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RESUMO 

Este trabalho relata a investigação de fungos marinhos como produtores de metabólitos 

secundários citotóxicos frente à linhagem de células tumorais humanas HCT-116 ï cólon. Os 

fungos investigados neste trabalho foram isoladas de sedimentos do litoral cearense, sendo 

trinta e cinco obtidos da praia do Mucuripe (BRF012-BRF046) e quarenta e oito da praia do 

Pecém (BRF047-BRF094). Todas as linhagens obtidas foram submetidas a cultivo em pequena 

escala (100 mL de meio batata-dextrose com água marinha sintética) durante quatorze dias. 

Após o período de cultivo, os meios de cultura foram particionados com acetato de etila 

(AcOEt) e os extratos orgânicos submetidos a ensaio de atividade citotóxica frente à linhagem 

de células cancerígenas HCT-116. Os fungos cujos extratos apresentaram o maior percentual de 

inibição do crescimento celular, BRF019 (95,5 %), BRF079 (100,0 %) e BRF082 (100,0 %), 

foram selecionados para fracionamento bioguiado dos seus extratos orgânicos. As análises 

filogenéticas destas linhagens levaram à identificação das mesmas como sendo Aspergillus 

terreus (BRF019) e Dichotomomyces cejpii (BRF079 e BRF082). BRF019 (A. terreus) foi 

cultivada duas vezes em grande escala (6 L e 12 L de meio). O fracionamento bioguiado dos 

extratos AcOEt, provenitentes do meio de cultura, levou ao isolamento de cinco substâncias: 

Terreína, butirolactonas I, II e V e 6-hidroximeleína. Todas essas substâncias já haviam sido 

relatadas na literatura para A. terreus e nenhuma apresentou atividade citotóxica quando 

ensaiada. BRF082 (D. cejpii) foi cultivada nas mesmas condições (15 L e 20 L de meio) de 

BRF019 (A. terreus). O fracionamento bioguiado do seu extrato AcOEt, proveniente do meio 

de cultura, levou ao isolamento da epipolitiodioxopiperazina gliotoxina e quatro análogos: 

Acetilgliotoxina G, bis(detio)bis(metiltio)gliotoxina, acetilgliotoxina, 6-

acetilbis(metiltio)gliotoxina, além do alcaloide quinazolínico fiscalina B. Tais substâncias 

foram submetidas a ensaio de atividade citotóxica, cujos resultados obtidos levaram à 

atribuição da gliotoxina (IC50 1,02) e da acetilgliotoxina G (IC50 2,39) como responsáveis pela 

citotoxicidade do extrato AcOEt de D. cejpii.  

 

Palavras chaves: fungo marinho, Aspergillus terreus, Dichotomomyces cejpii, atividade 

citotóxica, terreína, butirolactona I, butirolactona II, butirolactona V, 6-hidroximeleína, 

gliotoxina, acetilgliotoxina G, bis(detio)bis(metiltio)gliotoxina, acetilgliotoxina, 6-

acetilbis(metiltio)gliotoxina, fiscalina B. 
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ABSTRACT 

This thesis reports the investigation of marine fungi as producers of cytotoxic secondary 

metabolites against the  human tumor cell line HCT-116 (colon). The fungal strains 

investigated in this study were isolated from sediments collected in Ceará coast, thirty-five of 

them from Mucuripe beach (BRF012-BRF046) and forty-eight from Pecém beach (BRF047-

BRF094). All strains were subjected to small-scale cultivation (100 mL of potato-dextrose 

medium with synthetic sea water) during fourteen days. After the cultivation, the culture media 

were partitioned with ethyl acetate (EtOAc) and the organic extracts subjected to cytotoxic 

activity against the cancer cell line HCT-116. Strains that showed the highest percentage of cell 

growth inhibition, BRF019 (95.5%), BRF079 (100.0%) and BRF082 (100.0%), were selected 

for bioguided fractionation of the organic extracts. Phylogenetic analyses have identified them 

as Aspergillus terreus (BRF019) and Dichotomomyces cejpii (BRF079 and BRF082). BRF019 

(A. terreus) was cultivated twice in a large scale (6 L and 12 L medium). The bioguided 

fractionation of EtOAc extracts from the culture medium led to the isolation of five 

compounds: Terrein, butyrolactone I, II and V, and 6-hidroxymelein. All of them have already 

been reported in the literature for A. terreus and none showed cytotoxic activity when 

bioassayed. BRF082 (D. cejpii) was cultivated under the same conditions (15 L and 20 L 

medium) of BRF019 (A. terreus). The bioguided fractionation of AcOEt extract from the 

culture medium led to the isolation of an epipolithiodioxopiperazin, gliotoxin, and four 

analogues: Acetylgliotoxin G, bis(dethio)bis(methylthio)gliotoxin, acetylgliotoxin, 6-

acetylbis(methylthio)gliotoxin, besides the quinazolinic alkaloid fiscalin B. These compounds 

were tested for cytotoxic activity and suggested gliotoxin (IC50 1.02) and acetylgliotoxin G 

(IC50 2.39) as responsible for the cytotoxicity of the EtOAc extract of D. cejpii. 

 

Key-words: marine fungi, Aspergillus terreus, Dichotomomyces cejpii, cytotoxic activity, 

terrein, butyrolactone I, butyrolactone II, butyrolactone V, 6-hydroxymellein, gliotoxin, 

acetylgliotoxin G, bis(dethio)bis(methylthio)gliotoxin, acetylgliotoxin, 6-

 acetylbis(methylthio)gliotoxin, fiscalin B. 
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1  Introdução 

A natureza é uma fonte abundante de substâncias com potencial terapêutico para 

diversas doenças. Some-se a isso o fato dos compostos de origem natural terem, na maioria das 

vezes, afinidade com moléculas-alvo, tornando-os promissores candidatos a fármacos 

(BHATNAGAR, KIM, 2012). 

Os micro-organismos em geral, como bactérias e fungos, são bastante conhecidos como 

produtores de diversas substâncias biologicamente ativas. São inúmeros os relatos de 

substâncias oriundas de micro-organismos utilizadas no tratamento de doenças, tais como 

infecções bacterianas (penicilina, cefalosporina, estreptomicina, vancomicina, 1, 2, 3 e 4, 

respectivamente, Figura 1), desordens coronarianas (mevastatina e lovastatina, 5 e 6, 

respectivamente, Figura 2, p. 26), câncer (bleomicina, dactinomicina doxorrubicina e 

estaurosporina, 7, 8, 9 e 10, respectivamente, Figura 3, p. 26) e em estados pós-transplantes que 

requerem imunossupressores (ciclosporina, 11, Figura 4, p. 27) para evitar a rejeição aos órgãos 

transplantados (BHATNAGAR, KIM, 2010). 

Figura 1.  Estruturas da penicilina (1), cefalosporina (2), estreptomicina (3) e vancomicina (4). 
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Figura 2. Estruturas da mevastina (5) e lovastatina (6). 
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Figura 3. Estruturas da bleomicina (7), doxorrubicina (8),  estaurosporina (9) e dactinomicina (10). 
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Figura 4. Estrutura da ciclosporina. 
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A descoberta da penicilina nos anos 20, por Alexander Fleming, a partir de uma 

linhagem de Penicillium chrysogenum, chamou atenção para os micro-organismos do solo, os 

quais passaram a ser um alvo importante na busca por novos fármacos. Todavia, com o passar 

dos anos, o isolamento de um grande número de substâncias já conhecidas diminuiu o interesse 

pela bioprospecção de novos metabólitos secundários em micro-organismos terrestres. Tal fato 

levou a uma mudança no foco de interesse dos químicos de produtos naturais e 

farmacologistas, que passaram a buscar ambientes pouco explorados ou inexplorados, como 

por exemplo, o ambiente marinho. Desta forma, surge o interesse pelos oceanos como fontes 

profícuas de novas moléculas bioativas (BHATNAGAR, KIM, 2010). 

Sabe-se que a hidrosfera compõe a maior parte do planeta Terra. Logo, é de se esperar 

que as chances de obtenção de novas substâncias sejam maiores no ambiente marinho do que 

no terrestre. Contudo, as dificuldades de exploração do ambiente marinho fez com que este 

permanecesse inexplorado durante muito tempo. Com o desenvolvimento de técnicas seguras 

de mergulho, iniciou-se a bioprospecção de substâncias biologicamente ativas no ambiente 

marinho. Já no final do século passado, constatou-se um significativo aumento  no interesse por 

produtos naturais marinhos, fato verificado pelo número cada vez maior de trabalhos nessa área 

(BHATNAGAR, KIM, 2010; FENICAL, JENSEN, 2006; RATEB, EBEL, 2011). 

1.2 Objetivos 

1.2.2 Objetivo Pri ncipal 

Prospecção de metabólitos secundários citotóxicos oriundos de fungos filamentosos 

isolados da costa cerarense.  
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1.2.3 Objetivos específicos 

1. Isolamento de fungos filamentosos de sedimentos marinhos das praias do 

Mucuripe e Pecém, ambas pertencentes ao litoral cearense; 

2. Triagem dos fungos obtidos com relação à citotoxicidade frente à linhagem de 

células tumorais humanas HCT-116 (cólon); 

3. Análise da predominância marinha ou terrestre dos fungos isolados; 

4. Seleção e identificação filogenética das linhagens fúngicas mais citotóxicas e 

estudo do melhor dia de cultivo; 

5. Cultivo em grande escala das linhagens fúngica selecionadas, com posterior 

fracionamento bioguiado dos extratos obtidos em busca de compostos 

citotóxicos. 

1.3 O ambiente marinho como uma fonte potencial de novas substâncias bioativas 

  

O aumento do número de casos de câncer, da resistência bacteriana e das exigências por 

novas estruturas bioativas motivaram a busca por produtos naturais bioativos em fontes pouco 

exploradas, visto que os isolados de fontes terrestres têm apresentado cada vez mais estruturas 

repetidas (BHATNAGAR, KIM, 2010). 

A teoria da origem da vida na Terra, também chamada de teoria da sopa primordial, de 

Aleksandr Oparin, propõe que a vida em nosso planeta se iniciou em um oceano primitivo, 

onde os gases atmosféricos se combinaram, pela ação de descargas elétricas e radiação, dando 

origem aos primeiros aminoácidos e, posteriormente, às formas mais primitivas de vida 

(HALDANE, 1954). Essa teoria fornece embasamento suficiente para considerarmos os 

oceanos como um ambiente rico em compostos orgânicos, propício ao crescimento e à 

evolução da vida. Além disso, os oceanos ocupam 95% da biosfera terrestre, e abrigam 

diversos habitats para várias espécies de organismos, alguns dos quais, adaptados 

exclusivamente ao ambiente marinho como águas vivas e corais. Sabe-se também que os 

oceanos possuem uma microbiota complexa, com abundancias que variam de um milhão/mL 

na água a um bilhão/mL nos sedimentos (FENICAL, JENSEN, 2006). Apesar disso, o 

ambiente marinho permaneceu praticamente inexplorado até meados dos anos 60. Isso se deu, 

principalmente, pelas dificuldades de acesso às profundidades do oceano, fato que foi superado 

pelo desenvolvimento de técnicas seguras de mergulho como o aqualung. Dessa forma, foi 

somente no início dos anos 90 que se percebeu um considerável aumento do número de 
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publicações relatando estruturas isoladas de fontes marinhas e essa tendência continua até os 

dias atuais (FENICAL, JENSEN, 2006; RATEB, EBEL, 2011). 

Como resultado, mais de 10.000 metabólitos de origem marinha foram isolados e 

caracterizados ao longo dos últimos cinquenta anos (BHATNAGAR, KIM, 2010). Os micro-

organismos de origem marinha como bactérias, cianobactérias, microalgas e, particularmente 

os fungos, têm se tornado uma fonte promissora de novos metabólitos biologicamente ativos 

(BHATNAGAR, KIM, 2010; KJER et al., 2010) 

A Tabela 1 mostra a estrutura e a atividade biológica de alguns metabólitos bioativos 

isolados de micro-organismos marinhos. 

Tabela 1. Estrutura, origem e atividade biológica de alguns metabólitos secundários obtidos de micro-organismos marinhos. 

Micro-organismo Substância Atividade biológica 

Actinomicetos   

Streptomyces 

tenjimariensis 

Istamicinas A (R1 = H; R2 = NH2) e B (R1 = NH2; R2 = H) 

(OKAMI et al., 1979) 
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Antibacteriana 

 

Salinospora 

tropica 

Salinosporamida A (FELING et al., 1996; 

CHAUHAN et al., 2005) 

O

HN

O

Cl

OH
O

 

Antitumoral 

 

Streptomyces 

chibaensis 

Resistoflavina (GORAJANA et al., 2007) Anticancerígena e 

antibacteriana 

 

A (12) 

B (13) 

 

A (12) 

B (13) 

14 

 

14 
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Marinispora sp. Marinomycin A (KNOW et al., 2006) 
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Streptomyces sp. Dariamida C (ASOLKAR et al., 2006) 
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Fungos   

Paraphaeosphae

ria sp. 

Modiolídeos A e B (TSUDA et al., 2003) 
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Antibacteriana e 

antifúngica 

Ciratodictyon Seregaquinona A (SHIGEMORE et al., 1999; KOMATSU et al., Antimicrobiana 
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spongiosum 2000) 
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Penicillium sp. Seleuzononas A (R = H) e B (R= OH) (KOMATSU et al., 2000; 

PERPELESCU et al., 2002) 
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Cladosporium 

sp. 

Sporiolídeos A e B (SHIGEMORE et al., 2004; SMITH et al., 

2000) 
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Penicillium 

chrysogenum 

Sorbicilactonas A e B (BRINGMANN et al., 2007) 

H
N

OH

O

O

O

O

HO

OH

O

H
N

OH

O

O

O

O

HO

OH

O

 

 

Bactérias   

Brevibacillus 

laterosporus 

Tauramamida (DESJARDINE et al., 2007) 
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Antimicrobiana 

Pseudomonas 

stutzeri 

Zafrin (UZAIR et al., 2008) 
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Nocardia sp. Ayamycin (EL-GENDY et al., 2008) Antifúngico 
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Streptomyces 

sannurensis 

Marinopyrroles A (R = H) e B (R = Br) (HUGHES et al., 2008) 
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Citotóxico e anti 

MRSA1 
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Cianobactérias 

Oscillatoria sp. Venturamidas A e B (LININGTON et al., 2007) 
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Antimalária 

                                                
1  Staphylococcus aureus resistente à meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) é uma bactéria 

resistente a diversos antibitóticos (WATKINS et al., 2012) 
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Lyngbya 

majuscula 

 

Hectochlorin (RAMAWASMY et al., 2007) 
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Apratoxin (EDWARDS  et al., 2004) 
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Rivularia sp. Viequeamida A (BOUDREAU et al., 2012) 
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Leptolyngbya sp. Grassypeptolides D 353 (7R, 11R) e E 354 (7S, 11S) 

(THORNBURG et al., 2011) 
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1.3 Fungos como fonte de moléculas biologicamente ativas 

 

Antes que o ambiente marinho se tornasse alvo de bioprospecção de moléculas 

biologicamente ativas, os fungos terrestres já eram bastante conhecidos como uma fonte rica de 

produtos naturais bioativos, com diversas substâncias descritas na literatura. No ambiente 

terrestre, os fungos desempenham a função importante de decompositores, o que, associado aos 

seus versáteis mecanismos de adaptação, permite-lhes ocupar uma ampla variedade de 

ambientes (DAMARE et al., 2006). 

Em 1896 foi obtido o primeiro metabólito secundário de origem fúngica de que se tem 

notícia: O ácido micofenólico (38, Figura 5, p. 36). Entretanto, foi somente em 1928, com a 

descoberta da penicilina (1, Figura 1, p. 25) que os fungos atraíram maior interesse no campo 

das pesquisas em produtos naturais. Nos anos seguintes, várias substâncias importantes de 

origem fúngica foram descobertas, como os agentes antimicrobianos ácido fusídico (39, Figura 

5, p. 36) e griseofulvina (40, Figura 5, p. 36), e a ciclosporina (11, Figura 4, p. 27), um agente 

imunossupressor importante, largamente utilizado no tratamento de doenças auto-imunes e na 

prevenção de rejeição a órgãos transplantados, e que foi isolado do fungo Tolypocladium 

inflatum em 1971 (KJER et al., 2011). 
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Figura 5. Estruturas do ácido micofenólico (38), do ácido fusídico (39), e da griseofulvina (40). 
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Além de substâncias bioativas, muitos metabólitos secundários de fungos pertencem à 

classe das estatinas, assim como a mevastatina (5, Figura 2, p. 26) e a lovastatina (6, Figura 2, 

p. 26) isoladas dos fungos Penicillium citrinum e Aspergillus terreus, respectivamente. As 

estatinas reduzem o colesterol sanguíneo e são utilizadas para o tratamento de doenças 

coronarianas (BUTLER, 2004; DEWICK, 2006). 

Sabe-se que oceanos cobrem mais de 70% da superfície terrestre e possuem uma 

complexa biodiversidade, com mais de 300 mil espécies de plantas e animais descritas, além de 

diversos tipos de micro-organismos conhecidos e desconhecidos. O mar profundo constitui um 

ambiente diversificado, caracterizado por baixa temperatura, alta pressão hidrostática e 

condi­»es nutricionais do tipo ñbanquete e fomeò. Devido ao estresse ambiental a que se 

encontram submetidos, os micro-organismos marinhos possuem metabolismo e fisiologia 

diferenciados, quando comparados aos terrestres. As fontes hidrotermais profundas, os 

mangues, as esponjas e os corais podem ser citados como exemplos de diferentes habitats 

passíveis de isolamento de micro-organismos. As superfícies e cavidades internas dos macro-

organismos marinhos sésseis fornecem um habitat único onde grande parte dos micro-

organismos vive sob relações simbióticas, mutualísticas ou parasitárias. Tais micro-organismos 

são extremamente específicos em suas relações com esponjas, corais moles, ascídias e plantas 

marinhas. Desta forma, os micro-organismos marinhos como bactérias, cianobactérias, 

microalgas e fungos se tornaram uma promissora fonte de novos metabólitos biologicamente 

ativos (DAMARE et al., 2006; KJER et al., 2011).  

Dentre todos os micro-organismos citados, os fungos marinhos são especialmente 

promissores como fonte de novas substâncias bioativas devido à grande diversidade química de 

seus metabólitos secundários (KJER et al., 2011; NEWTON, ABRAHAM, 1955).  
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A mais famosa classe de substâncias bioativas proveniente de fungos marinhos é a das 

cefalosporinas, representada primeiramente pela cefalosporina C (2, Figura 1, p. 25), a qual foi 

isolada por Brotzu, em 1945, de uma linhagem marinha de Acremonium chrysogenum (KJER et 

al., 2011; NEWTON, ABRAHAM, 1955). O alcaloide sorbicilactona A (41, Figura 6), obtido 

do fungo marinho Penicillium chrysogenum isolado de uma esponja, demonstrou alta atividade 

citotóxica frente a células leucêmicas (KJER et al., 2010). 

Figura 6. Estrutura da sorbicilactona A 
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A substância ulocladol (42, Figura 7), obtida de uma linhagem de Botrytis ulocaldium, 

isolado da esponja Myxilla incrustans, apresentou inibição da enzima tirosina-quinase. A 

halimida (43, Figura 7) isolada de uma linhagem de Aspergillus sp., recuperado da alga 

Halimeda copiosa, destroi os vasos sanguíneos de tumores e sua eficácia está sendo testada em 

câncer de ovário e mama. A avrainvilamida (44, Figura 7), obtida de uma espécie Aspergillus 

sp., recuperada da alga Avrainvillea sp, também apresentou atividade citotóxica. São também 

conhecidas substâncias de origem fúngica com propriedades antivirais, como os halovirs A-E, 

hexapeptídeos produzidos por Scytalidium sp., isolado da planta aquática Halodule wrightii. 

Halovir A (45 Figura 7) e seus derivados B-E inibem o vírus da herpes tipo 1 (IMHOFF; 

LABES; WIESE, 2011). 

Figura 7. Estruturas do ulocladol (42), da halimida (43), da avrainvilamida (44) e do halovir A (45).
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Dados da literatura demonstram que as pesquisas com fungos marinhos levaram à 

descoberta de mais de 270 novas moléculas bioativas entre os anos de 1990 e 2002, sendo mais 

de 70% destas oriundas de fungos associados a esponjas e plantas marinhas. Entre os anos de 

2002 e 2006, mais de 330 novas substâncias bioativas foram isoladas de fungos marinhos, 

grande parte delas com esqueletos carbônicos incomuns. Nos anos de 2008 e 2009 foram 

descritos 2076 novos compostos oriundos de fungos marinhos. O aumento nesses números 

comprova o crescente interesse por fungos marinhos como fonte de novos metabólitos 

secundários bioativos (KJER et al., 2011; BLUNT et al., 2014). 

Estima-se que aproximadamente dois terços dos compostos oriundos de fungos 

marinhos são provenientes de linhagems isoladas de organismos vivos enquanto a maioria 

restante é proveniente de fungos isolados da matéria não viva, principalmente sedimentos 

(incluindo-se, aqui, os manguezais). As algas são a principal fonte de fungos, seguidas das 

esponjas e manguezais. Uma interessante fonte que vêm ganhando destaque é mar-profundo, 

que nas estatísticas encontra-se relatado junto aos sedimentos. Todos esses dados estão 

explicitados no gráfico da Figura 8. 

Figura 8. Gráfico da distribuição dos compostos bioativos em função da origem do fungo do qual foi isolado. 

 

Fonte: RATEB et al., 2011 

 

A Figura 9, p. 39, mostra a divisão dos compostos oriundos de fungos marinhos, 
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aspectos estruturais, sem levar realmente em consideração a rota biossintética. De fato, 

classificar as substâncias derivadas de fungos marinhos em uma ou outra categoria biogenética 

é algo bastante complicado, haja vista uma boa parte destas substâncias possuírem biogênese 

mista, citando como exemplo as pseurotinas e diversos policetídeos e alcaloides prenilados. Os 

Policetídeos são os compostos mais isolados dos fungos marinhos, fato também observado para 

os fungos terrestres. Se agrupássemos os policetídeos prenilados e os policetídeos nitrogenados 

(listados como alcaloides) juntos aos policetídeos, estes representariam mais de 50% dos 

compostos obtidos de fungos derivados do ambiente marinho (RATEB et al., 2011). 

Figura 9. Gráfico da distribuição dos compostos bioativos oriundos de fungos marinhos de acordo com sua suposta origem 
biogenética. 

 

Fonte: RATEB et al., 2011 
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2. Epipolitiodioxopiperazinas: Levantamento bibliográfico 

Epipolitiodioxopiperazinas (ETPs) são dipeptídeos que constituem uma grande e 

diversificada classe de metabólitos secundários (aproximadamente 120 substâncias), em sua 

grande maioria tóxicos, e produzidos exclusivamente por fungos. Caracterizam-se 

estruturalmente pela presença de uma ponte dissulfeto
2
 intramolecular nas posições Ŭ,Ŭô de um 

ciclo-dipeptídio (dicetopiperazina-DKP) (Figura 10) (GARDINER et al., 2005; BOYER et al., 

2013). 

Figura 10. Estruturas genéricas de uma epipolitiodioxopiperazina (1) e uma dicetopiperazina (2). 
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Vários gêneros de fungos filamentosos produzem ETPs, dentre os quais podemos citar 

Chaetomium, Leptosphaeria, Aspergillus, Verticillium, Penicillium, e Pithomyces. A acentuada 

toxicidade exibida pela maioria das ETPs tem atraído atenção para elas como agentes 

terapêuticos potenciais para diversas doenças, inclusive o câncer. Diversos tipos de atividade 

biológica foram relatados para essa classe de metabólitos, podendo-se citar as atividades 

imunossupressora, imunomoduladora, antiviral, anticâncer, antifúngica, antibacteriana, 

antiparasitária, antimalárica, anti-inflamatória, antinematóide, fitotóxica, dentre outras 

(BOYER et al., 2013). 

A toxicidade das ETPs tem sido extensivamente estudada e parece ser associada à ponte 

dissulfeto, pois a remoção dos átomos de enxofre ou a adição de agentes redutores, elimina a 

maioria de suas atividades biológicas. Dois mecanismos são propostos para a sua toxicidade. O 

primeiro considera uma possível conjugação da ponte dissulfeto com grupos tiois residuais das 

proteínas. O segundo considera a geração de espécies de oxigênio bastante reativas através de 

um ciclo redox. Todavia, esses mecanismos são apenas proposições e apresentam diversos 

equívocos e contradições, sendo necessários mais estudos para sua confirmação (GARDINER 

et al., 2005). 

                                                
2 As ETPS podem ter pontes com um, três, quatro ou mais átomos de enxofres. Porém, o mais comum são as 

pontes com apenas dois átomos de enxofres. 
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Na literatura são relatados 14 grupos de ETPs. Estes grupos diferem quanto ao esqueleto 

básico, havendo pequenas mudanças nas cadeias laterais de seus membros. Há, portanto, uma 

diversidade estrutural de ETPs, cuja origem pode ser explicada admitindo-se diferentes 

aminoácidos como precursores das moléculas. Todas as ETPs de ocorrência natural isoladas até 

o momento possuem pelo menos um aminoácido aromático como precursor. Os 14 grupos de 

ETPs relatados na literatura são: Gliotoxinas, sirodesminas, hialodendrinas, esporidesminas, 

chaetominas, chaetocinas, verticilinas, leptosinas, emestrinas, ésteres escabrosínicos, 

ditiosilvatinas, epicorazinas, aranotinas e emetalicinas (GARDINER et al., 2005). 

O isolamento de cinco ETPs, bis(detio)bis(metiltio)gliotoxina (49, Figura 13, p. 44), 6-

acetilbis(metiltio)gliotoxina (163, Figura 135, p. 175), acetilgliotoxina G (164, Figura 146, p. 

186), gliotoxina (46, Figura 11, p. 43) e acetilgliotoxina (48, Figura 13, p. 44) de 

Dichotomomyces cejpii (Item 4.1, p. 69), encorajou-nos a realizar um levantamento 

bibliográfico sobre essa classe de compostos. Através do portal de periódicos da capes, que 

disponibiliza informações de diversas bases de dados (incluindo a do Chemical Abstracts), foi 

realizada uma pesquisa, sem restrição de período, onde foram empregados os termos 

epipolythiodioxopiperazine e epipolythiodiketopiperazine como palavras-chave. Desta forma, 

foram encontrados 144 resultados, dentre os quais apenas 10 relatavam o isolamento e/ou a 

caracterização de ETPs. 

A primeira ETP relatada na literatura foi a gliotoxina (46, Figura 11, p. 43), isolada pela 

primeira vez em 1936 da espécie Gliocladium fimbriatum - hoje Thricoderma virens, da qual 

deriva seu nome (WEINDLING e EMERSON, 1936). Sua estrutura, entretanto, após diversas 

proposições, só foi corretamente elucidada em 1958 por Bell et al., através de transformações 

químicas e espectroscopia de absorção no ultravioleta, e a respectiva configuração absoluta foi 

estabelecida em 1966 por Beecham et al., através de difração de raios X. Sua estrutura consiste 

em um ciclo-dipeptídeo, biossintetizado a partir dos aminoácidos fenilalanina e serina 

(SCHARF et al., 2012), contendo uma ponte dissulfeto. O esqueleto inédito 2,5-

dicetopiperazina, com uma ponte dissulfeto na posição 1,4 (47, Figura 12, p. 43) foi 

posteriormente observado em diversos outros compostos e passou a ser o esqueleto básico de 

uma nova classe de metabólitos secundários de origem fúngica: As epipolitiodioxopiperazinas. 

As cadeias laterais R variam de acordo com os aminoácidos precursores (GARDINER et al., 

2005). 
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Figura 11. Estrutura da gliotoxina (46). 
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Figura 12. Esqueleto básico das epipolitiodioxopiperazinas (47). 

 

 

 

 

 

Diversos derivados da gliotoxina foram isolados posteriormente. Em 1945, Mull, 

Townley e Scholz isolaram, de uma cultura de Penicillium obscurum Biourge, a gliotoxina e 

uma outra substância com propriedades antibióticas, a qual eles chamaram isolado 2. Anos 

depois, em 1953, Johnson e colaboradores publicaram a elucidação estrutural do isolado 2 e 

concluíram ser este um derivado monoacetilado da gliotoxina, conhecida hoje como 

acetilgliotoxina (48, Figura 13, p. 44). 

Em 1980, Kirby e colaboradores publicaram o isolamento, elucidação estrutural e 

biossíntese de um novo metabólito secundário isolado do meio de cultura de uma linhagem de 

Gliocladium deliquescens ï a bis(detio)bis(metiltio)gliotoxina (49, Figura 13, p. 44). A nova 

substância, segundo o autor, é proveniente de uma redução e metilação irreversíveis da 

gliotoxina. Anos mais tarde, em 1988, o mesmo autor isolou, da mesma espécie de fungo, uma 

ETP sem substituintes no nitrogênio. Esta estrutura era até então desconhecida e foi 

denominada  bis-N-norgliovictin (50, Figura 13, p. 44). Estrutura semelhante havia sido isolada 

em 1974, por Dorni e Arigoni, de uma linhagem de Helminthosporium victoriae
3
, um vírus que 

ataca fungos fitopatogênicos. A substância é a gliovictin (51, Figura 13, p. 44). 

Um esqueleto incomum de uma ETP foi descrito por Wang et al. em 2012, ao descrever 

o isolamento da espirogliotoxina (52, Figura 13, p. 44) de uma linhagem de Aspergillus 

                                                
3 Contrariando a definição de ETP ï Metabólitos exclusivos de fungos. 
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fumigatus. Nesta substância, os carbonos 5a e 10a encontram-se conectados através de um 

átomo de enxofre, formando um anel espiro, até então inédito para essa classe de compostos.  

Figura 13. Estruturas da acetilgliotoxina (48); bis(detio)bis(metiltio)gliotoxin (49); bis-N-norgliovictin (50); gliovictin (51) e 
espirogliotoxina (52). 
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Também menos comuns do que as epiditiodioxopiperazinas (ETPs com ponte 

dissulfeto), são as epimono, tri e tetratiodioxopiperazinas. Em 1986, Waring e colaboradores 

isolaram, do meio de cultura de Aspergillus fumigatus, uma epitetratiodioxopiperazina análoga 

à gliotoxina: A gliotoxina G (53, figura 14). O mesmo autor obteve, no ano seguinte, uma 

epitritiodioxopiperazina de uma linhagem de Penicillium terliskowky, a gliotoxina E (54, 

Figura 14).  

 
Figura 14. Estruturas das gliotoxinas G (53) e E (54). 
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A partir do cultivo de uma linhagem de Penicillium sp. de origem marinha por Sun et al. 

em 2012, obtiveram-se dois novos análogos da gliotoxina: Bis(detio)-10a-metiltio-3a-desoxi-

3,3a-didehidrogliotoxina (55, Figura 15) e 6-desoxi-5a,6-didehidrogliotoxina (56, Figura 15). 

Figura 15. Estruturas da bis(detio)-10a-metiltio-3a-desoxi-3,3a-didehidrogliotoxina (55) e da 6-desoxi-5a,6-
didehidrogliotoxina (56).  
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Os primeiros representantes das sirodesminas foram isolados em 1977 por Curtis e 

colaboradores. As sirodesminas A, B e C (57, 58 e 59, Figura 16) foram os metabólitos 

majoritários obtidos da cultura do fungo Sirodesmium diversum, enquanto a sirodesmina G (60, 

Figura 16) foi um dos obtidos em menores quantidades. Já em 1988, Pedras e Abrams 

relataram o isolamento, a partir do fungo Phoma lingam, da primeira 

epimonotiodioxopiperazina de ocorrência natural ï a sirodesmina H (61, Figura 16). 

Interessante observar que as sirodesminas A (57, Figura 16) e G (60, Figura 16) são epímeros, 

diferindo apenas na configuração do carbono 7.  

Figura 16. Estruturas das sirodesminas A (57), B (58), C (59), G/PL (60) e H (61). 
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As hialodendrinas foram descobertas através isolamento da 3-benzil-6-hidroximetil-1,4-

dimetil-3,6-epiditiopiperazina-2,5-diona, conhecida por hialodendrina (62, Figura 17), da 

cultura do fungo imperfeito Hyalodendron sp. (STRUNZ et al., 1973). Dois derivados da 

hialodendrina foram isolados em 1994, por Savard et al., de uma linhagem de Penicillium bilai: 

A bisdetiodi(metiltio)hialodendrina (63, Figura 17) e o seu análogo e provável produto de 

decomposição, a bisdetiodesidroximetildi(metiltio)hialodendrina (64, Figura 17). 

 

Figura 17. Estruturas da hialodendrina (62), bisdetiodi(metiltio)hialodendrina (63) e bisdetiodesidroximetildi (metiltio) 
hialodendrina (64). 
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As esporidesminas constituem um grupo de micotoxinas relacionadas, produzidas pelo 

fungo de pastagens Pithomyces chartarum, antes chamado de Sporidesmium bakeri. Foram 

descobertas por Synge e White em 1959, através do isolamento da esporidesmina A de uma 

linhagem de P. chartarum. São bastante conhecidas como agentes causadores de danos 

hepáticos e eczema facial em bovinos (SMITH et al., 2001). A esporidesmina A (65, Figura 18, 

p. 47) é o principal representante deste grupo, representando mais de 90% dos isolados do 

mesmo. Os outros 10% são representados pelos seus derivados, esporidesminas, B, C, D, E, F, 

G, H e J (66-73, respectivamente, Figura 18, p. 47), além de derivados sintéticos destas 

(MORTIMER, RONALDSON, 1983).  

A chaetomina (74, Figura 19, p. 48) foi primeiramente isolada por Waksman e Bugie, 

1944, da cultura de uma linhagem de Chaetomiun cochliodes. Trata-se de uma substância 

antibiótica, ativa principalmente contra bactérias Gram-positivas. Sua estrutura só foi elucidada 

em 1972, por Safe e Taylor. Isolada de uma linhagem do mesmo gênero, Chaetomium minutun 

(HAUSER et al., 1970), a chaetocina (75, Figura 19, p. 48) possui atividades antibiótica, 

citostática e anti-melanoma. Sua estrutura molecular e configuração absoluta foram 

determinadas em 1970 por Hauser et al., através de métodos químicos e difração de raios-X. 
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Figura 18. Estruturas das esporidesminas A (65), B (66), C (67), D (68), E (69), F (70), G (71), H (72) e J (73).
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Figura 19. Estruturas da chaetomina (74) e da chaetocina (75). 
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A verticilina A (76, Figura 20, p. 49) foi obtida pela primeira vez em 1970, de uma 

linhagem de Verticillium sp., um fungo imperfeito isolado do basidiocarpo de outra espécie de 

fungo, Coltricia cinnamomea. Trata-se de uma substância ativa contra bactérias Gram-

positivas, micobatérias e contra a linhagem de células cancerígenas HeLa. Sua estrutura foi 

elucidada através de espectroscopia de RMN, IV e UV (KATAGIRI et al., 1970; PÉREZ-

BALADO et al., 2009). Alguns anos depois, em 1973, Minato e colaboradores isolaram, da 

mesma linhagem, as verticilinas B e C (77 e 78, respectivamente, da Figura 20, p. 49), as quais 

apresentaram as mesmas propriedades biológicas da verticilina A (MINATO et al., 1973). Em 

1999, o estudo do fungo Gliocladium catenulatum, um micoparasita de Aspergillus flavus, 

levou ao isolamento das verticilinas D, E e F (79, 80 e 81, respectivamente, da Figura 20, p. 49) 

(JOSHI et al., 1999). Em 2007, Zheng e colaboradores obtiveram a verticilina G (82, Figura 20, 

p 49) de uma linhagem de Bionectra byssicola. Os mesmos autores constataram atividade 

bactericida contra Staphylococcus aureus. Em 2011, uma nova ETP da classe das verticilinas 

foi isolada de uma linhagem de fungo da Família Bionectriaceae, a verticilina H (83, Figura 20, 

p. 49), a qual apresentou atividade citotóxica contra as linhagens de células cancerígenas MCF-

7 (câncer de mama), H460 (câncer de pulmão de grandes células), SF-268 (astrocitoma, câncer 

de cérebro), HT-29 (cólon) e MDA-MB-435 (melanoma) (FIGUEROA et al., 2011). 

As leptosinas constituem o último grupo de ETPs diméricas, assim como as 

chaetominas, chaetocinas e verticilinas. Foram obtidas de uma linhagem de Leptosphaaeria sp., 

um fungo isolado da alga marinha Sargassum tortile. Ao todo, foram obtidas 19 leptosinas, 

denominadas Leptosinas A-N (84-102, respectivamente, Figura 21, p. 50). Todas apresentaram 

atividade citotóxica contra as linhagens de células cancerígenas P388 (leucemia) e algumas 

também contra o tumor ascítico sarcoma 180. 
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Figura 20. Estruturas das verticilinas A (76), B, (77), C (78), D (79), E (80), F, (81), G (82) e H (83). 
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Figura 21. Estruturas das leptosinas A-N (84-102). 
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A emestrina (103, Figura 22, p. 54), uma epipolitiodioxopiperazina com anel 

macrocíclico, foi obtida pela primeira vez do extrato acetônico de Emericella striata, um fungo 

termotolerante isolado do cominho (Cuminum cyminum L.), coletado no Nepal. Sua estrutura é 

biogeneticamente derivada da combinação de uma molécula de ácido benzoico com uma 

epiditiodioxopiperazina, formada a partir de duas moléculas de fenilalanina. Seu esqueleto 

envolve um anel de 15 membros e é o primeiro exemplo de um derivado dioxopiperazínico 

com anel macrocíclico. Sua estrutura foi elucidada através de métodos químicos, 

espectroscópicos e cristalografia de raios-X. A emestrina exibiu forte atividade fungicida, 

testada contra as linhagems de Gibberella zeae e Penicillium expansum (HIDEYUKI et al., 

1986). Apresentou também atividade anticâncer, testada frente às linhagens celulares T47D 

(câncer de mama), HepG2 (câncer de fígado), C28 (câncer de cólon), HeLa (câncer de colo de 

útero) (NURSID et al., 2011). 

Nos ano seguinte, em 1987, a epitritiodioxopiperazina emestrina B (104, Figura 22, p. 

54) foi isolada também do extrato acetônico de E. striata. Apresentou atividade inibitória in 

vitro frente aos fungos dermatófitos Tricophytum spp. e Mycrosporum spp. (NOZAWA et al., 

1987). 
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Em 1996, a epitetratiodioxopiperazina secoemestrina C (105, Figura 22, p. 54) foi 

isolada do meio de cultura do estado de crescimento precoce da linhagem fúngica Emericella 

foveolata. Sua estrutura foi estabelecida a partir de métodos espectroscópicos e investigação 

química (OOIKE et al., 1996). 

Uma nova epitetratiodioxopiperazina relacionada à emestrina, foi descoberta em 2013. 

Trata-se da secoemestrina D (106, Figura 22, p. 54) obtida de uma linhagem do fungo 

endofítico Emericella sp. AST0036, isolado de um tecido foliar saudável da leguminosa 

Astragalus lentiginosus. A secoemestrina D exibiu forte atividade citotóxica contra as 

linhagens de células cancerígenas NCI-H460 (câncer de pulmão de células não-pequenas), 

MCF-7 (câncer de mama), PC-3 M (adenocarcinoma da próstata metastático), CHP-100 

(neuroblastoma), SF-268 (câncer do SNC; glioma) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma da 

mama), sendo observada uma moderada seletividade para as duas últimas (XU et al., 2013). 

Os ésteres escabrosínicos foram os primeiros ETPs isolados de líquens. Tais ésteres 

foram inicialmente descritos na literatura em 1978 por Begg e colaboradores, tendo sido 

isolados do líquen Xanthoparmelia scabrosa, originário da Austrália. As estruturas propostas 

por estes autores foram revisadas e corrigidas, em 1999, por Ernest-Russell e colaboradores, os 

quais estabeleceram a presença de um anel dicetopiperazínico com uma ponte dissulfeto, 

caracterizando-os como ETPs. Os ésteres escabrosínicos são moléculas simétricas que possuem 

duas hidroxilas de álcoois esterificadas e dois anéis epóxidos. Cinco ésteres escabrosínicos 

(107-111, Figura 23, p. 55) foram isolados, os quais diferem entre si apenas no comprimento 

das cadeias laterais esterificadas. Duas moléculas de ésteres escabrosínicos foram obtidas em 

1998, por Williams e colaboradores, do fracionamento bioguiado do extrato do líquen Usnea 

sp., coletado no Sri Lanka. Na ocasião, porém, os nomes dados a tais substâncias foram 

ñambewelamidasò A e B (as quais correspondem aos ésteres escabrosínicos 2 e 4, 

respectivamente), visto que as estruturas dos ésteres escabrosínicos isolados por Begg e 

colaboradores ainda não haviam sido corretamente elucidadas. Alguns membros da família 

exibiram atividade citotóxica contra as células cancerígenas mastocitoma P815 (câncer de pele) 

e células leucêmicas P388 (BEGG et al., 1978; WILLAMS et al., 1998; ERNST-RUSSEL et 

al., 1999; MOERMAN et al., 2003; CHAI et al., 2004). 
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Figura 22. Estruturas da emestrina (103), emestrina B (104), secoemestrina C (105) e secoemestrina D (106). 
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Figura 23. Estruturas do ésteres escabrosínicos 1- 5 (107-111). 
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A ditiosilvatina (112, Figura 24) foi isolada em 1987 de uma linhagem de Aspergillus 

silvaticus e constitui um raro exemplo de uma ETP biossintetizada, provavelmente, a partir do 

aminoácido glicina (KAWAHARA et al., 1987). 

Figura 24. Estrutura da ditiosilvatina (112). 
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As epicorazinas A (113, Figura 25, p. 56) e B (114, Figura 25, p. 56), duas ETPs com 

propriedades antibióticas, foram relatadas na literatura em 1978 por Baute e colaboradores, 

tendo sido isoladas de uma linhagem de Epicoccum nigrum. A outra substância da série, a 

epicorazina C (115, Figura 25, p. 56), também com atividade anti-bacteriana, foi obtida de uma 

linhagem do basidiomiceto Stereum hirsutum em 2001. Suas estruturas foram determinadas por 

métodos espectroscópicos e difração de raios X (BAUTE, et al., 1978; DEFFIEUX et al., 1978; 

KLEINWACHTER et al., 2001). 
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Figura 25. Estruturas das epicorazinas A (113), B (114) e C (115). 
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Os compostos aranotin, acetilaranotin e bisdetildi(metiltio)acetilaranotin (116, 117 e 

118, respectivamente, Figura 26, p. 57) foram isolados em 1968 de uma linhagem de 

Arachniotus aureus, um fungo com atividade antiviral. Um segundo cultivo deste fungo, no 

mesmo ano, levou ao isolamento dos análogos apoaranotin e bisdetiodi(metiltio)-

acetilapoaranotin (119 e 120, respectivamente, Figura 26, p. 57). Suas estruturas foram 

elucidadas através de métodos espectroscópicos e químicos (NAGARAJAN, et al., 1968; 

NEUSS et al., 1968). 

As emethallicinas A-F (121-126, respectivamente, Figura 27, p. 58) foram isoladas do 

fungo heterotálico Emericella heterothallica (Kwon et al.)
4
 Malloch & Cain, (anamórfico: 

Aspergillus heterothallicus (Kwon et al.) e suas configurações absolutas foram estabelecidas 

por Kawi e colaboradores. As emethallicinas A, B, C, E e F exibiram potente atividade 

citotóxica frente ao composto 48/80
5
, com valores de IC50 iguais a 0,03, 0,08, 1,0 e 0,2 µM, 

respectivamente (KAWARA et al., 1989a; KAWARA et al., 1989b; KAWARA et al., 1990a; 

KAWARA et al., 1990b). 

 

 

                                                
4 Autores da classificação taxonômica de Emericella heterothallica e Aspergillus heterothallicus 
5 (p-metoxy-N-metilfenetilamina). Induz a liberação de histamina pelos mastócitos. 
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Figura 26. Estruturas da aranotin (116), acetilaranotin (117), bisdetildi(metiltio)acetilaranotin (118), apoaranotin (119) e 
bisdetiodi(metiltio)-acetilapoaranotin (120).  
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Figura 27. Estruturas das emethallicinas A-F (121-126) 
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Desde a descoberta da gliotoxina em 1936, mais de uma centena de ETPs foram 

isoladas, a grande maioria delas exibindo uma extensa variedade de atividades biológicas. A 

origem dessas atividades biológicas vem sendo sistematicamente estudadas e as observações da 

relação estrutura-atividade sugerem que a ponte polissulfeto exerce papel fundamental nas 

bioatividades. Tais conhecimentos são de extrema importância para a formulação e síntese de 

novos fármacos anticancerígenos. As pesquisas relacionadas à biossíntese das ETPs levou a 

hipótese de que estas são derivadas de aminoácidos e dipeptídios cíclicos (GARDINER, 2005).  
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Todavia, a tendência mais plausível é a de que um mecanismo confiável da biossíntese 

desta classe de compostos só poderá ser proposto quando da identificação do cluster gênico 

responsável por esse processo. A contínua demanda por novas substâncias com atividade 

biológica faz com que as pesquisas relacionadas à biossíntese e ao mecanismo de atividade das 

ETPs ganhem cada vez mais espaço e notoriedade.  
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3. Considerações sobre Aspergillus 

 

Aspergillus é um dos gêneros mais antigos de fungos de que se tem notícia e recebeu 

esse nome de Micheli, um padre e biólogo italiano, em 1729. A origem do nome Aspergillus 

remete a um objeto utilizado pela igreja católica romana, durante suas celebrações, para 

borrifar §gua benta, chamado ñaspergesò. Micheli, ao observar o fungo ao microsc·pio, achou 

sua morfologia semelhante a tal objeto, e o nomeou de aspergillum. Em 1926, Tom e Church 

publicaram um manuscrito grande e detalhado sobre o gênero Aspergillus. Desde então, este se 

tornou um dos gênero de fungo mais conhecidos e estudados (BENNETT, 2010). 

Os fungos do gênero Aspergillus crescem abundantemente como saprofíticos sobre a 

matéria orgânica e ocupam uma grande variedade de ambientes.  São capazes de se dispersar 

através das correntes aéreas e de crescer em qualquer lugar, desde que haja disponibilidade de 

água e nutrientes. Desta forma, este gênero é considerado ubíquo, sendo os fungos pertencentes 

a ele comumente isolados do solo, restos de plantas, ambientes fechados e úmidos, e também 

de habitats marinhos (PITT, 1994). Este último se deve à particularidade dos fungos deste 

gênero de tolerarem altas concentrações salinas, sendo, portanto, considerados fungos marinhos 

facultativos, similares aos isolados do ambiente terrestre. No entanto, as linhagems oriundas do 

ambiente marinho podem produzir metabólitos secundários incomuns, como consequência da 

adaptação ao estresse do ambiente marinho (GEISER, 2008).  

Esporos de Aspergillus são transportados pelas correntes aéreas e estão por toda parte. 

Logo, estamos sob constante exposição a esses fungos, sem que sejam observados maiores 

danos à saúde. Todavia, há registros de diversos casos de malefícios causados por Aspergillus. 

Este gênero compreende mais de 250 espécies, sendo em torno de 40 delas patógenas aos seres 

humanos. Os danos causados por Aspergillus se dão por basicamente três vias: Liberação de 

micotoxinas; respostas alérgicas e infecções (BENNETT, 2010; KLICH, 2006). As 

micotoxinas são substâncias tóxicas aos animais e plantas e atuam quase sempre através da 

ruptura de estruturas celulares, com consequente colapso do funcionamento normal do 

organismo. Dentre as micotoxinas produzidas por Aspergillus podemos citar as aflatoxinas, 

produzidas por A. flavus e A. parasiticus; ochratoxinas, produzidas por A. ochraceus; e 

gliotoxinas, produzida por A. fumigatus e outros gêneros. As infecções por Aspergillus são 

conhecidas como aspergiloses e ocorrem quase sempre em pacientes imunocomprometidos. A 

via de entrada é aérea e são ocasionadas, basicamente, por apenas uma espécie: A. fumigatus 

(BENNETT, 2010; LATGE, 1999; LATGE, STEINBACH, 2009). 
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Revisões da literatura mostram que fungos pertencentes ao gênero Aspergillus 

constituem um dos maiores produtores de metabólitos secundários bioativos (LEE et al., 2013). 

O principal exemplo de metabólito secundário oriundo de uma espécie de Aspergillus utilizado 

na medicina é a lovastatina (6, Figura 2, p. 26), vendida pelo nome comercial Mevacor
TM

. A 

lovastatina foi isolada de uma linhagem de Aspergillus terreus (ALBERTS, 1998) por um 

grupo de pesquisadores da Merck e foi amplamente utilizada no tratamento de desordens 

coronarianas (SHU, 1998). 

3.1 Aspergillus terreus 

 

Umas das espécies mais conhecidas do gênero Aspergillus é a A. terreus. Trata-se de um 

fungo filamentoso, saprofítico, usualmente encontrado no solo e em regiões tropicais e 

subtropicais. Assim como outras espécies do gênero, A. terreus é um fungos cosmopolita, 

havendo diversos relatos de seu isolamento a partir de sedimentos e animais marinhos (WANG 

et al., 2011; PARVATKAR et al., 2009; LEE et al., 2003;) e manguezais (SHEN et al., 2012).  

A primeira descrição morfológica desta espécie foi realizada por Tom e Church (1918). 

A. terreus designava linhagems que apresentavam uma série de características morfológicas em 

comum, mas que poderiam, ocasionalmente, exibir variações nas cores e formas do halo de 

crescimento. As colônias costumam apresentar aparência aveludada e coloração com tons 

marrons, que escurecem com o passar do tempo. Há variedades cujas colorações dos halos 

podem variar do marrom para o amarelado, e deste para o branco, do centro para as bordas 

(Figuras 28 e 29, p. 63) (TOM, CHURCH, 1918). 

A. terreus é, ocasionalmente, um patógeno humano relativamente resistente à 

anfotericina B
6
, podendo causar infecções oportunistas em pacientes imunocomprometidos, 

formar colônias no canal auditivo externo humano e causar infecção cerebral, embora haja 

poucos relatos deste último (WALSH et al., 2003; TRITZ e WOODS, 1993; TIWARI et al., 

1995; DAMEK et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 
 

                                                
6 Fármaco amplamente utilizado como antifúngico (WU, 1994; DISMUKES, 2000). 
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Figura 28.  Fotografia da linhagem de Aspergillus terreus em BDA. 

 

   

Figura 29. Fotografia do esfregaço do microcultivo da linhagem de Aspergillus terreus em lâmina.  

 

A. terreus é um fungo de importância farmacêutica e industrial. Foi a partir dele que se 

obteve pela primeira vez a lovastatina (6, Figura 2, p. 26), substância capaz de inibir a 

biossíntese do colesterol, e que é amplamente comercializada para o tratamento de doenças 

coronarianas e arteriosclerose sob o nome Mevacor
TM 

(ALBERTS, 1998; SHU, 1998). Esta 

espécie também é bastante utilizada industrialmente para a produção do ácido itacônico
7
 (127, 

Figura 30) e da enzima xilanase
8
 (KOCABAS et al., 2014). 

 
Figura 30. Estrutura do ácido itacônico (127). 
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A primeira substância relatada como sendo obtida de A. terreus foi a terreína (128, 

Figura 31, p. 64), em 1934 (RAISTRICK, SMITH, 1935). Desde então, a bioprospecção de 

                                                
7Usado principalmente como co-monômero na produção de estireno-butadieno-acrilonitrila látex e do acrilato. 

Possui aplicações na indústria do papel e revestimento de arquitetura (KOCABAS et al., 2014). 
8 Degrada o polissacarídeo linear beta-1,4-xilano em xilose, o que leva à decomposição da hemicelulose, principal 

componente da parede celular dos vegetais (DASHEK, 1997). Utilizada nas indústrias de papel e têxtil, na 

manufatura de sucos de frutas e bebidas, na produção de alimentos para animais, dentre outras (GMO Database). 

127 

 

100 



64 

 

metabólitos secundários nesta espécie não parou. Já em 1949, foi obtido um metabólito com 

propriedades antibióticas, o qual foi denominado ácido terreico (129, Figura 32, p. 65) 

(ABRAHAM, FLOREY, 1949). Uma classe de compostos bastante relatados na literatura como 

obtidos de A. terreus são os butenolídeos: Aspulvinonas A-G (130-136, respectivamente, 

Figura 32, p. 65) e derivados; butirolactonas I-VII ( 137-143, respectivamente, Figura 33, p. 66) 

e derivados; e os aspernolídeos A-D
9
 (144-146, respectivamente, Figura 33, p. 66) e derivados. 

Esses butenolídeos são derivados de fenilpropanoides
10

 (C6-C5), e alguns deles apresentam 

diversas atividades, como anticâncer, antiplasmodial e antioxidante (PARVATKAR et al., 

2009). Outras substâncias com atividade biológica foram ainda obtidas deste fungo. Os 

monoterpenoides isoterreulactona A (147, Figura 34, p. 67) e terreulactonas A-D (148-151, 

respectivamente, Figura 34, p. 67) apresentaram inibição da acetilcolinesterase com valores de 

IC50 variando de 0,06 a 2,5 µM (KIM et al., 2003; YOO et al., 2005). Da mesma maneira, as 

territrens A, B e C (152-154, respectivamente, Figura 34, p. 67) apresentaram inibição da 

acetilcolinesterase com valores de IC50 variando de 6,8 a 7,6 µM (KUNO et al., 1996). A 

terreusinona (155, Figura 34, p. 67), isolada de uma linhagem marinha de A. terreus, 

apresentou capacidade de absorção da radiação UV-A com valores de ED50 de 70 µg/ mL (LEE 

et al., 2003). 

Figura 31. Estruturas da terreína (128) e do ácido terreico (129). 
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9 Aspernolídeo C é idêntico à butirolactona VI. Ambos foram relatados em artigos diferentes, no mesmo período, 
como metabólitos secundários obtidos de A. terreus (NUCLEAR et al., 2010).  
10 Compostos orgânicos sintetizados a partir do aminoácido fenilalanina, os quais contém um anel aromático 

ligado a uma cadeia lateral propila (VOGT, 2010). 
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Figura 32. Estruturas das aspulvinonas A (130), B (131), C (132), D (133), E (134), F (135) e G (136).
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Figura 33. Estruturas das butirolactonas I (137), II (138), III (139), IV (140), V (141), VI (142) e VII (143) e dos aspernolídeos 
A (144), B (145) e C (146).
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Figura 34. Estrutura: Da isoterreulactona A (147); das terreulactonas A (148), B (149), C (150)  e D (151);  das territrens A 
(152), B (153) e C (154); e da terreusinona (155). 
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4. Considerações sobre Dichotomomyces 

O gênero Dichotomomyces só abrange uma espécie, D. cejpii (Figuras 35 e 36), e foi 

descrito em 1949 por Saito, no Japão, sob o nome D. albus (SAITO, 1949). Este gênero é um 

teleomorfo
11

 do gênero Aspergillus, subgênero Fumigati, seção Clavati (SAMSON, VARGA, 

2010), havendo poucos trabalhos relatados na literatura a respeito desta espécie. 

Figura 35. Fotografia de uma linhagem de D. cejpii em BDA. 

  

Figura 36. Fotografia do esfregaço do microcultivo de D. cejpii em lâmina. 

 

4.1 Dichotomomyces cejpii 

 

Como mencionado anteriormente, a espécie D. cejpii foi inicialmente denominada D. 

albus (SAITO, 1949). Porém, esse nome não era de origem latina, contrariando as regras de 

nomenclatura das esp®cies. Em 1964, na R¼ssia, Milôko tamb®m descreveu a mesma esp®cie, 

porém, interpretou erroneamente suas estruturas morfológicas, levando a uma atribuição 

equivocada ao gênero Talaromyces, espécie Talaromyces cejpii (MILôKO, 1964). Em 1970, 

Scott descreveu detalhadamente a espécie e validou seu nome como D. cejpii (SCOTT, 1970). 

D. cejpii pertence à família Trichocomaceae, ordem Eurotiales, e caracteriza-se pela 

presença de aleuroconídios em conidióforos curtos e ramificados e também por ascósporos em 

cleistotécio. Esta espécie é bastante resistente ao aquecimento e pode ser encontrada em todo o 

mundo no solo e no ambiente marinho. Quando crescido nos meios extrato de malte-ágar ou 

                                                
11 Teleomorfo ou estado meiospórico é o nome dado à forma de um fungo capaz de se reproduzir sexuadamente 

(GARRO et al., 1999).  
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batata-dextrose-ágar, seu micélio possui um aspecto que varia do flocoso ao granulado, com 

coloração que varia do branco ao creme (SCOTT, 1970; VARGA et al., 2007). 

Foi relatada a obtenção de metabólitos secundários bioativos de D. cejpii, como a 

gliotoxina (46, Figura 11, p. 43), uma micotoxina com propriedades antitumorais; as 

rubratoxinas A e B (156 e 157, Figura 37), uma micotoxina hepatotóxica; a xantocilina X 

monometiléter (158, Figura 37), uma substância com amplo espectro de atividade 

antibacteriana, antiviral e antifúngica; os indoloditerpenos JBIR-03, emindole SB e emeniveol 

(159-161, Figura 37), considerados micotoxinas tremorgênicas
12

; além de diversos outros 

metabólitos com propriedades antibióticas e ciliostáticas (SEIGLE-MURANDI  et al., 1990; 

VARGA et al., 2007; KITAHARA, ENDO, 1981; QIAO et al., 2010; PIECKOVÁ, 

ROEIJMANS, 2000). 

Figura 37. Estruturas das rubratoxinas A (156) e B (157); da xantocilina X monometiléter (158); dos indoloterpernos JBIR-03 
(159), emindole SB (160) e emeniveol (161). 
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12 Neurotoxinas que produzem diferentes graus de tremores ou convulsões que podem durar horas ou dias 

(SCHELL, 2000). 
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5. Resultados e discussão 

 

5.1 Isolamentos de fungos dos sedimentos das praias do Mucuripe e Pecém - Ceará 

 

Sedimentos marinhos constituem uma importante fonte de fungos produtores de 

metabólitos secundários bioativos (RATEB et al., 2011). Baseando-se nisso, realizou-se uma 

bioprospecção de metabólitos secundários bioativos oriundos de fungos isolados de sedimentos 

do litoral cearense. As amostras de sedimentos marinhos foram coletadas das praias do 

Mucuripe e Pecém ï Ceará, por mergulho autônomo
13

, pelo grupo de Ecotoxicologia Marinha 

da Universidade Federal do Ceará. 

Este trabalho levou ao isolamento de trinta e cinco linhagems de fungos dos sedimentos 

da praia do Mucuripe (3Á43ó17,70óóS; 38Á29ô23,84óóO - Fortaleza-CE) (BRF012-BRF046, 

Figura 38) e quarenta e oito da praia do Pecém (3°32'2''S; 38°47'58''O - Pecém-CE) (BRF047-

BRF094,  Figura 39, p. 75), conforme metodologia descrita no item 6.1 p. 238, do 

Procedimento Experimental. A diferenciação das linhagens foi realizada, inicialmente, com 

base nas distinções morfológicas das mesmas, crescidas em meio semi-sólido batata-dextrose-

ágar (BDA) com água do mar sintética (Itens, 6.5.1.1 e 6.5.1.3, p. 242). Devido ao custo do 

processo de identificação das espécies, resolveu-se submeter a este procedimento apenas 

aquelas que apresentassem extratos com atividade citotóxica considerável (> 70%) (Tabelas 4 e 

5, p. 81). Desta forma, cada linhagem isolada foi cultivada em meio líquido BD com água do 

mar sintética e os respectivos extratos orgânicos (AcOEt) foram testados frente à linhagem de 

células cancerígenas HCT-116 (colón) (Item 5.3, p. 79). 

 

Figura 38. Fotografia dos fungos BRF012-BRF046 isolados dos sedimentos da praia do Mucuripe (Fortaleza - CE), crescidos 
em meio BDA por 15 dias. 

 

                                                
13 Técnica de mergulho que consiste na submerção total ou parcial na água, utilizando-se de equipamento 

autônomo de respiração, o equipamento de mergulho (WIKIPÉDIA, 2014). 

 

 

 

BRF012 BRF013 BRF014 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Equipamento_de_mergulho
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Figura 39. Fotografia dos fungos BRF047-BRF094 isolados dos sedimentos da praia do Pecém (Pecém-CE), crescidos em 

meio BDA por 15 dias 

BRF045 BRF046 

BRF047 BRF048 BRF049 

BRF050 BRF051 BRF052 

BRF053 BRF054 BRF055 



76 

 

 

 

 

BRF056 BRF057 BRF058 

BRF059 BRF060 BRF061 

BRF062 BRF063 BRF064 

BRF065 BRF066 BRF067 

BRF068 BRF069 BRF070 



77 

 

 

 

 

BRF071 BRF072 BRF073 

BRF074 BRF075 BRF076 

BRF077 BRF078 BRF079 

BRF080 BRF081 BRF082 

BRF083 BRF084 BRF085 



78 

 

 

 

 

 

5.2 Teste Pareado 
 

Os fungos marinhos constituem um grupo definido pela morfologia e adaptações ao 

ambiente marinho. A classificação de uma espécie fúngica como sendo marinha baseia-se em 

critérios ecológicos e taxonômicos, não podendo levar em consideração aspectos nutricionais 

ou fisiológicos. Os fungos derivados do ambiente marinho podem ser exclusivos ou 

facultativos. Fungos marinhos exclusivos são aqueles que crescem e esporulam exclusivamente 

no ambiente marinho ou estuarino, ocupando habitats constantemente submersos. Já as 

espécies marinhas facultativas são capazes de crescer e esporular nos ambientes marinho, 

terrestre e de água doce (KOHLMEYER et al., 1979).  

Desta forma, com o objetivo de classificar os fungos isolados como marinhos 

exclusivos ou facultativos, os mesmos foram submetidos a um teste pareado (Item 6.13, p. 

252).  

BRF086 BRF087 BRF088 

BRF089 BRF090 BRF091 

BRF092 BRF093 BRF094 
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O resultado dos testes (Apêndices 1 e 2) mostrou que a maioria das linhagens 

apresentou diferenças morfológicas e de coloração do meio, visíveis a olho nu, nos ambientes 

com e sem salinidade, podendo levar a sugerir uma mudança no metabolismo desses micro-

organismos quando cultivados nos meios supracitados. A linhagem BRF024, isolada dos 

sedimentos da praia do Mucuripe, não apresentou crescimento quando cultivada em meio sem 

salinidade, sugerindo, desta forma, que a mesma constitua uma espécie de fungo marinho 

exclusivo. As linhagems BRF025 e BRF039, também isoladas de sedimentos da praia do 

Mucuripe, não apresentaram crescimento aparente quando cultivadas em meio sem salinidade, 

sendo observados apenas crescimentos de colônias aparentemente contaminantes. Tal fato pode 

ser considerado um forte indício de que estas linhagems também sejam de fungos marinhos 

exclusivos. 

Dentre as linhagems isoladas dos sedimentos da praia do Pecém, observou-se que a 

BRF059 não apresentou crescimento em meio sem salinidade, sugerindo tratar-se de uma 

espécie marinha exclusiva. Assim como foi observado para as linhagems isolada dos 

sedimentos da praia do Mucuripe, diversas linhagems isoladas dos sedimentos da praia do 

Pecém apresentaram diferenças morfológicas e de coloração do meio, visíveis a olho nu, nos 

ambientes com e sem salinidade, podendo, igualmente, levar a sugerir uma mudança no 

metabolismo desses micro-organismos quando cultivados nos meios supracitados. 

5.3 Cultivos em pequena escala dos isolados BRF012-BRF046 e BRF047-BRF094 e 

avaliação da atividade citotóxica dos extratos 
 

Os isolados fúngicos BRF012-BRF046 e BRF047-BRF094 foram, separadamente, 

cultivados por 14 dias em meio BD com água do mar sintética em pequena escala (100 mL de 

meio), conforme descrito nos Itens 6.6.3 e 6.6.4, p. 244. 

Para cada fungo foram obtidos os extratos AcOEt do meio líquido (Itens 6.6.3 e 6.6.4, p. 

244), cujas massas são apresentadas na Tabela 2  e na Tabela 3, p. 80. 

 
Tabela 2 - Massas (mg) dos extratos do meio líquido dos fungos BRF012-BRF046 isolados dos sedimentos da praia do 
Mucuripe. 

Linhage

m 
Massa  

Linhage

m 
Massa  

Linhage

m 
Massa  

Linhage

m 
Massa  

Linhage

m 
Massa  

BRF012 5,0 BRF019 85,3 BRF026 5,0 BRF033 5,0 BRF040 71,3 

BRF013 76,2 BRF020 119,0 BRF027 6,8 BRF034 8,4 BRF041 103,3 

BRF014 51,6 BRF021 85,5 BRF028 6,8 BRF035 31,7 BRF042 92,6 

BRF015 82,1 BRF022 34,6 BRF029 67,8 BRF036 14,4 BRF043 79,0 

BRF016 29,9 BRF023 16,6 BRF030 27,9 BRF037 61,9 BRF044 288,4 

BRF017 147,4 BRF024 5,0 BRF031 28,1 BRF038 63,6 BRF045 117,4 

BRF018 94,3 BRF025 5,0 BRF032 8,0 BRF039 62,1 BRF046 62,0 
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Tabela 3 - Massas (mg) dos extratos do meio líquido dos fungos BRF047-BRF094 isolados dos sedimentos da praia do 
Pecém. 

Linhagem Massa  Linhagem Massa  Linhagem Massa  Linhagem Massa  Linhagem Massa  

BRF047 4,80 BRF057 14,40 BRF067 2,80 BRF077 2,10 BRF087 53,40 

BRF048 17,1 BRF058 14,50 BRF068 3,50 BRF078 21,40 BRF088 20,20 

BRF049 80,5 BRF059 45,30 BRF069 15,70 BRF079 37,60 BRF089 61,60 

BRF050 5,10 BRF060 39,60 BRF070 5,00 BRF080 18,60 BRF090 70,00 

BRF051 53,20 BRF061 19,20 BRF071 28,80 BRF081 10,80 BRF091 14,10 

BRF052 75,90 BRF062 50,10 BRF072 6,00 BRF082 33,20 BRF092 74,30 

BRF053 74,5 BRF063 3,50 BRF073 7,00 BRF083 2,30 BRF093 22,80 

BRF054 5,00 BRF064 6,20 BRF074 38,80 BRF084 18,00 BRF094 13,00 

BRF055 47,60 BRF065 5,40 BRF075 4,50 BRF085 11,30   

BRF056 33,20 BRF066 4,10 BRF076 6,30 BRF086 1,50   

 
Todos os extratos foram analisados por cromatografia em camada delgada analítica 

(CCDA) (Figura 40 e Figura 41, p. 81), empregando-se luz ultravioleta (254 e/ou 365 nm) 

como visualizador e solução de vanilina com HClO4/EtOH como revelador. 

 

Figura 40. Fotografia das placas cromatográficas (gel de sílica) oriundas da eluição dos extratos dos fungos BRF012-BRF046 

isolados dos sedimentos da praia do Mucuripe. A) Revelação sob lâmpada ultravioleta (365 nm). B) Revelação em solução de 
vanilina com HClO4/EtOH. Eluente: AcOEt/Hexano 8:2. B =branco (meio de cultura). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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Figura 41. Fotografia das placas cromatográficas (gel de sílica) oriundas da eluição dos extratos dos fungos BRF047-BRF094 
isolados de sedimentos da praia do Pecém. A) Revelação sob lâmpada de ultravioleta (254 nm). B) Revelação em solução de 

vanilina com HClO4/EtOH. Eluente: AcOEt/hexano 8:2. 

 

 

A atividade citotóxica dos extratos foi avaliada in vitro frente à linhagem de células 

cancerígenas HCT-116 (cólon) (Item 6.7, p. 244) e os resultados obtidos estão apresentados nas 

Tabelas 4 e 5. 

 

Tabela 4 - Percentual de inibição do crescimento celular dos extratos (50 µg/mL) dos fungos BRF012-BRF046 frente à 

linhagem tumoral HCT-116, avaliado pelo ensaio do MTT, 72 h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

Amostra % Inibição  Amostra % Inibição  Amostra % Inibição  

BRF012 16,46 BRF024 21,78 BRF036 1,16 

BRF013 82,49 BRF025 7,17 BRF037 5,64 

BRF014 78,55 BRF026 8,81 BRF038 12,03 

BRF015 37,02 BRF027 27,11 BRF039 15,73 

BRF016 33,53 BRF028 0,00 BRF040 22,18 

BRF017 33,47 BRF029 4,15 BRF041 1,85 

BRF018 18,47 BRF030 95,15 BRF042 22,17 

BRF019 95,48 BRF031 96,37 BRF043 43,05 

BRF020 0,00 BRF032 6,57 BRF044 0,00 

BRF021 0,00 BRF033 0,10 BRF045 0,00 

BRF022 7,38 BRF034 13,91 BRF046 12,20 

BRF023 3,88 BRF035 6,67 Branco 12,32 

Doxorrubicina 100,00     

 

 
Tabela 5 - Percentual de inibição do crescimento celular dos extratos (50 µg/mL) dos fungos BRF047-BRF094 frente à 
linhagem tumoral HCT-116, avaliado pelo ensaio do MTT, 72 h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

Amostra % Inibição  Amostra % Inibição  Amostra % Inibição  

BRF047 30,43 BRF064 26,47 BRF081 45,53 

BRF048 52,73 BRF065 55,80 BRF082 100,00 

BRF049 16,55 BRF066 41,34 BRF083 77,19 

BRF050 23,09 BRF067 93,37 BRF084 30,32 

BRF051 47,44 BRF068 96,44 BRF085 55,02 

BRF052 82,82 BRF069 38,27 BRF086 45,45 

BRF053 92,43 BRF070 85,89 BRF087 97,89 

BRF054 31,77 BRF071 75,25 BRF088 100,00 

BRF055 94,97 BRF072 50,42 BRF089 28,18 

BRF056 95,77 BRF073 84,15 BRF090 46,15 

BRF057 90,88 BRF074 77,21 BRF091 33,53 

A 

B 
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BRF058 30,39 BRF075 82,55 BRF092 25,12 

BRF059 59,99 BRF076 44,94 BRF093 16,54 

BRF060 99,87 BRF077 98,18 BRF094 51,96 

BRF061 100,00 BRF078 59,45 BRANCO 12,32 

BRF062 51,53 BRF079 100,00 Doxorrubicina  100,00 

BRF063 98,98 BRF080 36,37   

 

Para os extratos dos fungos do Mucuripe, as linhagems BRF013, BRF014, BRF019, 

BRF030 e BRF031 apresentaram valores de inibição > 75 %. Dentre os isolados do Pecém, 

vinte e uma linhagems apresentaram valores de inibição > 75%: BRF052, BRF053, BRF055, 

BRF056, BRF057, BRF060, BRF061, BRF063, BRF067, BRF068, BRF070, BRF071, 

BRF073, BRF074, BRF075, BRF077, BRF079, BRF082, BRF083, BRF087 e BRF088. As 

linhagems BRF079 e BRF082 apresentaram semelhança quanto ao perfil cromatográfico 

(Figura 41, p. 81) e quanto à morfologia (Figura 39, p. 75), o que, associado à semelhança dos 

valores de inibição, constitui um indicativo de que as duas linhagems sejam da mesma espécie. 

Tal fato foi posteriormente confirmado pela identificação filogenética destas linhagems como 

pertencendo à mesma espécie de fungo (Item 5.4, p. 83). 

Os extratos com altos valores de inibição ( > 75 %), foram bioensaiados frente à mesma 

linhagem de células tumorais (HCT-116) para a determinação da concentração inibitória média 

(IC50 - 50 mg/mL). Os resultados estão descritos nas Tabelas 6 e 7. 

 
Tabela 6 - Determinação da IC50 (µg/mL) dos extratos mais ativos dos isolados do Mucuripe frente à linhagem tumoral HCT-
116. Os valores de IC50 e os respectivos intervalos de confiaça (CI 95%) foram obitdos por regressão não-linear utilizando o 

software GraphPad Prism 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA). A doxorrubicina foi utilizada como 

controle positivo. 

Amostra IC50 (CI 95%) 

BRF013 33,89 (26,26 ï 43,74) 

BRF019 8,04 (6,86 ï 9,43) 

BRF030 23,32 (9,48 ï 57,34) 

BRF031 22,55 (15,99 ï 31,80) 

Doxorrubicina 0,47 (0,15 ï 1,44) 

 
 
Tabela 7 - Determinação da IC50 (µg/mL) dos extratos mais ativos dos isolados do Pecém frente à linhagem tumoral HCT-116. 
Os valores de IC50 e os respectivos intervalos de confiaça (CI 95%) foram obitdos por regressão não-linear utilizando o 

software GraphPad Prism 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA). A doxorrubicina foi utilizada como 

controle positivo. 

Amostra IC50 (CI 95%) Amostra IC50 (CI 95%) 

BRF052 33,05 (24,46 ï 44,66) BRF071 7,90 (6,46 ï 9,66) 

BRF053 11,28 (6,88 ï 18,48) BRF073 0,67 (0,45 ï 0,99) 

BRF055 16,67 (13,90 ï 20,00) BRF074 0,95 (0,60 ï 1,52) 

BRF056 7,83 (5,91 ï 10,37) BRF075 29,11 (22,02 ï 38,48) 

BRF057 > 50,0 BRF077 24,01 (18,89 ï 30,51) 

BRF060 16,71 (11,05 ï 25,25) BRF079 0,06 (0,05- 0,08) 

BRF061 1,467 (1,13 ï 1,89) BRF082 0,42 (0,32 ï 0,53) 

BRF063 14,85 (12,06 ï 18,30) BRF083 35,52 (26,62 ï 47,40) 

BRF067 15,39 (11,29 ï 20,98) BRF087 4,71 (3,83 ï 5,80) 
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BRF068 18,31 (13,35 ï 25,12) BRF088 4,89 (3,47 ï 6,89) 

BRF070 1,33 (0,77 ï 2,27) Doxorrubicina 0,47 (0,15 ï 1,44) 

  

Como se pode observar, dentre os isolados do Mucuripe, o extrato de BRF019 foi o 

mais ativo (IC50 = 8,04 mg/mL), seguido dos extratos de BRF030 e BRF031, que apresentaram 

valores de IC50 semelhantes (23,32 e 22,55 mg/mL, respectivamente), e do extrato de BRF013 

(IC50 = 33,89 mg/mL). A partir desses resultados, as linhagems BRF019 e BRF030 foram 

selecionadas para crescimento em grande escala e fracionamento bioguiado dos extratos, sendo 

esta última relatada por Saraiva et al., 2014. Posteriormente, uma identificação morfológica 

sugeriu que BRF013 e BRF019 pertenceriam à espécie Aspergillus terreus, enquanto uma 

identificação molecular classificou a linhagem BRF030 como pertencente à espécie 

Penicillium rubens
14

 e confirmou BRF019 como A. terreus (Item 5.4, p. 83). 

Dentre os isolados do Pecém, a linhagem mais ativa foi a BRF079 (IC50 = 0,07), 

seguida da BRF082 (IC50 = 0,42). Corroborando os indícios de semelhança entre estas duas 

linhagems (Item 5.3, p. 79), a identificação filogenética das mesmas concluiu que as duas 

pertencem à mesma espécie, Dichotomomyces cejpii  (Item 5.4, p. 83). A partir desses 

resultados, a linhagem BRF082 (mesma espécie de BRF079) foi selecionada para crescimento 

em grande escala e fracionamento bioguiado de seus extratos. A escolha de BRF082 em 

detrimento de BRF079 se justifica devido à pequena quantidade de extrato bruto (400,00 mg) 

obtida do cultivo desta última em grande escala (15 L), inviabilizando o processo de isolamento 

de metabólitos secundários. Outras linhagems oriundas dos sedimentos do Pecém apresentaram 

altos valores de IC50, e estão sendo estudadas. Tais linhagems já foram submetidas à 

identificação morfológica, sendo elas BRF053 (Paecilomyces sp.; IC50 = 11,28), BRF056 

(Penicillium rugulosum; IC50 = 7,83), BRF061 (Acremonium strictum; IC50 = 1,47), BRF070 

(Penicillium expansum; IC50 = 1,33), BRF073 (Pseudallescheria boydii;  IC50 = 0,67), BRF074 

(Aspergillus niger; IC50 = 0,96), BRF087 (Não identificado; IC50 = 4,72) e BRF088 

(Penicillium citrinum; IC50 = 4,90). 

5.4 Identificação filogenética das linhagems mais ativas 

As linhagems de fungos submetidas a fracionamento bioguiado de seus extratos, 

BRF019 e BRF082, e também BRF079, foram submetidas à identificação morfológica seguida 

                                                
14 A identificação filogenética leva à classificação inequívoca da espécie, ao passo que a identificação morfológica 

não apresenta total confiabilidade, levando muitas vezes apenas ao gênero (WANG et al., 2008). 
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de identificação filogenética
15

. A identificação morfológica levou à identificação destas 

linhagems como sendo Aspergillus cf. terreus (BRF019) e cf. Eurotium sp
16

. (BRF079 e 

BRF082) (KLICH, 2002).  Posteriormente, foi realizada a análise filogenética segundo os 

métodos  Neighbor Joining e de Inferência Filogenética Bayesiana (Item 6.6.1, p. 242). Para os 

dois métodos, as árvores geradas agruparam BRF019 aos isolados de referência de Aspergillus 

terreus (Figura 42 e Figura 43, p. 85), e BRF079 e BRF082 (Figuras 44 e 45, p. 85), aos 

isolados de referência de Dichotomomyces cejpii. 

Figura 42. Árvore gerada para BRF019 pelo método Neighbor Joining. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
15 A prévia identificação morfológica facilita o processo de identificação filogenética. O primeiro fornece um 

resultado de menor confiabilidade para a espécie, mas que serve, todavia, como norteador, no momento de 
comparação da sequência genética da espécie que se quer determinar com as sequência genéticas de outras 

espécies de referência (WIESE et al., 2011). 
16 Fase sexuada de alguma espécie de Aspergillus (VARGA et al., 2007). 
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Figura 43. Árvore gerada para BRF019 segundo o método de Inferência Filogenética Bayesiana. 

 

Figura 44. Árvore gerada para BRF082 pelo método Neighbor Joining. 

 

Figura 45.Árvore gerada para BRF082 segundo o método de Inferência Filogenética Bayesiana. 

 



86 

 

5.5 Otimização do cultivo de BRF019 (A. terreus) para a produção de metabólitos 

secundários com atividade citotóxica 

 

5.5.1 Otimização do período de cultivo em meio líquido BD com água do mar sintética 

A linhagem BRF019 (A. terreus), isolada de sedimentos da praia do Mucuripe, foi 

cultivada em meio líquido BD com água do mar sintética por 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias, sob 

condição estática (Item 6.8.1, p. 245). Ao final de cada período de cultivo, o micélio foi 

separado do meio de cultura por filtração à vácuo, seco em estufa, pesado e descartado. O meio 

líquido foi submetido à partição líquido-líquido com AcOEt. As massas dos extratos e da 

biomassa, extraídos a cada sete dias, estão demonstradas na Tabela 8. O gráfico da Figura 46 

mostra a variação das quantidades de biomassa obtidas ao longo deste estudo. 

Tabela 8 - Massas dos extratos da linhagem BRF019 (A. terreus) obtidos após 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de cultivo em meio 
líquido BD com água do mar sintética. 

Período de 

cultivo (dias) 

Massa do extrato do 

meio líquido (mg) 

Biomassa 

(mg) 

Massa do 

Branco (mg) 

7 20,2 336,5 5,2 

14 24,2 769,2 7,1 

21 13,4 845,5 6,8 

28 38,2 928,2 2,7 

35 34,5 770,9 7,7 

42 15,2 793,2 4,6 

 
Figura 46. Quantidades de biomassa da linhagem BRF019 (A. terreus) obtidas após 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de cultivo em 

meio líquido BD com água do mar sintética. 

 
 

Pelas massas dos extratos preparados em diferentes dias de cultivo, pôde-se observar 

que o fungo manteve uma taxa crescente de aumento até o 28 ° dia, após o qual, observa- se um 

decréscimo da massa do extrato. Esse padrão se repete em relação à biomassa. Essa variação 

pode ser explicada admitindo-se que nos primeiros dias de cultivo há uma abundância de 

nutrientes no meio de cultura, o que leva à uma elevada taxa de crescimento. Com o passar do 

tempo, a disponibilidade de nutrientes diminui, fazendo com que a taxa de crescimento 

diminua. Geralmente, é nesse momento que ocorre a maior produção de metabólitos 

secundários, devido ao estresse a que o micro-organismo é submetido (RUIZ et al., 2010). 
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5.5.2 Atividade citotóxica das frações do cultivo em meio líquido BD com água do mar 

sintética 

As frações do cultivo em meio líquido BD com água do mar sintética por 7, 14, 21, 28, 

35 e 42 dias tiveram suas atividades citotóxicas avaliadas frente à linhagem de célula tumoral 

HCT-116 (cólon) (Item 6.7, p. 244), e os resultados estão apresentados na Tabela 9. 

 
Tabela 9 - Determinação da inibição do crescimento celular dos extratos (50 µg/mL) de 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de cultivo 

de BRF019 (Aspergillus terreus) frente à linhagem tumoral HCT-116, avaliada pelo ensaio do MTT, 72 h. A doxorrubicina foi 
utilizada como controle positivo. 

Tempo (dias) % Inibição  

7 63,28 

14 88,50 

21 9,82 

28 95,28 

35 59,16 

42 41,69 

Doxorrubicina 100,00 

Foi possível observar que a atividade citotóxica aumenta com o tempo de cultivo até o 

28 º dia e depois decai no 35 º dia. Assim, a fração mais ativa foi aquela obtida no cultivo por 

28 dias. 

Apesar de se ter observado a maior atividade citotóxica no 28 ° dia de cultivo, foi 

pequena a diferença entre o 14 ° e 28 ° dias. Desta forma, o 14 ° dia foi considerado o mais 

viável para o cultivo em grande escala. 

 
5.5.3 Primeiro cultivo em grande escala de BRF019 (A. terreus) 

A linhagem BRF019 (A. terreus) foi cultivada em meio líquido BD com água do mar 

sintética em grande escala (6 litros) sob condição estática (Item 6.9, p. 246). Ao final de 14 dias 

de cultivo, separou-se o micélio do meio líquido por filtração à vácuo em ambiente estéril. O 

micélio foi descartado e o meio líquido submetido à partição líquido-líquido com AcOEt, 

obtendo-se 5,64 g de extrato bruto do meio líquido. Este foi submetido a teste citotóxico frente 

à linhagem de célula tumoral HCT-116 (cólon) e apresentou percentual de inibição de 

crescimento em uma concentração única de 50 µg/mL de 68,00%, valor divergente do obtido 

para o ensaio preliminar (95,48%). 

 
5.5.3.1 Fracionamento cromatográfico do extrato bruto de BRF019 (A. terreus) 

O extrato bruto de BRF019 (A. terreus) foi submetido à purificação em coluna C18 

empregando-se como eluentes H2O100%; H2O/MeOH 8:2; H2O/MeOH 6:4; H2O/MeOH 1:1; 

MeOH/H2O 7:3; MeOH/H2O 8:2; MeOH/H2O 9:1 e MeOH 100%. As massas dessas frações 

estão descritas na Tabela 10, p. 88. 
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Tabela 10 ï Massas e percentual de inibição do crescimento celular (50 µg/mL) das frações oriundas do fracionamento 
cromatográfico do extrato bruto de BRF019 (A. terreus) frente à linhagem tumoral HCT-116, avaliado pelo ensaio do MTT, 72 

h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

Siglas Amostras Massas (mg) Rendimento (%) % Inibição 

H2O 100% 1 2290,0 40,60 97,50 

H2O/MeOH 8:2 2 25,7 0,46 99,00 

H2O/MeOH 6:4 3 24,2 0,42 60,80 

H2O/MeOH1:1 4 12,2 0,20 92,50 

MeOH/H2O 7:3 5 104,7 0,22 32,25 

MeOH/H2O 8:2 6 59,1 1,85 96,00 

MeOH/H2O 9:1 7 72,2 1,28 100,00 

MeOH 100% 8 174,9 3,10 100,00 

Doxorrubicina  - - - 100,00 

 

As frações com maiores atividades citotóxicas correspondem às amostras 1, 2, 4, 6, 7 e 

8. Dentre estas, as amostras 1 (H2O 100%) e 8 (MeOH 100%) foram as que apresentaram 

massa suficiente para fracionamento cromatográfico bioguiado. Entretanto, a análise da 

amostra 8 em CLAE analítico mostrou uma mistura complexa de sinais não resolvíveis. Dessa 

forma, somente a amostra 1 foi fracionada.   

Todas as amostras foram analisadas por CCDA e visualizadas com luz UV nos 

comprimentos de onda 254 e 365 nm. A amostra 1 (H2O 100%) apresentou três manchas com 

Rfs bastante distintos, denominadas A, B e C (Figura 47). Desta forma, esta amostra foi 

submetida à cromatografia em coluna (Item 6.9.1, p. 246), obtendo-se três frações, 

correspondentes às manchas A, B e C, cujas massas e atividades citotóxicas estão na Tabela 11. 

 

Figura 47. Fotografia das placas cromatográficas das amostras obtidas do fracionamento em cartucho de sílica C18 do extrato 

do cultivo em grande escala de BRF019 (A. terreus). Revelação sob lâmpada de ultravioleta: A) 365 nm; B) 254 nm.. Eluente: 
AcOEt/hexano 8:2. 

 
 

  
Tabela 11 - Massas e percentual de inibição do crescimento celular (50 µg/mL) das frações obtidas da cromatografia em 
coluna da amostra H2O 100%, do extrato de BRF019 (A. terreus) frente à linhagem tumoral HCT-116, avaliado pelo ensaio do 

MTT, 72 h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

Fração Massas (mg) Rendimento (%) % Inibição 

A 266,4 11,6 59,50 

B 1113,0 48,6 95,00 

C 524,7 22,9 100,00 

Doxorrubicina  - - 100,00 

 

A B 
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A fração A, embora não tenha apresentado atividade citotóxica relevante (> 75%), 

apresentou boa massa e e picos bem resolvidos no cromatograma obtido por CLAE analítico. 

Sendo assim, esta foi submetida à fracionamento por CLAE (Item 6.9.4, p. 247). 

A fração B constituía-se praticamente de uma única substância, a qual foi chamada de 

BRF019-1, tendo sido apenas purificada por meio de cromatografia em coluna de gel de sílica. 

Esta substância também foi identificada por RMN 
1
H (Figura 48) como sendo o constituinte 

majoritário da amostra 5 (MeOH/H2O 7:3, Tabela 10, p. 88).  

 

Figura 48. Espectro de RMN de 1H (CD3OD, 300 MHz) da amostra 5 (MeOH/H2O 7:3).

 

A fração C foi analisada e cromatografada por meio de CLAE, porém, nenhuma 

tentativa de separação foi bem-sucedida (Item 6.9.6, p. 247).  

5.5.3.2 Determinação estrutural de BRF019-1 

 

BRF019-1 foi obtida como um sólido branco cristalino em forma de agulhas, solúvel 

em metanol. Seu espectro de massas, obtido por impacto eletrônico (Figura 52, p. 93), 

apresentou pico do íon molecular com m/z igual a 154 Daltons. O espectro de massas de alta 

resolução EMAR-IES deste composto (Figura 54, p. 94), no modo positivo, exibiu os íons 

correspondentes à molécula com aduto de hidrogênio [M + H]
+ 

em m/z 155,0706 (m/z  
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calculado 155,0703, erro = 1,93 ppm), e com aduto de sódio [M + Na]
+ 

em m/z 177,0517 (m/z 

calculado 177,0522, erro = -2,82 ppm), os quais apontaram a fórmula molecular C8H10O3 (IDH 

4). 

A análise do espectro de absorção na região do infravermelho (Figura 53, p. 93) 

conduziu à identificação dos seguintes grupos funcionais: Duas hidroxilas, sendo uma livre em 

3391 cm
-1
, e uma com ligação de hidrogênio inter ou intramolecular devido à banda um pouco 

mais larga em 3188 cm
-1

; carbonila conjugada, evidenciada pela absorção em 1630 cm
-1
; grupo 

vinila trans ï dissubstituído, evidenciado pela absorção em 1081,36 cm
-1
, devido às vibrações 

de deformação angular fora do plano. 

O espectro de RMN de 
1
H (CD3OD, 300MHz) (Figura 55, p. 95) de BRF019-1 

apresentou oito sinais. Destes, três foram correspondentes a hidrogênios olefínicos em ŭ 6,00 

(s, 1H), ŭ 6,44 (d, J = 17,0 Hz, 1H) e ŭ 6,83 (Dq, J = 17,0 e 6,0 Hz, 1H), sendo estes dois 

últimos em posição trans um em relação ao outro (Jtrans = 17 Hz). Observou-se também sinal 

referente a hidrogênios de grupo metila em ŭ 1,93 (d, J =6,0 Hz, 3H) o que pode-se sugerir que 

estejam sob efeito de desblindagem. No mapa de contornos de correlação homonuclear 
1
H-

1
H 

COSY (Figura 57, p. 97), observou-se acoplamento entre o sinal em ŭ 1,93 (d, J =6,0 Hz, 3H) e 

os sinais em ŭ 6,44 (d, J = 17,0 Hz, 1H) e ŭ 6,83 (Dq, J = 17,0 e 6,0 Hz, 1H). Foram 

observados dois sinais carcaterísticos de hidrogênios ligados a carbonos oxigenados em ŭ 4,08 

(d, J = 3,0 Hz, 1H) e ŭ 4,68 (d, J = 3,0 Hz, 1H). O mesmo valor de J desses dois sinais sugere 

que os mesmos estejam acoplando entre si, fato confirmado pelo espectro COSY. Estes sinais 

mostram que a substância possui um sistema AMX e sugerem, claramente, a presença dos 

fragmentos A e B mostrados na Figura 49, p. 91. O hidrogênio olefínico em ŭ 6,00 encontra-se 

isolado, não sendo observado nenhum acoplamento dele no espectro de RMN de 
1
H. 

O espectro de RMN de 
13

C-BB (CD3OD, 75MHz) (Figura 56, p. 96) de BRF019-1 

apresentou oito linhas espectrais. Sua análise juntamente com o espectro de RMN de 
13

C-DEPT 

135
º
 (Figura 56, p. 96) permitiu atribuir os sinais em ŭ 126,03, ŭ 126,53 e ŭ 142,03 a carbonos 

sp
2
, e as absorções em ŭ 78,22 e ŭ 82,51 a carbonos sp

3
oxigenados. Os sinais em ŭ 171,00 e ŭ 

205,77 foram atribuídos a um carbono sp
2
 quatern§rio e a uma carbonila de cetona Ŭ,ɓ ï 

insaturada, respectivamente. O sinal em ŭ 19,63 foi atribuído a um carbono metílico ligado a 

carbono sp
2
.  

O experimento bidimensional de correlação heteronuclear 
1
H-

13
C, HSQC (Figura 58, p. 

98) de BRF019-1 permitiu correlacionar os sinais dos carbonos em ŭ 19,63, ŭ 78,22, ŭ 82,51, ŭ 
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126,03, ŭ 126,53 e ŭ 142,03 aos seus respectivos átomos de hidrogênio em ŭ 1,93, ŭ 4,68, ŭ 

4,08, ŭ 6,00, ŭ 6,43 e ŭ 6,83.  

A substância em questão possui três carbonos sp
2
 o que sugere a presença de duas 

ligações duplas, além da carbonila relativa ao sinal em 205,77, totalizando três duplas ligações. 

O IDH 4 leva a sugerir em BRF019-1 a presença de um ciclo, compatível com um anel de 

cinco membros com uma instauração e uma carbonila ligada a ele, conforme mostra o 

fragmento C (Figura 49).  

 
Figura 49. Fragmentos presentes em BRF019-1 
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O experimento bidimensional de correlação heterocuclear à longa distância, HMBC 

(Figura 59, p. 99) permitiu verificar correlações heteronucleares à longa distância (
n
JC,H, n Ó 2). 

Os acoplamentos observados entre o sinal do hidrogênio em ŭ 6,00 e os sinais de carbono em ŭ 

78,22, ŭ 82,51, ŭ 126,03 ŭ 126,53 e ŭ 205,77, evidenciaram a ligação entre os fragmentos A, B 

e C (Figura 49). Supondo-se maior probabilidade de ocorrência de acoplamentos do tipo 
2
J e 

3
J, 

o acoplamento entre o hidrogênio em ŭ 6,00  e o carbono em ŭ 126,03 leva à conexão dos 

fragmentos A e C através do carbono vizinho ao carbono em ŭ 126,53. A correlação entre o 

hidrogênio em ŭ 4,68 e o carbono em ŭ  126,03, permite estabelecer  a posição de conexão 

entre os fragmentos B e C. Com esses dados, foi possível propor uma estrutura para BRF019-1 

(Figura 50). 

Figura 50. Proposta estrutural para BRF019-1. 
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Os dados espectroscópicos discutidos são compatíveis com a estrutura da trans-

2(R),3(S)-dihidroxi -4 ïpropenilciclopent-4-enona, conhecida como terreína (128, Figura 31, p. 

64). A terreína é um conhecido metabólito fúngico e foi obtida pela primeira vez em 1935, da 

espécie A. terreus (RAISTRICK et al., 1935). A comparação dos dados espectroscópicos de 

RMN
1
H e 

13
C de BRF019-1 com os relatados na literatura para a terreína (NAGIA et al., 2012) 

(Tabela 12) corroboram a estrutura proposta anteriormente e permitem propor a estrutura final 

mostrada na Figura 51. 

 
Tabela 12. Comparação dos dados de RMN de 1H e de 13C de BRF019-1 com os da terreína (NAGIA et al., 2012). 

 BRF019-1 (CD3OD, 300 MHz) Terreína (CD3OD, 300 MHz)  (NAGIA et al., 2012) 

C  RMN ŭ  RMN ŭ 

 13C 1H  13C  1H 

1 205,77  205,6  
2 82,51 4,08 (d, J = 3,0 Hz, 1H, H-2) 82,4 4,67 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-2), 

3 78,22 4,68 (d, J = 3,0 Hz, 1H, H-3) 78,1 4,07 (d, J = 2,7 Hz, 1H, H-3) 

4 171,00  170,8  

5 126,03 6,00 (s, 1H, H-5) 126,4 5,99 (s, 1H, H-5) 
6 126,53 6,43 (d, J = 17,0 Hz, 1H, H-6) 125,9 6,42 (dd, J = 15,8, 1,1 Hz, 1H, H-6) 

7 142,03 6,83 (dq, J = 17,0 e 6,0 Hz, 1H, H-7) 141,8 6,82 (ddd, J = 13,7, 8,9, 6,8 Hz, 1H, H-7) 

8 19,63 1,93 (d, J = 6,0 Hz, 3H, 8-CH3) 19,5 1,97 (dd, J = 6,8, 1,4 Hz, 3H, 8-CH3) 

 

Figura 51. Estrutura proposta para BRF019-1 após comparação com dados da literatura  
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A terreína já foi obtida dos gêneros fúngicos Aspergillus, Penicillium, Phoma e 

Pestalotiopsis (Al TRABOLSY et al., 2014) e há relatos de diversas atividades biológicas 

atribuídas à mesma. Podemos destacar as atividades antimicrobiana (DEMASI et al., 2010), 

antiproliferativa (ARAKAWA et al., 2008; LEE et al., 2010; LIAO et al., 2012; PARK et al., 

2004), inibitória do crescimento de plantas (PHATTANAWASIN  et al., 2007) e antioxidante 

(Al TRABOLSY et al., 2014). 
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Figura 52. Cromatograma de CG/EM e espectro de massas obtido por impacto eletrônico de BRF019-1. 

 

 

Figura 53. Espectro de absorção na região do infravermelho de BRF019-1. 
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Figura 54. Espectro de massas de alta resolução EMAR/IES de BRF019-1. 
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Figura 55. Espectro de RMN de de 1H de BRF019-1 (CD3OD, 300 MHz). 
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Figura 56. Espectro de RMN de 13C e RMN de 13C- DEPT 135°de BRF019-1  (CD3OD, 75 MHz).. 
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Figura 57. Mapa de contornos COSY de BRF019-1. 
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Figura 58. Mapa de contornos HSQC de BRF019-1. 
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Figura 59. Mapa de contornos HMBC de BRF019-1. 
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5.5.3.3 Fracionamento da Fração A 

A fração A (266,4 mg) (Tabela 11, p. 88)  foi submetida à fracionamento 

cromatográfico através de CLAE. Foram coletadas dez frações, correspondentes aos picos 

apresentados no cromatograma da Figura 60. Dentre estes, apenas o correspondente ao 

composto com tempo de retenção 10,47 minutos (pico 9) apresentou-se como uma substância 

pura (101,9 mg, 38,52 %), e foi codificado como BRF019-2. Essa amostra foi submetida a 

experimentos de RMN uni e bidimensionais, EMAR-IES e IV para a sua elucidação estrutural.  

 
Figura 60. Cromatograma da Fração A 

 
 

5.5.3.4 Determinação estrutural de BRF019-2 
 

BRF019-2 foi obtido como um sólido amarelo amorfo e solúvel em metanol. Seu 

espectro de massas de alta resolução (Figura 67, p. 106) no modo positivo, exibiu o íon 

correspondente à molécula com aduto de sódio [M + Na]
+
, em m/z 447,1408 (m/z calculado 

447,1414, erro -1,34 ppm), o qual apontou a fórmula molecular C24H24O7 (IDH 13). 

A análise do seu espectro de absorção na região do infravermelho (Figura 68, p. 107) 

permitiu observar uma banda larga em 3309 cm
-1

, relativa a estiramento de hidroxila com 

ligação de hidrogênio inter- ou intramolecular. A banda em 1729 cm
-1

 foi atribuída a uma 

carbonila de éster conjugada. As absorções em 1608, 1517 e 1436 cm
-1
 são devidas às 

estiramentos C=C de aromático. As bandas em 1251 e em 1178 cm
-1

 correspondem a 

estiramentos C-O. As absorções em 1034 e 836 cm-1 se devem a dobramentos C-H fora do 

plano de alcenos trissubstituídos. 

O espectro de RMN de 
1
H (CD3OD, 300MHz) (Figura 69, p. 108) apresentou sinais 

para vinte e um hidrogênios. Os sinais em ŭ 6,87 (d, J = 9,0 Hz, 2H) e ŭ 7,59 (d, J = 9,0 Hz, 

2H) foram atribuídos a um sistema aromático para-substituído do tipo A2B2. Os sinais em ŭ 

6,42 (d, J = 3,0 Hz, 1H), ŭ 6,50 (d, J = 9,0 Hz, 1H) e ŭ 6,55 (dd, J = 9,0 Hz e 6,0 Hz, 1H) foram 

atribuídos a um outro sistema aromático, do tipo ABM, orto-di-substitu²do. O sinal em ŭ 5,07 
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(t, J = 6,0 Hz, 1H), foi atribuído a um hidrogênio vinílico vizinho a um metileno, cujo sinal foi 

atribuído como sendo o dupleto em ŭ 3,08 (d, J = 6,0 Hz, 2H). O simpleto em ŭ 3,77 (3H) foi 

atribuído a uma metoxila. Os dois dupletos parcialmente sobrepostos, um em ŭ 3,41 (J = 15,0 

Hz, 1H) e o outro em ŭ 3,47 (J = 15,0 Hz, 1H), foram atribuídos a dois hidrogênios geminais 

quimicamente diferentes. Os dois simpletos em  ŭ 1,57 (3H) e ŭ 1,66 (3H) foram atribu²dos a 

duas metilas ligadas a carbono sp
2
. 

O espectro de RMN de 
13

C - BB (CD3OD, 75 MHz) (Figura 70, p. 109) apresentou 

vinte e duas linhas espectrais. Sua análise comparativa com o espectro de RMN de 
13

C-DEPT 

135
º 
(Figura 70, p. 109) revelou a presença de duas metilas em ŭ 17,90 e ŭ 26,06; uma metoxila 

em ŭ 53,98; dois carbonos sp
3
 metilênicos em ŭ 28,82 e ŭ 39,76; oito carbonos metínicos sp

2
 

em ŭ 115,60, ŭ 116,76 (dois sinais sobrepostos), ŭ 123,68, ŭ 129,90, ŭ 130,53 (dois sinais 

sobrepostos) e ŭ 132,80; onze carbonos quaternários, sendo: Um oxigenado e sp
3 

em ŭ 87,00; 

oito sp
2 

em ŭ 123,30, ŭ 125,24, ŭ 128,61 e ŭ129,41, ŭ133,14 (sendo estes cinco alquilados), ŭ 

139,88, ŭ 155,17, ŭ 159,41 (sendo estes dois últimos fenólicos); e dois carbon²licos em ŭ 

170,54 e ŭ 171,75. Desta forma, um dos sistemas arom§ticos ® um anel fen·lico para-

substituído, enquanto o outro é um anel fenólico trissubstituído, assimétrico. 

O experimento bidimensional HSQC (Figura 72, p. 111) de BRF019-2 permitiu 

observar as seguintes correla­»es entre pares de carbono e hidrog°nio: ŭC 17,90 e ŭH 1,57; ŭC 

26,06 e ŭH 1,66; ŭC 28,82 e ŭH 3,08; ŭC 39,76 e ŭH 3,43; ŭC 53,98 e ŭH 3,77; ŭC 115,23 e ŭH 6,50; 

ŭC 116,76 e ŭH 6,87; ŭC 123,68 e ŭH 5,07; ŭC 129,90 e ŭH 6,55; ŭC 130,53 e ŭH 7,59; ŭC 132,55 e 

ŭH e 6,42. 

No mapa de contornos COSY (Figura 71, p. 110), as principais correlações observadas 

foram entre o sinal de hidrog°nio em ŭ 3,08 e os sinais de metilas em ŭ 1,57 e ŭ 1,66, e o sinal 

de hidrogênio olef²nico em ŭ 5,07, e entre este e os sinais de metila em ŭ 1,57 e ŭ 1,66. Essas 

correlações confirmam a presença de um grupamento prenila na estrutura de BRF019-2, 

mostrado na Figura 61. 

Figura 61. Subestrutura A de BRF019-2 contendo um grupamento prenila. 
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Observou-se também o acoplamento entre sinal de hidrogênio aromático na posição 

meta em ŭ 6,42 e o sinal de hidrog°nio metil°nico do grupo prenila em ŭ 3,08, confirmando, 
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desta maneira, a posição do grupo prenila no anel aromático. O acoplamento entre os dupletos 

em ŭ 7,59 e ŭ 6,87 (J = 9 Hz) confirmam o padrão para-substituído do outro anel aromático. Os 

dados espectroscópicos discutidos permitem propor a presença dos seguintes fragmentos 

(Figura 62) na estrutura de BRF019-2: 

Figura 62. Fragmentos presentes na estrutura de BRF019-2. 
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O valor de IDH (13), associado à quantidade de sinais de carbono sp
2
 no espectro de 

RMN de 
13

C, sugere que haja mais um ciclo e mais uma dupla ligação na estrutura de BRF019-

2. A existência de um carbono sp
3
 oxigenado quaternário também corrobora a suposição de 

mais um ciclo na estrutura citada.   

O experimento bidimensional HMBC (Figuras 73 e 74, p. 112 e 113) permitiu verificar 

correlações heteronucleares à longa distância (
2
J e 

3
J). As correlações entre os hidrogênios em 

ŭ 3,08 e o carbono em ŭ 123,68 e entre os hidrog°nios met²licos em ŭ 1,57 e ŭ 1,66 e o carbono 

olefínico em  ŭ 133,14 confirmam a presença de um grupo prenila e permitem localizar, na 

estrutura de BRF019-2, este último carbono. A correlação entre os hidrogênios da metoxila em 

ŭ 3,77 e o carbono carbon²lico em ŭ 171,75 corroboram a presença da função de éster e indicam 

a localização deste carbono. Observou-se também a correlação entre os hidrogênios geminais 

sp
3
 em ŭ 3,41 e ŭ 3,47, com os carbonos em ŭ 87,00, ŭ 132,80, ŭ 171,75, ŭ 125,24 e ŭ 128,61 

(sendo estes dois últimos quaternários) o que permite conectar o fragmento F aos fragmentos A 

e E, e este ao fragmento C, levando à subestrutura B (Figura 63, p. 103). O acoplamento 

observado entre os hidrogênios em ŭ 7,59 e o carbono em ŭ 128,61 permite determinar as 

posi­»es deste e do carbono em ŭ 125,24, al®m de conectar o fragmento  B ¨ subestrutura B 

(Figura 63, p. 103), transformando-a em subestrutura C (Figura 64, p. 103). Os acoplamentos 

entre o hidrog°nio em ŭ 6,42 e o carbono em ŭ 129,41, assim como o acoplamento entre os 

hidrog°nios em ŭ 6,82 e o carbono em ŭ 123,30 permitem determinar a posi­«o destes carbonos 

na subestrutura C. Os acoplamentos entre os hidrog°nios em ŭ 6,42, ŭ 6,50, ŭ 6,55 e o carbono 
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em ŭ 155,17, assim como os acoplamentos entre os hidrog°nios em ŭ 6,87 e ŭ 7,59 e o carbono 

em 159,41, permitem determinar a posição dos carbonos fenólicos. 

Figura 63. Subestrutura B proposta para BRF019-2. 
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Figura 64. Subestrutura C proposta para BRF019-2. 
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Por fim, só resta uma posição de inserção do fragmento D (Figura 65), levando à 

proposta estrutural mostrada na Figura 65. 

Figura 65. Proposta estrutural para BRF019-2. 

7,59

6,87

6,42

6,50 6,55

3,47
3,41

3,08

5,07

1,66

1,57

3,77

26,06

53,98

133,14

123,68

28,82

129,90115,60

155,17

129,41 132,80

125,24

123,30

130,5

116,76

159,41

170,54

139,88

128,61

87,00

171,75

39,76

O

CH2 O

CH3

O

OH

OH

HO

CH2

H3C
CH3

O

17,90

H

H

H

H

H

H

H

H

7,59

130,5

6,87

116,76

 

Os dados espectroscópicos discutidos são compatíveis com a estrutura da (2R)- 4-

hidroxi-3-(3-metil lbut-2-enil)benzil)-2,5-dihidro-4-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-5-oxofuran-2- 
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carboxilato de metila. Trata-se do butenolídeo conhecido por butirolactona I (137) (Figura 33, 

p. 66), o qual foi isolado pela primeira vez em 1977 da espécie fúngica Aspergillus terreus 

(KIRIYAMA et al., 1977). A comparação dos dados espectroscópicos de RMN
1
H e 

13
C de 

BRF019-2 com os relatados na literatura para a butirolactona I (CAZAR et al., 2005) (Tabela 

13), corroboram a estrutura proposta para BRF019-2 (Figura 66). 

Figura 66. Estrutura proposta para BRF019-2 com estereoquímica e dados de deslocamentos químicos de RMN1H e 13C. 
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Tabela 13. Comparação dos dados de RMN1H e 13C de BRF019-2 com os da Butirolactona I (CAZAR et al., 2005). 

 
BRF019-2 (CD3OD, 300 MHz) 

Butirolactona I  (CDCl3, 400 MHz)  (CAZAR et al., 

2005) 

C  RMN ŭ  RMN ŭ 

 13C 1H  13C 1H 

2 87,00  86,21  

3 128,61  128,51  

4 139,88  137,37  

5 170,54  169,55  

6 39,76 3,47 (d, J = 15,0 Hz, 1H); 3,41 (d, 

J = 15,0 Hz, 1H) 

38,67 3,58 (d, J = 14,7 Hz, 1H); 3,52 (d, J = 

14,2 Hz, 1H) 

7 171,75  169,91  

9 53,98 3,77 (s, 3H) 53,60 3,80 (s, 3H) 

1ô 123,30  122,06  

2ô 130,50 7,59 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 129,16 7,65 (d, J = 8,8 Hz, 2H) 

3ô 116,76 6,87 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 116,09 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H) 

4ô 159,41  156,98  

5ô 116,76 6,87 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 116,09 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H) 

6ô 130,50 7,59 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 129,16 7,65 (d, J = 8,8 Hz, 2H) 

1ôô 125,24  124,60  

2ôô 132,80 6,42 (d, J = 3,0 Hz, 1H) 131,85 6,51 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 
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3ôô 129,41  126,82  

4ôô 155,17  153,16  

5ôô 115,60 6,50 (d, J = 9,0 Hz, 1H) 115,12 6,52 (d, J = 7,8 Hz, 1H) 

6ôô 129,90 6,55 (dd, J = 9,0 e 6,0 Hz, 1H) 129,61 6,58 (dd, J = 7,8 e 2,0 Hz, 1H) 

7ôô 28,82 3,08 (d, J = 6,0 Hz, 2H) 28,86 3,12 (d, J = 7,3 Hz, 2H) 

8ôô 123,68 5,07 (t, J = 6,0 Hz, 1H) 121,63 5,08 (tl, J = 7,3 Hz, 1H) 

9ôô 133,14  134,10  

10ôô 26,06 1,66 (s, 3H) 25,68 1,65 (s, 3H) 

11ôô 17,90 1,57 (s, 3H) 17,17 1,70 (s, 3H) 

 

A butirolactona I é  relatada na literatura como agente antilipêmico (HAN et al., 2009; 

NUCLEAR et al., 2010), e com atividade antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais, 

tais quais cólon (PARVATKAR et al., 2009), câncer de pâncreas (WADA et al., 1998), câncer 

de próstata (SUZUKI et al., 1999)  e câncer de pulmão (NISHIO et al., 1996).  
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Figura 67. Espectro de Massas de Alta Resolução (EMAR-IES) de BRF019-2.
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Figura 68. Espectro de absorção na região do infravermelho de BRF019-2.
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Figura 69. Espectro de RMN de 1H de BRF019-2  (CD3OD, 300 MHz). 
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Figura 70. Espectros de RMN13C (CD3OD, 75 MHz) e RMN13C-DEPT 135°de BRF019-2. 
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Figura 71. Mapa de contornos COSY de BRF019-2. 
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Figura 72. Mapa de contornos HSQC de BRF019-2 e expansão. 
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Figura 73. Mapa de contornos HMBC de BRF019-2 e expansão. 
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Figura 74. Expansões do mapa de contornos HMBC de BRF019-2. 
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5.5.3.5 Purificação da Fração B 

A fração B (1,11 g) (Tabela 11, p. 88)  foi purificada por cromatografia em coluna de 

gel de sílica, conforme procedimento descrito no item 6.9.5, p. 247, fornecendo a substância 

BRF019-1 (1,00 g). 

5.5.3.6 Fracionamento da Fração C 

A fração C (524,7 mg) (Tabela 11, p. 88)  foi submetida à separação cromatográfica por 

CLAE, conforme mostra o cromatograma da Figura 75. Dentre os picos observados, os 

correspondentes aos tempos de retenção 6,70 e 7,78 minutos foram coletados e submetidos à 

analise por ressonância magnética nuclear (RMN), tendo-se constatado que tais frações não se 

tratavam de substâncias puras. 

Figura 75. Cromatograma da Fração C. 

 

5.5.3.7 Atividades citotóxicas das substâncias isoladas de BRF019 (A. terreus) 

As substâncias isoladas do primeiro cultivo de BRF019 (A. terreus) foram submetidas a 

ensaio de atividade citotóxica frente à linhagem de célula tumoral HCT-116 (cólon). Os 

resultados estão apresentados na Tabela 14. 

Tabela 14 - Percentual de inibição de crescimento celular em uma concentração única de 50µg/mL das substâncias isoladas do 
primeiro cultivo de  BRF019 (A. terreus) frente à linhagem tumoral HCT-116, avaliado pelo ensaio do MTT, 72h. A 
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

Substâncias Inibição (%) 

BRF019-1 (terreína) 29,95 
BRF019-2 (butirolactona I) 17,14 

Doxorrubicina 100,00 

 

O percentual de inibição observado para a terreína, 29,95%, é bem menor do que aquele 

observado para a sua amostra de origem, a fração B (95,00%). Desta forma, pode-se sugerir 

que a fração B possui, além da terreína, um ou mais componentes, em menor quantidade, 

responsáveis pela atividade citotóxica desta amostra. Vale salientar também que o valor 
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deinibição da terreína é bastante próximo daquele observado para a amostra 5 (32,25%), 

constituída de terreína, mostrada na tabela 10, p. 88. 

5.5.4 Segundo cultivo em grande escala da linhagem BRF019 (A. terreus) 

A Fração A da amostra 1 apresentou cromatograma obtido por CLAE analítico com 

picos bem resolvidos, além de boa atividade citotóxica. Todavia, só foi possível isolar um 

constituinte. A fração B, assim como as amostras 2-6, apresentou atividade citotóxica. No 

entanto, as frações supracitadas forneceram apenas uma substância, a qual não foi ativa. Desta 

forma, o a linhagem BRF019 (A. terreus) foi cultivada uma segunda vez, em grande escala, 

objetivando-se a obtenção de uma maior quantidade de extrato e um possível isolamento de 

outras substâncias. 

BRF019 foi cultivada em 12 L de meio líquido BD com água do mar sintética sob 

condição estática (Item 6.10, p. 247). Ao final de 14 dias de cultivo, separou-se o micélio do 

meio líquido por filtração à vácuo. O micélio foi descartado e o meio líquido submetido à 

partição líquido-líquido com AcOEt. Obteve-se então o extrato bruto do meio líquido de A. 

terreus, o qual forneceu 1,5 g de material. O referido extrato bruto foi submetido a uma 

partição líquido-líquido com MeOH 90% e hexano (KJER et al., 2010) para um processo de 

desengorduramento da amostra. Desse modo, obteve-se duas frações: BRF019 meio líquido 

MeOH 90% (1,5 g) e BRF019 meio líquido hexano (3,0 mg). A fração BRF019 meio líquido 

MeOH 90% foi submetida a teste citotóxico frente à linhagem de células tumorais HCT-116 

para confirmar reprodutibilidade de resultado com a correspondente fração da primeira grande 

escala. A mesma apresentou percentual de inibição de crescimento celular em uma 

concentração única de 50 µg/mL de 57,94 %, valor bastante próximo do primeiro resultado. 

5.5.4.1 Fracionamento da fração BRF019 meio líquido MeOH 90% 

Uma alíquota de 1,5 g da fração BRF019 meio líquido MeOH 90% foi submetida à 

purificação em cartucho C18 empregando-se como eluentes H2O 100%; H2O/MeOH 8:2; 

H2O/MeOH 6:4; H2O/MeOH 1:1; MeOH/H2O7:3; MeOH/H2O 8:2; MeOH/H2O 9:1 e MeOH 

100%. As massas dessas frações estão descritas na Tabela 15. 

Tabela 15. Massas e percentual de inibição do crescimento celular em uma concentração única de 50 µg/mL das amostras 
obtidas do fracionamento cromatográfico do extrato MeOH 90% do meio líquido de BRF019 frente à linhagem tumoral HCT-
116, avaliado pelo ensaio do MTT, 72h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

Siglas Amostras Massas (mg) Rendimento (%) Inibição (%) 

H2O 100% 1 317,6 21,9 88,00 

H2O/MeOH 8:2 2 142,3 9,8 90,79 

H2O/MeOH 6:4 3 179,0 12,3 17,20 

H2O/MeOH1:1 4 185,1 12,8 9,00 
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MeOH/H2O 7:3 5 356,1 24,5 55,24 

MeOH/H2O 8:2 6 97,7 6,73 0,00 

MeOH/H2O 9:1 7 24,7 1,70 74,48 

MeOH 100% 8 20,6 1,42 71,12 

Doxorrubicina - - - 100,00 

 

As frações com maiores atividades citotóxicas foram as amostras 1 e 2, tendo sido estas, 

portanto, prontamente escolhidas para uma bioprospecção de metabólitos secundários. 

Contudo, não foi possível criar um método cromatográfico com uma boa resolução dos picos, 

inviabilizando o fracionamento das referidas amostras. Em contrapartida, devido à considerável 

massa obtida nas amostras 3, 4, 5 e 6, resolveu-se proceder a uma investigação química destas 

frações.  

Todas as amostras foram analisadas por CCDA e visualizadas com luz UV nos 

comprimentos de onda 254 e 365 nm e reveladas com solução de vanilina em HClO4/EtOH 

(Figura 76). 

Figura 76. Fotografia das placas cromatográficas das amostras obtidas do fracionamento em cartucho de sílica C18 do extrato 
do segundo cultivo em grande escala de BRF019. Revelação sob lâmpada de ultravioleta A) 365 nm; B) 254 nm; C)Revelação 
em solução de vanilina com HClO4/EtOH. Eluente: AcOEt/hexano 8:2. 

 

 

A maior parte das frações obtidas apresentou maiores quantidades de massa quando 

comparadas às obtidas no primeiro cultivo. Observou-se tamb®m uma melhor ñdistribui­«oò 

das massas entre as frações. Tal fato pôde ser atribuído a uma melhor separação cromatográfica 

obtida em cartucho de C18 comercial, utilizado neste segundo cultivo em grande escala, em 

detrimento da coluna empacotada com sílica C18 utilizada no primeiro cultivo. 

5.5.4.2 Fracionamento da subfração H2O/MeOH 6:4 (amostra 3) 

Foram submetidos 179,0 mg da subfração H2O/MeOH 6:4 (amostra 3, Tabela 15, p. 

115) à separação cromatográfica por meio de CLAE. Foram coletados 8 picos apresentados no 

cromatograma da Figura 77, p. 117 e cujas massas estão na Tabela 16, p. 117. Dentre estes, 

A B C 
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apresentaram-se como substâncias isoladas os correspondentes ao compostos com tempo de 

retenção 16,35 minutos (pico 7) (7,0 mg, 3,9 %), codificado como BRF019-3 e 20,81 minutos 

(pico 8) (6,60 mg, 3,7%), codificado como BRF019-4. Ambas as amostras foram submetidas às 

análise por RMN, EMAR-IES e IV para a determinação de suas estruturas.  

 

Figura 77. Cromatograma da fração H2O/MeOH 6:4 

 

 

Tabela 16. Massas das frações coletadas do fracionamento em CLAE da amostra 3 do cultivo da linhagem BRF019. 

Siglas Amostras Massas (mg) Rendimento (%) 

1 1 3,30 1,84 
2 2 2,50 1,39 

3 3 4,20 2,34 

4 4 33,20 18,55 

5 5 2,40 1,34 

6 6 5,30 2,97 

7 7 7,00 3,91 

8 8 6,60 3,69 

 

5.5.4.3 Determinação Estrutural de BRF019-3 

BRF019-3 foi obtida como um sólido branco amorfo e solúvel em metanol. O espectro 

de massas de alta resolução dessa molécula (Figura 82, p. 121), no modo positivo, exibiu o íon 

correspondente a molécula com aduto de hidrogênio [M + H]
+ 

em m/z 195,0647 (m/z calculado 

195,0652, erro = -2,56 ppm), e também o íon correspondente à molécula com aduto de sódio 

[M + Na]
+ 

em m/z 217,0468 (m/z calculado 217,0471, erro = -1,38 ppm), os quais apontaram a 

fórmula molecular C10H10O4, IDH 6. 

A análise do espectro de absorção na região do infravermelho (Figura 83, p. 122) 

permitiu observar uma banda larga, porém, pouco intensa em 3206 cm
-1

, relativa a estiramento 

de hidroxila com ligação de hidrogênio intramolecular. A banda em 1630 cm
-1

 é compatível 

com carbonila de ɓ-ceto-éster em  que pode ocorrer enolização. As absorções em 1587 e 

1477cm
-1
 são devidas às estiramentos C=C de aromático. A banda em 1383 cm

-1
 é 

característica de deformação angular simétrica de metila. A absorção intensa em 1255 cm
-1

 é 

1 
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compatível com deformação axial de C-O de éster ou lactona (estiramento C-C(=O)-O), assim 

como a absorção em 1168 cm
-1
(estiramento O-C-C). 

O espectro de RMN de 
1
H (CD3OD, 300MHz) (Figura 84, p. 123) apresentou sinais 

para oito hidrogênios. Os sinais em ŭ 6,21 (s, 1H) e ŭ 6,20 (s, 1H) foram atribuídos a um 

sistema aromático 1,3,4,5 ï tetrassubstituído. O sinal em ŭ 4,66 (tq, J = 5,5 e 6,2 Hz, 1H) foi 

atribuído a um hidrogênio ligado a carbono sp
3
 oxigenado. Os sinais em ŭ 2,91 (dd, J =  3,75 e 

16,40 Hz, 1H) ŭ 2,81 (dd, J = 10,89 e 16,31 Hz, 1H) foram atribuídos a um par de hidrogênios 

metilênicos com efeito de desblindagem. O sinal em ŭ 1,46 (d, J = 6,3 Hz, 3H) foi atribuído a 

uma metila. 

A análise dos espectros de RMN 
13

C-BB (CD3OD, 75 MHz) e de RMN 
13

C DEPT 135 

(Figura 85, p. 124) de BRF019-3 permitiu a verificação, naquele, de 10 linhas espectrais. A 

análise do mapa de contornos HSQC (Figura 87, p. 126) permitiu atribuir o sinal em ŭ 171,85 a 

uma carbonila de éster; os sinais em ŭ 166,40 e ŭ 165,78 a carbonos aromáticos oxigenados; os 

sinais em ŭ 143,67 e ŭ 101,62 a carbonos aromáticos não hidrogenados; os sinais em ŭ 108,02 e 

ŭ 102,23 a carbonos aromáticos; o sinal em ŭ 77,35 a carbono metínico sp
3
 oxigenado; o sinal 

em ŭ 35,67 a carbono sp
3
 metilênico; e o sinal em ŭ 21,00 a carbono metílico. 

No mapa de contornos COSY (Figura 86, p. 125), foram observadas correlações entre 

os sinais de hidrogênios em ŭ 1,46 e ŭ 4,65 e entre este e o sinal em ŭ 2,86.  

Os dados espectroscópicos até então discutidos permitem propor, para BRF019-3, os 

fragmentos mostrados na Figura 78.  

Figura 78. Fragmento sugerido para BRF019-3. 
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O mapa de contornos HMBC (Figura 88, p. 127) permitiu verificar correlações 

heteronucleares à longa distância (
2
J e 

3
J). As correlações entre o sinal de hidrogênios metílicos 

em ŭ 1,46 e os sinais de carbono em ŭ 35,67 e ŭ 77,35 corroboram a proposição do fragmento C 

(Figura 78). Os acoplamentos entre os sinais de hidrogênios em ŭ 2,81  e ŭ 2,91 e os sinais de 

carbono em ŭ 101,62, ŭ 108,02 e ŭ 143,67 sugerem uma conexão entre os fragmentos A e C, 

levando à proposição da subestrutura A, mostrada na Figura 79, p. 119. 
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Figura 79. Subestrutura A para BRF019-3. 
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A fórmula molecular provável apontada pelo espectro de massas de altas resolução 

(Figura 82, p. 121), C10H10O4, indica a presença de quatro oxigênios na estrutura de BRF019-3, 

assim como absorções características de hidroxila são vistas no seu espectro de absorção na 

região do infravermelho. O valor de IDH 6 permite fechar o ciclo da subestrutura A (Figura 

79), formando um anel lactônico.  Há também dois carbonos na região de aromáticos, ŭ 166,40 

e ŭ 165,78, altamente desprotegidos e não hidrogenados, característicos de ligação com 

oxigênio. O acoplamento observado no mapa de contornos HMBC entre o hidrogênio em ŭ 

6,20 e o carbono aromático não hidrogenado em ŭ 101,62, permite assinalar a posição deste e 

do outro carbono aromático não hidrogenado (ŭ 143,67). Tais dados permitem propor, para 

BRF019-3, a estrutura mostrada na Figura 80.  

Figura 80. Proposta estrutural para BRF019-3. 

77,3535,67

21,00

1,46

4,66

2,91 2,81

171,85

108,02

102,39

6,20

6,21

O

H

HO

H

OH

CH3

H

H H

O

165,78

166,40

101,62

143,67

 

A comparação dos dados espectroscópicos de RMN
1
H e 

13
C de BRF019-3 com os 

relatados na literatura para a (R) - 6-hidroximeleína (SCHLINGMANN et al., 2002) (Tabela 

17, p. 120), corroboram a estrutura proposta para BRF019-3 (Figura 80) e nos permitem 

assinalar a configuração relativa no carbono 3 (Figura 81, p. 120). Trata-se, portanto, da 

isocumarina (R)- 3,4ïdihidro-6,8ïdihidroxiï3ïmetilisocromenï1ïona, conhecida como (R)-6ï

hidroximeleína, já descrita na literatura desde 1968, quando foi obtida da cultura do fungo 



120 

 

fitopatogênico Ceratocystis fimbriata (CURTIS, 1968). Já foi obtida também do fungo A. 

terreus (SHIMADA et al., 2002). 

 
Figura 81. Proposta estrutural com estereoquímica do carbono 3 (obtida por comparação dos dados de deslocamento químico 
de RMN1H e 13C) e dados de deslocamentos químicos de BRF019-3 (162). 
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Tabela 17. Comparação dos dados de RMN1H e 13C de BRF019-3 com os da (R) ï 6 - hidroximeleína (SCHLINGMANN et 
al., 2002). 

 
BRF019-3 (CD3OD, 300  MHz) 

(R) ï 6 - hidroximeleína (CD3OD, 400 MHz)  
(SCHLINGMANN et al., 2002) 

C  RMN ŭ  RMN ŭ 

 13C 1H  13C 1H 

1 171,85  171,69  

3 77,35 4,66 (tq, J = 5,5 e 6,2 Hz, 1H) 77,18 4,64 (m, J = 3,5, 10,9 e 6,3 Hz, 1H) 

4 35,67 2,91 (dd, J = 3,75 e 16,40 Hz, 1H); 

2,81 (dd, J = 10,89 e 16,31 Hz, 1H) 

35,51 2,90 (dd, J = 3,5, 16,4 Hz, 1H); 2,81 

(dd, J = 10,9 e 16,4 Hz, 1H) 

4a 143,67  143,50  

5 108,02 6,21 (s, 1H) 107,85 6,21 (s, 1H) 

6 166,40  166,26  

7 102,39 6,20 (s, 1H) 102,17 6,19 (s, 1H) 

8ô 165,78  165,63  

8a 101,62  101,47  

3-CH3 21,00 1,46 (d, J = 6,3 Hz, 3H) 20,83 1,45 (d, J = 6,3 Hz, 3H) 
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Figura 82. Espectro de Massas de Alta Resolução (EMAR-IES) de BRF019-3.
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Figura 83. Espectro de absorção na região do infravermelho de BRF019-3.
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Figura 84. Espectro de RMN de 1H (CD3OD, 300 MHz) de BRF019-3 e expansões. 
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Figura 85. Espectro de RMN de 13C (CD3OD, 75 MHz) e RMN de 13C-DEPT 135° de BRF019-3. 
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Figura 86. Mapa de contornos COSY de BRF019-3. 
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Figura 87. Mapa de contornos HSQC de BRF019-3. 
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Figura 88. Mapa de contornos HMBC de BRF019-3. 
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5.5.4.4 Determinação Estrutural de BRF019-4 

BRF019-4 foi obtido como um sólido amorfo branco-amarelado, solúvel em metanol. 

Seu espectro de massas de alta resolução EMAR-IES (Figura 93, p. 132), no modo positivo, 

exibiu os íons correspondentes à molécula com aduto de hidrogênio [M + H]
+ 

em m/z 357,0986 

(m/z calculado 357,0969, erro = 4,76 ppm) e com aduto de sódio  [M + Na]
+
 em m/z 379,0800 

(m/z calculado 379,0788, erro = 3,16 ppm).  No modo negativo, exibiu o íon correspondente à 

molécula com aduto de cloro  [M + Cl]
- 
 em m/z 391,0590 (m/z calculado 391,0590, erro = 0,00 

ppm). Tais dados apontaram a fórmula molecular C19H16O7, IDH 12. 

O espectro de absorção na região do infravermelho (Figura 94, p. 133) apresentou uma 

banda larga em 3242 cm
-1

 relativa à hidroxila. A banda em 1733 cm
-1

 foi atribuída à uma 

cetona de éster conjugada. As bandas em 1608, 1515 e 1437 cm-1 são devidas às estiramentos 

C=C de aromático. As bandas em 1251 e em 1176 cm
-1
 correspondem a estiramentos C-O. 

O espectro de RMN de 
1
H (CD3OD, 300MHz) (Figura 95, p. 134) apresentou sinais 

para quinze hidrogênios. Os sinais em ŭ 7,58 (d, J = 8,9 Hz, 2H) e ŭ 6,87 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 

foram atribuídos a um sistema aromático para-substituído do tipo A2B2. Os sinais em ŭ 6,63 (d, 

J = 8,5 Hz, 2H) e ŭ 6,51 (d, J = 8,5 Hz, 2H) foram atribuídos a outro sistema aromático, 

também para-substituído do tipo A2B2. O sinal em ŭ 3,76 (s, 3H), foi atribuído a uma metoxila. 

O simpleto em ŭ 3,46 (2H) foi atribuído a um par de hidrogênios metilênicos sob grande efeito 

de desproteção.  

O espectro de RMN de 
13

C - BB (CD3OD, 75 MHz) (Figura 96, p. 135) apresentou 

quinze linhas espectrais. Sua análise comparativa com o espectro de RMN de 
13

C-DEPT 135
º 

(Figura 96, p. 135), e juntamente com o mapa de contornos HSQC (Figura 98, p. 137),
 
revelou 

a presença de nove carbonos não-hidrogenados. Os sinais em ŭ 170,44 e ŭ 171,40 foram 

atribuídos à carbonila de éster. Os sinais em ŭ 159,54, ŭ 157,69 e ŭ 139,90 foram atribuídos a 

dois carbonos aromáticos fenólicos e a um carbono sp
2
 oxigenado e não-hidrogenado, 

respectivamente. Os sinais em ŭ 124,07, ŭ 125,38 e ŭ 129,40 foram atribuídos a carbonos sp
2 

não hidrogenados. Os sinais em ŭ 132,69, ŭ 130,54, ŭ 116,79 e ŭ 115,73 foram atribuídos a oito 

carbonos aromáticos
 
hidrogenados, pertencentes a dois sistemas aromáticos para-substituídos. 

Os sinais em ŭ 86,93, ŭ 54,02 e ŭ 39,66 foram atribuídos a carbonos sp
3 

sendo uma metoxila, 

um carbono quaternário oxigenado, e um carbono metilênico, respectivamente. 

No mapa de contornos COSY (Figura 97, p. 136), as principais correlações observadas 

foram entre os sinais em ŭ 7,58 e ŭ 6,87 e entre os sinais em ŭ 6,63 e ŭ 6,51. Essas correlações 
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corroboram o padrão de substituição A2B2 nos anéis aromáticos. Os dados espectroscópicos já 

discutidos permitem propor os fragmentos mostrados na Figura 89. 

Figura 89. Fragmentos propostos para BRF019-4. 
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Observou-se uma semelhança entre os espectros e os fragmentos de BRF019-4 e 

BRF019-2. A diferença entre a massa molecular de BRF019-4 e BRF019-2 foi de 68 unidades, 

o que corresponde à massa de uma unidade prenila, sugerindo que BRF019-4 tenha a estrutura 

de BRF019-2 com a cadeia prenila substituída por um hidrogênio. A ausência da cadeia prenila 

na estrutura de BRF019-4 foi corroborada através da comparação dos espectros de RMN
1
H e 

13
C das substâncias em questão. Observou-se, nos espectros de BRF019-4, a ausência dos 

sinais referentes a duas metilas, ao metileno alélico e ao metino olefínico, todos presentes nos 

espectros de BRF019-2, além da presença, nos espectros de BRF019-4, de um outro sistema 

aromático para-substituído, ao invés do sistema assimétrico trissubstituído, presente em 

BRF019-2. 

O experimento bidimensional HMBC (Figuras 99 e 100, p. 138 e 139, respectivamente) 

permitiu verificar correlações à longa distância (
2
J e 

3
J) e confirmar as suposições anteriores. A 

correlação entre o sinal de metoxila em ŭ 3,76 e o sinal de carbonila em ŭ 171,40 confirma a 

presença do fragmento C (Figura 89). As correlações entre o sinal de hidrogênios metilênicos 

em ŭ 3,46 e os sinais de carbonos aromáticos em  ŭ 125,38 (não-hidrogenado) e ŭ 132,69, 

sugerem um anel aromático ligado a um grupo metileno, permitindo conectar os fragmentos F e 

B assinalar a posição do carbono em  ŭ 125,38. O sinal em ŭ 3,46  acopla também com os sinais 

de carbonos em ŭ 86,93, ŭ 129,40 (sp
2
 não hidrogenado) e ŭ 171,40, ligando o fragmento F, 

através de um átomo de oxigênio, ao fragmento E e levando à proposição da subestrutura A 

(Figura 90, p. 130). O acoplamento entre os hidrogênios em ŭ 7,58 e o carbono em ŭ 129,40, 

permite a conexão entre o fragmento A (Figura 89) e a subestrutura A (Figura 90, p. 130), 

transformando esta em subestrutura B (Figura 90, p. 130).  
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Figura 90. Subestruturas propostas para BRF019-4. 
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O valor de IDH 12 associado à existência de mais um sinal de carbonila, permite propor 

a presença de um anel lactônico, através da conexão do fragmento D (Figura 89, p. 129) à 

subestrutura B (Figura 90). Os acoplamentos entre o sinal em ŭ 6,87 e ŭ 124,07, permite 

assinalar a posição deste carbono. Os acoplamentos entre os hidrogênios em ŭ 6,87 e ŭ 7,58 e o 

carbono em ŭ 159,54, assim como os acoplamentos entre os hidrogênios em ŭ 6,51 e ŭ 6,63 e o 

carbono em 157,69, permitem atribuir os deslocamentos químicos dos carbonos fenólicos. Os 

dados anteriores permitem propor, para BRF019-4, a estrutura mostrada na Figura 91. 

Figura 91. Proposta estrutural para BRF019-4. 
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Os dados espectroscópicos apresentados são compatíveis com a estrutura da (2R)- 4-

hidroxifenil)-2,5-dihidro-4-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-5-oxofuran-2- carboxilato de metila. 

Trata-se do butenolídeo conhecido por butirolactona II (138) (Figura 33, p. 66), reportado pela 

primeira vez em 1983 por Arai e colaboradores (ARAI et al., 1983). A comparação dos dados 

espectroscópicos de RMN
1
H e 

13
C de BRF019-4 com os relatados na literatura para a 

butirolactona II (PARVATKAR, 2011) (Tabela 18, p. 131), corroboram a estrutura proposta 

para BRF019-4 e permitem assinalar sua estereoquímica (Figura 92, p. 131). 
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Figura 92. Proposta estrutural com estereoquímica do carbono 2 e dados de deslocamentos químicos de BRF019-4. 
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Tabela 18. Comparação dos dados de RMN1H e 13C de BRF019-4 com os da butirolactona II (PARVATKAR, 2011). 

 
BRF019-4 (CD3OD, 300 MHz) 

Butirolactona II  (CDCl3, 400 MHz)  (PARVATKAR, 

2011) 

C  RMN ŭ  RMN ŭ 

 13C 1H  13C 1H 

2 86,93  85,7  

3 129,40  128,3  

4 139,90  137,8  

5 1704  169,4  

6 39,66 3,46 (s, 2H) 38,4 3,47 (d, J = 15,0 Hz, 1H); 3,54 (d, J = 

14,4 Hz, 1H) 

7 171,40  170,0  

9 54,02 3,76 (s, 3H) 53,4 3,80 (s, 3H) 

1ô 124,07  124,0  

2ô 130,54 7,58 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 131,4 7,61 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 

3ô 116,79 6,87 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 115,8 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 

4ô 159,54  157,3  

5ô 116,79 6,87(d, J = 8,9 Hz, 2H) 115,8 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 

6ô 130,54 7,58 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 131,4 7,61 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 

1ôô 125,38  121,7  

2ôô 132,69 6,63 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 129,3 6,68 (d, J = 8,4 Hz, 2H) 

3ôô 115,73 6,51(d, J = 8,5 Hz, 2H) 114,7 6,57 (d, J = 8,4 Hz, 2H) 

4ôô 157,69  155,9  

5ôô 115,73 6,51 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 114,7 6,57 (d, J = 8,4 Hz, 2H) 

6ôô 132,69 6,63 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 129,3 6,68 (d, J = 8,4 Hz, 2H) 

 

Há relatos de atividade antioxidante (DEWI et al., 2014) e antibacteriana (RAO et al., 

1999) para a butirolactona II. 
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Figura 93. Espectro de massas de alta resolução (EMAR-IES) de BRF019-4.
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Figura 94. Espectro de absorção na região do infravermelho de BRF019-4.
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Figura 95. Espectro de RMN de 1H (CD3OD, 300 MHz) de BRF019-4. 
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Figura 96. Espectro de RMN de 13C (CD3OD, 75 MHz) e RMN de 13C-DEPT 135° de BRF019-4.
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Figura 97. Mapa de contornos COSY de BRF019-4. 
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