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RESUMO
Este trabalhorelaa a investigacdo de fungos marinhos como produtores de metabdlitos
secundariogitotoxicosfrentea linhagem de célulasimorais humanaklCT-11671 c6lon. Os
fungos investigados neste traballioram isoladas de sedimentos d@orhl cearense, sendo
trinta e cinco obtids da praia do MucuripBRF012BRF046) e quarenta e oito da praia do
Pecéem BRF047-BRF094). Todas adinhagensobtidas foram submetidas a cultiem pequena
escala(100 mL de meio batatdextrosecom agua marinha sintétiralurante quatorzeias.
Apo6s o periodo de cultivo, os meios de cultura foram particionados com acetato de etila
(AcOEt) e os extratos organicesibmetidos a ensaio de atividade citotéxica frente a linhagem
de célulagancerigenaslCT-116. Osfungos cujos extrataspresentara o maior percentual de
inibicdo do crescimento celulaBRF019 (95,5 %),BRF079(100,0 %) eBRF082 (100,0 %),
foram selecionados parfeacionamentobioguiado dosseus extrato®rganicos As analises
filogenéticas destabnhagers levaram a identificacdoad mesmas como sendspergillus
terreus (BRF019 e Dichotomomyces cejp(iBRF079 e BRF082). BRF019 (A. terreu$ foi
cultivada duas vezes em grande escd@d (e 12 L de meia)O fracionamento bioguiado dos
extratosAcOEt, provenitentes do meio de cultulayou ao islamento de cinco substancias:
Terreina, butirolactonas I, 1l e V elédroximeleina. Todas essas substéncias ja haviam sido
relatadas na literatura para terreus e nenhuma apresentou atagte citotoxica quando
ensaiadaBRF082 (D. cejpii) foi cultivada nas mesmas condi¢cbes (15 L e 20 L de meio) d
BRF019 (A. terreug. O fracionamento bioguiado deeuextrato ACOEL provenientedo meio
de cultura levou aoisolamento da epipolitiodioxopiperazina gliotoxinageatro analogos
Acetigliotoxina G, bis(detio)bis(metilb)gliotoxina, acetigliotoxina, 6
acetilbis(metilio)gliotoxina, além do alcaloide quinazolinicfiscalina B. Tais substancias
foram submetidas a ensaio de atividade citotoximsjos resultados obtidos levaram a
atribuicdoda gliotoxina (Csp 1,02) edaacetilgliotoxina G ICsp 2,39) como responsaveis pela

citotoxicidade do extrato AcOEt d cejpii.

Palavras chavesfungo marinho, Aspergillus terreus Dichotomomyces cejpiiatividade
citotoxica, terreina butirolactona 1, butiractona Il, butirolactona V, -&idroximeleina,
gliotoxina, acetlgliotoxina G, bis(detio)bis(metith)gliotoxina, acefgliotoxina, 6

acetilbis(metilto)gliotoxina, fiscalina B.



ABSTRACT
This thesisreports the investigatioof marine fungi as producersf cytotoxic secondary
metabolites against the human tumor cell line HCIL16 (colon) The fungal strains
investigated in this study were isolated frgediments collected iGeara coasthirty-five of
themfrom Mucuripe beachBRF012BRF046) and fortyeight from Pecém beaclBRF047-
BRF094). All strains were subjectedo smallscale cultivation (100 mlof potatedextrose
medum with synthetic sea water) durifgurteen days. After the cultivation, the culture media
were partitioned with ethyl acetate (Et®Aand the organic extracts subjected to cytotoxic
activity againsthe cancer cell line HCIL16. Strains thashowed the highest percentage of cell
growthinhibition, BRF019 (95.5%),BRF079 (100.0%) andBRF082 (100.0%), were selected
for bioguided fractioation of the organ extracts. Phylogenetic ana#ys have identified the
asAspergillus terreu$BRF019) andDichotomomyces cejpiBRFO79andBRF082). BRF019
(A. terreu$ was culivated twice in a large scalé (L and 12 L medium)The bioguided
fractionation of EtOAc extractdrom the culture medium led tdhe isolation of five
compoundsTerrdn, butyrolactone I, Il and Vand 6hidroxymelen. All of themhave already
been reported in the literature f@x. terreusand none showk cytotoxic activity whe
bioassayedBRF082 (D. cejpi) was cultivated under the same conditions (15 L and 20 L
medium) of BRF019 (A. terreu3. The bioguided fractionationf ACOEt extrat from the
culture mediumled to the isolationof an epipolithiodioxopiperazin gliotoxin, and four
analogues Acetylgliotoxin G, bigdetio)bis(methylthiopliotoxin, aceylgliotoxin, 6
aceylbis(methylthioyliotoxin, besides thguinazolnic alkaloid fiscalin B. These compounds
were tested for cytotoxic activityand suggestedliotoxin (1Cso 1.02) and acetylgliotoxinG
(ICs02.39) as responsible for the cytotoxicitytbé EtOAc extracdf D. cejpii.

Key-words: marine fungi, Aspergillus terreus Dichotomomyces cejpiicytotoxic activity,
terrein, butyrolactone |, butyrolactone IlI, butyrolacoW, 6-hydroxymellein, gliotoxin,
acetylgliotoxin G bis(dethio)bis(methylthio)gliotoxin acetylgliotoxin 6-
acetylbis(methylthio)gliotoxinfiscalin B.
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1 Introducgéo

A natureza € uma fonte abundante de substancias com potencial terapéutico para
diversasdoencas. Somse a isso 0 fato dos compostos de origem natural terem, na maioria das
vezes, afinidade com molécualo, tornandeos promissores candidatos a farmacos
(BHATNAGAR, KIM, 2012).

Os micraorganismos em geral, como bactérias e fungos, sdanbastonhecidos como
produtores de diversas substancias biologicamente ativas. S&o iniameros os relatos de
substancias oriundas de migvoganismos utilizadas no tratamento de doencas, tais como
infeccdes bacterianas (penicilina, cefalosporina, estreptoamiciancomicinal, 2, 3 e 4,
respectivamente Figura 1), desordens coronarianas (mevastatina e lovastaiina, 6,
respectivamente Figura 2, p. B), cancer (bleomicina, dactinomicina doxorrubicina e

estaurosporing;, 8, 9 e 10, respectivamentéigura 3 p. H) e em estadogdstransplantegue

requerem imunossupressores (ciclosporidaFigura 4 p. Z7) para evitar a rejeicdo aos 0rgaos
transplantados (BHATNAGARKIM, 2010).

Flgura 1. Estruturagda penicilina (1), cefalospaor (2), estreptomicina (3) e vancomicina (4).
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Figura 2. Estruturagla nevasting5) e bvastating6).

HO'

0
H N NH,
~
o




Figura 4. Estrutura da ciclosporina

A descoberta da penicilina nos anos 20, por Alexander Fgnainpartir de uma
linhagemde Penicillium dirysogenumchamou atengéo para os mian@anismos do solo, os
guais passaram a ser um alvo importante na busca por novos farmacos. Todavia, com 0 pass:
dos anos, o isolamento de um grande namero de substg@ncahecidas diminuiu o interesse
pela bioprospeccédo de novos metabdlitos secundarios emaonganismos terrestres. Tal fato
levou a uma mudanca no foco de interesse dos quimicos de produtos naturais e
farmacologistas, que passaram a buscar ambiente pexplorados ou inexplorados, como
por exemplo, 0 ambiente marinho. Desta forma, surge o interesse pelos oceanos como fontes
proficuas de novas moléculas bioativas (BHATNAGARM, 2010).

Sabese que a hidrosfera comp@ maior parte do planetarfa. Logo, € de se esperar
gue as chances de obtencdo de novas substancias sejam maiores no ambiente marinho do q
no terrestre. Contudo, as dificuldades de exploracdo do ambiente marinho fez com que este
permanecesse inexplorado durante muito tempon G desevolvimento de técnicas seguras
de mergulho, iniciotse a bioprospeccédo de substancias biologicamente ativas no ambiente
marinho. J& no final do século passado, constsgoum significativo aumento no interesse por
produtos naturais marinhos, fato verdtlo pelo nimero cada vez maior de trabalhos nessa area
(BHATNAGAR, KIM, 2010; FENICAL, JENSEN, 2006; RATEBEBEL, 2011).

1.2 Objetivos
1.2.20bjetivo Principal
Prospeccdo de metabdlitos secundamastoxicos oriundos de fungodilamento®s

isolados da@sta cerarense.
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1.2.3 Objetivos especificos

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 relacéo a citotoxicidade frente a linhagem de
células tumorais humanas HEIW6 (colo;

3. Andlise da predominancia marinha ou terrestre dos fungos isolados;

4. Selecaoe identificacdo filogenéticdas linhagens fangicas mais citotdxicas e
estudo do melhor dia de cultivo;

5. Cultivo em grande escalaas linhagenstingica selecionadas, com posterior
fracionamento bioguiado dos extratos obtidos em busca de compostos

citotéxicos.
1.3 O ambiente marinho como uma fonte potencial de novas substancias bioativas

O aumentado numero de casos de canak resisténcia bacaianae das exigéncias por
novas estruturas bioativasotivaram a busca pgrodutos naturais bioativos eflontespouco
explorads, visto que os isolados de fontes terrestres tém apresentado cada vez mais estrutura
repetidagBHATNAGAR, KIM, 2010).

A teoria da origem da vida naefra, também chamada de teoria da sopa primordial, de
Aleksandr Oparin, propde que a vida em nosso planeta se iniciou em um oceano primitivo,
onde os gases atmosféricos se combinaram, pela acdo de descargas elétricas e rad@mcao, da
origem aos primeiros aminoacidos e, posteriormente, as formas mais primitivas de vida
(HALDANE, 1959. Essa teoria fornece embasamento suficiente para considerarmos o0s
oceanos como um ambiente rico em compostos organicos, propicio ao crescimento e a
ewlucdo da vida. Além disso, os oceanos ocupam 95% da biosfera terrestre, e abrigam
diversos habitats para varias espécies de organismos, alguns dos quais, adaptados
exclusivamente ao ambiente marinho como aguas vivas e coraisse&Sadmbém que 0s
oceanogpossuem uma microbiota complexa, com abundancias gismvdeum milh&o/mL
na agua a umbilhd/mL nos sedimento§FENICAL, JENSEN, 2006) Apesar disso, 0
ambiente marinho permaneceu praticamente inexplorado até meados dos anos 60. Isso se de
principalmente pelasdificuldades de acesss profundidades do oceano, fato que foi superado
pelo desenvolvimento de técnicas seguras de mergulho camoiadung Dessa forma, foi

somente no inicio dos anos 90 que se percebeu um consideravel admenimero de
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publicacbes relatando estruturas isoladas de fontes marinhas e essa tendéncia continua até «
dias atuaigFENICAL, JENSEN, 2006; RATEBEBEL, 2011).

Como resultado, mais de 10.000 metabdlitos de origem marinha foram isolados e
caracterizados ao longo dokimios cinquenta anoBHATNAGAR, KIM, 2010). Os micre
organismos de origem marinha como bactérias, cianobactéiz®algas e, particularmente
os fungos, tém se tornado uma fonte promissora de novos metabdlitos biologicamente ativos
(BHATNAGAR, KIM, 2010; KJERet al, 2010)

A Tabela 1mostra a estrutura e a atividade bioldgica de alguns metabdlitos bioativos

isolados de micr@rganismos marinhos.

Tabela 1. Estrutura, origem e atividade biolégica de alguns metabdlitos securmditis de micrarganismos marinhos.

Micro-organismo Substancia Atividade bioldgica

Actinomicetos

Streptomyces Istamicinas A (R= H; R = NH;) e B (R = NHy; R, = H) Antibacteriaa
tenjimariensis  (OKAMI etal, 1979)

ZT
o
(@]
mi
o
|

P NH; 2 N—O
0 \
A (12
H,N

B (13)
Salinospora Salinosporamida ARELING et al, 1996; Antitumoral
tropica CHAUHAN et al, 2005)

(@)
o
Cl

Streptomyces Resistoflavina (Gli)RAJAN/bt al, 2007) Anticancerigena ¢
chibaensis artibacteriana
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OH

15 OH o OH

Marinisporasp.  Marinomycin A(KNOW et al, 2009 Antitumoral e
antibidtica
Streptomycesp. Dariamida C (ASOLKARet al, 2006) Antitumoral
(0]
N
AN
(@]
HO
(@]
17
H,N
Fungos
Paraphaeosphae Modiolideos A e B (TSUD/Aet al,, 2003) Antibacteriana €

ria sp.

OH
HO,, /)
H Ol/’ 1y, \ e \
O
\ \ o
(e}
18 19

Ciratodictyon Seregaquinona ASHIGEMORE et al, 1999; KOMATSUet al,

antifingica

Antimicrobiana
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spongiosum 2000

T
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|||||||||§\“\\\\\\%
nnnQ

20

OH o

OH o]
Pericillium sp.

Seleuzononas A (R = H) e B (R= OBOMATSU et al, 2000;  Antiviral
PERPELESCL&t al, 2002)

A (21)

B (22)

Cladosporium Sporiolideos A e BfHIGEMOREzet al,, 2004; SMITHet al, Antitumoral
sp. 2000)
OH
O
(0] O
23
O (]
OH
(0]
24 o)
(6] O/
Antitumoral
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Penicillium Sorbicilactonas A e B (BRINGMANNt al, 2007)
chrysogenum o] OH
/W\
N N
HO - oH
o}
o} o]
25 \o
0 OH
/v\/\
N g
HO - OH
o}
26 (0] \ (0]
o}
Bactérias
Brevibacillus Tauramamida (DESJARDINEt al, 2007) Antimicrobiana
laterosporus e s
o E\OH o ; o
Pseudomonas  Zafrin (UZAIR et al, 2008) Antimicrobiana
stutzer 0
28
Nocardiasp. Ayamycin (EL-GENDY et al, 2008) Antifingico
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Cl
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Streptomyces Marinopyrrdes A (R = H) e B (R = Br) (HUGHESt al, 2008) Citotéxico e anti

sannurensis cl MRSA?

¢} OH
OH o

30
cl R

Bacillussp. Macrolactina S (LUet al, 2008) Antibacteriana

31

Cianobactérias

Oscillatoriasp.  Venturamidas Ae B (LININGTON et al, 2007) Antimalaria

(o}

S N
o H
!

\ 12

—N

HN

a

W
NH

N o
\ ////
\ //’/,
o S //

W

! Staphylococcus aureussistente a niieilina (Methicillin-resistanStaphylococcus aure)ué uma bactéria
resistente a diversos antibitoticos (WATKINSal, 2012)



Lyngbya
majuscula

Rivularia sp.

Hectochlorin (RAMAWASMY et al, 2007) Antitumoral

S
\\\\\\\\O \H/ENQ (6]
(0] ;;
o} P o
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HO

Apratoxin (EDWARDS et al, 2004)

. Antitumoral
\04©7%”0 N AN N/
L o
[e]
\N [¢]
o o]
ww o)
/NQJ\N
35 r\
Viequeamida A (BOUDREALt al, 2012) Antitumoral
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Leptolyngbyasp. ~ Grassypeptolides D 353 (7R, 11R) E 354 (7S, 11S) Antitumoral
(THORNBURGet al, 2011)
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1.3 Fungos como fonte de moléculas biologicamente ativas

Antes que o ambiente marinho se tornasse alvo de bioprospeccdo de moléculas
biologicamente ativas, os fungos terrestres ja eram bastante conhecidos como uma fonte rica d
produtos naturaidioativos, com diversas substancias descritas na literatura. No ambiente
terrestre, os fungos desempenham a funcéo importante de decompositores, o que, associado a
seus versateis mecanismos de adaptap@onitelhes ocupar uma ampla variedade de
ambienes (DAMAREgEet al, 2006).

Em 1896 foi obtido o primeiro metabdlito secundario de origem fungica de que se tem
noticia: O acido micofendlico3g, Figura5, p. 36). Entretanto, foi somente em 1928, com a
descoberta da penicilind,(Figural, p. 25) que os fingos atrairam niar interesse no campo
das pesquisas em produtos naturdies anos seguintes, varias substancias importantes de
origem fungica foram descobertas, como 0s agentes antimicrobianos acido figddiigura
5, p. ) e griseofulvina40, Figurab, p. ¥), e a ciclosporinal{l, Figura 4, p27), um agente
imunossupressamportante, largamente utilizado no tratamento de doencasraub@s e na
prevencdo de rejeicdo a Orgdos transplantados, e que foi isolado doTmiggocladium
inflatumem 1971 (KJERet al, 2011).
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Figura 5. Estruturas docdo micofendlica38),do &ido fusidico(39), e da gseofulvina(40).
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Além de substancias bioativas, muitos metabdlitos secundarios des fpagencem a
classe das estatinas, assim como a mevastatifdgUra2, p. ) e a lovastatinag( Figura2,

p. ) isoladas dos fungoBenicillium citrinum e Aspergillus terreusrespectivamente. As
estatinas reduzem o colesterol sanguineo e saoadtiz para o tratamento de doencas
coronarianas (BUTLER, 2004; DEWICK, 2006).

Sabese que oceanos cobrem mais de 70% da superficie terrestre e possuem uma
complexa biodiversidade, com mais de 300 mil espécies de plantas e animais descritas, além d
diversostipos de micreorganismos conhecidos e desconhecidos. O mar profundo constitui um
ambiente diversificado, caracterizado por baixa temperatura, alta pressdo hidrostéatica e
condi-»es nutricionais do tipo fAbanquset e ¢
encontram submetidos, 0os miavoganismos marinhos possuem metabolismo e fisiologia
diferenciados, quando comparados aos terrestres. As fontes hidrotermais profundas, 0s
mangues, as esponjas e 0s corais podem ser citados como exemplos de difabtates
passiveis de isolamento de migm@ganismos. As superficies e cavidades internas dos macro
organismos marinhos sésseis fornecem habitat Unico onde grande parte dos micro
organismos vive sob relagdes simbioticas, mutualisticas ou parasitariasicreisrganismos
sdo extremamente especificos em suas relacbes com esponjas, corais moles, ascidias e plant
marinhas. Desta forma, os mieboganismos marinhos como bactérias, cianobactérias,
microalgas e fungos se tornaram uma promissora fonte de nwmtabdlitos biologicamente
ativos (DAMARE- et al, 2006; KJERet al, 2011).

Dentre todos os microrganismos citados, os fungos marinhos sdo especialmente
promissores como fonte de novas substancias bioativas devido a grande diversidade quimica d
seus metabdlitos secundarios (KJER al, 2011; NEWTON, ABRAHAM, 1955).
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A mais famosa classe de substancias bioativas proveniente de fungos marinhos é a da:
cefalosporinas, representada primeiramente pela cefalosporihd&gyral, p. 25), a qual foi
isolada por Brotzu, em 1945, de uriahagemmarinha deAcremonium chrysogenuf{JER et
al., 2011; NEWTON, ABRAHAM, 1955)0 alcalade sorbicilactona A41, Figura6), obtido
do fungo marinhd”enicillium chrysogenunsolado de uma esponja, demonstrou alta aded
citotoxica frente a células leucémic&JERet al, 2010.

Figura 6. Estrutura da sorbicilactona A

CH3

A substanciaulocladol(42, Figura7), obtida de umdinhagemde Botrytis ulocaldium
isolado da esponjaMyxilla incrustans apresentou inibicdo da enzima tirosmanase A
halimida @3, Figura7) isolada de umdinhagemde Aspergillus sp recuperado da alga
Halimeda copiosadestro os vasos sanguineos de tumaresia eficacia esta sendo aelst em
cancer de ovario e mama avrainvilamida(44, Figura?7), obtida de uma espécifspergillus
sp., recuperadaa algaAvrainvillea sp, também apresentou atividade citotoxi§ao também
conhecidas substancias de origem fungica com propriedadesasitoomo os halovirs A,
hexapeptideos produzidos pScytalidiumsp., isolado da planta aquatiemlodule wrightii
Halovir A (45 Figura7) e seus derivadoB-E inibem o virus da herpdgpo 1 (IMHOFF;
LABES; WIESE, 2011

Figura 7. Estruturas dolocladol (42), da halimida (43), davaainvilamida(44) e do lalovir A (45).
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Dados da literatura demonstram que as pesquisas com fungos marinhos levaram a
descoberta de mais de 270 novas moléculas ésatintre os anos de 1990 e 2002, sendo mais
de 70% destas oriundas de fungos associados a esponjas e plantas marinhas. Entre os anos
2002 e 2006mais de 330 novas substancias bioativas foram isoladas de fungos marinhos,
grande parte delas com esquetetarbdnicos incomuns. Nos anos de 2008 e 2009 foram
descritos 2076 novos compostos oriundos de fungos marinhos. O aumento nesses numero
comprova 0 crescente interesse por fungos marinhos como fonte de novos metabdlitos
secundéarios bioativos (KJER al, 2011; BLUNTet al, 2014).

Estimase que aproximadamente dois tercos dos compostos oriundos de fungos
marinhos séo provenientes tiehagens isoladas de organismos vivos enquanto a maioria
restante € proveniente de fungos isolados da matéria ndo vineipgimente sedimentos
(incluindo-se, aqui, os manguezais). As algas sdo a principal fonte de fungos, seguidas das
esponjas e manguezais. Uma interessante fonte que vém ganhando destagpeofimdar,
gue nas estatisticas encorge relatado junto aosedimentos. Todos esses dados estéao

explicitados no grafico da Figura 8.

Figura 8. Grafico da distribuicdo dos compostos bioativos em funcéo da origem do fungo do qual foi isolado.
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Fonte:RATEB et al, 2011

A Figura 9, p.39, mostra a divisdo dos compostos oriundos de fungasinhos,
relatadosat ® meados de 2010, de acordo com suas

das vezes, a atribuicdo de uma substancia a uma determinada categoria é baseada apenas
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aspectos estrutais, sem levar realmente em consideracdo a rota biossintética. De fato,
classificar as substancias derivadas de fungos marinhos em uma ou outra categoria biogenétic.
€ algo bastante complicado, haja vista uma boa parte destas substancias possuirese biogén
mista, citando como exemplo as pseurotinas e diversos policetideos e alcaloides pré&slados.
Policetideos sado os compostos mais isolados dos fungos marinhos, fato também observado par
os fungos terrestres. Se agrupassemos o0s policetideos preeilaslpslicetideos mogenados
(listados como alcaides) juntos aos policetideos, estes representariam mais de 50% dos
compostos obtidos de fungos derivados do ambiente mgiR#ADEB et al, 2011).

Figura9. Grafico da distribui§o dos compostos bioativos oriundos de fungos marinhos de acordo com sua suposta origem
biogenética.
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2. Epipolitiodioxopiperazinas: Levantamento bibliogréafico

Epipolitiodioxopiperazinas (ETPs) sdo dipeptisleque constituem uma grande e
diversificada classe de metabdlitos secundarios (aproximadamente 120 substancias), em su;
grande maioria tbxicos, e produzidos exclusivamente por fungos. Caracteezam
estruturalmente pela presenca de uma ponte dissLilfiétamolecular nas posicoed) 6 de u m
ciclo-dipeptidio (dicetopiperazirBKP) (Figura 10) (GARDINERet al, 2005; BOYERet al,
2013).

Figura 10. Estruturas genéricas de uma epipolitiodioxopiperazina (1) e uma dicetopiperazina (2).

(0] @]
R; _Ra R, _Rs
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Rz/ R, Rz/ R,
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(1) Epipolitiodioxopiperazina (2) Dicetopiperazina

Vérios géneros de fungos filamentosos produzem ETPs, dentre os quais podemos citar
Chaetomium, Leptosphaeria, Aspergillus, Verticillium, Penicilli@RithomycesA acentuada
toxicidade exibida pela maioria das ETPs tem atraido atencdo paraoef@s agentes
terapéuticos potenciais para diversas doencas, inclusive o cancer. Diversos tipos de atividade
biolégica foram relatados para essa classe de metabdlitos, pesteru@ar as atividades
imunossupressora, imunomoduladora, antiviral, anticancetjfurgica, antibacteriana,
antiparasitaria, antimalarica, antflamatoria, antinematoide, fitotoxica, dentre outras
(BOYERZEet al, 2013).

A toxicidade das ETPs tem sido extensivamente estudada e parece ser associada a pont
dissulfeto, pois a remocao sidtomos de enxofre ou a adicdo de agentes redutores, elimina a
maioria de suas atividades biolégicas. Dois mecanismos sdo propostos para a sua toxicidade. (
primeiro considera uma possivel conjugacagalate dissulfeto com grupos isaresiduais das
proteinas. O segundo considera a geracao de espécies de oxigénio bastante reativas através
um ciclo redox. Todavia, esses mecanismos sao apenas proposicoes e apresentam diversc
equivocos e contradigcdes, sendo necessarios mais estudos para sua coniGARECADER
et al, 2005).

2 As ETPS podem ter pontes com um, trés, quatro ou mais atomos de enxofres. Porém, o mais comum s&o as
pontes com apenas doi®os de enxofres.
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Na literatura sao relatados 14 grupos de ETPs. Estes grupos diferem quanto ao esquelet
bésico, havendo pequenas mudancas nas cadeias laterais de seus membros. H4, portanto, ut
diversidade estrutural de ETPs, cuja origem pode splicada admitindese diferentes
aminoacidos como precursores das moléculas. Todas as ETPs de ocorréncia natural isoladas a
0 momento possuem pelo menos um aminoacido aromatico como precursor. Os 14 grupos de
ETPs relatados na literatura sdaliotoxinas sirodesminas, hialodendrinas, esporidesminas,
chaetominas, chaetocinas, verticilinas, leptosinas, emestrinas, ésteres escabrosinicos
ditiosilvatinas, epicorazinas, aranotinas e emetalidi@@DINER et al,, 2005).

O isolamento de cinco ETPs, bis(debis]metiltio)gliotoxina 49, Figura 13, p44), 6
acetilbis(metiltio)gliotoxina 163, Figural35 p. 175, acetilgliotoxina G 164, Figural46, p.

186), gliotoxina @6, Figura 11, p.43) e acetilgliotoxina 48 Figura 13, p.44) de
Dichotomomyces cejpiilltem 4.1, p. 6), encorajounos a realizar um levantamento
bibliografico sobre essa classe de compostos. Através do portal de peridédicos da capes, que
disponibiliza informacgdes de diversas bases de dados (incluind&hetical Abstracs foi
realizada urma pesquisa, sem restricdo de periodo, onde foram empregados os termos
epipolythiodioxopiperazim e epipolythiodiketopiperazencomo palavraghave. Desta forma,

foram encontrados 144 resultados, dentre os quais apenas 10 relatavam o isolamento e/ou
caraderizacao de ETPs.

A primeira ETP relatada na literatura foi a gliotoxia8, (Figura 11, p43), isolada pela
primeira vez em 1936 da espé@éocladium fimbriatum- hoje Thricoderma virensda qual
deriva seu nome (WEINDLING e EMERSON, 1936). Sua estatentretanto, apos diversas
proposicdes, s foi corretamente elucidada em 1958 poeBall através de transformacdes
guimicas e espectroscopia de absorcao no ultravioleta, e a respenfigaracédo absolut®i
estabelecida em 1966 por Beechetral., atraves delifracdo de raios XSua estrutura consiste
em um cicledipeptideo, biossintetizado a partir dos aminoacidos fenilalanina e serina
(SCHARF et al, 2012), contendo uma ponte dissulfeto. O esqueleto inédie 2,
dicetopiperazina, com uma pentdissulfeto na posicdo 1,87, Figura 12, p.43) foi
posteriormente observado em diversos outros compostos e passou a ser 0 esqueleto basico ¢
uma nova classe de metabdlitos secundarios de origem fungica: As epipolitiodioxopiperazinas.
As cadeias lateis R variam de acordo com os aminoacidos precursores (GARDBYER
2005).
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Figura 11. Estrutura da gliotoxing46).

Diversos derivados da gliotoxina foram isolados posteriormente. Em 1945, Mull,
Townley e Scholz isolaram, de uma culturaR#micillium obscurunBiourge, a gliotoxina e
uma outra substancia com propriedades antibidticas, a qual eemreim isolado 2. Anos
depois, em 1953, Johnson e colaboradores publicaram a elucidacédo estrutural do isolado 2 ¢
concluiram ser este um derivado monoacetilado da gliotoxina, conhecida hoje como
acetilgliotoxina 48, Figura 13 p.44).

Em 1980, Kirby e caboradores publicaram o isolamento, elucidacdo estrutural e
biossintese de um novo metabdlito secundario isolado do meio de cultura dehagamde
Gliocladium deliguescenis a bis(deib)bis(metltio)gliotoxina @9, Figura 13 p. 44). A nova
substancia,segundo o autor, € proveniente de uma reducdo e metilacdo irreversiveis da
gliotoxina. Anos mais tarde, em 1988, o mesmo autor isolou, da mesma espécie de fungo, uma
ETP sem substituintes no nitrogénio. Esta estrutura era até entdo desconhecida e foi
denaminada bis-N-norgliovictin (50, Figura 13 p. 44). Estrutura semelhante havia sido isolada
em 1974, por Dorni e Arigoni, de uninhagemde Helminthosporium victoriag um virus que
ataca fungos fitopatogénicos. A substancia € a gliovisfinHigura 13 p. 44).

Um esqueleto incomum de uma ETP foi descrito por Warad. em 2012, ao descrever

0 isolamento da espirogliotoxin®d4, Figura 13 p. 44) de umalinhagemde Aspergillus

3 Contraiando a definicdo de ETiPMetabdlitos exclusivos de fungos.
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fumigatus Nesta substancia, os carbonos 5a e 10a encestrannectados atvés de um

atomo de enxofre, formando um anel espiro, até entdo inédito para essa classe de compostos.

Figura 13. Estruturas da acetilgliotoxina (48); bis(débis(metltio) gliotoxin (49);bis-N-norgliovictin (50); gliovictin (51) e
espirogliotoxina (52).

Também menos comuns do que as epiditiodioxopiperazinas (ETPs com ponte
dissulfeto), sédo as epimono, tri e tetratiodioxopiperazinas. Em 1986, Waring e colaboradores
isolaram, do meio de cultura depergillus fumigatysuma epitetratiodioxopiperazina analoga
a gliotoxina: A gliotoxina G %3, figura 14). O mesmo autor obteve, no ano seguinte, uma
epitritiodioxopiperazina de uménhagem de Penicillium terliskowky a gliotoxina E %4,

Figura 14).

Figura 14. Estruturas das gliotoxinas 63) e E 64).

53 OH
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A partir do cultivo de uménhagemde Penicilliumsp. de origem marinha por S al.
em 2012, obveramse dois novos analogos da gliotoxias(detio}10ametiltio-3adesoxi
3,3adidehidrogliotoxina %5, Figura 19 e 6-desoxi5a,6didehdrogliotoxina (66, Figura 15).

Figura 15. Estruturas da bis(detid0ametiltio-3adesoxi3,3adidehidrogliotoxina %5 e da 6desox-5a,6
didehidrogliotoxina §6).

Os primeiros representantes das sirodesminas foram isolados em 1977 poe Curtis
colaboradoresAs sirodesminas A, B e (57, 58 e 59, Figura16) foram os metabdlitos
majoritarios obtidosla cultura do fung&irodesmium diversynengquanto a sirodesmina &0(

Figura 16) foi um dos obtidos em menores quantidades. JA em 1988, Pedras e Abrams
relataram o isolamento, a partir do fungd®homa Ihgam da primeira
epimonotiodioxopiperazina de océncia naturali a sirodesmina H 61, Figura 16).
Interessante observar que as sirodesminas7/AHgural6) e G @0, Figura 16 sdo epimeros,

diferindo apenas na configuracao do carbono 7.

Figura 16. Estruturas das sirodesminag3Y), B (58), C (69), G/PL 60) e H ©1).
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As hialodendrinas foram descobertas atraves isolamentddazd-6-hidroximetil1,4-
dimetil-3,6-epiditiopiperazina2,5-diona, conhecida por hialodendrin&@2( Figura 17, da
cultura do fungo imperfeitddyalodendronsp. (STRUNZet al, 1973). Dois derivados da
hialodendrindoram isolados em 1994, por Savatdl, de umdinhagemde Penicillium bilat
A bisdetiodi(metiltio)hialodendrina6@, Figura 17) e o seu analogo e el produto de

decomposicao, a bisdetiodesidroximetildi(metiltio)hialodendré#a Eigura 17).

Figura 17. Estruturas da hialodendrin®2j, bisdetiodi(metiltio)hialodendrina68) e bisdetiodesidroximetildi (metiltio)
hialodendma (64).

OH

As esporidesminas constituem um grupo de micotoxinas relacionadas, produzidas pelo
fungo de pastagerBithomyces chartarumantes chamado dporidesmium bakeriForam
descobertas por Synge e White em 1958vés do isolamento da esporidesmina A de uma
linhagem de P. chartarum S&o bastante conhecidas como agentes causadores de danos
hepaticos e eczema facial em bovinos (SMEiHil, 2001). A esporidesmina A%, Figura 18,

p. 47) € o principal representantkeste grupo, representando mais de 90% dos isolados do
mesmo. Os outros 10% séo representados pelos seus derivados, esporidesminas, B, C, D, E, |
G, H e J 66-73, respectivamente, Figura 18, p.)4além de derivados sintéticos destas
(MORTIMER, RONALDS(N, 1983).

A chaetomina 74, Figura 19, p. 8) foi primeiramente isolada por Waksman e Bugie,
1944, da cultura de uminhagemde Chaetomiun cochliodesTratase de uma substancia
antibiotica, ativa principalmente contra bactérias Gpasitivas. Sua esttura so foi elucidada
em 1972, por Safe e Taylor. Isolada de dimagemdo mesmo géner&haetomium minutun
(HAUSER et al, 1970), a chaetocinar%, Figura 19, p. 8 possui atividades antibidtica,
citostdtica e antinelanoma. Sua estrutura molecular cenfiguracdo absolutaforam

determinadas em 1970 por Hauseal, através de métodos quimicodiacdo de raioX.
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Figura 18. Estruturas das esporidesminast8)( B (66), C(67), D (68), E (69), F (70), G (71, H (72) e J {3).
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Figura 19. Estruturas da chaetomin&dj e da chaetocin& §).
OH

OH

A verticilina A (76, Figura 20, p. 9) foi obtida pela primeira vez em 1970, de uma
linhagemde Verticillium sp., um fungo imperfeito isolado do basidiocarpo de outra espécie de
fungo, Coltricia cinnamomea Tratase de uma substancia ativa contra bactérias Gram
positivas, micobatérias e contra a linhagem de células cancerigenas HelLa. Sueadsirut
elucidada através de espectroscopia de RMN, IV e UV (KATAGIR&I, 1970; PEREZ
BALADO et al, 2009). Alguns anos depois, em 1973, Minato e colaboradores isolaram, da
mesmadinhagem as verticilinas B e C7(7 e 78, respectivamente, da Figura 20,49), as quais
apresentaram as mesmas propriedades biologicas da verticilina A (MIBAZIQ1973). Em
1999, o estudo do fungGliocladium catenulatumum micoparasita déspergillus flavus
levou ao isolamento das verticilinas D, E €/B,80 e 81, respectivamente, da Figura 20, ) 4
(JOSHIet al, 1999). Em 2007, Zheng e colaboradores obtiveram a verticilig2,&igura 20,

p 49) de umalinhagemde Bionectra byssicolaOs mesmos autores constataram atividade
bactericida contr&taphylococcus auos Em 2011, uma nova ETP da classe das verticilinas

foi isolada de uméinhagemde fungo da FamiliBionectriaceaga verticilina H 83, Figura 20,

p. 49), a qual apresentou atividade citotoxica contra as linhagens de células cancerigenas MCF
7 (cancer denama), H460 (cancer de pulméo de grandes células)68Iastrocitoma, cancer

de cérebro), HR29 (cblon) eMDA-MB-435(melanoma) (FIGUEROAt al, 2011).

As leptosinas constituem o Ultimo grupo de ETPs diméricas, assim como as
chaetominas;haetocinas eerticilinas. Foram obtidas de uriahagemde Leptosphaaeriap.,
um fungo isolado da alga marinisargassum tortileAo todo, foram obtidas 19 leptosinas,
denominadas LeptosinasM (84-102 respectivamente, Figura 21,51). Todas apresentaram
atividack citotoxica contra as linhagens de células cancerigenas P388 (leucemia) e algumas

também contra o tumor ascitico sarcoma 180.
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Figura 20. Estruturas das verticilinas &), B, (77), C (78), D (79), E (80), F, 81), G 82 e H 83).
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Figura 21. Estruturas das leptosinashA\(84-102).

50



" 96 97

16

98

51




A emestrina (103 Figura 22, p.54), uma epipolitiodioxopiperazina com anel

macrociclico, foi obtida pela primeira vez dgtratoacetonicode Emericella striata um fungo
termotolerante isolado do cominh@yminum cynmumL.), coletado no Nepal. Sua estrutura é
biogereticamente derivada da combinacdo de uma molécula de acido 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 dioxopiperazinico
com anel macrociclico. Sua estrutura foi elucidada através de métodos quimicos,
espectroscopicos e cristalografia de ra@{osA emestrina exibiu forte atividade fungicida,
testada contra dghagens deGibberella zeaee Penicillium expansunfHIDEYUKI et al,
1986). Apresentou também atividade anticancer, testada frente as linhagens celulares T47D
(cancer de mama), HepG2 (cancer de figado), C28 (cancer de colon), HelLa (cancer de colo de
utero) (NURSIDet al, 2011).

Nos ano seguinte, em 1987, a epitritiodiopepazina emestrina BLQ4, Figura 22, p.

54) foi isolada também do extrato acetbnicoElestriata Apresentou atividade inibitorien
vitro frente aos fungos dermatofit@sicophytumspp. eMycrosporumspp. (NOZAWAEet al,

1987).
52



Em 1996, a epitetratioolkopiperazinasece@mestrina C X05 Figura 22, p.54) foi
isolada do meio de cultura do estado de crescimento precdicdhatgemfungica Emericella
foveolata Sua estrutura foi estabelecida a partir de métodos espectroscopicos e investigacao
guimica (OOIKE et al, 1996).

Uma nova epitetratiodioxopiperazina relacionada a emestrina, foi descoberta em 2013.
Tratase da secoemestrina [L0G Figura 22, p.54) obtida de umainhagemdo fungo
endofitico Emericella sp. AST0036 isolado de um tecido foliar saudéw#a leguminosa
Astragalus lentiginosusA sec@mestrina D exibiu forte atividade citotoxica contra as
linhagens de células cancerigemMé&I-H460 (cancer de pulméo de células f@eguenas),

MCF-7 (cancer de mama)PG3 M (adenocarcinoma da prostata metistd, CHR100
(neuroblastoma) SF268 (cancer do SNC; glioma) MDA-MB-231 (adenocarcinoma da
mama),sendo observada uma moderada seletividade para as duas (turetsal, 2013).

Os ésteregscabrosinicoforam os primeiros ETPs isolados de liquensisTesteres
foram inicialmente descritos na literatura em 1978 por Begg e colaboradores, tendo sido
isolados do liqueiXanthoparmelia scabrosariginario da Australia. As estruturas propostas
por estes autores foram revisadas e corrigidas, em 1999, qestEBussell e colaboradores, os
guais estabeleceram a presenca de um anel dicetopiperazinico com uma ponte dissulfeto
caracterizand@s como ETPs. Os ésteres escabrosinicos sdo moléculas simétricas que possuen
duas hidroxilas de alcoois esterificadasasdanéis epoxidos. Cinco ésteres escabrosinicos
(107-111, Figura 23, p. 5) foram isolados, os quais diferem entre si apenas no comprimento
das cadeias laterais esterificadas. Duas moléculas de ésteres escabrosinicos foram obtidas e
1998, por Williams ecolaboradores, do fracionamento bioguiado do extrato do ligsapa
sp., coletado no Sri Lanka. Na ocasido, porém, os nomes dados a tais substancias foran
Aambewel ami dés @uaisA corespolem aos ésteres escabrosinicos 2 e 4,
respectivamente)visto que as estruturas dos ésteres escabrosinicos isolados por Begg e
colaboradores ainda ndo haviam sido corretamente elucidadas. Alguns membros da familia
exibiram atividade citotoxica contra as células cancerigenas mastocitoma P815 (cancer de pele
e céluas leucémicas P388 (BEG& al, 1978; WILLAMS et al, 1998; ERNSTRUSSEL et
al., 1999; MOERMANEet al, 2003; CHAlet al, 2004).
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Figura 22. Estruturas da emestrinB)@d, emestrina BY04), secoemestrina A.05 e secoemestra D (106).
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Figura 23. Estruturas do ésteres escabrosinieds(107-111).

R=CH; R'=CH; (107)
R=CH; R'=CzH, (108)
R= C3H7 R' = C3H7 (109)
R= CH3 R' = C5H 11 (110)
R=CsH; R'=CgHyy (111)
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A ditiosilvatina (L12 Figura 24) foi isolada em 1987 de ufimhagemde Asperdgllus
silvaticuse constitui um raro exemplo de uma ETP biossintetizada, provavelmente, a partir do
aminoacido glicina (KAWAHARAet al, 1987).

Figura 24. Estrutura da ditiosilvatind (.2).

As epcorazinas A 113 Figura 25, p. 6) e B (L14, Figura 25, p. 6), duas ETPs com
propriedades antibidticas, foram relatadas na literatura em 1978 por Baute e colaboradores,
tendo sido isoladas de unfiahagemde Epicoccum nigrumA outra substancia da série,
epicorazina CX15 Figura 25, p. 6), também com atividade asliacteriana, foi obtida de uma
linhagemdo basidiomicet&@tereum hsutumem 2001. Suas estruturas foram determinadas por
métodos espectroscopicos e difracdo de raios X (BAWTRI, 1978 DEFFIEUX et al,, 1978;
KLEINWACHTER et al, 2001).
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Figura 25. Estruturas das epicorazinas 48, B (114 e C (L15.

Os compostos aranotin, acetilaranotin e bisdetildi(metiltio)acetilaraiii6 117 e
118 respectivamente, Figura 26, p7)5foram isolados em 1968 de untiahagem de
Arachniotus aureysum fungo com atividade antiviral. Um segundo cultivo deste fungo, no
mesmo ano, levou ao isolamento dos analogos apoaranotin e bisdetitah{m
acetilapoaranotin 119 e 120, respectivamente, Figura 26, p7)5 Suas estruturas foram
elucidadas atravées de métodos espectroscopicgsimicos (NAGARAJAN, et al, 1968;
NEUSSet al, 1968).

As emethallicinasA-F (121-126, respectivamente, Figar27, p. B) foram isoladas do
fungo heterotalicoEmericella heterothallicaKwon et al)* Malloch & Cain, (anamérfico:
Aspergillus heterothallicugKwon et al) e suas configuracdes absolutas foram eldeaidas
por Kawi e colaboradoresAs emethallicinasA, B, C, E e F exibiram potente atividade
citotoxica frente ao composto 4878@om valores déCs, iguais a 0,03, 0,08, 1,0 e O,M,
respectivamente (KAWARAt al, 1989a; KAWARAet al, 1989b; KAWARAet al, 1990a;
KAWARA et al, 1990b).

* Autores da classificacdo taxonémicaiteericella heterothallica Aspergillus heterothallicus
® (p-metoxyN-metilfenetilamina). Induz Bberacdo de histamina pelomstocitos.
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Figura 26. Estruturas daranotin(116), acetilaranotir(117), bisdetildi(metiltio)acetilaranoti(l18), apoaranotini(19) e

bisdetiodi(metiltio)acetilapoaranotinl@0).
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Figura 27. Estruturas das emethallicinasF (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 biologicas. A
origem dessas atividades biolégicas vem sendo sistematicamente estudadas e as observacoes
relacdo estruturatividade sugerem que a ponte polissulfeto exerce papel fundamental nas
bioatividades. Tais conhecimentos sdo de extrema importancia parauafdione sintese de
novos farmacos anticancerigenos. As pesquisas relacionadas a biossintese das ETPs levou
hipotese de que estas sao derivadas de aminoacidos e dipeptidios(GARBENER, 2005)
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Todavia, a tendéncia mais plausivel € a de que unamsuno confidvel da biossintese
desta classe de compostos s6 podera ser proposto quando da identificacdo do cluster génic
responsavel por esse processo. A continua demanda por novas substancias com atividad
biologica faz com que as pesquisas relacionadaessintese e ao mecanismo de atividade das
ETPs ganhem cada vez mais espaco e notoriedade.
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Consideragoessobre
Aspergillus terreus
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3. Consideragbesobre Aspergillus

Aspergillusé um dos géneros mais antigos de fungos de que se tem noticia e recebeu
esse nme de Micheli, um padre e bidlogo italiano, em 1729. A origem do rspergillus
remete a um objeto utilizado pela igreja catdlica romana, durante suas celebracbes, para
borrifar 8gua bent a, chamado #fAasper gacloo. Mi
sua morfologia semelhante a tal objeto, e 0 nomeaaspergillum Em 1926, Tom e Church
publicaram um manuscrito grande e detalhado sobre o g&spergillus Desde entéo, este se
tornou um dos género de fungo mais conhecidos e estudados (BENRAHED]J,

Os fungos do génerAspergilluscrescem abundantemente como saprofiticos sobre a
matéria organica e ocupam uma grande variedade de ambientes. S&o capazes de se disper:
atraves das correntes aéreas e de crescer em qualquer lugar, desde gsieoh#)didiade de
agua e nutrientes. Desta forma, este género € considerado ubiquo, sendo os fungos pertencent
a ele comumente isolados do solo, restos de plantas, ambientes fechados e umidos, e també
de habitats marinhos (PITT, 1994). Este ultimo sevdea particularidade dos fungos deste
género de tolerarem altas concentracdes salinas, sendo, portanto, considerados fungos marinhc
facultativos, similares aos isolados do ambiente terrestre. No entalimbagens oriundas do
ambiente marinho podem mhazir metabdlitos secundarios incomuns, como consequéncia da
adaptacao ao estresse do ambiente marinho (GEISER, 2008).

Esporos déAspergillussdo transportados pelas correntes aéreas e estdo por toda parte.
Logo, estamos sob constante exposicdo a essgepdusem que sejam observados maiores
danos a saude. Todavia, ha registros de diversos casos de maleficios causadpergitius
Este género compreende mais de 250 espécies, sendo em torno de 40 delas patdgenas aos se
humanos. Os danos causados fspergillusse dao por basicamente trés vias: Liberacdo de
micotoxinas; respostas alérgicas e infecc&ENNETT, 2010; KLICH, 2006§. As
micotoxinas sdo substancias téxicas aos animais e plantas e atuam quase sempre atraves ¢
ruptura de estruturas celod®, com consequente colapso do funcionamento normal do
organismo. Dentre as micotoxinas produzidas Aspergilluspodemos citar as aflatoxinas,
produzidas porA. flavuse A. parasiticus ochratoxinas, produzidas pdk. ochraceus e
gliotoxinas, produzidgor A. fumigatuse outros géneros. As infeccdes paspergillussao
conhecidas como aspergiloses e ocorrem quase sempre em pacientes imunocomprometidos. |
via de entrada é aérea e sdo ocasionadas, basicamente, por apenas uma eipéaetus
(BENNETT, 2010;LATGE, 1999;LATGE, STEINBACH, 200).
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Revisbes da literatura mostram que fungos pertencentes ao gespeogillus
constituem um dos maiores produtores de metabdlitos secundarios bioativeet @IEF013).
O principal exemplo de metabdlito sedanio oriundo de uma espécie Aigpergillusutilizado
na medicina é a lovastating, (Figura 2, p. 8), vendida pelo nome comercial MevalarA
lovastatina foi isolada de umlmhagemde Aspergillus terreugfALBERTS, 1998) por um
grupo de pesquisadores tigerck e foi amplamente utilizada no tratamento de desordens
coronarianas (SHU, 1998).

3.1 Aspergillus terreus

Umas das espécies mais conhecidas do gé&sgrergillusé aA. terreus Tratase de um
fungo filamentoso, saprofitico, usualmente encontradosmlo e em regides tropicais e
subtropicais. Assim como outras espécies do gémerterreusé€ um fungos cosmopolita,
havendo diversos relatos de seu isolamento a partir de sedimentos e animais marinhos (WANG
et al, 2011; PARVATKARet al, 2009; LEEet al, 2003;) e manguezais (SHE¥ al, 2012).

A primeira descricamnorfologica desta espécie foi realizada por Tom e Church (1918).
A. terreusdesignavdinhagens que apresentavam uma série de caracteristicas morfolégicas em
comum, mas que poderiam, ocasilbnente, exibir variagcbes nas cores e formas do halo de
crescimento. As colonias costumam apresentar aparéncia aveludada e coloragcdo com ton:
marrons, que escurecem com o passar do tempo. Ha variedades cujas coloracfes dos halc
podem variar do marrom pacaamarelado, e deste para o branco, do centro para as bordas
(Figuras 28 e 29, ®3) (TOM, CHURCH, 1918).

A. terreus é ocasionalmente,um patdgeno humano relativamente resistente a
anfotericina B, podendo causar infeccBes oportunistas em pacientedéomprometidos,
formar colbnias no canal auditivo externo humano e causar infeccdo cerebral, embora haja
poucos relatos deste ultimo (WALS# al, 2003; TRITZ e WOODS, 1993; TIWARdt al,
1995; DAMEK et al., 2008).

® Farmaco amplamente utilizado como antifingico (WU, 1994; DISMUKES, 2000).
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Figura 28. Fotografia ddinhagemde Aspergillus terreugm BDA

Figura 29. Fotografia do esfregaco do microcultivolddagemde Aspergillus terreugm lamina

A. terreusé um fungo de importancia farmacéutica e industrial.aRmartir dele que se
obteve pela primeira vez a lovastati Figura 2, p. 8), substancia capaz de inibir a
biossintese do colesterol, e que é amplamente comerciapzadaotratamento de doencas
coronarianas e arteriosclerose sob o nome MeVAd#LBERTS, 1998; SHU, 1998Esta
espécigambém é bastante utilizada industrialmente para a producéo do &cido ita¢tiico
Figura 30) e da enzima xiland$&OCABAS et al, 2014).

Figura 30. Estrutura do acido itaconictZ?).

127

HO

OH

A primeira substancia relatada como sendo obtid#.d&erreusfoi a terreina 128,
Figura 31 p. 69, em 1934 (RAISTRICK, SMITH, 1935). Desde entdo, a bioprospec¢édo de

"Usado principalmente como -ooondmero na producéo de estirdnaadieneacrilonitrila latex e do acrilato.

Possui aplicacdes na industria do papel e revestimentouieetura (KOCABASet al, 2014).

8 Degrada o polissacarideo lindmta1,4-xilano em xiloseo que leva & decomposicéo da hemicelulose, principal
componente da parede celular dos vegetais (DASHEK, 1997). Utilizada nas indlstrias de papel e téxtil, na
manufatura de sucos de frutas e bebidas, na producao de alimentos para animais, dentre outras (GMO Database).
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metabdlitos secundarios nesta esp@die parouJa en 1949, foi obtido um metabdlito com
propriedades antibidticas, o qual foi denominado &cido terrei2®, (Figura 32 p. 69
(ABRAHAM, FLOREY, 1949). Uma classe de compostos bastante relatados na literatura como
obtidos deA. terreussao os butenolideos: spulvinonas AG (130-136, respectivamente,
Figura 32, p. b) e derivados; butirolactonas/ll (137-143, respectivamente, Figura 33,66

e derivados; e os aspernolideo®A(144-146, respectivamente, Figura 33, ) @ derivados.
Esses butenolids s& derivados de fenilpropaites® (C6-C5), e alguns deles apresentam
diversas atividades, como anticancer, antiplasmodial e antioxidante (PARVATEAR,
2009). Outras substancias com atividade biol6gica foram ainddasbtleste fungo. Os
monoterpeniles isoterreulactona A147, Figura 34, p. B e terreulactonas -® (148-151,
respectivamente, Figura 34, /) apresentaram inibicdo da acetilcolinesterase com valores de
ICso variando de 0,06 a 2/mM (KIM et al, 2003; YOOet al, 2005). Da mesma maneilas
territrens A, B e C 152-154, respectivamente, Figura 34, p/)Gpresentaram inibicdo da
acetilcolinesterase com valores &, variando de 6,8 a 7,dM (KUNO et al, 1996). A
terreusinona 155, Figura 34, p. B), isolada de umdinhagem marinha deA. terreus
apresentou capacidade de absorcéao da radiacad ¢éwn valores dé&Dsy de 70ug/ mL (LEE

et al, 2003).

Figura 31 Estruturas da terreina28 e do acido terreicdlR9).
O

HO,, ‘0,
‘r

HO HO

128 129 O

° Aspernolideo C é idéntico & butirolactona VI. Ambos foram relatados em artigos diferentes, no mesmo periodo,
como metabdlitos secundarios obtidiesA. terreusf NUCLEAR et al, 2010).

19 Compostos organicos sintetizados a partir do aminoéacido fenilalanina, os quais contém um anel aromatico
ligado a uma cadeia lateral propila (VOGT, 2010).

64



Figura 32. Estruturas das aspulvinonas8(), B (131), C (132), D (133), E (134), F (135) e G (L36).
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Figura 33. Estruturas das butirolactonadlBy), Il (138), Ill (139), IV (140), V (141), VI (142) e VII (143) e dos aspernolideos
A (144), B (145) e C (146).
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Figura 34. Estrutura: Dadoterreulactona Alé7); das terreulactonas A48), B (149), C(150) e D (151); das territrens A
152), B (153) e C (154); e da terreusinond%5).

67



Consideracoessobre
Dichotomomyces cejpii
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4. Consideragbesobre Dichotomomyces

O géneroDichotomomyceso6 abrange uma espéd, cejpii (Figuras 35 €6), e foi
descrito em 1949 por Saito, dapde sob o nomé. albus (SAITO, 1949) Este género é um
teleomorfd! do géneroAspergillus,subgénerdcumigat, secaoClavati (SAMSON, VARGA,
2010), havendo poucos trabalhos relatados na literatura a resptit@sigécie.

Figura 35. Fotografia de umbnhagemde D. cejpiiem BDA.

4.1 Dichotomomyces cejpii

Como mencionado anteriornmen a espéci®. cejpii foi inicialmente denominadB.
albus (SAITO, 1949) Porém, esse nome nao era de origem latina, contrariando as regras de
nomencl atura das esp®ci es. Em 1964, na RYs
porém, interpretou erreamente suas estruturas morfologicas, levando a uma atribuicdo
equivocada ao génerbalaromyces espécieTalaromyces cejpil Ml L 6 KO, 1964) .
Scott descreveu detalhadamente a espécie e validou seu nomB.amejmi (SCOTT, 1970).

D. cejpii perterce a familiaTrichocomaceae, ordefmurotiales e caracterizge pela
presenca de aleuroconidios em conidi6éforos curtos e ramificados e também por ascésporos en
cleistotécio. Esta espécie € bastante resistente ao aquecimento e pode ser encontrada em todc

mundo no solo e no ambiente marinho. Quando crescido nos meios extrato eégarate

1 Teleomorfo ou estado meiospérico é o nome dado & forman dengo capaz de se reproduzir sexuadamente
(GARROet al, 1999).
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batatadextroseagar, seu micélio possui um aspecto que varia do flocoso ao granulado, com
coloracdo que varia do branco ao creme (SCOTT, 1970; VARGA 2007).

Foi relatada a obtencdo de metabdlitos secundarios bioativds. dejpi, como a
gliotoxina @6, Figura 11, p.43), uma micotoxina com propriedades antitumorais; as
rubratoxinas A e B166 e 157, Figura 37), uma micotoxina hepatotoxica; a xantocilina X
mononetiléter (@58, Figura 37), uma substadncia com amplo espectro de atividade
antibacteriana, antivira antifingica; os indoloditerpes JBIR-03, emindole SBe emeniveol
(159-161, Figura 37), considerados micotoxinas tremoiggst; além de diversos outros
metabdlitos com propriedades antibidticas e ciliostaticas (SEHRBURANDI et al, 199Q
VARGA et al, 2007; KITAHARA, ENDO, 1981 QIAO et al, 2010; PIECKOVA,
ROEIJMANS, 2000).

Figura 37. Estruturas das rubratoxinas £66) e B (157); da xantocilina X monometilét¢t58); dos indoloterpernos JBIB3
159), emindole SB160) e emeniveol 161).

12 Neurotoxinas que produzem diferentes graus de tremores ou convulsdes que podem durar horas ou dias
(SCHELL, 2000).
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5. Resultados e @cussdo

5.1 Isolamentos de fungos dos sedimentos das praias do Muqeie Pecém Ceara

Sedimentos marinhos constituem uma importante fonte de fungos produtores de
metabdlitos secundarios bioativdBATEB et al, 201]). Baseandee nisso, realizege uma
bioprospeccédo de metabdlitos secundarios bioativos oriundos de fesoga®s de sedimentos
do litoral cearense. As amostras de sedimentos marinhos foram coletadas das praias dc
Mucuripe e Pecém Ceard, por mergulho auténofippelo grupo de Ecotoxicologia Marinha
da Unhiversidade Federal do Ceara

Este trabalho levou acaolmento de trinta e cindmmhagens de fungos dos sedimentos
da praia do Mucuripe ( 3-Adr2lézaCE) BRFOLAERF0463 8 A 2 ¢
Figura 38) e quarenta e oito da praia do Pecém (3°32'2"S; 38°47'P@&t@mCE) BRF047-

BRF094, Figura 39, p. /), conforme metodologia descrita no ite@il p. 23, do
Procedimento Experimental. A diferenciacdo tlabagers foi realizada inicialmente, com
base nas distincdes morfolégicas das mesmas, crescidas em mesoIgtortbatatedextrose
agar (BDA) can agua do mar sintétiddtens, 6.5.1.1 e 6.5.1.3, p. 94Devido ao custo do
processo de identificacdo das espécies, res@@esubmeter a este procedimento apenas
aquelas que apresentassem extratos com atividade citotoxica consideravel (Fat@dasf e

5, p. 81). Desta forma, cadinhagemisolada foi cultivada em meio liquido BD com agua do
mar sintética e os respectivos extratos organiBo®Et) foram testados frente a linhagem de

células cancerigenas HEIM6 (coldn) (Item 5.3, X9).

Figura 38. Fotografia dos fungdBRF012BRF046isolados dos sedimentos da praia do Mucuripe (Fortal@E, crescidos
em meio BDA por 15 dias.

BRFO014

" BRFO12

13 Técnica de mergulho que consistesnhmecao total ou parciala aguautilizandese de equipamento
autdbnomo de respiracdogquipamento de mergul{@/IKIPEDIA, 2014).
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BRF04

Figura 39. Fotografia dos fungd8RF047-BRF094isolados dos sedimentos da praidPéeém (Pecé@E), crescidos em
meio BDA por 15 dias
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5.2 Teste Paredo

Os fungos marinhos constituem um grupo definido pela morfologia e adaptacdes ao
ambiente marinho. A classificacdo de uma espécie fungica como sendo marinhadaseia
critérios ecologicos e taxondémicos, ndo podendo levar em consideragédo aspeiiosaistr
ou fisiolégicos. Os fungos derivados do ambiente marinho podemexsdusivos ou
facultativos Fungos marinhosxclusivossao aqueles que crescem e esporulam exclusivamente
no ambiente marinho ou estuarino, ocupaidditats constantemente submess Ja as
espécies marinhas facultativas sdo capazes de crescer e esporular nos ambientes marinh
terrestre e de agua doce (KOHLMEYERal, 1979).

Desta forma,com o objetivo declassificar os fungos isolados como marinhos
exclusivosou facultativos, @ mesmos foram submetidasum testepareado(ltem 6.13 p.
252).
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O resultado dos testes (Apéndices 1 e 2) mastiue a maioria das linhagens
apresentou diferengas morfolégicas e de coloragdo do meio, visiveis a olho nu, nos ambientes
com e sem salinidagd podendo levar a sugerir uma mudanca no metabolismo desses
organisme quando cultivados nos meios supracitadosinAagem BRF024, isolada dos
sedimentos da praia do Mucuripe, ndo apresentou crescimento quando cultivada em meio sen
salinidade, sugendo, desta forma, que a mesma constitua uma espécie de fungo marinho
exclusiva As linhagens BRF025 e BRF039 também isoladas de sedimentos da praia do
Mucuripe, ndo apresentaram crescimento aparente quando cultivadas em meio sem salinidade
sendo obsermdos apenas crescimentos de coldnias aparentemente contaminantes podefato
ser considerado um forte indicio de que efitdsagens também sejam de fungos marinhos
exclusivos

Dentre aslinhagens isoladas dos sedimentos da praia do Pecém, obsssvaue a
BRF059 ndo apresentou crescimento em meio sem salinidade, sugerindesérataruma
espécie marinhaexclusiva Assim como foi observado para #shagens isolada dos
sedimentos da praia do Mucuripe, diveriabagens isoladas dos sedimentos da prdga
Pecémapresentaram diferencas morfoldgicas e de coloracdo do meio, visiveis a olho nu, nos
ambientes com e sem salinidade, podendo, igualmente, levar a sugerir uma mudanca no

metabolismo dessesicro-organisma quando cultivados nos meios supracitados.

5.3 Cultivos em pequena escala dos isoladBRF012BRF046 e BRF047-BRF094 e
avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos

Os isolados fungicoBRF012-BRF046 e BRF047-BRF094 foram, separadamente,
cultivados por 14 dias emeio BD com agua do mar sintéliem pequena escalaOQImL de
meio), conforme descrito nos Ite®$.3e 6.6.4, p. 244.

Para cada fungo foram obtidos os extr&&o®Et do meio liquido (Iten8.6.3 €6.6.4, p.

244), cujas massas sdo apresentadas na Tabelza Tabela, p.80.

Tabela 2 - Massas (mg) dos extratos do meio liquido dos furlB@E012-BRF046 isolados dos sedimentos da praia do
Mucuripe.

Linhage Linhage Linhage Linhage Linhage

Massa Massa Massa Massa Massa

m m m m m
BRF012 5,0 BRF019 85,3 BRF026 5,0 BRFO033 5,0 BRF040 71,3
BRF013 76,2 BRF020 119,0 BRFO027 6,8 BRF034 8,4 BRF041 103,3
BRF014 51,6 BRF021 85,5 BRF028 6,8 BRF035 31,7 BRF042 92,6

BRFO015 82,1 BRF022 34,6 BRF029 67,8 BRFO036 14,4 BRF043 79,0
BRFO016 29,9 BRF023 16,6 BRFO030 27,9 BRFO037 61,9 BRF044 288,4
BRFO17 147,4 BRF024 5,0 BRF031 28,1 BRFO038 63,6 BRFO045 117,4
BRFO018 94,3 BRF025 5,0 BRF032 8,0 BRFO039 62,1 BRFO046 62,0
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Tabela 3 - Massas (mg) dos extratos do meio liquido dos furgj@E047-BRF094 isolados dos sediemtos da praia do
Pecém.

Linhagem Massa Linhagem Massa Linhagem Massa Linhagem Massa Linhagem Massa

BRF047 4,80 BRF057 14,40 BRFO067 2,80 BRFO77 2,10 BRFO087 53,40
BRF048 17,1 BRFO058 14,50 BRFO068 3,50 BRFO078 21,40 BRF088 20,20
BRF049 80,5 BRF059 453 BRF069 15,70 BRFO079 37,60 BRF089 61,60
BRF050 5,10 BRFO060 39,60 BRFO070 5,00 BRF080 18,60 BRF090 70,00
BRFO051 53,20 BRF061 19,20 BRFO071 28,80 BRF081 10,80 BRF091 14,10
BRF052 75,90 BRF062 50,10 BRF072 6,00 BRF082 33,20 BRF092 74,30
BRFO053 74,5 BRF063 3,50 BRFO073 7,00 BRFO083 2,30 BRF093 22,80
BRF054 500 BRF064 6,20 BRF074 38,80 BRF084 18,00 BRF094 13,00
BRF055 47,60 BRF065 5,40 BRFO075 4,50 BRF085 11,30

BRF056 33,20 BRF066 4,10 BRF076 6,30 BRFO086 1,50

Todos os extratos foram analisados por atmgrafia em camada delgada analitica
(CCDA) (Figura40 eFigura4l, p.81), empregandse luz ultravioleta (254 e/ou 365 nm)
como visualizador e solugéo de vanilina com HZEBOH como revelador.

Figura 40. Fotografia das placasomatogréaficas (gel de silica) oriundas da eluigdo dos extratos dos BREO22BRF046
isolados dos sedimentos da praia do Mucuripe. A) Revelagdo sob lampada ultravioleta (365 nm). B) Revelacdo em solugédo de
vanilina com HCIQ/EtOH. Eluente: AcCOEt/Hexan8:2.B =branco (meio de cultura).
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Figura 41 Fotografiadas placas cromatograficas (gel de silica) oriundas da elui¢cdo dos extratos doBRFQGHEBRF094
isolados de sedimentos da praia do Pecém. A) Revelacaarsphda de ultravioleta (254 nm). B) Revelagdo em solugdo de
vanilina com HCIQ/EtOH. Eluente: AcOEt/hexano 8:2.

A atividade citotoxica dos extratos foi avaliaisavitro frente a linhagende células
cancerigenas HGT16 (c6lon)(ltem6.7, p. 24) e osresultados obtidos estao apresentados nas
Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Percentualde inibigdo do crescimento celular dos exsaf60 pgmL) dos fungosBRF012-BRF046 frente a
linhagem tumoraHCT-116, avaliado pelo ensaio do MTT, R2A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Amostra % Inibicdo Amostra % Inibicdo Amostra % Inibicdo
BRF012 16,46 BRF024 21,78 BRF036 1,16
BRF013 82,49 BRF025 7,17 BRFO037 5,64
BRF014 78,55 BRF026 8,81 BRFO038 12,03
BRF015 37,02 BRF027 27,1 BRF039 15,73
BRF016 33,53 BRF028 0,00 BRF040 22,18
BRF017 33,47 BRF029 4,15 BRF041 1,85
BRF018 18,47 BRFO030 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 BRFO033 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 inibicdo do crescimento celular dos extratos (50 pg/mL) dos BREG=7-BRF094 frente a
linhagem tumoral HCTL16, avaliado pelo ensaio do MTT, R2A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Amostra % Inibicdo Amostra % Inibicdo Amostra % Inibic@o

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
BRFO050 23,09 BRF067 93,37 BRF084 30,32
BRFO051 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
BRFO055 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
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BRFO058 30,39 BRFQO75 82,55 BRFQ092 25,12

BRF059 59,99 BRF076 44,94 BRF093 16,54
BRF060 99,87 BRFO77 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 @ extratosdos fungosdo Mucuripe, adinhagens BRF013 BRF014, BRF019,
BRF030 e BRF031 apresentaram valores de inibicdd&’5 %. Dentre os isolados do Pecém,
vinte e umdinhagens apresentaranalores de inibicde 75%6: BRF052, BRF053 BRF055
BRF056 BRFO057, BRF060 BRF061, BRF063 BRF067, BRF068 BRF070, BRF0O71,
BRF073 BRF074, BRFO75, BRFO77 BRF079 BRF082, BRF083 BRF087 e BRF088. As
linhagens BRFO79 e BRF082 apresentaram senh@inca quanto ao perfiromatografico
(Figura 41, p. 8lLe quanto a morfologiéFigura 39, p.75), 0 que, associado a semelhanca dos
valores de inibicao, constitui um indicativo de que as tinhagens sejam da mesma espécie.
Tal fato foi posteriormenteonifirmado pela identificacdo filogenética dediabagens como
pertencendo a mesma espécie de fungo (ltem 588).p.

Os extratos com altos valores de inibi¢&o75 %), foram bioensaiados frente a mesma
linhagem de células tumorais (HEIIL6) para a detminacdo daoncentracao inibitérinédia

(ICs0 - 50 ng/mL). Osresultados estéo descritosiiabelas e 7.

Tabela 6 - Determinagdo déCs, (ig/mL) dos extratos mais ativos dos isolados do Mucuriggte a linhagem tumoral HET
116 Os valores déCs e 0s respeaivos intervalos de confiagaC( 95%) foram obitdos por regresséo #i@ear utilizando o

software GraphPad Prism 5(Intuitive Software for Scienc&an Diego, CA)A doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo.

Amostra IC50(Cl 95%)
BRF013 33,89 @6,261 43,74)
BRF019 8,04 6,861 9,43
BRF030 23,32 0,481 5734)
BRF031 22,55 (5,991 3180)

Doxorrubicina 0,47 (0,15 1,44)

Tabela 7 - Determinacéo diCs (Lg/mL) dos extratos mia ativos dos isolados do Pecéente & linhagem tumoral HET16.
Os valores ddCs, e 0s respéivos intervalos de confiagcaC( 95%) foram obitdos por regresséo #i@ear utilizando o
software GraphPad Prism 5(ntuitive Software for Scienc&an Dieg, CA). A doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo.

Amostra ICs0 (Cl 95%) Amostra IC50 (Cl 95%)
BRF052 33,05 (24461 44,66) BRFO071 7,90(6,461 9,66)
BRF053 11,28 (6887 1848) BRFO073 0,67 (0457 0,99)
BRF055 16,67(13,901 20,00) BRF074 0,95(0,6071 1,52
BRF056 7,83 (5917 10,37) BRF075 29,11 (22,02 3848)
BRF057 > 50,0 BRFO77 24,01 (188971 3051)
BRF060 16,71 (11,05 2525) BRF079 0,06(0,05- 0,08)
BRF061 1,467 (1137 1,89) BRF082 0,42 (9327 0,53)
BRF063 14,85 (12,06 1830) BRFO083 35,52 (26,62 4740)
BRF067 15,39 (11,29 2098) BRF087 4,71(3,8371 5,80
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BRF068 18,31(13,351 2512) BRF088 4,89 (3,47 6,89
BRFO070 1,33 (0777 2,27) Doxorrubicina 0,47 (0,15 1,44)

Como se pode observatentre os isolados do Mucpe, o extratode BRF019 foi o
mais ativo [Cso = 8,04ng/mL), seguido dos extratos @&RF030e BRF031, que apresentaram
valores ddCso semelhantes (23,32 e 22,68/mL, respectivamente), e do extratoBIRF013
(ICs0 = 33,89ng/mL). A partir desses resuttas, aslinhagens BRF019 e BRF030foram
selecionadas para crescimento em grande escala e fracionamento bioguiado dos extratos, senc
esta Ultima relatada por Saraigd al, 2014. Posteriormente, uma identificacdo morfoldgica
sugeriu queBRF013 e BRF019 petenceriam a espéciaspergillus terreusenquanto uma
identificacdo molecular classificou #nhagem BRF030 como pertencente a espécie
Penicilliumrubens* e confirmouBRF019 comoA. terreus(ltem 5.4, p83).

Dentre os isolados do Pecémishagemmais aiva foi a BRFO79 (ICso = 0,07),
seguida ddBRF082 (ICso = 0,42). Corroborando os indicios de semelhanca entre estas duas
linhagens (Item 5.3, p. 9), a identificagédo filogenética das mesmas concluiu que as duas
pertencem a mesma espéci@ichotomomyces gai (Item 5.4, p.83). A partir desses
resultados, inhagemBRF082 (mesma espécie d&RF079) foi selecionada para crescimento
em grande escala e fracionamento bioguiado de seus extratos. A escBREFQ@E2 em
detrimento ddBBRF079 se justifica devido pequena quantidade de extrato bruto (400,00 mg)
obtida do cultivo desta ultima em grande escala (15 L), inviabilizando o processo de isolamento
de metabdlitos secundarios. Outliabagens oriundas dos sedimentos do Pecém apresentaram
altos valores deCso, e estdo sendo estudadas. Thnhagens ja foram submetidas a
identificacdo morfolégica, sendo el&RF053 (Paecilomyces splCso = 11,28), BRF056
(Penicillium rugulosum 1Cso = 7,83),BRF061 (Acremonium strictumlCso = 1,47),BRF070
(Penicillium expasum ICso = 1,33),BRF073 (Pseudallescheria boydliilCso = 0,67),BRF074
(Aspergillus niger ICso = 0,96), BRF0O87 (N&o identificado;1Cso = 4,72) e BRF088
(Penicillium citrinum 1Cso= 4,90).

5.4 Identificacao filogenética dadinhagems mais ativas

As linhagens de fungos submetidas a fracionamento bioguiado de seus extratos,
BRF019e BRF082 e tambénBRF079, foram submetidas a identificacdo morfolégsemuida

14 A identificacdo filogenética leva a classificaco irieqoa da espécie, ao passo que a identificacdo morfoldgica
ndo apresenta total confiabilidade, levando muitas vezes apenas ao género éN\AANZRO8).
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de identificacdofilogenéticd®. A identificacdo morfologica levou & identificacdo destas
linhagens como senddspergilluscf. terreus (BRF019 e cf. Eurotium sp'®. (BRF079 e
BRF082 (KLICH, 2002). Posteriormente, foi realizada a analise filogenética segundo os
métodos Neighbor Joininge de Inferéncia Filogenéti®ayesiana (Item 6.6.1, p42). Paraos

dois métodosas arvores geradas agrupam@RIF019 aos isolados de referéncia Aspergillus
terreus (Figura42 eFigura43, p. 85, e BRF079 e BRF082 (Figuras 44 e 45, #85), aos
isolados de referéncia @@chotomomyces cejpii

Figura 42. Arvore gerada paf@aRF019 pelo métodd\eighbor Joining
100 Asperdillus terreus NRRL 1913

81 Aspergillus terreus NRRL 260
Aspergillus terreus NRRL 680

3 BRF 019 (CML 2529)

96 Aspergillus pseudoterreus NRRL 4017

| Aspergillus neoafricanus NRRL 2399

64

99

Aspergillus neoafricanus NRRL 4609
| Aspergillus terreus NRRL 255
Aspergillus alabamensis NRRL 29810
Aspergillus aureoterreus NRRL 1923

98

100 — Aspergillus neoindicus NRRL 6134
100 — Aspergillus allahabadiiNRRL 4101
99 — Aspergillus allahabadiiNRRL 4539
| 86 Aspergillus carneus NRRL 298

Aspergillus carneus NRRL 527

100 IAspergiIIus niveus NRRL 1955

15 A prévia identificacdo morfoldgica facilita o processo de identificacdo filogenética. O primeiezéonm
resultado de menor confiabilidade para a espécie, mas que serve, todavia, como norteador, no momento de
comparacdo da sequéncia genética da espécie que se quer determinar com as sequéncia genéticas de outl
espécies de referéncia (WIESEal, 2011).

16 Fase sexuada de alguma espéciaspergillus(VARGA et al., 2007).
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Figura 43. Arvore gerada pafBRF019segundo o método de Inferéncia Filogenética Bayesiana.

100% Aspergillus terreus NRRL 1913
81“\\ Aspergillus terreus NRRL 260

Aspergillus neoafricanus NRRL 2399

1o0 Aspergillus neoafricanus NRRL 4609

59 Aspergillus terreus NRRL 255

— Aspergillus pseudoterreus NRRL 4017

100- 100 _
Hmw_[ Aspergillus terreus NRRL 680

100

Aspergillus terreus BRF 019 (CML 2529)

— Aspergillus alabamensis NRRL 29810
Aspergillus aureoterreus NRRL 1923

Figura 44. Arvore gerada paBRF082pelo métodd\leighbor Joining

Dichotomomyces cejpiiNRRL 26981
Dichotomomyces cejpiiNRRL 5183

97
Dichotomomyces cejpiiNRRL 26980

100 || BRF 082 (CML 2531)

BRF 079 (CML 2530)
— Dichotomomyces cejpiiCBS 157.66

98  E— Aspergillus clavatonanicus NRRL 4741

77

| S Aspergillus longivesica NRRL 5215
100 I Neocarpenteles acanthosporum CBS 558.71

100

I Neocarpenteles acanthosporum NRRL 5293
Aspergillus clavatus NRRL 2

88
72 Aspergillus clavatus NRRL 2254

Aspergillus clavatus NRRL 8
100 |- Aspergillus clavatus NRRL 4097
66 Aspergillus clavatus NRRL 1
Aspergillus clavatus NRRL 5811

Figura 45.Arvore gerada parBRF082segundo o método de Inferéncia Filogenética Bayesiana.

Dichotomomyces cejpii BRF 079 (CML 2530)
Dichotomomyces cejpii BRF 082 (CML 2531)
100 Dichotomomyces cejpii CBS 157.66

100

Dichotomomyces cejpii NRRL 26980
Dichotomomyces cejpii NRRL 26981

Dichotomomyces cejpii NRRL 5183

100 Aspergillus fumigatus NRRL 163

100 Neosartorya fischeri NRRL 181

Neosartorya pseudofischeri NRRL 20748
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5.5 Otimizacdo do cultivo de BRF019 (A. terreu§ para a producdo de metabdlitos

secundarios com atividadesitotoxica

5.5.1 Otimizag&o do periodo de cultiveem meio liquido BD com &dgua do mar sintética

A linhagemBRF019 (A. terreu$, isoladade sedimentos da praia do Mucurigei
cultivadaem meioliquido BD com agua do mar sintética porl4, 21,28, 35 e42 dias, sob
condicdo estéticalttm 6.8.1, p.245). Ao final de cada periodo de cultivo, micélio foi
separado do meide cultura por filtracdo a vacuo, seco em estufa, pesado e descartadm
liquido foi submetido a particdo liquidiiquido com AcOEt. As massas @s extratos e da
biomassa, extraidos a cada sete dias§o demonstradas mabela8. O grafico da Figura 46
mostra a variagédo das quantidades de biomassa obtidas ao longo deste estudo.

Tabela 8 - Massas dos extrataa linhagemBRF019 (A. terreug obtidos apds 7, 14, 21, 28, 35 e diasde cultivo emmeio
liqguidoBD com agua do mar sintética.

Periodode  Massa do extrato do Biomassa Massa do
cultivo (dias) ~ meio liquido (mg) (mg) 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 biomasdalinhagemBRF019 (A. terreug obtidas apds 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de cultivo em

meio liquido BD comagua do mar sintética.
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Pelas massas dos extrafmeparados erdiferentes dias de cultivo, péde observar

gue o fungo manteve uma taxa crescente de aumento até o 28pbdia, qualobservase um

decréscimo da massa do extrato. Esse padrdo de mpeaelacdo a biomassa. Essa variacao

pode ser explicada admiting® que nos primeiros dias de cultivo ha uma abundancia de

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

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

diminua. Geralmente, é nesse momento que ocorre a maior producdo de metabdlitos

secundarios, devido ao estresse a guecoo-organismaee submetidoRUIZ et al, 2010.
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5.5.2 Atividade citotdxica das fra¢cdes do cultivo em meio liquido BD com agua do mar
sintética

As fracdes do cultivo emmeio liquido BD com agua do mar sintética por 7, 14281,
35 e 42 dias tiveram suas atividades citotoxicas avaliagate a linhagem de célula tumoral

HCT-116 (célon) [tem 6.7, p. 24), e os resultados estdo apresentaddsabala9.
Tabela 9 - Determinacaalainibicdo do crescimento celular dos extratos (50 pg/ade.7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de cultivo

deBRF019(Aspergillus terreusfrentea linhagem tumoral HGL16, avaliada pelo ensaio do MTT, R2A doxorrubicina foi
utilizada como controle positivo.

Tempo (dias) % Inibicdo

7 63,28
14 88,50
21 9,82
28 9528
35 59,16
42 4169
Doxorrubicina 100,00

Foi possivel observar que a atdi@de citotdxica aumenta com o tempo de cultivo até o
28 © dia e depois decai no 35 ° dia. Assim, a fracdo mais ativa foi aquela obtida no cultivo por
28 dias.

Apesar de se ter observado a maior atividade citotoxica no 28 ° dia de cultivo, foi
pequena a didrenca entre o 14 ° e 28 ° dias. Desta forma, o 14 ° dia foi considerado o mais

viavel para o cultivo em grande escala.
5.5.3 Primeiro cultivo em grande escala de BRFO1@\(terreug

A linhagemBRFO019 (A. terreug foi cultivada emmeio liquido BD com agudo mar
sintétia em grande escala (6 litrag)b condicao estati¢dtem6.9, p. 26). Ao final de 14 dias
de cultivg separotse 0 micélio do meio liquido por filtracdo a vacuo em ambiente eSdéril
micélio foi descartado e o meio liquidubmetido a péicdo liquideliquido com AcOEt,
obtendese 5,64 g de extrato bruto do meio liquido. Este foi submetidsta citotoxico frente
a linhagem de célula tumoral HCT16 (colon) e apresentou percentual de inibicdo de
crescimento em uma concentracdo Unicd@eg/mL de 68,00%, valor divergente do obtido

para o ensaio preliminar (95,48%).
5.5.3.1Fracionamento cromatograficodo extrato bruto de BRF019 A. terreus

O extrato bruto deBRF019 (A. terreug foi submeido a purificacdo em colun@18
empregandese ©omo eluentes p0100%; HO/MeOH 8:2; HO/MeOH 6:4; HO/MeOH 1:1;
MeOH/H,O 7:3; MeOH/HO 8:2; MeOH/HO 9:1 e MeOH 100%. As massas dessas fracOes
estdo descritas neabelalO, p. 88
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Tabela 10 7 Massase percentual de inibicdo do c@mento celular (50 pg/mbLjlas fracdesoriundas dofracionamento
cromatografico do extrato bruto 8RF019(A. terreug frente a linhagem tumoral HET16, avaliado pelo ensaio do MTT, 72
h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Siglas Amostras Massas (mg) Rendimento (%) % Inibigéo
H,O 100% 1 2290,0 40,60 97,50
H,O/MeOH 8:2 2 25,7 0,46 99,00
H,O/MeOH 6:4 3 24,2 0,42 60,80
H,O/MeOH1:1 4 12,2 0,20 92,50
MeOH/H,0 7:3 5 104,7 0,22 32,25
MeOH/H,0 8:2 6 59,1 1,85 96,00
MeOH/H,0 9:1 7 72,2 128 100,00
MeOH 100% 8 174,9 3,10 100,00
Doxorrubicina - - - 100,00

As fragbes com maiores atividades citotoxicas correspondem as amostras 1, 2, 4, 6, 7 e
8. Dentre estas, as amostrasH@ 100%)e 8 (MeOH 100%)foram as que apresentaram
massa suficiele para fracionamento cromatografico bioguiado. Entretanto, a analise da
amostra 8 enCLAE analiticomostrou uma mistura complexa de sinais ndo resolviveis. Dessa
forma, somente a amostra 1 foi fracionada.

Todas as amostras foram analisadas por CCDAsaakltadas com luz UV nos
comprimentos de onda 254 e 365 nm. A amostra,D (E00%) apresentou trés manchas com
R:s bastante distintos, denominadas A, B e Figira 4). Desta forma, esta amostra foi
submetida a cromatografia em coluna (Item 6.9.1, p6),24btendese trés fracoes,

correspondentes as manchas A, B e C, cujas massas e atividades citotoxicas estdo na Tabela 1

Figura 47. Fotografia das placas cromatogréfices amostras obtidas do fracionamento em cartucho deGli&do extrato
do cultivo em grande escala BRF019 (A. terreug. Revelagdo sob lampada diravioleta A) 365 nm B) 254 nm. Eluente:
AcOEt/hexano 8:2.

254 nm

Tabela 11 - Massase percentual de inibicdo do crescimento cele® pg/mL) das fracdeobtidas da cromatografia em
coluna da amostrd,O 100%,do extrato dBRFO19(A. terrews) frente a linhagem tumoral HET16, avaliado pelo ensaio do
MTT, 72 h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Fracéo Massas (mg) Rendimento (%) % Inibicao

A 266,4 11,6 59,50

B 1113,0 48,6 95,00

C 524,7 22,9 100,00
Doxorrubicina - - 100,00
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A fragcdo A, embora ndo tenha apresentado atividade citotdxica relevante (> 75%),
apresentou boa massa e e picos bem resolvidos no cromadogbiido por CLAE analitico.
Sendo assim, esta foi submetida a fracionamento por CLAE (Iltem 6.9.4)p. 24

A fracdo B constituise praticamente de uma Unica substancia, a qual foi chamada de
BRF0191, tendo sido apenas purificada por meio de cromatiageafi coluna dgel de silica
Esta substancia também foi identificada por RMN(Figura 8) como sendo o constituinte
majoritario da amostra 3eOH/H,O 7:3, Tabela 10p. 89.

Figura 48. Espectro de RMNle *H (CD;OD, 300 MHz)daamostra 5 (MeOH/bD 7:3.
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A fracdo C foi analisada e cromatografada por meio de CLAE, porém, nenhuma
tentativa de separacéo foi besmcedida (Item 6.9.6, p. 2}

5.5.3.2 Determinacaastrutural de BRF019-1

BRF019-1 foi obtida como um soélido brancaistalino em forma de agulhas, sollvel
em metanol. Seu espectro de massas, obtido por impacto elet(&igoma 52, p. 93),
apresentou pico do ion molecular comzigual a 154 DaltonsO espectro de massas de alta
resolucAoEMAR-IES deste compost@Figura 54, p. 94), no modo positivo, exibiu ions

correspondentea molécula comaduto dehidrogénio [M + H]* em m/z 155,07 (m/z
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calculado 155,0703, erro = 1,93 ppm), e com aduto de §éidioNa]” emm/z177,0517 (n/z
calculadol77,0522, erro =2,82 ppm) os quds aponarama férmula molecular §4,003 (IDH
4).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravernfgipora 53, p. RB)
conduziu a identificacdo dos seguintes grupos funcionais: Duas hidroxilas, sendo uma livre em
3391 cnt, e uma com ligcéo de hidrogénio inter ou intramolecular devido & banda um pouco
mais larga em 3188 chncarbonila conjugada, evidenciada pela absorcdo em 1630gcupo
vinila transi dissubstituido, evidenciado pela absorcdo em 1081,36 dewido as vibracdes
dedeformacé&o angular fora do plano.

O espectro de RMNde 'H (CDs;OD, 300MHz) (Figura 55, p. %) de BRF019-1
apresentowito sinais. Destes, trés forarnrrespondentes a hidrogénimiefinicos emi 6,00
(s,1H), G 6,44(d,J=17,0Hz, 1H) el 88 (Dq, J=17,0 e 6,0Hz, 1H), sendo estes dois
altimos em posicadrans um em relacdo ao outrdyfns = 17 Hz). Observoge também sinal
referente a hidrogénios de grupo metilan €3 (d1J,=6,0 Hz, 3) o quepodese sugerir que
estejam sob efeito ddesblindagemNo mapa de contornade correlacdo homonucletd-'H
COSY (Figura 57, p.®, observotse acoplamento entre o sinal @m93 (d, J=6,0 Hz, 3H) e
os sinais emi 6,44 (d, J = 17,0Hz, 1H) el 6,83 (Dqg, J = 17,0 e 6,0Hz, 1H). Foram
observados dois sinais carcateristideshidrogénis ligados a carbonos oxigenadesn 4,08
(d,J=3,0Hz, 1H)ed 8(d,8 =3,0Hz, 1H). O mesmo valor dé desses dois sinais sugere
gue os mesmos estejam aleowlo entre si, fato confirmado pelo espectro COSY. Estes sinais
mostram que a substancia possui um sistema AMX e sugerem, claramente, a presenca do
fragmentos A €8 mostrados na Figura 49, p..9 hidrogénio olefinico em 6,00 encontrae
isoladg ndosendo observado nenhum acoplamento dele no espectro del&MN

O espectro de RMNle **C-BB (CDsOD, 75MHz) (Figura56, p. $) de BRF019-1
apresentowito linhas espectrais. Sua anélise juntamente cespectro de RMNe*C-DEPT
135 (Figura 56, p. 8) permitiu atribuiros sinais enti 126,03,l 126,53 €li 142,03 a carbonos
sif, e as absorcdes din?8,22 eli 82,51 a carbonosploxigenados. Os i nai s 0®en @ 1
205,77 foram atribuidos a um carbosg quat ern§ri o e a wumai car |
insaturada, respectivament@ sind emt 19,63 foi atribuido a um carbono metilico ligado a
carbonosp’.

O experimento bidimensional de correlacdo heteronuti¢afC, HSQC Figura58, p.

98) deBRF019-1 permitiu correlacionar os sinais dos carbonosid@,63,0 78,22,0 82,51,
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126,03 U 126,53 eli 142,03 aos seus respectivos atomos de hidrogénio 283, U 4,68, U
4,08,16,00,0 6,43 eli 6,83.

A substancia em questdo possui trés carbepd® que sugere a presenca de duas
ligagdes duplas, além da carbonila relativa ao sinal éyv2ptotalizando trés duplas ligacdes.
O IDH 4 leva a sugerir eBRF019-1 a presenca de um ciclo, compativel com um anel de
cinco membros com uma instauracdo e uma carbonila ligada a ele, conforma mostr

fragmento C (Figura 49)

Figura 49. Fragmentos presentes 8RF0191
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O experimento bidimensional de correlagcdo heterocuclear a longa distancia, HMBC
(Figura59, p. ®) permitiu verificar correlaces heteronucleares a longa distddgia (O 2 ) .
Os acoplamentos observadagreo sinal do hidrogénio emn6,00 e os sinais de carbono &m
78,22,082,51,0 126,030 126,53 €l 205,77 evidenciaram a ligacao entre os fragmentos A, B
e C (Figura 49). Suponese maior probabilidade de ocorrénd@acoplamentos do tiga e 3J,

0 acoplamento entre o hidrogénio €n6,00 e o carbono e 126,03 leva a conexdo dos
fragmentos A e C através do carbono vizinho ao carbond &26,53. A correlacdo entre o
hidrogénio emti 4,68 e o carbono em 126,03,permite etabelecer a posicdo de conexdo
entre os fragmentos B e C. Com esses dados, foi possivel propor uma estrutBRAGAA1
(Figura 50).

Figura 50. Proposta estrutural paB&rF019-1.

205,77 6,00

19,63CHs
1,93
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Os dados espectszoOpicos discutidos sdo compativeis com a estrutdeatrans
2(R),3(9)-dihidroxi -4 i propenilciclopentd-enona conhecida como terreindd8, Figura 31, p.
64). A terreina é um conhecido metabdlito fungico e foi obtida pela primeira vez 3 d®
espécieA. terreus (RAISTRICK et al, 1935). A comparacdo dos dados espectroscopicos de
RMN'H e *C deBRF019-1 com os relatados na literatura para a terreina (NAG &, 2012)
(Tabela 12 corroboram a estrutura proposta anteriormente e permtepor a estruturénal
mostrada na Figura 51

Tabela 12. Comparacéo dos dados de RM&MH ede*C deBRF019-1 com os da terreina (NAGI£t al, 2012).

BRF019-1 (CD;OD, 300MHz) Terreina (CD;0OD, 300MHz) (NAGIA et al, 2012)

C RMN G RMN U
13C ]_H 13C 1H

1 205,77 205,6
2 82,5 4,08(d,J=3,0Hz, 1H, H2) 82,4 4,67 (dJ=2,4Hz, 1H, H2),
3 78,2 468 (d,J=3,0Hz1H, H3) 78,1 4,07(d,J=2,7 Hz, 1H, H3)
4 171,® 170,8
5 12603 6,00 (s, 1H, b) 126,4 5,9 (s, 1H, H5)
6 12653 6,43(d,J=17,0 Hz, 1H, b) 125,9 6,42(dd,J= 15,8, 1,1 Hz, 1H, )
7 142,03 6,83 @dg,J=17,0 e 6,0 HZ1H, H-7) 141,8 6,82 (dddJ=137, 8,9, 68 Hz, 1H, H7)
8 19,63 1,93(d,J=6,0 Hz, 3H, 8CH3) 19,5 1,97(dd,J=6,8, 1,4 Hz, 3H, &€H3)

Figura 51. Estruturgproposta par8RF019-1 apds comparacdo com dados da literatura

A terreina jA foi obtida dos géneros fungicAspergillus Penicillium Phoma e
Pestabtiopsis (Al TRABOLSY et al, 2014) e ha relatos de diversas atividades biologicas
atribuidas a mesma. Podemos destacar as atividades antimicr@diEvASI| et al, 2010),
antiproliferativa(ARAKAWA et al, 2008;LEE et al, 201Q LIAO et al, 2012 PARK ¢t al.,
2009), inibitéria do crescimento de planta2HATTANAWASIN 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 eletr@iRie0dS 1.
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Figura 54. Espectro de massas de alta resolucdo EMAR/IESRI019-1.
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Figura 55. Espeato de RMNde de'H deBRF019-1 (CD;OD, 300MHz).
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Figura 56. Espectro de RMNle °*C e RMNde **C- DEPT 135°deBRF019-1 (CD;0OD, 75MH?z)..
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gura 57. Mapa de contornoSOSY deBRF019-1.
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Figura 58. Mapa de contornodSQCde BRF019-1.
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Figura 59. Mapa de contornodMBC deBRF019-1.
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5.5.3.3 Fracionamentada Fragao A

A fracdo A (266,4 mg) (Tabela 11, B8 foi submetida a fracionamento
cromatografico através de CLAE. Foram colesdez fracdescorrespondentes aos picos
apresentados no cromatograda Figura60. Dentre estes, apenas o correspondente ao
composto com tempo de retencdo 10,47 minutos @i@presentoise como uma substancia
pura (101,9 mg, 38,52 %), e foi codificado coBBF019-2. Essa amostra foi submetida a
experimentos de RMN uni e bidimensionais, EMAES e |V para a sua elucidagaoresiral.

Figura 60. Cromatograma da Fracdo A
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5.5.3.4 Determinacédo estrutural de BRF012

BRF019-2 foi obtido comoum sélido amareloamorfo e solivel em metanolSeu
espectro de massas de alta resolugdgura 67, p 106) no modo positivo, exibiu o ion
correspondent@& molécula com adutde sédio [M + NaJ, emm/z 447,188 (m/z calculado
447,1414, errel,34 ppm), aud aponbua férmula molecular £H,40; (IDH 13).

A andlise doseuespectro de absorcdo na regidoirdoavermelho(Figura 68, p. 10)
permitiu observar uma banda larga em 3309'crelativa a estiramento de hidroxila com
ligacdo de hidrogénio inteou intramolecular. A banda em 1729 troi atribuida a uma
carbonila de éster conjugada. As absorcéms 1608, 1517 e 1436 ¢msdo devidas as
estiramentos C=C de aromatico. As bandas em 1251 e em 1178camespondem a
estiramentos €©. As absorcdes em 1034 e 836-tmse devem a dobramentosHCfora do
plano de alcenos trissubstituidos.

O espectro de RMNle *H (CDs;OD, 300MH32 (Figura 69, p. 18) apresentotsinais
para vinte e um hidrogénios Os si nai sJ=0HzR2 H , @7 UJ=9,0%8 ( d,
2H) foram atribuidos a um sistema aromafieoa-substituido do tipo £8.. Os sinai s
6,42 (dJ=3,0Hz1 H) , 0J690H21K)X, e U J®69035e q0ddlH)foram

atribuidos a um outro sistema aromatico, do tipo ABMo-di-s u b st i t u2 do. O si
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(t, J= 6,0 Hz,1H), foi atribuido a um hidrogénio vinilico vizinho a um metileno, cujo sinal foi
atribuido como sendo dupletoe m 4 3J=06® HZ, 2H). Csimpletoem 4 3, 77 ( 3
atribuido a uma metoxila. Os dalsplets par ci al ment e s obXx=€elp® st o:
Hz, 1H) e o dJdu15)0 élz, EH) fotam &ribyidos a(dois hidrogénios geminais
guimicamente diferentes. Os deinpletesemtd 1, 57 (3H) e U0 1,a66 (
duas metilas ligadas a carbosys.

O espectro de RMNle **C - BB (CDs;OD, 75 MHz) (Figura 70, p. 19) apresentou
vinte e duas linhas espectrais. Sua anélise comparativa com o espectro aie BUHDEPT
135 (Figura 70, p. 10) revelou a presenca de duas metilasiem1 7 , 9 O ; uena rietogil& , 0 6
emi 5 3doi® @&rbonosp® metilénicos emi 2 8, 8 2 ; aito cérboBo9 méhicos sy’
em 1560, 116, 76 (dois sinais sobr 8jfpdoisdnais ) ,
sobr epost8)vhze @rbahos fuktBrnarios, sendm oxigenado espbemli 87, 00 ;
otosgfemti 123, 30, U 152 P44 3 3(seddd2Sesiticdalgailadod,
139,8,0 155, 17 ,(sendo edtds HoisAultimos fditos); e doi s car bon?2|
170,54 e U0 171, 75. Desta for ma, um pataes s
substituido, enquanto o outro é um anel fendlico trissubstituido, assimeétrico.

O experimento bidimensional HSQ@igura 72, p. 11) de BRF019-2 permitiu
observar as seguintes correla-ci1ds 9@hte5A; p@a
26, 0/l , 666218 ,B3 ,e08%9 , 0763 , A3, 083 ,e7 1l 50 2850 U
Ucl116, %46, 8712 30, B, eylgPI g6 ,0561;3 00, 5 3,594l 182,55 e
Uy e 6,42.

No mapa de contornoSOSY (Figura 71, p. 110 as principais correlacdes observadas
foram entre o siB8Ba08de bsdsbgadnsodemméat il asc
de hidrogéniooléfni co em U 5, 07, e entre este e o0s
correlagcbes confirmam a presenca de um grupamento prenila na estieitBRF019-2,

mostrado na Figura 61.

Figura 61. Subestrutura A dBRF019-2 contendaum grupamento prenila.

507H
CH31,57

123,68 Y m—_ 17,90
; 28,82

3,08 A 2% Igg 1,66

Observouse também o acoplamento entre sinal de hidrogénio arom@iqumsicao

metaemdi 6, 42 e o sinal de hidrog°nio metil °n
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desta maneira, a posi¢do gaupo prenila no anel aromético. O acoplamento entripketcs

em U 7, 59=09%Hz)confirmagd padrdo pasabstituido do outro anel arométicos

dados espectroscépicos discutidos permitem propor a presenca dos seguintes fragmento:
(Figura 62 na estrutura dBRF019-2:

Figura 62. Fragmentos presentes na estruturBRE019-2.

6,55H

3,08 H2C H

17,90 26,06
157 HC” ) CHy 166

O valor de IDH (13), associado & quantidade de sinais de caspono espectro de
RMN de™*C, sugere queajamais um ciclo e mais uma dupla ligagéo na estrutuBR019-
2. A existéncia de um carborsp’ oxigenado quaternario também corrobora a suposicéo de
mais um ciclo na estrutura citada.

O experimento bidimensional HMBEiguras 73 e 74, p.1R e 113) pemitiu verificar
correlacbedeteronucleares & longa distanihe °J). As correlacées entrestidrogénis em
t 3,08 e o carbono em U 123,68eeleldt6é& @s ol
olefinicoe m U cobrdirghaniatpresenca de ugnupo prenila e permitem localizar, na
estrutura dBRF019-2, este ultimo carbon correlacédo entre os hidrogénios da metoxila em
@4 3,77 e o0 car bon ocormboratragpresehcdaciumcie da ésiier elindidam7 5
a localizacdo deste carbaor®@bservouse também a correlacdo entre os hidrogég@minais
sPbem UleA34, com os car bo,ib3®80g (v1,u5u8 7122®1H)128,61
(sendo estes dois ultimos quaternarmsjue permite conectar o fragmento F aos fragmentos A
e E, e ste ao fragmento C, levando a subestrutura B (Figura 6B803. O acoplamento
observado entre os hidrogénios @n7,59 e o carbono em 128,61 permite determinar as
posi-»es deste e do carbono em u 125, 24, a
(Figura 63, p.103), transformandea em subestrutura C (Figura 64,103. Os acoplamentos
entre o hidrog°nio em U4 6,42 e o carbono e
hidrog°nios em U 6,82 e 0o car bondestesmarhibnod 2 3,

na subestrutura C. Os acoplamentos entre o:¢
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em U0 155, 17, assim como os acoplamentos ent

em 159,41, permitem determinar a posicao dos carlfendscos.
Figura 63. Subestrutura B proposta p&RF019-2.

6,50 H H6.55

377
CHs
171,75 /53,98

B
157 H3C 153 1\ 2606
CHs166

Figura 64. Subestrutura C proposta p&RF019-2.

Por fim, s6 resta uma pgdo de insercdo do fragmento D (Figura 65), levando a

proposta estrutural mostrada na Figura 65.

Figura 65. Proposta estrutural paBdRF019-2.

H 6.50 He55

Os dados especsooOpicosdiscutidos sdo compgeis com a estrutura dé2R)- 4-
hidroxi-3-(3-metllbut-2-enl)benal)-2,5-dihidro-4-hidrox-3-(4-hidroxfenil)-5-oxofuran2-
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carboxlato de metila Tratase do butenolideo conhecido gmtirolactona 1(137) (Figura 33,
p. 66), o qual foi isolado pela primeireez em 1977 da espécie fungiapergillus terreus
(KIRIYAMA et al, 1977).A comparacdo dos dados espectroscépicos de RIMN-C de
BRF019-2 com os relatados na literatura para a butirolactona | (CAgA&., 2005) (Tabela
13), corroboram a estruturagmosta par8RF019-2 (Figura 66).

Figura 66. Estrutura proposta paBRF019-2 com estereoquimiaadados deleslocamentos quimicos B&NH e **C.

Tabela 13. Comparacéo dasados de RMRH e**C deBRF019-2 com os dautirolactona (CAZAR et al, 2005).
Butirolactona | (CDCls, 400 MHz) (CAZAR et al,

BRF019-2 (CD;OD, 300MHz)

2005)
C RMN U RMN Ui
13C 1H 130 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, 38,67 3,58 (d,J = 14,7 Hz, 1H); 3,52 (d] =

J=15,0 Hz, 1H) 14,2 Hz, 1H)
7 171,75 169,91
9 53,98 3,77 (s, 3H) 53,60 3,80 (s, 3H)
16 123,30 122,06
26 130,50 7,59(d,J=9,0 Hz,2H) 12916 7,65 (d,J = 8,8 Hz, 2H)
36 116,76 6,87(d,J=9,0 Hz,2H) 116,09 6,90 (d,J = 8,8 Hz, 2H)
46 159,41 156,98
56 116,76 6,87(d,J=9,0 Hz,2H) 116,09 6,90 (d,J = 8,8 Hz, 2H)
66 130,50 7,59(d,J= 9,0 Hz,2H) 129,16 7,65 (d,J = 8,8 Hz, 2H)
16¢ 12524 124,60
206¢ 132,80 6,42(d,J=3,0 Hz,1H) 131,85 6,51 (d,J=2,0 Hz, 1H)
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306¢ 12941 126,82

46 ¢ 15517 153,16

56 ¢ 115,60 6,50(d,J=9,0 Hz,1H) 115,12 6,52 (d,J=7,8 Hz, 1H)

6 6¢ 129,90 6,55(dd,J=9,0e 6,0 Hz1H) 129,61 6,58 (ddJ=7,8e 2,0 Hz, 1H)
706 ¢ 28,82 3,08(d,J=6,0 Hz, 2H) 28,86 3,12 (d,J=7,3 Hz, 2H)

86 ¢ 123,68 5,07(t,J=6,0 Hz,1H) 121,63 5,08 (il,J= 7,3 Hz, 1H)

96¢ 13314 134,10

10¢ 26,06 1,66 (s, 3H) 25,68 1,65 (s, 3H)

11¢ 17,90 1,57 (s, 3H) 17,17 1,70 (s, 3H)

A butirolactona | € relatada na literatura como agente antilipémico (etAN, 2009;
NUCLEAR et al, 2010), e com atividade antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais,
tais quais colon (PARVATKARt al, 2009), cancer de panese(WADAet al, 1998), cancer
de prostata (SUZUKet al, 1999) e cancer de pulmao (NISHéDal., 1996).

105



Figura 67. Espectro de Massas de Alta ResoluEdAR-IES) deBRF019-2.
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Figura 68. Especto deabsorc¢éo na regido dofiavermelhaleBRF019-2.

978 S, P . -
R N, I fi
a5 | \ /_/" — i) | | . , / | Iﬂw.'\ll || | | ',L’I
— | A | v
/ ' ‘ AN f |
%0 | ' | | | ! [T
\ / |

V] N Jesam |

. ,'ﬂl | | | | .'I I| | |
85 \‘/ || ol | ‘F-l |‘ | | | || |||1 [ s
'R Rl

L R
! I\ |

| | Sl | f
7 ] 33097 | e“ ods | Nt | I

80 | | [

oy
B
oy
@

%I 70 || | l|

i [
&5 | | 1608.61 W

60 |

117344

43.0
T T T T T T T T T T T
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 63

107



Figura 69. Espectro de RMNle'H deBRF0192 (CD;OD, 300 MHz)
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Figura 70. Espectros de RMRNC (CD;0D, 75MHz) e RMN**C-DEPT 135°dBRF019-2.
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Figura 71. Mapa de contornoSOSY deBRF019-2.
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Figura 72. Mapa de contornddSQCdeBRF019-2 e expanséao.

.

oo
>
>

O

(3]
¢
(@)

ppm

111



Figura 73. Mapa de contornddMBC deBRF019-2 e expansao.
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Figura 74. Expans6es dmapa de contornddMBC deBRF019-2.
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5.5.35 Purificagao da Fracéo B

A fracdo B (1,11 gJTabela 11, p. 88 foi purificada por cromatogfia em coluna de

gel de silica, conforme procedimento descrito no item 6.9.5, h.f@hecendo a substancia
BRF019-1 (1,000).

5.5.3.6 Fracionamento da Fracao C

A fracdo C (524,7 mg|Tabela 11, p. 88foi submetida a separac¢do cromatografica por
CLAE, conforme mostra o cromatograma #&&ura 75. Dentre os picos observados, 0s
correspondentes aos tempos de retengédo 6,70 e 7,78 minutos foram coletados e submetidos
analise poressonancia magnética nuclear (RMN), tesdaonstatado que tais fracfes séo

tratavam de substancias puras.

Figura 75. Cromatograma dBrac&oC.
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5.5.3.7 Atividades citotoxicas das substancias isoladas de BRFOXQ {erreus

As substéancias isoladas do primeiro cultivaBiRF019 (A. terreug foram submgdas a

ensaio de atividade citotoxiciaente alinhagem de célula tumoral HCTI16 (cdlon). Os
resultados estao apresentado3 abela 14.

Tabela 14 - Percentual de inibicao de crescimento celular em uma concentragdo Unica del5@ag/kubstancias isoladas do

primeiro cultivo de BRF019 (A. terrews) frente & linhagem tumoral HCTL6, avaliado pelo ensaio do MTT, 72h. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Substéancias Inibicdo (%)
BRF019-1 (terreina) 2995
BRF019-2 (butirolactona 1) 17,14
Doxorrubicina 100,00

O percentual de inibicdo observado para a terregh85%,6 bem menor do que aquele
observado para a sua amostra de origem, a fracdo B (95,00%). Desta forrse paderir
gue a fracdo B possui, além tereina, um ou mais componentes, em menor quantidade,

responsaveis pela atividade citotoxica desta amostra. Vale salientar também que o valor
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deinibicdo da terreina é bastante proximo daquele observado para a amostra 5 (32,25%).
constituida de terreina,astrada na tabelk0, p.88.

5.5.4 Segundo cultivo em grande escala damhagem BRF019 (A. terreus

A Fracdo A da amostra 1 apresentou cromatograma obtido por CLAE analitico com
picos bem resolvidos, além de ba#ividade citotéxica Todavia, s6 foi possél isolar um
constituinte. A fracdo B, assim como as amostrs apresentou atividade citotoxica. No
entanto, as fracdes supracitadas forneceram apenas uma substancia, a qual ndo foi ativa. Des
forma, o alinhagemBRFO019 (A. terreug foi cultivada umasegunda vez, em grande escala,
objetivandese a obtencdo de uma maior quantidade de extrato e um possivel isolamento de
outras substéncias.

BRF019 foi cultivada em12 L de meio liquido BD com agua do mar sintéscd
condicéo estaticdtém 6.10, p. 24). Ao final de 14 dias de cultivaseparotse o micélio do
meio liquido por filtragdo a vacu® miceélio foi descartadce o meio liqguidosubmetido a
particdo liquideliquido comAcOEt Obtevese entdo o extrato bruto do meio liquido Ale
terreus o qual foneceu 1,59 de material. O referido extrato bruto foi submetido a uma
particdo liquideliquido com MeOH 90% e hexano (KJER al, 2010) para um processo de
desengorduramento da amostra. Desse modo, eftedeas fracde88RF019 meio liquido
MeOH 90% (15 g) e BRFO19meio liquido hexano (3,0 mg). fkacdo BRFO19meio liquido
MeOH 90% foisubmetida a teste citotoxico frentdirdhagem de células tumorais HEIL6
para confirmar reprodutibilidade de resultado com a correspondente fracdo da primeira grande
es@la A mesma apresentou percentual de inibicdo de crescimento celular em uma

concentracao Unica &® pug/mL de 57,94 %, valor bastante proximo do primeiro resultado.

5.5.4.1Fracionamento da fragioBRF019meio liquido MeOH 90%

Uma aliquota de 1,5 g da f@&agBRF019 meio liquido MeOH 90% fosubmeida a
purificacdo em cartuch&@18 empregandese como eluentes B 100%; HO/MeOH 8:2;
H,O/MeOH 6:4; HO/MeOH 1:1; MeOH/HO7:3; MeOH/HO 8:2; MeOH/HO 9:1 e MeOH

100%. As massas dessas fracOes estdo descritadaia 5.

Tabela 15. Massase percentual de inibicdo dwescimento celular em uma concentragdo Unica degh@L das amostras
obtidasdo fracionamentaromatogréafico do extrattleOH 90% domeio liqguidode BRF019frente a linhagem taoral HCT
116, avaliado pelo ensaio do MTT, 72h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Siglas Amostras Massas (mg) Rendimento (%) Inibicdo (%)
H,O 100% 1 317,6 21,9 88,00
H,O/MeOH 8:2 2 142,3 9,8 90,79
H,O/MeOH 6:4 3 179,0 12,3 17,20
H,O/MeOH1:1 4 1851 12,8 9,00
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MeOH/H,0 7:3 5 356,1 24,5 55,24
MeOH/H,0 8:2 6 97,7 6,73 0,00
MeOH/H,0 9:1 7 24,7 1,70 74,48
MeOH 100% 8 20,6 1,42 71,12
Doxorrubicina - - - 100,00

As fracdes com maiores atividades citotoxicas foram as amostras héd®sido estas,
portanto, prontamente escolhidas para uma bioprospeccdo de metabdlitos secundérios
Contudo, nao foi possivel criar um método cromatogréafico com uma boa resolucdo dos picos,
inviabilizando o fracionamento das referidas amostras. Em cortdapaevido a consideravel
massa obtida nas amostras 3, 4, 5 e 6, resslwguroceder a uma investigacao quimica destas
fracOes.

Todas as amostras foram analisadas por CCDA e visualizadas com luz UV nos
comprimentos de onda 254 e 365 nm e reveladassodugéo de vanilina em HCYEIOH
(Figura 76).

Figura 76. Fotografia das placas cromatografickss amostras obtidas do fracionamento em cartucho de silicdo@%8ato

do segundo cultivo em grande escal®&019 Revelacdo dmlampada de ultravioletd) 365 nm B) 254 nm; CRevelacdo
em solugédo de vanilina com HCIO4/EtOH. Eluente: AcOEt/hexano 8:2

A maior parte das fracdes obtidas apresentou maiores quantidades de massa gquandc
comparadas as obtidas no primeiro culti@Gbservous e t amb®m wuma mel hor
das massas entre as fracdes. Tal fato pdde ser atribuido a uma melhor separacéo cromatografic
obtida em cartucho de C18 comercial, utilizado neste segundo cultivo em grande escala, em

detrimento da coluna empztada com silica C18 utilizada no primeiro cultivo.

5.5.4.2 Fracionamento dasubfracdo H,O/MeOH 6:4 (amostra 3)

Foram submetidos 179,0 mg dalfragdo H,O/MeOH 6:4 (amostra 3, Tabela 15, p.
115 a separacdo cromatogréafica por meio de CLAE. Foram cole8agioss apresentados no

cromatogramala Figura77, p. 1¥ e cujas mssas estdo na Tabela 16, p..1D&ntre estes,
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apresentararse como substancias isoladas os correspondentes ao compostos com tempo de
retencdo 16,35 minutos (pid® (7,0 mg, 3,9 %), coddéado comoBRF019-3 e 20,81 minutos

(pico 8) (6,60 mg, 3,7%), codificado conBRF019-4. Ambas as amostras foram submetidas as
andlise por RMN, EMARES e IV para a determinacdo de suas estruturas.

Figura 77. Cromatograma da fragdH,0/MeOH 6:4
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Tabela 16. Massas das fragdes coletadas do fracionamentoléts da amostra 3 do cultivitalinhagemBRF019
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 Determinacéo Estrutural de BRF01B

BRF019-3 foi obtida como unsolido branco amorfo e solivel em metar®lespectro
de massas de alta resolucdo dessa molé€iglara82, p.121), no modo positivoexibiu o ion
correspondente a molécula com adutdideogénio[M + H]" emm/z195,0647 fn/zcalculado
195,0652, erro =2,56 ppm), e também o ion correspondente a molécula com aduto de sodio
[M + Na]* emm/z217,0468m/zcalculado217,0471, erro =1,38 ppm), osjuds apontarana
formula molecular €H1004, IDH 6.

A analise do espectro de absorcdo na regido do infravermieigorg 83, p. 22)
permitiu observar umhanda larga, porém, pouco intensa em 3208, ¢celativa a estiranteo
de hidroxila com ligacdo de hidrogénio intramolecular. A banda em 1630écoompativel
com c ar b-oetoéstememd gque pode ocorrer enolizacdo. As absorcfes em 1587 e
1477cmt sdo devidas as estiramentos C=C de aroméawcobanda em 1383cm*® é

caracteristica de deformacdo angular simétrica de matidosorcéo intensa em 12881* é
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compativel com deformacgéo axial deQCde éster ou lactona (estirament@C(G0)0), assim
como a absorcdo em 1168i'(estiramento &C-C).

O espectro de RMNle 'H (CD;OD, 300MHz) (Figura 84, p. 23) apresentoisinais
para oito hidrogénios. Os sinais an6,21 (s, 1H) €l 6,20 (s, 1H) foram atribuidos a um
sistema aroméatico 1,3,4i5tetrassubstituido. O sinal ei,66 (tq,J = 5,5 e 6,2 Hz, 1H) foi
atribuido a um hidrogénio ligado a carb@m oxigenado. Os sinais etn2,91 (ddJ= 3,75 e
16,40 Hz, H) 42,81 (dd,J = 10,89 e 16,31 Hz, 1H) foram atribuidos a um par de hidrogénios
metilénicos com efeito de desblindagem. O sinalieh¥6 (d,J = 6,3 Hz, 3H) foi atribuido a
uma metila.

A anélise dos espectrade RMN*C-BB (CDsOD, 75 MHz)e deRMN **C DEPT 135
(Figura 85, p. 12) de BRF019-3 permitiu a verificagdo, naquele, d@ linhas espectraig\
analise danapa de contornddSQC (Figura 87, p. B} permitiu atribuir o sinal ed 171,85 a
uma carbonila de éster; os sinais &@66,40 &1 165,78 a cdyonos aromaticos oxigenados; 0s
sinais emi 143,67 &l 101,62 a carbonos aromaticos ndo hidrogenados; os sinaid @802 e
U1 102,23 a carbonos aromaticos; o sinallew,35 a carbono metinicp’® oxigenado; o sinal
emU 35,67 a carbonep’ metilénico;e o sinal emii 21,00 a carbono metilico.

No mapa de contornoSOSY (igura86, p. 15), foram observadas correlacbes entre
os sinais de hidrogénios am.,46 el 4,65 e entre este e o sinal @r,86.

Os dados espectroscopicos até entdo discutidos perrmitgpor, pardBRF019-3, os

fragmentos mostrados na Figura 78.

Figura 78. Fragmento sugerido pa&rF019 3.
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O mapa de contorno$iMBC (Figura 88, p. 12) permitiu verificar correlacdes
heteronuclegesa longa distanciad e 3J). As correlacdeentre o sinal de hidrogénios metilicos
emu 1,46 e os sinais de carbono &r®5,67 &l 77,35 corroboram a proposicdo do fragmento C
(Figura 78).0s acoplanentos entre os sinais de hidrogénioste?Zi81 el 2,91 e os sinais de
carbono emi 101,62,0 108,02 ell 143,67 sugerem uma conexao entreragrientos A e C,

levando a proposi¢do da subestrutura A, mostrada na Figupa 79
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Figura 79. Subestrutura A pafBRF019-3.

A férmula molecular provavel apontada pelo espectro de massasaderedtlicao
(Figura 82, p. 12)1 C;10H1004, indica a presenca de quatro oxigénios na estrutuBR#®19-3,
assim como absorcdes caracteristicas de hidroxila sao vistas no seu espectro de absorcéo r
regido do infravermelho. O valor de IDH 6 permite feahariclo da subestrutura A (Figura
79), formando um anel lactdénico. Ha também dois carbonos na regido de aroniét g0
e U 165,78, altamente desprotegidos e ndo hidrogenados, caracteristicos de ligacdo com
oxigénio. O acoplamento observado mapade contornodHMBC entre o hidrogénio eri
6,20 e o carbono aromatico ndo hidrogenadaielil,62, permite assinalar a posicao deste e
do outro carbono aromatico ndo hidrogenadd43,67). Tais dados permitem propor, para

BRF019-3, a estrutura mostrada Regura 80.

Figura 80. Proposta estrutural paBirF019-3.

A comparacdo dos dados espectroscopicos de 'RIMN'*C de BRF019-3 com os
relatados na literatura para R) ¢ 6-hidroximeleina (SCHLINGMAM et al, 2002) (Tabela
17, p. 120, corroboram a estrutura proposta p&RF019-3 (Figura 80) e nos permitem
assinalar a configuracdo relativio carbono 3 (Figura 81, p. )20ratase, portanto, da
isocumarinaR)- 3,4i dihidro-6,8 dihidroxii 3i metilisoclomen 1i ona, conhecida com(R)-6i

hidroximeleina ja descrita na literatura desde 1968, quando foi obtida da cultura do fungo
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fitopatogénicoCeratocystisfimbriata (CURTIS, 1968). Ja foi obtida também do fungo
terreus(SHIMADA et al, 2002).

Figura 81. Proposta estrutural com estereoquimica do carbono 3 (obtida por comparacéo dos dados de deslocamento quimico
de RMNH e™*C) e dados de deslocamentos quimicoBRE019-3 (162).

OH O

Tabela 17. Comparagéo dos dados de RMNe**C deBRF019-3 com os ddR) i 6 - hidroximeleing SCHLINGMANN et
al., 2002).

(R) 7 6 - hidroximeleina (CDsOD, 400 MHz)

BRF019:3 (CD;0D, 300 MHz) (SCHLINGMANN et al, 2002

C RMN U RMN Ui
13C 1H 130 1H
171,85 171,69
77,35 4,66(tq,J=5,5 € 6,2 Hz, 1H) 77,18 4,64 (m,J=3,5, 10,9 e 6,3 Hz, 1H)
35,67 2,91 (ddJ=3,75e 16,40 Hz, 1H); 35,51 2,90 (ddJ= 3,5, 16,4 Hz, 1H)2,81
2,81 (ddJ = 10,89 e 16,31 Hz, 1H) (dd,J = 10,9 e 16,4 HZLH)
4a 143,67 143,50
108,02 6,21 (s, 1H) 107,85 6,21 (s, 1H)
166,40 166,26
102,39 6,20 (s, 1H) 102,17 6,19 (s, 1H)
8 6 165,78 165,63
8a 101,62 101,47
3-CH, 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 ResoluEdAR-IES) deBRF019-3.

MSMS: Precursor mfz -—- /+ Base Peak 195.06(2920410)
3000000+
2000000+
1000000
263,1328
E N 408.1013
167 ) MLI48 267 s 3421425 350.0077 370.0302 3001116f, Y70 (874501190
" AL UL S L L L B WL L IR B
200 225 250 275 350 375 400 425 450 475
m'z
MSMS: Precursor miz -——- /- Base Peak 307.048690197)
7
10000000H
1930408
387.1101
174.9650 1924474 1270538 2400410 2680520 28R 8650 320.0244 3601040 3700111 4028846 4250042 4580070 4820427
L L L L U L L L L L L L L I I
175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475
m'z
H
\@
OH O
(@]
® HO
OH o) H
+
C10H1104
M assa exata: 195,0647
o Massa calculada: 195,0652
Erro=-2,56 ppm
Na
® ~®
Na OH 0
HO
(@]
HO
CyoH10NaO,"
M assa exata: 217,0468
Massa calculada: 217,0471
Erro=-1,38ppm

121



Figura 83. Espectro de absor¢éo na regido do infravermel iBRI€019-3.
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Figura 84. Espectro de R de'H (CD;0D, 300 MHz)de BRF019-3 e expansées.
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Figura 85. Espectro de RMNIle*C (CD;0D, 75 MHz)e RMNde**C-DEPT 135° dBRF019-3.
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Figura 86. Mapa de cntornosCOSY deBRF019-3.
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Figura 87. Mapa de contornodSQCde BRF019-3.
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Figura 88. Mapa de contornodMBC deBRF019-3.
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5.5.4.4 Determinagao Estrutural de BRFQ9-4

BRF019-4 foi obtido como um solido amorfo branemarelado, solivel em metanol.
Seuespectro de massas de alta resollRAR-IES (Figura93, p. 13), no modo positivo,
exibiu cs ions correspondents molécula com aduto dddrogénio[M + H]" emm/z357,0986
(m/zcalculado 357,0969, erro = 4,76 ppm) e com aduto de sihdie Na]* emm/z379,0800
(m/zcalculado 379,0788, erro = 3,16 ppm). No modo negativo, exibiu 0 ion correspondente a
molécula com aduto de clorfM + CI]" emm/z391,0590 ih/zcalaulado 391,0590, erro = 0,00
ppm). Tais dados apontaraniérmula molecular H;607, IDH 12.

O espectro de absorcao na regido do infraverméllgur@94, p. B3) apresentou uma
banda larga em 3242 ¢nrelativa a hidroxila. A banda em 1733 ¢rfoi atribuida & uma
cetona de éster conjugada. As bandas em 1608, 1515 e 14B3amndevidas as estiramentos
C=C de aromaticoAs bandas em 1251 e em B’ correspondem a estiramento<OC

O espectro de RMNle '*H (CDs;OD, 300MHz) (Figura %, p. 13!) apresentotsinais
para quinze hidrogénios Os s i AS8(d,sl=&%Mz,@ H) 687 (d)jJ=8,9Hz, 2H)
foram atribuidos a um sistema aromatico garastituido do tipo £8.. Os si ma(d,s em
J=85Hz,2H) ed & (d,5 = 8,5Hz, 2H) foram atribuidos @autro sistema aromatico,
tambémpara-substituido do tipo AB,. O s i B,#(s, 3H),oi airibuido auma metoxila.

O simpletoe m @6 (B1), foi atribuido aum par de hidrogénios metilénicos sob grande efeito
de desprotecéo

O espectro de RMNle **C - BB (CDsOD, 75 MHz) (Figura 96, p. 1%) apresentou
quinze linhas espectrais. Sua andlise comparativa com o espectro ddeRRINDEPT 135
(Figura %, p. 13), e juntamente com mapa de contornddSQC (Figura 8, p. 1), revelou
a presenca de nove carbonos -h@vogenados. Osinais emu 170,44 eu 171,40 foram
atribuidos a carbonila de ést&s sinais enti 159,54,0 157,69 el 139,90 bram atribuidos
dois carbonos aromaticos fendlicos e a um carbspfooxigenado e nabidrogenado,
respectivamente. Os sinais €m24,07,t 125,38 eli 129,40 foram atribuidos a carborss
nao hidrogenados. Os sinais arh32,69,0 130,54,01 116,79 €l 115,73 foram atribuidos a oito
carbonosaroméaticoshidrogenadospertencentes a dois sistemas aromati@ra-substituidos.

Os sinais enii 86,93l 54,@ eti 39,66 foram atribuidos a carbongs sendouma metoxila,
um carbonajuaternario oxigenado, e um carbono metilénico, respectivamente.

No mapa de contornoSOSY (Figura97, p. 13), as principais correlacdes observadas

foram entre os sinais etn7,58e U 6,87 e entre 0s sinais @i 668 el 6,51. Essas correlacfes
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corroboram o padréo de substituigdgB, nos anéis aromaticos. Os dados espectroscépicos ja

discutidos permitem propor os fragmentos mostrados na Figura 89.
Figura 89. Fragmentos propostos p&RF019-4.
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Observouse uma semelhanca entre os espectros e os fragmentBRFIEH 94 e
BRF019-2. A diferenca entre a massa moleculaBiRF019-4 e BRF019-2 foi de 68 unidades,

0 que corresponderaassa de uma unidade prenila, sugerindoBRIE019-4 tenha a estrutura
deBRF019-2 com a cadeia prenila substituida por um hidrogénio. A auséncia da cadeia prenila
na estrutura dBRF019-4 foi corroborada através da comparacdo dos espectros déHR®IN

13C das substancias em questdo. Obsesmunos espectros ®RF0194, a auséncia dos

sinais referentes a duas metilas, ao metileno alélico e ao metino olefinico, todos presentes no:
espectros dBRF019-2, além da presenca, nos espectroBRE0194, de um aitro sistema
aromatico para-substituido, ao invés do sistema assimétrico trissubstituido, presente em
BRF019-2.

O experimento bidimensional HMBEiguras 99 e 1M, p. 138 e 139, respectivamenje
permitiu verificar correlacées a longa distanéike(*J) e confirmar as suposicdes anteriores. A
correlacéo entre o sinal de metoxila @i, 76 e o sinal de carbonila em171,40 confirma a
presenca do fragmento C (Figura 89). As correlacdes entre o sinal de hidrogénios metilénicos
emu 3,46 e os sinais de carb@aromaticos emu 125,38 (naehidrogenado) ei 132,69,
sugerem um anel aromatico ligado a um grupo metileno, permitindo conectar os fragmentos F e
B assinalar a posicao do carbono arh25,38. O sinal erd 3,46 acopla também com os sinais
de carbonos erti 86,93, 129,40 ép ndo hidrogenado) & 171,40, ligando o fragmento F,
através de um atomo de oxigénio, ao fragmento E e levando a proposicdo da subestrutura A
(Figura 90, p. 30). O acoplamento entre os hidrogénios &m58 e o carbono efn129,40,
permite a conexdo entre o fragmento A (Figura 89) e a subestrutura A (Figura 80),p. 1

transformando esta em subestrutura B (Figura 9B@). 1
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Figura 90. Subestruturas propostas pBiRF019-4.

o 54,02CHj 3,76

H6,63 H 6,51 7,58

6,H87 OH B

O valor de IDH 12 associado a existéncia de mais um sinal de carbonila, permite propor
a presenca de um anel lactbnico, atraveés da conexdo do fragmento D (Figura &),&. 12
subestrutura B (Figura 90). Os acoplamentos entre o sinal 6/87 el 124,07, permite
assinalar a posicao deste carbono. Os acoplamentos entre os hidrogéh®82etl 7,58 e 0
carbono enii 159,54, assim como os acoplamentos entre os hidrogénid$ & eli 6,63 e 0
carbono em 157,69, permitem atribuir osldeamentos quimicos dos carbonos fendlicos. Os

dados anteriores permitem propor, PaRF019-4, a estrutura mostrada na Figura 91.

Figura 91. Proposta estrutural paBirRF019-4.

Os dados espectsodpicos apresentadosdo compativeis com a estrutdaa(2R)- 4-
hidroxifenil)-2,5-dihidro-4-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-5-oxofuranr2- carboxlato de metila.
Tratase do butenolideo conhecido por butirolactond 88 (Figura 33, p66), reportado pela
primera vez em 1983 por Arai e colaboradores (ARARI, 1983). A comparacédo dos dados
espectroscopicos de RMN e *C de BRF0194 com os relatados na literatura para a
butirolactona 1l (PARVATKAR, 2011) (Tabela8] p. 131), corroboram a estrutura proposta
paraBRF0194 e permitem assinalar sua estereoquirtfiégura 92, p. 131
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Figura 92. Proposta estrutural com estereoquimica do carbono 2 e dados de deslocamentos quUBRIEDS 3ié.

Tabela 18. Comparacéo dos dados de RN **C deBRF019-4 com os dautirolactona I(PARVATKAR, 2011).

8

HO
130,54 \3,76

9 CH3
54,02

138

BRF0194 (CDsOD, 300MHz)

Butirolactona Il (CDCl3; 400MHz) (PARVATKAR,

2011)
C RMN U RMN i
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] =
14,4 Hz, 1H)
7 171,40 170,0
9 54,02 3,76 (s, 3H) 53,4 3,80 (s, 3H)
16 124,07 124,0
26 130,54 7,58(d,J=8,9Hz, 2H) 131,4 7,61 (d,J=87 Hz, 2H)
36 116,79 6,87(d,J=8,9Hz, 2H) 115,8 6,90 (d,J = 8,7 Hz, 2H)
46 159,54 157,3
56 116,79 6,87d,J=8,9Hz, 2H) 115,8 6,90 (d,J = 8,7 Hz, 2H)
66 130,54 7,58(d,J=8,9Hz, 2H) 131,4 7,61 (d,J=8,7 Hz, 2H)
16¢ 125,38 121,7
206¢ 132,69 6,63(d J=8,5Hz,2H) 129,3 6,68 (d,J = 8,4 Hz, 2H)
36¢ 11573 6,51(d J=8,5Hz, 2H) 114,7 6,57 (d,J = 8,4 Hz, 2H)
46¢ 157,69 155,9
56 ¢ 11573 6,51 (dJ=8,5Hz, 2H) 114,7 6,57 (d,J = 8,4 Hz, 2H)
606¢ 132,69 6,63(d, J=8,5Hz,2H) 1293 6,68 (d,J = 8,4Hz, 2H)

Ha relatos de atividade antioxidante (DE#&Ylal, 2014) e antibacteriana (RA€D al,,

1999) para a butirolactona Il.
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Figura 93. Espectro de massas de alta resol(E3®AR-IES) deBRF019-4.
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Figura 94. Espectro dabsor¢do na regido do infravermelhdBiRF019-4.
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Figura 95. Espectro de RMNe'H (CD;0D, 300 MHz)de BRF019-4.
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Figura 96. Espectro de RMNe*C (CD;0D, 75MHz) e RMNde**C-DEPT 135° dBRF019-4.
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Figura 97. Mapa de contornoSOSY de BRF019-4.
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