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RESUMO

Biotransformacgao de terpenos naturais por fungos de solos e aproximagao a
biossintese de sesquiterpenos isolados do fungo fitopatégeno Botrytis
cinerea. Neste trabalho, buscou-se obter novos compostos derivados do acido
traquilobanico, mediante biotransformacao com os fungos Aspergillus tubingensis,
Fusarium proliferatum, Mucor plumbeus, Paecilomyces lilacinus, Penicillium
minioluteum e Syncephalastrum racemosum, a fim de encontrar novos derivados
que apresentem maior atividade inibitéria da acetilcolinesterase (AChE), enzima
associada ao Mal de Alzheimer, do que a obtida para o substrato utilizado. A partir
da biotransformacéo do acido traquilobanico por Mucor plumbeus foram isolados
dois produtos de biotransformacéo, dentre os quais um ndo é relatado na
literatura. Ao se utilizar a espécie Syncephalastrum racemosum como agente
biotransformador foi possivel isolar trés produtos, sendo dois deles inéditos. Todos
os produtos de bitransformacdo apresentaram atividade de inibicdo da AChE
maior que a apresentada pelo acido traquilobanico. Além disso, foram realizados
estudos do metabolismo secundario de mutantes nulos do fungo Botrytis cinerea
(Abcaba1-4 e Abcbot4), a fim de investigar quais rotas biossintéticas estédo
envolvidas na produgdo do acido abscisico, e quais metabdlitos cripticos sao
produzidos pelo mutante Abcbot4. Por meio do estudo dos mutantes nulos
Abcaba1-4 de B. cinerea foi possivel identificar dois intermediarios biossintéticos,
um isolado de Abcaba? e outro de Abcaba2. A partir desses intermediarios foi
possivel propor um rota biossintética atualizada para a formacdo do acido
abscisico por fungos. A partir do estudo de metabdlitos secundarios do mutante
Abcbot4 foram isolados 15 compostos, dos quais sete sdo conhecidos, dois ndo

foram elucidados e quatro sio relatados pela primeira vez neste trabalho.

Palavras-chave: Biotransformacdo, acido traquilobanico, Botrytis cinerea,

biossintese, metabdlitos cripticos.
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ABSTRACT

Biotransformation of natural terpenes by soil fungi and approach to the
biosynthesis of sesquiterpenes isolated from the phytopathogenic fungus
Botrytis cinerea. In this work, we sought to obtain new trachylobanic acid
derivatives by biotransformation with Aspergillus tubingensis, Fusarium
proliferatum, Mucor plumbeus, Paecilomyces lilacinus, Penicillium minioluteum and
Syncephalastrum racemosum, in order to find new derivatives exhibiting greater
inhibitory activity of acetylcholinesterase (AChE), enzyme related to Alzheimer's
disease, than the substrate used. From the biotransformation of trachylobanic acid
by Mucor plumbeus were isolated two products of biotransformation, among which
one is not reported in the literature. When It was used Syncephalastrum
racemosum as biotransformation agent, we isolated three products, being two of
them unpublished. All products of bitransformation showed inhibition activities
greater than the trachylobanic acid. In addition, we realized studies of secondary
metabolism of null mutant of the fungus Botrytis cinerea (Abcaba1-4 and Abcbot4),
in order to investigate which biosynthetic routes are involved in the production of
abscisic acid, and what cryptic metabolites are produced by the mutant Abcbot4.
Through the study of null mutants Abcaba7-4 of B. cinerea, it was possible to
identify two biosynthetic intermediaries, from Abcabat and AbcabaZ2, respectively.
From these intermediaries, it was possible to propose a biosynthetic route for the
formation of abscisic acid by fungi. From the study of secondary metabolites of
Abcbot4 mutant, we isolated fifteen compounds, of which seven are known, two
have not been elucidated and four are reported for the first time in this work.

Keywords: Biotransformation, trachylobanic acid, Botrytis cinerea, biosynthesis,

cryptic metabolites.
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RESUMEN

Biotransformacion de terpenos naturales por hongos del suelo y
aproximacion a la biosintesis de sesquiterpenos aislados del hongo
fitopatogeno Botrytis cinerea. En este trabajo se pretende obtener nuevos
compuestos derivados de acido traquilobanico, mediante biotransformacion con
los hongos Aspergillus tubingensis, Fusarium proliferatum, Mucor plumbeus,
Paecilomyces lilacinus, Penicillium minioluteum y Syncephalastrum racemosum, a
fin de encontrar nuevos derivados con mayor actividad inhibitoria de la
acetilcolinesterasa (AChE), enzima relacionada con la enfermedad de Alzheimer,
que los obtenidos para el sustrato utilizado. De la biotransformacion del acido
traquilobanico por Mucor plumbeus fueron aislados dos productos de
biotransformacion, entre los cuales uno no se divulga en la literatura. Cuando se
utiliza la especie Syncephalastrum racemosum como agente biotransformador
fueron aislados 3 productos, siendo dos de ellos inéditos. Todos los productos de
bitransformacion demostraron inhibicién de la acetilcolinesterasa mas grandes que
presentan por acido traquilobanico. Ademas, estudios del metabolismo secundario
del mutante nulo del hongo Botrytis cinerea fueron conduzidos (Abcaba1-4 e
Abcbot4), para investigar qué rutas biosintéticas estan involucrados en la
produccion de acido abscisico, y qué metabolitos cripticos son producidos por el
mutante Abcbot4. Mediante el estudio de mutantes nulos Abcaba1-4 de B. cinerea,
fue posible identificar dos intermediarios biossintético, aislados de Abcaba? vy
Abcaba2. De estos intermedios, es posible proponer una ruta biosintética para la
formacion de acido abscisico por hongos. Desde el estudio de metabolitos
secundarios de Abcbot4 fueron aislados 15 compuestos, de los cuales siete son
conocidos, dos no se han aclarado y cuatro se reportan por primera vez en este

trabajo.

Keywords: Biotransformacion, acido traquilobanico, Botrytis cinerea, biosintesis,

metabolitos cripticos.



1. Revisao bibliografica
1.1.Fungos e aplicagoes

Durante o século XX, os antibitticos de origens fungicas ajudaram a
praticamente dobrar a expectativa de vida da populagdo, revolucionando a
medicina (DEMAIN, 2014). Isto contribuiu para que, com o passar dos anos,
houvesse um crescente interesse na area de microbiologia, o que resultou, por
exemplo, na utilizacdo de fungos para varias aplica¢des biotecnoldgicas. Isso se
deve principalmente ao rapido crescimento microbiano, facilidade de manuseio de
micro-organismos e as diversidades de seus metabolismos (CHOMCHEON,
2009). O reino fungi € um dos mais numerosos, apresentando representantes com
grande variedade de formas (Figura 1), comportamentos e ciclos de vida.
Estimativas de 2007 indicavam que apenas 5 % de seus membros ja tinham sido
catalogados (MUELLER & SCHMIT 2007). Muitas dessas espécies séo de grande
importancia ecolégica e comercial e, como € o caso daquelas utilizadas na

fabricacdo de alimentos, bebidas, farmacos e cosméticos. Com pesquisas na

busca de novas espécies de fungos, espera-se descobrir substdncias com
importancia biotecnologica (HUTCHINSON, 2005; PELAEZ, 2006; DEMAIN,
2014).

Figura 1 — Imagens de diferentes espécies fungicas.
FONTE: Cedido por Gesiane da Silva Lima



Durante milhares de anos, civilizagdes antigas foram devastadas por
doengas e epidemias como a peste bubobnica. Muitas dessas doengas poderiam
ter sido controladas por antibidticos, os quais ainda ndo existiam, até que
Alexander Fleming observou que o fungo Penicillium notatum produzia uma
substancia capaz de inibir o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus. A
partir dessa observacgéo inicial, constatou-se que o caldo de cultura deste fungo
inibia o crescimento de muitas bactérias patogénicas comuns. A substancia
produzida por P. notatum, devido a sua origem, foi denominada penicilina, sendo o
primeiro antibiético comercial (KARDOS & DEMAIN, 2011). Ap6s a descoberta da
penicilina, passou-se a estudar com maior afinco os fungos, focando
principalmente na descoberta de novas moléculas ativas. Até 2014, ja tinham sido
descritos aproximadamente 23 mil compostos ativos provenientes de micro-
organismos (antimicrobianos, antivirais, citotoxicos e imunossupressores), sendo
que 42% desses sé&o de origem fungica (DEMAIN, 2014).

Em fungcdo da grande versatilidade da biossintese microbiana,
moléculas isoladas de fungos apresentam grande diversificacdo estrutural e,
também, varias atividades bioldgicas associadas, de modo que estes produtos
naturais apresentam um amplo espectro de utilizacdo (DEMAIN, 1999; HARVEY,
2008). Muitas substancias de origem fungica sdo comercializadas em todo o
mundo como farmacos para diferentes enfermidades incluindo: antibiéticos (B-
lactdmicos e tetraciclinas) (SRIVASTAVA et al., 2009; LIU et al., 2014);
antitumorais como a bestatina (HUO et al., 2014); redutores de colesterol
(lovastatina) (KUMAR et al., 2014), imunossupressores (ciclosporina A, acido
micofendlico) (PERLMAN & RAO, 2014) (Figura 2, pag. 3); e varios outros
(GANASAN, 2008; HARVEY, 2008).

A cada dia aumenta o escopo de pesquisas relacionadas a fungos,
enfatizando a descoberta de novos farmacos, como também estudando e
explorando seu rico sistema enzimatico, capaz de produzir novas substancias ou
de modificar a estrutura de substéncias com alto grau de toxicidade a fim de

diminuir essa toxicidade (KRUPINSK et al., 2014). Além disso, fungos tém sido



utilizados para produzir moléculas com novas atividades associadas e/ou melhorar
as atividades pré-existentes (RICO-MARTINEZ et al., 2014).
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Figura 2 — Alguns farmacos provenientes de fungos: ciclosporina A (1), lovastatina
(2), bestatina (3) e acido micofendlico (4).

A utilizagdo de fungos para realizar modificacdes em diferentes
substancias consiste na técnica de biotransformacdo, sendo utilizados
principalmente produtos naturais como precursores. Os processos de
biotransformagédo sdo uma ferramenta importante para a melhor compreensao do
funcionamento do sistema enzimatico dos fungos visando a produg¢do de novos
compostos (FABER, 2004; NUNES et al., 2013).



1.2.Biotransformagao: Aspectos gerais, metodologias e aplicagoes

Sao denominadas biotransformacgdes as reagbes quimicas mediadas
por micro-organismos ou por preparagdes enzimaticas, com o principal objetivo de
se realizar uma reacao quimica por uma via bioldgica de baixo custo, alta
especificidade e de facil execucado (ADELIN et al., 2011). Devido a capacidade de
enzimas realizarem reag¢des quimiosseletivas, regiosseletivas e enantiosseletivas,
a biotransformacdo é uma ferramenta atual de tecnologia quiral (NUNES et al.,
2013; TURNER & SCHNEIDER, 2000).

O processo de biotransformagdo surgiu em consequéncia da
eficiéncia de biocatalisadores para realizar reag¢des dificeis de serem obtidas por
métodos tradicionais em quimica organica, tornando-o uma opg¢ao para a sintese
de compostos enantiomericamente puros em algumas etapas sintéticas (PATEL,
1997; GHASEMI et al, 2014). Existem duas classes principais de
biotransformagéo: com células inteiras e com enzimas.

Biotransformagbes com células inteiras sdo geralmente mais baratas,
sendo necessario ter experiéncia em técnicas microbiologicas. O isolamento do
produto de interesse é dificultado devido a biomassa, a presenca de produtos de
reacdes laterais, e de produtos naturais provenientes do metabolismo microbiano.
Além disso, sdo necessarios grandes volumes de meio de cultura e agitadores
para a biotransformacédo de pequenas quantidades de material (FABER, 2004).
Apesar disto, as biotransformacgdes utilizando fungos sé&o de facil operacgéo, baixo
custo, além de ocorrer regeneragao natural das células, de modo que uma mesma
cepa fangica pode ser utilizada durante anos em processos de biotransformacao
(FABER, 2004; HOLLMANN et al., 2011).

Devido ao fato de as enzimas serem mais seletivas, a
biotransformagédo com estas macromoléculas pode ser executada com
equipamentos mais simples, em solugbes mais concentradas e na presenca de
solventes organicos (FABER, 2004).

No entanto, a utilizacdo de enzimas em processos biocataliticos

apresenta algumas complicacdes, ja que estas podem degradar com o tempo e as



formas corretas de armazenamentos afetam suas atividades. Além disso, as
reatividades das enzimas s&o profundamente influenciada pelas condigbes de
reagdo, de modo que fatores como o controle do pH sdo fundamentais para a
atividade maxima da enzima. Ademais, ha de se levar em consideragao os custos
elevados das purificagbes das enzimas, que a uma grande desvantagem em
relagéo ao uso de células inteiras (FABER, 2004; HOLLMANN et al., 2011).

Processos fermentativos, com a utilizacdo de micro-organismos, séo
empregadas ha mais de seis mil anos, para a fabricacao do péao, cerveja, vinhos e
outras bebidas fermentadas como o hidromel. No ambiente académico, o primeiro
relato de biotransformacgéo é datado no final do século XIX, quando Louis Pasteur
utilizou um micro-organismo para resolver uma mistura racémica de acido
tartarico. O micro-organismo adicionado a mistura racémica degradou somente um
enantidbmero, deixando o outro intacto (TURNER & SCHNEIDER, 2000;
BUCHHOLZ & COLLINS, 2013). O progresso no uso de enzimas e células inteiras
na quimica orgéanica sintética foi relativamente lento até os anos 50, quando
estudos com esteroides passaram a ser referidos como um marco histérico nessa
area. A partir da hidroxilacdo na posicao 11 da progesterona (5) pelo fungo
Rhizopus arrhizus, formando a 11a-hidroxiprogesterona (6) (Figura 3, pag. 6),
patenteada em 1952, numerosos micro-organismos tém sido investigados e
alguns deles tém sido aplicados com sucesso para transformar uma gama de
esteroides para a producao de compostos funcionalizados com uso terapéutico e
de valor comercial. Deste modo, a funcionalizagéo de intermediarios na sintese de
esteroides deu inicio ao uso de biotransformagées em quimica e, atualmente,
diversas moléculas e fungos sdo empregados e até mesmo utilizados em
processos industriais (HUANG et al., 2010; DONOVA & EGOROVA, 2012).

Na industria farmacéutica, o emprego de R. arrhizus e Aspergillus
niger na sintese da cortisona (7) diminuiu os custos de producédo de 1 g de
cortisona de U$ 200,00 (1949) para U$ 1,00 (1979) e, além disso, reduziu o
numero de etapas do processo de 31 para 11 (PETERSON & MURRAY, 1952;
DONOVA & EGOROVA, 2012).
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Figura 3 — Hidroxilagc&o seletiva da progesterona (5) por R. arrhizus na formagéao

da 11a-hidroxiprogesterona (6), intermediario na produgao da cortisona (7).

Atualmente as biotransformag¢des tém tornado-se uma ferramenta
muito importante no desenvolvimento de novas tecnologias para a sintese de
compostos com alto valor agregado. Isso ocorre devido ao aumento do
entendimento da capacidade que os fungos tém para transformar seletivamente
determinados grupos funcionais situados em regides quimicamente diferentes na
molécula, e para realizar reagdes que dificilmente ocorreriam por sintese quimica
(ADELIN et al., 2011).

As biotransformacdes também s&o uma alternativa para a pratica de
uma quimica mais verde, visando a produgdo de determinadas substancias com
menor uso de solventes organicos, o que pode contribuir para um crescente
avanco neste campo (HOLLMANN et al., 2011).

Diversos fungos s&o capazes de efetuar biotransformag¢des, como
por exemplo, Aspergillus flavus (LUO et al., 2014), Cunninghamella spp. (FENG et
al., 2012; QIAO et al., 2014), Gibberella fujikuroi (RICO-MARTINEZ et al., 2014;
TAKAHASHI et al., 2014), Mucor spinosus (YANG et al., 2015), Mucor
circinelloides (NUNES et al., 2013), Penicillium chrysogenum (PARSHIKOV et al.,
2012), entre outros (DONOVA & EGOROVA, 2012; GHASEMI et al., 2014; MEI et
al., 2015). Em geral, estes fungos atuam sobre diversos compostos, independente
de suas estruturas. Embora este seja o tipo mais comum de biotransformacéao,
também podem ser realizados processos biossinteticamente dirigidos, quando
rotas biossintéticas de um determinado micro-organismo séo utilizadas para se
obter produtos de biotransformacgéo especificos (ALAM & HANSON, 1990).



Na biotransformacéo de xenobidticos, o fungo atua em substancias
que nao fazem parte do seu metabolismo, como por exemplo, a biotransformacéo
da bavaquinina (8) (Figura 4) pelos fungos A. flavus, Cunninghamella elegans e
Penicillium raistrickii, que geraram os produtos 9 e 10. A bavaquinina é um
flavonoide que possui diversas atividades bioldgicas associadas, incluindo
antidiabética, antialérgica e anti-inflamatéria. Os trés fungos estudados para a
biotransformagdo da bavaquinina foram capazes de realizar uma redugéo do
grupamento carbonilico formando uma hidroxila seletivamente com orientagéo .
Os fungos A. flavus e C. elegans também foram capazes de adicionar duas
hidroxilas na ligacdo dupla da cadeia isoprénica. O produto 10 apresentou

atividade antitumoral mais acentuada do que a bavaquinina (LUO et al., 2014).
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Figura 4 — Biotransformacdo da bavaquinina (8) por A. flavus, C. elegans e P.
raistrickii.

A Dbiotransformacdo do buagarofurano (11) pelo fungo
Cunninghamella echinulata também pode ser citada. Com quatro dias de
fermentacdo, este fungo transformou o substrato xenobiético em onze novos
produtos (12 a 22), mostrando sua capacidade de oxidacdo em diferentes
posi¢des (Figura 5, pag. 8) (QIAO et al., 2014).



Figura 5 — Estrutura quimica do buagarofurano (11) e dos produtos de

biotransformacé&o por C. echinulata (12-22).

Outro exemplo curioso de biotransformagéo de xenobibticos é a
biotransformacgéo da pisatina (23), uma fitoalexina produzida por Pisum sativum
(ervilha). Utilizando o fungo Fusarium solani, previamente isolado de P. sativum,
foi possivel realizar a biotransformagédo da pisatina em uma substancia (24) sem
toxicidade aparente contra o fungo. Esse exemplo mostra que, na natureza,
alguns fungos produzem enzimas capazes de realizar biotransformagdes de
substancias que colocam em risco sua sobrevivéncia (Figura 6, pag. 9)
(PUEPPKE & VANETTEN, 1976).
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Figura 6 — Biotransformacao da pisatina (23) por F. solani.

Na Dbiotransformacédo biossinteticamente dirigida, o substrato
administrado ao fungo deve ser analogo a algum intermediario biossintético
natural produzido pelo fungo, a fim de se utilizar enzimas produzidas pelo fungo
capazes de realizar modificagdes especificas. Um exemplo é a biotransformacéo
do acido 7(-hidroxicaureno (25) por Gibberella fujikuroi (FRAGA et al., 2012). Para
a formacgéo das giberelinas (26 e 27), o intermediario acido 7B-hidroxicaureno (25),
um diterpeno cauranico, sofre contragao do anel em rearranjo estrutural promovido
por G. fujikuroi (Figura 7) em sua biossintese. Entretanto, quando o mesmo fungo
foi utilizado para biotransformar o composto 73-acetoxicaureno (28), similar a 25,
esse fungo ndo foi capaz de produzir as giberelinas, tendo, biotransformado o
substrato 28 em seis novos compostos (29-34) (Figura 8, pag. 10).

CO,H COH

27

Figura 7 — Biotransformacédo do acido 7p-hidroxicaur-16-en-19-oico (25) por G.

fujikuroi.

A biotransformacéo de diterpenos cauranicos € uma boa alternativa
de se alterar a relacdo entre estrutura-atividade desses compostos, como por

exemplo, derivados cauranicos hidroxilados em posicdes como 7 e 14 apresentam
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atividade antitumoral mais acentuada do que precursores néo hidroxilado nessas
posi¢cdes (TAKAHASHI et al., 2014).

G. fujikuroi
6 dias

32 33 34

Figura 8 — Biotransformacgcdo do 7B-acetoxicaureno (28) produzindo seis novos

compostos cauranicos (29-34).

Muitos farmacos s&do produzidos com a utlizacdo de
biotransformagdes em uma ou mais etapas de sua sintese, tais como: pravastatina
(35) (redutor de colesterol), L-dopa (36) (anti-Parksoniano), lamivudina (37)
(antiviral), saxagliptina (38) (antidiabético), atazanavir (39) (anti-HIV) (Figura 9,
pag. 11) entre outros (ZAKS & DODDS, 1997; PATEL, 1997; PATEL, 2008).

Um desses farmacos produzidos através da biotransformacgédo € o
composto MK0507 (40) (Figura 10, pag. 12), um inibidor de anidrase carbénica,

cuja sintese parte de um homopolimero (41). Ele esta na composicdo de um
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colirio usado no tratamento de glaucoma. O processo desenvolvido para a sua
sintese utiliza uma redugdo do grupamento carbonilico da substancia 42 a alcool
por Neurospora crassa, com 99,2% de pureza diasteroisomérica (43). A reacéo é
feita em pH 4 e o substrato € adicionado lentamente para ndo saturar o fungo
(ZAKS & DODDS, 1997).

WOH NH,
NZ |
PN
/\H‘\: HOjij\/,%,i2 ///,,,,,O o ¥
. HO “cooH HO SJ
HO 36 37
35
=

38 39

Figura 9 — Estrutura quimica dos farmacos pravastatina (sal sédico) (35), L-dopa

(36), lamivudina (37), saxagliptina (38) e atazanavir (39)

Uma das principais modificacdes nas estruturas quimicas realizadas
por fungos em biotransformacédo, € a hidroxilacdo de alcanos. Esses micro-
organismos s&o capazes de hidroxilar alcanos em posi¢cbes n&o ativadas, o que
geralmente se deve a catalise pelo citocromo P450. Este corresponde a uma
superfamilia de proteinas responsavel pela transferéncia de d4tomos de oxigénio
em uma grande variedade de transformacdes quimicas, o que tende a tornar as

substancias mais polares e hidrossoluveis. A exploracdo da fung¢ado catalitica do
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P450 oferece possibilidades sem precedentes para aplicagbes biotecnolégicas,

farmacéuticas e na medicina (MARTIN et al., 2017).

@)
e}
T

B Q Neurospora
~ /\)K - | N crassa | N\
O r o
" A s
41 7 Yo o/ \\O
42 80% rendimento
99,2% e.d.
43
OH
m‘ SO
S S
7\
O/ \O
40

Figura 10 — Sintese do composto MK0507 (40).

A associacdo de dlicosideos com compostos de baixa massa
molecular € uma ferramenta eficiente para aumentar a solubilidade em &gua
(melhorando a disponibilidade no sangue), melhorar a estabilidade e modificar a
atividade biolégica (HUANG et al., 2015). A glicosilagdo € uma transformacao
bioquimica comum que acontece mediada por glicosiltransferases. Estas enzimas
catalisam a formacédo de ligagbes glicosidicas através da transferéncia de um
glicosideo de um substrato doador para uma molécula receptora (SORDON et al.,
2016). Dois exemplos de dlicosilagbes por micro-organismos sdo a
biotransformacédo de flavonoides por diferentes espécies de micro-organismos,
relatada por Sordon e colaboradores (2016); e a biotransformacéo da curvularina
(44) pelo fungo Beauveria bassiana, gerando os produtos curvularina-7-O-8-D-
glicopiranosila (45), curvularina-4'-O-metil-7-O-B-D-glicopiranosila (46) e 6-
hidroxicurvularina-4'-O-metil-6-O-B-D-glicopiranosila (47) (Figura 11, pag. 13)
(ZHAN & GUNATILAKA, 2005).
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) 0) 0] o) o 0]

HO B. bassiana ° HO
7 dias +

0

OH O o 0 OH O
RA KON P HL_/onH
OH HO
44 HOho " HO H 47 (6,8 %)
H 45 R=H (16,8 %) Ho" H

OH

46 R=CH; (22,8 %)

Figura 11 — Biotransformacé&o da curvularina (44) por B. bassiana.

Neste trabalho foram utilizados os fungos Aspergillus tubingensis,
Fusarium proliferatum, Paecilomyces lilacinus, Penicillium minioluteum, Mucor
plumbeus e Syncephalastrum racemosum para a realizacdo dos experimentos de
biotransformacgédo. Dentre eles, M. plumbeus é amplamente empregado em
experimentos de biotransformacgdes de terpenos (SILVA et al., 2013) e de outras
classes (SILVA et al., 2015). S. racemosum possui caracteristicas morfolégicas
muito similares as de fungos do género Mucor, além de ser conhecida sua
capacidade de biotransformacé&o dos compostos 4cido ursoélico (FU et al., 2013),
cicloastragenol (FENG et al., 2015) e triterpenos protostanos (WANG et al., 2017).
F. proliferatum mostrou capacidade de hidroxilar a posi¢cdo 23 de um diterpeno
cauranico (48) de forma estereosseletiva (Figura 12) (ROCHA et al., 2010).

F. proliferatum

14 dias
17,6 %

48 49
Figura 12 - Hidroxilacdo estereosseletiva no carbono 2 do acido 16-oxo-17-

norcauran-19-6ico (48) por F. proliferatum.
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O fungo P. minioluteum foi utilizado para biotransformar um
sesquiterpeno clovano (50) em dois novos produtos (51 e 52), ambos com
clivagem de um grupamento metilico, ocorrendo isomerizagdo de um grupamento
hidroxila em um dos produtos (Figura 13) (DE SOUZA et al., 2012). Para A.
tubingensis e P. lilacinus, ndo ha relatos na literatura de biotransformacéo de

terpenos.

B P. minioluteum o
10 dias
3CO ’//O H /// O H

51 (3 %) 52 (10 %)

Figura 13 - Biotransformacao do metoxiclovanol (50) por P. minioluteum.

1.3.Terpenos

Os terpenos representam a maior classe de metabdlitos secundarios,
com mais de 50.000 substéncias conhecidas e apresentam grande diversidade
estrutural (DEMYTTENAERE & POOTER, 1996; DICKSCHAT, 2016; YAO et al.,
2016). Mesmo sendo mais comumente encontrados em plantas, como por
exemplo em o6leos essenciais de plantas aromaticas, diversos micro-organismos,
como os fungos, sdo capazes de produzir metabdlitos terpénicos de importancia,
como os das familias de afidicolanos (LIN et al., 2011), botrianos (MORAGA et al.,
2016), carotenoides (AVALOS & LIMON, 2015), giberelinas (HEDDEN &
SPONSEL, 2015) e forscolinas (MIR et al., 2015). A rota biossintética dos
terpenos € amplamente estudada e sabe-se que tanto a rota do acido mevalbnico
quanto a do fosfato de metileritritol resultam na formacdo do pirofosfato de
isopentenila, o qual é o precursor universal dos terpenos (Figura 14, pag. 15)
(YAO et al., 2016). Estas unidades de pirofosfato de isopentenila, contendo cinco
carbonos cada, dao origem a formacao dos terpenos. Estes sado classificados de

acordo com o numero de unidades isoprénicas presentes no esqueleto carbdnico,
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como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK,
2009; YAO et al., 2016).

Hemiterpenos Monoterpenos

! !
A A A

Pirofosfato de Pirofosfato de Opp Pirofosfato de
isopentenila dimetilalila geranila

y )\/\OPP

X ~x ~ ~ oPp N AN AN AN OPP

Pirofosfato de X Nopp Pirofosfato de
geranilgeranila farnesila
, /\ 5 7\
Tetraterpenos Diterpenos Triterpenos Sesquiterpenos
Esteroides

Figura 14 — Biossintese dos terpenos a partir do pirofosfato de isopentila.

Além da classificacdo de terpenos mencionada, sdo conhecidos
também os meroterpenos, produtos naturais hibridos, com uma parte derivada da
rota dos terpenos e outra parte provindo da rota biossintética dos policetideos.

Produtos de origem terpénica possuem vasta aplicagdo industrial.
Monoterpenoides e sesquiterpenoides por exemplo, devido ao fato de
apresentarem sabores e odores mais atrativos comercialmente, figuram como
aromatizantes e flavorizantes importantes na industria de alimentos,
medicamentos e cosméticos (BERGER, 1995; DAVIES et al., 2015).
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Dentre os terpenos encontrados na natureza, podem-se destacar os
oxigenados como aqueles de maior importancia para a industria devido a sua alta
qualidade sensorial. Este é o caso do mentol, responsavel pela agdo refrescante
de pastilhas, balas e chicletes. Outro exemplo é a R-carvona, utilizada devido ao
seu aroma caracteristico de hortela. Também se pode citar o 1,8-cineol, que
apresenta aroma de eucalipto (KING & DICKINSON, 2003).

A biotransformacédo é uma estratégia que pode ser usada para
modificacdo de terpenos naturais, a fim de se obter novos terpenos com
estruturas, fungdes e atividades biologicas diversificadas. Na Tabela 1 (pag. 17)
s&o observados diversos exemplos de biotransformagéao de terpenos naturais.

Dentre os terpenos com atividades bioloégicas, pode-se destacar o
sesquiterpeno artemisinina, isolada de Artemisia annua (MOJAB, 2012), uma
conhecida droga antimalarica e o diterpeno paclitaxel, isolado de Taxus brevifolia
(LIU et al., 2016), que se trata de um importante farmaco natural anticancer. Na
Tabela 2 (pag. 18) sdo apresentados exemplos de diversas atividades biologicas

associadas a sesqui- e diterpenos naturais.
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Tabela 1 — Exemplos de biotransformacdes realizadas com terpenos

Classe de Tipo de .
Substrato Fungo . Referéncia
terpeno transformagao
) ] Hidroxilagéo e
(-)-a-pineno Stereum hirsutum ) LEE et al., 2015
rearranjo
Mucor ramannianus RAMOS et al.,
1,8-cineol ] ] Hidroxilagcao
Monoterpeno e Aspergillus niger 2015
DEMYTTENAERE
geraniol Penicillium italicum Degradacgéo
& POOTER, 1996
carvona Mucor circinelloides Hidroxilagao NUNES 2013
Hidroxilagao,
Mucor
curcumenol desidrogenacéao e CHEN et al., 2015
polymorphosporus )
rearranjo
Hidroxilagéo,
Sesquiterpeno ] o MUSHARRAF et
artemeéter Fusarium lini desacetilacao,
) al., 2012
rearranjo e redugao
8-metoxi-isocariolan- o Hidroxilag&o e ASCARI et al.,
Botrytis cinerea
9-ol desmetilagao 2011
18,19-di- Hidroxilagdo e VASCONCELOS et
Rhizopus stolonifer
hidroxitraquilobano rearranjo al., 2015
16a,19-di- Cephalosporium HANSON et al.,
Hidroxilagao
Diterpeno hidroxicaurano aphidicola 1995
acido pimara-
) SEVERIANO et al.,
8(14),15-dien-19- A. niger Hidroxilagao
2013
dico
MARTINEZ et al.,
oleanolato de metila  Rhizomucor miehei Hidroxilagao 2015
MARTINEZ et al.,
Triterpeno maslinato de metila R. miehei Hidroxilagao 2015
Rhodotorula
betulina Hidroxilagao MAO et al., 2012

mucilaginosa
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Tabela 2 — Exemplo de alguns sesqui- e diterpenos com atividades biologicas

comprovadas
Classe de Composto Atividades biologicas Referéncias
terpeno
Acido volvalerenal K Anti-Alzheimer g(l)—:%N etal,
(1a,4aa,50,73,8a3)-5,8a- o
dimetilldecaidronafitalene-  Citotoxica contra XU et al., 2014
) hepatocarcinoma
1,4a,7-triol
Artemisinina Antimalarico MOJAB, 2012
Eupalinolida O Anticancer e pro-apoptoética \2((';“1%(3 etal,
Sesquiterpeno Aci Asti ACi -
quiterp Acido costico e &cido 3a Antitumoral YU et al., 2016
hidroxicostico
Henriol A, 9
espicaclorantina A,
cloramultilida A, shizukaol Antimicrobiana YANG etal.,
) 2014
B, tianmushanol e 8-O-
metiltianmushanol
Acetato de 4'-Hidroxi ., . DASTAN et al.,
Anti-Ulcera e anticancer
kamolonola e kamolonol 2014
Esfaerodactilomelol . .
’ Antimicrobiana e RODRIGUES et
bromoesfaerol, 12S- e 12R- antitumoral al., 2015
hidroxibromoesfaerol
Paclitaxel Anticancer LIU et al., 2016
Acido giberélico Estimulante de crescimento HEDDEN &
9 de plantas SPONSEL 2015
Anti-inflamatoéria,
Salvinorina A antifedante e antagonista Ll et al., 2016a

Diterpeno

Acido caurenoico

Afidicolina

Forskolina

opioide

Antimicrobiana, antifungica,
citotédxica, larvicida, anti-
inflamatéria e antiparkinson

Antibiotico

Cardiovascular

TAKAHASH]I et
al., 2014

KOLMAN et al.,
2002
LAURENZA et
al., 1989
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1.4.Fungo Botrytis cinerea

B. cinerea (Figura 15) € um fungo patégeno necrotrofico pertencente
ao filo Ascomycota, a familia Sclerotiniaceae e ao género Botryotinia. Fungos
necrotréficos causam a morte das células de seu hospedeiro, para extrair
nutrientes. Este fungo € o causador da fitopatogenicidade conhecida por podridao
cinzenta, a qual ataca mais de 200 espécies de plantas como uva, morango e
tomate. B. cinerea apresenta ampla distribuicdo geografica e pode ser encontrado
em todos os continentes e diferentes climas, ocasionando incontaveis danos
agropecuarios (STAATS et al., 2005; COLLADO et al., 2007; MALMIERCA et al.,
2016). Mesmo que este patdgeno ja venha sendo estudado hd muitos anos,
atualmente ha relatos de novas espécies sendo atacadas por B. cinerea, como a
nativa brasileira Miconia cinnamomifolia (SILVA et al., 2016), variedades de Salvia
dorisiana, cultivadas na ltalia (GARIBALDI et al., 2016) e de Vigna radiata,
cultivada na China (LI et al., 2016b).

Figura 15 — Imagem macro e microscopica de B. cinerea.

FONTE: Imagens cedidas por Gesiane da Silva Lima

A habilidade de B. cinerea para infectar diversas espécies de plantas
em diferentes condi¢des ambientais, sua grande adaptabilidade e resisténcia a

alguns fungicidas comerciais, assim como sua capacidade de produzir estruturas
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reprodutivas que sobrevivem por anos, e fazem deste fungo um dos principais
patbgenos a nivel mundial e dificultam sua erradicacédo (WILLIAMSON et al.,
2007).

Para causar a necrose no hospedeiro, B. cinerea produz diferentes
fitotoxinas, sendo que as duas principais familias sdo a dos botridianos e das
botcininas (MORAGA et al., 2011; MALMIERCA et al., 2016). Os botridianos sao
sesquiterpenos, dos quais o principal representente € o botridial (50). Além do
botridial, ja se tem conhecimento de diversos outros botridianos de B. cinerea,
como os compostos di-hidrobotridial (51), 10-oxodi-hidrobotridial (52), 8-O-metildi-
hidrobotridialona (53), 43-acetoxi-93,108,15a-tri-hidroxiprobotridial (54)
(COLLADO et al., 1995); 1-epibotridial (55), 8,9-epibotridial (56), 1,8,9-epibotridial
(57), botriendial (58), botrienalol (59), botridienal (60) (DURAN-PATRON et al.,
1999); e desidrobotridienol (61) (Figura 16, pag. 21) (DURAN-PATRON et al.,
2000).

A segunda familia de fitotoxina de B. cinerea, as botcininas, sé&o
policetideos, sendo os principais representantes encontrados neste fungo a
botcinina A (62) e B (63) (TANI et al., 2005); botcinina E (64) e G (65) (TANI et al.,
2006), e os acidos botcinico (66) e botcinérico (67) (MASSAROLI et al., 2013).
Outras toxinas encontradas em B. cinerea séo policetideos que derivam da rota
biossintética das botcininas, as botrilactonas (68 e 69) (Figura 17, pag. 21)
(COLLADO & VIAUD, 2016; MORAGA et al., 2016).

Os custos dos danos ocasionados por B. cinerea sao muito dificeis
de serem estimados, devido a ampla quantidade de plantas que este fungo pode
atacar. Apesar do éxito no uso de agentes de controle biolégico, como fungos do
género Trichoderma (VOS et al., 2015) e Gliocladium (VAN DELM et al., 2015),
em alguns cultivos a aplicagéo de fungicidas segue sendo o método mais comum
para o controle de B. cinerea. Entretanto, a grande adaptabilidade desta espécie
de fungo aos fungicidas comerciais tornam necessaria uma continua mudancga dos
mesmos € um aumento consideravel da dose (MOSER et al., 2008; LEROCH et
al., 2011).



CHO  cH,0H
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Figura 16 — Estrutura quimica das fitotoxinas botridianas isoladas de B. cinerea.
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Figura 17 — Estrutura quimica de fitotoxinas da familia das botcininas e

botrilactonas.
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Apesar de o fungo B. cinerea ser um patdgeno responsavel por
grandes perdas econbmicas, devido a sua distribuicdo geografica e a quantidade
de plantas que pode infectar, em determinadas ocasibes, pode-se tornar muito
benéfico. Sob condi¢des climaticas especificas, B. cinerea pode causar a podridao
nobre em cachos de uvas, que sé&o utilizados para a produc¢ao de vinhos doces de
alto valor agregado, como os Sauternes da Franca e os Tokaj da Hungria. No
entanto, o impacto global do B. cinerea ainda € negativo, mesmo na industria do
vinho (ELAD et al., 2007).

Além das toxinas produzidas por B. cinerea, este fungo é capaz de
produzir diversos outros metabdlitos secundarios como sesquiterpenos
eremofilendis. Em um trabalho recente, Pinedo e colaboradores (2016) relataram o
isolamento de dez eremofilendis de B. cinerea (70-79) (Figura 18) a partir da
fermentacdo em meio de cultura enriquecido com cobre. Nesse trabalho, os
autores comprovaram que esses compostos produzidos pelo fungo sao
responsaveis pela sua esporulagdo visto que, quando adicionados ao meio de
cultura, o fungo esporulou mais rapidamente do que na auséncia desses
compostos (PINEDO et al., 2016).

Ri

R2 //,’

70 Ry=OH Rp=H 76 Ry=H R,=OH Rz=0 77 Ry=R2=OH

71 Ri=0 Ry=H 74 Ry=OH Ry=H Ry= OH 78 R=OH R2=H
72 Ri=H Rp=OH 75 Ry=OH R,=H Ry= QOH 79 R=0  R2=H
73 R;= OH Ry=OH

Figura 18 — Eremofilenois isolados de B. cinerea.

Outros metabdlitos secundarios importantes produzidos por B.
cinerea sdo o sesquiterpeno acido abscisico (80) (Figura 19, pag. 23) e seus
derivados, horménios vegetais que atuam no controle do crescimento e

desenvolvimento das plantas, bem como s&o sinalizadores de estresses
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ambientais (SIEWERS et al., 2006; STEC et al.,, 2016). Mesmo sendo isolado,
principalmente, de plantas, o acido abscisico pode ser isolado de diferentes
espécies de fungos patogénicos de plantas, como os do género Cercospora,
Ceratocystis, Fusarium e Rhizoctonia (CAO et al., 2011).

Figura 19 — Estrutura quimica do acido abscisico (80).
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2. Objetivos

2.1.0bjetivos gerais

Realizar a biotransformagéo do acido traquilobanico (81) com seis
espécies de fungos de solo previamente estudadas no Laboratério de
Biotecnologia e Bioensaios - UFMG. ldentificar, isolar e elucidar por técnicas
espectroscépicas os produtos de biotransformacdo. Este trabalho também teve
como objetivo estudar o papel do gene bcbot4 na producdo de metabdlitos
secundarios cripticos pelo fungo B. cinerea, bem como entender o papel dos

genes bcaba1-4 na biossintese do acido abscisico (80).

2.2.0bjetivos especificos

e Selecionar seis espécies de fungos de solos a partir da colegdo de fungos
do Laboratorio de Biotecnologia e Bioensaios — UFMG;

e Realizar a biotransformacédo do acido traquilobanico (81) pelas espécies de
fungos selecionadas, assim como o isolamento e determinacao estrutural
dos produtos obtidos;

e Avaliar o potencial biolégico das substdncias obtidas para inibir a
acetilcolinesterase, enzima relacionada ao Mal de Alzheimer;

e Estudar o metabolismo secundario do mutante nulo Abcbot4 de B. cinerea;

e Estudar os intermediarios biossintéticos do acido abscisico por meio do

estudo dos metabdlitos secundarios dos mutantes nulos Abcaba1-4.
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3. Biotransformacgao do acido traquilobanico por fungos de solos

3.1.Introducgao

Os diterpenos compdem uma classe de produtos naturais, na qual
podem ser encontrados compostos com diversas atividades bioldgicas
(TAKAHASHI et al., 2014). Este € o caso dos diterpenos traquilobanicos, que
podem ser encontrados em plantas do género Xylopia (TAKAHASHI et al., 2001;
DOS SANTOS et al., 2013), Helianthus (PYREK, 1970; MITSCHER et al., 1983;
ALFATAFTA & MULLIN, 1992), Croton (BACCELLI et al., 2007; UCHOA et al.,
2013), entre outras (LEONG & HARRISON, 1997; ZGODA-POLS et al., 2002). A
biossintese do &cido traquilobanico ocorre através da formagéo do pirofosfato de
geranilgeranila (Figura 14, pag. 15), cuja ciclizagao origina o pirofosfato de copalila
que, por meio de reagbes intramoleculares, origina o cation pimarenila (precursor
dos diterpenos pimaranicos). Este, por sua vez, passa por outra reacdo
intramolecular, formando o cation beieranila (precursor dos diterpenos
beieranicos), o qual sofre um rearranjo com perda enzimatica de H* para formar o
esqueleto traquilobanico (Figura 20, pag.26) (DEWICK, 2009).

O baixo numero de relatos na literatura, a grande distribuicdo na
natureza (TAKAHASHI et al., 2001, BACCELLI et al., 2007, DOS SANTOS et al.,
2013, UCHOA et al., 2013) e a possibilidade de rearranjos, fazem com que o 4cido
traquilobanico seja um alvo muito interessante para pesquisa. A literatura relata
hidroxilagbes em diterpenos traquilobénicos em diferentes posicées. A
biotransformacé&o do acido traquilobanico (81) por Rhizopus stolonifer, com 20 dias
de crescimento em temperatura ambiente e a 150 rpm de agitagdo, levou a
formacdo dos produtos 82 e 83, com hidroxilacbes nas posicbes 78 e 17,
respectivamente (Figura 21, pag. 26) (SILVA et al., 2002). Entretanto, o 18,19-di-
hidroxitraquilobano (84), que possui duas hidroxilas, quando submetido a
biotransformacé&o por R. stolonifer, com 21 dias de crescimento em temperatura
ambiente e a 150 rpm de agitacdo, levou a formacado de um produto diferente,
hidroxilado na posicdo 118 (Figura 21) (VASCONCELOS et al., 2015). A
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hidroxilagdo em carbonos diferentes, realizada pelo mesmo fungo de estudo,

ocorre devido as seletividades das enzimas.

X X A X

OPP

Pirofosfato de copalila

Esqueleto traquilobanico Céation beieranila Cation pimarenila

Figura 20 — Rota biossintética para formacgéo dos diterpenos traquilobanicos

R. stolonifer
20 dias

82 (2,4 %) 83 (4,2 %)

HOL1

R. stolonifer
21 dias

Z

% H % H
HOH,C CH,OH HOH,C TCH,OH

84 85 (5,3 %)
Figura 21 — Hidroxilagdes regio- e estereosseletivas catalisadas por R. stolonifer

nos diterpenos traquilobanicos 81 e 84.

A hidroxilagcdo do acido traquiloban-18-oico (86) por Rhizopus

arrhizus, realizada sob agitacao de 200 rpm em temperatura ambiente por 14 dias,
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levou a formacédo de dois produtos de hidroxilagéo (87 e 88), nas posicbes 1a e
17, respectivamente (Figura 22) (LEVERRIER et al., 2010). A hidroxilagdo no
carbono 1 ndo havia sido observada por biotransformagdo com R. stolonifer,
entretanto mesmo com a diferenca de substrato (0 composto 81 possui um
carbono carboxilico em C-19, e o composto 86 em C-18), a hidroxilagdo no

carbono 17 foi relatada para as duas espécies de Rhizopus estudadas.

14 dias

87 (3,8 %) 88 (2,8 %)

Figura 22 — Hidroxilagdes regio- e estereosseletivas do diterpeno 86 por R.

arrhizus.

Outro fungo que se mostrou capaz de realizar biotransformacgéo de
diterpenos traquilobanicos foi o G. fujikuroi. A biotransformacdo do acetato de
traquinol (89) ocorreu com agitagdo na temperatura ambiente por 6 dias,
produzindo apenas um produto hidroxilado no carbono 19 (90) (Figura 23)
(FRAGA et al., 2012).

G. fujikuroi
6 dias

89 90 (1,3 %)

Figura 23 — Hidroxilagao regiosseletiva do diterpeno 89 por G. fujikuroi.

Biotransformacdes de diterpenos traquilobanicos também podem
levar a rearranjos estruturais. O principal deles conduz a diterpenos da classe dos

cauranos, como na biotransformacgéo de 81 formando 91 e 92 como produtos de
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rearranjo (SILVA et al., 2002); e na biotransformacéo do 84, formando outros dois
produtos de rearranjos (93 e 94) (VASCONCELOQOS et al., 2015). Em ambos os
casos, as biotransformacgdes foram realizadas pelo fungo R. stolonifer (Figura 24).

20 dias

21 dias

84 93 (5,3 %) 94 (3,1 %)
Figura 24 — Biotransformag¢des dos traquilobanos 81 e 84 com rearranjo para

produtos de esqueleto cauranicos (91-94).

Os fungos da ordem Mucorales sao fungos sapréfitas e oportunistas
amplamente distribuidos na natureza, sendo frequentemente encontrados no solo,
ar e detritos vegetais e animais. Algumas espécies desta ordem também sao
conhecidos por serem causadores da patogenicidade mucormicose
(ALEXOPOULOS et al., 1996; SINGH et al., 2016), doenca fungica que afeta
severamente pacientes imunocomprometidos e com diabetes descontrolado, entre
outros (ALANIO et al., 2015). Ao mesmo tempo que o fungo causa a infecgéo no
hospedeiro humano, necessita adaptar-se, sobrevivendo a altas temperaturas,
baixas concentragdes de oxigénio e, principalmente, a falta de nutrientes. As altas
taxas de crescimento e termotoleréncia dos fungos da ordem Mucorares sé&o
responsaveis pela adaptagcédo desses ao corpo humano e a diferentes ambientes
(SINGH et al., 2016).

Aléem das caracteristicas citadas anteriormente, os fungos dessa

ordem possuem modesta producdo de metabdlitos secundérios e rico sistema
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enzimatico, que pode ser usado em diversas aplicagbes como em
biotransformacgbes e biocatalise (QUINTANA et al., 2013; SILVA et al., 2013),
producdo de enzimas celuloliticas, lipoliticas e proteoliticas (TAKO et al., 2015),
biofilmes (SINGH et al., 2011) e lipideos (BELLOU et al., 2012). Devido a estas
caracteriscas, entre os seis fungos usados para a biotransformagédo do acido
traquilobanico, foram incluidas as espécies M. plumbeus e S. racemosum, da
ordem Mucorales. Além destes, foram usados A. tubingensis, F. proliferatum, P.
lilacinus e P. minioluteum, os quais foram escolhidos por apresentarem resultados
promissores em trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa. A. tubingensis se
mostrou um 6étimo agente para biorremediacédo de compostos organicos (LYRA,
2016); P. lilacinus se mostrou capaz de sintetizar substancias com pronunciada
atividade inibidora de acetilcolinesterase (TELES & TAKAHASHI, 2013), F.
proliferatum foi habil em hidroxilar carbonos nao ativados de diterpenos (ROCHA
et al., 2010); e P. minioluteum forneceu produtos de rearranjo e de hidroxilagdo de
sesquiterpenos (DE SOUZA et al., 2012).

3.2.Métodos experimentais

3.2.1. Reagentes e materiais

Cromatografia em camada delgada: Placas de silica gel Merck com indicador
fluorescente.

Cromatografia em coluna: Silica gel 70-230 Mesh e Silica gel 230-400 Mesh.
Solventes: Solventes PA Merck®, Synth, Vetex, Reagen e outros; solventes
deuterados Merck® e Aldrich® (98,0 — 99,9 %) para a obtencg&o dos espectros de
RMN.

Revelador vanilina para CCD: Solugdo de acido sulfarico, etanol 96% e vanilina,
em propor¢ao 4:29:2.

Meios de cultura: BDA (Batata inglesa, dextrose e agar) da Himedia®; meio
complexo: FeS04-7H20 (0,01 g/L), MgS04-7H20 (0,5 g/L), KCI (0,5 g/L), K2HPO4
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(1 g/L), NaNOs (3 g/L), sacarose (20 g/L) e extrato de levedura (10 g/L) em agua
destilada.

Reagentes para bioensaio da AChE: 5’,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoato) (< 98,0 %),
acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (< 1000 U/mg de proteina) e iodeto
de acetiltiocolina (£ 99,0 %) da Sigma Aldrich®.

3.2.2. Equipamentos

Espectrémetros de RMN: AVANCE DPX 200; AVANCE DRX 400

Microscépio 6tico Olympus CX40

Espectrémetro de Infravermelho: Thermo Scientific Nicolet operando na regido de
4000 a 600 cm™

Espectrdmetro de massas de alta resolugdo: Shimadzu IT-TOF com ionizagéo
electrospray

Leitor de microplaca de 96 pogos Biotec ELX 800

Evaporadores rotativos: Evaporador rotatério IKA RV10 e rotaevaporador Buchi R-
114

Camaras de fluxo laminar: Veco e Biohazard

Autoclaves verticais: Phoenix e Fanen 415

Mesas incubadoras rotativas: Tecnal TE 420, Tecnal TE 421 e IKA KS 4000i
control

Balancga analitica Shimadzu AUW220D

Balanca semianalitica Shimadzu BL320H

Estufas de secagem: Quimis e Fanem 002 CB

3.2.3. Metodologia

3.2.3.1. Identificagao, cultivo e armazenamento dos fungos

Os fungos de solo utilizados nesse trabalho, P. lilacinus, F.

proliferatum, P. minioluteum, A. tubingensis, M. plumbeus e S. racemosum,
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pertencem a colecdo de fungos do Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios
(Departamento de Quimica — UFMG) e s&o mantidos preservados no método de
Castellane. Os fungos P. lilacinus, P. minioluteum, e S. racemosum foram isolados
de solo na cidade de Santana do Riacho — MG, enquanto A. tubingensis foi isolado
de areia de praia na cidade de Vitéria — ES. Os fungos F. proliferatum e M.
plumbeus foram doados pela Universidade Federal de Lavras (UFLA) e Fundagéo
Andra Toselo, respectivamente. Todos os fungos foram cultivados em tubos
contendo meio soélido BDA e armazenados em temperatura ambiente.
Posteriormente, realizaram-se microcultivos com todas as espécies fungicas
estudadas para analisar a pureza das cepas em microscopia 6ptica. O microcultivo
foi realizado em placas de Petri contendo uma lamina de microscopio suspensa na
placa, a fim de n&do entrar em contato com a agua depositada no fundo, utilizada
para garantir a presengca de umidade durante o experimento. Sobre a lamina foi
adicionado um pequeno fragmento de aproximadamente 1 cm? de meio sélido
BDA e sobre este meio, uma laminula de microscépio. O fungo foi inoculado no
fragmento do meio de cultura e, apdés 48 horas, a ldmina e laminula foram
observadas em microscépio 6ptico a fim de visualizar as unidades reprodutivas do

fungo. Na Figura 25 pode-se observar como foi realizado o microcultivo.

Figura 25 — Exemplo de microcultivo das espécies estudadas.

Apos certificar a pureza dos fungos, estes foram cultivados em meio
BDA para a realizacdo dos experimentos de biotransformagdo e repicados

periodicamente para manter as células sempre viaveis.
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3.2.3.2. Caracterizagao do substrato

O diterpeno acido traquilobanico (81) foi isolado de Xylopia sericea
segundo metodologia descrita por Takahashi et al. (2001) e sua estrutura foi
confirmada por RMN de 'H e de "3C.

3.2.3.3. Biotransformagdo do acido traquilobdnico em escala
reduzida pelos fungos A. tubingensis, F. proliferatum, P.

lilacinus, P. minioluteum, M. plumbeus e S. racemosum

Foram realizadas biotransformagées do acido traquilobanico com os
fungos A. tubingensis, F. proliferatum, P. lilacinus, P. minioluteum, M. plumbeus e
S. racemosum, cultivados em meio complexo (item 3.2.1, pag. 30). Foram
utilizados somente cinco erlenmeyers de 250 mL contendo 75 mL de meio de
cultura para cada fungo e 8 mg/100 mL de meio de 81, a fim de se verificar a
capacidade de biotransformagdo antes de realizar experimentos em escala
ampliada. Os fungos A. tubingensis, F. proliferatum, P. lilacinus e P. minioluteum
foram mantidos em crescimento por 14 dias, enquanto que os fungos M. plumbeus
e S. racemosum por somente 9 dias, devido ao fato desses fungos terem um
metabolismo mais acelerado, ambos com agitacdo a 120 rpm e temperatura de 28
°C (KARAMI & ZAMANI, 2013; MANGARAJ et al, 2014). No final dos
experimentos, foram realizados quatro extracbes com acetato de etila para cada
fungo, gerando separadamente os extratos da fase aquosa e do micélio. Todos os
extratos foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) e por
RMN de 'H. Por RMN de 'H ndo se verificou a presenca de produto de
biotransformagdo em nenhum dos extratos, porém por CCD, o fungo A.
tubingensis, M. plumbeus e S. racemosum se mostraram promissores e seus

cultivos foram realizados em escala ampliada.
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3.2.3.4. Biotransformagdo do acido traquilobanico por A.

tubingensis

Primeiramente o fungo foi cultivado em meio de cultivo BDA em tubo
inclinado por sete dias. Apds este periodo, foi preparada uma suspensao com 0s
esporos, que foi distribuida homogeneamente nos frascos utilizados para os
experimentos de biotransformacgéo. A biotransformacado do &cido traquilobanico
por A. tubingensis foi repetida com 36 erlenmeyers de 500 mL contendo 150 mL
de meio de cultura complexo, ao qual foi adicionado acido traquilobanico (8
mg/100 mL de meio) em acetato de etila (13 mL/L de meio). Ap6s 14 dias de
crescimento com o substrato, o micélio foi filtrado e o meio liquido foi particionado
quatro vezes com 250 mL/L de acetato de etila. Ao micélio foi adicionado acetato
de etila e os frascos foram armazenados por 48 horas para extracdo dos
constituintes. Os solventes foram secados em evaporador rotatério e os extratos
ATTA_A (do caldo) e ATTA_B (do micélio) foram obtidos. Os extratos foram
reunidos (727 mg) e purificados em coluna de silica.

3.2.3.5. Biotransformagao do acido traquilobanico pelo fungo M.

plumbeus

Inicialmente, o fungo foi cultivado em meio BDA inclinado por sete
dias. Apos este periodo, foi preparada uma suspensdo com o0s esporos, que foi
distribuida homogeneamente em 58 erlenmeyers contendo um total de 7,2 L de
meio de cultura complexo contendo FeSO4-7H20 (0,01 g/L), MgS0O4-7H20 (0,5
g/L), KCI (0,5 g/L), K2HPO4 (1 g/L), NaNOs (3 g/L), sacarose (20 g/L) e extrato de
levedura (10 g/L) em &gua destilada (NUNES et al., 2013), previamente
autoclavado. Apdés 48 h de crescimento fungico a 120 rpm e temperatura
ambiente, foi adicionado o acido traquilobénico (8 mg/100 mL de meio) em acetato
de etila (13 mL/L de meio). O experimento foi mantido sob agitacdo por mais nove
dias. Apos o periodo de incubagéo, o micélio foi removido por filtragéo a vacuo e a

fase liquida foi particionada quatro vezes com 250 mL/L de acetato de etila. O
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solvente foi removido em evaporador rotatério e o extrato obtido foi pesado (859
mg) e armazenado.

O extrato resultante foi incorporado em silica e submetido a
cromatografia em coluna, em modo gradiente, iniciando-se a eluicdo com
hexano/acetona 15%, até acetona 100%, e posteriormente com mistura de
acetona/metanol, até metanol 100%. O produto 95 (5 mg e 0,9 % de rendimento)
foi eluido com hexano/acetona 15% e o produto 96 (25 mg e 4,3 % de rendimento)
foi eluido com acetona 100%.

Acido 7B-hidroxitraquiloban-19-oico (95): sélido branco; P.F. 219-227 °C; [a]*p
151,38 (c 1, piridina); IV (ATR) vmad/cm™ 3401, 3000, 2905, 1659, 1016; HRMS
(ESI): m/z 341,2057 [M+Na]* (calculado para C20H3003 [M+Na]*: 341,2093).

Traquiloban-19-oato de B-D-glicopiranosila (96): sélido branco; P.F. 155-168 °C;
[0]?%0 333,33 (¢ 1, metanol); IV (ATR) vmax/cm™ 3394, 1657, 1022, 998; HRMS
(ESI): m/z 487,2775 [M+Na]* (calculado para C2sH4007 [M+Na]*: 487,2672).

3.2.3.6. Biotransformagdo do acido traquilobanico pelo fungo S.

racemosum

O fungo foi cultivado em meio soélido BDA. Apods sete dias, foi
preparada uma suspensdo de esporos, distribuida homogeneamente em 36
erlemnmeyers contendo um total de 5,4 L de meio de cultura complexo (item 3.2.1,
pag. 30). O fungo cresceu durante 24 h a 120 rpm em temperatura ambiente,
sendo, entdo, adicionado o acido traquilobanico (8 mg/100 mL de meio) em
acetato de etila (13 mL/L de meio). O experimento foi mantido sob agitagao por
mais nove dias nas mesmas condigbes. O micélio foi removido por filtragéo a
vacuo e a fase liquida foi particionada quatro vezes com 250 mL/L de acetato de
etila. Ao micélio foi adicionado acetato de etila e os frascos foram armazenados
por 48 horas para extracdo dos constituintes. O solvente foi removido em

evaporador rotatério e os extratos SRTA_A (fase liquida) e SRTA_B (micélio)
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foram obtidos. Apés uma anélise em CCD dos dois extratos foram combinados
devido a sua similaridade.

O extrato resultante foi pesado (672 mg), incorporado em silica e
submetido a purificagdo por cromatografia em coluna. A eluicédo iniciou-se com
hexano/acetona 15%. ApOs a retirada de 40 fragbes, a polaridade da fase moével
foi aumentada de forma gradiente com acetona até acetona 100%, e depois, foi
adicionado metanol em acetona, até metanol 100%.

As fragbes SRTA29 (97) (13 mg e 3,0 % de rendimento), SRTA33
(98) (29 mg e 6,7 % de rendimento) a SRTA39 (99) (16 mg e 3,7 % de
rendimento) eluidas com fase mével de hexano/acetona 60% foram submetidas a

analise por RMN de 'H e de "3C e indicaram ser produtos de biotransformacéo.

Acido 17-hidroxitraquiloban-19-oico (97): Sélido branco; P.F. 126-128 °C; [a]*p
77,59 (c 1, Acetona); IV (KBr) vmax'cm™' 3427, 3184, 2926, 2856, 1705, 1464, 1234,
1013; EMAR (ESI): m/z 317,2121 [M-HJ (calculado para Cz0H2003 [M-HJ"
317,2117).

Acido traquiloban-17,19-dioico (98): Sélido branco; P.F. 268-270 °C; [a] %°p -33,48
(c 1, MeOH); IV (KBr) vmax/cm™' 3433, 2930, 1686, 1464, 1435, 1262, 1230; EMAR
(ESI): m/z 331,1825 [M-H] (calculado para C20H3003 [M-H]: 331,1909).

Acido ent-16pB,17-di-hidroxicaur-11-en-19-oico (99): Sélido branco; P.F. 278-280
°C; [a] ?°p -288,46 (c 1, MeOH); IV (KBr) vmax/cm™ 3420, 2947, 2843, 1696, 1228,
1172; EMAR (ESI): m/z 333,2041 [M-H] (calculado para C20H3204: 333,2066).

3.2.3.7. Bioensaio de inibigao da acetilcolinesterase (AChE)

Foi realizado o bioensaio de inibicdo da AChE com os produtos de
biotransformacgéo 95, 96, 97, 98, 99, com o acido traquilobanico (81) e com a
galantamina, usada como controle positivo para validacdo do experimento. O

ensaio foi realizado em microplacas de Elisa utilizando a metodologia
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espectrofotométrica de Ellman (ELLMAN et al., 1961). Utilizaram-se 25 pL de
iodeto de acetilcolina (15 mM), 125 uL de reagente de Ellman ou acido 5’,5-ditio-
bis-(2-nitrobenzoato) (3 mM) e 50 uL do tampéo Tris/HCI (50 mM) pH 8, contendo
0,1 % albumina sérica bovina e 25 pL de solugdo de amostra (DMSO, 10 mg/mL).
Os ensaios foram realizados em quintuplicata e a absorbancia medida na faixa de
405 nm. Adicionaram-se aos pogos 25 pL da solugdo de AChE (0,222 U/mL) e
mediu-se a absorvancia novamente. As porcentagens de inibigdo foram calculadas
comparando as absorvancias das amostras com a absorvancia do branco, de
acordo com a férmula mostrada abaixo.

Inibigao (%) = 100-[(RSamostra / RBcontrole)*100], onde

RSamostra = raz&o entre a leitura com enzima e sem enzima da amostra

RBcontrole = raz&o entre a leitura com enzima e sem enzima do branco.

3.3.Resultados e discussoes

3.3.1. Caracterizacao dos fungos

Todos os fungos selecionados foram transferidos do tubo inclinado
contendo agar inclinado e transferidos para placas de Petri de microcultivo com
meio solido BDA, a fim de assegurar a pureza dos fungos, antes de iniciar os

trabalhos. As caracteristicas observadas sao listadas a seguir.

3.3.1.1. A. tubingensis

Fungos do género Aspergillus sdo frequentemente isolados de
diferentes ambientes e possuem uma grande variedade de espécies. O género
Aspergillus pertence ao filo Ascomicota e a familia Trichocomacea. O fungo A.
tubingensis (Figura 26, pag. 37) apresentou coloragédo branca nos primeiros dias e
aparéncia aveludada de coloracdo negra nos dias subsequentes, devido a
formacao dos conidi6éforos (hifas onde sado originados os esporos, também

chamados de conidiésporo ou conidio). A. tubingensis apresenta hifas septadas
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com conidiéforo simples, sem ramificagéo, o qual termina em uma vesicula, onde
ficam inseridas as fialides (HYDE et al., 2016).

Figura 26 — Imagem de microscopia éptica (40x) de Aspergillus sp. (A) conidioforo
ou conidio, (B) hifa, (C) conidiésporo ou esporo. FONTE: acervo de Gabriel Franco

dos Santos

3.3.1.2. P. minioluteum

Fungos do género Penicillium s&o extremamente conhecidos por
estarem entre os fungos mais encontrados na natureza, como também por ter
sido, a partir desse género, isolado pela primeira vez a penicilina (KARDOS &
DEMAIN, 2011). Outra aplicagdo muito comum do género € na produgédo de
queijos. Fungos do género Penicillium pertencem ao filo Ascomicota, que sao
fungos filamentosos de hifa septada, e a familia Trichocomacea. Fungos desse
género geralmente possuem coloragdo acinzentada em placas. Esses fungos
apresentam conidi6foros ramificados com filiades nas quais se encontram os
conidios, porém sem a formacdo de vesicula (VISAGIE et al.,, 2014). P.

minioluteum (Figura 27, pag. 38) € uma entre as muitas espécies do género.
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Figura 27 — Imagem de microscopia oOptica (10x e 40x) de P. minioluteum. (A)
conidioforo, (B) conidiésporo, (C) hifa. FONTE: acervo de Gabriel Franco dos
Santos

3.3.1.3. F. proliferatum

O fungo F. proliferatum (Figura 28) pertence ao filo Ascomycota e a
familia Nectriaceae. Esse fungo possui micélio de coloragdo branca quando jovem
e adulto. Fungos do género Fusarium sao facilmente reconhecidos por
apresentarem esporos em forma de meia-lua ou grao de arroz que podem ser

visualizadas no microscopio (SECOR et al., 2014).

Figura 28 — Imagem de microscopia optica (40x) de F. proliferatum (A)

conidiésporos e (B) hifas. FONTE: acervo de Gabriel Franco dos Santos



39

3.3.1.4. P.lilacinus

Fungos do género Paecilomyces possuem caracteristicas
semelhantes as de espécies do género Penicillium por serem da mesma familia.
Esses fungos sao frequentemente isolados de solos e costumam apresentar
atividade contra nematoides. P. lilacinus (Figura 29) possui micélio branco quando
jovem e lilas quando adulto, além de apresentar pequena coloragao do meio. Esse
fungo também possui as hifas septadas, presenga de conidiéforo ramificado e

conidiosporos.

Figura 29 — Imagem de microscopia 6ptica do fungo P.lilacinus. (A) conidiésporos
e (B) hifa. FONTE: acervo de Gabriel Franco dos Santos

3.3.1.5. M. plumbeus

O fungo M. plumbeus pertence a ordem Mucorales e a familia
Mucoracea. M. plumbeus e demais fungos desse género, possuem crescimento
rapido, rico sistema enzimatico e sao termotolerantes (KARAMI & ZAMANI, 2013).
Esse fungo apresenta micélio abundante de coloragdo marrom-acinzentado, hifas
cenociticas (que néo apresentam septos) e esporangios globulares com presenca
de columela (onde s&o formados os esporos). A hifa, na qual ocorrem as
formagdes dos esporangiésporos (conidios para os Ascomicetos), nesse género
possui 0 nome de esporangioforo (conidiéforo para os Ascomicetos). Na Figura 30

(pag. 40) observa-se os esporangiésporos, hifas e columelas de Mucor sp.
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Figura 30 — Imagem de Mucor sp. (A) esporangidsporos ou esporos, (B) hifa e (C)

columela. FONTE: acervo de Gabriel Franco dos Santos.

3.3.1.6. S. racemosum

O fungo S. racemosum (Figura 31) pertence a ordem Mucorales e a
familia Syncephalastraceae. E um fungo de crescimento rapido, e que possui rico
sistema enzimatico (MANGARAJ et al., 2014). Esse fungo também apresenta
micélio abundante de coloracdo marrom-acinzentado, hifas cenociticas e

esporangios globulares com a presenga de columela.

Figura 31 — Imagem de microscopia de S. racemosum. (A) esporangiéforo, (B)
esporangiosporos ou esporos, (C) hifa. FONTE: acervo de Gabriel Franco dos

Santos.
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3.3.2. Caracterizagao do acido traquilobanico

O substrato foi submetido a uma recristalizacdo em acetona/metanol
10% para garantir uma maior pureza, como também, submetido a analise por
RMN de 'H e de '3C, e teve seu ponto de fusdo determinado. A faixa de fus&o da
substancia utilizada foi 142-146 °C, sendo o valor uma média de trés leituras. Na
literatura, os pontos de fusdo encontrados para o acido traquilobanico sao
variados e néo apresentam concordancia entre eles, sendo citado por Vieira
(2010) o valor de 129-130 °C, por Pyrek (1970) o valor de 98-100 °C, por Leong e
Harrison (1997) o valor de 125-127 °C, por Ngamrojnavanich e colaboradores
(2003) o valor de 128-131 °C, por Silva e colaboradores (2002) o valor de 160-162
°C e por Mistcher e colaboradores (1983) o valor de 164-166 °C.

As analises por RMN de 'H e de '3C estdo de acordo com o
esperado para o acido traquilobanico e condizem com os dados encontrados na
literatura (SILVA et al., 2012). O espectro de RMN de 'H (Figura 32) apresenta
trés sinais em 6 0,88, 1,13 e 1,21 ppm, referentes aos atomos de hidrogénio dos
trés carbonos metilicos (H-20, H-17 e H-18, respectivamente), além de um
multipleto centrado em & 0,55 ppm, referente ao hidrogénio H-12 do anel

ciclopropanico do acido traquilobanico (81).
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Figura 32 — Espectro de RMN de 'H do éacido traquilobanico (81) (200 MHz,
é
CDCla).
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O espectro de RMN de 'C do acido traquilobanico (81) é
apresentado na Figura 33, ressaltando-se um sinal em 6 185,0 ppm, do carbono

carboxilico C-19.

- 18§30

4 Lt f {5
Figura 33 — Espectro de RMN de '3C do acido traquilobanico (81) (50 MHz,
CDCl).

3.3.3. Biotransformacgao do acido traquilobanico em escala reduzida.

Os experimentos de biotransformacao do acido traquilobanico (81)
com os fungos A. tubingensis, F. proliferatum, M. plumbeus, P. minioluteum, P.
lilacinus e S. racemosum foram realizados em escala reduzida com meio de
cultura complexo. Todos os extratos resultantes foram analisados por CCD e RMN
de 'H. Entretanto, somente os dos fungos A. tubingensis, M. plumbeus e S.
racemosum apresentaram, por CCD, novas manchas com possibilidade de serem
produtos de biotransformagédo. A biotransformacéo realizada com o fungo A.
tubingensis, que por CCD foram observados o aparecimento de novas manchas
(Figura 34, pag 43), foi repetido em escala ampliada, como também, se repetiram
os experimentos com M. plumbeus e S. racemosum (item 3.3.4 e 3.3.5, pag. 43 e

55). Entretanto, no caso da biotransformagcdo de 81 por A. tubingensis, a
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purificacdo dos seus extratos ndo levou ao isolamento de produtos de

biotransformacéo.

@..

—pop?.
Figura 34 — Imagem da CCD (Hexano/Acetona 20 %) do experimento de
biotransformacéo do acido traquilobanico por A. tubingensis. (A) meio + 81, (B)
meio + fungo, (C) meio + fungo + 81 (extragdo da fase aquosa), (D) meio + fungo
+ 81 (extragdo do micélio), (E) meio + fungo (micélio), (F) 81 padrdo. O circulo

vermelho indica a mancha de um possivel produto.

3.3.4. Biotransformacgao do acido traquilobanico (81) pelo fungo M.

plumbeus

No experimento de biotransformacao com M. plumbeus, o meio de
cultura escolhido foi o meio complexo, baseado em dados de biotransformacgdes
da literatura (ASCARI et al., 2011; NUNES et al., 2013). Entretanto, optou-se por
diminuir a disponibilidade de fonte de carbono, forcando o fungo a utilizar o
substrato adicionado (o composto 81 poderia ser utilizado pelo fungo como fonte
de carbonos em um meio de cultura pobre), além de se utilizar uma fonte de
nitrogénio biolégico, visando facilitar a interagdo entre o substrato e enzimas
presentes no fungo. O tempo de cultivo também foi reduzido baseando-se em
experimentos anteriores e na literatura, nos quais um fungo do género Mucor foi
capaz de realizar uma biotransformacao com 96 % de conversao em apesas 4 h
de experimento (NUNES et al., 2013), ja que fungos da ordem Mucorales
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possuem metabolismo mais acelerado (GOMES et al., 2011, KARAMI & ZAMANI,
2013).

O extrato gerado a partir da biotransformacéo do acido traquilobanico
por M. plumbeus foi submetido a cromatografia em coluna com silica gel (230-400
mesh), sendo isolados dois produtos de biotransformacédo denominados 95 e 96
(Figura 35).

9 dias

81

Figura 35 — Biotransformacgao do acido traquilobanico (81) por M. plumbeus.

3.3.4.1. Identificagao do acido 7B-hidroxitraquiloban-19-oico (95)

O produto de Dbiotransformacdo MPTA18, acido 7f8-
hidroxitraquiloban-19-oico (95) (5 mg) foi isolado como um solido (P.F.: 219-227
°C) amorfo de coloragcdo branca. A substancia apresentou-se pouco soluvel nos
solventes hexano, acetona, acetato de etila, cloroformio e metanol, mas é
totalmente soluvel em piridina. A substancia foi submetida a analise por RMN de
1D e 2D. No espectro de RMN de 'H (Figura 36, pag. 45) observaram-se um
multipleto centrado em & 0,63 ppm, caracteristico do hidrogénio H-12 do anel
ciclopropanico do acido traquilobanico; um tripleto em &6 3,87 ppm indicando uma
hidroxilagdo do composto e sinais de hidrogénios metilicos em 6 1,22 ppm (H-17 e
H-20) e 6 1,41 ppm (H-18). A partir da comparagdo do espectro de RMN de 3C
(Figura 37, pag. 46) e o subespectro DEPT-135 (Figura 38. Pag, 46) do produto
isolado com o espectro de RMN de '3C do &cido traquilobanico (81), pdde-se
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perceber que a maioria dos sinais de carbono do material de partida apareceram
no espectro do produto, com exce¢cdo de um sinal de carbono metilénico em &
39,2 ppm, além do surgimento de um sinal de carbono carbindlico em & 75,1 ppm,

indicando que um grupo CH: foi hidroxilado.
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Figura 36 — Espectro de RMN de 'H do 7B-hidroxitraquiloban-19-oico (95) (400
MHz, piridina-ds), e ampliagdo do sinal em 3,87 ppm com apodizagdo em seno.
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Figura 37 — Espectro de '3C do 7B-hidroxitraquiloban-19-oico (95) (100 MHz,
piridina- ds).
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Figura 38 — Subespectro DEPT-135 do 7B-hidroxitraquiloban-19-oico (95) (100
MHz, piridina- ds).

No mapa de contornos COSY (Figura 39, pag. 47), o sinal de

hidrogénio H-7 (um tripleto) do carbono carbindlico correlaciona com o sinal de
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hidrogénio H-6. Foram também observadas correla¢des dos dois hidrogénios H-14
e do H-12 com H-13 e do H-1 com H-2.
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Figura 39 - Secdo expandida do mapa de contornos COSY do 70-

T
PEM

hidroxitraquiloban-19-oico (95) na regido de 0,4-4,2 ppm (400 MHz, piridina-ds).

Devido a essas observagbes, somadas com as atribuicdes a partir do
espectro de RMN de '3C e do mapa de correlagdes HMBC, concluiu-se que a
hidroxilagdo ocorreu em C-7. A atribuicdo completa dos sinais de RMN de '3C para
0 95 encontra-se na Tabela 3 (pag. 55).

A atribuicdo dos sinais dos atomos de carbonos foi realizada com o
auxilio do mapa de contornos HSQC (Figura 40, pag. 48) e, em seguida, foi

necessario identificar a posicéao espacial do grupamento OH.
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Figura 40 - Secdo expandida do mapa de contornos HSQC do 70-
hidroxitraquiloban-19-oico (95) (400 MHz, piridina- ds).

A partir da analise do mapa de contornos NOESY (Figura 41, pag.
49) indicou que o sinal do hidrogénio do carbono carbinélico correlaciona-se com
os sinais de hidrogénios H-68, H-148 e H-15a. Observando a figura tridimensional
do produto isolado (Figura 42, pag. 49), notam-se que estas correlacdes estdo de
acordo com a hidroxila na posigcéo B (correlagéo espacial entre H-7a e H-148, de
modo que se pode afirmar que o produto isolado € o acido 7(-hidroxitraquiloban-
19-oico (95) isolado e descrito anteriormente por Silva e colaboradores (2002)
como produto de biotransformagcédo do &cido traquilobanico por Rhizopus
stolonifer. O espectro no IV, e o mapa de contornos HMBC para o composto 95

podem ser observados no anexo (Figura A1 e A2, pag 151).
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Figura 41 - Secdo expandida do mapa de contornos NOESY do 76-
hidroxitraquiloban-19-oico (95) (400 MHz, piridina-ds). As linhas indicam o
acoplamento no espaco de H-7a com H-68, H-148 e H-15q.

12

)

nlllllllll\‘)

Figura 42 — Estrutura tridimensional do 7(-hidroxitraquiloban-19-oico (95).
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3.3.4.2. Elucidagao da estrutura do traquiloban-19-oato de B-D-

glicopiranosila (96)

O produto de biotransformacao denominado 96, traquiloban-19-oato
de B-D-glicopiranosila é um sélido (P.F.: 155-168 °C) de coloragao branca (25 mg).
Esta substancia apresentou elevada polaridade, sendo muito soluvel em metanol e
DMSO. No espectro de RMN de 'H (Figura 43, pag. 51) destacaram-se os sinais
caracteristicos do acido traquilobénico, como os trés sinais de atomos de
hidrogénios metilicos referentes ao CHsz-17 (6 1,14 ppm), CH3-18 (61,14 ppm) e
CHs-20 (6 0,82 ppm) e um multipleto referente ao hidrogénio H-12 do anel
ciclopropanico em 6 0,59 ppm. Também foram observados varios sinais de
atomos de hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos o que indica a presencga de
hidroxilas na molécula.

Todos os sinais referentes aos respectivos carbonos do acido
traquilobanico (81) puderam ser atribuidos no espectro de RMN de '3C (Figura 44,
pag. 51), além de seis sinais de carbono na regido de carbono carbindlico (6 60,0-
94,0 ppm) (PAVIA et al.,, 2001). Além disso, o sinal do carbono carboxilico
apresentou mudanca de deslocamento quimico significativa (de & 185,0 para
175,4 ppm) sugerindo a esterificagdo do acido carboxilico. No subespectro DEPT-
135 (Figura 45, pag. 52) foram observados que, dos novos sinais de atomos de
carbono, cinco sao metinicos e um & metilénico. A partir destas informacgdes e de
consultas a literatura (SHIMODA et al., 2006; HU et al., 2012), concluiu-se que

este produto possui uma hexose ligada ao grupamento acido do substrato.
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Figura 43 — Espectro de RMN de 'H do traquiloban-19-oato de B-D-glicopiranosila
(96) (400 MHz, DMSO-db).
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Figura 44 — Espectro de RMN de '3C do traquiloban-19-oato de pB-D-
glicopiranosila (96) (100 MHz, DMSO-db).
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Figura 45 — Subespectro DEPT-135 do traquiloban-19-oato de B-D-glicopiranosila
(96) (100 MHz, DMSO-ds).

No mapa de contornos HMBC (Figura 46, pag. 53) pdde-se visualizar
um acoplamento do hidrogénio H-1" (6 5,31 ppm) do carbono anomérico com o
carbono C-19 indicando, desse modo, a posi¢do de ligacdo da hexose no acido
traquilobanico. A constante de acoplamento escalar de H-1’ (J = 8,2 Hz) indica que
esse hidrogénio deve estar em axial (SHIMODA et al., 2006). Por comparagao dos
dados de RMN de '3C com a literatura, a hexose presente na estrutura de 96 foi
identificada como B-D-glicopiranosila (HU et al., 2012, ZHANG et al., 2015).

O produto 96 obtido da biotransformacao do acido traquilobanico
trata-se do traquiloban-19-oato de p-D-glicopiranosila, o qual é descrito pela
primeira vez na literatura neste trabalho. As atribuicdes completas dos dados de
RMN de 'H e de '3C, assim como as correlagbes HMBC (Figura 47, pag. 53) para

o0 composto 96 estdo listadas na Tabela 4 (pag. 54). O espectro no IV e os mapas
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de contornos COSY, HSQC e NOESY para 96 sao apresentados nas Figuras A3-
A6 (pag. 152 e 153).
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Figura 46 — Secado expandida do mapa de contornos HMBC do traquiloban-19-
oato de B-D-glicopiranosila (96) (400 MHz, DMSO- db).

Os dados de RMN de "3C dos produtos de biotransformacéo, 95 e
96, por M. plumbeus, do substrato acido traquilobanico (81) e a comparacao com

a literatura sdo apresentados na Tabela 3 (pag. 55).

Figura 47 - Estrutura do traquiloban-19-oato de B-D-glicopiranosila (96) e

algumas correlagdes HMBC.
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Tabela 4 — Dados de RMN de 'H e de '3C e correlagées HMBC para o composto
traquiloban-19-oato de B-D-glicopiranosila (96) (DMSO-ds)

Posigao dc O (J em Hz) HMBC
1 38,2 0,74,dd (3,6 e 13,4)
1,26, m
2 18,1 1,26, m
1,30, m
3 37,4 0,97, m C-1,C-4,C-6, C-18
2,06, m
4 43,0 -
5 56,3 0,99, dd (2,1 e 9,5)
6 21,0 1,65, m
7 38,2 1,42, m
8 40,8 -
9 51,9 1,15, m
10 39,3 -
11 19,2 1,61, m C-7,C-9,C-12,C-16
1,81, m
12 19,8 0,59, td (2,6 e 7,7) C-9, C-17
13 23,5 0,82,dd (2,9e 7,7)
14 32,5 1,14, m
2,01, m C-8, C-9, C-13, C-15, C-16
15 49,7 1,22, d (11,3)
1,33, d (11,3) C-8, C-9,C-12,C-16
16 21,8 -
17 20,3 1,11, s C-12, C-13, C-15, C-16
18 28,0 112, s C-3,C-4,C-5,C-19
19 1754 -
20 12,2 0,80, s C-1, C-5, C-9, C-10
1 94,0 5,30.d (8.2) C-19,C-3’
2 72,5 3,14, m
3 77,6 3,15, m
4 69,5 3,14, m
5 76,8 3,24, m
6’ 60,5 3,45,dd (5,5e11,5) C-5
3,63,dd (45e115) C-4
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Tabela 5 — Dados de RMN de '3C para o acido traquilobanico 81 (CDCI3) e para
os produtos de biotransformacao 95 (piridina-ds) e 96 (DMSO-ds).

. 6c¢ (ppm)

Posigdo ——g1% 81 95 96
1 39.4 39.6 40,0 38.2
2 187 18.9 196 181
3 37.8 38.0 38.9 37.4
4 437 439 436 430
5 57.0 57,2 479 56.3
6 217 21'9 310 21.0
7 39.2 39.4 75.1 38.2
8 40.7 40.9 461 40,8
9 527 53.0 471 51.9
10 38.9 39.1 39.3 39.3
11 197 200 197 19.2
12 20.6 208 211 198
13 24’3 24’5 246 235
14 33.1 33.3 33.0 325
15 50.4 50.6 465 497
16 22,4 226 232 21.8
17 20.6 20.8 20.8 20.3
18 28.9 29.1 292 28.0
19 184.9 185.0 180 5 1754
20 12,4 12,6 12.9 12,2
1 94.0
s 725
3 776
4 69,5
5 76.8
& 60.5

*SILVA et al., 2002 (CDCls)

3.3.5. Biotransformagao do acido traquilobanico pelo fungo

Syncephalastrum racemosum

A partir do experimento de biotransformagéo do acido traquilobanico
por S. racemosum obtiveram-se dois extratos, um proveniente da extragdo da fase
liquida e outro da extragdo do micélio. Os dois extratos foram combinados, pois
apresentaram perfil semelhante em CCD e submetidos a cromatografia em coluna,
com eluicdo em gradiente utilizando hexano/acetona 15% a metanol 100%, sendo
coletadas 56 fracdes. As fracdes 29, 33 e 39, coletadas com fase movel

hexano/acetona 60%, apresentaram manchas com Rf diferentes do Rf do acido
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traquilobanico, as quais também nao foram identificadas no controle do fungo.
Diante disso, essas fragdes foram analisadas por RMN de 'H e de '3C, verificando
a presenca de trés produtos de biotransformacdo denominados 97, 98 e 99
(Figura 48).

S. racemosum
9 dias

Figura 48 — Biotransformacdo do acido traquilobanico (81) por S. racemosum

formando os produtos 97, 98 e 99.

3.3.5.1. Identificacao da estrutura do acido 17-hidroxitraquiloban-
19-oico (97)

O produto de biotransformagéo denominado 97 foi isolado como um
solido branco (13 mg) com P.F. = 126-128 °C. No espectro de RMN de 'H (Figura
49, pag. 57) observaram-se dois sinais de hidrogénios metilicos, referentes a H-18
(6 1,36 ppm) e H-20 (6 1,16 ppm), além do sinal de CH2-OH em & 3,94 ppm

referente ao H-17 que, neste composto, foi hidroxilado. Também observaram-se
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que o multipleto do hidrogénio H-12 do anel ciclopropanico foi deslocado de 6 0,55
ppm no material de partida para 6 1,03 ppm, devido a hidroxilagdo no carbono 17.
No espectro de RMN de '3C (Figura 50, pag. 58) foram observados sinais de 20
carbonos, sendo um deles carboxilico (6 180,3 ppm) e um carbindlico (6 66,8
ppm). Por meio do mapa de contornos HMBC (Figura A10, pag. 155) visualizaram-
se as correlagdes de H-17 com os carbonos C-16, C-15, C-13 e C-12 confirmando,
portando, que a hidroxilagdo ocorreu no carbono 17. Comparando os dados de
RMN de '®C do composto 81 com o 97 e, utilizando dos dados de RMN de 1D e
2D, 97 foi identificado como o acido 17-hidroxitraquiloban-19-oico. Este composto
foi isolado e caracterizado anteriormente por Silva e colaboradores (2002) como
um produto de biotransformacéo do acido traquilobanico por Rhizopus stolonifer.
Os dados de RMN de '3C para o composto 97 estdo disponiveis na Tabela 5, pag
73. O espectro no IV e os mapas de contornos HSQC e HMBC séo apresentados
nas Figuras A7-A10, pag. 154 e 155.
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Figura 49 — Espectro de RMN de 'H de 97 (400 MHz, piridina-ds).
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Figura 50 — Espectro de RMN de '3C do produto 97 (100 MHz, piridina-ds).

3.3.5.2. Elucidagao da estrutura do acido traquiloban-17,19-dioico
(98)

O produto de biotransformagédo denominado SRTA33 (98) foi isolado
como um sélido branco (29 mg) com P.F. = 268-270 °C. No espectro de RMN de
'H (Figura 51, pag. 59) observaram-se a presenga de dois sinais de CHs em &
1,11 (H-20) e 1,34 (H-18); como também um sinal em 6 1.98-2.01, integrando para
3 hidrogénios, o quais foram atribuidos a H-68, H-12 e H-13. Além disso, ndo
foram encontrados sinais de hidrogénios olefinicos ou ligados a carbonos
carbinolicos. No espectro de RMN de '3C (Figura 52, pag. 59) observaram-se dois
sinais de carbonos carboxilicos (6 177,4 e 180,0 ppm), indicando uma possivel

oxidacao de um dos grupamentos metilicos.



T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.
f1 (ppm)

Figura 51 — Espectro de RMN de 'H do acido traquiloban-17,19-dioico (98) (400
MHz, piridina-ds).
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Figura 52 — Espectro de RMN de "3C do acido traquiloban-17,19-dioico (98) (100
MHz, piridina-ds).

No subespectro DEPT 135 (Figura 53, pag. 60) foi possivel verificar
que, dos vinte carbonos encontrados, oito sdo CH2, dois sdo CHs, quatro sdo CH e

seis s&o nao hidrogenados.
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Quando comparados os dados de RMN de *C do composto 81 com
aqueles de 98, observaram-se que os sinais de RMN dos carbonos de 1 a 10
possuem poucas variagdes entre eles, indicando que a modificagdo ocorreu no
anel C. Ja que no espectro de RMN de 'H verificou-se a presenga de apenas dois
grupamentos metilicos (o composto 81 apresenta trés grupos metilicos), enquando
no espectro de RMN de '3C verificou-se a presencga de dois sinais de carbonos
carbonilicos, é possivel concluir que o composto 98 é um produto de oxidac&o de
98 em C-17.
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Figura 53 — Subespectro de DEPT 135 do acido traquiloban-17,19-dioico (98)
(100 MHz, piridina-ds).

O mapa de contornos HMBC mostrou correla¢des entre os sinais H-
1a com C-2, C-9, C-10 e C-20; H-9 com C-7, C-11, C-14 e C-20; H-14b com C-7,
C-9, C-13 e C-15; e H-15a com C-7, C-8, C-9, C-16 e C-17. O mapa de contornos
NOESY mostrou correlagbes entre H-18 com H-9; H-33 com H-5; H-6a com H-20;
H-9 com H-1B, H-5 e H-15B; e entre H-18 com H-3B, H-5 e H-6B. Todas as
correlagdes encontradas nos mapas de contornos HMBC e NOESY corroboraram

com a elucidagédo do composto 98.
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Por meio das atribuicdes de RMN de 'H e de *C, correlagées HSQC
(Figura 54), HMBC, COSY e NOESY, a estrutura do composto 98 foi elucidada e
caracterizada como um diterpeno traquilobanico até o momento nao relatado na
literatura, e provavelmente, produto de uma oxidagdo do composto 97. Na Tabela
6 (pag. 62) sdo mostrados atribuicbes de RMN de 1D e 2D utilizadas para a
caracterizagédo deste composto.
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Figura 54 — Mapa de contornos HSQC do acido traquiloban-17,19-dioico (98) (400
MHz, piridina-ds).
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Tabela 6 — Dados de RMN de 'H e de '3C e correlagdes HMBC e NOESY do
acido traquiloban-17,19-dioico (98) (piridina-ds)

Posicao &c On(J em Hz) HBMC NOESY
1a 40,0 0,80 (td; J=13,2e3,5;1H) C-2,C-9, C-10, C-20 H-2
1B 1,54 (m; 1H) H-9
2a 19,7 1,45 (m; 1H)
2b 2,24 (m; 1H)
3a 38,9 1,06 (m; 1H)
3B 2,45 (d; J=12,7; 1H) C-5 H-5
4 442 -

5 57,0 1,02 (m; 1H)

6a 22,8 2,11 (d; J=15,0; 1H) C-4,C-8, C-9, C-13 H-20
6P 1,98-2,01 (sobreposto)

7 39,5 1,45 (m; 2H) C-5

8 41,0

9 524 1,18 (dd;J=14,7e7,2;1H C-7.C-11, C-14, C-20 H-1B, H-5, H-158
10 395 -
11a 20,0 1,77 (dd; J=14,7e7,2;1H) C-7,C-12 H-12, H-20
11B 1,96 (m; 1H) H-9
12 248 1,98-2,01 (sobreposto)
13 30.8 1,98-2,01 (sobreposto)

142 32,8 1.24(d; J=12,6; 1H) H-14b, H-20
14b 217 (d: J = 12,6: H) C-7,C9,C-13,C-15  H-7, H-14a

150 447 2,21 (d;J=118; 1H) O C8C9CI8.C iy, Hasp

156 1,82 (d; J = 11,8; 1H) C-7,C9,C-13,C-14  H-9, H-15a

16 309 -

17 1777 -

18 206 1,34 (s; 3H) C-3, C-4, C-5, C-19 H-3, H-5, H-6p
19 1804 -

20 133 1,11(s;3H) C-5, C-9, C-10 H-6a, H-11a

3.3.5.3. Elucidacao da estrutura do acido 16a,17-di-hidroxicaur-
11(12)en-19-oico (99)

O produto de biotransformacao denominado 99 foi isolado como um
solido de coloragdo branca (16 mg) com P.F. = 278-280 °C. A amostra foi
submetida a analise por RMN e o conjunto de dados obtidos indicou a ocorréncia
de rearranjo na formacao deste produto, ja que o sinal de RMN de 'H do H-12 do

substrato (6 0,55 ppm) n&o foi encontrado nesse produto.
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Os diterpenos traquilobanicos submetidos as biotransformacgdes
podem sofrer rearranjos estruturais, sendo que o mais comum € levar a diterpenos
cauranicos. Na Figura 55 (pag. 59) mostra-se uma proposta de rearranjo
enzimatico do acido traquilobanico formando um diterpeno cauranico (FRAGA,

1994). Por esta razéo, avaliou-se primeiramente a possibilidade de 99 possuir

esqueleto cauranico.

Figura 55 — Proposta de rearranjo do acido traquilobanico (81) para formagé&o de
diterpenos cauranicos (FRAGA, 1994).

No espectro de RMN de 'H (Figura 56, pag. 64) verificou-se a
presenca de dois dupletos em 6 4,01 e 4,17 ppm, ambos com J = 10,6 Hz,
indicando a presenca de um grupo CH2-OH em 99. Como os dados de RMN
indicam a presenca de dois grupos metila, compativeis com o CH3-18 (én 1,38; ¢
29,7) e 0 CH3-20 (6H 1,18; oc 16,4), sugeriu-se que o grupo CH20H estivesse em
C-17. Também foram visualizados dois sinais de hidrogénios olefinicos, um
dupleto duplo em & 5,64 ppm (J = 3,6 e 9,8 Hz) e outro dupleto duplo em & 6,21
ppm (J = 6,4 e 9,8 Hz). Estes valores sdo compativeis com os dados relatados por
Uchba et al. (2013) para um diterpeno cauranico contendo uma ligacao dupla
entre C-11 (6H 5,56) e C-12 (6H 5,91).

A analise do subespectro DEPT 135 (Figura 57, pag. 65) indicaram
que o produto 99 possui dois CHs, oito CHz, cinco CH e cinco carbonos néao

hidrogenados.
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Pelos dados obtidos no espectro de RMN de '3C (Figura 58, pag.
61), este produto contém, ainda, outra hidroxila, a qual deve estar ligada a C-16,
devido a multlipicidade dos sinais dos hidrogénios de C-17 (dupletos) e, além
disso, no subespectro DEPT 135 observaram-se que a molécula possui um

carbono n&o hidrogenado em ¢ 87,2 ppm, que ainda ndo havia sido atribuido.
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Figura 56 — Espectro de RMN de 'H do acido 16a,17-di-hidroxicaur-11(12)en-19-
oico (99) (400 MHz, piridina-ds).

No espectro de RMN de '3C (Figura 58, pag. 65) est&o presentes um
sinal de carbono carboxilico (&6 180,4 ppm), dois sinais na regidao de carbonos
olefinicos (6 128,0 e 133,1 ppm) e dois sinais de carbonos carbindlicos (6 67,9 e
87,2 ppm).
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Figura 57 — Subespectro de DEPT 135 do acido 16a,17-di-hidroxicaur-11(12)en-
19-oico (99) (100 MHz, piridina-ds).
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Figura 58 — Espectro de RMN de '3C do &cido 16a,17-di-hidroxicaur-11(12)en-19-
oico (99) (100 MHz, piridina-ds).
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No mapa de contornos HSQC (Figura 59) observaram-se as
correlagdes do sinal em & 67,9 ppm, atribuido a C-17, com os sinais em 6 4,01 e
4,17 ppm, atribuidos, portanto, aos hidrogénios H-17. Em relacdo a ligacao dupla
entre C-11 (6 128,0 ppm) e C-12 (6 133,1 ppm), os respectivos hidrogénios
olefinicos foram correlacionados no mapa de contornos HSQC, o que permitiu
atribuir os sinais em 6 5,64 ppm (H-11) e 6 6,21 ppm (H-12).
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Figura 59 — Mapa de contornos HSQC do &cido 16a,17-di-hidroxicaur-11(12)en-
19-oico (99) (400 MHz, piridina-ds).

No mapa de correlagbes NOESY (Figura 60, pag. 67) observaram-se
os sinais das correlagdes espaciais entre H-12 e H-13 com H-17. Desse modo,
para que o produto de biotransformagdo 99 atenda a essas correlagdes, a
estereoquimica do C-17 deve ser 3 (Figura 61, pag. 67). As atribuicdes dos dados
de RMN de 1D e 2D, apresentados na Tabela 7 (pag. 64), sdo compativeis com a
do acido 16a,17-di-hidroxicaur-11(12)en-19-oico (99). O espectro no IV e os
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mapas de correlagdes COSY e NOESY para o composto 99 sao apresentados nas
Figuras A14-A16, pag. 154 e 155.
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Figura 60 — Secdo expandida do mapa de contornos NOESY do composto 99
ampliado na regiao de 2,6 a 6,2 ppm (400 MHz, piridina-ds).
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Figura 61 — Estrutura quimica do composto 99. (A) Correlagdo NOESY entre os

hidrogénios H-12 e H-13 com H-17; (B) Estrutura tridimensional.
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Tabela 7 — Dados de RMN de 'H e de '3C e correlagbes HMBC do composto
acido 16a,17-di-hidroxicaur-11-en-19-oico (99) (piridina-ds)

Posicao dc Su (Jin Hz) HBMC NOESY

la 406 1,88 (m: 1H)

18 112 (m: 1H) H-38

20 201 229 (dt 37137 1H) C-3,C-1 H-28

28 1,52 (m: 1H) H-2a

3¢ 390 1.13(m. 1H)

38 2.48 (d: 13.1; 1H) C-2, C-4, C-5 H-18, H-28, H-18
4 443 -

5 56,2 1,20 (m: 1H) 264’ C-6, C-1, C-19, C-

6 231 2,20 (m: 1H) H-20

68 2,06 (m: 1H) H-18

7a 423 1,96 (m: 1H) ©508C8CC

78 1,64 (m: 1H)

8 434 -

9 61.9 1,55 (m: 1H) H-11

10 396 -

_ _ C-7,C-8,C-9, C-10, C-  H-1a, H-1B, H-9, H-12

11 1280 564(dd;36e98 1H) 53 i K1

12 1331 6.21(dd:6469,8; 1H) C-9, C-13, C-14 H-11, H-13, H-17
15 476 286(ds4ce4 1) CBCTCA2 TS HAZ Hda HATY
142 350 2,04 (m; 1H)

213(dd; 3.4 € 106:  C-7,C-8,C-9,C-12,C- H-Ta
14b
1H) 13

15a 553 1,88 (m; 1H)
158 167 (m: 1H)

16 872 -
17a 679 401(d: 10,6 1H) C-13, C-15, C-16 H-158, H-17b
17b 417 (d: 10,6: 1H) C-13, C-15 12, HAS, 195,
8 207 138(s:3H) C2,C3,C-4,C5,C- H3p.Hop

19 1804 -

20 164 1,18 (s: 3H) C-5, C-9, C-10 H-6a, H-7a

O composto 99, até o momento ainda ndo havia sido relatado na

literatura. Um diterpeno com estrutura parecida, porém hidrogenado em C-11/C-12

foi isolado de Annona reticulata (ETSE et al., 1987). Um diterpeno cauranico

contendo a ligagdo dupla em C-11/C-12, porém n&o hidroxilado em C-17 foi
isolado de Croton floribundus (102) (Figura 62, pag. 69) (UCHOA et al., 2013).
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Figura 62 — Estrutura quimica e dados de RMN de '*C de alguns carbonos do
produto 99 e do derivado 102 (UCHOA et al., 2013).

Os dados de RMN de "3C do substrato 81 e dos produtos 97, 98 e 99

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados de RMN de '3C do acido traquilobanico (81) e produtros de
biotransformacgéo deste por S. racemosum (81 em CDClIs; 97, 98 e 99 em piridina-

ds)

.z 6c (ppm)

Posigdo 81 97 98 99
i 39.6 401 40.0 423
2 18.9 197 197 20.1
3 38.0 39.0 38.9 39.0
4 439 44.1 44.2 44.4
5 57,2 57,2 57.0 56.2
6 21'9 22,8 22.8 23.1
7 39.4 39.9 39,5 406
8 40.9 411 410 434
9 53.0 53.4 52.4 61.9
10 39,1 39.5 395 39.6
11 200 203 20.0 128.0
12 20.8 192 24’8 1331
13 245 227 30.8 476
14 33.3 33.5 32,8 35.0
15 50.6 46.9 447 55.3
16 226 30.7 30.9 87.2
17 20.8 66.8 1777 67.9
18 291 296 29.6 297
19 185.0 180.3 180.4 1804
20 12,6 13.2 13.3 16,4




70

3.3.6. Bioensaio de inibigao da acetilcolinesterase (AChE)

Foi realizado o bioensaio de inibicdo da AChE com os produtos de
biotransformacgao 95, 96, 97, 98, 99 e com o substrato 81 para comparagéo. Os
reagentes foram adicionados na placa de Elisa e a absorbancia foi mensurada
sem e com a adi¢do da AChE. Os valores de absorvancia foram processados e
foram calculadas as porcentagens de inibicdo desses compostos (Figura 63). Nas
concentragdes de 10 mg/mL, todos os compostos apresentaram uma atividade de
inibicdo superior a do acido traquilobanico (81) (52,23 + 4,1 %), exceto o produto
95 (51,95 £ 1,9 %), entretanto, os trés compostos inéditos (96, 98 e 99)
apresentaram atividade de inibicdo superior a 80%. O composto 96 foi o Unico
composto testado a apresentar atividade de inibigdo acima de 90% (92,89 £ 0,2
%). Portanto, foi realizado um bioensaio para avaliar o ICso com o composto 96
nas concentragdes de 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,75 mg/mL (Figura 64, pag. 71). O
composto 96, apresentou ICso = 1,17 mg/mL. O calculo de ICso no bioensaio de
inibicdo da AChE para o composto 96 foi realizado atraves do grafico pelo

software Origin®.
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Figura 63 — Porcentagem de inibicao da AChE pelos compostos 81, 95, 96, 97,

98, 99 e galantamina como controle.
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4. Estudo dos mutantes Abcaba1, Abcaba2, Abcaba3 e Abcaba4

4.1.Introdugao

Diversos micro-organismos sao conhecidos pela capacidade de
produzir horménios de plantas, sendo que, provavelmente, o exemplo mais
conhecido seja a produgdo das giberelinas pelo fungo Gibberella fujikuroi
(SIEWERS et al., 2006).

O acido abscisico (ABA) (80) (Figura 65) é um sesquiterpeno
conhecido como horménio de plantas, sendo produzido por fungos dos géneros
Cercospora, Ceratocystis, Fusarium, Rhizoctonia e Botrytis (CAO et al., 2011;
COLLADO & VIAUD, 2016). Na China, fermenta¢des de B. cinerea séo usadas
para a produc¢ao industrial de ABA.

Figura 65 — Estrutura quimica do acido abscisico (80).

ABA é um horménio de planta associado a resposta ao estresse
abidtico, principalmente a seca, atuando também em resposta das plantas a
patégenos (SIVAKUMARAN et al., 2016). Diferente de outros horménios que
promovem crescimento, ABA esta relacionado com a inibicdo do crescimento de
plantas em determinadas épocas do ano, favorecendo para que diversas plantas
possam estabelecer-se em lugares com condi¢cdes e climas desfavoraveis, além
de acarretar dorméncia das sementes, para que nao germinem em condigdes
desfavoraveis (DORFFLING, 2015). Além do ABA, alguns sesquiterpenos
derivados dessa classe de compostos foram isolados de B. cinerea, como o 1',4'-
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trans-ABA-diol (103), y-abscisolactona (104), acido botritisico A (105) e acido
botritisico B (106) (Figura 66) (WANG et al., 2008; COLLADO & VIAUD, 2016).

ull////O H
HO HO

103 o 104

105 106

Figura 66 — Estrutura quimica dos derivados 103-106 do acido abscisico (80).

A biossintese de ABA por plantas € amplamente conhecida, sendo o
composto produzido a partir da jungdo de duas unidades de pirofosfato de
geranilgeranila, na rota biossintética dos carotenoides, como mostrado na Figura
67 (pag. 74) (SEO & KOSHIMA, 2012). Sendo assim, estudos da biossintese de
ABA identificaram um cluster de pelo menos quatro genes responsaveis por esta
via em B. cinerea: dois genes que codificam a monooxigenase P450 (bcabat e
bcaba2), um gene até o momento desconhecido quanto a sua participagdo na
biossintese (bcaba3) e um gene que codifica provavelmente uma
desidrogenase/redutase de cadeia curta (bcaba4) (SIEWERS et al., 2006). Até o
momento, a sesquiterpeno ciclase envolvida na biossintese de ABA nao foi
identificada e pode estar em um cluster diferente de genes. Entretanto, estudos
recentes desses genes comprovam que a biossintese de ABA por fungos néo

acontece como nas plantas.
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Figura 67 — Rota biossintética de ABA por plantas.

O estudo da rota biossintética de ABA por B. cinerea foi realizado por
Inomata et al. (2004), segundo os quais a biossintese desse composto acontece
pela via do ionilideneetano, que é uma via direta e diferente da rota dos
carotenoides. Por meio de marcacao isotopica com 802 e H2'80, os intermediarios
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biossintéticos de ABA foram analisados por espectrometria de massas, podendo,
assim, prever a rota biossintética para esse composto. A rota direta, ocorre a partir
da ciclizagdo do pirofosfato de farnesila para formagéo do ionilideneetano (107),
posterior oxidacdo do carbono 1 da cadeia lateral formando o composto 108, que
sofre oxidagbes nos carbonos 1’ e 4’ (Figura 68) (INOMATA et al., 2004).

= N"opp NN
Pirofosfato de farnesili/ 107
NN
CH,OH
108 109 80

Figura 68 — Proposta de rota biossintética de ABA por B. cinerea (INOMATA et al.,
2004).

Mesmo com a identificagéo da rota biossintética de ABA para fungos,
o papel de cada gene na biossintese ainda nao foi identificado. Um estudo com os
mutantes nulos (organismos que apresentam uma mutacdo genética induzida, e
apresentam o silenciamento em determinados genes) em cada gene envolvido na
biossintese de ABA (Abcaba7-4) foi realizado por SIEWERS et al. (2006), de
modo que, apds a identificagdo de diferentes ions por espectrometria de massas,
foi proposto uma possivel rota biossintética, porém ndo conclusiva.

O estudo metabdlico das cepas mutantes Abcaba1-4, por meio do
isolamento e elucidagéo dos intermediarios biossintéticos, permite propor uma via
atualizada da biossintese de ABA por B. cinerea por meio do isolamento e

caracterizagao dos intermediarios produzidos por cada mutante.
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4.2.Métodos experimentais

4.2.1. Reagentes e materiais cromatograficos

Cromatografia em camada delgada: Placas de silica gel Merck com indicador
fluorescente.

Cromatografia em coluna: Silica gel Merck de 60-200 micrometros.

Solventes: Solventes PA Merck®, Synth®, Vetex®, Reagen® e outros; solventes
deuterados Merck® e Aldrich® (98,0 — 99,9 %).

Meio de cultura Batata-Dextrose: Himedia®

Revelador vanilina: Solugdo de acido sulfurico, etanol 96% e vanilina, em

proporgao 4:29:2.

4.2.2. Equipamentos

Espectrometros de RMN: Agilent Inova 400 MHz, Agilent Inova 500 MHz e Agilent
Inova 600 MHz.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE): Merck Hitach LaChrom com
detector de IR Hitach L-2490 e detector UV L-2400.

Cromatdégrafo liquido acoplado a espectrometria de massas (CL-MS/MS): LCQ
THERMO com ionizagédo electrospray (ESI) em modo positivo e negativo e
analisador de armadilha de ions (IT).

Autoclave: Selecta

4.2.3. Metodologia

As cepas mutantes Abcaba1, Abcaba2, Abcaba3 e Abcaba4 foram
elaboradas pela professora Muriel Viaud (INRA, BIOGER, Thiverval-Grignon,
Franga). Os mutantes foram inoculados em placas de petri contendo meio sélido
BDA e, apés 7 dias de crescimento, foram inoculados em 40 frascos roux com 150

mL de meio liquido BD (Batata-Dextrose) (Himedia®) para cada mutante e
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mantidos em estufa com controle de iluminac&o (foto periodo de 12 h) e controle
de temperatura (22 °C). Ap6s o crescimento por 17 dias, os micélios foram
filtrados a vacuo, e as fases aquosas foram extraidas por quatro vezes cada com
acetato de etila. O solvente foi eliminado em evaporador rotatério e os extratos
resultantes foram pesados e armazenados.

O extrato resultante da cepa mutante Abcaba? (1,100 g) foi
submetido a coluna cromatografica classica utilizando hexano, acetato de etila e
metanol em gradiente de polaridade, sendo retirado um total de 80 fracdes. As
fracbes 60 a 70 (109 mg) foram reunidas e foi submetida a uma nova coluna
cromatografica com gradiente de hexano-acetato de etila. Desta nova coluna, as
fragbes 35 a 39 (17 mg) foram reunidas e a fragéo resultante foi injetada em HPLC
semipreparativo (coluna LiChroCart® de fase normal) em fase isocratica (hexano-
acetato de etila 40%) com um fluxo de 3 mL/min. O intermediario bcaba1-3-7
(110) (tr= 33 min) (1,92 mg) se mostrou puro e foi submetido a analise por RMN de
1D e 2D para elucidagao estrutural.

O extrato resultante da cepa mutante Abcaba2 (990,90 mg) foi
submetido a fracionamento em coluna cromatografica usando como eluente
hexano, acetato de etila e metanol em gradiente de polaridade. Desta coluna
foram obtidas as fragbes em hexano-acetato de etila 20% (8,29 mg), hexano-
acetato de etila 40% (71,58 mg), hexano-acetato de etila 60 % (247 mg), hexano-
acetato de etila 80 % (104 mg), acetato de etila-metanol 10% (167 mg), acetato de
etila-metanol 40 % (133 mg) e metanol 100% (228 mg). Todas as fra¢des foram
analisadas por RMN de 'H para verificar a presenca de intermediarios de ABA. A
fracdo resultante da eluicdo em acetato de etila-metanol 10% se mostrou
promissora e foi novamente submetida a coluna cromatografica com fase
isocratica (hexano-acetato de etila 60%), sendo isolado bcaba2-4 (111) (6,76 mg).

O extrato do mutante Abcaba3 (2,02 g) foi submetido a
fracionamento em coluna cromatografica usando como eluente hexano, acetato de
etila e metanol em gradiente de polaridade. Desta coluna foram obtidas as fragcdes
em hexano-acetato de etila 20% (18 mg), hexano-acetato de etila 60% (806,84

mg), hexano-acetato de etila 90% (368,67 mg), acetato de etila-metanol 40% (451



78

mg) e metanol 100% (347 mg). As fracdes obtidas foram submetidas a colunas
cromatograficas e foram analisadas por RMN de 'H. Entretanto, n&o foi possivel
detectar intermediario biossintético de ABA no mutante Abcaba3.

O extrato do mutante Abcaba4 (1,400 g) foi submetido a coluna
cromatografica classica com fase moével gradiente, porém o estudo das fragdes
ndo resultou no isolamento de intermediario biossintético de ABA até o momento.
O trabalho continua sendo desenvolvido pela doutoranda Inmaculada lzquierdo
Bueno, filiada a Universidad de Cadiz.

4.3.Resultados e discussoes

Com o estudo dos metabdlitos secundarios das cepas mutantes
Abcaba1-4 foram isolados dois compostos puros, que posteriormente, foram
classificados como derivados do ABA e possiveis intermediarios biossintéticos. A
partir do estudo cromatografico do extrato resultante da cepa mutante Abcaba1 foi
possivel isolar o composto bcaba1-3-7 (110) e, a partir do estudo do extrato
resultante da cepa mutante Abcaba2, foi possivel o isolamento do composto
bcaba2-4 (111). Com o estudo da cepa mutante Abcaba3 néo foi possivel detectar
derivado de ABA. Da cepa mutante Abcaba4 foram identificados derivados de
ABA em mistura com outros compostos nos extratos, através de RMN de 'H,
porém os compostos ainda ndo foram purificados e elucidados. O estudo do
extrato resultante da cepa mutante Abcaba4 continua sendo realizado pela Ms.
Inmaculada lzquierdo Bueno. Todos os intermediarios isolados (Figura 69, pag.
79) foram elucidados e caracterizados por RMN de 1D e 2D para confirmacéo

estrutural.
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Figura 69 — Estrutura quimica dos intermediarios 110 e 111 isolados das cepas
mutantes Abcaba1 e AbcabaZ2, respectivamente, e do acido abscisico (80).

4.3.1. Elucidagao estrutural do bcaba1-3-7 (110)

O composto bcaba1-3-7 (110), foi isolado por HPLC como um éleo
incolor (1,92 mg). A partir do espectro de RMN de 'H (Figura 70, pag. 80) se
observaram quatro simpletos referentes aos hidrogénios metilicos H-8', H-9’, H-6 e
H-7’, em 6 0,96; 1,05; 1,86 e 1,90 ppm, respectivamente. No espectro observou-se
um dupleto, integrado para dois hidrogénios, em 6 4,30 ppm, referente ao H-1, que
deve ser um CH20H. Também observaram-se os sinais dos hidrogénios olefinicos
H-2, H-4, H-5 e H-3’ encontrados entre & 5,57 a 6,55 ppm. No espectro de RMN
de "3C (Figura 71, pag. 80) foram observados seis sinais de carbonos olefinicos de
C-3, C-2, C-4, C-5, C-3 e C-2” em 0 125,8; 128,2; 128,8; 130,1; 134,8 e 161,9
ppm, respectivamente; um sinal de carbono carbonilico C-4’ em 6 199,2 ppm, e

quatro sinais de carbonos metilicos em 6 20,6; 23,6; 27,3 e 27,9 ppm.
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Figura 70 — Espectro de RMN de 'H do bcaba1-3-7 (110) (500 MHz, CDClz).
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Figura 71 — Espectro de RMN de 3C do bcaba1-3-7 (110) (125 MHz, CDCI3).



81

Com a interpretacédo do mapa de contornos HMBC observaram-se as
correlagdes entre H-2 e C-3, C-4 e C-6; H-5 com C-3, C-4, C-6 e C-1’; e H-1" com
C-4, C-5, C-2’, C-3’ e C-5’; entre outras, reforcando a identificagcdo do composto. A
partir das analises de RMN de 1D e 2D, foi possivel identificar o composto 110
como um intermediario biossintético de ABA. Na Tabela 8 é apresentado a
atribuicdo completa de RMN. Os mapas de contornos COSY, HSQC e HMBC sao
apresentados no anexo (Figuras A17-A19, pag. 156 e 157).

Neste intermediario, comparado com o acido abscisico (80), ndo se
observou a hidroxila na posicdo C-1’, além da posicdo C-1 encontrar-se

hidroxilada, e ndo como um grupo carboxila, como encontrado no composto 80.

Tabela 3 — Dados de RMN de 'H e de '3C e correlagées HMBC para o composto

bcaba1-3-7 (110) (CDCls)

Posicao Oc Ou (J em Hz) HBMC

1 58,4 4,30 (d, J=7,0, 2H) C-2,C-3

2 128,2 5,58 (sobreposto, 1H) C-3,C-4, C-6

3 134,8 - -

4 128,8 5,61 (sobreposto, 1H)

5 130,1 6,53 (d, J= 15,3, 1H) C-3,C-4, C-6, C-1

6 20,6 1,86 (s, 3H) C-2,C-3,C-5

1 56,5 2,61(d,J=9,6, 1H) C-4, C-5,C-2°, C-3, C-5

2 161,9 - -

3 125,8 5,92 (s, 1H) C-1’, C-5

4 199,2 - -

5 47,6 2,11 (d, J= 16,8, 1H) c-1’, C-2, C-4, C-6’, C-8, C-9
2,36 (d, J= 16,8, 1H) c-1’,C-4, C-6, C-8, C-9

6’ 36,4 - -

7 23,6 1,90 (d, J=1,3, 3H) C-2, C-3

8’ 27,3 0,96 (s, 3H) C-1’, C-5, C-6', C-9

9 27,9 1,05 (s, 3H) c-1’, C-5, C-6', C-8
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4.3.2. Elucidagao estrutural do bcaba2-4 (111) de Abcaba2

O composto bcaba2-4 (111) foi isolado por fracionamento em coluna
classica como um éleo incolor (6,76 mg). No espectro de RMN de 'H (Figura 72)
foi possivel identificar quatro simpletos referentes aos hidrogénios metilicos H-8’,
H-9’, H-7’ e H-6 encontrados em & 0,97; 1,06; 1,91 e 2,03 ppm, respectivamente.
Também foi possivel observar que esse composto ndo possui hidrogénio ligado a
carbono carbindlico. Os sinais de RMN de 'H dos hidrogénios olefinicos H-2, H-4,
H-5 e H-3’ foram encontrados entre 6 5,73 a 7,70 ppm. No espectro de RMN de
13C (Figura 73, pag. 83) observaram-se o sinal de carbono carbonilico C-4’ em &
199,3 ppm, os seis sinais dos carbonos olefinicos C-2, C-3, C-4, C-5, C-2' e C-3
em 6 117,0; 152,5; 131,5; 135,4; 161,8 e 126,2 ppm, respectivamente.

s1.70
7.66
-~ 1.06

0.97

T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
1 (ppm)

Figura 72 — Espectro de RMN de 'H do bcaba2-4 (111) (500 MHz, CDCI3).



83

—199.30
—170.86
—161.75

152.51
~135.37
~131.50
—126.21
—117.04
—56.73
—47.83
—36.74

28

27

23

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 g
20200 190 180 170 160 150 140 130 120 %10 ) 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 o
ppm!

Figura 73 — Espectro de RMN de "3C do aba2-4 (111) (125 MHz, CDCl3).

Por meio da analise do mapa de contornos HMBC foram verificados
as correlagbes dos hidrogénios com os carbonos, possibilitando todas as
atribuicdes de RMN de 'H e de "3C para o composto 111 (Tabela 9, pag. 84).

Por meio das atribuicbes de RMN de 1D e 2D foi possivel constatar
que o composto 111 é um intermediario biossintético de ABA. Os mapas de
contornos COSY, HSQC e HMBC para o composto 111 sdo apresentados no
anexo (Figuras A20-A22, pag. 157 e 158).

Com o isolamento do composto 111 na cepa mutante Abcaba2,
pode-se sugerir que o gene bcabaZ2 é responsavel pela hidroxilagdo na posig¢ao 1’
na biossintese de 80.
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Tabela 4 — Dados de RMN de 'H e de '3C e correlagées HMBC para o composto

bcaba2-4 (111) (CDCls)

Posicao Oc Ou (J em Hz) HBMC

1 170,9 -

2 17,0 573 (s, 1H) C-1,C-3,C-4, C-6

3 152,5 -

4 1315  768(d,J=157,1H) C-2,C-3,C-6, C-1’

5 1354 597 (m, 1H)

6 21,6 203, J=12,3H) C-2,C3,C4

1 56,7  2,73(d, J=9,6, 1H) g:g: C-5,C-2,C3', G5, C8. &7,

2 161,8 -

3 126,2 5,94 (d,J=0,5, 1H)

4 199,3 -

5 47,8  2,14(d,J=16,9,1H) C-1,C-3,C-4,C-6,C-8
2,37 (d, J=16,9,1H) C-1,,C-4,C-6", C-9’

6’ 36,7 -

7 238 191(d,J=12,3H) C-1,C-2,C-3

8 27,6 0,97 (s, 3H) c-1,C-5,C-6, C-9

o 28,1 1,06 (s, 3H) c-1,C-5,C-6, C-8

4.3.3. Biossintese de acido abcisico

A partir dos intermediarios isolados dos mutantes empregados foi

possivel propor uma relagao entre os genes estudados na rota biossintética do

acido abscisico (Figura 74, pag. 85). A formacéo do ionilideneetano ocorreria por

meio de uma sesquiterpeno ciclase (STC5) atualmente desconhecida. O gene

bcaba1 atuaria na oxidacao do grupamento alcool da posicdo C-1 para formar o

acido intermediario, enquanto o gene bcabaZ2 atuaria na hidroxilagdo na posicéo

C-1’ para a formagéo do acido abscisico. Os papeis dos genes bcaba3 e bcaba4

nao puderam ser relatados até o momento.
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Figura 74 — Proposta biossintética de ABA (80) a partir dos intermediarios 110 e

111 isolados.
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5. Estudo do mutante Abcbot4

5.1.Introducao

Como mencionado anteriormente, B. cinerea é um fitopatdgeno de
diversas espécies de plantas conhecido como podridédo cinzenta, sendo o segundo
maior patdbgeno do mundo, causando menos danos apenas que o patégeno de
arroz Magnaporthe oryzae (DEAN et al.,, 2012). As despesas no controle de B.
cinerea, no ambito mundial, ultrapassa facilmente o montante de um bilhdo de
euros por ano (DEAN et al., 2012). Como mecanismo de ataque, B. cinerea
produz diversas fitotoxinas para degradar o tecido vegetal. Dessa maneira, o
fungo consegue penetrar o hospedeiro e extrair seus nutrientes. Entre as diversas
toxinas produzidas por essa espécie, o botridial (50) (Figura 75) € o mais
importante e também o que apresenta a maior toxicidade (COLLADO & VIAUD,
2016). Em um estudo realizado pelo grupo do Dr. Isidro Collado (Departamento de
Quimica Organica, Universidad de Cadiz - Espanha), o composto botridial foi
administrado em folhas de Phaseolus vulgaris em diferentes concentragées,
mostrando que botridial apresenta uma elevada toxicidade em solug¢ao a 250 ppm.
Além de toxicidade em concentra¢des de até 100 ppm (Dados n&o publicados).
Desse modo, pbde-se confirmar a grande toxicidade de botridial isolado de B.
cinerea para degradar o tecido vegetal.

OAc
Figura 75 — Estrutura quimica de botridial (50).
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O sequenciamento do genoma de B. cinerea revelou 40 clusters de
genes responsaveis pela biossintese de diversas classes de metabdlitos
secundarios, indicando o potencial desse fungo em produzir muitos metabdlitos
até o momento nao descritos (COLLADO & VIAUD, 2016).

Pesquisas realizadas permitiram identificar um destes 40 clusters,
constituido pelos genes bcbot1-5, responsavel pela biossintese do botridial (50). A
partir do estudo dos mutantes nulos nestes genes foram isolados todos os
intermediarios biossintéticos do botridial (MORAGA et al., 2016). Assim, pode-se
propor a rota biossintética e atribuir as fungbes de cada gene na producao desse
composto (Figura 76, pag. 88) (MORAGA et al., 2016). Nesta proposta, o gene
bebot2 foi atribuido a etapa de ciclizagdo do pirofosfato de farnesila, dando inicio
ao primeiro composto (112) da classe dos botridianos. Na sequéncia, bcbot4 se
mostrou responsavel pela hidroxilagcdo em C-4 do sesquiterpeno; o gene bcbot1 foi
responsavel pela hidroxilagdo em C-15; o gene bcbot3 foi responsavel pela
hidroxilagdo em C-10; e o gene bcbotb foi responsavel pela acetilagdo da hidroxila
em C-4.

A partir desta proposta de biossintese do botridial, a quebra desta
rota pode afetar a producéo de metabdlitos cripticos (metabdlitos secundarios ndo
produzidos em condi¢gdes normais de cultivo) dos mutantes. O que motivou o

estudo dos metabdlitos cripticos produzidos com a anulagao do gene bcbot4.
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2016).
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5.2. Métodos experimentais

5.2.1. Reagentes e materiais cromatograficos

Como descrito no item 4.2.1. (pag. 76)
Meio de cultura agar-malte: D-glicose (20 g/L), malte (20 g/L), peptona (1 g/L) e
agar (20 g/L) em agua destilada.

5.2.2. Equipamentos

Como descrito no item 4.2.2. (pag. 76)

5.2.3. Metodologia

A cepa mutante Abcbot4 (MORAGA et al., 2016) de Botrytis cinerea
foi cultivada em 200 placas de Petri de 15 cm de diametro com 100 mL de meio
soélido agar-malte por 17 dias. Apds o tempo de crescimento, os meios soélidos com
fungo foram transferidos para frascos erlenmeyers e extraido com acetato de etila
(sufiente para cobrir o fungo) por 24 horas. O solvente foi concentrado em
evaporador rotatério e o extrato foi pesado (6,68 g) e armazenado. Com o extrato
foi realizado um fracionamento em coluna de silica usando como eluente hexano,
acetato de etila e metanol. Foram obtidas fragdes com os eluentes hexano 100%
(5,33 mg), hexano-acetato de etila 30% (1,71 g), hexano-acetato de etila 60%
(2,08 g), hexano-acetato de etila 90% (1,25 g), acetato de etila-metanol 30% (1,30
g) e metanol 100% (303,83 mg).

Com a fragao hexano-acetato de etila 30% (1,71 g) foi realizada uma
coluna cromatografica com gradiente de hexano 100% a metanol 100%, sendo
retiradas 102 fracbes. As fracbes A-59-67 (117) (425,32 mg) e A-68-72 (118)
(72,80 mg) foram submetidas a analise de RMN de 'H e '3C para caracterizagéo e
foram identificadas como botcininas. A fragdo A-83-89 (30,62 mg) foi analisada em

RMN de 'H e submetida a outra coluna cromatografica. Desta coluna, a fracdo B-
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20-26 (24,40 mg) ainda impura foi submetida a uma nova coluna cromatografica, e
foi isolado o composto C-8 (119) (4,70 mg) como um sélido branco. Este composto
foi analisado por RMN de 1D e 2D para caracterizacao.

Com a fragcao hexano-acetato de etila 60% (2,08 g) foi realizado um
fracionamento em coluna com gradiente de hexano 100% a metanol 100%, sendo
recolhidas no total 84 fragcdes. Desta coluna, as fragbes D-45-47 (120) (33,65 mg)
e D-56-57 (121) (45,73 mg) foram submetidas a analise de RMN de 'H e de 3C
para caracterizacao e foram identificadas como duas botrilactonas.

Com a fragao hexano-acetato de etila 90% (1,25 g) foi realizada uma
coluna cromatografica com gradiente de hexano 100% a metanol 100%, sendo
retiradas um total de 68 fragbes. A fracdo E-62-63 (467,16 mg) foi fracionada em
nova coluna cromatografica em modo gradiente de hexano-acetato de etila 50% a
metanol 100%, sendo obtidas 71 fragcbes. A fragdo F-58-68 (303 mg) apresentou
compostos majoritarios de interesse em analise de RMN de 'H. Uma nova coluna
cromatografica gradiente de hexano-acetato de etila 80% a metanol 100% com a
fracdo F-58-68 resultou no isolamento dos compostos G-17-19 (122) (6,71 mg) e
G-49-54 (123) (60 mg) que foram analisados por RMN de 1D e 2D para elucidagao
estrutural.

Com o fracionamento cromatografico da fragéo E-54-59 (413 mg) em
modo gradiente de hexano 100% a metanol 100% obtiveram-se cristais insoluveis
em cloroférmio das fracbes H-48 a H-54. O composto H-48-54 (124) (93 mg) foi
submetido a analise de RMN de 1D e 2D, além de uma recristalizagdo em
acetona-metanol 10% para obtengdo de monocristais. Os monocristais foram
enviados para analise de raios-X no laboratorio de cristalografia da Universidad de
Alicante. A fracdo E-64-68 (574,54 mg) foi submetida a uma nova cromatografia
em coluna de fase gradiente de hexano-acetato de etila 40% a metanol 100%. A
fracdo 1-13-14 (80,94 mg) foi cromatografada em CLAE com fase movel isocratica
de hexano-acetato de etila 55%, utilizando uma coluna de fase normal com um
fluxo de 3,5 mL/min, na qual as fracdes J-2 (125) (1,2 mg) e J-8 (126) (6,3 mg),
recolhidas em 32 min e 53 min, respectivamente, foram identificadas como dois

eremofilenos. A fracdo J_7 (43 min, 8,22 mg) foi injetada novamente em CLAE
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analitico com fase médvel isocratica de hexano-acetato de etila 80% e fluxo de 3,5
mL/min e a fragcdo K-5 (127) (0,32 mg) foi identificada como um sesquiterpeno nédo
conhecido, porém, a pouca quantidade de amostra isolada, ndo permitiu as
analises de RMN de 2D, e consequentemente, sua identificacdo. A fracéo 1-4-12
foi submetida a cromatografia em fase moével gradiente, utilizando como fase
moével uma mistura de hexano-acetato de etila 60% até metanol 100%. Dessa
coluna foi obtida a fracdo L-1 (128) (2,68 mg) que foi submetida a analise de RMN
de 1D e 2D para elucidagao estrutural.

Com a fracdao E-41-49 (245 mg) foi realizada uma coluna
cromatografica, da qual a fragdo resultante M-42-47 (105 mg) foi submetida a
outra coluna cromatografica para purificagdo. A fragdo N-20-22 (102 mg) foi
injetada em CLAE semipreparativo em fase isocratica de hexano-acetato de etila
55% com uma coluna de fase normal com fluxo de 3,5 mL/min, sendo que a fragcédo
0-10 (129) (23 mg) recolhida em 53 min foi submetida a analise de RMN 1D e 2D
para elucidacdo estrutural. Com a fragédo E_50-53 foi feito uma cromatografia em
coluna gradiente com hexano-acetato de etila 10% a metanol 100%. Sendo entéo
isolado um composto nomeado P-21-23 (130) (3,27 mg). Esse composto foi
submetido a andlise de RMN de 'H e de '3C para elucidagdo, sendo entdo
identificado como uma botcinina. Para os compostos isolados 119, 124 e 129, que
nao sao descritos na literatura, foram adicionados os dados de infravermelho (1V)

e espectro de massas de alta resolugdo (EMAR) abaixo.

7a-hidroxicameroonan-14,5-dioico 7,14-lactona (119). Sélido branco; P.F. 114 °C;
[a]o?® -28,97 (c 0,58 em CHCIz); IV em filme) vmax 2959, 1811, 1699 cm™'; EMAR
(ESI):  m/z 221,1541 [M-CO2+H]* (calculado para Ci4H2102 [M-CO2+H]*":
221,1542).

Presilfiperfolan-83,10B,14-triol (124). Soélido branco; P.F. 162 °C; [a]p?° -1,02 (c
10,5 em CH3OH); IV (filme): vmax 3293, 2948, 2874, 1455, 1047 cm™'; EMAR (ESI):
m/z 219,1744 [M-2H20+H]* (calculado para C1sH230 [M-2H20+H]*: 219,1749.
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Cameroonan-7a,10B, 14-triol (129). Oleo incolor; [a]o? -6,47 (¢ 9,15 em CHCI3); IV
(filme) vmax 3364, 2957, 2870, 1731, 1455, 1043, 756 cm'; EMAR (ESI): m/z
219,1748 [M-2H20+H]* (calculado para C15H230 [M-2H20+H]*: 219,1749.

5.3.Resultados e discussoes

Com o estudo quimico do mutante nulo Abcbot4 foi possivel o
isolamento de diversos metabdlitos secundarios, sendo que alguns desses
compostos sao cripticos quando B. cinerea nao apresenta nenhum gene
silenciado e alguns desses compostos sdo inéditos até o momento. Dentre os
compostos isolados conhecidos tém-se trés botcininas (117, 118 e 130), duas
botrilactonas (120 e 121), um policetideo (123) e dois sesquiterpenos erimofilenos
(125 e 126) (Figura 80). Entre os compostos inéditos foram isolados trés
sesquiterpenos (119, 124 e 129) e um policetideo aromatico (128) (Figura 77).
Dentre os sesquiterpenos inéditos isolados, um pertence a classe dos botridianos
(124) e os outros dois a classe dos cameroonano (119 e 129) (Figura 78, pag. 93).

OH
HO

1N
4 ) "
3! n / ~
0 n, O 11y

117 R=Ac,n=5
118 R=Ac,n=3
130 R=H,n=3

1] jast
vl
b2

—_
(=]

121

HO////,,

126

Figura 77 — Metabdlitos secundarios isolados da cepa mutante Abcbot4, que
foram isolados anteriormente de B. cinerea (MASSAROLI et al., 2013; TANI et al.,
2015; PINEDO et al., 2016).
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129

128

Figura 78 — Metabdlitos secundarios inéditos, isolados do mutante nulo Abcbot4.

Com a perda da hidroxila em C-8 do esqueleto dos botridianos, pode
ocorrer O rearranjo mostrado na Figura 79 levando aos sesquiterpenos
cameroonano (COATES et al., 1996).

Figura 79 - Rearranjo estrutural de sesquiterpeno botridiano para um
cameroonano (COATES et al., 1996).

5.3.1. Identificagao das botcininas B (117) A (118) e E (130)

Dentre os metabdlitos isolados de B. cinerea, as botcininas se

destacam por serem também toxinas utilizadas pelo fungo como estratégia para
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degradar o tecido vegetal e, assim, atacar seus hospedeiros. Além disto, o fungo &
capaz de produzir esses compostos em grandes quantidades e com diferentes
estruturas (TANI et al., 2006, MASSAROLI et al., 2013). Do mutante estudado, 6,4
% do extrato correspondem a botcinina B (117), o que comprova a grande
producgéo de botcininas por B. cinerea. Botcinina A (118) (72,80 mg) e botcinina B
(117) (425,32 mg) apresentam espectros de RMN de 'H (Figuras 80 e Figura 82,
pag. 95) extremamente similares, ambos apresentando trés dupletos referentes ao
C2-CHs, C6-CHs e C8-CHs, que na botcinina A (118) sao observados entre 6 1,03
a 1,09 ppm e na botcinina B (117) de 6 1,00 a 1,06 ppm. Também ¢é possivel
identificar os sinais dos hidrogénios olefinicos H-2’ e H-3’ em & 6,05 e 7,00 ppm
(118), € 6 6,02 € 6,97 ppm (117), respectivamente.

Os espectros de RMN de '3C (Figuras 81, pag. 95 e Figura 83, pag.
96) das botcininas A e B, sao semelhantes, ressalvando que no composto 118 a
cadeia alifatica lateral possui dois carbonos a menos, resultado da jung&o de uma

unidade a menos de acetil-CoA na biossintese do policetideo.
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Figura 80 — Espectro de RMN de 'H da botcinina A (118) (CDClz em 400 MHz).



95

¥8'81T —

€6'1ST —

°LS9T —
80°04T ~
wwelr—

OAc

LIl

st

|

o

180 1'70 1250 1'50 1110 1'30 1'20 1'10 fll(é%m) ’:;0
Figura 81 — Espectro de RMN de '3C da botcinina A (118) (CDCIz em 100 MHz).

T
190

€8'0
00T
€07
8.@
177
€51
5T
80°C
ﬂ.NW
17

Pre—

€9°€~
8L€—

[Th—
Lry—
€S~
L5
009~

€097

569~
66'9~

HO'€
Feos

HT'C

€T
A

0T
FO'T

HO'T
0T

=0T

HO'T

T

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 “ (Sp;gm) 4.5 4.0 35 3.0 25
Figura 82 — Espectro de RMN de 'H da botcinina B (117) (CDClsz em 400 MHz).

10.0



—173.13

~169.82

—165.57
152.20
118.34

»
3
—

I

)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm)

Figura 83 — Espectro de RMN de '3C da botcinina B (117) (CDClz em 100 MHz).

O composto 130, isolado como um 6leo de coloragdo amarelada
(3,27 mg), apresentou o espectro de RMN de 'H (Figura 84, pag. 97) similar aos
espectros de RMN de 'H das duas botcininas anteriormente relatadas. Porém com
uma pequena mudancga nos deslocamentos dos grupamentos metilicos em H-2, H-
6 e H-8; encontrados em & 1,05, 1,11 e 1,27 ppm, respectivamente. Entretanto, a
diferenga mais relevante entre os espectros de RMN de 'H do composto 130,
quando comparado aos espectros das botcininas A e B, é a auséncia do simpleto
em 0 2,11 ppm, que € encontrado no espectro da botcinina A (118), sendo esse
sinal referente ao CH3 do grupo acetila. No espectro de RMN de '3C (Figura 85,
pag, 97) se observou que o composto possui 20 carbonos, sendo dois carboxilicos
em 0 174,0 e 165,8 ppm; dois olefinicos em & 151,8 e 119,1 ppm e seis
carbinélicos em 6 68,4; 71,1; 74,0; 76,2; 76,3 e 78,4 ppm. Comparando os dados
de RMN de '3C com a literatura (TANI et al., 2006) verificou-se que o composto
isolado se trata da botcinina E, que corresponde, a botcinina A sem o grupo
acetila. Na Tabela 10 (pag. 98) encontram-se os dados de RMN de '3C para os

compostos 117, 118 e 130, bem como a comparagdo com os dados da literatura.
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Tabela 5 — Dados de RMN de '3C das botcininas A (118), B (117) e C (130)

98

s 6c (ppm)

Posigao 118 118" 17 M7 130 130"
1 173.2 173.8 173 1 173.2 174.0 174.0
2 37,2 37.3 36,7 37.3 38,4 38,4
2-CHs 10,1 10,2 9,8 10,2 10,3 10,3
3 74.2 74.2 74.0 743 74.0 74.0
4 75,1 75.2 74.9 75,2 76,3 ;
4-CH; 11,8 11,9 11,5 11,9 11,0 11,0
5 78,4 78,5 77.9 78.6 78.4 78.4
6 35,3 35,4 34,9 35,4 35,6 35,6
6-CHs 13,6 13,7 13,2 13,7 13,7 13,7
7 76,0 76,0 757 76.1 76.2 76.2
8 68,4 68,4 68,0 68,4 68,4 68,4
8-CHs 18,1 18,2 17.8 18,2 18,2 18,2
1 165,7 165,9 165,6 165,7 165,8 165,8
2 118.9 119,0 118.3 1191 119 1 119 1
3 151.9 151,8 152,2 151.8 1518 1518
& 70,9 71.1 70,3 71,1 71,1 71,1
5 36,2 36,3 36,2 36,7 36,4 36,4
6 27.3 27.3 24.8 252 27.4 27.4
7 224 225 28.7 29,1 225 225
8 13,9 13,9 31.3 31,7 13,9 13,9
o - ] 22.1 225 ] ]
10 ; ] 13,7 14,0 ] ]
CHsCO 20,5 20,6 20.1 20,6 ] ]
CH5CO 170,1 170,1 169,8 170,1 ] ]

* MASSAROLI et al., 2013; ** TANI et al., 2006

5.3.2. Identificacao da botrilactona (120) e 6-hidroxibotrilactona (121)

Os compostos 120 (33,65 mg) e 121 (45,73 mg) foram isolados como

6leos de coloragdo amarelada. O espectro de RMN de 'H do composto 120

(Figura 86, pag. 99) apresentou sinais em 6 3,26 e 3,39 ppm, referente aos

hidrogénios H-3 e H-7, os quais estdo ligados a carbonos carbindlicos. Também

se observou um sinal em & 2,68 ppm, integrando para um hidrogénio, referente a

H-2, e cinco sinais em 6 1,04, 1,13, 1,15, 1,42 e 1,50 ppm, cada um deles

integrando para 3 hidrogénios. Esses cinco sinais observados correspondem aos

hidrogénios metilicos C6-CHs, C4-CHs, C8-CHs, C2-CHs, H-10, respectivamente.
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Figura 86 — Espectro de RMN de "H da botrilactona (120) (CDCl3 em 400 MHz).

O espectro de RMN de '3C (Figura 87, pag. 100) apresentou,
quatorze sinais de carbonos. Entre eles ha aquele sinal em 6 171,1 ppm, referente
a carbonila C-1 da lactona; o sinal em & 104,1 ppm, referente ao C-9, duplamente
oxigenado; e os sinais em 6 81,7, 80,4, 76,1 e 71,2 ppm, referentes aos carbonos
oxigenados C-3, C-8, C-7 e C-4, respectivamente. Apds as comparagdes entre os
dados de RMN de '3C obtidos para o composto 120 com aqueles disponiveis na
literatura (MASSAROLI et al., 2013), péde-se identificar o composto 120 como a

botrilactona.
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Figura 87 — Espectro de RMN de '3C da botrilactona (120) (CDCls em 100 MHz).

No espectro de RMN de 'H (Figura 88, pag. 101) do composto 121,
foi observado um sinal em & 3,31 ppm, referente ao hidrogénio H-3, o qual esta
ligado a um carbono carbindlico. Também foi identificado um sinal em & 2,73 ppm,
pertencente ao hidrogénio H-2. Ambos os sinais ndo apresentaram grande
variagdo ao serem comparados com a botrilactona 120. No entanto, o
desaparecimento do sinal em & 3,26 ppm encontrado para o composto 120 indica
que o composto 121 ndo possui uma hidroxilagdo na posi¢céo 7. Outra variagéo
observada nos espectros foi o sinal em & 1,14 ppm no composto 120 referente ao
grupo metila C6-CHs, que no composto 120 é um dupleto. Observa-se que, no
composto 121, o sinal referente a este grupo (C6-CHs) aparece como um simpleto,

mostrando que C-6 € um carbono n&o hidrogenado.
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Figura 88 — Espectro de RMN de 'H da 6-hidroxibotrilactona (121) (CDCIl3 em 400
MHz).

No espectro de RMN de 3C (Figura 89, pag. 102) do composto 121
podem-se observar o sinal em & 171,1 ppm, referente a carbonila da lactona,
como também trés sinais em 6 81,6, 72,8 e 70,4 ppm, referentes aos carbonos
carbinélicos C-3, C-4 e C-6, respectivamente. O sinal do carbono C-8 encontrou-
se sobreposto com o do CDCIls, ndo sendo possivel mensura-lo. Apdés as
comparagbes entre os dados de RMN de '3C obtidos para o composto 121 e
aqueles da literatura (MORAGA et al., 2016), pdde-se identificar o composto 121
como a 6-hidroxibotrilactona. Na Tabela 11 (pag. 102) podem-se observar os
dados de RMN de "3C para os compostos 120 e 121, e também a comparagdo

com os dados da literatura.
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Figura 89 — Espectro de RMN de '3C da 6-hidroxibotrilactona (121) (CDCl3 em ?
100 MHz).

Tabela 6 — Dados de RMN de '3C da botrilactona (120) e 6-hidroxibotrilactona
(121) comparadas com a literatura (MASSAROLI et al., 2013; MORAGA et al.,
2016)

. 6c (ppm)

Posigao 120 120 121 121%
1 1711 171,3 1711 1711
2 34,6 34,6 34,4 34,4
2-CHj 18,6 18,7 18,6 18,6
3 81,7 81,7 81,6 81,6
4 71,2 71,2 72,8 72,8
4-CHs 26,1 26,1 27,5 27,5
5 40,9 40,9 45,1 45,0
6 30,4 30,4 70,4 70,3
6-CHs 17 4 17 4 28,2 28,2
7 76,1 76,1 43,1 431
8 80,4 80,4 Sobreposto 76,5

com CDCl;
8-CHs 17,2 17,2 26,4 26,4
9 104,1 104,1 104,4 1044
10 214 21,4 22.0 22.1

* MASSAROLI et al., 2013; ** MORAGA et al., 2016
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5.3.3. Elucidagcao dos sesquiterpenos eremofilenos 4-epieremofil-9-
ene-1a,2a,11-triol (125) e 4-epieremofil-9-en-2a,83,11-triol (126)

Os compostos 125 (1,2 mg) e 126 (6,3 mg) foram isolados como
oleos incolores. O espectro de RMN de 'H (Figura 90) do composto 125
apresentou um sinal em & 5,96 ppm pertencente ao hidrogénio olefinico H-9; dois
sinais em 0 3,77 e 4,20 ppm, referentes aos hidrogénios ligados a carbonos
carbindlicos, H-2 e H-1, respectivamente; e, também, apresentou os sinais em &
0,97, 1,17, 1,18 e 1,32 ppm, referentes aos grupos metilas C-15, C-12, C-13 e C-
14, respectivamente. Comparando os dados de RMN de 'H com os dados e
espectros encontrados na literatura (PINEDO et al., 2016), verificou-se que o
composto isolado (125) é o (+)-4-epieremofil-9-ene-1a,2a,11-triol, isolado

anteriormente do mesmo fungo pelo mesmo grupo de trabalho.
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Figura 90 — Espectro de RMN de 'H (+)-4-epieremofil-9-ene-1a,2a,11-triol (125)
(CDCl3z em 400 MHz).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 91) do composto 126 apresentou
um sinal em & 5,50 ppm, pertencente ao hidrogénio olefinico H-9; dois sinais em &
3,80 e 4,25 ppm referentes aos hidrogénios ligados a carbonos carbinélicos - H-2
e H-8, respectivamente, e, também, apresentou os sinais em 6 1,04, 1,15, 1,20 e
1,29 ppm referentes aos grupamentos metilicos C-15, C-12, C-13 e C-14,
respectivamente. O espectro de RMN de '°C (Figura 92, pag. 105) apresentou
sinais de carbonos olefinicos C-9 e C-10 em & 128,7 e 138,4 ppm,
respectivamente, e, sinais de carbonos carbindlicos C-2, C-8 e C-11 em 6 67,1,
69,4 e 75,4 ppm, respectivamente. Os sinais dos carbonos metilicos C-12, C-13,
C-14 e C-15 foram observados em 6 30,1, 23,7, 30,4 e 18,6 ppm. Apds as
comparagbes entre os dados de RMN de '3C obtidos para o composto 126 e
dados da literatura (PINEDO et al., 2016), péde-se identificar o composto 126
como o 4-epieremofil-9-en-2a,88,11-triol. Na Tabela 12 (pag. 105) podem-se
observar os dados de RMN de '3C para os compostos 126 e comparagio com 0s
dados da literatura.
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Figura 91 — Espectro de RMN de 'H do 4-epieremofil-9-en-2a,8(3,11-triol (126)
(CDCl3z em 400 MHz).
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Figura 92 — Espectro de RMN de *C do 4-epieremofil-9-en-2a,88,11-triol (126)
(CDCls em 100 MHz).

Tabela 7 — Dados de RMN de '3C do eremofileno 126 comparado com a literatura
(PINEDO et al., 2016)

s Sc (ppm)

Posigao 126 126* 125*
1 41,0 40,9 772
2 67,1 67,1 68,1
3 39.4 39,4 34.0
4 41,0 40,9 41,6
5 38,0 38,0 37.7
6 37,2 37,2 39.4
7 48,9 48,9 43,2
8 69,4 69,3 26,3
9 128.7 128.7 129.9
10 138,4 138,4 139,8
11 75.4 75,3 75,5
12 30,1 30,1 27.0
13 23,7 23,6 27,2
14 30,4 30,4 32,7
15 18,6 18,6 17,9

* PINEDO et al., 2016
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5.3.4. Elucidagao dos policetideos monémero (123) e 4,5-di-hidroxi-2-

metil-6-fenilexan-3-ona (128)

O composto 123 foi isolado como um sélido branco soluvel em
metanol. No espectro de RMN de 'H (Figura 93) observaram-se sinais na regido
entre 6 7,14 e 7,31 ppm referentes aos hidrogénios H-8, H-9, H-10, H-11 e H-12,
todos de anel aromatico. Também observaram-se um dupleto duplo em & 4,19
ppm (J = 9,6 e 3,6 Hz), pertencente ao hidrogénio H-5, um multipleto centrado em
0 3,03 ppm referente aos dois hidrogénios em H-6, um hepteto em & 2,07 ppm
referentes a H-1’ e dois dupletos em 6 0,93 (J = 6,8 Hz) e 1,12 ppm (J = 6,8 Hz),

referentes aos hidrogénicos metilicos H-3' e H-2’, respectivamente.
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Figura 93 — Espectro de RMN de 'H do mondémero (123) (CD30OD em 500 MHz).

No espectro de RMN de 3C (Figura 94, pag. 107) foi observado um
sinal em 6 213,3 ppm, referente ao carbono ceténico C-4, um sinal em 6 176,3

ppm, referente ao carbono do grupo carboxila C-1; quatro sinais de carbonos
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aromaticos em 6 139,8, 130,4, 129,4 e 127,5 ppm, referentes aos carbonos C-7,
C-8/C-12, C-9/C-11 e C-10, respectivamente. Apds analise completa dos
espectros de RMN de 1D e 2D (Figuras A23-A25, pag. 159 e 160) foi possivel
atribuir todos os deslocamentos quimicos dos atomos de C e H do composto 123
(Tabela 13, pag. 108), e identificar o composto 123 como um composto
anteriormente isolado por Javier Barua pelo mesmo grupo de pesquisa e, até o

momento n&o publicado, que foi nomeado de monémero.
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Figura 94 — Espectro de RMN de '"H do monémero (123) (CD3OD em 125 MHz).

O composto 128 (2,68 mg) foi isolado como um sélido branco. No
espectro de RMN de 'H (Figura 95, pag. 108) foram observados sinais de
hidrogénios aromaticos em 6 7,17, 7,21 e 7,29 ppm, referentes aos hidrogénios H-
3/H-5, H-4 e H-2/H-6, respectivamente. Também observaram-se dois sinais em &
4,41 e 3,98 ppm, referentes aos hidrogénios H-9 e H-8, ambos ligados a carbonos
carbindlicos. Os dois dupletos referentes aos dois grupos metilas H-12 e H-13

foram observados em 6 1,03 e 1,12 ppm.
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Tabela 8 — Dados de RMN de 'H e de 3C e correlagées HMBC para o policetideo

123 (CDsOD)

Posigao Oc Ou (J em Hz) HMBC
1 176,3 - -
2 100,8 - -
3 81,0 - -
4 213,3 - -
5 80,6 4,19 (dd, J=9,6 € 3,6, 1H) C-4, C-6, C-7
6 40,4 3,03 (m, 2H) C-4,C-5,C-7,C-8
7 139,8 - -
8,12 130,4 7,23 (m, 2H) C-6, C-9, C-10, C-11
9, 11 129,4 7,23 (m, 2H) C-8, C-12
10 127,5 7,23 (m, 1H) C-8, C-9, C-11, C-12
1 30,9 2,05 (hept, J = 6,8, 1H) C-2,C-3,C-4, C-2, C-3
2 17,9 1,12 (d, J = 6,8, 3H) C-1’, C-3
3 16,7 0,93 (d, J=6,8, 3H) c-1’,C-2
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|

C

3.05\ F_
3057 {’

e ¥ pi

mn — o (o)) ~

o N S o SO

o~ ™M — — — ™
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 95 — Espectro de RMN de 'H 4,5-di-hidroxi-2-metil-6-fenilexan-3-ona (128)

(CDCls em 400 MHz).
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No espectro de RMN de '3C (Figura 96) foi observado um sinal em &
214,9 ppm, referente ao carbono cetdénico C-10; quatro sinais de carbonos
aromaticos em 6 137,2, 129,5, 128,7 e 126,6 ppm, referentes aos carbonos C-1,
C-3/C-5, C-2/C-6 e C-4, respectivamente; dois sinais de carbonos carbindlicos em
6 77,6 e 74,0 ppm, referentes aos carbonos C-9 e C-8, respectivamente e dois
sinais de carbonos metilicos em 6 19,4 e 17,1 ppm, referentes aos carbonos C-12
e C-13. A partir das atribuicbes dos dados de RMN de 'H e '3C, como também o
mapa de contornos HMBC (Tabela 14, pag. 110), foi possivel a identificagdo do
composto 128 como o policetideo 4,5-di-hidroxi-2-metil-6-fenilexan-3-ona. Os
mapas de correlagdes COSY, HSQC e NOESY para o composto 128 sao
observados nas Figuras A26-A28, pag. 160 e 161.

—214.91
_137.23
/ 129.47
/128.73
~ 126.83
_77.55
—74.01
- 39.04
N 37.84
_19.40
~ 17.08

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 o
20 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 c %10 ) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 Kel
1 (ppm

Figura 96 — Espectro de RMN de 'C do 4,5-di-hidroxi-2-metil-6-fenilexan-3-ona
(128) (CDCl3 em 100 MHz).
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Tabela 9 — Dados de RMN de 'H e 3C e correlagdes observadas no HMBC para o
policetideo 4,5-di-hidroxi-2-metil-6-fenilexan-3-ona (128) (CDCIs)

Posigcao &c On (J em Hz) HMBC
1 137,2 - -
2,6 128,7 7,29 (m, 1H) C-1,C-2,6
3,5 129,5 7,17 (m, 1H) C-3,5,C-4,C-7
4 126,8 7,21 (m, 1H)
7 39,0 2,76 (m, 2H) C-1, C-3,5,C-8, C-9
8 74,0 3,98 (m, 1H)
9 77,6 4,41 (t, J=5,4, 1H) C-7,C-8,C-10
10 214,9 - -
11 37,8 2,89 (sept, J=6,7, 1H) C-10, C-12,C-13
12 19,4 1,12 (d, J=6,7, 1H) Cc-10, C-11,C-13
13 17,1 1,03 (d, J=6,7, 1H) C-10, C-11,C-12

5.3.5. Elucidagdao dos sesquiterpenos inéditos do acido 7a-
hidroxicameroonan-14,15-dioico 7,14-lactona (119),
presilfiperfolan-8a,1083,14-triol (124), e cameroonan-7a,108,14-triol
(129)

O composto 119 foi obtido como um sdélido incolor (4,70 mg). No
espectro de RMN de "H (Figura 97, pag. 111) se observou um sinal de hidrogénio
ligado a um carbono carbindlico em 6 4,27 ppm, referente a H-7. O sinal em 6 3,01
ppm, foi atribuido a H-1, este hidrogénio esta mais afastado que o TMS. Também
observaram-se em 6 1,07 e 1,40 ppm os hidrogénios metilicos pertencentes ao H-
12 e H-13, respectivamente. No espectro de RMN de '3C (Figura 98, pag. 111)
foram observados sinais em & 180,6, 175,7 e 93,6 ppm, indicando trés carbonos
ligados a heteroatomos em C-15, C-14 e C-7, respectivamente. Os sinais em &
180,6 e 175,8 correspondem a duas carbonilas em C-15 e C-14, respectivamente,
sendo 0 primeiro um grupo acido e o segundo uma lactona. O sinal em & 93,6

ppm, pertencente a C-7, trata-se de um carbono carbindlico.
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Figura 97 — Espectro de RMN de 'H do acido 7a-hidroxicameroonan-14,15-dioico
7,14-lactona (119) (CDCls em 500 MHz).
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Figura 98 — Espectro de RMN de '3C do acido 7a-hidroxicameroonan-14,15-dioico
7,14-lactona (119) (CDCls em 125 MHz).

A partir das analises dos espectros de RMN de 1D e 2D (Figuras
A29-A31, pag 162-163) foi possivel atribuir o deslocamento quimico de todos os
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carbonos e hidrogénios do composto 119. No mapa de contornos NOESY se
observaram correlagdes do hidrogénio em 6 1,40 (H-13) com os sinais em 1,37 (H-
5B), 4,27 (H-78) e 1,07 (H-12) e entre os sinais em & 2,52 (H-98) e 2,04 (H-10p8)
(Figura 99, pag. 113). Por meio da atribuicdo completa dos dados de RMN (Tabela
15), o composto isolado (119) foi identificado como acido 7a-hidroxicameroonan-
14,15-dioico 7,14-lactona.

Tabela 10 — Dados de RMN de 'H e de '3C e correlagées HMBC para o acido 7a-
hidroxicameroonan-14,15-dioico 7,14-lactona (119) (CDCls)

Posicéo On (J em Hz) Oc NOESY HMBC
1y 301(d,J=67e83, 507 C2,C-4,C-7,C8,C9,
1H) C-11, C-15
,  1.52(m, 1H) . C-1,C-3, C-9
2,14 (sobreposto) -
3¢ 1,90 (m, 1H) C-2, C-4, C-5, C-12
_ 42,6
3p ]ﬁ)“ (dd, J=12,7e67 C-1,C-2, C-4, C-8, C-12
4 - 54,8 ]
5a  2.28(d, J= 144, 1H) C-3, C-4, C-6, C-8, C-14
_ 45,1 C-3, C-4, C-6, C-12, C-
586 137(d,J=144, 1H) H-12, H-13 Sy
6 - 62,3 -
78 C-4, C-5, C-8, C-11, C-
427 (s, TH) 93,6 H-13 o
8 - 65,3 ]
2,52 (td, J=6,7 € 8,3, H-108 C-1, C-2, C-8, C-10, C-
B 1h 51,7 11, C-15
10a 2,14 (sobreposto) -
33,0 1 C-8.C-9 C-11. C-
108 2,04 (m, 1H) C1’08'C159’C11’C
g 144(dd,J=132e64, C-1, C-4, C-7, C-8, C-9,
1H) 31,1 C-10
118 1,80 (m, 1H) C-4, C-7, C-8, C-9, C-10
12 1,07 (s, 3H) 254 36, H-5B, C-3, C-4, C-5, C-8
H-118
13 140 (3H, s) 180  H-58,H-78  C-5,C-6, C-7, C-14
14 - 175,8 -

15 - 180,6 -
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Figura 99 — Estrutura quimica do composto 119 e algumas de suas correlacées

NOESY.

O composto 124 foi obtido como um sdélido incolor (93 mg). No
espectro de RMN de 'H (Figura 100) observaram-se sinais em & 3,39 (CH2) e 3,28

(CH), os quais foram atribuidos a H-14 e H-10q, respectivamente, os quais s&o

hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos. Também foram observados os sinais

em 0 1,39, 1,21 e 1,02 ppm, referentes aos trés grupos metila H-12, H-13 e H-15,

respectivamente.
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Figura 100 — Espectro de RMN de 'H do presilfiperfolan-8a,1083,14-triol (124)

(CD30D em 500 MHz).
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No espectro de RMN de '3C (Figura 101) foram observados sinais de
carbonos oxigenados em & 95,5, 76,5 e 72,7 ppm, pertencentes a C-8, C-10 e C-
14, respectivamente, sendo que o carbono C-8 com & 95,5 € mais desblindado
que os outros carbonos por se tratar de um carbono nao hidrogenado. Também
foram observados os sinais de carbonos metilico C-12, C-13 e C-15 em & 29,2,
23,0 e 18,2 ppm.

mmmmmmmmmmmm

—95.49
—76.46
—72.71

l | l

T T T T T T T T T 1
90 80 70 60 50 40 30 20 10 1 O

T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100
f1 (ppm)

Figura 101 — Espectro de RMN de '3C do presilfiperfolan-8a,10,14-triol (124)
(CD30D em 125 MHz).

No mapa de contornos NOESY (Figura A35, pag 165) observaram-se
correlagdes entre os sinais 6 1,02 (H-15a), 1,48 (H-1a) e 3,28 (H-10a) e entre os
sinais 6 3,39 (H-14), 2,07 (H-5a) e 1,91 (H-7a), possibilitanto a atribuicdo da
estereoquimica do composto isolado e, consequentemente, a identificacdo dele
como presilphiperfolan-8a,106,14-triol (124). Na Tabela 16 (pag. 115) estdo
sumariadas as atribuicdes completas dos dados de RMN de 'H, de °C e
correlacdes HMBC e NOESY para o composto 124. O composto isolado, foi
recristalizado e os cristais obtidos foram submetidos a analise por cristalografia de

raios-X. Na Figura 102 (pag. 116) pode-se verificar a representacdo em
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perspectiva ORTEP para o composto 124, o qual confirma a estereoquimica

proposta por andlise de RMN de 1D e 2D. Os mapas de correlagdes COSY,

HSQC e HMBC para o composto 124 sdo apresentados nas Figuras A32-A34,
pag. 163 e 164.

Tabela 11 — Dados de RMN de 'H e de 'C e correlagbes HMBC para o
presilfiperfolan-8a,10,14-triol (124) (CD3OD).

Posicao ou (Hz) oc NOESY HMBC

la 148 (m, 1H) 45,1 C2,C9, C-10, C-11, C-15
2a 1,97 (m, 1H) H-28, H-3a C-1,C-3,C-9

28 239 (m, 1H) A0 Bea B c1,09,c4,08,C9
3¢ 1,97 (m, 1H) aq3 H-20 H3B C1,C3

38 1.18 (m, 1H) : C-4, C8, C-12

4 58,1 - i

. %3)7 (d, J=12,1, M5 He14 C-3,C4, €6, C12.C-13, -
sp  106(dJ=121, 437 .54 H-12,H-  C-4, C-6,C-7, C-8, C-12, C-

B 1H) 13 13

6 - 546 - i

C-4, C-6, C-8, C-10, C-11,

7a 1,91 (m, 1H) 46,1 H-11a, H-14 A

8 - 95,5 - i

98 1,46 (m, 1H) 478

3,28 (ddd, J = 10,7,

100 o2 534 1) 76,5 H-7a, H-15 C-7,C-9, C-11, C-15
1 1.87 (m, 1H) C-7,C-8, C-10

115 1i-6|)4(q’J=11’9’ 371 142, Ha3 C-6, C-7, C-8, C-10
12 139 (s, 3H) 29,2 H-13 C-3,C-4, C-5, C-8
13 121 (s 3H) 230 H-12 C-5, C-6, C-7, C-14
14 339 (m, 2H) 72,7 H-5¢,H-7a C-5,C-6, C-7, C-13
15 1.02(d,J=57,3H) 182 H-1¢ H-10a C-1, C-9, C-10,
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Figura 102 — Representagcdo em perspectiva ORTEP da estrutura obtida por
cristalografia de raios-X para o presilfiperfolan-8a,108,14-triol (124).

O composto 129 foi isolado como um o6leo incolor (23 mg). O
espectro de RMN de 'H (Figura 103, pag. 117) observaram-se sinais em & 3,89,
3,82, 3,72 e 3,22 ppm, que foram atribuidos aos hidrogénios oxigenados H-78, H-
14b, H-10a e H-14a, respectivamente. Também foram observados sinais em &
1,00, 1,20 e 1,05 ppm, referentes aos trés grupos metilas em H-12, H-13 e H-15,
respectivamente. O espectro de RMN de '3C (Figura 104, pag. 117) observaram-
se sinais em 6 91,5, 77,5 e 69,6 ppm, indicando trés carbonos carbindlicos em C-
7, C-10 e C-14, respectivamente. O sinal em ¢ 62,8 ppm foi caracterizado como o
carbono central quaternario em C-8. Os sinais dos carbonos metilicos C-12, C-13
e C-15 foram observados em &6 25,0, 27,4 e 16,4 ppm, respectivamente. No
espectro de DEPT 135 (Figura 105, pag. 118) observaram-se que o carbono
oxigenado C-14 é um grupo metileno, enquanto C-7 e C-10 sdo grupos metinicos.
Por meio do mapa de contornos HMBC (Figura A38, pag. 166) e das atribuicbes
de RMN de 'H e '3C pdde-se propor que o composto &€ um sesquiterpeno

cameroonano.
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Figura 103 — Espectro de RMN de 'H do cameroonan-7a,10,14-triol (129) (CDCls

em 500 MHz).
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Figura 104 — Espectro de RMN de '*C do cameroonan-7a,108,14-triol (129)
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Figura 105 — Subespectro DEPT 135 do composto 129 ().

No mapa de contornos NOESY (Figura 106, pag. 119) observaram-
se as correlagdes entre o sinal 6 3,89 (H-78) com 1,20 (H-13) e 1,00 (H-12) ppm;
como também, correlagdes entre 6 3,72 (H-10a) com 1,05 (H-15) ppm e correlagcao
entre 6 3,82 (H-14) com 2,17 (H-1a) ppm, dando suporte a elucidagédo do
composto 129 como sendo o cameroonan-7a,10p,14-triol. Na tabela 17 (pag. 120)
podem-se observar os dados de RMN de "H, 3C e correlagbes HMBC e NOESY.
Os mapas de correlagbes COSY e HSQC para o composto 129 sdo apresentados
nas Figuras A36-A37, pag. 165 e 166.
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Figura 106 — Secao expandida do mapa de contornos NOESY do cameroonan-
7a,108,14-triol (129) (CDCls em 500 MHz).
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Tabela 12 — Dados de RMN de 'H e de '3C e correlagdes observadas no HMBC
para o cameroonan-7a,108,14-triol (129) (CDCIs)

Posicao On (Hz) Oc NOESY HMBC
la 217 (tJ=9,0,1H) 47,9 H-14, H-15 C-2,C-4,C-7,C-8,C-9,C-
11, C-15
1,34 (m, 1H) C-4, C-8, C-9
2 28,6
1,80 (m, 1H) C-1,C-3, C-9
3 1,49 (m, 2H) 38.9 C-2, C-4, C-12
4 i 48,5 ; i
C-3, C-4, C-6, C-7, C-8, C-
1,27 (m, 1H) 12, C-13, C-14
° 47.5 C-3, C-4, C-6, C-7, C-12, C
1,40 (m, 1H) G406, 07, 012,
6 i 42,4 ] i
78 3,89 (m, 1H) 915  H11 Haz, M3 O COC8 ST G4
8 i 62,8 ] i
98 122 (m, 1H) 50,0
100 3,72 (m, 1H) 775 e B C-9, C-15
11 1,65 (m, 1H) e H-10a C-4, C-7, C-8, C-10
11 1,73 (m, 1H) ! H-78, H-10a C-1,C-7,C-8, C-9
12 1,00 (s, 3H) 250  H-98 H-11, H-3 C-1,C-3, C-8
13 120 (s, 3H) 27,4 H-78, H-14 C-5,C-6, C-7, C-14
142 322(d, J=109, 1H) H-5, H-14b C-5, C-6, C-7, C-13
69,6  H-1 H-5. H-2 H-
14b  3.82(d, =109, 1H) H-1, o ! 2, H C-5, C-6, C-7, C-13
15 1,05(d, J=65,3H) 164 H-1a, H-10a C-1, C-9, C-10

5.3.6. Compostos nao identificados (122 e 127)

O composto 122 foi isolado como um 6éleo de coloragdo amarelada.

Por meio dos espectros de RMN de 'H (Figura 107, pag. 121) e de '3C (Figura

108, pag. 121), verificaram-se que esse composto, que provavelmente pertence a

classe dos sesquiterpenos (por possuir 15 carbonos em seu esqueleto), nao foi

isolado anteriormente pelo grupo de pesquisas “Disefio Biosintetico de Fungicidas”

e, até o momento, esse composto nao foi elucidado.
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Figura 107 — Espectro de RMN de 'H do composto 122 (CDCI3 em 500 MHz).
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Figura 108 — Espectro de RMN de '3C do composto 122 (CDClz at 125 MHz).

O composto 127 foi isolado como um 6leo incolor e o espectro de

RMN de 'H (Figura 109, pag. 122) apresentou trés sinais de hidrogénios metilicos,
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além de sinais que correspondem a hidrogénios metilénicos e metinicos,
sugerindo que o composto pertence a classe dos sesquiterpenos. Entretanto,
devido a pequena quantidade isolada (0,3 mg) n&o foi possivel realizar a analise

de RMN de "3C e, consequentemente, sua identificacao.
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Figura 109 — Espectro de RMN de 'H do composto 127 (CDCIz em 500 MHz)
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6. Conclusoes

Esse trabalho possibilitou observar a capacidade de
biotransformag&o do acido traquilobanico por seis espécies fungicas, sendo que
quatro dessas espécies ndo apresentaram potencial para modificar esse
composto. O fungo M. plumbeus foi capaz de biotransformar o acido
traquilobénico em dois compostos, o acido 7(-hidroxitraquiloban-19-oico e o
traquiloban-19-oato de B-D-glicopiranosila, este ultimo até entdo ndo relatado na
literatura. J& o fungo S. racemosum foi capaz de biotransformar o &cido
traquilobanico em trés compostos, o acido 17-hidroxitraquiloban-19-oico, o acido
16a,17-di-hidroxicaur-11(12)en-19-oico e o acido sincefaloico, os dois ultimos
também nunca antes relatados. Ambos os produtos de biotransformacéo,
avaliados quanto a atividade inibidora da AChE, apresentaram atividades de
inibicdo maior que 50 %, com melhor resultado para o traquiloban-19-oato de B-D-
glicopiranosila com 92,89 % de inibicdo a 10 mg/mL, e com ICso = 1,17 mg/mL.

No estudo das cepas mutantes Abcaba? a Abcaba4 foram isolados
dois intermediarios biossintéticos do acido abscisico. O 1-hidroxiabscisico, isolado
de Abcabal e o 1’-H-abscisico, isolado de Abcaba2. A partir dos intermediarios
isolados, verificou-se que o gene bcabal atua na oxidagdo de uma hidroxila a
acido carboxilico, enquanto o gene bcaba2 atua na hidroxilagdo de um carbono
nao reativo, na ultima etapa da biossintese do acido abscisico. O papel dos genes
bcaba3 e bcaba4 nao pbéde ser determinado até o momento.

Por meio do estudo de metabdlitos secundarios da cepa mutante
Abcbot4 do fungo B. cinerea, obtiveram-se diferentes compostos conhecidos e
que ja foram isolados de B. cinerea em diferentes condigbes de cultivos, foram
eles: botcinina A, B e E, botrilactona, 6-hidroxibotrilactona, mondémero, 4-
epieremofil-9-ene-1a,2a,11-triol e  4-epieremofil-9-ene-2a,86,11-triol.  Esses
compostos pertencentes a classe das botcininas, botrilactonas e eremofinenos.
Além disso, esse estudo possibilitou o isolamento de compostos inéditos, como
um  sesquiterpeno  botridiano  (presilfiperfolan-8a,108,14-triol) e  dois

sesquiterpenos cameroonanos (acido 7a-hidroxicameroonan-14,15-dioico 7,14-
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lactona e cameroonano-7a,108,14-triol). Nesse trabalho foi relatada, pela primeira
vez, a producdo de sesquiterpenos cameroonanos pelo fungo B. cinerea. A
producao desses sesquitepenos provavelmente foi induzida devido ao acumulo de
intermediario botridiano na rota de biossintese do botridial, levando a rearranjos

para a classe dos cameroonanos.
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Figura A1 — Espectro no IV do composto do 7B-hidroxitraquiloban-19-oico (95).
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Figura A2 — Mapa de contornos HMBC do 78-hidroxitraquiloban-19-oico (95) (400
MHz, piridina- ds).
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Figura A4 - Mapa de contornos COSY do traquiloban-19-oato de B-D-
glicopiranosila (96) (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A7 — Espectro no IV do acido 17-hidroxitraquiloban-19-oico (97).
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CDCla).
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Figura A18 — Mapa de contornos HSQC do 1-hidroxiabscisico (110) (500 MHz,
CDCls).
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Figura A19 — Mapa de contornos HMBC do 1-hidroxiabscisico (110) (500 MHz,
CDCls).
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— Mapa de contornos HSQC do 1’-H-abscisico (111) (500 MHz,
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Figura A22 — Mapa de contornos HMBC do 1’-H-abscisico (111) (500 MHz,

CDCls).
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Figura A23 — Mapa de contornos COSY do mondmero (123) (500 MHz, CDsOD).
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Figura A24 — Mapa de contornos HSQC do monémero (123) (500 MHz, CD30OD).
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Figura A25 — Mapa de contornos HMBC do mondémero (123) (500 MHz, CDsOD).
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Figura A26 — Mapa de contornos COSY do 4,5-di-hidroxi-2-metil-6-fenilhexan-3-
ona (128) (400 MHz, CDsOD).
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Figura A27 — Mapa de contornos HSQC do 4,5-di-hidroxi-2-metil-6-fenilhexan-3-
ona (128) (400 MHz, CDs0OD).
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Figura A28 — Mapa de contornos HMBC do 4,5-di-hidroxi-2-metil-6-fenilhexan-3-
ona (128) (400 MHz, CDsOD).
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Figura A29 — Mapa de contornos COSY do 14-hidroxicarbonilcameroonan-7a,15-
diol (119) (500 MHz, CDCls).
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Figura A30 — Mapa de contornos HSQC do 14-hidroxicarbonilcameroonan-7a,15-
diol (119) (500 MHz, CDClIs).



H
S WCOH

min

|

- - —_ -

r10
20
30
r40
50
60
r70
80
90
100
110
r120
130
140
150
160
ri70
180
190

L s e e B A e e e B e e e
48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02
2 (ppm)

o

f1 (ppm)

163

Figura A31 — Mapa de contornos HMBC do 14-hidroxicarbonilcameroonan-7a,15-

diol (119) (500 MHz, CDCls).
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Figura A32 — Mapa de contornos COSY do presilphiperfolan-83,10,14-triol (124)

(CD3OD em 500 MHz).
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Figura A33 — Mapa de contornos HSQC do presilphiperfolan-88,10,14-triol (124)
(CDsOD em 500 MHz).
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Figura A34 — Mapa de contornos HMBC do presilphiperfolan-8,10,14-triol (124)
(CDsOD em 500 MHz).
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Figura A35 - Mapa de contornos NOESY do presilphiperfolan-83,10,14-triol
(124) (CD3sOD em 500 MHz).
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Figura A36 — Mapa de contornos COSY do cameroonan-7a,108,14-triol (129)
(CDClIs em 500 MHz).
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Figura A37 — Mapa de contornos HSQC do cameroonan-7a,10,14-triol (129)
(CDClIs em 500 MHz).
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Figura A38 — Mapa de contornos HMBC do cameroonan-7a,108,14-triol (129)
(CDClIs em 500 MHz)
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