forma de multipletos, e o hidrogénio H-3 ligado ao carbono hidroxilado,
sinalizando em ¢ 3,97 ppm.

Fazendo-se a analise do espectro de RMN de *3C (Figura 20), foi possivel identificar a
presenca de quatro carbonos desidrogenados, onde em ¢ 82,36, 79,69 ppm, aparecem 0s C-5 e
C-8, regido caracteristica de carbono ligado a oxigénio, e na regido de ¢ 43,03 e 44,82 ppm
correspondentes ao C-13 e C-10, respectivamente. Em campo baixo, é possivel verificar a
presenca dos carbonos olefinicos C-7 e C-6, C-22 e C-23, com deslocamentos quimicos de o
135,64, 130,99, 135,44 e 132,60 ppm, respectivamente. Além disso, 0 experimento permitiu
identificar a presenca de sete carbonos metilénicos em ¢ 30,43 (C-1), 37,13 (C-2), 39,56 (C-4),
20,86 (C-11), 34,89 (C-12), 23,55 (C-15) e 28,76 (C-16) ppm.
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Em campo alto, foi possivel identificar os carbonos metilicos C-18, C-19, C-21, C-25,
C-27 e C-28, sinalizando na regido entre 6 34,00 e 12,00 ppm. Os dados (RMN de 'H e C)
experimentais e da literatura estdo descritos na Tabela 6. Ademais, o experimento de
cromatograma de massas de alta resolugdo confirmou a presenca de dois oxigénios na estrutura
(Apéndice 1), resultando em uma massa molecular de [(M + H)"]= 429, 3367.

Os demais experimentos bidimensionais (HSQC E HMBC) podem ser visualizados no
Apéndice I, Apéndice J, Apéndice K e Apéndice L.

Figura 18 — Espectro de RMN de *H expandido do perdéxido do ergosterol (D1) em CDCls a
400 MHz
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Figura 19 — Espectro de RMN de *H expandido do perdéxido do ergosterol (D1) em CDCls a
400 MHz
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Tabela 6 — Peroxido do ergosterol (D1) (CDCls, RMN de *H a 400 MHz, RMN de 3C a 100

MHz)
Posicio Peroxido do ergosterol Peroxido do ergosterol*
lH 13C 1H 13C

1 1,26 e 1,54 (m) 30,43 34,8
2 1,90e 2,11 (ddd, J=2,0,5,2e¢ 13,8 Hz) 37,13 30,2
3 3,97 (m) 66,78 3,97 (m) 66,5
4 1,96 e 2,04 (m) 39,56 37,0
5 82,36 82,2
6 6,50 (d, J= 8,50 Hz) 130,99 6,23 (d, J=10Hz2) 135,4
7 6,23 (d, J= 8,50 Hz) 135,64 6,50 (d, J=10Hz) 130,8
8 79,69 79,4
9 1,23 (m) 56,44 51,2
10 44,82 38,2
11 1,22 e 1,58 (m) 20,86 23,4
12 1,67 e 1,70 (m) 34,89 39,4
13 43,03 44,6
14 1,48 (m) 51,52 51,7
15 1,24 e 1,49 (m) 23,55 20,7
16 1,37 e 1,40 (m) 28,76 28,6
17 1,56 (M) 51,99 56,3
18 0,82 (s) 13,06 0,82 (s) 12,9
19 0,88 (s) 18,33 0,89 (s) 18,2
20 1,96 (m) 39,78 39,7
21 1,00 (d, J=6,64Hz) 21,08 1,00 (d, J=10Hz) 20,9
22 5,15 (m) 135,44 5,15 (dd, J=15,8Hz) 135,2
23 5,23 (m) 132,60 5,23 (dd, J=15,7Hz) 132,4
24 1,87 (m) 43,03 42,8
25 0,91 (d, J=6,64Hz) 17,75 33,1
26 1,48 (m) 33,20 0,83 (d, J=7Hz) 19,6
27 0,83 (d, J=6,64Hz) 19,77 0,82 (d, J=7Hz) 19,9
28 0,84 (d, J=6,64Hz) 20,11 0,91 (d, J=7Hz) 17,6

* 0y € 6c (CDCl3 RMN de 'H a 400 MHz, RMN de *3C a 100 MHz) conforme FANGKRATHOK et al., 2012.
4.6.2 Composto D2 — Ergosterol

A partir da fracdo hexanica Pp RS, fez-se o isolamento da substancia D2. Atraves de
experimentos unidimensionais de RMN de *H e *C e comparacdo com dados da literatura
(Tabela 7) confirmou-se a substancia como sendo o Ergosterol.

No espectro de RMN de *H (Figura 21) pode-se atribuir as metilas, sendo duas metilas
na forma de simpletos, com deslocamentos quimicos de 6 0,63 (H-18) e 0,94 (H-19) ppm e as
demais como dupletos H-21 (6 1,02 ppm), H-25 (6 0,91 ppm), onde os H-21 (d, J=6,64Hz)
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acoplam com o H-20 e os H-25 (d, J=6,64Hz) com o H-24 e na regido de ¢ 0,83 ppm os H-27
e H-28 (d, J=6,4Hz).

Na regido de campo baixo, desblindado, € possivel visualizar os H-6 e H-7, referente a
dupla ligacdo existente no nucleo triterpénico. Estes sinalizam na forma de dupletos, em 6 5,57
e 5,38 ppm, com constante de acoplamento J=8,00Hz. Além disso, a presenca dos H-22 e H-23
em 6 5,19 ppm, como um multipleto. Na regido de ¢ 3,63 ppm pode-se visualizar um multipleto
referente ao H-3.

O experimento de RMN de 3C (Figura 22), confirmou a presenca de 28 carbonos, sendo
seis carbonos metilicos, sete metilénicos, onze metinicos e quatro carbonos desidrogenados. Os
sinais com deslocamentos quimicos ¢ 119,75 e 116,45 ppm séo sugestivos aos carbonos
olefinicos C-6 e C-7, enquanto que os sinais em ¢ 135,72 e 132,15 ppm sdo atomos de carbono
da cadeia lateral da olefina dissubstituida.

Em ¢ 70,63 ppm, sinaliza o C-3, que esta ligado a um grupamento hidroxila.

Os carbonos desidrogenados C-5, C-8, C-10 e C-13 aparecem em ¢ 139,94, 141,58,
37,19 e 42,99 ppm.

As demais atribuicdes de RMN de 'H e '3C estfo apresentados na Tabela 7. Além de

que, o experimento bidimensional (COSY), pode ser visualizado no Apéndice M.

Figura 21 — Espectro de RMN de *H do ergosterol (D2) em CDCls a 400 MHz
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Figura 22 — Espectro de RMN de **C do ergosterol (D2) em CDCls a 100 MHz
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Tabela 7 — Ergosterol (D2) (CDCls, RMN de *H a 400 MHz, RMN de *3C a 100 MHz)

Posicio Ergosterol Ergosterol*

¢ 5'H 51eC 5H 515C
1 133e1,90 (m) 3854 1,88 € 1,29 (m) 40,0
2 1480187 (m) 32,17 1,83 1,46 (m) 33,6
3 3,63 (M) 70,63 3,50 (m) 71,0
4 2,28e246(m) 40,97 240 (ddd, J=14,4,4,8,2,4 Hz) €223 (m) 425
5 139,94 142,1
6 5,57 (d, J=8,0Hz) 119,75 5,53 (dd J=6,0, 3,0 Hz) 120,7
7 5,38 (d, J=8,0Hz) 116,45 5,37 () 118,1
8 141,58 141,3
9 2,02 (m) 46,42 1,96 (m) 479
10 37,19 38,6
11 161e1,77(m) 21,27 1,76 & 1,64 (m) 22,5
12 125€2,05(m) 39,26 2,09 € 1,30 (m) 40,6
13 42,99 44,3
14 1,90 (m) 54,72 1,92 (m) 56,0
15 133e1,70(m) 23,15 1,67 & 1,39 (m) 24,4
16 133e1,90 (m) 28,43 1,81 ¢ 1,38 (m) 29,7
17 1,24 (m) 55,92 1,32 (m) 57,3
18 0,63 (5) 12,2 0,67 (s) 13,1
19 0,94 (s) 16,44 0,95 (5) 17,4
20 2,04 (m) 40,55 2,09 (m) 42,0
21 1,02 (d, J=6,64 Hz) 21,27 1,07 (d, J=6,6Hz) 223
22 5,19 (m) 135,72 5,24 (dd J=15,6, 7,5 Hz) 137,3
23 5,19 (m) 132,15 5,28 (dd J=15,6, 7,2 Hz) 1335
24 1,87 (m) 42,99 1,88 (m) 44,5
25 0,91 (d, J=6,88Hz) 17,75 1,49 (m) 34,6
26 1,48 (m) 33,25 0,85 (d, J=7,2Hz) 20,7
27 0,83 (d, J=6,4Hz) 20,10 0,86 (d, J=7,2Hz) 21,0
28 0,83 (d, J=6,4Hz) 19,76 0,94 (d, J=6,6Hz) 18,8

* 9y € oc (acetona-ds, RMN de *H a 600 MHz, RMN de *C a 150 MHz) conforme CHANG et al., 2018.
4.6.3 Composto D6 — 2-hidroxi-pentadecanoato de etila

O composto 2-hidroxi-pentadecanoato de etila, isolado da FACOEtSC Pp, foi submetido
a técnicas de RMN de H e 13C. Através desses experimentos e posterior analises dos dados, foi
possivel determinar a estrutura do composto.

No espectro de RMN de 'H (Figuras 23 e 24) é possivel observar os hidrogénios
diasterotdpicos H-16 e H-16" (0 4,27 e 4,23 ppm), na forma de dupleto de quarteto (J=7,2 Hz),
e dos H-3 e H-3” (0 1,77 e 1,59 ppm), na forma de multipleto. Além disso, a presenca de uma
hidroxila, na regido de ¢ 2,69 ppm, duas metilas, sendo uma na forma de um tripleto em ¢ 0,88
(J=13,7Hz) e outra como simpleto em ¢ 1,25 ppm. Em adicdo, observou-se o hidrogénio
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metinico (m, H-2) em J 4,15 ppm, regido caracteristica de hidrogénios vizinhos a oxigénio. Os
demais hidrogénios metilénicos, sinalizam na regiéo de ¢ 1,41 a 1,25 ppm.

Através do experimento de RMN de **C (Figura 25), foi possivel fazer a atribuicio dos
carbonos metilénicos e metilicos, metinico e carbonila.

Em ¢ 175,61 ppm, observa-se a presenga de um carbono carbonilico caracteristico de
éster. Na regido de campo alto, observa-se o carbono metinico (C-2) em ¢ 70,61 ppm e 0
metilénico (C-16) em ¢ 61,75 ppm. Ademais, os carbonos metilicos C-17 e 15 (14,36 e 14,26
ppm), e os demais carbonos metilénicos da regido espectral. Além disso, 0 experimento de
cromatografia gasosa com detector de massas (Apéndice F) e a integracdo dos sinais (RMN de
'H) permitiu atribuir o nimero de hidrogénios metilénicos corretamente.

Os dados estdo apresentados na Tabela 8.

Figura 23 — Espectro de RMN de *H do 2-hidroxi-pentadecanoato de etila (D6) em CDCls a
400 MHz
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Figura 24 — Espectro de RMN de 'H expandido do 2-hidréxi-pentadecanoato de etila (D6) em
CDCls a 400 MHz
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Tabela 8 — 2-hidrdxi-pentadecanoato de etila (D6) e 2-hidroxi-tetracosanoato de metila (D11)
(CDCl3, RMN de H a 400 MHz, RMN de *C a 100 MHz)

Composto D6

Composto D11

Posicdo 14 13¢ 1H 13

1 175,61 176,03

2 4,15 (m) 70,61 4,18 (m) 70,63

3 1,77 ¢ 1,59 (m) 34,59 1,17 ¢ 1,61 (m) 34,57

4 1,41 (m) 24,86 1,39 (m) 29,51

5 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
6 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
7 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
8 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
9 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
10 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
11 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
12 1,25 (m) 29,85 a 29,48 1,24 (m) 29,81 a 29,60
13 1,25 (m) 32,08 1,24 (m) 29,81 a 29,60
14 1,25 (m) 22,84 1,24 (m) 29,81 a 29,60
15 0,88 (1) 14,26 1,24 (m) 29,81 a 29,60
16 425e423(dg, J=7,2Hz) 61,75 1,24 (m) 29,81 a 29,60
17 1,25 (m) 14,26 1,24 (m) 29,81 a 29,60
18 1,24 (m) 29,81 a 29,60
19 1,24 (m) 29,81 a 29,60
20 1,24 (m) 29,81 a 29,60
21 1,24 (m) 29,81 a 29,60
22 1,24 (m) 29,84

23 1,24 (m) 29,45

24 0,87 (t, J=13,8 Hz) 14,26

25 1,24 (m) 52,61

4.6.4 Composto D11 — 2-hidroéxi-tetracosanoato de metila

O composto 2-hidroxi-tetracosanoato de metila obtido da FAcCOEt SC Pp, foi submetido

a analises de RMN de H e 3C para possivel identificaco estrutural.

Esse composto isolado é bem semelhante ao composto descrito anteriormente (item

4.6.3), onde os espectros diferem-se em alguns detalhes em relacdo um ao outro.

O experimento de RMN de *H (Figura 26), possibilitou a identificacdo de uma metoxila,

na forma de um simpleto, em ¢ 3,78 ppm, além disso, o hidrogénio metinico em ¢ 4,18 (m) ppm

vizinho a hidroxila, e um hidroxila em ¢ 2,69 ppm. As demais regides do espectro coincidem

com o descrito anteriormente (item 4.6.3).

Com relacdo ao RMN de *C (Figura 27), é possivel visualizar a presenca do carbono

metilico ligado ao oxigénio (metoxila) em ¢ 52,61 ppm, além do C-2 ligado a hidroxila em ¢

70,63 ppm e a carbonila, em campo baixo, sinalizando em ¢ 176,03 ppm. Além disso, 0
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experimento de cromatografia gasosa com detector de massas (Apéndice G) confirmou a
estrutura proposta.

Todos os dados estdo descritos na Tabela 8.

Figura 26 — Espectro de RMN de 'H do 2-hidroxi-tetracosanoato de metila (D11) em CDCls a
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Figura 27 — Espectro de RMN de **C do 2-hidroxi-tetracosanoato de metila (D11) em CDCls a
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4.6.5 Composto D9

O composto D9 foi isolado da fracdo acetato de etila Pp através do uso de técnicas
cromatograficas CC e CCDP. Esse foi obtido na forma de um pigmento amarelado e apresentou
positividade frente ao revelador de cloreto férrico (FeCls). Anélises de CLAE permitiram
verificar a pureza da susbtancia D9 (Figuras 28 e 29).

Os experimentos uni e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) de RMN de *H e 3C
em combinacdo com dados da literatura (LEE e YUN, 2007; LEE e YUN, 2006) de outros
compostos fenolicos pertencentes a familia Hymenochaetaceae, sugere o composto de férmula
molecular C22H1807, ainda ndo identificado anteriormente. Ademais, a biossintese proposta por
Lee e col. (2007) contribuiu para a determinacdo da posicdo das hidroxilas do anel aromatico
nas posicdes orto dissubstituidas.

No experimento de RMN de *H (Figuras 30 e 31) é possivel visualizar a presenca de
seis hidrogénios aromaticos em ¢ 6,74 ppm (H-9, m), 6 7,29 ppm (H-12, d, J=8,0Hz), ¢ 7,32
ppm (H-13, dd, J=8,0 e 2,0Hz), ¢ 6,74 ppm (H-2’, m), ¢ 6,85 ppm (H-5", m), 6 6,90 ppm (H-
6’, dd, J=8,0 e 2,0Hz), além de quatro hidrogénios olefininicos nas regides de ¢ 6,91 ppm (H-
6, d, J=2,0Hz), 6 7,30 ppm (H-7, d, J=2,0Hz), 6 7,30 ppm (H-7", s) € 6 5,22 ppm (H-4, s).
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Em ¢ 3,60 ppm observa-se a presenca dos hidrogénios metilénicos (H-1 e H-17),
vizinhos a heterodtomo (oxigénio). Devido a estrutura proposta, sugere-se que o H-2 metinico
esta localizado junto aos hidrogénios do respectivo solvente deuterado. (MeOH-ds4), em ¢ 3,27
ppm. Ademais, a presenca de hidrogénio proveniente da fungéo aldeido em ¢ 9,69 (s) ppm. A
estrutura proposta nesse trabalho difere-se, principalmente o anel interno, das demais
encontradas na literatura. Um dos fatores que consideramos é a presenca de hidrogénios
metilénicos (H-1 e H-1") na regido de ¢ 3,60 ppm, além disso, a intensidade do sinal na regido
de ¢ 193,13 ppm no espectro de RMN de 3C, o que evidenciou a presenca de duas carbonilas.
Por isso, prop0s-se a presenca de uma carbonila cetdnica no anel interno da estrutura e ndo uma
lactona, como as estruturas ja descritas na literatura apresentam.

Os experimentos de RMN de *C e HSQC (Figuras 32, 33, 36 e 37) (correlagdo °C e
seu respectivo *H) permitiu atribuir e identificar os carbonos da substancia D9. Na regido de ¢
71,64 ppm é possivel identificar a presenca de um carbono metilénico (C-1), vizinho a
heterodtomo. Segundo a estrutura proposta sugere-se que o carbono metinico C-2 esta
localizado junto a carbono do respectivo solvente deuterado.

Na regido de campo baixo em ¢ 193,10 ppm pode-se visualizar a presenca da carbonila,
respectiva ao hidrogénio do aldeido. Além disso, a presenca de outra carbonila ceténica C-3 (6
193,13 ppm). Ainda em campo baixo, € possivel identificar os carbonos desidrogenados C-11
e C-4’, em ¢ 153,77 ppm e os carbonos C-10 e C-3* em ¢ 147,33 ppm, referentes ao anel
aromatico. Em ¢ 131,11 ppm o C-8 e em ¢ 130, 83 ppm o C-1".

Os carbonos metinicos aromaticos em ¢ 115,82 (C-9), 115,36 (C-12), 126,52 ppm (C-
13), 119,45 (C-2’), 114,82 (C-5’) e 116,25 (C-6’). Também podemos identificar a presenca de
quatro carbonos olefinicos nas regifes de ¢ 104,85 (C-4), 116,25 (C-6), 126,52 (C-7), 115,36
(C-7") e dos carbonos desidrogenados C-8’ (¢ 131,11 ppm) e C-5 (6 166,48 ppm), referentes as
ligacGes duplas.

No espectro de COSY H-'H (Figuras 34 e 35) foi possivel identificar as principais
correlacBes entre os hidrogénios de nucleos vizinhos. Como os hidrogénios aromaticos e
olefinicos estdo com deslocamentos quimicos muito proximos, a visualizacao dos acoplamentos
torna-se um pouco dificil. No entanto, é possivel identificar a correlacdo dos H-6 e H-7,
pertencentes a dupla ligacdo. Ainda, as correlages dos hidrogénios pertencente ao anel
aromatico H-6’ e H-5".

O experimento bidimensional de HMBC (Figuras 38 e 39) permitiu identificar as
principais correlagdes de *H e °C de duas a trés ligagBes. Foi possivel visualizar poucos

acoplamentos no experimento, no entanto os acoplamentos do H-9’ com o C-8’ e H-9’ com o
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C-7°, foi identificado. Sendo assim, esse foi um dos pontos relevantes para a determinagdo da
estrutura, principalmente porque ela difere das demais encontradas na literatura. Ademais, 0s
acoplamentos do H-6" com o C-3’e o H-6 com o C-8.

Todos os dados de RMN em comparacdo com alguns dados de compostos relatados na

familia Hymenochaetaceae estéo descritos na Tabela 9.

Figura 28 — Cromatograma de CLAE do Composto D9
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Figura 29 — Cromatograma de CLAE do Composto D9
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Figura 31 — Espectro de RMN de *H expandido do Composto D9 em MeOH-d4 a 600 MHz
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Figura 32 — Espectro de RMN de **C expandido do Composto D9 em MeOH-ds a 150 MHz
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Figura 33 — Espectro de RMN de **C do Composto D9 em MeOH-d4 a 150 MHz
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Figura 34 — Espectro de COSY expandido do Composto D9 em MeOH-ds a 600 MHz
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Figura 35 — Espectro de COSY do Composto D9 em MeOH-ds a 600 MHz
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Figura 36 — Espectro de HSQC expandido do Composto D9 em MeOH-ds a 600 MHz
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Figura 37 — Espectro de HSQC expandido do Composto D9 em MeOH-ds a 600 MHz
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Figura 38 — Espectro de HMBC expandido do Composto D9 em MeOH-d4 a 600 MHz
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Figura 39 — Espectro de HMBC expandido do Composto D9 em MeOH-ds a 600 MHz
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Tabela 9 — Composto fenélico (D9) (MeOH-ds, RMN de *H a 600 MHz, RMN de *3C a 150

MHz)
Posicio Composto D9 Literatura
lH 13C IBC* 1H**

1 3,60 (d, J=7,0Hz) 71,56 166,10

2 3,37 (m) 49,00 100,20

3 193,13 170,30

4 5,22 (s) 104,85 102,60

5 166,48 161,10

6 6,91 (d, J=2,0Hz) 116,25 117,10

7 7,30 (d, J=2,0Hz) 126,52 137,20

8 130,83 128,30

9 6,74 (m) 115,82 114,90

10 147,33 146,80

11 153,77 148,60

12 7,29 (d, J=8,0Hz) 115,36 116,60

13 7,32 (dd, J=8,0 e 2,0Hz) 126,52 122,00

1 130,83 127,90

2’ 6,74 (m) 119,45 117,60

3’ 147,33 146,40 5,49 (s)
4 153,77 149,40

5 6,85 (m) 114,82 116,20

6’ 6,90 (dd, J=8,0 e 2,0Hz) 116,25 125,60

7 7,30 (s) 115,36 145,80

8’ 131,11 129,00

9’ 9,69 (s) 193,10 201,50

*6c (MeOH-d,;, RMN de *3C a 100 MHz) conforme LEE e YUN, 2007; **6y (MeOH-ds, RMN de H a 400 MHz)
conforme LEE e YUN, 2006.

4.6.7 Composto P1 — Acido hexadec-5-en6ico

O composto P1 foi isolado da fracdo Hex Pt na forma de solido branco, que foi
submetido a analises de RMN uni e bidimensionais e espectrometria de massas. Com a obtencao
desses dados e espectrometria de massas, foi possivel propor a estrutura do composto de
férmula molecular C16H3002.

Ao analisar o espectro de RMN de *H (Figura 40) foi possivel visualizar alguns sinais,
entre esses, em ¢ 5,34 ppm referente aos hidrogénios olefinicos H-5 (m) e H-6 (m). Além disso,
em ¢ 2,34 (t, J=15Hz) ppm e ¢ 1,63 (m) ppm a presenca de hidrogénios metilénicos o e -
carbonila, respectivamente. Em ¢ 0,88 ppm a presenca de hidrogénios metilicos (H-16).

Com a andlise do experimento de RMN de 3C (Figura 41), foi possivel confirmar a
presenca de um carbono carbonilico em ¢ 180,05 ppm, sugerindo um grupo acido. Ademais, a

presenca de carbonos olefinicos em ¢ 129,88 (C-6) e ¢ 130,18 (C-5) ppm e os carbonos
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metilénicos C-2 (6 34,19 ppm) e C-3 (¢ 24,84 ppm) e um carbono metilico em 6 14,23 ppm (C-

16).
O experimento bidimensional COSY (Figura 42), que analisa os acoplamentos dos

hidrogénios vizinhos, permitiu visualizar as correlagdes entre os H-5 e H-6 com os H-4 e os H-
7, além disso, o acoplamento dos H-2 com os H-3. Os dados de RMN de H e *C estéo descritos

na Tabela 10. O cromatograma de massas esté ilustrado no Apéndice H.

Figura 40 — Espectro de RMN de *H do é4cido hexadec-5-enoico (P1) em CDClz a 400 MHz
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Figura 41 — Espectro de RMN de **C do &cido hexadec-5-endico (P1) em CDCls a 100 MHz
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Figura 42 — Espectro de COSY do acido hexadec-5-endico (P1) em CDClz a 400 MHz
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Tabela 10 — Acido hexadec-5-en6ico (P1) (CDCls, RMN de *H a 400 MHz, RMN de *3C a 100

MHz)
Posicio . Composto P1
H BC

1 180,05

2 2,34 (t, J=15 Hz) 34,19

3 1,63 (m) 27,37

4 2,00 (m) 32,07

5 5,34 (m) 129,88

6 5,34 (m) 130,18

7 1,30 21,25 (m) 29,92 a 27,37
8 1,30 a 1,25 (m) 29,92 a 27,37
9 1,30 21,25 (m) 29,92 a 27,37
10 1,30a 1,25 (m) 29,92 a 27,37
11 1,30 21,25 (m) 29,92 a 27,37
12 1,30a 1,25 (m) 29,92 a 27,37
13 1,30 21,25 (m) 29,92 a 27,37
14 1,30a 1,25 (m) 29,92 a 27,37
15 1,30 21,25 (m) 29,92 a 27,37
16 0,88 (m) 14,23

4.6.8 Composto P65 — Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil

O metabolito P65 foi isolado através de técnicas cromatograficas da fracdo hexanica de
Pisolithus tinctorius na forma de um sélido branco, com ponto de fusdo 92,7 — 94,7°C. O seu
espectro de EMAR (Figura 56) exibe [(M + H) *] = 441,3005, que em combinacdo com 0s
experimentos de RMN de 'H e °C, sugere uma formula molecular de Cs:Hs20. Embora, a
substancia apresenta uma pequena quantidade de mistura de outro composto (n&o identificado),
os experimentos de RMN uni (*H, *C e Dept 135) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC)
conduziram a determinacdo do composto como sendo o Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil,
ainda n&o descrito na literatura.

No espectro de RMN de *H (Figuras 43, 44 e 45) juntamente com o RMN de C
(Figuras 46 e 47) e Dept 135 (Figura 48), € possivel visualizar a presenca de oito metilas, na
regido de ¢ 0,50 a 1,02 ppm, sendo cinco grupos metilicos ligados a carbonos quaternarios,
onde os H-18 (¢ 0,79 ppm), H-19 (6 0,54 ppm), H-29 (¢ 0,80 ppm), H-30 (6 0,79 ppm) e H-
31(0 0,90 ppm) sinalizando na forma de simpletos, dois grupos metilas ligados a carbonos
metinicos em ¢ 1,01 ppm (H-21, d, J=6,64 Hz) e em 6 0,91 ppm (H-25, m) e um grupamento
metila ligado a carbono metilénico em 6 0,82 ppm (H-28, t, J=13 Hz). Ademais, 0 espectro
mostra um hidrogénio metinico (H-3, m) em ¢ 3,59 ppm ligado ao carbono do grupamento
hidroxila, trés hidrogénios olefinicos, sendo dois pertencentes a cadeia lateral (H-22, m, ¢ 5,16
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ppm; H-23, m, ¢ 5,20 ppm) e um ao nucleo triterpénico (H-7, m, 6 5,15 ppm) e demais
hidrogénios metinicos H-5 (6 1,25 ppm), H-9 (¢ 1,62 ppm), H-17 (6 1,80 ppm), H-20 (6 2,00
ppm) e H-24 (6 1,87 ppm). Os hidrogénios metilénicos ligados aos carbonos C-1, C-2, C-6, C-
11, C-12, C-15, C-16, C-26 e C-27 aparecem na regido de ¢ 2,01 a 1,06 ppm.

Analisando o experimento de RMN de C, ¢ possivel verificar a presenca de cinco
carbonos desidrogenados, sinalizando em ¢ 39,24 (C-4), 139,78 (C-8), 43,45 (C-13), 49,49 (C-
14) e 34,37 (C-10) ppm, onde propbs que o C-14 esta localizado junto ao C-9, devido a maior
intensidade do pico e os deslocamentos quimicos desses carbonos serem muito semelhantes.
No espectro de Dept 135 (Figura 48) é possivel confirmar a presenga de nove carbonos
metilénicos com amplitude negativa, os quais distribuem-se na regido de ¢ 22,0 a 40,0 ppm,
correspondendo aos C-1, C-2, C-6, C-11, C-12, C-15, C-16, C-26 e C-27. Em amplitude
positiva, campo baixo, é possivel visualizar a presenca de trés carbonos metinicos, sugestivos
aos carbonos olefinicos C-7 (¢ 117,56 ppm), C-22 (6 135,82 ppm) e C-23 (¢ 132,02 ppm). Na
regido de o 71,22 ppm, regido de carbono ligado a heteroatomo (oxigénio), atribui-se ao C-3,
que esta ligado a hidroxila. Além disso, entre ¢ 56,0 e 12,0 ppm, somam-se ainda cinco
carbonos metinicos (C-5, C-9, C-17, C-20 e C-24) e oito carbonos metilicos (C-18, C-19, C-
21, C-25, C-28, C-29, C-30 e C-31) de amplitude positiva, considerando que os C-18/C-30 e
C-25/C-31 apresentam 0 mesmo deslocamento quimico.

Para a melhor visualizacdo estdo apresentadas as expansdes do experimento realizado.
O espectro de RMN 2D COSY H-H (Figuras 49 e 50), mostra as correlacfes entre 0s
hidrogénios vizinhos de um mesmo sistema de spins. Nesse experimento foi possivel verificar
as correlacdes entre 0s hidrogénios olefinicos H-22 e H-23, 0 H-3 com os H-2 e H-7 com H-6.
Com o auxilio do experimento de bidimensional de HSQC (Figuras 51, 52 e 53), foi possivel
atribuir as correlagcdes dos hidrogénios com seus respectivos carbonos. Assim, no espectro
HSQC podemos verificar que o H-7 tem correlagdo com o carbono que estd em 6 117,56 ppm,
H-22 tem correlacdo com o carbono que esta em ¢ 135,82, o H-23 com o carbono que esta em
0 132,02 ppm, do mesmo modo que o carbono que esta a ¢ 71,22 ppm tem correlagdo com o H-
3 (0 3,59 ppm).

No experimento de RMN 2D de HMBC (Figuras 54 e 55) podemos verificar os
acoplamentos dos carbonos com os hidrogénios vizinhos a duas e trés liga¢cbes. Embora, nem
todas as correlacBes foram possiveis visualizar, alguns pontos importantes puderam ser
atribuidos. Ainda, € possivel ver as correlagdes do carbono metinico C-5 com o H-3 e
hidrogénio metilico H-19. Além disso, a correlagdo do carbono olefinico C-23 e carbono

metinico C-24 com a metila H-25. As correlagGes das metilas H-21, H-18 e H-31 com o0s
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carbonos C-17, C-14 e C-10, respectivamente. Ademais, o carbono quaternario C-4 com as
metilas H-31 e H-19. A Tabela 11 apresenta os dados de RMN do composto obtido. Ainda, a
substancia foi submetida a técnica de cromatografia gasosa, a fim de verificar a pureza da

amostra, onde essa apresentou uma porcentagem de 84% (Figura 57).

Figura 43 — Espectro de RMN de *H expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65)
em CDClz a 400 MHz
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Figura 44 — Espectro de RMN de *H expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65)
em CDClz a 400 MHz
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Figura 45 — Espectro de RMN de *H expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65)
em CDCl3 a 400 MHz
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Figura 47 — Espectro de RMN de *3C expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65)
em CDClz a 100 MHz
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Figura 48 — Espectro de RMN Dept 135 expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil
(P65) em CDClz a 100 MHz
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Figura 49 — Espectro de COSY do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65) em CDCl3 a 400
MHz
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Figura 50 — Espectro de COSY expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65) em
CDCls a 400 MHz
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Figura 51 — Espectro de HSQC do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65) em CDClIs a 400
MHz
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Figura 52 — Espectro de HSQC expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65) em
CDCl3 a 400 MHz
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Figura 53 — Espectro de HSQC expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65) em

CDCls a 400 MHz
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Figura 55 — Espectro de HMBC expandido do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65) em
CDCl3 a 400 MHz
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Figura 56 — Espectrometria de massas de alta resolucdo do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil
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Figura 57 — Cromatografia gasosa do Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65)
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Tabela 11 — Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil (P65) (CDCls, RMN de *H a 400 MHz, RMN
de 3C a 100 MHz)

Posicio Composto P65
1H 13C

1 2,01e 1,25 (m) 39,59
2 1,80 e 1,40 (m) 31,46
3 3,59 (m) 71,22
4 39,24
5 1,25 (m) 56,10
6 1,74 e 1,25 (m) 28,22
7 5,15 (m) 17,56
8 139,78
9 1,62 (m) 49,59
10 34,37
11 1,50 e 1,47 (m) 21,54
12 1,76 e 1,25 (m) 29,72
13 43,45
14 49,49
15 1,80 e 1,06 (m) 37,13
16 1,76 e 1,25 (m) 29,63
17 1,80 (m) 55,25
18 0,79 (s) 13,19
19 0,54 (s) 12,23
20 2,00 (m) 40,63
21 1,01 (d, J=6,64Hz) 21,25
22 5,16 (m) 135,82
23 5,20 (m) 132,07
24 1,87 (m) 42,95
25 0,91 (m) 17,74
26 1,74 e 1,28 (m) 38,04
27 1,45¢e 1,37 (m) 22,93
28 0,82 (t, J=12,96Hz) 19,79
29 0,80 (s) 20,09
30 0,79 (s) 13,19
31 0,90 (s) 17,74

4.6.9 Composto P180 — Pisolactona

Este composto foi isolado na forma de cristais brancos, que se demonstraram puros
quando eluidos em CCD, sendo submetidos as técnicas de RMN de H e 3C uni e
bidimensionais, além de medidas de difracdo de raios-X. A partir das analises desses dados e
comparacdo com dados da literatura, pode-se propor uma estrutura quimica e formula molecular
Ca1H5003, 0 qual corresponde ao triterpeno lanostano nomeado Pisolactona. No espectro de
RMN de *H (Figuras 58 e 59), na regido de 5 0,71 a 1,05 ppm, é possivel identificar oito metilas,
sendo cinco metilas na forma de simpletos sinalizando em ¢ 0,71 (H-18), 0,90 (H-19), 1,00 (H-
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29), 0,81 (H-30) e 0,99 (H-31), 0 H-21 (6 0,95 ppm) na forma de dupleto (J=3,2 Hz) e os demais
(H-26 e H-27, d, J=6,88Hz) em ¢ 1,05 e 0,93 ppm como dupletos.

O espectro mostra um hidrogénio metinico ligado carbono do grupamento hidroxila em
03,24 ppm (1H, dd, J=4,52 ¢ 11,56 Hz, H-3). A constante de acoplamento de 11,56 Hz sugere
uma relacdo diaxial entre H-3 e o hidrogénio em C-2. Na regido de ¢ 4,46 ppm, observa-se a
presenca de um hidrogénio metinico como um duplo dupleto de dupleto (ddd, J=1,64, 5,92,
10,6 Hz), devido ao acoplamento com os hidrogénios H-23 e 0 H-21. Em campo mais alto,
sinaliza o0 H-24 na regido de ¢ 2,56 ppm (m). Os demais hidrogénios aparecem na regido entre
02,22 e 1,24 ppm. Para a idenficacdo dos 31 carbonos, fez-se necessario a analise de RMN de
13C. Como podemos visualizar na Figura 60, em ¢ 178,61 ppm, verifica-se a presenca da
carbonila lacténica (C-28). Ainda em campo baixo, a presenca dos carbonos desidrogenados C-
8eC-9em 134,32 e 134,79 ppm e os carbonos metinicos C-3 e C-22 em ¢ 79,09 e 80,74 ppm,
regido de carbonos ligados a oxigénio. Os demais carbonos sinalizam entre ¢ 51,0 e 18,0 ppm.

Todos os dados experimentais comparados com a literatura estdo descritos na Tabela
12. Através da analise de difracdo de raios-X do cristal obtido na fracdo hexanica Pt foi possivel
confirmar a estereoquimica absoluta da pisolactona, onde o carbono C-3 apresenta
estereoquimica absoluta S, 0 C-5R, C-10 S, C-13 R, C-14 R, C-19 R, C-20 S, C-22 R e C-24
S, conforme a estrutura mostrada na Figura 61.

Figura 58 — Espectro de RMN de 'H expandido da Pisolactona (P180) em CDClz a 400 MHz
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Figura 59 — Espectro de RMN de *H expandido da Pisolactona (P180) em CDCls a 400 MHz
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Figura 61 — Estrutura obtida por difracdo de raios-X da Pisolactona (representacdo ORTEP)
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Tabela 12 — Pisolactona (P180) (CDCls, RMN de 'H a 400 MHz, RMN de *C a 100 MHz)

Posicio fisolactona Pisolactona*
H 13C lH 13C

1 1,26 e 1,71 (m) 3572 1,65e1,70(m)-1,20e 1,26(m) 35,6
2 1,75 1,68 (m) 31,0 1,64 e 1,68 (m) 27,5
3 3,24(dd, J=4,52 e 11,56 Hz) 79,09 3,23(dd, J=11,6, 4,4 Hz) 78,9
4 39,05 38,9
5 1,06 (m) 50,54 1,00 e 1,08 (m) 50,4
6 1,56 e 1,54 (m) 18,40 1,45e1,55(m)-1,60e1,70(m) 18,3
7 1,70 e 1,24 (m) 31,06 1,30 e 1,40 (m) 27,9
8 134,32 134,2
9 134,79 134,7
10 37,20 37,1
11 2,06 € 2,04 (m) 21,13 1,98 € 2,07 (m) 20,7
12 2,03 e 2,00 (m) 26,65 1,60 e 1,66 (m) 26,5
13 44,79 44,7
14 49,96 49,8
15 2,06 € 1,96 (m) 28,01 1,90e2,04(m)-1,60e1,70(m) 30,7
16 1,54 e 1,35 (m) 28,11 1,86¢e1,90(m)-1,24e1,32(m) 30,8
17 1,98 (m) 49,93 1,94 e 2,01 (m) 47,5
18 0,71 (s) 15,76 0,72 (s) 15,6
19 0,90 (s) 24,40 0,97 (s) 18,3
20 1,56 (m) 39,99 1,36 e 1,42 (m) 39,9
21 0,95 (d, J=3,2 Hz) 12,37 0,94 (d, J=4,6 Hz) 12,2
22 4,46(dad, ‘]_&"26)4’ 5,92,106 80,74 4,46 (dd, J=6,0, 5,5 Hz) 80,5
23 1,66 e 1,59 (m) 27,66 1,90 e 1,96 (m) 26,6
24 2,56 (M) 47,01 2,54 ¢ 2,60 (M) 46,7
25 2,10 (m) 27,00 2,13 e 2,23 (m) 27,0
26 1,05 (d, J=6,88Hz) 20,87 1,00 (s) 21,0
27 0,93 (d, J=6,88Hz) 18,40 0,92 (s) 19,2
28 178,61 178,4
29 1,00 (s) 28,01 0,88 (s) 24,3
30 0,81 (s) 15,57 0,81 (s) 15,4
31 0,99 (s) 19,32 0,99 (s) 28,0

*6ne oc (CDCls, RMN de *H a 500 MHz, RMN de *3C a 125 MHz) conforme XU et al., 2001.

4.6.10 Composto P56 — Ceramida

O composto P56 foi isolado da fracdo AcOEt Pt na forma de um sélido branco. Este foi
submetido a técnica de CCD e quando eluido demonstrou-se puro. O mesmo foi submetido a
técnicas uni e bidimensionais de RMN de 'H e 13C, o qual possibilitou a identificagdo do

composto como sendo uma ceramida, ainda ndo descrita anteriormente nessa espécie.
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Ceramidas ja foram descritas em algumas espécies de Basidiomicetos, no entanto na espécie P.
tinctorius é a primeira vez (LI et al., 2010).

Através do experimento de RMN de 'H e a integracdo dos sinais presentes no espectro,
foi possivel determinar a relagcdo de hidrogénios e carbons metilénicos pertencentes a estrutura
do composto, sendo assim, sugere-se 0 composto de fomula molecular C43Hs7NOs. No entanto,
para confirmar o nimero exato de hidrogénios e carbonos, respectivamente, é necessario
realizar analises de espectrometria de massas, o qual ndo foi realizado nesse trabalho.

No experimento de RMN de *H (Figura 62 e 63) e HSQC (Figura 65), é possivel
identificar a presenga do grupamento NH na forma de um dupleto (J=9,20Hz) referente a uma
amida na regido de 6 8,62 ppm, além disso a presenca dos hidrogénios metilénicos
diasterotopicos H-18 e H-18’ na forma de duplo dupleto de dupleto em 6 4,55 e 4,46 ppm
(J=4,64, 10,92, 19,60Hz). Ademais, a presenca de trés hidrogénios metinicos (H-15, H-16 e H-
20) na regido de 0 4,31 a 4,66 ppm, sendo 0 H-15 na forma de multipleto, o H-16 na forma de
um tripleto (J=11,4Hz) e o hidrogénio H-20 na forma de um duplo dupleto (J=3,92 e 7,88Hz).
Na regido campo alto em ¢ 0,88 ppm pode-se visualizar a presenca dos hidrogénios metilicos
H-1 e H-43 na forma de multipleto, além disso na regido entre ¢ 2,29 a 1,28 ppm os demais
hidrogénios metilénicos. Analisando o experimento de HSQC juntamente com o espectro de
RMN de *H, foi possivel identificar também a presenca de um hidrogénio metinico (H-17) em
05,12 ppm na forma de um simpleto. Além disso, confirmar que a inexisténcia da correl¢ad do
dupleto na regido de ¢ 8,62 ppm com carbono.

No espectro de RMN de *3C (Figura 64) foi possivel visualizar a presenca de uma
carbonila de acido na regido de 6 176,02 ppm. Além disso, trés carbonos metinicos (C15, C-16
e C-20) na regido entre 72,99 a 77,26 ppm, regido caracteristica de carbono ligados ao
heteroatomo oxigénio, um carbono metilénico (C-18) em ¢ 62,53 ppm, além de outro carbono
metinico (C17) em ¢ 53,29 ppm, regido caracteristica de carbono ligado a heteroatomo
nitrogénio.

Na regido de blindagem, observa-se também a presenca de carbonos metilicos (C-1 e C-
43) em ¢ 14,76 ppm, além dos demais carbonos metilénicos entre ¢ 23,42 a 36,19 ppm.

Analisando o experimento bidimensional de HMBC (Figura 66) (correlagdo de *H e *C
duas a trés ligacgdes), foi possivel atribuir as correlagbes da carbonila (C-19) com o hidrogénio
referente a amida (NH) e com os hidrogénios metinicos H-17 e H-20.

Todos os dados de RMN em comparagdo com os dados da literatura podem ser

visualizados na Tabela 13.
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Figura 62 — Espectro de RMN de *H expandido da Ceramida (P56) em CsDsN a 400 MHz
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Figura 63 — Espectro de RMN de 'H expandido da Ceramida (P56) em CsDsN a 400 MHz
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Figura 64 — Espectro de RMN de **C da Ceramida (P56) em CsDsN a 100 MHz
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Figura 65 — Espectro de HSQC da Ceramida (P56) em CsDsN a 400 MHz
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Figura 66 — Espectro de HMBC da Ceramida (P56) em CsDsN a 400 MHz
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Tabela 13 — Ceramida (P56) (CsDsN, RMN de *H a 400 MHz, RMN de *3C a 100 MHz)

Posicio P56 Pecipamida*
lH 13C 1H 13C

1 0,88 14,76
15 4,31 (m) 73,51
16 4,39 (t, J=11,4Hz) 77,26 3,74 (m) 73,88
17 5,12 (s), 53,49 4,06 (m) 53,71

4,55 e 4,46 (ddd, J=4,64, 10,92, 3,70 e 3,94 (dd, J=4,3 e
18 19,60H2), 62,53 10,9H2) 62,31
19 - 176,02 174,56
20 4,66 (dd, J=3,92 e 7,88Hz), 72,99 4,06(m) 72,34
43 0,88 14,76

. 23,42 a

Demais 2,29a1,28 36,19
NH 8,62 (d, J=9,20Hz) - 7,25 (d, J=7,84Hz)

*éne dc (CDCls, RMN de H a 400 MHz, RMN de *3C a 100 MHz) conforme Li et al., 2010.
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4.7 DERIVADOS
4.7.1 Composto D2a — Acetato do ergosterol

A substancia D2a foi obtida através da reacdo de acetilacdo da substancia D2. Ambos
0s espectros sdo muitos semelhantes, pois ocorreram poucas mudancas nos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios e carbonos. Os dados estdo descritos na Tabela 14.

No espectro de hidrogénio (Figuras 67 e 68), nota-se a presenca de sete metilas, ao inves
de seis, como anteriormente. Em ¢ 2,03 ppm sinaliza a metila H-30 na forma de um simpleto.
As demais metilas (H-18, H-19, H-21, H-25, H-27 e H-28) aparecem na regido entre ¢ 0,63 e
1,05 ppm. Os hidrogénios metinicos H-6 e H-7 sinalizam em ¢ 5,57 e 5,37 ppm (d, J= 8,0Hz)
e 0s H-22 e H-23 em 5,21 ppm (m). Além disso, a mudanca de deslocamento quimico do H-3
de 0 3,63 ppm para ¢ 4,70 ppm, campo mais baixo do que anteriormente, devido a mudanca do
grupamento ligado ao C-3.

Analisando o espectro de RMN de 3C (Figura 69), os principais pontos importantes, em
relacdo ao espectro anterior (D2), é a presenca da carbonila em ¢ 170,68 ppm e um carbono
metilico em ¢ 21,27 ppm. O C-3 sinaliza em 73,0 ppm, enquanto que os carbonos olefinicos
C-6, C-7,C-22 e C-23 em ¢ 120,4, 116,04, 135,75 e 132,26 ppm, respectivamente. Os demais
carbonos podem ser visualizados na Tabela 14. Devido a similaridade com a susbtancia D2,

optou-se em ndo discutir todos os resultados.

Figura 67 — Espectro de RMN de *H do acetado do ergosterol (D2a) em CDCl3 a 400 MHz
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400 MHz

Figura 68 — Espectro de RMN de *H expandido do acetado do ergosterol (D2a) em CDCls a
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Tabela 14 — Acetato do ergosterol (D2a) (CDCls, RMN de *H a 400 MHz, RMN de **C a 100

MHz)
Posicio Acetato do ergosterol Acetato do ergosterol *
1H 13C 1H 13C

1 1,26 € 1,87 (m) 36,86 39,00
2 1,49 e 1,91 (m) 28,41 31,91
3 4,70 (m) 73,00 3,60 (m) 73,13
4 2,38 e 2,50 (dd, J=2,2 e 5,0 Hz) 39,26 40,49
5 138,76 141,48
6 5,57 (d, J=8,0Hz) 120,40 5,58 (dd) 120,12
7 5,37 (d, J= 8,0Hz) 116,05 116,28
8 141,67 139,48
9 2,07 (m) 46,28 46,01
10 37,31 36,83
11 1,74 e 1,67 (m) 21,24 21,00
12 1,25 e 2,08 (m) 38,12 39,00
13 43,04 43,25
14 2,01 (m) 54,73 54,50
15 1,76 € 1,37 (m) 23,17 22,97
16 1,26 e1,91 (m) 29,86 28,27
17 1,26 (m) 55,99 55,90
18 0,63 (s) 12,23 0,64 (s) 12,04
19 0,96 (s) 16,36 0,95 (s) 16,16
20 2,08 (m) 40,53 40,43
21 1,04 (d, J=6,64 Hz) 21,24 1,03 (d, J=6,6 Hz) 19,63
22 5,21 (m) 135,75 131,95
23 5,21 (m) 132,26 135,65
24 1,87 (m) 43,04 42,79
25 0,92 (d) 17,75 33,07
26 1,47 (m) 33,29 0,92 (d, J=6,7Hz) 19,94
27 0,84 (m) 19,80 21,09
28 0,84 (m) 20,09 17,59
29 170,68

30 2,03 (s) 21,27 22,68

*6ne dc (CDCls, RMN de *H a 500 MHz, RMN de *3C a 125 MHz) conforme VAZIRIAN et al., 2014.

4.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.8.1 Antioxidantes Totais

O estudo dos compostos fenolicos totais possibilitou avaliar o potencial antioxidante da
espécie Phellinotus piptadeniae.
Embora o metabolismo de fungos seja diferente do das plantas, e sendo a espécie

Phellinotus piptadeniae saprofitica, ou seja, requer matéria organica em decomposi¢do como
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fonte de energia, a variagdo da producdo dos metabolitos secundarios sob influéncia do solo e
hospedeiro é pequena, sendo assim, optou-se em estudar separadamente as fragdes coletadas
em locais diferentes (RS e SC). Os ensaios foram realizados com as fracGes: FACOEt RS e SC
e FMeOH RS e SC nas concentra¢es 500, 100 e 10 pg/mL como pode ser visualizado na
Tabela 15.

Tabela 15 — Antioxidantes totais de Phellinotus piptadeniae

[]pg/mL 500 100 10

FACt RS 112,06 * 15,46 109,09%9,20 102,24%0,1
FMeOH RS 66,67+17,08 62,98+1,89 36,0410,1
FAct SC 152,38 +11,25 123,93+5,44 98,4510,9
FMeOH SC 64,588,54 45,32+13,77 40,69:0,1

Diante dos testes, pode-se verificar que as fracOes acetato RS e SC foram as que
apresentaram maior porcentagem de compostos fendlicos totais nas concentracdes de 500, 100
e 10 pg/mL, considerando o padrdo (BHT) como 100%. As fracGes metandlicas também

apresentaram resultados satisfatorios.

4.8.2 Reducgio DPPH

O objetivo dessa técnica foi avaliar a acdo antioxidante da espécie Phellinotus
piptadeniae frente a um radical especifico DDPH, para isso fez-se um ensaio quantitativo
(Tabela 16). O ensaio foi realizado com as fracdes FACOEt RS, FMeOH RS, FACOEt SC e
FMeOH SC, uma vez que essas contém os metabdlitos potencialmente ativos (compostos
fendlicos), os quais foram possiveis verificar através de andlises de cromatografia liquida.

Através dos valores apresentados na Tabela 16, pode-se concluir que a espécie apresenta
potencial antioxidante relevante, pois quando comparado ao padrdo BHT, nota-se que as
porcentagens de inibicdo das fracBes estdo proximas ao do padrdo. Sendo assim, foi possivel
determinar o célculo do Clso, onde esse representa a concentracdo exata em que as fracbes
inibem 50% da atividade do radical DPPH. Dentre as fracOes testadas, as fracdes metanolicas
foram as mais promissoras com valores de Clso de 12,8 pg/mL (FMeOH RS) e 13,5 pg/mL
(FMeOH SC) quando comparado ao valor 8,9 pg/mL do padrdo (BHT), os quais podem ser
visualizados na Tabela 17.



Tabela 16 — Atividade antioxidante da espécie Phellinotus piptadeniae frente ao DPPH
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Concentracéo % inibic¢ao das FragcOes

(ng/mL) FACOEtRS FMeOHRS FAcCOEtSC FMeOH SC BHT
1000 96,6 99,9 89,9 99,9 96,3
500 90,5 95,2 91,2 94,4 94,9
250 94,7 92,4 92,4 96,5 95,9
125 89,0 90,0 89,4 95,7 95,4
62,5 74,2 89,1 86,1 92,3 94,9
31,2 53,1 83,2 63,1 79,9 89,4
15,6 35,8 64,5 40,6 56,3 71,9
7,8 45,3 41,6 26,7 38,5 50,3
3,9 16,2 25,7 19,9 25,8 30,1
19 7,8 15,7 11,7 14,0 16,9
0,9 6,5 7,8 4,1 6,7 14,2

Tabela 17 — Concentracgdo inibitdria (Clso) das fracdes da espécie Phellinotus piptadeniae

Amostras Clso (ug/mL)
FACOEt RS 19,8
FMeOH RS 12,8
FACOEt SC 25,4
FMeOH SC 13,5
BHT 8,9

Estudos realizados com as espécies P. linteus e I. xeranticus demonstram o bom

potencial antioxidante devido a presenca de compostos fendlicos. Testes relacionados a

citotoxicidade também foram aplicados, 0s quais apontam para resultados satisfatorios. Sendo

assim, essas espécies poderiam ser indicadas para Farmacopéia Brasileira e seus metabolitos

utilizados no tratamento de doencas causadoras pela producgao de radicais livres (JUNG et al.,
2008; LIANG et al., 2009).

4.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.9.1 Atividade antimicrobiana frente a fungos e bactérias

Com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana das espécies Phellinotus

piptadeniae e Pisolithus tinctorius, realizou-se um estudo bioguiado das fragdes obtidas. Para

a realizacdo deste teste, fez-se o uso do método de microdiluicdo em caldo.
As fragbes FHex RS Pp, FACOEt RS Pp, FMeOH RS Pp, FHex SC Pp, FAcCOEt SC Pp,
FMeOH SC Pp, FHex Pt e FACOEt Pt foram testadas frente as bactérias Gram-positivas:
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Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis; Bacillus cereus, Enterococcus spp, Enterococcus
faecalis e Gram-negativas: Enterobacter aerogenes, Shigella sonnei, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Bulkhoderia cepacia, Salmonella enterica
serovar Typhimurium, Shigella flexneri, Salmonella enteritidis, Morganella morganii,
Klebsiella pneumoniae e os fungos: Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus
gattii, Candida glabrata e Candida dublienses.

Ap0s a realizacdo dos ensaios antibacterianos e antifingicos pode-se afirmar que todas
as fragOes apresentaram potenciais antimicrobianos. De acordo com Simdes e col. (2009)
produtos fitoquimicos que apresentam CIM na faixa de 100-1000 pg/mL em testes de
suceptibilidade in vitro, podem ser considerados como antimicrobianos.

A efetividade antimicrobiana das espécies foi apresentada em termos de CIM e CLM,
0s quais podem ser visualizados na Tabela 18, Tabela 19, Tabela 20 e Tabela 21.

De acordo com a Tabela 18, quando testadas as fracfes neutras obtidas da espécie
Phellinotus piptadeniae frente as bactérias, obteve-se alguns resultados promissores. Dentre
esses, destacam-se: frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus as fracdes FHex SC,
FACOEt SC e FMeOH SC foram as mais ativas com CIM 62,5 pg/mL. A fragdo MeOH RS foi
mais efetiva para a cepa Bacillus cereus apresentando o CIM 62,5 pg/mL. Enterococcus spp
teve seu crescimento inibido pelas fracoes FHex RS, FACOEt RS e FMeOH RS na concentragédo
de 125 pg/mL, além disso, frente a cepa Enterococcus faecalis a FHex RS também foi efetiva
na mesma concentragao.

Com relacdo as bactérias Gram-negativas, as fracbes FHex SC, FAcCOEt SC e FMeOH
SC foram melhores inibidores frente as cepas Morganella Morganii (125 pg/mL), Enterobacter
aerogenes (62,5 pg/mL) e Shigella flexneri (62,5; 31,2; 62,5 pg/mL). Ja para FHex RS, FACOEt
RS e FMeOH RS obteve-se resultados promissores frente a Shigella flexneri (125; 62,5 e 31,2
pg/mL) e Burkholderia cepacia (62,5; 31,2 e 62,5 pg/mL).

Os valores de CLM foram entre 250 - >500 pug/mL, com énfase das frages FHex,
FACOEt e FMeOH RS que apresentaram CLM 250 pg/mL frente a cepa Enterococcus spp.

Esses resultados prévios das fragdes evidenciam o maior potencial bacteriostatico do
que bactericida da espécie.

Podemos observar na Tabela 19 que as fragcdes FMeOH RS, FACOEt SC e FMeOH SC
foram mais sucetiveis a inibicdo do fungo Candida krusei, com valores de CIM 15,6 pg/mL e
3,12 pg/mL respectivamente, onde a fragdo MeOH SC apresentou o mesmo potencial de

inibicdo do padréo testado. As fragdes FACOEt RS e FACOEt SC foram as mais sucetiveis
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frente a Cryptococcus neoformans com CIM 125 pg/mL. Cryptococcus gattii teve seu
crescimento inibido por todas as fragdes, com valores de CIM 125 pg/mL, com excecdo da
FHex RS (CIM 250 pg/mL). Além disso, as fracoes FHex, FACOEt e FMeOH SC apresentaram
CLM 250 pg/mL. Podemos afirmar através dessas analises, que a espécie também tem potencial
fugiostatico e fungicida, o que instiga o estudo antimicrobiano dos compostos puros.

O estudo da atividade antimicrobiana da espécie Pisolithus tinctorius evidenciou o
potencial antibacteriano e antifungico da espécie (Tabela 20 e Tabela 21). As fracdes hexanica
(FHex) e acetato de etila (FACOEt) mostraram resultados promissores frente a bactéria Gram-
positiva Enterococcus spp apresentando CIM 125 e 62,5 pg/mL e CLM 250 pg/mL. Além
disso, a fracdo FHex também apresentou bom potencial de inibi¢do frente a Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus (CIM 125 pug/mL). Com relacdo as bactérias Gram-negativas, Shigella
sonnei e S.flexneri foram mais sucetiveis a inibicéo.

As fracGes Hex e AcOEt também demostraram potenciais antifingicos apresentando
inibicbes em menores concentracdes frente a C. gattii (125 pg/mL), C. neoformans (CIM 125
pg/mL) e C. krusei (CIM 62,5 pg/mL). As fracbes ndo apresentaram CLM nas concentracfes
testadas, com exececdo da FHex frente a C. albicans (CLM 500 pg/mL).
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Tabela 18 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal minima (CLM) das fracGes da espécie Phellinotus piptadeniae frente a
bactérias

CIM 50/CLM (pg/mL)
FHex RS FACOEtRS FMeOHRS FHexSC FAcCOEtSC FMeOH SC Cloranfenicol Ampicilina
CiM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 125 >500 500 >500 125 >500 62,5 >500 62,5 >500 625 >500 3,12 125 200 >200

Micro-organismos

Bacillus subtilis 500 >500 500 >500 500 500 500 =>500 500 >500 500 >500 6,25 50 100 >200
Bacillus cereus 250 >500 250 >500 62,5 >500 125 >500 125 >500 500 >500 1,56 125 200 >200
Enterococcus spp. 125 250 125 250 125 250 250 >500 125 >500 250 >500 1,56 156 25 50

Enterococcus faecalis 125 >500 250 >500 500 >500 500 >500 500 =>500 250 >500 3,12 125 156 125
Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 3,12 100 200 >200
z(;fggﬁ\rgs:as 250 >500 500 >500 250 >500 250 >500 125 >500 500 >500 3,12 125 50 >200
Proteus mirabilis 250 >500 500 >500 250 >500 500 >500 500 >500 500 >500 6,25 100 25 200
Shigella sonnei 125 500 500 500 500 500 250 500 250 500 125 >500 6,25 @25 25 200
Salmonella typhimurium 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 500 >500 250 >500 3,12 125 200 >200
Morganella morganii 250 >500 125 >500 125 >500 125 >500 125 >500 125 >500 6,25 50 200 >200
Shigella flexneri 125 >500 62,5 >500 31,2 >500 62,5 >500 31,2 >500 625 >500 156 312 125 200

Salmonella enteritidis 250 >500 500 >500 250 >500 500 >500 250 >500 500 >500 156 125 3,12 100
Enterobacter aerogenes 250 >500 500 >500 125 >500 62,5 500 625 >500 625 >500 156 125 200 >200
Klebsiella pneumoniae 250 >500 250 >500 125 >500 250 >500 125 >500 250 >500 6,25 200 100 >200
Burkholderia cepacia 62,5 >500 31,2 >500 625 >500 NT NT NT NT NT NT 312 125 50 50

NT = Nao testado
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Tabela 19 — Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM) das fracGes da espécie Phellinotus piptadeniae frente a

fungos

CIM 50/CLM (pg/mL)

Micro-organismos FHex RS FACOEtRS  FMeOH RS FHex SC FACOEtSC  FMeOH SC Fluconazol
CiM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Candida albicans 500 >500 250 >500 250 >500 250 500 250 >500 500 >500 3,12 200
Candida tropicalis 500 500 500 >500 250 >500 500 >500 250 >500 500 >500 50 >200
Candida krusei 500 >500 250 >500 156 >500 250 >500 156 >500 3,12 >500 3,12 100
Candida parapslosis 500 >500 250 >500 250 >500 250 500 250 >500 250 >500 3,12 25
Cryptococcus neoformans 250 >500 125 >500 250 >500 250 500 125 >500 250 >500 6,25 25
Cryptococcus gattii 250 >500 125 >500 125 >500 125 250 125 250 125 250 6,25 25
Saccharomyces cerivisiae 500 500 500 >500 500 >500 500 500 250 >500 500 >500 6,25 50
Candida glabrata 500 500 250 >500 125 >500 500 >500 500 >500 250 >500 25 200
Candida dublienses 500 >500 500 >500 500 >500 250 500 250 >500 250 >500 25 200
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Tabela 20 — Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Letal Minima (CLM) das

fracOes da espécie Pisolithus Tinctorius frente a bactérias

CIM 50/CLM (pg/mL)

Micro-organismos FHex FACOEt Cloranfenicol ~ Ampicilina
CiM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 125 >500 250 >500 3,12 125 200 >200
Bacillus subtilis 250 500 250 >500 6,25 50 100 >200
Bacillus cereus 125 >500 250 >500 156 125 200 >200
Enterococcus spp. 125 250 625 250 156 1,56 25 50
Enterococcus faecalis 500 >500 250 >500 3,12 125 156 125
Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli 250 >500 250 >500 3,12 100 200 >200
Pseudomonas aeroginosa 250 >500 250 >500 3,12 125 50 >200
Proteus mirabilis 500 >500 500 >500 6,25 100 25 200
Shigella sonnei 125 >500 125 500 6,25 25 25 200
Salmonella typhimurium 250 >500 250 >500 3,12 125 200 >200
Morganella morganii 500 >500 250 >500 6,25 50 200 >200
Shigella flexneri 125 >500 250 >500 156 3,12 125 200
Salmonella enteritidis 250 >500 250 >500 156 125 3,12 100
Enterobacter aerogenes 250 250 250 250 156 125 200 >200
Klebsiella pneumoniae 250 >500 250 500 6,25 200 100 >200
Burkholderia cepacia NT NT NT NT 3,12 125 50 50

NT = Nao testado

Tabela 21 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM) das

fracdes da espécie Pisolithus Tinctorius frente a fungos

CIM 50/CLM (pg/mL)

Micro-organismos FHex FACOEt Fluconazol
CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Candida albicans 250 500 250 >500 3,12 200
Candida tropicalis 500 >500 250 >500 50 >200
Candida krusei 62,5 >500 62,5 >500 3,12 100
Candida parapslosis 250 >500 250 >500 3,12 25
Cryptococcus neoformans 125 >500 125 >500 6,25 25
Cryptococcus gattii 125 >500 125 >500 6,25 25
Saccharomyces cerevisiae 500 >500 250 >500 6,25 50
Candida glabrata 500 >500 250 >500 25 200
Candida dublienses 500 >500 250 >500 25 200

Devido ao potencial antimicrobiano das fracBes das espécies P. piptadeniae e P.

tinctorius testou-se 0s compostos isolados para investigar a relacdo e a influéncia destes nas

atividades apresentadas.
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Os testes realizados permitiram afirmar que todos os isolados de P. piptadeniae e P.
tinctorius apresentaram potenciais antimicrobianos.

O composto peroxido do ergosterol mostrou-se suscetivel a inibicdo de B. subtilis, S.
sonnei e K. pneumoniae (CIM 50ug/mL), e concentracdo letal de 200ug/mL frente a K.
pneumoniae. Enquanto que o ergosterol e o acetato do ergosterol foram mais ativos frente a um
numero maior de cepas, dentre elas as Gram-positivas S. aureus e E. faecalis (CIM 50ug/mL)
e as Gram-negativas S. sonnei (CIM 50 e 25ug/mL), K. pneumoniae (CIM 50ug/mL), entre
outras, conforme pode ser visualizado na Tabela 22. Com rela¢do ao potencial bactericida,
ergosterol e o acetato do ergosterol apresentaram CLM de 200pg/mL para S. sonnei.

Os acidos 2-hidroxi-pentadecanoato de etila e 2-hidroxi-tetracosanoato de metila
demostraram-se ativos frente a S. sonnei e S. flexneri apresentando valores de concentracao
minima inibitdria na concentracao de 50ug/mL. Para as demais cepas os valores de CIM variou
entre 100 e 200pg/mL.

O composto fendlico D9 mostrou-se promissor frente a S. sonnei e K. pneumoniae com
CIM 50pug/mL e CLM 200ug/mL.

Com relacdo a atividade antifingica (Tabela 24), todos os compostos isolados
apresentaram potenciais fungiostatico frente a C. krusei com valores de CIM 1,56 pg/mL, no
entanto, somente o 2-hidroxi-tetracosanoato de metila e o fendlico D9 apresentaram potencial
fungicida na concentragdo de 200 pg/mL.

C. glabrata também se demostrou mais sensivel a acdo dos compostos isolados, que
apresentaram CIM 1,56 pg/mL.

Ergosterol também foi ativo frente a C. neofarmans com valores de CIM 25 pg/mL e
CLM 50 pg/mL, enquanto que os demais isolados foram ativos com valores de CIM 50 pg/mL.

Os compostos também evidenciaram potenciais fungiostatico e fungicidade frente a
C.gattii, descatando-se o ergosterol, acetato do ergosterol e o 2-hidréxi-pentadecanoato de etila,
que exibiram concentraces inibitorias e letais na mesma concentragéo (50 pg/mL).

Com relacdo a espécie P. tinctorius, o lanostano pisolactona foi mais ativo frente a
bactéria Gram-negativa S. sonnei com valores de CIM e CLM 50 e 200 pug/mL respectivamente.
Ao passo que, o lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil exibiu potencial bacteriostatico frente as
Gram-negativas M. morganii, S. sonnei, S. flexneri e K. pneumoniae (CIM 50 pg/mL). O
potencial bactericida pode ser atribuido somente a S. sonnei (200 pug/mL) (Tabela 23).

Foi possivel observar também o potencial bacteriostatico e bactericida do &cido
hexadec-5-endico. Este, foi ativo frente as bactérias Gram-positivas S. aureus e B. subtilis (CIM

12,5 e 50 pg/mL) e Gram-negativas E. aerogenes, S. sonnei (CIM 25 pg/mL), M. morganii, S.
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flexneri, P. aeroginosa e K. pneumoniae (CIM 50 pg/mL). Ao passo que, a ceramida (P56) foi
mais ativa frente a S. sonnei e S. flexneri (CIM 50 pg/mL), onde P56 também apresentou CLM
na concentracao de 200 pg/mL para S. sonnei.

Para as demais cepas, 0s compostos também causaram inibi¢do, no entanto em maiores
concentragoes.

O potencial antifungico (Tabela 25) de P.tinctorius também pode ser atribuido. Os
lanostanos pisolactona e o lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil exibiram resultados promissores
de CIM com valores de 6,25 pg/mL frente a C. tropicalis. Enquanto que o padrao fluconazol
apresentou CIM 50 pg/mL.

C. krusei também mostrou-se sensivel aos lanostanos e a ceramida, onde 0s compostos
apresentaram CIM 1,56 pg/mL, igualmente ao padrao nistatina. Destaca-se também o potencial
fungiostatico frente a C. glabrata. Esses exibiram valores de CIM 1,56 pg/mL, apresentando
CIM igual ou proximo aos padrdes fluconazol e nistatina (CIM 3,12 e 1,56 pg/mL),
respectivamente.

Para finalizar, todos os compostos isolados da espécie P.tinctorius foram sucetiveis aos
fungos C.gattii e C.neofarmans, nas concentracdes de 25 e 50 pg/mL (CIM). Além disso, esses
também apresentaram potenciais fungicidas nas concentracdes de 25 a 100 pg/mL (CLM).

Através dos testes realizados (antibacteriano e antifungico) é possivel concluir que,
tanto as fragdes, como 0s compostos, apresentaram bons resultados, quando comparados aos
padrdes testados. Além disso, pode-se perceber que os metabolitos isolados tém influéncia sob
os valores exibidos de CIM e CLM das fracdes obtidas das respectivas espécies.

Todos os valores estdo apresentados na Tabelas 22, 23, 24 e 25.
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Tabela 22 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM) dos metabdlitos isolados da espécie Phellinotus

piptadeniae frente a bactérias

CIM 50/CLM (pg/mL)

Micro-organismos D1 D2 D2a D6 D11 D09 AMP CL
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 100 >200 50 >200 50 >200 100 =>200 100 >200 100 =>200 100 200 1556 25
Bacillus subtilis 50 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 25 >200 125 100
Bacillus cereus 100 >200 50 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 100 100 3,12 25
Enterococcus faecalis 100 >200 50 >200 50 >200 200 >200 200 >200 100 >200 25 >200 3,12 25
Bactérias Gram-negativas
Enterobacter aerogenes 100 >200 50 >200 100 =>200 200 >200 200 =>200 200 >200 100 200 156 125
Escherichia coli 100 >200 50 >200 100 >200 100 >200 100 =>200 100 >200 12,5 200 3,12 50
Morganella morgani 100 >200 50 >200 100 =>200 100 =>200 100 =>200 100 =>200 100 >200 3,12 125
Proteus mirabilis 100 >200 100 >200 100 >200 200 =>200 200 >200 200 =>200 1,556 200 3,12 50
Pseudomonas aeroginosa 100 >200 100 >200 200 >200 200 =>200 200 >200 200 >200 100 200 156 25
Shigella sonnei 50 200 25 200 50 200 50 200 50 200 50 200 125 200 3,12 25
Shigella flexneri 100 >200 100 >200 50 >200 50 >200 50 >200 200 =>200 6,25 200 1,556 6,25
Salmonella typhimurium 100 >200 50 >200 100 >200 200 >200 100 >200 200 >200 200 200 312 25
Salmonella enteritidis 100 >200 100 >200 100 >200 100 =>200 100 =>200 200 =>200 3,12 50 156 125
Klebsiella pneumoniae 50 200 50 200 50 >200 100 >200 100 200 50 200 25 200 3,12 100

D1 = Peroxido do ergosterol; D2 = Ergosterol; D2a = Acetato do ergosterol; D6 = 2-hidréxi-pentadecanoato de etila; D11= 2-hidréxi-tetracosanoato de metila; AMP =

ampicilina; CL= cloranfenicol.
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Tabela 23 — Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Letal Minima (CLM) dos metabolitos isolados da espécie Pisolithus tinctorius

frente a bactérias

Micro-organismos

CIM 50/CLM (pg/mL)

P180 P65 P1 P56 AMP
CM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 100 >200 100 >200 12,5 >200 100 >200 100 200 1,56 25
Bacillus subtilis 100 >200 100 >200 50 >200 100 >200 25 >200 125 100
Bacillus cereus 100 >200 100 >200 100 >200 200 >200 100 100 3,12 25
Enterococcus faecalis 200 >200 200 >200 100 >200 200 >200 25 >200 3,12 25
Bactérias Gram-negativas
Enterobacter aerogenes 100 >200 100 >200 25 >200 200 >200 100 200 1,56 12,5
Escherichia coli 200 >200 100 >200 200 >200 200 >200 125 200 3,12 50
Morganella morgani 100 >200 50 >200 50 >200 100 >200 100 >200 3,12 12,5
Proteus mirabilis 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 1,56 200 3,12 50
Pseudomonas aeroginosa 100 >200 200 >200 50 >200 200 >200 100 200 1,56 25
Shigella sonnei 50 200 50 200 25 200 50 200 12,5 200 3,12 25
Shigella flexneri 200 >200 50 >200 50 >200 50 >200 6,25 200 1,56 6,25
Salmonella typhimurium 100 >200 200 >200 100 >200 200 >200 200 200 3,12 25
Salmonella enteritidis 100 >200 100 >200 100 >200 200 >200 3,12 50 1,56 12,5
Klebsiella Pneumoniae 100 200 50 >200 50 200 100 200 25 200 3,12 100

P180 = Pisolactona; P65 = Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil; P1= Acido hexadec-5-endico; P56= ceramida; AMP= ampicilina; CL= cloranfenicol.
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Tabela 24 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM) dos metabdlitos isolados da espécie Phellinotus
piptadeniae frente a fungos

Micro-organismos

CIM 50/CLM (ug/mL)

D1 D2 D2a D6 D11 D9 Fluconazol Nistatina
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Candida albicans 100 >200 200 200 200 200 200 =>200 100 >200 200 200 50 200 1,56 100
Candida tropicalis 100 >200 100 >200 100 =>200 200 >200 100 >200 200 >200 50 200 1,56 1,56
Candida krusei 156 >200 156 >200 156 >200 156 >200 156 200 156 200 25 100 1,56 125
Candida parapslosis 100 >200 200 >200 50 >200 100 >200 100 >200 200 >200 156 6,25 156 100
Cryptococcus neoformans 50 50 25 50 50 50 50 50 50 100 50 100 6,25 25 156 1,56
Cryptococcus gattii 50 100 50 50 50 50 50 50 50 100 50 100 6,25 125 156 25
Sacharomyces cerivisiae 200 >200 200 >200 200 >200 100 >200 100 >200 200 >200 156 25 156 3,12
Candida dublienses 100 200 100 200 100 >200 100 >200 100 >200 200 200 1,56 100 3,12 25
Candida glabrata 156 >200 156 >200 156 >200 156 >200 156 >200 156 >200 3,12 100 156 6,25

D1 = Peroxido do ergosterol; D2 = Ergosterol; D2a = Acetato do ergosterol; D6 = 2-hidrdxi-pentadecanoato de etila; D11= 2-hidrdxi-tetracosanoato de metila.
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Tabela 25 — Concentracéo Inibitdria Minima (CIM) e Concentracao Letal Minima (CLM) dos metabdlitos isolados da espécie Pisolithus tinctorius

frente a fungos

Micro-organismos

CIM 50/CLM (pg/mL)

P180 P65 P1 P56 Fluconazol Nistatina

CM ClM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Candida albicans 100 >200 200 >200 100 200 200 >200 50 200 1,56 100
Candida tropicalis 6,25 >200 6,25 >200 50 200 200 >200 50 200 1,56 1,56
Candida krusei 156 >200 156  >200 100 >200 156  >200 25 100 1,56 12,5
Candida parapslosis 100 >200 100 >200 100 >200 200 >200 1,56 6,25 1,56 100
Cryptococcus neoformans 50 100 50 50 25 25 50 100 6,25 25 1,56 1,56
Cryptococcus gattii 50 100 50 100 50 50 50 100 6,25 12,5 1,56 25
Sacharomyces cerivisiae 200 >200 100 >200 100 >200 200 >200 1,56 25 1,56 3,12
Candida dublienses 100 >200 100 >200 200 200 200 >200 1,56 100 3,12 25
Candida glabrata 156 >200 156 >200 156 >200 1,56 200 3,12 100 1,56 6,25

P180 = Pisolactona; P65 = Lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil; P1= Acido 5-hexadecendico; P56= ceramida
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4.9.2 Atividade antimicobacteriana

O estudo antimicobacteriano das fracGes das espécies Phellinotus piptadeniae e
Pisolithus tinctorius apresentou resultados promissores. De acordo com Ayres e col. (2008), os
valores de CIM classificam-se como moderados.

Como pode ser visualizado na Tabela 26, as fracfes Hex RS Pp e SC Pp foram as mais
ativas com valores de CIM 312,5 pg/mL frente a todas as cepas testadas. As fracGes metanolicas
Pp também apresentaram inibicdes, porém em concentragdes mais altas (625 e 1250 pg/mL).
Enquanto a espécie Pisolithus tinctorius apresentou suscetibilidade de inibicdo na fracdo
acetato (FACOEt Pt), com valores de CIM 312,5 pug/mL para as cepas M. abcessus e M.
massiliense, e 625 pug/mL para M. fortuitum. Os valores apresentados de CIM demostram o
potencial de inibicdo das espécies. Sendo assim, testou-se alguns dos compostos isolados das
respectivas fragoes.

Tabela 26 — Atividade antimicobacteriana das diferentes fracdes proveniente das extracdes dos
fungos Phellinotus piptadeniae e Pisolithus tinctorius

CIM 50 (ug/mL)

Fracoes M. abcessus M. massiliense M. fortuitum
FHex RS Pp 312,5 312,5 312,5
FACOEt RS Pp NI NI NI
FMeOH RS Pp 625 625 1250
FHex SC Pp 312,5 312,5 312,5
FACOEt SC Pp NI NI NI
FMeOH SC Pp 625 625 625
FHex Pt NI NI NI
FACOEt Pt 312,5 312,5 625
Claritromicina 16 32 1
Sulfametoxazol 8 128 32

NI = Né&o identificado

Os compostos ergosterol, acetato do ergosterol e D9 mostraram-se ativos frente as cepas
M. abcessus, M. massiliense e M. fortuitum. O triterpeno exibiu valores de CIM 62,5 pug/mL
frente a M. abcessus e M. massiliense e 31,25 pg/mL para M. fortuitum. Enquanto, o acetato de
ergosterol apresentou uma melhora nos valores de CIM para as micobactérias M. abcessus e M.
massiliense (CIM 31,25 pg/mL). No entanto, frente M. fortuitum o valor de CIM foi aumentado

(CIM 62,5 pg/mL). Ademais, o triterpeno ergosterol apresentou o0 mesmo valor de CIM do
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padrdo sulfametoxazol para M. fortuitum, ao passo que, o acetato de ergosterol exibiu a mesma
concentragéo de inibigc&o do padréo claritromicina frente a M. massiliense.

O composto fenolico D9 exibiu 0 mesmo CIM (62,5 pg/mL) para as trés cepas testadas.

Com relacdo a espécie P. tinctorius, o lanostano pisolactona e a ceramida (P56) foram
mais efetivos frente a M. abcessus, exibindo valores de CIM 31,25 e 15,62 pg/mL
respectivamente. Além disso, P56 apresentou o mesmo valor de inibicdo do padrédo
claritromicina (CIM 16 pg/mL). M. massiliense também foi inibido pelos compostos, no
entanto em uma concentracdo maior 62,5 pg/mL.

Desta forma, os testes realizados com as fraces e 0s compostos isolados evidenciam o
potencial antimicobacteriano das espécies estudadas. Os dados estdo apresentados na Tabela
27.

Tabela 27 — Atividade antimicobacteriana dos compostos isolados dos fungos Phellinotus
piptadeniae e Pisolithus tinctorius

CIM 50 (ug/mL)

Fragoes M. abcessus M. massiliense M. fortuitum
Ergosterol 62,5 62,5 31,25
Acetato do ergosterol 31,25 31,25 62,5

D9 62,5 62,5 62,5
Pisolactona 31,25 62,5 62,5
P56 15,625 62,5 31,25
Claritromicina 16 32 1
Sulfametoxazol 8 128 32

P56 = ceramida
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5. CONCLUSAO

O estudo quimico e biologico das espécies Phellinotus piptadeniae e Pisolithus
tinctorius permitiram concluir que:

- As espécies apresentaram constituintes quimicos diferentes, mas classes de
metabolitos secundarios em comum, como exemplo triterpenos (derivados do ergosterol e
lanostanos). Ergosterol, Peroxido do ergosterol, os ésteres: 2-hidroxi-pentadecanoato de etila e
2-hidroxi-tetracosanoato de metila, e 0 composto fendlico D9, ainda néo relatado na literatura,
foram identificados em P. piptadeniae.

- O estudo quimico de Phellinotus piptadeniae permitiu ainda, confirmar a presenca de
compostos altamente polares, mas que ndo foram possiveis de isolar utilizando CC sistema fase
normal.

- O estudo bioldgico de Phellinotus piptadeniae mostrou o pontencial antimicrobiano
(fungos, bactérias e micobactérias), bem como antioxidante. O acetato do ergosterol, obtido
atraves da reacdo de acetilacdo do ergosterol com anidrido acético, melhorou a atividade
antimicobacteriana frente as cepas M. abcessus e M. massiliense.

- A investigacdo quimica e biolégica de Phellinotus piptadeniae coopera com dados
cientificos para a espécie e familia Hymenochaetaceae, uma vez que, até o presente momento,
ndo ha estudos realizados dessa espécie nesse ambito.

- Como perspectivas futuras, sugere-se a investigacdo, isolamento e identificacdo dos
compostos polares presentes no extrato metanodlico de P. piptadeniae, a relagdo estrutura-
atividade e a execucdo de outra metodologia de fracionamento que permita facilitar o
isolamento dos compostos fendlicos. Além disso, € importante mencionar que ainda seréo
realizados testes citotoxicos e atividades fotoprotetora do DNA das fracbes obtidas de
Phellinotus piptadeniae.

- Os lanostanos pisolactona e lanostano, 7,22-dien-3-ol, 24-metil, ainda ndo relatado na
literatura, um acido hexadec-5-endico e uma fitoceramida (P56) foram identificados em P.
tinctorius. Ademais, foi possivel determinar a estereoquimica absoluta do triterpeno
Pisolactona.

- O potencial antifngico e antibacteriano pode ser atribuido a espécie. Até 0 momento,
pela primeira vez, ndo ha relatos na literatura referente testes antimicobacterianos, 0s quais

nesse trabalho demostraram bons potenciais frente as cepas testadas.
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-Como perpectivas futuras, sugere-se estudos mais aprofundados da espécie P.
tinctorius, tanto quimico como bioldgico, devido aos poucos dados encontrados na literatura

referente a esses aspectos.
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APENDICE A — CROMATOGRAFIA LIQUIDA DA FRACAO ACETATO DE ETILA RS
DE Phellinotus piptadeniae
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APENDICE B - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DA FRACAO ACETATO DE ETILA SC
DE Phellinotus piptadeniae
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APENDICE C — CROMATOGRAFIA LIQUIDA DA FRACAO METANOLICA RS DE

Phellinotus piptadeniae
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APENDICE D — CROMATOGRAFIA LIQUIDA DA FRACAO METANOLICA SC DE

Phellinotus piptadeniae
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APENDICE E - ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO DO

PEROXIDO DO ERGOSTEROL (D1)
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APENDICE F - ESPECTROMETRIA DE MASSAS DO COMPOSTO 2-HIDROXI-
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APENDICE G — ESPECTROMETRIA DE MASSAS DO COMPOSTO

2-HIDROXI-
TETRACOSANOATO DE METILA (D11)
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APENDICE H — ESPECTROMETRIA DE MASSAS DO COMPOSTO ACIDO HEXADEC-
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APENDICE | — ESPECTRO DE HSQC DO PEROXIDO DO ERGOSTEROL (D1) EM

CDCls A 400 MHZ
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APENDICE J — ESPECTRO DE HSQC EXPANDIDO DO PEROXIDO DO ERGOSTEROL

(D1) EM CDClz A 400 MHZ
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APENDICE K — ESPECTRO DE HMBC EXPANDIDO DO PEROXIDO DO ERGOSTEROL
(D1) EM CDCl3 A 400 MHZ
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APENDICE L — ESPECTRO DE HMBC EXPANDIDO DO PEROXIDO DO ERGOSTEROL
(D1) EM CDCl3 A 400 MHZ
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APENDICE M — ESPECTRO DE COSY DO ERGOSTEROL (D2) EM CDCl3 A 400MHZ
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