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RESUMO

SOUSA, 1. P. Biotransformacoes dos acidos ent-polidltico e ent-diidroagatico por
culturas microbianas e microssomas hepaticos. 2018. 236f. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Os diterpenos labdanos acidos ent-polialtico (AP) e ent-diidroagatico (ADA) sdo metabolitos
secundarios amplamente distribuidos em diversas espécies vegetais, sendo particularmente
comuns nos exsudatos extraidos dos troncos das arvores do género Copaifera (Leguminosae-
Caesalpinioideae). Estas oleorresinas apresentam diversas atividades biologicas e sdo
utilizadas na medicina popular desde a época dos indios pré-colombianos. Apesar de sua
ampla utilizagdo, ndo ha estudos acerca de seu metabolismo. Estudos de biotransformacao
com constituintes bioativos como o AP ¢ ADA podem contribuir para o entendimento de
reacdes metabolicas in vivo das oleorresinas. Além de indispensaveis na fase pré-clinica de
desenvolvimento e otimiza¢do de farmacos, os estudos de biotransformacao in vitro também
podem propiciar a obten¢do de novas estruturas quimicas farmacologicamente ativas. Assim,
os diterpenos AP e ADA foram submetidos a estudos de biotransformacao com diferentes
tipos de biocatalisadores: fungos filamentosos, micro-organismos do trato gastrointestinal e
microssomas hepaticos humanos. Foram obtidos quinze metabolitos de biotransformagdo com
os fungos Cunninghamella elegans, Cunninghamella echinulata e Aspergillus brasiliensis,
sendo treze estruturas ainda nao descritas na literatura. A reacdo enzimatica mais comum
promovida pelos fungos sobre os diterpenoides foi a hidroxilagdo, porém isomerizagdo da
ligacdo dupla e acetilagdo também foram identificadas. Apesar de terem sido detectadas
diminui¢des acentuadas nas concentragdes dos diterpenos nas culturas com os micro-
organismos do trato gastrointestinal, os rendimentos dos processos de biotransformac¢do na
escala de produgdo desenvolvida ndo propiciaram metabolitos em concentragdes satisfatorias
para isolamento. Apesar dos baixos rendimentos, foi possivel propor através de
espectrometria de massas a estrutura de quatro derivados oxidados e/ou metilados do ADA
apods incubacdo com Saccharomyces boulardii, Lactobacillus fermentum, Escherichia coli,
cultura mista com probidticos do género Lactobacillus e cultura mista com os probiodticos do
género Bifidobacterium. O é4cido ent-agatico foi identificado entre os metabolitos propostos,
indicando a necessidade de mais estudos acerca do metabolismo dos constituintes das
oleorresinas de Copaifera, uma vez que o acido agatico ja foi reportado na literatura como
abortivo em mamiferos. Para os metabodlitos obtidos com microssomas hepaticos humanos
foram propostas quatro estruturas oxidadas no metabolismo de fase I e quatro estruturas
conjugadas com &cido glucurdnico no metabolismo de fase II e fase I e II combinados. Os
precursores e os derivados majoritarios de biotransformacdo foram submetidos a ensaios de
citotoxidade com células tumorais das linhagens Caco-2, HeLLa e MCF-7, além da linhagem
normal MCF-10A. As mudangas quimicas promovidas pelos fungos na estrutura do ADA ndo
acarretaram mudancas significativas em sua atividade bioldgica, enquanto a maioria dos
derivados do AP apresentou menor efeito citotoxico. Apenas o metabolito PO6(AP)
apresentou atividade cerca de quatro vezes maior (ICso= 62,6 uM) que o precursor, sugerindo
que a migracdo da dupla e a introducdo de grupo acetato na estrutura do AP pode ser uma
estratégia para obten¢ao de derivados mais ativos frente a linhagem HeLa. De modo geral, os
resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia da biotransformacdo como estratégia
para obten¢do de novas estruturas quimicas e contribuem para o entendimento do
metabolismo de constituintes bioativos das oleorresinas medicinais de Copaifera.

Palavras-chave: biotransformac¢ao, acido ent-polialtico, acido ent-diidroagatico, micro-
organismos, microssomas hepaticos.
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ABSTRACT

SOUSA, 1. P. Biotransformations of ent-polyalthic acid and ent-dihydroagathic acid by
microbial cultures and liver microsomes. 2018. 236p. Thesis (Doctoral). School of
Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — University of Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The labdane diterpenes ent-polyalthic (AP) and ent-dihydroagathic (ADA) acids are
secondary metabolites widely spread in several plants. Both diterpenes are particularly
common in the oleoresins extracted from the tree trunks of Copaifera sp. (Leguminosae-
Caesalpinioideae). These oleoresins have several biological activities and have been used in
folk medicine since the pre-Columbian Indians times. Despite their wide use, research on the
metabolism of the oleoresins is lacking. Biotransformation studies with their bioactive
constituents such as AP and ADA may contribute to the understanding of in vivo metabolic
reactions. In vitro biotransformation studies are mandatory in the preclinical stage of drug
development and optimization and can also provide new pharmacologically active derivatives.
Given that, the diterpenes AP and ADA were submitted to biotransformation studies with
different types of biocatalysts: filamentous fungi, microorganisms from the gastrointestinal
tract and human liver microsomes. The biotransformation with the fungi Cunninghamella
elegans, Cunninghamella echinulata and Aspergillus brasiliensis afforded two known
structures and thirteen new metabolites. The most common enzymatic reaction by the fungi
was hydroxylation, but isomerization of the double bond and acetylation were also detected.
Although the microorganisms from the gut microbiota were able to reduce the concentration
of the diterpenes in the cultures, the biotransformation yields of the processes were not
enough for metabolite isolation. Despite the low yields, four oxygenated and/or methylated
metabolites were proposed by mass spectrometry, after incubation of ADA with
Saccharomyces boulardii, Lactobacillus fermentum, Escherichia coli, mixed culture with
Lactobacillus sp. probiotics and mixed culture with Bifidobacterium sp. probiotics. The
diterpene ent-agathic acid was identified among the metabolites, indicating the need for
further studies on the metabolism of Copaifera oleoresin constituents, since agathic acid has
already been reported as abortive in mammals. Four oxygenated structures and four
metabolites conjugated with glucuronic acid were proposed for the phase I and phase II
metabolism with human liver microsomes, respectively. The antiproliferative effects of the
diterpenes and their major biotransformation derivatives were evaluated against the cancer
cell lines Caco-2, HeLa and MCF-7 and the normal cell line MCF-10A. The chemical
changes promoted by the fungi in the structure of ADA resulted in no significant changes in
its biological activity. Most AP’s derivatives displayed lower cytotoxic effects, except for the
metabolite PO6(AP), which showed to be four times more active (ICsp = 62.6 uM) than its
precursor. The migration of the double bond and the introduction of the acetate group in AP’s
skeleton were associated with the greater biological activity. The results obtained herein
reinforce the use of biotransformation as a strategy to obtain new chemical structures and
contribute to the understanding of the metabolic pathways of bioactive constituents of
Copaifera medicinal oleoresins.

Keywords: biotransformation, ent-polyalthic acid, ent-dihydroagathic acid, microorganisms,
liver microsomes.
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1 INTRODUCAO
1.1 Biotransformacao

‘“

a natureza nada se cria, nada se perde, tudo se transforma”
Antoine Lavoisier

A biotransformacao esta presente na humanidade hd centenas de milhares de anos. Os
primeiros registros da utilizagdo de processos de biotransformacdo datam de 5.000 a.C.,
quando os babilonios utilizavam micro-organismos para a conversdao do etanol em &acido

acético (LERESCHE & MEYER, 2006).

Acredita-se que a produgdo de vinagre (Figura 1) surgiu concomitantemente com
producao de etanol a partir da fermentacao de carboidratos, técnicas também muito utilizadas
no Antigo Egito. A hidrolise da caseina para a produg¢do de queijo € outro processo de
biotransformacao utilizado por nossos antepassados e seu emprego data da época de 800 a.C.

(LERESCHE & MEYER, 2006).

Acetobacter
~"SOH + O —_ OH + H,0

Figura 1. Produgdo de vinagre a partir do etanol, reportado como um dos
primeiros processos de biotransformagdo utilizados pela humanidade
(adaptado de VASIC-RACKI, 2006).

Os primeiros conceitos e definigdes de biotransformagdo, no entanto, surgiram apenas
no século XX. Segundo Hanson, 1995, a biotransformacao pode ser definida como o uso de
sistemas bioldgicos para promover modificagdes quimicas em substratos ndo naturais. De
acordo com a IUPAC, a biotransformag¢do ¢ a conversdo quimica de substincias por

organismos vivos ou preparacdes enzimaticas (WERMUTH et al., 2009).

E frequente observar certa confusio na utilizagdo dos termos metabolismo e
biotransformacao. Ainda segundo a IUPAC, o metabolismo possui uma defini¢do mais
abrangente, englobando os processos de catabolismo e anabolismo para a manutengdo da
vida. No entanto, na area de farmacologia e quimica farmacéutica, o metabolismo geralmente
refere-se a biotransformagdo de xenobidticos e esses termos podem ser utilizados como
sinbnimos (SILVERMAN & HOLLADAY, 2014). Outros autores da darea, porém,

consideram a biotransformacdo como uma etapa do metabolismo de farmacos, que seria o
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conjunto dos processos de absor¢ao, distribui¢do biotransformacgao e excrecdo (PARKINSON

& OGILVIE, 2012).

A definicao dada por Hanson (1995) supde que metabolismo e biotransformacao se
diferenciariam pelas modificagdes enzimaticas promovidas em substratos naturais endogenos
e xenobidticos, respectivamente. No entanto, de acordo com Parkinson e Ogilvie (2012), a
biotransformacao englobaria a conversao metabolica tanto de substratos endégenos quanto de

xenobidticos.

Como ¢ possivel observar, ha diferentes definicdes para o termo biotransformacao na
literatura, sendo algumas delas conflitantes e indicando a auséncia de um acordo definitivo até
entdo. Na drea de quimica de produtos naturais, ¢ comum o emprego dos termos

biotransformac¢ado, metabolismo, bioconversao e biocatdlise como equivalentes.

Vale ressaltar que alguns autores ainda diferenciam a biotransformagao da biocatélise,
sendo a ultima um termo empregado para conversdes por enzimas isoladas livres ou
imobilizadas, ndo utilizando sistemas vivos como na biotransforma¢ao (LERESCHE &

MEYER, 2006).

A biotransformagao de xenobidticos em organismos vivos ¢ dividida em duas etapas
conhecidas como metabolismo de fase I e metabolismo de fase II. Em humanos, estas etapas
visam a conversao de substancias hidrofobicas em substancias mais hidrofilicas de maior peso
molecular, a fim de facilitar sua excregao através da urina, suor ou bile e evitar o acimulo de

xenobidticos no organismo (GONZALEZ, COUGHTRIE & TUKEY, 2011).

As enzimas metabolicas localizam-se na membrana intracelular e no citosol das células
de orgaos do trato gastrointestinal e figado principalmente, mas também podem ser
encontradas nos rins, pulmdes, mucosa ocular e cérebro (SILVERMAN & HOLLADAY,
2014; ARGIKAR et al., 2016). As enzimas de fase I catalisam oxidagdes, redugdes e
hidrdlises e consistem em enzimas do citocromo P450 (CYP) e flavina monooxigenases
(FMO). As enzimas de fase II em geral catalisam conjugagdes com substancias enddgenas
polares como glutationa (glutationa-S-transferase), glutamina (glutamina-N-acetiltransferase),
glicina (glicina N-aciltransferase), sulfato (sulfotransferase), acido glucurénico (UDP-
glucuroniltransferase) e acetil (acetil-transferase). Conjugagdes com grupos menos polares
como acidos graxos, colesterol e grupos metilicos (metil-transferase) também podem ocorrer

no mestabolismo de fase II.
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Na Figura 2 estd apresentado um esquema geral para a biotransformacdo de

xenobidticos em humanos.

Fase | X Fase Il xR
T . —_—
Xe~nob|o|t|co X = grupo polar funcional R = glucuronil, glutationil,
(n&o-polar) (OH, epoxido, SH, NH,) metil, acetil, sulfonil, etc.

Figura 2. Esquema geral para as reagdes de metabolismo de fase I e metabolismo de fase II em
humanos (adaptado de KOPPEL, REKDAL & BALSKUS, 2017).

O entendimento das vias metabdlicas de xenobidticos tem um papel crucial no
desenvolvimento e otimiza¢do de fArmacos e ¢ considerado fundamental para a avaliacdo da
eficacia e seguranga de substancias bioativas (ASHA & VIDYAVATHI, 2009). Os estudos de
biotransformagdo fazem parte das analises de fase pré-clinica e de pesquisa clinica de novos

candidatos a farmacos.

A pesquisa clinica especificamente direciona-se aos estudos in vivo em humanos
(HUSSER et al., 2018). Este modelo de biotransformacdo ¢ o que mais se aproxima das
condigdes reais in vivo, no entanto, ha diversas implicacdes éticas, regulatoérias e de seguranga

a serem consideradas (FASINU, BOUIC & ROSENKRANZ, 2012).

Os estudos in vivo também podem ser realizados em animais como peixes (LE FOL et
al., 2017), ratos, aves, cabras, bovinos, entre outros (SUN et al., 2017). H4 uma série de
pesquisas questionando a relevancia dos resultados obtidos em animais, ndo apenas pelos
conflitos morais e éticos da utilizacdo de animais na ciéncia, mas também devido as
diferencas reportadas de metabolismo interespécies (TREZ, 2015; NEVES, 2016). Sabe-se,
por exemplo, que camundongos sdo mais sensiveis a exposi¢ao de toxicos em relacdo aos
humanos, enquanto os ratos sao menos sensiveis (ORBACH et al., 2017). Essas diferencas de
metabolismo se estendem inclusive para os modelos in vitro. Por exemplo, modelos derivados
de figado provenientes de diferentes espécies podem apresentar diferengas metabdlicas que

dificultam a extrapolagdo dos resultados para humanos.

Outra desvantagem dos modelos in vivo em geral ¢ seu baixo rendimento, dificultando a
obtengdo de metabolitos em quantidades suficientes para isolamento e analises toxicoldgicas

com os derivados de biotransformac¢do. Considerando este aspecto, alguns modelos de
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sistemas in vitro oferecem essa vantagem, como por exemplo a utilizacdo de biocatalisadores

microbianos.

Os fungos filamentosos sao modelos classicos para estudos de biotransformacao e
contam com aparato enzimatico semelhante ao dos mamiferos, sendo muitas vezes uteis para
a predicdo de vias metabdlicas em humanos (VENISETTY & CIDDI, 2003; PALUDO et al.,
2017).

As enzimas fingicas sdo capazes de catalisar uma variedade de reacdes quimicas como
hidroxilagdo, oxida¢do, reducao, epoxidacao, O-desmetilacao, O-desalquilagcao, O-metilagao,
glicosilacdo, entre outras, contribuindo para a diversidade de produtos de biotransformacao

com estes micro-organismos (SRISILAM & VEERESHAM, 2003).

Revisdes publicadas por nosso grupo de pesquisa apontam a grande capacidade
metabolica dos fungos do género Mucor para catalisar reagdes em diferentes substratos
naturais como esteroides, cumarinas, flavonoides, terpenoides e substratos sintéticos como
farmacos e pesticidas (SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2015). Algumas espécies de Mucor
apresentam enzimas com alta atividade proteolitica e lipolitica, sendo de grande interesse

biotecnoldgico (MA et al., 2011).

Fungos do género Cunninghamella sao amplamente empregados em estudos de
biotransformacdo e apresentam um repertério de enzimas pertencentes ao citocromo P450
(ASHA & VIDYAVATHI, 2009). Esta caracteristica lhes confere ndo apenas a habilidade de
mimetizar reacdes enzimaticas em mamiferos, mas também grande potencial na descoberta de
novas moléculas, dada a versatilidade das enzimas microbianas desta superfamilia, algumas
das quais ainda com fung¢des desconhecidas (BHATTACHARYA & YADAV, 2018).
Adicionalmente, como as CYPs s3o capazes de catalisar reacdes de detoxificagdo, estes
fungos também podem ser importantes em processos de biorremediacdo, incluindo de

poluentes organicos persistentes.

Outro género bastante explorado em processos biotecnoldgicos € o género Aspergillus.
Estes fungos s3o capazes de promover uma atrativa variedade de reagdes enzimaticas tais
como hidroxilagdes, oxidagdo de varios grupos funcionais, clivagem de anéis, redugdo de
ligacdes duplas, desmetilagdo, sulfatacdo, hidrélise de epoxidos e conjugagao sobre uma gama
de substratos, incluindo compostos aromaticos e diterpenoides (HE et al., 2011;
PARSHIKOV, WOODLING & SUTHERLAND, 2015; SURA, ANKIREDDY &
PONNAPALLLI, 2015).
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O co-cultivo de fungos filamentosos com bactérias pode ser um recurso interessante
para a obtencdo de novos derivados. O fungo Aspergillus niger foi co-cultivado com a
actinobactéria Streptomyces coelicolor, levando a producdo de novos metabdlitos secundarios
e obten¢do de derivados inéditos de biotransformagdo do acido o-cumarico ¢ acido cafeico

(WU et al., 2015).

Os micro-organismos do trato gastrointestinal possuem um papel central na
modificacdo de substincias ingeridas, incluindo xenobidticos, componentes da dieta e
poluentes quimicos (KOPPEL, REKDAL & BALSKUS, 2017). Os primeiros estudos
relatando a importancia da microbiota gastrointestinal no metabolismo datam da década de 50
e demonstravam as diferencas metabdlicas em animais normais, animais livres de micro-
organismos (germ-free) e animais tratados com antibidticos ou dieta condicionada

(DANIELSSON & GUSTAFSSON, 1959; SOUSA et al., 2008).

Enquanto as enzimas do figado e intestino caracterizam-se predominantemente por seu
metabolismo oxidativo e conjungativo, as enzimas da microbiota intestinal caracterizam-se
pela predominancia de reagdes hidroliticas e redutoras, expandindo o repertério de reagdes
enzimaticas do corpo humano (ILETT et al., 1990, KOPPEL, REKDAL & BALSKUS,
2017).

Assim, a utilizagdo de bactérias e leveduras do trato gastrointestinal como
biocatalisadores ¢ uma abordagem importante a se considerar no desenvolvimento de novos
farmacos, uma vez que as mesmas podem interferir na atividade, biodisponibilidade e

toxidade dos xenobidticos (SOUSA et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a microbiota intestinal ganhou papel de destaque nas pesquisas
cientificas, visto sua capacidade de interferir ndo apenas no metabolismo de xenobioticos,
mas também em processos fisioldgicos relacionados a inflamac¢do, obesidade e até mesmo
comunicar-se com o sistema nervoso central, modulando comportamentos de depressao e

ansiedade (CRYAN & DINAN, 2012).

Adicionalmente, a popularizagdo do uso de probidticos em alimentos funcionais e
produtos farmacéuticos incentivou a inclusdo das bactérias lacticas em estudos de
biotransformacao (SILVA et al., 2014; LIU, YANG & FANG, 2018). Os probioticos podem
ser definidos como micro-organismos vivos capazes de promover efeitos benéficos a saude do
hospedeiro quando administrado em quantidades adequadas (BINNS, 2014). Entre os tipos

mais comuns estdo as bactérias lacticas do gé€nero Lactobacillus, bactérias do género
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Bifidobacterium e as leveduras do género Saccharomyces. Os micro-organismos probioticos
também podem interferir no metabolismo de farmacos e xenobidticos e estar associados a

processos de detoxificagio (YANG, CHU & FIX, 2002; MECA, RITIENI & MANES, 2012).

Diferentemente de alguns fungos filamentosos, as bactérias lacticas apresentam
quantidades reduzidas de CYP, enquanto a bactéria Escherichia coli, por exemplo, sio
desprovidas das mesmas. As diferencas do arsenal enzimatico desses micro-organismos

podem ser interessantes para obtengao de diferentes metabolitos de biotransformagao.

Outros tipos de biocatalisadores amplamente difundidos sdo os modelos derivados de
figado e intestino. Alguns exemplos sdo a utilizacdo de células imortalizadas como Caco-2 e
HT-29, hepatocitos humanos, organoides intestinais, figado perfundido, preparagdes
enzimdticas como microssomas, fragdes S9 e citosolicas e biochip de figado (FASINU,
BOUIC & ROSENKRANZ, 2012; ORBACH et al.,, 2017; GROGER et al., 2017). O
desenvolvimento de modelos in vitro mais recentes levam em consideracao a arquitetura dos
orgdos in vivo e a integragdo do trato gastointestinal com o figado, a fim de se obter sistemas

mais proximos possiveis das condigdes reais.

Os microssomas hepaticos sao os modelos mais populares para screening metabolico,
estudos de interacdo e otimizacdo de farmacos e consistem em vesiculas do reticulo
endoplasmatico liso dos hepatocitos preparadas por centrifugacdo diferencial. Os
microssomas propiciam uma estimativa qualitativa do metabolismo in vivo e sdo ricos
principalmente em enzimas CYP450 e glucuroniltransferases. Apesar de apresentarem um
repertorio enzimatico mais limitado que as fragcdes S9, por exemplo, sua atividade enzimatica

pode ser considerada maior (FASINU, BOUIC & ROSENKRANZ, 2012).

Os microssomas s3o modelos de facil utilizagdo e também podem ser Gteis na pesquisa
do metabolismo de produtos naturais bioativos (ZENGER et al., 2015; BENDIKOV et al.,
2016, JIA et al., 2016). Sua utilizagao também permite a analise de variagdes metabdlicas
interindividuais e populacionais, apesar da extrapolacdo quantitativa da formacdo de
metabodlitos nesses modelos serem consideradas limitadas (FASINU, BOUIC &
ROSENKRANZ, 2012).

O metabolismo dos microssomas provenientes de ratos e humanos podem diferir quanto
suas capacidades de glucuronidacdo e quanto as isoformas das CYPs, sendo o modelo
derivado de figado humano capaz de simular mais fielmente o metabolismo in vivo

(EAGLING, TJIA & BACK, 1998; ELSBY et al., 2001; ASHA & VIDYAVATHI, 2009).
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Outros biocatalisadores utilizados em estudos de biotransformagdo sdo as células
vegetais e microalgas (CARVALHO & FONSECA, 2006), além da possibilidade de estudos
in silico, os quais utilizam ferramentas computacionais a fim de prever o metabolismo de
farmacos ou outras substancias baseados em principios fisico-quimicos e afinidade enzimatica
(ALQAHTANI, 2017). Uma abordagem mais recente consiste na combinag¢do de células
integras com metaloenzimas capazes de promover reagdes enzimaticas inéditas, contribuindo
assim para a obtencdo de maior diversidade de estruturas quimicas nos processos de

biotransformacgao (JESCHEK, PANKE & WARD, 2018).

Muitas vezes, as reagdes de biotransformagdo aumentam a funcionalidade dos
substratos, levando a formagao de derivados oxidados com maior potencial bioldgico que o
material de partida (SOUSA, TEIXEIRA & FURTADO, 2018). A regio e estereoseletividade
apresentada por muitas enzimas pode levar a formacao de produtos que seriam dificeis ou até
impossiveis de se obter por sintese quimica convencional (VENISETTY & CIDDI, 2003). A
estabilidade enzimatica dos sistemas vivos e regeneracdo natural de cofatores também
apresenta uma grande vantagem, visto a maior eficiéncia e economia dos processos (FABER,

1997).

Por fim, o conjunto de vantagens da biotransformacao tais como a possibilidade de
obtencdo de derivados inéditos, biologicamente ativos e enantiomericamente puros sob
condicdes brandas e estaveis reflete o aumento do niimero de patentes envolvendo processos

de biotransformacao registradas ao longo dos ultimos anos (Figura 3).

a7 ]
2016 ' 1
2015 I
2014 - |
2013 _ |
2012 |
o]
2010

° & S S

nimer de patentes

ano de deposito

Figura 3. Evolugdo do niimero de patentes registradas
entre os anos de 2010 e 2017 envolvendo processos de
biotransformagdo (adaptado da base de dados
SCIFINDER, 2018).
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1.2 Oleorresinas de Copaifera

“A natureza ndo faz nada em vao”
Aristoteles

As arvores do genéro Copaifera L. da familia Leguminosae Juss. e subfamilia
Caesalpinioideae Kunth sdo amplamente distribuidas pela regido tropical da América Latina,
podendo também ser encontradas na Africa Ocidental (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002). No
Brasil, estdo distribuidas ao longo de todo o territério nacional, sendo particularmente
abundantes na regido Amazonica. Dentre as espécies mais comuns estdo C. multijuga Hayne,

C. reticulata Ducke e C. langsdorffii Dest. (TRINDADE, SILVA & SETZER, 2018).

Dos troncos das arvores do género Copaifera ¢ extraido um balsamo através de
processos artesanais, o qual possui consisténcia oleosa e coloragdo amarelo-palida a
alaranjada ou esverdeada, podendo variar de acordo com a espécie e composicao quimica da
oleorresina (ROMERO, 2007). Este exsudato ¢ popularmente conhecido como o6leo de
copaiba e tem fun¢do de defesa da planta contra animais, fungos e bactérias (VENEZIANI et
al., 2017).

Ha registros da utilizacdo destes balsamos na medicina popular brasileira desde o
periodo pré-colombiano, quando eram utilizados pelos indios nativos como repelente e para

tratar doencgas da pele (LORENZI & MATOS, 2008).

Posteriormente, as oleorresinas de Copaifera passaram a ter indicagdo nas farmacopeias
para tratamento da blenorragia e seu uso estendeu-se na medicina popular como cicatrizante,
anti-inflamatorio, diurético, expectorante, antimicrobiano das afec¢des urindrias e da garganta
(LORENZI & MATOS, 2008). Entre outras indicagdes etnofarmacologicas, estdo sua
utilizagdo como estimulante, afrodisiaco, expectorante, antitumoral, no combate a
incontinéncia urinaria, cefaleia, sifilis, asma, bronquite, hemoptise, psoriase, eczema,
dermatite, sinusite, pneumonia, tétano, reumatismo, herpes, leishmaniose e picada de cobra

(VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

Segundo o levantamento mais recente do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2016), sao extraidas cerca de 170 toneladas de oleorresina por ano, a qual ¢
comercializada em farmadcias, feiras, lojas de produtos naturais e também exportada para
diversos outros paises. As oleorresinas sdo comercializadas ndo apenas na forma de oleo

bruto, mas também veiculadas em produtos cosméticos, sabonetes, shampoos, cremes,
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pomadas, entre outros, sendo alguns sabonetes indicados para o tratamento de acne (RIOS &

PASTORE JUNIOR, 2011).

No estado do Pard, a copaiba ¢ considerada um dos remédios naturais mais importantes
provenientes da regido Amazonica, sendo utilizada por pessoas de diferentes idades e classes
sociais (TRINDADE, SILVA & SETZER, 2018). O ¢6leo de copaiba pode ser aplicado
topicamente ou utilizado via oral através da ingestdo de capsulas, gotas na 4gua ou misturado
a mel e limao. Nos EUA, estes balsamos sao utilizados como aromatizante em alimentos ¢

bebidas (TAYLOR, 2005).

Alguns fazendeiros do estado do Pard utilizam o 6leo de copaiba a fim de prevenir a
febre aftosa em bovinos, despejando o 6leo no chdo proximo aos cochos de sal (SHANLEY et

al., 2005).

O historico de uso e a popularizacao da olerresina de Copaifera levou a comunidade
cientifica a se aprofundar no estudo de suas composigdes quimicas e propriedades
farmacoldgicas. Sabe-se que as oleorresinas sdo constituidas majoritariamente de
sesquiterpenos na fragdo volatil e diterpenos do tipo clerodano e labdano, tanto da série
normal como da série enantio na fracao fixa (VEIGA JUNIOR et al., 2007, DA SILVA et al.,
2017).

Diversos estudos tém comprovado as propriedades anti-inflamatoria (SANTIAGO et
al., 2015; GUSHIKEN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018), antimicrobiana (ABRAO et al.,
2015; BARDAIJI et al., 2016, LEANDRO et al., 2016), cicatrizante (PAIVA et al., 2002),
antitumoral (GOMES et al., 2008; ALVES et al., 2017), gastroprotetora (PAIVA et al., 1998),
esquistossomicida (BORGES et al., 2016) e leishmanicida (SANTOS et al., 2008) das
oleorresinas e seus constituintes isolados, confirmando muitas das indicagdes populares do

0leo de copaiba.

1.2.1 Acido ent-polidltico e dcido ent-diidroagadtico

Dentre os exsudatos de Copaifera estudados pelos pesquisadores do projeto tematico
ao qual este estudo esteve vinculado (processo FAPESP 2011/13630-7), a oleorresina
proveniente de Copaifera duckei destacou-se devido a suas promissoras atividades
antimicrobiana (VIEIRA et al., 2018; ABRAO et al., 2018), antiparasitaria (BORGES et al.,

2016), analgésica e gastroprotetora (resultados ainda ndo publicados).
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Através da andlise fitoquimica da fracdo nao volatil deste balsamo, os metabdlitos
secundarios acido ent-polidltico (AP) e acido ent-diidroagatico (ADA) foram identificados
entre os constituintes quimicos majoritarios (CASCON & GILBERT, 2000; BORGES et al.,
2016, CARNEIRO et al., 2018).

O AP ¢ ADA sio metabdlitos secundarios da classe dos diterpenos, originando-se
assim a partir da condensagao de quatro unidades de isopreno (CsHg) pela via do metileritritol

fosfato ou do mevalonato (SOUSA, TEIXEIRA & FURTADO, 2018).

O esqueleto carbdnico dos diterpenoides pode variar de acordo com sua biossintese.
Entre os tipos mais comuns de diterpenos aciclicos estdo os fitanos, enquanto os diterpenos
policiclicos podem apresentar uma variedade de nucleos do tipo labdano, clerodano,
pimarano, abietano, taxano, traquilobano, beierano, caurano, entre outros (VENEZIANI et al.,
2017). Na natureza, os diterpenos acidos tem fun¢do de proteger a planta contra ataques de

herbivoros e patdgenos (KEELING & BOHLMANN, 2006).

Os diterpenos AP e ADA utilizados neste estudo possuem esqueletos caracteristicos de
labdanos e sdo pertencentes a série enantiomérica, ou seja, possuem estruturas que sao
imagens especulares da série normal, para a qual a fusdo entre os anéis A ¢ B ocorre da
mesma forma que nos esteroides (GARCIA, OLIVEIRA & BATISTA, 2007). Suas estruturas

quimicas estdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4. Estrutura quimica dos diterpenos labdanos A) acido ent-
polidltico e B) acido enz-diidroagatico

O diterpeno furdnico AP também pode ser encontrado em outras espécies de
Copaifera como C. multijuga, C. multianesis ¢ C. reticulata (CASCON & GILBERT, 2000),
além de outras espécies vegetais tais como Eupatorium buniifolium (CARRERAS,

ROSSOMANDO & GIORDANO, 1998) e Croton reflexifolius (REYES-TREJO et al.; 2008).
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O AP ja foi reportado como antimicrobiano (TINCUSI et al., 2002; ABRAO et al.,
2018), gastroprotetor (REYES-TREJO et al., 2008), tripanocida (IZUMI et al., 2012),
leishmanicida (DOS SANTOS et al., 2013; MIZUNO et al., 2015) e esquistossomicida
(BORGES et al., 2016). O AP da série normal apresentou atividade anti-mutagénica
(MIYAZAWA et al., 1995) e induziu a glicagdo de proteinas do plasma (ATOLANI &
OLATUNII, 2014), indicando a necessidade de maior conhecimento sobre as possiveis

propriedades toxicas dos diterpenos.

Nado hd muitos estudos de atividade biologica com o ADA isoladamente, porém

importantes pesquisas com moléculas quimicas semelhantes foram reportadas.

A aplicagdo intravenosa do diterpeno 4cido labd-8(17)-en-15-6ico em ratos
normotensos induziu efeitos dose-dependentes de hipotensao e taquicardia através da reducao
da resisténcia vascular e da ativagao do impulso simpatico para o coragdo, respectivamente
(LAHLOU et al., 2007). O &cido junicédrico, o qual se diferencia do ADA apenas pela
estereoquimica do grupo metilico da posicdo 20, apresentou efeito neuroprotetor contra
alteragdes degenerativas induzidas por oligdmeros relacionados a doenga de Alzheimer

(ZOLEZZI et al., 2018).

O diterpeno acido isocupréssico (Figura 5A) foi associado a inducdo de aborto em
ruminantes ap6s o consumo de agulha do pinheiro de determinadas espécies de coniferas
contendo este diterpeno (LEE et al., 2003). O diagndstico deste quadro ¢ sugerido através da
deteccdo do acido isocupréssico no plasma bovino, além de seus derivados estaveis acido
agatico, acido diidroagatico e acido tetraidroagatico, os quais podem ser detectados mesmo

apos alguns dias depois do consumo da planta pelos ruminantes (SNIDER et al., 2015).

O é4cido diidroagatico foi identificado como um produto derivado do metabolismo do
acido isocupréssico pelas bactérias presentes no rimen bovino (LIN et al., 1998). No entanto,
outros estudos apontam o acido agatico (Figura 5B) como responsavel pelo efeito abortivo,
visto que o acido isocupréssico pode ser rapidamente convertido em acido agatico, elevando
suas concentragdes no plasma (GARDNER, PANTER & STEGELMEIER, 2010; WELCH et
al., 2012). Dada a semelhanca das estruturas quimicas do &cido agatico e do acido
isocupréssico com os diterpenoides identificados nas oleorresinas de Copaifera, ressalta-se a

importancia dos estudos de seguran¢a com produtos naturais utilizados na medicina popular.
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Figura 5. Estrutura quimica do A) acido isocupréssico ¢ B) acido agatico,
os quais foram associados a indug¢do de aborto em bovinos (SNIDER et
al., 2015; GARDNER, PANTER & STEGELMEIER, 2010).

1.3 Biotransformacio de diterpenos

“Eu também quero a volta a natureza. Mas essa volta
ndo significa ir para trds, e sim para a frente”.
Friedrich Nietzsche

Na literatura, ha diversos artigos de revisao de estudos de biotransformagao com
diterpenos (GARCIA-GRANADOS et al., 2007; FRIJA, FRADE & AFONSO, 2011;
BHATTI & KERA, 2014; RICO-MARTINEZ et al., 2014; SOUSA, TEIXEIRA &
FURTADO, 2018), porém nao ha estudos com o AP e ADA especificamente.

A literatura demonstra que diversos carbonos do nucleo terpenoide sdo suscetiveis a
uma série de modificagdes quimicas por biotransformagao, incluindo hidroxilacdes, redugao,
hidrdlise, epoxidagdo, reducdo de grupos carboxilicos, metilacdo, conjuga¢do com acido
glucuronico, sulfato e aminoacidos (SULTANA & SAIFY, 2013; GARCIA-GRANADOS et
al., 2007; BHATTI & KERA, 2014; WANG et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

O labdano andrografolido isolado de Andrographis paniculata foi submetido a
biotransformacdo com o fungo Rhizopus stolonifer, levando a formagdo de metabdlitos

principalmente via oxidacao e desidratacao (HE et al., 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Andrografolido e seus derivados obtidos através da biotransformacdo com R. stolonifer
(HE et al., 2010).

O esclareol ¢ um diterpeno labdano extensivamente estudado em processos de
biotransformacdo. Entre as reagdes mais comuns com diferentes micro-organismos estdo a 3/,
6a ¢ 18-hidroxilacio (MARTINS et al., 2015; MENDOZA et al., 2015). No entanto, um
exemplo raro de halogenacdo foi obtido através da incubacdo do esclareol com Botrytis

cinerea, como apresentado na Figura 7 (FAROOQ & TAHARA, 2000).

B. cinerea
—_—

esclareol

Figura 7. Epoxidagdo e halogenacdo do esclareol pelo fungo B. cinerea (FAROOQ & TAHARA, 2000).
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A biotransformac¢ao de um diterpeno labdano semelhante ao ADA foi investigada com
os fungos Fusarium oxysporum e Myrothecium verrucaria (MONTEIRO et al., 2017). Dois
metabolitos hidroxilados nas posi¢des 3 e 7 foram obtidos. Como ¢ possivel observar na
Figura 8, M. verrucaria foi capaz de hidroxilar o anel A do precursor, enquanto F. oxysporum

demonstrou preferéncia pelo anel B.

= ~COOH

= “COOH

M. verrucaria
4>
F. oxysporum

M. verrucaria

HO

Figura 8. Derivados obtidos a partir da biotransformagéo do acido (+)-(5S, 8S, 9R, 10S)-lab-13-en-84-0l-15-6ico
com os fungos M. verrucaria e F. oxysporum (MONTEIRO et al., 2017).

Os tipos de biocatalisadores mais empregados para o estudo de biotransformacgao de
diterpenoides sdo os fungos, sendo as bactérias e modelos derivados do figado utilizados com
menor frequéncia. A bactéria Streptomyces griseus foi utilizada para o estudo de metabolismo
de um derivado do taxano sinexan A (LIU et al., 2012). Foram identificados dois metabolitos
hidroxilados e um derivado furanotaxano com um sistema de anel 6/8/6/5 incomum, formado
pela oxidagdo e arranjo intramolecular de um dos metabdlitos hidroxilados, conforme

apresentado na Figura 9.

R=H ou OH

Figura 9. Biotransformacdo do diterpenoide derivado de sinexan A pela bactéria S. griseus (LIU et al., 2012).

A tanshinona I é um diterpeno quinona do tipo abietano e esta presente na composi¢ao
da planta medicinal Salvia miltiorrhiza. Seu metabolismo foi investigado através da
incubagdo com microssomas hepaticos humanos e fragdes S9, levando a formagdo de

metabolitos de fase I e fase II (LI et al., 2018). As reagdes enzimaticas mais comuns foram
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hidroxilagdo, reducdo e glucuronida¢do. As vias metabolicas propostas e as isoformas

enzimaticas envolvidas estdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Vias metabdlicas propostas para a biotransformac¢do da tanshinona I com microssomas
hepaticos humanos e fragoes S9 (LI et al., 2018).

Apesar da ampla distribui¢ao dos diterpenos em fontes vegetais, muitas das quais sao
utilizadas via oral na medicina popular assim como o 6leo de copaiba (GONZALEZ-

BURGOS, CARRETERO & GOMEZ-SERRANILLOS, 2011; HUA et al., 2017, UENO et

al.,, 2018), a maioria dos estudos com biotransformacdo de diterpenos ¢ direcionada a
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obtencdo de novos derivados ativos, sendo menor o enfoque na investigagdo de suas vias

metabolicas para estudos de seguranca.

Sabe-se que o efeito das biotransformagdes sobre a atividade bioldgica dos precursores
pode variar, e derivados farmacologicamente ativos, inativos ou téxicos podem ser obtidos.
Considerando-se o potencial de detoxificacdo de sistemas biologicos, as modificagdes
quimicas ocorridas nos substratos podem diminuir sua atividade farmacolégica. O
metabolismo do acido pseudolarico B pelo fungo Chaetomium globosum inativou o potencial
antifingico do substrato, principalmente através da conjugacdo com aminoacidos (ZHANG et
al., 2011). A indugao da produgdo de 6xido nitrico promovida pelo deoxiandrografolido foi
reduzida ap6s a maioria das alteracdes quimicas promovidas pelo fungo Cunninghamella

blakesleana em sua estrutura (DENG et al., 2012).

Por outro lado, a modificagdo quimica de substratos diterpenoides por
biotransformacao ja foi associada ao aumento das atividades antimicrobiana, gastroprotetora,
alelopatica, anticolinesterasica e citotoxica frente a células tumorais (SOUSA, TEIXEIRA &
FURTADO, 2018). Um derivado carboxilado obtido a partir da biotransforma¢do do acido
traquiloban-19-6ico com Syncephalastrum racemosum, por exemplo, apresentou atividade
anticolinesterdsica maior nao apenas que seu precursor, mas também foi seis vezes mais ativo

que o controle positivo galantamina (DOS SANTOS et al., 2018).

Um exemplo classico de toxidade ativada apos metabolizagdo de substancias naturais
refere-se a um quadro epidémico de hepatite toxica na Franca. O metabolismo hepatico de
diterpenos neo-clerodanos presentes em Teucrium chamaedrys L., cujo extrato era consumido
em capsulas para fins de emagrecimento, levou a formacao de metabolitos hepatotdxicos em
humanos (VEIGA JUNIOR, PINTO & MACIEL, 2005). O efeito téxico foi relacionado
provavelmente a conversdo dos diterpenoides (Figura 11) em metabdlitos eletrofilicos pelas
enzimas CYP3A, sendo a presenca do anel furano determinante para a toxidade (LEKEHAL
et al., 1996).

Dada a importancia dos estudos de biotransformac¢do com diterpenoides, os estudos
com os diterpenos AP e ADA especificamente podem corroborar para a utilizagdo mais eficaz
e segura das oleorresinas de Copaifera e também de outras fontes vegetais que contém os
diterpenos estudados. O emprego de diferentes abordagens de biotransformagdo podem

contribuir para o entendimento do metabolismo destas substancias in vivo.
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Figura 11. Diterpenos A) teuchmaedrina A e B)
teucrina A, isolados de Teucrium chamaedrys L. e
relacionados aos efeitos hepatotoxicos apds
metabolizacdo pelas enzimas P450 (LEKEHAL et
al., 1996).

A biotransformacgao dos diterpenos AP ¢ ADA ¢ importante ndo apenas para estudos de
seguranca, mas também ¢ uma etapa necessaria caso haja interesse em utiliza-los como
prototipos de novos farmacos ou fitomedicamentos, além de propiciar informacdes
importantes do ponto de vista biotecnologico para estratégias de obtencdo de metabolitos de

interesse.

Por fim, os estudos de biotransformagao também podem resultar em metabolitos
inéditos e farmacologicamente ativos, o que pode ser atrativo para companhias farmacéuticas
interessadas em explorar substancias bioativas oriundas da biodiversidade brasileira e agregar

valor a comercializa¢cdo e exportagdo das oleorresinas de Copaifera.

Ha diversas patentes registradas envolvendo biotransformacdo de diterpenoides
(SCIFINDER, 2018; United States Patent and Trademark Office — USPTO, 2018). Alguns
exemplos sdo a utilizacdo de micro-organismos recombinantes para a produgdo de glicosideos
de esteviol com elevado grau de pureza para serem utilizados como adogantes naturais em
alimentos e bebidas, utilizacdo de leveduras para a producdo de derivados a serem utilizados
como fragrancias a partir da biotransformacao do larixol e manool e utilizacdo de
biotransfomagdo para a producdo de reguladores de crescimento de plantas. Processos de
biotransformacdo com diterpenos taxanos também sdo patenteados para a producdo de
intermediarios do paclitaxel, o qual ¢ utilizado como agente antitumoral. Tais patentes
indicam a importancia da biotransformagdao de diterpenoides na industria alimenticia,

farmaceéutica e agricola.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver processos de biotransformagdo dos acidos ent-polidltico (AP) e ent-
diidroagatico (ADA) utilizando diferentes biocatalisadores (fungos filamentosos, micro-
organismos do trato gastrointestinal e microssomas hepaticos) a fim de investigar o
metabolismo in vitro de constituintes das oleorresinas de Copaifera. Adicionalmente, propde-
se isolar e caracterizar estruturalmente os derivados majoritarios de biotransformacdo e
avaliar sua citotoxidade in vitro, a fim de compara-la com a atividade do material de partida e

contribuir para estudos de seguranca.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) do AP ¢ ADA frente aos

micro-organismos a serem utilizados nos estudos de biotransformagao;

e Desenvolver processos de biotransformacgao dos diterpenos AP e ADA utilizando os fungos

filamentosos e bactérias do trato gastrointestinal em culturas isoladas e mistas;

e Selecionar um ou dois processos de biotransformacdo mais promissores para o

desenvolvimento em escala ampliada;
e Desenvolver os processos selecionados em escala ampliada;

e Isolar, identificar e/ou elucidar as estruturas quimicas dos derivados majoritarios de

biotransformac¢ado microbiana;

e Desenvolver processos de biotransformacdo do AP e ADA empregando microssomas

hepaticos humanos;
e [dentificar os derivados majoritarios de biotransformagao microssomal;

e Avaliar a citotoxidade dos diterpenos precursores € dos derivados majoritarios de

biotransformacao frente a linhagens celulares in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Diterpenos acidos ent-polialtico e ent-diidroagatico

Os diterpenos AP e ADA foram previamente isolados a partir da oleorresina de C.
duckei por cromatografia liquida sob pressdao reduzida e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.
Sérgio Ricardo Ambroésio da Universidade de Franca (UNIFRAN), pertencente a equipe de

pesquisa do projeto tematico.

3.2 Autorizacio de acesso ao patrimonio genético nacional

O projeto de doutorado “Biotransformacdes dos acidos ent-polidltico e ent-diidroagatico
por culturas microbianas e microssomas hepaticos” esteve vinculado ao projeto tematico
intitulado “Valida¢do quimica-farmacoldgica de extratos e principios ativos de espécies de
Copaifera” (processo FAPESP 2011/13630-7), para o qual foi concedida autorizagao de
acesso ao patrimoénio genético para pesquisa cientifica pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico e pelo Ministério do Meio Ambiente MMA -

SISBIO-ICMBio-IBAMA (autoriza¢des 010225/2014-5 ¢ 35143-3).

3.3 Micro-organismos

Foram utilizados micro-organismos provenientes dos estoques mantidos na se¢ao de
Microbiologia do laboratério de Farmacognosia da FCFRP-USP, sob supervisdo da Profa.

Dra. Niege Furtado.

3.3.1 Fungos filamentosos

Foram utilizados os seguintes fungos filamentosos: Mucor rouxii NRRL 1894,
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Jodo Atilio Jorge da FFCLRP-USP, Cunninghamella
elegans (ATCC 10028b), Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) e Cunninghamella
echinulata var. elegans (ATCC 8688a) adquiridos da American Type Culture Collection
(ATCC).
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3.3.2 Micro-organismos do trato gastrointestinal

Foram utilizadas culturas probidticas de Bifidobacterium sp. (FERM FD DVS BB 12®-
Probio-TecTM), Bifidobacterium longum (ATCC 55814), Bifidobacterium
pseudocatenulatum (ATCC 27919), Bifidobacterium bifidum (ATCC 29521), Lactobacillus
acidophilus (ATCC 53544), Lactobacillus fermentum (ATCC 11976) e a levedura
Saccharomyces boulardii (Floratil®, Merck, Franga). A bactéria Escherichia coli (ATCC
25922) também foi utilizada nos experimentos de biotransformacgao. Foram realizados ensaios
com culturas mistas contendo 1) Bifidobacterium longum,  Bifidobacterium
pseudocatenulatum e Bifidobacterium bifidum; 2) Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus johnsonii (ATCC 33200), Lactobacillus rhamnosus (ATCC 21052)
e Lactobacillus delbrueckii (ATCC 15808) e 3) Escherichia coli, Saccharomyces boulardii,

Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus fermentum.

3.4 Manutencdo dos fungos filamentosos e dos micro-organismos do trato

gastrointestinal

A manutengao das culturas puras dos fungos filamentosos foi feita pelo método de
Castellani (CASTELLANI, 1964). As culturas das bactérias probioticas foram mantidas
congeladas em solucdo contendo 10 % (p/v) de leite reconstituido em p6 desnatado (Gldria,
Brasil), 0,5 % (p/v) de extrato de levedura (Himedia, India) e 10 % (v/v) de glicerol (Synth,
Brasil). A levedura S. boulardii foi adquirida e mantida liofilizada em capsulas (Floratil®,
Merck, Franga) e a linhagem de E. coli foi mantida congelada em caldo triptona de soja

(Himedia, India) contendo 40 % (v/v) de glicerol.

3.5 Determinacao dos valores de concentracio inibitéria minima (CIM) dos acidos

ent-polialtico e ent-diidroagatico

A fim de estabelecer uma concentragdo do material de partida a ser biotransformado
que ndo intereferisse na viabilidade dos micro-organismos utilizados, foi realizado um ensaio
antimicrobiano para determinagdo dos valores de CIM. Os ensaios foram realizados segundo
o método de microdiluigdo em microplaca (CLSI, 2008; CLSI, 2012a; CLSI, 2012b),
empregando a resazurina como revelador. Os experimentos foram conduzidos em capela de
fluxo laminar sob condi¢des assépticas. Foram utilizados os seguintes antimicrobianos como

controles positivos: penicilina G (Sigma, EUA), miconazol (Sigma, EUA) e sulfato de
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estreptomicina (Sigma, EUA). As condigdes dos ensaios de microdiluicdo foram as mesmas

condicdes dos estudos de biotransformacdo, que serdo descritas a seguir.

3.6 Processos realizados com os fungos filamentosos
3.6.1 Biotransformagdo em escala analitica

Os fungos filamentosos foram cultivados em tubos de ensaio contendo meio Potato
Dextrose Agar (PDA, Acumedia, EUA) por 7 dias a 30°C. Apos o término do periodo de
incubagao, foi adicionada agua esterilizada nos tubos a fim de realizar a contagem do nimero
de esporos em camara de Neubauer. Aliquotas da suspensdo de esporos em agua foram
transferidas para meio pré-fermentativo (JACKSON et al., 1993), a fim de se obter uma
concentragio final de 1 x 10° esporos/mL. As culturas foram mantidas sob agitagdo constante

de 120 rpm, a 30 °C durante 48 h.

Posteriormente, as massas miceliais crescidas em meio pré-fermentativo foram
transferidas para Erlenmeyers contendo meio fermentativo Koch’s K1 preparado com 0,18 %
(p/v) de glucose anidra (Vetec, Brasil), 0,06 % (p/v) de peptona bacteriologica (Himedia,
india) e 0,04 % (p/v) de extrato de levedura (Himedia, India). Os diterpenos foram
adicionados aos Erlenmeyers correspondentes aos processos de biotransformagao na
concentragdo final de 0,1 mg/mL. As culturas foram mantidas a 30 °C, sob agita¢do constante
de 120 rpm, durante 5 dias. Os controles apropriados do meio de cultura, do solvente
dimetilsulfoxido (DMSO, Synth, Brasil) e da estabilidade dos diterpenos no meio de cultura
também foram realizados. O pH dos meios de cultura foi verificado ao término dos periodos

de incubacio através de fitas indicadoras de pH (Macherey-Nagel, Alemanha).

3.6.2 Biotransformacdo em escala ampliada

As biotransformagdes com fungos filamentosos selecionadas como mais promissoras
foram realizadas em escala ampliada sob as mesmas condigdes dos processos em escala
analitica, aumentando-se apenas o numero de Erlenmeyers. Foram preparados 40 e 50
Erlenmeyers para o fungo A. brasiliensis e C. echinulata, respectivamente, a fim de se obter

produtos em quantidades satisfatdrias para isolamento.
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3.6.3 Obtencdo dos extratos de biotransformacdo

Apos o periodo de biotransformagdo com os fungos filamentosos, os meios
fermentativos foram filtrados a vacuo. Os filtrados obtidos foram submetidos a particao
liquido-liquido com acetato de etila destilado, por trés vezes consecutivas. Foram também
obtidos extratos dos micélios das culturas, os quais foram submetidos a extragdo exaustiva
com acetato de etila destilado. As fracdes organicas foram coletadas e concentradas em

evaporador rotativo a vacuo (Fisatom, Brasil), a 40 °C.

3.6.4 Analise dos perfis quimicos dos extratos de biotransformacao

Os extratos das biotransformagdes foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em cromatografo Waters” com Diode Array Detector (DAD) acoplado ao
detector Charged Aerosol Detector (Corona CAD, Thermo Fisher Scientific®). As injecdes e
condigdes cromatograficas foram monitoradas através do software Empower 3 (Waters™). Foi
utilizada uma coluna de fase reversa C-18 Kromasi1®, AkzoNobel (250 x 4,6 mm, tamanho de
particula 5 pm) acoplada a coluna de guarda com mesma fase estaciondria, com vazao de 1
mL/min a temperatura ambiente. A fase mével foi constituida por gradiente de acetonitrila e
0,1 % de acido acético em agua (gradiente iniciando com 20 % de acetonitrila, atingindo 70 %
de acetonitrila em 30 min, alcangando 100 % de solvente organico em 50 min, permanecendo
até 60 min com 100 % de acetonitrila e retornando a 20 % de acetonitrila em 65 min,

finalizando em 70 min nas condigdes iniciais).

3.6.5 Isolamento dos produtos de biotransformacdo

Dependendo da complexidade do perfil cromatografico obtido para os extratos de
biotransformagdo com fungos, os mesmos foram pré-fracionados através de um sistema a
vacuo de extragdo em fase solida (Visiprep-SPE, Supelco, EUA). Foi utilizado um cartucho
contendo 1 g de silica modificada C18 como fase estacionaria. A fase movel foi constituida
por acetonitrila e agua, variando-se de 100 % de agua at¢ 100 % de acetonitrila com
proporcao crescente de solvente organico de 10 em 10 %. O isolamento dos metabdlitos das
fracdes obtidas por SPE e dos extratos brutos foi realizado em cromatdgrafo Waters®
acoplado a bomba LC-6AD, sistema de controle CBM-20A, sistema de deteccdo UV com 2
comprimentos fixos SPD-20* e software LC-Solutions (Waters®). Foram injetados de 3 a 10

mg das fragdes obtidas por SPE ou dos extratos brutos em coluna Kromasil® C18 semi-
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preparativa (250 x 10 mm, tamanho de particula 5 pm), acoplada a coluna de guarda com
mesma fase estaciondria. Os gradientes de eluicdo foram compostos por acetonitrila e 0,1 %
de 4cido acético em agua, em diferentes propor¢des dependendo da amostra e com vazao de
3,7 mL/min, a temperatura ambiente. O solvente presente na fracdo das substancias isoladas
foi evaporado em aparelho evaporador centrifugo (Speed-vacum Savant SPD2010), a 45 °C

por 24 h ou mais, dependendo da amostra.

3.6.6 Identificacdo estrutural dos produtos de biotransformacdo com os fungos

filamentosos
3.6.6.1 Andlise por ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os dados de RMN dos diterpenos precursores e dos produtos isolados foram obtidos em
espectrometro Bruker® 400 ou 500 MHz, pertencentes a Faculdade de Filosofia Ciéncias e
Letras de Ribeirdao Preto (FFCLRP-USP). Também foi utilizado um espectrometro Bruker®
600 MHz, pertencente ao Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear do Prof. Dr.
Antonio Gilberto Ferreira do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar). As amostras foram solubilizadas em solventes deuterados (CD;OD ou
CDCls) e preparadas em tubos 5 mm de didametro x 180 mm de comprimento, tubos Shigemi®
especificos para CD;OD ou tubos de 3 mm de didmetro x 100 mm de comprimento,

dependendo da quantidade de amostra que variou de 0,5 a 20 mg.

Foram obtidos os espectros de RMN de 'H, bidimensionais, RMN de "*C quando
possivel e NOESY 1D, os quais foram processados em software MestReNova 11.0.1

(Mestrelab Research™).

3.6.6.2 Andlise por espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR)

Para obtengao dos espectros de massas de alta resolugdo, os produtos isolados foram
analisados por CLUE-EM em cromatdégrafo modelo Accela 1250 acoplado a um
espectrometro de massas com analisador do tipo Orbitrap e ionizagdo por eletrospray
(Thermo Fisher Scientific®), pertencente ao laboratério do grupo de pesquisa AsterBioChem
do Prof. Dr. Fernando Batista Da Costa.Foi utilizada uma coluna Phenomenex XB-C18,
Kinetex” (150 x 2,1 mm, 1,7 um) e fase movel constituida por acetonitrila e 4gua acidificadas

com 0,1 % de acido férmico e vazdo de 0,4 mL/min (gradiente iniciando com 30 % de
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acetonitrila, atingindo 55 % de acetonitrila em 6 min, permanecendo até¢ 9 min com 55 % de

acetonitrila e atingindo 100 % de solvente orginico em 15 min).

No modo positivo, a voltagem do spray utilizada foi igual a 3,6 kV e a solucao
calibrante constituida de cafeina (2 pg/mL), MRFA (1 pg/mL), mistura Ultramark 1621
(0,001 %) e n-butilamina (0,0005 %) em solugdo aquosa de acetonitrila (50 %), metanol (25
%) e acido acético (1 %). No modo negativo, foi utilizada voltagem do spray igual a 3,2 kV e
solucdo calibrante constituida de dodecilsulfato de sodio (2,9 pg/mL), taurocolato de soédio
(5,4 ug/mL) e mistura Ultramark 1621 (0,001 %) em solugdo aquosa de acetonitrila (50 %),

metanol (25 %) e acido acético (1 %).

A energia de colisdo selecionada foi 35 e 45 kV e as andlises foram realizadas em
triplicata. Os espectros de massas de alta resolugdo foram processados em software Thermo

Xcalibur 2.2 (Thermo Fisher Scientific®, EUA).

3.7 Processos realizados com os micro-organismos do trato gastrointestinal
3.7.1 Biotransformacdo em escala analitica em meio de cultura liquido
3.7.1.1 Bactérias anaerobias

As culturas probidticas anaerobias foram ativadas em caldo DeMan-Rogosa-Sharpe
(MRS, Acumedia, EUA) suplementado com L- cisteina/HCI 0,05 % (v/v, Synth, Brasil) sendo
posteriormente incubadas a 37°C em caAmara de anaerobiose (Don Whitley Scientific,
Inglaterra) com atmosfera de 85 % de nitrogénio, 10 % de didéxido de carbono e 5 % de gés
hidrogénio. As bactérias reativadas em caldo foram semeadas em placas de agar MRS e
incubadas sob as mesmas condigdes durante 48 ou 72 h. Posteriormente, as colonias crescidas
no 4gar foram utilizadas para obtengdo de um inéculo aproximado de 1,2 x 10° UFC/mL, o
qual foi transferido para 30 mL de caldo MRS suplementado com L- cisteina/HCl 0,05 %
(v/v) e 2 % (p/v) de inulina (Siba Ingredientes, Brasil). As culturas foram incubadas em
camara de anaerobiose, a 37°C durante 36 h para atingirem a fase estacionaria. Apds este
periodo, os substratos foram adicionados em concentragdo final de 0,1 mg/mL para as
biotransformacgdes, que foram conduzidas por periodos de 12 e 24 h. Os valores de pH dos
meios de cultura foram verificados ao término dos periodos de incubagao através de fitas
indicadoras de pH (Macherey-Nagel, Alemanha) ou através de pHmetro digital (Digimed,
Brasil).
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Alternativamente, também foram realizadas biotransformac¢des em meio de cultura
Gifu Anaerobic Broth (GAM, Himedia, fndia) com indculo aproximado de 3 x 10° UFC/mL e

concentragao final dos diterpenos igual a 0,2 mg/mL.

3.7.1.2 Bactérias microaerdfilas e aerobias

As culturas probioticas foram ativadas em caldo MRS e as culturas de E. coli em caldo
Mueller Hinton (MH, Himedia, India). As bactérias foram incubadas em estufa bacterioldgica
(Fanem, Brasil) ou em jarras de microaerofilia por 24 h a 37 °C. Ap0s este periodo, os micro-
organismos foram semeados em placas de agar MRS ou MH e incubados sob as mesmas
condigdes durante 48 h. Posteriormente, as colonias crescidas no dgar foram utilizadas para
obtengio de um inéculo aproximado de 3 x 10° UFC/mL, o qual foi transferido para 30 mL de
caldo MRS suplementado com inulina 2 % (p/v) para as bactérias probioticas e caldo MH
suplementado com solugdo de microelementos para a bactéria E.coli. As culturas foram
incubadas em estufa a 37 °C durante 12 h para atingirem a fase estacionaria. Apds este
periodo, os substratos foram adicionados em concentragdo final de 0,1 mg/mL para as
biotransformacgoes, as quais foram conduzidas por periodos de 24, 48 ¢ 72 h. Os valores de
pH dos meios de cultura foram verificados ao término dos periodos de incubagdo através de

fitas indicadoras de pH (Macherey-Nagel, Alemanha).

3.7.1.3 Levedura S. boulardii

Para a levedura S. boulardii, um in6éculo liofilizado de 0,5 x 10° células foi transferido
a 100 mL de meio de cultura de reativacdo (Muller et al., 2007). A mistura foi incubada a
30°C sob agitagdo de 200 rpm. Apds 12 h de incubagdo, 3 mL do indculo do meio de
reativagdo foram transferidos para Erlenmeyers contendo 30 mL de meio liquido Yeast
Extract Peptone Dextrose (YPD) preparado com 1 % (p/v) de extrato de levedura (Himedia,
india), 2 % (p/v) de peptona bacteriologica (Himedia, india) e 2 % (p/v) de glucose (Vetec,
Brasil). Os substratos foram adicionados na concentracdo final de 1 mg/mL para as
biotransformagdes, as quais foram conduzidas por periodos de 24, 48 ¢ 72 h a 30°C. Os
valores de pH dos meios de cultura foram verificados ao término dos periodos de incubagao

através de fitas indicadoras de pH (Macherey-Nagel, Alemanha).
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3.7.2 Biotransformacao em escala analitica em meio de cultura solido

A fim de aumentar o rendimento das biotransformagdes em meio liquido, os micro-
organismos E. coli e S. boulardii foram selecionados para uma triagem de biotransformacdes
em meio solido. Para tal, os micro-organismos foram reativados conforme método
previamente descrito. O indculo padronizado sob as mesmas condi¢des das biotransformagdes
em meio de cultura liquido foi adicionado a Erlenmeyers contendo 30 mL de meio MH ou
YPD agar para E. coli e S. boulardii, respectivamente. A mistura foi homogeneizada e vertida
sob uma placa de Petri (90 x 15 mm) contendo os substratos para as biotransformagdes em
concentragdo final 0,1 mg/mL. As placas foram homogeneizadas e, apds a solidificagdo do

agar, incubadas a 30 ou 37 °C por periodos de 24, 48 ¢ 72 h.

3.7.3 Obtencdo dos extratos de biotransformacdo

Ap0s o periodo de incubacdo das biotransformacdes em meio liquido, o contetdo dos
Erlenmeyers foi centrifugado (3.000 g, 5Smin, 15 °C) e os sobrenadantes obtidos foram
submetidos a particdo liquido-liquido com acetato de etila destilado. O procedimento de
parti¢do foi realizado por trés vezes consecutivas para obtengdo dos extratos. Apos o término
dos periodos de biotransformacdo em meio sélido, o agar foi picotado com o auxilio de uma
espatula e transferido para Erlenmeyers contendo acetato de etila. A mistura foi sonicada em
ultrassom durante 15 min. O processo de extragdo foi realizado trés vezes com renovagao de
solvente e posteriormente o mesmo procedimento foi realizado com metanol. As fracdes
organicas em acetato de etila e metanol foram concentradas em evaporador rotativo a vacuo

(Fisatom, Brasil), a temperatura aproximada de + 40 °C.

3.7.4 Analise dos perfis quimicos dos extratos de biotransformagao

Os extratos das biotransformagdes com os micro-organismos do trato gastrointestinal

foram analisados conforme descrito previamente na se¢do 3.6.4.

3.7.5 Identificacdo estrutural dos produtos de biotransformacdo com os micro-

organismos do trato gastrointestinal

Os extratos foram analisados por CLUE-EM em equipamento Acquity UPLC H-Class

(Waters®”, EUA) acoplado a um espectrometro de massas tandem quadrupolo Xevo TQ-S
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(Waters®, EUA) com fonte de ionizacdo por eletrospray, pertencente ao Laboratério de
Espectrometria de Massas do Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes do Departamento de
Quimica da FFCLRP-USP.

A separacdo cromatografica foi realizada em coluna Ascentis Express C18, Supelc0®
(100 x 4,6 mm, 2,7 um). A fase mével foi constituida de 30 % de agua contendo 0,1 % de
acetato de amonio e 70 % de acetonitrila (elui¢ao isocratica, vazao de 0,5 mL/min, 30 min).

Os espectros de massa foram processados em software MassLynx V.4.1 (Waters”, EUA).

As andlises foram realizadas em modo negativo e inicialmente monitoradas em modo
full scan para comparagao dos ions presentes nos controles com os ions presentes nos extratos
de biotransformagdo. Os sinais desejados foram selecionados para dissociagdo induzida por
colisdo (CID) com gés argonio, no modo product ion scan. As energias de colisdo foram
otimizadas para cada ion precursor de interesse ([M — H]J), variando de 10 a 50 eV. As
estruturas quimicas dos produtos de biotransformagdo foram propostas através da massa
nominal obtida e da comparacdo dos espectros de ions produtos dos precursores com 0s

espectros de ions produtos dos metabolitos.

3.8 Biotransformacdes dos acidos ent-polidltico e ent-diidroagatico por microssomas

hepaticos

Os estudos de metabolismo in vitro dos diterpenos por microssomas hepaticos foi
realizado no Instituto de Quimica e Farmécia da Universidade de Regensburg, na Alemanha,

sob supervisao do Prof. Dr. Jorg Heilmann e da Profa. Dra. Birgit Kraus.

3.8.1 Microssomas hepdticos humanos

Foi utilizado um pool de microssomas hepaticos humanos 20 mg/mL (Gibco®™)

proveniente de 50 adultos doadores do sexo masculino e feminino.

3.8.2 Reagentes e solucoes

Os estudos de metabolismo foram realizados em tampao fosfato de potassio 0,1 M pH
7,4 ou tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7.4. Foram mantidas solu¢des estoque em tampao fosfato

de potassio de 110 mM de glucose-6-fosfato (G-6-P, Sigma, EUA), 110 mM de cloreto de
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magnésio hexaidratado (MgCl,, Merck, Alemanha), 43 mM de fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADP, Sigma, EUA) e 40 mM de 4cido uridina 5-difosfato do acido
glucurdnico (UDPGA, Sigma, EUA). A enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G-6-P-DH,
Sigma, EUA) foi dissolvida em solug@o aquosa de citrato de s6dio 5 mM a uma concentragao
de 40 U/mL. O peptideo alameticina (Sigma, Israel) foi utilizado como formador de poro ¢
estocado em concentragdo de 0,5 mg/mL em metanol 2 % (v/v) em agua. Solucdes estoque de
100 mM de 7-etoxicumarina (7-ETC, utilizada como controle positivo) foram preparadas em
metanol e estocadas a 4 °C. Os demais reagentes bioquimicos descritos foram estocados em

aliquotas a -20 °C.

3.8.3 Metabolismo microssomal em escala analitica

Os sistemas de incubacdo microssomal foram estabelecidos de acordo com método
padronizado (ZENGER et al., 2015). Para as reacdes metabolicas de fase I, foi utilizado um
sistema de regeneracdo do NADPH consistindo em 3,3 mM de MgCl,, 3,3 mM de G-6-P, 0,4
U/mL de G-6-P-DH ¢ 1,3 mM de NADP. Para as reagdes metabolicas de fase II, foram
adicionados 2 mM de UDPGA para ativagdo das enzimas UDP-glucuroniltransferases
(UGTs), juntamente com a adicdo de 25 pg/mL de alameticina para facilitar o acesso do
substrato ao sitio ativo das UGTs. Os reagentes foram mantidos em banho de gelo durante
todo o experimento e as quantidades necessarias para cada sistema de incubagdo foram
pipetadas em um tubo Eppendorf”. Os microssomas foram adicionados aos sistemas, os quais

foram cuidadosamente homogeneizados e mantidos em banho-maria a 37 °C por 5 min.

Posteriormente, foram adicionados os diterpenos ou o controle positivo 7-ETC em
concentragdo final de 10 uM. As reagdes foram iniciadas com a adicdo de NADP e/ou
UDPGA ¢ os tubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C. As reagdes metabolicas foram
interrompidas apos 1, 2, 3 ou 24 h com a adicao de acido cloridrico gelado 5 % em agua (v/v).
As amostras foram homogeneizadas vigorosamente por 5 min e centrifugadas a 2.700 g por
10 min. O sobrenadante foi coletado para as andlises do perfil quimico e o precipitado
descartado. Os controles negativos apropriados foram realizados sem os microssomas e sem
os cofatores a fim de se evitar falsas conclusdes devido a reagdes inespecificas.
Adicionalmente, também foi realizado o teste de estabilidade dos diterpenos e do controle

positivo 7-ETC no sistema tampao sem 0s microssomas.
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3.84 Analise dos extratos de biotransformagcdo microssomais
3.84.1 Andlise dos extratos de biotransformagcdo da 7-etoxicumarina

Os extratos das biotransformagdes com o controle positivo foram analisados em
cromatdgrafo Waters® acoplado ao detector DAD. Foi utilizada uma coluna de fase reversa C-
18 Hibar® (250 x 4,0 mm, 5 um, Purosphere) com vazao de 0,8 mL/min a 40°C. A fase movel
organica foi constituida por 95 % de acetonitrila em 4gua e a fase aquosa por 0,1 % de acido
formico em 4agua (gradiente iniciando com 10 % de fase organica, atingindo 60 % de fase
organica em 20 min, permanecendo até¢ 22 min com 60 % de fase organica, retornando para
10 % de solvente organico em 25 min e permanecendo nessas condi¢des até 30 min). Os

cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda 320 nm.

3.84.2 Andlise dos extratos de biotransformacdo dos diterpenos

Inicialmente, os extratos das biotransformagdes com os diterpenos foram analisados
por CLAE em cromatégrafo Waters® acoplado ao detector DAD. Foi utilizada uma coluna de
fase reversa C-18 Hibar® (250 x 4,0 mm, 5 um, Purosphere) com vazio de 0,8 mL/min a
40°C. A fase movel foi constituida por acetonitrila e 0,1 % de acido acético em agua
(gradiente iniciando com 20 % de acetonitrila, atingindo 70 % de acetonitrila em 30 min,
atingindo 100 % de solvente organico em 35 min, permanecendo até 37 min com 100 % de
acetonitrila, retornando para 20 % de solvente organico em 40 min e permanecendo nas

condicdes iniciais até 45 min). Os cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda

200 nm.

Devido a baixa concentracdo e deteccdo dos diterpenoides na amostra, algumas
adaptacdes foram empregadas. Assim, realizou-se a limpeza e concentragdo dos extratos em
solvente organico. Para tal, as amostras foram preparadas em um sistema a vacuo de extracao
em fase solida, utilizando-se cartuchos Oasis HLB 200 mg e 30 um (Waters”™). As amostras
foram aplicadas e em seguidas lavadas com agua 100 %, seguido por agua 80 % e acetonitrila
20 %. A eluigdo das amostras foi realizada com 3 mL de metanol, sendo posteriormente

concentradas sob fluxo de nitrogénio.

A fim de melhorar a detec¢dao dos diterpenoides, os perfis dos extratos concentrados
foram analisados por CLAE em cromatografo VWR/Hitachi® acoplado ao detector
Evaporating Light Scattering Dectector (VWR ELSD 85). Os parametros do detector foram

ajustados para: temperatura igual a 40 °C, ganho e filtro iguais a 6 e pressao igual a 3,5 bar.
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Foi utilizada uma coluna de fase reversa C-18 Hibar” (250 x 4,0 mm, 5 um, Purosphere) com

vazdo de 0,8 mL/min a 25°C. O gradiente utilizado foi o mesmo descrito na se¢ao 3.6.4.

3.8.5 Metabolismo microssomal em escala preparativa

A fim de concentrar as amostras, os experimentos com microssomas hepaticos humanos
foram realizados sob as mesmas condi¢des dos experimentos em escala analitica. No entanto,
sete tubos Eppendorf foram incubados por 24 h e posteriormente reunidos em um unico tubo

Eppendorf para o metabolismo de fase I e fase II

3.8.6 Identificacdo estrutural dos produtos de biotransformacdo com microssomas

hepaticos humanos
3.8.6.1 Andlise por espectrometria de massas de alta resolucdo

Os extratos microssomais foram analisados por CLUE-EMAR em cromatografo
Agilent® 1290 Infinity acoplado a um espectrémetro de massas MS Agilent® 6540 UHD, com
analisador Q-TOF e ionizagdo por eletrospray nos modos positivo e negativo. Foi utilizada
uma coluna C18 Phenomenex Luna Omega (50 x 2,1 mm, 1,6 um) e fase mdvel constituida
por acetonitrila e 4gua, ambas acidificadas com 0,1 % de acido férmico. A vazdo empregada
foi de 0,4 mL/min. O gradiente utilizado variou de 20 a 70 % de acetonitrila de 0 a 8 min,
atingindo 98 % de acetonitrila em 9 min, permanecendo nesta propor¢do até 10 min e
retornando a 20 % de acetonitrila em 10,10 min e permanecendo nas condi¢des iniciais até

11,5 min.

3.9 Analise da rotacio especifica dos precursores e metabélitos de biotransformacao

A rotagdo especifica [a]p do AP, ADA e de seus derivados de biotransformagado foram
determinadas em polarimetro (Jasco P-2000, numero de série A104161232, Japao), a
temperatura de 25 °C e comprimento de onda 589 nm. As amostras foram solubilizadas em

metanol e as medidas foram realizadas em triplicata.
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3.10 Avaliacido da atividade citotoxica dos precursores e dos metabdlitos de

biotransformacao
3.10.1 Avaliacdo da citotoxidade pelo método do MTT

A atividade citotoxica in vitro dos diterpenos e seus derivados foi avaliada através do
ensaio colorimétrico do sal de tetrazolio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
difenil tetrazolio). O MTT ¢ um composto amarelo soluvel em agua que pode ser convertido
pelas enzimas oxirredutases dependentes de NAD(P)H das células vidveis, originando o sal de
formazan azul, que ¢ insoluvel em agua. Assim, a quantidade de formazan formada ¢

proporcional ao numero de células vidveis e pode ser indicativa da proliferacao celular.

3.10.1.1 Linhagens celulares utilizadas

Foram utilizadas as linhagens celulares de adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2)
e cé€lulas isoladas de carcinoma cervical humano (HeLa), cedidas pela Universidade de

Munique, Alemanha.

3.10.1.2 Condigoes de cultivo celular

A manipulagdo das linhagens celulares foi realizada em capela de fluxo laminar
(Thermo Fisher Scientific). As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Inglaterra) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (Gibco, Inglaterra) e mantidas em incubadora (Integra Biosciences) a 37°C, com fluxo de
95% de oxigénio e 5% de gas carbonico. Para as células da linhagem Caco-2, o meio de

cultura também foi suplementado com 1 % de solucdo de aminoacidos essenciais (Biochrom,

Alemanha).

3.10.1.3 Ensaio do MTT

Apo6s as ceélulas atingirem de 80 a 90 % de confluéncia, o meio de cultura foi
cuidadosamente aspirado com auxilio de uma pipeta de vidro esterilizada e foi adicionada
solugdo salina Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Modified (PBS, Sigma, Inglaterra). A

solugdo foi aspirada com auxilio de pipeta seguida pela adicdo de solucdo de tripsina 0,05%
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em PBS. As células foram mantidas em contato com a tripsina durante 3 min em incubadora a

37°C.

Apo6s esse procedimento, as células inicialmente aderidas as paredes das garrafas de
cultura foram liberadas na solugdo de tripsina. Foi adicionado o mesmo volume de meio
DMEM e a suspensdo foi centrifugada por 5 min, a 2000g ¢ 21 °C. O sobrenadante foi
removido e foi adicionado meio DMEM ao precipitado celular, o qual foi utilizado para a

padronizacao do indculo.

Uma aliquota da suspensao celular foi retirada e diluida 1:1 em meio DMEM, no qual
foi acrescentado 10 pL de Tripan Blue (Sigma, EUA). As células foram contadas em

microscopio Optico (Olympus) com o auxilio de cdmera de Neubauer.

Um indculo preparado em meio de cultura correspondente a 8x10* células/mL para a
linhagem HepG2 e 3x10° células/mL para a linhagem Caco-2 foi transferido as microplacas
de 96 cavidades. As células foram incubadas por 24 h a 37°C, em atmosfera de 95 % de

oxigénio e 5 % de gas carbdnico.

Ap6s este periodo, os diterpenos precursores € seus derivados de biotransformagdo
foram adicionados na faixa de concentragdes de 2 a 2.000 uM. Os controles apropriados do
solvente DMSO (Fisher Chemical, Inglaterra) utilizado para solubilizar os diterpenoides e o
controle do crescimento celular (controle negativo) também foram realizados. As células

foram incubas por 24 h em contato com as amostras.

Posteriormente, o meio de cultura foi cuidadosamente removido de cada cavidade e
uma solugdo de MTT (Sigma, EUA) 4 mg/mL preparada em PBS foi diluida 1:10 no meio de
cultura e adicionada as microplacas. Ap6s 3 h em incubadora a 37°C, o sobrenadante foi

removido e 100 pL de SDS 10% em agua foram adicionados.

As microplacas foram protegidas da luz e incubadas overnight a temperatura ambiente.
A absorvancia foi determinada em espectrofotometro de microplacas (Spectra Fluor Plus,

Crailsheim, Alemanha), em comprimento de onda igual a 560 nm.

Os ensaios foram realizados em triplicatas independentes e os céalculos de ICsy e
elaboragdao dos graficos de viabilidade celular foram realizados com o auxilio do software

GraphPad Prism (5.01).
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3.10.2 Avaliacdo da citotoxidade pelo método do XTT

Os ensaios de XTT foram feitos em parceria com a Profa. Dra. Raquel Alves dos
Santos do Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Universidade de Franca

(UNIFRAN).

O XTT (2,3-Bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazélio-5-carboxanilida) ¢ um
corante tetrazolio de segunda geracdo de coloracdo ligeiramente amarela a incolor. Quando
reduzido pelas enzimas das células metabolicamente ativas, forma-se um produto formazan
alaranjado soluvel em agua, que € proporcional ao nimero de células vidveis. O ensaio do

XTT é um método efetivo para avaliar o crescimento celular.

3.10.2.1 Linhagens celulares utilizadas

Foram utilizadas linhagens de células humanas tumorais de adenocarcinoma mamario
(MCF-7) e células normais de epitélio mamario (MCF-10A), provenientes do Banco de

Células do Rio de Janeiro.

3.10.2.2 Condigoes de cultivo celular

As células foram cultivadas em meio de cultura composto por meio Ham’s F10 e
DMEM (1:1, v/v, Sigma, EUA) suplementado com 10 % de soro bovino fetal (Gibco). As
células foram mantidas em incubadora a 37°C, com fluxo de 95 % de oxigénio e 5 % de gas

carbOnico.

3.10.2.3 Ensaio do XTT

Inicialmente, um inoéculo de 1x10* células foi transferido a placas de 96 cavidades e
mantido em incubadora de CO; a 37°C por 24 h. Apds esse periodo, foram adicionados os
diterpenos precursores e os derivados de biotransformacao na faixa de concentragdes de 20 a
2.000 uM. Os controles do solvente DMSO 0,1 % utilizado para solubilizar as amostras € o
controle positivo (10 % de DMSO) foram devidamente realizados. Apos 24 horas de
exposicdo, as células foram lavadas com solu¢do PBS (Sigma, EUA) e posteriormente
adicionou-se meio DMEM sem vermelho de fenol (Sigma, EUA) acrescido da solugdo

XTT/elétron segundo as instru¢des do Cell Proliferation Kit (Roche). Apos 4 h de incubacgao,
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foi realizada a leitura colorimétrica em espectrofotometro (ASYS, Austria), em comprimento
de onda igual a 450 nm e 620 nm de referéncia. Os ensaios foram realizados em triplicata e a
propor¢ao de células vidveis foi determinada em relagdo ao controle negativo considerado
como 100 % de proliferacdo celular. O calculo da ICs foi realizado com auxilio do software

GraphPad Prism 5.0.

3.11 Esquema geral das etapas do projeto
A seguir (Figura 12) estd apresentado um fluxograma resumido das etapas

desenvolvidas neste estudo.
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[
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Figura 12. Esquema geral das etapas desenvolvidas na pesquisa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analises dos diterpenos precursores acidos ent-polialtico e ent-diidroagatico

Os diterpenos apresentam-se na forma de cristais brancos e inodoros a temperatura
ambiente. As substincias isoladas da oleorresina de C. duckei foram analisadas por CLAE-
DAD-CAD. Os cromatogramas obtidos e¢ os espectros de absor¢do no ultravioleta dos

diterpenos estdo apresentados na Figura 13.

O tempo de retencdo do AP no gradiente utilizado foi de 39,7 min e o mesmo apresentou
maximo de absor¢cao no UV em comprimento de onda proximo a 210 nm. Por sua vez, o
ADA apresentou tempo de retencdo de 30,8 min e méaximo de absor¢do no UV em

comprimento de onda préximo a 204 nm.
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Figura 13. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD e espectros de absor¢cdo no UV do A) acido ent-
polidltico (UV Ay = 210 nm) e B) acido ent-diidroagatico (UV Ap.x 203 nm) isolados da oleorresina de
C. duckei. Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, Coluna de fase reversa C-18 Kromasil®,
fase movel constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (20-100% fase
organica em 60 min), vazdo de 1 mL/min, volume de injecdo 30puL, andlise a temperatura ambiente.

Os valores de rotagdo especifica determinados para o AP e o ADA foram iguais a

[a]zSD: -40,41(c 1,00; CH3;0H) e [a]zSD: - 33,32 (¢ 1,04; CH30H), respectivamente.

Foram obtidos os espectros de RMN de 'H, "°C e bidimensionais e os espectros de
massas ¢ ions produtos (Apéndices 1 e 2) de ambos os diterpenos. O estudo dos dados
espectroscopicos e espectrométricos dos precursores ¢ de grande importancia para o
entendimento das possiveis modificagdes que venham ocorrer no material de partida através

das biotransformacdes e serd detalhado a seguir.
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4.1.1 Analise dos dados espectroscopicos do precursor AP

O espectro de RMN de 'H do AP (Apéndice 1.1) apresenta dois sinais tipo simpleto
(s) em 0y 0,72 e 1,15, correspondentes aos hidrogénios metilicos ligados aos carbonos C-20
(0c 14,9) e C-19 (8¢ 16,4), respectivamente, sendo o ultimo sinal mais desblindado devido a

maior proximidade ao grupo carboxilico da posi¢ao 18.

Os simpletos largos em oy 4,59 e 4,88 podem ser atribuidos aos hidrogénios vinilicos
exociclicos da posi¢ao 17, os quais estdo ligados a0 mesmo carbono em o¢ 107,2, que faz uma

ligacao dupla com C-8 (6¢ 147,8).

Outros sinais em evidéncia no espectro de RMN de 'H do AP sio os hidrogénios em
Oy 7,20 (H-16) e 7,35 (H-15) (correspondentes aos hidrogénios em o do anel furano) e oy 6,26

(H-14) (correspondente ao hidrogénio em £ do mesmo anel).

A regido do espectro entre 1,30 e 2,60 ppm apresenta grande quantidade de sinais
correspondentes aos demais hidrogénios do nucleo diterpénico e da cadeia lateral, sendo que
muitos dos sinais apresentam deslocamentos préoximos ou sobrepostos no espectro,
dificultando a determinacdo dos mesmos. Os sinais em oy 2,25 € em 2,56 correspondentes aos
hidrogénios diastereotdpicos ligados a C-12 (8¢ 24,1) foram atribuidos através dos dados do
espectro de RMN de 'H e também através da observacdo do mapa de contornos HMQC. O
mesmo ocorreu para o sinal em 9y 2,06, correspondente ao hidrogénio ligado a C-7 (8¢ 37,9) e
para o sinal em dy 1,94, correspondente ao hidrogénio ligado a C-5 (8¢ 49,6). Por outro lado,
devido a sobreposicdo de sinais observada no espectro de RMN de 'H, para outros sinais foi
possivel atribuir apenas os desclocamentos quimicos utilizando o mapa de contornos HMQC.
Assim, em dy 1,73 foi possivel observar o sinal correspondente ao hidrogénio do grupo
metinico em C-9 (3¢ 56,1) e em 6y 1,56 o sinal correspondente aos hidrogénios ligados a C-2

(5¢ 18,5).

No espectro de RMN de °C do AP (Apéndice 1.2), o sinal mais desblindado em 8¢
185,6 corresponde ao carbono carboxilico C-18, enquanto os sinais em d¢ 107,2 (C-17) e
147,8 (C-8) correspondem aos carbonos da ligacdo dupla exociclica e os carbonos em 111,1
(C-14), 125,6 (C-13); 138,8 (C-16) e 142,8 (C-15) ppm correspondem aos quatro carbonos

olefinicos do anel furano.

Os deslocamentos de carbono e as correlagdes encontradas no mapa de contornos

HMBC, bem como as comparag¢des dos dados obtidos com os dados da literatura para o AP
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estdo apresentados na Tabela 1. Os dados de hidrogénio e comparagdo com a literatura estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Dados de RMN de "*C do 4cido ent-polidltico e respectivas comparacdes com a literatura.

Estrutura quimica e correlagdes no HMBC

~N Correlagdes selecionadas no HMBC (H —» C)
Féormula molecular: C,H,305
m/z [M-H] acurada: 315,1959
m/z [M-H] exata: 315,1960

Am: -0,32 ppm
. CARRERAS, ROSSOMANDO &
Dados obtidos (CDCL) GIORDANO, 1998 (CDCls)
- dc ppm dc ppm
Posigao 100 MHz 50,3 MHz
1 38,1 37,7
2 18,5 18,2
3 37,2 36,9
4 47,7 473
5 49,6 493
6 27,0 26,6
7 37,9 37,6
8 1478 147,5
9 56,1 55,9
10 39,0 38,6
11 23,6 233
12 24,1 23,8
13 125,6 125,2
14 11,1 110,7
15 142,8 142,4
16 138,8 138,4
17 107,2 106,8
18 185,6 185,5
19 16,4 16,1
20 14,9 14,5
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H do 4cido enz-polialtico e respectivas comparagdes com a literatura.

CARRERAS, ROSSOMANDO &

Dados obtidos (CDCl;) GIORDANO, 1998 (CDCly)

- Ou ppm, mult., (J Hz), int. Ou ppm, mult., (J Hz
Posigdo HPP 400 MI({Z : H1312)00,13 Méz )

2 1,56 nd*

5 1,94 dd (12,3; 2,9) 1H

7 2,06 1d (12,9 5,3) 1H

9 1,73 nd*

12 2,25 di (14,7, 8,3) 1H; 2,56 m 1H

14 6,26 sl TH 6,25 dd (1,6: 0,9)

15 7351(1,6) 1H 7,34 1(1,6)

16 7,20 s 1H 7,19 5l

17 4,59 sl 1H; 4,88 s/ 1H 4,59 si; 4,87 sl

19 1,155 3H 1,15 s

20 0,72 s 3H 0,72 s

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido & sobreposigdo de sinais, dy determinado pelo HMQC.

4.1.2 Anadlise dos dados espectroscopicos do precursor ADA

No espectro de RMN de 'H do ADA (Apéndice 2.1) é possivel observar dois sinais
simpletos (s) em 6y 0,70 e 1,14, os quais correspondem aos hidrogénios metilicos ligados a C-
20 (0c 14,8) e C-19 (0¢ 16,4), respectivamente. O sinal em oy 0,98 € correspondente ao grupo
metilico da posicao 16 (6¢ 19,8), o qual se desdobra em um dupleto (d) devido ao seu

acoplamento com o hidrogénio em 6y 1,92 ligado a C-13 (d¢ 30,8).

Os hidrogénios vinilicos da dupla exociclica apresentam sinais em oy 4,50 e 4,82 (H-
17a e H-17b). O sinal duplo dupleto (dd) em 6y 1,78 corresponde aos hidrogénios geminais
ligados a C-3 (&¢ 37,2), enquanto os sinais em oy 2,04 e 2,34 correspondem aos hidrogénios
ligados a C-7 (6¢ 38,0) e os sinais em Oy 2,18 e 2,28 correspondem aos hidrogénios da

posicao 14 (3¢ 42,0).

Assim como para o AP, a regido do espectro de 'H do ADA entre aproximadamente
1,30 e 2,40 ppm apresenta grande nimero de sinais correspondentes aos demais hidrogénios
da molécula, alguns dos quais estdo discriminados na Tabela 4. Como esta regido do espectro
apresenta grande sobreposi¢cdo de sinais, o desdobramento e integral de alguns hidrogénios
ndo puderam ser atribuidos, no entanto, alguns deslocamentos foram confirmados através do
mapa de contornos HMQC. Os sinais em oy 1,95, 1,67 ¢ 1,92 correspondem aos hidrogénios
dos grupos metinicos em C-5 (&¢ 49,6), C-9 (3¢ 56,9) e C-13 (oc¢ 30,8), respectivamente. Os
hidrogénios em 6y 1,16 e 1,35 ligados a C-12 (8¢ 35,6) também foram identificados através do

mapa de contornos HMQC.
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No espectro de RMN de °C do ADA (Apéndice 2.2) podem ser observados os sinais
mais desblindados em 6¢ 180,1 e 185,8, os quais correspondem aos dois carbonos carboxilicos
da molécula em C-15 e C-18 respectivamente. Os carbonos em d¢ 107,1 (C-17) e 148,1 (C-8)

correspondem aos carbonos sp” da ligacdo dupla.

Os deslocamentos de carbono, as correlagdes encontradas no mapa de contornos
HMBC, bem como as comparagdes dos dados obtidos com os dados da literatura para o ADA

estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados de RMN de "°C do 4cido ent-diidroagatico e respectivas comparagdes com a literatura.

Estrutura quimica e correlagdes no HMBC

<N Correlagdes selecionadas no HMBC (H —» C)
Férmula molecular: C,,H;,0,
m/z [M-H] acurada: 335,2220
m/7 [M-H] exata: 335,2222

Am: -0,60 ppm
Dados obtidos (CDCls) TENG et al., 2010 (CDCls)
- dcppm d¢ ppm
Posigao 108?5le 75 11\)/?Hz
1 38,1 37,9
2 18,6 18,5
3 37,2 37,1
4 47,7 47,5
5 49,6 49,5
6 27,0 26,8
7 38,0 37,8
8 148,1 148,0
9 56,9 57,0
10 39,0 39,0
11 20,8 20,8
12 35,6 35,6
13 30,8 31,1
14 42,0 41,2
15 180,1 179,2
16 19,8 19,9
17 107,1 107,0
18 185,8 185,1
19 16,4 16,3
20 14,8 14,7
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H do 4cido ens-diidroagético e respectivas comparagdes com a literatura.

Dados obtidos (CDCl;) TENG et al., 2010 (CDCl;)

- Oy ppm, mult., (J/ Hz), int. Sy ppm, mult., (J Hz)
Posigo 400 MHz 300 MHz

3 1,78 dd (12,4; 5,4) 2H

5 1,95 nd*

7 2,04 td (12,8;5,2) 1H; 2,34 m 1H 2,04 m 1H; 2,35 m 1H

9 1,67 nd*

12 1,16 nd*; 1,35 nd*

13 1,92 nd*

14 2,18 m 1H; 2,28 m 1H

16 0,98 d (6,6) 3H 0,88 d (6,6) 3H

17 4,50 s 1H; 4,82 s |H 4,52 sl 1H; 4,82 sl |H

19 1,14 s 3H 1,15 s 3H

20 0,70 s 3H 0,71 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢do de sinais, dy; determinado pelo HMQC.

4.1.3 Analise dos dados espectrométricos dos precursores AP e ADA

Os diterpenos isolados também foram analisados por EMAR. A fim de confirmar a
massa molecular dos precursores, seus espectros de massas de alta resolugcao foram analisados
no modo positivo ¢ negativo. Para ambos os diterpenos, a formacdo dos ions por ESI se deu
através de reagdes de acido-base (protonagdo e desprotonagdo). Para o AP, foram detectados
os ions [M-H] m/z 315,1959 no modo negativo (Apéndice 1.5A) e m/z [M+H]" 317,2096 no
modo positivo. Para o ADA, foram detectados os ions [M-H] m/z 335,2220 (Apéndice 2.5A)
e [M+H]" m/z 337,2363 nos modos negativo e positivo, respectivamente. Assim, as massas
moleculares do AP e ADA foram determinadas em 316,2039 u e 336,2300 u,
respectivamente.

Também foram analisados os espectros de ions produtos dos precursores (Apéndices
1.5B e 2.5B). Ambos os diterpenos apresentaram baixa intensidade de fragmentacdo no
espectro de ions produtos no modo negativo, mesmo com altas energias de colisdo. No
entanto, devido a alta fragmentagdo e complexidade dos espectros de ions produtos no
modo positivo, foram selecionados os espectros no modo negativo para o estudo das vias
de fragmentacao.

Adicionalmente, ha um estudo feito pelos pesquisadores do projeto tematico sobre
fragmentacao de diterpenos do tipo labdano por ESI no modo negativo, incluindo o acido ent-
agatico com estrutura semelhante ao ADA (AGUIAR et al., 2018). Os resultados deste estudo
foram utilizados para a proposicao de formacao dos principais ions produtos encontrados nos

espectros, conforme apresentado nas Figuras 14 e 15.
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O sitio mais acido para desprotonagcdo das moléculas foi atribuido ao grupo
carboxilico, pela melhor acomodagdo da carga negativa no atomo de oxigénio e
possibilidade de deslocalizagdo da mesma. O AP apresenta apenas um grupo acido na
posicdo 18, enquanto o ADA apresenta dois grupos carboxilicos e, portanto, a
desprotonacdo pode ocorrer tanto no grupo carboxilico da posi¢cdo 18 ou 15. No entanto, o
sitio de ionizagao foi atribuido no grupo &cido da posicao 18, conforme apresentado na Figura
15. Como no espectro de ions produtos do ADA (Apéndice 2.5) ha o ion m/z 317, o qual ¢é
formado pela perda de dgua do precursor m/z 335 (Figura 15), concluiu-se que caso a
ionizagdo ocorresse no grupo carboxilico da posicdo 15, esta desidratacdo e consequente
formacao do ion m/z 317 ndo ocorreria, uma vez que nao ha hidrogénio vizinho nesta posi¢do

para a perda da molécula de agua.

I
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Figura 14. Fragmentacdo proposta para a formagao dos ions produtos de m/z
221, m/z 299 e m/z 205 derivados de [M-H] m/z 315 (4cido ent-polialtico).
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Figura 15. Fragmentagdo proposta para a formac¢do dos ions produtos de m/z 317, m/z 289, m/z 275, m/z
233, m/z 221 e m/z 205 derivados de [M-H] m/z 335 (4cido ent-diidroagatico).

O ion de m/z 205 é o pico base tanto no espectro do AP quanto do ADA
(Apéndices 1.5 e 2.5). Como pode ser observado nas Figuras 14 e 15, foi proposta a

mesma estrutura deste ion fragmento para ambos os diterpenos.

Os mecanismos propostos para a formacdo da maioria dos ions envolvem
fragmentacoes com retencdo de carga, como rearranjos de hidrogénio remoto,
ciclorreversdes e retro-heteroeno, as quais sdo reagdes comuns em ions elétron-pares

(DEMARQUE et al., 2016).

O estudo dos pesquisadores do projeto tematico apontou os ions de m/z 287, m/z
273 e m/z 233 como ions diagndsticos para o acido ent-agatico, o qual difere do ADA
apenas pela auséncia da insaturagdo entre os carbonos C-13 e C-14. O ion de m/z 233
também aparece no espectro do ADA, e sugere-se que os fons de m/z 287 e 273 do
espectro do ent-acido agatico sdo correspondentes aos ions de m/z 289 e 275 do espectro

do ADA, sendo formados pelas mesmas vias.

A anélise dos dados espectroscopicos e espectrométricos obtidos confirmam a pureza

e identidade dos diterpenos AP e ADA isolados da oleorresina de C. duckei.



L’@é{j/{//(/////ﬁ()j e diseussio 47

4.2 Determinacido da concentracio inibitéria minima dos acidos ent-polialtico e ent-
diidroagatico frente aos micro-organismos utilizados nos ensaios de

biotransformacao

O ensaio de microdiluicdo em microplacas para determinagao dos valores de CIM foi
realizado a fim de investigar os possiveis efeitos inibitérios dos diterpenos sobre os micro-

organismos utilizados nos processos de biotransformagao.

Nas Tabelas 5 e 6 estdo apresentados os resultados obtidos para os fungos filamentosos

e os micro-organismos do trato gastrointestinal, respectivamente.

Tabela 5. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) dos
diterpenos acido ent-polidltico (AP), acido ent-diidroagatico (ADA) e do controle miconazol sobre os fungos
filamentosos.

AP ADA Controle positivo”
Micro-organismo CIM CFM CIM CFM CIM CFM
(ng/mL)  (pg/ml)  (pg/ml)  (ng/mL)  (pg/mL)  (ng/mLl)
M. rouxii >400 >400 >400 >400 1,56 1,56
C. elegans >400 >400 >400 >400 12,5 50
C. echinulata >400 >400 >400 >400 12,5 50
A. brasiliensis >400 >400 >400 >400 6,25 50

*: controle positivo = miconazol.

Tabela 6. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) dos
diterpenos acido ent-polialtico (AP), acido ent-diidroagatico (ADA) e do controle positivo sobre os micro-
organismos do trato gastrointestinal.

AP ADA Controle positivo*

CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Micro-organismo (ng/ml)  (ug/ml)  (ng/ml)  (ng/ml)  (ug/ml)  (ag/ml)

B. pseudocatenulatum 400 400 400 400 <0,01 0,74
B. bifidum 200 400 200 400 <0,01 0,05

B. longum 200 400 200 400 0,37 0,74
L. acidophilus 400 400 >400 >400 >3,13 >3,13
L. fermentum 400 400 >400 >400 >3.13 >3.13

S. boulardii >400 >400 >400 >400 12,5 12,5

E. coli >400 >400 >400 >400 6,25 6,25

*: Bifidobacterium sp. € Lactobacillus sp.: Penicilina G; S. boulardii: Miconazol; E. coli: Estreptomicina
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Dentre os micro-organismos avaliados, os fungos apresentaram-se menos suscetiveis a
acdo dos diterpenos, sendo que os valores de CIM para todos os fungos foram acima de 400

pg/mL.

Para os micro-organismos do trato gastrointestinal, apenas a levedura S. boulardii ¢ a
bactéria E. coli apresentaram CIM acima de 400 pg/mL, sendo que os demais micro-

organismos foram menos resistentes a a¢ao das substancias.

Ambos AP e ADA apresentaram os mesmos valores de CIM, exceto para L.
acidophilus e L. fermentum, para os quais o AP apresentou maior efeito bacteriostatico e

bactericida.

Diterpenoides ja foram relatados como potenciais antimicrobianos contra bactérias
(PORTO et al., 2013; FONSECA et al., 2013; SOUZA et al., 2011), fungos (KUMAR, SAHA
& SAHA, 2016; ZHANG et al., 2011) e virus (HE et al., 2017). Alguns estudos sobre o
mecanismo de acdo de diterpenos relatam a inibicdo da enzima NADH oxidase
(HARAGUCHI et al., 1996) e da cadeia respiratoria (TAPIA et al., 2004) em bactérias e
inibicdo da transcriptase reversa viral (PEREIRA et al., 2004). O diterpeno labdano acido
acetilsalvico foi capaz de interagir com a membrana citoplasmatica do fungo Botrytis cinerea

e alterar sua permeabilidade, inibindo seu crescimento micelial (MENDOZA et al., 2009).

Resultados obtidos pela equipe do projeto tematico indicaram promissora atividade
antimicrobiana do AP frente a biofilmes e micro-organismos planctdnicos causadores da carie
dental e de infec¢des endodonticas. Os valores de CIM para bactérias como L. casei, P.
gengivalis e P. micros foram proximos a 10 pg/mL. Oleorresinas ricas em AP também
apresentaram atividade antimicrobiana promissora contra patogenos orais (BARDAIJI et al.,

2016).

Para as bactérias testadas neste estudo, o AP ndo se apresentou tdo ativo. No entanto,
foi utilizado um indculo maior de 1,2 x 10° UFC/mL em rela¢do ao indculo de 5 x 10°
UFC/mL utilizado nos outros ensaios antimicrobianos. Adicionalmente, a agdo dos diterpenos
foi avaliada apds os micro-organismos atingirem a fase estacionaria (para simular as mesmas
condicdes dos experimentos de biotransformag¢do) e ndo na fase exponencial de crescimento
como padronizado nos ensaios antimicrobianos. Tais fatores podem estar relacionados as

diferencas das atividades encontradas neste € nos outros estudos mencionados.

A concentragdo escolhida para os ensaios de biotransformacao foi 100 pg/mL, a qual

ndo interferiu no crescimento dos micro-organismos avaliados para ambos os diterpenos.
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4.3 Biotransformacdes em escala analitica com os fungos filamentosos

Os estudos de biotransformacdo realizados com os fungos filamentosos foram
inicialmente conduzidos por 5 e 10 dias de incubagdo. No entanto, ap6s 10 dias de incubagao,
os produtos de biotransformacgao foram detectados em menor intensidade nos cromatogramas,
provavelmente devido a sua degradacdo ou consumo. Assim, padronizou-se a obtengdo dos

extratos do meio de cultura fermentativo e da massa micelial ap6s 5 dias de incubagao.

As massas dos extratos obtidos em acetato de etila variaram ao redor de 1 a 20 mg. Os
processos foram realizados em triplicata de maneira independente, a fim de confirmar os

resultados obtidos.

Foi realizado o controle de estabilidade dos diterpenos no meio de cultura sob as
mesmas condi¢cdes de temperatura, agitagdo e tempo de incubagdo. Os cromatogramas
apresentados na Figura 16 indicam que nao houve degradacdo dos precursores ou formacao

de subprodutos durante o periodo de incubagdo e durante o processo de extragao.
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Figura 16. Controle de estabilidade do A) acido ent-polialtico ¢ B) acido ent-diidroagatico apds 5 dias de
incubacdo em meio de cultura Koch’s K1 a 30 °C, 120 rpm. Condi¢des cromatograficas:

Cromatografo Waters, coluna de fase reversa C-18 Kromasil, fase movel constituida por gradiente de acetonitrila
e 0,1% de 4cido acético em agua (20-100% fase organica em 60 min), vazdo de 1 mL/min, volume de injegdo
30uL, analise a temperatura ambiente.

Os cromatogramas dos extratos dos caldos das culturas dos processos realizados com
os fungos M. rouxii, C. echiulata, C. elegans e A. brasiliensis estao apresentados nas Figuras

17 e 18. Os cromatogramas dos extratos das massas miceliais estdo apresentados nas Figuras

19 e 20.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos extratos do caldo de cultura de A) controle” M. rouxii;
B) biotransformagdo do acido ent-polidltico com M. rouxii; C) controle” C. elegans; D) biotransformagdo do
acido ent-polidltico com C. elegans; E) controle” C. echinulata; F) biotransformacdo do acido ent-polidltico com
C. echinulata; G) controle” A. brasiliensis; H) biotransformagdo do acido ent-poliltico com A. brasiliensis, apos

5 dias de incubacdo em meio Koch’s K1 a 30 °C, 120 rpm.

Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase movel
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (20-100% fase organica em 60 min),
vazdo de 1 mL/min, volume de injecdo 30pL, andlise a temperatura ambiente.
* controle do micro-organismo no meio de cultura com o solvente DMSO.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos extratos do caldo de cultura de A) controle” M. rouxii;
B) biotransformacao do é4cido ent-diidroagatico com M. rouxii; C) controle” C. elegans; D) biotransformacao do
acido ent-diidroagatico com C. elegans; E) controle” C. echinulata; F) biotransforma¢do do acido ent-
diidroagatico com C. echinulata; G) controle” A. brasiliensis; H) biotransformagdo do acido ent-diidroagatico
com A. brasiliensis, apos 5 dias de incubagdo em meio Koch’'s K1 a 30 °C, 120 rpm. Condigdes cromatograficas:
Cromatografo Waters, coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase movel constituida por gradiente de
acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (20-100% fase orgénica em 60 min), vazdo de 1 mL/min, volume

de injecdo 30uL, analise a temperatura ambiente.

* . . .
controle do micro-organismo no meio de cultura com o solvente DMSO.
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Figura 19. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos extratos da massa micelial de A) controle” M. rouxii; B)
biotransformagdo do acido ent-polidltico com M. rouxii; C) controle” C. elegans; D) biotransformagdo do acido
ent-polialtico com C. elegans; E) controle” C. echinulata; F) biotransformacdo do acido ent-polidltico com C.
echinulata; G) controle” A. brasiliensis; H) biotransformagdo do acido ent-polidltico com A. brasiliensis, apos 5
dias de incubag@o em meio Koch’s K1 a 30 °C, 120 rpm. )

Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase movel
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (20-100% fase organica em 60 min),
vazdo de 1 mL/min, volume de injecdo 30pL, andlise a temperatura ambiente.

* controle do micro-organismo no meio de cultura com o solvente DMSO.
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Figura 20. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos extratos da massa micelial de A) controle” M. rouxii;
B) biotransformagéo do acido ent-diidroagatico com M. rouxii; C) controle” C. elegans; D) biotransformagdo do
acido ent-diidroagatico com C. elegans; E) controle” C. echinulata; F) biotransformagdo do 4cido ent-
diidroagatico com C. echinulata; G) controle” A. brasiliensis; H) biotransformagdo do acido ent-diidroagatico
com A. brasiliensis, apds 5 dias de incubagdo em meio Koch’s K1 a 30 °C, 120 rpm. )

Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase movel
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (20-100% fase organica em 60 min),
vazdo de 1 mL/min, volume de injecdo 30pL, andlise a temperatura ambiente.

* controle do micro-organismo no meio de cultura com o solvente DMSO.

Os cromatogramas apresentados nas Figuras 17D, 17F, 18D e 18F sugerem que os
fungos C. elegans e C. echinulata foram capazes de biotransformar os dois diterpenos
analisados. Nao foram detectados possiveis produtos de biotransformacao do AP e ADA em

concentragdes significativas nos extratos dos processos conduzidos com M. rouxii (Figuras

17B e 18B).

O fungo A. brasiliensis utilizado neste estudo foi capaz de metabolizar o AP (Figura

17H), mas ndo o ADA (Figura 18H). Este resultado sugere que as diferencas estruturais entre
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os dois diterpenos, como por exemplo, a presenca de um grupo acido em C-15 e a auséncia do

anel furano no ADA podem ser decisivas para a seletividade das enzimas deste fungo.

Os perfis cromatograficos dos extratos das massas miceliais de todos os fungos
analisados (Figuras 19 e 20) ndo apresentaram possiveis produtos de biotransformacio e
foram semelhantes aos controles, indicando auséncia de metabdlitos no meio intracelular em

concentragodes significativas.

E possivel observar que uma fragdo do AP ficou internalizada na massa micelial do M.
rouxii (Figura 19B) e uma menor quantidade do ADA foi aprisionada na massa micelial do A.
brasiliensis (Figura 20H), porém, sem apresentar possiveis produtos de biotransformagao

tanto na massa quanto no caldo de cultura.

De maneira geral, como podemos observar nas sobreposi¢des da Figura 21, os extratos
dos caldos de cultura dos processos desenvolvidos com o AP geraram cromatogramas mais
complexos, com maior nimero de possiveis produtos de biotransformagdo em relacdo ao
ADA. Além disso, os produtos de biotransformagdo eluem antes que os substratos, em
propor¢des menores de acetonitrila que variam de 20 a 80 %, indicando um aumento de

polaridade em relacao aos precursores.

Muitos fungos apresentam aparato enzimatico semelhante aos mamiferos e sao
capazes de catalisar reacdes de fase I e fase Il aumentando a polaridade de moléculas
lipofilicas através de reagdes de oxidagdo, reducdo, hidrolise e conjugacdo (ASHA &

VIDYAVATHI, 2009).

Alguns fungos como os do género Cunninghamella produziram metabodlitos com o

mesmo tempo de retengdo, conforme apresentado na Figura 21.
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Figura 21. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-CAD das biotransformagdes do A) acido ent-
polialtico e B) acido ent-diidroagatico com os fungos filamentosos.

O pH do meio de cultura foi verificado ao final dos processos de biotransformagao
(Tabela 7). O meio de cultura Koch’s K1 apresentou pH inicial igual a 6,7. Todos os
processos sem micro-organismos € os processos conduzidos com o fungo A. brasiliensis
mantiveram o pH final proximo ao pH inicial. Ao final dos processos conduzidos com os
fungos do género Cunninghamella, foram registradas medidas de pH proximas a 8, e ao final

dos processos conduzidos com o fungo M. rouxii, préximas a 9.

A alcalinizagdo do meio extracelular por fungos ¢ um processo que pode ser mediado
através da producdo de amonia intracelular como subproduto do catabolismo de proteinas e
aminoacidos (VYLKOVA et al., 2011). O excesso de amodnia ¢ transportado para o meio
extracelular na forma de ureia, que posteriormente ¢ convertida em ions amonio, causando o

aumento de pH (VYLKOVA, 2017).

Os diferentes valores de pH indicam as peculiaridades metabodlicas de cada fungo e
que apesar dos fungos do género Cunninghamella e Aspergillus terem sido capazes de
biotransformar os precursores, nenhum apresentou acentuada producdo de acidos organicos

neste meio de cultura e condi¢des utilizadas.
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Como o pKa tanto do AP como do ADA ¢ préximo a 4,7, conclui-se que o equilibrio
16nico dos substratos estava deslocado para a forma ionizada no inicio e fim dos processos de

biotransformagao, com a desprotonagao do grupo acido.

Tabela 7. Valores de pH do meio de cultura apds 5 dias de incubagdo a 30 °C e 120 rpm dos controles e
processos conduzidos com diferentes fungos.

Amostra pH
Meio Koch’s K1 6,7
Controle AP (meio + diterpeno) 6,5
Controle ADA (meio + diterpeno) 6,3
M. rouxii + DMSO 8,7
M. rouxii + AP 8.9
M. rouxii + ADA 8,8
C.echinulata + DMSO 8,2
C.echinulata + AP 8,2
C.echinulata + ADA 8,2
C.elegans + DMSO 8,1
C.elegans + AP 7,1
C.elegans + ADA 8,1
A.brasiliensis + DMSO 6,6
A.brasiliensis + AP 6,7
A.brasiliensis + ADA 6,3

4.4 Biotransformacoes em escala ampliada com os fungos filamentosos

Através da andlise dos cromatogramas dos extratos, foi possivel eleger os processos
mais promissores conduzidos com os fungos. O processo de biotransforma¢do do AP com o
fungo A. brasiliensis foi selecionado para ser realizado em escala ampliada por apresentar um
perfil cromatografico menos complexo do que os perfis dos extratos com os fungos do género

Cunningamella.

Em relacdo ao ADA, apenas os processos conduzidos com C. echinulata e C. elegans

apresentaram possiveis produtos de biotransformag@o em concentragdes satisfatorias.

Apesar dos perfis cromatograficos de ambos os processos serem muito similares, a
analise através do detector Corona CAD indicou maior intensidade relativa dos picos
presentes nos cromatogramas dos extratos obtidos com C. echinulata e por esta razao, este

processo foi selecionado para ampliagao de escala.

Ao final dos processos em escala ampliada, foram obtidos 161 mg de extrato das
biotransformagdes do AP com o fungo A. brasiliensis ¢ 244 mg de extrato das

biotransformacdes do ADA com C. echinulata, os quais foram utilizados como material de
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partida para os subsequentes isolamentos. Os perfis cromatograficos dos extratos obtidos em

escala ampliada foram semelhantes aos obtidos nos processos em escala analitica.

4.5 Isolamento dos produtos de biotransformacao com os fungos filamentosos

O extrato de biotranformagdo do AP com A. brasiliensis foi pré-fracionado antes de ser
submetido ao isolamento. Foram obtidas 12 fragdes iniciando-se com 100 % de agua e
aumentando de 10 em 10 % a propor¢ao de acetonitrila. A tltima fracdo foi obtida com 100 %
de metanol. As fracdes com 10, 20 e 30 % de acetonitrila apresentaram perfis cromatograficos
semelhantes e, portanto, foram reunidas em uma nova fragdo com massa igual a 55 mg, a qual
foi submetida ao processo de isolamento. As fracdes com 40, 50 e 60 % de acetonitrila
(massas iguais a 19,7; 38,5 e 12,9 mg, respectivamente) também foram selecionadas para

obten¢ao de componentes isolados.

De maneira geral, os perfis cromatograficos das fragdes obtidas por SPE continuaram
complexos, provavelmente devido aos tempos de retencdo muito proximos dos componentes
do extrato. O precursor AP foi o Uinico componente a sair praticamente isolado, nas fracdes

com 70 e 80% de acetonitrila.

O extrato da biotransformagdo em escala ampliada do ADA ndo foi submetido ao
método de extracdao em fase solida e o isolamento por CLAE foi realizado diretamente a partir
do extrato bruto, devido ao seu perfil menos complexo. Os componentes isolados das fragdes

e do extrato bruto estdo apresentados nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22. Produtos isolados das fracoes A) 60% agua e 40% acetonitrila e B) 50% agua e 50% acetonitrila,
obtidas a partir do extrato bruto de biotransformagdo do acido ent-polidltico com o fungo A. brasiliensis apos 5
dias de incubacgdo, a 30 °C, 120 rpm.

Condigdes cromatograficas: A) cromatdgrafo Waters e B) cromatégrafo Shimadzu (A = 200 nm). Coluna de fase
reversa C-18 Kromasil®, fase mével constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de 4cido acético em 4gua
(20-100% fase organica em 60 min), vazdo de 1 mL/min, volume de inje¢do 20uL, analise a temperatura
ambiente.

mil
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Figura 23. Produtos isolados dos extratos de biotransformagio do acido ent-diidroagatico
com o fungo C. echinulata apds 5 dias de incubacdo, a 30 °C, 120 rpm.

Condigoes cromatograficas: Cromatografo Shimadzu, A =200 nm, coluna de fase reversa
C-18 Kromasil®, fase movel constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de 4cido
acético em agua (20-100% fase organica em 40 min), vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo 10puL, analise & temperatura ambiente.

Os rendimentos foram calculados a partir de 120 mg de AP e 150 mg de ADA como
material de partida. As massas obtidas e os respectivos rendimentos de cada produto de
biotransformacao estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9. Os rendimentos acima de 1% estdo de
acordo com os rendimentos encontrados na literatura para metabodlitos provenientes de
biotransformacdes de diterpenos labdanos com diferentes fungos (FRIJA, FRADE &
AFONSO, 2011). Os rendimentos dos produtos do ADA foram superiores aos rendimentos
dos produtos do AP em geral, o que pode ser explicado devido a maior complexidade do
extrato de biotransformacdo do AP, pois neste processo houve a formacdo de um numero

maior de produtos.

Tabela 8. Codigo, tempo de retencdo, massa obtida e rendimento dos produtos isolados do extrato de
biotransformagdo do acido ent-polialtico com o fungo A. brasiliensis.

Pico Cadigo Tempo de reten¢do (min) Massa obtida (mg) Rendimento (%)
1 PO1(AP) 11,1 0,5 0,4
2 P02(AP) 15,1 6,5 5,4
3 PO3(AP) 15,8 1,0 0,8
4 P04(AP) 19,2 0,3 0,3
5 PO5(AP) 20,4 0,3 0,3
6 PO6(AP) 21,7 1,1 0,9
7 PO7(AP) 23,3 0,5 0,4
8 PO8(AP) 25,0 0,2 0,2
9 PO9(AP) 25,7 1,9 1,6
10 P10(AP) 27,4 0,2 0,2
11 P11(AP) 38,9 0,7 0,6
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Tabela 9. Codigo, tempo de retencdo, massa obtida e rendimento dos produtos isolados do extrato de
biotransformagdo do acido ent-diidroagatico com o fungo C. echinulata.

Pico Codigo Tempo de retencio (min) Massa obtida (mg) Rendimento (%)
1 PO1(ADA) 15,6 2,1 1.4
2 P02(ADA) 16,5 21,4 14,3
3 PO3(ADA) 17,9 6,8 4,5
4 P04(ADA) 18,4 52 3,5
5 PO5(ADA) 22,4 5,1 34
6 P06(ADA) 23,2 1,9 1,3
7 P07(ADA) 26,4 1,1 0,7

4.6 Identificaciao dos produtos de biotransformacao com os fungos filamentosos

Os metabolitos isolados foram elucidados através da comparagao de seus espectros de
RMN com os espectros dos precursores (descritos detalhadamente na secdao 4.1), aliada as
analises por EMAR. Os espectros de massas ¢ RMN de todos os metabdlitos isolados se

encontram na se¢do de Apéndices 3 a 17 e 29 a 36.

4.6.1 Identificacao estrutural do produto PO1(AP)

Através da analise por EMAR do metabdlito PO1(AP) foi obtida a m/z [M-H] igual a
365,1966 (Apéndice 3.5), consistente com a formula molecular proposta C,0H30O¢ (366,2046
u). A férmula obtida sugere a introducdo de trés atomos de oxigénio e dois hidrogénios na

estrutura do AP pelo fungo A. brasiliensis.

Nos espectros de RMN de 'H (Apéndice 3.1) e de *C (Apéndice 3.2) do metabdlito
PO1(AP) ¢ possivel observar que os sinais correspondentes aos carbonos e hidrogénios do
anel furano e das duas metilas estdo presentes, sugerindo que ndo houve mudangas nestas
regides da molécula. Os sinais correspondentes aos hidrogénios vinilicos da dupla exociclica

estdo ausentes, sugerindo uma alteragdo no carbono C-17.

No espectro de RMN de 'H aparecem novos sinais dupletos (d) em 8y 3,58 e 3,42,
ambos com J = 11,4 Hz e integrados para um hidrogénio cada. Através do mapa de contornos
HMQC (Apéndice 3.3) ¢ possivel observar que ambos os hidrogénios estao ligados a um
mesmo carbono em d¢ 63,4. A constante 11,4 Hz € proxima ao valor tipico para acoplamento

de hidrogénios geminais em alcanos, confirmando a auséncia da ligacdo dupla entre C8-C17.

o L . - 2
A auséncia de dois sinais na regido caracteristica de deslocamento de carbonos sp” no

espectro de RMN de "°C e a adigio de dois atomos de hidrogénio na estrutura do metabdlito
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também confirmam a redugdo da ligagao dupla do nucleo diterpénico. Os novos sinais em oy /

Oc 3,58 e 3,42/ 63,4 sugerem a presenga de um carbono hidroximetilénico na estrutura.

Outro novo sinal em d¢ 76,8, compativel com o deslocamento de carbono carbinélico,
aparece no espectro de C do metabolito. No entanto, este carbono ndo se apresenta ligado a
nenhum hidrogénio no mapa de contornos HMQC, sugerindo a presenca de um carbono
tetrassubstituido. Assim, as Unicas posi¢des possiveis para hidroxila¢do seriam em carbonos
terciarios da estrutura (C-5 ou C-8). Através da andlise do mapa de contornos HMBC
(Apéndice 3.4), verificou-se que o sinal em d¢ 76,8 correlaciona-se com os hidrogénios das
posicdes oy 1,49 (H-9), 1,25 e 2,17 (H-7a ¢ H-7b) e 3,58 e 3,42 (H-17a e H-17b), sendo,
portanto, a introdu¢do do grupo hidroxilico estabelecida na posicdo C-8. A proposicao de
hidroxilagdo em C-17 foi confirmada através das correlagdes dos sinais em oy 3,58 ¢ 3,42

com os sinais em o¢ 37,8 (C-7), 76,8 (C-8) € 62,9 (C-9).

As estereoquimicas relativas dos grupos hidroxilico e hidroximetilénico ligados a C-8
foram determinadas através dos espectros de NOESY 1D (Apéndice 29), nos quais os
hidrogénios em oy 3,42 e 3,58 da posicdo 17 apresentaram correlagdo espacial com os
hidrogénios em 06y 0,88 da posi¢ao 20, que por sua vez apresentou correlagdo espacial com o
hidrogénio em 6y 3,58 ligado a C-17 e os hidrogénios em 6y 1,11 da posicdo 19. Assim, a
estereoquimica relativa do grupo hidroximetilénico da posi¢do 17 foi estabelecida na
orientacdo «, enquanto a estereoquimica relativa do grupo hidroxilico ligado a C-8 foi

estabelecida na configuracao f.

Por fim, a presenca de um novo sinal duplo dupleto (dd) no espectro de RMN de 'H
em Oy 3,53, correspondente a um hidrogénio ligado a um carbono em 6¢ 80,0 indicam a
presenca de outra hidroxilagdo na estrutura. A posicdo do grupo hidroxilico em C-1 foi
definida através da andlise dos sinais no mapa de contornos HMBC, no qual o hidrogénio em
ou 3,53 correlaciona-se com os carbonos em o¢c 13,4 (C-20), 62,9 (C-9) e 44,3 (C-10).
Adicionalmente, os sinais em oy 0,88 (H-20) e 1,50 e 1,93 (H-3a e H-3b) correlacionam-se

com o carbono em ¢ - 80,0 (C-1).

As constantes de acoplamento para hidrogénios em ciclo-hexanos sdo bem definidas
na literatura (PAVIA et al., 2009). Assim, através das constantes de H-1 foi possivel
identificar o acoplamento de hidrogénios nas posi¢des axial-equatorial (4,9 Hz) e axial-axial
(11,0 Hz). Assumindo-se a conformag¢do em cadeira como a conformagdo mais estavel para

ciclo-hexanos, determinou-se a configuracao relativa do grupo hidroxilico em C-1 a partir das
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constantes de acoplamento de H-1 com os hidrogénios vicinais em C-2, conforme as
proje¢des de Newman na Figura 24. Assim, como H-1 apresenta duas constantes com valores
distantes entre si, sua posicdo foi estabelecida em p. Consequentemente, inferiu-se a
estereoquimica relativa do grupo hidroxilico em C-1 em ¢, a qual foi confirmada através das

correlacdes espaciais encontradas nos espectros de NOESY 1D (Apéndice 29).

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabolito PO1(AP) foi igual a

[a]®p: + 64,80 (¢ 0,05; CH;0H).

Os dados espectroscopicos (sinais de hidrogénio, carbono, HMQC e¢ HMBC) e

estrutura quimica do metabdlito PO1(AP) estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Dados de RMN de 'H e *C do metabélito PO1(AP).

PO1(AP) (CD;0D)

Estrutura quimica HMBC
14 y

o 0 Zn B 13 \\ ° OH '/\12/\3‘ Ny

= £ = = Z 1 A 5 ;

0§ OH ; o} 3/'%0)\'? on \ S ) Correlagdes selecionadas no HMBC (H—C)
5 5 16 Férmula molecular: C,,H;,0¢

"1GH,0H ( i H,OH m/z [M-H] acurada: 365,1966
17 m/z [M-H|" exata: 365,1964
S > Am: 0,55 ppm
19\\\ 1gCO0H N
Nt
PO1(AP)
Posicao dc ppm Oy ppm, mult., (J Hz) int.
151 MHz 600 MHz

1 80,0 3,53 dd (4,9; 11,0) 1H
2 29,6 ok
3 36,4 1,50 nd"; 1,93 nd"
4 48,6 -
5 51,1 1,83 dd (1,7;12,1) 1H
6 23,6 *x
7 37,8 1,25 nd’; 2,17 nd"
8 76,8 -
9 62,9 1,49 nd"
10 44,3 -
11 28,4 *ok
12 29,3 2,57 m 1H; 2,64 m 1H
13 127,9 -
14 112,3 6,32 dd (0,8; 1,7) 1H
15 143,3 7,32 ¢t(1,7) 1H
16 139,7 7,23 dd (0,8; 1,5) 1H
17 63,4 3,42 d(11,4) 1H; 3,58 d (11,4) 1H
18 183,3 -
19 16,8 1,11 s 3H
20 13,4 0,88 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢do de sinais, dy; determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido & sobreposigio de sinais no espectro de RMN de 'H.
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Figura 24. Representacdo dos ciclo-hexanos do nucleo diterpénico na conformagdo cadeira e respectivas
projecdes de Newman dos substituintes da posicdo 1, exemplificando os possiveis acoplamentos entre os
hidrogénios vicinais quando Ha esta na posi¢do A) a e B) f.

4.6.2 Identificacao estrutural do produto PO2(AP)

A formula molecular C»yH,305 obtida por EMAR para o metabolito PO2(AP) indica a
introducao de dois atomos de oxigénio na estrutura do precursor AP pelo fungo A.

brasiliensis.

No espectro de RMN de 'H do metabélito PO2(AP) (Apéndice 4.1) é possivel observar
que os sinais em oy 4,59 e 4,88 correspondentes aos hidrogénios vinilicos da dupla exociclica
estdo ausentes a ha o aparecimento de novos sinais mais blindados em oy 4,17 e 3,90. No
espectro de RMN de "°C (Apéndice 4.2) do metabdlito, o sinal em 8¢ 107,2 correspondente ao
carbono ao qual os hidrogénios vinilicos estavam ligados no precursor AP, também se

apresenta mais blindado (d¢ 63,0).

Através do mapa de contornos HMQC (Apéndice 4.3), foi possivel confirmar que os
dois hidrogénios com deslocamentos em oy 4,17 e 3,90 estdo ligados a0 mesmo carbono com
deslocamento em 8¢ 63,0, sugerindo que o carbono sp> C-17 do precursor AP foi hidroxilado
e passou a ter hibridizagdo sp3 no metabolito PO2(AP). Os sinais oy 4,17 e 3,90 desdobram-se
em dupletos (d) e ambos apresentam a mesma constante de acoplamento J= 11,8 Hz,

compativel com acoplamento de hidrogénios geminais em alcanos.

Os sinais desblindados em 6¢ 132,4 ¢ 145,3 no espectro de RMN de BC do metabdlito
indicam a presen¢a de dois carbonos sp2 na estrutura (com excec¢do dos carbonos do anel
furano), sugerindo a migra¢cdo da ligacdo dupla entre C-8 e C-17 do precursor. A nova
posicdo da ligacdo dupla foi atribuida entre C-8 e C-9 através das correlagdes a longa

distancia encontradas no mapa de contornos HMBC (Apéndice 4.4), no qual os hidrogénios
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Oy 4,17 e 3,90 da posicdo 17 se correlacionam com os carbonos sp2 em 1324 e 145,3 ppm,
bem como os hidrogénios oy 2,45 e 2,92 da posicdo 11 também se correlacionam com ambos
os carbonos o6¢c 132,4 e 145,3. Adicionalmente, a auséncia de novos sinais desblindados
correspondentes a hidrogénios ligados a carbonos sp> no espectro de RMN de 'H do
metabdlito indica que os carbonos da ligagdo dupla ndo estdo diretamente ligados a

hidrogénios.

Por fim, ha também o aparecimento de um novo duplo dupleto (dd) no espectro de
RMN de 'H do metabélito, com deslocamento em &y 3,69 ¢ integrado para um hidrogénio. No
mapa de contornos HSQC, pode-se observar que este hidrogénio esta ligado a um carbono em

d¢ 76,5. O sinal ¢/ 6y 76,5 / 3,69 sugere a presenca de um carbono hidroximetinico.

A posi¢ao do segundo grupo hidroxilico na molécula foi atribuida em C-1 através da
analise do mapa de contornos de HMBC, no qual o hidrogénio em oy 3,69 se correlaciona

com os carbonos em ¢ 16,5 (C-20), 45,1 (C-10) e 145,3 (C-9).

As constantes de acoplamento do sinal duplo dupleto (dd) sdo condizentes com
acoplamentos entre hidrogénios nas posigdes axial-axial (/ = 10,9 Hz) e entre hidrogénios nas
posicdes axial-equatorial (J = 4,6 Hz) em ciclo-hexanos, correspondente ao acoplamento de
H-1 com os hidrogénios diastereotdpicos H-2a e H-2b. Os dados de NOESY 1D (Apéndice
30) indicaram que hé uma correlagdo espacial entre o hidrogénio em 6y 3,69 da posicao 1 com
o hidrogénio em 652,01 da posicdo 5, o qual se encontra na orientagdo £ em labdanos da série
enantiomérica. Assim, através das constantes de acoplamento e dos dados obtidos por
NOESY, a estereoquimica relativa do grupo hidroxilico da posi¢do 1 foi definida na

orientacao a, como apresentado na estrutura quimica da Tabela 11.
O valor de rotagdo especifica determinado para este derivado foi igual a [a]*p: - 3.82

(¢ 0,55; CH;0H).

O metabolito PO2(AP) foi o componente majoritario do extrato de biotransformagao
do AP, indicando a afinidade das enzimas microbianas para promover hidroxilagdes no

carbono da posi¢do 1 e no carbono olefinico da posi¢do 17.

Os dados espectroscopicos, estrutura quimica e as correlagdes do mapa de contornos

HMBC de PO2(AP) estao dispostos na Tabela 11.
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H e "*C do metabélito PO2(AP).

P02(AP) (CD;0OD)

Estrutura quimica HMBC

O~ (orrelagdes selecionadas no HMBC (H-»C)
Férmula molecular: C,,H,305
m/z [M-H] acurada: 347,1857
m/z7 [M-H]| exata: 347,1859

Am: -0,58 ppm
P02(AP)
Posicao d¢ ppm Oy ppm, mult., (J/ Hz) int.

151 MHz 600 MHz
1 76,5 3,69 dd (4,6; 10,9) 1H
2 22.4 1,35 nd"; 1,74 m 1H
3 36,1 1,56 nd"; 1,92 nd”
4 48,7 i
5 46,8 2,01 nd
6 30,2 1,78 nd"
7 29,5 o
8 132,4 -
9 145,3 -
10 45,1 -
11 31,1 2,44 nd"; 2,91 td (12,7; 12,1; 4,7) 1H
12 27,9 2,44 nd"; 2,62 td (14,3; 13.,8; 4,7) 1H
13 127.2 -
14 112,1 6,34 s 1H
15 143,6 7,34 ¢(1,6) 1H
16 139,8 7,26 sl 1H
17 63,0 4,17d (11,8) 1H; 3,90 d (11,8) 1H
18 182,8 -
19 16,9 1,18 s 3H
20 16,5 1,10 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposicao de sinais, dy determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido a sobreposicio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.6.3 Identificacdo estrutural do produto PO3(AP)

A andlise por EMAR indicou que o metabdlito PO3(AP) ¢ um isomero de PO2(AP),
com formula molecular igual a CyH,30s Este metabodlito foi detectado nos extratos de
biotransformacao do AP com os fungos C. echinulata e A. brasiliensis.

No espectro de RMN de 'H do metabolito PO3(AP) (Apéndice 5.1) é possivel observar
o aparecimento de quatro novos sinais em relagdao ao espectro do precursor AP. Os sinais em
4,14 e 3,93 ppm, ambos desdobrados em um dupleto (d) e integrados para um hidrogénio

cada, correspondem a dois hidrogénios ligados a um carbono em d¢ 65,8. A constante de
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acoplamento J = 12,1 Hz ¢ compativel com o acoplamento de hidrogénios geminais em
alcanos.

Da mesma forma que no espectro de P02(AP), os sinais em 4,59 ¢ 4,88 ppm
correspondentes aos hidrogénios vinilicos da dupla exociclica estdo ausentes, bem como o
sinal do C-17 olefinico (8¢ 107,2) no espectro de RMN de *C (Apéndice 5.2). Assim, este
conjunto de informagdes sugerem uma mudanga estrutural nessa regido da molécula. A
presenca dos sinais explicados anteriormente (3¢ 65,8 ligado a oy 4,14 e 3,93) sugerem uma
hidroxilagdo em C-17 e perda da ligagao dupla entre C8-C17.

A presenca dos sinais d¢ 125,0 e 141,2 no espectro de °C indica que ainda h4 uma
ligacdo dupla na estrutura, além das existentes no anel furano. A posi¢ao desta ligagdo dupla ¢
sugerida entre os carbonos C-7 e C-8 pelas correlagdes do mapa de contornos HMBC

(Apéndice 5.4), no qual os hidrogénios em 3, 4,14 € 3,93 (posi¢do 17) se correlacionam com
os carbonos em 6C 53,3 (C-9), 125,0 e 141,2, os quais podem ser atribuidos somente aos

carbonos da posicdo 7 e 8.

A presenga de um sinal dupleto (d) em 6, 5,73 no espectro de RMN de 'H do
metabolito, correspondente a um hidrogénio ligado ao carbono em &, 125,0 sugere que este

ultimo sinal ¢ correspondente a C-7 e o sinal em ¢ 141,2 ¢ correspondente a C-8. Além disso,

o hidrogénio em &, 5,73 correlaciona-se com os carbonos em &, 65,8 (C-17), 53,3 (C-9), 46,4

(C-5) e 26,1 (C-6), confirmando sua presenca na posi¢do 7 e corroborando com a proposta de
mudanga da ligagdo dupla entre C-7 e C-8.

Por fim, o Gltimo sinal diferente no espectro de RMN de 'H do metabolito PO3(AP)
em relagdo ao precursor ¢ o duplo dupleto (dd) em 6y 3,52, integrado para um hidrogénio. No
mapa de contornos HSQC (Apéndice 5.3), observa-se que este hidrogénio estd ligado a um
carbono em o¢ 81,4. Os sinais ¢ / oy 81,4 / 3,52 sugerem a presenga de um carbono
hidroximetinico na estrutura.

O mapa de contornos HMBC indica que o hidrogénio em dy 3,52 correlaciona-se com
os carbonos em d¢ 9,6 (C-20), 42,6 (C-10), 53,3 (C-9), 29,8 (C-2) e 36,7 (C3) sendo, portanto,

a posicao do grupo hidroxilico atribuida em C-1.

O sinal duplo dupleto (dd) em 6y 3,52 ¢ desdobrado a partir do acoplamento vicinal do
hidrogénio da posi¢do 1 com os hidrogénios diastereotopicos da posicdo 2, e apresentam
valores caracteristicos de acoplamento de hidrogénios vicinais em ciclo-hexanos nas posigdes
axial-axial (J = 11,5 Hz) e nas posi¢des axial-equatorial (J = 4,1 Hz). Os dados obtidos por

NOESY (Apéndice 31) indicam uma correlagdo espacial do hidrogénio da posicao 1 (dy =
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3,52) com os hidrogénios da posi¢do 5 (Oy = 2,04) e posi¢do 9 (dy = 2,24), ambos na
orientagdo . Assim, a estereoquimica do hidrogénio da posi¢ao 1 foi atribuida na orientagao
f, enquanto a estereoquimica do grupo hidroxilico da mesma posicao foi definida em a. Além
das constantes de acoplamento e dos dados de NOESY, um possivel efeito j-gauche
observado através de uma acentuada blindagem sobre o deslocamento do carbono 20 (6¢ =

9,6 para PO3(AP) e ¢ = 14,9 para AP) também contribui para a proposi¢ao do grupo a-OH.
O valor de rotacio especifica determinado para o derivado PO3(AP) foi igual a [a]*p:
- 12,60 (¢ 0,05; CH30H).

Como ¢ possivel observar, os isomeros P02(AP) e PO3(AP) diferem apenas na posi¢ao
da ligacdo dupla no nucleo diterpénico. Os dados espectroscopicos e estrutura quimica de

PO3(AP) estdao apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H e "*C do metabélito PO3(AP).

PO3(AP) (CD;0OD)

Estrutura quimica HMBC

14 14

15

0 ™ Correlacdes selecionadas no HMBC (H—C)
Férmula molecular: C,yH,305
m/z [M-H]™ acurada: 347,1859
m/z7 [M-H] exata: 347,1859

Am: 0,00 ppm
PO3(AP)
Posicao d¢c ppm Oy ppm, mult., (J Hz) int.
151 MHz 600 MHz
1 81,4 3,52.dd (4,1;11,5) 1H
2 29.8 ok
3 36,7 1,58 nd’, 1,95 nd”
4 47,8 -
5 46,4 2,04 dd 1 H
6 26,1 ok
7 125,0 5,73 d (5,8) 1H
8 141,2 -
9 53,3 2,24 m 1H
10 42,6 -
11 30,4 *ox
12 26,9 2,49 nd", 2,67 nd”
13 127,4 -
14 112,1 6,32 dd (0,8; 1,7) 1H
15 143,6 7,351 (1,6) 1H
16 139,8 7,25 sl 1H
17 65,8 4,14 d (12,1) 1H; 3,93 d (12,1) 1H
18 183,0 -
19 17,8 1,22 s 3H
20 9,6 0,93 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢do de sinais, dy; determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido & sobreposicio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.64 Identificacdo estrutural do produto PO4(AP)

O metabolito PO4(AP) foi detectado nos extratos de biotransformagao dos fungos C.
elegans, C. echinulata ¢ A. brasiliensis. Para este metabolito, foram encontrados dados
espectroscopicos semelhantes aos dados de PO1(AP). No entanto, a férmula molecular
encontrada igual a Cy)H30Os indica um atomo de oxigénio a menos na estrutura de PO4(AP)

em relacao a POI(AP).



L—@Effm/ld//ﬁd e diseussio 68

Nos espectros de RMN do metabdlito ¢ possivel observar que o anel furano e as duas
metilas estdo preservados, no entanto os sinais correspondentes aos carbonos e hidrogénios da

dupla exociclica entre C-8 e C-17 estdo ausentes.

No espectro de RMN de 'H (Apéndice 6.1) aparecem novos sinais dupletos (d) em 8y
3,61 e 3,46, ambos com J = 11,5 Hz e integrados para um hidrogénio cada. Através do mapa
de correlagdes HMQC (Apéndice 6.3), ¢ possivel observar que ambos os hidrogénios estdo
ligados a um mesmo carbono em d¢ 63,6. Os novos sinais em oy / o¢c 3,61 e 3,46 / 63,6

sugerem a presenga de um carbono hidroximetilénico na estrutura.

A constante 11,5 Hz ¢ proxima do valor tipico para acoplamento de hidrogénios
geminais em alcanos, confirmando a auséncia da ligacao dupla entre C8-C17. A auséncia de
dois sinais na regido caracteristica de deslocamento de carbonos sp” e a introducio de dois
hidrogénios na molécula também confirmam que a ligacdo dupla do nucleo diterpénico foi

reduzida.

Outro novo sinal em d¢ 76,5, compativel com o deslocamento de carbono carbinolico,
aparece no espectro de °C do metabdlito. No entanto, este carbono nio se apresenta ligado a
nenhum hidrogénio no mapa de contornos HMQC, indicando a presenga de um carbono
tetrassubstituido. Através da anélise do mapa de contornos HMBC (Apéndice 6.4), verificou-
se que o sinal em d¢ 76,5 correlaciona-se com os hidrogénios em 6y 1,40 (H-9), 3,61 ¢ 3,46
(H-17a e H-17b) e 2,18 e 1,85 (H-7a e H-7b) sendo, portanto, a introdu¢do do grupo

hidroxilico estabelecida em C-8.

A proposicdo de hidroxilagdo em C-17 foi confirmada através das correlagdes dos
sinais em dy 3,61 e 3,46 com os sinais em ¢ 38,1 (C-7) e 76,5 (C-8). As estereoquimicas
relativas dos grupos hidroxilico e hidroximetilénico ligados a C-8 foram atribuidas através das
correlagdes encontradas nos espectros de NOESY (Apéndice 32). Foi possivel observar uma
correlagdo espacial entre os hidrogénios da posi¢ao 17 (dy = 3,46 e 3,61) com os hidrogénios
da metila 20 em a (6y = 0,82). Assim, o grupo hidroximetilénico em C-8 foi atribuido em o,

enquanto o grupo hidroxilico foi atribuido em f.

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabolito PO4(AP) foi igual a

[a]b: + 130,89 (¢ 0,03; CH;0H).

Um isdomero de PO4(AP) foi obtido por semi-sintese a partir da hidroxilagdao do acido
lambertianico com permanganato de potassio em meio basico a 5 °C, formando o diterpeno

8a,17-diidroxi-polialtico como produto majoritario (CHERNOV et al., 2006). Este isomero,
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no entanto, apresenta a metila da posi¢do 20 na orientagdo S e os grupos hidroxilico e
hidroximetilénico ligados a C-8 nas orientacdes o e f, respectivamente. Apesar da
estereoquimica diferente, os dados espectroscopicos da estrutura quimica obtida por Chernov
e colaboradores estdo apresentados na Tabela 13 a fim de comparaciao, bem como a estrutura

quimica e os dados espectroscopicos de PO4(AP).

Tabela 13. Dados de RMN de 'H e "*C do metabolito PO4(AP).

PO4(AP)

Estrutura quimica HMBC

-\ Correlagdes selecionadas no HMBC (H—» C)

Férmula molecular: C,yH;,05

SIS

"1ICHz0H m/z [M-H]" acurada: 3492011
m/z [M-H] exata: 349,2015
\s Am: -1,15 ppm
1 5COOH
PO4(AP)
Dados obtidos (CD;0D) CHERNOV et al., 2006 (CD3;0D)
Posigdo d¢ ppm Oy ppm, mult., (J/ Hz) int. d¢ ppm Oy ppm, mult., (J Hz)
151 MHz 600 MHz 125,76 MHz 500,13 MHz

1 40,5 ok 40,5 *E
2 18,7 ok 19,6 woE
3 38,2 ** 38,1 2,13 m 1H
4 49,0 - 44,0 -
5 52,0 1,85 nd' 56,0 o
6 23,8 21,9 *oE
7 38,1 2,18 m 1H; 1,85 nd" 38,4 2,21 m 1H, 1,20 m 1H
8 76,5 - 75,6 -
9 62,2 1,40 nd" 60,1 *x
10 39,4 - 41,2 -
11 27,0 ok 26,4 *oE
12 29,3 2,45 m 1H; 2,59 m 1H 28,7 2,43 m 1H; 2,60 m 1H
13 127,1 - 126,2 -
14 112,0 6,31 m 1H 111,4 6,28 dd (2,6; 1,0) 1H
15 143,7 7,36t (1,6) 1H 143,0 7,32d(2,6) 1H
16 139,8 7,27 m 1H 139,0 7,22 d (1,0) 1H
17 63,6 3,46 d (11,5) 1H; 3,61 d (11,5) 1H 62,7 3,48d(7,1) 1H;3,69d (7,1) 1H
18 183,6 - 180,8 -
19 17,1 1,11 s 3H 29,2 1,14 s 3H
20 16,7 0,82 s 3H 13,9 0,75 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposigdo de sinais, 8y determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido & sobreposicio de sinais no espectro de RMN de 'H.
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4.6.5 Identificacao estrutural do produto PO5(AP)

A foérmula molecular Cy0H,305 obtida para o metabolito POS(AP) através da EMAR
indica a introducao de dois atomos de oxigénio na estrutura do precursor AP. Este metabolito

foi produzido pelo fungo A. brasiliensis.

E possivel observar um novo sinal no espectro de RMN de 'H (Apéndice 7.1) em 8y
3,25, correspondente a um hidrogénio ligado a um carbono em 6¢ 83,3 (sinal também

inexistente no espectro de RMN de "°C do precursor AP).

Outro novo sinal no espectro de RMN de 'H pode ser observado em 8y 3,59, o qual
corresponde a um hidrogénio ligado a um carbono em d¢ 70,5. Os sinais dy/ 0¢ 3,25 /83,3 ¢

3,59 /70,5 sugerem a conversdo de dois carbonos metileno em carbonos hidroximetinicos.

A posicdo das hidroxilagdes foi definida através da andlise das correlacdes
encontradas no mapa de contornos HMBC (Apéndice 7.3). E possivel observar que o sinal em
oy 3,25 correlaciona-se com o sinal em 6¢ 70,5 e o sinal em 8y 3,59 também se correlaciona
com o carbono em O¢ 83,3. Assim, inferiu-se que os carbonos hidroximetinicos estdo

localizados préximos na estrutura.

Também se observou que o sinal em oy 3,25 correlaciona-se com os carbonos em ¢
12,1 (C-20), 46,0 (C-10) e 58,4 (C-9), estabelecendo-se, portanto, sua ligagdo com o carbono
da posi¢do 1. Como o sinal em oy 3,59 também se correlaciona com C-1 e os hidrogénios da
posicao 3 (0y 1,77 e 1,87) correlacionam-se com o carbono ao qual o hidrogénio em 6y 3,59

esté ligado (6¢ 70,5), a posi¢do da outra hidroxilagdo foi estabelecida em C-2.

A andlise dos desdobramentos de sinal e das constantes de acoplamento também
contribuiu para a determinagao das posi¢des de hidroxilagdo. O hidrogénio em oy 3,25 (H-1)
desdobra-se em um dupleto (d) com J = 9,0 Hz, devido ao seu acoplamento axial-axial com o
hidrogénio em C-2 (dy 3,59). O hidrogénio em oy 3,59, por sua vez, desdobra-se em ddd
devido ao seu acoplamento axial-axial com 6y 3,25 em C-1 (J = 9,0 Hz), axial-equatorial com

ou 1,77 (J = 4,6 Hz) e axial-axial com oy 1,87 (/= 12,1 Hz), ambos ligados a C-3.

Quando irradiado o hidrogénio da posicao 2 (dy 3,59), ¢ possivel observar uma
correlacdo espacial com os hidrogénios das metilas em o das posi¢des 20 (dy 0,81) e 19 (o
1,12, Apéndice 33). A partir das constantes de acoplamento apresentadas por este hidrogénio
em Oy 3,59 com os vizinhos em C-3 e das correlagdes obtidas por NOESY, foi possivel
estabelecer a configuracdo relativa do mesmo em a. Logo, definiu-se a configura¢do do grupo

OH em C-2 em f. Nao foi observada correlagdo espacial do hidrogénio em C-1 (84 3,25) com
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nenhuma das metilas, mas houve correlagdo com o hidrogénio em C-5 (6 2,06) na orientagao

L. Assim, foi possivel estabelecer a posi¢do do grupo hidroxilico em C-1 na configuracio a.

Hidroxilagdes nas posigdes 1 e 2 de diterpenoides ja foram obtidas com a
biotransformacdo do jhanidiol com Gibberella fujikuroi, porém nas orientacdes 15 e 2a

(FRAGA et al., 1998).

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabolito POS(AP) foi igual a
[a]”b: - 31,00 (¢ 0,03; CH;0H). A estrutura quimica deste metabélito e suas correlagdes no

HMBC, bem como seus dados espectroscopicos estao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Dados de RMN de 'H e "*C do metabélito PO5(AP).

PO5(AP) (CD;0OD)

Estrutura quimica HMBC

16 ~A Correlagdes selecionadas no HMBC (H-—C)
Foérmula molecular: C,H,305
m/z [M-H] acurada: 347,1859
m/7 [M-H]| exata: 347,1859

Am: 0,00 ppm
POS(AP)
Posicdo d¢c ppm Sy ppm, mult., (J/ Hz)
151 MHz 600 MHz
1 83,3 3,25d (9,0) 1H
2 70,5 3,59 ddd (12,1, 9,0; 4,6) 1H
3 442 1,77 dd (12,6; 4,6) 1H; 1,87 ¢ (12,3) 1H
4 49,2 -
5 51,2 2,06 dd (12,6;2,7) 1H
6 27,7 **
7 39,0 2,00 nd'; 2,34 ddd (12,4; 4,5; 2,3) 1H
8 148,9 -
9 58,4 1,98 m 1H
10 46,0 -
11 27,5 **
12 24,5 2,29 m 1H; 2,51 ddd (14,0; 9,1, 4,3) 1H
13 127,1 -
14 112,0 6,31dd (1,7, 0,8) 1H
15 143,8 7,37t(1,7) 1H
16 139,9 7,23 m 1H
17 108,1 4,63 sl 1H; 4,92 m 1H
18 183,1 -
19 18,1 1,12 s 3H
20 12,1 0,81 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢ao de sinais, dy; determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido a sobreposigio de sinais no espectro de RMN de 'H.
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4.6.6 Identificacao estrutural do produto PO6(AP)

A andlise da formula molecular obtida por EMAR (C»,H300g) indica a introducdo de
dois novos atomos de carbonos, trés novos atomos de oxigénio e dois hidrogénios na estrutura

do AP pelo fungo A. brasiliensis.

No espectro de RMN de 'H do metabélito PO6(AP) (Apéndice 8.1) é possivel observar

o aparecimento de quatro novos sinais em oy 2,04, 3,69, 4,49 e 4,67.

O sinal em oy 3,69 apresenta-se como um duplo dupleto (dd) correspondente a um
hidrogénio ligado a um carbono em 6¢ 76,2. Tais sinais aliados a andlise da massa acurada
sugerem a introducdo de um grupo hidroxilico pelo fungo. A posicdo da hidroxilacdo foi
definida em C-1 com base no mapa de contornos HMBC (Apéndice 8.4), no qual o
hidrogénio em 6y 3,69 correlaciona-se com os carbonos em d¢ 16,5 (C-20), 45,3 (C-10), 36,1
(C-3) e 30,1 (C-2).

As constantes de acoplamento calculadas para o sinal em dy 3,69 indicam o
acoplamento axial-axial (10,8 Hz) e axial-equatorial (4,6 Hz) do hidrogénio em C-1 com os
dois hidrogénios diastereotopicos em C-2. Através destas constantes e dos dados de NOESY
(Apéndice 34), a estereoquimica relativa do grupo hidroxilico em C-1 foi definida na

configuracdo a.

O espectro de RMN de "*C (Apéndice 8.2) e os bidimensionais (Apéndices 8.3 ¢ 8.4)
indicam que os dois novos carbonos introduzidos na molécula apresentam deslocamentos em
0c 20,9 e 173,2. O carbono em 20,9 ppm esta ligado a trés hidrogénios correspondentes ao
novo sinal em oy 2,04 (s), o qual se correlaciona com o novo carbono em o¢ 173,2. Por sua

vez, o deslocamento em 173,2 ppm ¢ caracteristico de carbonila de 4acido carboxilico ou éster.

Ha também novos sinais dupletos (d) em oy 4,49 e 4,67 no espectro de RMN de 1H,
ambos com constante de acoplamento igual a 11,9 Hz e ligados a um mesmo carbono em 6¢
66,2. Apesar do deslocamento do carbono ser compativel com o deslocamento de um carbono
carbindlico, os deslocamentos dos hidrogénios estdo mais desblindados do que o esperado
para um grupo hidroximetilénico (como por exemplo nos metabolitos PO2(AP) e PO3(AP),
que possuem grupo hidroximetilénico na posicdo 17 e deslocamentos ao redor de 3,9 e 4,1
ppm para H-17a e H-17b). No mapa de contornos HMBC, ¢ possivel observar que os
hidrogénios em 6y 4,49 e 4,67 também se correlacionam com a carbonila em 6¢ 173,2, que por

sua vez se correlaciona com os hidrogénios da nova metila introduzida (dy 2,04). Assim, o
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conjunto de informagdes dos espectros de RMN aliado a formula molecular obtida sugere a

introdu¢do de um grupo acetato no precursor AP.

A posigao de acetilagao foi definida em C-17 com base no desaparecimento dos sinais
em Oy 4,59 e 4,88 (correspondentes aos hidrogénios vinilicos na posicdo 17 do AP) e nas
correlagdes encontradas no mapa de contornos HMBC. Os hidrogénios em dy 4,49 e 4,67

correlacionam-se com os carbonos em o¢ 173,2 (C-21), 29,9 (C-7), 128,2 (C-8) e 148.,4 (C-9).

A nova posi¢do da ligacdo dupla foi proposta entre C-8 e C-9 também através das
correlagdes do HMBC, no qual os hidrogénios metilicos da posicdo 20 (oy 1,11) e os
hidrogénios metilénicos da posi¢do 11 (6y2,95) correlacionam-se com o carbono em d¢ 148,4
(C-9). Como citado anteriormente, os hidrogénios em 6y 4,49 e 4,67 da posi¢ao 17 também se

correlacionam com os carbonos em d¢ 128,2 (C-8) e 148,4 (C-9).

O valor de rotagdo especifica determinado para o metabolito PO6(AP) foi igual a

[a]*p: + 71,00 (¢ 0,06; CH;0H).

Biossinteticamente, propde-se que o metabolito PO6(AP), o qual ¢ um metabolito
hidroxilado e acetilado de fase I e II, tenha se originado a partir do metabolito de fase I
PO2(AP). Os dados espectroscopicos de PO6(AP), sua estrutura quimica e correlagdes no

HMBC estao apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15. Dados de RMN de 'H e "*C do metabélito PO6(AP).

PO6(AP) (CD;0D)

Estrutura quimica HMBC

~X Correlagdes selecionadas no HMBC (H— C)
Foérmula molecular: C,,H;(04

m/7 [M-H] acurada: 389,1962

m/7 [M-H] exata: 389,1964

Am: -0,51 ppm
PO6(AP)
Posicao d¢ ppm Oy ppm, mult., (J Hz) int.
151 MHz 600 MHz
1 76,2 3,69 dd (10,8;4,6) 1 H
2 30,1 ok
3 36,1 1,58 nd"; 1,92 nd”
4 48,4 -
5 46,6 2,004 (2,0) 1H
6 22,2 ok
7 29,9 o
8 128,2 -
9 148.4 :
10 453 -
11 31,4 2,95 nd"
12 27,7 2,45 nd"; 2,62 nd"
13 126,9 -
14 112,1 6,34 dd (0,6; 1,6) 1H
15 143,7 7,35¢(1,7) 1H
16 139,9 726 m 1 H
17 66,2 4,49 d (11,9) 1H; 4,67 d (11,9) 1H
18 182,7 -
19 16,8 1,19 s 3H
20 16,5 1,11 s 3H
21 173,2 -
22 20,9 2,0453H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢do de sinais, dy; determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido & sobreposicio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.6.7 Identificacao estrutural do produto PO7(AP)

A formula molecular CyoH,305 obtida por EMAR indica que o metabdlito PO7(AP)
produzido pelo fungo A. brasiliensis apresenta dois atomos de oxigénio a mais que o

precursor AP.

No espectro de RMN de 'H do metabolito (Apéndice 9.1) é possivel observar o

aparecimento de dois novos sinais em 3,51 e 4,03 ppm, com integral correspondente a 1 H
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cada. Através da andlise do mapa de contornos HMQC (Apéndice 9.3), foi possivel
determinar que o hidrogénio em 6y 3,51 esta ligado a um carbono em 6¢ 77,2 e o hidrogénio
em dy 4,03 esta ligado a um carbono em 6¢ 70,3. O aparecimento destes novos sinais sugerem

que dois carbonos metileno do precursor AP foram hidroxilados em PO7(AP).

A posicdo dos grupos hidroxilicos foi definida através da analise do mapa de
contornos HMBC (Apéndice 9.4). O hidrogénio oy 3,51 do grupo oximetinico correlaciona-se
com os carbonos em d¢ 12,3 (C-20), 40,1 (C-3), 45,9 (C-10) e 58,2 (C-9), sendo, portanto,
atribuido na posi¢ao 1. O hidrogénio 6y 4,03 do outro grupo oximetinico apresenta correlagao
a longa distancia com o carbono em d¢ 45,9 (C-10) e os hidrogénios diastereotdpicos oy 1,80
e 1,93 da posicdo 3 correlacionam-se com o carbono d¢ 70,3, o qual estd diretamente ligado

ao hidrogénio em 0oy 4,03. Estas correlagcdes sugerem a outra hidroxilagao em C-2.

A andlise das constantes de acoplamento também contribui para a proposicdo das
hidroxilagdes em C-1 e C2. O sinal do hidrogénio do grupo oximetinico em oy 3,51 na
posicdo 1 ¢ desdobrado em um dupleto (d, J = 4,6 Hz) devido seu acoplamento com o outro
hidrogénio do grupo oximetinico em &y 4,03, proposto na posi¢do 2. A constante J = 4,6 Hz ¢
compativel com acoplamento de hidrogénios nas posi¢gdes equatorial-axial em ciclo-hexanos.
O hidrogénio ligado a C-2 desdobra-se em um duplo duplo dupleto (ddd) uma vez que o
mesmo acopla com o hidrogénio ligado a C-1 (J = 4,6 Hz) e também com os dois hidrogénios

diasterotopicos ligados a C-3 (J = 3,5 ¢ 7,9 Hz).

No experimento de NOESY com PO7(AP) (Apéndice 35), quando irradiados os
hidrogénios em oy 3,51 e 4,03, ndo ¢ possivel observar correlacdo espacial com os
hidrogénios das metilas 19 e 20. No entanto, observa-se correlagdo espacial entre os proprios
hidrogénios em 8y 3,51 e 4,03 e também entre os mesmos e o hidrogénio da posicdo 5 (on
2,09), atribuido na orientagdo f. Assim, a estereoquimica dos hidrogénios em C-1 (dy 3,51) e
C-2 (8y 4,03) foram atribuidas em f e as estereoquimicas dos grupos hidroxilicos das mesmas

posigdes foram atribuidas em «. .

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabolito PO7(AP) foi igual a
[a]”p: + 65,6 (¢ 0,05; CH;0H). Os dados espectroscopicos e estrutura quimica deste derivado

estao dispostos na Tabela 16.
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Tabela 16. Dados de RMN de 'H e *C do metabélito PO7(AP).
P07(AP) (CD;0D)
Estrutura quimica HMBC

14

15

O~ Correlacdes selecionadas no HMBC (H—» C)
Férmula molecular: C,yH,505
m/z [M-H] acurada: 347,1858
m/z7 [M-H] exata: 347,1859

Am: -0,29 ppm
PO7(AP)
Posigdo d¢ ppm Oy ppm, mult., (J Hz) int.
151 MHz 600 MHz
1 77,2 3,51d(4,6) 1H
2 70,3 4,03 ddd (7,9; 4,3; 3,5) 1H
3 40,1 1,80 dd (7,6; 13,8) 1H; 1,93 nd"
4 49,9 -
5 47,8 2,09 dd (12,5;3,0) 1H
6 27,8 **
7 39,0 **
8 148,9 -
9 58,2 1,85 nd"
10 45,9 -
11 27,0 **
12 24,6 o
13 126,9 -
14 112,0 6,32 dd (0,8; 1,8) 1H
15 143,9 7,37 ¢(1,7) 1H
16 140,0 7,23dd (0,8;1,4) 1 H
17 107,9 4,63 s/ 1H; 4,87 s 1H
18 183,3 -
19 20,3 1,22 s 3H
20 12,3 0,91 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposicao de sinais, dy determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido a sobreposigio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.6.8 Identificacdo estrutural do produto POS(AP)

A formula molecular C,oH,304 obtida por EMAR para metabdlito POS(AP) indica a
introducdo de um atomo de oxigénio na estrutura do precursor AP. Os sinais correspondentes
aos carbonos e hidrogénios da dupla exociclica do AP estdo ausentes nos espectros, sugerindo

uma alteracao nessa regiao da molécula.

Dois novos sinais dupletos (d) podem ser observados no espectro de RMN de 'H

(Apéndice 10.1) do metabdlito, em dy 3,89 e 4,15. Como verificado no HMQC (Apéndice
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10.2), ambos os sinais se encontram ligados a um mesmo carbono em ¢ 63,0. Considerando
que os grupos metilicos estdo preservados e que a dupla exociclia estd ausente, propOs-se a

conversao do carbono C-17 olefinico em um carbono hidroximetilénico.

A presenca de dois novos sinais desblindados (d¢ 131,4 e 144,5) na regido
caracteristica de carbonos sp” nos espectros bidimensionais (Apéndices 10.2 e 10.3) indica

que a ligacdo dupla ainda esta presente no nicleo diterpénico, porém em outra posicao.

Nas correlagdes encontradas no mapa de contornos HMBC, podemos observar que os
hidrogénios em 6y 3,89 € 4,15 (posi¢do 17) se correlacionam com os carbonos em d¢ 29,4 (C-
7) e os carbonos sp” 131,4 ¢ 144,5. Logo, a posi¢do dos Gltimos fica restrita aos carbonos C-8
e C-9. Como os hidrogénios metilicos da posicdo 20 se correlacionam com o carbono em
144,5 ppm, este deslocamento foi atribuido a C-9, enquanto o deslocamento em 132,4 ppm foi

atribuido a C-8.

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabolito POS(AP) foi igual a
[a]”p: - 19,00 (¢ 0,02; CH;OH). Sua estrutura quimica, dados de RMN e correlagdes no
HMBC estao apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H e "*C do metabolito POS(AP).

POS(AP) (CD;0OD)

Estrutura quimica HMBC

-\ Correlagdes selecionadas no HMBC (H—» C)
Formula molecular: C,,H,30,4

m/z [M-H]| acurada: 331,1909

m/z [M-H] experimental: 331,1909

Am: 0,00 ppm
POS(AP)
Posicao S¢c ppm Oy ppm, mult., (J Hz)

151 MHz 600 MHz
1 37,1 ok
2 19,3 1,62 nd"; 1,70 m 1H
3 38,0 1,57 nd"; 1,81 td (13,1; 4,3) 1H
4 49,1 -
5 47,5 2,06 dd (12,4;2,1) 1H
6 22,3 1,39 nd"; 1,60 nd"
7 29,4 2,17 nd"; 2,24 dd (17,9; 6,6) 1H
8 131,4 -
9 144,5 -
10 39,8 -
11 30,4 ok
12 28,3 2,40 ddd (17,2; 11,9; 5,9) 1H; 2,55 m 1H
13 126,4 -
14 111,5 6,33 m 1H
15 143,6 7,39 ¢(1,5) 1H
16 139,5 7,30 s 1H
17 63,0 3,89 d (11,8) 1H; 4,15 d (11,8) 1H
18 183,9 -
19 17,3 1,18 s 3H
20 20,6 1,05 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposicao de sinais, dy determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido a sobreposigio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.6.9 Identificacdo estrutural do produto PO9(AP)

A férmula molecular C,H,304 encontrada para o metabolito PO9(AP) indica a

introdu¢@o de um novo atomo de oxigénio no AP pelos fungos C. elegans e A. brasiliensis.

No espectro de RMN de 'H do metabélito (Apéndice 11.1) é possivel observar um
novo sinal em 6y 3,51 em relacdo ao espectro do precursor, desdobrado em um duplo dupleto
(dd) e integrado para um hidrogénio. No mapa de contornos HSQC (Apéndice 11.3), podemos

observar que este hidrogénio esta ligado a um carbono em Jd¢ 78,0, sugerindo a presenca de
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um carbono hidroximetinico. Assim, os novos sinais 6¢ / oy 78,0 / 3,51 sugerem que um

carbono metileno do AP foi hidroxilado.

A posi¢ao do grupo hidroxilico foi atribuida em C-1 através da analise do mapa de
contornos de HMBC (Apéndice 11.4), no qual o hidrogénio em 6y 3,51 correlaciona-se com
os carbonos em o¢ 10,9 (C-20) e 58,2 (C-9). Além disso, os hidrogénios da posi¢do 2 (6y

1,68) e posi¢do 3 (dy 1,90 e 1,53) também correlacionam-se com o carbono em d¢ 78,0 (C-1).

Nos espectros de NOESY 1D (Apéndice 36) ndo ¢ possivel observar correlacdes
espaciais entre os hidrogénios metilicos das posicoes 19 (6y 1,10) e 20 (dy 0,78) com o
hidrogénio da posi¢do 1 (dy 3,51), no entanto, observa-se correlagdo com o hidrogénio da
posicdo 5 (0y 1,94). Assim, a estereoquimica relativa do grupo hidroxilico em C-1 foi

atribuida na orientagdo a.

O valor de rotagdao especifica determinado para o metabolito PO9(AP) foi igual a

[a]®p: + 16,67 (¢ 0,11; CH;0H).

Um isdmero do metabdlito PO9(AP) ja foi descrito na literatura, correspontende ao
acido polidltico hidroxilado na posi¢do 3a, o qual foi isolado das partes aéreas de
Gutierrezia sarothrae (BOHLMANN et al.,, 1984). Os dados espectroscopicos de

PO9(AP), sua estrutura quimica e correlagdes no HMBC estdo apresentados na Tabela 18.



2
c@(fd/f/fd/ lis e discussac

80

Tabela 18. Dados de RMN de 'H e *C do metabélito PO9(AP).

PO9(AP) (CD;0OD)

Estrutura quimica

HMBC

0

T

]
=)

o
o © Y
~ oo

~X Correlagdes selecionadas no HMBC (H-» C)
Férmula molecular: C,,H»g04

m/z7 [M-H] acurada: 331,1909

m/7 [M-H] exata: 331,1909

S cooH Am: 0,00 ppm
PO9(AP)
Posigdo d¢ ppm Oy ppm, mult., (J/ Hz) int.

151 MHz 600 MHz
1 78,0 3,51 dd (9,2; 6,6) 1H
2 30,0 1,68 nd”
3 36,4 1,90 nd"; 1,53 nd”
4 49,9 -
5 50,9 1,94 nd"
6 27,6 ok
7 39,1 1,98 nd"; 2,34 ddd (12,5; 4,6 2,3) 1H
8 149,3 -
9 58,2 1,92 nd”
10 45,9 -
11 28,0 1,37 ddt (12,9; 5,3; 2,6) 1H; 1,54 nd"
12 245 2,28 dr (14,6; 8,3) 1H; 2,50 m 1H
13 127,0 -
14 112,0 6,30 dd (0,8; 1,7) 1 H
15 143,8 7,37 ¢t(1,7) 1H
16 139,9 7,22 sl 1H
17 107,8 4,62 sl 1H; 4,87 1H
18 183,3 -
19 16,0 1,10 s 3H
20 10,9 0,78 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposicao de sinais, dy determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido a sobreposigio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.6.10 Identificacao estrutural do produto P10(AP)

O metabodlito P10(AP) apresentou formula molecular igual a Cy0Hp304, sendo,

portanto, isdmero dos metabolitos PO8(AP) e PO9(AP), com um atomo de oxigénio a mais na

estrutura em relacdo ao seu precursor AP. O metabolito P10(AP) foi encontrado nos extratos

de biotransformacao dos fungos C. echinulata, C. elegans e A. brasiliensis.

Alteracdes semelhantes foram encontradas em seu espectro de RMN de 'H (Apéndice

12.1) em relagdo ao espectro do metabodlito POS(AP). Os sinais referentes a dupla exociclica
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estdo ausentes e novos sinais dupletos (d) em 6y 3,95 e 4,14, ambos ligados a um carbono em
8¢ 64,7 surgem nos espectros de RMN de 'H e bidimensionais. Tais alteragdes sugerem mais

uma vez a conversao do carbono olefinico C-17 do AP em um grupo hidroximetilénico.

No entanto, a presenca de um novo sinal dupleto (d) em oy 5,72, correspondente a um
hidrogénio ligado a um carbono em 6¢ 124,7, indica que a ligagdo dupla estd localizada entre

carbonos diferentes de C-8 e C-9 como em POS(AP).

No mapa de contornos HMBC (Apéndice 12.3), ¢é possivel observar que os sinais em
on 3,95 e 4,14 (posigdo 17) se correlacionam com os sinais em o¢ 51,2 (C-9), 124,7 e 139,1.

Assim, a posi¢io dos carbonos sp” da dupla ligacdo esté restrita aos carbonos C-7 e C-8.

Como o carbono em 124,1 ppm faz ligagdo com o hidrogénio em oy 5,72 , este
deslocamento foi atribuido a C-7, enquanto o carbono d¢ 139,1, que ndo faz ligagcdes com
hidrogénio, foi atribuido a C-8. Adicionalmente, o hidrogénio em 6y 5,72 correlaciona-se com

os carbonos em o¢ 64,7 (C-17) e 51,2 (C-9).

E possivel observar que P10(AP) ¢ um isdmero de POS(AP) diferindo apenas na
posicdo da ligacdo dupla no nucleo diterpénico. Supde-se que o metabdlito PO3(AP) se
origine da oxidacdo de P10(AP). A rotacdo especifica determinada para este derivado foi

igual a [a]*p: - 37,67 (¢ 0,02; CH;0H).

O metabolito P10(AP) da série normal (acido 17-hidroxi-lambertianico) foi isolado
das partes aéreas de Gutierrezia dracunculoides e descrito pela primeira vez por Bohlmann e
colaboradores (1981). A estrutura quimica e os dados espectroscopicos deste metabdlito estdo
dispostos na Tabela 19, bem como as respectivas comparagdes com a literatura, na qual foram

encontrados apenas os dados de RMN de 'H.
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Tabela 19. Dados de RMN de 'H e *C do metabélito P10(AP).

P10(AP)

Estrutura quimica HMBC

5]
=1

-\ Correlagdes selecionadas no HMBC (H—» C)
Formula molecular: C,yH,304

m/z7 [M-H] acurada: 331,1908

m/z [M-H] exata: 331,1909

Am: -0,30 ppm

all
=}

= el
=10

P10(AP)
Dados obtidos BOHLMANN et al., 1981
(CD;0D) (CDCL)
Posigdo d¢ ppm Oy ppm, mult., (J/ Hz) int. Oy ppm, mult., (J Hz)
151 MHz 600 MHz 270 MHz
1 38,1 ok
2 18,0 ok
3 37,2 1,59 nd"; 1,77 nd’
4 46,5 - -
5 44,7 2,05 nd’
6 25,0 1,78 m 1H; 2,04 nd”
7 124,7 5,72.d (5,6) 1H 5,75 d (br) (4)
8 139,1 - -
9 51,2 2,00 m 1H
10 36,0 - -
11 27,3 ok
12 25,6 2,46 dt (14,5; 8,5) 1H; 2,72 ddd 2,47 m 2,73 ddd (15; 11; 5)
(14,7; 10,0, 4,7) 1H
13 125,5 - -
14 110,6 6,33 m 1H 6,30 sl
15 142,3 7,38 ¢(1,6) 1H 7,36 sl
16 138,6 7,29 sl 1H 7,25 sl
17 64,7 3,95d(12,1) 1H; 4,14 d (12,1) 4,03 d (12); 4,20 d (12)
IH
18 182,0 - -
19 16,3 1,20 s 3H 1,24 s
20 13,1 0,81 s 3H 0,80 s

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposigdo de sinais, 8y determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido a sobreposi¢io de sinais no espectro de RMN de 'H.
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4.6.11 Identificacao estrutural do produto P01(ADA)

No espectro de RMN de 'H e "°C do metabolito PO1(ADA) (Apéndices 13.1 e 13.2,
respectivamente), os sinais em oy 0,70 e d¢ 14,8 correspondentes ao grupo metilico da posicao
20 do precursor ADA estdo ausentes. Dois novos sinais dupletos (d) em 0y 3,63 (1 H) e em oy

3,74 (1 H), ambos com constante de acoplamento igual 11,7 Hz, aparecem no espectro de

RMN de 'H.

E possivel observar no mapa de correlagdes heteronucleares HMQC (Apéndice 13.3)
que ambos os hidrogénios se apresentam ligados a um mesmo carbono em d¢ 61,1, o qual

o . 13
também ¢ um sinal ausente no espectro de “C do precursor.

Tais dados aliados a féormula molecular CyoH3;05 obtida por EMAR sugerem a adi¢ao
de um 4tomo de oxigénio na estrutura do metabdlito. O deslocamento em o¢c 61,1 ¢
compativel com o deslocamento de carbono carbinélico e os deslocamentos em 6y 3,63 ¢ 3,74
sdo compativeis com deslocamentos esperados para hidrogénios de um grupo
hidroximetilénico. O valor de J =11,7 Hz ¢ préximo ao valor tipico de acoplamento de

hidrogénios geminais em alcanos.

Como citado anteriormente, os sinais correspondentes ao grupo metilico da posi¢ao 20
estdo ausentes, sugerindo-se a introdu¢dao do grupo hidroxilico nesta regido da molécula, o
que foi confirmado através das correlagdes encontradas no mapa de contornos HMBC
(Apéndice 13.4), no qual os hidrogénios em 6y 3,63 e 3,74 correlacionam-se com os carbonos
em oc 33,4 (C-1), 59,1 (C-9) e 44,4 (C-10). Adicionalmente, C-20 estd ligado a um centro
estereogénico (C-10), o que explicaria os diferentes deslocamentos dos hidrogénios oy 3,63 ¢

3,74 da posic¢ao 20 (hidrogénios diastereotopicos).

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabdlito PO1(ADA) foi igual a
[a]®p: + 36,67 (¢ 0,11; CH;OH). Este derivado foi encontrado nos extratos de
biotransformac¢do dos fungos C. echinulata e C. elegans. Seus dados de RMN e sua estrutura

quimica estdo apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20. Dados de RMN de 'H e *C do metabélito PO1(ADA).
PO1(ADA) (CD;0D)

Estrutura quimica HMBC

- Correlagdes selecionadas no HMBC (H—=>C)
Foérmula molecular: C,oH3,05

m/z7 [M-H] acurada: 351,2171

m/z7 [M-H] exata: 351,2172

Am: -0,28 ppm
PO1(ADA)
Posicao dc ppm Sy ppm, mult., (J Hz)
151 MHz 600 MHz
1 33,4
2 19,7 1,59 m 1 H; 1,68 m 1H
3 38,3 1,60 nd” 1 H; 1,83 1d (14,0; 13,3; 4,6) 1H
4 48,6 -
5 51,4 2,11dd (2,9; 13,0) 1H
6 27,5 1,29 m 1H; 1,43 ¢d (12,9;4,4) 1 H
7 39,1 2,06 nd 1H; 2,38 nd 1H
8 149,6 -
9 59,1 1,72 nd 1 H
10 44,4 -
11 23,8
12 37,8 1,35m 1H; 1,08 m 1H
13 32,1 1,90 7dd (8,1; 5,8; 1,7) 1H
14 43,6 2,06 nd 1H; 2,25 dd (14,5; 6,2) 1H
15 178,0 -
16 20,1 0,96 d (6,6) 3H
17 108,2 4,71 br s 1H; 4,90 br s 1H
18 182,8 -
19 17,5 1,16 s 3H
20 61,1 3,63d(11,7) 1H; 3,74 d (11,7) 1H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢do de sinais, dy; determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido & sobreposicio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.6.12 Identificacao estrutural do produto P02(ADA)

A formula molecular Cy0H3,05 obtida para o metabdlito PO2(ADA) indica que o

mesmo ¢ um isomero de PO1(ADA) e também ¢ um derivado oxigenado de biotransformagao.

No espectro de RMN de 'H do metabélito (Apéndice 14.1), os sinais referentes aos
hidrogénios vinilicos da dupla exociclica em 6y 4,50 e 4,82 do precursor estdo ausentes, bem
como os sinais em d¢ 148,1 e 107,1. Dois novos sinais dupletos podem ser observados em oy

3,88 e 4,12, correspondentes a dois hidrogénios ligados a um mesmo carbono em 6¢ 63,1.

Os novos sinais sugerem a conversao do carbono olefinico C-17 do precursor em um

carbono hidroximetilénico. A constante de acoplamento igual a 11,7 Hz para os dois novos
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dupletos sdo compativeis com acoplamento de hidrogénios geminais em alcanos, reforcando a

auséncia da dupla ligagdo entre C-8 e C-17.

No entanto, o espectro de RMN de °C (Apéndice 14.2) do metabélito apresenta dois
novos sinais caracteristicos de carbonos sp® em 130,7 ¢ 144,9 ppm, indicando que a ligagdo

dupla esta presente em outra regido da molécula.

Através da analise do mapa de contornos HMBC (Apéndice 14.4), os carbonos sp*
foram atribuidos em C-8 e C-9, uma vez que os hidrogénios em oy 2,0 (H-5) e 1,03 (H-20) se
correlacionam com o sinal em d¢ 144,9 (C-9), além dos sinais em oy 2,11 e 2,22 (H-7a e H-
7b) também se correlacionarem com os sinais em oc 130,7 (C-8) e 1449 (C-9). A
hidroxilagdo na posi¢do 17 foi confirmada através das correlacdes dos sinais em oy 3,88 e

4,12 com os sinais em d¢ 29,3 (C-7), 130,7 (C-8) e 144,9 (C-9).

Uma estrutura semelhante ao metabolito PO2(ADA) foi obtida através do tratamento
do ADA da série normal com acido acético ¢ adcido bromidrico, levando a isomerizagao da
ligagdo dupla originalmente entre C-8 e C-17 para a posigao entre C-8 ¢ C-9 (PERTINO et al.,
2011). O derivado obtido denominado 4cido A8(9) junicedrico, no entanto, ndo apresenta o

grupo hidroxilico da posigao 17.

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabdlito PO2(ADA) foi igual a
[a]®p: + 2,24 (¢ 1,71; CH;0H). Este derivado foi o componente majoritario dos extratos de
biotransformacao com os fungos C. echinulata e C. elegans. Seus dados espectroscopicos e

estrutura quimica estao dispostos na Tabela 21.
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Tabela 21. Dados de RMN de 'H e *C do metabélito PO2(ADA).

P02(ADA) (CD;0D)

Estrutura quimica

HMBC

¥}
=}

MO
Qi

-\ Correlagdes selecionadas no HMBC (H-—»C)
Foérmula molecular: C,yH;,05

m/z [M-H] acurada: 351,2175

m/7 [M-H] exata: 351,2172

R H Am: 0,85 ppm
19\\\\\ lCSOOH
P02(ADA)
Posicao dc ppm Oy ppm, mult., (J Hz)

125 MHz 500 MHz

1 37,2 ok

2 19,3 ok

3 38,0 1,59 nd; 1,77 nd'

4 48,6 -

5 475 2,00 dd (12,6; 2,0) 1H

6 22,6 ok

7 29,3 2,11 nd" 2,22 nd'

8 130,7 -

9 144,9 -

10 39,6 -

11 25,8 ok

12 39,9 ok

13 32,6 1,91 m 1H

14 42,5 2,13 nd"; 2,27 nd"

15 177,2 -

16 20,0 1,01 d (6,7) 3H

17 63,1 3,884 (11,7) 1H, 4,12 d (11,7) 1H

18 182,7 -

19 17,1 1,18 s 3H

20 20,8 1,03 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposigdo de sinais, 8y determinado pelo HMQC.
*#*: sinal ndo determinado devido a sobreposi¢io de sinais no espectro de RMN de 'H.
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4.6.13 Identificacao estrutural do produto PO3(ADA)

Através da andlise por EMAR, verificou-se que o metabolito PO3(ADA) ¢ um isomero
de POI(ADA) e PO2(ADA). Seus espectros de RMN (Apéndice 15) apresentam mudancas

semelhantes as mudangas encontradas nos espectros de PO2(ADA).

Os novos sinais em oy 3,92 e 4,07, ligados a um carbono em d¢ 64,2, correspondem

aos dois hidrogénios do novo carbono hidroximetilénico, assim como ocorrido em

PO2(ADA).

No entanto, outro sinal no espectro de RMN de 'H (Apéndice 15.1) em &y 5,70,
correspondente a um hidrogénio ligado a um carbono em ¢ 123,4, indica que a liga¢ao dupla

estd em posicao diferente no anel em relacao a PO2(ADA).

A analise do mapa de contornos HMBC (Apéndice 15.3) indicou que o sinal em oy
5,70 se correlaciona com os sinais em o¢ 44,7 (C-5), 25,0 (C-6), 52,6 (C-9) e 64,2 (C-17).

Assim, os sinais 0y, ¢ 5,70 / 123,4 foram atribuidos na posicao 7.

Os hidrogénios em 8y 3,92 e 4,07 se correlacionam com os carbonos em 6¢ 52,6 (C-9),
123,4 (C-7) e 139,2, o qual foi atribuido a C-8. As correlacdes encontradas confirmam a

posi¢ao de hidroxilagdo em C-17 e a posi¢ao da liga¢ao dupla entre os carbonos C-7-C-8.

O valor de rotacdo especifica determinado para o metabdlito PO3(ADA) foi igual a
[a]b: - 10,08 (¢ 0,58; CH;0H). Este derivado foi detectado no extrato de biotransformacao
do fungo C. echinulata. Sua estrutura quimica, correlagdes no HMBC e dados de RMN de 'H

e 1°C estdo apresentados na Tabela 22.
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Tabela 22. Dados de RMN de 'H e "*C do metabolito PO3(ADA).

P03(ADA) (CD;0D)

Estrutura quimica HMBC

-~ Correlagdes selecionadas no HMBC (H-—C)
Férmula molecular: C,,H3,05

m/z [M-H] acurada: 351,2172

m/z [M-H] exata: 351,2172

QIS

Am: 0,00 ppm
PO3(ADA)
Posicao dc ppm Oy ppm, mult., (J Hz)
125 MHz 500 MHz
1 35,6 ok
2 17,8 **
3 37,0 *E
4 45,6 -
5 44,7 2,05m 1H
6 25,0 *x
7 123,4 5,70 sl 1H
8 139,2 -
9 52,6 1,89 nd’
10 38,1 -
11 26,7 **
12 38,6 ok
13 30,8 1,90 m 1H
14 41,6 2,11 m 1H; 2,28 m 1H
15 176,0 -
16 18,7 0,99 d (6,6) 3H
17 64,2 3,92d(12,3) 1H, 4,07 d (12,3) 1H
18 181,1 -
19 16,2 1,22 s 3H
20 13,1 0,84 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposicao de sinais, oy determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido a sobreposigio de sinais no espectro de RMN de 'H.
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4.6.14 Identificacao estrutural do produto PO5(ADA)

Para o metabolito POS(ADA) foi obtida a formula molecular C»;,H3404, indicando a
inser¢do pelo fungo C. echinulata de dois novos atomos de carbono, dois novos atomos de

oxigénio e dois hidrogénios na estrutura do precursor ADA.

No espectro de RMN de 'H (Apéndice 16.1), os sinais referentes aos hidrogénios da

dupla exociclica estao ausentes, sugerindo uma alteragao no grupo da posicao 17.

Os novos sinais dupletos (d) em oy 4,42 e 4,61, correspondentes a dois hidrogénios
ligados a um carbono em ¢ 66,2, indica a conversao do carbono olefinico C-17 em um

carbono hidroximetilénico.

A presenca dos sinais em 8¢ 126,6 e 148,3 no espectro de RMN de *C (Apéndice
16.2) indica a presenga de uma ligagao dupla, antes entre C-8 e C-17 no precursor ADA. No
mapa de contornos HMBC (Apéndice 16.4) ¢ possivel observar que os hidrogénios em 0Oy
4,42 ¢ 4,61 (posigao 17) e oy 1,95 e 2,25 (posicdo 11) se correlacionam com os carbonos da
ligacdo dupla (6¢ 126,6 e 148,3). Os hidrogénios metilicos da posicdo 20 (6y 1,01) se
correlacionam com o sinal em d¢ 148,3, sendo este deslocamento portanto atribuido a C-9 e o

deslocamento em 126,6 ppm atribuido a C-8.

No espectro de RMN de >C do metabolito, verificou-se que os dois novos carbonos da
estutura apresentam deslocamentos em 20,9 e 173,1 ppm. O novo sinal simpleto em dy 2,02,
correspondente a trés hidrogénios, correlaciona-se com o carbono em oc 20,9 no HSQC

(Apéndice 16.3), indicando a introdugao de um grupo metilico na estrutura.

O outro novo sinal em d¢ 173,1 indica a introdug¢ao de um carbono com deslocamento

na regido caracteristica de carbonila de 4cido carboxilico e éster (155-185 ppm).

E possivel observar no mapa de contornos HMBC que o sinal em &y 2,02 esta
correlacionado com o carbono em o¢ 173,1. Os sinais em 0y 4,42 e 4,61 (posi¢do 17) também
se correlacionam com o sinal em o¢ 173,1, sugerindo a inser¢do de um grupo éster (acetato)

na estrutura do ADA.

O valor de rotagdo especifica determinado para o derivado PO5(ADA) foi igual a
[a]®p: - 45,51 (c 0,41; CH30H). Sugere-se que este metabolito de fase II tenha se originado
do metabdlito de fase I PO2(ADA), também encontrado no extrato de biotransformagdo do

fungo C. echinulata.
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Os dados espectroscopicos e a estrutura quimica com os dados de correlagdes no

HMBC de PO5(ADA) estdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Dados de RMN de 'H e "°C do metabolito PO5(ADA).

PO5(ADA) (CD;0D)

Estrutura quimica HMBC

-\ Correlagoes selecionadas no HMBC (H- C)
Férmula molecular: C,,H;,0q¢

m/z [M-H]| acurada: 393,2279

m/z [M-H] exata: 393,2277

Am: 0,51 ppm
PO5(ADA)
Posicdo Sc ppm Oy ppm, mult., (J Hz)
125 MHz 500 MHz
1 37,1 1,28 nd ; 1,90 nd
2 19,3 ok
3 38,0 1,57 nd"; 1,75 nd”
4 48,5 -
5 473 1,97 dd (1,9; 12,5) 1H
6 22,4 1,32 nd"; 1,58 nd”
7 29,7 ok
8 126,6 -
9 148,3 -
10 39,8 -
11 26,0 1,95 nd"; 2,25 nd’
12 39,7 1,22 m 1H; 1,49 m 1H
13 32,6 1,90 m 1H
14 42,5 2,11 nd"; 2,27 nd'
15 177,1 -
16 19,9 0,98 d (6,7) 3H
17 66,2 4,42 d(11,8) 1H; 4,61 d (11,8) 1H
18 182,6 -
19 17,1 1,16 s 3H
20 20,7 1,01 s 3H
21 173,1 -
22 20,9 2,02 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢ao de sinais, dy; determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido & sobreposicio de sinais no espectro de RMN de 'H.
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4.6.15 Identificacao estrutural do produto P0O6(ADA)

O metabolito PO6(ADA) ¢ um isomero de POS(ADA). Alteracdes semelhantes foram
encontradas no espectro de RMN de 'H e ">C (Apéndices 17.1 e 17.2, respectivamente),
sugerindo a adi¢do do mesmo grupo acetato (novos sinais correspondentes ao grupo metilico
em Oy / O¢ 2,04 /21,0 e novo sinal em d¢ 172,8, o qual se correlaciona com os hidrogénios em

S 2,04).

No espectro de RMN de 'H, os sinais correspondentes aos hidrogénios vinilicos da
dupla exociclica do precursor ADA também estdo ausentes. Pode-se observar novos sinais
dupletos (d) em oy 4,42 e 4,57, ambos integrados para 1 H e com as mesmas constantes de
acoplamento (J = 12,2 Hz, proéxima ao valor tipico de acoplamento de hidrogénios geminais
em alcanos). Ambos hidrogénios em oy 4,42 e 4,57 estdo ligados a um mesmo carbono em d¢
68,7 e se correlacionam com o carbono em o¢ 172,8 e 54,1 (C-9). Tais modificagdes sugerem

a adicao do grupo acetato na posicao 17, assim como em PO5(ADA).

No entanto, a presenca de um sinal adicional no espectro de RMN de 'H em 8y 5,77
sugere diferente posi¢ao da ligagdo dupla no nucleo diterpénico em relagdo a POS(ADA). No
mapa de contornos HMQC (Apéndice 17.3) € possivel observar que o hidrogénio em oy 5,77
esta ligado a um carbono em o¢ 129,5. O sinal em dy 5,77 correlaciona-se com os carbonos
em O¢ 45,9 (C-5), 26,5(C-6), 54,1 (C-9) e 68,7 (C-17) no HMBC (Apéndice 17.4). Logo, os

sinais em Oy / 0¢ 5,77 / 129,5 foram atribuidos na posi¢ao 7.

O outro carbono sp2 em Oc¢ 135,8 correlaciona-se com os hidrogénios em 61,79 e 2,05
(posicao 6), 1,31 e 1,49 (posicao 11) e 4,42 e 4,57 (posicao 17) no HMBC, sendo portanto
atribuido na posi¢ao 8. Assim, a dupla ligagdo em PO6(ADA) foi atribuida entre C7-C-8,

sendo a unica diferenga estrutural em relagdo ao seu isomero POS(ADA).

O valor de rotacdo especifica determinado para o derivado PO6(ADA) foi igual a
[a]p: - 30,04 (c 0,08; CH;0H). Sugere-se que este metabolito de fase II seja proveniente da
acetilacdo do metabolito oxigenado de fase I PO3(ADA). A estrutura quimica e os dados de

RMN do derivado PO6(ADA) estdo apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24. Dados de RMN de 'H e "*C do metabolito PO6(ADA).

PO6(ADA) (CD;0D)

Estrutura quimica HMBC

~N Correlagdes selecionadas no HMBC (H-» C)
Férmula molecular: C,,H;,04

m/z [M-H] acurada: 393,2279

m/z [M-H] exata: 393,2277

QUUTRSS

Am: 0,51 ppm
PO6(ADA)
Posicao d¢c ppm Oy ppm, mult., (J Hz)
151 MHz 600 MHz
1 39,4 ok
2 19,1 1,57 m 2H
3 38,5 1,61 nd'; 1,76 dd (13,3; 3,6) 1H
4 47,4 -
5 45,9 2,05 nd’
6 26,5 1,79 nd"; 2,05 nd’
7 129,5 5,77 dd (3,2; 2,0) 1H
8 135,8 -
9 54,1 1,86 nd"
10 37,4 -
11 25,1 1,31 nd’; 1,49 nd’
12 39,6 ok
13 32,3 1,90 ¢ (6,8) 1H
14 433 2,12 m 1H; 2,24 dd (14,7; 6,6) 1H
15 177,6 -
16 20,1 0,96 d (6,7) 3H
17 68,7 4,42 d(12,2) 1H; 4,57 d (12,2) 1H
18 182,5 -
19 17,4 1,22 s 3H
20 14,3 0,83 s 3H
21 172,8 -
22 21,0 2,04 s 3H

*nd: desdobramento de sinal ndo definido devido a sobreposi¢do de sinais, dy; determinado pelo HMQC.
**: sinal ndo determinado devido & sobreposicio de sinais no espectro de RMN de 'H.

4.7 Comparacao do metabolismo dos fungos e analise das possiveis rotas metabdlicas

Os fungos utilizados apresentaram diferencas quanto a sua capacidade de metabolizar

os diterpenos AP ¢ ADA, conforme apresentado na Figura 21.

Os fungos do género Mucor ja foram reportados como bons catalisadores de reacdes
em terpenoides (SILVA et al., 2013), e o fungo M. rouxii especificamente foi capaz de
promover hidroxilagdes em diterpenos do tipo labdano (SILVA, 2013) e isomerizagdo da

ligacdo dupla endociclica em diterpenos do tipo primarano (SEVERIANO et al., 2010).
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Apesar das evidéncias do potencial desta linhagem em catalisar reagdes em diterpenos,
ndo foram encontrados produtos de biotransformacdo em quantidades satisfatorias nos

extratos com M. rouxii.

Os fungos do género Cunninghamella sao modelos classicos para estudos de
biotransformacao e ha trabalhos que indicam sua capacidade de promover diferentes tipos de
reacoes em diterpenoides (BHATTI & KHERA, 2014; MAFEZOLI et al., 2014; DENG et al.,
2012; CANO, RAMIREZ-APAN & DELGADO, 201 1). Os resultados obtidos neste trabalho
corroboram com os dados da literatura, uma vez que ambos os fungos C. echinulata ¢ C.

elegans foram capazes de metabolizar os precursores AP e ADA.

Diferentes espécies do género Aspergillus também foram reportadas como eficientes
biocatalisadores de diterpenoides, incluindo A. ochraceus (PORTO et al., 2013; HE et al.,
2011), A. flavus (SURA et al., 2015), A. alliaceus (FRIJA, FRADE & AFONSO, 2011) e A.
niger (CANO, RAMIREZ-APAN & DELGADO, 2011). Como citado anteriormente, o fungo

A. brasiliensis foi capaz de metabolizar o AP, mas ndo o ADA.

De maneira geral, as reacdes mais comuns realizadas pelos fungos foram oxidagdes,
porém redugdes e isomerizagdo da ligagao dupla também foram detectadas no metabolismo de
fase I. Todos os metabdlitos de biotransformagao identificados foram oxidados em maior ou

menor grau.

Diterpenos possuem poucos sitios reativos para modificagdes quimicas por semi-sintese
(TAKAHASHI et al., 2014), no entanto, diferentes carbonos dos diterpenos utilizados foram
suscetiveis as enzimas microbianas. Como esperado, o sitio mais reativo para as modificagdes
enzimaticas foi o carbono da posi¢do 17 da ligacdo dupla exociclica. O C-1 foi o segundo
carbono mais reativo no AP, enquanto no ADA nao houveram modifica¢des em C-1, mas no

carbono do grupo metilico em C-20. No AP também ocorreram hidroxilagcdes em C-2.

As hidroxilagdes em diterpenoides estdo entre as reagdes enzimaticas mais comuns
reportadas na literatura. Especificamente em labdanos, estudos indicam que o tipo de
hidroxilagdo mais frequente promovida por micro-organismos ¢ a 3f-hidroxilacdo (FRIJA,
FRADE & AFONSO, 2011; SILVA et al., 2013; MENDOZA et al., 2015; MARTINS et al.,
2015; MONTEIRO et al., 2017), porém as posi¢oes 15, la, 2a, 6a, 7a, 18 ¢ 19 de labdanos
também demonstraram-se suscetiveis (FRIJA, FRADE & AFONSO, 2011; SILVA et al.,
2013; MONTEIRO et al., 2017).
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Em especial fungos do género Aspergillus foram capazes de introduzir grupos
hidroxilicos em diferentes diterpenoides (MARQUINA et al., 2009, HE et al., 2011, PORTO
et al., 2013). Assim, as reagdes de fase I do fungo A. brasiliensis sobre o AP corroboram com

os dados da literatura.

Em relagdo ao metabolismo de fase II, os fungos C. echinulata ¢ A. brasiliensis foram
capazes de introduzir grupos acetato em ambos os precursores. Ha estudos na literatura
relatando acetilacdo de diterpenos estemodanos por Mucor plumbeus (FRAGA et al., 2004) e
Beauveria bassiana (FRIJA, FRADE & AFONSO, 2011). A introducao de grupos acetato em
esqueletos diterpenoides também ja foi relatada com o uso de lipases isoladas de Candida
cylindracea (GARCIA-GRANADOS et al., 2004) e Candida antarctica B (CHEN et al.,
2011).

Apesar da producdo de metabolitos de fase I com hidroxilas passiveis de acetilacdo em
diferentes posi¢des no nucleo diterpénico, a introducao do grupo acetato ocorreu somente na

posicao 17 dos metabdlitos elucidados.

Os extratos de biotransformacdo do ADA com os fungos C. echinulata e C. elegans
apresentaram um perfil cromatografico semelhante ¢ houve coincidéncia de alguns produtos,

incluindo o majoritario PO2(ADA) em ambos os extratos.

No entanto, os fungos do género Cunninghamella produziram diferentes produtos
majoritarios de biotransformacdo do AP, os quais ndo foram isolados, porém foram
detectados por EMAR. O componente majoritario produzido por C. echinulata apresentou
formula molecular igual a C,yH30O¢, assim como PO1(AP), porém com diferente tempo de
reten¢do. O produto majoritario do extrato de biotransformagdo com C. elegans apresentou
formula molecular igual a Cy)Hp3Os assim como o majoritdrio PO2(AP) do extrato de

biotransformacao com A. brasiliensis, porém com diferente tempo de retengao.

Os micro-organismos sao considerados eficientes biocatalisadores de reagdes
estereoseletivas. As enzimas do fungo A. brasiliensis apresentaram estercoseletividade na
introducao de grupos hidroxilicos na configuragdo o em C-1, como pode ser observado nos
metabolitos PO1(AP), P02(AP), PO3(AP), PO5S(AP), PO6(AP), PO7(AP) e PO9(AP). No
entanto, a mesma estereoseletividade nao foi observada em C-2, posicao na qual o fungo A.
brasiliensis introduziu grupos o-OH e p-OH, como pode ser observado em PO7(AP) e

PO5(AP), respectivamente.
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Nao foram encontradas referéncias na literatura para a maioria dos produtos de
biotransformagao descritos na se¢ao 4.6, com exce¢ao de PO4(AP) e P10(AP). Todos os
derivados obtidos a partir do ADA sao estruturas ainda ndo descritas na literatura. Assim,
reforca-se a utilizacdo da biotransformagdo como ferramenta para obtengcdo de novas

estruturas quimicas.

A seguir, ¢ proposta uma possivel rota metabdlica com os fungos para a producdo dos
derivados de biotransformacgdo do AP e ADA nas Figuras 25 e 27, respectivamente. Como
pode ser observado na Figura 26, ¢ sugerida a formacdao de um intermediario com anel
epoxido para a produgdo do derivado PO4(AP). Este intermedidrio sofreria uma protonacao no
oxigénio do anel epdxido seguido por uma hidratacdo para a formacao simultanea do grupo
hidroximetilénico e do grupo hidroxilico ligados a C-8 (Figura 26). Vale ressaltar que a
primeira etapa de formagdo do anel epdxido ocorreria por um ataque enzimatico por cima,
seguido da segunda etapa de abertura do anel por baixo. Assim, pela proposta desta rota de
biossintese de PO04(AP), reforca-se a proposicio da estereoquimica do grupo

hidroximetilénico na orientacdo a e do grupo hidroxilico na orientagdo f em C-8.
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Figura 25. Rotas metabdlicas sugeridas para a produgdo de derivados de biotransformacdo do acido ent-
polialtico com o fungo A. brasiliensis.
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Figura 26. Mecanismo enzimatico proposto para oxidacdo da ligacdo dupla exociclica

do acido ent-polialtico pelos fungos A. brasiliensis, C. elegans e C. echinulata para
formagdo do derivado PO4(AP).
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Figura 27. Rotas metabdlicas sugeridas para a produgdo de
derivados de biotransformag@o do acido ent-diidroagatico com
o fungo C. echinulata.

4.8 Biotransformacao com os micro-organismos do trato gastrointestinal
4.8.1 Biotransformagoes em meio de cultura liquido

Foram realizadas biotransformagdoes com as bactérias B. longum, B.
pseudocatenulatum, Bifidobacterium sp., L. acidophilus, L. fermentum, E.coli, levedura S.
boulardii, cultura mista com B. longum, B. pseudocatenulatum e B. bifidum, cultura mista

com L. acidophilus, L. fermentum, L. johnsonii, L. rhamnosus e L. delbrueckii e cultura mista

com E. coli, S. boulardii, L. fermentum e L. acidophilus.
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De acordo com resultados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa, determinou-se
o alcance da fase estaciondria apds 12 h de incubagdo para as bactérias do género

Lactobacillus e bactéria E. coli e apds 36 h para as bactérias do género Bifidobacterium.

Foi analisada a influéncia da adi¢ao dos diterpenos em diferentes fases do crescimento
bacteriano. Sabe-se que o metabolismo do micro-orrganismo pode ser afetado diretamente de
acordo com sua fase de desenvolvimento, uma vez que a transducdo de sinais, sintese e
secrecdo de proteinas sdo diferentes nas fases exponencial e estacionaria, promovendo

mudancgas na maquinaria celular (ISHIHAMA, 1999).

Assim, para as bactérias do género Bifidobacterium, as substancias foram adicionadas
juntamente com o indculo no caldo de cultura (T¢ — fase exponencial) ou apds 36 h de
crescimento bacteriano (T3¢ — fase estaciondria). Os processos de biotransformacdo foram

conduzidos por 24 ¢ 48 h.

A andlise dos cromatogramas indicou que a concentracdo de substrato nas
biotransformacdes iniciadas na fase estacionaria foi menor do que na fase exponencial. A
adigdo dos diterpenos na fase exponencial também promoveu maior taxa de morte celular, que

foi monitorada através do crescimento de coldnias no agar.

Os valores de pH dos processos também foram verificados e estdo apresentados na

Tabela 25.

Tabela 25. Valores de pH do meio de cultura com B. pseudocatenulatum apos adigdo dos substratos na fase
exponencial (T) e na fase estacionaria (T3).

Amostra pH
Meio MRS 6,0
Controle AP (meio + diterpeno) 6,0
Controle ADA (meio + diterpeno) 6,0
B. pseudocatenulatum + DMSO 5,0
B. pseudocatenulatum + AP T, 24 h 6,0
B. pseudocatenulatum + AP T, 48 h 6,0
B. pseudocatenulatum + ADA Ty 24 h 6,0
B. pseudocatenulatum + ADA Ty 48 h 6,0
B. pseudocatenulatum + AP T3¢ 24 h 5,5
B. pseudocatenulatum + AP T3 48 h 5,0
B. pseudocatenulatum + ADA Ts5 24 h 5,5

B. pseudocatenulatum + ADA T;5 48 h 5,0
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O 4acido lactico ¢ um dos principais produtos do metabolismo de B.
pseudocatenulatum, assim, uma queda no pH do meio de cultura indica que a mesma esta
metabolicamente ativa, como observado no controle com DMSO e nos processos conduzidos
na fase estacionaria (Tss). Diferentemente, quando o substrato foi adicionado na fase
exponencial (Ty), o valor de pH ao final do processo foi 0 mesmo valor do pH inicial (6,0),

indicando auséncia de atividade metabolica.

O maior consumo dos diterpenos na fase estaciondria pode estar associado tanto ao
maior numero de células bacterianas viaveis para consumir o substrato quanto a maior
disponibilidade das enzimas nesta fase, uma vez que as bactérias ja ndo se encontram em
intenso processo de multiplicacdo devido a menor disponibilidade de nutrientes no meio.

Assim, optou-se pela adicdo dos substratos no inicio da fase estacionaria.

Para os micro-organismos anaerobios, os processos de biotransformagdo foram
conduzidos inicialmente por periodos de 12 h. Como nao foi detectado nenhum possivel
produto de biotransformagdo nos extratos das culturas, optou-se por aumentar o tempo de

exposi¢ao aos substratos para 24 h.

Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE-CAD dos extratos referentes aos
controles do micro-organismo incubado apenas com o solvente DMSO e dos diterpenos no

meio de cultura estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos controles A) micro-organismo com o solvente DMSO,
B) acido ent-polidltico no meio de cultura MRS e C) acido ent-diidroagatico no meio de cultura MRS, apos 24 h
de incubagdo.

Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, Coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase moével
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (20-100% fase organica em 60 min),
vazao de 1 mL/min, volume de inje¢@o 30pL, analise a temperatura ambiente.

Foi apresentado apenas o controle da bactéria B. pseudocatenulatum, porém todos os
micro-organismos analisados apresentaram perfis de controle semelhante, sem nenhuma

producado significativa de metabdlitos quando incubados com DMSO.
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A analise da estabilidade dos diterpenos no meio de cultura MRS indicou que os

precursores foram estaveis ao longo de todo o periodo de incubagao.

Os cromatogramas dos extratos de biotransformacdo para os micro-organismos
anaerobios estdo apresentados na Figura 29. Como ¢ possivel observar, nenhum processo
levou a formacdo de derivados em quantidades detectaveis por CLAE-CAD. Também foi
realizada uma varredura em diferentes comprimentos de onda no UV (de 190 a 400 nm) e

nenhum novo pico foi detectado em relagao aos controles.
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Figura 29. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos extratos de biotransformac¢do em meio liquido do 4cido
ent-polialtico e ent-diidroagatico com as bactérias probidticas anaerdbias A-B) B. pseudocatenulatum, C-D) B.
longum, E-F) Bifidobacterium sp. e G-H) cultura mista com B. longum, B. pseudocatenulatum e B. bifidum,
apos 24 h de incubagéo.

Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, Coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase moével
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de &cido acético em agua (20-100% fase orgénica em 60 min),
vazdo de 1 mL/min, volume de inje¢do 30uL, analise a temperatura ambiente.

A fim de aumentar o rendimento dos processos, foi realizada a otimizacdo da
biotransformacao em meio liquido. A quantidade de substancia foi aumentada de 100 para
200 pg/mL e o indculo aumentado de 1,2 x 10° para 3 x 10° UFC/mL (escala 4 para escala 10
Mc Farlland).
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Esse teste foi realizado com a bactéria B. pseudocatenulatum, uma vez que esta
apresentou maior resisténcia aos efeitos inibitdrios dos diterpenos. Também foi avaliada a
influéncia do meio de cultura no rendimento das biotransformacdes através de testes

comparativos com os meios MRS e GAM Gifu para anaerdbios.

A viabilidade bacteriana nos diferentes caldos de cultura foi monitorada por diferentes
tempos de incubagdo através da andlise do crescimento de colonias no 4gar e constatou-se que

o meio GAM Gifu permitiu maior prolifera¢gdo microbiana.

No entanto, o aumento da concentracao de substrato e do indculo e a mudanga para um
meio de cultura mais favoravel ao crescimento dos anaerobios ainda ndo possibilitaram a

producgdo de metabolitos em concentragdes satisfatorias.

Apesar de ndo serem observados produtos de biotransformagdo nos cromatogramas,
ocorreu a diminui¢ao da intensidade dos picos correspondentes aos diterpenos, indicando um
possivel consumo do material de partida. O controle de estabilidade dos precursores

conduzido durante os processos descartou a possibilidade de degradacao.

Os processos de biotransformacdo com os micro-organismos microaerofilos e aerdbios
foram conduzidos inicialmente por periodos de 24 h. Como nao foram detectados possiveis
produtos nos extratos, realizou-se o monitoramento com diferentes tempos de 1, 8, 12, 24, 48
e 72 h de exposicdo aos substratos. Os cromatogramas obtidos para os processos de

biotransformacao com 48 h de incubagdo estdo apresentados na Figura 30.

Da mesma forma que as bactérias anaerdbias, os micro-organismos microaeréfilos e
aerobios (com excecdo da bactéria E. coli) consumiram parcialmente os substratos
precursores, no entanto, ndo foi possivel detectar produtos de biotransformacdo em
concentragdes significativas em nenhuma das condigdes testadas. No caso especifico da

levedura probidtica S. boulardii, os diterpenos foram consumidos quase totalmente.

Os valores de pH ao final dos processos de biotransformacdo com os Lactobacillus
foram préximos a 4,0, enquanto os controles de estabilidade permaneceram com valor igual a

6,0.
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Figura 30. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos extratos de biotransformacdo em meio liquido do acido
ent-polialtico e ent-diidroagatico com os micro-organismos do trato gastrointestinal A-B) L. acidophilus, C-D)
L. fermentum, E-F) cultura mista de L. acidophilus, L. fermentum, L. johnsonii, L. rhamnosus e L. delbrueckii,
G-H) S. boulardii e 1-)) E. coli, apos 48 h de incubagdo.

Condigdes cromatograficas: Cromatdgrafo Waters, Coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase movel
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (20-100% fase orgénica em 60 min),
vazdo de 1 mL/min, volume de inje¢8o 30puL, analise a temperatura ambiente.

4.8.2 Biotransformacoes em meio de cultura sélido

Ha estudos que sugerem que a fermentagdo em estado solido pode ser mais eficiente
para produgdo de diversas enzimas microbianas quando comparada a fermentacao submersa
(MATEOS DIAZ et al., 2006; SUBRAMANIYAM & VIMALA, 2012), sendo que alguns
tipos de metabolitos secundarios e enzimas sao produzidos apenas através do cultivo em meio

solido (BARRIOS-GONZALEZ, 2012).

Assim, alternativamente foi realizada a biotransformacdo em 4gar na tentativa de

aumentar o rendimento dos processos. Os extratos foram obtidos em acetato de etila e
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metanol apds 24, 48 e 72 h de incubagdo. Os extratos obtidos em metanol apresentaram

caracteristicas semelhantes ao agar apos a extracdo, inviabilizando sua analise por CLAE.

O Unico processo em meio soOlido que originou possiveis derivados de
biotransformacao foi o da bactéria E. coli com o AP. Como pode ser observado na Figura 31,
o cromatograma deste extrato apresentou dois pequenos picos cromatograficos com tempos
de retencdo proximos a 23 e 24 min, os quais nao foram detectados no mesmo processo em

meio liquido.

1A B 2P

Figura 31. Cromatogramas obtidos por CLAE-CAD dos extratos dos processos em meio solido A) controle E.
coli com o solvente DMSO e B) biotransformacao do acido ent-polidltico com E. coli, ap6s 48 h de incubacao.
Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, Coluna de fase reversa C-18 Kromasil®, fase movel
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de &cido acético em agua (20-100% fase orgédnica em 60 min),
vazao de 1 mL/min, volume de inje¢do 30puL, analise a temperatura ambiente.

Através da comparagdo dos resultados em meios de cultura liquido e agar, nao
podemos concluir que o emprego de meio sélido levou ao aumento significativo de
rendimento dos processos. Como ainda assim foi detectada uma diminuicdo do material de

partida nos extratos de biotransformacao, os mesmos foram submetidos a analise por EM.

4.8.3 [Identificacdo dos metabdlitos de biotransformacdo com os micro-organismos do

trato gastrointestinal

Foram obtidos os espectros no modo full scan em espectrometro de massas com
analisador quadrupolo dos extratos dos controles das culturas (micro-organismos no meio
de cultura contendo solvente), dos controles de extracdo (apenas os diterpenos no meio
de cultura submetidos aos mesmos processos de extracdo) e dos extratos de

biotransformacao.

Os ions presentes nos extratos de biotransformagao que nao foram detectados nos
controles foram selecionados para fragmentagdo (varredura de ions produtos). As
energias de colisdo foram ajustadas para cada ion selecionado, no entanto, foi possivel

obter uma fragmentagdo satisfatoria de apenas alguns ions detectados, devido a baixa
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concentracdo dos mesmos. Os ions detectados por EM nos extratos de biotransformagao

estdo apresentados nas Tabelas 26 e 27.

Tabela 26. fons (m/z) detectados por espectrometria de massas (-ESI, analisador triplo quadrupolo) nos
extratos de biotransformacdes do 4cido ent-polialtico com os micro-organismos do trato gastrointestinal.

fon [M-H] (m/z) 331a  331b 347 365 422 321 363 393 450
Micro-organismo

S. boulardii (meio sélido) v v v v v
S. boulardii (meio liquido) v v

L. fermentum v v v v
E. coli (meio s6lido)

E. coli (meio liquido) v v
Cultura mista de Lactobacillus v

Cultura mista de Bifidobacterium v v v v

Tabela 27. fons (m/z) detectados por espectrometria de massas (-ESI, analisador triplo quadrupolo) nos
extratos de biotransformagdes do 4cido ent-diidroagatico com os micro-organismos do trato
gastrointestinal.

Ton [M-H] (m/z) 347 349 333 351 395
Micro-organismo

S. boulardii (meio so6lido) v

L. fermentum (meio liquido) v v

E. coli (meio s6lido)

v
Cultura mista de Lactobacillus (meio liquido) v v
Cultura mista de Bifidobacterium (meio liquido) v

A partir da andlise das massas nominais e dos espectros de ions-produtos foi

possivel propor estruturas para os ions de m/z 347, 349, 333 e 351 derivados do ADA.

Para o produto de m/z 351 foi proposta a introdugao de um grupo hidroxilico na
molécula. Em fun¢do da massa nominal apresentada, a introdugdo de um grupo
metoxilico na posi¢do C-18 ou a introducdo de um grupo epdxido também poderiam ter
sido propostas (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2007). Todavia, o unico ion
fragmento coincidente no espectro deste metabolito com o espectro de ions produtos do
precursor ¢ o ion de m/z 289 (Apéndice 18), restringindo assim as possiveis modificagdes

na molécula a introdu¢ao de um grupo hidroxilico nas posi¢des C-2 ou C-3 do anel.

Foram propostas duas vias de formagao para os ions fragmentos de m/z 289 e 333,

o que explicaria a predominancia desses ions no espectro (Figura 32).



R esultades e disenssaio 105

_ = - = H = -
o % H G [oH : N "GO ey,
. /\g( oy -H,0 N o
\ path | HO™ path Il HO
S %00 < Coo v COO COOr

m/z 333 m/z 351 m/z 333

l-co2

p H
/\( /\g/;r’é -Co,
HO"Qi/Vr © HO’QC(

S o0 s CoOor ¥ CoO
/z 307
m/z 289 m/z 351 m/z

Figura 32. Fragmentag@o proposta para a formacdo dos ions produtos de m/z 333, m/z 289 ¢ m/z 307
derivados de [M-H] m/z 351.

A estrutura do produto de m/z 333 foi proposta em funcao da sua massa nominal e
espectro de ions produtos idéntico ao espectro do 4&cido ent-agatico (Apéndice 19),
apresentando os ions diagnostico de m/z 287, 289, 273 (pico base) e 233, conforme

apresentado na Figura 33 (AGUIAR et al., 2018).
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Figura 33. Fragmentacdo proposta para a formagdo dos ions produtos de m/z 315, m/z 273, m/z 219, m/z
287, m/z 289, m/z 233 e m/z 205 derivados de [M-H] m/z 333.
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Para os produtos de m/z 347 e 349 foram propostas estruturas semelhantes,
diferindo apenas de uma insaturagdo na posi¢do entre os carbonos 13 e 14 da molécula.
Ambos produtos apresentaram uma perda — 32 u em seu espectro de fragmentacdo
(Apéndices 20 e 21), que foi atribuida a eliminacdo de um grupo metanol (CH;OH). Tal
perda ndo ¢ comum em modo negativo de andlise, porém ¢ frequente no modo positivo
para moléculas que apresentam o grupo metoxila (STEVIGNY et al, 2004). Assim,
propos-se a introducdo de um grupo metilico na hidroxila de um dos dois grupos acidos

da molécula pelos micro-organismos.

No entanto, sugere-se a posicdo do grupo metoxila ligado a C-15 e ndo a C-18,
pois o metabodlito de m/z 347 apresentou ions-fragmento como m/z 273 e 233 (os quais
também aparecem no espectro do acido ent-agitico, Apéndice 19), indicando que os dois
anéis do nucleo diterpénico (e consequentemente C-18) ndo sofreram modificacdes.
Outro indicio da posi¢do do grupo metoxilico em C-15 ¢ a auséncia do ion de m/z 99 no
espectro (Apéndice 20), o qual ¢ um ion-fragmento do grupo carboxilico em C-15
comumente encontrado nos espectros de ion-produtos de labdanos com a liga¢do dupla

entre C13 e C14 (AGUIAR et al., 2018).

O produto de m/z 349, por sua vez, apresentou os ions-fragmento de m/z 275, 233
e 205 (Apéndice 21) da mesma forma que o precursor ADA, também indicando a
preservacao do nucleo diterpénico, porém sem a ligagdo dupla entre C-13 e C-14 como
apresentado pelo metabodlito analogo de m/z 347. Os mecanismos de fragmentagdo

propostos para estes derivados estao apresentados nas Figuras 34 e 35.
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Figura 34. Fragmentagdo proposta para a formac¢do dos ions produtos de m/z 315, m/z 287, m/z 273, m/z
205, m/z 233 e m/z 205 derivados de [M-H] m/z 347.
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Figura 35. Fragmentag@o proposta para a formagdo dos ions produtos de m/z 317, m/z 233, m/z 275, m/z
205 e m/z 289 derivados de [M-H] m/z 349.

O metabolito de m/z 347 foi identificado em resina fossil do Baltico e nas folhas
de Araucaria por Kimura e colaboradores (2012). O metabdlito cuja estrutura apresenta
m/z 349 foi obtido por sintese quimica através do refluxo do ADA com metanol e 4dcido

sulfurico (CALDERON et al., 1987).

Nao foi possivel propor uma estrutura quimica para o produto de m/z 395 até
entdo, mas de acordo com sua massa nominal e com os metabdlitos identificados
previamente com os fungos filamentosos, sugere-se que pode ter ocorrido acetilagdo e

reducgdo do precursor ADA.

As estruturas quimicas propostas para os derivados de biotransformacdes do ADA

com os micro-organismos do trato gastrointestinal estdo apresentadas na Figura 36.
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Figura 36. Estruturas quimicas propostas para os metabdlitos de biotransformagdes do acido ent-
diidroagatico com A) S. boulardii em meio solido, B) L. fermentum em meio liquido, C) cultura mista de
Lactobacillus em meio liquido, D) cultura mista de Bifidobacterium em meio liquido e E) E. coli em meio
solido.

E possivel observar que os micro-organismos S. boulardii ¢ L. fermentum foram
capazes de oxidar o precursor ADA, enquanto as culturas mistas e a bactéria E. coli
promoveram oxidagdo da ligagdo dupla entre os carbonos 13 e 14 e metilagdo de um dos
grupos acidos da molécula. O metabolito de m/z 347 foi encontrado nos extratos das
culturas mistas de probiodticos e da bactéria E. coli, sendo a introducdo de grupos
metilicos a reacdo de maior incidéncia entre os micro-organismos gastrointestinais

utilizados.

A oxidagdo de diterpenoides pelas bactérias Streptomyces spheroids e Streptomyces
griseus (PENG et al., 2006; LIU et al., 2012) ja foram reportadas na literatura, porém nao

foram encontradas reagdes de biotransformacdo de diterpenos com probioticos.

Através da analise das Tabelas 26 e 27, é possivel observar maior variedade de

produtos de biotransformacdo do AP em relagdo ao ADA, assim como ocorrido com os
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fungos filamentosos. A andlise das massas nominais obtidas para os derivados do AP
sugere que ocorreram principalmente oxidagdes em diferentes graus (introducdo de um a
trés atomos de oxigénio na molécula), enquanto as massas moleculares maiores podem
ser provenientes da conjugacdo do substrato com moléculas enddgenas. O estudo
detalhado de fragmentagdo do AP, assim como foi feito para o acido ent-agatico pelos
pesquisadores do projeto tematico, ainda ndo foi concluido. Logo, estruturas quimicas

mais precisas dos derivados do AP ainda nao foram propostas.

4.9 Biotransformaciao com os microssomas hepaticos humanos
4.9.1 Biotransformagdo microssomal com o controle 7-etoxicumarina

A viabilidade das enzimas microssomais e dos sistemas de incubagdo tanto para
reacoes de fase I quanto para reagdes de fase II foi avaliada em experimentos preliminares
com o controle 7-etoxicumarina (7-ETC). A 7-ETC ¢ um controle comumente usado por seu
baixo custo ¢ seu metabolismo bem descrito na literatura (YAMAZAKI et al., 1996; FISHER
et al., 2002).

Sabe-se que as enzimas CYP1A2 e CYP2El sdao capazes de promover a O-
desalquilacdo da 7-ETC levando a formacdo de 7-hidroxicumarina (M3, Figura 37). Esta, por
sua vez, pode ser Dbiotransformada pelas isoformas da UGT em 7-
hidroxicumarinaglucuronideo (M4, Figura 37). O substrato 7-ETC também pode ser
hidroxilado na posi¢do 3 por uma isoforma desconhecida da CYP, formando o metabolito M 1
(Figura 37). Este derivado € posteriormente metabolizado pelas isoformas da UGT, formando

o metabolito glucuronidado M2 (Figura 37).
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Figura 37. Esquema do metabolismo da 7-etoxicumarina por microssomas hepaticos humanos, adaptado de
Fisher e coautores (2002).

Os cromatogramas dos extratos de biotransforma¢do microssomal obtidos com o
controle positivo estdo apresentados na Figura 38. Na Tabela 28, estdo apresentados os ions
detectados por EMAR. Os ions foram identificados a partir da comparagao da m/z e da

formula molecular obtidas com os dados da literatura.
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Figura 38. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD (320 nm) dos extratos de A) apenas tampao e enzimas
(sistema de incubagdo); B) apenas 7-etoxicumarina no tampdo (controle de estabilidade) C) controle da 7-
etoxicumarina sem microssomas com cofatores; D) controle da 7-etoxicumarina sem cofatores com
microssomas; E) metabolismo de fase I; F) metabolismo de fase II; G) metabolismo de fase I e I1.

Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, coluna de fase reversa C-18 Hibar™, fase mével constituida
por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido férmico em agua (10-60% fase organica em 20 min), vazdo de 0,8
mL/min, volume de inje¢do 10uL, temperatura 40°C.
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Tabela 28. fons (m/z) detectados por espectrometria de massas de alta resolugio (+ESI, analisador Q-TOF)
nos extratos de biotransformacdo da 7-etoxicumarina por microssomas hepaticos humanos.

Tempo de

m/z [M+H]* m/z [M+H]* Férmula
retencao Am (ppm) Metabélito
acurada exata molecular
(min)
7-ETC 3,39 191,0706 191,0708 -1,05 C;1H;003 substrato
Fase 1 2,06 163,0392 163,0395 -1,84 CoHO4 M3
3,11 207,0652 207,0657 -2,41 C1HoO4 M1
Fase 11 - - - - - -
Fase I + 11 1,34 339,0711 339,0716 -1,47 C5H1409 M4
2,25 383,0976 383,0978 -0,52 C7H301, M2

Os metabolitos de biotransformacdo da 7-ETC foram identificados por EMAR.
Conforme apresentado na Tabela 28, no metabolismo de fase I foram identificados os

metabdlitos 7-hidroxicumarina e 3-hidroxicumarina (M1 e M3 respectivamente, Figura 37).

Como esperado, nenhum metabolito foi detectado apenas com a adi¢gao de UDPGA no
sistema de incubagao (fase II), devido a auséncia de grupos reativos na 7-ETC para reagdes de

glucuronidagdo pelas enzimas UGTs.

No metabolismo de fase I e fase II combinados, houve a formac¢ado de dois metabolitos
conjugados com acido glucurénico M2 e M4 (Figura 37), provenientes da glucuronidagao dos
derivados hidroxilados de fase I M1 e M3, respectivamente. Sugere-se que os metabolitos de
fase I foram totalmente convertidos em seus derivados glucuronidados, uma vez que ndo

foram detectados nos extratos de biotransformacao de fase I e II combinados.

Os resultados com o controle positivo foram compativeis com os dados da literatura e
permitiram avaliar a atividade metabolica das enzimas microssomais. Assim, os sistemas de
incubagdo de fase I, fase II e fase I e II combinados foram considerados adequados para a

triagem de perfil metabolico.

4.9.2 Biotransformagdo microssomal com o dcido ent-polidltico e ent-diidroagdtico

Os ensaios de metabolismo com os diterpenos foram inicialmente conduzidos
durante 1 h de incubag¢do. No entanto, houve problemas na analise do perfil quimico dos
extratos por CLAE-DAD, devido a baixa concentracdo dos metabdlitos no extrato e a

baixa absor¢do dos diterpenos no UV.
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Na tentativa de aumentar a concentracdo e consequente deteccdo dos produtos de
metabolismo, recorreu-se a algumas modificagdes. O tampdo fosfato de potassio 0,1 M foi
substituido pelo tampao Tris-HCI 0,1 M, visto que a atividade das enzimas P450 pode
variar de acordo com as condi¢des e composicdo do tampdo utilizado (KUDO et al.,
2017). Os extratos aquosos de biotransformagdo também foram liofilizados a fim de
No de

biotransformagdo e dos diterpenos precursores ainda ndo foi possivel por CLAE-DAD,

concentrar as amostras. entanto, a deteccdo dos possiveis produtos

conforme pode ser observado na Figura 39.
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Figura 39. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD (200 nm) das amostras A) padrdo acido ent-polialtico (AP);
B) padrdo acido ent-diidroagatico (ADA) C) metabolismo de fase I AP; D) metabolismo de fase I ADA; E)
metabolismo de fase II AP; F) metabolismo de fase II ADA; G) metabolismo de fase I e II AP; H) metabolismo
de fase I e II ADA.

Condigdes cromatograficas: Cromatografo Waters, coluna de fase reversa C-18 Hibar™, fase mével constituida
por gradiente de acetonitrila e 0,1% de acido acético em agua (10-100% fase organica em 35 min), vazdo de 0,8
mL/min, volume de inje¢do 25uL, temperatura 40°C.
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O detector Corona-CAD foi adquirido em nosso laboratorio de pesquisa no Brasil
especialmente para a andlise de terpenos, uma vez que esta classe de substancias ndo possui
grupos cromoforos com grande absor¢ao na regido do UV-Vis. O emprego do CAD permite a
detec¢do de compostos baseado no fluxo de particulas carregadas independente da estrutura
quimica, ndo dependendo apenas das propriedades espectroscopicas do analito (VEHOVEC
& OBREZA, 2010).

No laboratério da Alemanha, como nao havia detector CAD, uma alternativa disponivel
foi o detector ELSD, o qual também ¢ considerado um detector pseudouniversal e
amplamente utilizado na andlise de produtos naturais (URANO, RODRIGUES &
BERLINCK, 2012), incluindo diterpenos (LEVERRIER et al., 2010).

Um teste preliminar com os padrdes dos diterpenos precursores demonstrou uma
boa deteccao através da CLAE-ELSD. No entanto, quando injetados os extratos das
amostras de biotransformacdo, um pico de grande intensidade logo no inicio do
cromatograma encobria os sinais da amostra. Tal pico foi atribuido aos componentes do
tampao devido sua alta concentragdo e polaridade.

Assim, como alternativa, procedeu-se a extragdo em fase soélida das amostras, a fim
de reduzir os interferentes do tampao e concentrar as mesmas em solvente organico. Os
tempos de incubacdo também foram alterados e aumentados de 1 h para 2 h e 3 h de
incubacdo. Como em nenhum dos casos ainda foram detectados produtos de
biotransformagao, optou-se por aumentar para 24 h o tempo de incubagao total. Os
cromatogramas obtidos nessas condigdes estdo apresentados na Figura 40.

Apdés 24 h de incubagdo com os microssomas, possiveis metabdlitos de
biotransformacao foram detectados nos extratos. Vale ressaltar que os diterpenos precursores
permaneceram estaveis no sistema de incubagdo durante este periodo. Nao foram detectados
picos pronunciados no metabolismo de fase I para ambos os diterpenos. Picos maiores
correspondentes a possiveis produtos de biotransformagdo nos sistemas de fase Il do AP, fase
IT e fase I e I do ADA apareceram nos cromatogramas. Assim, procedeu-se a identificagdo

dos produtos de biotransformacao por EMAR.
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Figura 40. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por CLAE-ELSD do sistema de incubacdo sem os
diterpenos (matriz), sistema de incubag@o dos diterpenos no tampao (controle de estabilidade) e dos sistemas de
incubacdo de metabolismo de fase I, fase II e fase I+II do acido ent-polidltico e ent-diidroagatico com
microssomas hepaticos humanos por 24 h.

Condigdes cromatograficas: Cromatégrafo VWR/Hitachi, coluna de fase reversa C-18 Hibar®™, fase movel
constituida por gradiente de acetonitrila e 0,1% de 4cido acético em agua (10-100% fase organica em 35 min),
vazdo de 0,8 mL/min, volume de injegdo 25puL, temperatura ambiente.

4.9.3 Identificagdo dos metabdlitos de biotransformagdo com os microssomas hepdticos

humanos

Os ions detectados nos extratos de biotransformag¢do microssomais que nao foram
detectados nos controles foram selecionados para dissociagdo induzida por colisdo para
obtencdo de seus espectros de ions produtos. Assim, os produtos de biotransformacao

foram identificados através de suas formulas moleculares obtidas por EMAR e com o
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auxilio da andlise de seus padrdes de fragmentagao, quando possivel. Os ions detectados

nos extratos de biotransformagao microssomal estdo apresentados nas Tabelas 29 e 30.

Tabela 29. fons (m/z) detectados por espectrometria de massas de alta resolugio (-ESI, analisador Q-TOF)
nos extratos de biotransformacao do 4cido ent-polidltico com microssomas hepaticos humanos.

Tempo de m/z [M-H] m/z [M-H] Am (ppm) Férmula
retencao acurada exata molecular

(min)
AP 7,81 315,1965 315,1960 1,59 CyoHp504
Fase I 4,62 347,1862 347,1859 0,86 C,0H,505
5,20 331,1914 331,1909 1,51 C,0Ha504
5,43 331,1916 331,1909 2,11 C,Ha504
Fase 11 5,57 491,2298 491,2281 3,46 Cy6H3609
Fase I + 11 2,89 507,2234 507,2230 0,79 Ca6Hz6010
3,60 507,2232 507,2230 0,39 Cy6H36010
3,78 507,2231 507,2230 0,20 Cy6H36010
5,56 491,2280 491,2281 -0,20 Cy6H3609

Tabela 30. fons (m/z) detectados por espectrometria de massas de alta resolugdo (-ESI, analisador Q-TOF)
nos extratos de biotransformacéo do acido ent-diidroagatico com microssomas hepaticos humanos.

Tempo de m/z [M-H] m/z [M-H] Am (ppm) Férmula

retencao (min) acurada exata molecular

ADA 5,92 335,2224 335,2222 0,60 CyoH3,04
Fase I 3,37 367,2122 367,2121 0,27 C,0H3,04
3,59 351,2172 351,2172 0,00 C,0H3,05

Fase 11 4,32 511,2539 511,2543 -0,78 Ca6H40019
Fase I + 11 2,70 543,2438 543,2442 -0,74 Cy6H40012
4,34 511,2547 511,2543 0,78 Ca6H40019

Através da andlise das formulas moleculares obtidas, podemos observar a formagao
de derivados oxigenados no metabolismo de fase I tanto para o AP como o ADA.

Detectou-se a introdugdo de um a dois 4tomos de oxigénio em ambos os substratos.

Para o AP, foram detectados dois isdmeros com férmula molecular igual a Cy0H304
(m/z 331), indicando introdu¢do do atomo de oxigénio em diferentes posi¢des da
molécula. Apesar do espectro de ions produtos de apenas um dos isomeros de m/z 331

apresentar um pico base de m/z 207 (Apéndice 22), as posi¢des especificas de introducao
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do oxigénio ndo pouderam ser definidas com base nas fragmentacdes. No entanto, ndo foi
encontrado o ion de m/z 233 entre os ions fragmentos de ambos os espectros, sugerindo

uma oxidac¢ao no nucleo diterpénico.

Outro ion detectado no extrato de metabolismo de fase I do AP foi o ion de m/z
347. Sua férmula molecular C,yHy30s indica a introducdo de dois dtomos de oxigénio na
molécula. O espectro de ions produtos deste metabodlito (Apéndice 23) apresenta uma
perda de 14 Da, assim como o precursor AP, que foi atribuida & perda de CH4. Ha
também uma perda de 44 Da, formando o pico base do espectro m/z 303. O ion m/z 233
presente no espectro do precursor AP também aparece no espectro do metabdlito m/z

347, indicando que as hidroxila¢des podem ter ocorrido na cadeia lateral.

No metabolismo de fase I do ADA, foi detectado o metabolito m/z 351
correspondente ao derivado oxigenado de formula molecular igual a C50H3,0s. A presenca
dos ions m/z 333 e m/z 289 no espectro de ions produtos deste metabolito (Apéndice 26),
sugere uma hidroxilag@o na posi¢ao 2 ou 3 do precursor ADA, como explicado anteriormente

na secao 4.9.3.

Outro metabolito de fase I do ADA foi detectado no extrato de biotransformacao,
correspondente ao ion de m/z 367. A férmula molecular C,0H3,0¢ sugere a introdugdo de dois
atomos de oxigénio no precursor. Nao foi possivel obter o espectro de ions produtos através

da colisdo do ion m/z 367 devido a sua baixa concentragdo no extrato.

No sistema de incubagao suplementado apenas com UDPGA (fase II), foi detectado
um unico metabolito para o AP e ADA, correspondentes aos ions m/z 491 e m/z 511,
respectivamente. As formulas moleculares CyH3609 do metabdlito do AP e CysHy0O10 do
metabdlito do ADA sugerem a conjugag¢do com acido glucuronico. Diferentemente da 7-
ETC que ndo apresenta sitios reativos para conjugacao, os diterpenos AP e ADA apresentam
grupamentos carboxilicos que podem ser glucuronidados diretamente pela agdo das enzimas

UGT.

No caso especifico do AP, podemos inferir que a conjugagdo ocorreu no grupo
carboxilico da posicdo 18, uma vez que este apresenta apenas um sitio para a reacao,
diferentemente do ADA, que apresenta dois grupamentos acidos na molécula. Conforme
explicado anteriormente na secdo 4.1, a presenga no espectro de ions produtos de um ion
proveniente da desidratacdo do ion precursor (m/z 335) sugere que a ioniza¢do ocorra no

grupo carboxilico da posicdo 18. Como no espectro de ions produtos do metabodlito m/z 511
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(Apéndice 27) nao ha a presenga de um ion decorrente da perda de 18 u a partir do ion
precursor (m/z 335), assume-se que a ionizagdo ocorra no grupo carboxilico da posigdo 15.
Assim, o sitio de conjugacdo com o acido glucuronico foi estabelecido no grupo carboxilico

da posi¢do 18 do precursor ADA, conforme apresentado na Figura 41A.

No espectro de ions produto dos metabdlitos de m/z 491 e m/z 511 (Apéndices 24 ¢ 27,
respectivamente), pode ser observada uma perda de 176 u a partir dos ions precursores,
originando o ion m/z 315 correspondente ao precursor AP e o ion m/z 335 correspondente ao
precursor ADA, respectivamente. A perda de 176 Da € caracteristica em espectros de ions
produtos de metabolitos glucuronidados (CHEN, DUGAS & COLE, 2008) e corresponde a
perda do acido glucurdnico anidro (C¢HsOg). O mecanismo de fragmentacdo proposto estd

apresentado na Figura 41.

O grupo acido do AP foi atribuido como sitio de ionizagdo para formacao dos ions [M-
H] detectados por EM. Como no metabodlito m/z 491 o grupo carboxilico esta indisponivel
para ionizagdo, sugere-se um novo sitio de desprotonagdo na posi¢ao 7 (Figura 41B), por ser a

segunda posi¢do mais acida da molécula.

No sistema de incubacao suplementado com NADP e UDPGA (fase I + II), os mesmos
metabolitos conjugados com o acido glucurdnico no grupo carboxilico do AP (m/z 491) e
ADA (m/z 511) foram detectados. Para o AP, também foram encontrados trés isdmeros de m/z
507 com férmula molecular igual a C,6H36010, correspondentes a forma glucuronidada a partir
dos metabolitos hidroxilados de fase I de m/z 331, e ndo a partir diretamente do precursor.
Apesar dos trés isomeros apresentarem diferentes tempos de retengdo, seus espectros de ions

produtos ndo apresentaram diferengas (Apéndice 25).
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Figura 41. Mecanismo de fragmentagdo proposto para a os ions A) [M-H]" m/z 511 derivado da
biotransformagdo do acido ent-diidroagatico ¢ B) [M-H] m/z 491 derivado da biotransformagao do acido ent-
poliéltico com microssomas hepaticos humanos.

Para o ADA, foi detectado o metabdlito de m/z 543 de férmula molecular igual a
Ca6Ha0O12, Este metabolito € possivelmente formado a partir da conjugacdo do metabolito de
fase I de m/z 367 com o é4cido glucurdnico. Os espectros de ions produtos dos metabdlitos m/z
507 e m/z 543 (Apéndices 25 e 28, respectivamente) também apresentam a perda

caracteristica de 176 u, correspondente a perda do &cido glucurénico na forma anidra.

As vias metabolicas propostas para a formagao dos derivados identificados nos extratos
de biotransformacdo do AP e ADA com microssomas hepaticos estdo apresentadas nas

Figuras 42 e 43.
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Figura 42. Rotas metabdlicas sugeridas para a producdo de derivados de biotransformacdo do acido ent-
poliéltico com microssomas hepaticos humanos.

m/z 511

+0OH +0O-Glu

m/z 543 m/z 367

Figura 43. Rotas metabolicas sugeridas para a producdo de derivados de biotransformagdo do acido ent-
diidroagatico com microssomas hepaticos humanos.

As reagdes de hidroxilacdo e glucuronidacdo detectadas neste estudo ja foram
reportadas ap6s a incubagao de diterpenoides com microssomas hepaticos humanos (LI et

al., 2018). Por outro lado, em estudos de metabolizacdo de diterpenos utilizando
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microssomas hepaticos de ratos (LIU et al., 2007) e cabras (SUN et al., 2017) ndo foram
detectados metabdlitos de fase II, o que pode ser explicado devido as diferengas
estruturais dos precursores e/ou as diferengas de metabolismo interespécies. Derivados
oxidados e conjugados com dacido glucurénico também ja foram reportados apds a
metabolizacdo de diterpenoides em ratos in vivo (TIAN et al., 2015). Metabolitos de fase
IT conjugados com cisteina (CHEN et al., 2015) e sulfato (WANG et al., 2010) também ja
foram identificados ap6s administracdo oral de diterpenoides em ratos. Vale ressaltar, no
entanto, que os microssomas hepaticos carecem de enzimas do tipo cisteina e

sulfotransferases.

As estruturas do ADA e do AP glucuronidados ndo foram encontradas na literatura,
porém diterpenoides semelhantes ja foram reportados. A estrutura do acido agatico
glucuronidado na posi¢ao 18, assim como proposto para o ADA, foi identificada em um
material conhecido como mumiyo, o qual pode ser encontrado entre rochas na regido da
Asia Central e é utilizado na medicina popular na india e no Tibete (KIREN et al., 2014).
O mumiyo também ¢ utilizado em outros paises como suplemento alimentar. Um
diterpenoide analogo ao AP glucuronidado foi isolado da planta aquatica Potamogeton
lucens, diferindo apenas na presenca de um anel lactonico no lugar do anel furanico

(WARIDEL et al., 2004).

O metabolismo dos diterpenos foi escalonado apods os ensaios em escala analitica, a
fim de se obter amostras mais concentradas para andlise por CLAE-RMN. No entanto, os
sinais das amostras ndo foram satisfatorios, nao sendo possivel a obtencdo dos espectros

de RMN dos metabolitos.

4.10 Avaliacao da citotoxidade dos acidos ent-poliatico e ent-diidroagatico e de seus

derivados de biotransformacao

4.10.1 Avaliacdo do efeito dos precursores e dos metabolitos de biotransformacdo sobre a

viabilidade celular pelo método do MTT

Foram avaliados os efeitos dos diterpenos precursores AP e ADA sobre a
proliferagao das células Caco-2 e HelLa apds 24 h de exposicdo. Inicialmente, tentou-se a
solubilizacdo dos diterpenos no meio de cultura com no maximo 0,1 % de DMSO. No
entanto, ndo foi possivel solubilizar os precursores em meio aquoso com esta quantidade

de solvente. Foram realizados testes com concentragdes crescentes de solvente e com 1 %
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de DMSO foi possivel solubilizar os diterpenos sem interferir significativamente na

proliferagdo celular, sendo, portanto, adotada esta concentracdo final.

Os resultados da incubagao das células HeLa e¢ Caco-2 com o meio de cultura
(controle negativo), SDS 2% (controle positivo), DMSO 1% (controle do solvente) e com

os diterpenos precursores estdo apresentados nas Figuras 44 e 45.

ICg9 = 239,5 pM = ICsp = 1181,2 uM
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Figura 44. Efeitos sobre a viabilidade de células de carcinoma cervical humano (HeLa) apds 24 h de
incubagdo com A) meio de cultura (DMEM), dimetilsulféxido (DMSO 1%) e dodecilsulfato de sodio (SDS 2%),
B) acido ent-polialtico e C) acido ent-diidroagatico, avaliados pelo método do MTT. Os valores representam a
mf:diaiSEM (n=23).

p<0,0001 quando comparado ao grupo controle (DMEM). One-way ANOVA, teste de Dunnett.
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Figura 45. Efeitos sobre a viabilidade de células de adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2) apds 24 h de
incubacdo com A) meio de cultura (DMEM) e dimetilsulfoxido (DMSO 1%), B) acido ent-polialtico e C) acido
ent-diidroagatico, avaliados pelo método do MTT. Os valores representam a médiatSEM (n = 3).

™ p<0,0001, “p<0,006 ¢ p<0,05 quando comparado ao grupo controle (DMEM). One-way ANOVA, teste de
Dunnett.

Foram calculadas as concentragdes inibitorias capazes de inibir 50 % da proliferacao
celular (ICsp). O AP apresentou ICsg igual a 239,5 uM e 325,8 uM para as linhagens Hela e
Caco-2, respectivamente. O ADA ndo afetou a viabilidade das células Hela em

concentragdes até¢ 1.000 uM (p>0,05), apresentando ICsj igual a 1.181,2 uM. Para a linhagem
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Caco-2, nao foi possivel calcular a ICsyo do ADA, visto que nenhuma das concentragdes

testadas inibiu em até 50% a proliferagao celular.

O AP apresentou maior atividade antiproliferativa em relacdo ao ADA, porém nenhum
dos precursores apresentou potencial citotoxico frente as linhagens testadas, considerando
como inativas substancias com ICsy acima de 100 pM (CANO, RAMIREZ-APAN &
DELGADO, 2011).

Os resultados obtidos com alguns derivados de biotransformagdo estdo apresentados
na Tabela 31. Os metabolitos avaliados derivados do AP apresentaram menor citotoxidade
frente a linhagem HeLa, com exce¢do do metabdlito PO6(AP), o qual foi cerca de 4 vezes
mais toxico que seu precursor (ICso = 62,6 pM). As mudangas quimicas ocorridas nos
derivados de biotransformacdo do ADA nao afetaram significativamente o potencial

citotoxico do precursor, visto que todos seus metabolitos também foram inativos.

Como a quantidade de amostra disponivel ndo era suficiente para realizar todos os
testes no laboratério da Alemanha, os efeitos dos metabolitos de biotransformagdo sobre a

viabilidade celular foram testados apenas com a linhagem HeLa.

Tabela 31. Valores de ICs, sobre a viabilidade de células de carcinoma cervical humano (HeLa) apos 24 h de
incubacdo com os diterpenos acido ent-polialtico (AP), acido ent-diidroagatico (ADA) e seus derivados de
biotransformacao.

Amostra ICso (M)
HeLa
AP 239552
PO2(AP) > 500
POG(AP) 62,6 + 4.7
PO9(AP) > 500
ADA 1.181,2+3,9
PO1(ADA) > 500
P02(ADA) > 500
PO3(ADA) > 500
POS(ADA) > 500

"Os valores representam a média+SEM (n = 3).
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O efeito dos precursores e de seus derivados sobre a viabilidade celular foi comparado
em concentragdo igual a 500 uM (Figura 46). O ADA e seus derivados nesta concentracao
ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05) em seu potencial citotdxico, nao
interferindo na proliferacao celular. O AP a 500 pM foi significativamente (p<0,0001) mais
citotoxico que os metabolitos PO2(AP) e PO9(AP) na mesma concentragdo, conforme

apresentado na Figura 46.
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Figura 46. Comparagio dos efeitos sobre a viabilidade de células de carcinoma cervical humano (HeLa) apos
24 h de incubagdo com A) acido ent-polidtico e derivados de biotransformacdo e B) acido ent-diidroagético e
derivados de biotransformagdo, em concentragdo igual a 500 uM. Os valores representam a média=SEM (n = 3).

sk

p<0,0001 quando comparado ao precursor AP. One-way ANOVA, teste de Dunnett.

4.10.2 Avaliacdo do efeito dos precursores e dos metabélitos de biotransformagdo sobre a

viabilidade celular pelo método do XTT

Foram realizados estudos in vitro do potencial antiproliferativo dos diterpenoides

sobre linhagem de adenocarcinoma mamario (MCF-7) e sua contraparte normal (MCF-10A).

Os resultados da Tabela 32 indicam que os precursores AP e ADA apresentaram
potencial antiproliferativo semelhante, sendo o AP ligeiramente mais citotoxico para ambas as
linhagens do que o ADA. Nenhum dos diterpenos precursores apresentou efeito
antiproliferativo seletivo frente as células tumorais ou normais. Os metabolitos de
biotransformagdo apresentaram menor citotoxidade que seus precursores, com excecao de
PO5(ADA), o qual apresentou maior efeito citotoxico seletivo frente as células normais

(MCF-10A), com ICsg igual a 191,5 uM.
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Tabela 32. Valores de 1Cs, sobre a viabilidade de células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7) e
células epiteliais de mama (MCF-10A), apos 24 h de incubagdo com os diterpenos acido ent-polialtico (AP),
acido ent-diidroagatico (ADA) e seus derivados de biotransformagao.

Amostra ICs) (M)

MCF-7 MCF-10A
AP 2706+ 2.7 261.1+3.1
PO2(AP) > 280 > 280
PO3(AP) > 280 > 280
PO6(AP) > 250 > 250
PO9(AP) > 280 > 280
ADA 279,5+4,3 284,6 £2,3
PO1(ADA) > 280 > 280
PO2(ADA) > 280 > 280
PO3(ADA) > 280 > 280
POS(ADA) > 250 1915+ 1.8
PO6(ADA) > 250 > 250

"Os valores representam a média+SEM (n = 3).

Na literatura, o AP isolado de Croton reflexifolius apresentou promissora atividade
antiproliferativa frente a diferentes células tumorais, incluindo as linhagens MCF-7 e HelLa
utilizadas neste estudo (GARCIA-TAPIA et al., 2017). Os valores de ICs, foram iguais a 21,9
pg/mL (69,5 uM) para a linhagem MCF-7 e 35,7 pg/mL (113,3 uM) para a linhagem HeLa.
No entanto, a discrepancia dos resultados obtidos neste estudo com os resultados da literatura
pode também estar associada aos diferentes tempos de exposi¢do das células ao diterpeno (72

h de exposicao na literatura e 24 h de exposi¢ao neste estudo).

4.10.3 Relacaes estrutura-atividade dos derivados de biotransformacdo

De maneira geral, as hidroxilacdes e di-hidroxilagcdes ocorridas no AP levaram a
diminuicado de sua atividade citotoxica in vitro. Os metabolitos hidroxilados de fase I do ADA
apresentaram-se inativos assim como seu precursor, indicando nenhum efeito significativo

das hidroxilag¢des sobre a atividade biologica do ADA.

Sabe-se que a produgdo de derivados oxigenados de diterpenoides por
biotransformag¢do pode tanto aumentar quanto diminuir a atividade bioldgica do material de

partida.
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Por exemplo, o metabdlito 3a,6f4-diidroxiesclareolido produzido a partir da
biotransformagdo do diterpeno esclareolido por fungos filamentosos apresentou maior
atividade citotdxica que o precursor frente a células tumorais, incluindo a linhagem MCF-7
utilizada neste estudo (CANO, RAMIREZ-APAN & DELGADO, 2011). Hidroxilagdes
também foram relacionadas ao aumento da atividade alelopatica (ROCHA et al., 2017),
antibacteriana (PORTO et al., 2013), antifingica (KUMAR, SAHA & SAHA, 2016),
gastroprotetora (SEPULVEDA et al., 2016) e anticolinesterasica (MONTEIRO et al., 2017)
de diterpenoides.

Por outro lado, a hidroxilagdo de diterpenos como ingenol-3-angelato por culturas
celulares de plantas (TENG, et al., 2009) e do 13-oxigenol dodecanoato (WU et al., 2016) e
acido ent-traquiloban-18-6ico (LEVERRIER et al., 2010) por fungos promoveu a diminui¢ao
da atividade citotdxica in vitro. A hidroxilagdo do diterpeno deoxiandrografolido por fungos
também acarretou diminui¢do da atividade inibitoria sobre a producdo de 6xido nitrico em
macréfagos RAW 264.7 (DENG et al., 2012), enquanto a hidroxilacdo de 20-deoxigenol nao
alterou seu potencial citotéxico frente a células Caco-2, MCF-7 ¢ MCF-7/ADM (WU et al.,
2016).

Os metabolitos de fase II PO6(AP) e POS(ADA), ambos acetilados na posi¢cao 17 e
com ligacdo dupla entre C-8 e C-9 no nucleo diterpénico, apresentaram as maiores atividades.

O metabolito PO6(AP) também apresenta um grupo hidroxilico adicional na posicao 1.

Como o metabolito PO2(AP) (o qual difere de PO6(AP) pela auséncia do grupo acetato
na posicdo 17) ndo apresentou atividade citotoxica frente as células Hela, inferiu-se que a

presenga do grupo acetato seja determinante para a atividade citotoxica de PO6(AP).

Estruturalmente, o metabdlito POS(ADA) difere de seu precursor pela presenca do
grupo acetato na posi¢do 17 e pela migragdao da ligagdo dupla, mudangas as quais poderiam
ser atribuidas ao aumento da atividade frente a linhagem MCF-10A. Como PO6(ADA), que ¢
isomero de POS(ADA), ndo apresentou atividade aumentada frente a esta linhagem, podemos
inferir que a posi¢cdo da ligacdo dupla entre C-8 e C-9 também seja importante para a

atividade bioldgica, e ndo apenas a presenga do grupo acetato em C-17.

A migragdo de ligagao dupla promovida pela biotransformagao do acido pseudolarico
B foi associada a diminui¢ao do potencial antifungico do mesmo (ZHANG et al., 2011), da

mesma forma que a acetilagdo por sintese quimica dos grupos hidroxilicos do diterpeno acido
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mulin-11,13-dieno-20-6ico foi associada a diminui¢do da atividade gastroproterora

(SEPULVEDA et al., 2016).

Tais dados indicam que os efeitos da acetilagdo e migracao da dupla em diterpenoides
sobre a atividade bioldgica podem variar assim como os efeitos das hidroxilagdes. Vale
ressaltar que a atividade bioldgica avaliada, estrutura quimica dos precursores, posi¢ao e
estereoquimica das modifica¢des catalisadas na biotransformac¢do podem contribuir para os
diferentes efeitos sobre as atividades, considerando a alta especificidade enzimatica e

possiveis diferentes mecanismos de agao.

4.11 Esquema geral dos derivados de biotransformacao obtidos
A seguir estdo apresentados dois esquemas gerais para o AP e ADA (Figuras 47 e 48,
respectivamente) e seus derivados de biotransformagdo obtidos com os diferentes

biocatalisadores empregados neste estudo.
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5 CONCLUSOES
As investigagdes realizadas neste trabalho permitiram concluir que:

& Reagdes de fase I e II foram detectadas com os fungos filamentosos, micro-organismos
do trato gastrointestinal e microssomas hepaticos humanos. O metabolismo oxidativo foi
predominante nos trés modelos de biotransformacdo utilizados. No entanto, cada
biocatalisador apresentou reagdes exclusivas como a acetilagdo pelas enzimas dos fungos
filamentosos, a metilagdo pelos micro-organismos do trato gastrointestinal e a glucuronidacao

pelas enzimas microssomais.

& Comparativamente, o modelo de biotransformacdo com os fungos filamentosos
possibilitou maiores rendimentos. As enzimas fungicas também promoveram maior
diversidade de reagdes sobre os substratos quando comparado as enzimas bacterianas e

microssomais.

& Os estudos in vitro realizados neste trabalho contribuem para o entendimento de
possiveis vias metabolicas dos diterpenos in vivo. Através da extrapolagdo para o sistema in
vivo, baseado nos resultados obtidos nestas condigdes experimentais, sugere-se que no
organismo humano os diterpenos AP e ADA convertam-se majoritariamente em metabolitos

oxidados pelas enzimas P450 e sejam pouco metabolizados pela microbiota intestinal.

& Os estudos de citotoxidade permitiram concluir que a maioria das modificagdes
quimicas promovidas pelos fungos sobre o precursor AP levou a diminui¢ao do potencial
citotoxico, enquanto a maioria das reacdes quimicas sobre o ADA ndo afetou
significativamente sua atividade bioldgica, contribuindo para os estudos de seguranca das

oleorresinas de Copaifera.

# No entanto, o derivado POS(ADA) obtido com o fungo C. echinulata apresentou maior
potencial citotoxico (ICso = 191,5 uM) que seu precursor ADA (ICsp = 284,6 uM) frente a
células normais de epitélio mamario. Adicionalmente, a produgao do 4cido ent-agatico a partir
da transformacdao do ADA pela bactéria L. fermentum indica a necessidade de estudos mais
aprofundados acerca do metabolismo dos constituintes das oleorresinas de Copaifera, uma

vez que o acido agatico ja foi reportado na literatura como abortivo em mamiferos.

& O aumento da atividade citotoxica contra células tumorais foi verificado apenas para o

derivado PO6(AP) (ICsy = 62,6 uM), sugerindo que a isomerizacao da dupla e introdugao de



%&/W/ﬂdﬁ(fd 132

grupo acetato na estrutura do precursor AP (ICsy = 239,5 uM) pode ser uma estratégia para

obtengdo de derivados mais ativos frente a linhagem tumoral HeLa.

& De modo geral, os resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia da
biotransformacao como estratégia para obtengdo de novas estruturas quimicas € como uma
valiosa ferramenta para o entendimento de vias metabdlicas e relagdes estrutura-atividade de

substancias naturais bioativas.
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APENDICES
APENDICE 1. Espectros do 4cido ent-polialtico (AP)
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Apéndice 1.1. Espectro de RMN de 'H do 4cido enz-poliéltico (CDCls, 400 MHz).
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Apéndice 1.2. Espectro de RMN de °C do 4cido ent-polialtico (CDCls, 100 MHz).
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Apéndice 1.3. Mapa de contornos de HMQC do acido ent-polialtico (CDCl3, 400 MHz).
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APENDICE 2. Espectros do 4cido ent-diidroagatico (ADA)
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Apéndice 2.1. Espectro de RMN de 'H do 4cido enr-diidroagatico (CDCls, 400 MHz).
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Apéndice 2.2. Espectro de RMN de "*C do 4cido ent-diidroagatico (CDCls, 100 MHz).
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Apéndice 2.3. Mapa de contornos de HMQC do 4cido ent-diidroagético (CDCls, 400 MHz).
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Apéndice 2.4. Mapa de contornos de HMBC do écido ent-diidroagatico (CDCls, 400 MHz).
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Apéndice 2.5. (A) Espectro de massas em alta resolu¢do no modo negativo (analisador Orbitrap) obtido por ionizagdo por eletrospray do acido
ent-diidroagatico e B) espectro de ions produtos gerado através da dissociacao induzida por colisao do ion [M-H] m/z = 335 (50 eV, analisador
triplo quadrupolo).
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APENDICE 3. Espectros do metabdlito PO1(AP).
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Apéndice 3.1. Espectro de RMN de 'H do metabolito PO1(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 3.2. Espectro de RMN de "°C do metabdlito PO1(AP) (CD;OD, 151 MHz).
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Apéndice 3.3. Mapa de contornos de HMQC do metabolito PO1(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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APENDICE 4. Espectros do metabolito PO2(AP).
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Apéndice 4.4. Mapa de contornos de HMBC do metabolito PO2(AP) (CD;0OD, 600 MHz).
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Apéndice 5.2. Espectro de RMN de *C do metabdlito PO3(AP) (CD;OD, 151 MHz).
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APENDICE 6. Espectros do metabdlito PO4(AP).
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Apéndice 6.1. Espectro de RMN de 'H do metabolito PO4(AP) (CD;OD, 600 MHz).
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Apéndice 6.5. (A) Espectro de massas em alta resolugdo no modo negativo obtido por ioniza¢ao por eletrospray do metabolito PO4(AP) ¢ B)

espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z = 349,2011 (35 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 7. Espectros do metabdlito POS(AP).
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Apéndice 7.1. Espectro de RMN de 'H do metabélito PO5(AP) (CD;OD, 600 MHz).
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Apéndice 7.3. Mapa de contornos de HMBC do metabdlito PO5(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z = 347,1859 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 8. Espectros do metabdlito PO6(AP).
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Apéndice 8.1. Espectro de RMN de 'H do metabélito PO6(AP) (CD;OD, 600 MHz).
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Apéndice 8.2. Espectro de RMN de °C do metabdlito PO6(AP) (CD;0D, 151 MHz).
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Apéndice 8.3. Mapa de contornos de HMQC do metabdlito PO6(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 8.5. (A) Espectro de massas em alta resolugdo no modo negativo obtido por ioniza¢do por eletrospray do metabolito PO6(AP) ¢ B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z = 389,1962 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 9. Espectros do metabdlito PO7(AP).
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Apéndice 9.1. Espectro de RMN de 'H do metabolito PO7(AP) (CD;OD, 600 MHz).
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Apéndice 9.4. Mapa de contornos de HMBC do metabolito PO7(AP) (CDs;OD, 600 MHz).
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Apéndice 9.5. (A) Espectro de massas em alta resolugdo no modo negativo obtido por ioniza¢do por eletrospray do metabolito PO7(AP) ¢ B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z = 347,1858 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 10. Espectros do metabolito POS(AP).
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Apéndice 10.1. Espectro de RMN de 'H do metabolito POS(AP) (CD;OD, 600 MHz).
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Apéndice 10.2. Mapa de contornos de HMQC do metabolito PO8(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 10.3. Mapa de contornos de HMBC do metaboélito POS(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 10.4. (A) Espectro de massas em alta resolucdo no modo negativo obtido por ionizagdo por eletrospray do metabolito POS(AP) e B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagao induzida por colisao do ion [M-H] m/z =331,1909 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 11. Espectros do metabolito PO9(AP).
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Apéndice 11.1. Espectro de RMN de 'H do metabdlito PO9(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 11.2. Espectro de RMN de "*C do metabélito PO9(AP) (CD;OD, 151 MHz).
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Apéndice 11.3. Mapa de contornos de HMQC do metabolito PO9(AP) (CDs;0OD, 600 MHz).
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espectro de ions produtos gerado através da dissociacao induzida por colisdo do ion [M-H] m/z =331,1909 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 12. Espectros do metabolito P10(AP).
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Apéndice 12.1. Espectro de RMN de 'H do metabdlito P10(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 12.2. Mapa de contornos de HMQC do metabolito P10(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 12.3. Mapa de contornos de HMBC do metaboélito P10(AP) (CD;0D, 600 MHz).
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APENDICE 13. Espectros do metabdlito POI(ADA).
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Apéndice 13.1. Espectro de RMN de 'H do metabdlito PO1(ADA) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 13.2. Espectro de RMN de *C do metabolito PO1(ADA) (CD;OD, 151 MHz).
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Apéndice 13.3. Mapa de contornos de HMQC do metabolito PO1(ADA) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 13.4. Mapa de contornos de HMBC do metabolito POI(ADA) (CD;0OD, 600 MHz).



L7 a
L%en%ﬁ(fé

210

100
95
90
85
80
75
70

[ )]
o »u o

v e e bvene brece breac Beve]b e e lovodborc becee brvce bere e bcec e b b e

Relative Abundance
2 g

S
o

30
25
20
15

10

pol-ada#406 RT:4.01 AV. 1 NL: 1.BTE®
- FTMS - p ESI Full ms [100.00-1500.00]

100 3

351.2171

397.2225

|

703.4421

T
100 150 200 250 300 350

T
400 450 500 550 600
mz

1000

97.0645

183.0112
|

277.2172 3031964,

N |‘. 1

351.2174

333.2071
069|

373.1994

o]
o

Ly
LA RASRS T ™

100 120

T

T T
200

T T AT T
280 300 320

T

T
340

Apéndice 13.5. (A) Espectro de massas em alta resolu¢do no modo negativo obtido por ionizagdo por eletrospray do metabolito PO1(ADA) e B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z =351,2171 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 14. Espectros do metabdlito PO2(ADA).
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Apéndice 14.1. Espectro de RMN de 'H do metabdlito PO2(ADA) (CD;OD, 500 MHz).
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Apéndice 14.2. Espectro de RMN de "*C do metabolito PO2(ADA) (CD;OD, 125 MHz).
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Apéndice 14.3. Mapa de contornos de HMQC do metabolito P02(ADA) (CD;0D, 500 MHz).
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Apéndice 14.4. Mapa de contornos de HMBC do metabélito PO02(ADA) (CD;0D, 500 MHz).
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Apéndice 14.5. (A) Espectro de massas em alta resolu¢do no modo negativo obtido por ionizagdo por eletrospray do metabolito PO2(ADA) e B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z =351,2175 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 15. Espectros do metabdlito PO3(ADA).
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Apéndice 15.1. Espectro de RMN de 'H do metabodlito PO3(ADA) (CD;0D, 500 MHz).
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Apéndice 15.2. Mapa de contornos de HMQC do metabolito PO3(ADA) (CDs;OD, 500 MHz).
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Apéndice 15.4. (A) Espectro de massas em alta resolu¢do no modo negativo obtido por ionizagdo por eletrospray do metabolito PO3(ADA) e B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z =351,2172 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 16. Espectros do metabdlito POS(ADA).
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Apéndice 16.1. Espectro de RMN de 'H do metabolito PO5(ADA) (CD;0D, 500 MHz).
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Apéndice 16.2. Espectro de RMN de °C do metabélito PO5S(ADA) (CD;OD, 125 MHz).
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Apéndice 16.3. Mapa de contornos de HMQC do metabolito POS(ADA) (CD;0OD, 500 MHz).
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Apéndice 16.4. Mapa de contornos de HMBC do metabolito POS(ADA) (CD;0D, 500 MHz).
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Apéndice 16.5. (A) Espectro de massas em alta resolu¢do no modo negativo obtido por ionizagdo por eletrospray do metabolito POS(ADA) e B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z = 393,2279 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 17. Espectros do metabolito PO6(ADA).
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Apéndice 17.1. Espectro de RMN de 'H do metabdlito PO6(ADA) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 17.2. Espectro de RMN de "*C do metabélito PO6(ADA) (CD;OD, 151 MHz).
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Apéndice 17.3. Mapa de contornos de HMQC do metabolito PO6(ADA) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 17.4. Mapa de contornos de HMBC do metabolito PO6(ADA) (CD;0D, 600 MHz).
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Apéndice 17.5. (A) Espectro de massas em alta resolugdo no modo negativo obtido por ionizagdo por eletrospray do metabolito PO6(ADA) ¢ B)
espectro de ions produtos gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion [M-H] m/z = 393,2279 (45 kV) - analisador Orbitrap.
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APENDICE 18
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Apéndice 18. Espectro de ions produtos no modo negativo gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion de m/z = 351, detectado no
extrato de biotransformac¢do do acido ent-diidroagatico com S. boulardii em meio s6lido. Energia de colisdo de 25 eV, analisador triplo
quadrupolo.
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Apéndice 19. Espectro de ions produtos no modo negativo gerado através da dissociag¢do induzida por colisdo do ion de m/z = 333, detectado no
extrato de biotransformac¢do do acido ent-diidroagatico com L. fermentum. Energia de colisdo de 35 eV, analisador triplo quadrupolo..



v,
L%en%ﬁ(fé

232
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Apéndice 20. Espectro de ions produtos no modo negativo gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion de m/z = 347, detectado nos
extratos de biotransformagdo do 4cido ent-diidroagéatico com E. coli em meio so6lido, cultura mista de Bifidobacterium e cultura mista de
Lactobacillus. Energia de colisdo de 35 eV, analisador triplo quadrupolo.
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APENDICE 21
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Apéndice 21. Espectro de ions produtos no modo negativo gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion de m/z = 349, detectado no
extrato de biotransformacao do acido ent-diidroagatico com cultura mista de Lactobacillus sp. Energia de colisao de 35 eV, analisador triplo
quadrupolo.
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APENDICE 22
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Apéndice 22. Espectro de ions produtos no modo negativo (analisador Q-TOF) gerado através da dissociagdo induzida por colisdo dos ions
isomeros de m/z = 331 detectados no extrato de biotransformagao do acido ent-polidltico com microssomas hepaticos humanos (fase I).
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Apéndice 23. Espectro de ions produtos no modo negativo (analisador Q-TOF) gerado através da dissociagc@o induzida por colisdo do ion de m/z
= 347 detectado no extrato de biotransformacao do acido ent-polidltico com microssomas hepaticos humanos (fase I).
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APENDICE 24
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Apéndice 24. Espectro de ions produtos no modo negativo (analisador Q-TOF) gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion de m/z
=491 detectado no extrato de biotransformacao do acido ent-polidltico com microssomas hepaticos humanos (fase II).
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Apéndice 25. Espectro de ions produtos no modo negativo (analisador Q-TOF) gerado através da dissociagdo induzida por colisdo dos ions
isomeros de m/z = 507 detectados no extrato de biotransformagdo do &cido ent-polidltico com microssomas hepaticos humanos (fase I+11I).
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Apéndice 26. Espectro de ions produtos no modo negativo (analisador Q-TOF) gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion de m/z
=351 detectado no extrato de biotransformacao do acido ent-diidroagatico com microssomas hepaticos humanos (fase I).
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Apéndice 27. Espectro de ions produtos no modo negativo (analisador Q-TOF) gerado através da dissociagdo induzida por colisdo do ion de m/z
= 511 detectado no extrato de biotransformagado do acido ent-diidroagatico com microssomas hepaticos humanos (fase II).
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Apéndice 28. Espectro de ions produtos no modo negativo (analisador Q-TOF) gerado através da dissociacdo induzida por colisdo do ion de A)
m/z =543 e B) 511, detectados no extrato de biotransformac¢ao do 4cido ent-diidroagatico com microssomas hepaticos humanos (fase I+I1I).
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Apéndice 29. Espectros de NOESY 1D (CD;OD, 600 MHZ) do metabohto POI(AP) — irradiacdo no hidrogénio A) dy 0,88; B) oy 1,11; C) oy
1,83; D) 63,42 ¢ E) 611 3,58.
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Apéndice 30. Espectros de NOESY 1D (CD;0D, 600 MHz) do metabdlito PO2(AP) — irradiacdo no hidrogénio A) oy 1,10; B) dy 1,18; C) oy
2,01 e D) 61 3,69.
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Apéndice 31. Espectros de NOESY 1D (CD;0D, 600 MHz) do metabdlito PO3(AP) — irradiagdo no hidrogénio A) oy 1,22; B) dy 2,04; C) oy
2,24 e D) 61 3,52.
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Apéndice 32. Espectros de NOESY 1D (CD;OD, 600 MHz) do metabdlito PO4(AP) — irradiagdo no hidrogénio A) oy 0,82; B) oy 1,11; C) dy
3,46 ¢ D) 6 3.,61.
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Apéndice 33. Espectros de NOESY 1D (CD;0D, 600 MHz) do metabdlito PO5S(AP) — irradiagdo no hidrogénio A) oy 1,12; B) &y 2,06; C) oy
3,25 ¢ D) 643,59.
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Apéndice 34. Espectros de NOESY 1D (CD;0D, 600 MHz) do metabdlito PO6(AP) — irradiagcdo no hidrogénio A) 6y 1,11; B) 8y 1,19 ¢ C) oy
3,60.
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Apéndice 35. Espectros de NOESY 1D (CD;0D, 600 MHz) do metabdlito PO7(AP) — irradiacdo no hidrogénio A) 6y 0,91; B) o5 3,51 ¢ C) oy

4,03.
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Apéndice 36. Espectros de NOESY 1D (CD;0D, 600 MHz) do metabolito PO9(AP) — irradiagdo no hidrogénio A) 8y 0,78; B) oy 1,10e C) oy

3,51.




