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RESUMO

Nesse trabalho foram isoladas 22 cepas de fungos sujeitos & exposi¢cédo
ultravioleta usando prépolis como substrato. No processo de identificacdo
desses micro-organismos chegou-se a género e espécie em 12 casos. Os
fungos isolados foram avaliados quanto a viabilidade de sua utilizagdo em
reagOes de biotransformagéo.

Foram sintetizadas onze substancias com esqueleto clovanico a partir do
oxido de cariofileno. Dentre essas, o 24-metoxiclovan-9«-ol foi utilizado como
substrato para reacdes de biotransformacdo pelos fungos Pestalotiopsis
palustris e Penicillium citrinum, isolados de ambiente exposto a radiacao UV e
pelos fungos Penicillium janczewskii e Penicillium minioluteum, isolados de
solo. Nessas biotransformagfes foram obtidos produtos de hidroxilagéo,
desmetilacdo e rearranjo do esqueleto carbdnico. Os maiores rendimentos
obtidos nessas biotransformacfes ocorreram ao se utilizar P. minioluteum,
tendo sido estudado de forma mais aprofundada o metabolismo de outros
clovanos por esse fungo: 2f-propoxiclovan-9a-ol, 2-pentoxiclovan-9a-ol e 24-
(2-(4-nitrofenoxi)etoxi)clovan-9a-ol. Foi observado que o aumento da cadeia
lateral ligada ao esqueleto clovanico influencia a interacdo do complexo
enzimatico do fungo com essa classe de substrato, ja que apenas o 24-
propoxiclovan-9a-ol foi biotransformado por P. minioluteum. Em outro
experimento, observou-se que a acetilacdo em C-9 do 24-metoxiclovan-9a-ol
impede a biotransformacédo desse composto por esse fungo. Nesse trabalho
também foi realizada a sintese quimioenzimatica do rumfelclovano A pela acéo
do P. minioluteum sobre a (1S,2S,5S,8R)-8,9-seco-8-hidroxi-2-metoxiclovan-9-

lactona, sintetizada pela oxidac&o do 2/-metoxiclovan-9 a-ol.

Os compostos 2f-metoxiclovan-9a-ol, 2p-etoxiclovan-9a-ol, 2/-
propoxiclovan-9a-ol, 2/-butoxiclovan-9a-ol, 2p-pentoxiclovan-9¢-ol, (2S,9R)-2-
metoxiclovano-9,15-diol, clovan-23-9«a-diol, clovan-23-94-diol e o rumfelclovano
A foram avaliados em testes de ativacdo de proteinas quinase C (PKC); os

cinco primeiros compostos também foram avaliados quanto a sua acgéo
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fungistatica sobre o fitopatbgeno Botrytis cinerea e agdo na germinacdo e

crescimento de Lactuca sativa.
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ABSTRACT

In this work it has been isolated 22 strains of fungi exposed to ultraviolet
radiation using propolis as substrate. In the process of fungal identification it
was possible to achieve genera and species for 12 strains. The isolated fungi

were evaluated according to their viability for use in biotransformation reactions.

Compounds with a clovane backbone were synthesized starting from
caryophyllene oxide. Among them, 2/4-methoxyclovan-9«-ol was used as the
substrate for bioransformation reactions which employ UV radiation exposed
fungi Pestalotiopsis palustris and Penicillium citrinum, and also the soil fungi
Penicillium janczewskii and Penicillum minioluteum. Hydroxylation and
demethylation products have been obtained as well as products resulted from
the rearrangement of the carbon backbone. The higher yields were obtained for
P. minioluteum, therefore, deeper studies concerning the metabolism of clovane
derivatives 2f-propoxyclovan-9«-ol, 2p-penthoxyclovan-9a-ol and 2p-(2-(4-
nitrophenoxy)ethoxy)clovan-9a-ol obtained from these fungi have been
performed. It was noted that the increasing of the side chain size bounded to
the clovane backbone influences the interaction between the microorganism
enzymes and this class of substrates, since only 24-propoxyclovan-9a-ol was
biotransformed by P. minioluteum. It was observed from an assay that the
acetylation at C-9 of 2p-methoxyclovan-9«-ol does not allow the
biotransformation of this compound by the fungus. The chemoenzymatic
synthesis of rumphellclovane A by the action of P. minioluteum over
(1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-8-hydroxy-2-methoxyclovan-9-lactone, synthesized
from the oxidation of 2/4-methoxyclovan-9c«-ol, has also been accomplished in

this work.

The compounds 2p-methoxyclovan-9c-ol, 2p-ethoxyclovan-9«-ol, 24
propoxyclovan-9a-ol, 2-buthoxyclovan-9a-ol, 2 -penthoxyclovan-9a-ol,
(2S,9R)-2-methoxyclovano-9,15-diol, clovan-24-9«-diol, clovan-23-94-diol and
rumphellclovane A were evaluated in bioassays for protein kinase C (PKC)

activation. The first five compounds have also been evaluated as fungistatic
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agents against the phytopathogen Botrytis cinerea and as agents for

germination and growth of Lactuca sativa.
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1 Introducéao

1.1 Biotransformacgdes

Biotransformacdes consistem de rea¢des bioquimicas que podem ser
utilizadas para a modificacdo da estrutura de uma substancia utilizando células
vegetais, animais, de micro-organismos ou enzimas isoladas.® Estas reacées
podem ser regio, diastero e enantiosseletivas, ocorrendo usualmente em pH
préximo a neutralidade e temperatura ambiente, o que as tornam boas opc¢des

para a modificacdo de substancias organicas.?

Biotransformacdes tém sido usadas para modernizar a producédo de
farmacos, como ocorreu com a sitagliptina (1). Esta substancia € o principio
ativo dos medicamentos Januvia® e Janumet®, produzidos pela inddstria Merck
& Co. e utilizados no tratamento do diabetes tipo Il. A substituicdo do
catalisador tradicional de rédio, usado na conversao da desidrositagliptina (2)
em 1, por uma rota em que uma enzima transaminase converte 3 em 1,
aumentou a eficiéncia do processo em mais de 50 %. Essa mudanca reduziu
19 % dos rejeitos formados, eliminou metais pesados do processo e levou a
Merck a uma premiagao pela inovagao (2010 Presidential Green Chemistry

Challenge Award for Greener Reaction Conditions) (Figura 1).2

F F

transaminase/PLP CFs CF,
i-PrNH .
aceton; 1 - Ro/H; (250 psi)
T 2 - Ecosorb C-941
F

1 CFs F R grwee k/N\{

1 CF3
Figura 1 — Sintese parcial da sitagliptina (1), de forma enzimatica e quimica, utilizada

pela industria Merck & Co.
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Outra reacéo na qual a rota por biocatalise apresenta grande aplicacao e
a sintese do acido 6-aminopenicilanico (6-APA) (4) (Figura 2), um intermediério
chave na sintese de antibiéticos da classe das penicilinas e cefalosporinas, que
€ obtido por hidrolise da penicilina G (5). Até meados da década de 80, o 6-
APA era produzido por via sintética para a conversao de 5 no intermediario 6.
Eram utilizadas condi¢des experimentais ndo atrativas, como uso de solventes
clorados e temperatura de -40 °C. Posteriormente, a clivagem de 5 foi realizada
pelo emprego de uma enzima acilase em agua a 37 °C. A producdo anual
dessa substéancia é de milhares de toneladas, sendo a rota enzimatica utilizada

na maior parte do processo.*

gd
N\:: :: S
o /_NJ<
c B
_ TO,H _
1 - (CHg)sSICI penicilina G (5) Acilase
2 - PClg / CH,Cl, H,0O
CeHsN(CH3)2 /40 °C 37°C
HoH
H H HNe S =
s = H H S,
N\:: B 1 - Butanol; -40 °C ~N :
= *'/ 2 -H,0:0°C
. y !
cl /—N /
g o B
© z ToH
CO,SiMe;
6 6-APA  (4)

Figura 2 — Esquema da producdo enzimatica e quimica do acido 6-aminopenicilanico

(4).

O potencial econbmico das biotransformacbes também pode ser
exemplificado pela produgdo da vanilina (7), um aditivo importante de
alimentos, bebidas, perfumes, dentre outros.” A vanilina natural é obtida da
orquidea Vanilla planifolia, mas sua producédo a partir dessa planta ndo supre a
demanda mundial. A obtencdo da vanilina por sintese envolve a producéo de
intermediarios toxicos, sendo desaconselhada.® A vanilina pode ser obtida pela
biotransformacdo da curcumina (8), substancia isolada da espécie Curcuma
longa L. Essa biotransformacdo pode ser feita diretamente com o fungo
Rhodococcus rhodochrous’ ou pela combinacdo de duas etapas, sendo que a

primeira faz uso da bactéria E. coli para a conversao da D-glicose (9) em acido
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vanilico (10) e a segunda faz uso de uma enzima desidrogenase para a

conversdo de 10 em 7 (Figura 3).5

OH (¢) H
COOH
E. coli aril aldeido
- desidrogenase
_—
H3CO H,CO
OH OH
9 10 7
O O
H3CO N P
HO OH
8
Figura 3 - Esquema da obtencdo da vanilina (7) por duas reagbes de

biotransformacéo diferentes.

Muitas biotransformagdes s&o realizadas com enzimas isoladas. Essas
enzimas apresentam seletividade em diversas reacfes e toleram bem a
presenca de co-solventes utilizados para solubilizagcdo de moléculas insoluveis
em agua.’ No entanto, o uso de células integras ainda é vantajoso sob diversos
aspectos. Nas células integras as enzimas atuam em seu ambiente natural e
mudancas conformacionais, que poderiam levar a perda da atividade
enzimatica sdo minimizadas. Além disso, nessas células a regeneracédo de co-

fatores ocorre naturalmente. 10

Os fungos tém sido uma das classes de organismos mais utilizadas em
reacles de biotransformacao com células integras. Um fator que colabora para
0 interesse nesses micro-organismos vem de estimativas, as quais apontam

que apenas uma pequena parte dos fungos existentes é conhecida.™

As biotransformacgdes podem ser utilizadas para a funcionalizacdo de
posicoes pouco reativas de determinadas moléculas.’® A versatilidade das
biotransformacdes pode ser exemplificada pela acdo de diferentes fungos
(Cunninghamella elegans, Macrophomina phaseolina, Rhizopus stolonifer, e
Gibberella fujikuroi) sobre a (20S)-20-hidroximetilpregna-1,4-dien-3-ona (11),
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levando a obtencdo de 11 derivados diferentes (12-22), hidroxilados nas

posicdes 64, 75, 11a, 14a, 154, 165 e 17, além da ocorréncia de acetilacao

da posicdo 22 (Figura 4).*®

21

OH

=
o

(&)
o Il

11

Produto C-6 C-7 C-11 C-14 C-15 C-16

C-17

C-19

12 (0,4 %)

13 (1 %)

14 (9 %) a-OH

15(1%)  p-OH a-OH

16 (5 %) a-OH S-OH
17 (0,4 %) a-OH

18 (0,4 %) a-OH  p-OH
19 (1 %) S-OH

20 (1 %) S-OH

21 (1 %) [-OH S-OH

22 (1 %) S-OH

a-OH

a-OH

a-OH

OAcC

Figura 4 — Exemplo da versatilidade estrutural gerada por biotransformacéo da

(20S)-20-hidroximetilpregna-1,4-dien-3-ona (11) pelos fungos filamentosos C.

elegans, M. phaseolina, R. stolonifer e G. fujikuroi.
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Os fungos séo capazes de realizar outras modificagcbes quimicas além
de hidroxilacdes. A incubacéo da 3s-acetoxipregna-5,16-dieno-20-ona (23) (16-
DPA) com Penicillium citrinum, uma espécie de fungo filamentoso, produziu,
além das substancias 24-26 (Figura 5), resultantes de hidroxilacbes, o
derivado metoxilado 27.%> O 16-DPA (23) é um intermediario chave na sintese

de esteroides biologicamente ativos.***’

A rota proposta para essa reacdo sugere que a primeira etapa consiste
da ruptura da ligacdo do grupo acetila presente na posicdo 3 de 23,
transformando-o em 28, ja que a biotransformacéo tanto de 23 quanto de 28
com esse micro-organismo gera os mesmos produtos (24-27). Posteriormente,
o fungo transforma 28 em 24 e 25, obtidos ap6s 48 horas, hidroxilando as
posicdes 75 e 7a respectivamente. Apos 72 horas, foram obtidos 26 e 27,
sendo o primeiro decorrente da hidroxilacdo da posicdo 1la de 24 e, o
segundo, da metilacdo da hidroxila ligada a C-7 de 27. Em biotransformacdes
separadas, a incubacdo de 24 com P. citrinum resultou em 26, e a de 25
também com esse fungo, resultou em 27, o que corrobora a rota proposta.
Outro ponto interessante dessa reacao € que produtos diferentes foram obtidos
com tempos de reacao diferentes (nesse caso, 24 e 25 foram obtidos com 48 h,

enquanto 26 e 27 com 72 h).'®

16
P. citrinum
—_—

23 R=OAc 24 R;=OH, R,=Rs=H (0,6 %)

28 R=0H 25 R,=0OH, R;=R3=H (0,3 %)
26 R;=R3=0OH, Ry=H (0,3 %)
27 R2=OMe, R1=R3=H (0,2 %)

Figura 5 — Esquema da rota de biotransformacéo proposta para a rea¢do do 16-DPA

(23) com o fungo P. citrinum.
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As Dbiotransformacfes podem gerar rearranjos interessantes nos
esqueletos carbdnicos dos substratos. O acido traquilobéanico (29), isolado de
sementes de Xylopia sericea, e que apresenta atividade antimicrobiana e
antitumoral, dentre outras, foi biotransformado pelo fungo Rhizopus stolonifer
levando aos derivados do tipo ent-164-hidroxi-caur-11-eno 30 e 31,
rearranjados nas posicées 15 e 16 (Figura 6).'° J& a biotransformacdo com o
fungo Rhizopus arrhizus de 32, epimero de 29 na posi¢ao 18, resultou em outro

produto rearranjado (33), como pode ser visto na Figura 6.%°

13

14

R. stolonifer
T i

11
13
14
R. arrhizus
—_—

Ho,C % HO,C E

18

32 33 (1 %)
Figura 6 — Rearranjo em compostos com esqueleto traquilobdnico em

biotransformagdes com os fungos R. stolonifer e R. arrhizus.

Na biotransformacdo da p-amirina (34) pelo fungo Lacanicillium
muscarium, foi observado o rearranjo no anel C dessa molécula, resultando em
35. Pelo fato de ter sido isolado também o produto 36, foi proposto para essa
biotransformacdo o mecanismo apresentado na Figura 7 (pag. 8). Moléculas
com esse tipo de esqueleto carbbnico séo frequentemente oxidadas na posicéo
11 em reagOes com esse fungo. Foi entdo proposto que uma primeira enzima

oxidaria a posicdo 11 de 34 e uma segunda enzima abstrairia o proton ligado
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em C-15, formando a ligacao dupla entre este carbono e C-14. Em seguida, o
metaneto correspondente a C-27 migraria para o carbono vizinho (C-13). Os
elétrons que constituiam a ligacdo dupla entre C-12 e C-13 passariam entao a
formar um anel epoxido nas posi¢cées 11 e 12, concomitantemente a liberacéo

da enzima que oxidou a posicéo 11.%

N
S
S
3
N

S
R
3
;

L. muscarium
_—

HO

HO

36

HO

H ‘\
Enz:

Figura 7 — Esquema da biotransformacéo da f-amirina por L. muscarium, bem como

S
S
S
N

35

0 mecanismo proposto para o rearranjo de 34 em 36.%

Outro tipo de reacdo que pode ocorrer em biotransformacfes com
fungos séo as oxidacdes de Baeyer-Villiger, realizadas por mono-oxigenases
presentes nesses micro-organismos.”> O composto 37, por exemplo, foi

convertido em 38 pelo fungo Cunninghamella echinulata com rendimento de
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35 %, obtendo-se 98 % de excesso enantiomeérico (Figura 8). Essa molécula
foi utilizada como intermediario na sintese da (-)-(1R,5S)-ciclosarcomicina (39),

que, por tratamento &cido, resulta no antibiético sarcomicina (40).%

0
)
‘/C. echimulata T
\ 5 o

37 38

O 0

o OH
O o)

39 40

Figura 8 — Esquema da obtencdo de 38 por biotransformacdo de 37 com C.
equimulata, usado como intermediario na sintese de 39, precursor do antibiético

sarcomicina (40).

Como pode ser observado em alguns dos exemplos anteriores, 0s
terpenos sdo uma classe de substancias muito utilizada em reacfes de
biotransformac&o® com fungos, bactérias, leveduras, microalgas e plantas,
além de enzimas isoladas.” Eles constituem a mais variada classe de produtos
naturais existente, com mais de 40000 tipos de compostos conhecidos,
isolados de plantas, animais e micro-organismos.?® Eles sdo formados por
unidades de 5 &tomos de carbono e divididos em monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos com cadeias carbonicas
de 10, 15, 20, 30 e 40 4tomos, respectivamente.?’

Muitos tipos de terpenos sao utilizados industrialmente como
aromatizantes®® e flavorizantes®® e alguns deles tém também atividades
terapéuticas, como anticancerigena, antialergénica e anti-inflamatéria, dentre

outras.*°
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O monoterpeno (1R,2S,5R)-mentol (41), utilizado na induUstria de
fragrancias, foi biotransformado pelo fungo Rhizoctonia solani, levando a trés
produtos hidroxilados em posi¢coes distintas: 42, 43 e 44, com rendimentos de

65, 32 e 18 %, respectivamente (Figura 9).*

Ho//’// HO/,/,
R. solani + ’ +
_—
OH Y OH Y OH
/:\ /E\ Zg
OH
41 42 43 44

Figura 9 — Esquema da biotransformacédo do (1R,2S,5R)-mentol (41) pelo fungo R.
solani, que resulta em trés produtos com padrdes diferentes de hidroxilagéo (42, 43 e
44).

O R-(+)-limoneno (45) € o monoterpeno monociclico encontrado em
maior quantidade na natureza, constituindo 90 % do 6leo da casca de laranja.
Ele é um precursor barato e abundante para outros produtos de maior valor
agregado. Um derivado oxigenado de 45, o R-(+)-a-terpineol (46), que é
utilizado em produtos domésticos, cosméticos e pesticidas, foi obtido a partir de
45 pelo uso de um sistema bifasico composto de uma fase aquosa contendo o
fungo Sphingobium sp. e outra orgénica contendo 6leo de girassol (Figura 10).
Nesse processo foi obtido o composto 46 com rendimentos proximos a
100 %.%? 10

Sphingobium sp.

8 OH

45 46
Figura 10 — Reacdo de biotransformacdo do R-(+)-limoneno (45) com o fungo

Sphingobium sp. para a obteng&o do R-(+)-a-terpineol (46).
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A esquamulosona (47), um sesquiterpeno isolado em grande quantidade
da planta Hyptis verticillata Jacq, foi biotransformada pelo fungo Curvularia
lunata, resultando nos derivados oxidados 48-51. Esse composto (47) possui
atividade inseticida em relacdo ao besouro Cylas formicarius elegantulus, a
principal peste que ataca a batata doce. Os compostos 48-50 também
apresentaram atividade inseticida, sendo 50 mais ativo que 47, indicando que a
hidroxilacao feita pelo fungo em C-13 potencializou a atividade (Figura 11).%

R2

H H

aoanil]
Ry
47 48: R1=a.OH, H; Ry=H (9 %) 51 (0,3 %)
49: R1=pOH, H; R,=H (4 %)
50: Ry=H; R,=OH (1 %)
Figura 11 — Produtos obtidos na reacgdo de biotransformacdo da esquamulosona (47)

com C. lunata.

Os fungos Mucor recurvatus, A. niger e Absidia pseudocylindrospora
mostraram diferentes atividades sobre o diterpeno 52, tendo sido obtidos treze
produtos (53-65), dos quais seis inéditos (60-65). Da incubac¢éo de 52 com o M.
recurvatus foram isolados os compostos 53-56 (4, 31, 5 e 0,3 %,
respectivamente). Com A. niger, obtiveram-se os produtos 53 (4 %), 54 (31 %),
56 (1 %), 58 (1 %), 59 (0,4 %) e 62 (1 %) e, na biotransformacdo com A.
pseudocylindrospora, foram isolados 59-61 (6, 1 e 0,2 %, respectivamente),
além de 63 (1 %), 64 (4 %) e 65 (1 %) (Figura 12, pag. 12). Os compostos 52,
54-56, 58, 59, 61 e 64, apresentaram atividade inibidora de AP-1, proteinas
envolvidas em doencas inflamatdérias como artrite reumatdide, psoriase e artrite
psoriatica. O composto 54 apresentou atividade maior do que o composto de

referéncia (dexametasona) utilizado no bioensaio.®*
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17
_ //// _ .u/,///o
: 16 :
° 53: R,=H
55: R;=OH

18 19

56: Ry=fOH: R,=R4=H
57: Rl:mH' R2:R3:OH

Ry
R
@]
“cooH “ooH
59:R,=H; R;=p0OH 62: R;1=R3=R4=H; R,=OH
60:R,=H; R;=aOH 63: R;=R,=H; R3=R,=OH
Gl:Rle; RZZOH 64 R2:R3:R4:H; RlzaOH

65: R2:R4:H; RlzaOH, R3:OH
Figura 12 — Produtos obtidos na reacdo de biotransformacéo da lactona (52), derivada

do isosteviol (53), com os fungos M. recurveratus, A. niger e A. pseudocylindrospora.

Os acidos betulinico (66) e betuldnico (67), triterpenos que apresentam
atividade antiviral e antimelanoma, foram biotransformados com os fungos
Chaetophoma sp., Dematium sp., Colletotrichum sp. e Arthrobotris sp., sendo
também obtidas funcionalizagbes de carbonos metilicos e metilénicos (produtos
68-72, Figura 13, pag. 13).*
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CO,H

R1

“
W
W

67: R;=R,=R4=R,=H

68: R;=OH; R,=R4=R,=H (2 %)
69: Rl:RZZOH; R3=R4:H (1 %)
66 70: R;=Rs=OH R,=R,=H (2 %)
71: Ry=Rs=R,=H: R,=OH (3 %)
72: Ry=R,=R4=H: Ry;=OH (4 %)

Figura 13 — Produtos obtidos na biotransformacdo dos &cidos betulinico (66) e
betulbénico (67) com os fungos Chaetophoma sp., Dematium sp., Colletotrichum sp. e
Arthrobotris sp.

Outra classe de terpenos utilizada anteriormente em reacdes de
biotransformagdo € a dos clovanos. O 2p-metoxiclovan-9a-ol (73) foi
biotransformado pelo fungo Botrytis cinerea, resultando nos metabdlitos 74-78
(Figura 14, pég. 14). Os compostos 73-78 foram capazes de inibir o
crescimento desse importante fitopatbgeno em testes in vitro. Os compostos
74-78 apresentaram menor atividade fungistatica do que 73, sugerindo que a
biotransformacdo de 73 em produtos hidroxilados pode ser uma rota de
detoxificacdo de 73 pelo fungo.®® A incubacdo do clovano 74 com B. cinerea
resultou somente no isolamento dos derivados 76-78, indicando que a
detoxificagéo pode estar relacionada com a inverséo da configuragao de « para

S da hidroxila presente em C-9.
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Sl H

HO HITOH

OH H
74 (5 %) 75 (7 %)

HO conllH

ol H

OH
OH
76 (13 %) 77 (5 %) 78 (20 %)

Figura 14 — Estrutura quimica dos clovanos 74-78, obtidos por biotransformacao de 73

por B. cinerea.

Moléculas com esqueleto clovanico tém demonstrado inibir o
crescimento do fungo Botrytis cinerea.>’ Espécies do género Botrytis s&o
importantes patogenos de flores, frutas e vegetais,® sendo B. cinerea o mais
importante dentre as mais de 20 espécies conhecidas desse género.>® Esse
fungo é o causador da podriddo cinza, que infecta mais de 235 espécies de
frutas e vegetais, como alface, tomate e morango, dentre outros, tornando
necessario o desenvolvimento de técnicas de controle do mesmo.*® A Figura

15 (pag. 15) mostra dois exemplos de contaminacées por B. cinerea.*"*?
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Figura 15 — Contaminacéo de uvas e morangos pelo fungo B. cinerea.

41Fonte:http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Uva/UvasViniferasRegioesCIimaTemp
erado/doenca.htm Acessado em:01/12/2011

42Fonte:http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/Fon'[esHTML/Morango/MorangoSemiHidroponico/do
encas.htm Acessado em:01/12/2011

O principal metabdlito secundério produzido por esse fungo € o botridial
(79), que é a maior arma desse fungo para a infeccdo das plantas.*® Esse

metabdlito produz lesées em algumas plantas mesmo a concentracdo de

1ppm.*® A Figura 16 (pag. 16) mostra a biossintese do botridial (79) pelo fungo
B. cinerea.**
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OAc

79
Figura 16 — Esquema da biossintese do sesquiterpeno botridial (79) pelo fungo B.

cinerea.

Diversas biotransformacdes foram feitas no sentido de entender melhor
0 mecanismo de detoxificacdo de clovanos por esse fungo. Em um estudo feito
por Deligeorgopoulou e colaboradores (2004),* o clovano 80 foi
biotransformado em 81 e 82 por B. cinerea, sendo obtida a abertura do anel C
nesse ultimo produto. A biotransformacdo de 83, por sua vez, levou a 84,
produto da oxidacdo da hidroxila ligada a C-10, enquanto B. cinerea
biotransformou 85 em 76 por meio da desmetilagdo da posicao 1’ (Figura 17,

pag. 17).
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B. cinerea

82 (8 %)

B. cinerea

B. cinerea

76 (25 %)
Figura 17 — Esquema da biotransformacgéo dos clovanos 80, 83 e 85 por B. cinerea.

Os clovanos 83 e 85, bem como 86-90 (Figura 18, pag. 18), obtidos por
via sintética, foram testados para avaliar o efeito de substancias com diferentes
padrées de oxidacdo do anel C na inibicdo do crescimento de B. cinerea.
Concluiu-se que a presenca de hidroxilas nesse anel diminui a atividade dos
clovanos em relacdo a 73 (Figura 14, pag. 14). Observou-se também que a
presenca da hidroxila na posicdo 9« é importante para essa atividade e que a
existéncia de uma cadeia lateral ligada a C-2 pode aumentar a atividade

fungistatica desses clovanos.*
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HoC=HCH,CO \'1111OH HOH,CH,CO™ 2, \""'OH
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89 90

Figura 18 — Estruturas dos clovanos 86-90, testados frente ao crescimento do fungo
B. cinerea.

Para avaliar melhor a influéncia da cadeia lateral ligada a C-2 sobre o
crescimento de B. cinerea, os clovanos 73-78 (Figura 14, pag. 14), 87, 88 e 90
(Figura 18) e 91-105 (Figura 19, pag. 19), substituidos nesta posicdo, foram
sintetizados e testados. Os resultados confirmaram que modificacdes na cadeia
lateral aumentam a eficiéncia da inibicdo de B. cinerea por essas moléculas.
Observou-se que compostos com cadeias laterais nitrogenadas apresentavam
atividade elevada, em contraste com os de cadeias laterais sulfuradas, que, em
geral, foram pouco ativos. O composto 99, duplamente nitrogenado na cadeia
lateral, inibiu 98 % do crescimento de B. cinerea. Os compostos 91 e 101
apresentaram 97 % de inibicdo do crescimento desse fungo, enquanto
compostos duplamente hidroxilados, como 75 e 76, mesmo aqueles com uma

cadeia lateral ligada a C-2, como 90, apresentaram baixa atividade. 3’



Introducgéo 19

1 HIOH R il OH

H H
92: R=CH,CH,CI 95: R=CH,CH,SH
93: R=CH,CH,Br 96: R=CH,CH,NO,
94: R=CH,CH;| 97: R=CH,CH,0H

98: R:C(CH3)3

H,N
/=~

NH
99: Rj= —¢—N 100: R;= —¢—0O
— 101: Ry= —%—s

SnnllOH

NO,
R, N

I /S 3
102: Ry= 103: Ry= —%—N\/ 104: R4=SH
—N

105: R1=—§—N

(e)
Figura 19 — Estruturas quimicas dos clovanos 91-105, sintetizados e testados em

relacdo a sua atividade antifungica frente ao fungo B. cinerea.

A biotransformacao de clovanos também ja foi realizada com o fungo
Macrophomina phaseolina. Nessa reagdo, o substrato 73 foi convertido nos
produtos 75-77 e 106-108 (Figura 20, pag. 20), todos resultantes da oxidacéo
de 73 em posicdes diferentes, ocorrendo a hidroxilacdo de C-14 (106-108),
desmetilacdo da posicao 1’ (106 e 108), e oxidacdo da hidroxila ligada a C-9
(106). A atividade antifungica desses compostos foi avaliada em relacdo a B.
cinerea, no entanto, todos foram menos ativos que o0 substrato da
biotransformacéo (73), confirmando a hipotese anterior de que hidroxilagdes no
esqueleto clovanico tendem a diminuir a atividade dos mesmos frente a esse

fungo.*®
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Figura 20 — Esquema da biotransformacéo de 73 com o fungo M. phaseolina.

A existéncia de rotas de detoxificacdo de clovanos por B. cinerea € um
indicativo de que, se usados como agentes no controle desse micro-organismo,
os clovanos nao vao persistir no ambiente por muito tempo, j& que serdo, aos
poucos, metabolizados pelos fungos. Essa € uma vantagem dos clovanos
sobre alguns fungicidas convencionais, como a procimidona (109, Figura 21),*
gue pode resistir no ambiente por muito tempo, sendo estavel o bastante para

ser detectada em vegetais, no solo, e até mesmo em peixes.*

Cl (0]

Cl o
109

Figura 21 — Estrutura do fungicida procimidona (109).

Outra caracteristica desejavel aos produtos utilizados como fungicidas é
gue os mesmos ndo afetem negativamente o crescimento dos vegetais nos

quais sdo aplicados. Se, ao contrario, estimularem o seu desenvolvimento, o
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efeito seria ainda melhor. Esse tipo de avaliacdo pode ser feito em laboratorio
por meio da avaliagdo da germinacdo de sementes e do crescimento de uma
dada espécie de planta na presenca de concentra¢des variadas do composto a

ser testado.*®

Em um estudo feito por Ronchi e colaboradores (1997), mostrou-se que
o antifingico tetraconazol (110)*° (Figura 22) estimula os mecanismos de
defesa do milho em relagdo ao estresse do ambiente, por inducdo da
expresséo de dois genes diferentes, um envolvido no fortalecimento da parede
das células e outro com os mecanismos de resisténcia & seca.’® Por sua vez, 0
fungicida piraclostrobina (111)° estimulou a producéo de cereais tratados com
0 mesmo.>®> J4 o composto PSC-B (112), isolado da bactéria Pseudomonas
cepacia, apresentou, além de atividade fungicida contra os fitopatdgenos
Phytophtora capsici, Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum, estimulo ao

crescimento de sementes de pimentas vermelhas (Capsicum annuum).>

CFH
/
H O—CF,
Cl N
o = /OTN\O/
(0]
”/ \

N

N\/ 111

110

AN

Iz

112
Figura 22 — Estrutura dos antifungicos tetraconazol (110), piraclostrobina (111) e

PSC-B (112).

Apesar dos muitos esforcos que tém sido feitos na avaliacdo do

potencial de derivados clovanicos quanto a inibicdo do crescimento do fungo B.

4

cinerea,5 até o momento, ndo se encontram na literatura relatos de testes
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alelopaticos realizados com essa classe de terpenos em relagcdo a germinacao

e ao crescimento de plantas.

Mais recentemente, vem também chamando atencdo a grande
similaridade estrutural de moléculas com esqueleto clovanico com moléculas
ativadoras de proteinas quinase C (PKC).>®> Essas enzimas atuam em diversos
tipos de processos bioquimicos dentro da célula, como proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose, estando envolvidas em doencas como cancer,*® mal
de Alzheimer®’ e AIDS.*®

Na Figura 23 € apresentada uma comparacdo entre a estrutura do
acetato de (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (113), um terpeno da classe dos
clovanos, e a prostratina (114), substancia ativadora de PKC. O modelo de trés
pontos apresentado representa caracteristicas estereoquimicas minimas para
ativacdo de proteinas quinase C. Nesse modelo, trés grupos hidrofilicos estao
dispostos como em um triangulo, na estrutura de 114, separados por
aproximadamente 6 A.>° Observa-se certa similaridade entre os pontos
hidrofilicos (A, B e C) e a por¢ado hidrofébica (D) de 114 e do clovano 113.
Dessa forma, moléculas com esqueleto clovanico tém sido consideradas como

potenciais moduladores de proteinas quinase C.

Figura 23 — Comparacdo entre as estruturas da prostratina (114) e do acetato de
(2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (113), com destaque para os grupos hidrofilicos A,
B e C e hidrofébico (D).
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Em se tratando do virus HIV, um dos obstaculos ao tratamento de
pacientes infectados € a reativacdo do virus em estado latente nas células
infectadas.®® O tratamento antiretroviral diminui fortemente o indice de HIV-1 no
plasma, reduzindo assim a morbidade e a mortalidade. No entanto, uma
reserva do virus resiste em forma latente em células do tipo CD4'T. Caso o
tratamento seja interrompido, o virus pode se reativar e voltar a agir no
organismo infectado.®* Uma estratégia para a eliminacdo dos virus dessas
células é a sua reativacdo, para que 0S mesmos possam ser tratados
convenientemente, uma vez que esses hao respondem aos tratamentos

existentes para essa doenca quando em estado de laténcia.®

Evidéncias apontam que proteinas quinase C estdo envolvidas no
processo de ativacdo da expressdo do virus HIV-1.%® Dessa forma, moléculas
capazes de ativar essas enzimas e, consequentemente, ativar o virus a partir
do seu estado de laténcia, sdo um alvo no desenvolvimento de novas drogas
para o tratamento da AIDS. A prostratina (114) é uma molécula com
capacidade ativadora dessas proteinas,® para a qual testes feitos em ratos

indicam a mesma como uma boa promessa para testes clinicos em humanos.®®

1.2 Fontes promissoras de micro-organismos para reacdes de

biotransformacéo

Os fungos sao micro-organismos amplamente encontrados na
natureza.®® Estimativas apontam que menos de 10 % das mais de 1 milhdo de
espécies de fungos e bactérias sdo conhecidas.®’ Um grande niimero de micro-
organismos habita o solo, em constante interacdo com o mesmo, influenciando

parcialmente as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas desse habitat.®®

Fungos provenientes de amostras de solo tém sido isolados e utilizados
em reacgOes de biotransformagéto.69 O fungo Rhizopus oryzae, por exemplo,
biotransformou o 2«,13(R)-diidroxiestemodano (115) em 116, hidroxilado no

carbono 7 com 83 % de rendimento (Figura 24, pag. 24).”
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115 116
Figura 24 — Representacéo da converséo do 2¢,13(R)-di-hidroxiestemodano (115)

em 116 pelo fungo R. oryzae.

Uma cepa do fungo Mucor plumbeus, isolada de solo, foi capaz de
converter a 1-R-(-)-canforquinona (117) em trés produtos de reducdo das
carbonilas dessa molécula. Um destes, o produto 118, foi obtido com 51 % de
rendimento, resultado de uma hidroxilagdo na posicdo « por reducdo da
carbonila presente em C-2. Os outros produtos, 119 e 120, (21 e 28 9%,
respectivamente), resultaram da hidroxilagdo das posicbes fS e «a de C-3,

respectivamente (Figura 25)."

o H
M. plumbeus % o
—_— + +
HO HO H
o
© H
117 118 119

OH 120

Figura 25 — Representagéo da reacdo de reducéo da 1-R-(-)-canforquinona (117) por
M. plumbeus.

Outra reacdo em que se utilizou um fungo proveniente de solo foi a
conversdo da hidrocortisona (121) com o fungo Acremonium strictum nos
derivados 122, resultante da reducdo da carbonila ligada a C-20, 123, por
reducdo da carbonila e acetilacdo da hidroxila ligada a C-21, e 124, com a
quebra da cadeia lateral ligada a C-17 (Figura 26, pag. 25)."2
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Figura 26 — Esquema da biotransformacdo da hidrocortisona (121) pelo fungo A.

strictum, isolado de solo.

InovacBes na area de biotransformacéo de terpenos tém incluido o uso
de fungos provenientes de habitats diferenciados, tais como de ambientes

3 * e geleiras.” As adaptacBes necessarias a

marinhos,” regides desérticas,’
sobrevivéncia de fungos nessas diferentes condicbes de temperatura, pH,
pressdo osmatica, dentre outras, presentes nesses habitats, resultam em
cepas com metabolismos proprios. Assim, um fungo qualquer, por exemplo,
Aspergillus niger, quando isolado de dois diferentes tipos de solo, pode
apresentar diferentes atividades/perfis metabdlicos. Um ambiente exético para

0 isolamento desses micro-organismos € a propolis.

A prépolis € um material natural, considerado o terceiro mais produzido
por abelhas, ap6s o mel e a cera. Essa substancia resinosa, extraida das
colméias, é muito utilizada na industria de cosméticos’® e apresenta uma gama
de atividades biolégicas, como atividade antitumoral in vivo,”” acéo contra

progressao de aterosclerose’® e também forte atividade antimicrobiana.”
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A propolis é produzida por abelhas da espécie Apis melifera, para
protecdo das colméias®® e sua consisténcia depende altamente da flora da
regido onde é coletada.®* Em sua composicdo séo encontrados mais de 300
tipos de substancias, entre polifendis, flavonas, flavanonas, acidos e ésteres

fendlicos, terpenos, esterdides e aclcares.?>%

A acdo da propolis contra micro-organismos ja foi muito estudada,?*#°

0
que indica que, fungos que a colonizam, apresentariam um metabolismo
diferenciado. Gregoris e colaboradores (2011) mostraram que a propolis
apresenta forte atividade antioxidante, além da capacidade de absorcdo das
radiacOes ultravioleta A e B, sendo passivel de ser adicionada a formulaces
cosméticas para a protecdo em relacdo a radiacdo solar.®® Isso indica que
fungos isolados da prépolis sejam diferenciados e capazes de produzir
substancias que absorvam a radiacdo UV. Essa hipotese pode ser
racionalizada pelo fato de que a propolis € coletada pelas abelhas em flores e,
por isso, esta exposta a radiacdo solar, fazendo com que 0s micro-organismos
gue se desenvolvam na mesma se adaptem a esta exposi¢cdo. Assim, fungos
da propolis teriam rotas enzimaticas/metabdlicas muito diferentes de fungos

isolados de solo, onde a porcentagem de radiacdo UV presente é muito menor.

1.3 Objetivos do trabalho

Esse trabalho teve como objetivo o isolamento de fungos submetidos a
exposicao da radiacdo UV, a selecdo daqueles mais promissores para uso em
reacoes de biotransformacdo de terpenos, em comparacdo com
biotransformacdes com fungos isolados de solo, disponiveis na colecdo de

fungos do Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios da UFMG.

Outro obijetivo foi a sintese de terpenos da classe dos clovanos, a partir
do 6xido de cariofileno (125) (Figura 27, pag. 27), para utilizacdo nas reacoes
de biotransformacdo com fungos e realizacdo de ensaios biolégicos com
alguns desses clovanos, a fim de se avaliarem as suas capacidades de inibicao
do crescimento do fitopatogeno Botrytis cinerea. Esses compostos também

foram avaliados em testes alelopéticos de germinacéo e crescimento de raiz e
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caule da espécie de alface Lactuca sativa e em testes de ativagdo de proteinas
quinase C (PKC).

A Figura 27 apresenta um resumo das reagfes de sintese e
biotransformagéo realizadas neste trabalho, bem como o0s bioensaios

desenvolvidos no mesmo.
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Figura 27 — Esquema dos objetivos desse trabalho, incluindo as reagfes de sintese e

biotransformagéo, bem como os testes de atividade biolégica realizados.
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2 Parte experimental

2.1 Equipamentos

As pesagens foram realizadas em balanca analitica da marca QUIMIS,
modelo Q-ILA2104, 210g / 0,1 mg ou em balanca da marca Digimed KN1000C,
classe de exatiddo Il, série 04G6.

Para as esterilizacbes foi utilizada uma autoclave vertical da marca
FANEN, modelo 415/3, série J03610. Os procedimentos feitos em ambiente
estéril foram realizados em capela de fluxo laminar da marca VECO, modelo
JLF 912, série FL 5799 ou em capela Bio 60 Faster.

Para a concentracdo de amostras foram utilizados evaporadores
rotatorios das marcas Buchi Waterbath, modelo B — 480, Fisaton modelo 802,
série 531782, Biichi Heating Bath B-490 ou Buchi R-200.

As analises por cromatografia em coluna foram feitas utilizando-se silica
gel 60PF,s4 (60-100 mesh, Merck). As cromatografias em camada delgada
foram feitas utilizando-se silica 60 G (Vetec, Lote 0507764) ou placas Merck
Kiesegel 60 Fzs4, com 0,2 mm de espessura. Foi utilizada, como revelador, uma
solucdo de metanol:dgua:acido sulfarico concentrado (45:45:10), contendo 1%

p/v de vanilina. Esse revelador foi utilizado também sem adicao de vanilina.

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram obtidos em
espectrométros Varian Inova-400 e Varian Inova-600 MHz (Departamento de
Quimica, Universidad de Cadiz), utilizando-se, como solventes, CDCl; e
CD3;OD (Merck). Em todos os mapas de contornos heteronucleares, a
dimensdo direta foi representada em Fl1 e a indireta em F2. Essa
representacdo € contraria a representacdo internacional, entretanto, tais
espectros foram processados na Universidad de Cadiz, onde se utiliza essa
representacao.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho binocular Reichert
Thermovar tipo 300429, com reostato Reichert-Jung e termémetro RS 206-
3722.
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A rotatividade especifica foi determinada em polarimetro Perkin Elmer
modelo 341.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em aparelho Perkin Elmer
FT-IR System, Spectrum BX, série 69799.

Os pHs dos meios de cultura foram determinados utilizando pHmetro
CRISON microph 2001.

As biotransformagbes em modo de agitagdo foram feitas em Shaker
Bellco Glass VCSB2-266.

Para os procedimentos cromatograficos feitos em HPLC, utilizou-se um
aparelho Merck Hitachi L-6200 A, Intelligent Pump, equipado com analisador de
indice de refracdo R1-71 e detector UV-VIS L4250, com o software JMBS e a
interface Hercule Lite. Foram utilizadas colunas semipreparativas LiChroCart®
250-10 e LiChrosfher® Si 60 (10um) e colunas analiticas LiChroCart® 250-4 e
LiChrosfher® Si 60 (5um).

Os cromatogramas e espectros de CG-EM foram obtidos em aparelho
Finnigan Voyager 70 eV. e os espectros de massas de alta resolucdo foram

obtidos em aparelho Micromass Autospec (70 eV).

2.2 Reagentes

Os solventes grau HPLC utilizados foram acetato de etila SDS (Carlo
Erba Reactifs, Lote POD018200E), acetona SDS (Carlo Erba Reactifs, Lote
DOA073010B), diclorometano SDS (Carlo Erba Reactifs, Lote P910352291),
hexano SDS (Carlo Erba Reactifs, Lote DOB013080C), metanol SDS (Carlo
Erba Reactifs, Lote VOM868309M) e n-propanol SDS (Carlo Erba Reactifs).

Os solventes P.A. utilizados foram diclorometano ACS (CAQ — Casa da
Quimica, Lote 06020259) e metanol (CRQ — Cromato Produtos Quimicos
LTDA, Lote 2229.12/05).

Os demais solventes utilizados foram acido meta-cloro perbenzéico
(Aldrich, Lote S22939-205), cloro-cromato de piridina (Fluka, Lote
S3503521607B17), cloroformio para espectroscopia (MERCK, Lote K36897547
711), cloroférmio deuterado (Merck, Lote S5035220 946), etanol comercial
(92,8/NPM, Minascucar S/A, Lote 18), etanol (PRS Panreac, Lote 0000065/85),
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glicerol (PRS Panreac, Lote 0000240033), n-butanol (Panrec, Lote 161675LR),
n-pentanol (Sigma Aldrich, Lote S75353-209) e piridina (Merck, Lote
K26046628 904).

Os reagentes utilizados na confeccdo dos meios de cultura e nas
reacoes de sintese foram agar (Merck, Lote K40186915 019), agar batata
dextrosado (Biobras S.A., Lote 1191737%), cloreto de potassio P.A. — ACS
(Synth, lote 26546), D - glicose anidra P.A. — ACS (Synth, Lote 47038), D-
glicose anidra (PSR Panreac, Lote 0000239808), extrato de levedura (Biobras
Diagnosticos, Lote 757/06), extrato de malte (Merck, Lote VM098391 930),
fosfato dibasico de potassio (Synth, Lote 512772), fosfato monobasico de
potassio (ECIBRA, Lote 15956), fosfato monobésico de potéassio (PRS Panrec,
Lote 0000098596), nitrato de cobalto Il P. A. (VETEC, Lote 961092), peptona
bacteriologica (biobras Diagndsticos, Lote 757/06), peptona (Merck, Lote
V770516 615), sulfato de magnésio hepta-hidratado (Vetec, Lote 951240),
sulfato de magnésio hepta-hidratado (PSR Panreac, Lote 110148JR), sulfato
de cobre — ACS (Synth, Lote 50367), sulfato ferroso — ACS (Synth, Lote
28136), sulfato de zinco — ACS (Synth, Lote 28316), tetracianoetileno (Fluka,
Lote 381000/1 13399) e 6xido de cariofileno (Sigma-Aldrich, Lote S44467-169).

2.3 Coleta, isolamento e cultivo de fungos da propolis

2.3.1 Coleta e isolamento

A coleta foi feita em uma colméia em atividade, com o uso de roupas
especiais, luvas e mascara, para evitar o contato com as abelhas. Inicialmente,
uma amostra de prépolis foi coletada e depositada na superficie de placas
previamente esterilizadas contendo agar malte (45 g/L) ou agar batata (39 g/L)
(quatro placas de cada).

Apbs a coleta, as placas foram deixadas em repouso, no escuro, até que
fosse verificado o crescimento das coldnias de micro-organismos. A Figura 28
(pag. 32) exemplifica o aspecto inicial de algumas das coldnias de fungos
obtidas.
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Figura 28 — Placa utilizada no cultivo de fungos coletados da prépolis exemplificando

0 aspecto inicial das col6nias obtidas.

ApoOs o crescimento das colbnias, os fungos foram sucessivamente
transferidos para outras placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura em
que cresceram originalmente, até o isolamento de um tipo de micro-organismo
em cada placa.

A transferéncia dos fungos para essas placas foi feita dentro de uma
capela de fluxo laminar, previamente esterilizada com uma solugéo etanol/dgua
70% v/v. Para o manuseio dos fungos foi utilizada uma alca de platina também
esterilizada na solugdo anterior. A partir dessas placas, os fungos foram

transferidos para tubos com agar inclinado.

2.3.2 Cultivo dos fungos em meio liquido

A partir dos tubos de ensaio, utilizados para armazenagem dos micro-
organismos em geladeira, foram feitos cultivos em meio liquido de cada um dos
fungos obtidos, sendo utilizado o seguinte meio de cultura: glicose (10 g/L),
peptona (2,5 g/L), NaCl (2,5 g/L), K;HPO,4 (0,5 g/L) e MgS0O,.7H,0 (0,25 g/L).

O procedimento para a inoculagdo dos meios de cultura liquidos
obedeceu as mesmas condicbes de esterilidade citada nos procedimentos
anteriores. Uma pequena aliquota de células fungicas existentes em cada tubo
foi transferida para um erlenmeyer contendo o meio liquido, de forma que em
cada frasco existisse apenas um tipo de micro-organismo. Os fungos foram
cultivados por 21 dias em repouso e a temperatura ambiente. A Figura 29
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ilustra os resultados obtidos apds esse crescimento para um dos micro-

organismos.

Figura 29 — Aspecto do cultivo em meio liquido de um dos fungos isolados da

prépolis.

2.3.3 Extracoes

Passado o prazo de cultivo no meio liquido, foram feitas extracfes do
material obtido nos erlenmeyers. Todo o contetdo de cada frasco foi filtrado e
transferido para um funil de separacdo de 6 L, sendo adicionada, em seguida,
uma aliqguota de 300 mL de acetato de etila. ApOs agitacdo vigorosa, a fase
organica foi separada da fase aquosa por diferenca de densidade. Esta
primeira fase, menos densa, foi transferida do funil de separagdo para um
baldo de fundo redondo de 500 mL. Esse procedimento foi repetido por trés
vezes para cada fungo, sendo que, na terceira extracdo, foram utilizados 200
mL de solvente. A fase organica obtida foi concentrada a 40 °C em um
evaporador rotatério e transferida para um frasco de penicilina, tarado para as

amostras para cada fungo.

2.4 ldentificag&do dos fungos

Os fungos isolados da prépolis passaram por uma identificacao inicial,
determinando-se 0 numero de espécies diferentes existentes, definindo-se
essas espécies em alguns casos. Essa etapa foi realizada no Laboratério de
Ecologia e Sistematica de Fungos da Universidade Federal de Lavras, sob a
orientacdo do professor Ludwig H. Pfenning.

No processo de identificacdo, os fungos foram cultivados em meios de
cultura padrdo, em placas de Petri, sob as mesmas condi¢des utilizadas
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anteriormente (item 2.3.1), para avaliacdo das caracteristicas morfolégicas e de
crescimento dos fungos, como o didmetro das colbnias, a cor do micélio, a
coloragéo do fundo das placas, 0 aspecto macroscopico da colbnia e também a
presenca de exsudacdo e de pigmentos sollveis no meio de cultura. Esse
procedimento foi feito com o auxilio de protocolos pré-estabelecidos na
literatura.?”%

Os fungos do género Penicillium foram cultivados por sete dias no
escuro, a 25 °C, nos meios de cultura CYA, MEA e G25N, e também a 37 °C,
no meio CYA. Os fungos do género Aspergillus foram cultivados seguindo o
mesmo procedimento, substituindo-se, porém, o meio G25N por CY20S. As
demais espécies foram cultivadas nos meios de cultura OA e MA. Os fungos
foram inoculados nas placas em trés pontos diferentes, como ilustrado na

Figura 30.

Figura 30 — Placas contendo fungos isolados da propolis, exemplificando a forma de

inoculagéo usada na identificacdo dos mesmos.

A seguir, apresenta-se a composi¢cdo dos meios de cultura citados
anteriormente, utilizados no processo de identificacdo dos micro-organismos:

CY20S (Agar extrato de levedura Czapek com 20% de sacarose):
K>2HPO, (0,5 g/L), concentrado Czapek (10 mL/L), extrato de levedura em po6 (5
g/L), sacarose (200 mg/L) e agar (15 g/L).
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CYA (Agar extrato de levedura Czapek): K;HPO, (10 g/L), concentrado
Czapek (10 mL/L), extrato de levedura em p6 (5 g/L), sacarose (30 mg/L) e
agar (15 g/L).

G25N (Agar glicerol nitrato 25 %): K,HPO, (0,75 g/L), concentrado
Czapek (7,5 mL/L), extrato de levedura em po (3,7 g/L), glicerol grau analitico
(250 g/L) e &gar (12 g/L).

MEA (Agar malte): extrato de levedura em p6 (20 g/L), peptona (1 g/L),
glicose (20 g/L) e agar (20 g/L).

Concentrado Czapek: NaNO3 (300 g/L), KCI (50 g/L), MgSQ,.7H,0 (50
g/L), FeS04.7H,0 (1 g/L), ZnSO4.7H,0 (1 g/L) e CuSO4.5H,0 (0,5 g/L).

2.4.1 Analise morfologica dos fungos

Apos o crescimento das colénias, foram analisadas as caracteristicas
morfolégicas e de crescimento das mesmas. Foi medido o didmetro das
colénias nas placas (média das trés colonias, medidas no verso de cada placa),
verificada a cor do micélio e a coloracdo de fundo das placas. Observou-se
também o tipo de crescimento da col6nia (velutinoso, cotonoso, sulcado, etc) e
a presenca de exsudacéao e de pigmento solUveis nos meios de cultura.

As caracteristicas morfolégicas dos micro-organismos foram avaliadas
com auxilio de um microscépio. Utilizou-se o corante azul de metileno para a
confeccdo das laminas dos fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus e
Fusarium.”® Para as laminas feitas com as demais espécies utilizou-se uma

mistura agua/glicerina 1:1.

2.5 Determinacao do perfii em CCD dos extratos dos fungos

isolados da propolis

ApoOs o cultivo dos fungos em meio liquido e extracdo do material
resultante com acetato de etila, o perfil dos extratos foi determinado por
cromatografia em camada delgada. Para tanto, foram feitas duas placas com
cada extrato: uma com mistura de hexano/acetato de etila (80:20) como
eluente e outra com acetato de etila. As placas foram reveladas com solucao

acida de vanilina.
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O intuito desse procedimento foi avaliar qualitativamente o perfil
metabdlico dos fungos ao serem cultivados em meio liquido, pois, para a
realizacdo de reacdes de biotransformacéo, a presenca de muitos metabdlitos

dificulta o isolamento de produtos de biotransformacéo.

2.6 Sintese de sesquiterpenos clovanicos a partir do Oxido de
cariofileno (125)

O 2p-metoxiclovan-9«a-ol (73) foi sintetizado de acordo com
procedimento existente na literatura, o qual foi adaptado para a sintese do 24-
etoxiclovan-9a-ol (126), 2p-propoxiclovan-9a-ol (127), 2p-butoxiclovan-9a-ol

(128) e 2p-pentoxiclovan-9ca-ol (129).%
2.6.1 Sintese do 2/-metoxiclovan-9a-ol (73)

Nessa reacéo, 2,03 g (9,20 mmol) de éxido de cariofileno (125) e 0,13 g
(0,98 mmol) de tetracianoetileno (TCNE) foram dissolvidos em 39,2 mL de
metanol em um baldo de fundo redondo, que foi tampado posteriormente e
mantidos sob agitacdo por 12 h a 25 °C (Figura 31).** A reacéo foi monitorada
por CCD. Apos a verificagdo do término da mesma, o solvente foi retirado
utilizando evaporador rotatério e o material resultante foi submetido a
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se, como eluente, um
gradiente de hexano/acetato de etila. Uma mistura contendo majoritariamente o
2-metoxiclovan-9a-ol (73) (935,9 mg) foi obtida (hexano/acetato de etila
85:15). A purificagdo final de 73 foi feita em CLAE, utilizando-se coluna
semipreparativa (LiChroCart® 250-10 e LiChrosfher® Si 60 (10um), fluxo de 3,5
mL.min™ e fase mével composta por hexano/acetato de etila 70:30 (eluicdo
isocratica). Foram obtidos 511,4 mg (2,03 mmol, 22 %) do 24-metoxiclovan-9 a-
ol (73), com tempo de retencédo de 15,04 min. Foram recuperados 648 mg de
125 (32 %).
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Figura 31 — Esquema da sintese do 24-metoxiclovan-9¢a-ol (73) a partir do 6xido de

cariofileno (125).
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2.6.2 Sintese do 2-etoxiclovan-9a-ol (126)

Obteve-se o0 2p-etoxiclovan-9a-ol (126) a partir de 1,02 g (4,39 mmol) de
oxido de cariofileno (125) e 0,06 g (0,48 mmol) de TCNE, dissolvidos em 19,6
mL de etanol (Figura 32) e mantidos em agitacdo em um baldo de fundo
redondo tampado por 36 h a 25 °C.°* A reacdo foi acompanhada por CCD e,
ao final, o material resultante foi concentrado em evaporador rotatério e
cromatografado em coluna de silica gel, utlizando-se gradiente de
hexano/acetato de etila. A eluicdo com hexano/acetato de etila 90:10 forneceu
0 produto, 2p-etoxiclovan-9«-ol (126) (346,9 mg), ainda impuro, sendo
posteriormente purificado por CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa e
fluxo de 3,5 mL.min™". Como eluentes, utilizaram-se sucessivamente, em trés
eluicBes isocraticas, misturas de hexano/acetato de etila nas proporcdes 73:27,
68:32 e, posteriormente, 85:15, concluindo-se assim a purificacdo do mesmao.
Obtiveram-se 166,8 mg (0,63 mmol, 14 %) do 2p-etoxiclovan-9a-ol (126)
(tempo de retencédo 21,35 min), sendo recuperados 543,1 mg (53 %) de 125.

H 5\ 2,
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Figura 32 — Esquema da sintese do 2p-etoxiclovan-9a-ol (126) a partir do 6xido de

cariofileno (125).

2.6.3 Sintese do 23propoxiclovan-9a-ol (127)

Nessa reacdo (Figura 33, pag. 38), 1,01 g (4,37 mmol) de oxido de
cariofileno (125) e 0,06 g (0,45 mmol) de TCNE foram dissolvidos em 19,6 mL
de propanol, mantidos em agitacdo por 18 h a 25 °C em um baldo de fundo
redondo tampado.”* A reacéo foi monitorada por CCD e o solvente foi retirado

em evaporador rotatorio, sendo o material resultante cromatografado em
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coluna de silica gel, utilizando-se gradiente de hexano e acetato de etila. O 24-
propoxiclovan-9a-ol (127) (529,6 mg) foi obtido impuro (hexano e acetato de
etila 95:5 e 90:10) sendo purificado por CLAE (3 elui¢des), usando-se coluna
semipreparativa, fluxo de 3,5 mL.min® e, como fase mével, inicialmente
hexano/acetato de etila 75:25. Estando ainda impuro o produto, utilizou-se
também como eluente hexano/acetato de etila 90:10 e, posteriormente, 85:15,
com o qual obteve-se o 2p-propoxiclovan-9a-ol (127) com tempo de retengéo
de 13,69 min (301,2 mg, 1,07 mmol, 25 %). Foram recuperados 285,6 mg (28
%) de 125.

H s 2,
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Figura 33 — Esquema da sintese do 2p-propoxiclovan-9a-ol (127) a partir do 6xido
de cariofileno (125).

2.6.4 Sintese do 2/-butoxiclovan-9a-ol (128)

Para o preparo dessa substancia foram utilizados 1,01 g (4,37 mmol) de
oxido de cariofileno (125) e 0,06 g (0,47 mmol) de TCNE, dissolvidos em 19,6
mL de butanol (Figura 34, pag. 39), tendo sido a mistura reacional mantida sob
agitacdo por 36 h a 40 °C em um baldo de fundo redondo tampado.”* O
monitoramento da reacéo foi feito por CCD e, apds seu término, o solvente foi
retirado em evaporador rotatorio e o material resultante foi cromatografado em
coluna de silica gel. O material eluido com hexano/acetato de etila 92:8 e 90:10
(383,5 mg) continha o 24-butoxiclovan-9a-ol (128) ainda impuro. Prosseguiu-se
a purificacdo por CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa, com fluxo de 3,5
mL.min™" e fase mével composta por hexano/acetato de etila 80:20. Foram
obtidos 139,0 mg (0,47 mmol, 11 %) do produto, 2f-butoxiclovan-9«a-ol (128),
com tempo de retencdo de 9,70 min. Nesse processo foram recuperados 223,4
mg (22%) de oxido de cariofileno (125).
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Figura 34 — Esquema da sintese do 2p-butoxiclovan-9¢-ol (128) a partir do 6xido de

cariofileno (125).

2.6.5 Sintese do 2/#pentoxiclovan-9a-ol (129)

Para a obteng&o do 24-pentoxiclovan-9a-ol (129), foram diluidos, em 16
mL de pentanol, 1,00 g (4,33 mmol) de 6xido de cariofileno (125) (Figura 35) e
0,06 g (0,48 mmol) de TCNE.** A mistura foi mantida em agitacéo por 18 h a
25 °C em baldo de fundo redondo tampado, sendo a reacdo monitorada por
CCD. Ao final do processo, o solvente foi evaporado e o material resultante foi
cromatografado em coluna de silica gel (hexano e acetato de etila). Da eluicao
com hexano/acetato de etila 92:8 foi obtida uma mistura contendo o produto,
2 -pentoxiclovan-9a-ol (129) (692,6 mg), que foi posteriormente purificado por
CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa com fluxo de 3,5 mL.min™® e
eluente composto por hexano/acetato de etila 85:15. Obtiveram-se 283,8 mg
(0,92 mmol, 21 %) de 2/-pentoxiclovan-9«a-ol (129), com tempo de retencao de
11,60 min. Foram recuperados 216,1 mg (22 %) de 125.
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Figura 35 — Esquema da sintese do 24-pentoxiclovan-9a-ol (129) a partir do 6xido de

cariofileno (125).
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2.6.6 Sintese da 28-metoxiclovan-9-ona (133)

A preparacao da 283-metoxiclovan-9-ona (133) (Figura 36) foi realizada
dissolvendo-se 385,2 mg (1,53 mmol) de 24-metoxiclovan-9a-ol (73) em 40 mL
de CH.Cl,. A esta mistura, mantida em agitacdo em um baldo de fundo
redondo tampado, foram adicionados 434,0 mg (1,97 mmol, 98% de pureza) de
cloro-cromato de piridina (PCC).*® A reacéo foi feita & temperatura ambiente e
foi monitorada por CCD. Apés 25 h, o solvente foi retirado em evaporador
rotatorio e o material resultante foi dissolvido em Et,O. Esta solugéo foi lavada
com uma solucdo aquosa saturada de NaHCO3; e também com uma solucéo
saturada de NaCl. A fase organica foi posteriormente secada com Na,SO4
anidro, filtrada e o solvente retirado em evaporador rotatério. O material
resultante foi submetido a uma coluna de silica gel com gradiente de
hexano/acetato de etila. Foram obtidos 327,5 mg (1,31 mmol, 86%) da 2(-

metoxiclovan-9-ona (7) com o eluente hexano/acetato de etila 95:5.

cloro-cromato de piridina
diclorometano
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H3CO III/’/OH H3CO

73 133
Figura 36 — Esquema da sintese da 24-metoxiclovan-9-ona (133) a partir do 24-

metoxiclovan-9¢a-ol (73).

2.6.7 Sintese da (1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-8-hidroxi-2-
metoxiclovano-9-lactona (134) a partir da 28-metoxiclovan-9-ona
(133)

Para a sintese da lactona 134 (Figura 37, pag. 41), 327,5 mg (1,31
mmol) de 2B-metoxiclovan-9-ona (133) foram dissolvidos em 40 mL de CH.CI,

em um balédo de fundo redondo tampado. O material foi mantido sob agitacao e
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resfriamento em banho de gelo. Foram adicionados a solugéao 2,65 mg (11,80
mmol) de &cido meta-cloro perbenzéico (AMCPB).%? A reacéo foi acompanhada
por CCD e o término da reacdo ocorreu apos 25 h. O material foi lavado com
solucdo saturada de NaHCO3; (2 vezes) em um funil de decantacdo. A fase
organica resultante foi secada com Na,SO, anidro, sendo 0 solvente
posteriormente retirado em um evaporador rotatério. O material resultante foi
submetido a cromatografia em coluna de silica gel, sendo eluido com
hexano/acetato de etila 90:10, obtendo-se 305,38 mg de material onde
predominava o produto esperado. Esse material foi submetido a CLAE,
utilizando-se coluna semipreparativa, fluxo de 3,5 mL.min™ e hexano/acetato
de etila 80:20 como eluente. Foram obtidos 233,2 mg (0,88 mmol, 67%) da

lactona 134, com tempo de retencéo de 33,50 min.

acido meta-cloro
perbenzdico
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Figura 37 - Esquema da sintese da (1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-8-hidroxi-2-

@]

metoxiclovano-9-lactona (134) a partir do 25-metoxiclovan-9-ona (133).

2.6.8 Sintese do acetato de 2/-metoxiclovan-9a-ol (135)

Nessa reacdo (Figura 38, pag. 42), foram utilizados 104,2 mg (0,41
mmol) de 2p-metoxiclovan-9«-ol (73), dissolvidos em algumas gotas de
piridina. A essa solucéo foi adicionado 0,30 mL de anidrido acético.”® A reacéo
foi mantida em agitagdo por 24 h a temperatura ambiente em um baldo de
fundo redondo tampado, sendo acompanhada por CCD. Ao final da reacéo, o
material foi concentrado em evaporador rotatorio e cromatografado em coluna
de silica gel. Nesse processo foi utilizado um gradiente de hexano/acetato de

etila, sendo que, em fracdes coletadas com hexano/acetato de etila 95:5, foram
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obtidos 128,7 mg de material contendo o produto pretendido. Esse material foi
purificado por CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa com fluxo de 3,5
mL.min™, utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila 95:5. Foram

obtidos 112,7 mg (0,38 mmol, 93%) de acetato de 2-metoxiclovan-9a-ol (135).
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Figura 38 — Esquema de sintese do acetato de 24-metoxiclovan-9«-ol (73).

2.6.9 Sintese do 5a-hidroxicariofila-4(12),8(13)-dieno (130)

Para a sintese do 5a-hidroxicariofila-4(12),8(13)-dieno (130) (Figura 39,
pag. 43), 2,51 g (11,38 mmol) de 6xido de cariofileno (125) foram dissolvidos
em 59,5 mL de acetona em um baldo de fundo redondo, sendo adicionados
0,30 g (2,26 mmol) de TCNE e 4,94 g (56,93 mmol) de LiBr.** O baldo foi
tampado e a solugdo mantida sob agitacdo por 12 h a temperatura ambiente,
sendo o processo acompanhado por CCD. Ao final da reacdo, o material foi
concentrado em evaporador rotatério e cromatografado em coluna de silica gel
com gradiente de hexano/acetato de etila. Da combinacédo de fracoes obtidas
com os eluentes hexano/acetato de etila 95:5 e 90:10, foram obtidos 954,0 mg
de uma mistura contendo o produto impuro. Esse material foi novamente
submetido a cromatografia em coluna com silica gel, sendo obtidos 891,56 mg
do produto pela combinacao de fragdes obtidas com eluente hexano/acetato de
etila 90:10, estando esse material com uma pequena quantidade de impureza.
Foram recuperados 424,9 mg (17 %) de 125.
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Figura 39 — Esquema da sintese do 5a-hidroxicariofila-4(12),8(13)-dieno (130) a

partir do éxido de cariofileno (125).

2.6.10 Sintese do (4S,5R)-5-hidroxicariofila-8(13)-eno (131)

Nessa reacdo, apresentada na Figura 40, 891,56 mg de 5o
hidroxicariofila-4(12),8(13)-dieno (130) foram diluidos em 43,28 mL de
benzeno, juntamente com 113,04 mg (0,41 mmol) de acetilacetonato de
vanadila, sendo esta solucdo colocada sob refluxo. Em seguida, foram
adicionados 468 uL (3,74 mmol) de uma solucdo de hidroperéxido de terc-
butila.”* A reacdo foi monitorada por CCD, sendo mantido o refluxo por 1 h.
Apbs esse periodo e o posterior resfriamento da solugcado até a temperatura
ambiente, a mesma foi lavada com solucdo saturada de NaCl em funil de
separacao e secada com Na,SO, anidro. O material resultante foi concentrado
em evaporador rotatorio e submetido a cromatografia em coluna de silica gel
com gradiente de hexano/acetato de etila. Pela combinacédo de fracdes obtidas
com o eluente hexano/acetato de etila 90:10 obtiveram-se 343,0 mg (com uma
pequena quantidade de impureza) de (4S,5R)-5-hidroxicariofila-8(13)-eno
(131). Foram recuperados 393,4 mg (44 %) de 130.
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Figura 40 — Esquema da sintese do (4S,5R)-5-hidroxicariofila-8(13)-eno (131) a partir
do 5a-hidroxicariofila-4(12),8(13)-dieno (130).



Parte experimental 44

2.6.11 Sintese do (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol

Para a obtencédo do (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (132) (Figura 41),
343,0 mg de (4S,5R)-5-hidroxicariofil-8(13)-eno (131) foram dissolvidos em
70,0 mL de metanol em um baldo de fundo redondo. Em seguida foram
adicionados 16,40 mg (0,13 mmol) de TCNE a essa solugcédo, sendo o baldo
posteriormente tampado.®* O material foi mantido sob agitacéo por 24 h, sendo,
a reacdo, acompanhada por CCD. Ao final, o solvente foi retirado em
evaporador rotatorio e 0 material resultante cromatografado em coluna de silica
gel com gradiente de hexano/acetato de etila. O produto (2S,9R)-2-
metoxiclovan-9,15-diol (132) (150,6 mg, 0,56 mmol) foi obtido pela combinacéo
de fracdes eluidas com hexano/acetato de etila 50:50. Nesse processo foram
recuperados 79,7 mg (23 %) de 131.
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Figura 41 — Esquema da sintese do (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (132) a partir
do (4S,5R)-5-hidroxicariofila-8(13)-eno (131).

2.7 Biotransformacao dos clovanos sintetizados

Dois dos fungos isolados das amostras de prépolis foram utilizados em
reacdoes de biotransformacdo. Outros dois fungos utilizados nessas reacfes
foram isolados anteriormente de amostras de solo.?® Os fungos utilizados foram
Pestalotiopsis palustris e Penicillium citrinum (prépolis), Penicillium jackzewskii
e Penicillium miniolutem (solo) e os substratos utilizados foram substancias da

classe dos clovanos.
2.7.1 Preparo dos indculos para as reagdes de biotransformacéao

Os fungos utilizados nas reacbes de biotransformagcdo foram

inicialmente cultivados em placas de Petri, utilizando-se agar malte para P.
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palustris, e agar batata para P. citrinum, P. jackzewskii e P. miniolutem, como
descrito no item 2.3.1. Apds a verificacdo do crescimento adequado das
colénias, uma solucédo de glicerol/agua 20:80 foi colocada nas placas, sendo as
colénias raspadas com uma alca de Drigalski, para a obtencdo de uma
suspensao contendo o0s esporos, que foi coletada com micropipeta automatica
e armazenada em tubos plasticos hermerticamente fechados, a -40 °C. Todo o
procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar, as proximidades da
chama do bico de Bunsen. A concentracdo da suspensdo de esporos para

cada fungo foi determinada em uma camara de Neubauer (Figura 42).%

A B A
b (¥
B C B
Heubauwar
A B A
I A B

Figura 42 - A) Camara de Neubauer. B) Ampliacdo de um dos lados da camara.®

A camara e uma laminula foram previamente limpas com solucao
etanol/agua 70% v/v. Foi transferida uma aliquota de 10 puL da suspenséo de
esporos para cada lado da camara e colocou-se a laminula sobre a mesma.

Realizou-se a contagem dos esporos com auxilio do microscépio.

Essa contagem foi feita no quadrado grande central identificado como C
na Figura 42, de ambos os lados da camara. ApGs a contagem, limpou-se a
laminula e a cdmara com solucdo etanol/agua 70% v/v. Esse procedimento foi
repetido mais duas vezes para se alcancar confiabilidade na contagem para o
calculo do numero de esporos. Como sdo conhecidas as dimensfes da

camara, foi calculada a quantidade de esporos por mL de solucédo.®
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Essa suspensdo padronizada de esporos, denominada indculo, foi

utilizada para as reacgdes de biotransformacéo.

2.7.2 Avaliacao da toxicidade do 2/-metoxiclovan-9a-ol (73) sobre

os fungos

Antes de se iniciarem as reacfes de biotransformacédo, fez-se uma
avaliacdo da toxicidade do substrato sobre os micro-organismos.?® Para tal,
100 puL da suspensdo de esporos de cada fungo armazenado na solucao
glicerol/agua 80% foram transferidos para uma placa contendo o meio de
cultura adequado ao crescimento de cada fungo (item 2.7.1), e espalhados com
uma alca de Drigalski. Esse procedimento foi realizado para cada fungo a ser

utilizado nas biotransformacoes.

Apos o crescimento do fungo na placa, foram extraidos pequenos discos
de meio de cultura, com cerca de 6 mm de didametro, contendo o micélio do
fungo. Um disco com o mesmo diametro foi extraido do centro de uma placa
contendo apenas o meio de cultura esterilizado, sem o micro-organismo. Este
espaco da placa foi substituido pelo disco contendo o fungo. Esta placa foi
utilizada como controle do experimento, para avaliar o crescimento do fungo

sem interferéncia do substrato da biotransformacao.®’

Esse mesmo procedimento foi repetido em outras placas, mas, desta
vez, ao meio de cultura foram adicionadas solu¢des de 100 ppm e 200 ppm do
2 -metoxiclovan-9a-ol (73). Para tanto, o substrato 73, dissolvido em etanol, foi
adicionado ao meio de cultura ainda liquido, em um erlemeyer. Essa solucao
foi homogeneizada e vertida sobre as placas de Petri. Apds a solidificacdo do
meio de cultura na placa, o procedimento anterior para inoculacdo do fungo no
centro da placa foi repetido, retirando-se um disco central de 6 mm e inserindo-

se outro contendo o micélio, com o mesmo diametro.

Para que fosse avaliada a interferéncia do solvente utilizado na
dissolucdo do substrato sobre o crescimento do fungo, preparou-se outro
controle, contendo apenas o meio de cultura, o fungo e o solvente, sem o
substrato.”” Para tanto, foi realizado o mesmo procedimento anterior, sendo

gue, nesse caso, utilizou-se etanol para a inoculacdo no meio de cultura, sem a



Parte experimental 47

presenca do 2p-metoxiclovan-9«-ol (73). Todo o procedimento foi realizado em
triplicata para cada um dos fungos utilizados nas reacfes de biotransformacéo
(item 2.7.1), sendo o halo de crescimento do fungo medido a cada 24 horas por

sete dias consecutivos.
2.7.3 Biotransformacdes sob agitacao

A Dbiotransformagdo do 2p-metoxiclovan-9«-ol (73) sob agitagdo foi
realizada, utilizando-se os fungos e meios de cultura seguintes: P. palustris
(extrato de malte 30 g/L) e P. janczewskii [glicose (10 g/L), peptona (2,5 g/L),
NacCl (2,5 g/L), K;HPO4 (0,5 g/L), e MgS0,4.7H,0 (0,25 g/L)].

Os meios de cultura foram distribuidos em erlenmeyers de 500 mL,
sendo 250 mL em cada frasco. Os mesmos foram tampados e esterilizados em
autoclave. Foram utilizados dezoito erlemeyers, dos quais quinze foram
inoculados com o micro-organismo e o substrato, um foi utilizado como controle
positivo (inoculado apenas com o substrato) e dois foram utilizados como

controles negativos (inoculados apenas com o fungo).*®

A concentracao utilizada para a inoculacao foi de 6-7 x 10° esporos para
200 mL de meio de cultura. Os frascos foram colocados sob agitacao orbital
(180 rpm), a temperatura de 25 °C, por dois dias, até o inicio do crescimento
dos fungos. ApGs esse periodo se procedeu a inoculacdo do substrato 24-
metoxiclovan-9¢-ol (73) dissolvido em etanol. Cada erlenmeyer foi inoculado
com 25 mg de substrato, para se obter uma concentragédo final de 100 ppm por

erlenmeyer.

Para o fungo P. palustris, cujo micélio teve um crescimento muito
acelerado, as extracfes foram feitas com dois dias (sete erlenmeyers e um
controle negativo) e quatro dias (oito erlenmeyers, um controle negativo e um
controle positivo) de reacdo. Para o P. janczewskii, as extracdes foram feitas
com quatro dias (sete erlenmeyers e um controle negativo) e sete dias (oito
erlenmeyers, um controle negativo e um controle positivo) de reacéo. Todas as

extracdes foram realizadas com acetato de etila (item 2.3.3).
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Apols as extracdes, os materiais resultantes foram submetidos a analise
por CCD, para se verificar a presenca de produtos de biotransformacao. Foram
visualizados produtos apenas para as biotransformacdes utilizando o P.
palustris, cujos extratos foram submetidos a cromatografia por coluna de silica
gel, utlizando-se gradiente de hexano/acetato de etila/metanol. Na
biotransformacao realizada por dois dias, obteve-se o clovan-23-9a-diol (75)
(2,7 mg; 2 %) (Figura 43), eluido inicialmente com hexano/acetato de etila
60:40. Estando ainda impuro, o mesmo foi purificado por CLAE, em coluna
semipreparativa, fluxo de 3,0 mL.min™* e eluente hexano/acetato de etila 50:50
(tempo de retencéo de 58,83 min). Na biotransformacéo feita com quatro dias,
foram obtidos o 24-metoxiclovan-9¢,10a-diol (136) (0,8 mg; 0,4 %) e 0 24
metoxiclovan-74,9a-diol (137) (3,4 mg; 2 %), eluidos inicialmente com
hexano/acetao de etila 70:30 e 60:40 e, posteriormente, utilizando-se CLAE,
com as mesmas condi¢fes utilizadas para purificagdo do produto anterior (75).
As substancias puras foram obtidas nas fragbes em tempos de retencédo de
36,20 e 56,23 min, respectivamente. Foram recuperados 77,3 mg (44 %) de 73

da reacéo feita com 2 dias e 52,6 mg (26 %) da reacao feita com 4 dias.

\ 7/

15

11 9

""//oH H;CO 10 ""///oH

73 75 (2 %)

OH

136 (0,4 %) 137 (2 %)
Figura 43 - Estrutura do 28-metoxiclovan-9«-ol (73) e dos produtos clovan-24-9a-diol
(75), 2-metoxiclovan-9«,10a-diol (136) e 24-metoxiclovan-7 4, 9a-diol (137), obtidos na

biotransformacéo de 73 com o fungo P. palustris com dois e quatro dias.

2.7.4 Biotransformacdes sem agitacao

As reac0Oes de biotransformacao sem agitacéo foram feitas, utilizando-se
garrafas tipo Roux,%® com os fungos P. palustris, P. citrinum, P. jackzewskii e P.
miniolutem. O processo de inoculagdo do fungo, adicdo do substrato e meios

de cultura foram os mesmos descritos no item 2.7.3, com a diferenca de que,
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no caso de utilizacdo das garrafas, foram uzados 150 mL de meio de cultura
para cada frasco. A Tabela 1 mostra a quantidade de garrafas utilizadas, o
namero de dias de biotransformacdo e o substrato utilizado nas

biotransformacdes realizadas sem agitacao.

Tabela 1 — Condicdes gerais utilizadas nas biotransformacdes feitas com os
fungos Pestalotiopsis palustris, Penicillium citrinum, Penicillium jackzewskii e

Penicillium miniolutem, sem agitacéo

Numero Tempo Concentragao

Substrato Fungo de de reacdo  do substrato
garrafas (dias) (ppm)
7 5
P. palustris 100
8 10
7 5
P. janczewskKii 100
8 10
7 5
P. citrinum 200
8 10
(73)
7 5
P. minioluteum 200
8 10
P. minioluteum 8 10 200
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As extracOes foram feitas como descrito no item 2.3.3, utilizando-se
acetato de etila como solvente. O material obtido apos as extracbes das
biotransfomacodes do 24-metoxiclovan-9a-ol (73) com os fungos P. palustris, P.
janczewskii, P. citrinum e P. minioluteum, e da lactona 134 com P. minioluteum,
foram submetidos a cromatografia em coluna de silica gel com gradientes de

hexano, acetato de etila e metanol.

Na reacgdo de P. palustris com 73 como substrato, realizada com cinco
dias, foram obtidos o clovan-24-9a-diol (75) (1,3 mg; 1 %) e o clovan-24-94-diol
(76) (1,0 mg; 1 %), ambos eluidos com hexano/acetato de etila 70:30 e 60:40
(Figura 44, pag. 51). Estando ainda impuros, os mesmos foram purificados por
CLAE, em coluna semipreparativa, fluxo de 3,0 mL.min® e fase movel
constituida por hexano/acetato de etila 50:50 (tempos de retencdo 49,57 min e
36,08 min, respectivamente). Foram recuperados 83,2 mg (79 %) do substrato
73 nessa reacdo. Na biotransformacdo de 73 por 10 dias, foram obtidos os
produtos 75 (3,4 mg; 3 %), 76 (11,0 mg; 10 %), 24-metoxiclovan-9¢,10a-diol
(136) (0,8 mg; 1 %), 2p-metoxiclovan-745,9a-diol (137) (4,8 mg; 4 %) e a
lactona 138 (2,3 mg; 2 %). Os produtos 75 e 76 foram eluidos com mistura de
hexano/acetato de etila 70:30, 137 foi eluido com hexano/aceto de etila 60:40
e, 0s demais, com hexano/acetato de etila 70:30 e 60:40. A purificacdo final de
75, 76 e 136-138 foi feita por CLAE, nas mesmas condicbes usadas para a
purificacdo dos produtos obtidos com cinco dias de reacéo [tempos de retencéo
44,94 (75), 34,99 (76), 33,12 (136), 48,48 (137) e 43,29 min (138)]. Na reacéo
feita com 10 dias foram recuperados 52,7 mg (44 %) de 73.
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Figura 44 - Estrutura do 2p-metoxiclovan-9«-ol (73) e dos produtos clovan-24-9a-diol
(75), clovan-2p-94-diol (76), 2-metoxiclovan-9¢,10a-diol (136), 25-metoxiclovan-74, 9a-
diol (137) e do rumfelclovano A (138), obtidos na biotransformacéo de 73 com o fungo P.
palustris sem agitacdo, com cinco e dez dias.

No experimento realizado com o fungo P. citrinum e o substrato 73, com
5 dias, ndo foram obtidos produtos. A reacdo de P. citrinum e 73 com dez dias
resultou no isolamento dos produtos 75 e 76, provenientes da combinacao das
fracOes eluidas com hexano/acetato de etila 70:30 e 65:35, respectivamente.
Como ambos estavam ainda impuros, esses foram purificados por CLAE com
coluna semipreparativa, fluxo de 3,0 mL.min™, e eluente hexano/acetato de
etila 55:45, sendo obtidos os produtos puros nas fracbes coletadas em tempo
de retencéo de 52,34 (75) (2,9 mg; 1 %) e 38,43 min (76) (4,9 mg; 2 %). Foram

recuperados 186,3 mg (89 %) de 73 nessa reacao.

O material resultante da extragdo da biotransformagdo de 73 com P.
minioluteum com cinco dias n&o foi submetido a cromatografia em coluna, mas
teve o seu perfil determinado por CG-EM, sendo observada a presenca dos
produtos 75 e 76, por comparacdo ao perfil em CG-EM obtido para esses
produtos. Na biotransformacéo de 73 com P. minioluteum com 10 dias, foram

obtidos, apds cromatografia em coluna, os produtos 75 (72,5 mg; 32 %), eluido
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com hexano/acetato de etila 60:40 e 76 (39,1 mg; 16 %), eluido com
hexano/acetato de etila 70:30. Uma parte desse material foi purificado por
CLAE com coluna semipreparativa, fluxo de 3,0 mLmin®, e eluente
hexano/acetato de etila 55:45. Nessa reacao, foram recuperados 44 mg (18 %)
de 73.

Na reacdo de biotransformacgéo da lactona 134 com P. minioluteum foi
obtido o produto 138 (35,3 mg; 16 %), o qual foi obtido por cromatografia em
coluna com emprego dos eluentes hexano/acetato de etila 75:25, 70:30 e
60:40. A purificacédo final foi feita por CLAE com coluna semipreparativa e fase
mével de hexano/acetato de etila 45:55 e fluxo de 3,5 mL.min™. Foram
recuperados 10,2 mg (8 %) de 134.

N&o foram obtidos produtos de biotransformacéo nas reacdes utilizando-

se o fungo Penicillium janczewskii.

2.7.4.1 Avaliacao da influéncia de modificacbes das posicbes 25 e
9« do 2/-metoxiclovan-9a-ol (73) em reacdes de biotransformacao

com P. minioluteum

Nas biotransformagdes anteriores feitas nesse trabalho com o fungo P.
minioluteum usando o 24-metoxiclovan-9«-ol (73) como substrato (item 3.7.4),
observou-se que este micro-organismo pode quebrar a ligagcdo do grupo éter
presente na posicdo 24 dessa molécula, bem com epimerizar a hidroxila
presente na posi¢cdo 9a. Com o objetivo de avaliar a influéncia do tamanho da
cadeia lateral ligada a posicao 24 dessa molécula, bem como a influéncia da
presenca de um substituinte mais volumoso na posicdo 9«, realizaram-se
biotransformacdes dos substratos 127, 129, 135 e 100 (Figura 45, pag. 53)
(200 ppm cada) com P. minioluteum. Essa ultima substancia foi sintetizada por

outro aluno do grupo de pesquisa.

As reacoes foram feitas sem agitacdo, em escala analitica (uma garrafa
tipo Roux cada) durante cinco e dez dias. A extragdo seguiu 0S mMesmos
principios descritos no item 2.7.4 para as outras reacdes sem agitacdo. O

material resultante, em cada caso, foi analisado diretamente por CG-EM.
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Figura 45 — Estruturas do 2g-propoxiclovan-9«-ol (127), 24-pentoxiclovan-9a-ol (129),
23-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100) e 24-metoxiclovan-9«a-ol (135), incubados

com P. minioluteum.

2.8. Bioensaio de inibicdo de crescimento do fungo Botrytis cinerea

As substancias 2p-metoxiclovan-9a-ol (73), 2f-etoxiclovan-9«-ol (126),
2-propoxiclovan-9a-ol (127), 2p-butoxiclovan-9ea-ol (128) e 2/-pentoxiclovan-
9cx-0l (129) foram testadas em relacdo a sua capacidade de inibicdo de
crescimento do fungo Botrytis cinerea, sendo avaliado comparativamente o
efeito que o aumento da cadeia lateral teria sobre a atividade biolégica desses
clovanos.®” Esse bioensaio foi realizado com a supervisdo da professora Dra.
Rosa Duran-Patron, no Departamento de Quimica da Universidad de Cadiz, na

Espanha.

Aliquotas de 100 uL de uma suspensdo contendo cerca de 10’ esporos
de B. cinerea foram espalhadas sobre placas de Petri contendo 20 mL de agar
malte previamente esterilizado em autoclave. A preparagdo seguiu 0 mesmo
procedimento utilizado anteriormente (item 2.3.2). A placa foi incubada a
temperatura de 25 °C até se verificar o desenvolvimento de uma camada fina

de micélio.
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Foram preparadas solucdes (0,5 mM) dos produtos 73 e 126-129 em
etanol. Em seguida, dentro da capela de fluxo laminar, 40 uL dessa solucéo
foram adicionados a 20 mL de agar malte a temperatura de aproximadamente
50 °C, com uma micropipeta automatica. O meio de cultura foi homogeneizado
e vertido sobre uma placa de Petri, que foi deixada sobre a superficie da capela

para resfriar.

A partir da solucdo de 0,5 mM anterior foram preparadas outras solucdes
com as concentracdes de 0,25, 0,10, 0,05 e 0,025 mM, sendo repetido todo o
processo anterior até o esfriamento das placas. Esse procedimento foi
realizado em triplicata, resultando em 75 placas, sendo 15 para cada um dos
cinco produtos a serem testados. Dessas 15, cada trés possuia uma das cinco

concentracfes a serem testadas (0,5 até 0,025 mM).

Procedeu-se a inoculagdo do fungo com o &gar das placas a
temperatura ambiente. Para tanto, como descrito no item 2.7.2, um disco de 6,0
mm de diametro foi retirado do centro de cada placa, sendo o0 mesmo

substituido por outro contendo o micélio do fungo cultivado por 24 h.

Foram utilizadas trés placas (15 cm de diametro) como controle. Para o
preparo destas placas, 200 uL de etanol foram adicionados a 100 mL de agar
malte. A mistura foi homogeneizada, vertida na placa e resfriada. Um disco
central foi retirado e substituido por outro contendo o micélio do fungo, como

feito anteriormente para as outras placas.

As placas foram incubadas invertidas a temperatura de 25 °C e o halo de
crescimento do micélio foi medido a cada 24 h por 6 dias. Todo o procedimento

foi realizado trés vezes consecutivas.

2.9 Bioensaio de inibicdo de crescimento de sementes de Lactuca

sativa

Foi avaliada a capacidade das substancias 2/-metoxiclovan-9a-ol (73),
2p-etoxiclovan-9a-ol (126), 24-propoxiclovan-9a-ol (127), 2-butoxiclovan-9 a-ol
(128) e 2/-pentoxiclovan-9a-ol (129) de inibirem o crescimento de sementes de

L. sativa. Esse bioensaio foi realizado sob a coordenacéo da professora Dra.
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Maria Amélia Diamantino Boaventura, no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Minas Gerais.

Preparou-se inicialmente uma solucdo tampdo de é&cido 2-
(morfolino)etanossulfonico, de concentracdo 5 mmol.L™, dissolvendo-se 0,975
g do mesmo em 1 litro de agua destilada. O pH foi ajustado para 6-6,5 com
solucdo saturada de NaOH.'® Preparou-se uma solucéo (10“ mol.L™) de cada
produto em um baldo volumétrico de 50 mL, utilizando-se, como solvente, a
solucdo tampédo anterior. Em cada caso, a massa de produto pesada foi
dissolvida com algumas gotas de acetona para se transferir o material para o
baldo de 50 mL. O frasco foi lavado trés vezes com a solucédo tampao. Antes
de se completar o volume do baldo, a acetona foi retirada em evaporador
rotatorio. Tendo sido completados os 50 mL do baldo com a solugcéo tampéo,
foram pipetados 0,5 mL com uma micropipeta automatica e transferidos para
outro baldo volumétrico de 50 mL, cujo volume foi completado, resultando-se
em uma solucdo de concentracédo de 10° mol.L™Y. O mesmo procedimento foi
feito a partir dessa solucao, para gerar uma solugdo com a concentragcéo de 10°

& mol.L™.

Como branco, foram preparadas trés placas de Petri contendo um disco
de papel Whatman nimero 1. A cada placa foram adicionados 10 mL da
solucdo tampéo, além de 25 sementes de L. sativa, sendo a placa tampada

posteriormente.

O mesmo procedimento foi realizado para mais nove placas para cada
um dos produtos testados, sendo que a solugéo tampao utilizada nos controles
foi substituida por 10 mL da solucdo preparada do produto a ser testado. O
bioensaio foi realizado em triplicata para cada concentracdo distinta de
substrato (10, 10° e 10® mol.L™).

As placas foram incubadas em camara de germinacao por cinco dias.
Apos o periodo de incubacédo, as placas foram destampadas e as plantas
transferidas para um papel seco, onde foram medidos a raiz e o caule. Os
dados obtidos com as medidas foram submetidos a tratamento estatistico para

avaliar a eficiéncia de cada produto em relacdo a inibicdo do crescimento da

planta.
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3 Resultados e discussao

3.1 Identificacdo dos fungos isolados da prépolis

A prépolis é uma resina natural produzida por abelhas da espécie Apis
melifera, rica em flavondides, triterpenos e 0Oleos essenciais, além de outras

101103 que possuem atividades antimicrobiana,® anti-inflamatéria,

substancias,
espasmolitica e antioxidante, dentre outras.®® Devido a essas propriedades, é
provavel que fungos associados a esse material tenham caracteristicas
diferenciadas, ja que poucos micro-organismos devem ser adaptados o
suficiente para habitarem esse habitat indspito, podendo ser capazes de
realizar reacfes de biotransformacédo inusitadas. Fez-se, entdo, uma triagem
de fungos presentes em uma amostra de prépolis, sendo obtidas 22 cepas de

fungos.

Para a identificacdo dos fungos, foram avaliadas caracteristicas
morfoldégicas e de crescimento dos mesmos, usando protocolos pré-
estabelecidos na literatura.?”®® Esse processo iniciou-se pela avaliacdo do
crescimento dos fungos em placas de Petri. Visto que crescem de forma radial
nessas placas, foi medido o diametro das respectivas colbnias formadas, pois o
tamanho das mesmas em meios de cultura, luminosidade e temperaturas
controladas varia de fungo para fungo. Os valores dos diametros medidos
foram comparados com aqueles tabelados nos manuais de referéncia.?"%°

Outro aspecto macroscopico das coloénias que é importante para a
determinacao estrutural é a coloracdo do micélio do fungo, que pode ser usada
para caracterizar algumas espécies. A coloracao deve ser observada tanto na
parte superior quanto na parte inferior da placa. Guias para associar a
coloracdo observada também sdo presentes nos manuais de identificacdo de
fungos para as espécies mais comuns de fungos filamentosos.

O aspecto que as colonias de fungos apresentam apds o0 crescimento
(velutinoso, cotonoso, sulcado, etc) também é caracteristico de cada espécie
de fungo, e faz parte do processo de diferenciacdo das mesmas. A presenca
de exsudacdo sobre o micélio dos fungos pode auxiliar na identificacdo pela
observacdo de um material liquido, com coloracdo caracteristica para cada

espécie. Além de exsudacado, fungos podem produzir pigmentos sollUveis no
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meio de cultura, fazendo com que esse meio adquira uma coloracao

caracteristica para cada micro-organismo.

Todas estas caracteristicas foram anotadas durante o crescimento dos
fungos durante o processo de identificacdo. Tendo sido analisado o aspecto
macroscopico das colbnias de fungos, passou-se a observacdo das
caracteristicas microscépicas dos mesmos. Para tanto, uma pequena porcao
de cada um dos micélios dos fungos foi retirada das respectivas placas de Petri
e transferida para pequenas laminas de vidro. A esse material, dependendo de
cada tipo de micélio, foram adicionadas gotas de uma solucédo glicerol:agua
(20:80) ou uma solucao aquosa de azul de metileno. A anélise dessas laminas
foi realizada em microscopio, para observar a morfologia dos esporos dos
fungos. Cada tipo de fungo possui esporos caracteristicos, como pode ser
observado na Figura 46 (pag. 59), na qual sdo mostrados alguns exemplos de
laminas preparadas com os fungos desse trabalho. Esses esporos sao
catalogados para as espécies ja conhecidas, para que sejam feitas
comparagdes no momento de identificacdo de fungos. ApoOs esse
procedimento, observou-se que se tratava de dezoito espécies diferentes de
micro-organismos, sendo a andlise conclusiva para género e espécie em doze

casos (Tabela 2, pag. 60).

O fungo com cddigo GP-4 foi classificado durante a avaliacdo inicial
como sendo tipo Humicula, mas, durante o processo de identificacdo posterior,
quando se chegou a conclusfes definitivas quanto a género e espécie dos
micro-organismos, 0 mesmo nao apresentou esporulacdo, impossibilitando a
sua identificacdo final. O fungo GP-10, identificado inicialmente como tipo
Geotrichum, foi contaminado durante o processo de identificacdo final, ndo
sendo possivel entdo a definicdo exata do seu género e espécie. Ja para o
fungo GP-22, apds a andlise final das caracteristicas macroscopicas e
microscopicas, verificou-se ser esta idéntica a GP-16. No entanto, ndo foi

possivel a identificacdo da espécie das mesmas.

Alguns géneros de micro-organismos sao muito heterogéneos. Esse fato
levou os taxonomistas a agruparem algumas espécies em secdes, por

apresentarem certa similaridade morfolégica, porém nao o bastante para serem
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considerados da mesma espécie. Por isso, os fungos Phoma Secao
plenodomus e Penicillium Secéo fasciculado foram classificados nesse trabalho
em secdes, por ndo se ter conseguido informacéo suficiente para classifica-los
guanto a género e espécie, mas somente quanto a género e secdo, que é uma

informacéo a mais em relacéo a género.

Figura 46 — Esporos dos fungos Bipolaris hawaiiensis, Tetracoccosporium paxianum e

Pestalotiopsis palustris (da esquerda para a direita, na primeira fila, aumento de 1000 vezes),
Fusarium merismoides, Fusarium pionoti e Lasiodiplodia theobromae (da esquerda para a
direita, na segunda fila, aumento de 400 vezes) vistos ao microscépio a partir de laminas feitas
com os fungos coletados da prépolis.

Essas espécies foram cultivadas em meio liquido, e os metabdlitos
produzidos foram extraidos com acetato de etila apds 21 dias de crescimento.
O intuito desse procedimento foi avaliar o perfil em CCD dos extratos, pois
fungos que produzem muitos metabdlitos secundarios ndo sdo de uso
aconselhavel para biotransformacdo, j& que esses metabdlitos dificultam o
isolamento de produtos. Avaliando-se esse perfil e também as massas dos
extratos obtidos, foram escolhidos dois desses fungos para serem
posteriormente utilizados nas reagbes de biotransformacdo feitas nesse
trabalho. A Tabela 2 (pag. 60) apresenta a identificagdo dos fungos e as

massas dos extratos obtidos nos cultivos.
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Visto que a propolis € um material coletado pelas abelhas na superficie
das flores, este material esta na natureza em constante exposicdo ao sol;
fungos ali presentes devem estar adaptados a essa condi¢éo, e espera-se que
produzam substancias que absorvam a radiacdo UV, capazes de auxiliar no
processo de protecdo dos mesmos. De fato, isso foi observado no perfil por

CCD dos extratos desses fungos quando analisados sob a lampada de luz UV.

O fungo Pestalotiopsis palustris foi escolhido para dar continuidade aos
trabalhos por apresentar baixa producdo de metabdlitos secundarios, como foi
observado no perfil do extrato obtido para esse fungo em CCD e também pela
massa desse extrato (Tabela 2, pag. 61). A producdo de muitos metabdlitos
por um fungo pode prejudicar a purificagdo de possiveis produtos de
biotransformacdo com esse micro-organismo. Ja o Penicillium citrinum foi
escolhido porque, mesmo o0 extrato obtido no seu cultivo tendo apresentado
grande massa, 0 numero de metabdlitos produzidos também foi pequeno,

como observado por CCD.

Além desses dois fungos, foram escolhidos também o Penicillium
janczewskii e o Penicillium minioluteum para que fossem feitas reacdes de
biotransformacédo. Esses fungos ja pertenciam a colecdo de fungos do
laboratoério, sendo provenientes do cerrado do estado de Minas Gerais. Os
mesmos foram escolhidos, bem como os citados anteriormente, também
devido ao fato de um nimero muito pequeno de reacdes de biotransformacéao
terem sido feitos com 0s mesmos, como observado na literatura. Esses
microrganismos, por serem selvagens e estarem expostos a um ambiente
hostil, podem apresentar propriedades diferenciadas em reacbes de
biotransformacéo, devido ao seu metabolismo adaptado as suas condi¢cfes de

existéncia.
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Tabela 2 — Género e espécie dos fungos isolados de propolis e massas obtidas

dos respectivos extratos

Cddigo Género Espécie Massa (g)
GP-1 Phoma Secéao plenodomus 0,065
GP-2 Phoma Secéao plenodomus 0,082
GP-3 Pestalotiopsis palustris 0,048
GP-4 Tipo Humicula ni 0,056
GP-5 Penicillium sp 0,067
GP-6 Alternaria alternata 0,369
GP-7 Phoma Secéao plenodomus 0,066
GP-8 Bipolaris hawaiiensis 0,125
GP-9 Penicillium purpurogenum 0,107
GP-10 ds ds 0,122
GP-11 Tetracoccosporium paxianum 0,079
GP-12 Penicillium crustosum 0,200
GP-13 Fusarium pionoti 0,292
GP-14 Aspergillus flavus 0,237
GP-15 Trichoderma koningii 0,155
GP-16 Penicillium (=GP-22)  Secéo fasciculado 0,353
GP-17 Fusarium merismoides 0,069
GP-18 Penicillium janthinellum 0,073
GP-19 Penicillium citrinum 0,648
GP-20 Lasiodiplodia theobromae 0,156
GP-21 Pestalotiopsis palustris 0,050
GP-22 Penicillium (=GP-16)  Secéo fasciculado 0,330

ni: ndo identificado; ds: desconhecido (fungo perdido durante o processo).
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3.2 Sintese de clovanos a partir do 6xido de cariofileno

O fungo B. cinerea € uma espécie que tem sido identificada como
patégeno de mais de 235 espécies de plantas, incluindo frutas e verduras.*
Esse fitopatégeno produz, em suas rotas metabolicas, toxinas da classe dos
botrianos,*® responséaveis pela viruléncia desse micro-organismo aos diversos

cultivos contaminados pelo mesmo.***1°

Visto que esse fungo tem adquirido resisténcia aos fungicidas
comerciais, a busca por novas moléculas ativas em relacdo a esse micro-
organismo é de grande importancia para um controle mais efetivo do mesmo.*
O 2p-metoxiclovan-9¢-ol (73) (Figura 47, pag. 63) foi descrito anteriormente
como tendo atividade fungistatica moderada em relacdo a esse fungo. No
entanto, essa atividade diminui com o tempo a medida que o composto €

metabolizado pelo fungo.®

Nesse trabalho foram sintetizados novos clovanos com similaridade
estrutural ao 2f/-metoxiclovan-9«-ol (73), tendo, como material de partida, o
oxido de cariofileno (125) (Figura 47, pag. 63), para a obtencdo de moléculas
potencialmente ativas na inibicdo do crescimento do fungo B. cinerea. Os
produtos 2p-metoxiclovan-9a-ol (73), 2p-propoxiclovan-9c-ol (127) e 2p-
pentoxiclovan-9a-ol (129), bem como produtos de oxidacao e acetilacdo de 73,

foram utilizados em reacdes de biotransformacao.

As substancias obtidas neste trabalho tiveram suas estruturas quimicas
determinadas, utilizando-se técnicas espectroscopicas de ressonancia
magnética nuclear uni e bidimensionais, espectrometria no infravermelho,
espectrometria de massas de baixa e de alta resolugao. O ponto de fuséo e a
rotacdo especifica das substancias também foram determinados quando

possivel.
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(129) R:(CH2)4CH3

Figura 47 — Reacgéo de ciclizacdo do Oxido de cariofileno (125) em presencga de

alcodis com cadeias carbonicas lineares de C-1 a C-5.

Essas substancias com esqueleto clovanico foram também avaliadas
frente a suas capacidades de ativacdo de proteinas quinase C (PKC), por
apresentarem semelhanca estrutural com derivados do forbol (139) (Figura 48,
pag. 64), visto que analogos a 139 tém se mostrado ativadores dessas
enzimas.'®®!%” Dessa forma, outras substancias com similaridades estruturais
ao mesmo, como distribuicdo espacial dos atomos, presenca de determinadas
partes hidrofébicas e heteroatomos formadores de ligagdes de hidrogénio sao

potenciais ativadores de PKC.>®

Na Figura 48 (pag. 64) pode-se observar a semelhanca estrutural entre
substancias com esqueleto clovanico e derivados do forbol (139), como a
prostatina (114) (molécula com atividade reativadora da laténcia do virus
HIV)®>1% e o acetato de (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (113), evidenciando

assim o potencial modulador de PKC’s por sesquiterpenos clovanicos.
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(139) R1=R,=0H: forbol
(114) R=H; R,=OCOCHg3: prostatina

Figura 48 — Estruturas do forbol (139), da prostatina (114) e do acetato de (2S,9R)-2-
metoxiclovan-9,15-diol (113).

Outro ensaio bioldgico feito com essas substancias foi o teste alelopatico
sobre germinacdo e crescimento de sementes da espécie de alface Lactuca
sativa. Esse tipo de estudo € de grande importancia no desenvolvimento de
novos tipos de herbicidas e fungicidas, visto que os atualmente usados tém
causado resisténcia em algumas espécies a serem controladas.”® Uma
caracteristica desejavel aos fungicidas, é que ndo sejam danosos as espécies

de plantas em que sdo usados.

3.2.1 Analise estrutural

3.2.1.1 Oxido de cariofileno (125)

O oxido de cariofileno (125) (Figura 47, pag. 63) é uma substancia
presente nos Oleos essenciais de diversos tipos de plantas, como orégano,
cravo, canela, goiaba e pimenta preta, e para a qual ha relatos de atividade
anti-inflamatéria, antipirética e antiartrite.’® O mesmo foi utilizado nesse
trabalho para a sintese de derivados clovanicos, sendo obtido comercialmente
com alto grau de pureza. Anteriormente a sintese das moléculas nas quais 125
foi usado como material de partida, foram obtidos dados experimentais de RMN
de 'H (Figuras 97 e 98, pag. 170, anexo 2) e de *C (Figuras 99 e 100, pag.
171, anexo 2) para 0 mesmo, os quais foram comparados aos dados existentes

na literatura, mostrando-se consistentes, como pode ser visto na Tabela 3.**°
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Tabela 3 — Dados de RMN de *H e de *3C, obtidos e da literatura, para o éxido

de cariofileno (125) em CDCIs;. Os valores de J sdo apresentados em Hz

Posicado S (400 MHz) S (400 MHz)*! & (100 & (100
MHz) MHz)*!
18 1,76 (t, J=10,0) 1,76 (t, J=10,0) 50,7 50,8
2 1,39-1,47 (m) 1,43 (tdd, J=4,0; 10,5; 27,2 27,2
13,5)
2’ 1,58-1,70 (m) 1,65 (dddd, J=1,0; 3,5;
5,0; 13,5)
3 0,92-0,98 (m) 0,97 (td, J=5,0; 13,0) 39,1 39,2
3 2,06-2,14 (m) 2,09 (dt, J=3,5; 13,0)
4 ) - 59,8 59,8
5 2,87 (dd, J=4,0; 10,6) 2,87 (dd, J=4,0; 11,0) 63,7 63,7
6 1,27-1,38 (m) 1,32 (dddd, J=4,5; 8,0; 30,2 30,3
11,0; 12,5)
6’ 2,21-2,28 (m) 2,25 (ddt, J=4,0; 8,0;
12,0)
7 2,06-2,14 (m) 2,11 (ddd, J=4,5; 8,0; 29,8 29,8
12,5)
7 2,34 (ddd, J=4,5; 8,2; 2,34 (ddd, J=4,5; 8,0;
12,8) 12,5)
8 - - 151,8  151,8
9a 2,61 (g, J=10,0) 2,62 (dt, J=9,5; 10,0) 48,7 48,7
10 1,61 (t, J=10,0) 1,69 (t, J=10,0) 39,7 39,8
10’ 1,68 (dd, J=8,4; 10,0) 1,62 (dd, J=8,0; 10,0)
11 - - 34,0 34,1
12 1,19 (s) 1,20 (s) 17,0 17,0
13 4,85 (s) 4,86 (s) 112,7 1128
13’ 4,97 (s) 4,97 (s)
14 1,00 (s) 1,01 (s) 21,6 21,7
15 0,98 (s) 0,98 (s) 29,9 29,9

3.2.1.2 23-Metoxiclovan-9a-ol (73)

O 2p-metoxiclovan-9¢a-ol (73) (Figura 49, pag. 66), uma substancia que

apresenta atividade fungistatica contra o fungo B. cinerea,*® foi obtido a partir

de 125, porém com um rendimento baixo (22 %), em relagdo ao descrito na

literatura para essa reacdo (40 %).°* O composto 73 foi obtido como um sélido

branco apOs etapas de cromatografia em coluna de silica gel (eluido com

hexano/acetato de etila 85:15) e purificagdo final

CLAE (coluna

semipreparativa, fluxo de 3,5 mL.min? e fase mével composta por

hexano/acetato de etila 70:30, sendo obtido com tempo de retencdo de 15,04
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min). Foram recuperados 16 % 125 nesse processo. A atribuicdo dos sinais de
RMN obtidos a partir dos dados espectroscopicos experimentais para essa
molécula é apresentada na Tabela 4 (pag. 68).”

15

.III,///OH
73

Figura 49 — Estrutura quimica do 2f-metoxiclovan-9«-ol (73).

O mecanismo para a reacdo de ciclizacdo e rearranjo de 125, que
resultou na formacdo de 73, pode ser racionalizado como sendo iniciado pela
transferéncia de um elétron nao ligante do oxigénio do grupo epdxido do 6xido
de cariofileno (125) para o sistema n do tetracianoetileno (TCNE, um
catalisador &cido), por meio de um complexo de transferéncia de carga. Essa
transferéncia de carga gera um carbono carregado positivamente, que é
atacado de forma intramolecular por elétrons da ligacdo dupla exociclica
pertencente a essa molécula. O carbocation formado nesse processo €, entéo,
atacado pelo alcool, formando o 2f-metoxiclovan-9a-ol (73) (Figura 50, péag.
67).111

As Figuras 101 e 102 (pag. 172, anexo 2) apresentam os espectros de
RMN de *H obtidos para 73. Os dados de RMN de *C (Figura 103, pag. 173,
anexo 2) mostraram a presenca de 16 sinais de carbono, sendo trés
oxigenados, correspondendo a um carbono hidroxilado (C-9, 6 75,2 ppm), um
grupo éter (C-2, 690,1 ppm) e uma metoxila (C-1’, 58,3 ppm). Pela analise do
subespectro DEPT-135 (Figura 104, pag. 173, anexo 2), observou-se a
presenca de quatro carbonos primarios (C-13, C-14, C-15 e C-1’), seis
carbonos secundarios (C-3, C-6, C-7, C-10, C-11 e C-12), trés terciarios (C-2,
C-5 e C-9) e trés quaternarios (C-1, C-4 e C-8). As correlacbes entre o0s
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hidrogénios e os respectivos carbonos foram determinadas utilizando-se o

mapa de contornos HSQC (Figura 105, pag. 174, anexo 2).

o,
Me (e} ///OH

73
Figura 50 — Mecanismo da formacdo do 2p-metoxiclovan-9a-ol (73) a partir do 6xido de

cariofileno (125).***
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Tabela 4 — Dados de RMN uni e bidimensionais do 2/-metoxiclovan-9«a-ol (73)

em CDClIs. Os valores de J sdo apresentados em Hz

Posicdo 84 (400 MHz) &c (100 HMBC "H-'H cosy
MHZz)
1 - 44,2 - -
2a 3,30-3,34 (m) 90,1 C-1,C-3,C-11, H-3¢, H-383
C-12
34 1,46 (dd, J=10,8; 11,6) 44,1 C-2 H-24, H-3a
3a 1,71 (dd, J=5,4; 11,6) C-1, C-2, C-4, H-2, H-33
C-5,C-13
4 - 37,0 - -
54 1,36-1,43 (m) 50,6  C-4,C-13, C-14 -
6 1,28-1,33 (m) 20,6 C-5 -
6’ 1,36-1,43 (M) C-8 -
78 1,06-1,14 (m) 33,1 C-9, C-15 -
Ta 1,36-1,43 (M) C-5, C-6, C-9 -
8 - 34,7 - -
9p 3,30-3,31 (m) 75,2 C-11, C-12 H-10¢, H-108
10 1,56-1,62 (m) 26,0 C-9 H-94, H-10
1083 1,98 (tdd, J=3,2; 5,2; - H-94, H-10q,
14,1) H-11¢, H-11p
11la 1,06-1,14 (m) 26,5 C-9, C-12 H-114, H-1083
113 1,64-1,72 (m) C-1,C-5 H-11¢, H-108
12 0,98-1,01 (m) 36,5 C-2,C-9 H-12’
12 1,61 (d, J=12,8) C-1, C-5,C-7 H-12
13 0,85 (s) 25,4 C-3, C-4, C-5, -
C-14
143 1,02 (s) 31,3 C-3, C-4, C-5, -
C-13
15 0,95 (s) 28,4 C-7,C-8, C-9, -
C-12
1’ 3,35 () 58,3 C-2 -

Observou-se, no espectro de RMN de 'H, a presenca de um multipleto

correspondente ao H-2«a (6 3,32 ppm). O sinal deste hidrogénio apresentou

correlacdo com o carbono C-3 (4) e correlacdes da ordem de trés ligacdes
com C-11, C-12 e C-1’ (Figura 51, pag. 69) no mapa de contornos HVBC

(Figuras 106 e 107, pag. 174 e 175, anexo 2) e com os hidrogénios H-3« e H-

3 no mapa de contornos *H-'H COSY (Figura 108, pag. 176, anexo 2). Este

altimo hidrogénio, por sua vez, apresentou correlacdo com C-2 (®J) no mapa de
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contornos HMBC e correlagbes com H-25e com H-3a no mapa de contornos
COSY.

73 73

Figura 51 — Algumas correlagbes visualizadas nos mapas de contornos HMBC

(setas pretas) e COSY (tracos azuis) do 24-metoxiclovan-9a-ol (73).

O hidrogénio H-3a apresentou correlacdes com C-2 (3J), C-4 (3J), C-1
(), ¢-5 (3) e C-13 (}J), no mapa de contornos HMBC. Os hidrogénios
correspondentes ao grupo metila C-13, apresentaram correlacdo com C-4 (3J),
C-3 (), C-5 (J) e C-14 (}). De forma semelhante, os hidrogénios H-14
correlacionaram-se com C-4 (3J), C-3 (3J), C-5 (3J) e C-13 (%)). Finalizando as
correlagdes dos hidrogénios do anel A (Figura 49, pag. 66), foram observadas
correlagdes no mapa de contornos HMBC entre H-54 e os carbonos C-4, C-13
e C-14.

O carbono C-5, que pertencente tanto ao anel A quanto ao anel B,
apresentou correlacdo no mapa de contornos de HMBC com H-6. J4 o H-6’
correlacionou-se com C-8, que é quaternario e esta na juncéo dos anéis B e C.
Néo foi definida a orientacdo espacial dos hidrogénios H-6 e H-6' e, na
literatura, os mesmos também nao séo diferenciados.®* Ainda no anel B, o H-
7« apresentou correlagcdo com C-6 (J), C-5 Gl e C-9 (). Jao H-7 4 mostrou
apenas correlagdes com C-9 (°J) e também com C-15 (%)), cujos hidrogénios
apresentaram, por sua vez, correlagcbes com C-8 (J) e com C-7 (J), C-9 (J) e

C-12 (). O hidrogénio H-94 (anel C) apresentou correlagées com C-11 Gl e
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C-12 (%)) (esse Ultimo presente na juncdo dos anéis B e C) no mapa de

contornos HMBC e também com H-10« e H-104 no mapa de contornos COSY.

Foram observadas, no mapa de contornos COSY, correlacbes entre H-
10« e H-10p3, H-105 e H-11¢, H-1083 e H-11p4, H-12 e H-12' e também entre H-
1la e H-11p. Sabe-se que H-11la apresentou ainda correlacbes no mapa de
contornos HMBC com C-9 (anel C) e com C12. J4 o H-114 correlacionou-se, no
mapa de contornos HMBC, com os carbonos C-1 (juncéo dos anéis A,Be C) e
C-5 (anéis A e B). No mapa de contornos HMBC, H-12 correlacionou-se com
C-2 e C-9 e 0 H-12’ correlacionou-se com C-1, C-5 e C-7, este ultimo no anel
B.

No espectro no infravermelho (Figura 109, pag. 177, anexo 2) foram
observadas as bandas em 2930 e 2860 cm™, correspondentes aos
estiramentos assimétrico e simétrico da ligacdo C-H de carbono saturado. A
banda referente & hidroxila ligada a C-9 foi observada em 3399 cm™. A banda
observada em 1116 cm™ foi atribuida ao estiramento assimétrico de ligacdo
C-0.

3.2.1.3 2-Etoxiclovan-9a-ol (126)

Na reacdo de formacédo do produto inédito 2p-etoxiclovan-9a-ol (126),
cuja estrutura estd apresentada na Figura 52 (pag. 71), o mesmo foi obtido
com rendimento de 14 %. Na purificacdo por CLAE, inicialmente se utilizou
coluna semipreparativa e fluxo de 3,5 mL.min, e, como eluente, uma mistura
de hexano/acetato de etila 73:27. Estando ainda impuro o produto, utilizou-se
também esse eluente na propor¢do 68:32 e, em sequencia, 85:15, obtendo-se,
assim, 126, como um solido branco, com tempo de reten¢do 21,35 min. Foram

recuperados 53 % de 125 nessa reacao.

Os dados de RMN de *H de 126 estdo apresentados nas Figuras 110 e
111, na pag. 177 e 178 (anexo 2). Os espectros de RMN de **C, obtidos para o
produto 126, mostraram a presenca de 17 sinais de carbono, que, pelo
subespectro DEPT-135, correspondem a quatro carbonos primarios: C-13, C-
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14, C-15 e C-2’; sete secundarios: C-3, C-6, C-7, C10, C-11, C-12 e C-1’; trés
terciérios: C-2, C-5 e C-9 e trés quaternérios: C-1, C-4 e C-8. Dentre esses
carbonos, trés sdo oxigenados: C-2 (688,1 ppm), C-9 (675,3 ppm) e C-1’ (o
65,8 ppm) (Figuras 112 e 113, pag. 178 e 179, anexo 2).

15
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Figura 52 — Estrutura quimica do 2p-etoxiclovan-9«-ol (126).

Os hidrogénios correspondentes a cada carbono foram atribuidos com o
auxilio do mapa de contornos HSQC (Figuras 114, pag. 179, anexo 2). A
ordem de conexdo entre os carbonos foi atribuida com a ajuda do mapa de
contornos HMBC (Figuras 115 e 116, pag. 180, anexo 2). Utilizou-se, ainda, o
mapa de contornos 'H-'H COSY, sendo a disposicdo espacial dos &tomos
confirmada por NOESY (Figuras 117 e 118, pag. 181 e 182, anexo 2). A
Tabela 5 (pag. 72) mostra os dados de RMN obtidos para 126.

A estrutura do 2p-etoxiclovan-9a-ol (126) é muito semelhante a de 73
(item 4.2.1.2), diferindo apenas pela presenca de um carbono secundario
adicional (C-1’) na cadeia lateral de 126. A presenca deste carbono foi
confirmada pelas correlacdes entre H-2a e C-1" (}J), entre H-1" e C-2 (%)) e
entre H-1" e C-2' (4) e também entre H-2" e C-1’ (*J) no mapa de contornos
HMBC.

A disposicéo tridimensional dos &tomos foi confirmada pelas correlacdes
entre H-2a¢ e H-13¢, H-10a e H-104, H-12 e H-12’, H-12 e H-15, e do H-74 com
H-7a e com H-114 no mapa de contornos NOESY (Figura 53, pag. 72).
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Figura 53 — Correlacbes do 2pg-etoxiclovan-9a-ol (126) visualizadas no mapa
contornos NOESY.

A banda referente ao estiramento da ligagdo OH foi observada em 3422
cm™ no espectro no infravermelho (Figura 119, pag. 182, anexo 2). Foram
também observadas bandas em 2927 e 2864 cm™, referentes a estiramentos
de ligagdes C-H de carbono saturado, e em 1107 cm™, atribuida ao estiramento
assimétrico de ligacdo C-O. O espectro de massas de alta resolucdo obtido
para 126 apresentou pico M™ com m/z 266,2268 (valor calculado para
C17H300, = 266,4189).

Tabela 5 — Dados de RMN uni e bidimensionais do 2g-etoxiclovan-9«a-ol (126)

em CDCI;. Os valores de J sdo apresentados em Hz

Posicdo & (400 MHz) & (100 HMBC "H-'H NOESY
MHz) COSY

1 i 44,1 - - -

2¢  3/41(dd,J=56; 881  C-4,C-11,C-12, H-3¢,H-38 H-13a
10,6) c-1’

3p 1,49 (m) 449  C-2,C-4,C-14  H-2q H3a -

3a 1,67 (dd, J=5,6; C-1,C-2,C4,C-5 H-2¢, H-38 -
11,9)

4 - 36,9 - - -

54 1,38-1,43(m) 50,6 C-6 . -

6 1,28-1,33(m) 20,5 C-5 - :

6 1,35-1,43 (m) C-5 H-78 :
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Iy 1,07-1,14 (m) 33,1 C-6, C-9, C-15 H-6’, H-7a¢ H-7¢, H-
115
Ta 1,35-1,40 (m) C-6, C-9, C-15 H-7p8 H-7p5
8 - 34,7 - - -
94 3,31 (sl) 75,3 H-108 .
10« 1,56-1,61 (m) 26,0 C-9, C-11 H-108 H-104
108 1,98 (tdd, J=3,2; - H-94, H- H-10«
2,5;14,1) 10¢, H-11&
11a 1,07-1,14 (m) 26,7 C-9 H-10p4, 118 -
117 1,67-1,73 (m) C-10 11a 6
12 0,97-1,00 (m) 36,6 C-2,C-8,C-9 H-12’ H-12’, H-
15
12’ 1,60 (d, J=12,8) C-5, C-7 H-12 H-12
13« 0,84 (s) 25,3 C-3,C-4,C-5, C- - 2a
14
14/ 1,01 (s) 31,2 C-3,C-4,C-5, C- - -
13
15 0,95 (s) 28,4 C-8,C-9, C-12 - H-12
1’ 3,44-3,57 (m) 65,8 C-2,C-2 - -
2’ 1,17 (t, J=7,0) 15,7 C-1 - -

3.2.1.4 2 -propoxiclovan-9a-ol (127)

O produto inédito 24-propoxiclovan-9«-ol (127) (Figura 54, pag. 73) foi
obtido com rendimento de 25 % (foram recuperados 28 % de 125). A
purificacdo se iniciou por cromatografia em coluna de silica gel, sendo obtida
uma mistura contendo 127 (529,6 mg) eluida com hexano/acetato de etila 95:5
CLAE,

semipreparativa, fluxo de 3,5 mL.min? e, como fase mdvel, inicialmente

e 90:10. A purificacdo foi finalizada por usando-se coluna
hexano/acetato de etila 75:25. Estando o produto 127 ainda impuro, foi
utilizado, em uma etapa posterior, hexano/acetato de etila 90:10 como eluente
e, posteriormente, na proporgédo 85:15, sendo obtido o 24-propoxiclovan-9 a-ol
(127) (solido branco) com tempo de retencdo de 13,69 min. A elucidagdo
estrutural foi feita com o auxilio de espectros de RMN uni e bidimensionais. Os
espectros de RMN de H, de '3C, o subespectro DEPT-135, e 0s mapas de
HSQC, HMBC, COSY e NOESY

respectivamente nas Figuras 120 a 128, pag. 183 a 188, anexo 2.

contornos estdo apresentados
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C
IO '
] 2'
3 127
Figura 54 — Estrutura quimica do 24-propoxiclovan-9«-ol (127).

Pela analise do espectro de RMN de *3C, verificou-se a presenca de 18
sinais de carbono, como apresentado na Tabela 6 (pag. 76), sendo trés
oxigenados, C-2 (4 88,3 ppm), C-9 (6 75,3 ppm), e C-1’ (6 72,3 ppm). Dentre os
carbonos, detectou-se a presenca de quatro primarios (C-13, C-14, C-15 e C-
3’), oito secundarios (C-3, C-6, C-7, C10, C-11, C-12, C-1’ e C-2'), trés
terciarios (C-2, C-5 e C-9) e trés quaternarios (C-1, C-4 e C-8), como verificado
pelo subespectro DEPT-135.

O 2p-propoxiclovan-9a-ol (127) apresenta dois atomos de carbono
secundarios adicionais em relacdo ao 2p-metoxiclovan-9a-ol (73), em sua
cadeia lateral. A presenca dos mesmos pdde ser confirmada pelas correlagdes
entre H-2a e C-1° (3J), H-1" e C-2 (%J), H-1’e C-3’ (®J) e entre H-3' e C-1" (}J), e,
também, pelas correlacdes entre H-1" e C-2’ (4J), H-2' e C-1" (), H-2' e C-3’
(°J) e também entre H-3' e C-2’ (*J) no mapa de contornos HMBC. A Figura 55
(pag. 75) mostra a proposta de fragmentacdo da cadeia lateral dessa molécula,
a partir dos dados do espectro de massas (Figuras 129 e 130, pag. 188 e 189,
anexo 2). No espectro de massas em alta resolucéo, foi obtido o pico [M]™ com
m/z 280,2422, sendo calculado o valor de 280,4455 para C13H3,0,.
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o,
7,
o OH

127 m/z 280 127 m/z 280
w

'CH3

H
127 m/z 220 127 m/z 265

Figura 55 — Proposta de fragmentacdo obtida do espectro de massas do 24-

propoxiclovan-9a-ol (127).

A disposicdo espacial dos atomos foi determinada pelas correlacdes
observadas no mapa de contornos NOESY (Figura 56, pag. 76). Nesse mapa
foram observadas correlagfes entre H-2a e H-3¢, H-2 e H-13¢, entre H-55 e
H-14p4, e também entre H-745 e H-94, H-75 e H-11p4, H-94 e H-104 e entre H-
1043 e H-11p4, entre outras (Tabela 6, pag. 76).
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127

76

Figura 56 — Algumas correlagbes do 24-propoxiclovan-9a-ol (127) visualizadas no

mapa contornos NOESY.

Foi observada, no espectro no infravermelho (Figura 131, pag. 189,

anexo 2), a banda em 3447 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo OH. Ao

estiramento assimétrico de ligacdo C-O foi atribuida a banda observada em

1105 cm™ e aquelas observadas em 2950 e 2865 cm™ foram atribuidas aos

estiramentos assimétrico e simétrico de ligacao C-H de carbono saturado.

Tabela 6 — Dados de RMN uni e bidimensionais do 2g-propoxiclovan-9a-ol

(127) em CDCIs. Os valores de J séo apresentados em Hz

Posicdo S (400 MHz) & (100 HMBC "H-"H NOESY
MHz) COSY
1 - 44,3 - - -
20 3,34-3,44 (m) 88,3 C-1,C-11,C- H-3¢,H-38 H-3¢, H-
12, C-1 12¢, H-
13«
38 1,49 (dd, J=10,4; 44,7 C-2,C-4,C- H-2¢, H-3«a -
11,8) 13, C-14
3a 1,67 (dd, J=6,0; C-1,C-2,C- H-2q,H-38 H-2a, H-
11,8) 4, C-5, C-13 13¢
4 - 37,0 - - -
54 1,35-1,43 (m) 50,6 - - H-14.
6 1,25-1,33 (m) 20,6 C-5, - -
6 1,35-1,43 (m) - - -
78 1,06-1,14 (m) 332  C-9,C-15 - H-9, H-
114, H-

128
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Ta 1,35-1,43 (m) C-5, C-6, C- - -
8, C-9
8 34,7 - - -
9 3,31 (m) 75,3 - - H-74, H-
104, H-
15
10 1,57-1,62 (m) 26,1 C-1,C-9 H-108 H-12«
108 1,98 (tdd, J=3,2; - H-94, H- H-94, H-
4,8; 14,2) 10¢, H-11¢, 115
H-11p8
1lla 1,10-1,14 (m) 26,7 C-9 H-10p, H- -
113
115 1,69-1,74 (dd, - H-104, H- H-7, H-
J=4,8; 13,7) lla 104
12« 0,96-1,00 36,5 C-1, C-2, C- H-12p3 H-2¢, H-
8, C-9 10«
12p3 1,59 (d, J=13,2) C-1, C-5, C-7 H-12« H-74
13 0,85 (s) 25,4 C-3,C-4, C- - H-2a, H-
5,C-14 3a
145 1,01 (s) 31,3 C-3,C+4, C- - H-54
5,C-13
15 0,95 (s) 28,4 C-8, C-9, C- - H-94
12
1 3,34-3,44 (m) 72,3 C-2,C-2,C- - H-2’
3
2’ 1,56 (m) 23,4 C-1,C-3 H-3’ H-1’
3 0,91 (t, J=6,8) 10,7 C-1, C-2 H-2' -

3.2.1.5 2-butoxiclovan-9«a-ol (128)

O 2p-butoxiclovan-9a-ol (128) (Figura 57, pag. 79), inédito, foi obtido
com rendimento de 11 %. A purificacao inicial de 128 foi feita em coluna de
silica gel, sendo eluida com hexano/acetato de etila (92:8 e 90:10).
Posteriormente, por CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa, fluxo de 3,5
mL.min™ e fase mével composta por hexano/acetato de etila 80:20, foi obtido,
como um sdlido branco, o produto 2s-butoxiclovan-9«-ol (128), com tempo de

retencdo de 9,70 min. Foram recuperados 22 % de 125 nessa reacao.

No espectro no infravermelho (Figura 132, pag. 190, anexo 2) obtido
para essa substancia foi observada a banda em 3406 cm™ referente ao

estiramento da ligacdo OH. Outras bandas foram observadas em 1106 cm?’,
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atribuida ao estiramento assimétrico de ligacdo C-O e, em 2931 e 2865 cm™,

atribuidas ao estiramento de C-H de carbono saturado.

Os espectros de RMN de 'H obtidos para essa molécula estio
apresentados nas Figuras 133 e 134 (pag. 190 e 191, anexo 2). A analise do
espectro de RMN de 'C obtido para o 2-butoxiclovan-9a-ol (128) (Figura
135, pag. 191, anexo 2) mostrou a presenca de 19 sinais de carbono (Tabela
7, pag. 79), os quais, no subespectro DEPT-135, mostraram ser quatro
carbonos primarios (C-13, C-14, C-15 e C-4’), nove secundarios (C-3, C-6, C-7,
C10, C-11, C-12, C-1°, C-2" e C-3’), trés terciarios (C-2, C-5 e C-9) e trés
quaternarios (C-1, C-4 e C-8). Um dos carbonos secundarios é oxigenado (C-
1’, 6 70,3 ppm) bem como dois dos carbonos terciarios (C-2, 6 88,3 ppm e C-9,
0 75,4 ppm) (Figura 136, pag. 192, anexo 2).

128

Figura 57 — Estrutura quimica do 24-butoxiclovan-9«-ol (128).

Os hidrogénios pertencentes a esta molécula foram atribuidos com a
ajuda do mapa de contornos HSQC (Figuras 137 e 138, pag. 192 e 193, anexo
2). O 2p-butoxiclovan-9a-ol (128) possui trés atomos de carbono adicionais em
sua cadeia lateral em relacdo ao 2/-metoxiclovan-9«-ol (73). No mapa de
contornos HMBC (Figuras 139 e 140, pag. 193 e 194, anexo 2) observou-se
correlacdo entre H-2a e C-1° (}J), pertencente & cadeia lateral da molécula.
Foram observadas correlacdes também entre H-1" e C-2 (3J), C-2’ (3J), C-3’ (J),
entre H-2’ e C-1’ (4J), C-3’ (), C-4’ (3)), entre H-3’ e C-1’ (}J) e C-4' (%J) e entre
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H-4 e C-2° (3J) e C-3’ (4J), determinando-se, assim, a conectividade entre os

atomos. No mapa de contornos COSY (Figura 141, pag. 195, anexo 2) foram

observadas correlacbes entre H-1' e H-2' e entre H-3' e H-4’. A disposicéo

espacial dos atomos foi determinada utilizando o mapa de contornos NOESY

(Figura 142, pag. 196, anexo 2). Observaram-se correlacdes entre H-2«a e H-
13, H-38 e H-14p5, H-75 e H-7Ta, H-75 e H-93 e também entre H-94 e H-104, o

gque esta de acordo com o esperado para 128. Na Figura 58 sdo apresentadas

algumas das correlagGes observadas no mapa de contornos NOESY.

mapa contornos NOESY.

128
Figura 58 — Algumas correlagbes do 2p-butoxiclovan-9«-ol (128) visualizadas no

Tabela 7 — Dados de RMN uni e bidimensionais do 24-butoxiclovan-9a-ol (128)

em CDCI;. Os valores de J sdo apresentados em Hz

Posicio & (400 MHz) & (100 HMBC "H-"H NOESY
MHz) COSY
1 - 44,3 - - :
2¢  3,37(dd,J=56;, 883  C-1,C-11,C-12, H-3¢, H-38 H-120,
10,2) C-1 H-13«
3p 1,45-1,52(m) 44,7  C-1,C-2,C-4,C- H-2a H-145
13, C-14
3a 1,66 (dd, J=5,6; C-1,C-2,C-4, C- H-2a H-13a
12,0) 5,C-13
4 - 37,0 - - -
55 1,35-1,43(m) 50,5 : - H-1453
6 124-134(m) 20,6 C-1,C-4,C5 : -
6 1,35-1,43 (m) C-1,C-5 - -
78 1,07-1,14(m) 332  C-6,C-9,C-15 - H-7a, H-
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94, H-
108, H-
113
Ta 1,33-1,40 (m) C-6, C-8, C-9, C- - H-7p8
15
8 - 34,7 - - -
9s8 3,30 (sl) 75,3 C-11 H-108 H-74, H-
108, H-
15
10« 1,55-1,61 (m) 26,1 - H-108 H-12«
108 1,97 (tdd, J=3,2; - H-94, H- H-74, H-
5,0; 14,2) 10¢, H-11¢, 9p
H-113
lla 1,07-1,14 (m) 26,7 C-9 H-104, H- -
115
115 1,64-1,73 (m) - H-104, H- H-7p8
1lla
12a 0,95-0,99 (m) 36,5 C-1,C-2,C-9, C- H-128 H-2¢a, H-
11, C-15 10«
1253 1,58 (d, J=12,8) C-1,C-5,C-7, C- H-12« -
8, C-9, C-15
13 0,84 (s) 25,4 C-3,C-4, C-5, C- - H-2a, H-
14 3a
14 1,01 (s) 31,3 C-3,C-4, C-5, C- - H-34, H-
13 54
15 0,95 (s) 28,4 C-7,C-8, C-9, C- - H-948
12
1 3,40-3,45 (m) 70,3 Cc-2,C-2,C-%¥ H-2’ -
2 1,47-1,53 (m) 32,3 C-1’, C-3,C-4 H-1’ -
3 1,31-1,40 (m) 19,4 Cc-1’, C-4 H-4’ H-4’
4 0,90 (t, J=7,2) 14,0 Cc-2,C-3 H-3’ H-3’

3.2.1.6 2-pentoxiclovan-9a-ol (129)

O produto 2p-pentoxiclovan-9a-ol (129) (Figura 59), inédito, foi obtido

com rendimento de 21 %. O mesmo foi purificado inicialmente por
cromatografia em coluna de silica gel, sendo eluida uma mistura (692,6 mg)
contendo 129 com hexano/acetato de etila 92:8. A purificacao final foi feita por
CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa, fluxo de 3,5 mL.min e eluente
composto por hexano/acetato de etila 85:15, sendo obtido o 2/-pentoxiclovan-
9a-ol (129) (solido branco) com tempo de retencdo de 11,60 min. Foram

recuperados 22 % do material de partida (125).
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Os espectros de RMN de *H e de *C, o subespectro DEPT-135, e 0s
mapas de contornos HSQC, HMBC, COSY e NOESY de 129 s&o apresentados
nas Figuras 143 a 152, pag. 196 a 202, anexo 2. Nos espectros de RMN de
13C, observaram-se sinais correspondentes a 20 carbonos, sendo oxigenados
C-2 (0 88,3 ppm), C-9 (6 75,3 ppm) e C-1" (6 70,6 ppm). Pela analise do
subespectro DEPT-135 dessa substancia, observaram-se que quatro carbonos
sdo primarios (C-13, C-14, C-15 e C-5’), dez secundarios (C-3, C-6, C-7, C10,
C-11, C-12, C-1’, C-2°, C-3’ e C-4’), trés terciarios (C-2, C-5 e C-9) e trés
quaternarios (C-1, C-4 e C-8).

Figura 59 — Estrutura quimica do 24-pentoxiclovan-9a-ol (129).

O composto 129 possui uma cadeia lateral com cinco atomos de
carbono. A ligacdo dessa cadeia lateral com o anel A da molécula foi
comprovada pelas correlacdes entre H-25 e C-1’ e também entre H-1" e C-2 no
mapa de contornos HMBC. O hidrogénio H-2' apresentou correlacbes com 0s
carbonos C-1’, C-3’ e C4’. O carbono C-3’, por sua vez, correlaciona-se com H-

1’, H-4’ e H-5 e, o carbono C-4’, com H-3’ e também com H-5'.

A disposicdo espacial dos atomos nessa molécula foi determinada
utilizando-se o0 mapa de contornos NOESY, no qual foram observadas
correlacoes entre H-2a e H-13a, H-35 e H-14p4, H-75 e H-7a, H-74 e H-94, H-
94 e H-104 e entre H-75 e H-114. Na Figura 60 (pag. 82) sdo apresentadas

algumas das correlagbes observadas no mapa de contornos NOESY de 129.
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Figura 60 — Algumas correlagbes do 2p-pentoxiclovan-9a-ol (129) visualizadas no
mapa contornos NOESY.

No espectro no infravermelho de 129 (Figura 153, pag. 202, anexo 2) foi
observada a banda referente ao estiramento da ligacdo OH em 3443 cm™. Os
estiramentos assimétrico e simétrico de ligagcdes C-H de carbono saturado
foram associados as bandas em 2937 e 2865 cm™. Foi ainda observada uma

banda relativa ao estiramento assimétrico de ligacédo C-O em 1105 cm™.

No espectro de massas de alta resolucéo foi observado o pico [M]™ com
m/z 294,2520 (o valor calculado para Ci9H340, corresponde a 294,4721). A
Tabela 8 mostra os dados de RMN obtidos para 129.

Tabela 8 — Dados de RMN uni e bidimensionais do 2g-pentoxiclovan-9a-ol

(129) em CDCIs. Os valores de J sédo apresentados em Hz

Posicado 84 (400 MHz) & (100 HMBC (H-C) '"H-H NOESY
MH?z) COSY
1 - 44,3 - - -
2a 3,35-3,39 (m) 88,3 C-1,C-11,C- H-3gq,H-38 H-12¢,
12, C-1’ H-13a
383 1,48 (dd, J=10,0; 44,7  C-2,C-4,C- H-2a H-14.3
11,9) 13, C-14
3a 1,66 (dd, J=5,6; C-1, C-2, C- H-2a H-13¢
11,9) 4,C-5, C-13

4 - 37,0 - - -
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1,34-1,42 (m) 50,6
1,28-1,42 (m) 20,6
1,28-1,42 (m)
1,06-1,14 (m) 33,2
1,34-1,42 (m)
- 34,7
3,30 (sl) 75,3
1,55-1,62 (m) 26,1
1,97 (tdd, J=3,2;
5,0; 14,2)
1,06-1,14 (m) 26,7
1,67-1,73 (m)
0,95-0,99 (m) 36,5
1,58 (d, J=12,8)
0,84 (s) 25,4
1,01 (s) 31,3
0,95 (s) 28,4
3,37-3,46 (m) 70,6
1,51-1,55 (m) 29,9
1,28-1,33 (m) 28,4
1,28-1,33 (m) 22,6
0,89 (t, J=7,0) 14,1

C-6
C-5
C-5
C-9

C-9
C-1,C-5

C-1,C-2,C-9

C-1,C-5, C-7
C-3, C-4, C-
5, C-14
C-3, C-4, C-
5, C-13
C-7,C-8, C-
9,C-12
C-2,C-3
c-1’, C-3, C-
4,

c-4
c-3
C-3,C-4

H-783
H-783
H-6, H-6’

H-1083

H-104
H-94, H-
10¢, H-

1la, H-115
H-104, H-
11p
H-10p, H-
1l1la

H-12p3

H-12«a

83

H-148
H-13a
H-13a
H-7¢, H-
98, H-
10, H-
118
H-78, H-
15

H-7p, H-
104, H-
15
H-12
H-7p, H-
9B

H-74

10¢, H-
2a

H-2a, H-
3a, H-6
H-34, H-
Sp
H-7 o, H-

3.2.1.7 23-metoxiclovan-9-ona (133)

Na oxidacdo do 2B-metoxiclovan-9a-ol (73) com PCC foi obtida a 20-

metoxiclovan-9-ona (133) (Figura 61, pag. 84), com rendimento de 86 %. O

mesmo, que possui estado fisico oleoso, foi purificado em coluna de silica gel

com eluente hexano/acetato de etila (95:5). Esse produto foi utilizado em

reacoes de biotransformacdo com o fungo B. cinerea em estudos anteriores,
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tendo sido obtidos produtos de desmetilacdo da posi¢cao 1°, hidroxilacdo da

posicdo 14 e reducéo da posicéo 9.3

A cetona 133 foi sintetizada na etapa inicial da obtenc&o da lactona 134
(tem 3.2.1.8), que foi utilizada posteriormente como substrato em uma reacao
de biotransformagédo com o fungo P. minioluteum. A atribuicdo dos sinais
obtidos dos espectros de RMN de *H e de *3C para essa molécula (Figuras
154 a 157, pag. 203 e 204, anexo 2) foi feita por comparag¢do com dados pré-
existentes na literatura e confirmadas pelo mapa de contornos HSQC (Figura
158, pag. 205, anexo 2). Foram observadas algumas diferencas em relacdo

aos dados espectroscépicos anteriormente publicados (Tabela 9, pag. 86).%

133

Figura 61 — Estrutura quimica da 2B-metoxiclovan-9-ona (133).

Os valores dos deslocamentos quimicos referentes aos carbonos C-1,
C-4 e C-8, todos quaternarios, foram publicados como valores intercambiaveis
(0 44,8, 44,4 e 38,3 ppm, respectivamente). No presente trabalho, a correlacao
visualizada no mapa de contornos HMBC entre o carbono com ¢ 44,4 ppm e 0S
hidrogénios ligados ao carbono C-15, mostrou que esse sinal refere-se ao
carbono C-8. Foram também observadas correlacdes entre o sinal do carbono
em 6 38,3 ppm com H-13 e H-14, evidenciando que este sinal é o do carbono
C-4. As correlacdes entre o sinal do carbono em ¢ 44,7 ppm e os hidrogénios
H-3a, H-34 e também H-11 mostraram que este é o deslocamento quimico do

carbono C-1 (Figura 159, pag. 205, anexo 2).

Também os deslocamentos quimicos dos carbonos C-6, C-7, C-11 e C-

12 foram relatados como possuindo valores intercambiaveis. No mapa de
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contornos HMBC, o carbono C-6 (6 20,5 ppm) correlacionou-se com e H-7, H-
7’ e H-54. Foram observadas correlagbes entre C-7 (6 34,0 ppm) e H-15, além
de C-9 com H-7 ou H-7' (os hidrogénios ligados ao carbono C-7 foram
atribuidos com a ajuda do mapa de contornos HSQC). O sinal de carbono em &
32,5 ppm se correlacionou com H-10 e H-10’, sendo este o carbono C-11.
Dessa forma, o carbono em & 42,7 ppm corresponde a C-12, que se
correlaciona com H-15 no HMBC. Foram observadas também correlacdes
entre os hidrogénios ligados a C-10 e C-11 no mapa de contornos COSY,
mostrando que os mesmos sdo hidrogénios vicinais (Figuras 159 a 163, pag.
205 a 208, anexo 2).

A Figura 62 mostra algumas das correlagcbes visualizadas que
permitiram a atribuicdo correta dos sinais de C-1, C-4, C-6, C-7, C-8, C-11 e C-
12.

Figura 62 — Estrutura quimica da 2B-metoxiclovan-9-ona (133) mostrando algumas

correlagbes selecionadas, visualizadas no mapa de contornos HMBC.

No espectro no infravermelho obtido para esta cetona foi verificada a
auséncia da banda correspondente ao estiramento da ligacdo OH presente no
espectro no infravermelho do 2B-metoxiclovan-9c-ol (73) (3399 cm™) e a
presenca de uma banda correspondente ao estiramento da ligagdo entre o
carbono e o oxigénio da carbonila (1704 cm™), indicando a oxidacdo dessa

molécula (Figura 164, pag. 209, anexo 2).
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Tabela 9 — Dados de RMN de *H e de *3C, obtidos e da literatura, para a 28-

metoxiclovan-9-ona (133) em CDCI3. Os valores de J séo apresentados em Hz

Posicado 84 (400 MHz) S (400 MHz)* & (100 & (100
MHz)  MHz)*
1 - - 44,7 44,82
20 3,37 (dd, J=5,4; 7,8) 3,45 (dd, J=5,5; 12,8) 89,1 89,1
33 1,59 - 1,62 (m) 1,57 (dd, J=12,8; 12,8) 44,0 44,0
3a 1,81 (dd, J=12,7; 5,4) 1,79 (dd, J=12,8; 5,5)
4 - - 38,3 44,42
58 1,69-1,74 (m) - 50,9 50,9
6 1,43-1,61 (m) 1,4-1,6 (M) 20,5 20,5°
6’ 1,43-1,61 (m) 1,4-1,6 (m)
7 1,43-1,61 (m) 1,4-1,6 (m) 34,0 32,5°
7 1,43-1,61 (m) 1,4-1,6 (m)
8 - - 44,4 38,3%
9 - - 2164 2163
10 2,35 (ddd, J=16,3; 2,3; 2,33 (ddd, J=16,4; 2,4; 35,7 35,7
6,6) 6,8)
10° 2,58-2,67 (ddd, J=7,7; 2,61 (ddd, J=16,4; 12,4;
12,4; 16,3) 7.8)
11 1,69-1,74 (m) - 32,5 34,0°
11’ 1,88 (ddd, J=13,0; 12,4; 1,86 (ddd, J=13,6; 12,4;
6,6) 6,8)
12 1,43-1,61 (m) 1,4-1,6 (m) 42,7 42,7°
12 1,43-1,61 (m) 1,4-1,6 (m)
13« 0,97 (s) 0,95 (s) 26,2 26,2
14 1,08 (s) 1,06 (s) 32,0 32,0
15 1,02 (s) 1,00 (s) 24,9 24,9
1’ 3,31 (s) 3,29 (s) 57,7 57,7

&P Sinais publicados como intercambiaveis

3.2.1.8 (1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-8-hidroxi-2-metoxiclovano-9-lactona
(134)

A lactona 134 (inédita) (Figura 63, pag 87) foi obtida a partir da 20-
metoxiclovan-9-ona (133) por uma reacdo de Baeyer-Villiger com AMCPB. O
rendimento obtido foi de 67 %. A purificacdo inicial foi feita por cromatografia
em coluna de silica gel, usando-se hexano/acetato de etila (90:10) como fase
movel. O produto foi purificado posteriormente por CLAE, utilizando-se coluna

semipreparativa, fluxo de 3,5 mL.min" e hexano/acetato de etila (80:20) como
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eluente, sendo o produto obtido como um solido branco, que foi coletado na

fragcdo com tempo de retencdo de 33,50 min.

Os espectros de RMN de *H sdo apresentados nas Figuras 165 e 166
(pag. 209 e 210, anexo 2). Os espectros de RMN de *C (Figuras 167 e 168,
pag. 210 e 211, anexo 2), em conjunto ao subespectro DEPT-135 (Figura 169,
pag. 211, anexo 2), mostraram a presenca de 16 sinais de carbono, dos quais
quatro sdo nao hidrogenados (C-1, C-4, C-8 e C-9), dois séo terciarios (C-2 e
C-5), seis sdo secundarios (C-3, C-6, C-7, C-10, C-11 e C-12) e quatro
primérios (C-13, C-14, C-15 e C-1’). Os carbonos C-2 (690,7 ppm), C-8 (6 80,0
ppm) e C-1’ (6 58,3 ppm) sdo oxigenados, enquanto que C-9 (6 174,7 ppm)

corresponde a uma carbonila de lactona.

Figura 63 — Estrutura quimica da lactona 134, obtida pela oxidacdo da 2(-

metoxiclovan-9-ona (133).

Utilizando-se o0 mapa de contornos HSQC (Figura 170, pag. 212, anexo
2) foi possivel correlacionarem os sinais do espectro de RMN de *H aos sinais
dos respectivos carbonos. Pelos mapas de contornos HMBC e 'H-'H COSY
(Figuras 171, 172 e 173 respectivamente, pag. 212 a 214, anexo 2)
determinou-se a posicéo de cada carbono e seus respectivos hidrogénios. Para
os hidrogénios pertencentes ao anel de 5 membros (anel A), observaram-se as
correlagcdes no mapa de contornos HMBC entre H-2a e C-1, C-11, C-12 e C-1,
além de correlacbes entre H-3a e C-1, C-2, C-4 e C-13. Ja o H-3p
correlacionou-se com C-2, C-4, C-13 e C-14. O hidrogénio H-54 (na juncéo dos
anéis A e B) correlacionou-se com os carbonos C-1, C-4, C-13 e C-6, esse

altimo localizado no anel B. O sinal correspondente a H-13a apresentou
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correlagdo com os sinais de C-3, C-4, C-5 e C-14, e os hidrogénios H-144
apresentaram correlacdo com C-3, C-4, C-5 e C-13, conforme esperado. Os
hidrogénios pertencentes a cadeia lateral, H-1’ (6 3,32 ppm), correlacionaram-
se com o carbono C-2, confirmando a presenca do grupo metoxila em C-2.
Algumas das correlacbes observadas no mapa de contornos HMBC sé&o
apresentadas na Figura 64 (estrutura A)

Com relacdo aos hidrogénios ligados aos carbonos C-2 e C-3 foram
observadas correlagdes entre H-2a e H-3a e entre H-2a e H-34 no mapa de
contornos *H-H COSY (Figura 64, B).

Figura 64 — Algumas correlacdes observadas nos mapas de contornos HMBC (setas

pretas) e COSY (tragos azuis) da lactona 134.

As correlacbes observadas no mapa de contornos HMBC para o0s
atomos do anel de seis membros (anel B) (H-7a e C-5; H-7a e C-8; H-75 e C-
6), também se mostraram coerentes com a estrutura proposta para a lactona
134. Ja o H-12¢, que pertence aos anéis B e C, apresentou correlagbes com 0s
carbonos C-1, C-5, C-7 do anel B, C-8, de ambos anéis B e C, e com C-11, do
anel C. O H-124 mostrou correlagao tanto com C-1 e C-2 do anel A, quanto
com C-11, do anel C, evidenciando a proximidade entre C-12 e C-11, conforme
a estrutura proposta. Os hidrogénios H-15 mostraram correlagdo com C-7, C-8
e C-12 no mapa de contornos HMBC.
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Em relacdo aos atomos do anel B, foram observadas as correlacbes
entre os hidrogénios H-55 e H-64, H-6a € H-63, H-7Ta e H-6;, H-7 € H-74; H-
78 e H-6/8 H-12a e H-128 no mapa de contornos H-'‘H COSY. Ja no anel
lactonico (anel C), foram observadas correlacdes (*J) no mapa de contornos
HMBC entre H-10 e C-1, H-118e C-9, H-11a e C-9 e também entre H-115 e C-
5 e C-9. As posi¢cdes dos hidrogénios H-10, H-10’, H-118 e H-11«a foram
confirmadas pelas correlacdes entre H-11a e H-10 e / ou H-10’, H-11x e H-115

e também entre H-118e H-10 e / ou H-10’ no mapa de contornos *H-'H COSY.

A estereoquimica da molécula foi determinada pelo mapa de contornos
NOESY (Figuras 174 e 175, pag. 215, anexo 2). Algumas das principais
correlagbes observadas ao se realizar esse experimento podem ser
visualizadas na Figura 62 (pag. 85). Sabendo-se que as duas etapas de
oxidacdo realizadas para a conversado de 73 em 134 nao afetavam o anel de 5
membros, para se determinar a estereoquimica de 134, partiu-se da orientacao
a de H-2 e g de H-5, provenientes do 24-metoxiclovan-9«-ol (73). Observaram-
se correlagdes entre o hidrogénio H-2« (6 3,35 ppm), um dos hidrogénios H-
12¢ (6 1,97 ppm) e os hidrogénios do grupo metila C-13, mostrando terem
todos a mesma orientacéo («). Este Ultimo apresentou correlagdo com um dos
hidrogénios do carbono metilénico C-6 (6 1,57-1,61 ppm) e com um dos
hidrogénios de C-3 (6 1,75-1,79 ppm), mostrando que esses também se

encontram na orientagéo .

O H-3¢, por sua vez, apresentou correlagdo com um dos hidrogénios H-
7 (0 1,99-2,04 ppm) e um hidrogénio H-11 (61,42-1,47 ppm) indicando que 0s
mesmos também estdo na mesma face da molécula. Tendo sido estabelecido
que este ultimo sinal refere-se a H-11«, p6de-se determinar que o sinal de H-3
em 61,42-1,47, corresponde a H-34, j& que sua correlacdo com o outro H-11
(H-11p) foi observada no mapa de correlagbes NOESY. Esses dados
corroboram a manutencdo da orientagdo espacial dos hidrogénios do produto
inicial da sintese, o 2/-methoxyclovan-9«-ol (73), na lactona, como observado

na Figura 65 (pag. 90).
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Figura 65 — Correlacdes entre hidrogénios da lactona 134 visualizadas no mapa de

contornos NOESY.

No espectro no infravermelho obtido para essa molécula (Figura 176,

pag. 216, anexo 2) a presenca da lactona foi associada & banda em 1712 cm™,

atribuida ao estiramento da ligacdo C=O da carbonila e, em 1108 cm™,

referente ao estiramento da ligacdo C-O.

A atribuicdo completa dos dados de RMN de *H e de *3C para 134, bem

como um resumo das correlacdes encontradas para esta lactona nos mapas de

contornos HMBC, COSY e NOESY séao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Dados de RMN uni e bidimensionais da lactona (134) em CDCls.

Os valores de J séo apresentados em Hz

Posicao S (400 MHzZ) & (100 HMBC "H-"H NOESY
MHZz) COSY
1 - 44.8 - ; .
2a 3,35 (dd, 90,7 C-1,-11,- H-3¢, H-38 H-12¢, H-
J=5,0; 10,0) 12, -1’ 13¢,
3a 1,75-1,79 (m) 438  C-1,-2, -4, H-2a H-38, H-7¢,
-13 H-11¢, H-
13«
33 1,42-1,47 (m) C-2, -4, - H-2a H-3¢, H-
13, -14 115,
4 - 36,8 - - )
54 1,52-1,58 (m) 51,0  C-1, -4, -6, H-6,3 ]
-13
6a 1,57-1,61 (m) 20,3 - H-63 H-12¢, H-
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13
6/ 1,02-1,15 (m) - H-54, H- H-124
6, H-7q,
H-78
Ta 1,99-2,04 (m) 35,5 C-5, -8 H-64, H-7 H-3a, H-15
75 1,75-1,82 (m) C-6 H-64, H-7«a -
8 - 80,0 - - -
9 - 174,7 - - -
10e 10 2,70-2,83 (m, 32,8 C-1,-9,-11 H-11lg¢, H- H-54
2H) 115
lla 1,42-1,47 (m) 30,7 C-9 H-10, H- H-3¢a, H-
10, H-115 11 H-128
115 1,81-1,89 (m) C-5,-9 H-10, H- H-34, H-
10’, H-11« 1l1a
12a 1,97(d, J=16,0) 46,9 C-1, -5, -7, H-128 H-2, H-6«
-8, -11
128 1,60 (m) C-1,-2,-11 H-12¢, H-64, H-
1lla
13a 0,87 (s) 25,5 C-3, -4, -5, - H-2, H-3¢q,
-14 H-6«, H-
145
1453 1,07 (s) 31,0 C-3, -4, -5, - H-13«
-13
15 1,39 (s) 32,2 C-7, -8, -12 - H-7a
1 3,32 (s) 58,3 C-2 - -

3.2.1.9 Acetato de 2-metoxiclovan-9«-ol (135)

A acetilagdo do 2p-metoxiclovan-9a-ol (73) resultou no produto inédito
135 (Figura 66, pag. 92) com 93 % de rendimento. O mesmo, de aspecto
oleoso, foi purificado inicialmente por cromatografia em coluna de silica gel
com o eluente hexano/acetato de etila (95:5), sendo obtidos 128,7 mg de uma
mistura contendo o produto 135. Esta mistura foi submetida a CLAE, utilizando-
se coluna semipreparativa, fluxo de 3,5 mL.min™ e fase mével hexano/acetato

de etila (95:5), levando a obtencao de 135.

A Tabela 11 (pag. 93) apresenta os dados de RMN de *H e *3C obtidos
para o produto 135, bem como as correlagdes visualizadas para 0 mesmo nos
mapas de contornos HMBC, COSY e NOESY. O espectro de RMN de 'H é
apresentado nas Figuras 177 e 178, pag. 216 e 217 (anexo 2). O espectro de

RMN de *3C obtido para 135 mostrou a presenca de 18 sinais de carbono, dos
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quais cinco primarios (C-13, C-14, C-15, C-1’ e C-3’), seis secundarios (C-3, C-
6, C-7, C-10, C-11 e C-12), trés terciarios (C-2, C-5 e C-9) e quatro carbonos
nao hidrogenados (C-1, C-4, C-8 e C-2’), como evidenciado pelo subespectro
DEPT-135 (Figura 179 a 181, pag. 217 e 218, anexo 2). Os carbonos C-2
(090,0 ppm), C-1’ (658,1 ppm), C-9 (677,1 ppm) e C-2' (6170,9 ppm) sé&o

oxigenados, sendo estes dois Ultimos pertencentes a um grupamento éster.

135

Figura 66 — Estrutura quimica do acetato de 24-metoxiclovan-9a-ol (135).

A conexao entre os a&tomos de carbono e hidrogénio foi feita através do
mapa de contornos HSQC (Figura 182, pag. 219, anexo 2). Como esperado, a
Gnica mudanca no produto obtido dessa reacdo (135) em relacdo ao material
de partida (73) foi a acetilacdo de C-9, o que esta de acordo com as
correlacdes entre C-2’ e H-3' (J) e C-2" e H-94 (*J) observadas no mapa de
contornos HMBC (Figuras 183 e 184, pag. 219 e 220, anexo 2). As correlacdes
visualizadas nos mapas de contornos COSY e NOESY (Figuras 185 e 186,
pag. 221 e 222, anexo 2, respectivamente) também estdo de acordo com a
estrutura proposta. Na Figura 67 (pag. 93) sao apresentadas algumas das

correlacdes observadas no mapa de contornos NOESY de 135.
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135

Figura 67 — Algumas correlagbes do acetato de 2p-metoxiclovan-9a-ol (135)

visualizadas no mapa contornos NOESY.

No espectro no infravermelho (Figura 187, pag. 222, anexo 2) foram
observadas bandas em 1735 cm™ (estiramento da ligacdo C=0), referente ao
éster formado, e 1108 cm™ (estiramento de ligagcdo C-O). A auséncia da banda
em 3399 cm™ observada no espectro no infravermelho do 28-metoxiclovan-9a-
ol (73), correspondente ao estiramento da ligacdo OH presente no material de

partida, corrobora com a acetilacéo de C-9.

Tabela 11 — Dados de RMN uni e bidimensionais do acetato de 2p-

metoxiclovan-9a-ol (135) em CDCI3. Os valores de J séo apresentados em Hz

Posicdo & (400 MHz) & (100 HMBC "H-"H NOESY
MHz) COSY

1 - 44,0 - - -
2a 3,30-3,34 (m) 90,0 C-1,C-3,C-4,C-11, H-3¢,H-33 H-3q, H-
C-12,C-17 11a, H-
12, H-

13«

34 1,36-1,48 (m) 43,9 C-1,C-2,C-4,C-13, H-2¢, H-3a -

C-14

3a 1,73 (dd, C-1,C-2,C-4,C-5, H-2q,H-38 H-2a, H-
J=8,0; 11,9) C-13 6, H-

13«
- 37,0 - -
54 1,36-1,48 (m) 50,5 C-2,C-6, C-7 - H-64, H-



6/

B

1o

9p

10«
104

1l1la
115

12a
12p3

13«

145
15
"
o
3

1,24-1,34 (m)
1,36-1,48 (m)

1,08-1,22 (m)
1,36-1,48 (m)

4,5é (s)

1,54-1,68 (m)
1,87-1,96
(tdd, J=3,2;
5,5; 14,2)
1,08-1,22 (m)
1,54-1,68 (m)

1,02-1,06 (m)
1,62 (d,
J=12)
0,85 (s)

1,02 (s)
0,85 ()
3,35 ()

2,0é (s)
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20,4

32,8

33,7
77,1

23,3

27,2

37,4

25,4

31,3
28,1
58,1
170,9
21,3

C-1,C-5,C-7,C-8

C-1, C-7

C-6,C-9

C-5,C-9, C-15

C-2

C-9

C-1, C-5, C-9, C-10

C-2,C-8,C-9

C-1, C-5, C-7, C-8,

C-11

C-3,C-4,C-5,C-14

C-3,C-4,C-5,C-13

C-7,C-8, C-9
C-2

C-2'

H-7«
H-7p5

H-104, H-
10«

H-94, H-104
H-94, H-
10¢, H-11a

H-104

H-12
H-12’

94

145
H-54
H-3¢a, H-
13«
H-7q, H-
9p
H-7p5

H-7p, H-

10, H-

118, H-
15

H-93, H-
115,

H-2a
H-94, H-
105,
H-2a
H-13«

H-2a, H-
6, H-
12’, H-

13«
H-54
H-945

3.2.1.10 (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (132)

O composto (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (132) foi sintetizado com o

objetivo de avaliar a sua capacidade de ativacao de proteinas quinase C, em

comparacdo ao 2p-metoxiclovan-9a-ol (73), j& que 0 primeiro possui uma

hidroxila adicional em relacéo a 73, ligada ao carbono C-15.

Para a sintese de 132, partiu-se do oxido de cariofileno (125) que, por

reacao com LiBr em presenca de TCNE, levou ao 5a-hidroxicariofil-4(12),8(13)-

dieno (130), que foi epoxidado levando ao (4S,5R)-5-hidroxicariofil-8(13)-eno
(131) (Figura 68, pag. 95). A comparacdo dos dados de RMN de 'H (Figuras
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188 a 191, pag. 223 e 224, anexo 2) obtidos para 130 e 131 com os dados

obtidos da literatura é apresentada na Tabela 12.%% %

15| M S12 15 H 12
2 3 NY—o TCNE 2 3
14 |11 |1 Lier 11 (1 4
10 19 5 - 10 lo 5 }-ulQoH
$ 6 $ 6
H 8 7 H 8 <
13 125 13 130
Vo(acac),
t-BuOOH
O,
Hi 12
2 3
1 4
9 5 ullllQH
S\s 6
;
132 H
131

Figura 68 — Esquema de sintese do (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (132) a partir

do 6xido de cariofileno (125).

Tabela 12 — Dados de RMN de 'H obtidos e da literatura, para os compostos
5a-hidroxicariofil-4(12),8(13)-dieno (130) e (4S,5R)-5-hidroxicariofil-8(13)-eno

(131) em CDCIs. Os valores de J sédo apresentados em Hz

5a-hidroxicariofil-4(12),8(13)-dieno  (4S,5R)-5-hidroxicariofil-8(13)-eno

(130) (131)
Posicdo &, (400 MHZ) & (400 MHZ)** & (400 MHz) & (400 MHz)**
15 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,39-1,78 (M) 1,67 (dd I,
J=9,8; 9,8)
2 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,39-1,78 (m) 1,40-1,80
2 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,39-1,78 (m) 1,40-1,80
3 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,39-1,78 (m) 1,40-1,80
3’ 2,50-2,55 (m) 2,51 (ddd |, 1,39-1,78 (m) 1,40-1,80
J=3,9; 3,8; 13,5)
5 4,09-4-11 (m) 4,08 (dd, J=3,6; 3,83 (t, J=4,9) 3,82 (dd, J=5,0;
8,9) 5,0)
63 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,39-1,78 (M) 1,78 (dddd,

J=10,0; 4,5; 5,1,



Resultados e discusséo 96
5,0)
6a 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,84 (dq, J=4,9; 1,84 (dddd,
9,8) J=10,0; 10,0;
5,0; 10,0)
Ta 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 2,04-2,10 (m) 2,06 (ddd,
J=12,0; 10,0;
4,5)
78 2,28-2,40 (m) 2,28 (m) 2,39-2,49 (m) 2,45 (ddd,
J=12,0; 10,0;
51)
9a 2,28-2,40 (m) 2,32 (ddd, 2,39-2,49 (m) 2,42 (ddd,
J=8,5; 8,5; 8,5) J=9,8; 9,8; 9,8)
10 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,39-1,78 (m) 1,40-1,80
10° 1,51-2,06 (m) 1,50-2,10 1,39-1,78 (m) 1,40-1,80
12 4,96 (s) 4,95 (s) 2,64 (d, J=4,7) 2,63 (d, J=4,7)
12’ 5,05 (s) 5,04 (s) 2,95 (d, J=4,7) 2,94 (d, J=4,7)
13 4,77 (S) 4,77 (s) 4,93 (s) 4,92 (s)
13’ 4,79 (s) 4,78 (s) 4,93 (s) 4,92 (s)
1l4a 0,98 (s) 0,97 (s) 0,99 (s) 0,98 (s)
154 0,98 (s) 0,97 (s) 1,00 (s) 0,99 (s)

A ciclizacdo de 131 para a formacao de 132 e os dados de RMN de 'H e
de '3C obtidos para o produto (Figuras 192 a 194, pag. 225 e 226, anexo 2)
foram comparados com os dados existentes na literatura para o (2S,9R)-2-
metoxiclovan-9,15-diol (132).** Verificaram-se algumas discrepancias na
atribuicdo dos valores de deslocamento quimico para os hidrogénios H-6’, H-7,
H-10« e H-104, bem como em relacéo ao hidrogénio H-11’, cuja atribuicdo n&o
consta na literatura. Os demais dados obtidos correspondem aos ja
anteriormente publicados, como pode ser visto na Tabela 13 (pag. 97). Os
valores discrepantes foram atribuidos com a ajuda do mapa de contornos

HSQC (Figura 195, pag. 226, anexo 2).

Os valores de deslocamento quimico atribuidos aos carbonos C-1, C-4 e
C-8 (carbonos nao hidrogenados) foram publicados como intercambiaveis (&
38,5, 43,5 e 36,9 ppm, respectivamente).’* No entanto, com a ajuda do mapa
de contornos HMBC (Figura 196, pag. 227, anexo 2), foram observadas
correlacdes entre o carbono com deslocamento quimico ¢ 36,8 ppm com 0s
hidrogénios H-13« e H-144, sendo, portanto, esse sinal atribuido a C-4. Ja o

carbono em 6 38,5 ppm apresentou correlacbes com os hidrogénios H-15 e H-
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15’, e foi atribuido a C-8. Dessa forma, C-1 foi atribuido ao sinal em ¢ 43,5

ppm.

Os deslocamentos quimicos de C-6, C-7, C-10 e C-11 também foram
relatados anteriormente como intercambiaveis.”* No entanto, o sinal em & 28,5
ppm apresentou correlagcdo no mapa de contornos HMBC com os sinais de H-6
e H-12¢, sendo atribuido ao carbono C-7. O sinal de H-6 correlacionou com o
sinal do carbono em 6 20,2 ppm no mapa de contornos HSQC, sendo este

sinal, portanto, relativo a C-6.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos C-10 e C-11 foram atribuidos
como sendo 6 26,2 e 26,6 ppm, respectivamente. No entanto, como sao muito
préximos, esses valores podem ser trocados um pelo outro. A atribuicdo do
hidrogénio em ¢ 1,94 (tdd) como H-10p foi possivel devido a correlagdo no
mapa de contornos COSY com H-94 e H-10« (Figura 197, pag. 228, anexo 2).
A atribuicdo completa dos dados de RMN de *H e de *3C para o produto 132 é

apresentada na Tabela 13.

No espectro no infravermelho do (2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (132)
foi observada uma banda intensa em 3399 cm™, correspondente ao
estiramento da ligacdo O-H das hidroxilas ligadas a C-9 e C-15 (Figura 198,
pag. 229, anexo 2).

Tabela 13 — Dados de RMN de 'H e de **C, obtidos e da literatura, para o
(2S,9R)-2-metoxiclovan-9,15-diol (132) em CDCIl;. Os valores de J séo

apresentados em Hz

Posicdo S (400 MHz) S (400 MHz)* & (100 & (100
MHz)  MHz)*
1 ; - 43,5 38,52
2a 3,30-3,40 (m) 3,30-3,40 (m) 90,0 90,0
34 1,38-1,48 (m) 1,44 (dd, J=11,1; 14,3 44,0 44,0
3a 1,72 (dd, J=5,6: 11,8;) 1,72 (dd, J=5,8; 11,1)
4 - - 36,8 43,5°
54 1,38-1,48 (m) 1,39 (m) 51,4 51,4
6 1,12-1,32 (m) 1,10-1,30 (m) 20,2 26,6"

6 1,38-1,48 (m) 1,10-1,30 (m)
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7 0,86-0,94 (m) 1,10-1,30 (m) 285 28,5

7 1,12-1,32 (m) 1,10-1,30 (m)

8 - - 385  36,9°
98 3,65 (sl) 3,66 (sl) 75,6 75,7
108 1,52-1,58 (m) 1,54 (dI, J=13,4) 26,4 20,2
10¢ 1,94 (tdd, J=3,0; 4,8; 14,2) 1,76 (ddd, J=4,7; 13,5;

13,5)

11 1,05-1,10 (m) 1,08 (dl, J=13,2) 26,6 26,6
11 1,78 (dd, J=4,8; 13,5) -
12a 2,00 (d, J=12,7) 2,00 (d, J=12,8) 31,4 31,4
128 0,98-1,02 (m) 0,95 (d, J=12,8)
13¢ 0,84 (s) 0,83 (s) 25,2 25,3
145 1,02 (s) 1,02 (s) 31,1 31,1
15 3,30-3,40 (m) 3,30-3,40 (m) 73,0 73,2
15’ 3,57 (d, J=10,7) 3,58 (d)

1 3,36 () 3,36 (s) 58,3 58,4

OH (C) - 2,55 (sl) - -
OH (C) - 2,98 (sl) - -

&P Sinais publicados como intercambiaveis

3.2.1.11 23[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100)

O 2/-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100) (Figura 69) foi sintetizado
por outro aluno do grupo de pesquisa®’ e, nesse trabalho, foi utilizado para uma
biotransformacdo com o fungo P. minioluteum. Esse composto foi testado
anteriormente frente a inibicho do crescimento do fungo B. cinerea,
apresentando atividade semelhante a do composto 73, um dos primeiros
clovanos testados para este fim, e que apresenta atividade fungistatica

comprovada em relagdo a esse micro-organismo. Nesse estudo, observou-se

gue clovanos com a cadeia lateral nitrogenada, como 100, apresentam maior
37,40

atividade em relacéo aos sulfurados.

Figura 69 — Estrutura do 24-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9 «-ol (100).
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Para a confirmacéo da estrutura quimica de 100, a atribuicdo dos sinais
de RMN de 'H e de **C obtidos para o mesmo (Figuras 199 a 202, pag. 229 a
231, anexo 2) foi feita por comparagdo com os dados existentes na literatura
(Tabela 14, pag. 100).>” Os deslocamentos quimicos dos carbonos C-1, C-4 e
C-8, relatados como intercambiaveis, puderam ser atribuidos (o 44,3, 37,0 e
34,6 ppm, respectivamente) no presente trabalho, utilizando-se o mapa de
contornos HMBC (Figura 203, pag. 231, anexo 2). O carbono com
deslocamento quimico 44,4 ppm apresentou correlacdo com os hidrogénios H-
124, H-3p3 e H-11p, sendo este o carbono C-1. O sinal do carbono em ¢ 37,1
ppm correlacionou com os sinais de H-13« e H-144, sendo este o sinal de C-4
e, assim, o sinal do carbono em ¢ 34,7 ppm corresponde a C-8. Essas

correlagdes podem ser visualizadas na Figura 70.

O,N

0
Figura 70 — Correlagdes visualizadas no mapa de contornos HMBC para os carbonos
C-1, C-4 e C-8 para 100.

Por andlise do mapa de contornos HMBC (Figuras 204 e 205, pag. 232,
anexo 2), observou-se que os valores de deslocamento quimico atribuidos aos
hidrogénios H-1" (6 3,78-3,84 ppm) e H-2' (0 4,14-4,18 ppm) estavam trocados
na literatura, o que € confirmado pela correlagdo entre C-2 (6 89,3 ppm) e H-1’
e a correlagéo entre o carbono em 6 164,1 ppm (C-3’) e o hidrogénio em 64,20
ppm (H-2’). Essas correlagbes podem ser visualizadas na Figura 71 (pag. 100).
Dessa forma, concluiu-se que o carbono em 6 141,5 ppm corresponde a C-6’.
Os carbonos C-3’ e C-6’, também haviam sido relatados na literatura como

possuindo deslocamentos quimicos intercambidveis. Os valores de
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deslocamento quimico de C-1’ e C-2’ foram atribuidos com base no mapa de

contornos HSQC (Figura 206, pag. 233, anexo 2).

Figura 71 — Correlacbes visualizadas no mapa de contornos HMBC para os carbonos
C-2 e C-3’ do produto 100.

Tabela 14 — Dados de RMN de *H e de **C, obtidos e da literatura, para o 2

[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100) em CDCl;. Os valores de J séo

apresentados em Hz

Posicao 84 (400 MHz) S (400 MHz)*’ & (100 & (100
MHz)  MHz)*’

1 - - 44,4 44,32
2 3,49 (dd, J=5,6; 10,1) 3,51 (dd, J=5,6; 4,4) 89,3 89,2
3a 1,53 (dd, J=10,1; 12,0) 1,50-1,54 (m) 44,5 44,4
33 1,65-1,73 (m) 1,50-1,54 (m)

4 - - 37,1 37,02
54 1,21-1,44 (m) 1,31-1,38 (m) 50,5 50,4
6o 1,21-1,44 (m) 1,22-1,30 (m) 20,6 20,5
63 1,21-1,44 (m) 1,31-1,38 (M)

Ta 1,04-1,16 (M) 1,22-1,30 (M) 33,0 32,9
75 1,21-1,44 (m) 1,31-1,38 (m)

8 - - 34,7 34,62
93 3,31 (sl) 3,28 (sl) 75,1 75,0
10« 1,51-1,57 (m) 1,50-1,54 (m) 26,0 25,9
108 1,97 (tdd, J=3,2; 5,0; 1,93 (m)

14,2)
11a 1,04-1,16 (m) 1,08 (M) 26,7 26,6
118 1,65-1,73 (M) 1,66 (M)
12a 0,96-1,00 (m) 0,96 (d, J=12,6) 36,5 36,4
128 1,59 (d, J=12,7) 1,56 (d, J=12,6)
13« 0,86 (s) 0,82 (s) 25,4 25,3
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145 1,02 (s) 0,98 (s) 31,3 31,2
15 0,94 (s) 0,91 (s) 28,3 28,3
1'a 3,79-3,88 (M) 3,78-3,84 (m) 68,6 68,4
1'b 3,79-3,88 (m) 3,78-3,84 (m)

2'a 4,18-4,21 (M) 4,14-4,18 (m) 68,5 68,5
2'b 4,18-4,21 (M) 4,14-4,18 (m)

3 - - 1415  140,2
4 6,98 (d, J=9,4) 6,95 (d, J=9,4) 1147  114,6
5 8,19 (d, J=9,4) 8,15 (d, J=9,4) 1258 1257
6 - - 164,0  164,0
7 8,19 (d, J=9,4) 8,15 (d, J=9,4) 1258  125,7
8 6,98 (d, J=9,4) 6,95 (d, J=9,4) 1147 1146

2 Sinais publicados como intercambiaveis

3.3 Biotransformacdes dos clovanos com os fungos P. palustris, P.

citrinum, P. jackzewskii e P. minioluteum

3.3.1 Biotransformacdes sob agitacéo

Foram feitas duas biotransformacdes sob agitacdo, uma com o fungo P.
palustris e outra com P. janczewskii, sendo utilizado, em ambas, o0 24-
metoxiclovan-9a-ol (73) como substrato. Os meios de cultura dessas
biotransformacdes, assim como as demais realizadas nesse trabalho, foram
extraidos com acetato de etila. Um bioensaio realizado anteriormente as
reacoes de biotransformacéo para avaliar a toxicidade do 2/-metoxiclovan-9 a-
ol (73) frente os micro-organismos (item 3.9.2) mostrou que, ha concentracao
de 200 ppm, o crescimento do fungo foi fortemente inibido pelo substrato.
Dessa forma, procederam-se estas biotransformag¢des com o substrato em uma

concentragdo menor (100 ppm).

Na biotranformacé&o de 73 com o fungo P. palustris por dois dias, obteve-
se, como produto, o clovan-24-9c-diol (75) (2,7 mg; 2 %),* resultante da
desmetilacdo da posi¢cao 1’ do substrato. Ja com quatro dias, foram obtidos
dois produtos que ainda ndo tinham sido descritos na literatura, o 2/4-
metoxiclovan-9«,10a-diol (136) (0,8 mg; 0,4 %), resultante da hidroxilagdo do
carbono 10 do substrato na posicéo «, e o 24-metoxiclovan-74, 9a-diol (137)

(3,4 mg; 2 %), proveniente da hidroxilacdo do carbono C-7 na posi¢éo £, como
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pode ser visto na Figura 72. Na biotransformacéo realizada por dois dias foram
recuperados 77,3 mg (44 %) do substrato 73 e, por quatro dias, 52,6 mg (26
%).

P. palustris

agitacao
2 dias

136 (0,4 %) 137 (2 %)
Figura 72 — Esquema da reacgdo de biotransformacédo do 2/-metoxiclovan-9a-ol (73)

sob agitacdo por dois e quatro dias com o fungo P. palustris.

A purificagdo do produto 75 foi iniciada por cromatografia em coluna de
silica gel, sendo eluido, ainda impuro, com hexano/acetato de etila (60:40). A
purificacdo final foi feita por CLAE, com coluna semipreparativa, fluxo de 3,0
mL.min™ e eluente hexano/acetato de etila (50:50), sendo 0 mesmo obtido na
fracdo coletada em tempo de retencdo de 58,83 min. Esse produto ja havia
sido obtido anteriormente da biotransformacao de 73 com o fungo B. cinerea,
com rendimentos pequenos (4 e 7 %), no entanto, maiores que o obtido com P.
palustris sob agitacdo.*® O composto 75 também j& foi obtido pelo tratamento

acido do 6xido de cariofileno (125) com rendimento de 50 %.%*2
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Os produtos 136 e 137, também foram obtidos por cromatografia em
coluna de silica gel, sendo eluidos inicialmente com hexano/acetato de etila
(70:30 e 60:40). Estando ainda impuros, foram purificados por CLAE, com
coluna semipreparativa, fluxo de 3,0 mL.min™* e eluente hexano/acetato de etila
50:50 (tempos de retencdo de 36,20 e 56,23 min, respectivamente). Os
rendimentos obtidos também foram baixos (0,4 % para 136, e 2 % para 137).
No entanto, ha relatos de hidroxilacdes de sesquiterpenos com fungos com
rendimentos elevados, como a conversédo do (+)-nootkatono (140), encontrado
em uvas, pelo fungo Didymosphaerya igniaria, nos produtos 141 e 142, com

rendimentos de 70 e 19 % respectivamente (Figura 73),''

indicando que
rendimentos melhores podem ser obtidos, desde que sejam otimizadas as

condicoes.

(e]

D. igniaria
—_—

Figura 73 — Biotransformag&o do (+)-nootkatano (140) por D. igniaria.**?

As biotransformacgdes de 73 com o fungo P. janczewskii (quatro e sete
dias de incubacéo), ndo levaram a producédo de derivados, conforme avaliacdo
por CCD.

3.3.1.1 Clovan-24-9«-diol (75)

Os dados de RMN de *H e de »*C (Figuras 207 a 209, pag. 233 e 234,
anexo 2) obtidos para 75 foram atribuidos por comparacdo com os dados da
literatura,®® (Tabela 15, pag. 104), corroborando a desmetilacdo da posigdo 1’

do 2/-metoxiclovan-9a-ol (73).

No espectro no infravermelho obtido para esse produto (Figura 210,
pag. 235, anexo 2) foi observada uma banda intensa em 3413 cm™ devido ao
estiramento da ligacdo O-H referente a hidroxila ligada a C-9 e também aquela
formada pela desmetilagdo da posicdo 1’ de 73. Nao foi observada a banda

intensa em 1116 cm™ observada no espectro no infravermelho do 24
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metoxiclovan-9a-ol (73), referente ao estiramento assimétrico de ligacdo C-O

dessa molécula.

O composto 75 foi submetido a andlise por CG-EM. O tempo de

retencdo observado para o mesmo foi de 8,26 min, como visualizado no

cromatograma obtido (Figura 211, pag. 235, anexo 2). O espectro de massas

obtido para o mesmo é apresentado na Figura 212 (pag. 236, anexo 2). Na

Figura 74 (pag. 105) é apresentada uma proposta de fragmentacdo de 75 a

partir dos principais picos observados nesse espectro.

Tabela 15 — Dados de RMN de 'H e de **C, obtidos e da literatura, para o

clovan-24-9a-diol (75) em CDCls. Os valores de J sédo apresentados em Hz

Posicao S (400 MHz) S (400 MHz)* & (100 & (100
MHz)  MH2z)*

1 - - 44,2 44,6

2 3,79 (dd, J=10,0; 5,8) 3,79 (dd, J=10,5; 5,5) 80,9 80,8
383 1,51 (dd, J=10,0; 12,0) 1,51 (dd, J=11,5; 10,0) 47,6 47,5
3a 1,72 (dd, J=12,0; 5,8) 1,71 (dd, J=11,5; 5,5)

4 - - 37,2 37,1
58 1,25-1,68 (m) 1,42 (m) 50,5 50,6

6 1,25-1,68 (m) 1,32 (m) 20,7 20,7

6’ 1,25-1,68 (m) 1,35 (m)

7 1,06-1,15 (m) 1,11 (m) 33,1 33,2

7 1,25-1,68 (m) 1,50 (m)

8 - - 34,7 34,7
93 3,33 (s) 3,32 (sl) 75,1 75,1
108 1,95-2,05 (m) 1,99 (m) 26,0 26,0
10« 1,25-1,68 (M) 1,64 (m)

115 1,06-1,15 (m) 1,07 (m) 26,4 26,4
1la 1,59-1,68 (m) 1,66 (M)

123 0,91-0,94 (m) 0,91 (br d, J=12,5) 35,5 35,6
12¢ 1,55 (d, J=12,7) 1,56 (d, J=12,5)

13« 0,86 (s) 0,86 () 25,4 25,4
148 1,04 (s) 1,04 (s) 31,5 31,4
15 0,96 (s) 0,96 (s) 28,3 28,4
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" "I,/
(1) /O H

75  miz 238 75  m/z238

“on

75 m/z 205 75 m/z220

| o

H H
\ W *\
HCE=CH

H H

75 m/z187 75 m/z161
&V C4H7

e
+ HC

75 m/z79 75 m/z91 75 m/z106

Figura 74 — Proposta de fragmentacdo do clovan-24-9a-diol (75) por espectrometria de

massas.
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3.3.1.2 2-metoxiclovan-9«,10a-diol (136)

O produto 2p-metoxiclovan-9«,10a-diol (136) teve a sua estrutura
elucidada com base nos espectros unidimensionais de RMN de 'H e de *C
(Figuras 213 a 216, pag. 236 a 238, anexo 2) e bidimensionais HSQC
(Figuras 217 e 218, pag. 238 e 239) (na Figura 219, pag. 239, anexo 2, esta
apresentado também um experimento de HSQC editado, no qual os sinais sdo
indicados de acordo com o numero de hidrogénios ligados ao respectivo atomo
de carbono, sendo que, carbonos ligados a um ou trés hidrogénios apresentam
fase positiva, carbonos ligados a dois atomos de hidrogénio fase negativa e
carbonos ndo hidrogenados ndo apresentam correlagéo),"** HMBC (Figuras
220 a 222, pag. 240 a 241), COSY (Figuras 223 e 224, pag. 242 e 243), e
NOESY (Figuras 225 a 227, pag. 244 e 245). Os experimentos foram
realizados em CDs0D, com o aparelho operando a 600 MHz para 'H, exceto o
experimento NOESY, apresentado na Figura 228 (pag. 245, anexo 2), que foi
obtido em CDCls;, a 400 MHz.

A anélise inicial dos espectros de RMN de **C mostrou a presenca de 16
sinais de carbono, sendo que o valor do deslocamento quimico do carbono C-
10 (6 26,0 ppm no substrato 73), passou para ¢ 68,0 ppm no produto obtido,
indicando uma oxidacdo desse carbono (terciario no produto, de acordo com o

mapa de contornos HSQC editado).

Pela analise do mapa de contornos HSQC editado observou-se a
presenca de quatro sinais de carbonos primarios (C-13, C-14, C-15 e C-1’),
cinco secundarios (C-3, C-6, C-7, C-11 e C-12), quatro carbonos terciarios (C-
2, C-5, C-9 e C-10), sendo dois oxigenados (C-9, com ¢ 78,5 ppm e C-10, com
0 68,0 ppm) e trés quaternarios (C-1, C-4 e C-8). Os carbonos C-2 (6 90,9 ppm)
e C-1 (0 58,5 ppm) apresentaram o6 correspondentes a de carbonos

oxigenados.

Através do mapa de contornos HSQC foi estabelecida a conectividade
entre os atomos de carbono e hidrogénio, confirmada posteriormente pelos
mapas de contornos HMBC e COSY. No HMBC, as correlacbes entre o

hidrogénio H-2a e o carbono C-1’ (*J) e entre H-1" e C-2 (3J) confirmaram a
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manutencdo do grupo metila C-1° em 136, indicando n&o ter ocorrido
desmetilacdo, como ocorreu na biotransformacdo de 73 por P. palustris por
dois dias, formando 75. O hidrogénio H-3« apresentou correlagbes com os
carbonos C-1, C-2, C-4, C-5 e C-13, e H-35 com C-1, C-2, C-4, C-13 e C-14.
Os hidrogénios H-13« e H-144, por sua vez, correlacionaram-se com C-3, C-4
e C-5, da mesma forma que H-13c com C-148 (3J) e H-148 com C-13 (3J).
Algumas das correlacdes observadas estdo apresentadas na Figura 75 (A).
Foram observadas, no mapa de contornos COSY, correlacdes entre H-3a e H-

34, e de H-2a com esses dois hidrogénios (Figura 75, B).

Figura 75 — Algumas correlagdes observadas nos mapas de contornos HMBC (setas

pretas) e COSY (tragos azuis) do 24-metoxiclovan-9«,10a-diol (136).

No anel B, no mapa de contornos HMBC, foram observadas, dentre
outras, correlagcbes entre H-54 e C-6 e H-54 e C-12. No mapa de contornos
COSY foram observadas correlacdes entre H-75e H-6 e / ou H-6’, H-78 e H-7«
e também entre este dltimo hidrogénio e H-6 e / ou H-6’, mostrando que os
carbonos metilénicos C-6 e C-7 ndo s&o hidroxilados em 136. Os
deslocamentos quimicos de H-6 e H-6" ndo puderam ser definidos com o
auxilio do mapa de contornos HSQC. No entanto, os valores foram atribuidos
com base nos deslocamentos quimicos obtidos para esses hidrogénios para o
2-metoxiclovan-9a-ol (73) (Tabela 4, pag. 68), 2p-etoxiclovan-9«-ol (126)
(Tabela 5, pag. 72), 2p-propoxiclovan-9a-ol (127) (Tabela 6, pag. 76), 24-
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butoxiclovan-9a-ol (128) (Tabela 7, pag. 79) e 2p-pentoxiclovan-9a-ol (129)
(Tabela 8, pag. 82), estruturalmente homologos a 136. Essa atribuicéo,

entretanto, ndo é inequivoca, por falta de dados para a sua comprovacao.

J4 no anel C foram observadas correlacdes no mapa de contornos
HMBC entre o carbono hidroxilado C-9 (6 78,5 ppm) e os hidrogénios H-74, H-
11, H-11q, H-12" e H-15 (todos do tipo 3J). O carbono C-10 (S 68,0 ppm),
também hidroxilado, correlacionou-se com os hidrogénios H-1143 (*J) e H-11«a
(%J). No mapa de contornos COSY foram observadas ainda correlagées entre
H-1043 e H-94, H-108 e H-11p4, H-108 e H-11¢, H-115 e H-11a e também entre
H-12 e H-12'.

A posicao da hidroxila presente em C-10 foi determinada como « devido
as correlacdes observadas para H-104 com H-34, H-54 e H-74, no mapa de
contornos NOESY, como pode ser visualizado na Figura 76. Outras
correlagcdes importantes observadas foram aquelas entre H-7a e H-13a e
também entre H-34 e H-144. Como pode ser observado na Tabela 16 (pag.
109), o alto valor da constante de acoplamento entre H-105 e H-11« (12,3 Hz)

corrobora a posicao diaxial desses atomos na molécula.

136

Figura 76 — CorrelagBes visualizadas no mapa de contornos NOESY do 25

metoxiclovan-9¢,10a-diol (136).

A banda referente ao estiramento da ligacdo O-H foi observada em 3420
cm™ no espectro no infravermelho (Figura 229, pag. 246, anexo 2) e, em 2928

e 2867 cm™, correspondentes aos estiramentos assimétrico e simétrico de C-H
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de carbono saturado. A banda referente ao estiramento assimétrico de ligacéo

C-O foi observada em 1100 cm™.

Foi observado, por espectrometria de massas de alta resolucdo o ion

[M]™ com m/z 268,2024 para 136 (calculado 268,3906 para CigHog03). Os

dados de RMN de 'H e de **C obtidos para o produto 136, assim como as

correlagdes visualizadas para o0 mesmo nos mapas de contornos HMBC, COSY

e NOESY podem ser visualizados na Tabela 16.

Tabela 16 — Dados de RMN uni e bidimensionais do 24-metoxiclovan-9¢, 10a-

diol (136) em CD3OD. Os valores de J sao apresentados em Hz

Posicdo &, (600 MHz) & (150 HMBC 'H-'H NOESY
MHz) COSY
1 - 45,9 - - -
2a 3,38 (dd, J=5,6; 90,9 c-1 H-3a, H-38 -
10,2)
30( 1!72 (dd! ‘]:5161 4512 C-ly C-21 C_41 H-ZOC, H'3ﬁ H‘3ﬂ
12,0) C-5, C-13
3p 1,44-1,51 (m) C-1,C-2,C-4, H-2q, H- H-3¢, H-
C-13, C-14 3a 145, H-108"
4 - 38,4 - - -
58 1,44-1,51 (m) 52,7 C-6, C-12 H-1048"
6e6 1,32-1,41 (m) 21,4 C-1,C-7 H-78 -
Ta 1,32-1,41 (m) 336 C-5,C-6,C-8, H-73 H-78, H-
C-15 13
78 1,17-1,19 (m) C-6, C-9 H-6, H-6', H-7a, H-95
H-7a H-108"
8 - 36,1 - - -
98 3,21 (d, J=3,5) 78,5 - H-108 H-78
108 3,94 (ddd, J=3,5; 68,0 - H-98, H-  H-34, H-
5,4: 12,3) 118 H- 58, H-78

1l1la
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115 1,32-1,41 (m) 36,7 C-1,C-9,C-10 H-108, H- H-1lg, H-1'

1l1a
11la 1,54 (t, J=12,3) C-1,C-5,C-9, H-108 H- H-11p
C-10, C-12 115
12 0,96 (dl, J=12,7) 36,6 C-1,C-2 H-12’ H-12’
12’ 1,59 (d, J=12,7) C-1, C-5, C-7, H-12 H-12
C-8, C-9
13« 0,86 (s) 25,7 C-3, C-4, C-5, - H-7«
C-14
143 1,03 (s) 31,6 C-3, C4, C-5, - H-348
C-13
15 0,98 (s) 28,9 C-7,C-9 - -
1’ 3,33 (s) 58,5 C-2 - H-11p

* Dados obtidos em CDClI3, com experimentos realizados a 400 MHz.

3.3.1.3 2-metoxiclovan-7 4,9 a-diol (137)

Os espectros de RMN de *H (Figuras 230 e 231) e de °C (Figuras 232
e 233), subespectro DEPT-135 (Figura 234) apresentados nas pag. 246 a 248,
anexo 2, do 2p-metoxiclovan-74,9a-diol (137), mostraram semelhanca com
aqueles do material de partida [carbonos C-2 (6 89,8 ppm), C-7 (6 76,5 ppm),
C-9 (0 68,5 ppm) e C-1’ (6 57,2 ppm)], exceto pela presenca de um carbono
oxigenado (0 76,5 ppm) adicional. Nao foi observada a presenca do sinal do
carbono metilénico C-7 (6 33,1 ppm no material de partida, 73), tendo-se

proposto ter ocorrido a hidroxilacdo de C-7.

Os mapas de contornos HSQC, Figura 235, HMBC, Figuras 236 a 238,
COSY, Figuras 239 e 240, e NOESY, Figuras 241 e 242, sao apresentados
nas pag. 249 a 253, respectivamente. No mapa de contornos HMBC, o carbono
metilénico C-3 apresentou correlacdes com H-13 (3J) e H-14 (3J). J& o carbono
C-10 correlacionou-se com H-11(%J), e C-11 com H-108 (3J). No mapa de
contornos COSY, foram obtidas correlagdes entre H-2a e H-3a, H-2a e H-34, e
entre H-94 e H-10¢, H-94 e H-104, H-10x e H-104, além de H-105 e H-11.
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O carbono C-7 se correlacionou, no mapa de contornos HMBC, com os
hidrogénios H-54, H-6«a, H-64, H-124 e H-15. O hidrogénio H-7«, também no
mapa de contornos HMBC, correlacionou-se com C-9. O sinal de H-74 se
correlacionou no mapa de contornos COSY com os de H-65e H-6a. Algumas
das correlacbes obtidas para 137 estdo apresentadas na Figura 77 (A,
visualizadas no mapa de contornos HMBC e, B, visualizadas no mapa de
contornos COSY). Na Tabela 17 (p4dg. 112) estdo apresentadas as demais
correlagcbes observadas para 137 nos mapas de contornos HMBC, COSY e
NOESY, bem como os dados de RMN de *H e de °C.

Figura 77 — Algumas correlagfes visualizadas nos mapas de contornos HMBC (A,

setas pretas) e COSY (B, tragos azuis) do 2s-metoxiclovan-7 3,9 a-diol (137).

O valor alto da constante de acoplamento entre H-7« e H-6« (7,6 MHz),
indica que esses atomos poderiam estar em posicdo diaxial. No entanto,
utilizando-se o mapa de contornos NOESY, determinou-se a hidroxilagdo em
C-7 como sendo na posi¢ao S, observando-se as correlagdes entre H-7a e H-
6a, H-7a e H-13a, H-6a € H-13¢, além das correlacdes entre H-2a com H-3a e

H-2a com H-13¢, e também de H-144 com H-54 (Figura 78, pag.112).
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137
Figura 78 — Correlagbes visualizadas no mapa de contornos NOESY do 2p-

metoxiclovan-74,9 a-diol (137).

Observou-se no espectro de massas de alta resolucdo de 137, o pico do
ion molecular com m/z 268,1979. O valor calculado para CicHzs0O3 € de
268,3906.

No espectro no infravermelho (Figura 243, pag. 254, anexo 2) foi
observada a banda em 3411 (estiramento da ligacdo O-H) referente as
hidroxilas ligadas a C-9 e C-7. As bandas observadas em 2930 e 2867 cm™,
correspondem aos estiramentos assimétrico e simétrico de C-H de carbono
saturado. A banda em 1048 cm™ foi atribuida ao estiramento assimétrico de

ligacdo C-O.

Tabela 17 — Dados de RMN de 'H e de *3C para o 24-metoxiclovan-74,9¢-diol

(137) em CDCIs. Os valores de J séo apresentados em Hz.

Posicdo & (400 MHz) & (100 HMBC "H-"H NOESY
MHz) COSY
1 - 46,5 - - -
20 3,19 (dd, J=4,0; 89,8 C-4,C-5  H-3¢,H-38 H-3¢, H-
5,4) 12a, H-
13
3a 1,73-1,81 (m) 442  C-1,C-2,C- H-2qH-38 H-2a,H-

4, C-5, C-13,



3p

Sp
6a

6/

Ta

9

10«

108

11

125

12«

13«

145

15
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1,59-1,68 (M)

1,84-1,86 (m)

1,94 (ddd, J=1,6;
7,6, 14,8)

1,59-1,68 (M)

3,70 (dd, J=7,6;
11,0)

3,88-3,89 (M)

1,73-1,81 (m)

2,04-2,14 (m)

1,59-1,68 (m)

0,94-0,98 (m)

1,54 (dd, J=1,6;

13,3)

0,98 (s)

1,01 (s)

1,07 (s)

3,27 (s)

39,9
50,8

31,7

76,5

40,2

68,5

30,0

27,9

38,4

27,2

32,7

25,5

57,2

C-14

C-1, C-2, C-
4,C-5

C-1, C-4,C-7

C-1,C-7,C-8

C-4,C-7

C-9

C-11

C-2, C-9, C-
10

C-1, C-2, C-
8,C-9

C-1, C-5, C-
7,C-8

C-3,C-4, C-
5,C-14

C-3,C-4, C-
5, C-13

C-7, C-8, C-
9, C-12

C-2

H-2 ¢, H-
3a

H-7«

H-7«

H-6a, H-6/3

H-10¢, H-
104

H-95, H-
108

H-95, H-
10, H-11
H-108

H-12«

H-12.

H-6, H-
13¢, H-15

H-108, H-
15

H-104

H-94, H-
10«

H-12«

H2 o, H-
12p3

H-2 a, H-
3¢, H-6¢,
H-7«a

H-54

H-7 ¢, H-9
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3.3.2 Biotransformacdes sem agitacao

3.3.2.1 Biotransformacdo do 2p/metoxiclovan-9«-ol (73) com o

fungo P. palustris

A reacdo de biotransformagcdo do 2p-metoxiclovan-9¢-ol (73) com o
fungo P. palustris sem agitacao foi realizada por 5 e 10 dias. Para a reagéo
com 5 dias, foram obtidos dois produtos da desmetilagédo de 73, clovan-24-9a-
diol (75) (1,3 mg; 1 %) e clovan-2p3-94-diol (76) (1,0 mg; 1 %), este ultimo
tendo, também, sido epimerizado em C-9 (Figura 79).”® Foram recuperados

83,2 mg do substrato da reacao (79 %).

P. palustris
—_—
sem agitacéo
5 dias

Figura 79 — Esquema da reacado de biotransformacéo do 24-metoxiclovan-9a-ol (73)

sem agitacao por 5 dias com o fungo P. palustris.

Realizando-se esta mesma biotransformacdo, porém com 10 dias de
incubacédo do substrato, obtiveram-se, além de 75 (3,4 mg; 3 %) e 76 (11,0 mg;
10 %), trés outros produtos, 2/-metoxiclovan-9¢,10a-diol (136) (0,8 mg; 1 %),
2-metoxiclovan-74, 9a-diol (137) (4,8 mg; 4 %) e a lactona 138 (2,3 mg; 2 %),
como pode ser visto na Figura 80 (pag. 115). Na reacao realizada com 10 dias,

recuperaram-se 52,7 mg de 73 (44 %).
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P. palustris
—_—
sem agitagcéo
10 dias

OH

Figura 80 — Esquema da reacdo de biotransformacgéo do 24-metoxiclovan-9a-ol (73),

sem agitacéo, por 10 dias com o fungo P. palustris.

Observou-se que, além de ser capaz de hidroxilar posi¢cdes pouco
reativas do anel clovanico (Figura 80), como é o caso dos carbonos C-10 (136)
e C-7 (137), de desmetilar a posicao 1’, e de epimerizar a hidroxila ligada a C-9
(produtos 75 e 76), o fungo P. palustris também foi capaz de romper a ligacao
entre os carbonos C-8 e C-9, ocasionando um rearranjo do esqueleto carbonico

do 2/-metoxiclovan-9a-ol (73), levando a formacao da lactona 138.

3.3.2.1.1 Clovan-23-94-diol (76)

A anélise dos dados de RMN de '3C para o clovan-25-94-diol (76)
mostrou a presenca de 15 sinais de carbono, um a menos em relacdo ao
substrato da reacdo, o 2p-metoxiclovan-9«-ol (73). A comparacdo dos
espectros de RMN (Figuras 244 a 246, pag. 254 e 255, anexo 2) com dados
da literatura (Tabela 18, pag. 117), mostrou ter ocorrido a epimerizacdo da

hidroxila ligada a C-9.%

Esse produto foi obtido anteriormente por reducéo da clovan-2,9-diona
(143, Figura 81, pag. 116) com boro hidreto de sé6dio.*®* No entanto, o
rendimento da reacdo foi baixo (5 %) em comparagcdo ao do produto 75,

também obtido nessa reacdo (82 %). Por biotransformacéo, 75 também foi
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obtido por incubacdo dos substratos 73, 133, 144, 145 e 146 com o fungo
Botrytis cinerea, sendo obtidos, em alguns casos, rendimentos maiores (18, 17,

10, 1 e 1 %, respectivamente).®’

13

1

3
%,
“,

15 15

OH H,CHCH,CO “Uom HaNH,CH,CO

.,,,,//OH
1 1
144 145 146

Figura 81 — Estruturas de clovanos precursores do produto 76, seja por via sintética,

ou por biotransformacéao.

Collado et al. (1998), ao descreverem os dados de RMN de **C para 76,
nao foram capazes de diferenciar os carbonos C-1, C-4 e C-8 (6 43,9, 37,3 e
35,2 ppm, respectivamente) apontados por esses autores como tendo valores
intercambiaveis.*? No entanto, a analise do mapa de contornos HMBC (Figura
247, pag. 256, anexo 2), realizada nesse trabalho, mostrou a correlacdo entre o
carbono em 6 37,2 ppm e os hidrogénios H-13« e H-144, sendo, portanto, esse
carbono correspondente a C-4. O carbono em &6 35,2 ppm apresentou
correlagdo com H-15, sendo este o carbono C-8 e, dessa forma, C-1 foi

atribuido como sendo o carbono cujo deslocamento quimico € 43,9 ppm.

Também foram observadas discrepancias entre os deslocamentos
quimicos atribuidos para os hidrogénios H-104, H-11 e H-11’ de acordo com o

mapa de contornos HSQC (Figura 248, pag. 256, anexo 2) em relacdo a
literatura.®

Foi observada no espectro no infravermelho (Figura 249, pag. 257,
anexo 2) uma banda referente ao estiramento da ligagdo OH em 3407 cm™.

N&o foi observada a banda referente ao estiramento assimétrico de ligacao C-
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O (1116 cm™) presente no espectro no infravermelho do 24-metoxiclovan-9¢-ol

(73).

Tabela 18 — Dados de RMN de 'H e de *3C do clovan-25-94-diol (76) em

CDCls. Os valores de J sao apresentados em Hz.

Posicédo 84 (400 MHz) S (400 MHz)*? & (100 & (100
MHz)  MHz)'*?

1 - - 43,9 43,92
2a 3,81 (dd, J=5,7; 10,1) 3,80 (dd, J=5,5; 12,0) 80,3 80,2
38 1,42-1,57 (m) 1,45 (dd, J=12,0; 12,0) 47,9 47,9
3a 1,72 (dd, J=5,7; 12,0) 1,71 (dd, J=5,6; 12,0)

4 - - 37,2 37,32
54 1,34-1,41 (m) 1,28-1,40 (m) 51,3 51,3

6 1,16-1,25 (m) 1,15-1,25 (m) 20,3 20,3

6’ 1,42-1,57 (m) 1,40-1,50 (m)

7 1,26-1,31 (m) 1,15-1,25 (m) 31,1 31,1

7’ 1,42-1,57 (m) 1,40-1,50 (m)

8 - - 35,2 35,22
9a 3,21 (dd, J=10,8; 4,9) 3,20 (dd, J=10,8; 4,8) 78,0 78,0
108 1,70-1,80 (m) 1,53 (m) 27,8 27,8
10« 1,70-1,80 (m) 1,76 (dddd, J=12,8; 4,8; 3,3;

3,3)

11 1,16-1,25 (m) 1,28-1,40 (m) 27,2 27,2
11’ 1,42-1,57 (m) 1,28-1,40 (m)

12 1,05 (d, J=12,9) 1,02 (d, J=12,8) 42,0 42,0
12’ 1,24 (d, J=12,9) 1,23 (d, J=12,8)

13 0,86 (s) 0,85 (s) 25,5 25,5
148 1,05 (s) 1,05 (s) 31,5 31,5
15 1,00 (s) 0,99 (s) 28,7 28,7

2 Sinais publicados como intercambiaveis

A exemplo de 75, o produto 76 também foi submetido a andlise por CG-

EM, sendo o cromatograma obtido apresentado na Figura 250 (pag. 257,

anexo 2). Nesse cromatograma, observa-se que o tempo de retencdo de 76 é

8,25 min. Na Figura 251 (pag. 258, anexo 2), € apresentado o espectro de

massas obtido para 76, no qual pode ser observado o pico [M]™* com m/z 238,0,

como esperado para o mesmo (C15H2602). A proposta de fragmentacao para 76

é apresentada na Figura 82 (pag. 118).
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76 m/z 238

H,O

4y 7, ,//O H

76  m/z 205 76 m/z 220

Y

HC=CH
76 m/z187 76 m/z161
l\y C4Hg
H
~ H
. / i
} [ ]
. 47— T H
Dy CoHy Nl
H
76 miz77 76  m/z 105

Figura 82 — Proposta de fragmentacdo do clovan-24-94-diol (76) por espectrometria de

massas.
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3.3.2.1.2 Lactona (138) obtida na biotransformacdo do 2/

metoxiclovan-9«-ol (73) com o fungo P. palustris por 10 dias

A lactona 138 (Figura 83), proveniente da biotransformacao de 73 com o
fungo P. palustris, foi isolada anteriormente como um metabdlito secundario do
coral Rumphella antipathies, sendo apontada para a mesma atividade inibitoria
na liberacdo de elastase por neutréfilos humanos.'® Este foi o primeiro relato
de isolamento de clovanos a partir de organismos marinhos. Essa molécula foi
denominada rumfelclovano A e os dados de RMN de 'H e de *C de 138
(Figuras 252 a 254, pag. 258 e 259, anexo 2) estdo de acordo com a literatura
(Tabela 19, pag. 120).

A presenca de uma hidroxila em 138 foi evidenciada pela banda de
absorcdo intensa em 3443 cm™ observada no espectro no infravermelho
(Figura 255, pag. 260, anexo 2). Uma banda de absorcdo em 1730 cm™,
caracteristica de estiramento da ligacdo C=0 da carbonila de lactonas foi

observada.

138

Figura 83 — Estrutura quimica da lactona 138, identificada como sendo o

rumfelclovano A.

Existem outros relatos de rearranjos de esqueletos carbdnicos de
terpenos em biotransformacdes por fungos, incluindo-se ai as oxidacdes de
Baeyer-Villiger. O fungo Gibberella fujikuroi, por exemplo, converteu o
diterpeno 147 na lactona 148 (Figura 84 A, pag. 120), sendo esta a primeira

reacdo deste tipo publicada com esse micro-organismo.*'® Ja& o fungo
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Trichosporum cutaneum converteu a R-(-)-carvona (149) no produto 150,
seguindo uma regiosseletividade ndo esperada para uma oxidagéo de Baeyer-
Villiger, na qual o oxigénio, por via sintética, seria inserido entre a carbonila e o

carbono mais substituido (Figura 84 B).**’

4, ////

\

i, G. fujikuroi
(A) H —_—
//COZH
147 148
o
O
(B) T. cutaneum o)
_—
149 150

Figura 84 — Biotransformacéao (A) do acido 13-epi-ent-pimara-9(11),15-dieno-19-

oico por G. fujikuroi e (B) da R-(-)-carvona por T. cutaneum. ™

Tabela 19 — Dados de RMN de *H e de **C obtidos para o rumfelclovano A

(138) em CDCIs. Os valores de J séo apresentados em Hz.

Posicao 84 (400 MHz) S (400 MH2)*® & (100 & (100
MHz) MHz)'*°

1 - - 42,4 42,4
2 4,35 (t, J=6,6) 4,34 (dd, J=6,8; 6,8) 89,4 89,4
383 1,67 (dd, J=13,8; 6,6) 1,65 (dd, J=13,6;6,8) 48,0 48,1
3a 2,07 (dd, J=13,8; 6,6) 2,06 (dd, J=13,6; 6,8)
4 ] - 39,7 39,7
54 1,59-1,70 (m) 1,69 (m) 51,3 51,4
6a 1,81-1,91 (m) 1,87 (m) 18,0 18,1
6/ 1,45-1,54 (m) 1,52 (m)
75 1,59-1,70 (m) 1,61 (m) 35,6 35,7
Ta 1,45-1,54 (m) 1,50 (m)
8 70,0 70,1

Y 1,79 (dI, J=14,5) 1,79 (d, J=14,8) 45,8 45,9
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9 1,32 (d, J=14,5) 1,31 (d, J=14,8)

104 1,96 (ddd, J=4,9; 8,8; 14,0) 1,95 (m) 32,3 32,4
10¢ 2,21 (ddd, J=5,2; 7,9; 14,0) 2,21 (m)

11 2,33-2,47 (m) 2,39 (m) 27,5 27,6
11 2,33-2,47 (m) 2,39 (m)

12 - - 173,7 173,7
13a 0,98 (s) 0,98 (s) 26,4 26,5
148 1,09 (s) 1,09 (s) 31,2 31,3
15 1,25 (s) 1,25 (s) 32,8 32,9

3.3.2.2 Biotransformacdo do 2pmetoxiclovan-9«-ol (73) com o

fungo P. citrinum

Assim como na biotransformacéo do 24-metoxiclovan-9a-ol (73) com P.
janczewskii (com 5 e 10 dias de reacao), na biotransformacédo de 73 com o
fungo P. citrinum por 5 dias ndo foram obtidos produtos. A biotransformacgéo do
substrato 73 com P. citrinum por 10 dias resultou nos produtos clovan-24-9a-
diol (75) (2,9 mg; 1 %) e clovan-24-94-diol (76) (4,9 mg; 2 %) (Figura 85),
sendo recuperados 186,3 mg de 73 (89 %). Os clovanos 75 e 76 também foram
isolados da biotransformacdo de 73 com P. palustris por 5 dias, com
rendimentos de 1 (75) e 1 % (76), e também da reacdo por 10 dias, com
rendimentos de 3 (75) e 10 % (76). Como pode ser observado, nas condi¢gbes
utilizadas, o P. palustris € mais eficiente do que o P. citrinum para a conversao
de 73 em 76, visto que, com 10 dias de reacdo, o rendimento com 0 primeiro

fungo é de quase quatro vezes maior do que aquele obtido utilizando-se P.
citrinum.

=
w

sem agitacao
15 10 dias

.,,,///OH

73

Figura 85 — Esquema da reacdo de biotransformac¢do do 24-metoxiclovan-9q-ol

(73), sem agitacédo, por 10 dias, com o fungo P. citrinum.
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3.3.2.3 Biotransformacao do 2/-metoxiclovan-9a-ol (73)
com o fungo P. minioluteum

A biotransformacdo do 2p-metoxiclovan-9a-ol (73) com o fungo P.
minioluteum foi realizada por 5 dias e 10 dias. Os extratos dessas
biotransformacdes foram comparados por CCD e mostram perfis semelhantes.
Ambos foram comparados também por CCD com o produto 75, sendo
observada uma mancha nesses extratos com o mesmo RF que aquele
apresentado por 75. Estando a mancha mais intensa no extrato da
biotransformacao realizada por 10 dias, somente esse extrato foi submetido a

cromatografia em coluna de silica gel.

Desse processo, resultou o isolamento dos produtos 75 (72,5 mg; 32 %)
e 76 (31,6 mg; 14 %) (Figura 86), sendo recuperados 16 % de 73 (39,1 mg).
Porém, a obtencdo dos produtos exigiu, além de purificagdo por cromatografia
em coluna, a recromatografia de fracbes utilizando CLAE (eluente
hexano/acetato de etila 55:45). Nessa biotransformacédo, os rendimentos
obtidos foram consideravelmente altos, o que evidenciou a grande capacidade
desse fungo em realizar a desmetilagdo da posi¢cédo 1’ de 73, bem como de

epimerizar a hidroxila presente na posi¢éao 9 (produto 76).

14 13 14

7,
/,I

P. minioluteum
—_—
estatico

15 1Odias

.,,,///OH

73

Figura 86 — Esquema da reacdo de biotransformacéo do 24-metoxiclovan-9a-ol (73),

sem agitagao, por 10 dias com o fungo P. minioluteum.

Sabendo-se que o0 extrato da biotransformacéo realizada por 5 dias
possuia perfil em CCD semelhante ao daquela mantida por 10 dias, decidiu-se
avaliar a primeira por CG-EM, com o intuito de confirmar a presenca dos
produtos 75 e 76.
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Como observado nos cromatogramas obtidos para 75 e 76 (Figuras 211
e 250, pag. 235 e 257, anexo 2), o tempo de retencdo obtido para essas
moléculas, que diferem apenas na configuracdo espacial da hidroxila ligada a
C-9, é muito semelhante, sendo 8,26 min para o clovan-24-9«a-diol (75) e 8,25
min para o clovan-24-94-diol (76), o que tornou dificil a diferenciacdo dessas
moléculas por cromatografia gasosa. Os espectros de massas também sédo
muito semelhantes, como pode ser visto na Figura 212 (pag. 236, anexo 2)
para 75, na Figura 251 (pag. 258, anexo 2) para 76 e nas propostas de
fragmentacao para alguns dos picos principais obtidos para 75 e 76 (Figura 74,
pag. 105 e Figura 82, pag. 118).

No cromatograma obtido para o extrato da biotransformagéo de 73 com
P. minioluteum por cinco dias (Figura 256, pag. 260, anexo 2) foi observado
um pico com tempo de retencao 8,23 min (muito préximo ao tempo de retencao
encontrado para 0 75 e 0 76, 8,26 e 8,25 min respectivamente). O espectro de
massas (Figura 257, pag. 261, anexo 2) obtido para esse pico, apresentou
grande semelhanca com os espectros de massas de 75 e de 76, porém nao foi
possivel definir qual deles (ou se ambos) estaria presente no extrato resultante
da biotransformacdo em questdo. Por sua vez, o espectro de massas obtido
para a substancia com tempo de retencdo 7,35 min, observado no
cromatograma da reacdo (Figura 258, pag. 261, anexo 2), apresentou grande
semelhanca com o espectro de massas (Figura 259, pag. 262, anexo 2) obtido
para a substancia com tempo de retencédo 7,37 min presente no cromatograma
do material de partida (73) (Figura 260, pag. 262, anexo 2), indicando a
recuperacao parcial do substrato da reacao.

3.3.2.4 Avaliacédo da influéncia da cadeia lateral de clovanos em

reacOes de biotransformacéo com o fungo P. minioluteum

O fungo P. miniolutem biotransformou o 2-metoxiclovan-9«-ol (73) nos
produtos 75 e 76, sendo o primeiro obtido em maior quantidade (32,0 e 14 %

de rendimento respectivamente) (item 3.3.2.3). Nessa reacao, houve a quebra
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da ligacdo entre o carbono C-1’ e o oxigénio ao qual este carbono esta

conectado em 73, como observado na Figura 87.

14

13
7
//,,’

Figura 87 — Estruturas do 2-metoxiclovan-9«-ol (73) e dos produtos clovan-24-9 a-diol

(75) e clovan-24-94-diol (76), obtidos na biotransformacéo de 73 por P. minioluteum.

Devido aos bons rendimentos obtidos nessa reacado, foram realizados
experimentos para avaliar a capacidade desse fungo de quebrar ligacdes
envolvendo cadeias laterais de tamanhos maiores. Para tanto, sintetizaram-se
clovanos contendo cadeias de tamanhos diferentes e realizou-se a incubagéo
destes com P. minioluteum. Avaliou-se entdo se, assim como 73, também
esses clovanos seriam convertidos em 75 e 76. Os clovanos utilizados como
substrato destas biotransformagdes foram o 2f-propoxiclovan-9«-ol (127), o

2/-pentoxiclovan-9a-ol (129) e o 24-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100),

apresentados na Figura 88.

O,N

Figura 88 — Estruturas do 2-propoxiclovan-9¢-ol (127), 24-pentoxiclovan-9¢-ol (129)

e 2-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100), incubados com P. minioluteum.
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Esse fungo também apresentou bom rendimento na epimerizacdo da
hidroxila ligada ao carbono C-9 do 24-metoxiclovan-9a-ol (73), como observado
em 76. Por isso, modificou-se também a posicéo 9 de 73 e fez-se a incubacgao
do produto 135 (Figura 89), proveniente da acetilacdo de 73, com P.
minioluteum, a fim de avaliar o efeito de um grupo mais volumoso na interacao

dessa molécula com o complexo enzimatico do micro-organismo.

135

Figura 89 — Estrutura quimica do acetato de 24-metoxiclovan-9«-ol (135), incubado

com P. minioluteum.

Essas reacdes foram realizadas por 5 e 10 dias. Como 0s experimentos
foram feitos em pequena escala, os extratos obtidos dos mesmos ndo foram
submetidos a cromatografia em coluna, sendo os resultados avaliados por

cromatografia em camada delgada e por CG-EM.

3.3.2.4.1 Biotransformacao de clovanos substituidos em C-2 com o

fungo P. minioluteum

As incubagbes de 127, 129 e 100 com P. minioluteum foram conduzidas
por 5 e 10 dias. Pelo fato de os experimentos terem sido feitos em pequena
escala, os mesmos ndo foram submetidos a cromatografia em coluna. Dessa
forma, apos a secagem e pesagem do material extraido, a presenca ou ndo de
produtos foi avaliada por CCD e CG-EM, sem purificacdo prévia. A Unica
excecdo foi a reacdo de biotransformacéo de 127, realizada por 10 dias, cujo
extrato resultante foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel.
Algumas combinacdes de fracOes provenientes desta cromatografia, nas quais
se detectou por CCD manchas referentes a possiveis produtos de

biotransformacéao, foram avaliadas por CG-EM.
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Para que pudessem ser feitas comparacdes de 127, 129 e 100 com os
extratos obtidos das biotransformagdes, os mesmos tiveram o seu perfil em

CG-EM definidos, sendo os dados obtidos apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 — Dados de CG-EM obtidos para 127, 129 e 100, e para produtos
presentes nos extratos resultantes da biotransformacdo destes por P.

minioluteum por 5 e 10 dias.

Material TR (CG) m/z (EM) (IM]")
(min)
2-propoxiclovan-9a-ol (127) 8,50 280,1
Extrato da biotransformacéo de 127 com P.
- , 8,48 280,1
minioluteum por 5 dias
Extrato da biotransformagéo de 127 com P. 8,25 338,2
minioluteum por 10 dias 8.46 280.2
2 /-pentoxiclovan-9a-ol (129) 15,14 308,3
Extrato da biotransformacéo de 129 com P.
o _ 15,26 308,2
minioluteum por 5 dias
Extrato da biotransformacgéo de 129 com P.
o _ 15,26 308,2
minioluteum por 10 dias
2-[2-(4-nitrofenoxi)etoxilclovan-9a-ol (100) 23,97 403,1
Extrato da biotransformacéo de 100 com P.
o . 23,86 403,1
minioluteum por 5 dias
Extrato da biotransformacéo de 100 com P.
- _ 23,87 403,1
minioluteum por 10 dias
clovan-24-9a-diol (75) 8,25 238,1

clovan-2-94-diol (76) 8,26 238,0
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O cromatograma obtido por CG para 127 (Figura 129, pag. 188, anexo
2) aponta o tempo de retencdo de 8,50 min, cujo respectivo espectro de
massas (Figura 130, pag. 189, anexo 2), mostra o pico do ion molecular com
m/z 280,1 (Tabela 20, pag.126). No cromatograma obtido para o extrato da
reacdo de biotransformacdo dessa substancia com P. minioluteum por 5 dias
(Figura 261, pag. 263, anexo 2) foi observado apenas um pico, com tempo de
retencdo 8,48 min e perfil do espectro de massas idéntico aquele do 24
propoxiclovan-9«a-ol (Figura 262, pag. 263, anexo 2), com pico do ion
molecular em m/z 280,1, indicando que nao houve biotransformacdo do

composto 127 nessas condigoes.

Na biotransformacdo de 127 por 10 dias, o material resultante da
extracdo da mesma foi submetido a um fracionamento em coluna de silica gel.
Foram combinadas fracdes obtidas com os eluentes hexano/acetato de etila
(65:35 e 60:40), ja que a analise por CCD das mesmas mostrou a existéncia de
uma mancha com RF igual ao de 75. O material resultante dessa combinagéo
foi analisado por CG-EM. No cromatograma obtido (Figura 263, na pag. 264,
anexo 2), foi observado um pico com tempo de retencédo de 8,25 min, idéntico
ao obtido para 76, e, muito préximo ao de 75 (8,25 e 8,26 min
respectivamente). Pela andlise do espectro de massas correspondente a esse
pico (Figura 264, na pag. 264, anexo 2), nao foi possivel diferenciar se se
tratava de 75 ou 76 (Figuras 212 e 251, pag. 236 e 258, anexo 2), ou mesmo

de uma mistura deles.

FracOes obtidas com os eluentes hexano/acetato de etila (85:15 a 65:35)
foram combinadas por apresentarem perfis semelhantes por CCD. Essas
fracbes apresentaram manchas com RF semelhante ao de 127. O material
resultante dessa combinacao foi submetido a analise por CG-EM (Figura 265,
pag. 265, anexo 2), evidenciando a recuperacdo de parte do substrato da
reacao (127, tempo de retencdo 8,46 min). O espectro de massas associado a
esse pico (Figura 266, pag. 265, anexo 2) apresentou o pico do ion molecular
(m/z 280,2), um pico com m/z 264,9 (perda do grupo metila da cadeia lateral),
outro pico com m/z 219,9 (perda de um radical *CH,CH,OH) além dos outros
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picos observados na fragmentagcdo do 2p-propoxiclovan-9¢«-ol (127) (Figura
130, pag. 189, anexo 2).

O 2p-pentoxiclovan-9a-ol (129) apresentou, por CG-EM (Figura 267,
pag. 266, anexo 2), tempo de retencdo igual a 15,14 min, cujo espectro de
massas (pico do ion molecular com m/z 308,3), corresponde ao esperado para
129 (Figura 268, pag. 266, anexo 2). Os extratos das biotransformacbes de
129 com o fungo P. minioluteum por cinco e dez dias foram também
submetidos a analise por CG-EM. No cromatograma obtido para o extrato da
reacdo cuja duracdo foi de cinco dias (Figura 269, pag. 267, anexo 2) foi
observado o pico com tempo de retencédo 15,26 min, que corresponde a 129.
Esse fato foi corroborado pela presenca do pico com m/z 308 no espectro de
massas obtido para o mesmo (Figura 270, pag. 267, anexo 2). No
cromatograma obtido para a reacdo realizada por 10 dias (Figura 271, pag.
268, anexo 2), também obteve-se um pico com tempo de retencdo de 15,26
min, correspondendo a recuperacdo de 129, corroborado pelo respectivo
espectro de massas (Figura 272, pag. 268, anexo 2). Conclui-se, dessa forma,

gue néo houve biotransformacéo de 129 por P. minioluteum.

O composto 2p-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9«a-ol (100) também foi
submetido a andlise por CG-EM (Figura 273, pag. 269, anexo 2), tendo sido
observado um pico com tempo de retencao 23,97 min. No respectivo espectro
de massas (Figura 274, pag. 269, anexo 2), foi observado o pico do ion
molecular (m/z 403,1). Para o material do extrato da biotransformacao de 100
com P. minioluteum (cinco dias) foi obtido o cromatograma (Figura 275, pag.
270, anexo 2), referente a analise por CG-EM, tendo sido observado para 100
o tempo de retencdo 23,86 min, cujo correspondente espectro de massas
(Figura 276, pag. 270, anexo 2) mostra o pico com m/z 403,1. Dessa forma,
conclui-se que, também nesse caso, houve a recuperacdo de 100, sem
formacao dos produtos 75 ou 76. O mesmo aconteceu na biotransformacao de
100 apés dez dias de contato com o fungo, como mostram 0s respectivos
cromatograma (Figura 277, pag. 271, anexo 2) e espectro de massas (Figura
278, pag. 271, anexo 2), este ultimo apresentando inclusive o pico do ion
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molecular com m/z 403,1. Portanto, ndo houve biotransformagéo de 100 por P.

minioluteum apds cinco ou dez dias de reacao.

Tendo sido observado que nas biotranformacdes de 127, 129 e 100 com
P. minioluteum apenas ocorre a quebra da cadeia lateral ligada a C-2 para a
primeira molécula, como ocorreu com o 2p-metoxiclovan-9a-ol (73), pode-se
concluir que, para esse tipo de clovano, a medida que aumenta a cadeia lateral
nessa posicao, ndo se observa mais a quebra da ligacdo da funcéo éter, como
observado para 73 e 127, que possuem cadeias laterais com um e trés atomos
de carbono respectivamente. O mesmo nado foi detectado para o 24
pentoxiclovan-9a-ol (129) e o 24-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9«-ol (100), que
possuem cadeias laterais maiores, indicando que, a medida que essa cadeia
lateral torna-se mais volumosa, o impedimento estérico blogueia a interacdo

desses clovanos com as enzimas responsaveis pela quebra da ligagédo.

3.3.2.4.2 Biotransformacdo do acetato de 2p-metoxiclovan-9a-ol
(135)

Na biotransformagéo do 24-metoxiclovan-9«-ol (73) com P. minioluteum,
foram obtidos os produtos 75 e 76 (item 3.3.2.3), por desmetilacdo da posicao
2 e, no caso de 76, por epimerizacdo da hidroxila presente na posicao 9 de 73.
Para avaliar a importancia da posicdo 9 nessa reagdo, a substancia 135,
resultante da acetilacdo de 73, foi submetida a biotransformacdo com P.
minioluteum por cinco e dez dias, com o objetivo de se determinar se a
substituicdo da hidroxila por um grupo mais volumoso afetaria a desmetilacéo
de 73 e epimerizagdo da hidroxila ligada a C-9 nessa substéncia. O
experimento foi conduzido em pequena escala e as andlises realizadas por
CCD e CG-EM, néao tendo sido os extratos das biotransformacfes submetidos

a fracionamento em coluna.

Inicialmente, a substancia 135 foi analisada por CG-EM (Figura 279,
pag. 272, anexo 2), apresentando tempo de reten¢édo 17,13 min. No respectivo
espectro de massas obtido (Figura 280, pag. 272, anexo 2), foi observado o
pico do ion molecular com m/z 294,1.
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O extrato da biotransformacgdo de 135 com P. minioluteum por 5 dias foi
analisado por CCD, n&o tendo sido visualizados produtos. Esse extrato,
quando analisado por CG-EM, (Figura 281, pag. 273, anexo 2), apresentou um
pico com tempo de retencdo 13,16 min. Esse valor é diferente do encontrado
para 135 (17,13 min). No entanto, o perfil do espectro de massas obtido para
esse pico (Figura 282, pag. 273, anexo 2) mostrou-se muito semelhante ao de
135, inclusive com a presenca do pico do ion molecular (m/z 294,1),
corroborando nédo terem sido formados produtos de biotransformacdo nessa

reacao.

Na biotransformacdo de 135 por dez dias, a andlise do extrato da
mesma por CCD também indicou a auséncia de produtos, embora nédo tenha
sido esclarecido pelas analises por CG (Figura 283, pag. 274, anexo 2), foi
corroborado pela analise por espectrometria de massas (Figura 284, pag. 274,
anexo 2). Portanto, ndo houve biotransformacdo de 135 por P. minioluteum

mesmo apos dez dias de reacao.

A andlise por RMN feita dos extratos das reacbes de 135 com P.
minioluteum corrobora que ndo houve biotransformacdo do mesmo. Nas
Figuras 285 e 286 (pag. 275, anexo 2) estdo apresentados os espectros de
RMN de 'H das reacdes feitas com 5 e 10 dias, respectivamente. Comparando-
se esses espectros com o espectro de RMN de *H de 135 puro (Figura 177,
pag. 216, anexo 2), pode ser observado que o0s sinais de hidrogénio
correspondentes a essa substancia permanecem nos espectros de RMN de *H
correspondentes aos extratos dessas biotransformacdes. Os sinais que nao
correspondem a 135, e que estdo presentes nesses espectros, podem ser
observados nos espectros de RMN de *H dos controles das reacées, extraidos
com 5 e 10 dias (Figuras 287 e 288, respectivamente, pag. 276, anexo 2).
Esses controles s&o constituidos dos meios de cultura utlizados nas
biotransformacdes e do fungo P. minioluteum, sem a presenca do substrato
135.

Pode-se concluir que o grupo acetila impediu a biotransformacao de 135
por P. minioluteum. Essa reacdo, quando realizada utilizando-se o0 2f4-

metoxiclovan-9a-ol (73) como substrato, gera produtos com rendimentos
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consideravelmente altos (32 %, 75 e 14 %, 76) (item 3.3.2.3), indicando ser
importante a presenca da hidroxila na posicdo 9 de moléculas com esqueleto
clovanico, ou mesmo de um grupo menos volumoso que o0 acetila para a
formacéo de 75 e 76. A modificacdo dessa posicdo, possivelmente, prejudicou
a interacdo do substrato com o complexo enzimatico do fungo, impedindo que

esse fosse modificado.

As Dbiotransformagdes realizadas com fungos sdo, em geral,
estereoespecificas, gerando produtos que dependem da estrutura quimica do
substrato utilizado.™'® A biotransformacéo de quatro diterpenoides taxanos pelo
fungo Absidia coerula, por exemplo, resultou em hidroxilacdes especificas nas
posi¢cdes 143 e 9a. Usando-se 151 como substrato (Figura 90), obtiveram-se
152 (58 %) e 153 (8 %), sendo a hidroxilagdo na posi¢cao 14 aquela obtida com
maior rendimento. No entanto, a presenca de um grupo acetila na posi¢ao 9,
leva a formacéo apenas do produto 152. O rendimento da reacdo, nesse caso,
depende do padrdo de substituicho do taxano usado como substrato. A
incubacdo de 154, com as posicbes 5, 7, 9, 10 e 13 acetiladas, resulta em
maior rendimento da hidroxilacdo da posicédo 14 (155 € obtido com 12 %) em
relacdo as demais reacfes (menos de 1% para 156, resultante da incubacéao
de 157 e 5 % para 158, proveniente da incubacdo de 159). Esse fato mostra

que as oxigenases desse micro-organismo sdo altamente seletivas.™®

AcOlli

151: R1:R3=OH, R2:R5:H, R4=OAC

152: R;=Ry=Rs=0H, R,=H, R,=OAc

153: R,=R,=R,=OH, R;=OAc, Rs=H

154: R1:R2:R3:R4:OAC, R5:H

155: R1:R2=R3:R4:OAC, R5=OH

156: R,;=R,=R4=OAc, R,=Rs=OH AcOlI-
157: R1:R2=R3=OAC, R4=OH, R5:H

-
Z
z

H

OH
158 20

Figura 90 — Substratos e produtos obtidos na biotransformacao estereoespecifica de
taxanos por A. coerula.™®
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3.3.2.5 Biotransformacdo da lactona 134 com o fungo P.

minioluteum

A obtencao de 138 a partir de um coral do género Rumphella antipathies
representou o primeiro isolamento de clovanos a partir de espécies marinhas,
tendo sido isolado em conjunto com a 2f-hidroxiclovan-9-ona (160). Ambos
possuem atividade inibitéria na liberacdo de elastase por neutrofilos
humanos.™*® Devido & importancia dessa substancia, foi proposta uma rota
biossintética para 138, passando por 160 e também pelo intermediario 161,

proveniente da oxidacéo de Baeyer-Villiger de 160 (Figura 91).%

Oxidacéo de
Baeyer-Villiger

160

Figura 91 — Rota biossintética proposta por Chung e colaboradores (2010) para a
formacéo do rumfelclovano A (138) em corais Rumphella antiphaties.?

Em biotransformacdes anteriores feitas nesse trabalho com o fungo P.
minioluteum, tendo o 24-metoxiclovan-9«a-ol (73) como substrato, observou-se
a capacidade desse micro-organismo de quebrar as ligacbes entre o carbono
C-1’ dessa molécula e o oxigénio ligado a este carbono, e também entre C-9 e
0 oxigénio pertencente a hidroxila ligada a C-9, resultando em 75 e 76 (Figura
92, pag. 133). Por isso, preparou-se a lactona 134 (Figura 92, pag. 133), por
oxidacao do 24-metoxiclovan-9a-ol (73) com PCC, seguida da lactoniza¢do por
meio de reacdo de Baeyer-Villiger com AMCPB, com o objetivo de verificar

como P. minioluteum atuaria sobre essa lactona.
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Figura 92 — Estruturas do 2p-metoxiclovan-9«-ol (73) e dos clovanos 75 e 76

(derivados de 73 por biotransformacéo) e 134, derivado de 73 obtido por via sintética.

Essa reacao foi realizada sem agitacéo e, apos 10 dias de incubacgéo e
extracdo do material resultante com acetato de etila, foi verificada por CCD a
existéncia de um produto de biotransformacédo. Apos o fracionamento do
material obtido por cromatografia em coluna de silica gel com gradientes de
hexano/acetato de etila/metanol, foram obtidos 109 mg de uma mistura
contendo o produto ainda impuro, posteriormente purificado por CLAE. Para tal,
utilizou-se uma coluna semipreparativa e fase movel constituida por uma

mistura de hexano/acetato de etila (45:55), com um fluxo de 3,5 mL/min.

A andlise dos espectros de RMN unidimensionais para esse produto
mostrou total concordancia com os dados anteriormente publicados para o
rumfelclovano A (138).'*> Essa molécula foi obtida com 16 % de rendimento
(35,3 mg). A mesma ja havia sido obtida também na biotransformacdo de 73
com o fungo P. palustris sem agitacdo, com 10 dias de reacao (item 3.3.2.1),

porém com rendimento muito reduzido (2 %).

Nesse experimento foi obtida uma rota quimioenzimética para a
producdo do rumfelclovano A (138), combinando etapas iniciais de sintese,
indo desde o 6xido de cariofileno, para a obtencao do 24-metoxiclovan-9a-ol
(73), passando pela 2B-metoxiclovan-9-ona (133) até a lactona 134 e,
posteriormente, culminando com a biotransformacao desta ultima pelo fungo P.

minioluteum, obtendo-se entdo 138 de forma planejada (Figura 93, pag. 134).

Essa rota encontrada para a obtencéo de 138 reforga a proposta anterior

de biossintese (Figura 91, pag. 132), na qual a formacdo dessa molécula
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passa sucessivamente por uma cetona e por uma lactona. Posteriormente, de
forma enzimatica, ocorreu a quebra do anel lactnico inicial, com rearranjo do

esqueleto carbdnico e formacao de outra lactona.
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1- PCC

—_— R ., _—

2- AMCPB

138

‘ P. palustris T

Figura 93 — Esquema das duas rotas diferentes para a obtencdo do rumfelclovano A

por biotransformac¢éo com os fungos P. palustris e P. minioluteum.

3.4 Resultados dos bioensaios realizados com os clovanos

Os clovanos 73 e 126-129, obtidos a partir do éxido de cariofileno (125),
foram utilizados em bioensaios de inibicdo de crescimento do fungo B. cinerea
e também em testes alelopaticos frente a espécie L. sativa. Os resultados
desses testes sdo apresentados nos itens 3.4.1 e 3.4.2. Esses clovanos,
juntamente com o (2S,9R)-2-metoxiclovano-9,15-diol (132), clovan-24-9«a-diol
(75), clovan-2p-94-diol (76) e o rumfelclovano A (138), tiveram também suas
atividades avaliadas em relacdo a ativagdao de PKC’s. Esse Ultimo teste foi
realizado na industria Vivacell Biotechnology Espafia S. L., no entanto,

nenhuma das moléculas apresentou atividade no mesmo.

3.4.1 Resultados obtidos no bioensaio de inibicdo de crescimento

do fungo B. cinerea

Existe um grande interesse na busca por novas moléculas capazes de
inibir o crescimento do fungo B. cinerea,** ja que este é um fitopatégeno que
causa grandes perdas em diversos tipos de cultivos agricolas em varias partes

do mundo. %1%
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Nesse sentido, diversos tipos de terpenos tém sido avaliados em

ensaios bi0|égicos_38'54'120

Um sesquiterpeno com atividade fungistatica
relatada sobre B. cinerea é o 24-metoxiclovan-9¢-ol (73).** Derivados de 73
modificados na posicdao 2 foram testados anteriormente em relagcdo ao
crescimento desse fungo, mostrando que modificacdes nessa posicdo podem

potencializar a sua atividade antifingica.®’

Nos bioensaios realizados nesse trabalho, avaliou-se a atividade das
substancias 2p-metoxiclovan-9a-ol (73), 2p-etoxiclovan-9a-ol (126), 24-
propoxiclovan-9a-ol (127), 2p-butoxiclovan-9a-ol (128) e 2p-pentoxiclovan-9a-
ol (129) em inibir parcial ou totalmente o crescimento do fungo B. cinerea.
Avaliou-se também o efeito do aumento da cadeia lateral na posi¢éo 2 sobre a
atividade biologica desses clovanos. O procedimento foi realizado de acordo
com Patil e colaboradores (1986).'* O teste é feito em placas de Petri, nas
quais a substancia a ser avaliada € adicionada ao meio de cultura sobre o qual
o fungo sera colocado para crescer. Mediu-se o diametro da colénia do fungo a
cada 24 h apoés a inoculacdo do mesmo na placa. O crescimento observado foi
posteriormente comparado ao do fungo em uma placa controle, na qual ndo
foram adicionadas substancias que inibiam o seu crescimento. Os dados
obtidos foram tratados estatisticamente e obteve-se a porcentagem de inibicdo

gue a substancia teste provoca no crescimento do fungo.

A Figura 94 (pag. 136) apresenta os graficos de inibicdo desse fungo
pelas moléculas testadas a cada 24 horas. Observou-se, nesses gréaficos, que
a atividade inibitéria do crescimento do fungo B. cinerea pelos clovanos
testados cresceu com o aumento da concentragdo dos mesmos. Apenas 0 2/-
pentoxiclovan-9a-ol (129) apresentou maior inibigdo na concentragao de 0,25
mM em relacdo a 0,50 mM com 24 horas de teste e atividades praticamente
iguais para essas duas concentracdes com 96 e 120 h de teste. Observou-se
também, nesses testes, que a capacidade de inibicdo do crescimento desse
fungo pelos clovanos estudados cresceu com o aumento da cadeia lateral até
um certo numero de atomos, sendo maior para o 2f-butoxiclovan-9a-ol (128).
Nas concentracdes maiores (0,5 e 0,25 mM), nos quatro primeiros dias, uma

atividade maior foi evidenciada para o 2p-propoxiclovan-9a-ol (127), sendo
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que, com 5 dias, esta atividade foi praticamente igual & do 2g-butoxiclovan-9a-
ol (128). Para a concentracao de 0,1 mM, a atividade de 128 foi superior em
todos os cincos dias de teste. Nas concentragcdes menores, a atividade de 128
foi superior nos quatro primeiros dias na concentracao de 0,05 mM, sendo igual
a do 2p-pentoxiclovan-9«-ol (129) com cinco dias. Na concentracdo de 0,025
mM, o 2p-butoxiclovan-9a-ol (128) apresentou atividade maior nos dois
primeiros dias de teste, sendo esta atividade igual a de 129 no terceiro dia, que

apresentou atividade maior do que 128 nos dois ultimos dias.
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Figura 94 — Gréficos representando a comparacao da porcentagem de inibicao do crescimento
do fungo B. cinerea pelos clovanos 73 e 126 - 129 com 24, 48, 72, 96 e 120 h de teste.
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Apoés esse estudo, observou-se que, ao se variar o tamanho da cadeia
lateral ligada ao carbono C-2 do 24-metoxiclovan-9a-ol (73), variou-se também
a atividade biolégica desses clovanos. Decorridos os cinco dias de bioensaio,
observou-se que a atividade inibitéria dessas moléculas em relagcdo ao
crescimento do fungo B. cinerea foi maior para o 2/-butoxiclovan-9a-ol (128),
com cadeia lateral de quatro atomos de carbono, que, na maioria dos prazos e
concentracfes estudados, apresentou atividade maior ou igual aos outros
clovanos testados. Esse fato foi verificado anteriormente por Saiz-Urra e
colaboradores (2009), quando foi testada a atividade de 23 clovanos
modificados na posigéo 2. Foi verificado que essa atividade varia de acordo a
cadeia lateral ligada a C-2. Observou-se também que clovanos com a cadeia
lateral nitrogenada possuem atividade mais pronunciada, ao contrario de

moléculas que possuem enxofre nessa parte da molécula.®’

3.4.2 Resultados do bioensaio de inibicAo de crescimento de

sementes de Lactuca sativa

Na busca por novas moléculas bioativas em relacdo a inibicdo do
crescimento do fitopatbgeno B. cinerea, que tivessem menos impacto no
ambiente em relacdo aos fungicidas atualmente presentes no mercado,'?%
as substancias 73 e 126 - 129 foram avaliadas em testes de atividade fungicida
sobre esse micro-organismo (item 3.4.1). Foi demonstrada inibicdo do
crescimento de B. cinerea, sendo esse efeito variavel de acordo com o
tamanho da cadeia lateral ligada a substancia teste. No entanto, no caso de
fungicidas para uso em fitopatégenos, uma caracteristica desejavel é que os
fungicidas nao prejudiguem o crescimento da planta em que serdo aplicados.
Nesse sentido, bioensaios que avaliam a germinacdo de sementes e
desenvolvimento das plantulas sdo uma ferramenta inicial interessante para a
avaliacdo do efeito fitotoxico de moléculas sob condi¢cdes controladas em

laboratorio.?*

No presente estudo, sementes de L. sativa foram incubadas em camara

de germinacdo, em placas de Petri, imersas em solugdo contendo cada
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substancia teste. Avaliou-se o efeito das substancias 73 e 126 - 129 sobre a
germinacao das sementes, bem como o efeito sobre o crescimento da raiz e do
caule daquelas que germinaram. As analises foram realizadas em relagdo a um
controle, no qual as sementes foram incubadas na auséncia das substancias a

serem testadas.

De acordo com os resultados encontrados, foi observada, para os
produtos testados, inibicdo acentuada na germinacdo de L. sativa, como €&
mostrado no grafico da Figura 95. Em concentra¢cdes maiores, 0 aumento da
cadeia carbOnica acentuou a inibicdo da germinacdo das sementes. O 24-
pentoxiclovan-9a-ol (129) apresentou atividade acentuadamente maior na dose
de 100 uM em relacdo aos outros produtos com cadeias laterais menores.

Nessa concentracdo, 129 inibiu a germinacado em mais de 20 %.
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Figura 95 — Efeito dos produtos 73 e 126 - 129 na germinacgéo de L. sativa. Os valores
estdo apresentados como diferencas de crescimento em relacdo ao controle, sendo o
valor zero representando um valor observado igual ao controle, os valores positivos

representando estimulo ao crescimento e, 0s negativos, inibicao.
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Em relacdo ao crescimento da raiz e do caule, observou-se um efeito
predominantemente inibitério (Figura 96). Os produtos 73 e 126 apresentaram
maior efeito inibitério sobre o crescimento da raiz na maior concentracao (100
uM), ao contrario de 128, que, nessa concentracao, estimulou o crescimento da
raiz. As moléculas 127, 128 e 129 apresentaram maior efeito inibitério na

menor concentracao testada (0,01 uM).

Todos os produtos testados apresentaram efeito inibitério em mais de
35 % sobre o crescimento do caule na maior concentracao utilizada no ensaio
(100 uM), destacando-se o 2p-propoxiclovan-9«a-ol (127), que inibiu em cerca

de 70 % esse crescimento a 100 ppm.

5

S0 -
25 —
R 0 i \_‘_H__
g ] |
-25 4 L -
_50 4
-T5
75
_ Concentragdo [ ph)
a0 - I 100
. [
25 - o
o 4
= 0
©
U -
] r
_50 4
-T5
. v A v A v A v N v J
73 126 127 128 129

Figura 96 — Efeito dos produtos 73 e 126 - 129 no crescimento de raizes e caule de L.
sativa. Os valores estdo apresentados como diferencas de crescimento em relacdo ao
controle, sendo o valor zero representando um valor observado igual ao controle, os

valores positivos representando estimulo ao crescimento e, 0s negativos, inibigéo.
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Dessa forma, como observado também no bioensaio de crescimento do
fungo B. cinerea (item 3.4.1), observou-se que o aumento da cadeia lateral
ligada ao 2/-metoxiclovan-9a-ol (73) influencia a atividade de clovanos frente a
inibicdo do crescimento de raizes e caule da espécie de alface L. sativa, e
também a etapa de germinacéo. Por esse estudo, observou-se que 73, com a
cadeia lateral contendo um atomo de carbono, apresentou maior inibicdo do
crescimento da raiz de L. sativa, na concentragdao de 100 mM, e o 24-
propoxiclovan-9«a-ol (127) foi o que apresentou maior atividade frente ao
crescimento do caule dessa espécie, nessa mesma concentracdo. Ja a
inibicdo da germinacdo das sementes foi mais acentuada para o 2f-
pentoxiclovan-9¢-ol (129), com cinco atomos de carbono na cadeia lateral,

novamente na concentracdo de 100 mM.

Dessa forma, observa-se que esses clovanos, apesar de inibirem o
crescimento do fungo B. cinerea (item 3.4.1), também prejudicam o
crescimento da planta que poderia ser a hospedeira do fungo, de forma que
seu uso ndo seria adequado durante o periodo de crescimento das plantas.
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Conclusoes
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4 Conclusoes

Nesse trabalho foram isoladas 22 cepas de fungos, das quais foram
identificados até o nivel de espécie os fungos Pestalotiopsis palustris,
Alternaria alternata, Bipolaris hawaiiensis, Penicillum purpurogenum,
Tetracoccosporium paxianum, Penicillium crustosum, Fusarium pionoti,
Aspergillus flavus, Trichoderma koningii, Fusarium merismoides, Penicillium
janthinellum, Penicillium citrinum e Lasiodiplodia theobromae. Os fungos P.
palustris, P. citrinum, Penicillium janczewskii e Penicillium minioluteum foram
utilizados em reagbes de biotransformagcdo com substratos clovanicos,

sintetizados a partir do 6xido de cariofileno (125).

Foram sintetizados o0s clovanos 2g-metoxiclovan-9a-ol (73), 24-
etoxiclovan-9a-ol (126), 2p-propoxiclovan-9a-ol (127), 2p-butoxiclovan-9a-ol
(128), 2 -pentoxiclovan-9a-ol (129), 2B-metoxiclovan-9-ona  (133),
(1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-8-hidroxi-2-metoxiclovan-9-lactona (134), acetato de
2/-metoxiclovan-9a-ol  (135), 5ea-hidroxicariofil-4(12),8(13)-dieno  (130),
(4S,5R)-5-hidroxicariofil-8(13)-eno (131) e (2S,9R)-2-metoxiclovano-9,15-diol
(132).

Da biotransformacgéo de 73 com P. palustris obtiveram-se os produtos
clovan-24-9a-diol (75), clovan-24-94-diol (76), 24-metoxiclovan-9¢,10ca-diol
(136), 24-metoxiclovan-74, 9a-diol (137) e o rumfelclovano A (138). Os fungos

P. citrinum e P. minioluteum biotransformaram 73 em 75 e 76.

O fungo P. minioluteum apresentou capacidade de desmetilar a posicéo
1’ de 73 e epimerizar a hidroxila ligada a C-9 desse substrato, resultando nos
produtos 75 e 76 com 32,0 e 14 % de rendimento, respectivamente. No
entanto, a incubagdo dos substratos 127, 129 e do 2p-[2-(4-
nitrofenoxi)etoxi]clovan-9«-ol (100), com cadeias laterais maiores ligadas a
posicado 1°, com P. minioluteum, levou a clivagem apenas do derivado 127, cuja
cadeia lateral possui trés atomos de carbono. Esse fato indica que o aumento
da cadeia lateral impede a interagcdo do complexo enzimatico desse fungo com
substratos com esqueleto clovanico. A incubacdo do acetato de 24

metoxiclovan-9a-ol (135), resultante da acetilacdo de 73, com esse fungo, ndo
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resultou em produtos, indicando que a hidroxila em C9 também é importante

para a interagdo do substrato com as enzimas desse fungo.

O rumfelclovano A (138) foi obtido a partir da oxidacdo de 73 em 26-
metoxiclovan-9-ona (133), que foi lactonizada a (1S,2S,5S,8R)-8,9-seco-8-
hidroxi-2-metoxiclovan-9-lactona (134) e esta ultima substancia convertida em

138 por P. minioluteum em uma rota quimioenzimatica

Os compostos sintetizados 73, 126 - 129 e 132, bem como os produtos
de biotransformacao 75, 76 e 138, foram testados frente suas capacidades de
ativacdo de proteinas quinase C (PKC). Os testes foram realizados na industria
Vivacell Biotechnology Espafa S. L., porém todos foram inativos no teste.

As substancias 73, 126 - 129 foram testadas em relacdo a inibicdo do
crescimento do fitopatdgeno Botrytis cinerea. A atividade desses clovanos
cresceu com o0 aumento da concentracdo dos mesmos, sendo maior na
concentracdo de 0,5 mM. Observou-se também que a capacidade de inibicdo
do crescimento desse fungo pelas substancias testadas aumentou de acordo
com o crescimento da cadeia lateral ligada ao carbono C-2 do 24-metoxiclovan-
9¢-0l (73). O composto com maior atividade inibitoria foi o 24-butoxiclovan-9a-
ol (128), cuja cadeia lateral possui quatro atomos de carbono, uma vez que 128
apresentou atividade maior ou igual aos outros clovanos testados na maioria

das condicdes testadas.

Os clovanos 73, 126 - 129 foram testados também em relacdo a
germinacao e ao crescimento de sementes de Lactuca sativa. Foi observado
efeito inibitério sobre a germinacdo das sementes em todas as concentracdes
testadas, para todos os compostos. O 2-pentoxiclovan-9«-ol (129), com cinco
atomos de carbono na cadeia lateral, apresentou maior efeito inibitorio (100
mM). Efeito predominantemente inibitério foi observado também nos estudos
de crescimento da raiz e do caule de L. sativa. O composto 73, cuja cadeia
lateral contém um atomo de carbono, apresentou maior inibigdo do crescimento
da raiz da espécie teste, na concentracdo de 100 mM. Ja o 2-propoxiclovan-
9a-ol (127) foi o que apresentou maior atividade frente ao crescimento do caule

de L. sativa, na concentragcédo de 100 mM.
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Os clovanos 73, 126 - 129, apesar de inibirem o crescimento do fungo B.
cinerea, prejudicaram tanto a germinacdo quanto o crescimento da espécie
vegetal testada, o que torna o uso dessas substancias inadequado durante o

periodo de crescimento das plantas.
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Dados fisico-quimicos

I
.,u,,///

Oxido de cariofileno %3
FM/MM: C15H,40 / 220 g.mol™

Aspecto fisico: sélido; Faixa de fus&o: 108-110 °C

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 49.
RMN de *3C (CDCl3, 100 MHz, &): pag. 49.

15

‘1, ///O H

2 5-Metoxiclovan-9a-ol #*
FM/MM: C16H250, / 252 g.mol™

Aspecto fisico: sélido; Faixa de fusdo: 51-52°C
[a]®b +6 (c 0,005, CHCl5)

IV (KBr, v cm™): 3399; 2930; 2860; 1463; 1348; 1116.

RMN de *H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 52.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &.): pag. 52.
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2 -Etoxiclovan-9 a-ol

FM/MM: C17H300- / 266 g.mol™

Aspecto fisico: sélido; Faixa de fuséo: 51-52°C

EMAR: 266,2268 m/z (calc.: 266,4189); [a]®p +1,5 (c 0,38, CHCls)
IV (KBr, ch'l): 3422; 2927; 2864; 1459; 1365; 1107.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 56.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &.): pag. 56.

25-Propoxiclovan-9 a-ol

FM/MM: C1gH3,0, / 280 g.mol™

Aspecto fisico: sélido; Faixa de fuséo: 68-70 °C
EMAR: 280,2422 m/z (calc.: 280,4455); [a]*°5 +9,25 (c 0,38, CHCl3)
IV (KBr, vem™): 3447; 2950; 2865; 1463; 1361; 1105.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 58.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &.): pag. 58.
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2 -Butoxiclovan-9¢-ol

FM/MM: C1gH340, / 294 g.mol™

Aspecto fisico: solido; Faixa de fusdo: 50-52 °C

EMAR: 294,2520 m/z (calc.: 294,4721); [a]**5 +10,0 (c 0,38, CHCls)
IV (KBr, vcm™): 3407; 2931; 2865; 1463; 1362; 1106.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 61.
RMN de *3C (CDCl;, 100 MHz, &.): pag. 61.

2 -Pentoxiclovan-9 a-ol

FM/MM: CzoH360- / 308 g.mol™

Aspecto fisico: sélido; Faixa de fusdo: 35-38 °C;

EMAR: 308,2662 m/z (calc.: 308,4986); [a]*°p +11,25 (c 0,38, CHCl5)
IV (KBr, vcm™): 3443; 2937; 2865; 1463; 1363; 1105.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &y): pag. 63.
RMN de 3C (CDCl3, 100 MHz, &.): pag. 63.
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2B-Metoxiclovan-9-ona®

FM/MM: C16H260 / 250 g.mol™
Aspecto fisico: oleoso; [a]*°p -63,9 (c 0,013, CHCl3)
IV (KBr,v cm'l): 2938; 2860; 1704, 1455; 1100.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 66.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &.): pag. 66.

FM/MM: C16H2603 / 266 g.mol™
Aspecto fisico: sélido; [a]*°p -21,4 (c 0,38, CHCl5)
IV (KBr, vem™): 2930; 2868; 1712; 1108.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 69.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &.): pag. 69.
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Acetato de 283-metoxiclovan-9 a-ol

FM/MM: C1gH3005 / 294 g.mol™
Aspecto fisico: oleoso; [a]*° -26,8 (c 0,001 CHCls)
IV (KBr, ch'l)i 2938; 2860; 1735; 1108.

RMN de *H (CDCls, 400 MHz, &) pag. 71.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &): pag. 71.

1 4
10 SanllOH
$\8
H
16 10

5a-Hidroxicariofil-4(12),8(13)-dieno®

FM/MM: C15H240 / 220 g.mol™
Aspecto fisico: oleoso; [a]*p +25,0 (c 0,011 CHCl5)

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 73.
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(4S,5R)-5-Hidroxicariofil-8(13)-eno?®

FM/MM: C15H240, / 236 g.mol™
Aspecto fisico: solido; [a]*°5 -10,0 (¢ 1,85 CHCl3)

RMN de *H (CDCIs, 400 MHz, &): pag. 73.

(2S,9R)-2-Metoxiclovan-9,15-diol**
FM/MM: C16H,03 / 268 g.mol™
Aspecto fisico: soélido; Faixa de fusdo: 52-53 °C
[a]®b -2,0 (c 0,78 CHCl3)
IV (KBr, v cm™): 3399; 2938; 2868; 1642; 1463.

RMN de *H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 75.
RMN de *C (CDCls, 100 MHz, &): pag. 75.
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NO,
13

2 3-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9 a-ol

FM/MM: C23H34NOs / 404 g.mol™
Aspecto fisico: oleoso; [a]*°p -4,0 (c 6,4 CHCl5)

RMN de *H (CDCls, 400 MHz, &) pag. 77.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &): pag. 77.

Clovan-24-9 a-diol*®
FM/MM: C15H260, / 238 g.mol™

Aspecto fisico: sélido; [a]*°p (c 0,005, CHClI5)
IV (KBr, v cm™): 3413; 2944; 2863; 1461.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 80.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &.): pag. 80.
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2-Metoxiclovan-9¢, 10a-diol

FM/MM: C16H05 / 268 g.mol™

Aspecto fisico: oleoso; EMAR: 268,2024 m/z (calc.: 268,3906)
[a]®b +4,5 (c 0,001, MeOH)

IV (KBr, ¥ cm™): 3420; 2928; 2867; 1462; 1100.

RMN de 'H (CDCls, 600 MHz, &,): pag. 84.
RMN de **C (CDCls, 150 MHz, &.): pag. 84.

2/-Metoxiclovan-7 4,9 a-diol
FM/MM: C16H,503 / 268 g.mol™

Aspecto fisico: sélido; Faixa de fuséo: 77-80 °C
EMAR: 268,1979 m/z (calc.: 268,3906); [a]*°p -11,5 (c 0,001, MeOH)
IV (KBr, ¥ cm™): 3411; 2930; 2867; 1462; 1049.

RMN de *H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 87.
RMN de **C (CDCls, 100 MHz, &.): pag. 87.



Clovan-24-9a-diol*?
FM/MM: C1sH260- / 238 g.mol™
Aspecto fisico: sélido; Faixa de fus&o: 172-174 °C
[a]?° +15,3 (c 0,0028 CHCl3)
IV (KBr, ¥ cm™): 3407; 2938; 2860; 1459.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 91.
RMN de *3C (CDCl3, 100 MHz, &): pag. 91.

Rumfelclovano A?°

FM/MM: C15H2403 / 252 g.mol™
Aspecto fisico: oleoso; [a]*®; +11,0 (c 0,025 CHCl5)
IV (KBr, vecm™): 3444; 2927; 2869; 1730; 1463.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, &,): pag. 93.
RMN de *3C (CDCls;, 100 MHz, &.): pag. 93.

168



Anexo 2 169

Anexo 2



Anexo 2

2.89
2.88
2.86
2.85

Figura 98 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls;) do
Expanséo da regido entre 64 1,6 —2,4,

38 i ANNANNNAN ArAA S AA Ao oo [ 750
7T RASAR AR N Paniniinliabnl 8-
! +700
15
K 650
1 12
5 H $ 14 600
14 2 3 ; ‘ 550
11 |1 4 o
12
10 9 5 500
S\8 6 I
H 7 450
400
I 13 125 - e S / _— : 350
3 300
10 250
s 10 2! 200
1313 7 2
3, 1ﬁ 6 150
7 @
5 9a 6 | 100
|
fi il Loy \“ \‘u‘ | i uMﬁO
! T | | | |
‘ ro
- - — — - - N n ~ ™ ™ < r-50
S‘.O 4‘.8 4‘.6 4‘.4 4‘.2 4‘.0 3‘.8 3‘.6 3‘.4 3‘.2 3‘.0 2‘.8 2‘.6 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4 1‘.2 l‘.O (;.8
1 (ppm)
Figura 97 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDClI5) do 6xido de cariofileno (125).
BARAHERE B & %43 88 RERRBB8ILA
P ToT 5 12 — IS TRV NSS—, faso
!
14 V 2 3N\
11 1 4 ° 300
10 5
S\s 6
i 7
250
B 13 125 —
- —_— ____,-—P"— o  —
10’ 200
Y
7
150
10
7 100
3 15 |
& P
] |
| I -
|ﬂ| | ” |\ |’k 50
Co e
1 V \ 1 r|q |
n ¥ | | lll'I II flllllll ﬂ [ II‘ "‘J l'IJ |
w
_Ju‘ WV 'JUUJIM WwW  Juw v JU\Y 'U L JL_U
Z : g z
2.I35 2.I3EI 2.I25 Z.IZO 2.;.5 2.I1|l| 2.;.15 Z.IUU l.l95 1.-90 1.I35 1.I8El 1.;"5 1.;"0 1.I65 l.lﬁlilI 1.I55
f1 (ppm)

O6xido de cariofileno (125).



Anexo 2 171

1400

151.8
112.7

—50.7
—48.7
—21.6
—17.0

VA
\

77.3
77.0
76.7
—63.7
—59.8

1300
1
7 1200
6
1100

13 4 1000

900

1 800

11 12

700
8 600
500
400
300
200

100

e : Wi e et J L T fo—

T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)
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Expanséo da regido entre o4 1,2 — 2,1.
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Figura 115 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) do 28-etoxiclovan-9a-ol (126).
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Figura 117 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) do 26-etoxiclovan-9a-ol (126).
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Figura 121 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 28-propoxiclovan-9a-ol
(127). Expansao da regido entre 6y 1,44 — 1,76.
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Figura 128 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCl3) do 2B-propoxiclovan-9a-ol (127).
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Expanséao da regido entre 64 1,44 — 1,74.
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Figura 136 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) do 2B-butoxiclovan-9a-ol (128).
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Figura 138 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCl3) do 28-butoxiclovan-9a-ol (128).
Expanséo da regido entre 6.69,0 — 87,0.
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Expanséao da regido entre 64 0,6 — 2,0.
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Figura 144 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDClI;) do 28-pentoxiclovan-9a-ol (129).

Expanséao da regido entre oy 1,44 — 1,74.
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Figura 145 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls;) do 28-pentoxiclovan-9a-ol (129).
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Figura 146 — Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCIls) do 2B-pentoxiclovan-9a-ol (129).

Expanséo da regido entre 64 28,2 a 30,5.
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Figura 147 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) do 2B-pentoxiclovan-9a-ol (129).

Expanséo da regido entre 64 28,1 — 30,5.
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Figura 148 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCl3) do 2B3-pentoxiclovan-9a-ol (129).
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Figura 149 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) do 283-pentoxiclovan-9a-ol (129).
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Figura 150 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) do 283-pentoxiclovan-9a-ol
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Figura 151 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCIs) do 28-pentoxiclovan-9a-ol (129).
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Figura 152 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDClIs3) do 28-pentoxiclovan-9a-ol (129).
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Figura 154 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) da 2B3-metoxiclovan-9-ona (133).
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Figura 156 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCl;) da 28-metoxiclovan-9-ona (133).
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Figura 162 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) da 2B8-metoxiclovan-9-ona
(133). Expanséo da regigo entre dy 2,20 — 2,70.
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Figura 163 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCIs) da metoxiclovan-9-ona (133).

Expanséo da regido entre 6, 0,4 — 4,0.
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Figura 166 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) da (1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-8-

hidroxi-2-metoxiclovano-9-lactona (134). Expansao da regido entre 64 1,5 — 3,4.
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Figura 167 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCI;) da (1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-8-

hidroxi-2-metoxiclovano-9-lactona (134).
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Figura 171 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) da (1S,2S,5S,8R)-8,9-Seco-

8-hidroxi-2-metoxiclovano-9-lactona (134).



Anexo 2 213

I

C-5xH-13« C-3 xH-13a C-4 xH-13a¢ C-14 xH-13«

(ppm

|
|

|
|
|

L_J

oo -

\ (—v
-
(=) ~nN
[+
sl bt by rseton

C-5 X H-148 C-3 x H-143 C-4 x H-148 C-13x H-14p
=D
C-12x H-15 CTXHI5 4 5
AN O €

'~ C-4xH-3p - =) G=5C13xH3p

C-1 X H-Bf . 2 T3 (@)
C-1x H-12,6’ C-4x H-58 ) C-13XH58 6 x H-54
C-5xH-78 B C-11x H-128
) EDcixnss & caxnaa C-13 x H-3a
I CBXHA1F

-
o

[
[o-]

bt

2 f—

o _f«”lbtmw'\\“’w%\jd L
b

2.0 == > == < = =
i C-5xH-12 C-1xH-12« C-7xH-12a C-11 x H-12« C-6 XH-7a
2.2
e ey A fog N S e ™ ===
55 50 45 40 35 30 25 20

F1 (ppm)
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Figura 179 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls;) do acetato de 24-metoxiclovan-9a-
ol (135).



Anexo 2

90.0
58.1
50.5

kb g

44.0
43.9

w <

-

374
~-37.0

s

—33.7
~32.8
—31.3

WURN N

218

220
210
200
r190
180
r170
160
150
140
r130
r120
r110
100
90
80
r70
60
50
40
30

r20

--10

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50
f1 (ppm)

45

40

35 30 25 20

Figura 180 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCl;) do acetato de 2-metoxiclovan-9a-

ol (135). Expanséao da regido entre 6¢ 19,0 — 95,0.

89.9
77.1
58.1
50.5

43.9

37.3

12

—32.8
—31.2

~
=
=
=
o
()]

1500
1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

r-100
r-200
r-300
-400
r-500
-600
r-700
r-800
-900
r-1000

r-1100

0 55 50
f1 (ppm)

45

Figura 181 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) do acetato de 24-metoxiclovan-

9a-ol (135).



Anexo 2 219

|
|

r
o

a0 &0 70 60 50 40 30 20
F1 (ppm)

Figura 182 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCI;) do acetato de 24-

metoxiclovan-9«a-ol (135).
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Figura 183 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCI;) do acetato de 24-

metoxiclovan-9¢-ol (135).
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Figura 184 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCI;) do acetato de 2p-

metoxiclovan-9«-ol (135). Expansédo da reqgido entre oy 18 — 57.
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Figura 186 - Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCl;) do acetato de 24-
metoxiclovan-9a-ol (135).
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Figura 187 — Espectro na regiao do IV do acetato de 2p-metoxiclovan-9a-ol (135)
(KBr).



Anexo 2 223

n O I~ - NT—"OONLM—OOND0 ToOoONMT AL MOTANDN ~ —0
8&a RR o3 MHNRITNMNMNMAAAN SSASBRRRECARNN B
n < < < < < NANANANNANANNANNNN NN A A A O k550
TN/ N/ ——— \ /A e ———
15 W 12 1543 500
2 33 14a
1
14 11 +450
10 | g 5 ). uniOH
\s 8 6 400
H 7
350
13 130
/_/ - F300
P _ — y
250
200
’ t
2 6210
F150
2 6410
13 9a L
:!.2 18 3 7a 100
127 13 5
I 1"
‘/U\
W o e T — N
g s 83 3 SR 2 8 F-50
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06

2.8
f1 (ppm)

Figura 188 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls;) do 5a-hidroxicariofil-4(12),8(13)-
dieno (130).
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Figura 189 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 5a-hidroxicariofil-4(12),8(13)-
dieno (130). Expanséao da regido entre 64 1,45 — 2,60.
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Figura 192 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI;) do (2S,9R)-2-metoxiclovano-
9,15-diol (132).
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Figura 194 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls;) do (2S,9R)-2-metoxiclovano-9,15-diol (132).
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Figura 195 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCl3) do (2S,9R)-2-metoxiclovano-
9,15-diol (132).



Anexo 2

227

|

L L1

F2
] C-5x C-3xY-130 C-4xH-130  C-14 x H-13¢/
(om) o pap  COXHT Mo 3 e -
1.0 = % 5&0 =
H /V ?’“%"'
1 coxH12p” =@ CA5XHT /cst14ﬂ& - =
1 ; w
J e CExH14p - C- XHlé C-7 x H-8
-5 4—C-2xH-38 c1 x\l‘-|-3a SAxH- 3a
i = C-5x H-3a —» (=) D
1 c-2xH-3a - =
2.0 = P @ D o =
1 C-9xH-12a C-5x H-12« 2 c8xH12¢ N
2 5] C-1x H-12¢a C-7 xH-12a
3.0 C-12 x H-2«
1 C-2xH-1 C-1' x H-2 caxt1s ¥ C-llxH2a
{ o= =g = = a@‘(
3.5 C-9 x H-15
4 = = -
1 C-9 x H-15' C-8xH-15 4 =
- C-12 X H-15
= T b ¥ L T L ¥ L4 T A v ¥ T L v T ) 2 ¥ T X d ¥ T J ¥ ¥ T %
g0 80 70 60 50 40 30 20
F1 (ppm)

Figura 196 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) do (2S,9R)-2-metoxiclovano-

9,15-diol (132).
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Figura 198 — Espectro na regido do IV do (2S,9R)-2-metoxiclovano-9,15-diol (132) (KBr).
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Figura 199 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 2p[2-(4-
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Figura 200 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 24[2-(4-
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Figura 201 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCI5) do 24-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-
9¢-ol (100).
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Figura 202 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCI;) do 24-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-
9a-0l (100). Expanséo da regido entre oy 43,5 -51,0.
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Figura 203 - Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) do 2p-[2-(4-

nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100). Expanséo da regido entre o4 0,6 — 2,0.
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Figura 205 - Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) do 2p-[2-(4-

nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100). Expanséo da regido entre 64 3,6 — 8,8.
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Figura 206 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCl;) do 2p-[2-(4-

nitrofenoxi)etoxi]clovan-9«-ol (100). Expanséo da regido entre 6¢c 2,4 — 5,7.
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Figura 207 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do clovan-24-9a-diol (75).
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Figura 208 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do clovan-24-9a-diol (75).

Expanséao da regido entre 64 1,23 — 1,76.
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Figura 209 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) do clovan-24-9a-diol (75).
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Figura 211 — Cromatograma obtido por CG-EM para o clovan-24-9a-diol (75),

utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como géas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 212 — Espectro de massas obtido para a fragdo correspondente ao pico observado em

tempo de retengéo 8,26 min no cromatograma do clovan-24-9a-diol (75).
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Figura 213 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD;OD) do 2-metoxiclovan-9¢,10a-diol (136).
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Figura 214 — Espectro de RMN de *C (600 MHz, CD;OD) do 2p-metoxiclovan-
9¢,10a-diol (136). Expanséo da regido entre oy 0,85 — 1,75.
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Figura 216 — Espectro de RMN de *C (150 MHz, CD;OD) do 2p-metoxiclovan-
9¢,10ca-diol (136).
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Figura 217 - Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CD;0OD) do 24-metoxiclovan-9¢,10a-
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Figura 218 - Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CD;0OD) do 24-metoxiclovan-9«,10a-
diol (136).
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Figura 219 - Mapa de contornos HSQC editado (600 MHz, CD;OD) do 24-metoxiclovan-
9¢,10a-diol (136).



Anexo 2 240
F2 ] o
[Ep[gl - - - ;-.s——ﬂr—v-v—a— _— —
a o LB ———— —
] —_— = = pra— o . — T _—
1.5 -— e —— = == _—— = =
j Re——2 o1 R o——>1 _ =
] 2.0
2.5
] 13
3.0 2,
] — _
4 —— - S L=
3.5]  C-2xH-T CA x Ho
= - -2
4.0
4.5+ HaCO
5.0
]
5.5 136
LY——— — —T T T T R
98 80 70 60 50 40 30
F1 (ppm)

Figura 220 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDsOD) do 2f-metoxiclovan-9«,10a-

diol (136). Expanséo da regido entre oy 0,6 — 5,5.
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Figura 221 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CD3;0OD) do 2p-metoxiclovan-9¢,10¢-

diol (136). Expanséo da regido entre 640,8 — 1,8.
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Figura 222 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDsOD) do 2/-metoxiclovan-9«,10a-
diol (136). Expanséo da regido entre 60,8 — 1,9.
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Figura 223 — Mapa de contornos COSY (600 MHz, CDs0OD) do 2p4-metoxiclovan-9¢,10a-
diol (136).
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Figura 224 — Mapa de contornos COSY (600 MHz, CDs;0OD) do 2/4-metoxiclovan-9¢,10a-

diol (136). Expansao da regido entre 60,7 — 2,1.
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Figura 225 — Mapa de contornos NOESY (600 MHz, CD;OD) do 2p-metoxiclovan-
9¢,10c-diol (136).
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Figura 226 — Mapa de contornos NOESY (600 MHz, CD;OD) do 2p-metoxiclovan-

9¢,10a-diol (136). Expanséo da regido entre 6,0,6 — 1,9.
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Figura 227 — Mapa de contornos NOESY (600 MHz, CD;0OD) do 2g-metoxiclovan-
9a,10a-diol (136). Expanséo da regido entre 60,9 — 2,3.
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Figura 228 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCl;) do 2f-metoxiclovan-9¢,10a-
diol (136).
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DOV NODMN N O ooy o T DOTNNOVOINTNAN—TOT—HTOOUMORIANDILANNN =W
BEBNNB G ARZ AR GOS8 8500RaNR0ntRRBNNNECONANNNSERRS
~N- S S T N A SN
|
3000
1
14 2800
13
7,
OH 2600
2400
\\\\\\ 7, 1,
c 8 15 15 2200
HsCO L1 9"// [ 2000
3 1y,
¥ OH 145
137 // 1800
_ - . _ "
1600
13«
/ 1400
1200
11 1000
10468 800
6a 34 38 128 600
10 12a L
9 5 7a B 54 ‘ 400
p 2a ‘
. ‘\‘ ! L | 200
) (1 i 0o | |
Iy [
W ) Lo
SO s e e o
0 o O ~ < O — @0 [co=e]
@ 3 ® 9 N S 3 3 Rk F-200
o — o~ o — — — ~— M ™M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
39 37 35 33 31 29 27 2.1 1.9 1.7 1.5 1.3 1.1 0.9

5 2.3
f1 (ppm)

Figura 230 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) do 24-metoxiclovan-7,
9a-diol (137).
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Figura 231 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 2p-metoxiclovan-74, 9a-diol
(137). Expanséo da regiao entre oy 0,8 — 2,2.
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Figura 232 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCl;) do 24-metoxiclovan-74, 9a-
diol (137).
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Figura 233 - Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCI;) do 24-metoxiclovan-7, 9a-
diol (137). Expanséo da regido entre 6y 67,0 — 78,5.
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Figura 234 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz, CDCl3) do 24-metoxiclovan-74, 9a-diol (137).
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Figura 235 - Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCIs;) do 24-metoxiclovan-74, 9a-diol (137).
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Figura 236 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDClI;) do 24-metoxiclovan-74, 9a-diol (137).
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Figura 237 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCl3) do 2p-metoxiclovan-74, 9a-diol
(137). Expanséo da regido entre oy 0,7 — 2,1.
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Figura 238 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCI;) do 2/-metoxiclovan-74, 9a-diol
(137). Expanséo da regido entre 64 1,4 — 2,1.
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Figura 239 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCIl3) do 2p-metoxiclovan-74, 9ca-diol
(137). Expanséo da regido entre 64 0,5 — 4,5.
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Figura 241 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCIs3) do 2p-metoxiclovan-74, 9a-diol
(137).
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Figura 242 — Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCI;3) do 2p-metoxiclovan-74, 9«-diol
(137). Expanséo da regido entre 64 0,6 — 2,4.
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Figura 243 — Espectro na regido do IV do 24-metoxiclovan-74, 9a-diol (137) (KBr).
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Figura 244 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do clovan-24-94-diol (76).
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Figura 245 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) do clovan-24-94-diol (76). Expans&o
da regido entre oy 1,00 — 1,85.
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Figura 246 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) do clovan-24-94-diol (76).
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Figura 247 — Mapa de contornos HMBC (400 MHz, CDCI;) do clovan-24-94-diol (76).
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Figura 248 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCIs;) do clovan-23-94-diol (76).
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Figura 249 — Espectro na regido do IV do clovan-24-94-diol (76) (KBr).
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Figura 250 — Cromatograma obtido para o clovan-24-94-diol (76), utilizando-se

coluna capilar DB-5, hélio como gas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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em tempo de retencéo 8,25 min no cromatograma do clovan-23-94-diol (76).
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Figura 252 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do rumfelclovano A (138).
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Figura 253 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI3) do rumfelclovano A (138).

Expanséao da regido entre 6, 0,9 — 2,5.
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Figura 254 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) do rumfelclovano A (138).
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Figura 255 — Espectro na regido do IV do rumfelclovano A (138) (KBr).
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Figura 256 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformacé&o do 24-
metoxiclovan-9¢-ol (73) com P. minioluteum com 5 dias, utilizando-se coluna capilar DB-5,

hélio como gés de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 257 — Espectro de massas obtido para a tragdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 8,23 min no cromatograma do extrato da biotransformacdo do 24-

metoxiclovan-9«-ol (73) com P. minioluteum com 5 dias.
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Figura 258 — Espectro de massas obtido para a fracdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 7,35 min no cromatograma do extrato da biotransformacdo do 24-

metoxiclovan-9¢-ol (73) com P. minioluteum com 5 dias.
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Figura 259 — Espectro de massas obtido para a tragao correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 7,37 min no cromatograma do 2f-metoxiclovan-9a-ol (73).
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Figura 260 — Cromatograma obtido por CG-EM para a o 2-metoxiclovan-9a-ol (73),

utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como géas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 261 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformagéo do 24-

propoxiclovan-9«-ol (127) com P. minioluteum com 5 dias, utilizando-se coluna capilar DB-5,

hélio como aas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 262 — Espectro de massas obtido para a tragdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 8,48 min no cromatograma do extrato da biotransformacéo do 24-

propoxiclovan-9«-ol (127) com P. minioluteum por 5 dias.
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Figura 263 — Cromatograma obtido por CG-EM para a combinagéo de fracdes obtidas com

eluente hexano/acetato de etila 65:35 e 60:40 na biotransformacdo do 24-propoxiclovan-9a-

ol (127) com P. minioluteum com 10 dias, utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como gés

de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 264 — Espectro de massas obtido para a fragdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 8,25 min no cromatograma da combinacdo de fracbes obtidas com

eluente hexano/acetato de etila 65:35 e 60:40 na biotransformacéo do 24-propoxiclovan-9a-

ol (127) com P. minioluteum com 10 dias.

T



Abundancia relativa

Abundancia relativa

Anexo 2 265

RT: 0,00 -23,18

100

95

90

85

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

100

95

90

85

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

el

10,35

1,60
10,14

11,16

11,94
1228 a4 21,01
1392 1515 18,14 18,91 1947 19,93 21,25 22,34
b flazss | 13 1905 1504 1604 1924 1001 t0a7 d0wy | 2125 22

-
T

10,08

A
\ 2,32 424 435 515

730

LLAG J 875 975

. Vithosr

T T T T T T T T T T T
8 9 10 11 12 13

T TTT

6

T
3

T
4

TTT

L S
0 1

TTTTTT
2

TTT T T T TTT
14

TTT T T T T T T[T T T T[T TTT
16

TTT T T T T T T T T TTTTT

TT
5 15 17 18 19 20 21 22 23

tempo (min)
Figura 265 — Cromatograma obtido por CG-EM para a combinacéo de fracbes obtidas com
eluente hexano/acetato de etila 85:15 a 65:35 na biotransformacdo do 24-propoxiclovan-9a-
ol (127) com P. minioluteum com 10 dias, utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como gés

de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 267 — Cromatograma obtido por CG-EM para o 2pg-pentoxiclovan-9a-ol (129),

utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como géas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.

Abundancia relativa

o3 “M‘ \

85,1

68,9

66.9

789

770

92,8

91,0

97,1

| ‘JJM‘J

120,7

1553

161,0

187,2

134,9

1750

173011762 1919

H‘ |

1] ,“J

167,3 ‘
T

;=2

L

202,7

2050

2071 2200 2342

2933 308.3

2753 290,1
280,7
T

249,8 2521
T
Il Il

100

LRARAY RAALS MARAS LA

140 160 180

m/z

T

300

| AAAR MMM ASsa LAdaasnana: LARAR BAMM MAR) MARAS Randd

200 260 280

Figura 268 — Espectro de massas obtido para a fracdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 15,14 min no cromatograma do 24-pentoxiclovan-9«-ol (129).
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Figura 269 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformagéo do 24-

pentoxiclovan-9«-ol (129) com P. minioluteum com 5 dias, utilizando-se coluna capilar DB-5,

hélio como gés de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 270 — Espectro de massas obtido para a fracdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 15,26 min no cromatograma do extrato da biotransformacédo do 24-

pentoxiclovan-9¢-ol (129) com P. minioluteum com 5 dias.
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Figura 271 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformacéo do 24-

pentoxiclovan-9¢-ol (129) com P. minioluteum com 10 dias, utilizando-se coluna capilar

DB-5, hélio como gas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 272 — Espectro de massas obtido para a fracdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 15,26 min no cromatograma do extrato da biotransformacédo do 24-

pentoxiclovan-9¢-ol (129) com P. minioluteum com 10 dias.
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Figura 273 — Cromatograma obtido por CG-EM para o 2/-[2-(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9 a-ol

(100), utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como géas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 275 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformagéo do 24-[2-
(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9«a-ol (100) com P. minioluteum com 5 dias, utilizando-se coluna

capilar DB-5, hélio como géas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 276 — Espectro de massas obtido para a fragdo correspondente ao pico observado
em tempo de retengdo 23,86 min no cromatograma do extrato da biotransformacéo do 24-[2-

(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9a-ol (100) com P. minioluteum com 5 dias.
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Figura 277 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformagéo do 24-[2-
(4-nitrofenoxi)etoxi]clovan-9«-ol (100) com P. minioluteum com 10 dias, utilizando-se coluna

capilar DB-5, hélio como géas de arraste e fluxo de 1 ml.min™
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Figura 278 — Espectro de massas obtido para a fracdo correspondente ao pico observado
em tempo de retengdo 23,87 min no cromatograma do extrato da biotransformagéo do 24-[2-

(4-nitrofenoxi)etoxiclovan-9¢a-ol (100) com P. minioluteum com 10 dias.
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Figura 279 — Cromatograma obtido por CG-EM para o produto 135, utilizando-se coluna

capilar DB-5, hélio como géas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 280 — Espectro de massas obtido para a fracdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 17,13 min no cromatograma do produto 135.
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Figura 281 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformacgéo do

produto (135) com P. minioluteum com 5 dias, utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como

gas de arraste e fluxo de 1 ml.min*
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Figura 282 — Espectro de massas obtido para a fragdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 13,16 min no cromatograma do extrato da biotransformagédo do

produto (135) com P. minioluteum com 5 dias.



Abundancia relativa

Abundancia relativa

RT: 0,00 - 28,23
100
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

452 556
u

7,12 823 844 9,76
et T

10,90

Anexo 2

12,26
5.

13,17

i

| 13,23 1431

T

1(1,1171@56 17,54 18,99
R Yy

2087 2187

274

2326 2393 24,90 2550 2656 27,93

O

8

Tt
10

12

T T
14

1A

tempo (min)

| R AR MM g T
22 24 26

Figura 283 — Cromatograma obtido por CG-EM para o extrato da biotransformacdo do

produto (135) com P. minioluteum com 10 dias, utilizando-se coluna capilar DB-5, hélio como

gas de arraste e fluxo de 1 ml.min™.
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Figura 284 — Espectro de massas obtido para a fracdo correspondente ao pico observado

em tempo de retencdo 13,16 min no cromatograma do extrato da biotransformacéo do

produto (135) com P. minioluteum com 10 dias.
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Figura 287 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do extrato do controle da
biotransformacéo do acetato de 2p-metoxiclovan-9«-ol (135) com P. minioluteum

com 5 dias.
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Figura 288 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) do extrato do controle da
biotransformagdo do acetato de 2p-metoxiclovan-9¢-ol (135) com P. minioluteum

com 10 dias.



