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RESUMO

Doencas negligenciadas necessitam urgentemente da substituicdo ou
complementagao dos atuais tratamentos. Antimoniais pentavalentes, por exemplo,
sao quimioterapias extremamente tdxicas utilizadas para as leishmanioses.
O objetivo deste trabalho foi produzir, extrair, isolar e caracterizar um composto
ativo com acao leishmanicida descrita contra formas promastigotas in vitro.
O composto, produzido por bioprocesso fungico em biorreator de 10 L teve
rendimento de 2,6 mg/g biomassa seca e foi isolado por cristalizagdo apos
extragdo com solvente organico (diclorometano). A molécula foi analisada por
diversos métodos quimicos, espectrométricos e espectroscopicos (RMN 1D,
RMN 2D, infravermelho, UV). O composto foi identificado como Pycnidione /
Eupenifeldin (estereoisomeros). A elucidacao estrutural, iniciada a partir de
fracionamento bioguiado, s6 foi possivel apdés completo assinalamento de
deslocamentos quimicos e correlagdes bidimensionais homonucleares e
heteronucleares. Este € o primeiro relato de atividade leishmanicida para este
composto. O extrato inibiu 46% do crescimento de Leishmania sp. na
concentragao de 100 pg/mL e, quando purificado, apresentou 100% de inibigao na
concentragao de 10 ug/mL. A atividade € superior ao medicamento referéncia
usado como controle (Glucantime@'). A concentracdo de inibicdo [Cs foi
determinada por regressao sigmoidal com atividade de 0,72 pM contra
Leishmania (L.) amazonensis, 0,66 uM contra L. (L.) infantum e 0,58 pM contra
L. (V.) braziliensis, agentes etiolégicos das principais manifestacdes clinicas de
leishmaniose. O fungo, um isolado inicialmente desconhecido, foi identificado
como um ascomiceto do género Phaeosphaeria sp. através de sequenciamento
de DNA da regido ITS e comparacao filogenética. Esta identificacdo estava de
acordo com fungos produtores desta classe de composto ativo, que € incomum e
raro, pertencente a classe das bistropolonas pentaciclicas. A obtengcdo de
moléculas isoladas de produtos naturais representam uma potencial fonte para
desenvolvimento de um novo farmaco. A elucidacao estrutural do composto ativo,
portanto, € ponto chave para produgdo em larga escala por bioprocessos e
prosseguimento de pesquisas futuras com reprodutibilidade.



ABSTRACT

Neglected diseases are in urgent need for replacement or completion of current
treatments. Pentavalent antimonials, for example, are highly toxic chemotherapies
used against leishmaniosis. The objective of this study was to produce, extract,
isolate and characterize an active compound with described leishmanicidal activity
against in vitro promastigotes. The compound, produced by fungal bioprocess in a
10 L bioreactor, yielded 2.6 mg / g dry biomass. It was isolated by crystallization
after extraction with organic solvent (dichloromethane). The molecule was
analyzed by various chemical, spectrometric and spectroscopic methods (1D
NMR, 2D NMR, IR, UV). The compound was identified as Pycnidione /
Eupenifeldin (stereoisomers). The structural elucidation, started from bioassay
guided fractionation, was only possible after full assignment of chemical shifts and
two-dimensional homonuclear and heteronuclear correlations. This is the first
report of leishmanicidal activity for this compound. The extract inhibited 46% of
Leishmania growth at a concentration of 100 pg / mL, and when purified, showed
100% inhibition at a concentration of 10 pg / mL. The activity is higher than the
reference product used as control (Glucantime®). The inhibitory concentration ICsg
was determined by sigmoidal regression as 0.72 yM against Leishmania (L.)
amazonensis, 0.66 pM against L. (L.) infantum and 0.58 pM against
L. (V.) braziliensis; etiologic agents of the main clinical manifestations of
leishmaniasis. The fungus, an initially unknown isolate, was identified as an
ascomycete of the genus Phaeosphaeria sp. through DNA sequencing of the ITS
region and phylogenetic alignment. This identification was consistent with
producing fungi of this active compound class, which is unusual and rare,
belonging to the class of pentaciclic bistropolones. Molecules from natural product
represent a potential source of novel drugs and leading compounds. The structural
elucidation of the active compound, therefore, is a key-point to large-scale
production of bio-processes and further reproducible research.



Introducéao 24

1 INTRODUGAO

As leishmanioses s@o doengas parasitarias que interferem no sistema imune
de humanos e em alguns outros mamiferos. Elas sdo endémicas no Brasil, onde ha
grande numero de casos, e em mais 97 paises. Manifesta-se sob a forma
tegumentar, causando lesdes cutaneas e/ou mucosas e sob a forma visceral,
quando compromete o funcionamento dos 6rgdos. A forma tegumentar, devido as
lesdes desfigurantes ocasionadas, gera grande impacto social. A forma visceral é
mais grave e, se nao tratada, leva a obito.

Os farmacos de primeira escolha atualmente utilizados para o tratamento
das leishmanioses consistem em antimoniais, pois sao os mais eficazes. Contudo, o
longo esquema terapéutico necessario acarreta em graves quadros de toxicidade
colateral. Além disto, requer acompanhamento médico continuado até que haja
confirmagéo de cura. Alguns farmacos de segunda escolha ja estdo mundialmente
disponiveis. Sao utilizados em casos que os antimoniais sao ineficientes ou contra-
indicados e, as vezes, em combinacgao.

Lamentavelmente, todas as atuais opgoes de tratamento apresentam efeitos
colaterais graves e muitas necessitam de administragdo parenteral. Como efeito
agravante, todas apresentam eficacia variavel. Muitos séao os fatores que influenciam
sobre a severidade da doencga e intervém sobre a resposta das agoes terapéuticas.
A possibilidade de selegdo de cepas resistentes € um viés constante, ja relatada
para antimoniais no subcontinente indiano e experimentalmente (in vitro e in vivo)
para todas as quimioterapias de segunda escolha.

Em vista aos problemas enfrentados pelas atuais quimioterapias, a busca,
idenficacdo e desenvolvimento de novas substancias bioativas contra leishmanioses
é urgente (DAVIS et al., 2004; PINK et al., 2005; ROCHA et al., 2005; TEMPONE et
al., 2008; ALVAR et al., 2012; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; GOTO; LAULETTA
LINDOSO, 2012; GIAROLLA; FERREIRA, 2015; SANGSHETTI et al., 2015;
SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Segundo Machado-Silva (2015), ha também a
necessidade de se encontrar novas formas de financiamento para incentivar

parcerias de desenvolvimento de inovagbes em produto.
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2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi extrair, purificar, caracterizar e elucidar
a estrutura quimica do composto bioativo com agao leishmanicida, obtido a partir de
biomassa fungica produzida por fermentagao liquida.

Os objetivos especificos foram:

a) Identificar, utilizando técnicas de biologia molecular, o género do fungo
produtor da molécula ativa;

b) Produzir biomassa do fungo por fermentagao liquida em biorreator;

c) Submeter a extragdes organicas o caldo do cultivo e a biomassa
fungica liofilizada;

d) Testar e avaliar a atividade leishmanicida dos extratos contra
Leishmania amazonensis, L. braziliensis e L. infantum;

e) Fracionar os extratos ativos e testa-los, visando determinar a fragao
ativa;

f) Determinar a concentragao dose resposta das fracoes com atividade;

g) Isolar e identificar a estrutura quimica da molécula com atividade
leishmanicida;

h) Propor uma técnica analitica de quantificagdo da biomolécula para que
possa ser aplicada em otimizagao de bioprocessos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas, nao-contagiosas,
de transmisséo vetorial, causadas por protozoarios do género Leishmania Ross
1903. Estao distribuidas atualmente em 98 paises ao redor de todo mundo (HOTEZ
et al., 2014) e afetam principalmente os cidaddaos de baixa renda (FIGURA 1).
Segundo a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2015), aproximadamente
310-350 milhdes de pessoas estdo em risco de adquirir a doenca, a qual tem

incidéncia de dois milhndes de novos casos anuais.

FIGURA 1 - POPULAGAO MUNDIAL ATINGIDA
FONTES: WHO; WHO/C.BLACK; WHO; WHO/C.BLACK

Em todo o mundo, as leishmanioses tém prevaléncia estimada em
14 milhdes de casos e sao registrados, em média, 59 mil ébitos por ano (WHO,
2010, 2015). Acredita-se que o numero de casos € subnotificado porque muitos
casos ocorrem em regides pobres do mundo ou permanecem subclinicos (ARRAES
et al., 2008) (ANTINORI; SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012).

As leishmanioses sao elencadas entre as doencgas negligenciadas segundo
a OMS (WHO, 2010, 2015). Sao endemias em franca expansdo geografica,
problematicas sobretudo em paises em desenvolvimento (SANGSHETTI et al,
2015). Em decorréncia da morbidade, afastamento para tratamento, lesdes
desfigurantes, destrutivas e incapacitantes, pode-se considerar as leishmanioses
uma das piores mazelas do mundo (GILEAD SCIENCES, 2013). A doenga gera um
gigantesco impacto psicolégico, social e econdmico, especialmente para os mais
carentes de assisténcia (MENEZES et al., 2015).
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Considerando um indice que mede a perda de anos saudaveis pela
populagdo, ndo € de surpreender que as leishmanioses apresentem o maior valor
entre as Doengas Tropicais Negligenciadas. Em 2010, o indice DALY (Disability
Adjusted Life Year) de leishmanioses foi subtotalizado em 3,32 milhdes de anos de
vida (MURRAY et al.,, 2012). A maior parte foi contabilizada por anos de vida
perdidos devido a mortalidade prematura (HOTEZ et al., 2014). Mesmo assim, este
indice mede apenas a perda de saude direta e ndao considera os efeitos lesivos
sobre o desenvolvimento de um cidadao infectado, e sobre os impactos econémicos
gerados (ALVAR et al., 2012). Entre doengas parasitarias, apenas o niumero de

mortes por malaria supera os casos registrados para leishmanioses (WHO, 2015).

TABELA 1 - DOENGAS NEGLIGENCIADAS, SEUS RESPECTIVOS AGENTES
ETIOLOGICOS E IMPACTO MEDIDO POR INDICE “DALY" (MEDE A PERDA
DE ANOS SAUDAVEIS PELA POPULAGAO)

Doenca Agente etiolégico Inc!io? RALY
(milhoes de anos)

Leishmanioses Leishmania spp. 3,32
Esquistossomoses Schistosoma spp. 3,31
Ancilostomiases Ancylostoma spp. e Necator 3,23
Filariose linfatica Wuchereria 2,78
Zgzzgtﬁﬁseﬁaie Classe Trematoda 1,88

Raiva Familia Rhabdoviridae 1,46
Ascaridiase Ascaris 1,32
Tripanossomiases Trypanosoma spp. 1,11

Dengue Flavivirus 0,83
Tricuriase Trichuris 0,64
Cisticercose Taenia solium 0,50
Oncocercose Onchocerca 0,49
Tracoma Clamydia trachomatis 0,33
Equinococose Echinococcus 0,14

Febre amarela Flavivirus <0,001

FONTE: ADAPTADO DE HOTEZ et al. (2014)
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O abalo financeiro, associado a franca expansdao que comega a atingir
alguns centros mais ricos, parecem ter motivado algumas agdes cooperativas de
ambito mundial no combate de leishmanioses. Nos ultimos dez anos houve alguns
avancgos cientificos significativos que foram incluidos no tratamento, diagndstico e
prevengao de leishmanioses (MALLA, 2012). Todavia, apenas em 2007 foi aprovada
a resolucdo 60.13 pela Assembleia da OMS, com objetivo de conter as epidemias.
Entretanto, mortalidade e morbidade continuam com tendéncia crescente
principalmente em locais onde sao baixos os indices de notificagdo de casos e de
investimento em infraestrutura para diagnoéstico e atendimento de pacientes
(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). A situagdo se complica, pois os atuais
tratamentos s&o intensivos e muitas vezes requerem hospitalizagao (ALVAR et al.,
2008; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; ELMAHALLAWY; AGIL, 2015).

Segundo a OMS, pode-se distinguir onze tipos de manifestacoes clinicas de
leishmanioses, que variam de acordo com caracteristicas epidemiolégicas (WHO,
2010). Podem ser qualificadas, de acordo com a espécie de agente etiologico
envolvido em cada regido, em leishmanioses do Velho Mundo (Europa, Africa e
Asia) e do Novo Mundo (Américas). Entretanto, pode-se resumir em duas formas

principais:

e [eishmaniose tegumentar (3.1.1);

¢ [eishmaniose visceral (3.1.2)
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3.1.1 Leishmaniose tegumentar

A manifestagao cutanea, denominada leishmaniose cutanea ou tegumentar,
caracteriza-se pela formagao de lesdo em areas expostas da pele. Apresenta um
amplo espectro clinico. Os sintomas, que variam desde lesao localizada até lesdes
deformantes, podem manifestar-se em pessoas de qualquer idade. Os
desdobramentos dependem da resposta imunolégica do paciente ao parasitismo
(HARTLEY et al., 2014).

A leishmaniose cutanea (LC), que tem como lesdo classica uma pequena
pustula, papula ou ndédulo, até a formagdo ulcerosa (FIGURA 2) (PESSOA;
MARTINS, 1988). Leva pelo menos uma semana até progredir completamente. A
ulcera, que lembra o formato de uma “cratera de vulcao”, possui bordas elevadas e
infiltradas, com induragao circundante variavel, ndo pruriginosa e de fundo granuloso
(ULIANA, 2012). Pode chegar a cinco centimetros de diametro. Costuma ser indolor
e precedida pela formacdo e queda de uma crosta central. Noédulos satélite na borda
da lesdo sao comuns, assim como o surgimento de lesdes secundarias (RIDLEY,
1987).

A lesdo de leishmaniose cutanea se desenvolve principalmente préximo ao
local da picada (ver Ciclo Bioldgico, 3.1.5) mas nao é regra, podendo se desenvolver
em qualquer lugar do corpo (NEVES, 1991). As lesbes surgem ap0ds o periodo de
incubacao incerto, variavel entre dois a trés meses em média (ULIANA, 2012).
Enventualmente, o periodo pode ser breve (duas semanas) ou tardar até dois anos
(MASMOUDI et al., 2013).

Ao invés da ulcera, a lesdao pode assumir diversas apresentagées. Podem
ter aspecto de lesOes papular, polipoides, nodulares, verrucoides e impetigoides
(ULIANA, 2012). Ha também o risco de se contrair infecgdes bacterianas
secundarias, que dificultam cicatrizagao da leséo e provocam formagao de secregao
purulenta, com edema, rubor e calor locais (ULIANA, 2012). A maioria das lesdes
cicatrizam espontaneamente num longo processo gradual (WHO, 2010). Geralmente
deixam cicatrizes disformes ou com pigmentagdo alterada (COHEN et al., 2015).
Sem o devido tratamento, algumas lesées tendem a cura espontanea em processos
que podem demorar meses ou anos, contudo também podem permanecer ativas por
varios anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010a). A forma localizada pode
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acompanhar-se de linfadenopatia, que é um processo patolégico que afeta os
linfonodos (REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR, 2007).

E possivel que em alguns casos o curso das leishmanioses se transforme
em manifestagdes cronicas, complicando o ftratamento (GOTO; LAULETTA
LINDOSO, 2012). Nestes casos as les6es normalmente ndao sdo autolimitadas.
Apresentam-se como formas severas de leishmaniose tegumentar, como a
leishmaniose mucocutanea, a leishmaniose difusa e a leishmaniose disseminada
(DESJEUX, 1996).

A leishmaniose mucocutanea (LMC), também denominada espundia nos
paises andinos, provoca lesées destrutivas das mucosas e cartilagens, desfigurando
a face (RIDLEY, 1987). A caracteristica marcante € a produgdo de metastase do
revestimento da boca e trato respiratorio superior por disseminagdo hematogénica
ou linfatica (WHO, 2010). A ferida primaria tem as mesmas caracteristicas da LC,
mas ao mesmo tempo, ou meses depois, surgem metasteses nas mucosas oral
(GEMAQUE et al., 2014) e da nasofaringe que destroem a cartilagem do nariz e do
palato provocando deformagbes graves (AMATO et al., 2009). Pode haver
enfartamento de cadeia linfonodal, com seu comprometimento (OLIVEIRA GUERRA
et al., 2011). A progressao da doenca pode levar entre um a vinte anos o
aparecimento total dos sintomas (ANTINORI et al., 2008). Eventualmente leva o
paciente a obito (AMATO et al., 2008).

Outra forma severa de manifestagao ¢ a leishmaniose disseminada (LD),
que nao cura espontaneamente (WHO, 2010). O paciente apresenta multiplas
lesbes ulceradas espalhadas por todo o corpo, distantes do local da picada, que
surgem de repente e podem vir acompanhadas de febre, calafrios e mal-estar
(TURETZ et al., 2002). As lesGes geralmente sdo pequenas e respondem bem ao
tratamento (MENEZES et al., 2015).

Na leishmaniose cutaneodifusa (LCD), forma rara, o paciente apresenta
nodulos espalhados pelo corpo, sobretudo ao redor da face e na superficie externa
dos bracos e pernas (BARRAL et al, 1995). Ocorre geralmente em pacientes
anérgicos (com deficiéncia na resposta imune celular), o que leva a dificuldades de
tratamento (MASMOUDI et al., 2013). Segundo as primeiras descrigdes por Silva
(1958), a principal caracteristica € a presenca de lesdes queloidianas na pele e
lesGes no tecido Osseo das extremidades (maos e pés).
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3.1.2 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV), considerada a forma mais grave, atinge
figado, bago, medula e epitélio intestinal (MARINHO et al., 2015). Uma doenca
sistémica que quando ndo tratada evolui para 6bito em mais de 90% dos casos
(HABIF, 2012).

O diagndstico € complicado no inicio, pois 0os pacientes nao apresentam
sintomas especificos, mas geralmente um quadro de astenia e febre insidiosa, que
surgem aos poucos e vagarosamente (CHAPPUIS et al, 2007). No decorrer,
verifica-se perda de peso e aparecimento de hepatoesplenomegalia proeminente
(aumento do bago e do figado), que persistem por meses. Pode haver hemorragia
ou infarto subcapsular espontaneo (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Anemia,
trombocitopenia e neutropenia sdo geralmente observados, refletindo a supressao
da medula 6ssea e o comprometimento esplénico (BADARO et al., 1986) e a
hipergamaglobulinemia € comum (GRECH et al., 2000).

Sepse por bactérias € um dos prognosticos comuns para Obito de pacientes
com LV (ENDRIS et al.,, 2014). Sangramentos podem ocorrer, podendo incluir
epistaxe (hemorragia nasal), sangramento gengival e petéquias (pequenos pontos
vermelhos no corpo, na pele ou mucosas, causado por pequenas hemorragias)
(CFSPH, 2009). Disfungao hepatica, ictericia e ascite que podem ocorrer em
estagios avancados. (HERWALDT, 1999).

O periodo de incubagdo da LV é bastante variavel, tanto para o homem
como para o cao. No homem varia de 10 dias a 24 meses; mas em média de dois a
seis meses. A co-infecgdo com HIV aumenta drasticamente o risco de progresséao de
infeccdo por LV que esta assintomatica. Da mesma forma, a LV acelera a
progressao da condigdo de imunodeficiéncia promovida pelo virus (ALVAR et al,,
2008). Na LV canina, o periodo de incubagdo no cdo varia de trés meses a varios
anos, com média de trés a sete meses (MINISTERIO DA SAUDE, 2010b) (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2012). A infecgao assintomatica por Leishmania (Leishmania)
infantum Nicolle, 1908 por exemplo, € consideravelmente mais prevalente que a
doenga clinica (BANETH et al., 2008).
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FIGURA 2 - ILUSTRACAO DE LESOES CARACTERISTICAS DE (1) LC; (2) LCD; (3) LMC

E (4) CRIANGA COM HEPATOESPLENOMEGALIA, LV
FONTE: OLLIARO et al. (2013); (MINISTERIO DA SAUDE, 2006A); WHO
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3.1.3 Distribuicao geografica

As leishmanioses prevalecem em areas tropicais e subtropicais, mas a
mobilidade humana a torna um problema médico também em areas nao-endémicas
(GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012).

A transmissao endémica ocorre em 98 paises, especialmente nas Américas,
onde ocorre sua expansao. Mais de 90% dos casos de leishmaniose tegumentar
ocorrem no Brasil, Peru, Siria, Afeganistdao, Arabia Saudita e Ira, como localizado na
FIGURA 3 (ALVAR et al., 2012). O mesmo ocorre com a LV, em que seis paises
respondem por pelo menos nove a cada dez casos: Brasil, india, Bangladesh,
Sudao, Sudao do Sul e Etiopia (ROHOUSOVA et al., 2015) (FIGURA 4) (ALVAR et
al., 2012; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).

As duas principais formas da doenga atingem fortemente o Brasil, que
registra casos em todas as Regides, como pode ser verificado nos mapas de
distribuicao geografica de leishmaniose cutanea (FIGURA 5) e visceral (FIGURA 6).
A LCD afeta especialmente a regido amazonica (SILVEIRA, 2009).

No Brasil, a taxa média de incidéncia anual da LV € de cerca de 2 casos por
100.000 habitantes, com presencga registrada em 26 das 27 Unidades da Federagao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006b). J4 a LTA contou com 554.475 casos notificados,
entre 1988 e 2007, e uma média anual de 27.723 casos autoctones, sendo a
incidéncia média de 17,3 casos por 100.000 habitantes (ALVAR et al., 2012).

Medidas adotadas ndo foram capazes de controlar a expansao geografica
das areas de transmissdo de LV no Brasil (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO,
2006). Estao sendo registrados novos casos em metropoles e cidades de grande
porte (HARHAY et al., 2011). Houve o aumento da incidéncia de casos de
leishmaniose visceral para areas urbanas de médio e grande porte, com varios
registros recentes, tais como Pedregulho (SP) (ABREU et al., 2015), Formiga (MG)
(MENEZES, J. A. et al., 2015), Divinépolis (MG) (NASCIMENTO et al., 2013); Belo
Horizonte (MG) (ARAUJO et al., 2013), Campo Grande (MS) (CUNHA et al., 2014),
Teresina (Pl) (DRUMOND; COSTA, 2011), extremo Oeste de Santa Catarina
(MAZIERO et al., 2014) e Foz do Iguagu (PR) (DIAS et al., 2013).
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FIGURA 5—- NUMERO DE CASOS DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO
BRASIL (1990 A 2013) E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE NUMERO DE
CASOS NO BRASIL (2007)
FONTE: ADAPTADO DE WHO (2012), ALVAR et al. (2012)
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FIGURA 6 — NUMERO DE CASOS DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL (1990 A

2013) E DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA DE NUMERO DE CASOS ANUAL NO
BRASIL (2007)
FONTE: ADAPTADO DE WHO (2012), ALVAR et al. (2012)



Revisao Bibliografica 36

3.1.4 O parasito

Leishmania é o agente etiolégico das leishmanioses. Este protozoario foi
descrito pela primeira vez no final do século XIX, independentemente, por
Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, Wright, Lindenberg e Vianna (WHO,
2010). O termo genérico foi cunhado por Ronald Ross (1903).

Protozoarios do género Leishmania pertencem a Ordem Kinetoplastida
Hinigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976; e a Familia Trypanosomatidae Doflein,
1901, emend. Grobben, 1905.

Caracterizam-se por possuir flagelo e cinetoplasto. O flagelo, Unico, esta
inserido na bolsa flagelar, uma invaginagdo da membrana plasmatica (SILVA, M. S.
DA et al., 2013). Anteriormente ao cinetossoma do flagelo fica o cinetoplasto, uma
mitocondria Unica e ramificada que contém grande conteido DNA mitocondrial
(kDNA) (SIMPSON, 1973, 1986; SHAPIRO; ENGLUND, 1995). Se estende por todo
o corpo celular em uma densa rede de milhares de minicirculos e dezenas de
maxicirculos (PASSOS-SILVA et al., 2010).

O parasito possui ciclo de vida digenético (heteroxeno), isto €, possui dois
estagios de multiplicacdo e alterna seu desenvolvimento entre pelo menos dois tipos
de hospedeiro: vertebrado e invertebrado (BATES, 2008). Multiplica-se por divisao
binaria e se diferencia entre duas formas morfolégicas de acordo com o
microambiente em que se encontra, alterando metabolismo, fisiologia e formato
(LAINSON; SHAW, 1987). Dentro do tubo digestivo do inseto vetor, encontra-se na
forma promastigota (FIGURA 7 — A) e, parasitando as células de mamiferos, sob a
forma amastigota (FIGURA 7 — B) (KILLICK-KENDRICK, 1990).

FIGURA 7 - FORMAS PROMASTIGOTA (A) E FORMA AMASTIGOTA (B) DE LEISHMANIA
FONTE: O AUTOR (A); CREATIVE COMMONS (B)
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A forma promastigota possui um flagelo situado em uma das extremidades.
O tamanho do flagelo é proporcional ao tamanho da célula, a qual possui formato
alongado, conferindo-lhe mobilidade na busca de fontes de energia. A
movimentagao constante do flagelo depende da respiracao e de sua associagao as
mitocondrias. Esta forma, além de ser encontrada in vivo no trato digestivo do inseto
vetor, também pode ser cultivada in vitro em meios de cultura bifasicos (NICOLE et
al., 1903).

A forma amastigota possui formato ovalado ou esférico, com cinetoplasto
proximo ao nucleo, geralmente em forma de bastdo. O flagelo possui tamanho
reduzido e fica internalizado, garantindo pouco ou nenhum movimento, mas que
pode participar de processos importantes na organizagao celular ou percepgéao
sensorial desta fase (GLUENZ; GINGER; MCKEAN, 2010). Essas formas sao
encontradas dentro de células do hospedeiro ou associadas a fragmentos de
membrana celular das mesmas apds apoptose celular (CHANG et al., 2003).
Repetidamente, a propria multiplicagdo de amastigotas dentro dos vacuolos
parasitéforos induz o processo apoptético (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998).

Apesar de as distingdes morfolégicas serem praticamente imperceptiveis, a
variagdo de caracteristicas entre espécies de Leishmania € enorme. Infectividade,
preferéncia celular e/ou tecidual, metabolismo e constituicdo celular s&o
caracteristicas que variam conforme o estagio de desenvolvimento e habitat em que
a espécie se encontra. Algumas diferengas podem ser deduzidas, por exemplo, por
analises de isoenzimas (THOMAZ-SOCCOL et al., 2000), métodos moleculares
(NEJAD-MOGHADDAM; ABOLHASSANI, 2009) ou anticorpos monoclonais
(EROGLU et al., 2015).

Embora algumas manifestagcbes clinicas estejam mais frequentemente
associadas a alguma espécie ou subgénero do parasito em particular, nenhuma
manifestacao é exclusiva de uma espécie (WHO, 2010). Dentre cerca de ftrinta e seis
espécies de Leishmania, pelo menos vinte podem infectar o ser humano, o qual é
considerado hospedeiro acidental. Foram descritas quinze que sao patogénicas para
humanos (WHO, 2010).
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No Velho Mundo, leishmanioses dermotropicas sao relacionadas a cinco
espécies do subgénero Leishmania Safjanova, 1982: L. (L.) tropica, L. (L.) major,
L. (L.) killicki, L. (L.) aethiopica e L. (L.) infantum (CAMPINO et al., 2005) (WHO,
2010). As formas Vviscerotropicas sao ocasionadas por L. (L.)infantum e
L. (L.) donovani (WHO, 2010).

Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas onze espécies dermotrdpicas
causadoras de doenga humana e oito espécies descritas somente em animais
(SHAW, 2002). No Brasil, ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do
subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania (MINISTERIO DA SAUDE,
2015). As principais espécies dermotropicas causadoras de comprometimento
humano sao do subgénero Viannia Lainson & Shaw, 1987:
Leishmania (V.) braziliensis  Vianna, 1911; L. (V.) peruviana Velez, 1913;
L. (V.) guyanensis Floch, 1954; L. (V.) panamensis Lainson & Shaw, 1972;
L. (V.) lainsoni Silveira et al., 1987; L. (V.) naiffi Lainson et al., 1990; L. (V.) shawi
Shaw et al., 1991; e do Subgénero Leishmania Safjanova, 1982: L. (L.) mexicana
Biagi, 1953; L. (L.)amazonensis Lainson & Shaw, 1972; L. (L.) venezuelensis
Bonfante-Garrido, 1980; L. (L.) pifanoi Medina & Romero, 1959.

Dentre tantas espécies, trés sao de interesse por suas amplas distribuigoes
geograficas e visto que geram manifestagdes clinicas distintas:

J L. (V.) braziliensis - principal agente etiolégico de LC e LMC; possui
transmissao endémica (CASTRO et al., 2007);

o L. (L.) amazonensis - causa lesGes cutaneas e eventualmente lesdes
multiplas difusas (anérgicas) e ocorre desde a Ameérica Central até o
norte, nordeste e sudeste da América do Sul (ISHIKAWA et al.,
2002);

o L. (L.) infantum - agente etiologico de LV no Velho e no Novo Mundo,
as areas de transmissdo estdo em expansao geografica; afeta
grande numero de criangas e idosos (WHO, 2010).
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3.1.5 Ciclo biologico

Apesar de diferencas eco-epidemiologicas, todos os ciclos naturais de
transmissdo de Leishmania ocorrem por intermédio de um vetor, que realiza a
transmissdo do parasito entre vertebrados e invertebrados (GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003) (FIGURA 8). A doenca nao é contagiosa e nao se transmite
diretamente de uma pessoa para outra, nem de um animal para outro, nem dos
animais para as pessoas (LEWIS; WARD, 1987).

» Promastigota * Mamifero

* Flebotomineo * Amastigota

FIGURA 8 — CICLO DE TRANSMISSAO DE Leishmania — A TRANSMISSAO DO PARASITO
E REALIZADA POR UM VETOR FLEBOTOMINEO, QUE AO FAZER REPASTO
SANGUINEO, CAPTA O PARASITO INTRACELULAR NA FORMA
AMASTIGOTA. DENTRO DO TRATO DIGESTIVO; AMASTIGOTAS SE
DIFERENCIAM EM PROMASTIGOTAS E ENTAO PODEM PASSAR A UM
MAMIFERO PELA PICADA; PROMASTIGOTAS ENTRAM NO SISTEMA
FAGOCITARIO MONONUCLEAR, DIFERENCIANDO-SE EM AMASTIGOTAS E
POSSIVELMENTE INTERFERINDO NO EQUILIBRIO IMUNE
FOTOS: CDC, WIKIPEDIA, CREATIVE COMMONS
INFOGRAFIA: O AUTOR
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Os vetores, fémeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae), se infectam ao realizarem um repasto sanguineo (picada) em
algum mamifero reservatério infectado (DOSTALOVA; VOLF, 2012). As formas
amastigotas, apods diferenciacdo celular dentro do intestino do vetor, multiplicam-se
como promastigotas. Os vetores, mediante outro repasto, podem entdo transmitir o
protozoario para outros mamiferos, incluindo o ser humano. As formas
promastigotas sao regurgitadas sob a pele do hospedeiro, onde sao fagocitadas por
células do Sistema Fagocitario Mononuclear (LAINSON, R; SHAW, 1987; BATES,
2007).

Dentro das células do hospedeiro, notadamente macréfagos, promastigotas
transformam-se em amastigotas ao escapar do sistema imune. Amastigotas se
multiplicam também por fissdo binaria e, ao serem liberadas, infectam novas células
mimetizando o processo de apoptose celular (CRAUWELS et al., 2015). Ha
sucessao até que cada organismo responda ao parasitismo de modo proprio,
resultando ou ndo em manifestagao patolégica (RIDLEY, 1987).

3.1.6 Caracteristicas eco-epidemiolégicas

Os ciclos biolégicos de transmissdo de Leishmania possuem diferencgas
admiraveis, pois tiveram peculiaridades estabelecidas ao longo do processo
evolutivo. Cada area endémica possui um padrdo de transmissdo caracteristico,
resultando em grande diversidade epidemioldogica (LAINSON; SHAW, 1987). Sao
muito diversas as espécies de reservatorios e de vetores, os quais variam de acordo
com a regiao geografica e espécie de Leishmania envolvida (GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003). O processo € mantido em multiplos ecossistemas, condicionado a
fatores ambientais, antropicos e evolutivos (LAINSON; SHAW, 1987). No Brasil,
alguns aspectos sobre agentes etioldgicos, reservatorios e vetores ainda sao
desconhecidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A maioria dos ciclos sdo de natureza exclusivamente zoonética, no qual
animais participam como reservatorio (zoonoses) e o homem nao faz parte da
cadeia de transmissédo (hospedeiro acidental) (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Em
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casos especificos, em algumas regiées, como no subcontinente indiano, tornam-se
antropozoonoses, pois 0 homem assume também a fungao reservatério (ASHFORD,
2000; LAINSON, 2010).

Os ciclos podem ser classificados de acordo com a zona de ocorréncia,
sendo considerado silvestre quando a zoonose ocorre em areas de vegetagao
primaria com participagdo de animais selvagens (MINISTERIO DA SAUDE, 2010a).
Quando a transmissdo esta associada a exploragdo desordenada de florestas e
matas € classificado em ocupacional ou de lazer. E, quando a transmissao se
estabelece em areas de colonizagdo, em que houve adaptagdao do vetor ao
peridomicilio, & considerado rural ou periurbano (MINISTERIO DA SAUDE, 2010a).

E importante ressaltar que na &rea urbana, o cdo doméstico (Canis
familiaris) € considerado o principal potencial reservatorio de L. (L.) infantum
(PENNISI, 2015), inclusive no Brasil (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).
No ciclo silvestre participam canideos silvestres e marsupiais.

Existe uma relagdo bastante seletiva entre parasito e vetor, que é
normalmente o resultado entre fatores ecolégicos e moleculares (LAINSON; SHAW,
1987). Isto resulta em certo grau de especificidade, no qual determinadas espécies
de vetores sdo capazes de transmitir apenas uma ou duas espécies de parasito
(BATES, 2008). Contudo, em distintas regides de transmissdo, mais de uma espécie
de vetor podem estar envolvidos para uma unica espécie de parasito.

Entre aproximadamente 1.000 espécies de flebotomineos conhecidos, entre
as 90 espécies responsaveis pela manutengao dos ciclos de transmissao (WHO,
2015), cerca de 30 tém importancia em saude publica nas Américas (SHARMA;
SINGH, 2008). Flebotomineos sao intimamente associados a varios parasitos e
reservatorios, em diferentes ciclos de transmissdo (FORATTINI, 1973;
NASCIMENTO et al., 2013).

Dentro da classificagdo sistematica, os flebotomineos vetores séao
pertencentes a ordem Diptera, familia Physcodidae, géneros Lutzomyia, nas
Américas; e Phlebotomus, na Europa, Asia e Africa (FORATTINI, 1973).
Popularmente sao conhecidos por mosquito-palha, birigui, tatuquira, cangalhinha,
anjinho e outros, ou, em inglés, sandfly (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Em casos raros € possivel que o0 mesmo flebotomineo seja o vetor de outros

patégenos, como no caso de Lutzomya verrucarum, que € vetor de Leishmania
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peruviana, assim como de Bartonella bacilliformis, uma bactéria que causa a doencga
de Carrion, febre de Oroya ou verruga peruana (COHNSTAEDT et al., 2012).

Entre os reservatérios, também denominados de hospedeiro natural, muitas
espécies de vertebrados estdo envolvidos nos diferentes nichos ecoldgicos
(LAINSON, 2010). A maior parte sao roedores, marsupiais, dasipodideos (mamiferos
desdentados, que compreende os tatus) ou outros animais silvestres, que variam
conforme a espécie do parasito transmitido (SANTIAGO et al., 2007) (SOUZA et al.,
2014). Quase sempre os reservatorios permanecem assintomaticos (ASHFORD,

2000), sendo a manifestagao patoldgica geralmente imperceptivel.

3.1.7 Hospedeiro humano

Na FIGURA 9 sao ilustradas as principais etapas até que ocorra a
manifestacdo patoldgica de leishmaniose em humanos. Apenas uma pequena fracao
dos individuos infectados irdo desenvolver a doenca e, em alguns, pode ser
completamente assintomatica (ULIANA, 2012).

O acesso do parasito ao organismo € realizado através da pele, que é o
maior 6rgao do corpo humano. A pele é formada por trés camadas: epiderme, derme
e hipoderme. Ela mantém a homeostase interna do organismo, separando o
ambiente externo do interno e por meio de atividades imune e enddcrina
(BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2013). Elementos cutaneos podem exercer
poderosas acdes sistémicas e em alguns casos, comprometer o funcionamento
regular do organismo (KUMAR, 2013).

Espécies de Leishmania, como a maioria dos agentes infecciosos,
desenvolveram mecanismos que lhes conferem evadir a resposta criada pelo
sistema imune desde os primeiros momentos da infeccdo (BOGDAN;
ROLLINGHOFF, 1998; VANNIER-SANTOS et al., 2002). Algumas formas
promastigotas sdo destruidas por macromoléculas do sistema complemento,
entretanto algumas continuam vivas e evadem o sistema imune inato (GURUNG;
KANNEGANTI, 2015).
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1. Infeccao com formas
promastigotas

2. Evasao do sistema imune inato

4. Inducao de producao de

3. Diferenciagao e : :
itocinas

Amastigotas
(internalizados nas
células do hospedeiro)

6. Evasao do
sistema
imune adaptativo

5. Inducao de Resposta
celular do tipo
TH-1 ou TH-2

7. Desequilibrio do ema Imune
e Manifestacao clinica de
Leishmaniose

FIGURA 9 - REPRESENTAGAO DA EVOLUCAO DA INFECGAO COM LEISHMANIA
FONTE: O AUTOR (2015)

Inicialmente, formas promastigotas sao fagocitadas por neutréfilos, que séo
rapidamente recrutados para o local da picada no tecido epitelial. Neutrofilos
infectados liberam os parasitos, que em seguida sao fagocitados por macrofagos e
outras células do Sistema Fagocitario Mononuclear (SOUZA-LEMOS et al., 2008).
Os parasitos transformam-se em amastigotas, que se multiplicam dentro do vacuolo
(BURCHMORE; BARRETT, 2001).

Durante o processo de evasao do sistema imune, uma série de eventos
coordenados participam (KOLODZIEJ; RADTKE; KIDERLEN, 2008). Ha a
interferéncia do parasito na sinalizagao celular durante a diferenciagao celular em
formas amastigotas (KIMA, 2014). Quando internalizadas conseguem bloquear a
indugdo e regulagdo de células chave do hospedeiro que tem as fungdes de
protegao, funcionando como se fosse um “cavalo-de-tréia” (SHAPIRA; ZINOVIEV,
2011). Entre elas encontram-se neutrdfilos, macrofagos e outras células do sistema

imune. Envolve a mudanca de perfil de expressdo de citocinas, que sao
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polipeptideos produzidos em resposta a microrganismos e outros antigenos, que
medeiam e regulam reagdes imunolodgicas e inflamatérias (NARAYAN et al., 2009).
Funcdes chave sao bloqueadas pelo parasito, entre elas a produgéo de 6xido nitrico
(NO), Fator de Necrose Tumoral (TNF-alfa, tumour necrosis factor-alpha),
interleucina-12 (IL-12), espécies reativas de oxigénio (ROS, radical oxygen species)
(OLIVIER et al., 2012).

O pré-requisito para sobrevivéncia de Leishmania nestes fagocitos € a
inibicdo de mecanismos efetores microbicidas celulares (VAN ZANDBERGEN et al.,
2006). Desta forma, os parasitos conseguem evadir o sistema imune adaptativo
(NATARAJAN et al., 2014). Algumas interagbes sao fundamentais para esta
finalidade, entre elas: interacdo de macromoléculas de superficie celular com
Leishmania, principalmente LPG (lipofosfoglicanas), e criagdo de uma cascata de
eventos imunomoduladores, conforme verificado em modelo animal por Paranaiba
(2015).

Através da resposta inflamatodria local e sistémica (resposta de fase aguda),
o hospedeiro exibe sua capacidade de defesa. Durante esta fase ha a interagao
entre células e moléculas em que o parasito explora ao maximo as possibilidades de
infecciosidade, patogenia e viruléncia para evadir, contrariar ou anular essas
defesas (GARCIA-ALMAGRO, 2005). Neste sentido, muitos modelos sao
especulados para explicar detalhadamente como os parasitos exploram a
magquinaria de autofagia do hospedeiro para reduzir a eliminagdo de parasitos
mediada por células (CRAUWELS et al., 2015).

Um modelo classico e simples foi utilizado por anos para explicar a evolugao
da doenga (PINHEIRO, 2004). Segundo este modelo, a infecgao se instala conforme
a reagao de resposta imune celular do hospedeiro € do tipo Th-1 ou do tipo Th-2.
Cada estado imunologico possui um perfil de expressao e regulacdo de citocinas,
INF-gama e 6xido nitrico. Caso ocorra apresentacdo de antigeno Th1 CD4+, as
células sao ativadas a produzir IL-2, INF-gama e TNF-alfa; fatores que promovem a
ativagao regulada de macréfagos e células T especializadas. Desta maneira,
englobam e destroem o parasito sem que ocorra resposta imune exarcebada e
prejudicasse o hospedeiro. Caso a resposta fosse do tipo Th-2 CD4+ a infecgao
persistiria (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).
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De forma geral, o desequilibrio do sistema imune resulta na manifestagéo
clinica de leishmanioses. A ocorréncia de dermo-, muco- ou viscerotropismo, ou
seja, a preferéncia do parasito pela pele, mucosas ou oérgaos internos,
respectivamente, sera o resultado de um conjunto de fatores, como esquematizado
na FIGURA 10. Entre os fatores que interagem estdo: espécie de Leishmania
envolvida (ISHIKAWA et al., 2002) (PEACOCK et al., 2007), fatores ambientais
(PATZ et al., 2000), fatores do préprio vetor (CARREGARO et al., 2013), estado
nutricional do hospedeiro (KUMAR et al., 2014), estado imunoldgico do hospedeiro
(BARRATT et al.,, 2010) (NATARAJAN et al.,, 2014) (GURUNG; KANNEGANTI,
2015) e fatores genéticos (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Hospedeiro

Susceptibilidade, estade nutricianal, imunclégico, etc.

FIGURA 10 - REPRESENTACAO ESQUEMATI_CA DOS FATORES QUE INFLUENCIAM A
SEVERIDADE DA MANIFESTACAO CLINICA DA DOENCA
FONTE: O AUTOR (2015)
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3.2 CONTROLE E TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Devido a complexidade de transmissao das leishmanioses, € pouco provavel
a obtencgéo de controle da doenga com uma unica intervencdo. Uma combinacao de
estratégias devem ser adaptadas em cada contexto, como esboc¢ado na FIGURA 11.
No entanto, todas as possiveis estratégias de controle de leishmaniose apresentam
certas deficiéencias ou até mesmo impossibilidades. Desta forma, as pesquisas
continuam perseverantes e novas drogas ainda sdo urgentemente necessarias
(DAVIS et al., 2004; PINK et al., 2005; ROCHA et al., 2005; TEMPONE et al., 2008;
ALVAR et al., 2012; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; GOTO; LAULETTA LINDOSO,
2012; GIAROLLA; FERREIRA, 2015; SANGSHETTI et al.,, 2015; SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2015).

‘Quimioterapia de Primeira escolha (antimoniais)
‘Quimioterapia de Segunda escolha

'Vigilancia epidemiologica

Controle de vetores

| Controle de reservatorios

Medidas preventivas

FIGURA 11 —FORMAS DE CONTROLE DE LEISHMANIOSE

O tratamento de leishmanioses com medicamentos ainda € o método atual e
simples de resolugao deste problema de saude publica (MISHRA; SAXENA; SINGH,
2007) (MASMOUDI et al., 2013). Todas as formas de leishmaniose sao trataveis
com antimoniais, que sao a quimioterapia de primeira escolha. Entretanto, em
algumas circunstancias ou complicagdes, € necessario recorrer aos quimioterapicos
de segunda escolha (VASQUEZ et al., 2006).

Um componente essencial nos programas de controle da doenga € um
sistema intensivo de vigilancia que registre e atue na detecgao de casos, presente
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em 33 paises (ALVAR et al., 2012). No Brasil, as leishmanioses estao na lista de
Doengas de Notificagdo Compulséria (MINISTERIO DA SAUDE, 2010b).

Habitualmente, o controle de leishmanioses leva em consideragcdo o
diagnostico e tratamento de casos confirmados, controle integrado de vetor e, se
necessario, controle de reservatério animal (FAULDE et al., 2009). No entanto, o
controle de reservatorios € complexo, pois a eliminagdo de mamiferos da natureza
causa desequilibrios nos ecossistemas e discussdes éticas sobre o assunto
(ASEVEDO, 2012). Mesmo assim, o respaldo técnico-cientifico € de que nao ha até
o momento tratamento ou prevencédo eficaz para reservatérios (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008). O Ministério da Salde, frente ao decreto federal do senado, n°
51.838 de 14 de margo de 1963 recomenda a eutanasia de animais com
Leishmaniose Visceral Canina (LVC). Tal decreto é reforcado pela portaria
interministerial n? 1.426 de 11 de julho de 2008, que proibe o tratamento de caes
com a doenca com produtos de uso humano ou que nao estejam registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

O acompanhamento epidemiolégico com objetivo de prever medidas a
serem tomadas € fundamental e adotado em diversas situagbes (GRAMICCIA;
GRADONI, 2005) (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Quando possivel, vacinas
serao capazes de prevenir a infecgdo, mas a sua criacdo nao esta prevista para
logo, mesmo que algumas tentativas ja estejam em testes de fase clinica (DANTAS-
TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; HOTEZ et al., 2015). Antes, serd necessario
obter reprodutibilidade de eficiéncia vacinal e eliminar problemas de sorologia
cruzada. O éxito seria uma faganha ante as complexas variagdes epidemioldgicas
de leishmanioses (DUMONTEIL, 2007; CARSON et al., 2009; DUNNING, 2009).
Segundo Rezvan e Moafi (2015), numa revisdo bibliografica sobre diversas
abordagens vacinais, a maioria delas nao realizaram os testes necessarios para
validagao das vacinas pela OMS.

Medidas profilaticas ainda sdo um dos melhores métodos de controle. A
indicagao € diminuir os riscos de ser picado por um flebotomineo infectado. No
entanto, essas medidas sao inteiramente dependentes da situacdo e da taxa de
ocorréncia local (CDC, 2015). Sugere-se evitar atividades em ambientes externos,
especialmente nas horas do amanhecer e do entardecer, quando os insetos sao

geralmente mais ativos. Deve-se manter a casa e quintal limpos e o livre dos



Revisao Bibliografica 48

criadores de insetos, que normalmente séo locais umidos com acumulo de material
organico. Além disto, deve-se minimizar a quantidade de pele exposta usando
roupas adequadas (FAULDE et al., 2009). Se possivel, deve-se aplicar repelentes,
entre os quais sdo mais indicados os que contenham DEET (N,N-
diethylmetatoluamide) na formula (CDC, 2015). Sugere-se que ambientes fechados
tenham redes protetoras ou ar condicionado, considerando o tamanho infimo de
flebotomineos adultos (2 a 4 mm) (FAIMAN et al., 2011). Caso necessario, deve-se
tratar as areas de convivéncia, as vestimentas e as redes protetoras com inseticidas
piretréides, similares aos utilizados na dedetizagdo para controle vetorial (LI et al.,
2015). Entretanto, o uso indiscriminado favorece a criagao de resisténcia por certas

linhagens de flebotomineos e pode ser téxico para humanos (FISHER et al., 2015).

3.2.1 Antimoniais - Quimioterapia de primeira escolha

Antimoniais organicos foram utilizados pela primeira vez no tratamento de
leishmanioses ha mais de um século (WHO, 2010). O primeiro a ser usado foi
introduzido por Gaspar Vianna, em 1912, no Brasil, para o tratamento de LC e LMC
(REZENDE, 2009). Era formulado na forma trivalente (Sb Ill), conhecido como
tartaro emético (LIMA et al., 2007). Em 1922, Bramachari introduziu uma das
primeiras formulagbes mais seguras, a urea stibamina (WHO, 2010). Antimdnio
pertence ao mesmo grupo periodico do arsénio, assumindo principalmente os
estados de oxidagao trivalente e pentavalente.

Antimoniais continuam como os medicamentos de primeira escolha, tanto na
Ameérica Latina (TUON et al., 2008), como no Velho Mundo (MASMOUDI et al.,
2013). Os principais medicamentos atualmente comercializados sao quimicamente
equivalentes e consistem em Antimonio Pentavalente (Sb V complexado) (FIGURA
12). Algumas formulagdes genéricas ja existem (SOTO et al., 2004), mas apenas
antimoniato de meglumina esta registrado na Lista de Medicamentos de Referéncia
da ANVISA.
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FIGURA 12 - MEDICAMENTOS DE PRIMEIRA ESCOLHA NO TRATAMENTO DAS
LEISHMANIOSES (1) ANTIMONIATO DE MEGLUMINA (2) STIBOGLUCONATO
FONTE: FREZARD et al. (2008)

Glucantime (antimoniato de meglumina) é fabricado pela Sanofi-Aventis
Farmaceéutica Ltda. e comercializado principalmente no continente Americano.
Pentostam (estibogluconato de sddio) € fabricado pela Glaxo Smith Kline e
comercializado em alguns paises da Europa, Asia e Africa (ELMAHALLAWY;; AGIL,
2015). Sao recomendados como referéncia, pois sao os mais efetivos (FREITAS-
JUNIOR et al., 2012).

Entretanto, sdo contra-indicados em muitos casos devido a limitagdes. Tanto
antimoniato de meglumina como estibogluconato de sodio levam a efeitos colaterais
semelhantes (SOTO et al,, 2004). Entre os efeitos graves estdo febre, mialgia,
hepatite, pancreatite e arritmias cardiacas. Também s&o registrados casos de
anorexia, vOmito, nausea, dor abdominal, artralgia, dor de cabeca, gosto metalico e
letargia (MASMOUDI et al., 2005). Mudangas eletrocardiograficas ocorrem
dependendo da dose e da duragao do tratamento. Em determinados casos graves
pode levar a cardiopatia cronica ou a morte sibita devido a insuficiéncia renal
(SANGSHETTI et al., 2015).

Portanto, os antimoniais sdo contra-indicados para pacientes coinfectados
com HIV (MINISTERIO DA SAUDE, 2004), mulheres gravidas (FIGUEIRO-FILHO et
al., 2004), doentes com insuficiéncia hepatica e renal e naqueles em uso de drogas
anti-arritmicas (VASQUEZ et al., 2006). Criancas revelaram em ensaios clinicos uma
taxa de resposta ao tratamento inferior aos adultos, devido a taxa de eliminagao de
antiménio significativamente mais elevada (PALACIOS et al., 2001; CRUZ et al,,
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2007; RUBIANO et al., 2012). Antimoniais ainda podem exercer interferéncias sobre
o sistema imune do paciente (MAURER-CECCHINI et al., 2009). A quimioterapia
induz a produgéo de citocinas pré-inflamatérias (KOCYIGIT et al., 2002).

O antimbnio acumula-se, em geral, em 6rgaos vascularizados e tecidos,
principalmente rins e figado, além de possuir grande afinidade pelo bago e pelo
sangue (RATH et al., 2003). Os mecanismos de acdao ainda ndo sao totalmente
compreendidos. Nao esta esclarecido se ambos os estados de oxidagao apresentam
atividade bioldgica ou se ha formagao de pré-droga com bioconversdao ao estado
trivalente (DEMICHELI; FREZARD, 2005). De forma geral, os antimoniais interferem
na bioenergética das formas amastigotas, tanto na glicdlise, quanto na oxidagao dos
acidos graxos. Essa inibigdo é acompanhada de redugdo na produgdo de ATP e
GTP (SERENO; HOLZMULLER; LEMESRE, 2000).

O esquema terapéutico de antimoniais varia de acordo com a forma clinica
diagnosticada, mas necessita administragao parenteral diaria (CROFT; SUNDAR,;
FAIRLAMB, 2006). Recomenda-se convencionalmente entre 10 a 20
mg/Sb+5/kg/dia, com prescricao de 15 mg/Sb+5/kg/dia para LC e 20 mg/Sb+5/kg/dia
para LMC e forma difusa (MINISTERIO DA SAUDE, 2010a). O tempo minimo deve
ser de vinte dias e prolongado para trinta quando acomete mucosas ou em casos
N&o responsivos.

Os casos devem ser acompanhados mesmo apos o fim do tratamento, pois
o critério de cura € clinico (COUTO et al, 2014). Propde-se acompanhamento
durante os trés meses consecutivos ao tratamento e reavaliagbes apos 12 e/ou 24
meses do término (REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR, 2007). Pacientes que
tenham recidiva apés o tratamento inicial devem seguir para mais uma rodada de
tratamento, ou para o uso de farmacos de segunda escolha (PANDEY; PANDEY;
PUN, 2012) tais como anfotericina B, miltefosina, paromomicina ou pentamidina
(FIGURA 13).
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FIGURA 13 - FARMACOS DE SEGUNDA ESCOLHA NO TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSES (1) ANFOTERICINA B; (2) MILTEFOSINA;
(3) PAROMOMICINA; (4) PENTAMIDINA
FONTE: (DRUGBANK, 2015)
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3.2.2 Anfotericina B

Anfotericina B (FIGURA 13-1) € um antibiético poliénico, macrolideo, com
propriedades antifingicas e anti-Leishmania, originalmente extraido da bactéria
filamentosa Streptomyces nodosus (LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005). A
estrutura e a configuragéo absoluta da molécula foi determinada por cristalografia de
raios X (MECHLENSKI et al., 1970). Atua alterando a permeabilidade da membrana
celular, formando complexos com esterodis substituidos, gerando poros que alteram o
equilibrio de ions e desencadeiam a morte do parasito (KAUR; RAJPUT, 2014).

A via natural para a sintese desta molécula inclui vias de policetideo sintases
(ROBINSON, 1991). Linke et al. (1974); Liu (1984) e Khan et al. (2011) definiram
alguns aspectos de produgao em relagdo a variaveis de rotas de biosintese e de
sintese de derivados quimicos. As primeiras metodologias de purificagéo fizeram
uso de high-speed liquid chromatography (MECHLINSKI; SCHAFFNER, 1974). Um
dos processos de produgao atuais foi estabelecido por Schaffner e Kientzler (2000).

Segundo Brown et al. (2005), a anfotericina B é utilizada na maioria das
vezes nos casos de leishmanioses quando hé ineficiéncia dos antimoniais. Segundo
Molina (2007), a formulagdo lipossomal de anfotericina B € apenas um apoio
secundario ao uso de antimoniais. Collazos (2008), acredita que o medicamento &
util na prevengao de recidivas de LV enquanto se aguarda convalescéncia
imunolégica. Atualmente, tem sido indicado como primeira escolha em alguns locais,
como nos Estados Unidos (VAKIL; FUJINAMI; SHAH, 2015).

Apesar de possuir propriedade quimica anfotérica, a estrutura cristalina é
insolivel em agua (STILLER; VANDEPUTTE; WACHTEL, 1955). Logo, para melhor
biodisponibilidade de aplicagao, diversas formulagdes foram desenvolvidas, entre as
quais muitas apresentam taxas de cura entre 90 a 95% (BARRATT; LEGRAND,
2005).

A formulagao micelar desoxicolato (Fungizone®) € muito efetiva (SEIFERT,
2011). Contudo, entre os efeitos colaterais esta grave nefrotoxicidade (SINGH;
SIVAKUMAR, 2004). Formulagbes lipossomais, também efetivas no tratamento, sao
um avango na minimizacao de efeitos colaterais (MISHRA; SAXENA; SINGH, 2007).

Sao relatados muitos éxitos de tratamento, mesmo em casos complicados como o
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tratamento de LC provocada por L. (V.) braziliensis (BROWN et al., 2005), LC em
criangas (DEL ROSAL et al., 2010) e LV em pacientes imunodeprimidos (BERN et
al., 2006). Um exemplo de destaque é o AmBisome (Gilead), que é a formulagéo de
primeira escolha para gestantes e pacientes nefropatas (DAVIS; MURRAY;
HANDMAN, 2004).

Apesar de eficazes, as formulagdes tem uso limitado devido a rota de
administragdo recomendada, que € por vagarosa infusdao intravenosa
(ELMAHALLAWY; AGIL, 2015). Hospitalizacdo é recomendada para monitorar os
pacientes continuamente ao longo da administragao do tratamento (SANGSHETTI et
al., 2015); indicacao valida mesmo para pacientes que fagam uso de preparagdes
lipossomais e tém a vantagem de necessitar de apenas uma ou duas aplicagoes
(MENEZES et al., 2015). Durante a administracdo podem ocorrer eventos como
arrepios, calafrios, febre e hipéxia (HANN; PRENTICE, 2001). Na pratica, para
formulagdo desoxicolato, sdo aproximadamente 42 aplicagdes até que se complete a
dose cumulativa total sugerida (SWEETMAN, 2009). A dose recomendada dessa
formulagdo € de 1 mg/kg/dia, em dias alternados (DAVIS; MURRAY; HANDMAN,
2004).

O uso de formulagbes em quimioterapia prolongada é inviavel em muitos
paises (DAVIS; MURRAY; HANDMAN, 2004). Formulagdes lipossomais, entretanto,
sao exorbitantemente caras (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). Alguns estudos sugerem
aplicagao concomitante de anfotericina e outros farmacos (TRINCONI et al., 2014)
ou a constante melhoria de novas formulagdes (WASAN et al., 2009).
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3.2.3 Miltefosina

Miltefosina (hexadecilfosfocolina) (Impavido, Knight Therapeutics) (FIGURA
13-2) é o primeiro medicamento com administragao por via oral com atividade contra
LV e LC (SOTO; SOTO, 2006) (JIMENEZ-LOPEZ et al., 2010). Este medicamento é
membro representativo da segunda geragao de derivados de Alquilfosfolipideos
(APL) sintéticos (AZZOUZ et al., 2005). APLs pertencem a familia de agentes
citostaticos (LANGEN et al., 1992), em que edelfosina € o principal representante de
primeira geragao.

Dorlo e colaboradores (2012) revisaram as potencialidades de miltefosina
contra leishmanioses. Jimenez-Lopez e colaboradores (2010) citaram também
atividade em relagdo a outros protozoarios in vitro. A partir de maio de 2005,
governos da india, Nepal e Bangladesh iniciaram campanhas para a eliminagéo de
leishmaniose visceral utilizando miltefosina. Em 2014, foi considerado como primeira
escolha nos Estados Unidos (VAKIL; FUJINAMI; SHAH, 2015).

Em contraste com a maioria dos agentes quimioterapicos correntemente
utilizados, miltefosina ndo tém como alvo o DNA ou o citoesqueleto, mas o
metabolismo de lipideos (RAKOTOMANGA et al., 2007). Atuam sobre a membrana
celular (VAN BLITTERSWIJK; VERHEIJ, 2008). Segundo Wright (2004), o
mecanismo pode ser explicado pela sinalizagdo para morte programada, através dos
componentes de membrana celular. Em consequéncia, exibe potente agao
leishmanicida pela interferéncia nas vias metabodlicas dos parasitos (BARRATT;
SAINT-PIERRE-CHAZALET; LOISEAU, 2009), em especial sobre a biossintese de
fosfolipideos e lipideos (KAUR; RAJPUT, 2014).

Cerca de um tergo dos pacientes tratados com miltefosina apresentam
toxicidade gastrointestinal, devendo ser co-administrada com alimentos. Também
sao relatadas agao nefrotoxica, hepatotoxica e teratogénica (FREITAS-JUNIOR et
al., 2012), indugao de trombocitopenia e sindrome de Stevens-Johnson (PALADIN
THERAPEUTICS INC., 2015). Nao deve ser administrada em gravidas. Um método
analitico foi desenvolvido por Kip et al. (2015) com intuito de monitorar a agao toxica
e farmacocinética de miltefosina pela medigdo da concentragdo intracelular do

farmaco em células mononucleares de sangue periférico de humanos.
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3.2.4 Paromomicina

Paromomicina (FIGURA 13-3) é um antibiético aminoglicosideo isolado pela
primeira vez em 1950, a partir do meio liquido do cultivo de Streptomyces
krestomuceticus (DAVIDSON; DEN BOER; RITMEIJER, 2009). Compostos desta
classe tem registro de acdo para infecgoes clinicas de bactérias gram-positivas e
gram-negativas, giardiase, criptosporidiose e amebiase (SCHLECHT; BRUNO,
2012). No entanto, apenas paromomicina possui atividade leishmanicida, sugerida
por Kellina (1961).

E utilizada em formulagdo parentérica para o tratamento de VL e LC
(SANGSHETTI et al., 2015) e em algumas formulagdes tépicas para tratamento de
LC (BEN SALAH et al., 2013). A dose necessaria € de 11 mg/kg por dia, durante
cerca de 21 dias via intramuscular (SUNDAR et al., 2007). Aguiar et al. (2010)
investigaram a atividade de combinacédo topical de paromomicina e miltefosina.
Morais-Teixeira et al. (2015) testaram a combinagdao paromomicina, antimoniato de
meglumina e miltefosina. Ambos obtiveram maior eficacia na redugdo da carga
parasitaria e do tamanho da les@o que o tratamento monoterapico.

Paromomicina inibe o crescimento de promastigotas e amastigotas
intracelulares de modo dose-dependente (JHINGRAN et al., 2009). O mecanismo de
atividade ainda € desconhecido. O farmaco atua principalmente sobre o potencial de
membrana mitocondrial e desregulagdo das vias respiratorias (MAAROUF et al.,
1997); sobre a sintese de macromoléculas e alteracdo de fluidez de membrana
(MISHRA; SAXENA; SINGH, 2007); e sobre a sintese protéica e metabolismo
lipidico (JHINGRAN et al.,, 2009). Segundo Shalev et al. (2015), os elementos
estruturais importantes para atividades inibitérias de aminoglicosideos sé@o a
seletividade pelos ribossomas citossolicos de Leishmania.

Apesar de ja ter sido testado em fase clinica IV para tratamento de
leishmanioses e licenciado na India em 2006 para uso combinado contra VL
(DAVIDSON; DEN BOER; RITMEIJER, 2009), o sulfato de paromomicina leva a
nefrotoxicidade, ototoxicidade e hepatotoxicidade (FREITAS-JUNIOR et al., 2012).
Embora a abordagem de aplicag@o topica seja atraente, a sua utilizagao também
pode ocasionar os mesmos problemas (KALANTARI et al., 2014).
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Segundo Jhingran et al. (2009), que determinou os mecanismos de absorg¢ao
e acao sobre L. donovani, ha muitas brechas para o escape do parasito a agao do
farmaco. Experimentalmente, mostra-se possivel a indugao de sele¢do de parasitos
resistentes (L. donovani e L. infantum) in vitro (HENDRICKX et al., 2012) e in vivo
(HENDRICKX et al., 2015).

3.2.5 Pentamidina

Pentamidina (FIGURA 13-4) € uma diamidina catiénica, recomendada pela
Organizacao Pan-Americana da Saude (OPAS) como farmaco de segunda linha
contra leishmanioses (OPAS, 2013). E uma alternativa para casos intolerantes ou
sem resposta aos antimoniais e alguns casos de leishmaniose tegumentar com
comprometimento de mucosa (SAMPAIO et al., 1988).

Mehta e Shaha (2004), demonstraram que a pentamidina se acumula na
mitocdndria e, por isso, podem aumentar a eficacia de inibidores do complexo Il da
cadeia respiratéria. Resultados de Zsila (2015) implicam que, além de acidos
nucleicos, glicosaminoglicanos também podem ser alvos farmacologicos para
drogas diarilamidinas, como a pentamidina.

A utilizagdo da diamidina pentamidina é limitada por problemas de toxicidade
irreversivel e eficacia variavel (MANZANO et al., 2011). Relapso de tratamento foi
observado em aproximadamente 10% dos pacientes (LAl A FAT et al., 2002). A
pentamidina tem efeito toxico sobre as células pancredticas e, em uso continuo
promove hipoglicemia seguida por hiperglicemia, resultantes da interferéncia sobre a
liberagdo de insulina (ANDEL et al., 2014). Durante o tratamento pode haver dor no
local da injegcdo, nauseas, dor de cabeca e mialgia (SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2013). Menos frequentemente, resulta em um sabor metéalico, uma sensagédo de
queimadura, dorméncia e hipotensdo, diabetes mellitus irreversivel em insulino-
dependentes (SUNDAR; CHATTERJEE, 2006).
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3.2.6 ConsideragOes sobre 0s tratamentos das leishmanioses

Quanto mais rapido for realizado o correto diagnostico e iniciado o
tratamento, maior é a chance de cura e menor o nimero de casos fatais (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015). Contudo, um dos principais problemas enfrentados pela
grande parcela da populagdo mundial € o baixo investimento per capita
disponibilizado pelos sistemas de saude publica (STROMME; BAEROE; NORHEIM,
2014). Segundo Marinho (2015), o escasso desenvolvimento de estratégias de
controle de leishmanioses pode refletir o fato de serem doengas relacionadas com a
pobreza. O acesso aos servicos de saude, diagndstico, internagbes e
acompanhamento médico € limitado (OLLIARO et al., 2013).

A confirmagao de diagnostico € fundamental antes da administracdo de
tratamentos (PETERS; EVANS; LANHAM, 1983), pois dosagem e esquema
terapéutico podem sofrer mudangas de acordo com a manifestagdo clinica
diagnosticada (OLLIARO et al., 2013). Os médicos devem estar cientes da grande
variedade de apresentagfes clinicas possiveis, pois as respostas aos tratamentos
sdo diferentes (WHO, 2010). E essencial entender as diferentes linhagens de
parasito que estdo presentes nas areas endémicas. Uma prescricdo equivocada
pode induzir efeitos toxicos aos pacientes (AMATO et al., 2009). Ainda, se houver
infeccdo secundaria por bactérias, deve-se incluir também uso de antibidticos
(ZANGGER et al., 2013). A terapia € ainda mais complicada pelo grande nimero de
criangas e idosos infectados (PALUMBO, 2008).

Portanto, considerando o tratamento de leishmanioses, os custos sao
impactados por toda linha de assisténcia prestada ao paciente (FAULDE et al.,
2009). Mesmo assim, algumas estimativas internacionais sao feitas apenas em
relacdo ao custo per capita do farmaco durante o tratamento. A TABELA 2 resume
algumas estimativas compiladas pela OMS em relagdo aos gastos per capita por
tratamento (WHO, 2010). Leva-se em consideracado o numero de doses necessarias,
porém desconsidera-se custos de internagdo, acompanhamento ou transporte até o
local de tratamento. Pacientes em areas desfavorecidas, as vezes, ndo tem acesso
a estes recursos (LEZAUN; MONTGOMERY, 2014).
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TABELA 2~ CUSTO ESTIMADO PER CAPTA DE FARMACOS UTILIZADOS NO
TRATAMENTO DE LV E LC (JANEIRO, 2010)

Composto Esquema terapéutico Custo
Nome comercial e base de calculo recomendado per capita
Antimoniato de Meglumina LV: 20 mg/kg/dia; 30 dias US$ 59
Glucantime, Aventis LC: Sistémico; 20 mg/kg/d; 20 dias  US$ 39
Vial de 5-mL com 81 mg/mL US$ 1,2 LC: Intralesional uUs$ 13
Estibogluconato de sodio
Pentostam, GlaxoSmithKline LV: 20 mg/kg/dia; 30 dias US$ 56
vial de 100mL,100mg/mL 66,4 GBP LC: Sistémico: 20 mg/kg/d; 20 dias  US$ 37
SSG, Albert David, India LC Intralesional Us$ 12
vial de 30-mL of 100 mg/mL € 5,65
Anfotericina B Desoxicolato
Diversas marcas LV: 1 mg/kg; 30 dias alternados Us$ 20
Vial de 50-mg US$ 7,5 (média)
Anfotericina B Formulagao lipossomal . L
AmBisome (L-Amb), Gilead, EUA (exclusivo) |\ 128 ﬂg}tg 2 ;f e Hgg =
VIa' 50_mg US$ 18 Negociado pela OMS - Q Q
Miltefosina
Impavido, Paladin, Canada (alushe) | 1100 myia; 28 dis S8 150
Criangas US$ 34,36-39,30 " NNegociado pela OMS
Paromomicina
Paromomycin, Gland Pharma, India (exclus.)  LV:15 mg/kg/dia; 21 dias Uss$ 15
Adultos US$ 15
o : LV: combinado a L-Amb 5 mg/kg e
Pentamidina Isetionato o : : Us$ 79
Lomidina (via programa de doagao) baromathicina 1o mglkgarll.des US$ 0

LC: até 4 meses

FONTE: ADAPTADO DE WHO (2010)

Os tratamentos com antimoniais, mesmo possuindo o custo estimado maior

que paromomicina e anfotericina B desoxicolato, ainda apresentam o melhor custo
beneficio devido a sua eficacia no tratamento a longo prazo. A injegao intralesional,
apesar de mais barata, serve apenas para algumas espécies que nao causam
recidivas. Ainda representam um custo elevado em relacdo ao montante que é
investido para populagdes afetadas por doengas negligenciadas. No Brasil e em
alguns paises, sua administracao € restrita a liberagdo pelos Orgdos publicos,
burocratizando o acesso, mas estimulando a notificacdo de casos (VEEKEN;
PECOUL, 2000).

economicamente inviaveis para a populagao que geralmente é afetada (SUNDAR;

Formulagbes coloidais e lipossomais de Anfotericina sao
CHATTERJEE, 2006). O custo de formulagdes de anfotericina lipossomal ainda é
proibitivo (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015).

Mundialmente ha o investimento em pesquisa para doengas negligenciadas,
pela roadmap da OMS, que preveé tratar todos os casos de leishmaniose visceral até
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2020 (WHO, 2012). Organizagées como Institute of One World Health (IOWH),
Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi) e Bill and Melinda Gates Foundation
patrocinam o desenvolvimento de medicamentos para leishmanioses (CHAWLA,;
MADHUBALA, 2010). Em alguns casos, pesquisas sao financiadas para fins
militares, pois regides estratégicas sdo endémicas de leishmanioses (WILLARD et
al., 2005). No Brasil, o aporte financeiro do Ministério da Saude para o financiamento
de pesquisas na area de doencas negligenciadas foi de R$ 17 milhes em 2006 e
R$ 22 milhées em 2008 (DECIT, 2010).

As drogas atualmente em uso demonstram alta toxicidade para figado, rim
ou coragao, desenvolvem resisténcia facilmente e podem estar contribuindo para o
aumento da incidéncia de casos de co-infecgdes leishmaniose-AIDS (SVS / MS,
2004). Além disso, em Bihar, na india, onde ocorrem muitos casos de LV, a regimes
inadequados de tratamento permitiram a selecdo de parasitos com resisténcia
generalizada a estes agentes (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Dada a
variedade de diferengas bioquimicas e moleculares entre espécies de Leishmania, a
variagdo intrinseca de sensitividade em relagdo a varios farmacos € evidente
(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Segundo Jha (2006), para se solucionar o
problema de falhas de tratamento e para reduzir a duragao da terapia, a combinagao
de pelo menos dois agentes leishmanicidas eficazes € uma opgao desejavel.

O Ministério da Saude orienta sacrificar os cédes infectados, pois continuam
comportando-se como reservatérios mesmo apos o tratamento. Usar as mesmas
drogas no tratamento de infecgdo canina e humana poderia favorecer a selegao de
cepas resistentes do parasito (LIMA et al., 2007). Além disto, os resultados de testes
usados como critério para o abate de cdes soro-reativos em programas de vigilancia
séo controversos (SILVA, D. A. DA et al., 2013). Segundo Baneth et al. (2008), uma

terapia exclusiva para leishmaniose canina € urgentemente necessaria.
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3.3 PESQUISA DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

3.3.1 Pesquisas relativas ao tratamento de leishmanioses

Vérias frentes de pesquisa sobre controle de leishmanioses estdo em
desenvolvimento pela comunidade cientifica internacional. Algumas das principais
areas estao descritas na FIGURA 14. Atualmente, as areas se sobrepdem e se
interseccionam para a descoberta e desenvolvimento de novas tecnologias.

As areas de Farmacia, Bioquimica, Quimica e Biotecnologia se destacam na
produgdo e caracterizagdo quimica de farmacos com atividade leishmanicida
(RENSLO; MCKERROW, 2006).

Dentre os 1556 novos medicamentos aprovados entre 1975 e 2004,
somente 21 medicamentos foram especificamente desenvolvidos e aprovados para
doengas tropicais (1,15%) e tuberculose (0,19%), embora juntas representem 11,4%
das doencas globais (DNDI, 2007). Corroborando, Newman e Cragg (2007) apontam
que entre 1981 e 2006, de um total de 1010 novas entidades quimicas e indicagdes
médicas aprovadas, apenas 14 sdo farmacos antiparasitarios. Treze sao moléculas
pequenas, das quais quatro sao sintéticas e sete derivados de produto natural.

Neste contexto, a pesquisa nacional de novos farmacos ganha significado
perante a situacdo de dificil controle (TEMPONE et al., 2008). Atualmente as
parcerias publico-privadas sdo o caminho indicado no desenvolvimento de novos
farmacos (NWAKA; HUDSON, 2006) (LEZAUN; MONTGOMERY, 2014).

Pesquisas em Farmacognosia, que trabalham com produtos naturais
seguem o0 esquema de screening bioguiado. A obtengao de produtos normalmente
segue algumas etapas em comum (WENIGER et al., 2001). Extratos que
apresentem atividade sao selecionados para isolamento e analises de identificagao
estrutural (GACHET et al., 2010). Algumas frentes de pesquisam usam a estratégia
de projetos em rede e uso de bibliotecas de compostos quimicos (NWAKA;
HUDSON, 2006).
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FIGURA 14 — ALGUMAS FRENTES DE ATUAGAO NA AREA DE PESQUISA E CONTROLE
DE LEISHMANIOSES
FONTE: O AUTOR (INFOGRAFIA); FIGURAS: GOOGLE IMAGES

A area de Bioquimica tem grande participagdo na pesquisa de alvos
moleculares. A quimica trabalha na identificacao estrutural dos compostos, enquanto
a biotecnologia trabalha com a viabilizag@o e estruturagéao de recursos bioldgicos na
fabricagdao de moléculas (RICHARD; WERBOVETZ, 2010). A Bioguimica basica, por
exemplo, aponta que uma serina protease secretada por L. donovani suprime a
resposta inflamatéria via ativagdo de macréfagos (DAS; DE; CHAKRABORTI, 2014).
Um dos principais registros de modulag@o de macréfagos induzida pela infecgao € a
inibicao de proteina kinase C (VIVARINI et al., 2011). Segundo Naula (2005), estas

observacoes servem para o desenvolvimento racional de farmacos.



Revisao Bibliografica 62

A Informatica também tem papel fundamental na busca de pockets e
screening computacional de moléculas catalogadas em relagdo a algum alvo,
seguindo algoritmos matematicos (JENWITHEESUK et al., 2008). Também trabalha
na criagdo de moléculas novas dependendo da convergéncia de parametros que
apontem atividade (AZEVEDO JUNIOR; SOARES, 2009).

Outras areas que se destacam na pesquisa sao as areas Médica e a
Medicina Veterinaria, quando fazem a avaliagdo da resposta clinica aos tratamentos
aplicados (MINODIER; PAROLA, 2007), sejam eles praticos (GHAFFARPASAND;
SERAJ; HEIRAN, 2009) ou experimentais (CUNHA et al., 2012). O respaldo
cientifico destas areas representa um grande apoio as frentes de pesquisa.

Pesquisas em Imunologia e Bioquimica apontam os desdobramentos criados
pela resposta imune aos pacientes, servindo para o entendimento e compreensao
de mecanismos imunitarios que levam a desregulagao e a patogénese. Atualmente,
novas hipoteses sao propostas para explicar a forma de regulagdo e evasao de
sistema imune pelo parasito (NARAYAN et al., 2009; SHAPIRA; ZINOVIEV, 2011;
DAS et al., 2014; KIMA, 2014; KEVRIC et al., 2015). Uma boa revisdo sobre como
essas informagbes serdo Uteis para aplicagdo e desenvolvimento de novos
medicamentos foi feita por Ashok e Acha-Orbea (2014).

Apesar do atual sucesso alcancado no controle de algumas doencas
transmissiveis, algumas apresentam quadro de persisténcia (ANDREWS; FISHER,;
SKINNER-ADAMS, 2014). Nesse grupo, estao as leishmanioses (visceral e
tegumentar), para as quais, além da manutengdo de elevadas prevaléncias,
constata-se expansao de areas de ocorréncia desde trés décadas atras, em geral
associada as modificagdes ambientais provocadas pelo homem (LAINSON; SHAW,
1987).

Contudo, ainda ha um repositorio inesgotavel de solugdes para os
problemas que a sociedade enfrenta (GRAY; IGOLI; EDRADA-EBEL, 2012).
Diversas sao as fontes de obtencdo de produtos organicos: plantas, fungos,
bactérias, liquens, insetos, animais (TEMPONE et al., 2008). O metabolismo desses
organismos normalmente € direcionado a prote¢cdo contra agentes exdégenos em
inter-relagcdes ambientais, tais como terpenos, horménios, antibidticos, micotoxinas,
etc. (SHWAB; KELLER, 2008).

A associagdo entre conhecimento popular de plantas com potencial
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farmacoldgico e prospeccao fitoquimica visando isolar as moléculas bioativas
importantes na produgao de novos fitoterapicos tem grande importancia na busca
por medicamentos que atuem no tratamento da leishmaniose (LIMA et al., 2015).
Plantas da Amazbnia sdo fonte de recursos naturais para desenvolvimento de
farmacos (POHLIT et al., 2013).

A Engenharia e a Biotecnologia, sobretudo, séo ferramentas imprescindiveis
na obtengdo de novos produtos de interesse industrial, atuam para que tecnologias
possam ser traduzidas em avangos praticos, em metodos aplicaveis e acessiveis de
diagnédstico, tratamento e produgao de farmacos oriundos de microrganismos.
Segundo Rajasekaran e Chen (2015), as ferramentas de pesquisa atualmente
utiizadas sdo gend6mica funcional, gendomica comparativa, técnicas de gene
knockout, reverse docking e high throughput sreening.

O genoma de algumas espécies dos agentes patogénicos foram
sequenciados como os de L. major (IVENS et al., 2005), L. braziliensis e L. infantum
(PEACOCK et al., 2007). Possivelmente, esta cooperacdao entre Biologia e
Biotecnologia permitira a identificacdo de proteinas que sdo usadas pelo parasito,
mas nao por seres humanos (DUJARDIN, 2009). Estas proteinas, identificadas por
analises gendmicas, protedmicas e metabolémicas, poderiam servir de alvos
potenciais para tratamento (LEIFSO et al., 2007).

Muitos farmacos apresentam atividade in vitro, porém a biodisponibilidade
nao oferece muitos atrativos para o seu uso como medicamento, portanto alguns
estudos em Quimica e Bioquimica focam em métodos de englobamento de
moléculas por lipossomas para entrega de medicamentos em tecidos adequados
(PATO et al., 2001; BASU, 2005).

Alguns estudos utilizam a estratégia de rejuvenescimento de medicamentos
ja caracterizados do ponto de vista farmacologico, a qual consiste no
desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas. Torna-se vantajoso porque
dispensa muitas vezes a realizagdo de ensaios pré-clinicos e a primeira fase dos
ensaios clinicos (DEMICHELI; FREZARD, 2005). H4 a busca do uso de
medicamentos anticancer para aplicagdo como antiparasitarios (KLINKERT;
HEUSSLER, 2006).

As meta-analises também sao Uteis a pesquisa de medicamentos para
tratamento de LC (TUON et al.,, 2008). Alguns abordam o estudo por High-
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throughput screening Genomics (DAVIS; MURRAY; HANDMAN, 2004). Lakshmi et
al. (2014), combinaram estudos de Biologia de Leishmania, Genémica e Imunologia
com objetivo de identificar novos antigenos que poderiam ser candidatos a vacinas.
Ao fim, identificaram tuzin, uma rara e conservada proteina transmembrana, como
provavel candidato. Em revisdo, Menezes et al. (2015) abordam sobre a técnica de
High-Throughput Screening para avaliagao de novos farmacos.

Modelos de cultivo de células de insetos em monocamadas confluentes
foram criados com a finalidade de observar a interacao entre Leishmania e o vetor
(CORTES et al., 2011). Isto poderia evidenciar formas de controle biolégico.

A recorréncia da doenga apds cura-clinica € um evento particularmente de
longo prazo que permanece dificil de prever. Portanto, alguns estudos séo feitos
para avaliar biomarcadores de cura de leishmaniose (KIP, ANKE E. et al., 2015).

Segundo Chakravarty e Sundar (2010), o monitoramento da resisténcia dos
parasitos poderia permitir desenvolvimento racional de farmacos. A identificacdo de
mecanismos de resisténcia e alvos-chave intracelulares dariam fundamentos a tal

exploragao, como realizada na analise comparativa de Kaur e Rajput (2014).

3.3.2 Produtos naturais

Os mais diversos extratos naturais sao obtidos desde a antiguidade e
utilizados para inimeras fungdes e aplicagdes: chas, aditivos alimentares, matérias-
primas, corantes, medicamentos e outros (HANSON, 2003). Isto é possivel pois
células de organismos produzem uma enorme variedade de compostos quimicos
organicos (SENN, 20086).

Mesmo que o extrato seja complexo e apresente varias substancias em sua
composi¢ao, que exergam efeitos sinergisticos, antagénicos ou paralelos (WAGNER;
BLADT, 2001), as Farmacopéias Mundiais consideram valida a identificagdo de um
principio ativo (BRASIL, 2010). Na maioria das vezes, um unico composto &
responsavel pela maior parte da atividade biologica do extrato. A Farmacognosia € a
ciéncia que se ocupa com a identificagdo dos principios ativos e também da titulagéo
e normalizagdo dos produtos acabados (CAPASSO, 2011). E um parametro

fundamental para avaliacao de efeito dose-resposta. Além disto, funciona também
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como marcador de qualidade, mesmo quando ndo se tem conhecimento dos
mecanismos de agao de um extrato em sua totalidade (GUTZEIT, 2014).

Um produto natural € um composto quimico ou substancia produzida por um
ser vivo encontrado na natureza (STICHER, 2008). Considera-se que produtos
naturais ainda mantém uma fungao vital em Programas Modernos de Descoberta de
Novos Farmacos, pois uma enorme variedade de vias biosintéticas estao disponiveis
para prospeccao (GRAY; IGOLI; EDRADA-EBEL, 2012). Geralmente estes
compostos apresentam atividade bioldgica ou farmacolégica. A suspeita e
confirmagao de atividade de uma nova estrutura serve como a referéncia basica e
como molde iniciador em muitas estratégias utilizadas em Programas de Descoberta
de Novos Farmacos ou concepgao de produtos (GRAY; IGOLI; EDRADA-EBEL,
2012).

O estudo de produtos naturais como fonte de novos medicamentos foi quase
abandonado ha alguns anos, devido a grande atividade restrita das moléculas
relatadas. Entretanto, desde que foram introduzidas novas moléculas no mercado de
farmacos (por exemplo, os macrolideos), renovou-se a esperanca das fontes
naturais inexploradas constituirem uma fonte inesgotavel de substancias bioativas
com propriedades interessantes, como € revisado por Paterson e Anderson (2005).

O Brasil possui enorme biodiversidade inexplorada em que podem ser
encontradas espécies de microrganismos e plantas que contém principios ativos.
Grande quantidade de produtos com potencial atividade leishmanicida provem de
produtos naturais. A literatura faz referéncia especial aos metabolitos secundarios,
sobretudo aos quaié sao usualmente extraidos de plantas.

Metabolitos secundarios sdo compostos sintetizados por um organismo em
seu metabolismo, mas que ndo sdo imprescindiveis em seus processos metabdlicos
primarios. Sao frequentemente bioativos, de peso molecular até 1500 u.m.a. e sua
producdo estd geralmente correlacionada com um estdgio especifico de
diferenciagdo morfolégica (STICHER, 2008).

Plantas sao de particular interesse, pois possuem um grande espectro de
biossintese conhecido, produzindo uma vasta variedade de compostos a partir de
materiais simples para conversdo: agua, didxido de carbono, nitrogénio (sais
elementares), compostos de fésforo e sais. Muitas de suas vias biossintéticas sao
conhecidas (GRAY; IGOLI; EDRADA-EBEL, 2012). Uma das descobertas mais
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antigas de produtos naturais s@o morfina (analgésico narcotico) em 1817; estricnina
(veneno) em 1818; cocaina (estimulante narcotico) em 1859; nicotina (t6xico) em
1828. Quinina e Digitalis sdo exemplos corriqueiros de metabdlitos secundarios
sintetizados por plantas (KELLER; TURNER; BENNETT, 2005).

O Reino Fungi também produz um enorme espectro de metabdlitos
secundarios, com a finalidade de permitir a adaptacao dos fungos a diversos
substratos (HOFFMEISTER; KELLER, 2007). Estes metabdlitos auxiliam os fungos a
ocupar seu nicho por mecanismos de competicao, antagonismo e autodefesa,
facilitando o acesso aos nutrientes ali presentes (HANSON, 2003). Os “blocos de
construgao” sdo mais complexos e diversos que as plantas, pois 0s incluem
metabdlitos sintetizados por elas (HANSON, 2008).

Especialmente pelo destaque que tém na aplicagdo medicinal e
farmacéutica, alguns metabdlitos secundarios de fungos sdo muito conhecidos e tém
importancia industrial (HALPERN; MILLER, 2002). A penicilina, produzida pelo
género Penicillium, foi descoberta em 1928. Uma série de outras moléculas também
sao isoladas de fungos, como por exemplo os antibidticos cefalosporina, acido
fusidico e griseofulvina (LIANG; FANG, 2006). A mevinolina possui efeito
hipocolesterolémico, entretanto os seus derivados pravastatina, lovastatina e
sinvastatina sado substancias ativas contidas nos principais medicamentos de
doencgas cardiacas, os quais renderam bilhdes de ddlares nos anos 90 (WASSER,;
RESHETNIKOV, 2002; LIANG; FANG, 2006).

Alguns fungos sintetizam moléculas moduladoras sobre atividade imune,
como os polissacarideos (WASSER, 2003). Entretanto, alguns metabdlitos
secundarios também realizam esta fung@o, como por exemplo a ciclosporina e a
gliotoxina. S&o uteis contra a rejeigao de 6rgaos transplantados e no pos-operatorio.
Agem como imunossupressor e imunomodulador, respectivamente.

Uma recente pesquisa sobre metabdlitos produzidos por fungos, que
examinou 1500 componentes isolados e caracterizados entre 1993 e 2001, mostrou
que mais da metade dessas moléculas possuiam atividade antibacteriana ou
antifingica (KELLER; TURNER; BENNETT, 2005). Por este evidente potencial,
produtos naturais de fungos também s&o explorados pelos seus efeitos anti-tumoral
(WASSER, 2003) e anti-parasitario (VITOLA, 2008; FENDRICH, 2010; VALADARES
et al., 2012).
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3.3.3 Produtos naturais com atividade leishmanicida

Sangshetti et al. (2015), revisaram enorme quantidade de compostos com
atividade leishmanicida que foram descritos mundialmente a partir das mais variadas
fontes. Produtos naturais sdo uma fonte promissora de novos farmacos contra as
doencgas negligenciadas (GIL et al., 2008; NDJONKA et al., 2013).

Ha muitos extratos com atividade leishmanicida que sdo procedentes da
bioprospecc¢ao investigativa da biodiversidade local (TIUMAN et al., 2011); tais como
plantas da Colémbia (WENIGER et al., 2001); extratos da flora brasileira (TEMPONE
et al., 2008); fungos da floresta Atlantica (ROSA et al., 2009); plantas do Equador
(GACHET et al., 2010); organismos marinhos (PANDA et al.,, 2010) e plantas do
Cerrado (LIMA et al., 2015). Além disso, algumas pesquisas seguem indicios do
conhecimento popular e investigam quais sdo 0s principios ativos presentes em
extratos comumente utilizados por povos do Brasil (FRANCA; LAGO; MARSDEN,
1996), Peru (KVIST et al., 2006), Equador (GACHET et al., 2010) e Mali (AHUA et
al., 2007).

Relatos de atividade sao publicados com diversos graus de purificacao dos
extratos e por diversas metodologias de avaliacdo de atividade (ROCHA et al,,
2005). Entretanto, somente moléculas identificadas podem seguir para fases de
ensaio clinico (CAVALLI et al., 2010). Em revisdao sobre produtos naturais, (ROCHA
et al.,, 2005; SINGH et al., 2014) citam estudos que obtiveram atividade
leishmanicida com diversos tipos de extratos organicos de plantas; e também
catalogam as principais classes de compostos identificados: alcaldides,
sesquiterpenos, quinoides, iridéides, fendlicos, flavonoides, coumarinas, auronas,
chalconas, taninos, lignanas, lactonas, monoterpenos, diterpenos, triterpenos,
heterociclos com oxigénio, benzendides, lipideos, glucanas, esterdides e saponinas.

Em revisao especifica para alcaldides, (MISHRA et al., 2009) cita atividade
de alcaldides das seguintes classes: alcaldides quinolina, indol, isoquinolina,
esteroidais, diterpenos, acridona, benzoquinolizidina e pirrolidinium. Singh et al.
(2014), citam também as classes pyrimidine-b-carboline, benzo-c-phenanthridine e
alcaldides de fontes marinhas.

Alguns produtos naturais com atividade leishmanicida sdo citados na
TABELA 3, considerando a fonte de origem e classe de molécula ativa presente.
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TABELA 3- PRODUTOS NATURAIS COM RELATO DE ATIVIDADE LEISHMANICIDA
Origem Classes de composto Referéncias
Plantas

Copaifera paupera (Herzog)
Dwyer (Leguminosae)
Maesa balansae
Lophanthera lactescens
Pourouma guianensis

Ferula szowitsiana

Ambrosia tenuifolia
Eupatorium buniifolium
Ocimum basilicum
Scrophularia cryptophila

Tephrosia pumila (Fabaceae)

Peganum harmala
Vitis sp.

Musa paradisiaca (bananeira)

Lafoensia pacari St. Hil.
(Lythraceae)

Galactia glauscecens Kunth.
(Leguminosae)

Plathymenia reticulata
Benth. (Mimosaceae)
Physalis angulata

Fungos

Sesquiterpenos

Diterpenos

Saponinas

Terpendides (nor-triterpenos
e triterpendides)
Sesquiterpeno coumarinas -
Umbelliprenine e aurapteno

Flavonoides

Sesquiterpeno 8-cadinene
acidos crypthophilic
Isoflavonoide (isoflavan-4-ol
(pumilanol)

Peganine hydrochloride
Resverastrol (polifenol)
Triterpenos tipo cycloartane
Esterois

Flavonoides, Triterpenoides,
Esteroides e Taninos

Fisalinas

Fusarium oxysporum sobre Musa
acuminata (bananeira)

Macromicetos

Agaricus blazei Murill

Algas

Fenil-fenalenones
Fitoalexinas

Extrato aquoso

Extrato aquoso

Euplotes crassus (ciliado)
Bostrychia tenella J. Agardh
(Rhodomelaceae, Ceramiales)
Gymnogongrus griffithsiae
Gayralia oxysperma

Sesquiterpeno euplotin C

Metabolitos volateis

Acido-heteropolissacarideos

Animais
Mytilus galloprovincialis Defensina
(molusco) (fragmentos de peptideos)

Esponja marinha

Esponja marinha
Bothrops marajoensis
Bothrops jararaca (cobras)

Renieramycin A

Alcaldides

Fosfolipase A2

Oxidases de L-amino acidos

(TINCUSI et al., 2002)

(MAES et al., 2004)
(TORRES-SANTOS et al., 2004;
DANELLI et al., 2009)

(IRANSHAHI et al., 2007)

(SULSEN et al., 2007)

(ZHELJAZKOV et al., 2008)
(TASDEMIR et al., 2008)

(GANAPATY et al., 2008)

(KHALIQ et al., 2009)
(FERREIRA et al., 2014)

(SILVA et al., 2014)

(LIMA et al., 2015)

(SILVA et al., 2015)

(LUQUE-ORTEGA et al., 2004)

(VITOLA, 2008)

(VALADARES etal., 2011)
(VALADARES etal., 2012)

(SAVOIA et al., 2004)
(FELICIO et al., 2010)

(KANGUSSU-MARCOLINO et al.,
2015)

(ROCH; BESCHIN; BERNARD,
2004)

(NAKAO et al., 2004)

(MISHRA et al., 2009)
(CISCOTTO et al., 2009)
(COSTA TORRES et al., 2010)
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3.3.4 Derivados quimicos com atividade leishmanicida

Outro enfoque dado a pesquisa de novos farmacos contra as leishmanioses
sao os estudos e testes de compostos quimicos sintéticos, tanto organicos quanto
inorganicos (RICHARD; WERBOVETZ, 2010). Através de reagdes quimicas e
bioquimicas conhecidas, uma infinidade de moléculas organicas podem ser
completamente sintetizadas. Em alguns casos € impossivel realizar a sintese total,
fazendo-se necessaria a semi-sintese a partir de um composto intermediario ou uso
de vias bioldgicas de biotransformacao. Conforme complexidade de realizagao, uma
das estratégias se mostrara economicamente mais atrativa.

Alguns trabalhos iniciam com obtencao e teste de derivados de moléculas
reconhecidamente ativas para outras fungdes (BHARGAVA; SINGH, 2012). O
propésito € testar se algum derivado € mais ativo que a estrutura original (BOLLINI
et al., 2009). A vantagem deste caminho é aproveitar o conhecimento técnico-
cientifico ja adquirido pela molécula molde; porquanto facilita a determinacdo de
estrutura por métodos analiticos ja padronizados e a comparagcao de parametros
farmacocinéticos de biodisponibilidade e toxoldgicos. Alguns exemplos de moléculas
com espectro de atividade diverso sao descritas na TABELA 4.

Visto que antimoniais sdo o tratamento de primeira escolha, a sintese de
complexos metalicos € uma proposta testada por muitos grupos de pesquisa
(TABELA 4). Derivados quimicos similares aos quimioterapicos de segunda escolha
também sao sintetizados. Calogeropoulou et al. (2008) sintetizaram alguns
derivados de alquilfosfocolinas similares a Miltefosina. Shalev et al. (2015)
sintetizaram aminoglicosideos analogos a Paromomicina. Outros testaram
diamidinas relacionadas a Pentamidina, como aril-imidamidas (WANG et al., 2010);
dialquil-fosforil hidrazonas (MATTA et al., 2015); alquil-triazoles e alquil-fosfocolinas
(GONTIJO et al., 2015).

Segundo Barbosa et al. (2011), o trabalho com certas classes de compostos
é favorecido quando ja existem alguns estudos basicos que definiram os provaveis
mecanismos de ac¢ado; pois poderiam ter também a finalidade de utilizagdo contra

leishmanioses.
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A mimetizacdo de esqueletos quimicos de produtos naturais via sintese
quimica é muito comum. S&o sintetizadas chalconas, como licochalcona A (CHEN et
al., 1994); derivados dihydro-alfa-ionone (SURYAWANSHI et al., 2008); derivados
tangeretin-chalconas (QUINTIN et al., 2009); e chalcondides cloro-cromeno-
propenones (NAZARIAN et al., 2010). Além disso, peptideos sintéticos também tem
atividade relatada, como o Killer decapeptide KP (SAVOIA et al., 2006) e copias de
peptideos antimicrobianos de plantas (BERROCAL-LOBO et al, 2009). Outras
classes sintetizadas e testadas séo os derivados de Perspicamide A (PANDEY et al.,
2013) e de galactofuranosideos (SULEMAN et al., 2014).

Muitos produtos quimicos com agdo leishmanicida s&o resultantes de
quimica combinatéria, tal como derivados de compostos hidroxibibenzil (ROLDOS et
al., 2008); pirimidinas e triazinas (SUNDURU et al., 2009); 4-ariicoumarinas
(PIERSON et al., 2010); corantes tipo-rhodacyanine (YANG et al., 2010); derivados
de 2-aril-benzimidazol (KEURULAINEN et al., 2015) e; 8-nitroquinolin-2(1H)-ona
(KIEFFER et al., 2015).

A revisao de Sangshetti et al. (2015), conclui que as principais classes de
derivados quimicos sintéticos com atividade Ileishmanicida sdo acridinas,
bonzodiazepinas, cromenos, coumarinas, quinolinas, quinazolinas, quinonas,
purinas, pirimidinas, bases de Schiff, hidrazonas, chalconas, indoles, furanos,

piridinas, tienopiridinas, tiofenos, triazinas, esterdides e azoles.



TABELA 4 -

Revisao Bibliografica

71

DERIVADOS QUIMICOS COM RELATO DE ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Grupo

Classe de composto

Referéncias

Derivados de farmacos com outras atividades

Inibidores de microtubulo
Drogas anti-neoplasicas

Farmacos anticancer
Anti-hipertensivos

Inibidores de Dihidrofolato
redutase

Compostos Nitroaromaticos
(QSAR pharmacophore
development and virtual
screening)

Drogas anti-tuberculose

Andlogos semi-sintéticos de
ivermectina

Farmacos anti-arritimia

Inibidores do metabolismo de
esterodis

Herbicidas anti-tubulina

Drogas anti-neoplasicas
Drogas anti- Trypanosoma

Complexos metalicos

Compostos nitroaromaticos
Cisplatin

Hydroxyurea

Dihydropyridine
Quinazolines

(dihydro and
tetrahydroguinazolines)

Dinitrodiphenylthioethers

Pyrazinamide
Derivados de Ivermectina

Amiodarone

Aryloxy cyclohexyl
imidazoles

Compostos nitroaromaticos
dinitroaniline trifluralin

Cisplatin
Nitroimidazole substituidos

Antimoniais modificados

Metais de coordenacgao

Complexos metdlicos
Nanoparticulados

Metal Dithiocarbamates

Sb

V, Ru

Au

Ag, Au, TiO,, Zn, MgO
Mn?* e Zn**

(maneb, zineb, and
propineb)

(ARMSON et al., 1999)
(TAVARES et al., 2007)

(MARTINEZ-ROJANO et al.,
2008)

(PALIT; ALI, 2008a)

(AGARWAL et al., 2009)

(DELFIN et al., 2009)

(MENDEZ et al., 2009)

(SANTOS et al., 2009)
(SERRANO-MARTIN et al., 2009)
(SRINIVAS et al., 2009)

(ESTEVES et al., 2010)

(KAUR et al., 2010)
(WYLLIE et al., 2012)

(ROBERTS et al., 1995; CARRIO
et al., 2001; HALDAR et al., 2009)

(NOLETO et al.,, 2002; MELO
PEREIRA et al., 2010;
MACHADO et al., 2015)

(NAVARRO, 2009)
(JEBALI; KAZEMI, 2013)

(PAL; MONDAL; DATTA, 2015)




Revisao Bibliografica 72

3.4 BIOPROCESSOS

Bioprocessos compreendem um conjunto de operagbes que incluem a
aplicagao de principios fisicos, quimicos e biolégicos, utilizando-se de células vivas,
ou seus componentes, para obtencdo de produtos desejados (alimenticios, quimicos
ou biolégicos). Bioprocessos tem grande flexibilidade de operacéo para producao de
produtos naturais a partir de microrganismos de interesse. A principal vantagem € a
possibilidade de controle das condigdbes de cultivo, principalmente quando se
utilizam biorreatores. Temperatura, agitacdo, pH e concentragdo de oxigénio sao
parametros importantissimos, que de acordo com o sistema, normalmente tem facil
controle. Além disto, com monitoramento microbiolégico de indculo, menores sao os
riscos de contaminagao. Isto permite, inclusive, o estudo da estabilidade genética do
microrganismo em uso. O cultivo apresenta, portanto, poucos fatores que interferem
no processo, tornando-o reprodutivel. Ainda, se desejavel, é possivel otimizar
condigcbes para obtencao de melhor rendimento (DORAN, 1995).

Um fator de consideravel impacto sobre rendimento em biomassa e
formagao de produto séo as fontes nutritivas (ARANTES; MILAGRES, 2006). Fontes
de carbono e nitrogénio executam fungdes fisiologicas estruturais e funcionais em
células fangicas. Em combinag¢@o com outras vias biossintéticas, a fonte de carbono
normalmente € direcionada para sintese de polissacarideos e como fonte
energética, enquanto a fonte de nitrogénio, para sintese de proteinas, enzimas e
acidos nucléicos (KAVANAGH, 2011).

Oxigénio, um substrato utilizado na respiragao, também é fundamental em
fungbes mistas de enzimas oxidativas. E essencial para sintese de ergosterol e
acidos graxos insaturados (KAVANAGH, 2011). Fungos séo aerdbios e utilizam a via
cadeia respiratéria com uso de oxidase alternativa para redugdo do oxigénio,
(MOORE; SIEDOW, 1991). Em alguns momentos, fungos assumem a via
fermentativa com redugao de moléculas organicas.

O hidrogénio é um elemento primordial para regulagao da acidez, vital para
nutricdo de fungos. Fisiologicamente, participa no potencial de membrana. A
condicao intracelular de pH 5-6 é fundamental para o metabolismo (KAVANAGH,
2011). Em conjunto, deve ser considerada a presenga de micronutrientes, pois
participam sobre o balango idnico, na atividade de enzimas, na transdugao de sinais
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e também no metabolismo de vitaminas. Os principais sdo potassio, magnésio,
sulfatos, calcio e manganés. Fontes de fosforo participam na transdugéo de energia,

na sintese de acidos nucléicos e na estrutura de membrana (KAVANAGH, 2011).

3.5 IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO

A identificagdo de um microrganismo produtor de um produto natural auxilia
na etapa de identificagdo do composto, pois ha a possibilidade de consulta a
literatura. Normalmente a amplificagdo da regiao ITS é utilizada na identificagao de
género e espécie, pois € uma regidao conservada e faz parte de todos os eucariotos
(BELLEMAIN et al., 2010). Este gene codifica a regiao ribossomica do RNA
(GHERBAWY; VOIGT, 2010). Portanto, € uma regidao conservada e mudangas na
sequéncia sao teoricamente variantes entre diferentes espécies. Além disto, possui
multiplas copias dentro do mesmo gene (MORRIS et al., 2011).

As etapas que compdem a identificacdo de um fungo através de Biologia
Molecular sdo: extragao e purificagdo de DNA; amplificagao por PCR de fragmentos
de DNA com iniciadores especificos para classificacdo; purificagdo do material
amplificado; sequénciamento do fragmento; e analise dos resultados (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989).

3.6 EXTRAGCAO DE PRODUTOS NATURAIS

O primeiro passo na analise e o isolamento de produtos naturais € de
extracao para separar os compostos da matriz celular. Tomando como base um
material de ocorréncia natural, algumas técnicas classicas estao estabelecidas para
obtencdo de material contendo biomoléculas (BART; PILZ, 2011). Contudo,
nenhuma sequéncia toma-se como um protocolo rigido. O isolamento depende das
propriedades do analito em questdo, demorando as vezes a determinagéo do melhor
método de purificagdo. Muitos métodos ja foram desenvolvidos para obtengdo de um
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extrato quimico de um produto natural e sao revisados por (STICHER, 2008).

O procedimento mais simples e comum de extragdo € a extragao liquido-
solido, que normalmente ocorre a temperatura ambiente. O solvente orgéanico
carreia consigo um conjunto de moléculas organicas que possuam certo grau
solubilidade.

Extracdo Liquido-liquido se refere a transferéncia de massa de analitos
entre dois solventes, resultando em uma fase enriquecida. Preferencialmente outros
compostos nao sdo transferidos junto com o analito de interesse.

A extracao acido-base é uma extragao liquido-liquido em que uma das
fases é aquosa. Utiliza-se também um &acido ou uma base forte para favorecer a
mudanga de fase e do coeficiente de particdo, favorecendo a permanéncia do
composto em uma das fases (GRAY; IGOLI; EDRADA-EBEL, 2012). Dependendo
da acidificacdo, a mudanca de fase tipicamente envolve diferentes graus de
solubilidade em agua e num solvente organico. O solvente organico deve ser pouco
solivel em agua, como éter, acetato de etila, cloroférmio e diclorometano. Extragao
acido-base é tipicamente utilizada se um dos compostos orgénicos é ionizavel ou
possui diferente propriedade de ionizagao em relacao aos outros compostos.

Além dessas técnicas de extragao, varias outras podem ser utilizadas para a
separagao e extracdo de um composto. Cada uma apresenta vantagens e
desvantagens, principalmente em relagao a eficiéncia e tempo de extragao. As mais
comuns sao: Extragcdo com fluido supercritico (SFE); Extracao liquida pressurizada
(PLE); Extracdo assistida por microondas (MAE); Extragao Soxhlet (STICHER,
2008).

Um sistema de solventes € caracterizado por uma mistura de solventes
organicos que solubilizem a maior quantidade de compostos presentes em um
extrato (IKAN, 2008). Esta mistura € definida porque o solvente em que foi extraido o
composto normalmente nao € a melhor escolha para aplicagdo do matrerial em uma
coluna de cromatografia. E possivel que o solvente de extragdo tenha apenas
carreado a amostra. Outra possibilidade é que os outros analitos tenham favorecido
a extragdo conjunta. Um sistema de solventes, portanto, € constituido de um

solvente organico principal, constituindo misturas binarias ou ternarias.
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3.7 FRACIONAMENTO E PURIFICACAO

A particao seletiva € um método pratico para ser utilizado em um extrato
desconhecido (CANNELL, 1998). Por esta técnica, faz-se a subdivisdo do extrato em
fragoes, utilizando-se de uma grande gama de polaridades de solventes organicos.
A finalidade é carrear grupos de substancias organicas com propriedades quimicas
similares. Em si, o principio € o mesmo que o da cromatografia de partigao,
entretanto a passagem pela fase estacionaria, nao proporciona boa resolugao. Serve
apenas como meétodo preparativo para métodos cromatograficos subsequentes ou
outros métodos de purificacéo.

A particdo seletiva mais comum separa compostos em fase Hexanica,
Acetato de Etila, diclorometano ou cloroférmio e Hidroalcodlica. Muitos trabalhos
aplicaram esta série para obtengao de extratos contra Leishmania. Torres-Santos et
al. (2004), particionaram em seguida a fragdo metanodlica de Pourouma guianensis.
lzumi et al. (2008) fizeram o mesmo para o extrato de Tanacetum parthenium,;
Vendrametto et al. (2010), particionaram a fragdo acetato de etila oriunda da
extracdo etanol:agua (9:1) de Piper regnellii var. pallescens. Em um isolamento
guiado por bioensaios, por exemplo, este tipo de fracionamento resultou na
caracterizagdao de um triterpeno biologicamente ativo (MAREGESI et al., 2010).
Estes estudos utilizam Silica Gel 60 como fase estacionaria, entretanto outros, como
Tincusi et al. (2002) consideram vantagens de usar a resina LH-20 (GE).

A cromatografia em coluna (CC) é a técnica mais poderosa e amplamente
utilizada para a separagdo de dois ou mais componentes presentes numa mistura. E
explorada e utilizada em pesquisa basica, industria e ciéncias médicas com grande
sucesso (TALAPATRA; TALAPATRA, 2015).

O principio da técnica cromatografica leva em consideragao o fendmeno de
adsorcao e desorcdo dos compostos de uma mistura em uma fase estacionaria, a
qual é percolada por uma fase movel. As taxas de adsorgdo de cada analito sao
dependentes da afinidade do analito pela fase estacionaria na condi¢cdo imposta pela
fase movel (BHAT; NAGASAMPAGI; SIVAKUMAR, 2005). A resolugao de separagao
é influenciada principalmente pela composi¢cao da fase mével e da fase estacionaria,
quantidade de amostra aplicada, diametro da coluna e fluxo (CANNELL, 1998).
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3.7.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia Cromatografia em Camada Delgada (CCD), ou Thin Layer
Chromatography (TLC), normalmente € utilizada em escala analitica para determinar
0 numero de componentes de uma amostra; para monitorar se os produtos de uma
reagao estdo sendo produzidos com éxito durante uma reagao de sintese; para
qualificar comparativamente uma amostra; ou para monitorar se um analito esta
sendo corretamente separado do restante da mistura durante uma cromatografia em
coluna. Analiticamente, utiliza-se apenas microgramas de material (STAHL, 1969;
SHERMA, 1996; SPANGENBERG et al., 2011).

E dificil que grandes quantidades sejam separadas utilizando CCD analitica.
Para a separagao de quantidades na ordem de miligramas, devem ser utilizadas
placas de CCD preparativas, revestidas com camadas espessas (1-3 mm) de fase
estacionaria. Uma vez que a corrida da placa é realizada, os pontos ou linhas com
analitos sao raspados juntamente com o adsorvente (STAHL, 1969). Com o uso de
um solvente polar ou varios volumes da fase movel, cada componente separado €
eluido a partir da fase estacionaria. Para alguns trabalhos cientificos, quantidades
obtidas por esta técnica sao suficientes para elucidagdo estrutural, tal como em
Jermain e Evans (2009). As atuais técnicas analiticas possuem grande sensibilidade
e ha inclusive andlises de espectrometria de massas diretamente sobre o material
separado por placas analiticas (SPANGENBERG; POOLE; WEINS, 2011).

O principio de cromatografia em camada delgada muitas vezes é explicado
como similar ao processo de cromatografia em coluna (STAHL, 1969). Contudo,
considerando a CCD em fase nomal, utilizando solventes organicos, pelo sistema
ser aberto a evaporagdo do solvente (mesmo em camara fechada), as
concentragdes de cada solvente variam ao longo do fronte de migragao (SHERMA;
FRIED, 1991). Algumas explicagdes sugerem que cada constituinte da fase movel
migra até certo fronte (FIGURA 15). Neste caso, a interagdo entre analito e fase
estacionaria € influenciada de modo diferente ao longo da migragdo. As isotermas
de adsorcao do analito sdo fungcéo das propriedades da fase movel, que varia em

funcéo da fracdo molar de cada constituinte (RICE, 1980).
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Portanto, pequenas mudancas de fase modvel resultam em grandes
mudancas na resolugdo e no perfil de eluicdo de uma cromatografia em camada
delgada (SPANGENBERG; POOLE; WEINS, 2011).

Fase Moével {mistura X+Y+Z)

> Camada delgada
Solventes adsarvidos:
. X X, /
A5 A Regido: A £ B 4 C I
| Suporte |
L]
Local aplicagdao da amostra Fronte da Fase Mavel

FIGURA 15 —ESQUEMA DE MIGRAGAQ DE FASE MOVEL EM CCD
FONTE: ADAPTADO PELO AUTOR (2015)

Os sistemas de solvente que normalmente sdo utilizados para fase
estacionaria silica gel 60 para separagao de produtos naturais sao do tipo apolar,
constituidos majoritariamente por hexano e éter de petréleo; do tipo médio,
constituidos por cloroférmio e acetato de etila; e do tipo polar, constituidos por
sistemas aquosos acidos ou basicos (SHERMA; FRIED, 1991). Entretanto,
dificimente existe uma fase genérica ou universal. Muitas vezes é necessario
adaptar a formulagdo, mesmo para compostos similares. As vezes, uma substituicao
de radical €& suficiente para mudanga de comportamento de eluigao
(SPANGENBERG; POOLE; WEINS, 2011).

3.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE), ou HPLC (High
performance liquid chromatography) € a técnica analitica que sustenta a produgao e
controle de qualidade de processos bioanaliticos nas industrias e laboratérios de
Quimica, Bioquimica, Farmacia e Bioprocessos. As principais aplicagdes sao para
determinagao de pureza de um composto; detecgdo de um analito ou determinagao
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de perfil de analitos em matriz complexa; e quantificagdo de rendimentos de
processos. E especialmente Util para amostras dificeis de serem determinadas por
outras técnicas.

A vantagem sobre a cromatografia convencional € a reprodutibilidade, pois
ha controle exato sobre o fluxo e constituicdo da fase mével e sobre o tempo de
retengcdo do analito. Em vez de o solvente percorrer a fase estacionaria pela
gravidade, ele € aplicado sob altas pressdes em equipamento apropriado. Desta
forma, é possivel o uso de fase estacionaria com porosidade elevada, o que melhora
a resolucao de analise pelo aumento de pratos tedricos de separagao.

A CLAE se desenvolveu enormemente com o desenvolvimento das fases
estaciondrias quimicamente ligadas, como C-8 e C-18. Este tipo de fase estacionaria
possui grande estabilidade quimica e permitiu o desenvolvimento de grande nimero
de métodos em fase reversa para muitas classes de compostos distintas. A técnica
também pode ser aplicada de modo preparativo, contudo sdo necessarios
equipamentos apropriados que suportem grandes pressurizacdes. Colunas CLAE
analiticas possuem diametro interno de cerca de 0,45 cm e colunas preparativas
cerca de 2 cm.

A eficiéncia da separagao € determinada por muitos fatores, mas de acordo
com o método escolhido, o processo de separagao € rapido e tem 6tima resolugao.
Contudo, a identificagdo de um composto por HPLC normalmente sé & possivel
através da comparagao com um padrao. Nao é possivel obter informacoes diretas
relativas a estrutura de uma molécula, especialmente quando se trata de um
composto desconhecido.

A gquantidade de informagodes estruturais € dependente (e limitada) pelo tipo
de detector ou analise utilizada ap6s a separagédo. Cada técnica possui sua funcao e
variam em sensibilidade, resolugao, exatidao e reprodutibilidade. Normalmente sao
utiizados detectores por ultravioleta, fluorescéncia, indice de refragao,
eletroquimicos, etc. Contudo, para analises estruturais, muitas vezes € necessario
aliar a separagdo da CLAE a uma técnica analitica mais consistente, como a
espectrometria de massas.
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3.7.3 Extragdo em fase sélida

A extracdo em fase solida (SPE) € um procedimento técnico criado para
facilitar a concentragao de analitos de interesse, e permitir a remogao de moléculas
indesejadas (WATERS TECHNOLOGIES CORP et al., 1980). O uso corriqueiro € na
preparacao de amostras para técnica de CLAE, levando em consideragao a mesma
fase estacionaria e polaridade do método.

A SPE também ¢é aplicada para concentragdo do analito de interesse em
quantidades maiores que a escala analitica. O principio da técnica é similar a
adsorgdo em carvao ativo, porém considera-se que o empacotamento com fase
estacionaria definida permitira adsorgao seletiva do soluto de interesse. Além disto,
este podera ser recuperado posteriormente por eluicdo. O uso de SPE em fase
reversa € vantajoso para concentragdo de produtos naturais, pois estes

normalmente possuem caracteristica apolar.

3.7.4 Cristalizagao da molécula

A maioria das técnicas preparativas resulta em compostos isolados, porém
nao purificados. O processo de precipitacdo € rapido, mas nao serve para purificar
amostras, pois nao € seletivo. Se o produto for sdlido, a cristalizagao € o método de
purificagdo mais adequado (SLAYDEN, 1999). O principio da técnica se utiliza de
diferengas de solubilidade de compostos em diferentes solventes e em diferentes
condigbes. As etapas basicas de purificagao de um composto organico envolvem
dissolugdo do analito num solvente quente (ou mistura de solventes) e
recristalizando o composto de modo lento. Pode ocorrer por diminuicdo de
temperatura gradual ou evaporacao lenta de solvente. O objetivo final € a unidao de
moléculas iguais em cristais, os quais podem ser coletados por filiragdo. O processo
geralmente € repetido em varias vezes, pois o rendimento final € a soma dos
rendimentos do analito desejado na fragao cristalizada em relagcéo a quantidade de
impurezas (PAVIA et al., 2009).
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3.8 AVALIAGCAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

Atualmente existem diversas técnicas de avaliagcdo de atividade citotoxica
contra células de Leishmania, que levam em consideracdo a forma promastigota e a
forma amastigota. O método tradicional de avaliagdo € a contagem direta.
Entretanto, exitem muitas técnicas de avaliacao de atividade anti-Leishmania que
fazem a quantificagdo de alguma atividade metabdlica, tal como a andlise de pelo
corante alamar blue (MIKUS; STEVERDING, 2000) e pelo reagente de MTT (DUTTA
et al., 2005). Estes testes utilizam formas promastigotas no final da fase de
crescimento logaritmico, pois possibilita a padronizagao dos experimentos. Pode-se
realizar, inclusive, experimentos em microplaca (BRINGMANN et al., 2013).

O modelo axenico foi muito utilizado (amastigotas extracelulares
diferenciados in vitro por mudangas de pH e temperatura) (HODGKINSON et al.,
1996). Contudo, foi substituido por outros modelos in vitro que mimetizam melhor a
realidade, principalmente com amastigotas diferenciados em cultivos celulares.
Ensaios com a linhagem celular de leucemia monocitica aguda humana (THP-1) séo
bastante utilizados, pois esta linhagem é capaz de permanecer viva sem multiplicar-
se, mesmo infectada pelas formas amastigotas (GEBRE-HIWOT et al., 1992). Outros
estudos dao preferéncia ao uso de macréfagos peritoneais de camundongo;
macréfagos humanos derivados de mondcitos do sangue periférico (SEIFERT,;
ESCOBAR; CROFT, 2010); explantes de linfonodo de hamster ex vivo (PENICHE et
al., 2014); ou células murinas J774 (KIEFFER et al., 2015).

Outros tipos de testes fazem a avaliagdo indireta de atividade através da
avaliacdo de oxido nitrico (TORRES-SANTOS et al., 2004); microscopia confocal
(RASMUSSON; DESCOTEAUX, 2004); analise protedmica (CUERVO et al., 2007);
observagdes por microscopia eletronica de transmissao (HU et al., 2008); expressao
de proteinas (MADEIRA DA SILVA et al., 2009) e da avaliagdao de nanoparticulas
peguiladas (COSTA LIMA et al., 2012).

Modelos experimentais in vivo sdo essenciais para desenvolvimento de um
farmaco, mas sao principalmente utilizados quando ha potencial farmacoldgico
quantificado e identificado estruturalmente (GAMBOA et al., 2008; AUXILIADORA
DEA-AYUELA et al., 2009; BOIANI et al., 2009; SRINIVAS et al., 2009; FORTIN et
al., 2014; ROBLEDO et al., 2015; SIFONTES-RODRIGUEZ et al., 2015).
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3.9 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

As técnicas classicas de elucidagdo estrutural foram gradualmente
substituidas por técnicas espectroscopicas de analise (IR, UV-vis, RMN, etc.); e
pelas analises espectrométricas de massas (TALAPATRA; TALAPATRA, 2015).
Métodos classicos, contudo, fundamentam muitos conceitos e podem auxiliar a
identificagdo de um composto desconhecido com sucesso (SIMOES et al., 2002).
Entretanto, muitas vezes os métodos sao degradativos e caracterizados por analises
tediosas, demoradas ou inespecificas. Varias reacdées quimicas e métodos foram
desenvolvidos, compilados e selecionados entre os séculos XIX e XX. Um dos
primeiros e bem sucedidos programas de analise qualitativa organica foi
apresentado por Kamm (1932).

As analises espectroscopicas e espectrométricas modernas tem muitas
vantagens sobre as técnicas antigas, pois requerem pequena quantidade de
amostra e menor tempo de analise (SILVERSTEIN et al., 2007). Aléem disso, nao sao
destrutivas e os analitos podem ser recuperados e reutilizados, como para um
bioensaio (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010). A espectrometria de massas é
uma exceg¢ao, mas em contrapartida necessita menos que uma miligrama para
analise e fornece dados valiosos como formula molecular e perfil estrutural da
molécula a partir da interpretacao de seus fragmentos comuns (GROSS, 2004).

A principal diferenga entre os varios tipos de radiagdo eletromagnética
utilizada em analises espectrais € a quantidade de energia encontrada em seus
fotons (SILVERSTEIN et al,, 2007). A energia de vibragbes espectroscopicas €
quantizada e varia em fungdo do comprimento de onda, conforme o espectro
eletromagnético (FIGURA 16).

De acordo com o fendmeno que desencadeiam, alguns dados espectrais
podem ser comparados diretamente com a literatura (PRETSCH; BUHLMANN;
BADERTSCHER, 2009). A presenca de alguns cromoforos e alguns grupos
funcionais podem ser detectados imediatamente a partir do UV e espectros de IR do
composto em questao (TALAPATRA; TALAPATRA, 2015).
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FIGURA 16 — ESPECTRO ELETROMAGNETICO SEPARADO EM REGIOES
FONTE: (ELOWITZ, 2013)

E possivel elencar a RMN como a principal técnica analitica de elucidagao
estrutural de compostos orgéanicos. As informagdes de diversos tipos de espectros
sao comumente usadas até a elucidagado estrutural completa de uma molécula. Em
alguns casos € possivel concluir a elucidagao estrutural somente utilizando esta
técnica. As vezes, hd éxito mesmo para compostos complexos (MAHROUS;
FARAG, 2015). Perante o grande numero de experimentos registrados para RMN,
alguns sao fundamentais na elucidagao estrutural. Quando coordenados de modo
estratégico, reduz enormemente o tempo de uso do equipamento. Estratégias de
elucidacgao estrutural, considerando os tempos e tipos de anélise para proposicao de
fragmentos, sdo descritas por (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010).

Apenas a técnica de raios-X fornece mais informacdes estruturais que RMN,
contudo sdo obrigatérios alguns pré-requisitos, como alto grau de pureza para
analise (MAHROUS; FARAG, 2015). Analises cristalograficas de raio-X revelam
estrutura, estereoquimica e conformagdo de moléculas quirais. A técnica da auxilio
as interpretacdes de RMN de moléculas organicas complexas, complementando-se
uma a outra.

Estereoquimica e informacdes conformacionais também podem ser obtidas
por meio de analise detalhadas dos dados espectrais ou por analises ORD (Optical
rotatory dispersion) e CD (dicroismo circular). Estas sdo capazes de fornecer
informagao a respeito da estereoquimica absoluta de moléculas quirais (DJERASSI,
1960; CHARNEY, 1979).
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Entretanto, quando a complexidade é grande, ou quando nao ha registros na
literatura sobre o composto em questao, € imprescindivel fazer a complementagéo
entre todas as técnicas analiticas disponiveis, sejam elas espectroscopicas,
espectrometricas ou por caracterizagao quimica (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS,
2010).

3.10 CARACTERIZAGAO QUIMICA

3.10.1 Exames preliminares

Informagdes sobre a aparéncia, odor, sabor e cor da amostra sdo muito
informativas. Alguns compostos terpendides, por exemplo, possuem odor pungente.
Alcal6ides normalmente resultam em sabor amargo. Substancias organicas com
grupos funcionais conjugados, por exemplo, sao coloridas, com intensidade
proporcional ao numero de ligagcdes duplas conjugadas (VOGEL; FURNISS, 1989).
Por exemplo, nitro- e nitroso-compostos aromaticos e o-dicetonas sdo amarelos,
quinonas e azo-compostos sao de cor amarela, laranja ou vermelha. Moléculas
extensamente conjugadas possuem cores do amarelo ao purpura. Substancias
saturadas ou com baixo grau de insaturacao sao brancas ou pouco coloridas
(WAGNER; BLADT, 2001). A cor marrom € geralmente causada por impurezas ou
pela formagao de produtos de oxidagao (STAHL, 1969).

3.10.2 Ponto de fusao

O ponto de fuséo designa a temperatura a qual uma substancia passa do
estado sélido ao estado liquido (VOGEL et al., 1999). Para uma substancia pura, os
processos de fusao ou de solidificagao ocorrem sempre a uma mesma temperatura,
uma informagao estrutural que serve para comparacao (PAVIA et al., 2009).
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3.10.3 Perfil de solubilidade

A solubilidade é um dos temas mais relevantes da area da quimica, tanto
pela sua importancia intrinseca quanto pela variedade de fendémenos e propriedades
quimicas envolvidas no seu entendimento (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013).

Quando um sélido se dissolve em um liquido, o solido parece desaparecer.
Simples testes visuais contribuem para obtengdo de muitas informagdes sobre a
natureza da amostra. A razao do comportamento de solubilidade envolve a natureza
das forgas intermoleculares de atragao entre o composto e o solvente. A solubilidade
dos compostos organicos pode ser decorrente de simples miscibilidade ou resultante
de uma reagao quimica. Indiretamente a solubilidade de uma molécula é estimada
pela constante dielétrica do solvente em que esta solubilizado (PAVIA et al., 2009).

3.10.4 Testes quimicos

Algumas reag6es quimicas sao especificas e algumas vezes exclusivas de
algum grupo de produto natural. Quando nao se dispde de estudos quimicos, como
no caso de uma espécie quimica desconhecida, € possivel que a identificagdo de
grupos relevantes de metabdlitos secundarios na analise fotoquimica seja Util
(SIMOES et al., 2002). Apesar disto, reagdes quimicas sdo um método analitico
destrutivo e varias vezes inespecifico. Os principios de fitoquimica descrevem as
técnicas de caracterizacdo e isolamento de moléculas provenientes do reino vegetal.
O uso sistematico de técnicas estabelecidas € atil na determinagao de qual familia
quimica e classe de produto natural o composto pertence (STAHL, 1969; MERCK,
1980; WAGNER; BLADT, 2001; SIMOES et al., 2002).
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3.11 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Todas as estruturas quimicas possuem massa, que pode ser comparada em
relacdo a unidade de massa atdmica (u.m.a); definida como a fragcdo 1/12 da massa
do isétopo mais abundante de carbono ('?C). No SI, 1 u.m.a. é equivalente a
1,66053892173 x 10" kg. Um composto quimico possui distintas combinagdes de
massas, pois cada elemento quimico que o constitui faz contribuigdes diferentes
com cada um de seus isoétopos (WATSON; SPARKMAN, 2007). Muitos is6topos sdo
de ocorréncia natural, mas com abundancias distintas. Normalmente uma
combinagao de massas € preponderante, porém quando participam muitos atomos,
o resultado € um somatério das frequéncias de populagées (GROSS, 2004). Alguns
analisadores de massa, possuindo alta resolugcdo, sdao capazes de detectar
diferengas, incluindo os picos isotopicos, que aparecem adjascentes a todos os
picos de ions formados com os is6topos de maior abundancia (PAVIA; LAMPMAN;
KRIZ, 2007).

A técnica de espectrometria de massas (EM) (Mass Spectrometry, MS)
faz a medicao da massa de compostos quimicos por meio da formagao e detecgao
de ions com carga elétrica (HIRAOKA, 2013). A molécula ndo absorve qualquer
parte de frequéncias de radiagdo do espectro electromagnético. Campos elétricos e
magnéticos servem para favorecer a formacéo de ions e direciona-los ao detector. O
espectro de massas é registrado em funcdo da abundancia relativa de cada ion (em
relacdo m/z — massa / carga) em relacdo ao numero de detecgées do pico com
maior intensidade, denominado pico base (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS,
2010).

Em algumas circunstancias, o pico base corresponde ao analito integro
ionizado denominando-se pico do ion molecular (HERBERT; JOHNSTONE, 2003).
Normalmente ocorre a perda ou ganho de um hidrogénio. Contudo, na técnica MS é
comum a fragmentagdo de ions para enriquecer o numero de informagdes
estruturais. A fragmentagao ocorre tanto pelo processo natural de ionizagao como
por condi¢des induzidas de voltagem ou barreiras quimicas (DOWNARD, 2004).

Em produtos naturais com muitos heteroatomos, a previsibilidade de um
padréo de fragmentagao é baixa. No entanto, certos padrées de fragmentacao sao
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racionalizados para as principais classes de produtos naturais e podem
vantajosamente ser utilizados na elucidagdo de compostos novos (TALAPATRA;
TALAPATRA, 2015).

O espectrometro de massas tem pelo menos cinco componentes: injegao da
amostra, fonte de ionizacao (ionizador), analisador de massas, detector e sistema de
dados (software e computador) (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007).

Durante a injecéo é necessario que o fluxo de moléculas seja introduzido na
fonte de ionizagcao de forma apropriada, em fluxo e quantidade ideal. Analitos podem
ser ionizados a partir de amostras diretamente injetadas no ionizador, mas também
podem ser provenientes de uma analise hifenada (também conhecidas como
tandem) (EKMAN et al., 2013). Por exemplo, a amostra pode ser proveniente da
fase liquida da separagao por HPLC, denominando-se LC-MS.

Existem trés meétodos principais de ionizagdo a pressao atmosférica:
Electrospray (ESI), lonizagdo Quimica (APCI) e Fotoionizacdo (APPI) (AGILENT
TECHNOLOGIES INC, 2010). Dos trés métodos, ES| € o método mais comum, pois
€ compativel com uma ampla gama de compostos, tem sensibilidade entre
femtogramas a picogramas, e proporciona tanto e informagdes qualitativas como
quantitativas. A implementagdo do método dependente em grande parte da
polaridade dos analitos, porém ¢ possivel fazer adaptagoes (GROSS, 2004).
lonizagado por ESI ocorre como resultado da transmissao de um grande potencial
eléctrico ao eluente a medida que o aerossol de goticulas emerge a partir do
nebulizador. A formacédo de ions é induzida através da aplicagdo de um grande
potencial entre a agulha de entrada de metal e o primeiro skimmer, apds a fonte em
pressao atmosférica (METZGER et al., 2007).

O mecanismo de ionizagdo ndo € bem compreendido e ha varias teorias que
tentam explicar o processo. Uma teoria sugere que as goticulas sofrem uma redugao
de tamanho por evaporagdo do solvente até atingir uma densidade de carga
suficiente grande para permitir que os ions da amostra sejam ejetados a partir da
superficie da goticula por um processo denominado repulsdo de Coulomb. A
goticula atinge um ponto em que a carga eléctrica € maior do que a tensao
superficial que as prendem em conjunto. O campo eléctrico induz a formagao de
carga elétrica resultante sobre o analito. Um espectro tipico ESI mostra uma
distribuicdo de ions da molécula com diferentes numeros de carga (WATSON;
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SPARKMAN, 2007).

Trés tipos de analisadores de massa sdo normalmente utilizados, com
diferentes principios teoricos e fatores de resolugao. Single-Quadrupolo (Q) € um
analisador de baixa resolugdo, mas torna-se poderosa analise qualitativa e
quantitativa quando sao estabelecidas condi¢cbes de ionizagdo e o equipamento é
acoplado a inje¢ao por Cromatografia Liquida HPLC (AGILENT TECHNOLOGIES
INC, 2010). O termo iontrap foi cunhado para definir o analisador de massas em
que os ions combinam rotacdo em torno de um sistema de electrodos com
oscilagées harmoénicas ao longo do eixo de rotagdo em frequéncia caracteristica de
acordo com seu valor m/z (MAKAROQOV, 2000). TOF (Time of Flight) € um analisador
de alta resolucéo que tem como principio o tempo preciso de voo dos ions em um
espago determinado, apds serem acelerados por um campo elétrico (CAMPANA,
1987).

Em posse de dados com boa resolugdo, é possivel utiliza-los para observar
a proporgao isotdpica e assim estimar a composigao elementar de um analito. Este
dado substitui a andlise elementar para determinagdo CHNSO por combustao, com
maior precisao e sensibilidade (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007).

3.12 RMN - RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica espectroscopica
ndo destrutiva que se fundamenta em propriedades magnéticas de nicleos atdmicos
(CLARIDGE, 1999). Consolidada ha pelo menos trés décadas, a RMN ¢é onipresente
nas ciéncias com uma infinidade de aplicagdes (ERNST, 1992). E utilizada
rotineiramente na analise de amostras quimicas e biologicas, sobretudo em
elucidacao estrutural (JACOBSEN, 2007). A versatiidade de programagbes e
ajustes torna esta tecnologia imprescindivel no desenvolvimento de inovagdes e
ciéncia aplicada. Ha aplicacbes em controle de qualidade, quimica orgéanica e
inorganica, indlstrias, ciéncias de materiais, medicina, etc (VAHROUS; FARAG,
2015).
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Atualmente sdo empregados equipamentos de RMN com Transformada de
Fourier, que facilitam aquisicao e processamento de dados (CONTRERAS, 2013). O
primeiro espectrometro comercial com esta tecnologia tornou-se disponivel no final
da década de 1960, operando a 90 MHz para o nicleo de Hidrogénio ('H)
(CLARIDGE, 2009). Desde entdo, muitos experimentos vem sido criados e
desenvolvidos (ERNST, 1992). De grande importancia, as técnicas bidimensionais
ganharam visibilidade a partir da metade da década de 70, quando a estabilidade de
analise foi garantida pela instrumentacéo e a realizagao de calculos complexos foi
viabilizada por computador (CLARIDGE, 2009).

Alguns conceitos explorados na pratica revolucionaram os métodos de
elucidagao estrutural, tais como os avangos obtidos com aplicagdao de campo
pulsado, transferéncia de polarizagéo, uso do fendbmeno de coeréncia e aplicagao de
gradiente de campo (GUNTHER, 1995) (MAHROUS; FARAG, 2015).

3.12.1 Instrumentagao de Ressonancia Magnética Nuclear

O espectrometro de RMN é constituido por trés componentes principais,
como demonstrado na FIGURA 17. Ha o magneto supercondutor com acomodagao
para uma sonda, a qual contém em si espago para amostra a ser analisada
(HORNAK, 2010). O segundo componente € o console, que contém placas
eletrénicas utilizadas na transmissdo e amplificagdo de sinais de comunicagao de
radio frequéncia (RF) e controladores programados de diversas fungbes de
estabilidade de analise. O terceiro componente € o computador, que comunica-se
com a sonda via software e console. Pelo software, o operador executa os
experimentos e processa os dados de RMN adquiridos (BUTLER, 2002). Os pulsos
de RF passam do pré-amplificador até a sonda, para que esta induza o fendmeno de
RMN na amostra.

Para analise estrutural, o campo magnético deve ser intenso e uniforme, e
frequéncias e faixas das fontes de radiofrequéncia (radiacdo eletromagnética)
calibradas. Durante a obtengdo de dados, deve-se ajustar um campo magnético
homogéneo nas dimensdes tempo e espago. Na dimensdo tempo, o campo
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magneético da regido a ser analisada normalmente € mantido constante (lock) de
acordo com o sinal recebido na frequéncia do nuclideo de Deutério. Na dimensao
espacial, 0 campo magnético € homogeneizado por solendides que criam pequenos
campos magnético de ajuste em varias diregdes espaciais (JACOBSEN, 2007).

FIGURA 17 —INSTRUMENTACAO DO LABORATORIO DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR
FONTE: DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR,
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS DA UFPR

Nos instrumentos simples, o campo magnético € obtido por um ima
permanente. Na instrumentagdo analitica moderna, o magneto é fabricado em
material supercondutor, os quais podem criar campos magnéticos entre 4,7 e 23,5
Tesla (ROONEY et al., 2007). Considerando o nlcleo de Hidrogénio 'H, sdo
equivalentes as frequéncias de ressonancia entre 200 MHz e 1 GHz. O prego da
instrumentacdo cresce exponencialmente de acordo com o campo magnético
desejado, mas que & recompensado por intensificacdo do sinal, maior resolucéo dos
espectros e menor tempo de aquisicdo dos experimentos (JACOBSEN, 2007). O
sinal € intensificado porque a frequéncia angular de precessdao do nucleo é
diretamente proporcional ao campo magnético aplicado (CLARIDGE, 2009).

O esquema de montagem ainda inclui os sistemas de ajuste de sonda,
compostos por gerador e detector de RF, mddulo de controle do pré-amplificador,
detector de quadratura, filtro digital, gradiente, sistema anti-vibragao, travamento de
campo (lock) e shimming (HORNAK, 2010). O magneto supercondutor fica
submergido em hélio liquido (4 Kelvin) para possibilitar a propriedade
supercondutora (IWASA, 2002). A protecao térmica € realizada com o auxilio de um
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compartimento “Dewar” com nitrogénio liquido, camadas de folhas isolantes (Mylar)

e camaras sob vacuo.

3.12.2 Aquisi¢ao e processamento de dados

As formas mais comuns de preparo de amostras em RMN sdo para
ressonancia magnética de liquidos, HR-MAS; RMN de sélidos; acompanhamento de
cinética, etc. Para em cada contexto e utilidade, sonda, rotor e tubo séo adaptados.
Em todos os casos, quando se deseja a observagao (ou utilizagao indireta) de
nucleos de hidrogénio 'H, é necessario o uso de solventes gue nao contenham este
isétopo. Portanto, os solventes utilizados para solubilizagdo das amostras tem os
isétopos de hidrogénio substituidos pelo nuclideo do Deutério °H (solventes
deuterados).

Os equipamentos modernos de RMN possuem varios canais de
comunicagdo com amostra e fazem a aquisicdo dos dados ao longo do tempo.
Registram fase e intensidade dos sinais adquiridos, que sdao um sinal
eletromagnético oscilante que diminui sua intensidade ao longo do tempo,
denominado decaimento livre de inducao (FID) (FIGURA 18). O sinal, oriundo da
amostra em fendmeno de RMN, é detectado pela sonda, que o transfere ao console.
Este multiplica e digitaliza o sinal para o computador. Varios transientes (scans) sao
capturados para uma Unica amostra até obtencdo de um espectro somado. Esses
equipamentos utilizam pulsos para excitagdo dos nucleos caracterizados por
descarga de energia de alta poténcia, de curta duracdo. Os pulsos contém uma faixa
de frequéncias centradas na frequéncia fudamental do is6topo que é observado.
Desta forma, todos 0s nucleos sao induzidos a passar por ressonancia ao mesmo
tempo (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007).

A transformada de Fourier (FT) € uma técnica matematica que permite a
analise de dados complexos gravados simultaneamente, o que diminui o tempo de
aquisicao dos experimentos. A FT faz a conversao de uma funcdo no dominio do
tempo para o dominio da frequéncia, e vice-versa, mesmo que haja sobreposigao de
decaimentos livre de inducdo. O sinal ao longo do tempo € composto de varias
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frequéncias e velocidades de decaimento, referentes a distintos nucleos. Este
método matematico depende de processamento computacional, todavia é
extremamente valida para moléculas complexas. Os sinais ao longo do tempo sao
resolvidos em freqiiéncias individuais, de acordo com as propriedades de cada
nucleo observado.

Pulse g Pulse : Pulse . Pulse
FID 4 H
| o =y ; pssnem————
1 1+2 14243 1+2+344
donchi emrsarnae
Memory L
FT FT FT FT
Peak: | 1.01 201 2.99 | 4.00
Noise: 0100, Y W el i W
S/N: | 100 139 17.2 20.2

FIGURA 18 —FID E APLICACAO DA TRANSFORMADA DE FOURIER
FONTE: JACOBSEN (2007)

Os dados podem ser ajustados antes da FT, através da alteracao de alguns
parametros de processamento. Isto favorece os calculos para melhor resolugéo ou,
alternativamente, melhor fator sinal / ruido (BUTLER, 2002).

3.12.3 Principio da técnica

A ocorréncia do fendmeno de ressonancia magnética em condigoes
controladas € quesito fundamental para que a interpretagdo dos sinais detectados
seja possivel (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007). A teoria do fenOmeno, se
considerada, € importantissima para se extrair informagbes desejadas a partir
experimentos apropriados de técnicas selecionadas (CLARIDGE, 2009). Quando
analisando os resultados de RMN em solugao, as trés principais informacdes sobre
o0 comportamento quimico utilizadas na elucidagdo estrutural de compostos

organicos sao:
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e Deslocamento quimico (Subitem 3.12.4)
e Multiplicidade e Acoplamento (Subitem 3.12.5)

e [ntensidade relativa (Subitem 3.12.6)

Deslocamento quimico, multiplicidade e intensidade sdo variaveis
intrinsecamente dependentes do ambiente quimico em que o nuclideo se encontra
(JACOBSEN, 2007). Portanto, sdo as principais informagdes consideradas na
interpretagdo das analises de RMN para elucidagéao estrutural de um composto
desconhecido. Cada nuclideo possui um sinal caracteristico, que os diferencia dos
demais (caso nao equivalentes), mesmo que dois nuclideos pertencam ao mesmo
tipo de grupo funcional (SILVERSTEIN et al., 2007). Grupos vizinhos interagem
entre si, interferindo sobre o sinal uns dos outros. Cada grupo tem uma vizinhanga
quimica, que possibilita identificar o posicionamento relativo de cada grupo quimico
na estrutura. As posicoes de duas metilas, por exemplo, podem ser diferenciadas
(PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007).

Um requesito para ocorréncia do fenébmeno de RMN é a inser¢do de
nuclideos com spin ndao nulo em um campo magnético (Bo). Spin € uma propriedade
fundamental da natureza, que protons, elétrons e néutrons possuem, tal como
massa ou carga elétrica. Spin € uma propriedade quantica intrinseca de cada
isotopo. As primeiras consideracOes sobre as complexidades quanticas definidas
sob a propriedade spin ocorreram pelo histérico descobrimento do efeito Zeeman
(CLERK; CLERK, 2008). Segundo este efeito, ao se inserir um atomo em um campo
magnético, suas linhas espectrais se dividem em certas condi¢ées (WEISS, 2001).

Quando os nucleos ndo se encontram sob a influéncia de nenhum campo
magnético exterior, os spins apresentam direcOes aleatorias (FIGURA 19-A), de
maneira que a soma vetorial de todos eles € igual a zero (OTADUY; LEITE, 2007).
A diferenca de energia € nula (FIGURA 19-A).

Em campos magnéticos homogéneos, como os utilizados para analise
estrutural de compostos organicos, cada nuclideo assume um estado quantico de
energia de acordo com seu spin (FIGURA 20). Considerando um nuclideo com
spin Y2 , por exemplo, este pode assumir estado a favor (paralelo) ou contra (anti-
paralelo) o campo magnético (FIGURA 19 -B e C).
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O fendmeno de RMN ocorre quando o spin nuclear de um nuclideo
magneticamente ativo entra em ressonancia, absorvendo e emitindo radiacao
eletromagética enquanto transita entre os possiveis estados quanticos energéticos
(FIGURA 19, FIGURA 20). Neste caso, a diferenga de energia entre estes estados
energéticos € regida pela equacao da FIGURA 19-B. As possibilidades de estados
quéanticos de energia séo definidas pelo valor de spin nuclear (GUNTHER, 1995) e
sao esquematizadas na FIGURA 20.

Quase todos os elementos na tabela periddica tem um is6topo com um spin
nuclear ndo nulo. O spin é resultado da contribuicdo geral entre prétons e néutrons
desemparelhados. Alguns elementos sao apresentados na TABELA 5, junto com
abundancia isotopica natural, a constante giromagnética e a frequéncia de
precessao no campo magnético de 9,4 Tesla.

TABELA 5— ALGUNS NUCLIDEOS MAGNETICAMENTE ATIVOS E SUAS PROPRIEDADES

CORRESPONDENTES
s e
pareados pareados nuclear (rads”’ T natural 9,3979 Tesla
'H 1 0 1/2 42,58 99,98% 400,130 MHz
H 1 1 1 6,54 0,015% 61,42 MHz
N 0 1 1/2 10,71 1,1% 100,6 MHz
N 1 1 1 1,93 99,63% 28,91 MHz
N 0 1 1/2 274 0,37% 40,5 MHz
°F 1 0 1/2 40,08 100% 376,3 MHz
#Na 1 2 3/2 11,27 100% 105,84 MHZ
¥p 1 0 1/2 17,25 100% 161,9 MHz

FONTE: ADAPTADO DE (BRUKER, 2012)
NOTA: CONSTANTE GIROMAGNETICA (MHz/T) x10” (rads™ T7')

Considerando nucleos de spin 2, eles irdo se alinhar contra ou a favor do
campo. A diferenga entre a populagdo destas duas orientagdes (conhecida como a
distribuicao de Boltzman) é dependente da intensidade do campo. De acordo com
a intensidade do campo magnetico, maior a diferenca de populagées entre os
estados quanticos de energia e maior a sensibilidade da técnica devido a maior
diferenca de energia entre os estados de alinhamento de spin.
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FIGURA 19 — HEPHESENTAQﬁO DE ESTADOS QUANTICOS DE ENERGIA PARA
NUCLIDEOS COM SPIN 2
FONTE: PUDDEPHAT (2015), GOOGLE IMAGES
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FIGURA 20 — REPRESENTAGAOQ DE ESTADOS QUANTICOS DE ENERGIA DE ACORDO
COM O SPIN NUCLEAR
FONTE: PUDDEPHAT (2015)



Revisao Bibliografica 95

Quando ocorre o alinhamento e a ordenagcdo de spins, gera-se uma
magnetizacao total que torna possivel observar o fenémeno de RMN através do
detector (FIGURA 21). Nestas circunstancias, a energia aplicada ao sistema por
meio de ondas de radio frequéncia gera um segundo campo magnético oscilante
(denominado B4) que direciona a magnetizagdo ao eixo de detecgdao. Somente os
nuclideos com spin que sofrerem ressonancia (ou que se correlacionam com
nicleos em ressonancia) é que se alinhardo e terdo influéncia sobre o sinal do
detector (GUNTHER, 1995).
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FIGURA 21 — VETOR MAGNETIZAGAO M, EM PRESENGA DE (A) CAMPO MAGNETICO
ESTATICO E (B) CAMPO MAGNETICO ESTATICO B0 E CAMPO MAGNETICO
OSCILANTE B1
FONTE: PUDDEPHAT (2015)

Quando se considera a dinamica atdmica, percebe-se os nlcleos tomam um

movimento de precessao ao redor do eixo do campo magnético.

3.12.4 Deslocamento quimico

O efeito de precessao (FIGURA 22) pode ser confrontado com o modelo de
movimento de precessao de um pido girante inserido no campo gravitacional da
Terra. De acordo com as leis da fisica classica, quando um corpo possui tanto um
momento e um momento angular, devido a sua rotagado, o piao girante permanece

girando em torno de um eixo central de rotacdo e ndao cede prontamente a forca da
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gravidade (CLERK; CLERK, 2008). Entretanto, para um nucleo, deve-se considerar
os efeitos de Mecéanica Quantica do spin nuclear sobre o momento de dipolo

magnético caracteristico de quando esta inserido em um campo magnético.

FIGURA 22 - PRECESSAO DE UM NUCLIDEO
FONTE: PUDDEPHAT (2015)

Cada nucleo assume uma frequéncia de precessdo, que € equivalente a
frequéncia do foton que provocaria transicdes entre os niveis de energia do spin.
Esta freqiiéncia € chamada de frequiéncia de Larmor e é definida por:

vy = (Y Bo) 12m (1)

Onde vy é a frequéncia de precessao (Hertz), y é a constante giromagnética
(rad s” T'") e By é a intensidade do campo magnético (T).

Por convencdo e conveniéncia, a frequéncia de precessao é convertida em
deslocamento quimico, comparada em relagdo a uma referéncia. O deslocamento
quimico exibe diversos tipos de perfil, que variam de acordo com a intensidade
relativa e acoplamentos com outros nuclideos constantes de acoplamento
(multiplicidade). E conveniente medir as frequéncias de ressonancia relativas dos
nlcleos com relagdo a um parametro definido, pois € muito dificil medir a frequéncia
de ressonancia absoluta de um determinado ntcleo.

O deslocamento quimico € a relagao entre a frequéncia ressonante relativa a
referéncia. E um exame muito sensivel do ambiente quimico dos nlcleos em
ressonancia. Ao assumir uma frequéncia de precessdo, pode-se utilizar esta
informagéo para analise estrutural, fazendo-se a comparagdo com um composto

referéncia. Assim, o deslocamento quimico e definido por:
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v amostra — v referéncia @)
v referéncia

0 =

A referéncia quimica é um composto quimico de estrutura quimica
conhecida e que possua o nuclideo de interesse da andlise em sua composigao.
Deve possuir um deslocamento quimico caracteristico, de preferéncia fora da regiao
de interesse para andlise. Na maioria das vezes é inerte, 0 que possibilita a
introdugao conjunta ao analito de forma homogeneamente distribuida, denominada
referéncia interna. Em alguns casos € necessario separar a referéncia da amostra
por um capilar, sendo denominada referéncia externa. Nos experimentos de
Hidrogénio, Carbono e Silicio, a referéncia mais comumente utilizada € o
Tetrametilsilano (TMS) para solventes organicos. Em solventes aquosos utiliza-se
regularmente TMSP-d4 (3-trimetilsiliipropanoato sédico tetradeuterado) ou DSS
(acido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonico).
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Figure 1.3

FIGURA 23 - FREQUENCIA DE RESSONANCIA DO NUCLEO CARBONO '°C (4,7 T)
FONTE: JACOBSEN (2007)

As frequéncias basicas de ressonancia sao resultados de efeitos
sobrepostos devido ao ambiente quimico local em que o isétopo esta localizado. O
valor exato da freqiiéncia de ressonancia de um nicleo de 'H num composto
qualquer, depende dos atomos aos quais esta ligado e aqueles ao seu redor
(PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009).

As diferengas de deslocamento quimico sdo uma fungdo do ambiente
quimico em que cada nuclideo se encontra. O movimento constante dos elétrons

nos orbitais moleculares das ligagées quimicas gera pequenas contribuicées sobre o
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campo magnetico de cada nucleo. Elas aumentam ou diminuem o campo magnético
resultante. Os momentos magnéticos nucleares interagem com o campo magnético
local. Este campo pode ser diferente do campo aplicado, pois o campo externo
induz momentos angulares orbitais dos elétrons (isto €, induz a circulagdo de
correntes de elétrons) que propiciam pequena contribuigdo de campo magnético
local (Biwca = (1- ©) Bp) no nuicleo. Nacleos que estejam em grupos quimicos
diferentes tém constantes de blindagem o diferentes.

Em moléculas reais, os prétons sdo circundados por orbitais moleculares
devido a ligagbes quimicas e atomos adjascentes, 0s quais produzem um campo
magnético induzido, o qual se opdéem ou favorece o campo magnético aplicado
(FIGURA 24). O campo magnético resultante e efetivo sobre o nucleo sera (B = Bp —
Bi), que é a soma do campo magnético aplicado (Bo) com o campo resultante da
circulacdo dos elétrons. Diz-se que o0 nucleo experimenta blindagem ou
desblindagem diamagnética (diamagnetic shielding).

Nucleos diferentes ndo equivalentes quase sempre assumem frequéncia de
precessao distinta, gerando picos distintos, tornando-se uma informacao valiosa na
andlise de estruturas organicas. Nao é idéntica para todos os nucleos de uma
molécula.

.
— e

e A Blindagem e
[ *. regiaointerna T _— -
j — I 3

s

B externo

B induzido

FIGURA 24 — INFLUENCIA DO MOVIMENTO ELETRONICO NOS ORBITAIS MOLECULARES
SOBRE O CAMPO MAGNETICO EFETIVO EM UM ANEL AROMATICO
FONTE: ADAPTADO DE (FLIEGL ET AL., 2011)
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A frequéncia de precessao depende de inumeros fatores, que promovem 0s
deslocamentos quimicos, tais como:
¢ Blindagem e desblindagem por densidade de elétrons
¢ Blindagem diamagnética local
¢ Efeitos de eletronegatividade
e Efeitos de hibridizagao
e Hidrogénios acidos e intercambiaveis
e LigacOes de hidrogénio
e Anisotropia magnética (interferéncia por campos magneéticos induzidos
por geometria espacial); de especial interesse a anisotropia
magnética no benzeno; de dupla ligagdo e do acetileno

Grupos funcionais distintos tem comportamentos quimicos distintos e,
portanto, valores de deslocamento quimico caracteristicos, que variam de acordo
com varias contribuigdes. Faixas de deslocamentos quimicos dos atomos de 'H e
'3C estdo esquematizados na FIGURA 25.

Em anéis benzeno, por exemplo, os hidrogénios do anel sofrem a
experiéncia de desblindagem magnética porque o campo magnético induzido tem o
mesmo sentido que o campo externo.

Atomos de hidrogénio ligados ao mesmo carbono sdo considerados
equivalentes caso nao tenham acoplamento magnético e causem desdobramento
de sinal um do outro. Desta forma, um grupo CH> com hidrogénios equivalentes,
teriam um deslocamento quimico Unico e, ao acoplar com outro nucleo, causariam a
este sinal dois desdobramentos de mesma magnitude.

Entretanto, caso ndo sejam equivalentes, cada hidrogénio presente no CHa
se comporta de forma independente, com deslocamentos quimico diferentes.
Inclusive haverd interagdes 2J e desdobramentos de sinal entre si através de sua
ligacao geminal (FIGURA 26).
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FIGURA 25 - FAIXAS DE DESLOCAMENTO QUIMICO DE (A) HIDF{OGENIO 'HE (B)
CARBONO (' C) DE ACORDO COM O AMBIENTE QUIMICO DE ALGUNS
GRUPOS FUNCIONAIS
FONTE: ADAPTADO PELO AUTOR (2015)

3.12.5Correlacdo, Acoplamentos e Multiplicidade

Em um espectro de alta resolugao, pode-se perceber que muitos sinais,
percebidos como Unicos em um espectro de baixa resolu¢cdo, sdao na verdade
clusters de picos que se desdobram devido a interagdes entre nucleos. Apesar de
aumentar a complexidade dos dados, a sua interpretagcdo proporciona um método
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poderoso de andlise de funcionalidade, conectividade exata, simetria,
estereoquimica, e outros parametros de estrutura molecular (CREWS; RODRIGUEZ;
JASPARS, 2010).

Em uma molécula, dois ndcleos magneticamente ativos, ndo equivalentes,
que estejam em certa proximidade, interagem entre si de acordo com o spin de cada
nucleo por meio de ligagdes quimicas (CLARIDGE, 2009). Esta interacao, portanto,
€ uma constante que nao varia de acordo com o campo magnético em que esta
imerso (CLARIDGE, 2009).

Existem alguns padrées de desdobramento que sao caracteristicos
(TABELA 6), referentes a nudcleos com spin 1/2, como os considerados para
acoplamentos comuns de um nucleo de hidrogénio (FIGURA 26). Quando ha
proximidade a um grupo CH, CH> ou CHs (com nuclideos equivalentes), os padroes
caracteristicos sao dupleto, tripleto e quarteto, respectivamente. Isto ocorre pois
cada um dos atomos vizinhos promove o desdobramento do sinal em questdo, pois
cada nucleo possui as diferentes probabilidades de niveis energéticos para um
nuclideo com spin Y.

TABELA 6 - PADROES DE DESDOBRAMENTO COMUNS, ABREVIACAO E ASPECTO

Nimero de hidrogénios Numero de Denominagdo do Intensidade

vizinhos (equivalentes) picos (n+1)  perfil (abreviagao) relativa

0 1 Singleto (s) 1

1 2 Dubleto (d) 151

2 3 Tripleto (1) 1:2:9

3 4 Quarteto (q) 1:3:3:1

4 5 Quinteto (quin) 1:4:6:4:1

5 6 Sexteto (sex) 1:5:10:10:5:1
6 7 Septeto (sep) 1:6:15:20:156:1
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FIGURA 26 - ACOPLAMENTOS COMUNS
FONTE: (CRASTO, 2014)

Cada interacdo € mensuravel e caracterizada pelo valor J (constante de
acoplamento), medido em Heriz. A interagdo de um spin nuclear sobre outro €&,
relacionada com a forma e quantidadade de elétrons compartilhados através de uma
ligagdo quimica. Um acoplamento entre dois tipos diferentes de nucleos € chamado
de acoplamento heteronuclear (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007).

A principal caracteristica dos acoplamentos sao que os desdobramentos sao
iguais para os dois nuclideos que se acoplam. Entretanto cada nuclideo pode
acoplar com multiplos nuclideos a sua volta, e portanto, cada nucleo pode ter varias
interagbes, causando padrées de desdobramentos distintos. O numero de
desdobramentos € denominado multiplicidade. De certa forma este efeito € mais
visivel quando ha proximidade de nucleos, porém pode existir ao longo de varias
ligacbes quimicas.

Martin Karplus foi o primeiro pesquisador que descobriu que a constante de
acoplamento (J) entre os hidrogénios ligados a atomos de carbono vicinais também
depende do angulo diedro entre os nuclideos, e desenvolveu uma expressao
conhecida como a equagao de Karplus. O angulo diedro é considerado em relagao
ao primeiro e quarto atomos ligados, quando quatro atomos estao ligados entre si.
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FIGURA 27 - DEFINICAO DE ANGULO DIEDRO
FONTE: WIKIPEDIA, CREATIVE COMMONS

A principio, constantes de acoplamento podem ser medidas entre quaisquer
nucleos magneticamente ativos, desde que possuam conexdo através de ligagdes
quimicas. Pares de hidrogénios quimicamente equivalentes acoplam, mas o
acoplamento nao é observavel, sendo que a explicagao completa deste fenémeno
envolve longas descricbes de mecanica quantica de RMN (MARRS, 2013).

Quando nao sao equivalentes (Ha # Hp), como caracteristicamente ocorre
com grupos CHz proximos a centros anomeéricos; ou sem livre rotagao (CHy travados
em ciclos), os nucleos acoplam entre si e comportam-se independentemente
(FIGURA 26). O acoplamento ocorre pela ligagdo geminal %) e também
independentemente pelas ligagdes vicinais e a longa distancia.

3.12.6 Intensidade relativa

A area dos sinais em RMN é proporcional ao nimero de nucleos que
contribuem para o sinal e a concentragdo da amostra. A intensidade relativa dos
sinais depende do vetor magnetizagao resultante no eixo do detector. Esta
intensidade é fungédo diretamente proporcional a intensidade do campo magnético e
a homogeneidade de campo magnético; e inversamente proporcional ao tempo de
relaxagcao. Também depende do fator resultante de todos os pulsos aplicados sobre
a amostra e de ftransicOes entre estados de energia que ocorram. Portanto,
intensidade é dependente do ambiente quimico em que o nicleo esta inserido.
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E possivel fazer a comparagédo de intensidade relativa por integragdo, mas
esta ndo pode ser considerada quando alguns fenémenos interferem sobre o
processo de aquisicdo. No experimento de '*C, por exemplo, em que ocorra o
desacoplamento do nucleo de hidrogénio, a integracdo nao apresenta valores
relativos de integracao satisfatérios para analise.

3.12.7 Sequéncias de pulsos

A programagao apropriada do equipamento para obtengdo de dados
especificos se realiza pelas sequéncias de pulsos, as quais se dividem entre
experimentos unidimensionais e experimentos multidimensionais. As sequéncias de
pulsos sdo programadas via software. Uma enorme quantidade de tipos de
experimento existe para observacdo de infinitos comportamentos quimicos de
nuclideos magneticamente ativos em fenémeno de RMN (CREWS; RODRIGUEZ;
JASPARS, 2010). Certas sequéncias de pulso mostram-se capazes de obter muitas
informagdes estruturais, através de multiplos tipos de transferéncias de sinal entre
nicleos que se correlacionam (“spin gymnastics”) (GUNTHER, 1995).

Em um experimento unidimensional, o sinal é apresentado como uma
fungdo de um Unico parametro, em geral o deslocamento quimico. Em um
experimento bidimensional, ha dois eixos coordenados, que em geral, também
representam faixas de deslocamento quimico. O sinal € apresentado como uma
funcdo de cada uma dessas faixas de deslocamento quimico (PAVIA; LAMPMAN;
KRIZ, 2007). O resultado de correlagbes é avaliado de forma pratica por contornos
tipo “curvas de nivel”, em que as linhas de contorno correspondem a intensidade do
sinal (JACOBSEN, 2007).

RMN de 'Hidrogénio é a andlise mais comum, que necessita de menores
quantidades de amostra e tem tempo de andlise mais curto. E uma ferramenta de
rotina para elucidagao de estruturas em quimica organica e organometalica.
Também €& amplamente aplicada em polimeros e biomoléculas (polissacaridos,
proteinas, 4cidos nucléicos, etc). A regido tipica de deslocamentos quimicos de 'H é
na faixa entre 0 e 10 ppm, embora nucleos de hidrogénio envolvidos em ligagdo de
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hidrogénio podem aparecer em entre 10 e 20 ppm.

Para carbono, a RMN de 'C é realizada, mesmo possuindo abundancia
isotopica 1,1%, visto que o isétopo mais abundante '?C nao é detectavel por RMN
por possuir spin zero. As vezes é feita marcagao isotépica com '3C, mas na maioria
das vezes opta-se por acumulo de varios transientes ou técnicas de detecgao
indireta. Varios dados podem ser extraidos a partir de espectros de RMN de °C. A
maioria dos espectros de RMN de '*C é obtida como espectros desacoplados ao
hidrogénio, ou seja, ndo se observa as interagdes entre ndcleos de carbono e
hidrogénio. Portanto, apenas picos nas formas de singletos sdo observados em um
espectro de carbono desacoplado (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007). A janela
espectral de delocamentos quimicos de carbono (na faixa entre 0 e 220 ppm) é
muito maior que do hidrogénio, tendo poucas sobreposi¢ées. Algumas sequéncias
de ressonancia de *C utilizam transferéncia de polarizacdo, utilizando-se dos
nucleos de hidrogénio para aumentar a sensitividade do sinal e/ou obter as
caracteristicas de multiplicidade por experiéncias do tipo DEPT (Distortionless
enhancement by polarization transfer).

Espectroscopia de RMN de Ogixénio '"O é amplamente utilizada para
compostos inorganicos e organicos. No entanto, devido a extrema baixa
sensitividade (100 mil vezes menor que o 'H), s6 é recomendada em casos
imprescindiveis. Mesmo assim, marcacao isotopica pode ser requisitada. Aléem disto,
algumas sequéncias de pulso especificas e processamentos refinados devem ser
utilizados para evitar distorcdes de linha de base e outros efeitos problematicos de
espectros obtidos a baixas frequéncias de ressonancia (GRANT; HARRIS, 1996).

Atomos como Nitrogénio e Enxofre, apesar de serem relativamente comuns
em moléculas organicas, geram espectros de baixa intensidade. Além da baixa
abundancia isotopica de nuclideos magneticamente ativos, esses elementos
também apresentam is6topos com intenso momento quadrupolar. A relaxagao dos
spins € acelerada, resultando em sinais alargados e com muitas sobreposigoes.
Mesmo assim, RMN de "N é aplicada para algumas moléculas organicas,
preferencialmente para compostos organometalicos, heterociclos e biomoléculas
como peptideos e proteinas. Compostos marcados sao amplamente utilizados para
contornar o problema de baixa sensitividade (enriquecidos com o is6topo '°N).
Melhor sensitividade é alcangada pelo uso de RMN de "N, entretanto os sinais séo
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muito alargados. Algumas técnicas bidimensionais, principalmente utilizadas para
proteinas, fazem detecgdo a partir dos nucleos de hidrogénio (GRANT; HARRIS,
1996).

A baixa sensitividade e 0s espectros com sinais muito largos (usualmente
mais de um 1KHz) devido ao efeito do momento quadrupolar sdo as duas principais
razdes para o uso limitado de RMN de **S NMR (GRANT; HARRIS, 1996). Mesmo
assim, & possivel detectar o efeito do enxofre indiretamente por espectrometria de
massas ou através de nicleos de enxofre diretamente ligados a carbono '*C, tais
como tidis, dissulfetos, sulfoxidos, sulfonas, etc.

As técnicas bidimensionais tiveram inicio na década de 60 (CLARIDGE,
1999). Estes experimentos sofreram uma melhora de resolu¢do com a introdugéo da
aplicacdo do conceito gradiente de campo. Experimentos bidimensionais sdo as
principais técnicas analiticas aplicadas na elucidagdo estrutural de compostos
organicos (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010).

Deve-se ressaltar que a obtengao da segunda dimensao nao é resultante do
cruzamento de dados entre experimentos unidimensionais (GUNTHER, 1995). A
segunda dimensdo € gerada pela variagdo de intensidade ou de fase do sinal em
fungdo da variagao de algum dos parametros programados em uma das dimensoes,
apos o acumulo de varios transientes consecutivos (CLARIDGE, 2009). Os sinais
dos mapas de correlacdo resultam da ocorréncia ou nao de interagdo entre os
nucleos observados conforme cada tipo experimento (JACOBSEN, 2007).

Os experimentos bidimensionais sdo caracterizados por quatro etapas
fundamentais: Preparagao ; Evolugéo; Mistura (Coeréncia) e; Aquisigao (GUNTHER,
1995; CLARIDGE, 2009; CREWS et al., 2010).

Entre experimentos bidimensionais, pode-se diferencia-los entre
experimentos de correlagdo homonuclear e experimentos de correlagéo
heteronuclear (CONTRERAS, 2013). Respectivamente, fazem a observagao entre
nuclideos magneticamente ativos de um Unico elemento quimico ou entre elementos

quimicos distintos.
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3.12.8 Simulagao de RMN

Conhecimentos sobre os comportamentos de ressonancia dos ntcleos de 'H
e '°C estao atualmente bem estabelecidos. Desta forma, algumas predigdes podem
ser feitas a partir de estruturas e fragmentos propostos a fim de ser feita a
comparagcdo com os dados experimentais (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS,
2010).

Alguns algoritmos permitem a comparagao entre dados experimentais e
dados calculados. Apesar de ser um fendmeno complexo, os valores sdo estimados
com base em banco de dados de contribuigdes de vizinhanga quimica ou modelos
quimicos avangados.

Programas computacionais como ACD Chemsketch (www.acdlabs.com),
ChemDraw (www.cambridgesoft.com) e Spectool (www.upstream.ch) usam dados
experimentais de mais de 200.000 compostos para calcular os deslocamentos
quimicos usando codigos de algoritmo HOSE (hierachically ordered spherical
description of environment), introduzidos paralelamente a algoritmos de redes
neurais no final da década de 70 (BREMSER, 1978).

Em alguns casos, também é possivel obter mais detalhes sobre correlagdes
espectro-estrutura, incluindo constantes de acoplamento e resolugdo de espectro,
através da customizagao e ajuste das configuragdes de simulagao.

A compreensdo de alguns valores de deslocamentos quimicos, observados
em experimentos anteriores, frequentemente facilitam a avaliagdo computacional de
estruturas quimicas desconhecidas e inferéncia de novas propostas estruturais em
conjunto com resultados de outras técnicas analiticas.
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3.13 ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS

A obtengao de espectro de ultravioleta € Util quando ha insaturagdo em uma
molécula ou quando ha presenca de ligagdes que permitem transicoes eletrénicas
entre orbitais (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007). A maioria das moléculas organicas,
entretanto, nao absorve na regidao de UV-vis. Além disto, quando compostos
quimicos absorvem UV, esta normalmente ocorre em uma ampla faixa de
comprimentos de onda, pois ha muitos modos excitados de vibragdo e rotagao
(CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010). A absorcdo de certo comprimento de
onda € proporcional ao nimero de moléculas amostradas e quanto maior for a
eficiéncia de absorgéo (SILVERSTEIN et al., 2007). O diagrama de absorgao de UV
esta representado na FIGURA 28, que pode ser matematicamente expresso pela lei
de Lambert Beer Eq.(3).
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FIGURA 28 - CAMINHO OTICO PERCORRIDO PELO FEIXE UV
FONTE: O AUTOR (2015)

A=log,, % =Lege (3)
Onde,

A = Absorbancia para um certo comprimento de onda UV (Lyv);
lo = Intensidade UV incidente na cela de amostra;

| = Intensidade UV que sai da cela de amostra;

L = Caminho ético (cm);

e = Coeficiente de extingdo molar (M L'cm™);

¢ = Concentragao molar do soluto (M).
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3.14 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

Espectros de infravermelho (IR) podem ser utilizados para identificar
grupos funcionais particulares num composto organico, ou mesmo para identificar,
por comparagao, todo um composto (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010).

O espectro de infravermelho surge como uma consequéncia de vibragoes
das ligacOes quimicas intramoleculares. A absorgao de radiagdes electromagnéticas
na frequéncia do infravermelho é relacionada a vibragbes especificas de alguns tipos
de ligagbes quimicas (STUART, 2004).
alteragao no momento de dipolo ou deslocamento de carga em fungao do tempo

Somente as vibragdbes que provocam a

podem ser detectadas. Nao ha excitagdo de elétrons. As transigdes vibracionais e
rotacionais ocorrem entre os atomos de uma molécula devido a uma distribuicao de
carga assimétrica (WITHROW, 2012). Por isto, nem toda molécula absorve na regiao
do infravermelho (SILVERSTEIN et al., 2007).

As vibragdes que caracteristicamente absorvem infravermelho estao
ilustradas na FIGURA 29. Absorgdes podem ser muito préximas umas das outras e
haver sobreposigao. Além disso, ha o efeito de vibragbes harmonicas que
acrescenta bandas adicionais fracas as vibragées observadas (PAVIA; LAMPMAN;

KRIZ, 2007).
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FIGURA 29 - COMPARACAO ENTRE TIPOS DE VIBRAGAO DETECTADAS POR
INFRAVERMELHO (IR) E ESPECTROSCOPIA RAMAN
FONTE: (SHRESTHA, 2014)

A metodologia avangada que aplica transfomada de Fourier € denominada
FT-IR. Seu uso virou corriqueiro devido a facilidade de uso e aplicagdo em todo tipo
de amostra quimica (FERRARO; BASILE, 1978). As analises s@o muito confiaveis e
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reprodutiveis em relacdo a frequéncia de absor¢do dos grupos funcionais, com
regides caracteristicas para grupos funcionais (FIGURA 30). Contudo, devido a
mudangas no comprimento da trajetoria e alteragdes de concentragdo, € muito dificil
reproduzir os resultados exatos. Por isso, sdo normalmente expressos em relagéo a
transmitancia e de acordo com as unidades de frequéncia, ou seja, o inverso do
comprimento de onda. Demanda pouco espago e nao gera residuos ou gasto de

consumiveis. Possui custo acessivel, € seguro e ndo téxico (REES, 2010).
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FIGURA 30 - FREQUENCIAS DE INFRAVERMELHO CARACTERISTICAS PARA CERTOS
GRUPOS FUNCIONAIS

FONTE: DIANLIWENMI.COM/POSTIMG_629946_15.HTML
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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FIGURA 31 - FLUXOGRAMA DE ESTHATEGIA{EXPEHIMENTAL, A COMECAR DA
IDENTIFICACAO DO FUNGO ATE ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO
COMPOSTO ATIVO
FONTE: ADAPTADO DE PINO et al. (2013)

4.2 CULTIVO DO MICRORGANISMO

O fungo utilizado, previamente desconhecido, foi obtido do banco de cepas
isoladas do Laboratério Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, do
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da Universidade
Federal do Parana. A cepa foi cultivada em placa contendo meio PDA (Potato

Dextrose Agar) a 28°C por quinze dias.
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Além disto foram testados diversos substratos de cultivo em placa e/ou meio
solido, com objetivo de testar se ocorria esporulagao do fungo. Os meios testados
foram: trigo com sulfato de calcio 1%; trigo com carbonato de calcio 10%; milho;
meio PDA; meio PDA com explante de graminea; meio PDA acidificado com &cido
tartarico; Agar Sabouraud; Agar V8; Agar Nutriente; Meio Minimo; Tryptic Soy Agar
(TSA); Agar infuso cérebro coracao (CCS); meio FAN Agar; meio FAN suplementado
com CoSO4 0,05 g/L); Agar YMEA.

O cultivo em frascos do tipo Erlenmeyer foi realizado em volumes de 100,
250, 500 e 1000 mL. Foram testadas condi¢cdes temperatura de cultivo e também
algumas modificacoes do meio FAN (LEIFA, 2003), como concentracdao de acgucar,
concentragdo de cloreto de célcio; e concentragbes de fosfato de potassio
monobasico e dibasico.

4.3 IDENTIFICAGAO DO MICRORGANISMO

4.3.1 Extracao do DNA

Apds o crescimento celular do fungo, 100 mg do micélio foi transferido
assepticamente com auxilio de uma alga de platina para microtubos de polipropileno
de 2mL. Cada microtubo continha 1800 uL agua destilada autoclavada aquecida a
60°C. Foram realizados trés ciclos de lavagem do micélio sob agitacao em vortex por
dois minutos. No término de cada lavagem o material era centrifugado a 4000 xg —
por 1 minuto a temperatura ambiente. A agua de lavagem era descartada e o miceélio
lavado era transferido para outro microtubo. Cada microtubo continha 1,5 g de beads
de quartzo e 600 uL de tampao para extracao de DNA (CTAB 2%) brometo de cetil-
trimetil-aménio modificado TABELA 7 (SANCHEZ-HERNANDEZ; GAYTAN-
OYARZUN, 2006). O rompimento da parede celular do micélio foi realizado por
método fisico, com cisalhamento causado pelos beads de quartzo em agitagéo
continua de 3 minutos em Vortex na poténcia maxima. Os beads de quartzo foram
previamente esterilizados overnight em mufla a 540°C para incineragdo do material

organico.
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TABELA 7 - REAGENTES PARA O PREPARO DO TAM PAO CTAB DE EXTF{AQAO DO DNA
DO FUNGO DE ACORDO COM SANCHEZ-HERNANDEZ E GAYTAN-
OYARZUN (2006)

Reagentes Concentragao
Brometo de cetil-trimetil-aménic 2%

Tris-HCI pH 8,0 100mM
Cloreto de sédio 1,4M

PEG 8000 1%

EDTA pH 9,5 20mM
Beta-mercaptoetanol 0,3%

O pulverizado solubilizado em 350 pL de tampao CTAB foi submetido a dois
ciclos de congelamento e descongelamento (ultrafreezer a -80°C por 2 minutos e a
banho Maria 75°C por 2 minutos). Para a purificagdo do DNA, segundo Sambrook et
al. (1989), foi adicionado uma solugao de fenol/cloroférmio/isoamilico (25:24:1) para
remogao de proteinas. O isolamento de DNA foi realizado a partir da fase aquosa
apos centrifugacdo a 13200xg por 10 minutos e repetido até que a fase aquosa
ficasse limpida.

A precipitacdo do DNA, a partir do sobrenadante, foi realizada com 2,5
volumes de etanol absoluto grau P.A., seguida de centrifugagéo a 12.000xg a 4°C. O
DNA precipitado foi entdo lavado com 300 uL de etanol 70% grau P.A e novamente
submetido a centrifugacdo. Apds, o etanol foi evaporado em estufa a 37°C overnight.
O DNA foi ressuspedido com agua ultrapura e realizado uma corrida eletroforética
em gel de agarose para analisar o aparecimento de bandas de DNA. Apds esse
procedimento, o DNA extraido foi armazenado a —20°C.

4.3.2 Reacgdo de PCR

Um par de oligonucleotideos iniciadores ITS4 e ITS5 (primers) foram
adquiridos da Invitrogen, especificamente utilizados para eucariotos, corroborando
com as condigdes de ITS descritas para Phytophthora spp. por Cooke et al. (2000).

A regiao internal transcribed spacer (ITS) amplificada pelo par de primers
ITS5 forward e 1TS4 reverse, incluem as regides ITS1 e ITS2, separadas pelo gene
ribossomal 5.8S, e esta situado no DNA nuclear (nrDNA) de varia copias, entre os
genes codificadores das subunidades 18S (SSU) e 28S (LSU) (BELLEMAIN et al.,
2010).
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A concentragao de DNA isolado foi determinada para o calculo da diluicao
necessaria que impedisse a inibigao de reagao por excesso de substrato. O material
foi quantificado a partir de aliquotas num equipamento NanoVue Plus (GE). O DNA
molde foi geralmente diluido nas propor¢des de 1:5; 1:10 e 1:20 em agua ultra pura.

A reacao de polimerase em cadeia (PCR - Polymerase Chain Reaction) foi
realizada em tubos de parede fina com a utilizacdo de 2uL de DNA molde em
solucéo reagente (mix), descrita na TABELA 8. Todas as reacdes foram realizadas
em termociclador Veriti (AppliedBiosystems) com desnaturagao inicial a 95° C por 10
min. Em seguida a reagdo da polimerase em cadeia realizou-se com 30 ciclos de
desnaturagao (95° C por 30 segundos), anelamento (46° C por 2 minutos) e
extens&o (72° C por 2 mininutos), seguidos de uma extensao final de 72°C por 10
minutos (WHITE et al., 1990).

TABELA 8 - COMPOSIGAO DA SOLUGAO REAGENTE PARA REAGAO DE POLIMERASE
EM CADEIA (PCR)

Reagentes, concentracao Quantidade

Tampao Tris-HCI pH8 10X 2,2 uL

dNTPs, 10 mM 0,4 L

MgClz 50 mM 0,6 pL

TagPolymerase, 5 U/uL 0,25 pL

ITS 4 reverse, 10 pmol/pL 0,65 L
(5'>3' TCCTCCGCTTATTGATATGC) ’

ITS 5 forward, 10 pmol/pL 0,65 L
(5'>3' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)

Agua ultra pura 15,25 L

Os produtos de PCR foram visualizados em um gel de agarose 1,2% com o
marcador de massa molecular 1kB (Invitrogen). O gel foi corado com brometo de
etidio e visualizado em transluminador UV (Loccus Biotecnologia). O tamanho do
fragmento de DNA amplificado era entre 600 e 900 pares de base (bp).

4.3.3 Purificagdo de DNA para reagao de sequenciamento

Os produtos de amplificagdo foram purificados com o protocolo de
precipitagao por acetato de amonio e armazenados a -20° C em tubo de 500 pL, no
qual foram adicionados 45 uL do produto de PCR, 30 pL de acetato de aménio 7,5 M
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(esterilizado por filtragdo 0,22um) e 90 pL de etanol absoluto. O material foi
homogeneizado em vortex e centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado para obtencéo do pellet. Em
seguida foram adicionados lentamente 200uL de etanol 70%, seguido de uma
centrifugagao a 13.000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente, o qual foi
descartado apds este procedimento. O material amplificado foi seco em estufa a
vacuo a 45°C (10-15 minutos) e entao dissolvido em 20 uL de agua ultrapura. Foi
realizada eletroforese em gel de agarose 1,5% com 3 puL do DNA purificado para
avaliagcdo da eficiéncia do procedimento de purificagdo e subsequente envio para
reacao de sequenciamento.

4.3.4 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento das amostras de DNA foi realizado pela empresa
ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS). Foi utilizado o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100
GeneticAnalyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6
(AppliedBiosystems). Os DNA-moldes (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 4,5
pmol do primer ITS4 ou do primer ITS5 e 3 pL do reagente BigDyeTerminator v3.1
CycleSequencing RR-100 (AppliedBiosystems) em um volume final de 10 pL. As
reagbes de marcacdo foram realizadas em termocicladorGeneAmp PCR System
9700 (AppliedBiosystems) com uma etapa de desnaturagao inicial a 96 °C por 3
minutos seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 55 °C por 5 segundos e 60
°C por 4 minutos. Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela
precipitagdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10 pL de formamidaHi-Fi (AppliedBiosystems),
desnaturados a 95 °C por 5 minutos, resfriados em gelo por 5 minutos e eletro-
injetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando-se o programa Data Collection v 1.0.1 (AppliedBiosystems) com
os parametros Dye Set “Z"; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}vi.mob”; BioLIMS
Project “3100_Project1”; Run Module 1 “StdSeq50_POP6_50cm_cfv_100"; e
Analysis Module 1 “BC-3100SR_Seq FASTA.saz".
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4.4 CULTIVO EM BIORREATOR

Para cultivo de fungo em Biorreator, o crescimento foi realizado em meio
FAN (LEIFA, 2003). O material foi utilizado para preparacdo do extrato fungico. O
fungo foi cultivado em Biorreatores modelo New Brunswick BIOFLO100, sob
agitacao de 150 rpm, pH inicial de 6,1. A taxa de in6culo foi de 5%, considerando um
pré-indculo de 5 a 7 dias de crescimento em 2 Erlemeyers de 500 mL, mantidos em
rotagdo a 100 rpm a 25°C. O volume de meio de cultura era de 10 L. A massa inicial
do in6éculo era em média 6 g.seco/L, ou seja, no indculo inicial havia 3 g.seco de
micélio / batelada de fermentacéo.

4.5 EXTRACAO DO COMPOSTO BIOATIVO

Técnicas preparativas para obtencdo do extrato e purificagdo do composto
s6 foram realizadas apdés secagem do material obtido por bioprocesso fungico
(biomassa e caldo de fermentacao), tal como descrito em seguida.

4.5.1 Secagem por Liofilizagao

O extrato derivado do caldo de fermentagéo foi concentrado por liofilizagao.
Cerca de 30L foram evaporados em evaporador rotativo para 12L de meio
concentrado. Este total foi congelado em freezer -80°C em bandejas de 30 cm de
diametro, em camadas de 1 cm de liquido, para garantir a eficiéncia de transferéncia
de massa no processo de liofilizagdo. O processo de liofilizacdo ndo € destrutivo,
porém devido ao grande gasto energeético ndo € a alternativa de primeira escolha. O
objetivo de sua utilizagao na etapa de pesquisa foi manter a integridade da amostra,
com a finalidade de obtencao de material seco para possibilitar extragao com
solvente organico sem interferéncia de agua. Ao final do processo evaporativo, que
demorava cerca de 144 h, o material seco no fundo da bandeja era raspado e/ou
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extraido diretamente com diclorometano (LIMA, 2009).

A biomassa, de modo semelhante, foi congelada e liofilizada apos ter sido
separada do meio de cultivo, logo ap6s o término do bioprocesso, rendendo cerca
de 80 g por batelada de 10L.

4.5.2 Secagem por Spray dryer

O meio liquido que havia sido congelado continha em baixa concentracédo a
molécula com atividade leishmanicida. A evaporacdo do meio foi realizada em um
equipamento Labplant spray dryer SD-05. A temperarura de evaporagao do jato de
ar foi de 120°C, com pressao de injecao de 3 bar e fluxo de entrada de 10 mL/min. O
diametro do bico de injegao foi de 0,5mm. A secagem foi realizada para favorecer a
adsorcdo do material em silica comercial tipo TIXOSIL 38AB (material inerte,
atoxico), considerando massa total de sdlidos adicionados de 40%. As condigdes
foram compressor 350 graus, de blocker 60 graus, com 24 a 26 inje¢des / minuto. O
ciclone foi ajustado para otimizar a formagao de massa seca, porém empiricamente.
O objetivo principal foi testar um método rapido de concentragao de extrato a partir
do meio de cultura liquido.

4.5.3 Obtencao do extrato

Os extratos brutos foram obtidos principalmente a partir de biomassa e do
caldo de fermentagéo, totalmente secos. Apds processo de secagem, os materiais
foram mantidos em dessecador, pois a umidade interferiria no coeficiente de particao
de constituintes do material seco para o solvente orgéanico, o qual foi utilizado para
extracdo do material overnight, a temperatura ambiente, sob agitagcao rotatéria.
Previamente, o material foi triturado com aparato de ago inox.

A sequéncia de fracionamentos e unido de extratos foi realizada por
experimentacdo e erro, até que se considerasse qual era a fragdo que continha o
principio ativo em maior quantidade. Na FIGURA 42, item 5.5, sdo ilustradas as
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etapas desde o preparo de extrato até o teste de atividade biologica. A extracao foi
realizada com solvente organico diclorometano a temperatura ambiente. A extracao
foi feita a partir de 80 gramas de biomassa liofilizada e triturada, oriunda do
Biorreator 01. A proporgao solvente massa de amostra foi de 5x, resultando em 400
mL de solvente por extragdo. O processo foi repetido até a 42 extragao (LIMA, 2009).

A extracao liquido-liquido foi realizada a partir dos extratos denominados
Sdcm, Xdem e B02SsDCM. Também foi realizada a extragdo liquido-liquido apds a
concentragdo de fragbes para cromatografia e continuacdo para o processo de
cristalizacao.

A extracao acido-base foi realizada com objetivo de precipitar o composto
de interesse a partir da fase aquosa e facilitar sua transferéncia para fase organica.
O material obtido por esta técnica nao foi utilizado para elucidagéo estrutural, visto
que alguns grupos funcionais poderiam sofrer modificagdes estruturais com
mudancas de pH. Entretanto o esqueleto carbénico principal dificilmente se modifica.

Foram testados 7 tipos de sistemas de solvente a fim de favorecer a
solubilidade da maioria dos compostos, deixando de incluir o menor nimero de
compostos possivel (TABELA 9).

TABELA 9 — SISTEMAS DE SOLVENTE TESTADOS

Sistema Composicao

0 Eter etilico: n-hexano: Acetona: Acetato de etila (1:1:1:1)

1 n-hexano: Acetona (1:1)

2 Eter etilico: n-hexano: Diclorometano: Metanol (1:1:0,5:0,5)

3 Eter etilico: n-hexano: Acetato de etila: Metanol (1:1:1:0,5)

4 n-hexano: Acetato de efila: Metanol (2:1:0,5)

5 Eter petroleo: n-hexano: Acetona: Diclorometano: Metanol (0,6:1,5:1:1:1)
6 Eter petréleo: Acetato de etfila: Metanol (2:2:1)

- Eter petroleo: n-hexano: Acetona: Diclorometano: Acetato de etila:

Metanol (3:1,5:1: 1: 2: 2)
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4.6 FRACIONAMENTO E PURIFICAGAO

A particao seletiva foi aplicada para possibilitar o fracionamento de
constituintes com propriedades semelhantes, que n&o teria resolugao suficiente para
separagao por cromatografia preparativa convencional de fase normal. Desta forma,
extratos unidos serviram como base para procedimentos cromatograficos mais
refinados para grupos de moléculas. Como fase mével, foram utilizados os solventes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, isoladamente ou em misturas
binarias, em gradiente crescente de polaridade.

Para cromatografia de adsor¢dao em coluna (CC) foi utilizada como fase
estacionaria silica gel 60 (70- 230 mesh, ASTM) de particulas com dimensdes entre
0,063-0,200 mm (Vetec). O comprimento e o diametro das colunas variaram de
acordo com as quantidades das amostras e as quantidades de silica a serem
utilizadas. A cromatografia em coluna foi realizada em trés tamanhos de coluna:

. Diametro 10mm x 7 cm altura
. Diametro 30mm x 20 cm altura
- Diametro 50mm x 40 cm altura

. Coluna com pressurizacao meédia e fase estacionaria flash

O acompanhamento do processo de separagao foi determinando pela
observacdo dos compostos por CCD analitica. A fase moével nao utilizou
concentragdes superiores a 5% de metanol, pois causa arraste da silica.

4.6.1 CCD analitica e CCD preparativa

A cromatografia em camada delgada foi realizada no modo ascendente. A
CCD analitica foi realizada em placas de Silica Gel 60 F254 aluminum sheets
(Machenery-Nagel) cortadas em 120 x 80 mm. A CCD preparativa foi realizada em
placas de vidro de 150 x 150 mm com 3 mm de espessura preparadas
artesanalmente com silica gel 60 F254 apropriada para placas (Vetec) junto com
sulfato de calcio semi-anidro (Plaster of Paris) (STAHL, 1969). A cuba utilizada era
de vidro. A espessura considerada de 3 mm foi indicada pois outras espessuras
comprometem a velocidade de entrada de fase movel na placa (STAHL, 1969).
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CCD analitica foi utilizada para determinar a abrangéncia de fragées a serem
unificadas e verificar que tipos de separagao eram eficientes. Além disto, serviu para
detectar comparativamente a presenca da molécula ativa em alguns extratos nao
testados biolégicamente (CANNELL, 1998).

A CCD preparativa foi utilizada para separar e purificar alguns compostos a
partir de extratos. Também serviu para facilitar analises consecutivas através da
purificacdo de moléculas do extrato que serviram como padrées internos para
analises posteriores.

A revelacdo das placas foi feita por observagdo em camara de irradiacao
ultravioleta (UV 254 e UV 365 nm), observacao visivel e revelagao com reagentes
gerais ou especificos, de acordo com metodologias propostas por (MERCK, 1980;
JORK, 1990; WAGNER; BLADT, 2001; SIMOES et al., 2002). Para certeza de
purificacdo, o composto bruto foi eluidos com pelo menos trés sistemas de solventes
distintos, verificando-se banda tnica (STAHL, 1969).

4.6.2 HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A HPLC analitica foi conduzida em um equipamento HPLC Varian Prostar
800 module, column valve module model 500 / serial no: 00254; PDA detector model
330 / serial no: 00870; Solvent delivery module model 240 / serial no: 00652. O
software utilizado foi o Star Aurora.

A coluna utilizada foi uma coluna Zorbax XDB C18 (250 x 4.6 ID mm; 5 um;
100 A). A fase mével utilizada foi composta por TFA 0,01% em agua (solvente A) e
TFA 0,01% em acetonitrila (solvente B), comegando com 45% durante 5 min e entdo
um gradiente linear desde 45% até 90% em 40 min de solvente B (FIGURA 32 — A).
O fluxo foi de 1 mL/min; e a deteccao PDA foi entre 200400 nm. Este método foi
adaptado a partir do método de Oughlissi-Dehak et al. (2008), que é utilizado para
separagao de sesquiterpenos. O método justifica-se porque o ciclo central do
composto ativo continha um anel tipo-humuleno pertencente ao grupo dos
sesquiterpenos.

Utilizou-se também um método isocratico constituido por metanol e
acetonitrila (70:30) com fluxo 0,8 mL/min. Este método foi utilizado pois pretendia-se
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a determinagdo de um método simples e quantitativo, tal como descrito no trabalho
de Jadhav et al. (2012).

Outros métodos isocraticos testados, com maior ou menor eficacia de
separagao, foram: (10) [70% MeOH; 30% HOAc (0,3%)]; (11) 30% MeOH; 70%
HOAc (0,3%); (21) [30:70 MetOH:ACN] 0,8 mL/min; (21b) 30:70 MetOH:ACN; (22)
40:60 MetOH:ACN 0,8 mL/min; (23) 20:80 MetOH:ACN 0,8 mL/min.

Um pico bem determinado foi obtido pelo método otimizado para fendlicos
(WEN et al., 2005) (FIGURA 32 — B). Para analises LC-MS também foi utilizado o
método proposto por (YANG et al., 2007) (FIGURA 32 — C). O software de analise

utilizado foi o Agilent Chemstation.

(OUGHLISSI-DEHAK et al., 2008)
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FIGURA 32 - METODOS GRADIENTE DE FASE MOVEL PARA CROMATOGRAFIA (HPLC)
UTILIZANDO COLUNA DE FASE REVERSA (A) OUGHLISSI-DEHAK et al. ;
(2008) ; (B) WEN et al. (2005) E (C) YANG et al. (2007)
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4.6.3 Extragao em fase solida

A extracdo SPE foi realizada com fase estacionaria C-18 pré-equilibrada,
com area de adsorcao equivalente a 10 g de fase estacionaria Waters Sep-Pak. O
procedimento foi realizado de acordo com o manual do fabricante (WATERS
TECHNOLOGIES CORP et al.,, 1980), iniciando-se pela insercdo da amostra na
coluna pré-equilibrada. A amostra foi solubilizada em uma pequena quantidade de
metanol (menos polar em relagdo ao solvente de limpeza). Foram testados extratos
diclorometano a partir de sobrenadante de fermentagéo e de biomassa. Os analitos
de interesse ficaram adsorvidos e com isso, passou-se um solvente mais polar (agua
destilada) que promovou a eluicdo das moléculas polares, sais e outros
contaminantes. Em seguida, voltou-se a utilizar o metanol, em um volume maior,
para facilitar a desorgdo dos analitos da fase estacionaria pela diminuicdo de
polaridade. Por fim, fez-se a regeneragao da coluna para reutilizagdo da mesma e

evaporou-se o solvente contendo os analitos de interesse.

4.6.4 Cristalizagdo da molécula

Os procedimentos da cristalizag&o foram realizados de acordo com Pavia et
al. (2009), destacando-se:

(1) Os soélidos do extrato foram solubilizados em uma quantidade minima de
solvente (aquecido a temperatura de ebulicdo). A pesquisa de solventes foi realizada
por tentativa e erro, usando pequenas quantidades de material, conforme esta
especificado no Anexo 01 (Perfil de solubilidade). Aproximadamente 50 g de extrato
foram dissolvidos em diclorometano (1 L) e o volume foi reduzido até 200 mL, por
evaporagao lenta, a temperatura ambiente;

(Il) Foi realizada a remocao de impurezas insollveis através de filtragdo (em
algodao) do material solubilizado no solvente organico, a 37°C. Em seguida, foram
adicionados 25 mL de metanol;

(Ill) A solugao foi deixada em repouso para resfriamento lento em um frasco
Erlenmeyer de boca estreita. O frasco foi coberto por um béquer invertido e deixado
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para evaporagao gradual em temperatura ambiente;

(IV) Foram observados cristais, em forma de pontos apés 10 dias de
formagao e, em forma de palha apds 14 dias de formagao. Os cristais resultantes
foram coletados por filtragéo rapida em seringas de vidro e lavados com cerca de
100 mL de diclorometano a -20°C. A secagem dos cristais ocorreu em estufa a
vacuo, por 8h a pressao de 0,3 atm.

Outro procedimento foi realizado com acetato de etila e éter de petréleo
(2:1). O material foi aquecido abaixo da temperatura de ebuiligdo e o material foi
solubilizado aos poucos. A amostra filtrada e deixada em repouso, entre 24 e 48
horas, em local protegido e com isolamento térmico. O material formou cristais
pequenos. Para manutengao dos cristais a aliquota foi para congelador e filtrado.

No processo de cristalizagdo também foi aplicada extragdo liquido-liquido
para favorecer a cristalizagao a partir do meio aquoso, aproveitando a extragao
acetato de etila, a partir da agua que foi alcalinizada e depois neutralizada com
bicarbonato de sédio. Também foram testadas condigdes com acetonitrila e hexano.

A recristalizagdo para remogao de impurezas foi realizada pela solubilizagao
do material em 20 mL de solugdo aquosa com pH ajustado para aproximadamente
12 com solugdo de hidroxido de sodio (5M). O material foi extraido para fase
organica de acetato de etila, pelo ajuste gradual até o pH 8 com &cido cloridrico. A
solugao de acetato de etila foi aquecida e filtrada. O material foi cristalizado com
diminui¢cdo de temperatura.

4.7 AVALIACAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.7.1 Viabilidade celular de Leishmania

Promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73M2269) L. (L.) infantum
(MHOM/FR/71/LRM75) e L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/00/LTB300) foram mantidas
em meio bifasico Tobie-Evans (EVANS et al., 1984) a 24°C. Os parasitos foram
cultivados por 5-7 dias e promastigotas em final de fase log foram subcultivadas em
10 mL de meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino.
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O ensaio do MTT é fundamentado em clivagem do sal Tetrazolium MTT
(amarelo) [(3-4,5-dimetiltiazol-2yl)-2 5 difenil brometo de tetrazolina] em um produto
colorido Formazan (roxo) pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase. Dado
que esta conversao s6 pode ser realizada por células viaveis, a quantidade de
Formazan produzido € uma medida direta de células viaveis e verificacdo de
atividade leishmanicida. Quanto mais clivagem ocorrer, maior a absorbanica em
espectrofotdbmetro a 595nm e menor € a atividade de um farmaco. O protocolo
original deste ensaio semi-automatico foi descrito por (MOSMANN, 1983) e
adaptado por (PALIT; ALI, 2008b).

A metodologia do MTT utilizou 2x10° Leishmania / mL, ap6s contagem. Ap6s
um periodo de 72h de incubagdo a 24°C, os ensaios contendo Leishmania foram
centrifugadas a 4000g, a 4°C durante 10 minutos. O meio foi retirado com auxilio de
micropipetador com ponteiras estéreis. O pellet foi entdo ressuspenso em solugéo
de MTT. Para completa ressuspensao e padronizagao entre os ensaios utilizou-se
agitador do tipo Vortex (10 segundos, agitagdo maxima). Os ensaios foram mantidos
por um periodo de 4 horas a 24°C. Os cristais formados a partir do metabolismo dos
parasitos ativos foram ressuspensos em dimetilsulfoxido (DMSO) apos centrifugagao
e retirada do sobrenadante ndo metabolizado. O conteudo de 100 pL de cada ensaio
foi distribuido em pogos de microplacas e lidos em leitor de absorbancia para

multipogos na frequéncia de 595nm.

4.7.2 ldentificagao das cepas referéncia de Leishmania

Para confirmagao da identificacdo de cepas referéncia de Leishmania foram
utilizados os seguintes pares de iniciadores para analise de espécie por técnica de
amplificacdo de DNA de cinetoplasto por PCR: al/a2 para L. (L.) amazonensis;
b1/b2 e B1/B2 para L. (V.) braziliensis e RV1/RV2 para L. (L. ) infantum. As
condicées de amplificacdo séo descritas por (MIMORI et al., 1998; PAIVA et al,
2004; PEREIRA et al., 2008).
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4.7.3 SDS-PAGE

A técnica de anadlise de proteinas por gel de poliacriiamida com
desnaturagao em SDS foi realizada com objetivo de verificar possiveis diferengas de
expressao de proteinas constitutivas em uma amostra tratada com o composto
isolado. O cultivo tratado recebeu dose sub-letal 1Cyo, pois 0 objetivo era obter
biomassa viavel sob influéncia do composto. A comparagao dos perfis de bandas foi
feita em relacéo ao controle sem tratamento, por observagao visual de presenga ou
auséncia, apds corar o gel com Comassie Blue.

Aproximadamente 10 mL de cultura de Leishmania foram obtidos na fase
tardia da fase log (~1x10” células / mL). O pellet foi centrifugado por 10 minutos a
1.000 xg. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 10 mL de
PBS. Novamente foi centrifugado a 1.000 xg e o sobrenadante descartado. As
células foram lisadas em solugao de 1x SDS-PAGE loading buffer e fervidas por 5
minutos. As amostras foram armazenadas a -20°C.

A extracdo de proteinas do sobrenadante foi realizada pelo método do acido
tricloroacético. O sobrenadante foi filtrado através de um filtro 0,22 pm para remover
restos celulares. A cada mL de sobrenadante filtrado foram adicionados 250 pL de
uma solugao de acido tricloroacético (0,5 mg/mL) a 4°C. A amostra foi incubada em
gelo por 10 minutos. Logo apos foi centrifugada a maxima velocidade (5000 rpm). O
precipitado foi lavado duas vezes com acetona mantida em gelo. O pellet foi
ressuspendido em 1x SDS-PAGE loading buffer (1/10 do volume original).

A aplicacédo de proteina em gel foi normalizada para 30 pug por pogo.

4.7.4 Teste de hemolise

O teste de hemodlise foi realizado em hemacias de sangue de coelho. O
sangue foi coletado em citrato de sédio e diluido 1/50 em solugédo salina. A amostra
foi incubada a 37°C por 30 minutos em agitacdo orbital, na presenca de varias

concentragdes de amostra. Ao final do teste, o material foi centrifugado 1500 rpm
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por 1 minuto (evitando-se hemdlise por centrifugagao). A atividade hemolitica foi
determinada pela presenca de sobrenadante avermelhado, indicativo de liberagao

de hemoglobina.

4.7.5 Citotoxicidade contra células Vero

Para o teste de citotoxicidade sobre células Vero, foram sedimentadas 10°
células por pogo em placas de 24 pogos. Apds 24 h de aderéncia, as células foram
submetidas ao tratamento com a molécula ativa em diversas concentragées. As
amostras foram solubilizadas em 0,1% DMSO. O resultado foi comparado com

controle nao tratado que também continha a mesma proporgao de DMSO.

4.8 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DE ELUCIDAGAO ESTRUTURAL

A estratégia de elucidagdo estrutural aplicada neste trabalho foi
principalmente com dados de RMN em conjunto com dados de caracterizagao
quimica, espectrometria de massas, espectroscopia de infravermelho, ponto de
fusdo e absorbancia UV-vis.

A elucidagao estrutural do composto foi realizada em etapas, agregando-se
informagdes de diversos tipos de analise, como ¢ ilustrado na FIGURA 33.
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FIGURA 33 —ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DE ELUCIDAGAO ESTRUTURAL

4.9 CARACTERIZAGCAO QUIMICA

4.9.1 Exames preliminares

As analises preliminares de aparéncia, odor e sabor foram realizadas por via
subjetiva, com auxilio de trés observadores independentes. O teste de chama foi
realizado com a chama produzida pela insergao do material direto no fogo. Também
foi testado aquecimento indireto pelas paredes do tubo de ensaio.
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4.9.2 Ponto de fusao

O ponto de fusao foi determinado em capilar tubo aberto por um
equipamento automatico assistido por microcamera, de modelo MP90 Melting Point
System (Mettler Toledo). A método aplicado foi Termodinamico, com rampa de
aquecimento entre 200 a 380°C, variando na taxa de 3°C/minuto.

4.9.3 Perfil de solubilidade

O perfil de solubilidade foi testado de acordo com Pavia et al. (2009) para
sistemas organicos e sistemas aquosos (listados no ANEXO 1). Foram testados
solventes nao-préticos, incluindo solventes nao-polares (hidrocarbonetos em geral,
CHCI3, etc.) e solventes polares nao-ionizantes (Acetonitrila, dimetilsulfoxido,
dimetilformamida, etc). O uso de solventes néo-polares se torna Gtil quando tem-se a
necessidade de que o solvente ndo interaja de maneira forte com o soluto em
questao, pois ndo solvatam ions. Solventes polares ndo-ionizantes raramente ficam
ionizados e normalmente atuam como boas bases de Lewis.

A metodologia de testes de solubilidade em sistemas aquosos seguiu 0s
passos descritos na FIGURA 34. Solventes polares ionizantes nao foram testados, a
nao ser solugdes aquosas. Foram testadas solugdes aquosas de NaOH 5%,
NaHCO3; 5%, HCI 5%, Acido Sulfirico 98% (concentrado) e acido fosférico 85%.
Para cada novo processo de solubilizag&o foi utilizado tubo de ensaio limpo e seco,
e uma amostra nova para cada solvente.

Considerou-se positivo quando havia dissolugdo dos cristais ou quando
havia a indicacao de dissolugdo pela mudanga de cor em volta do cristal,
caracteristica da dissolugao.



Material e Métodos 129

Substancia Agua
desconhecida destilada

Soluvel |« ‘ ¥ Insolivel
v v
. MNaOH
Eter 504
¢—‘—¢ o
A 4 h 4 Solavel
52 Solivel Insolavel Solivel |—p| NaHCO:
Insolavel 5%
A2
Insolivel
= B
v "] Solavel
HCI
SA 5% N1
(vermelho ao [« Solvel
tornassol
) Insoldvel HaPOs
- 85%
(azulao = * N2
tornassol) Hz80s Insoldvel
96%
$1 ]
(ndo altera Insoluvel
o tornassol)

FIGURA 34 — FLUXOGRAMA DO TESTE DE SOLUBILIDADE
(CLASSIFICACAO DOS GRUPOS IDENTIFICADOS POR LETRAS)
FONTE: ADAPTADO DE Pavia et al. (2009)

4.9.4 Aplicagdo de Marcha Fitoquimica

Foi aplicada a Marcha Fitoquimica, considerando reagdes bem
estabelecidas para andlises fitoquimicas (WAGNER; BLADT, 2001). O objetivo foi
pesquisar a maior quantidade de grupos de moléculas organicas comumente
encontradas em produtos naturais; revelando ou nao presenca de determinada
classe de metabdlitos secundarios.

Os testes foram realizados com alguns extratos e fragdes, mas os resultados
foram especialmente avaliados em relagdo a molécula ativa apds purificagao. A
analise do perfil de reatividade quimica do composto foi realizada através de
reagoes colorimétricas ou de precipitacdo. A caracterizagdo fitoquimica avaliou a
pesquisa de alcaldides, antocianidinas, antraquinonas, heterosideos antraquidnicos,

chalconas, compostos fendlicos e aromaticos, cumarinas, moléculas insaturadas,
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esterodides, flavondides, glicosideos, carboidratos, leucoantocianidinas, saponinas,
taninos e triterpenoides.

Alguns testes foram realizados em tubos de ensaio ou em placa de toque de
porcelana. Outros testes foram realizados apés eluigdo das amostras em placas de
CCD com sistemas de solventes especificos. O ANEXO 2 lista as classes de
constituintes quimicos que foram investigados, bem como os resultados e sistemas
de reagentes e reveladores utilizados, conforme Merck (MERCK, 1980) e Wagner e
Bladt (2001). A triagem foi sistematizada para rastrear quais sao 0s principais grupos
quimicos por um exame superficial, mas rapido e muito informativo (WAGNER;
BLADT, 2001).

No cultivo do fungo, alguns compostos poderiam ser oriundos de
biotransformagao do extrato de malte, um substrato de origem vegetal presente no
meio de cultura.

4.10 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

4.10.1 HPLC-MS

Foi utilizado um sistema Agilent 1100 Series LCMSD, que €& um
espectrometro de massas projetado para oferecer desempenho para lonizagao a
pressdo atmosférica em aplicagbes hifenadas HPLC-MS. O sistema de injegao
utilizado foi um HPLC Agilent série 1200, que contava com um desgaseificador a
vacuo, uma bomba quaternaria, uma placa com auto-amostrador e detector de
comprimento de onda unico (LWD). Em geral, a concentragdo total de amostra
injetada no sistema foi na ordem de pmol / yL, com uma taxa de fluxo de até 1 mL
por minuto. A fonte de ionizacao utilizada foi ESI (pressdo, fluxo e voltagens
dependentes de cada experimento). A ionizagao foi realizada em modo positivo e
modo negativo. O analisador funcionou para promover a deteccdo seletiva de
massas através de um quadrupolo simples, de baixa resolugdo, com um alcance
maximo de massa até 1.500 u.m.a., mas a maioria das analises foi setada para uma

faixa entre 100 e 500 u.m.a. Para promover a ionizagao foram testados potenciais de
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3000V, 3500V e 4000V. Para fragmentacao foram testadas voltagens de 60V, 70V e
100V. O software utilizado na comunicagdo com equipamento e para analise dos

resultados foi o Agilent ChemStation.

4.10.2IONTRAP

Foi utilizado o sistema Thermo LTQ XL™ Linear lon Trap Mass
Spectrometer, que entrega rapidamente dados confiaveis de analise espectral. A
informagdo desejada sobre o analito foi fornecida por esta técnica quando
analisados a detecgédo em tandem (MS"). Esta técnica é muito Gtil para elucidagéo
estrutural, pois os ions podem ser fragmentados consecutivamente em n numero de
reacoes (GLISH, 1994).

Este sistema ofereceu excelente sensibilidade para andlise full-scan e
operagao robusta. Segundo o fabricante, o equipamento gera informagdes desde
amostras complexas em aplicacoes de alto rendimento, como produtos naturais,
analise de impurezas e quimica analitica em geral.

Foram pesados 2 mg de composto purificado. A amostra foi seca em estufa
a vacuo Vacucell MMM (Medcenter einrichtungen GmbH MMM-Group) a 60°C por 2
horas. Foi entdo solubilizada em 1 mL de Diclorometano grau HPLC e seguiu para
diluicdo em Metanol grau HPLC até 1:1000. Apesar de amostra ndo ser solivel em
metanol visualmente, quantidades minimas sdo solUveis e foram suficientes para
analise de massas neste equipamento. Os espectros foram adquiridos tanto em
modo de ionizagao positivo como modo negativo, sendo obtidos e processados com
auxilio do software Thermo Xcalibur e do software livre MZmine-2.16.

As condigbes de ionizagdo foram: modo positivo e modo negativo. As
voltagens foram otimizadas pelo proprio equipamento via algoritmo proprio de
maximizagao de formagao de ions. A energia de colisao foi ajustada conforme o ion

selecionado. Os artefatos sao 522 e 550 m/z (residuo do metanol).
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4.10.3qTOF

A molécula de interesse purificada foi avaliada por meio de espectrometria
de massas de alta resolucdo (HR-ESIMS). O objetivo foi determinar a relagao
massa/carga considerando a diferenciagdo entre as contribuigbes isotdpicas e
também para fragmentacdo consecutiva de ions selecionados (multiple-stage mass
spectrometry).

O equipamento utilizado para a obteng¢ao do perfil de massas foi um Bruker
microQTOF, que estava acoplado a um ionizador ESI alimentado por uma bomba
seringa (Hamilton) e a um analisador de massas do tipo tempo de voo (TOF). Os
espectros foram obtidos com auxilio do software Compass Bruker Daltonics e
processados com o software livre mMass (STROHALM et al., 2008) (STROHALM et
al., 2010).

4.11 RMN - RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

4.11.1 Aquisicao e processamento de dados

Para elucidagdo estrutural do composto organico desconhecido, foram
utilizadas 12 tipos de sequéncias de pulso de Ressonancia Magnética Nuclear.
Sobretudo, foram realizados experimentos unidimensionais e bidimensionais com
obtengdo de dados sobre os nuclideos de 'H, '*C e suas correlagdes quimicas. Os
principais experimentos foram realizados pelo menos trés vezes, objetivando a
coleta de novos dados, e reconfirmagé@o de outros, para consolidar o conjunto de
informagodes estruturais.

Os experimentos de RMN foram realizados em equipamentos com campos
magnéticos referentes & frequéncia de precessdo do Hidrogénio 'H de 200 MHz
(Equipamento Bruker DPX200), 400 MHz (Equipamento Bruker Avance 400) e 600
MHz (Equipamento Bruker AVANCE 11I-600 NMR spectrometer). Foram preparadas
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amostras para RMN de liquidos, em tubos de 5 mm de diametro. Os tubos foram
lavados previamente com detergente neutro, enxaguados entre seis a oito vezes
com agua normal, cinco vezes com agua destilada e trés vezes com acetona. Os
tubos foram secos em estufa a vacuo na posigao vertical em vacuo (pressao
absoluta de 0,1 atm) por duas horas a 37°C, para eliminar residuos de vapor de
acetona e agua.

O preparo de amostra consistiu em solubilizar a amostra em cloroférmio
deuterado (CDCI3) (CIL Biolabs) com TMS (0,05% ou 1%), volume total entre 400 a
600 pL. Quando necessaria, foi realizada sonicacdo em poténcia maxima por dez
minutos. Considerando a possibilidade de fendmeno de saturagdo de detector, a
quantidade de amostra foi de 9,3 mg e de 17 mg; para alguns experimento de RMN
de H e experimentos bidimensionais. Para maioria dos experimentos que nao
apresentassem essa limitagao, a quantidade de 25 mg foi utilizada, pois acima desta
concentracao havia cristalizacdo da molécula e ocorréncia de fenémenos de
anisotropia.

Mesmo que a aquisicdo funcionasse no modo automatico, houve a
necessidade de que os parametros de cada aquisicido fossem setados
apropriadamente de acordo com cada tipo de experimento, de acordo com Butler
(2002). Alem disto, para analise dos dados, foi necessario aplicar processamento
sobre os dados adquiridos. As etapas entre inicio da aquisicao e analise dos dados
estéd ilustrada na FIGURA 35.

A aquisic¢ao consistiu na criagao de um novo experimento, considerando as
frequéncias ajustadas para cada nucleo em observagao. Na sequéncia foi aplicado
ajuste de lock do campo magnético, de acordo com a frequéncia de precessao do
nuclideo de deutério presente no solvente selecionado. Os ajustes de lock
controlaram parametros que estabilizam a homogeneidade do campo magnético ao

longo do tempo.
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Os tubos de amostra foram colocados em rotagao de 20 giros por segundo
nos equipamentos de 200 MHz e 400 MHz e sem giro em algumas andlises
bidimensionais e no equipamento de 600 MHz. A temperatura em que a analise foi
realizada foi ajustada via software para 300 Kelvin, somente para alguns tipos de
sonda capazes de realizar tal fungdo. Quando cabivel, foram consideradas
calibracbes de frequéncias dos canais de radiofrequéncia, principalmente em
experimentos bidimensionais.

Na sequéncia, foram aplicados ajustes de shim para controlar a
homogeneidade do campo em relagcdo a posicao espacial do tubo. O shim foi
realizado nos eixos Z, Z2, Z3, Z4 e combinagées e, algumas vezes, também para
combinagdes de eixos X e Y, sugerido por Jacobsen, p.82 (2007). Cada experimento
teve um grupo de valores setados, mas com objetivo primordial era que houvesse a
menor dispersdo de probabilidades em relagdo ao deslocamento quimico de cada
sinal. Quanto mais homogéneo fosse o campo, maior era o tempo de relaxagao do
decaimento livre de inducdo e menor o alargamento, ou seja, maior a resolugdo. O
perfil do sinal do TMS foi utilizado como par@metro de qualidade em todo inicio de
analise. Somente analises que possuissem a largura do sinal a meia altura menor
que 1Hz eram considerados bons, e quando menor igual que 0,6 Hz muito bons.
Alem disto, foi considerada a presenga dos sinais satélite, de correlagao interna do
TMS de J=6,66 Hz, pois evidenciavam o bom ajuste de campo em relagdo a Z2
(JACOBSEN, 2007).
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Antes do inicio de cada aquisigao foram ajustados os parametros de sonda
em relagao aos valores calibrados para cada sequéncia de pulso utilizada. O ganho
do dector foi ajustado de acordo com a concentracao da amostra. Experimentos que
exigiam comparagao precisa de dados entre si foram realizados no mesmo dia, pois
os valores de ajustes ficavam proximos. Apos o estabelecimento de valores de
frequéncias de nucleos, lock power, lock gain e shim, os demais ajustes se fizeram
automaticos pelo equipamento ao longo da analise, inclusive para manutencao de
homogeneidade.

Ao ser feito o processamento, foram realizadas modificagdes sobre os
parametros do decaimento livre de indugao (FID). Isto influenciou largura e a forma
de linha apdés a realizagdo da transformada de Fourier em experimentos
unidimensionais e apods duas transformadas de Fourier independentes em
experimentos bidimensionais. Em ambos casos, foram modificados os parametros
Ib, gb e sinm. O conceito aplicado para experimentos bidimensionais variava em
funcdo do numero de pontos obtidos em cada dimensdo. Algumas vezes o tipo de
processamento era incompativel com o tipo de experimento.

A modificacdo mais comum realizada sobre o FID foi a redugédo de ruido
através da multiplicacdo exponencial. Como resultado, a aplicagdo da fungao
exponencial sobre a janela espectral, algumas linhas foram alargadas, mantendo-se
a forma de linha dos sinais como uma distribuicao de Lorentz. Assim, pelo fator de
multiplicacao exponencial, fez-se a escolha entre melhor resolugao ou melhor
relacdo sinal-ruido (S/N). Quando aplicada, a multiplicagdo com fungdo gaussiana
alterou a forma das linhas de modo que tornou-se uma mistura das distribuigcdes de
Lorentz e de Gauss. A forma de linha gaussiana € mais estreita do que a de Lorentz,
especialmente perto da linha de base. Como resultado da multiplicagcdo gaussiana, a
resolugédo do espectro foi melhorada, diminuindo a relacao S/N (TIAINEN, 2013).

Apés a transformada de Fourier, todos o0s experimentos foram
referenciados em zero em relacdo ao sinal do TMS. Quando necessario, como por
exemplo alguns experimentos DEPT e experimentos com sinal do TMS fora da
janela espectral, os experimentos foram referenciados empregando algum sinal
apropriado: da amostra ou do solvente.

Em casos necessarios e compativeis ao experimento, foram aplicadas

corregdes de linha de base, correcdo de fase de primeira, corregao de fase de
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segunda ordem, corregao de fase por linhas e colunas, tilt (J-resolved), simetrizacao
simples e simetrizacao fase sensivel. Os processos de aquisigcdo, processamento,
observacao, anotacdo e analise dos sinais foi feita através do aplicativo do
equipamento (Bruker TopSpin 3.1). Os sinais foram observados um a um através de
expansdoes, um a um, e / ou com alinhamentos a um sinal correlato para

comparagao.

4.11.2 RMN - Métodos unidimensionais

A. RMN de "Hidrogénio

O experimento de RMN de 'H foi utilizado pois é uma técnica que tem
grande sensibilidade para o nuclideo e fornece a maior parte dos dados para
elucidagao estrutural de um produto natural. O isétopo 'H possui spin %2 com

abundancia de 99,9999% e constante giromagnética y 2,67513 x 10° rad-s™-T".

B. RMN de "*Carbono

O experimento de RMN de '®C foi utilizado porque a informagao estrutural
por ele fornecida foi muito relevante e ndo foi possivel obtengao clara e completa de
dados a partir de experimentos bidimensionais. O isétopo "*C possui abundancia de
1,11%, spin 2 com e constante giromagnética v 6,7262 x 10” rad's™"-T~'. Devido &
menor abundancia do carbono magneticamente ativo, fenédmenos de Efeito Nuclear
Overhauser (NOE) e transferéncia de polarizacdo sao aproveitados para aumentar a
intensidade de sinal "*C.

Para facilitar a interpretacdo, a aquisicdo do espectro foi realizada com
desacoplamento de nuclideos de Hidrogénio. Caso contrario, hidrogénios ligados a
carbono desdobrariam o sinal deste.
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C. DEPT

As variagcoes dos experimentos DEPT (Distortionless enhancement by
polarization transfer) sao derivadas do modelo INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced
by Polarization Transfer). Experimentos DEPT significam intensificacdo sem
distorgdo por transferéncia de polarizagdo. Foram aplicados como RMN de "*C
utilizando transferéncia de polarizagao para aumentar a intensidade de sinal.

O objetivo da utilizagao destes experimentos foi a observagao dos nuclideos
de carbono '*C com aumento de sensitividade, pois nestes experimentos ha a
detecgao das informacdes sobre o carbono através da transferéncia de polarizagao
e detecgao a partir dos nuclideos de hidrogénio a que estao acoplados através do
spin. Além disto, as sequéncias DEPT conseguem multiplicar a sensitividade atravées
do efeitos NOE.

Como resultado foram obtidos espectros do nuclideo *C acoplados ao
hidrogénio, no qual foi possivel observar com maior intensidade o sinal de carbonos
ligados a hidrogénio. Além disto, foram realizadas variacées de sequéncia de pulso
do tipo DEPT, pois cada experimento possui um perfil de sinais e intensidades que
serve para determinar a multiplicidade dos carbonos entre CH, CH, ou CHa.
Carbonos nao ligados a hidrogénio ndo sao detectados pelas sequéncias DEPT.
Foram utilizadas as variagoes de experimento DEPT constantes na TABELA 10, que
também informa qual foi o sentido convencionado dos sinais para cada
multiplicidade, de acordo com cada sequéncia de pulso.

TABELA 10 —EXPERIMENTOS RMN DE 3C UTILIZANDO TRANSFERENCIA DE
POLARIZACAO E SENTIDO CONVENCIONADQO DOS SINAIS

Sequéncia de pulso CH; CH; CH Cq
*C DEPT 135 Positivo Negativo Positivo Nulo
'3C DEPT 45 Positivo Positivo Positivo Nulo

3C DEPT 90 Nulo Nulo Positivo Nulo
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4.11.3 Experimentos de RMN 2D - Métodos Homonucleares

A. COSY ('H-"H)

COSY (Correlation SpectroscopY) € um experimento bidimensional de RMN
que considera correlagdo homonuclear através das ligagdes quimicas. Picos de
correlagao aparecem se a intensidade de acoplamento entre spins é perceptivel.
Uma das frequéncias de sinal do mapa de correlacdo bidimensional € obtida
normalmente por RMN de 'H, enquanto a outra é gerada pela segunda dimenséo,
que considera a variagao de intensidades de sinais da primeira.

A sequéncia utilizada foi COSY90. Este experimento foi utilizado com
objetivo de identificar no espectro quais eram os sinais de 'H associados entre si
através de acoplamento de spins. Mostrou-se necessario, pois nao foi possivel
deduzir os parceiros de acoplamento a partir da medicdo das constantes de
acoplamento no experimento RMN de 'H. Além disto, foi muito mais vantajoso que a
técnica unidimensional de desacoplamento seletivo homonuclear, visto que havia
sinais sobrepostos que seriam irradiados com efeito deletério sobre suas analises.

Os dados no dominio do tempo foram normalmente processados com uma
fungcdo de ponderagéo tipo sine (ou similar) para aumentar a resolugéo perdida pela
torcao de fase e para dar respostas positivas e intensas, tanto na diagonal como nas
correlacoes existentes fora da diagonal. Comumente executa-se este tipo

experimento no modo padrao.

B. COSY-DQF sensivel a fase ("H — 'H)

Existem varias versdes do experimento COSY, como a versdo sensivel a
fase. A sequéncia utilizada foi COSY Phase-Sensitive, referente ao experimento
10.5 do manual do equipamento. A diferenca em relagdo ao modo padrdo esta
ilustrada na FIGURA 36. Pela escolha deste experimento, foi possivel observar o
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acoplamento de spins e medir constantes de acoplamento, considerando a
padronagem caracteristica dos sinais.

Os padrdes surgiram apenas apos processamento e ajuste de fase corretos.
A correcado de fase foi realizada levando em consideragao primeira e segunda ordem
de correcdo em pelo menos 4 pontos distintos de ajuste, com correcao feita por
linhas e colunas. A simetrizagado foi feita por meio do comando syma, no qual foi
selecionado o algoritmo apropriado para comparagao de valores sensiveis a fase.

A interpretagdo da padronagem de picos positivos e negativos, levou em
conta como se distribuem para favorecer a interpretacao dos acoplamentos. Esta
versao oferece pico de correlagao fora da diagnonal que podem ter a fase ajustada,
de um modo transversal em fase ou antifase.

A desvantagem deste método € que as respostas sao diagonais de 90 graus
fora de fase e podem obscurecer respostas fora da diagonal, mas proximas a ela
(FACEY, 2008).

4 3 2 1 ppm 4 3 2 1 ppm

FIGURA 36 — PADRAO DE CORRELAGAO HOMONUCLEAR SENSIVEL A FASE:
COMPARAGAO ENTRE COSY E COSY FASE SENSITIVO DE ACETATO DE
ETILA
FONTE: (FACEY, 2008)

C. TOCSY

O experimento de correlagao homonuclear total TOCSY (Total Correlation
SpectroscopY) € um método que pode proporcionar dados de correlagao entre todos
os hidrogénios de uma cadeia quimica entre si, dependendo da interacao entre os
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orbitais moleculares. Esta variante é sensivel a fase.

Foram avaliados diferentes tempos de mistura com objetivo de diferenciar os
grupos de spin de acordo com o grau de transferéncia de magnetizagao ocorrida
durante o fendmeno. Para tanto, os valores de aquisicdo e processamento foram
igualmente aplicados nos diferentes experimentos. Correagcdo de fase tambéem
tomou como referencial picos idénticos de correlagdo quimica, fora da diagonal, que
estivessem claramente distantes de sobreposicdes ou artefatos de aquisigao.

O tempo de mistura caracteriza o tempo em que ha a transferéncia de
magnetizagao entre nuclideos e, portanto, quanto menor a distancia entre nucleos
ou maior a forga de interagao entre eles, mais facilmente observada e intensa é a
correlagao bidimensional. Este tempo é logicamente programavel no equipamento e
encontra-se na faixa de milisegundos.

Os tempos testados foram: 32 ms, 48 ms, 60 ms, 100 ms e 120 ms.

Centros com carbonos quaternarios ou contendo heteroatomos inibem a
transferéncia de magnetizagao durante o tempo de mistura e por este motivo
blogueiam o aparecimento de correlagdo.

O nome atribuido aos nuclideos que interagem entre si recebem a

denominagao de grupos de spins.

D. NOESY (Correlagao através do espaco)

O experimento 2D NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) € um
método bidimensional que explora o fendmeno NOE (Nuclear Overhauser
enhancement). Ele foi utilizado para determinar a estereoquimica relativa da
molécula através de interagdes ao longo do espago.

Este experimento foi obtido em modo 2D de absorcdo. Foi util para
identificagdo de spins que sofrem relaxacdo cruzada (cross-relaxation).
Ocasionalmente, artefatos do tipo COSY apareceram no espectro. Entretanto, eles
foram facilmente identificados pela estrutura do multipleto anti-fase.
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4.11.4 Experimentos de RMN 2D - Métodos Heteronucleares

A. HMQC

Ressonancia correlagao heteronuclear carbono hidrogénio a uma ligagéao. A
base do método HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) é a forma
mais simples de correlagdo por uma técnica inversa H,X. A supressao dos sinais
indesejados é realizada apenas pelo ciclagem de fase. Este experimento ndo aplicou
desacoplamento.

B. HSQC

O experimento HSQC 'H-"*C (Heteronuclear Single Quantum Coherence
Spectroscopy) foi realizado para obtencdo da correlagdo quimica entre C e H
através da evolugdo do deslocamento quimico de °C via coeréncia quantica Unica.
Foram observadas correlagbes que indicassem ligagao direta entre niicleos de '°C e
'H. Este experimento ndo tem desacoplamento e os sinais ndo sdo alargados por

acoplamentos entre hidrogénios.

C. HETCOR

O experimento HETCOR (C,H Correlation by Polarization Transfer) é um
experimento de ressonancia de correlagao heteronuclear que pode ser programado
para observagado de nicleos a uma ou mais ligagcdes de distancia. Os dados deste
método bidimensional resultam da correlagéo C,H por transferéncia de polarizagao.

No experimento de correlagao direta heteronuclear, os sinais de correlagao
sao obtidos para todos os nuicleos de hidrogénio que estejam conectados a uma
ligacdo ('J c.n) @ um carbono is6topo '*C. Como a obtengado do sinal eletromagnético
nesta sequéncia de pulso é realizada pelo canal do carbono, foi utilizada uma sonda
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gnp de detecgdo direta (ndo-broadband). A sequéncia utilizada foi hxco
(Experimento 10.10).

No experimento de correlacao a longa distancia heteronuclear, foi possivel
observer sinais de correlagédo entre C,H conectados por acoplamentos de duas
2J(c.H) ou trés *J(ch) ligacoes. Isto foi logrado pela mesma sequéncia de pulso usado
no experimento de correlagdo direta, porém, foram ajustados tempos de atraso
apropriados para estas conectividades. A sequéncia utilizada foi hxco (Experimento
10.11, derivado do experimento 10.8) referente ao experimento HETCOR Long-

Range - C,H Correlation by Polarization Transfer.

D. HMBC

A principal vantagem da utilizagdo do experimento de correlagao
heteronuclear a longa distancia HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foi
observar a conectividade (‘H-°C) através da cadeia de carbonos com e sem
hidrogénios ligados. Além disto é uma técnica de detecgcdo pelo nucleo de

hidrogénio.

E. COLOC

O experimento de correlagdo C,H via acoplamentos a longa distancia
(COLOC - Correlation spectroscopy via Long range Couplings) € um método
bidimensional que detecta picos de correlagdo entre nicleos de hidrogénio 'H e °C,
que sejam conectados por duas ou trés ligagoes. Esta sequéncia de pulso € uma
variante do experimento XHCORR (espectroscopia de correlacéo X, H), que detecta
apenas hidrogénios diretamente ligados ao carbono "C. A diferenga entre os dois
experimentos esta no uso dos acoplamentos heteronucleares para a transferéncia
de polarizacdo. Enquanto XHCORR faz uso de ligagbes com constantes de

acoplamento Jcn) grandes, COLOC se utiliza de constantes de acoplamento
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hetoronucleares Jcnypequenas, a longa distancia ("Jeu, n > 1).

Desta forma, o uso deste experimento permitiu detectar quais eram as
correlagdes 2Jcw) para definir a vizinhanga préxima no esqueleto carbdnico. Este
experimento foi utilizado pois havia a hipoétese da presenga de muitos carbonos
quaternarios longe de hidrogénios, que apesar de presentes no experimento HMBC,
nao apresentavam variagao de intensidade ou havia sobreposi¢ao de sinais.

Logo, a exclusdo de valores 2J(CH; da lista de correlagbes HMBC permitiu
definir com mais certeza quais seriam as correlagoes Jcn) e *Jch) por comparagéo,
inclusive por informagdes do proprio experimento.

Através do ajuste do parametro CNST2, foram testadas as constantes de
acoplamento a longa distancia de 10Hz, 15Hz e 33Hz e, para comparagao, a
constante de 145 Hz. Constantes de acoplamento a longa distancia Jcu
normalmente sao pequenas (entre 5 a 20 Hz). Foram analisados 25 mg de amostra
para evitar a perda de sensitividade devido a relaxagdo transversal inerente do
tempo de analise.

4.11.5 Simulagao de RMN

Varios softwares foram utilizados para simulagdo e predigao de valores de
deslocamento quimico de RMN para auxiliar na interpretacao dos resultados obtidos
pelos experimentos unidimensionais e bidimensionais. Varias propostas estruturais
foram esquematizadas pelo usuario no ambiente do software, complementando o
processo de interpretagdo dos espectros e geragao de estruturas. Para isto, foram
utilizadas versbes DEMO dos softwares ACD Chemsketch (www.acdlabs.com),
ChemDraw  (www.cambridgesoft.com), Mnova (mestrelab.com), Mestrelab
(www.mestrec.com) e ChemDoodle (www.chemdoodle.com), NMRshiftDB
(STEINBECK; KUHN, 2004) e NMRdb (AIRES-DE-SOUSA; HEMMER;
GASTEIGER, 2002). Alguns softwares, citados na Revisao de Literatura,
conseguiram inclusive estimar os valores de constante de acoplamento.

Para sistemas simples, os calculos para a estimativa de deslocamentos

quimicos, de diversos fragmentos parcialmente elucidados, foram utilizados
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utilizando-se dados compilados em (BREITMAIER et al., 1987; CREWS et al., 2010),
que levam em consideragao contribuicdoes parciais de cada um dos substituintes.

Para busca de banco de dados foram utilizadas as versdes gratuitas de
Internet online (NMRdb) (BANFI; PATINY, 2008) e Internet online (COSY simulation)
(CASTILLO; PATINY; WIST, 2011) e versdao académica de Marvin sketch
(CHEMAXON, 2015).

Também foram utilizados softwares para geragao e simulagdo de multipletos
com objetivo de comparagao com o espectro real unidimensional. Para este intuito,
foram utilizados valores de constante de acoplamento reais, medidos, como
parametro de entrada. Foram utilizados aplicativos para visualizar os efeitos de
acoplamento de primeira ordem (FOMSC3) (CONSTANTINO, 2004) e segunda
ordem (software WinDNMR) (REICH, 1995).

4.12 ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS

A obtencao dos espectros de varredura das amostras foram realizadas em
cubeta de quarzo de 1mL em metanol grau HPLC, em duas diluigbes num
equipamento Shimadzu 2401PC Spectrophotometer. Também foram analisadas
duas diluicdes em DMSO grau analitico : agua destilada (90:10) num equipamento
NanoVue Plus GE 7000 series com aplicagdo de 2 pL, considerando presenca e
auséncia de 0,05% hidroxido de sédio na fase aquosa. As medidas
espectroscopicas foram realizadas a temperatura ambiente, considerando faixa de
leitura de absorbancia com intervalos de 2 nm operando entre 200-400 nm. Algumas
analises foram também realizadas na faixa do visivel entre 400-800 nm.

4.13 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

O espectro foi obtido com a amostra na forma sélida, utilizando brometo de
potassio (KBr), grau IR, como carreador da amostra. O KBr foi inicialmente seco em
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estufa a 105°C por 24 horas. Algumas placas de sal sao altamente sollveis em
agua, de modo que os reagentes e as amostras aplicadas foram deixados anidros. A
amostra foi preparada considerando 12 mg de cristal. Em estufa a vacuo (0,1 atm), o
material cristalizado foi seco durante 12 horas, na temperatura de 60°C.
Aproximadamente 3 mg de amostra foram macerados juntos ao KBr, com graal e
pistilo especiais, isentos de qualquer residuo quimico.

O espectro de infravermelho foi registrado em equipamento BIORAD
Excalibur series FTS 3500 GX. A atmosfera ambiente estava a 20°C com umidade
relativa entre 30 e 35%. Foram adquiridos 32 scans, na faixa entre 4000-400 cm™,
sendo a resolugdo programada de 4 cm™. Foi subtraido um branco, referente a

pastilha de KBr e do ar atmosférico, considerando o gas carbénico.



Resultados e Discussao 146

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO

O melhor resultado da extragao de DNA do fungo foi obtido a partir do
micélio recém cultivado. O melhor tempo de extragdo com os beads foi de 1 min de
agitagao em vortex. A melhor diluigao para amplificagao foi de 1:20 quando a massa
umida para extragcdo era aproximadamente 100 mg de micélio. As bandas foram
amplificadas com especificidade em relagdo a temperatura de anelamento, entre
46°C e 48°C. Os fragmentos amplificados encontravam-se entre 640 — 660 pares de
base.

As seqgléncias obtidas com a andlise da regidao ITS foram editadas e
alinhadas com CAP Contig Assembly Program (HUANG, 1992), acessado a partir do
software Bioedit, versdo 7.1.11.

De acordo com a comparacdo obtida pela andlise online no banco de dados
do NCBI por meio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), o alinhamento
buscou sequéncias depositadas, entre as quais fungos do género Phaeosphaeria,
resultaram em 99% de similaridade com o sequenciamento da regido ITS do fungo
desconhecido. Para ilustrar as relagées filogenéticas, um dendrograma (FIGURA 37)
foi criado com o algoritmo neighbor joining, por meio do programa NCBI BLAST
pairwise alignments / BLAST Tree View, utilizando-se algumas das sequencias ja
depositadas no servidor (BLAST, 2015). Fungos nao cultivaveis (gb|GU078632.1) e
fungos de colegcdo (APA2013) também obtiveram grande similaridade (98-99%).
Como outgroup, foi selecionada uma sequencia ITS proveniente de Septoriella
phragmitis, que apresentou 92% de similaridade com a sequencia testada.

Oportunamente, a sequéncia contig (detalhada no Anexo 8) sera depositada
no Genebank para obtencdo do voucher da sequéncia. Sera referente ao fungo
desconhecido (Unkown Icljquery_226269), destacado em amarelo no dendograma, o
qual neste momento foi identificado como Phaeosphaeria sp.

Este género pertence aos Pleosporales, maior ordem de fungos
Dothideomycetes, que é a maior e mais diversa classe de ascomicetos. Esta classe
compreende 11 ordens, 90 familias, 1.300 géneros e mais de 19.000 espécies
conhecidas (SCHOCH et al., 2009).
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Feptosphaeria sp. F92(zb|[KM979814.1)
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cf. Phaeosphaeria sp. CPC 11231(gh[KF251195.1)
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Iﬁlngnl sp APA-2013(gh|KF212238 1)

1

@3cptoriclla phragmitis(ref]NR_132926.1)

@unkrownilcl|Query_226169)

]
—

Y
. ¥ 1

FIGURA 37 - DENDROGRAMA GERADO COM O ALGORITMO NEIGHBOR JOINING COM
BASE NAS SEQUENCIAS ITS DE ISOLADOS DO GENERO Phaeosphaeria,
POR MEIO DO PROGRAMA NCBI BLAST TREE VIEW.
NOTA: Septoriella phragmitis FOI UTILIZADO COMO OUTGROUP



Resultados e Discussao 148

5.2 CULTIVO DO MICRORGANISMO

Os resultados de crescimento do microrganismo em diversos meios esta
descrito na TABELA 11, relacionando diversas condigées de nutricdo. A condigao
que possibilitou a formagao de esporos esta ilustrada na FIGURA 38 e a formagao
de pycnidia na FIGURA 39.

TABELA 11 - OBSERVAGOES DE CRESCIMENTO DO FUNGO

Condicédo Resultado

Meio PDA (Potato Dextrose ~ Crescimento lento, mas com viabilidade maior gue um més
Agar) Tamp (sem perda de umidade)

Meio PDA guardado em Micélio, apés crescimento em estufa, perde a oxigenacao e
geladeira viabilidade na geladeira

Meio PDA (Potato Dextrose  Crescimento exponencial até o 92 dia, mudanca de cor somente
Agar) a 28°C (fotoperiodo) no 52 dia
Meio PDA (Potato Dextrose ~ Crescimento exponencial até o 92 dia, mas ndo ha mudanca de

Agar) a 28°C (sem luz) cor (preferéncia branco)
Meio PDA (Potato Dextrose Incapaz de crescer nesta temperatura, mas
Agar) a 37°C mantém-se vivo

Meio PDA acidificado com
acido tartéarico -
Meio PDA com explante de Unico meio que foi possivel observar formacao de pycnidia para
graminea formacao de esporos

Bom meio para crescimento e estoque, mas apresenta grandes

Crescimento

Milho o

chances de contaminacao

Crescimento diferente do micélio, mais centrado em um ponto e
AgprSRDOGrA com formagao de exsudado P
Tryptic Soy Agar (TSA) Crescimento de micélio branco com aspecto brilhante
Agar V8 Cresce com micélio espacado e pobre
Agar Nutriente Cresce com micélio espacado e pobre
Meio Minimo Cresce com micélio espagado e pobre

Agar infuso cerebro coragdo  Consegue adptacao e sobrevive, mas nao cresce
Trigo com sulfato de calcio
1% ou carbonato de calcio
10%
SSF

Meio FAN em shaker

Crescimento rapido, mas necessita controle constante de
umidade, impossivel separar biomassa. Formacao de produto
(rendimento menor)

Perfil de produtos extraidos idéntico ao biorreator, exceto por 3
componentes. Rendimento menor.

Nao ha produgao de molécula ativa, apesar de a formagao de
biomassa ser 6tima

Meio FAN em cultivo estatico Ha produgao de molécula ativa, mas em conjunto com muitos
(sob luz do Saol) outros metabolitos apés periodo de pelo menos 45 dias

Meio FAN com complexo de  Excelente para reativacdo de inodculo para o processo liquido
vitamina B em Biorreator

Meio FAN em cultivo estatico

Meio FAN com cobalto Crescimento é inibido, mas mantém-se vivo por mais de 6
(0,01%) meses

Variagao de concentracdo de Concentragdes maiores que 35 g/L de glicose inibe a velocidade
glicose de crescimento. Necessidade de cultivo alimentado.

Verifica-se influéncia sobre a fragmentacao do micélio e
Variagao de concentracdo de formagao de pellets em cultivo agitado. Concentragao ideal
cloreto de calcio promove pellets menores e evita formagao de aglomerados.
Concentracao ideal 0,15 g/L
Variagado de concentracoes Preferéncia por Fosfato de Potassio Bib&sico na concentragao
de fosfato de potéssio de 0,75 g/L (crescimento inferior com sal monobasico)




Resultados e Discussao 149

FIGURA 38 - CULTIVO IN VITRO COM EXPLANTE DE GRAMINEA DEMONSTRANDO
FORMAGCAQ DE PYCNIDIA (ESTRUTURA ESPECIALIZADA)

Thallug

Spores in an Ascus IB

FIGURA 39 —~ OBSERVAGAO DE (A) PYCNIDIUM EM MICROSCOPIO OPTICO 400X EM
CONTRASTE DE FASE, DEMONSTRANDO OSTIOLO E LIBERAGAO DE
ESPOROS, DE ACORDO COM (B) REPRESENTACAO ESQUEMATICA
FONTE: (A) O AUTOR (2015) (B) (EARTHLIFE, 2015)
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O género Leptosphaeria € muito proximo filogeneticamente a Phaeosphaeria
(CAMARA et al., 2002). A classificagao antiga de géneros, tal como Phoma, também
muito proxima ao género Phaeosphaeria, esta sendo revista (DEGRUYTER et al.,
2009). Estudos recentes de revisao consideraram reposicionamentos filogenéticos
de varias espécies (ZHANG et al., 2009, 2012).

Fungos do género Phoma sp. sao produtores de estruturas da classe das
bistropolonas (HARRIS et al., 1993). Género do fungo e classe de composto
produzido estdo de acordo com o composto ativo (OVERY et al., 2014). O género
Phaeosphaeria sp., portanto, produz compostos da rara classe de composto ativo
(bistropolonas policiclicas).

Fungos sdo microrganismos heterotréficos e na maioria aerdbios
obrigatérios. Cerca de dois tercos das espécies conhecidas de fungos estabelecem
intimas relagbes com outros organismos vivos, em relagdes parasiticas,
comensalisticas ou mutualistas, segundo Barbieri e Carvalho (2001). Mesmo que
diverso e com inesgotaveis funcdes, o repertério de metabdlitos secundarios
provenientes de fungos podem ser classificados de acordo com a classe enzimatica
envolvida em suas biossinteses (KELLER; TURNER; BENNETT, 2005). Segundo
Fox e Howlett (2008), as principais classes de metabdlitos secundarios de fungos
incluem policetideos, peptideos nao ribossomais (por exemplo, sirodesmin,
peramine e siderophores como a ferricrocin), terpenos (por exemplo, T-2 toxin,
deoxyni-valenol), indol terpenos (por exemplo, paxilline e lolitrems).

Policetideos sao a classe mais abundante, a qual inclui desde compostos
como lovastatina (comercialmente conhecida), aflatoxina (carcinogénico) e
fumonisinas. A natureza modular dos genes de sintese (genes PKS) resulta em
imensa diversidade de estruturas quimicas de policetidos (CUMMINGS; BREITLING;
TAKANO, 2014). A sintese de novas moléculas é o resultado da pressao evolutiva
continua, facilitada pela organizacdo dos genes (SCHMITT; LUMBSCH, 2009). A
diversidade evolutiva é introduzida através de mutagdes simples e freqliente co-
transferéncia horizontal entre clusters de genes de policetidos (DONADIO et al.,
2005).
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A regulagéo do metabolismo secundario em fungos € complexa e envolve
varias proteinas e complexos que respondem a varios estimulos ambientais de
cultivo. Além disto, genes para a biosintese de metabdlitos secundarios sao
geralmente agrupados em cluster (KELLER; HOHN, 1997) (BROMANN et al., 2012);
assim a identificagdo deles € relativamente simples a partir de sequéncias de
genoma completas. A regulacdo do metabolismo secunddrio em fungos esta
revisado por Yu e Keller (2005), Shwab e Keller (2008) e Fox e Howlett (2008).

A via do chiquimato € encontrada em plantas, bactérias, fungos e parasitos
do filo Apicomplexa (que inclui Leishmania sp.) (HE, 2015). Esta via € fundamental
para a biossintese de compostos aromaticos carbociclicos (HAWKINS et al., 1993).

5.3 CULTIVO EM BIORREATOR

O cultivo em biorreator resultou em rendimento maximo de biomassa de
12gL"em 120 h de bioprocesso, com esgotamento total da fonte de carbono. A
cinética de produgao de biomassa e as variagbes dos parametros de fermentagao
estao ilustradas na FIGURA 40. A manuteng@o do meio de cultivo pés fermentacao,
contendo fragao ativa foi realizada eficientemente por congelamento ou pela adigao
de etanol e acido cloridrico até pH 1.
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FIGURA 40 — CINETICA DE CRESCIMENTO FUNGICO EM BIORREATOR

5.4 EXTRACAO DO COMPOSTO BIOATIVO

O melhor resultado de extragdo e atividade foi com a extracdo com o
solvente diclorometano. Entre as formas de obtencao de um extrato, foi eficiente a
extragdo a temperatura ambiente. Filtragao por membranas do tipo tecido se
mostraram eficientes para separacao de biomassa. A obtengao do composto ativo a
partir do caldo de fermentagao concentrado por rotaevaporagdao seguida de
liofilizagao foi factivel, mas com rendimento 37% menor que o obtido com a extragao
a partir da biomassa.

Foi possivel extrair a molécula ativa com solventes organicos a partir de
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material sélido. As duas fontes que resultaram em extragao foram a extragao a partir
de biomassa (Xdcm) e a partir de Caldo de fermentagao (Sdcm). A extragao a partir
de biomassa teve rendimento de 8,4 g extrato DCM / 100 g biomassa. A extragao a
partir do caldo de fermentacéo teve rendimento de 5,3 g extrato DCM / 100 g seco
de caldo liofilizado. As tentativas de extragdo com outros solventes organicos a partir
do extrato resultaram em extrato acetato de etila, etandlico e aquoso.

Foi necessario produzir grande quantidade de biomassa e caldo de
fermentagao para que fosse possivel obter uma boa quantidade de extrato para as
etapas de purificagao, pois nao se tinha nogao inicial da concentragdo do composto
ativo no extrato. Sem conhecimento da espécie do fungo, ou a qual classe estrutural
a molécula pertencia, também n&do se sabia quais eram as condi¢des ideiais de
purificacdo e fracionamento. Portanto, foram realizados testes de separacdo e
purificacao de acordo com as condigées encontradas. A verificagao de atividade foi
realizada ao longo das etapas de fracionamento e purificagdo por um screening
bioguiado, considerando as cepas referéncia de Leishmania sp. (confirmadas por
técnicas de Biologia Molecular) responsaveis pelas principais manifestacoes clinicas
de leishmanioses.

Seguindo a idéia de que o composto pudesse ser particionado por extragao
liquido-liquido consecutiva, parte do material do caldo foi submetido a extragao com
adicdo de acido e base. Este procedimento foi independente do procedimento que
originou a fragao caracterizada, pois ainda ndo havia sido estudadas interferéncias
de degradacdo sobre a amostra pelas condigdes acido e base, que poderiam induzir
degradagao. Entretanto, por comparagao analitica via CCD, foi possivel constatar a
presenca da molécula ativa na fragdo aquosa da extracdo com hidréxido de sédio
(ap6s recuperagao das fases orgéanicas das extragdes com acido cloridrico e
bicarbonato de sédio). Esta fragdo € referente a moléculas com propriedades de
fendis (FIGURA 41). O processo foi reprodutivel quando testado diretamente com
um aliquota do composto puro.

Em bioprocessos € enorme a diversidade de matérias-prima que podem ser
aproveitadas, sobretudo quando se trata da nutricdo de fungos. Apesar disto, a
proposta do atual trabalho foi trabalhar apenas com matérias-primas do meio de
composi¢ao basico (glucose), para nao complicar o isolamento e purificagdo do

composto ativo.
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5.4.1 Sistema de solventes

O teste de adicao de misturas de solventes em aliquotas do extrato organico
bruto (seco, ap6s evaporagao de solvente e liofilizagado) demonstrou alguns perfis de
solubilidade. Esta etapa foi de fundamental importancia para entender os processos
de cromatografia e de cristalizac&o. O objetivo foi ressuspender o maior nimero de
compostos possivel, mas em alguns casos determinados, a condigdo de solvente
nao propiciou a solubiliza¢éo total do extrato.

O sistema de solvente acetato de etila : éter de petrdleo (80:20) demonstrou
deixar o extrato bastante solivel para aplicagdo de amostra em coluna
cromatografica. O sistema de solventes agua : acetona : n-hexano : acetato de etila:
éter etilico demonstrou néo ter solubilidade total da amostra. O sistema de solvente
acetona : n-hexano (1:1) demonstrou deixar parcialmente solGvel e, quando
aumentada a proporgdo de n-hexano, tornou-se mais sollivel. O sistema de
solventes No.6 [Eter petrdleo: Acetato de etila: Metanol (2:2:1)] foi o melhor, pois
solubilizou a parte laranja e deixou um precipitado branco no fundo do frasco,

relativo majoritériamente ao composto ativo.
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5.5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL FRACIONAMENTO E PURIFICACAO
As amostras resultantes das técnicas preparativas que melhor

proporcionaram separagao sao apresentadas na TABELA 12 e foram obtidas
conforme FIGURA 42.
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Véarias fragbes foram coletadas a partir de diversas condigcbes de
cromatografia em coluna (CC). Aliquotas destas amostras foram testadas
individualmente para atividade biolégica.

A particao seletiva dos compostos foi realizada pela eluigao diferencial nos
solventes organicos, porém nao forneceu nenhum composto puro; apenas extratos
simplificados. Estes foram separados em fragbes quando submetidos a
cromatografia em coluna, ou diretamente, para a etapas de cristalizagdo. Em alguns
casos, era obtida a concentragcdo majoritaria de trés compostos em relagdo aos
demais compostos do extrato total. Entretanto, sempre havia presenga de outros
constituintes em menor proporg¢ao, 0s quais poderiam exercer os efeitos, mesmo em
menor concentracao.

Uma coluna foi empacotada com hexano, nas dimensdes de 50mm x 40 cm
altura. Resultou em boa compactagao, pois a temperatura de ebuligao do hexano
era alta em relac@o ao calor de entalpia dissipado no fendmeno de dissolugao da
silica. Entretanto, mesmo protecéo de areia sobre a silica para prevenir canalizagao,
houve a formagao de correntes de solvente que propiciaram uma canaliza¢ao do tipo
lateral. Mesmo assim, antes do ocorrido, foi possivel coletar grande gama de fracdes
iniciais separadas. O material restante voltou para o extrato total e foi
recromatografado.

Embora o resultado tenha sido insatisfatério, foi valioso perceber que devido
a um comportamento inesperado, a molécula ativa e outros compostos foram
irreversivelmente adsorvidos a silica. Mesmo com esforgo de muitos volumes de
fase mdvel para limpeza e com o aumento radical da polaridade da fase mével, ndo
houve deslocamento da amostra remanescente do local de aplicagao. Além disto,
todas as fragoes coletadas ao longo desse tempo ndo apresentaram atividade. Isto
levou a desconsiderar como possivel molécula ativa, todos os compostos
previamente eluidos. Foi Util, pois serviram como padrées comparativos em CCD,
em outras técnicas de fracionamento, classificando-os como indesejaveis na fragao
final. Além disto, foi necessario readequar as condi¢cdes de fase movel aplicadas a
coluna, promovendo um gradiente de aumento de polaridade mais acelerado.

Foi possivel recolher uma fragao enriquecida com a molécula ativa quando
foi utilizado o seguinte sistema de solvente. Amostra aplicada em

diclorometano:acetato de etila em coluna 3x20 cm; com fase mdvel composta por
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hexano:cloroférmio:metanol nas seguintes proporgdes e volumes de eluigéo:
100mL (100:0:0); 100 mL (97:3:0); 100 mL (95:5:0); 150 mL (90:10:0); 150 mL
(70:30:0); 200 mL (50:50:0); 200 mL (0:100:0); 200 mL (0:99:1); 200 mL (0:99:2);
200 mL (0:99:3); 200 mL (0:95:5).

A coluna que propiciou separacdo de maior numero de fragdes, obteve
rendimento da fragao ativa, denominada pool142 (p142), de 3,2 mg por 1g de
amostra aplicada. A fase movel utilizada era constituida por éter de petréleo :
acetato de etila : etanol : agua; acrescidos em ordem de polaridade crescente. A
resolucdo de separacdo da molécula ativa foi influenciada pela proporgao de agua
que era acrescida na fase movel. A fase estacionaria ativada garantiu melhores
resultados. O fluxo de solvente de 1mL/ min foi satisfatorio. A coluna também
possuia dimensdes de 50mm x 40 cm altura. Entretanto esta nao foi afetada por
canalizagao e houve boa separagao da amostra aplicada. A coluna com melhor
resolucao, entretanto, era a de 3 cm de didmetro.

As amostras foram submetidas a bioensaio. Apesar de o rendimento da
fragao ativa ter sido baixo, pois a amostra era proveniente do caldo de fermentagao
evaporado e extraido, verificou-se que a fragdo aquosa eluida na lavagem da coluna
apresentava caracteristicas quimicas semelhantes a molécula ativa, sobretudo
espuma persistente. Apesar de esta amostra ter sido descartada como lavagem de
coluna, poderia se tratar de um composto derivado (glicosilacao, hidroxilas, etc.) da
molécula ativa, que teriam impedido de eluir junto a fragdo ativa detectada.

Analiticamente, o pool apresentava-se como fragao de trés constituintes pela
detecgao por analise em HPLC-MS (FIGURA 96). Portanto, nao foi considerado o
composto puro. Além disto ndo se apresentava em quantidade suficiente para facil
elucidagao estrutural e por isso optou-se por aumentar o numero de bateladas de
fermentacao submersa em Biorreator.

A obtengdo do composto puro foi realizado apds particdo seletiva em uma
coluna preparativa que priorizou apenas a concentragdo da fragcao ativa. Em
seguida, esta fragdo foi concentrada e submetida ao processo de cristalizagao. A
amostra que permitiu quantidade suficiente era originaria da biomassa seca, com
rendimento de 279 mg de composto puro a cada 100 g micélio seco (considerando
extragoes suscessivas).

Para separacdo, a CCD analitica foi uma técnica analitica fundamental.
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Serviu para determinar a abrangéncia de fragdes a serem reunidas e na
determinagado de qual seria a melhor fase movel para separagao em CC. Serviu
também para determinar a complexidade das fragbes e avaliar se poderiam ser
realizadas técnicas analiticas. Algumas separagdes em CCD serviram para facilitar a
revelacdo quimica durante a caracterizagdo. Os extratos concentrados foram
separarados em diversas fragbes por CCD preparativa. Algumas destas amostras
estao nomeadas na TABELA 12.

Todas as amostras foram testadas quanto a sua atividade. Uma das fragoes
(“solarize”) era enriquecida com o composto ativo, conforme analise de RMN e CCD
analitica. Mostrou que o processo fermentativo € reprodutivel, pois esta fragao foi
obtida a partir de uma batelada diferente da primeira. Nesta batelada, houve a
diferenca de sintese de um pigmento verde pelo fungo (caracteristico). Contudo a
quantidade aplicada foi muito menor que as técnicas preparativas de CC ou
cristalizacao.

O melhor sistemas de solvente utilizado em CCD foi a fase mével FM603 e a
FM1004, compostas por cloroférmio : metanol : acido acético e agua. Apesar de
formar arraste quando a amostra era aplicada concentrada, ela favorecia a
focalizagao do composto ativo (ANEXO 6). Uma segunda dimensao permitiu definir a
molécula ativa que foi em seguida purificada.

A adigao de hidroxido de amonio as fases movel mostrou-se apropriada para
separacao de grande numero de componentes, como pode visualizado na CCD dos
extratos (ANEXOS 6 e 7). Contudo, a fracdo ativa permanece proxima ao local de

aplicacao na placa CCD.



Resultados e Discussao

159

TABELA 12 —-DENOMINAGAO DE AMOSTRAS E FRACOES OBTIDAS POR EXTRAGAO,
TECNICAS DE CROMATOGRAFIA E CRISTALIZAGAO

Amostras

Origem - Codigo

Técnicas

Extrato Bruto

S dem/ Sdem14
Sdcm

XBO1

BO1

B02

Xdem

Erl13

Extrato Simplificado

“Solarize” (ativo)
B02 S sDCM
Blue violet Ch.16,58

Composto Bruto

p142 (ativo)

BCO_BO01 (ativo)
Rf1, Rf2 (ativo), Rf3

1,11, 21, 31, 41, 51,
61, 71,81, 91, 101,
111, 121, 141 (ativo),
151

Laranja, Azul Claro
acl, Laranja 2, V, If, Iv,
a, BCOlar, rf/0,2, az

Composto Puro
(ativo)

BCUD
PALHA
Pontos
PLT1

Caldo de fermentagao Erlen

Caldo de fermentagao seco
Biomassa fungica seca

Biomassa fungica seca Biorreator 01
Biomassa fungica seca Biorreator 02
Biomassa fungica seca,

cultivo Erlenmeyer

Biomassa fungica seca,

cultivo Edenmeyer

B02 (c06d.09072014191143)
B02
B02

Sdem

B01 (c6d.09072014190031)
BCUD

Sdem

B02 (c6d.22092014)

BO1
BO1
BO1
BO1

Extragao com Diclorometano
Extragdo com Diclorometano
Extragao com Diclorometano
Extragdo com Diclorometano
Extragao com Diclorometano

Extracdao com Diclorometano

Extragao com Diclorometano

CCD preparativa
Particao seletiva
CCD preparativa

Cromatografia de coluna preparativa
(acetato de etila:etanol)

Sistema de solventes (No.06)
CCD bidimensional

Cromatografia de coluna preparativa
(acetato de etila:etanol)

CCD preparativa

Cristalizagao

Recristalizagao em forma de palha
(Diclorometano : metanol)
Cristalizagdo em forma de pontos
Recristalizacao

(acetato de etila: 4gua)
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5.5.1 HPLC - Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia

A fragao simplificada p742 (obtida por cromatografia em coluna) foi
analisada por HPLC, resultando em 3 picos principais, 0os quais foram investigados
por espectrometria de massas. Um dos componentes possuia 0 mesmo tempo de
retengdo (7,2 min) e padrao de fragmentagao de massas que o composto ativo bruto
Rf2 (obtido por CCD preparativa).

O comprimento de onda que melhor detectou o0s compostos em
cromatografia foi de 254 nm. Fases modvel com acetonitria aquosa nao
proporcionaram boa eluicao da amostra, muitas vezes causando arraste.

Da mesma forma, como realizado no estudo de Oughlissi-Dehak et al.
(2008), com estudo de sesquiterpenos obtidos de material vegetal, o uso de fase
movel com &cido trifluoracético mostrou-se vantajoso para resolucdo de separagao.
O resultado da fase mével (WEN et al., 2005) resultou em pico bem definido.

5.5.2 Cristalizagao da molécula

O cristal denominado BCO_BO01 surgiu como um deposito cor branca a partir
do extrato do biorreator BO1. Ele foi obtido apds sistema de solvente 7 [Eter petréleo:
n-hexano: Acetona: Diclorometano: Acetato de etila: Metanol (3: 1,5: 1: 1: 2: 2)], para
o qual foi testada sua solubilidade (ANEXO 1). A determinagdo de solubilidade
permitiu desenvolver métodos com maior rendimento de cristalizagdo (105 mg
composto / Litro de extrato).

O cristal era um pouco solivel em éter de petrdleo e hexano, levando a
formacdo de um deposito. Com acetato de etila e éter de petroleo o deposito ainda
era perceptivel. Com adigdo de diclorometano, ainda sobrava precipitado. Este
precipitado era algo solivel em acetona e pouco soluvel em metanol. Portanto, a
segunda técnica de cristalizagao utilizou mistura diclorometano, metanol e acetona,
com evaporacao lenta. O material era relativamente solivel em acetato de etila.

Percebendo-se tal solubilidade e considerando precipitagdo com bicarbonato de
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sodio, outro sistema de precipitagdo foi aquoso / bicarbonato / acetato de etila, como
em metodologia aplicada por Rodrigues (2008) para acido giberélico.

Houve a necessidade de purificagdo para posterior confirmagao de atividade
biolégica em relagdo a qual fracdo possuia atividade. Todos os cristais formados
foram qualificados por andlise de Ressonancia Magnética Nuclear e considerados
com componente majoritario idéntico.

Os materiais cristalizados que apresentaram atividade in vitro, foram
denominados PALHA, BCUD, PONTOS e PLT e foi submetido a identificacao
quimica e elucidacao estrutural por RMN. O cristal PALHA Foi considerado puro
pelas andlise de CCD. O cristal do composto ativo tinha aspecto de sélido ‘amorfo’,
cristalizado em forma de palha e/ou pontos cor creme. O sabor residual era amargo,
caracteristico de compostos fendlicos. A cor apresentava-se laranja em solugao de
solventes organicos e amarelo claro em solugao aquosa levemente basica.
Tipicamente, uma série de ligagées duplas conjugadas absorve fortemente na regiao
do ultravioleta-visivel do espectro electromagnético, resultando muitas vezes em
uma cor amarelo-alaranjado. Durante o aquecimento ndo apresentou nenhuma
caracteristica de volatilidade e portanto ndo foi submetida a analises de
cromatografia gasosa.

FIGURA 43 - CARACTERISTICA DOS CRISTAIS FORMADOS (AMOSTRA PALHA)
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5.6 AVALIACAO BIOLOGICA

5.6.1 Testes contra Leishmania

Os resultados de inibicdo obtidos nos ensaios biolégicos estimulam a
continuacdo da pesquisa. A atividade se repete ao longo de diversos experimentos,
principalmente contra as cepas referéncia de L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum.

O efeito leishmanicida das amostras foi medido a partir de repeticoes
independentes, aleatoriezadas. A comparagado foi realizada em relagcdo a um
controle ndo tratado, segundo a equagao de inibigao:

_ ensaio 3
Inibicio (%j=100*(1- —— )
controle ndo tratado

(4)

O controle nao tratado recebeu o diluente da amostra em igual
concentragao, normalmente solugéo esterilizada de dimetilsulféxido aguoso (maximo
1%). O registro de atividade foi realizado apdés 72 horas de ensaio, pois
correspondeu ao final da fase logaritmica de crescimento das células. Além disto,
este € o tempo de experimento preconizado por (KIDERLEN; KAYE, 1990; DUTTA
et al., 2005; PALIT; ALI, 2008b).

O tratamento, contra as formas promastigotas in vitro, continha
concentragdes de amostra que variavam de acordo com a etapa de fracionamento e
purificagcdo. De acordo com seu grau de pureza, e entendendo-se sobre o
comportamento quimico do extrato ou composto, foi possivel solubilizar as amostras
em concentragdes de ensaio cada vez menores, mantendo-se e, inclusive,
superando-se em grau de atividade.

Dentre os ensaios realizados no periodo de 2013 a 2015, o melhor resultado
obtido, em termos da eficiéncia de inibicdo de crescimento de Leishmania sp. esta
indicado na TABELA 13. Uma selegao prévia foi realizada para discernir quais foram
as formas de fracionamento eficientes e com bom rendimento.

Os resultados ilustrados nas FIGURAS 44 a 46 mostram em quais extratos

fracionados por cromatografia em coluna estao os compostos que apresentam
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valores de inibicao de crescimento dos contra L. brazliensis e L. infantum,
respectivamente. O extrato bruto (100 pg/mL) inibiu 41,6% e 31,1% do crescimento
de L. braziliensis e L. infantum, respectivamente.

Os valores de absorcao pelo ensaio do MTT, e contagem de promastigotas,
atenderam aos quesitos de distribuigdo normal e igual variancia. Aplicou-se assim,
testes estatisticos paramétricos (ANOVA um fator seguida por teste de comparagao
multipla de Dunnett). Os resultados foram expressos como médias + DP (n = 3, em
triplicata). O teste de Dunett € recomendado para determinar as diferengas entre os
tratamentos experimentais e um grupo de controle sem tratamento.

O valor-p para aceitag@o ou negacao de diferengas significativas foi proposto
como *P < 0,05e*" P < 0,001. Se na comparagao estatistica entre grupos, o
valor-p foi menor que 0,05 ou 0,001; a probabilidade de estar incorreto na conclusao
que havia uma diferenca significativa € menor que 5% ou 1%, respectivamente.

Vale ressaltar que fragdes purificadas apresentaram resultado superior ao
Controle Positivo (C+), em uma dose muito menor. A concentracdo de antimoniato
de meglumina foi estabelecida em 2000 pg/mL e € equivalente a 581 pug/mL de ion
Sb(V). Este medicamento de primeira escolha, in vivo, possui mecanismo de agao
indireto (possiveis rotas de oxidacgao intracelar) e efeito cumulativo. Mesmo assim,
serviu como bom parametro de comparagao.

A fracao 141 (amostragem de p142) demonstrou atividade superior ao
Glucantime, inibindo L. (V.) braziliensis em 62% e L. (L.) infantum em 42%. A
amostra “solarize”, obtida por CCD preparativa, também. Entre as trés moléculas
separadas por CCD preparativa bidimensional (Rf1, Rf2 e Rf3), somente Rf2 foi
ativa. Essas amostras, com atividade superior ao antimoniato, apresentaram em
CCD analitica spots indicativos de similaridade de atividade devido a presenga da
mesma molécula ativa. Desta forma algumas amostras foram posteriormente
selecionadas para purificacao do composto ativo e avaliadas nas concentragcoes 100
pg/mL, 50 pg/mL e 10 pg/mL, conforme ilustra a FIGURA 46.

Todos os ensaios que apontavam atividade pela reagé@o colorimétrica do
MTT, foram confirmados por contagem de células viaveis em camara de Neubauer,
microscopicamente. Normalmente apresentavam destruicdo celular ou redugao de
motilidade dos promastigotas. A observagao de atividade foi realizada na faixa de
2.10%/mL a 1,25.10” /mL, uma ampla faixa para comparagdo de concentragées.
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FIGURA 44 - ATIVIDADE (100 pg/mL) DE EXTRATOS FRACIONADOS POR POR COLUNA

CROMATOGRAFICA SOBRE L.braziliensis i
CONTROLE ANTIMONIAL: G2000 pg/mL (INIBICAO 48%)
C- : CONTROLE NEGATIVO (SEM AMOSTRA)
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FIGURA 45 - ATIVIDADE (100 uG/ML) DE EXTRATOS FRACIONADOS POR COLUNA

CROMATOGRAFICA SOBRE L.infantum )
CONTROLE ANTIMONIAL: G2000 pg/mL (INIBIGAO 22,7%)
C- : CONTROLE NEGATIVO (SEM AMOSTRA)
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Apos obtencao e identificagdo do composto ativo e indicagao de sua pureza
por RMN, foi possivel realizar os ensaios dose-resposta. Para isto, 0 composto ativo
foi diluido em 6 concentragées diferentes, as quais situavam-se em torno da
concentragao capaz de inibir o crescimento de 50% das formas promastigotas (valor
previsto por experimentos anteriores). O valor de ICsp foi determinada de acordo
com uma regressao sigmoidal realizada para calculo Log(Dose) vs. resposta com
inclinag@o variavel, utilizando o software GraphPad Prism versdo 3.0, GraphPad
Software, La Jolla California USA (www.graphpad.com). A fungdao deste
procedimento matematico foi ajustar os dados experimentais de acordo com a
equagao logistica de quatro parametros (Eq.5) (HILL, 1910) (GADAGKAR; CALL,
2015):

Onde:

Y = Resposta esperada para uma dosagem X (porcentagem de
promastigotas vivas);

a = Resposta quando a concentragdo do composto ativo € zero (assintota
minimo)

b = Resposta atingida para uma dosagem infinita (assintota maximo)

ICso = concentragao que inibe 50% do crescimento (=c) (ponto de inflexao);

d = maior inclinagao da curva sigmoide (coeficiente angular) (HILL, 1910).

As doses testadas do composto ativo para determinacdo de ICsy foram

igualmente espacadas na escala logaritmica, correspondendo as concentragoes:

0,01 —0,1—1—10—50— 100 pg/mL.
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Compostos vs. L.braziliensis
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FIGURA 46 — ATIVIDADE DE EXTRATOS BRUTOS E COMPOSTOS BRUTOS CONTRA
L. (V.) braziliensis ATIVIDADE (100 — 50 — 10 pg/mL) DE EXTRATOS
FRACIONADOS POR POR COLUNA CROMATOGRAFICA
CONTROLE ANTIMONIAL: ACL (INIBIGAO 17-40%)

Quando bem solubilizado em DMSO, com sonicagao, o composto purificado
inibiu fortemente o crescimento celular de formas promastigotas de Leishmania,
conforme resultados de concentracao de inibigao ICsy apresentados na TABELA 13.
O composto demonstrou ser toxico também para cultivo celular de células VERO,
com indice de seletividade 13,4 (ICso vero / |Cso Leishmania)-

O ICsp do composto ativo (valido para as amostras BCUD, PALHA,
PONTOS) foram calculados e apresentados na TABELA 13. Por exemplo,
ICs0 0,32 pg/mL contra L. (V.) braziliensis € correspondente a concentragao molar de
ICs0 0,58 uM, considerando a massa molecular do composto de 548 g / mol.

TABELA 13 - VALORES ESTIMADOS DE CONCENTRAGAO INIBITORIA ICs,

ICs0, pg/mL ICs0, pM
L. (V.) braziliensis 0,32 0,58
L. (L.) amazonensis 0,40 0,72
L. (L.) infantum 0,36 0,66

Células VERO 4.8 8,75
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5.6.2 Identificagao de cepas referéncia de Leishmania

As cepas referéncia de Leishmania tiveram suas espécies confirmadas
através das técnicas moleculares de rotina utilizadas no Laboratério de Biologia
Molecular, do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia
(UFPR). De acordo com a observagao de bandas, caracteristicamente amplificadas
por primers especificos de minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA), concluiu-se
que os bioensaios foram realizados com as cepas referéncia de L. (L.) amazonensis,
L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis. Para diferenciagao dos clones de Leishmania,
os protocolos de extragdo e amplificagao foram realizados em condi¢ges especificas
de ciclos de amplificagao e temperatura de anelamento do primer.

5.6.3 SDS-PAGE

Nao foram encontradas diferengas no perfil de proteinas analisando-se pelo
perfil de eletroforese 1D. No entanto, € possivel que ocorram diferengas no perfil de
proteinas expressas em testes mais sensiveis. Entretanto, ndo se mostrou
justificavel proceder no presente momento, pois tanto as proteinas de biomassa de
Leishmania como as proteinas sollveis ndao diferiram visualmente do controle. O
crescimento do tratamento foi realizado com dose inibidora ICgy, mas que permitiu
multiplicagao de biomassa em quantidade de proteina aplicada no gel foi equivalente
ao controle, considerando o método de Bradford.

Alguns estudos argumentam que mesmo a mudanga de meio de cultura
interfere com metabolismo de expressdo de proteinas de promastigotas de

Leishmania.



Resultados e Discussao 168

5.6.4 Teste de hemolise
O material com hemdlise menos intensa foi observado no microscopio optico

em phase 2 (400x) e percebe-se que havia presenca de formas anormais de
hemacias normais e ocorréncia de lise (TABELA 14).

TABELA 14 - TESTE DE HEMOLISE DE HEMACIAS DE COELHO

Concentracao .
) Resultado de hemolise
(composto ativo)

25 mg/mL bt

12,5 mg/mL +++++

6,25 mg/mL +++++

3,13 mg/mL +H+++

1,5 mg/mL ++++

0,75 mg/mL e

0,38 mg/mL ++ fraco

5.7 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

O composto com atividade leishmanicida foi caracterizado e teve a estrutura
quimica determinada, como ilustrado na FIGURA 47, a qual € mais detalhadamente
exemplificada na FIGURA 73. A estrutura molecular foi definida de acordo com os
resultados de analise do composto purificado neste trabalho, isolado a partir de um
extrato de classe quimica totalmente desconhecida. A caracterizacdo estrutural
ocorreu em paralelo a identificagao do microganismo produtor.

A conclus@o foi que a estrutura € equivalente a estrutura definida como
Pycnidiona (HARRIS et al., 1993) ou Eupenifeldin (MAYERL et al., 1993), dois

estereoisomeros com nomes distintos.
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FIGURA 47 - PROPOSTA ESTRUTURAL DE COMPOSTO ATIVO LEISHMANICIDA
FONTE: O AUTOR (2015)

NOTA: NUMERAGAO DE ACORDO COM HARRIS et al. (1993)

Este resultado foi obtido apds exaustivas analises que consideraram
informagdes estruturais da molécula. As analises que suportam a hip6tese desta
estrutura estao apresentadas de forma logica e se referem a caracterizagdo quimica,
espectrométrica (ESI-MS), espectroscopia de RMN 1D, RMN 2D, UV-vis e
Infravermelho. As explicagbes da sequéncia légica de elucidacao estrutural que
confirmam esta hipotese serdo descritas a seguir. Alguns testes foram realizados ao
longo da evolugao de purificagdo da molécula e portanto, em algumas analises sera
indicado se foi utilizado o composto bruto concentrado ou o composto bruto.

Por varios motivos, € de interesse da ciéncia fazer a elucidagao estrutural de
uma molécula purificada que possua atividade biologica. Apds elucidagao, € possivel
fazer a quantificagdo molar exata para fins de ensaio. Além disto, torna possivel
utiliza-la em fases clinicas como principio ativo. E nitidamente mais facil fazer o
registro deste produto em agéncias regulatérias e em documentos de patente.

Uma outra grande vantagem de elucidacao estrutural € a comparacao com a
literatura. Torna-se possivel fazer a bioprospecc¢ao, em banco de dados, de outros
organismos produtores ou de outras atividades bioldgicas, registradas para
compostos similares a molécula identificada. Pode-se, entdo, sugerir novas
aplicagdes bioldgicas, de acordo com as necessidades descritas pela literatura.
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Além disto, é possivel prever as reagoes e modificagcdes quimicas provaveis,
fundamentado-se pelos parametros estruturais, grupos funcionais, estabilidade e
comportamento quimico da molécula. Além disto, serve para idealizar vias de
sintese quimica, localizar sitios de atuagao ou desvendar o comportamento das vias
biossintéticas. Portanto, a posse de dados estruturais é de extrema utilidade para
maximizagao de rendimentos e na determinagdao dos métodos mais apropriados de
extragdo, concentracao e purificagao.

Em objetivo Ultimo, a caracterizagao estrutural serve para quantificacdao da
molécula em processos produtivos, em vistas de reprodutibilidade e controle de
qualidade do processo. Determinando-se um método padrao analitico de deteccao,
€ possivel rastrear a molécula em amostras complexas e multicomponente,

viabilizando sua comercializagao.

5.7.1 Exames preliminares

Durante a caracterizagao quimica, o teste de chama resultou em uma chama
amarela fuliginosa, que indica alta insaturacdao ou elevado numero de carbonos na
molécula. As analises de RMN indicaram, a principio, apenas uma dupla ligagdo na
molécula. Desta forma, haveria outras ligagdes dupla sem que houvessem
hidrogénios ligados, como duplas em carbonos quaternarios, ligagbes C=0 ou
carbonos aromaticos substituidos. Portanto, o composto possuia elevado nimero de
carbonos. O odor, no teste de chama, n&o foi caracteristico da presenga de enxofre.
Apesar de o cheiro de queimado nao ter sido agradavel, ndo lembrou compostos
similares ao H»S. Segundo indicacdo de analises de EDS e RMN, nao havia
indicagao para presenga de atomos de enxofre ou nitrogénio na amostra.

A preferéncia de degradagdo, por chama indireta, € caracteristica de
moléculas organicas com composi¢ao CHO. Foi o que ocorreu durante a amostra ter
sido submetida a chama direta em um tubo de ensaio. Nao houve combustao
completa quando em exaustao de oxigénio; seria indicativo de consumo de atomos
de oxigénio intramoleculares.

O composto ativo isolado demonstrou odor pungente apds sua degradagao
em condi¢des induzidas e lembrou odor de arnica (Arnica montana, Asteraceae) e



Resultados e Discussao 171

de um medicamento anti-tussigeno (Vick Vapourub®). Ambos possuem em sua
composigdo muitos sesquiterpenos. Alguns sesquiterpenos estdo presentes em
diversos oOleos essenciais, como o a-humuleno, B-cariofileno, B-farneseno e a-
bisabolol. O arbusto Cordia verbenacea, Borraginaceae (conhecida como erva
baleeira ou maria-milagrosa) € uma planta nativa da Mata Atlantica brasileira que
produz grande quantidade de sesquiterpenos (FERNANDES et al., 2007). O seu
6leo essencial € matéria-prima para o anti-inflamatorio fitoterapico Acheflan® (Aché),
constituido principalmente por a-humuleno (RODRIGUES et al., 2012).

5.7.2 Ponto de fusao

O ponto de fusdo determinado automaticamente pelo equipamento foi de
284.,8°C. Segundo observagOes visuais, entretanto, a amostra comegou a degradar
dentro do capilar a partir de 246°C. Apresentou odor de queimado e aspecto visual
de carvao em 278°C.

Apesar disto, ha a possibilidade de ser aceito o valor 284,8°C (resultado do
equipamento) como ponto de fusao, pois o equipamento determina o ponto de fusao
da amostra com base em um video capturado com ampliagdo Optica e efetua
corregdes programadas automaticas.

Ha a possibilidade de ser realizada andlise de ponto de fusdao com capilar
selado a vacuo, para que se evite a oxidagdo do composto pela presenca de
oxigénio. Entretanto a presenca de 7 atomos de oxigénio na molécula nao impediria
completamente o processo de degradagao.

5.7.3 Solubilidade

Pode-se inferir que o composto faz parte do grupo de solubilidade A2
(PAVIA et al., 2009) sendo insoltvel em agua; solivel em NaOH 5% e NaOH 0,5%.
Precipita em cor branco-bege quando adicionado 5% de bicarbonato de sédio. A
classificdo dos possiveis e excludentes compostos € relacionado na TABELA 15. Os
resultados de solubilidade da molécula ativa em sistemas de solventes organicos e

aquosos & dada no ANEXO 1.
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TABELA 15 - COMPOSTOS ORGANICOS RELACIONADOS AS CLASSES DE

SOLUBILIDADE

Grupo Possiveis compostos

S2 Sais de acidos organicos, hidrocloretos de aminas, aminoacidos, compostos
polifuncionais (carboidratos, polidlcoois, acidos, etc.).

SA Acidos mono_carboxilicos, com cinco atomos de Carbono ou menos, acidos
arenossulfénicos.

SB Aminas monofuncionais com seis atomos de carbono ou menos.

S Alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, nitrilas e amidas monofuncionais com cinco
atomos de carbono ou menos.

Ad Acic:IO_s organicos fortes: écidos carboxilicos, fenois com grupos eletrofilicos em
posigOes orto e para, B-dicetonas.

A2 Acidos organicos fracos: fendéis, enodis, oximas, imidas, sulfonamidas, tiofendéis com
mais de cinco atomos de carbono, B-dicetonas, compostos nitro com hidrogénio em a,
sulfonamidas.

B Aminas aromaticas com oito ou mais carbonos, anilinas e alguns oxiéteres.

N1 Alcoois, alc_jeidos, metil cetonas, cetonas ciclicas e ésteres comendo_someme um
grupo funcional; éteres com menos de oito atomos de carbono; epoxidos.

N2 Alcenos, alcinos, éteres, alguns compostos aromaticos (com grupos ativantes) e

cetonas (além das citadas em N1).

Hidrocarbonetos saturados, alcanos halogenados, haletos de arila, éteres diarilicos,
compostos

aromaticos desativados.

O perfil de solubilidade, em comparacdo com os outros dados analiticos,

indicam a presenca de funcao enol (FIGURA 48) ou fenol. Esta fungdo orgéanica €

caracterizada por uma hidroxila ligada a um carbono primario com hibridagao sp?, o

qual se converte entre fungao alceno com grupo hidroxila ou fungéo carbonila de
cadeia alifatica (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2014).

il /Ci
carbonil enol

FIGURA 48 - TAUTOMERIA CETOENOLICA
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5.7.4 Testes quimicos

Quando o composto ativo estava isolado bruto, ainda que com alguns
interferentes, foram iniciadas as primeiras analises, como os testes quimicos. Ao
longo dos experimentos, o material foi purificado a um grau maior de pureza e entéo
analisado com maior detalhamento por técnicas espectroscopicas e
espectrométricas.

De acordo com os resultados da marcha fitoquimica, a molécula ativa se
comportava como uma saponina triterpénica. No entanto, ndo pertencia a esta
classe. Tratava-se de uma molécula incomum com comportamento quimico similar;
hipétese que s6 foi confirmada apds conclusdo de toda estratégia de elucidacao
estrutural. O ANEXO 2 mostra a reatividade e as observagbes dos ensaios
realizados para o composto de interesse. Além disso, o resultado positivo
antioxidante DPPH sugeriu presenga de funcao cetona.

Saponinas, do grego sapon, sao caracterizadas por possuir a propriedade
emulsificante. O teste de espuma consistiu em agitar a amostra solubilizada em meio
aquoso e verificou formacdo de espuma com durabilidade ao longo do tempo,
permanecendo estavel por pelo menos 15 minutos. Para confirmagéo diferencial,
fez-se adicdo de acido organico a espuma, que continuou estavel por mais 15
minutos, indicando nao se tratar de detergentes.

5.8 RMN

A analise do perfil do extrato bruto da biomassa (extragdo diclorometano)
através do experimento de RMN de 'H (FIGURA 49-A) demonstra que 0s
constituintes possuiam cadeias alifatica saturadas, especialmente com muitos
grupos metila (aprox. 0,8 a 1,5 ppm) e metileno (aprox. 1,5 a 2,9 ppm). Também
havia presenga de muitos hidrogénios ligados a carbonos contendo oxigénio (aprox.
3,0 a 4,5 ppm) e presenca de insaturagoes (aprox. 5,0 a 6,0 ppm). Provavelmente o
extrato era composto por ester6ides e terpendides, em conformidade com as

analises quimicas realizadas com esta amostra.
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Dentre todos os constituintes, apenas a molécula ativa possuia sinais na
regiao de aromaticos. O composto ativo correspondia a aproximadamente a 15% do
extrato bruto. Comparagdes podem ser realizadas entre composto ativo bruto
(FIGURA 49-B); ou composto ativo puro (FIGURA 49-C); e o extrato bruto.

De fato, foram as comparagdes entre os experimentos de RMN que
permitiram concluir que o componente majoritario era idéntico nas fragbes ativas
isoladas. O composto ativo era o0 mesmo em diferentes estagios de purificagdo e
avaliagao biologico, amostras bco_b01, bcud, pontos e palha. Portanto, analises
com composto bruto e composto puro, obtidos por diferentes métodos de
concentragao e critalizagao, puderam ser consideradas em combinacdao para
elucidacdo estrutural do composto ativo. Para tanto, foram desconsideradas
impurezas em pequena quantidade.

A primeira analise espectroscopica utilizada na elucidagao estrutural foi o
experimento de RMN de 'H na frequéncia de 600MHz (FIGURA 50), que fornece
muitas informagées em relagdo a estrutura molecular. Alguns sinais ficaram
sobrepostos e por isso foi necessaria complementagdao de dados estruturais com
analise de experimentos do composto puro (em grande resolu¢do) e uso de técnicas
bidimensionais. O composto ativo demonstrou sinais nas regidées de aromatico,
dupla ligagéo, alcool e alifatico.

Verifica-se no espectro de RMN de 'H, a presenca de dez sinais tipo
singleto, dos quais seis eram mais intensos (expansdes FIGURA 50).
Caracteristicamente, grupos metila proporcionam singletos intensos no espectro.
Procurando por grupos distintivos, sdo claros quatro singletos que tem integragéao
proxima a 3H, entre eles &y 1,08; 6y 1,11; 64 1,15 e 841,41 ppm. Essa informagao
reforca a possibilidade de o composto ativo pertencer as classes de saponinas,
triterpenos ou esterdides; conforme havia sido sugerido pelos testes quimicos, pois
normalmente esses grupos possuem quatro metilas. Valores de grupos metila
destes compostos estao entre oy 0,7-1,30 e revelam a posigéo detalhada de cada
grupo e de suas interacoes (HANSON, 2003).
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Apesar do acesso a muitas informagdes espectrais, ndo foi possivel
identificar o composto por comparagdo de valores aos banco de dados ou a
literatura. Desta forma, foi necessario realizar a estratégia de elucidacéao estrutural
por completo, a partir da proposta de varios fragmentos quimicos conforme anotagao
de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento. A unido de fragmentos foi
realizada conforme suas correlagdes quimicas. A elucidagdo estrutural foi concluida
apos verificagcdo de dados e complementagcao com outros métodos analiticos, como
espectrometria de massas e espectroscopia de infravermelho.

As ligagcbes entre atomos foi determinada por diferentes experimentos.
Embora a faixa de deslocamento quimico de carbono (0-220 ppm) seja muito maior
que a de hidrogénio (aprox. 0-13 ppm), houve uma relagao proporcional para atomos
com mesmo ambiente quimico, de acordo com Macomber (1991).

Os deslocamentos quimicos caracteristicos de 6y 5,81 e &y 5,69 apontou
que o composto possuia dois hidrogénios em dupla ligagao em configuragdo trans,
pois a constante de acoplamento entre estes sinais era J = 16 Hz. Assim, foi
confirmada a insaturagdo do composto e proposto o primeiro fragmento quimico
para elucidagdo. Apos acesso ao experimento com maior resolugdo, na frequéncia
de 600 MHz, foi possivel eliminar a sobreposigao destes sinais e melhor definir as
constantes de acoplamento. As expansdes dos sinais de RMN de 'H deste
experimento estao ilustradas, em mesma escala, na FIGURA 51.

A multiplicidade dos hidrogénios de dupla, apesar de inicialmente serem
considerados como um dubleto e um multipleto; eram na verdade oy 5,81 (dd, 1H,
J=16,0: 1,6 Hz) e 645,69 (ddd, 1H, J= 16,0 : 10,8 : 4,3 Hz).

As informagbes, desconectadas dos valores de carbono aos quais os
hidrogénios das metilas e dupla ligagdo estavam ligados, era insatisfatoria para
unido destes e de outros fragmentos propostos. Valores de deslocamento quimico e
constantes de acoplamento fornecidas pelos experimentos de RMN de 'H eram

insuficientes para elucidagao do composto desconhecido.
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H-4 H-20 H-17 H-1

FIGURA 51 - EXPANSOES DO ESPECTRO RMN DE 'H DO COMPOSTO PURO
CONCENTRADO (CONSIDERANDO MESMA INTENSIDADE), COM
INDICACAO DO PRIMEIRO FRAGMENTO PROPOSTO (DUPLA TRANS)
(600,13 MHz) REFERENCIADO PELO TMS. ASSINALAMENTO DOS SINAIS
DE ACORDO COM CRITERIO DE NUMERACAO DE HARRIS et al. (1993)
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Entédo, foram consideradas as analises bidimensionais de correlagdo direta
HSQC, HMQC e HETCOR. Entretanto, havia muitas sobreposigées (tanto em F1
como em F2) que nao permitiam determinar exatamente qual era correlagao
hidrogénio - carbono. Além disto, era desconhecido se todos os sinais de carbono
eram artefatos de processamento ou realmente existiam. Portanto, também foram
realizados experimentos de RMN de '°C e DEPT (FIGURA 52).
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FIGURA 52 — ESPECTROS DE CARBONO (50,32 MHz )
(A) RMN DE '°C; (B) DEPT 45; (C) DEPT 90; (D) DEPT135
NOTA: AMOSTRA BCO_BO1

Os valores do experimento RMN de '*C e sentidos dos sinais de
experimentos DEPT 45, DEPT 90 e DEPT 135 foram tabelados com a finalidade de
determinar a multiplicidade de cada carbono (TABELA 16). Isto €, foram
determinados quantos hidrogénios estavam ligados a cada nuclideo de carbono, na
forma CH, CH», CHs, ou se os carbonos eram quaternarios, de acordo com 0s
sentidos de sinal DEPT convencionados na TABELA 10 (Material e Métodos).



Resultados e Discussao 180

Esta apreciagdo serviu para calcular a primeira estimativa de massa
molecular do composto. Para isto, foi considerado que em espectros de '°C, picos
acima de 160 ppm normalmente indicam fungao carbonila (C = O) e picos entre 60-
80 ppm indicam carbonos ligados a oxigénio (C-O). Picos acima de 100 ppm séo de
carbonos sp®. Desta forma, a primeira estimativa foi de massa 419 u.m.a,
considerando o esqueleto carbOnico com hidrogénios, e de 515 u.m.a. incluindo os
atomos de oxigénio.

O espectro de RMN de *C demonstrou que ha trinta e trés frequéncias de
ressonancia de carbono pela analise do composto puro. Da mesma forma que 0s
valores de hidrogénio, os dados de deslocamento quimico de carbono foram
comparados com a literatura (BREITMAIER; VOELTER; BREITMAIER, 1987),
(CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010) e bancos de dados na internet, mas nao
sugeriam nenhuma informagao trivial que identificasse um esqueleto de produto
natural conhecido. Devido a sensibilidade relativa do carbono ser menor que a do
hidrogénio, foi utilizado experimento com desacoplamento de nuclideos de
hidrogénio, necessitando acumulo de 20K transientes para analise diluida e de 8K
transientes para amostra concentrada.

A medida que eram considerados os fragmentos possiveis, foi necessario
correlacionar os valores de ligacao direta, que como mencionado, foram obtidos a
partir de experimentos HSQC, HMQC e HETCOR, determinando quais carbonos
estavam ligados a quais hidrogénios. Os valores de deslocamento quimico de
hidrogénios acoplados a uma ligagdo ('Jon) também estdo apresentados na
TABELA 16. Os carbonos da ligagdo dupla trans, por exemplo, ressonavam em
oc 144,0 e 6¢ 125,7 ppm.

Foram identificados seis carbonos metilas, cinco carbonos metilénicos, nove
carbonos metinicos e treze carbonos quaternarios. Dentre os carbonos quaternarios,
oito possuiam deslocamento quimico acima de 150 ppm; dois na faixa convencional
de deslocamento quimico de aromaticos (sem substituicao); dois entre 70 e 85 ppm;
e apenas um na regiao de alifaticos. Totalizando foram 18 sinais com deslocamento
maior (downfield) e 15 com deslocamento quimico menor (upfield) que o sinal do

cloroférmio deuterado (77 ppm, tripleto).



TABELA 16 —DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE °C, SENTIDOS DE SINAL
EXPERIMENTOS DEPT E DESLOCAMENTOS QUIMICOS 'H
CORRELACIONADOS A CARBONO ('J¢) DETERMINADOS POR
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EXPERIMENTOS HSQC, HETCOR E HMQC

8¢ DEPT m &y
HSQC, HETCOR,

5 9% 135 Mhce | S

173,2 0 0 0 Cq

172,5 0 0 0 Cq

163,1 0 0 0 Cq

162,8 0 0 0 Cq

160,2 0 0 0 Cq

159,4 0 0 0 Cq

151,3 0 0 0 Cq

150,4 0 0 0 Cqg

144,0 + + + CH 5,81

125,7 + 0 + CH 5,69

125,5 + + + CH 7,15

124,6 + + + CH 7:12

122,3 0 0 0 Cq

118,5 0 0 0 Cq

113,4 + + + CH 6,95

112,7 + + + CH 6,91

81,9 0 0 0 Cq

80.4 0 0 0 Cqg

70,7 + + + CH 422

46,5 + 0 - CH, 0.80/1,80

46,2 + 0 - CH, 252/274

415 + + + CH 2,20

34,9 0 0 0 Cq

34,2 + 0 - CH, 2,35/2,86

32,9 + 0 - CH, 244/3,39

31,9 + + + CH 1,83

30,1 + 0 - CH, 1,54/2.23

29,6 + 0 + CHs; 1,08

27,407  + 0 + CHs; 2,38

27,31* + 0 + CH, 241

26,9 + 0 + CH3 1,11

19,2+ 0 - CH; 141

16,0 + 0 + CH; 1,15

*definido por experimentos bidimensionais

181
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Os experimentos de HSQC, HMQC e HETCOR confirmaram que 20 dos 33
carbonos eram ligados a atomos de hidrogénio. O uso de experimentos HMQC
obtiveram boa definicdo para assinalar os hidrogénios ligados a carbono, contudo
resultou em saturagdo de hidrogénio no detector devido ao ajuste de ganho e
auséncia de gradiente de campo. Portanto, também foi realizado o experimento
HETCOR (composto puro) para complementagdo dos dados que permaneceram
ambiguos ou indefinidos apds o experimento de HSQC (composto bruto) (ANEXO
4).

Quatro das seis metilas ja haviam sido identificadas pelo experimento RMN
de 'H e foram confirmadas pelos demais experimentos. Porém, permanecia a duvida
se o0s sinais oy 2,38 e &y 2,41 eram referentes a seis hidrogénios de duas metilas
desdobradas num grupo isopropil (6H); ou de duas metilas independentes. Quando
em experimentos bidimensionais comuns, 0s sinais oy 2,38 e oy 2,41 n&o tinham
resolucao suficiente e, por isso, foram setados experimentos detalhados com muitos
acumulos, transientes e pontos digitalizados.

Sinais com deslocamento quimico préximo de 2 ppm sao provavelmente
metilas (CH3) proximas a C=0, C=C ou anéis aromaticos. A confirmacao que 6y 2,38
e oy 2,41 ppm eram pertencentes a metilas ligadas a anel aromatico s6 foi possivel
com a analise conjunta dos experimentos e confirmacao de deslocamento quimico
de dois carbonos (um para cada 3H). Esses dois sinais resultavam em integracao
equivalente 6H a 8H (lgupo = 6 @ 8), pois ficavam sobrepostos aos sinais dos
hidrogénios 6u 2,35 e 64 2,44 (FIGURA 53). Foi identificado que cada um destes
sinais pertence a um grupo metileno distinto com hidrogénios diastereotopicos.
Através de experimentos bidimensionais, com grande resolu¢cdo na frequéncia do
carbono, foi possivel diferenciar os deslocamentos quimicos de dois carbonos
oc 27,31 e 6¢ 27,40 (valor mediano). Estes carbonos, algumas vezes foram definidos
como &c 27,38 e oc 27,41, respectivamente, pois apresentavam pequena variagao de
deslocamento quimico entre experimentos, como pode ser visualizado nas
expansdes de experimentos bidimensionais (FIGURA 53). Além disto, ficavam
proximos ao carbono 3¢ 26,9 pertencente a metila 6y 1,11.
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2.45 2. 40 2.35 ppm

FIGURA 53 — EXPANSAO DO ESPECTRO RMN DE 'H (COMPOSTO PURO, 600 MHz);
DOIS SINGLETOS 6 ; 2,38 (=3, CHa); 6 2,41 (/=3, CHs) SOBREPOSTOS AOS

SINAIS 642,35 (Ha DE CHy, 6 34,2) E 642,44 (Ha DE CHy, 6 32,9)

EXPANSOES BIDIMENSIONAIS DE EXPERIMENTOS HMQC; HSQC; HETCOR
DE CORRELAGAO DIRETA ("Jcp)

Um deslocamento quimico entre 2,0 e 3,0 ppm poderia indicar também a
presenca de ligacdo a um nitrogénio. Contudo esta hipotese nao foi constatada pela
marcha fitoquimica ou pela espectrometria de massas. Um grupo de experimentos
testou para alcaldides e outro grupo testou para aminas e compostos nitrogenados,
mas todos testes obtiveram resultado negativo.

Sinais com deslocamento quimico ao redor de 6y 3,5 a 4,0 ppm sao
geralmente adjascentes ao oxigénio, em fungao alcool, éter ou outra configuragao
quimica. Maregesi e colaboradores (2010) encontraram um tripleto 6u 3,45 ppm, que
¢ tipico para H-3 de triterpenos com um substituigao hidroxi. No composto ativo, o
sinal identificado em &y 3,39 ppm lembra um tripleto, porém ndo se referia a
configuragao de um triterpeno. Este sinal, ao contrario, era referente a um hidrogénio
de grupo metileno diastereotopico com multiplicidade de um duplo dubleto.
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Apenas um hidrogénio adjascente a hidroxila, com deslocamento quimico
du4,22 ppm foi evidenciado na estrutura do composto. Carbonos correspondentes a
ligagdo com oxigénio foram identificados pela analise do espectro de HSQC como
dois carbonos quaternarios e um grupo oxi-metino. Este possuia deslocamento
dc 70,7 ppm, que € referente ao atomo de carbono ligado ao hidrogénio relatado.

E provavel que os dois oxigénios presentes nos carbonos quaternarios com
deslocamentos 6¢ 80,4 ppm e d¢c 82,0 ppm estejam completando, cada um, uma
ligacédo éter ao invés de fungao hidroxila livre. Valores na faixa de d¢ 76 a 88 ppm
sao caracteristicamente de oxigénios com funcao éter em estrutura aberta ou
presentes em ciclos com heteroatomos (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010).
Os valores ainda podem ser deduzidos por valores de seus deslocamento
referéncia, somado as contribuicbes de desblindagem proporcionados aos anéis
pela fungao éter em anel, conforme se observa em uma sequéncia de compostos da
NMRShiftDB.

Todos os grupos metilenos identificados tiveram deslocamento quimico
heterotropico, ou seja, cada hidrogénio de cada metileno (CHz) apresentava um
deslocamento quimico (Ha # Hp) diastereotopico. Além disto, por ndo serem
magneticamente equivalentes, apresentavam acoplamento geminal, como
caracterizado pelos valores Jap; descritos ao longo dos resultados.

Formalmente, se ndao houver um plano espelhado no plano X-C-Y ou um
eixo C2 bissetriz do angulo H-C-H, os dois hidrogénios de um grupo metileno sao
nao equivalentes (JACOBSEN, 2007 , p. 56). A presenga ou auséncia de simetria
em uma estrutura molecular determina o numero de deslocamentos quimicos
distintos que se observa em um espectro de RMN (CREWS; RODRIGUEZ;
JASPARS, 2010). Compostos contendo elementos de simetria ou quiralidade
representam um tipo de desafio (CREWS; RODRIGUEZ; JASPARS, 2010, p. 71).

Foram identificados cinco grupos metileno, conforme TABELA 16, entretanto
alguns hidrogénios que apresentavam muitos desdobramentos s6 foram
identificados apds experimento HETCOR (CNST 145Hz, 'Jou) (FIGURA 54). A
mesma informacdo € confirmada pelo experimento HSQC (FIGURA 55), mas
necessitava ser reconfirmado, pois os sinais o6y 1,54, du 2,20 e oy 2,23 eram
incompreensiveis. A complementacé@o destes sinais com os valores de acoplamento

so foi possivel por meio de experimentos bidimensionais de correlagdo homonuclear
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do estilo COSY-DQF sensivel a fase.
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FIGURA 54 - HETCOR 'Joi — DEMONSTRANDO VALORES DE CARBONOS CH; (34,2; 32,9
E 30,1 PPM) E SUAS CORRELAGOES DIRETAS. RESPECTIVAMENTE
HIDROGENIOS (2,35 E 2,86); (3,39 E 244) E (2,23 E 1,54). TAMBEM

APRESENTA A CORRELACAO DA METINA CH 1,83 COM 31,9
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FIGURA 55 - EXPANSAO DA REGIAO HSQC DE 3 METILENOS (2,35 E 2,86); (3,39 E 2,44)

E (2,23 E 1,54) E 1 METINA (1,83)
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Apos identificagdo dos principais grupos, era necessario conecta-los em
fragmentos provaveis. Para isto, foram utilizados experimentos de correlagao a
longa distancia HMBC, HETCOR long range e COLOC. Reconhecer grupos alquila
de até quatro carbonos, € particularmente um inicio simples, como por exemplo
grupos etila caracterizados por um tripleto para o CHs e um quarteto para um CHo.
Entretanto, apenas grupos metilas foram identificados. Nem ao menos um grupo
metoxila (CHz—O—) foi detectado na estrutura do composto ativo.

A anotagdo de dados de correlacdo a longa distancia (TABELA 17)
forneceram dados para proposta dos primeiros fragmentos. No entanto, para
confirmagao de muitos sinais, foram necessarios experimentos adicionais de HMBC
com resolugao muito alta, tanto em F1, como em F2. Portanto, foram realizados
experimentos com redugao de janela espectral em F1 (frequéncia do carbono) como
o experimento selective HMBC (sHMBC, 600 MHz) e com mais pontos digitalizados
em F2 (frequéncia do hidrogénio). Além disto, experimentos HETCOR long range e
COLOC completaram a informacao dos dados através da variagdo de parametros
CNST, pois alterou a sensibilidade e intensidade de certas correlacdes
heteronucleares ("Jg 1), onde n variou de 1 a 4 ligagdes de distancia.

As correlagdes de HMBC a partir dos deslocamentos quimicos &4 1,11 com

d¢ 29,6 e 6y 1,08 com 6¢ 26,9; revelaram correlagdo entre duas metilas em posicao

geminal. Além disto, os demais valores de correlagdo para 6y 1,11 e &y 1,08;
presente para ambos, confirmou que o carbono quaternario ao qual os dois grupos
metila estdo ligados em posigdo geminal tem deslocamento quimico 6 34,8.
Também foram reveladas as duas conexdes restantes do carbono &¢ 34,8: uma ao
carbono olefinico &c 144,0 e outra ao carbono metilénico 5c 46,4. Com menor
intensidade, foi perceptivel a correlagao a longa distancia *J com o carbono oleifinico
d¢c 125,7 e com o carbono metinico d¢ 31,9.

Assim, a partir da definicdo das correlacées quimicas dos hidrogénios das
metilas geminais e da dupla trans, foi possivel realizar a primeira unido de
fragmentos propostos. A dupla trans foi situada em posigao alfa ao carbono
quaternario ligado as duas metilas geminais.
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VALORES DE CORRELAGOES A LONGA DISTANCIA DETERMINADOS POR
HMBC, HETCOR LONG RANGE E COLOC

Deslocamento quimico,
multiplicidade e constantes de
acoplamento

Correlagoes HMBC, sHMBC, HETCOR long range e

COLOC ("Jc,n)

CH;

1,08s
111s
1,168
141s
2,38s (A)
2,41s (B)
CH,

0,80 dd (J = 14,9 4,3 Hz)
1,80 dd (J = 14,9 : 1,9 Hz)

1,54 ddd (J = 17,5 : 11,2 : 8,4 Hz)
2,23ddd (J = 17,5:5,7 : 1,8 Hz)

1,83 dddd (J =5,4:4,83:2,5:1,9 Hz)
2,20 dddd (J=13:8,4:5,7:4,2 Hz)

2,52dd (J = 13,4:10,8 Hz)
2,74 ddd (J = 13,4:4,3: 1,6 Hz)
2,35dd (J =17,4 : 2,5 Hz)
2,86dd (J=17,4 :54 Hz)
244dd(J=17,9 :4,2 Hz)
3,39ddt (J=17,9:13:1,8 Hz)

Oxi-metino

422d(J=11,2 Hz)
Dupla

5,69 ddd (J=16,0:10,8 : 4,3 Hz)
5,81dd (J=16,0:1,6 Hz)

Aromaticos (nao benzendide)

6,91 s (A)
7.15s (A)

6,95 s (B)
7,12 s (B)

26,9 %) /31,9f*J/34,8F 2 /46,43)/ -/ 144,0 °J
20,613 /31,9%) /34,82 /46,4F °J /82,01 %) / 144,0 °J

31,9°%/34,2%/70,7°) /82,02
41,43/ 46,23 /80,4 %)

34,2%)/1185°% /125,43 /151,3 F 2 / 159,41 *J
122,3%J/124,6 °J / 150,4F 2J / 160,2f *J

29,61 °J/34,2F %) /34,82 /31,92 / -
26,9 °J/34,2F %) /34,8%)/31,9%)/29,6(°)/82,0°%)

19,2%/70,7%
32,9°%/34,25)/415%)
34,8 °)/ 46,41%) /82,0 2
19,2 dist. °J /32,9 %

19,2°%)/41,5°%) / 80,4F dist 2J /125,7 2J / 144,0°J

19,2°J/41,5(%)/80,4F 2J /125,720 /144,0°)
31,9f %)/ 46,4f°J /82,0 °J / 118,520 / 125,4f *J

/151,4f °J /1 159,4 °J

31,9F %)/ 46,4F °J /118,5°J/ 159,4 °J
41,5f %)/ 80,41 °J /122,51 2J / 124,6f *J

41,4 %) /122,32 /1 160,2F °J

16,0°0/30,1120/31,91%J /41,4%) /8202

34,8F )/ 46,22) /80,41 %) /144,0 2
26,9°J/29,6°)/34,8°)/46,2°)/46,4°)

/125,72

34,2f%) /118,53 /1594 2J /162,820 / 173,2 %)
27,4°J/118,5°J/151,3%J /159,41 *J/162,8°J

4732

32,9%)/122,3%/160,220/163,12J/172,6 °J
27.313J/122,33J/163,1 3J/172,6 J

NOTA: F — Forte; f — fraco; dist — distorcido
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Da mesma forma, foi possivel evidenciar que havia outras duas metilas
ou 1,15 e &y 1,41 que possuiam correlagao a longa distancia a carbonos com ligagao
tipica a oxigénio. Inclusive, o hidrogénio &y 4,22 possuia correlagdo com carbono
dc 82,0 ; o mesmo que correlacionava com os hidrogénios de metila 5y 1,15. Desse
modo, foi considerado que os carbonos &¢ 82,0 e 6¢ 70,7 estavam ligados entre si; e
cada um estava ligado a um oxigénio. Considerando as correlagdes, era possivel
que houvesse um carbono metinico entre estes ndcleos, visto que a caracteristica
do sinal 6y 4,22 era um dubleto. Entretanto, a opgao de ligagao direta prevaleceu
apos verificagdo de experimentos do tipo COSY e TOCSY, demonstrando que o
desdobramento era influenciado por um hidrogénio vicinal, contudo pertencente a
um grupo metileno diasterotopico (CHz). Apenas um hidrogénio &y 1,54 do grupo
CH> apresentava constante de acoplamento perceptivel com o hidrogénio 8 4,22.

O carbono &¢c 80,4 ndo estava proximo a estes carbonos oxigenados.
Apenas os hidrogénios oy 1,41 e 6y 2,74 apresentavam correlagdo faciimente
identicavel com esse nucleo através de experimentos HMBC. O hidrogénio 6y 2,52
apresentava correlacao distorcida; e o hidrogénio oy 2,44 apresentava correlagao
perceptivel apenas apds reprocessamento bidimensional dos dados. Essas
correlagdes, entretanto, foram claramente evidenciadas pelo experimento HETCOR
long range (otimizado para 15Hz) (FIGURA 56), que também revelou correlagdo com
o hidrogénio &y 1,54.

i3
acsz,ma“],]s-@ 8¢ 70,7/ 84 1,15 -}
- 8804 /84141 _
i 60804 /8y 1,54 S
8820/ 8, 1.83 -1,
iz

it
882.0/64235] .
c 233U 580,418,244

[i- 8. 80,4 / 8, 2.74
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86 84 82 80 78 75 74 T2 7C PR

FIGURA 56 - MAPA DE CORRELAGAO DO EXPERIMENTO HETCOR LONG RANGE
(OTIMIZADO 15 Hz) PARA CORRELACOES A LONGA DISTANCIA
(200,13 MHz), COMPOSTO PURO
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No mesmo experimento HETCOR, em complementagéo aos dados HMBC, o
carbono &c 82,0 apresentava correlacbes com os sinais de hidrogénio &y 1,15;
oy 1,80; ou 1,83 e oy 2,35. Respectivamente, estas correlagbes eram referentes aos
hidrogénios da metila substituinte em 6 82,0; a um hidrogénio ligado ao carbono
dc 46,4; ao hidrogénio de grupo metino (CH) em posigao alfa; e a um hidrogénio
ligado ao carbono 6¢ 34,2.

Logo, fragmentos foram propostos (FIGURA 57), e os que correlacionavam
foram ligados respeitando as corretas distancias de ligagao, permitindo identificar
parcialmente o equeleto central da molécula. Apesar da dificuldade de
assinalamento, foi possivel indicar um anel com muitos atomos, ao invés de um
composto alifatico. Apenas um entre dois hidrogénios de grupos CH> diasterotopicos,
apresentavam correlagao forte ao carbono 6¢ 82,0, como nos dois casos oy 1,80 e oy
2,35. A provavel hipétese de fechamento de um grande ciclo foi reforgada por
diferencas de intensidade de correlagédo a longa distancia em experimentos HMBC,
mesmo para grupos idénticos. Eram evidentes diferengas de interagao espacial
através das ligacdes quimicas dependentes de posicionamento espacial “rigido”,

XH
19,2
H 2
R™ 46,2 g oC O—R
R R
80,4 32?9/

41?4 CH—C‘---..H

como no caso das metilas geminais.

R H
R
H OH
46.4 70.7
B HC—R
R
2 \gﬂ,R 82,0 CHy
|31,9 R 16,0
H 342 T
—c34,
[ r R
H

FIGURA 57 - PRIMEIROS FRAGMENTOS PROPOSTOS (COM INDICAGAO DE
DESLOCAMENTO QUIMICO DE "C, ppm)
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A uniao de fragmentos foi realizada pela ligacao da dupla trans ao carbono
dc 34,8; ligados as metilas geminais. Os hidrogénios destas metilas correlacionavam
ao grupo metileno 6: 46,4 e de modo menos intenso com o carbono metinico
dc 31,9. De acordo com as correlagdes dos hidrogénios destes grupos ao carbono
oxigenado &¢ 82,0, como discutido anteriormente, foi possivel propor um fragmento
com cadeia carbdnica continua desde o carbono de dupla trans &c 125,7 até o
carbono oxigenado 6¢ 70,7.

Além disto, como verificado, o carbono 6c 70,7 possuia carbono metilénico
vizinho (8¢ 30,1). Do mesmo modo, a dupla trans também possuia um carbono
metilénico vizinho (8¢ 46,2). As correlacoes HMBC dos hidrogénios &y 2,52 € 6y 2,74
possuiam mesma intensidade aos dois carbonos de dupla. Logo, a posi¢cao dos
hidrogénios da dupla trans necessitou ser determinada por soma de contribuigdes,
conforme Crews (2010). As metilas vicinais ligadas ao carbono quaternario em
posicao alfa contribuiam para a desblindagem do carbono &: 144,0; enquanto o
grupo metilénico 3¢ 46,2 € vizinho ao carbono &¢ 125,7.

Todavia, hidrogénios de ambos grupos metilenos (5¢ 30,1 e &¢ 46.2), que se
posicionavam nos extremos da parte elucidada da molécula, correlacionavam com o
mesmo carbono metinico &¢ 41,5. Assim, a conexao entre fragmentos resultou em
um ciclo de onze carbonos, com quatro metilas substituintes, que pode ser
comparado ao esqueleto alfa-humuleno (FIGURA 58). Os valores de correlacao para
a elucidacdo dos nucleos neste esqueleto tipo-humuleno e posicéo de substituintes
foi alcangado através da complementacdo dos diversos experimentos de HMBC,
HETCOR Long-Range e COLOC, conforme ja mencionado na TABELA 17.

Alfa-humuleno é um sesquiterpeno ciclico (de férmula CisH24) com trés
ligagbes duplas e seis posicoes alilicas, todos elas, teoricamente capazes de serem
oxidadas (ZIGON et al., 2015). Uma das duas ligagées duplas C=C tri-substituidas
(com grupo metila) € significativamente mais reativa (NEUENSCHWANDER,;
CZARNIECKI; HERMANS, 2012). Grupos quimicos com essa caracteristica sao
considerados sesquiterpenos orignarios da via dos terpendides (ou isoprendides)
com trés unidades de isopreno, totalizando quinze carbonos na estrutura. Existem
duas vias metabdlicas que criam terpendides: via do acido mevalénico (MVA) e a via
MEP/DOXP. Um segmento da via MVA, com acdo das enzimas (2E,6E)-farnesil-

difosfato-liase e alfa-humuleno sintase, € ilustrada na FIGURA 59, pois € a via de
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terpendides presente em fungos.

CHs

H;C

Rs—0 CH,

CHs
A B

FIGURA 58 - COMPARACAO ENTRE (A) FRAGMENTO ELUCIDADO DO COMPOSTO
ATIVO E (B) ALFA-HUMULENO
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FIGURA 59 - BIOSSINTESE DO ALFA-HUMULENO VIA AGAO DA ENZIMA (2E 6E)-
FARNESIL-DIFOSFATO-LIASE E ALFA-HUMULENO SINTASE

FONTE: ADAPTADO DE TALAPATRA E TALAPATRA (2015, P.467) E
(KEGG, 2015)
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O primeiro composto estilo sesquiterpeno isolado a partir do corpo de frutificagao de
um fungo foi isolado de Lactarius hirtipes por Lin e Ji-kai (2002). A molécula,
representada na FIGURA 60, € muito similar ao nucleo central do composto ativo.
Os dados foram comparados, através do conjunto de informagdes espectrais e
espectrométricas obtidas, evidenciando muitas similaridades.

FIGURA 60 - COMPARAGAO ENTRE (A) FRAGMENTO ELUCIDADO DO COMPOSTO
ATIVO; (B) ESQUELETO TIPO-HUMULENO ISOLADO DO CORPO DE
FRUTIFICACAQO DE Lactarius Hirtipes;

FONTE: (A) O AUTOR (2015) E (B) (LIN; JI-KAI, 2002)
NOTA: NUMERAGAO ESPECIFICA DE LIN; JI-KAI (2002)

Percebe-se que o esqueleto tipo-humuleno do trabalho de Lin e Ji-kai (2002)
possui substituigdes do tipo hidréxi e do tipo epdxido. A presenga desses grupos
funcionais poderia ser explicada pela acdo de enzimas. Uma possibilidade é a
participagdo da enzima alfa-humuleno 10-oxidoredutase (E.C. 1.14.13.150), com
participagao de NADPH (FIGURA 61). Também poderiam haver outros pontos de
substituigdo, considerando que existem outras enzimas com esta fungao (ex. 8-
hydroxylase-alfa-humuleno) e também diferentes padroes de numeracdo do alfa-
humuleno.

Posto que a producao do composto ativo esta relacionada com a agitagao do
cultivo, € muito provavel a participagdo da via respiratéria (com emprego de
oxigénio) sobre a via biossintética de formagao do produto. Além disto, para sintese
de um anel tipo-humuleno, ocorreria a reposicao de NADP, com sequestro de H+
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(acido) do meio de cultivo e formagao de agua. Indiretamente, o0 aumento do valor de
pH durante a sintese do composto ativo em biorreator poderia explicar este
fendbmeno. Possivelmente haveria participagdo de enzimas para a oxidagcao do
metabdlito secundario (desidrogenacao), favorecendo a continuidade do
metabolismo catabdlico pela reposicdo de NADP® (forma oxidada) (DAVID L.
NELSON, 2008).

OH
CH3 CHS
H3C — / { \ -3 HSC
ch O0—0 & /H H3C
0
NADPH NADP* h
CH; CHs

FIGURA 61 — ACAO DA ENZIMA .
ALFA-HUMULENO,NADPH:OXIGENIO 10-OXIDOREDUTASE
FONTE: ADAPTADO DE (KEGG, 2015)

A funcdo epodxido € altamente reativa e comporta-se enantioseletivamente
para abertura da fungao epéxido em alcool ou éter (JANSSEN et al., 2006). Logo, se
houvesse a presenga do grupo funcional epoxido no anel tipo-humuleno, como
ocorre no trabalho de Lin e Ji-kai (2002), muito provavelmente ocorreria reagao.
Apesar da proximidade dos radicais Ri-R2 e Rs-R4, ndo foi possivel evidenciar
através dos testes quimicos nenhum anel tipo beta- ou gama-lactona, comuns em
produtos naturais (RAUTER et al., 2001).

Entretanto, substituicoes em R1,R2,R3 e R4 era incontestavel. Considerando
uma possivel rota biossintética para metabdlitos Xenovulene A®, Raggatt et al.
(1997); Bailey et al. (2007); Geris e Simpson (2009) mostraram um caso especifico
em que os atomos de oxigénio ligados a um ciclo sesquiterpénico sao originarios de
um composto sintetizado por outra via metabdlica. Assim, foi favorecida a hipotese
que havia a reagao de sesquiterpenos e outra classe de compostos, sobretudo com
os policetideos.

Segundo a proposta inicial de Raggatt e colaboradores (1997), o anel
humuleno teria a incorporagé@o de uma porgao ciclopentenona através de contragoes

sucessivas e participacao intermediaria de um precursor fendlico através de uma via
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biossintética unica.

De acordo com a proposta estrutural do composto ativo, havia dois grupos
metileno com radical de substituigdo desconhecido. Posicionavam-se a seis ligagoes
de distancia, o que poderia indicar um composto com anéis em ponte (R
substituinte—R3). Contudo, a formagé@o de anéis heterociclos com oxigénio peri-
condensados ao esqueleto tipo-humuleno era muito provavel. Os carbonos que
possuem deslocamentos quimicos de &¢ 80,4 e &¢ 82,0 sugerem fortemente que os
oxigénios ligados a estes atomos estao substituidos por outros grupos.

Portanto, os resultados de experimentos de correlacdo HMBC foram
utilizados para validar tal hipétese. Havia, entretanto, a dificuldade de analise dos
espectros de correlacdo a longa distancia para anotagéo de valores das correlagées
de hidrogénios dos grupos CHy diasterotopicos (nao equivalentes). Além disso, os
sinais oy 2,35; 6y 2,38; oy 2,41 e oy 2,44 resultavam em sobreposicdo nos
experimentos bidimensionais.

Em alguns experimentos, o composto analisado encontrava-se puro na
forma bruta, sem recristalizagdo. Alguns artefatos, portanto, interferiram na analise,
que foi replicada em condicoes similares com a amostra pura recristalizada em
janela espectral distinta. Também foram realizados experimentos, na frequéncia de
400 MHz, variando o parametro CNST 8Hz e CNST 12Hz, com objetivo de favorecer
diferentes intensidades de correlacéo.

Para apoiar as analises de correlagdo muito dificeis, foi fundamental o
experimento de alta resolucao selective HMBC (sHMBC), realizado na frequéncia de
600 MHz (ANEXO 5). O experimento foi setado com aumento de resolugdo na
primeira dimensao (F1) para o incremento de numero de pontos digitalizados,
resultando em janela espectral com frequéncia de carbono entre 5c 0 e 60 ppm.
Outros experimentos, mas realizados na frequéncia de 400 MHz, possuiam
frequéncia de carbono entre &- 0 e 120 ppm. Estes experimentos possibilitaram a
analise das correlagbes dos hidrogénios diasterotopicos ou 2,44 e 6u 3,39; 64 2,86 €
on 2,35; assim como as sobreposigoes 6y 2,20 e 6u 2,23; 6 1,80 e oy 1,83.

Como todos os grupos CH, possuiam hidrogénios diastereotopicos, era
evidente que a falta de planos de simetria do composto fosse referente a formacao
de uma estrutura policiclica. Entretanto poderia ser um problema de interpretagao
dos mapas de correlagdto de HMBC. Achar um valor de correlagdo que
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demonstrasse a ligagao entre o fragmento elucidado e um possivel anel aromatico
tornou-se dificil pelo fato de que uma das ligagdes que ocorreria entre os ciclos, se
da por um oxigénio heteroatomo. Além disso, os atomos de oxigénio ligavam-se a
carbonos sem hidrogénios que indicassem correlagdo. Portanto, ndao sao
observaveis correlagdes *Jon para hidrogénios com carbonos de anel aromatico que
completariam a estrutura policiclica.

A espectrometria de massas permitiu determinar a massa que seria do ion
molecular e a partir dai, juntar os dados de RMN para determinagado de formula
molecular do composto ativo, que foi determinada por massa exata a partir do
experimento de espectrometria de massas de alta resolugdo. A massa do composto
foi definida em 548,2774. Entre as prossibilidades de féormula molecular, a mais
consoante com a deconvolugdo e com os experimentos de RMN foi C33Ha007.

Segundo esse resultado, a formula molecular tinha um numero de
insaturacao 14. Isto é, equivale ao nimero somado de duplas ligagoes, ciclos,
grupos carbonila, etc. Considerando o fragmento elucidado (FIGURA 58-A), faltava
incluir C1gH1204 (268,07356 u.m.a.) a massa da estrutura, além de 12 unidades
equivalentes de insaturagéo, visto que o fragmento elucidado possuia apenas 2
unidades de insaturacao (um anel e uma dupla ligagao).

Uma possibilidade poderia ser um derivado antraceno (FIGURA 62), que
possui essa massa. A interpretacao conjunta de dados de infravermelho permitiu
gerar algumas novas idéias quanto a estrutura da molécula. Foi idealizado que
haveria um grupo antraquinona ou um grupo similar a benzofenona ou antraquinona,
conforme as frequéncias de absor¢do similares a benzofenona cm™ (transmit.):
1598, 1318 (0,27), 1176 (0,50), 1150 (0,60), 1083 (caracteristico), 920 (0,43), 639
(0,35); e a antraquinona aloina (cm™): 2926, 2878, 1636, 1490, 1459, 1231, 1186,
1084, 1049, 912, 742, 629, 594. Essas absorgoes sdo muito similares ao composto
ativo.

Grupos antraquinona sao caracteristicos da via biossisntética dos
policetideos de fungos. Além dissso, em uma confusdo de analise de RMN (pelo
HMBC) foi sugerida que havia correlagdo de hidrogénios aromaticos presentes em
anéis diferentes correlacionando com uma Unica carbonila (5¢ 163,1), a qual estaria
no anel central de um anel antraquinénico. Mesmo que esta hipdtese nao seja
valida, outros dados também indicavam esta possibilidade, como alguns testes
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quimicos, perfil de absorcdo UV e alguns fragmentos de massa (como o ion
255 m/z). O derivado antraquinona possui 11 unidades de insaturagdo; caso
completasse ligacdo em ponte (Ro—substituinte—R3) ou (Ri—substituinte—R4) com o
anel tipo-humuleno, estaria em concordancia. Contudo algumas caracteristicas nao

faziam sentido, como hidrogénios em meta sem acoplamento e ligagdo em simetria.

OH O OH

O

FIGURA 62 - DERIVADO ANTRAQUINONA DA VIA DOS POLICETIDEOS

Contudo, havia a hipétese de haver dois fragmentos independentes ao invés
de um Unico substituinte em ponte. Pela andlise de dois experimentos RMN de '°C
independentes (dados ndao mostrados) foi perceptivel que alguns sinais do composto
ativo puro tiveram variacao de deslocamento quimico. Apesar de numericamente
insignificante, foi possivel verificar que cada um dos grupos com deslocamento
quimico &¢ 173,2 e 3¢ 172,5 influenciavam sobre os sinais de carbonos acima de 80
ppm aos pares, exceto os pertencentes a dupla trans. Assim, concluiu-se que os
spins de grupos de nucleos (exceto a dupla trans) estavam conectados em certa
proximidade através de ligagdes quimicas, evidenciando dois anéis diferentes, cada
um influenciado por uma fun¢ao carbonila.

Isto esta em conformidade com a proposta e com a teoria de RMN. Se um
conjunto de nucleos é vizinho de um elemento altamente eletronegativo ou um grupo
de remogao de elétrons, tal como um grupo carbonila, a densidade de elétrons em
torno dos nucleos é diminuida e o pico tem maior frequéncia de ressonancia, pois o
campo magnético efetivo & maior (JACOBSEN, 2007; CLARIDGE, 2009).
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Além disso, pela analise de massas, descobriu-se que diferengas de massas
de perda neutra correspondiam aos fragmentos da molécula que faltava elucidar.
Isto foi evidente tanto no modo de ionizagdo positiva como no modo negativo.

A diferenga entre o ion 571 (modo positivo) e o ion 547 (modo negativo) e
seus correspondentes fragmentos obtidos por reacao MS? (fragmentagédo de ions
selecinados), possuiam perda neutra 164 u.m.a. A massa faltante de 328,09469 ¢é
equivalente a C1gH1606.

Perdas neutras de massa, resultantes dos experimentos MS?:
ESI(+): 571 —-407 = 164
ESI(-): 547 — 383 = 164

Logo, a substituicao de R{,R2,Rs e R4 (FIGURA 58-A) por dois fragmentos
equivalentes (independentes) foi respaldada por estes experimentos. Havia
presenca de dois fragmentos de massa 164,04734, equivalente a CgHgOs.

Os quatro sinais singletos menos intensos sao referentes aos
deslocamentos quimicos oy 6,91; &y 6,95; oy 7,12 e &y 7,16; que sao
correspondentes a hidrogénios em regidao de aromatico.

Se for observado um par de dupletos entre 7 e 8, é provavel que seja um
anel aromatico para-substituido, pois este padrao € caracteristico da dissubstituicao.
A principio, os sinais tinham aspecto de dois dubletos em regido de aromatico, visto
que a separacao (0,04 ppm) sugestionava acoplamento. Entretanto, pelas analises
bidimensionais, foi possivel constatar presenca de diferentes carbonos para cada
atomo de hidrogénio. Além disto, os sinais variavam 0,02 ppm; e a constante de
acoplamento ndo se mantinha em campos magnéticos distintos. Também néo era
perceptivo efeito proveniente de acoplamento de segunda ordem entre 0s sinais
(“efeito telhado”).

O singleto isolado &y 6,95 foi considerado como unidade relativa para a
integracao. Esta proposta s6 foi confirmada ao longo da elucidagao estrutural. Antes,
a ocorréncia de sinais equivalentes “aos pares” (inclusive em RMN de '*C) sugeria
molécula simétrica (integracdo poderia ser dois), ou presenca de isémeros em
proporgoes idénticas (integracdo deveria ser independente). Estas duas hipoteses
foram contrariadas a medida que informag6es eram coletadas de experimentos
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adicionais. Além disso, todos os sinais de carbono acima de 80 ppm (exceto da de
carbonos da dupla trans) aparentemente estavam aos pares, ou seja, para cada
deslocamento havia um outro equivalente com deslocamento quimico proximo.
Desta forma, foi reforgada a hipotese de dois fragmentos similares.

O grupo dos sinais oy 7,12 e &y 7,16 apresentam tendéncia a
desdobramento, por parecerem menos intensos, entretanto com transformadas e
processamentos, transformavam-se em singletos alargados. Este resultado indica
acoplamento a longa distancia e confirmou proximidade *J as metilas com & 2,38 e
ou 2,41. Os hidrogénios de um grupo ligado a um anel aromatico raramente
possuem acoplamentos significativos aos hidrogénios aromaticos aromaticos, pois
estdo a pelo menos *J.

De fato, havia correlagdo a longa distancia pelo experimento HMBC
(FIGURA 63) dos sinais oy 7,12 e oy 7,16 com os carbonos de metila 6- 27,31 e

dc 27,4 respectivamente, mesmo que dificil resolugao.
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FIGURA 63 — CORRELAGOES A LONGA DISTANCIA DOS HIDROGENIOS
517,15 E &4 7,12 AOS CARBONOS DAS METILAS & 27,4 E 8¢ 27,31,
RESPECTIVAMENTE, POR DOIS EXPERIMENTOS HMBC

Sinais acima de 7 ppm sao, provavelmente aromaticos, mas podem
eventualmente ser vinilicos se grupos carbonila (C=0) (ou similares) que estejam
nas proximidades. Outras configuragdes de dupla ligagao também podem resultar
em tal deslocamento quimico.

No experimento HETCOR long range (FIGURA 64), setado o valor CNST2
para o valor 15Hz, através da mudanga dos valores D3 (de 0,00230000 para 0,050)
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e D2 (de 0,00345000 para 0,050), pode-se observar para o composto ativo,
acoplamento 2J(C‘H; entre os nucleos de Hidrogénio &y 7,15 (correlagao muito forte) e
du 6,91 (correlagao fraca) com o carbono &¢ 122,3. Enquanto, para nuclideos com
deslocamento de &y 7,12 (correlacdao muito forte) e oy 6,95 (correlacao forte)
apresentou correlagdo com o carbono ¢ 118,5. Esta observagao levou a conclusao
que estes hidrogénios estariam posicionados equidistantes de carbonos
quaternarios em funcdo dupla ou anel aromatico substituido. Além disto,
possivelmente:

e 8y 7,15 estd para y 7,12, assim como &y 6,95 esta para dy 6,91;

e 5u7,15¢e 6y 6,95 estdo proximos;

e ouy7,12 e 646,91 estdo proximos

rcalthe puro - soin fdle 20Hz - d2 2 a3 changod fram d2 0.00345000 to 0.050 and 43 000230000 fa O\.JOSD
LONG RNANCGE HETCZM - FOMCDIMCADO CNST2 de 145Kz para 15Hz
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FIGURA 64 —HETCOR LONG RANGE (PARAMETRO CNST2 15HZ)

Foi perceptivel que um hidrogénio n&o tinha correlagdo com o carbono um
do outro. Logo, os hidrogénios estariam em posigao para. Além disto, o espectro de
infravermelho (FIGURA 65) apresentava bandas tipicas de dois anéis aromaticos
1,2,4,5-tetrasubstituidos, ou seja, também indicava os hidrogénios em posicao para
(PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2007). Por isso, a primeira consideragao foi de um anel
de seis carbonos do tipo benzenodide, como as propostas indicadas na FIGURA 66,

que foram discutidas até se chegar ao anel tropolone indicado na FIGURA 70.
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FIGURA 65 — EXPANSAO DE FREQUENCIAS HARMONICAS INDICANDO DOIS ANEIS
BENZENICOS 1,2,4,5-TETRA-SUBSTITUIDOS POR VIBRAGOES C-H FORA
DO PLANO

Para cada um dos dois fragmentos faltantes, considerados equivalentes,
foram incluidas nas propostas grupos funcionais de acordo com os valores de
deslocamento quimico que sobraram. As metilas ja identificadas (dy 2,38 e 6y 2,41),
que permitiram propor os carbonos ligado e dois vizinhos, também foram incluidas.

As propostas também foram complementadas por resultados de andlises
quimicas, que indicavam grupos aromaticos e fendlicos. Os ensaios de cloreto
férrico e benzidina, dentre outras andlises, apresentaram resultado claramente
positivo, demonstrando grupo fendlico na molécula.

Os deslocamentos quimicos &¢ 173,2 e 8¢ 172,6 sao caracteriticos de fungao
éster ou de acido livre, mas nao de carbonila em anel. Entre as proprostas validas
para os deslocamentos quimicos préximo de 8¢ 170-175 ppm estdo grupos carbonila
em forma acido, em forma 4cido com dupla em posicédo alfa, amidas, grupos éster e
alguns encaixes especificos (CREWS et al., 2010).

Para oxigénios substituintes em dupla, evidenciados por deslocamentos
quimicos entre &¢ 150 a d¢ 165 ppm, foi considerado tanto um grupo fendlico como
um grupo em ligacao éter. De qualquer forma, poderia haver um acido livre, que foi
racionalmente proposto de acordo com dois resultados positivos indicativos para
acidos organicos. Contudo, a molécula nao solubilizava em bicarbonato de sédio e



Resultados e Discussao 201

foram  consideradas outras opgdes para as duas  substituigoes
(R — substituinte 1 —R>) e (R3—substituinte 2 —R,).

/ Q P CHs

R OH R

R
HO

R

CH3 1 s 2 OH 3

FIGURA 66 - PROPOSTAS (1) LIGAGAO META ESTER (2) LIGAGAO ORTO ESTERE (3)
LIGAGAO ORTO ETER

A proposta 1 havia sido aceita, pois segundo ela, reacdes de epdxido (tipo
humuleno de fungo), com acido benzilico (formando um intermediario peracido) sao
comuns e viaveis (reacdo de Prilezhaev) (KHAVRUTSKII; MUSAEV; MOROKUMA,
2004). Entretanto haveria tensdo resultante na estrutura. Isto explicaria a facil
quebra nesta posigdo, conforme perda neutra de massa (MS). O anel benzendide
tem estabilidade planar e decorreria em impossibilidades estruturais. Contudo,
analises tridimensionais demonstravam haver espago atomico suficiente para o
hidrogénio, pois o ciclo de 11 atomos do anel humuleno fazia estabilizacao por
distribuicdo de tensdes e espagamento entre os nucleos. Contudo esta hipotese foi
desconsiderada, pois havia dois valores inconsistentes de ressonancia. Os carbonos
das metilas ressonavam em &-~27 ppm, enquanto o valor caracteristico de anel
benzenodide € &- 18 ppm. Isto demonstrava efeitos dissimilares de contribuigées
paramagnéticas. Um anel benzendide nao costuma contribuir com efeito tao forte de
anisotropia magnetica local para atomos de carbono. Efeitos paramagnéticos em
carbono sdo maiores que os efeitos diamagnéticos (CREWS; RODRIGUEZ;
JASPARS, 2010 , p. 88). Haveria, portanto uma interferéncia de posicdo espacial.

A proposta 2 seria compativel com varios resultados, inclusive com o
resultado positivo para anel fendlico, dados de IR tetrasubstituidos e RMN.
Entretanto, quando se observou as intensidades e ordens de aparecimento das
correlagdes a longa distancia nos experimentos de RMN, estes ndo permitiam
considerar o padrdao proposto de substituicdo. Para esta deducdo foi necessario
analisar os experimentos COLOC e HMBC com CNST de 12 Hz.
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A proposta 3, com funcao acido livre, foi a primeira proposta valida a ser
considerada para formagao da estrutura pentaciclica. Estava em concordancia com
0 numero de insaturagao calculado pelos dados de espectrometria de massas. A
funcdo acido carboxilico livre estava de acordo com os valores de deslocamento
quimico. Além disto, havia o respaldo dos experimentos quimicos para acidos
organicos e para acidos carboxilicos pelos testes quimicos. O metileno substituido
estava em posigao orto a substituicao éter, com hidrogénios em posi¢ao para, com
frequéncias de absorgao IR indicativas de anéis benzénicos 1-2-4-5-tetra-
substituidos. Inclusive, os valores de correlagdo a longa distancia de RMN pareciam
razoaveis. Entretanto, esta proposta foi incompativel por trés motivos. O valor do
carbono de anel que esta substituido pela fungao acido apresentou deslocamento
quimico de &¢ 162,8 (considerando posicao relativa de correlagdes). Normalmente
este valor é estimado entre 110 a 130 ppm. Além disto o valor da metila CH; esta
estimado em 8-~18 ppm, mas experimentalmente era préximo a 8-~27 ppm, como
na proposta 1. Outro valor inaceitavel seria &¢c 159,4 ou ¢ 162,8: um deles sobraria
sem explicacao, pois aparentemente havia apenas o oxigénio em fungao éter.
Deveriam haver hidroxilas substituintes em funcédo fendlica, mas sem espaco nesta
proposta.

Propostas de substituicdo apenas em dois radicais Ri,R2,Rz ou Rs ndo
haviam sido levantadas. Somente no caso de substituintes biciclicos havia a
possibilibilidade de fechar a soma do nimero de insaturagao, como alguns derivados
policetideos com massa proxima a 164 (FIGURA 67). Na proposta hipotética 74-C, a
correlagdo *Jcn de mesma intensidade para &y 7,15 e 6y 6,91 (e para 6y 7,12 e 8y
6,95) estaria de acordo. Contudo, nenhuma proposta estd de acordo com as
informacdes coletadas. Para serem aceitas, deveria haver alguma condigdo de
simetria que levasse a sobreposi¢goes de sinais de intensidades enganosas.

CHa3

H L o B 0 C

FIGURA 67 - DERIVADOS DE POLICETIDEOS ,
FONTE: (A) (ABE ET AL., 2015) ; (B) FLAVIOLIN; (C) HIPOTETICO



Resultados e Discussao 203

Contudo, se a presenga de oxigénio na posigao de ligacdo ao anel-tipo-
humuleno estivesse na forma hidroxi, favoreceria a formacdo de um éter,
considerando a via biossintética provavel. Muitos policetideos simples sao similares
ao acido salicilico (4cido benzilico em posigdo orto a hidroxila fendlica). Eles
poderiam formar ligagdo e gerar efeitos de ligagcdo de hidrogénio intramolecular e
acomodacgao de cristais intermolecular. Isto explicaria o desaparecimento de valores
de vibragbes de estiramento C=0O no espectro de infravermelho, que seriam
deslocadas pelo efeito da liga¢ao de hidrogénio.

Teoricamente, de acordo com a ordem de aparecimento dos sinais na
estrutura, os fragmentos propostos na FIGURA 66 sdo do tipo acido 4-metil-salicilico
(4-MSA). Contudo, a via mais comum de sintede de derivados policetideos € para
formagao de acido orselinico ou acido 6-metil-salicilico (6-MSA), conforme Schmitt e
Lumbsch (2009), que identificaram a arquitetura genética dos genes policetideo

sintases desses compostos.

1 CH3 2 CH3
COQH COOH

HO OH OH

= KS M AT p= ACP [~ 4 KS M AT H KR M DH m ACP =

FIGURA 68 - DERIVADOS POLICETIDEOS COMUNS (1) ACIDO ORSELINICO (2) ACIDO 6-
METIL-SALICILICO; E ARQUITETURA DOS GENES POLICETIDEO SINTASES
NECESSARIOS PARA SUA PRODUGAO
FONTE: (SCHMITT; LUMBSCH, 2009)

Entretanto a ligacdo de um desses fragmentos ao anel tipo-humuleno com
hidroxila em fungao éter e acido em fungao éster, posicionados 1,2 ou 1,3 era uma
possibilidade pouco provavel. Considerou-se metila ndo reativa. Assim, a ligagao na
forma éter via hidroxila ou éster via fungdo “acido benzilico”, permaneceu em aberto
até fossem realizadas outras dedugbes. Teoricamente, um grupo funcional

carboxilico tem maior reatividade que um grupo éter. Quimicamente, dependendo
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das condigdes, € comum a reagdo de epdxidos com acido benzdico e formagao de
derivados de anel aberto (KHALAFI-NEZHAD; SOLTANI RAD; KHOSHNOOD,
2003).

A proposta de presenca da fungao fenol e auséncia de fungéo acido livre era
mais aceitavel de acordo com os calculos simulados de distribuicdo de espécies
ionizadas e grupos funcionais livres, utilizando a licenga académica do software
MarvinSketch. Segundo a simulagao, somente a partir do pH 7,8 haveria 5%
populagé@o ionizada (e portanto soltvel em meio aquoso), e no pH 11; 100% das
moléculas estariam ionizadas (FIGURA 69).

Assim a proposta valida foi a hipétese de fenol. Contudo, existindo fenol,
deveria haver outro ponto de substituicdo com oxigénio. Contudo a proposta éster da
fungdo acido ndo dava suporte aos valores de deslocamento quimico, além de
necessitar de dificil posicionamento estrutural em orto ou meta. A presenga de
ambos grupos (acido livre e grupo fendlico) violariam a condigdo de numero
equivalentes de insaturagdes calculado pela formula molecular.
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FIGURA 69 - ESTIMATIVA DAS FORMAS IONIZADAS DA MOLECULA
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Apoés exaustivas analises, surgiu a possibilidade de que a proposta nao
estivesse com a fungao acido livre, mas sim com a carbonila incorporada a um anel
com 7 unidades.

Esta proposta eliminaria as impossibilidades constantes nas propostas da
FIGURA 66 e de outras discussoes. Para isto, haveria um anel aromatico nao-
convencional com uma carbonila, uma hidroxila, um oxigénio substituido, dois
hidrogénios a 5 ligagdes de distancia e uma metila.

Tratava-se, portanto, de um anel do tipo Tropolone (FIGURA 70).

HO

FIGURA 70 — ANEL TROPOLONE

Pelos dados experimentais comprova-se a presenga de duas unidades de
anél do tipo tropolona, substituidos como na FIGURA 71. Eles possuem

caracteristica aromatica com conformagao planar; entretanto ndo sao benzendides.

OH
H
\C..'-""" )
R/O \ C
/ \H
R C
/ N, CH;
H

FIGURA 71 - ANEIS TROPOLONE E POSIGOES DE SUBSTITUIGAQ
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A ordem de aparecimento dos sinais foi importante para observar que nao se
tratava de um anel de seis atomos, mas um anel tropolona. Foram determinados, a
partir dos hidrogénios aromaticos, quais eram os nucleos vizinhos, diferindo entre
atomos a duas ou ligagdes *Jcn ou *Jon, através dos ajustes de parametros CNST
de HMBC (principalmente o ajustado para 12 Hz) e experimentos COLOC e
HETCOR long range. A conclusao do anel tropolona permitiu confirmar e vislumbrar
os acoplamentos nos experimentos especificamente realizados para este objetivo.

A insaturacao de cada um destes sistemas é 5 (irés ligagdes dupla, um anel
aromatico, uma carbonila). Dois anéis tropolone, totalizam 10 insaturacoes.
Considerando que ocorre ligagdo ao anel tipo-humuleno por fechamento de ciclo
com heteroatomo (oxigénio), totalizam-se 6 insaturagdes equivalentes a cada
sistema tropolone. Somando-se as duas insaturagdes do esqueleto tipo-humuleno,
chega-se a 14 insaturagbes de um composto pentaciclico do tipo bistropolone; de
acordo com o numero de insaturagao calculado para formula molecular.

Os valores &¢c 173,2 e &¢ 172,6 eram, portanto, referentes a carbonilas em
um anel cicloheptanona. Pela literatura, o deslocamento quimico de uma carbonila
em um ciclo com sete carbonos encontra-se proximo de 8¢ 212 ppm (CREWS, 2010,
p100). Inclusive, o deslocamento quimico da carbonila aumenta de acordo com
numero maior de carbonos no ciclo. Esse valor parece absurdo para a proposta,
mas é reforgado por (JACOBSEN, 2007), como demonstra a (FIGURA 72).

13.2 1.2
LN 7 ppm
2477 WS 44

1.4

FIGURA 72 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS TiPICOS DE CARBONO EM UMA
CICLOHEPTANONA, INCLUINDO CARBONILA
FONTE: JACOBSEN (2007)
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Contudo, observou-se que sa@o possiveis tais deslocamentos quimicos
(8¢ 1732 e B¢ 172,6), desde que estivessem presentes as ligacdes duplas
conjugadas.

Além disso, as seguintes substituicbes foram promotoras de tal valor,
conforme verificado pelas correlagées HMBC, COLOC e HETCOR:

- Hidroxila “fendlica” em posigao orto a carbonila;

- Metila em posicao meta a carbonila;

- Dois hidrogénios aromaticos a cinco ligages de distancia;
- Oxigénio éter ligado ao anel tipo-humuleno;

- Grupo metileno ligado ao anel tipo-humuleno.

O grupo “fendlico” tropolone € mais acido que um fendlico benzenodide, pois
para ocorréncia de aromaticidade no anel € necessario que ocorra o tautomerismo
da ligacao entre a carbonila e a hidroxila vizinha (“fendlica”).

Além da positividade para os testes de acidos orgéanicos, isto também
explicaria a forte atividade antioxidante observada em ensaios de DPPH e outros
ensaios que testam esta reatividade.

O deslocamento da banda de absorgao no infravermelho também poderia
ser explicada por esta fungéo tautomeérica, que diminuiria 0 comprimento da ligagao
C=0, aumentando a frequéncia vibracional.

A estrutura do composto ativo identificada através do conjunto de
informagdes espectrométricas e espectroscopicas esta ilustrada na FIGURA 73. Séo
apresentados valores dos experimentos de RMN de 'H, RMN de '°C e correlagdes a
longa distancia (HMBC, HETCOR long range e COLOC) de acordo com o correto

assinalamento estrutural.
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A descoberta de anéis tipo tropolona foi realizada por Dewar (1945), que
propds uma estrutura em anel com sete membros para o acido estipitatico, baseado
no grupo 2-hidroxi-2,4,6-ciclo-1-ona. Em adicao, a atribuicdo de dados estruturais
para o composto hinoquitiol foi importante para demonstrar o comportamento do
anel com sete membros do tipo alfa-dicetona em funcao enol tautomérica (NOZOE,
1991).

O nucleo tropolona € comum em grande ndmero de compostos, incluindo os
xenovulenos (antidepressivos) e o &cido puberdlico (composto anti-malarico).
Existem aproximadamente 200 moléculas desta classe que ocorrem naturalmente,
segundo Bentley (2008), que cita 154 referéncias que abrangem relatos entre 1945 e
2007. Segundo a revisdo, muitos destes compostos possuem atividade biologica e
sdo encontrados em diversas fontes naturais.

A via biossintética de como os fungos sao capazes de sintetizar tropolonas
em condicOes bioldgicas permaneceu um mistério por mais de 70 anos (CAl et al.,
2012). Usando uma combinacdo de métodos genéticos e quimicos, Davison et al.
(2012) conseguiram identificar os genes responsaveis por este processo. De acordo
com a metodologia, ha o bloqueio da via de sintese em diferentes passos,
demonstrando passo-a-passo como a estrutura tropolona € produzida. Ao que tudo
indica, o atual precursor para as tropolonas e xenovulenos € o composto 3-metil-
orcinaldeido.

Moléculas com a caracteristica principal de fusdao de unidade tropolona,
adjacente a um anel tipo-humuleno, sao reportadas pela literatura em outras
estruturas (RAGGATT et al., 1997; BAILEY et al., 2007). Estruturas tropolonas (ndo
nomeadas, FIGURA 74-A) foram isoladas a partir de cultivo do fungo fitopatdgeno
Acremonium strictum, como co-metabdlitos da sintese de xenovuleno A (RAGGATT
et al., 1997). Ja a estrutura triciclica epolone B (FIGURA 74-B), foi isolada a partir da
cultura do fungo OS-F 69284 (ATCC 74390) por Cai et al. (1998).
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FIGURA 74 - MOLECULAS SIMILARES REPORTADAS NA LITERATURA (A) NAO
NOMEADAS; (B) EPOLONE B
FONTE: (A) Raggatt et al. (1997) (R = H e R = OH); (B) Bailey et al. (2007)

Também sdo descritas estruturas pentaciclicas de derivados tropolones, tal
como a estrutura do composto ativo elucidado neste trabalho. A proposta € muito
similar ao composto pycnidiona, que foi isolado e idendificado pela primeira vez por
Harris et al. (1993). Outro grupo, no mesmo ano, isolou um estereoisdmero do
composto, denominando-o eupenifeldin (MAYERL et al., 1993). A partir de entéo,
estas moléculas foram relatadas em isolamento a partir do caldo de fermentado do
fungo Gloeotinia sp. FKI-3416 (KANEKO et al., 2012) e do fungo Theissenia rogersii
(92031201) (HSIAO et al., 2012). As estruturas estao representadas na TABELA 18
e os valores experimentais RMN na TABELA 19, considerando numeracgao
especifica.

TABELA 18 — COMPARATIVO ENTRE PROPOSTA E MOLECULAS DA LITERATURA

Proposta (HARRIS et al., 1993) (MAYERL et al., 1993)

Pycnidiona Eupenifeldin




Resultados e Discussao 211
TABELA 19 —~COMPARAGAO DE DESLOCAMENTO QUIMICO COM LITERATURA
m Composto ativo Harris (1993) Mayerl (1993)
bc On No. &¢ On No. é¢ On

Cq 1732 3 17227 1723
Cq 1725 19 17147 - 1 1705 -
Cq 1631 18 16509 - > 1626 -
Cq 1628 > 16444 - > 1622 -
Cq 1602 16 161,85 - 4 1607 -
Cq 1594 29 161,68 - & 1597 -
Cq 1513 5 151,18 - 6 1512 -
Cq 1504 21 150,87 - 6 1507 -
CH 1440 5,81 11 14429 540m 11" 1437 564
CH 1257 5,69 12 12227 540m 12" 1250 548
CH 1255 7.5 4 12420 7.06s 7 1249 697
CH 1246 7.12 20 12457 7,08s 7 1243 702
Cq 1223 22 12431 - 5 1238 -
Cq 1185 6 12239 - 5 1187 -
CH 1134 6,95 17 11487 6965 3 1141 684
CH 1127 6,91 1 11426 7,03s 3 1129 687
Cq 819 27 844 - 5 81,5 -
Cq 804 14 8284 - 147 80,6 -
CH 707 422 %6 7622  358d(10,0) & 699 4,00
CH, 465 080/1,80 9 4624 1:?2 351(‘;‘;15}5: sy ¥ 459 g}:gé
CH, 462 252/274 13 4926 g:gg m 13" 456 g:gg
CH 415 2,20 24 39,99 1,85m > 409 200
Cq 349 10 3710 - 10" 344 -
CH, 342 235/286 7 3452 3133 m 70 338 gf;
CH, 329 244/339 23 3423 g:gg dd{17:5) 17 325 g:gg
CH 319 183 8 31,79  1,66m 8 313 162
CH, 30,1 154/223 25 33,30 12123 e 3 296 12:33
CH, 296 1,08 31 3132  1,01s 177 266 091
CH, 2741 238 30 2720 238s 8 269 218
CH, 27,38° 241 34 2720 2425 8 269 223
CH, 269 111 32 21,86  1,06s 18" 29,1 0,87
CHy 192 141 33 1870 1.21s 197 188 122
CH, 160 1145 35 1576  1,19s 16" 155 094
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As correlagdes entre os hidrogénios diasterotdpicos e suas correlagdes
homonucleares foram verificadas através de experimentos de correlagdo COSY
('"H— "H). Da mesma forma, a andlise dos resultados de experimentos TOCSY
permitiu constatar a correlacdo total de trés principais sistemas de spin que estao
presentes na parte do composto que foi elucidada (FIGURA 75).

Especialmente através de experimentos de correlagdo homonuclear sensivel
a fase COSY-DQF (phase sensitive) ('H — 'H), as constantes de acoplamento que
nao podiam ser medidas em experimentos unidimensionais puderam ser medidas,
inclusive para sinais que apresentavam sobreposi¢do. As constantes estavam em
concordancia com experimentos J-resolved, mas tiveram resolugdo muito maior na
medigao.

Alguns sinais complexos necessitaram ser confirmados por simulagao de
acoplamentos, principalmente os deslocamentos quimicos de hidrogénios metinicos
em oy 1,83 (FIGURA 76) e &4 2,20 ppm (FIGURA 78), pois estes sinais possuiam
sobreposicao.

Apds aumento de resolugdo e alteracdo de parametros de processamento
desses sinais, o desdobramento foi revelado. Entretanto, o padréo caracteristico de
duplo duplo duplo dubleto (dddd) s6 foi confirmado através simulagdo de multipletos
considerando o sistema completo de spins. Para tanto, variou-se alguns parametros
como resolugdo a meia altura (wa), frequéncia de janela e pontos digitalizados
através do software Win dNMR.

A simulagao foi importante, pois dependendo das condigées de analise, a
resolugao do experimento pode diferir e gerar sinais que apresentem perfil diferente
do obtido neste trabalho, mesmo que sejam resultantes da mesma molécula (mesmo
ambiente quimico). Logo, o perfil tedrico do sinal foi considerado com o parametro
w,=0,1 Hz. E o sinal que seria obtido em experimentos refinados. Da mesma forma,
aumentando w,, foram obtidos os perfis em condigbes de baixa resolugdo. Esta
situacdo € comumente encontrada em analises robustas e em equipamentos mais
baratos utilizados em controle de qualidade.

As multiplicidades corretas dos sinais que inicialmente eram considerados
multipletos, foi confirmada pela simulacdo do sistema de cinco spins do sinal
ou 1,83 (FIGURA 77) e do sistema de seis spins do sinal 64 2,20 ppm (FIGURA 79).
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OH

FIGURA 75 — PRINCIPAIS SISTEMAS DE SPIN
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FIGURA 76 -

pgei

ESPECTRO REAL: EXPANSAO DOS SINAIS &y, 1,80 dd E &y 1,83 dddd EM
DUAS RESOLUGOES DIFERENTES DE PROCESSAMENTO
(A) (600MHZ, LB 0,3); (B) (600MHZ, LB -0,3, GB 0,5)
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FIGURA 77 —

LD

ESPECTRO SIMULADO: REGIAO DE SOBREPOSIGAO &y, 1,83 dddd E

5 1,80 dd COM VARIAGAO DO PARAMETRO w, (LARGURA A MEIA ALTURA)
(A) w.= 4,3 (B) wa=2,5 (C) wa=1,5 (D) wa=0,1 EQUIVALENTE AO ESPECTRO
TEORICO
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FIGURA 78 —ESPECTRO REAL: EXPANSAO DOS SINAIS 8y 2,20 dddd E &y 2,23 ddd EM
DUAS RESOLUGCOES DIFERENTES DE PROCESSAMENTO
(A) (600MHZ, LB 0,3): (B) (600MHZ, LB -0,3, GB 0,5)
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FIGURA 79 - ESPECTRO SIMULADO: REGIAO DE SOBF{EPOSIQAO o4 2,20 dddd E
51 2,23 ddd COM VARIAGAO DO PARAMETRO w, (LARGURA A MEIA

ALTURA) (A) w,= 4,3 (B) wa=2,5 (C) wa=1,5 (D) wa=0,1 EQUIVALENTE AO
ESPECTRO TEORICO
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A observacao detalhada destes sinais de experimentos COSY sensiveis a
fase permitiu a observagao detalhada de constantes de acoplamento, pois picos de
correlagao exibem padrao anti-fase (de absorgdo pura) no que diz respeito ao
acoplamento J-ativos, e em fase com todos os acoplamentos J-passivos. Desta
forma, estes picos serviram para revelar a conectividade do acoplamento.

Como mencionado, a correlagdo homonuclear total (TOCSY) confirmou que
havia trés sistemas de spin principal na molécula. Com aumento do tempo de
mistura observou-se aumento da intensidade de alguns sinais, como era esperado
pelo aumento da transferéncia de polarizacdo através da ligagbes, até nucleos mais
distantes (maior numero de ligagoes). Carbonos quaternarios e heteroatomos
impediram a mistura de spins. Foi importante verificar a correlagdo dos sinais do
anel tropolone 6y 6,91 e 6y 7,15 com 6y 2,86 e dos sinais 6y 6,95 e 6y 7,12 com
oy 3,39 (FIGURA 80). Isto indicou realmente a conectividade entre os anéis
tropolone o anel tipo humuleno em duas posi¢coes distintas, conforme proposta
estrutural. Grande nimero de correlagdes pode ser verificado na expansao do mapa
de TOCSY ilustrado na FIGURA 81, mas a expansao da FIGURA 82 em particular
demonstra conectividade entre 54 3,39 com &4 4,22; dois hidrogénios distantes.

1.2 7.1 7.9 6.9 ppm

FIGURA 80 - EXPANSAO DO MAPA DE CORRELAGAO HOMONUCLEAR TOCSY (MIXING
TIME 120 ms) DEMONSTRANDO CORRELACAQ 3,39 COM 6,95 E 7,12;
TAMBEM 2,86 COM 6,91 E 7,15. TAMBEM POSSIVEL PERCEBER
CORRELAGAO 2,38 COM 7,15 E DO 2,41 COM 7,12. ALEM DISSO, TALVEZ
SEJAM IMPERCEPTIVEIS E SOBREPOSTAS AS CORRELAGOES DO 2,44
(GEMINAL AO 3,39) E DO 2,35 (GEMINAL AO 2,86)
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FIGURA 81 - EXPANSAO DO MAPA DE CORRELAGAO HOMONUCLEAR TOCSY
(MIXING TIME 100 ms)
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FIGURA 82 - COF{F{ELAQﬁ\O 0n 3,39 COM ¢y 4,22 (EXPERIMENTO TOCSY MIXING TIME
48 ms)
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Foi possivel verificar correlagdo através do espaco entre os hidrogénios
on 4,22 e 64 1,80. Conforme determinado por experimentos COSY e TOCSY esses
hidrogénios sdo separados a 5 ligagdes de distancia e ndo possuem acoplamento
através de ligagbes (como ocorria entre &y 4,22 e 64 3,39). Ha entre eles um carbono
quaternario, o qual dificultaria a transferéncia de polarizagéo. Portanto, a correlagao
observada em experimento NOESY (FIGURA 83) € indicativo de correlacéo atraves

do espacgo. A intensidade dessa ligagao € proporcional a 515 onde d é a distancia

entre dois nucleos que se correlacionem. Se a distancia for grande, a interagcdao nao

é perceptivel. Logo, 644,22 e &4 1,80 estariam proximos espacialmente.

M

400 MiHz BBO - NOESY - E
T o
&
| r-
. % [ o
[ o
L]
O I

4.4 4.3 4.2 4.1 F2 [ppm]

FIGURA 83 - EXPANSAO NOESY DO MAPA DE CORRELAGAO BIDIMENSIONAL ATRAVES
DO ESPACO
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O composto ativo possui cinco centros enantioméricos possiveis, conforme
pode ser verificado em sua estrutura. Apenas 8 (TABELA 20) entre 32 possibilidades
(ANEXO 3) sao provaveis, por estarem em conformidade com uma distancia
espacial razoavel entre 644,22 e &4 1,80 para acoplamento.

TABELA 20 - DISTﬁ\{NCIA ESPACIAL TEORICA ENTRE 5,4,22 E &, 1,80 PARA OS .
POSSIVEIS ISOMEROS SIMULADOS EM AMBIENTE TRIDIMENSIONAL APOS
OTIMIZAGCAO POR ALGORITMO B3LYP E LAN2DZ

Distancia Configuragéo
Namero da Enantiomero  ©spacial entre . carbono
proposta (ver Anexo) Ond,22- 54 158.,0 Provevel 6. 70,7
(A (54 4,22)
1 SRRRS 3,96
2 SSRRS 4,04
3 SRSRS 281 + S
4 SSSRS 3,47
5 SRRSS 4,04
6 SSRSS 4,20
7 SRSSS 4,49
8 SSSSS 4,30
9 SRRRR 3,72
10 SSRRR 3,51
11 SRSRR 2,02 + S
12 SSSRR 2,07 + S
13 SRRSRKR 3,25
14 SSRSR 226 + R
15 SRSSR 3,82
16 SSSSR 4,14
17 RRRRS 3,94
18 RSRRS 3,98
19 RRSRS 3,10
20 RSSRS 3.64
21 RRRSS 4,25
22 RSRSS 4,19
23 RRSSS 3,84
24 RSSSS 4,36
25 RRRRR 3,80
26 RSRRR 3,68
27 RRSRR 2,11 + S
28 RSSRR 1,95 + S
29 RRRSR 2,02 + R
30 RSRSR 257 + R
31 RRSSR 3,75
32 RSSSR 3,87
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A ligacao entre o esqueleto tipo-humuleno e os grupos aromaticos foi
logrado através da andlise do experimento HMBC, por meio dos sinais de cada um
dos dois grupos metileno (—CH>—), com hidrogénios nao-equivalentes. Estes
hidrogénios apresentavam correlagbes tanto para carbonos aromaticos como para
hidrogénios alifaticos saturados pertencentes ao esqueleto tipo-humuleno.

A confirmagao extra nao foi possivel através de correlagdes através do
espaco por um experimento NOESY, que nao apresentou interacdoes entre
hidrogénios aromaticos com os hidrogénios do esqueleto tipo-humuleno. Contudo,
verifica-se por simulagédo tridimensional, pelo software MarvinSpace (versao teste)
que realmente ndo ha possibilidades de correlacdo espacial de acordo com o
posicionamento das ligacdes e caracteristica planar do anel aromatico.

A simulagdo serviu também para dar uma possivel expilcagdo ao valor
on 3,39, muito deslocado para um hidrogénio metilénico. Provavelmente efeitos
magnéticos de anisotropia da dupla ligacao interferem sobre o seu deslocamento
quimico devido a proximidade estrutural. Apesar de distantes em ndmero de

ligacOes, estariam proximos espacialmente.

FIGURA 84 — EFEITO ANISOTROPICO DE DUPLA LIGAGAO SOBRE UM DOS
HIDROGENIOS DE DIASTEROTOPICOS 3,39
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Apesar dos policetideos serem diversos em estrutura, a classe € definida por
uma origem biossintética comum dos atomos de carbono. Tais atomos sao
derivados de tiol-ésteres-CoA de pequenos acidos carboxilicos, tais como acetato e
malonato (CIVJAN, 2012).

O composto pycnidiona possui varias atividades relatadas pela literatura, tal
como o aumento de induga@o da sintese de eritropoietina por células humanas (CAl
et al., 1998). Teoricamente poderia ser util no controle da anemia, num possivel
medicamento leishmanicida, pois a eritropoietina € um hormoénio secretado pelo rim
que estimula a medula 6ssea a elevar a produgéo de células vermelhas do sangue.

O composto mostrou boa atividade contra trés linhagens de Plasmodium
falciparum, com concentragdes de inibigdo ICsy entre 0,28 e 0,75 pM (WRIGHT;
LANG-UNNASCH, 2005). Neste estudo o composto foi derivado do mesmo fungo
utilizado por (HARRIS et al., 1993).

Segundo Kaneko et al. (2012) exposicées a pycnidiona funcionou como
composto antitumoral através de um mecanismo atividade indefinido. A disfungao da
fase celular G2 induzida por bleomicina em células Jurkat foi anulada pelo
composto. A reparacao de DNA ocorre apenas nesta fase (evitada por células
tumorais) e assim o composto tem potencial para desenvolvimento de uma nova
terapia.

O blogueio do ciclo celular de células cancerigenas e a indugdo de apoptose
também foi relatada para o composto utilizando o modelo de células A549 de cancer
de pulméo humano (HSIAO et al., 2012). A inducdo de apoptose é importantissima

para o combate do sistema de evasdo imune de Leishmania sp.
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5.9 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

59.1 qTOF

A analise dos resultados qTOF permitiu a deconvolugdo de massas para ser
descoberta a formula molecular. A formula molecular do composto isolado foi
elucidada pelos dados das proporgoes isotopicas obtidas pelos dados dos espectros
total no modo de ionizagao positivo (FIGURA 86) e no modo negativo (FIGURA 87).
A férmula molecular do composto ativo, conforme descrito, foi determinada como
Ca3H4007, com o pico ion molecular de 548.2774 m/z, obtido pela anélise de HR-
ESIMS (High Resolution-Electrospray Mass Spectrometry). O ndmero de
insaturagoes calculado é 14, considerando C33H4007.

Foi possivel evidenciar através perda neutra comum em reagdes de ions
selecionado, perda de massa de 164 u.m.a., que conforme discussao prévia, €
referente um fragmento tropolone fragmentado que leva consigo oxigénio e grupo
metile, que possivelmente sofre um rearranjo. Esta perda foi evidente tanto em
experimeno no modo de ionizagao positivo (FIGURA 90), quanto no modo negativo
(FIGURA 91).

CoHg03™
Lxact Mass: 164,04734
Molecular Weight: 164,16000
m/z: 164.04734 (100.0%). 165.05070 (9.7%)
Elemental Analysis: C, 65.85; H, 4.91; O, 29.24

FIGURA 85 —PERDA NEUTRA 164
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Intens. B
| +  +MS, 0.2-0.3min #(10-16)
[%6] [Cqs H5301o+ H]
ioad 806.5339
80
[M+Na]*
571.2603
60 697.6225
404
- [M-164+Na]*
407.4056 1070.5772
1360.3175
0- Y A a aad
400 500 600 700 800 900 1000 mz

FIGURA 86 - ESPECTRO TOTAL QTOF (HR-MS)
IONIZAGAO MODO POSITIVO
AMOSTRA: BCO_B01 (METANOL) 50 pg/mL

Intens. = -MS, 0.0-0.1min #(2-4)
11 [M-H]
1004 547.2767
80
60 _
[M+CI-H]
40 4
204 1282.9937
325.1899
] 968.2050
aillen X JM .‘.Lm._J_.,ll. TR AL
1 4 T T T 1 T T T
200 400 600 800 1000 1200 nz

FIGURA 87 —ESPECTRO TOTAL QTOF (HR-MS)
IONIZAGAO MODO NEGATIVO
AMOSTRA: BCO_B01 (METANOL) 50 pg/mL

A média de massa do principal ion foi calculada como 571,2591 (dados:
571,2605 ; 571,2567; 571,2603), referente ao aduto de sodio (FIGURA 88). O ion
806 foi considerado como interferente, ou dimero do ion 407, ou como rearranjo
entre composto inteiro e fragmento provavel (FIGURA 89).
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+ OH

HC— O

C33HyoNaO4
571.26717
Molecular Weight: 571,66577
m/z: 571.26717 (100.0%), 572.27053 (35.7%),
573.27388 (3.5%), 573.27388 (2.7%). 573.27142 (1.4%)
Elemental Analysis: C, 69.33; H, 7.03: Na, 4.02; O, 19,59

FIGURA 88 - ADUTO [M+Na](+)

OH

OH

OH

Chemical Formula: CygHgoO;0"
Exact Mass: 805,48852
Molecular Weight: 806,06945
m/z: 805.48852 (100.0%), 806.49188 (51.9%), 807.49523 (13.2%), 807.49277 (2.1%), 808.49859 (1.4%),
808.49613 (1.1%)

Elemental Analysis: C, 71.52; H, 8.63; O, 19.85

FIGURA 89 — POSSIVEL ION 806 m/z QTOF (IONIZAGAO POSITIVA)
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Intens. +MS2(571.2600), 0.2-0.5min #(10-32)
[%%]
[M+Na]*
1 571.2605
100 *
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80 407.2131
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FIGURA 90 - REACAO DE ION SELECIONADO (571,2600)
MODO IONIZAGAO POSITIVA
571,2605 > 407,2131 (MS?)

g | MS2(547.2700), 0.1-0.3min #(4-16)
[%] 547.2810
J Y .
100 (M-H]
80 )
[M-164-H]
383.2319

60+
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20
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FIGURA 91 — REACAO DE ION SELECIONADO (547,2700)
MODO IONIZAGAO POSITIVA - MS?
547,2810 - 383,2319 (MS?)

O ion 547,2767 (ionizagao negativa) pode ser comparado e tem relagao com
o ion 571,2605 (ionizagdo positiva). Basta considerar a diferenga entre sodio e
presenca auséncia de hidrogénio em cada modo de ionizagdo. O hidrogénio
normalmente é perdido no modo negativo. Somando 22,9898 (s6dio) +1,0079
(hidrogénio) +1,0079 (préton de ionizagao) € igual a 571,2744, equivalente a massa
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dada na ionizagdo modo positivo. O delta calculado entre média de valores de ions
observados e a formula monoisotépica ionizada de CaszHeO; € 0.00965
(547,27915 - 547,2695) e o erro fica em 17,63 ppm.

Buscas de possiveis formulas moleculares (MF) foram realizadas a partir da
massa monoisotopica no site ChemCalc (2015).

5.9.2 IONTRAP

Os principais resultados obtidos a partir do analisador iontrap s&o as reagdes
sequencias de ions selecionados por Monitoramento de Reagdo Selecionada
[selected reaction monitoring (SRM)]. A seguir, s@o relatados os principais ions e
fragmentos observados, que foram analisados pelo software mzmine com
importacao de dados brutos a partir do arquivo original do equipamento; modos
positivo (FIGURA 93) e negativo (FIGURA 94).

A sintonia de parametros eletromagnéticos de ionizagdo foram realizados
automaticamente pelo equipamento. Foram otimizados para o principal ion do
composto ativo, de modo equivalente para tune:

ESI POSITIVO 549,2 <—> ESINEGATIVO 547,3
Perdas consecutivas de CO (M-28) e (M-28-28) sdo comuns em compostos

fendlicos, mesmo que nao benzendides, como pode ser verificado na FIGURA 92.
Os ions observados em modo positivo foram:

[M+Na](+) 571,3 antes do TUNE 100% ~1E5

M + H] (+) 549,2 depois TUNE 100% ION MOLECULAR
[M-164-28-28+Na](+) 353,3 (perda neutra de um anel tropolone e 2x CO)
[M-164-28+Na](+) 381,3 (perda neutra de um anel tropolone e CO)
[M-164-28+Na](+) 409,2 (quebra de um anel tropolone mais sédio)
Nao identificado 4947

possivel dimero 621
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" E_:__: C/ o Gy i Nae;
HaC H CH—cH, " 409,23493
HC——cCH, Molecular Weight: 409,52122
HzC\ //_CH3 m/z: 409.23493 (100.0%), 410.23829 (26.0%), 411.24164
c—§ (2.7%)
H2 Elemental Analysis: C, 70.39; H, 8.37; Na, 5.61; O, 15.63
-CO
OH
"
Na
HaC 2
s H.C )
c:_:_:c/ —_— Cp3H34NaO,
HyC H —CH, 381,24002
HC—cH, Molecular Weight: 381,51122
HzC\ }CHs m/z: 381.24002 (100.0%), 382.24337 (24.9%), 383.24673
ﬁz (2.7%)

Elemental Analysis: C, 72.41; H, 8.98; Na, 6.03; O, 12.58

Na
H @)
HE  h H,C Chemical Formula: C,,H;4NaO,"
3
cd on Exact Mass: 353,24510
HaC Ho o o, Molecular Weight: 353,50122
H,C
AN

m/z: 353.24510 (100.0%), 354.24846 (23.8%),

2
}CHS 355.25181 (2.7%)
Elemental Analysis: C, 74.75; H, 9.70; Na, 6.50; O, 9.05

C
Ha

FIGURA 92 - PADRAO DE FRAGMENTACAO DE PERDA M-164-28 E M-164-28-28 (COM
FORMAGAO DE ADUTO SODIO)
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A proporcgao isotépica do ion 549 nao pode ser considerada, pois a impureza
intrinseca do solvente de injecao (metanol) possui como interferentes os ions 550 e
522 no modo positivo. Esta impureza possuia diferenga de 1 u.ma. do ion 549 m/z
referente ao composto ativo, contudo nao apresentou mesmo padrao de
fragmentagdo. Para eximir duvidas quanto aos outros fragmentos foi realizada o

monitoramento de reagao selecionada, observando-se:

ESI (+) (m/z): MS' = 550,6 > MS? = 532,3/514,3 / 486,2
Artefato: ion 1119.,0

O monitoramento de reagao selecionada permitiu detectar os seguintes ions,

adutos e fragmentos:

571.,3 > MS? = 407,2 > MS® - perde sinal e ionizagao
[M+Na](+) = MS? = [M-164+Na](+) = MS® = perde sinal

Colision energy c=21
5492 > MS2->  531,0 > MS® = 513,3/485,3 (100%)
[M+H](+) = MS2 2 [M-H,O+H](+) = MS®-> 513,3 /485,3 (100%)

[M-2H20+H](+) 513,3
[M-H20-CO+H](+) 485,3 (ou CH202 ? ou C2H60 ?)

Colision energy c=20, 27, 35
523,6 > MS? = {299,3 / 298} {270,2/271,3}

Colision energy ce=20, 33
POSITIVO MS' = 494,6 > MS? = 270,3 (100%)/298,3/242,3
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Nos experimentos em modo negativo, € possivel verificar o ion 255, que
poderia ser explicado, como também as vezes observado no modo positivo em

menor intensidade, como ilustrado na FIGURA 95.

ESI NEGATIVO
[M+CI](-) 583,1 (100%)
[M-H] (-)  547,3
(2M-H)(-) 1095, 1

P6s-TUNE para 549,2 m/z
lons: 255,2; 283,4; 365,2; 383,2; 547,3 100%; 548,3 +- 30%
Observagao: 583,1; 584,1 (30%); 585,1 (30%) — aduto de cloro

As reagdes SRM no modo negativo nao foram eficientes para fragmentagao,
considerando valores de energia de colisao ce=25 / MS3 ce=20. Alguns fragmentos
puderam ser observados:

583,1 (100%) = MS? ce=20 = 547,2 = MS® = 505,2 / 383,2/ 163 (85%)
547,3 > MS? = 505,2/ 383,2 (1E4) / 163

493,4> MS? - 383,2 (100%) (1E2)

425,4 > MS? = sem fragmentos

409,2-> MS? - 289,2-> MS® - sem fragmentos

381,3 > MS? - sem fragmentos

353,3 = MS? - sem fragmentos
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OH
CsHx05
Lxact Mass: 255,19547
Molecular Weight: 255,37743
mfy: 255.19347 (100.0%), 236.19883 (16.2%), 257.20218 (1.2%)
Llemental Analysis: C, 70.55; H, 10.66; (3, 18.79

r
OH
o’ .
C15115704
255,19602
Molecular Weight: 255,37800
m/z: 255.19602 (100.0%), 256.19937 (16.2%), 257.20273 (1.2%)
Clemental Analysis: C, 70.55; H, 10.66; O, 18.79
OH

FIGURA 95 - POSSIVEIS IONS 255 EM IONIZAGAO MODO POSITIVO E NEGATIVO
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5.9.3 Espectro de baixa resolucao LC-MS (single quadrupolo)

A cromatografia em coluna foi utilizada no procedimento de entrada do
espectrometro de massas (FIGURA 96). O composto 1 foi isolado a partir do extrato
diclorometano do fungo PN como agulhas amareladas. Quando em spot na placa
CCD tinha trés formas de ser observado: como Laranja UVP, como azul UVP, como
Laranja-Marrom vis ou como spot cor branca, ou como quenching (absor¢cao) em
254nm.

Foram observados trés compostos com tempos de retengao distintos, os
quais sao apresentados na FIGURA 97, no modo de ionizagdo positiva. Foi
observado um padrdo caracteristico de fragmentacao para todos os constituintes do
composto bruto, conforme referéncia de fragmentagdo de sesquiterpenos (SONG et
al., 2012). Isto reforga a evidencia de que o ntcleo era do tipo sesquiterpeno.

O tempo de retengcao do composto elucidado foi de 7,2 minutos, sendo
detectado pelo ion 385 m/z, equivalente a perda tropolone e ionizagdo com um
proton [M-164+H]+. Além disso é possivel detectar o ion da estrutura do humuleno

Além disto foi possivel verifiar o ion epolone, proveniente da fragmentacao
do esqueleto pycnidiona ou epenifeldin, com perda de anel tropolone, caracteristico

do composto.
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FIGURA 96 - CROMATOGRAMA DE CONTAGEM TOTAL DE ONS (TIC, SCAN POSITIVO)
SCAN M/Z: 100 A 500 U.M.A.; FRAGMENTAGAO: 100V; TEMPERATURA
COLUNA: 40°C; INJEGAO: 1 uL; TEMPERATURA GAS: 300°C; FASE MOVEL
ISOCRATICA 0,4ML/MIN; - AQUOSA AC.ACETICO : METANOL ACIDIFICADO
0,3% AC.ACETICO (82 :18)
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FIGURA 97 - COMPOSTO BRUTO ATIVO COM FRAGMENTOS TIPICOS DE
SESQUITERPENOS NAS TRES FRAGOES DE ACORDO COM (SONG et al.,
2012) IONIZAGAO ESI POSITIVO - SCAN: 100 A 500 m/z; FRAGMENTAGAO:
100V; TEMPERATURA COLUNA: 40°C; INJEGAO: 1 uL; TEMPERATURA GAS:
300°C; FASE MOVEL ISOCRATICA AQUOSA 0,3% AC.ACETICO : METANOL
0,3% AC.ACETICO (82 :18), 0,4 mL/min; TEMPO DE RETENGAO:
(A) 2,917 MINUTOS
(B) 7,226 MINUTOS (COMPOSTO PURO) [M-164+H]+
(C) 8,373 MINUTOS
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O ion 205 pode ser explicado como

CysHys'
Exact Mass: 205,19508
Molecular Weight: 205.36445

(1.2%)
Elemental Analysis: C, 87.73: H, 12.27

Em alguns casos de outras fases movel e condigdes de ionizacao nao houve

percepcao de ions. Entre as hipoteses da néo-ionizagao ou auséncia de percepgao

de ions de interesse:

O processo nao favoreceu ionizagao (mesmo com aditivos);
Nao houve ionizagao na fonte utilizada, voltagens insuficientes;

A concentracdo da amostra foi abaixo limite de deteccao do
equipamento;

A concentragao da amostra era muito concentrada (supressao de ions),
mesmo que o limite de injecao fosse 10 pg/mL (HPLC);

Os tempos programados dwell do detector nao foram otimizados;

Janela de observagado incorreta e, sendo o composto alvo um
desconhecido, n&o foi localizado.

Entre as hipdteses para falta de observagao do ion molecular ou de valores

inconsistentes com o esperado:

Ocorreu degradagao na fonte;

Houve formacao de ions com cargas multiplas;

Houve formacdo de dimero (2M+H+) ou adutos (possivel
interpretacao);

Voltagens ajustadas automaticamente selecionaram ions diferentes do
objetivo;

Mesmo com os devidos cuidados (uso de material novo, enxaguado
com solvente organico) a amostra pode ter sido contaminada com:
silano (quando filtrou em fibra de vidro); contaminantes de solvente
ou ions fantasma oriundos do analisador de massas.

m/z; 205.19508 (100.0%), 206.19843 (16.2%), 207.20179
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5.10 ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS

A absorgdao maxima de ultravioleta do composto ativo foi de 256 nm e de 364
nm. Para analise estrutural, esta informagcao é irrelevante. Contudo estes dados
foram mantidos para que trabalhos futuros tentem desvendar uma técnica
colorimétrica analitica para detecgao do composto.
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FIGURA 98 — ESPECTRO DE ABSORGAO NA REGIAO DE ULTRAVIOLETA DA AMOSTRA
BCO_BO01 (200 — 450NM)

Uma dupla ligagdo C=C atua como cromoéforo. Uma das suas transigoes
importantes & *m< 1, na qual ha a transicao de um elétron de um orbital T para o
orbital antiligante correspondente. A energia € cerca de 7 eV para uma dupla ligagao
nao conjugada, o que corresponde a absorgdo de 180 nm (no ultravioleta). Quando
a dupla ligagdo é parte de uma cadeia conjugada, as energias dos orbitais
moleculares aproximam-se mutuamente, e a transi¢do 1T para 1T estrela desloca-se
para os comprimentos de onda grandes. Pode estar na regiao do visivel se o
sistema conjugado for suficientemente comprido (ATKINS).

A transicao responsavel pela absorgao dos compostos com carbonila pode
ser atribuida aos pares isolados de elétrons do atomo de oxigénio. O conceito de
Lewis de “par isolado” de elétrons corresponde, na teoria dos orbitais moleculares, a
um par de elétrons em um orbital confinado em grande parte em um s6 atomo e que
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ndo estd apreciavelmente envolvido na formagdo de ligagdo. E este par que
proporciona a transicao < n (n para 1 estrela). As energias tipicas da absorgao
sao da ordem de 4 eV (290 nm). Como as transicdes T*<n sao proibidas nas

carbonilas, pela simetria, as absor¢des sao fracas.

5.11 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

Espectro de infravermelho do composto ativo (cristal bruto) € apresentado
inteiro na FIGURA 99 e expandido na regido de fingerprint na FIGURA 100.

Transmitancia

0,1 T T T T : 3 'I'--l-- in u-..l....---‘ :
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FIGURA 99 — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (4000-400 CM '), COM (1) REGIAO
HIDROXILAS, AMINAS, etc.; (2) ANEIS AF{OIVIATICOS ou LIGAQOES Sp
(3) REGIAO DE HARMONICOS CAF{ACTEF{ISTICOS (4) EXPANSAO DO
ESPECTRO DE INFF{AVEF{MELHO (1800-400 CM™"), COM REGIAO
FINGERPRINT (1450-500 cm)

Frequéncias de absorcédo do espectro infravermelho e comparadas com a
literatura, sdo similares a 3260, 2950, 2870, 1630, 1595, 1530, 1445, 1425, 1395,
1280, 1178, 1150, 1082, 889 (MAYERL et al., 1993). Também apresentaram bandas
equivalentes a 2934, 1631,1594, 1445,1280, 1180, 1152 (HARRIS et al., 1993). Nao
foram observadas frequéncias de vibragao para grupos éster [COOR], para o qual as
frequéncias de vibragéo tipo estiramento seriam observadas entre 1746- 1735 cm™ e
entre 1250-1240 cm™.
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FIGURA 100 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (1800-400 CM™), COM
REGIAO FINGERPRINT (1450-500 cm™)

A banda de absorgdo de 1597 cm” aponta um grupo carbonil altamente
conjugado ou ligado a hidrogénio. A posicdo deste sinal € muito préxima de
1590 cm™, valor registrado para o anel 3,7-dihidroxi-tropolona (SUGAWARA et al.,
1988). Além disso, a banda 985 cm™ poderia estar relacionada com a banda
972 cm’', a qual faz evidéncia caracteristica a um sesquiterpeno tipo humuleno (LIN;
JI-KAI, 2002).

A complexidade dos espectros de infravermelho na regido entre 1450 -
500 cm™ torna dificil atribuir todas as bandas de absorgdo. Por causa dos padroes
unicos ali encontrados, esta regiao é muitas vezes chamada a regido de impressao
digital (fingerprint), pois serve como comparativo Unico para analise futuras.

Segundo a auséncia de absorgdes em infravermelho maiores que 1700 cm™,
algumas hipoteses de fragmentos foram rejeitadas pois ndo havia evidéncias
indicativas para os seguintes grupos funcionais: anidridos, cloretos de acido,
peracidos, grupo (—CO-0-C=C), lactonas tetra- ou pentaciclicas (alfa-beta-
insaturadas ou beta-gama-insaturada); lactamas; imidas; uretanos; anéis cetona
tetra- ou pentaciclicos; cetonas saturadas; ésteres (saturados),(aril-),(alfa- beta-
insaturados) ou (alfa-halogénio); alfa-halogénio e alfa-alfa'-di-halogénio-cetonas;
alfa-cetoésteres ou 1,2-dicetonas; e &acidos carboxilicos (saturados ou alfa-
halogénio).
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Além disto, na faixa entre 1700 a 1650 cm™, também foram rejeitados os
seguintes grupos funcionais: aril- e acidos carboxilicos alfa- e beta- insaturados,
cetonas alfa- beta- alfa’- beta'- insaturadas, quinonas, cetonas aril-, alfa- ou beta-
insaturadas, aldeidos aril- ou insaturados, aminas primarias em solugao, grupos (R—
CO—S—R), grupos (C=C=C—N—) ou grupos (C=C=C—0—).

5.12 CONSIDERACOES

O composto ativo, mesmo que seja do tipo tropolona, comporta-se
quimicamente e biologicamente como os polifendis. Segundo Vergara-Salinas et al.
(2015), polifendis podem ser definidos como metabdlitos secundarios de peso
molecular relativamente elevado e complexidade estrutural diversa que sao
sintetizados por microrganismos em resposta a diferentes tipos de stress (hidrico ou
salino) ou contra fatores agressivos (bactérias, fungos, radiagao ultravioleta, etc). A
atividade leishmanicida de polifendis ja foi relatada, por exemplo o resveratrol
(FERREIRA et al., 2014). Além disto, polifendis possuem outras agdes bioldgicas,
tais como atividades anti-inflamatéria, anti-cancer, antioxidante, anti agregacao
plaquetaria, antifingica, antiviral e antibidtica.

O composto ativo possui certo grau de simetria. Compostos com simetria
tem efeito sobre o potencial de membrana mitocondrial, tais como a pentamidina
(MUKHERJEE et al., 2006) ou uma serie de analogos simeétricos de colina (IBRAHIM
et al., 2011). Ambos tipos de composto tem atividade leishmanicida relatada. Desta
forma, a atividade do composto ativo poderia estar relacionada ao seu grau de
simetria dos anéis tropolona, no qual anéis simétricos com fungdo aromatica tem
variacao de densidade eletronica. Tal comportamento poderia ser analogo aos casos
descritos para pentamidina e compostos simétricos de colina, influenciando a
atividade.

Para um farmaco ter potencial anti-Leishmania ele deve bater o critério de
ser ativo ICsg < 0,5 pg/mL, com indice de seletividade S| > 20 (FREARSON et al.,
2007). Segundo (NWAKA; HUDSON, 2006), outro critério pertinente a ser
considerado é se uma formulagdo em 10% de dimetilsulféxido (DMSO) apresenta

atividade in vivo menor ou igual a 100 mg / kg (camundongos). Para isto deve haver
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redugcao de parasitemia maior que 90% e/ou aumento de expectativa de vida,
considerando entre uma a cinco doses administradas diariamente por via
intraperitoneal, subcutanea ou oral.

Dutra e colaboradores (2009) estudaram as atividades antimicrobiana e
leishmanicida das sementes de Pterodon emarginatus Vogel, que também contém,
segundo a literatura, quantidades de humuleno. Esta atividade pode ser decorrente
da presenca dos constituintes trans-cariofileno e a-humuleno, uma vez que ja foi
relatada tal atividade para estes constituintes (HERNANDEZ et al., 2005)
(SONBOLI; BABAKHANI; MEHRABIAN, 2006).

Veiga e colaboradores (2007) citaram efeitos anti-inflamatérios de Copaifera
reticulata, que contém sesquiterpenos incluindo o o-humuleno. Este género de
planta havia sido avaliado com atividade leishmanicida por Santos e colaboradores
(2008) e por Tincusi e colaboradores (2002).

Alfa-humuleno e (-)-frans cariofileno exibem acentuado efeito inibidor em
diferentes modelos inflamatérios experimentais em camundongos e ratos. Sao
poderosos compostos para o tratamento de doengas inflamatérias (FERNANDES et
al., 2007). Entretanto, os mecanismos moleculares através do qual esses compostos
exercem a sua atividade anti-inflamatoria ainda permanecem uma incégnita
(MEDEIROS et al., 2007). Os efeitos de alfa-humuleno e do trans-cariofileno foram
avaliados sobre as respostas inflamatérias agudas induzidas por LPS,
demonstrando a capacidade do alfa-humuleno inibir a ativacao de NF-kappaB e a
migragao de neutrofilos induzida por LPS, prevenindo a producéo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-alfa e IL-1) no modelo in vivo (MEDEIROS et al., 2007).

Sesquiterpenos complexos e funcionalizados sdo componentes ativos de
algumas plantas medicinais, como as lactonas sesquiterpénicas. A artemisinina €
um importante antimalarico encontrado em Artemisia annua (Asteraceae) (KOOY;
SULLIVAN, 2013).

Os sesquiterpenos a-humuleno e trans-cariofleno também foram os dois
principais compostos encontrados nas sub-fragdes do Oleo essencial de Salvia
officinalis (HADRI et al., 2010). Testes com estes exiratos tiveram a habilidade de
inibir o crescimento de células de cancer. Extratos que continham alfa-humuleno
apresentaram a atividade mais acentuada frente as linhas celulares RAW264.7 e
HCT-116, com valores de |ICso de 41,9 e de 77,3 pg/mL, respectivamente (HADRI et
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al., 2010).

Medeiros e colaboradores (2011) testaram a atividade in vitro anti-
Leishmania e citotoxica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. O 6leo essencial
e timol mostraram atividade significativa contra formas promastigotas de
L. amazonensis, com |Csy/48h de 44,4 e 19,5 ug/mL, respectivamente. No entanto,
nenhum efeito citotéxico foi observado em macréfagos tratados com o 6leo essencial
bruto. A analise quimica realizada por cromatografia gasosa (GC) acoplada a
espectrometria de massas (MS) indicaram que 0,32% do Oleo essencial de
Li. sidoides € constituido por alfa-humuleno dentre outros constituintes
sesquiterpenos. O timol correspondia a 78,37%, mas era citotoxico.

O metabolismo energético de tripanosomatideos depende principalmente
das fontes de carbono disponiveis no hospedeiro (COSTA et al., 2011). Segundo a
revisdo de Chawla e Madhubala (2010), os potenciais alvos para farmacos contra
Leishmania sao a via biossintética de esterdis; a via glicolitica; a via purine salvage;
transportadores de nucleosideos; a via biossintética de GPI; proteinas quinases;
MAP quinases; proteinases; via biossintética de folato; sistema de glioxalase; via de
tripanotiona; topoisomerases e via de hypusine.

Sete enzimas da via glicolitica s@o compartimentalizadas em organelas do
similares a peroxisomos, nos glicosomos, que sdao uma caracteristica Unica de
tripanosomatideos. Na via biossintética de esterdis, uma das enzimas que esta
sendo estudada minunciosamente € a esqualeno sintase (SQS). Um outro alvo

A5 sterol

importante na via de biossintese de ergosterol € a enzima
methiltransferase (SMT) (CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

O modelo molecular do composto ativo pode ser simulado
computacionalmente a partir das informagoes estruturais elucidadas. Estes dados
poderiam ser utilizados para avaliar o possivel mecanismo de agao do composto
ativo. Chauhan et al. (2015), por exemplo, identificaram por “molecular docking” e
avaliagdo biolégica, novos hibridos de B-carboline—quinazolinona que inibiam a
sintese da enzima tripanotione redutase de Leishmania donovani.

Com a disponibilidade de acesso a sequéncias do genoma, o método
convencional de identificacdo de alvo de drogas, que era feito com base nas
diferencas bioquimicas e fisiologicas entre patdgeno e hospedeiro, estd num

processo de atualizacao. Analise de micro-arrays e do proteoma, que fazem uso de
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sequéncias do genoma, permitem localizar alguns genes exclusivos ou espécie-
especificos do parasito (CHAWLA; MADHUBALA, 2010). Estas informacdes ajudam
a compreender melhor a biologia do parasito. Varios frentes de pesquisa em
bioinformatica tém sido propostas, as quais irdo propiciar o desenvolvimento novas
drogas (MYLER, 2008), principalmente se consideradas moléculas identificadas a
partir da biodiversidade.

Na revisdo de Azevedo-Junior e Soares (2009), comenta-se sobre trés alvos
proteicos identificados nos genomas de parasitos através de analises de
bioinformatica. Eles discutem sobre as principais caracteristicas que possam servir
para desenvolvimento de farmacos por screening virtual com base no conhecimento
quimico adquirido. Silva-Lépez (2010) revisaram proteases como novos alvos para o
desenvolvimento racional de farmacos anti-Leishmania. A inibicdo de uma serina
protease por aprotinina ou por anticorpo anti-protease diminuiu significativamente o
indice de infeccdo de macrofagos por L. donovani, sugerindo um alvo em potencial
(DAS; DE; CHAKRABORTI, 2014). Smirlis e Soares (2014) descrevem mais
proteinas como possiveis alvos.

A determinacdo de configuracdo enantiomérica do composto € muito
importante. A primeira sintese enantio-especifica de um composto anti-Leishmania
(12-deoxyroyleanone), foi executada por semi-sintese a partir do acido abiético em
11 etapas, com rendimento geral de 25 % (ROLDAN et al., 2004).

Neste trabalho, a principal dificuldade foi a purificacdo de um composto
desconhecido a partir de um extrato de um microrganismo também desconhecido.
Antes que fosse possivel submeter as amostras as técnicas analiticas, foi
necessaria a indicacao de pureza. Além disto, a comparagao com a literatura so foi
possivel apds completa elucidacao estrutural. Buscas a partir de fragmentos parciais
nao retornaram bons resultados nem no banco de dados SciFinder®, nem no
ChemSpider®, tampouco na biblioteca NMRShiftDB (STEINBECK; KUHN, 2004).
Mais de 400 respostas de busca ndo traziam informag6es compativeis com os dados
registrados, mesmo que a entrada de dados fosse com o fragmento j& elucidado
(anel tipo-humuleno com posi¢oes de substituicao).

A maioria das hipdteses de fragmentos foram analisados e testados quanto
a sua compatibilidade em relagdo aos dados, mas foi preciso analisar todos os
experimentos em conjunto para concluir o objetivo. A cada etapa de elucidacao
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surgiam propostas mais consistentes e também mais duvidas, que precisavam ser
respondidas por novos tipos de experimento. A ordem de aparecimento dos sinais,
por exemplo, serviu para fechamento estrutural dos anéis tropolona.

Resultados equivalentes de purificagdo poderiam ser conseguidos por
cromatografia HPLC preparativa, mas ao mesmo tempo que nao se tinha
conhecimento de qual era o composto, ficavam incertezas quanto a forma mais
adequada de separagao. Sem estes conhecimentos ficaria perigoso fundamentar-se
apenas nos dados de cromatografia analitica. Apesar de estar acoplado a um
analisador de massas, esse era baixa resolu¢ao e nao permitia analises MRM. Ou
seja, as informagdes estruturais poderiam estar mascaradas, pois haveria a
possibilidade de retengao na coluna ou eluicdo prévia da amostra alvo, de acordo
com o protocolo de preparagao e equilibrio inicial da fase estarcionaria.

A analise de massas de baixa resolugdo da fracdo ativa demonstrou trés
picos em que o padrao de ions se mantinham constantes e portanto foram
consideradas impurezas. Contudo, apds analise estrutural, foi possivel considera-los
como padréo caracteristico de fragmentagdo de sesquiterpenos. Logo, conclui-se
que todas as moléculas que foram co-fracionadas por técnicas preparativas junto a
molécula ativa, continham um nucleo sesquiterpénico.

A caracterizacao quimica forneceu muitas das possibilidades de classes de
moléculas provaveis candidatas, incluindo a familia dos terpenos e triterpenos.
Seguindo a marcha fitoquimica, a molécula apresentava muitas propriedades
consistentes com saponinas, que poderiam ser do tipo saponinas triterpénicas.
Saponinas sdao compostos que possuem a caracteristica anfotera, que tem a
propriedade de diminuir a tensao superficial de liquidos.

Os experimentos de RMN ndo permitiram apontar estruturas conhecidas
referentes aos compostos listados pela caracterizagdo quimica. Os sinais de
carbono &¢ 70,7; &¢c 80,4 e d¢c 82,0; em conjunto com a coloragdo roxa obtida pelo
teste quimico com vanilina-sulfurica, corroboravam pela hipotese de um esteréide ou
de um triterpeno.

A RMN, a principio, serviu apenas para elucidar alguns fragmentos da
molécula, sendo necessario recorrer a estratégia de elucidagao estrutural como um
todo. A estratégia iniciou em atribuir os valores de deslocamento aos atomos e
considerar suas ligagdes. Para isto, analisou-se os valores de deslocamento quimico
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em associagdo as constantes de acoplamento a uma ligagéo e a acoplamentos de
longa distancia através de técnicas bidimensionais de RMN. No entanto, houve
varias partes da molécula que tinham sobreposigao de valores, sendo requisitados
experimentos extras com maior resolucdo e detalhamento. Novos experimentos
foram conduzidos para que fosse observada uma nova informagdo que
complementasse os dados obtidos anteriormente.

O fato de apenas a molécula ativa possuir sinal na regiao de aromaticos
(considerando o extrato bruto diclorometano nas condigbes de cultivo propostas)
possibilitara a determinagao de métodos de RMN quantitativos.

A localizacdo da molécula para determinacdo de Rf era fundamental ao
longo das etapas de purificagdo, mas as vezes confusa. A espectroscopia de UV-vis
permitiu determinar que havia dois tipos de sistemas conjugados, fazendo entender
e ter concordancia com os fendmenos que aconteciam durante observacdo da
amostra em placas de CCD, quando expostas a fluorescéncia de 365 nm. A amostra
aparecia em diferentes aspectos, como fluorescéncia azul forte, fluorescéncia
laranja-pink, fluorescéncia azul claro, mancha escura (quenching) ou reflexo branco.
Também, em 254 nm em placas com indicador de fluorescéncia, aparecia como
mancha escura ou com fluorescéncia azul forte. Sob a luz do dia, a amostra
apresentava coloragao marrom ou laranja forte de acordo com o solvente que estava
solubilizado.

A interpretagdo de cor ndo € um parametro confiavel caso ndo se tenha um
padrdo para comparagdo, pois varios fatores, tais como estado de ionizacéo e
influéncia da matriz e solvente, interferem sobre o resultado. No entanto, a
observagao de cor indicou a possivel presenca de grupos de duplas conjugadas.
Enquanto as analises de RMN inferiam apenas uma dupla ligagao trans presente,
racionalizou-se que todas as outras duplas estariam conjugadas em anel aromatico.

Algumas absorgdes davam idéia de valores de presenca de nitrogénio, pois
os valores de absorgdo na regidao de oxigénio ndo se apresentava caracteristica de
grupos funcionais conhecidos. Ao final foi possivel perceber que a explicacao se
devia ao efeito de tautomeria da fung&o enol no grupo fenol estaria influenciando a
caracteristica vibracional.

No transformagdo entre um anel humuleno e um anel tipo-humuleno, com

remogao de duplas ligagao poderia estar relacionada a agao reversa de uma liase.
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Esta enzima catalisa quebra de ligagdes quimicas por uma reacdo de eliminagao,
gerando uma dupla ligagao. A reacao é diferente de hidrélise ou oxidagdo. O produto
final normalmente possui uma nova dupla ligagdo ou uma estrutura ciclizada. A
reagao reversa também é possivel e € denominada adigdo de Michael (Lyase,
WIKIPEDIA) (BRENDA).

Testes quimicos, assim como uma reagdo de ion selecionado no
experimento de massas (QTOF ESI modo positivo) (FIGURA 101) e alguns sinais no
experimento HSQC apontaram uma possivel glicosilagdo do composto ativo.
Entretanto a amostra encontrava-se em uma fase de purificagao inicial (amostra
BCO_BO01) e quando obtido o composto em maior quantidade por outras técnicas de
purificagao, nao foi possivel reproduzir tais observagoes.

Em proteinas, a glicosilagdo tem efeito sobre secregcdo, estrutura,
estabilidade, propriedades, processamento intracelular e atividade (ARORA, 2004).
De forma analoga, a glicosilacao de produtos naturais lhes conferem as mesmas
funcées. A sintese e degradacdo de glicosideos envolve trés passos principais:
ativacdo de aguUcares por fosforilagdo; transferéncia de residuos glicosil para
aceptores; e hidrolise de glicosideos por glicosidases (LUCKNER, 1984 , p. 112).

A via metabdlica dos terpendides e policetideos ja estdo bem estabelecidas.
A via dos anéis tropolones, entretanto, s6 foi recentemente identificada (CAIl et al.,
2012). A via dos meroterpendides, que incluem etapas de ambas vias metabdlicas
para sintese de compostos como a pycnidiona, ainda nao foram estabelecidas. A
indicacdo de uma possivel glicosilagdo do composto ativo podera ser um indicio
inovador que explique algumas etapas de via biossintética desses compostos de via
metabdlica mista.

O teste de fenol sulfurico mudou a intensidade da coloragao alaranjada, mas
somente quando testados 2 mg de amostra. O teste quimico de Keller Kelliani
também resultou positivo. Apesar de primordialmente usado para saponinas, o teste
também identifica glicosideos. O método do DNS néo indicou aglcar redutor, assim
como o teste de Molisch néo identificou residuos de agucares (apesar de criar efeito

turvo).
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FIGURA 101 - REACAO DE ION SELECIONADO (697,62)
IONIZAGAO MODO POSITIVO - MS

A elucidagdo estrutural de uma molécula, a partir de uma fonte
anteriormente desconhecida, agregara valor ao bioprocesso, pois este sera
direcionado ao desenvolvimento de um futuro medicamento com agao leishmanicida.

A estimulagao quimica e a fotoregulagao sao fatores que podem influenciar a
fisiologia e as rotas biossintéticas de fungos (ARORA, 2004 , p. 371). Com a
definicdo de método analitico, o composto ativo pode ser prospectado em meios de
cultura com diversas fontes de carbono e nitrogénio. Considerando menores custos,
o crescimento do fungo poderia ser otimizado para produgdo do composto de
interesse. Entre os fatores que influenciam seu crescimento, pode-se elencar os

seguintes:

1. Quantidade e qualidade da matéria prima do meio de cultura;
2. Uso de agua deionizada (micronutrientes);

3. Temperatura de fermentacado (variagdes sao toleradas), a 37°C o
crescimento é minimo, mas o microrganismo sobrevive;

4. pH inicial;

5. Constituicdo do meio de fermentacao;

6. ldade do in6culo;

7. Fragmentagdo do indculo;

8. Método de agitacao;

9. Oxigenagao do meio;

10. Luminosidade (radiacao ultravioleta).
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A viabilidade econdmica de um medicamento depende em grande parte da
facilidade de obtengdo dos componentes a partir da matéria-prima utilizada. Ha
relatos que demonstram a existéncia de maior ou menor concentragao de classes de
metabolitos secundarios em diferentes partes de planta (LIMA et al., 2015). Este
problema € menor em Bioprocessos industriais, pois € possivel obter condi¢cdes
controladas e reprodutiveis (DORAN, 2013).

Métodos de sintese ou semi-sintese por vias quimicas ou bioquimicas
costumam ser economicamente atrativas, entretanto desde que seja possivel
viabilidade técnica na produgdo de moléculas complexas, sobretudo se houver

necessidade de resolugcdo de enantidmeros (ROLDAN et al., 2004).
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6 CONCLUSOES

O bioprocesso por fermentagao liquida em biorreator, utilizando um fungo,
teve produtividade aproximada de 300 mg de um composto ativo com atividade
leishmanicida por batelada de 10 litros, em 7 dias de cultivo em meio de cultura
definido (glicose).

O composto foi isolado tanto de biomassa como de caldo de fermentacao;
mais facilmente da biomassa.

O isolamento e purificagdo do composto ativo apresentou certa dificuldade,
devido a complexidade do extrato diclorometano, sendo necessario 4 bateladas de
cultivo em biorreator para isolamento do composto através do processo de
cristalizacao.

A melhor condicao de cristalizagao foi o processo com extrato de biomassa
(5 L extrato concentrado) e solubilizado em mistura diclorometano metanol com
precipitacao lenta a temperatura ambiente (aproxim. 7 dias).

A melhor condigcao de recristalizagao foi com acetato de etila e solugao
aquosa de bicarbonato de sodio.

O composto ativo foi identificado como Pycnidiona (HARRIS et al., 1993) ou
Eupenifeldin (MAYERL et al., 1993), dois estereoisdmeros de denominagao distinta.
A elucidacao estrutural foi concluida a partir do conjunto de informagbes de
caracterizagdo quimica, técnicas espectroscopias e espectrométrias.

O fungo produtor do composto ativo foi identificado por técnicas de Biologia
Molecular e observagao de formagéao de esporos, sendo classificado como género
Phaeosphaeria sp., ordem Pleosporales.

Fungos da ordem Pleosporales, especialmente do género Phaeosphaeria
sp. € Phoma sp. (género reclassificado), possuem relatos na literatura para
produgao de compostos pycnidiona (HARRIS et al., 1993).

O composto ativo teve agao leishmanicida maior que o farmaco antimoniato
de meglumina (Glucantime) em concentracao de inibigao calculada em 1Csg 0,72 pM
contra L. (L.) amazonensis, 0,66 uM contra L.(L.) infantum e 0,58 pM contra L.(V.)

braziliensis. O relato desta atividade é inédito.
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7 RECOMENDACOES

A identificagao estrutural de um composto bioativo abre muitas perspectivas
para trabalhos futuros.

Na area de Bioprocessos, deve-se verificar o efeito de oxigenagao sobre a
produtividade do biocomposto, pois alguns indicios apontam dependéncia direta
entre oxigenagao e produto. Sera necessario testar se as fases anteriores a fase
estacionaria tem produtividade do composto, mesmo se for acelerada a velocidade
de crescimento. Sugere-se que sejam testados outros meios de cultivo complexos,
levando em consideragao uma metodologia precisa de quantificagdo do produto.
Também serao necessarios testes de estabilidade para complementar informagdes
relevantes a formulacdo de um possivel farmaco.

Nas areas de Quimica e Bioquimica sera necessario verificar se o composto
produzido € o Unico isémero isolado. Portanto, deve-se determinar a estereoquimica
absoluta da molécula por técnicas de difratometria de raio X e técnicas Opticas. Caso
exista mais de um isdbmero, deve-se verificar se todos possuem atividade. Além
disso, deve-se verificar se a molécula é realmente glicosilada, de acordo com fortes
indicios deste trabalho.

Em trabalhos futuros, em que seja necessario o uso quantitativo da técnica,
sugere-se estudos de padronizagao, verificagao e validagao para utilizagao de HPLC
e HPLC-MS. Caso seja possivel, deve-se aproveitar a técnica de RMN quantitativa,
pois 0s sinais da regido de aromaticos podem servir para estabelecer um sinal
referéncia, livre de sobreposigoes.

Na area de Parasitologia, sera necessario testar o composto ativo em
modelos in vivo. Com a determinacéo de pureza e a informacéo precisa da estrutura
molecular, pode-se correlacionar melhor os resultados entre dose e atividade. Evita-
se, portanto, o gasto excessivo de animais. Uma outra frente que se abre sao testes

contra outras espécies de parasitos.
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ANEXO 1 — Perfil de solubilidade

RESULTADOS DO PERFIL DE SOLUBILIDADE

Solvente

Resultado

Diclorometano

Cloroférmio
Acetona
Acetato de Etila
Eter etilico

Eter de Petroleo

Hexano

Ciclohexano

Acetonitrila (ACN)
Acetonitrila aquosa
Dimetilsulféxido (DMSO)

Dimetilformamida (DMF)
Terc-butil-metil-éter
Metanol

Etanol

Benzeno
Tolueno

Agua (pH neutro)
NaOH (5%)
NaOH (0,5%)
NaHCO; (5%)

NaOH (5%) neutralizado por

NaHCO; (5%)
HCI (5%)
H,SO, (96%)
H,PO, (85%)

Soluvel, mas diminui a solubilidade a frio ou para cristais ja
formados. Otimo solvente para cristalizagéo

Soluvel

Soluvel quando junto ao extrato bruto

Soluvel, exceto a baixa temperatura

Insoluveis cristais, mas quando evapora tudo hé o
aparecimento de uma fragao “cor branca” pelas paredes do
tubo. (Possivelmente algum fragmento da molécula havia
sido solubilizado)

Baixa solubilidade, melhorada em muito quando adicionado
pouco de acetato de etila

Muito baixa solubilidade

Muito baixa solubilidade

Soluvel, mas demora (baixa solubilidade), somente overnight
Baixissima solubilidade

Soluvel, média solubilidade. Boa solubilidade quando
sonicado

Soluvel

Soluvel

Baixa solubilidade. Boa se estiver previamente solubilizado
em DCM

Baixa solubilidade, mas étima solubilidade em conjunto com
acetato de etila

Média solubilidade

Soluvel

Insolavel

Soldvel

Soluvel

Insolavel

Insolavel (Precipita)

Insoltvel
Soluvel
Soluvel, mas logo precipitou.
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REACOES PARA PESQUISA DE GRUPOS QUIMICOS E RESULTADOS

Pesquisa de... / teste
indicativo de...

Reagente de deteccao
Referéncias)

Resultados

Compostos organicos

Compostos organicos

Grupos hidrofébicos
Duplas ligagoes

Fungéo alcool ou aldeido
Aldeidos, Aldeidos
aromaticos, insaturagao alfa
beta, grupos carbonil
Fenois

Aminas primarias,
secundarias e terciarias
Fenois

Fendis

Terpene-aldeidos,
flavonoides, carbohidratos
Coumarinas

Flavonoides

Flavonoides
Coumarinas

Alguns flavonoides
Esteroides

Agucares

Acucares
Agucares

Agucares

Compostos insaturados e
alcoois

Compostos redutores e
acidos aromaticos
policarboxilicos.

Acidos carboxilicos

Acidos organicos

p-anisaldeido

Acido sulftrico etandlico

Agua
lodo e reflectancia por UV 365 nm

Dicromato de potassio
Acido tiobarbiturico, HCI

Folin Ciocalteau
Cobalto : tiocianato

FeCls, conforme apostila de
farmacognosia

Benzidina diazotizada
Benzidina

KOH, 5%

Ethanolamine diphenylborate
(reagente flavone acordo com
NEU)

Cloreto de aluminio

UV 365 nm

Ammonium iron(lll) sulfate
TFA 0,1% em cloroférmio

Teste de Molisch

DNS
Fenol sulfdrico

1-naphtol-&cido sulfdrico
Permanganato (KmnQ,)

Permanganato de potassio
alcalino (com carbonato de calcio)
(no.249)

verde de bromocresol

F. Bryant, B.T. Overell, Biochim.
Et biophys. Acta 10, 471 (1953).
Verde de Bromocresol — azul de
bromophenol — permanganato de
potassio (no.43)

J. Paskova, V.J. Munk, J.
Chromatog. 4, 241 (1960)

Positivo inespecifico (cor cinza
em fundo vermelho em UV365)
Mancha escura visivel apos
aquecimento

(se diluido, laranja em UV365)
Positivo. Spot branco em silica
Positivo. Spot laranja e, se
amostra concentrada, marrom
Positivo — Spot verde (vis)
Positivo. Spot cinza esverdeado.

Positivo. Spot cinza azulado.
Negativo

Positivo em cloroférmio
para fenois

Positivo. Cor instantanea.
Indefinido

Positivo inespecifico. Apenas
fluorescéncia azul em UV 365 nm
Negativo

Negativo

Positivo (ndo especifico). Spot
azul em UV365

Negativo

Positivo (nao especifico). Spot
azul em UV365

Negativo, mas com mudanca de
cor

Negativo

Positivo inespecifico, impossivel
diferenciagao por
espectrofotdmetro.

Positivo inespecifico

Positivo (manchas amarelas
instantaneas)

Positivo (manchas amarelas e
laranjas, fundo rosa)

Positivo (spot amarelo em fundo
azul claro)

Positivo.
Spot azul em fundo azul claro.
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Pesquisa de... / teste

Reagente de deteccéao

Resultados

indicativo de... Referéncias)
Grupos antraguinonas ou Fluorescéncia em UV 254 nm Foi possivel perceber, além do
benzofenonas http//www.reachdevices.com/TLC  efeito quenching, efeito

o _stains.html fluorescente apos excitagdo com

0

Heterosideo Antraquidnico

Antraguinonas, Fenonas
Taninos

Taninos

Alcaloides

Alcaldides

Amino4cidos,aminas e
amino-sacarideos
Lactonas sesquiterpénicas
(indicativo de geninas com
anel lacténico pentagonal
insaturado)

Monoterpenos,

Sesquiterpenos e Diterpenos

Alcools, fendis, esteroides e
Oleos essenciais

Esteroides

Iriddides

Cardenolicos

(indicativo de anel
pentagonal lacténico
insaturado)

Esterdides e/ou Terpenos
Esterdides e/ou Triterpenos

Reacao de Borntraeger
(solugcéo de NH4OH)

Dietilamina
FeCl; etandlico

Precipitagcao de proteinas
(gelatina)

Reativo de Mayer

Reativo de Dragendorff

Reativo de Hager

Reativo de Ehrlich

Dragendorff (variante)
Adicionou-se 2 gotas de HCI 3N.
Apos, adicionou-se de 1-2 gotas
de reagente de Dragenddorff

Ninhidrina
Reacéao de Baljet

(acido picrico)

Vanilina Sulfurica

Vanilina Sulfarica

Vanilina Fosforica
Fluoroglucinol

Reagao de Kedde
(acido dinitrobenzéico)

Cloreto de zinco
Liberman Liebermann-Burchard

UV 254 nm (caracteristicos
destas classes)

Positivo inespecifico.

Nao foi realizada extragao
seletiva para heterosideos
antraguinénicos. Houve
desenvolvimento de coloracao
vermelha na solugdo alcalina
devido a ionizagao de hidroxilas
fendlicas (tropoldnicas).
Negativo em placas CCD
Negativo para taninos

Em placa CCD observou-se um
tom mais escuro para coloragao
preto indicando a presenca de
polifendis no extrato bruto
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Nao foi observada mudanga de
coloragao, que a principio era
transparente, apés acrescentar o
reagente de Dragenddorff.
Portanto nao indica a presenca
de alcaloides por este teste.
Negativo

Negativo em tubo de ensaio.

Positivo. Cor roxa caracteristica
apos aquecimento.

Positivo. Cor roxa caracteristica
apos aquecimento.

Positivo inespecifico

Positivo

Negativo em tubo de ensaio

Positivo inespecifico.
Negativo em tubo de ensaio e em
placa CCD.
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Pesquisa de... / teste
indicativo de...

Reagente de deteccéao
Referéncias)

Resultados

Esteroides e/ou Triterpenos

Esteroides e/ou Triterpenos

Saponinas
(esteroidais ou
triterpendides)

Saponinas (esteroidais)

Saponinas

Saponinas

Ergosterol

Aldeidos e cetonas

Compostos com grupo SH-
(cisteina) ou grupo dissulfeto
Corticosterides e compostos
redutores.

Acidos sulfénicos

Enxofre em sulfetos
Inespecifico
(efeito quelante)

Reacao de Keller Kelliani

Reagao de Tollens

Reagao de Xantidrol
Reacéao de Raymond ou de
Marthoud

Reacéo de Legal

Teste de espuma

(Reacgao de Fontan-Kendell)

(meio alcalino e meio acido)

Reagente de Sanje’s

(1% vanilina acido sulfarico)
Reagentie de Lafon’s

(ferric sulfate amonium, acido
sulfarico e metanol)

Acetato de chumbo
[+] 1% (ref PC)

Salkowski

(CHCI3 + H>S04)
2,2’-Diphenylpicrylhydrazyl
(15mg 2,2’-DPPH em 25 mL
cloroférmio)

Nitroprussiato

Azul de tetrazolium

Formagao de sais com hipoclorito
de sédio

Cloreto de bario em HzPQO,4
FeSO,NH,

Positivo em tubo de ensaio.
Desenvolvimento de cor verde e
anel cor marrom nas paredes.
Demora em solubilizar em acido
aceético.

Indefinido

Positivo em tubo de ensaio:
espuma estavel em meio alcalino
e meio acido (mais de 30
minutos)

A maior parte da espuma
permaneceu na amostra apos
repouso overnight.

Indicativo de saponinas
triterpendides

Negativo em tubo de ensaio sem
aguecimento.

Positivo em tubo de ensaio.
Desenvolvimento de coloracao
verde forte. O esperado era
verde-azulado.

Positivo. Precipitagao gerou
precipitado branco turvo em
amostra 0,1% em meio aquoso
em tubo de ensaio.

Positivo para extrato bruto

Positivo. Nao foi necessario
aquecimento. Spots amarelos em
um fundo parpura.

Negativo

Positivo inespecifico

Inespecifico. A reagao com
hipoclorito de sédio liberou um
odor doce incomum. Houve
formacao de cristais em solugao
aguosa, mas o teste é
inespecifico.

Negativo. Nao deixou precipitado.
Quando misturado com
FeSO4NH, (sulfato de ferro
amoniacal) houve precipitado
vermelho
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ANEXO 3 - Estereoisdmeros
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ANEXO 4 — HSQC 400 MHZ

Anexos

306

pPm

. 2.0 . .



307

Anexos

ANEXO 5 — HMBC (SHMBC)

wdd g0 0°T 2°T ¥#°T 9°T 8T 0°C 2°Z ¥'2 9°¢

06
0% —
0¢ -

0Z -

I

|

o
jor e ¥ |
]
-
¥ R
LR ]
[ | »
|
(I}
o f
(ALY
]
L
o
P
4

udd




Anexos
=
O, O (-] -] o
Q, N o) <" LO

I

ha

PP

. 0.0

308



ANEXO 6 — fases movel de ccd e resultados
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Denominacao . Resultado
Fase movel Constituicao
Boa separagcdo, s6 estava muito
180712 CHCl5:EtOAC:ACN concentrado. Sillica ativada. Parece
15:15:3 que isbmeros de pool142 deram
bandas contiguas.
Otimizado para apolares. Funcionou
CHCl3:EtOAC:ACN para separar amostras azul claro de
FM1 cTif
50:50:2
azul forte.
Extrato do B02 resultou em
- EtOAC:MeOH:H,O composto ativo com Rf 0 a Rf0,111 e
100:13:10 visualizado em UV 254nm como spot
em forma de arraste com quenching
Amostra Xdcm apresentou bandas
- EtOAC:MeOH:H,0 contiguas bem definidas no UV254
100:13,5:10 (isomeria?). Na época acreditava que
BV era fracao ativa
Otima para separagao do extrato de
FM2 EtOAc:MeOH:H,0 trigo em fase aberta, sem tampa e
100:13,5:10 _ )
sem saturacao de camara.
Otima separagdo, mas composto
ativo ficou em Rf 0-0,111, perceptivel
Hex:EtOAc em UV254 como azul forte, spot tipo
chama.
30:40
C:\Users\Ricardo\Desktop\fotos -
FM3

fic\002 - TLC\FM3 - Hex-EtOAc (3p4)\
20062013121916.jpg

C:\Users\Ricardo\Desktop\fotos -
ic\BO1ppto bco pos sist solv. - FM3
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FM3 antiga

FM382

FM1702

FMO0603 Extra

FM1004

FM

FM1402 extra

Hex:EtOAc
30:40 pos evaporagao longa

CHCI3:MeOH:NH,OH

CHCI;:MeOH:NHOH
20:0,56:0,04

CHCl;:MeOH:(MeOH 10% NH,OH)
20:0,2:0,4

FM603 20mL extra 3mL MeOH 20%
HOAc exira 1mL H20

Cloroférmio: Metanol : 4cido acético :
agua

DCM : EtOAc : ACN
(camara aberta, p6s mais volatil semi-
evaporar, entao Chamber sat.)

FM382
Com 2% total MeOH-NH,OH(10%)
Com 4% total MeOH-NH,OH(10%)

6tima separagao apolares, alvo com
fluorescencia azul

Boa resolucao, exceto para
composto ativo

-..

i , l
,,{,'ﬂm“!!.‘ al!l i

"rn

BCUD3 — varias concentragbes

Boa para diferenciar perfis de extrato
bruto, sem diferenciacao de
composto ativo.

Total 2%

Migragao lenta, inclusive ACL com
Rf~0,1

Total 4%

BO1 — difundiu apolares, mas alvo
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FM

FM (benzeno)

FMO0603

Fm1004

FM2505

FM2006

FM2006

25052014172420

FMO0108
FM 4
FM 5
FM 6

FM
FM
FM

FM

FM

FM 2605
BAW; EBAW
IPA

FM (acetona)
FM (metanol)

DCM : EtOAc : ACN
50:50:2

Benzeno:Etanol
(90:10) (95:5)

CHCI;: MeOH : HOAc

Cloroformio: Metanol : acido acético :
agua c/ mais CHCl,

CHCI3 : EtOH:DCM
20:12:18

EtOAc : EtOH abs : NH,OH
42:38:3

FM2006 COM 10% H»0

Hex:EtOAc:HOAC (65:35:2)

Tolueno : EtOAc (9:1)

hexano:diclorometano:acetona
2:1,51
Hexano:DCM:Acetona:MeOH
2:1,5:1:0,5
CHCI3:EtOAc:H,0O:MeOH

[BmL FM2 + 0,5mL MeOH]
PetrolEther : MeOH

9:1

Acetona:H20 49:1

ButOH : HOAc : H,O

20:5,5:25

EtOAc : EtOH : NH,OH

42:38:3

MeOH:H,O

10:40

Benzeno (s6 benzeno ou com EtOAc)
butanol — &c. acetico -agua (12:3:5).
2-propanol

Acetona

MeOH:H,O (4:1) — internet e Stahl

fluorescencia azul forte em forma de
chama desde Rf 0.

Pool 142 — bem separado

B02 — bem separado, mas Rf0 a
0,11 (arraste)

Xdem: Ri~0.6 +arraste (spot forma
de coragao)

Sdem: Rf~0,9 3de3.5 +arraste e
Rf~0,2

Boa para separagéao geral

Separacao lenta, bem definida, 6tima
para analise, mas impropria para
amostras concentradas

Otima, desde que se evite sistemas
bifasicos

Boa para separacéao geral,
especialmente no bidimensional

Fluorescéncia provavelmente
depende da presenca do NH,OH,
pois composto na FM2006
apresentava fluorescéncia bastante
intensa

30062014204429.jpg;
30062014204221.jpg;

BCO_BO01 esta em arraste, desde
Rf0 a Rf 0,113 (conferido), tanto na
amostra B02 como no BCO_BO01

Carreou somente apolares, apesar
do acido acético

Boa separagdo para apolares (nao
fragao ativa)
Insatisfatoria

Insatisfatoria
Insatisfatoria
Insatisfatoria (exceto para apolares)

Insatisfatoria
Insatisfatoria

Insatisfatoria
Insatisfatoria

Insatisfatoria
Insatisfatoria
Insatisfatoria
Insatisfatoria
Insatisfatoria
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Focalizagao
bidimensional /

Constituicao 1D e 2D

Observacao / codigo

Resultado
(2D ascendente)

Focalizagao pela
primeira dimenséo
FM2006 - 1D, 12
FM1004 - 1D, 22
FM2006 - 2D, 12

Preparativo para
bioensaio

1D

FM1004 ¢/20%
(50:6:0,8)
(considerando
solugao estoque)

2D

8 EtOH absoluto
8 EtOAc

8 gotas NH,OH

Focalizagao pela
segunda dimensao
FM2006 - 1D
FM1004 - 2D

20062014171635.jpg

Amostra BCO_BO01
NMR em CHCl,4

11062014182046 -
Cépia.jpg

Amostra BCO_B01
NMR em MeOH
solubilizado para
analise LCMS
(composto bruto)

No.3 pode ser o Unico

interferente do
composto bruto
(BCO_BO01)

1 e 2 podem ser a

mesma molécula, s6

que a quantidade de
NH40H nao foi
suficiente para

neutralizar todo acido

e portanto alguma

fragao ficou ionizada

(1), adsorvendo
fortemente a silica e
nao eluindo com a
fase mével para o
bioensaio

20062014160242.jpg

Focalizou na segunda

dimensao,
percebendo-se que
com FM2006

manteve no local fixo,

engquanto FM1004
focalizou composto
unico no spot tipo
spot

<1D

<1D
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Dispersao de bandas
com posicionamento
central

FM1106 - 1D
(benzeno:EtOAC)

FM1004 — 2D
CHCI3 :
MeOHc/ac.acético :
agua

(50: 6 (20%weight) :
0,8)

Ampla separagao de
apolares

FM1004 — 1D
FM2+MeOH+NH40OH
-2D

Dispersao ampla
favorecendo excitacao
UV 365 nm

FM3 gotas NH4OH —
1D

FM1004

(CHC|3ZMEO HQO%ZHQO)
(101:10:0.8 mL
apenas)

-2D

11062014184219.jpg

A primeira dimensao
distribuiu
relativamente bem,
mas a molécula alvo
ficou no meio. A
segunda dimensao
ficou com muito
metanol e acido
acetico. Seria melhor
se adiciona-se mais
cloroformio.

02062014155957.jpg

Apresentou dispersao
resoluta boa, com
spots bidimensionais
pequenos, mas
também perceber que
a placa foi aprox.
15cm x 12 cm.
Perceber que o0 2D
serviu apenas para
dispersar o que nao
era alvo, que
teoricamente ficou no
Rf-0 quando na
seguda dimensao.

02062014112559.jpg

A concentragao mais
baixa permitiu a
separagao
bidimensional mais
distribuida. Quando
na presenca de
NH,OH, a amostra
ficou no fronte, mas
com FM1004 foi
carreada. Perceber a
area preta.

1D->a8

<1D

<1D



Unidimensional com
duas corridas
consecutivas
(12e29)

A—

Pos outras 3 fases
CHCI3:EtOH96:DCM
(12:8:10)
esbranqguigado

B-
CHCI3:EtOH96:DCM
(12:12:8) 22 — a parte
carreada ficou junto
ao fronte

25052014165217.jpg

Apenas parte da
amostra percorreu
junto com a 22 fase
movel. Percebe-se
que o spot alvo
(formato chama)
resultado do FM1004,
permaneceu no lugar,
mesmo apés a
mudanca de fase
movel com etanol
hidratado e
qic[orometano.

E possivel que a falta
de éacido fixou parte
da amostra ionizada
na silica. Isto pode
ser observado pois ha
um arraste continuo.
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ANEXO 8 — CONTIG DA REGIAO amplificada ITS fungico

Fungo desconhecido (Unkown Icljquery_ 226269, destacado em amarelo)

Identificado como Phaeosphaeria sp.

AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAATTCAGTAGCTTGCTACTGTTAG
GGGGGGTCTATTAGTCTGTATAGTATCACTACTGATGAGCAGCACGACCCTCTGTCTATA
CCCTTGTCTTTTGCGCACTCATGTTTCCTCGGCGGCTTGATACCCGCCGGCTGGATCAAT
CTATAACCTTTTTAATTTTCAATCAGCGTCTGAAAAACCTAATAATTACAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAT
GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTG
TCCACCATCGTGGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCAGTGTTTTGGTATTGAAGCGCA
GCACATTTTGCGCCTCTAGCCTAGAACACTAGCGTCCAGTAAGCCTTTTTCCACTTTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
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