UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

APLICACAO DE LC-SPE/NMR NA
CARACTERIZACAO DE SUBSTANCIAS ISOLADAS
DE CULTIVOS DA BACTERIA MARINHA
Streptomyces cebimarensis SS99BA-2.

Sérgio Scherrer Thomasi*

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de DOUTOR EM
CIENCIAS, area de concentracdo: QUIMICA
ORGANICA.

Orientador: Prof. Dr. Tiago Venancio

* polsista CAPES

Sao Carlos - SP
2014



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

T463ac

Thomasi, Sérgio Scherrer.

Aplicacdo de LC-SPE/NMR na caracterizagéo de
substancias isoladas de cultivos da bactéria marinha
Streptomyces cebimarensis SS99BA-2 / Sérgio Scherrer
Thomasi. -- S&o Carlos : UFSCar, 2014.

193 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2014.

1. Quimica organica. 2. Streptomyces. 3. LC-SPE/NMR.
4. Metabolitos secundarios. |. Titulo.

CDD: 547 (20%)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamento de Quimica
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Doutorado

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e
aprovou a defesa de tese de doutorado do candidato Sérgio Scherrer

Thomasi, realizada em 21 de margo de 2014:

it =

Prof. Dr. Tiago Venancio

Prof. Dr. Alberto Colli ‘qadjno Junior

L) Gouwn 4 %«yﬁwmﬂ :

Prof/ Dr. Robefto Gomes de Souza Berlinck

Profa. Dra. I\@{ca Tallarico Pupo

T

Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho




“E facil ser sabio depois que o fato ja aconteceu, muito mais dificil enquanto

esta acontecendo...”

Wallace Steg



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenca constante em minha vida.
Aos meus pais, Lilo e Noemi, dois excelentes professores.

Ao professor Dr. Tiago Venancio pela orientagao, pela disposicdo em

ajudar sempre e pela amizade durante esses quatro anos.

A professora Dra. Maria da Paz Lima e aos professores Dr. Antonio

Gilberto Ferreira e Dr. Alberto Colli Badino Jr. pelo apoio constante.

Aos professores Dr. Daniel Rodrigues Cardoso (IQSC-USP), Dr. Edson
Rodrigues Filho (DQ-UFSCar), Dra. Ana Claudia Malpass e aos pesquisadores Dr.
Eduardo Sanchez Pereira do Nascimento e Dra. Liene Dhooghe pelo auxilio na parte

experimental.

A Giovana, por toda paciéncia, compreensao e por ser a pessoa

maravilhosa que é.

A toda minha familia: irm&o, tios, tias, primos, primas e minhas avos,

por estarem sempre perto, mesmo de muito longe.

Aos amigos de laboratério pelos ensinamentos, discussées e muitos

agradaveis momentos de descontragéo.
Aos amigos de Linhares/ES, de Vicosa/MG e de Sdo Carlos/SP.

A CAPES, FAPESP e INCT-CBIP pelo auxilio financeiro.



ACE
ADP
AQ
AQ-F1
AQ-F2
ATMA
ATP
BSFU-HP
CLAE
CN

d1
DAD
EFS
EM

F1

F2
gCoSY
gHMBC
gHSQC
GP

HD
HPD
HPLC

HSCoA

LISTA DE ABREVIATURAS

Automatic Cartridges Exchanger

Adenosil difosfato

Tempo de aquisi¢céo

Tempo de aquisicdo no dominio indireto
Tempo de aquisicdo no dominio direto
Automatic Tunning e Matching

Adenosil trifosfato

Bruker Sttoped Flow Unit — High Performance
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Cianopropil

Tempo de relaxagao.

Diode Array Detector

Extracdo em Fase Sélida

Espectometria de Massa

Dominio de tempo indireto

Dominio direto

Correlation Spectroscopy

Heternoclear Multiple-Bond Correlation
Heteronuclear Single-Quantum Coherence
General Phase

High Density

High Pressure Dispenser

High Performance Liquid Chromatography

Coenzima A

Vi



Me,SO-dg
MeOH-d4
MS

NADH
NAD”

NMR

sp.
SPE
SW
SWi1
SW2
tr

TD
TDF1
TDF2
TFA

uUVv- DAD

Dimetilsulfoxido deuterado

Metanol deuterado

Mass Spectometry

Dinucledtido de nicotinamida e adenina reduzido
Dinucledtido de nicotinamida e adenina oxidado
Nuclear Magnetic Ressonance

Numero de promediacbes

Durac&o do pulso de 90° *C

Durac&o do pulso de 90° *H

Peptideo sintetase ndo ribossomal
Ressonancia Magnética Nuclear
S-adenosilmetionina

Strong Hydrophobic

Espécie

Solid Phase Extraction

Janela espectral

Janela espectral do dominio indireto

Janela espectral do dominio direto

Tempo de retencao

Numero de pontos

Numero de pontos do dominio de tempo indireto
Numero de pontos do dominio de tempo direto
Trifluor Acetic Acid (Acido Trifluoracético)

Detector Ultravioleta com Arranjo de Diodos

vii



TABELA 3.1
TABELA 3.2

TABELA 4.1

TABELA 4.2

TABELA 4.3

TABELA 4.4

TABELA 4.5

TABELA 4.6

TABELA 4.7

TABELA 4.8

TABELA 4.9

TABELA 4.10

TABELA 4.11

LISTA DE TABELAS

Fases estacionarias disponiveis no cartuchos Hysphere™......
Parametros de aquisicao dos espectros de RMN.....................

Resultado dos bioensaios de atividade com os extratos
obtidos a partir do micro-organismo S. cebimarensis
SS99BA-2

Ensaios de atividade citotoxica com 0s extratos obtidos a
partir do micro-organismo S. cebimarensis SS99BA-

Dados espectroscopicos para oS compostos majoritarios das
fracoes AE1SH, AE2SH, AE3SH, AE4SH e

Dados espectroscopicos para o composto majoritario da
fracdo AE10GP (**C, 150MHz; *H, 600 MHz, 500 pg em 250
ML d€ MEOH-04)..cciiiiiiiiiiiiiiiie e

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracdo AE11GP (**C, 150MHz; *H, 600 MHz, 300 pg em 250
ML d€ MEOH-U4)..ceeveiiiiiiiiiiii e e e e e e e

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracdo AE12GP (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 300 pug em 250
ML d€ MEOH-U4)..cieeeiiieiiiiiiiie e e e e e e e

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracdo AE13GP (*°C, 150 MHz; 'H, 600 MHz, 200 pg em 250
ML d€ MEOH-A4)..ceiiiiiiiiiiiiiieie e

Estruturas e nomenclatura dos compostos pirazinbnicos
1AENEFICATOS. ....ueieii e

Dados espectroscopicos para o composto majoritario da
fracdo AESGP (**C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 300 pg em 250
ML d€ MEOH-U4)..cieeeieieiiiiiiii e a e e e e

Integracdo dos sinais selecionados (circulo vermelho) na
FIGURA 4.86.....ccoueiiee et e

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracdo AE9GP (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 200 pg em 250
ML d€ MEOH-U4)..cieveieiiiiiiiiiie e e e e e e

37
40

44

45

51

63

70

77

85

86

96

98



TABELA 4.12

TABELA 4.13

TABELA 4.14

TABELA 4.15

TABELA 4.16

TABELA 4.17

TABELA 4.18

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracéao B1SH, 2—acetil-3—hidroxifuran—3-0O-a-D-
glicopiranosideo (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 100 pg em 250
ML d€ MEOH-U4)..ciieiiiieiiiiiiei e e e e e e e

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracdo B5GP (**C, 150MHz; *H, 600 MHz, 200 pg em 250 L
(o LY (=T ] e 7 P

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracdo B7bGP (**C, 150MHz; 'H, 600 MHz, 500 pg em 250
ML d€ MEOH-U4)...iieieiiiiiiiiiii et a e e e e

Dados espectroscépicos para o composto majoritario da
fracdo B7aGP (**C, 150MHz; 'H, 600 MHz, 300 pg em 250
ML d€ MEOH-U4)..ciieeieiiiiiiiiii e a e e e e

Estruturas e nomenclatura dos policetideos identificados........

Dados espectroscopicos para o composto majoritario da
fracdo NB6 desidroxinocardamina (**C, 150MHz; 'H, 600
MHz, 300 pg em 250 pL de MeOH-dg)....ccovveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiias

Dados espectroscopicos para o composto majoritario da
fracdo NB7, nocardamina (**C, 150MHz; *H, 600 MHz, 600
pHg em 250 pL de MeOH-Uyg).....ccovviiiiiiiiiiiiieeie e

117

131

137

150

157

172



FIGURA 1.1
FIGURA 1.2
FIGURA 1.3
FIGURA 1.4
FIGURA 1.5
FIGURA 1.6

FIGURA 1.7
FIGURA 1.8
FIGURA 1.9
FIGURA 1.10

FIGURA 1.11
FIGURA 3.1
FIGURA 3.2
FIGURA 3.3

FIGURA 3.4

FIGURA 3.5
FIGURA 3.6

FIGURA 3.7

FIGURA 3.8
FIGURA 3.9

FIGURA 4.1

LISTA DE FIGURAS

Estruturas dos compostos (1) — (8)..vvvvvermririiiiiieieieeiiieiiiieiinns
Estruturas dos compostos (9) — (21).....eeeeevieeeiieeeeeeeieeeeeieeiens
Estruturas dos compostos (22) — (25)....uceeevieriiiieiiiiiiieeeeieiiies
Estruturas dos compostos (26) — (31)....ceeevveeeiieeeeeeeiieeeeieeiens
Estruturas dos compostos (32) — (37)..eeueeerieiiiieeeieeeiieeeeieiiies

(a) Reacéo geral de acoplamento entre aminoacidos para
formar dicetopiperazinas. (b) Reacao geral de acoplamento
entre aminoacidos para formar pirazin-2(1H)-onas
dissubstituidas. (c) Substituicdo eletrofilica aromatica
levando a pirazin-2(1H)-onas trissubstituidas.........................

Estruturas dos compostos (38) — (47)...ueceeenieiiiieeeeeiiiieeeeieeiees
Rota biossintética para o composto Aureosimine A (47)........
Estrutura dos compostos (48) — (52)...ccceeveevvveerirniiiiiiieeeeeeenn.

Formula estrutural do &cido 5-amino-salicilico (A) e da
IMPUIEZA NL (B)..ieeeieiieiiiiiiiiie et

Formula estrutural do icofungipen (A) e da impureza Al (B)..
Cultivo em mesa incubadora rotativa.........c.coeeeeveeiiiiieieeeeeenn,
Fases do cultivo em mesa incubadora rotativa..........c..ccoee.....

Fluxograma de extracdo do caldo de cultivo da bactéria
Streptomyces cebimarensis SS99BA-2.........ccccceeiiiiiiiiiiieeennn,

Sistema HPLC-SPE do laboratério de RMN / Departamento
de QUIMICA — UFSCaAr........cccvviiiiieiieeeiii e

Viséo da unidade Prospekt 2...........ooovviiiiiiiiiiiiiiiinieeeeeeeeeeee

Ponto de Intersecdo do fluxo da bomba quaternaria e
bomMba KNAUET ...t

Visao interna da unidade A.C.E. (Automated Cartridges
el T g Vo= o) TSRS

Braco mecanico €m OPEraCao.........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiineeeeenns

Interface do Software Hystar 2.3 para controle do sistema
acoPlado LC-SPE........ccccco et

Cromatograma (A254) do extrato acetato de etila (EA) do
caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-
2. Eluente A (H20O mili Q) e eluente B (Acetonitrila). Eluicdo
isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de A),
eluicdo  gradiente 5-100% de B durante 45
MINUEOS ..ot e e ee e

© 00 N O W

11

12
15
16

21
22
32
32

33

34
35

36

38
38

39

46



FIGURA 4.2

FIGURA 4.3

FIGURA 4.4

FIGURA 4.5

FIGURA 4.6

FIGURA 4.7

FIGURA 4.8

FIGURA 4.9

FIGURA 4.10
FIGURA 4.11

FIGURA 4.12
FIGURA 4.13
FIGURA 4.14

FIGURA 4.15

FIGURA 4.16
FIGURA 4.17

Cromatograma (A254) do extrato acetato de etila (EA) do
caldo de fermentacéo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-
2. Eluente A (H.O mili-Q, 0,05% de TFA) e eluente B
(Metanol, 0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 5 minutos
iniciais (5% de B / 95% de A), eluicdo gradiente 5-100% de
B durante 45 MINULOS...........uuuuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeecee s

Cromatograma (A254) do extrato acetato de etila (EA) do
caldo de fermentacéo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-
2. Modificador orgénico = Metanol, 0,05% de TFA.................

Cromatograma otimizado (A200) do extrato acetato de etila
(EA) do caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis
SS99BA-2, compostos com menores fatores de retencao
(k). Modificador organico = Metanol, 0,05% de TFA...............

Espectros de RMN de 'H para as fracdes AE1C18,
AE2C18, AE3C18, AE4C18, AE5C18, AE6C18 e AE7C18.

Cromatograma otimizado (A300) do extrato acetato de etila
(EA) do caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis
SS99BA-2, compostos com fatores de retencdo (k) médio.
Eluente A (H20 mili-Q, 0,05% de TFA) e eluente B (Metanol,
0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 5 minutos inicias
(20% de B / 70% de A), eluicdo gradiente 20 — 70% de B
durante 40 MINUEOS. .....cuueriieiiiiiieeeeeee e

Espectro de massa (Full scan) via Electrospray modo
positivo para fracao AELOGP........cccoeevieiiieeeeieeiceeeeen

HRMS, modo negativo de
AELOGP... .o

Espectro de RMN de 'H da fracdo AE10GP, 500 pug em 250
ML de MEOH-A4)...cceiiiiiiiiiiiiiiieie e
Mapa de contorno gCOSY da fracdo AE10GP...........cccceen.n...

Subestruturas identificadas com os dados apresentados até
0 momento. Os valores em vermelho sé&o os deslocamentos
quimicos (em ppm) de RMN de H e em azul, RMN de

Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE10GP.......................
Mapa de contorno gHMBC da fracdo AE10GP.......................

Subestruturas identificadas a partir das analises do espectro
de gHMBC...... e

Espectro de *C da fracdo AE10GP. ns= 92K, td= 32K, sw=
238,8 ppm, ag=0,455s€ d1=0,20 S...oerrvrrrrriiiiiireeeeeeeeeeeeeeenens

Mapa de contorno HMBC *H-"°N da fracdo AE10GP.............
Correlagcdes HMBC *H-""N observadas.........ccccccoeovveeveenn..

Xi

a7

48

49

50

54

55

55

56
57

58

58
59

60

61

62
62



FIGURA 4.18

FIGURA 4.19

FIGURA 4.20
FIGURA 4.21

FIGURA 4.22

FIGURA 4.23

FIGURA 4.24

FIGURA 4.25

FIGURA 4.26

FIGURA 4.27

FIGURA 4.28
FIGURA 4.29

FIGURA 4.30

FIGURA 4.31

FIGURA 4.32

FIGURA 4.33

FIGURA 4.34

FIGURA 4.35

FIGURA 4.36

FIGURA 4.37
FIGURA 4.38

FIGURA 4.39

Formula estrutural do composto presente em maior
quantidade na fragao AELOGP............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee

Espectro de fragmentagdo do ion [M+H]" m/z 239,2 em
VIS, ettt e
Fragmentacdo em MS® do fon m/z 221,2........c.ccccevevevevevennnnen,

(A) Espectro de Massas (Full scan) via Electrospray modo
positivo (B) HRMS, modo negativo — Fracdo AE11GP...........

Espectro de RMN de 'H da fracdo AE11GP, 300 pug em 250
ML d€ MEOH-A4)..cceiiiiiiiiiiiiiiiieie e

Espectro de RMN de **C da fracdo AE11GP. ns= 92K, td=
32K, sw=238,8 ppm, ag=0,45se d1=0,20 S.......evvvrreeerrrrnn..

Mapa de contorno gHSQC para o pico AE11GP....................
Mapa de contorno gHMBC para o pico AE11GP....................

Principais correlacdes gHMBC e proposta estrutural para o
composto presente em maior quantidade na fracdo
AELLGP ...

Espzectro de fragmentacdo do ion [M+H]" m/z 209,2 em
1Y SRR

Fragmentacdo em MS® do ion m/z 191,2.......c.cccccvvvveeeenrnnn.

Espectro de massa (Full scan) via Electrospray modo
positivo para a fragao AEL2GP..........cccceeeeeeieeeveeeeen

HRMS, modo negativo de ionizacdo ESI -
AEL2GP..... e

Espectro de RMN de 'H da fracdo AE12GP, 300 pug em 250
ML de MeOH-d4. * - IMPUIeZas........ccceeviveeeeeeiieieeeeeeeiiiiin

Espectro de RMN de **C da fracdo AE12GP. ns= 92K, td=
32K, sw= 238,8 ppm, ag=0,45 s e d1= 0,20 s. * - Impurezas.

Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE12GP.......................
Mapa de contorno gHMBC da fracdo AE12GP.......................

Principais correlacdes gHMBC e proposta estrutural para o
composto presente em maior quantidade na fracdo
AEL2GP... e

Espzectro de fragmentacdo do ion [M+H]" m/z 223,2 em
S ettt a e e e e e e e e e e e —————

Fragmentacdo em MS®do fon m/z 205,3........cccccceveveueennn.

HRMS, modo negativo de ionmizacdo ESI - Fracéo
AEL2GP. ..

Espectro de RMN de *H da fracdo AE13GP, 200 pug em 250
ML d€ MEOH-U4)...ieeiiiieiiiiiiiiiiii e

Xii

63

64
64

65

66

67

68
69

69

70
71

72

12

73

74

75
76

76

77
78

78

80



FIGURA 4.40

FIGURA 4.41
FIGURA 4.42
FIGURA 4.43
FIGURA 4.44

FIGURA 4.45
FIGURA 4.46
FIGURA 4.47

FIGURA 4.48
FIGURA 4.49

FIGURA 4.50
FIGURA 4.51
FIGURA 4.52
FIGURA 4.53

FIGURA 4.54

FIGURA 4.55

FIGURA 4.56

FIGURA 4.57

FIGURA 4.58
FIGURA 4.59

FIGURA 4.60

Espectro de RMN de *C da fracdo AE13GP. ns = 92K, td =
32K, sw=238,8ppm,aqg=0,45sedl=0,20S.....cccuruuv......

Mapa de contorno gCOSY da fracdo AE13GP.........ccccceeennn.
Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE13GP.......................
Mapa de contorno gHMBC da fracdo AE13GP.......................

Formula estrutural do composto presente em maior
quantidade na frac8o AEL3GP...........ouvvviiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeienn,

Retrobiogénese do composto giovaninona A............ccccceeeee...
Proposta biogenética para giovaninona A.............c.eevvveieeenn.
Proposta biogenética para os compostos giovaninonas B, C

HRMS, modo positivo — Fragdo AE8GP..............ccccccvvviiinneee.

Espectro de RMN de 'H da fracdo AES8GP, 300 pug em 250
S e (SR [T @ ] o 7

Mapa de contorno gCOSY da fracdo AESGP...........cccceeevennn.
Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE8GP...........ccccceue.ee.
Mapa de contorno gHMBC da fracdo AESGP........................

Espectro de massa da fracdo AE6GP em electrospray no
modo positivo de ionizagdo. A) espectro de ions totais (Full
scan). B) fragmentacdo do ifon [M+H]" m/z 239,1 e C)
fragmentacdo em MS® do fon de m/z 221,0......c.ccccvevreeennnne.

Proposta estrutural para o composto presente em maior
quantidade na fracdo AE8GP. As setas representam as
correlagcdes gHMBC observadas.........cccccvvvvvviviiiiiiieiieeeeeee,

Ampliacdo da regido de hidrogénios olefinicos do espectro
de RMN de 'H da fracdlo AE6GP a diferentes
EEMPETALUIAS. ... vvieeie ettt e e e e e e enes

Representacdo das duas conformagfes possiveis para o
composto giovaninona A. Os deslocamentos quimicos em
vermelhos sdo ressonancia de hidrogénio e os
deslocamentos quimicos em azul sdo ressonancia de
CAMDONO. ..

Representacdo das duas conformacfes possiveis para o
composto giovaninona C. Os deslocamentos quimicos em
vermelhos s&do ressonancia de hidrogénio e os
deslocamentos quimicos em azul sdo ressonancia de
(072 1 o o] [0 T

HRMS, modo positivo — Fracdo AE9GP..............cccevvvvvvennnnns

Espectro de RMN de *H da fracdo AE9GP, 200 pug em 250
ML de MEeOH-Us....ccvvuiiiiiiiice e

Mapa de contorno gCOSY da fracdo AE9GP...........cccceeeeennn..

Xiii

81

82
83
84

85

87
88

89
90

91

92
93
94

95

96

98

99

100
101

101
102



FIGURA 4.61
FIGURA 4.62
FIGURA 4.63

FIGURA 4.64

FIGURA 4.65

FIGURA 4.66

FIGURA 4.67

FIGURA 4.68

FIGURA 4.69

FIGURA 4.70

FIGURA 4.71

FIGURA 4.72

FIGURA 4.73
FIGURA 4.74

Mapa de contorno gHSQC da fragdo AE9GP............c..cuu...e.
Mapa de contorno gHMBC da fracdo AE9GP.........................

Espectro de massa da fracdo AE9GP em electrospray no
modo positivo de ionizacdo. A) espectro de ions totais (Full
scan). B) fragmentagéo do ion [M+H]" m/z 223,0 e C)
fragmentacdo em MS” do ion de m/z 205,0...........ccvvvvvencnnnnn.

Cromatograma otimizado (A300) do extrato acetato de etila
(EA) do caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis
SS99BA-2, compostos com fatores de retencdo (k) médio.
Modificador organico = Metanol, 0,05% de TFA. Estruturas
pirazindnicas identificadas...........ccccvvvviiiiiiiiii e

Cromatograma (A254) do extrato butandlico (EB) do caldo
de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2.
Eluente A (H,O mili Q), eluente B (Metanol). Eluicéo
isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de A),
eluicdo gradiente 5-100 % de B durante 60
MINUEOS. ..ot e e e e e e e s e bbb e e

Cromatograma (A235) do extrato butandlico (EB) do caldo
de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2.
Modificador organico = Eluente A (H,O mili-Q, 0,05% de
TFA) e eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluicdo
isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de A),
eluicdo gradiente 5-100 % de B durante 60
01T 00 (0 1RSSR

Cromatograma otimizado (A254) do extrato butandlico (EB)
do caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis
SS99BA-2, compostos com menores fatores de retencao
(k). Eluente A (H,O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B
(Metanol, 0,05% de TFA). Eluicao isocratica nos 5 minutos
iniciais (5% de B / 95% de A), eluicdo gradiente 5-30 % de B
durante 10 MINUEOS. ....uuuvriiiiiiieiieaee e

Espectro de *H do pico B1SH. Linha preta — sem adicéo de
acido. Linha azul — com adicéo de acido. ns = 32..................

Espectro de *H do pico B2SH. Linha preta — sem adicéo de
acido. Linha azul — com adicéo de acido. ns = 32..................

Espectro de 'H do pico B3SH. Linha azul — sem adicdo de
acido. Linha preta — com adicéo de acido. ns = 32.................

Espectro de RMN de 'H da fracdo B1SH, 100 ug em 250 pL
de MeOH-ds. * - IMPUIEZAS........ccviiieiiiiiiiee e

A - Mapa de contorno gCOSY da fracdo B1SH. B -
Ampliacdo da regidao entre éH 3,00 e 6,00 ppm, com
apliacdo de simetrizacao (Sym) N0 €SPEecCtro......cccceeeevveeeeeenn..

Mapa de contorno de gHSQC da fragdo B1SH......................
Mapa de contorno de gHMBC da fracdo B1SH......................

Xiv

103
104

105

106

107

108

109

110

111

111

113

114

115
116



FIGURA 4.75
FIGURA 4.76

FIGURA 4.77

FIGURA 4.78
FIGURA 4.79
FIGURA 4.80

FIGURA 4.81

FIGURA 4.82

FIGURA 4.83

FIGURA 4.84
FIGURA 4.85

FIGURA 4.86

FIGURA 4.87

FIGURA 4.88
FIGURA 4.89

Espectro de RMN de 'H da fracdo B2SH. Maltol....................

Espectro de RMN de 'H da fracdo B3SH. Acido p-
RIArOXIDENZOICO. ......coi i

Cromatograma otimizado (A210) do extrato butanodlico (EB)
do caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis
SS99BA-2, compostos com maiores fatores de retencao (k).
Eluente A (H.O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B (Metanol,
0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 5 minutos iniciais
(35% de B / 65% de A), eluicdo gradiente 35-53 % de B
durante 10 minutos, eluicdo gradiente 53-100 % de B
durante 10 MINULOS.......uuuuiiiiiieee e e e e e e

Espectro de RMN de *H da fracdo B4GP. Giovaninona A......
HRMS, modo positivo — Fragdo B5GP..............ccccccvviviiiiinnneen.

Espectro de RMN de 'H da fracdo B5GP.*-Sinais
suprimidos pela sequéncia de dupla pré-saturagéo lclpnf2.
(Pser) — fenil-serina. (Cap) — capreomicidina. (Thr A) —
treonina A. (Thr B) — treonina B. (Val) — Valina.......................

A - Espectro de gCOSY da fracdo B5GP. B — Ampliagéo da
regido proxima a supressao do sinal (6H 4,98 ppm), nivel de
corte baixo e aplicagdo de simetrizagao (Ssym) no espectro..

Espectro de gHSQC da fracdo B5GP, 200 pg em 250 uL de
MeOH-d,. (Pser) — fenil-serina. (Cap) — capreomicidina. (Thr
A)— treonina A. (Thr B) — treonina B. (Val) — Valina. (Leu) —
JEUCTNAL ...ttt e

Fragmentos de peptideos identificados a partir da andlise
principalmente dos espectros de RMN de 'H, gCOSY e
gHSQC. As setas representam as correlacbes gHMBC
observadas de alguns hidrogénios. Os valores em vermelho
s&o os deslocamentos quimicos (em ppm) de RMN de 'H e
em azul, RMN de 3C.......ccoooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee,

Mapa de contorno gHMBC da fracdo B5GP............ccccceeeennn.

Uma das propostas possiveis para a estrutura do composto
presente em maior quantidade na fracdo B5GP.....................

Formula estrutural da Gymnangiamide (MILANOWSKI et al.,
20083, ) it iee it

Espectro de RMN de *H da fracdo B6GP. Giovaninona C. * -
Impureza (etanol) no solvente deuteurado — MeOD-d,..........

Espectro de RMN de *H da fracdo B7GP..........cccocevveveenennn.

Cromatograma (A230) do extrato butandlico (EB) do caldo
de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2.
Resolucdo da fracdo B7GP. Eluente A (H,O mili Q, 0,05%
de TFA), eluente B (Acetonitrila, 0,05% de TFA). Eluicdo
isocratica nos 5 minutos iniciais (50% de B / 50% de A),
eluicdo gradiente 50-60 % de B durante 2 minutos...........

XV

118

119

120
122
123

124

125

126

127

128

130

132

133
134

135



FIGURA 4.90

FIGURA 4.91

FIGURA 4.92

FIGURA 4.93

FIGURA 4.94

FIGURA 4.95
FIGURA 4.96

FIGURA 4.97

FIGURA 4.98
FIGURA 4.99

FIGURA 4.100

FIGURA 4.101
FIGURA 4.102
FIGURA 4.103
FIGURA 4.104

FIGURA 4.105

FIGURA 4.106

FIGURA 4.107

FIGURA 4.108

FIGURA 4.109
FIGURA 4.110

Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo
negativo para fragdo B7ThOGP.........ccccovvvviiiiiiiiiiin

Subestrutura A. As setas representam as correlacbes
gHMBC principais que levaram a proposta estrutural.............

Subestrutura B. As setas representam as correlacdes
gHMBC principais que levaram a proposta estrutural.............

Formula estrutural do composto presente em maior
quantidade na fragao B7TDOGP..............coo i

Atribuicdo da configuracdo relativa e absoluta através das
constantes de acoplamento obtidas por espectroscopia de
RMN A€ TH..ovoieceecece e,

Acoplamentos observados de H10 com outros nucleos.........

Simulacdo do sinal de H10 através do programa
computacional NMR Simulator — (CASTILLO et al., 2010). *
Sobreposicao parcial com o sinal de H18............ccoooeeeeeeenen.

Formula estrutural do composto presente em maior
quantidade na fracdo B7bGP com a atribuicdo das
configuragdes absolutas dos centros estereogénicos a partir
da analise de configuracao relativa..............cccevvvvvvvvivnicennnnnn.

Fragmentacdo em MS? do ion [M-H] m/z 443,6........c.c..........

Espectro de RMN de 'H da fracdo B7bGP, 500 pg em 250
ML de MeOH-d4. * - IMPUIrezZas........ccceeveveeeeeeeeeeeeieeeeiiiieenn

Espectro de *C do pico B7bGP. ns= 92K, td= 32K, sw=
238,8 ppm, ag=0,45 s e d1= 0,20 s. * - Impurezas.................

Mapa de contorno gCOSY da fragcdo B7bGP.............ccccuunnen.
Mapa de contorno gHSQC da fracdo B7bGP.............c.........
Mapa de contorno gHMBC da fracdo B7bGP...........ccccccevennn..

Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo
negativo para fracdo B7aGP.........ccccoeeveiiieiiiiiiiieeen

Fragmento da estrutura que contém a diferenca entre as
substancias identificadas nas fracbes B7aGP e B7bGP........

Formula estrutural do composto presente em maior
quantidade na frac8o B7aGP...........ccccvvvvvvviiiiiiciii e

Espectro de RMN de 'H fracdo B7aGP, 300 ug em 250 L
de MeOH-ds. * - IMPUIEZAS........ccviiieiiiiiiiee e

Espectro de RMN de de *3C da fracdo B7aGP. ns= 92K, td=
32K, sw= 238,8 ppm, ag=0,45 s e dl= 0,20 s. * -
deslocamento determinado por gHSQC e

Mapa de contorno gCOSY da fracdo B7aGP.............cccccuueen.
Mapa de contorno gHSQC da fracdo B7aGP.............ccc.........

XVi

136

138

139

140

141
141

142

143

143

144

145

146
147
148

149

151

151

152

153
154
155



FIGURA 4.111
FIGURA 4.112

FIGURA 4.113

FIGURA 4.114

FIGURA 4.115

FIGURA 4.116

FIGURA 4.117

FIGURA 4.118

FIGURA 4.119
FIGURA 4.120
FIGURA 4.121
FIGURA 4.122
FIGURA 4.123

FIGURA 4.124

FIGURA 4.125
FIGURA 4.126
FIGURA 4.127
FIGURA 4.128
FIGURA 4.129

Mapa de contorno gHMBC da fracdo B7aGP...........cccccceeenn...

Formulas estruturais do policetideos naturais produzidos por
SHIEPIOMYCES SP..niiiiiiiii ettt e e e e e e e eeees

Retrobiogénese do composto thomasicina A. 0. = carbono
oxidado; n.o. = carbono n&o oxidado.............c..eeeeveririeiiiinnnns

Proposta biogenética para formagdo dos compostos
thOMASICINA A € B

Cromatograma (A254) do extrato butandlico (B) do caldo de
fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Time-
slice. Eluente A (H,O mili Q) e o eluente B (Metanol).
Eluicdo isocréatica nos 3 minutos iniciais (30% de B/ 70% de
A), eluicao gradiente 30-80 % de B durante 23 minutos.........

Cromatograma (A210) do extrato aquoso (A) do caldo de
fermentacao da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2 com as
estruturas das substancias identificadas por espectro de
RMN de *H. Eluente A (H,O mili Q, 0,05% de TFA), eluente
B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 7
minutos iniciais (20% de B / 70% de A), eluicdo gradiente
20-65 % de B durante 28 mMiNULOS...........eevvveieeeeeeeinnniiiiiees

Cromatograma (A210) do extrato butanolico do novo caldo
de fermentacéo (NB) da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2
com as estruturas das substancias identificadas por
espectro de RMN de 'H. Eluente A (H,O mili Q, 0,05% de
TFA), eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluicao isocratica
nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de A), eluicao
gradiente 5-53 % de B durante 17 minutos...............cvveeeennnn.

Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo
positivo para fraCao NBB.............ccceeeiiiiiiieeeeiieeeeeeeeeeen

Espectro de RMN de 'H da fracdo NB6. * - Impurezas..........
Mapa de contorno gCOSY da fracdo NB6................evvveenennn.
Mapa de contorno gHSQC da fragcdo NB 6............cccevvvveinnnnee
Mapa de contorno gHMBC da fracdo NBG6.................ccceeeeeee.
Formula estrutural da desidroxinocardamina...............cccceeeeee

Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo
POSItivo para fraCao NB7...........uuuuiiiiiiiiiieeieeeeeeeei

Espectro de RMN de *H da fraco NB7........c.ccccoveveveeeeeeennnn.
Mapa de contorno gCOSY da fracdo NB7...........ccccccvveenennnn.
Mapa de contorno gHSQC da fracdo NB7...........cccovvvvvviiinnnenn
Mapa de contorno gHMBC da fracdo NB7............ccceeeeveeennne.
Formula estrutural da nocardamina.............ooeeeeeieeiiiiiivnnnnee.

XVii

156

157

158

159

161

163

165

166
167
168
169
170
171

173

174
175
176
177
178



FIGURA 5.1

Estruturas caracaterizadas neste estudo através da técnica
hifenada LC-SPE/NMR......ou e

XViil



RESUMO

APLICACAO DE LC-SPE/NMR NA CARACTERIZACAO DE SUBSTA NCIAS
ISOLADAS DE CULTIVOS DA BACTERIA MARINHA Streptomyces
cebimarensis SS99BA-2. Micro-organismos marinhos sao seres com habilidades
extraordinarias, uma vez que apresentam caracteristicas fisioldgicas e metabdlicas
que lhes permitem sobreviver num ambiente repleto de condi¢cdes adversas, como
alta pressdao, salinidade excessiva e temperaturas extremas. Muitos deles também
apresentam um grande potencial para a produc¢do de metabdlitos que normalmente
nao podem ser produzidos por bactérias terrestres. Diante disso, 0 objetivo geral do
presente estudo foi elucidar o perfil metabdlico de uma linhagem de bactéria isolada
de sedimento marinho em S&o Sebastido, litoral norte do estado de S&o Paulo,
Streptomyces cebimarensis SS99BA-2, utilizando a técnica hifenada LC-SPE/NMR.
Extratos de acetato de etila e butandlicos dos caldos fermentativos dessa bactéria
apresentaram, respectivamente, atividade bioldégica contra Escherichia coli e
Candida albicans e atividade citotoxica contra células tumorais SF-295 (sistema
nervoso central). A otimizacdo da separagdo cromatogréafica, somada a otimizacao
dos parametros de retencdo por SPE e de aquisicdo e processamento de RMN,
levou a identificacdo de pelo menos oito substancias conhecidas sem a necessidade
de isolamento de bancada a partir de quantidades muito pequenas,
aproximadamente 3 mg, de extratos brutos: maltol, 5-hidroximaltol, &cido 4-
hidroxibenzéico, isomaltol, N-acetiltiramina, acido 3-(N-morfolino)-propanossulfénico,
dehidréxinocardamine e nocardamine, além de seis compostos inéditos na literatura,
sendo quatro pertencentes a uma classe rara de metabdlitos secundarios pirazin-
2(1H)-6nicos: giovaninona A, giovaninona B, giovaninona C e giovaninona D e dois
pertencentes a uma classe de policetideos fosfatados antitumorais com potencial
citotoxico: thomasicina A e thomasicina B. Os resultados mostram que a técnica
hifenada LC-SPE/NMR €& extremamente valiosa na area de produtos naturais, uma
vez que substancias organicas podem ser identificadas de forma rapida, segura e
reprodutivel. Além disso, verifica-se que a quimica de micro-organismos marinhos
ainda € muito pouco explorada e revela um campo promissor na obtencdo de
possiveis candidatos a farmacos, uma vez que esses organismos sao passiveis de

cultivos em larga escala através do uso de bioreatores.
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ABSTRACT

LC-SPE/NMR APPLICATION TO THE CHARACTERIZATION OF S UBSTANCES
ISOLATED FROM CULTIVATIONS OF THE MARINE BACTERIUM Streptomyces
cebimarensis SS99BA-2. Marine microorganisms are living beings with
extraordinary abilities, once they have developed physiological and metabolic
capabilities that allow them to survive in an environment filled with adverse
conditions, such as high pressure, excessive salinity and extreme temperatures.
Thus, these living beings have great potential for the production of metabolites which
normally cannot be produced by soil bacteria. The overall objective of this study was
to elucidate the metabolite profile of the bacterium Streptomyces cebimarensis
SS99BA-2 isolated from marine sediment in S&do Sebastido, a city located in the
northern coast of Sdo Paulo State, using the LC-SPE/NMR hyphenated technology.
Ethyl acetate and butanol extracts of bacterial fermentation broths showed,
respectively, biological activity against Escherichia coli and Candida albicans, and
cytotoxic activity against tumour cells SF-295 (central nervous system). The
optimization of the chromatographic conditions, together with the optimization of
parameters for SPE retention, and for NMR acquisition and processing, led to the
identification of at least eight known substances. This strategy did not require bench
isolation methods, from very small amounts, approximately 3 mg, of crude extracts
and permited to identify: maltol, 5-hydroximaltol, 4-hydroxibenzoic acid, N-
acetyltyramine, isomaltol, 3-(N)-propanesulfonic acid, dehydroxinocardamine and
nocardamine. In addition, six new compounds were isolated, including four belonging
to a rare class of pyrazin-2(1H)-onic secondary metabolites nhamed: giovaninone A,
giovaninone B, giovaninone C and giovaninone D, and two belonging to an extremely
cytotoxic class of antitumor phosphated polyketides: thomasicine A and thomasicine
B. The results show that the LC-SPE/NMR coupling technology is extremely useful in
the natural products field, since organic compounds can be identified in a rapid, safe
and reproductible way. Moreover, it can be observed that the chemistry of marine
microorganisms is still very little explored and reveal a promising field in the obtaining
of potential candidates for pharmaceuticals, since these organisms are able to be

cultivated in large scale through the use of bioreactors.
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1 - Introducao

1.1 - Metabdlitos produzidos por bactérias marinhas do género

Streptomyces

Bactérias da ordem Actnomycetales sao habitantes comuns do solo,
mas também podem ser encontrados em ambiente aquatico e possuem uma grande
habilidade em produzir antibidticos e outros metabdlitos com atividade biologica.
Estima-se que mais de 80% dos antibibticos isolados de micro-organismos sédo de
actinomicetos, e dentre estes muitos sdo isolados dos géneros Streptomyces
(CHALLIS e HOPWOOD, 2003). De forma geral, os actinomicetos sdo os procariotos
mais valiosos do ponto de vista econémico e biotecnoldgico. Estes sdo responsaveis
pela producdo de cerca da metade dos metabdlitos secundarios bioativos:
antibiéticos, agentes antitumorais, agentes imunossupressores e enzimas (FENICAL
e JENSEN, 2006).

Em se tratando de estreptomicetos marinhos, apesar de seu estudo
para a descoberta de novos metabdlitos bioativos ainda estar relativamente no
inicio, varios compostos novos tém sido isolados nos ultimos anos. MITCHELL et al.
(2004) realizaram um programa de selecdo destinada a descobrir novos agentes
anti-infecciosos a partir de micro-organismos marinhos, utilizando uma cepa de
Streptomyces aureoverticillatus (NPS001583) isolado de um sedimento marinho. Foi
elucidada a estrutura de um macrociclico lactdmico chamado de aureoverticillactam
[FIGURA 1.3 — (1)], com citotoxicidade contra varias linhagens de células tumorais,
utilizando espectrometria de massa, UV e RMN.

As substancias chinikomycin A [FIGURA 1.1 — (2)] e chinikomycin B (a
forma quinona da chinikomycin A) foram isolados de Streptomyces sp. (M045)
derivados de sedimentos da Baia de Kiauchau na China (LI et al., 2005). As suas
estruturas foram elucidadas através de uma interpretacdo detalhada de seus
espectros, principalmente por RMN uni e bidimensional. Os compostos mostraram
atividade antitumoral moderada. A chinikomycin A inibiu seletivamente a proliferacéo
em linhagens de células de cancer mamario MAXF 401NL (ICso de 2,41 mg.mL™),
melanoma MEXF 462NL (ICso de 4,15 mg.mL™), e cancro renal RXF 944L (ICs, de
4,02 mg.mL™Y). Enquanto a chinikomycin B mostrou atividade antitumoral seletiva

contra o cancer de mama linhagem celular MAXF 401NL (ICso de 3,04 mg.mL™).
2
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O (2) Chinikomycin A

(5) Daryamide C (6) (2E,4E)-7-methylocta-2,4-dienoic
acid amide

(7) Actinofuranone A (8) Actinofuranone B

FIGURA 1.1 - Estruturas dos compostos (1) — (8).

Quatro novos compostos citotoxicos foram isolados a partir de
Streptomyces sp (CNQ-085) obtidas de sedimentos marinhos coletados em uma
profundidade de 50 m ao largo da costa de San Diego, Califérnia: Daryamides A, B e
C e (2E,4E)-7-methylocta-2,4-dienoic acid amide [FIGURA 1.1 — (3), (4), (5) e (6)].
As estruturas destes novos compostos foram determinadas pela interpretacéo
detalhada de dados espectroscopicos. As daryamides mostraram atividade citotdxica
moderada contra o carcinoma de células do célon humano linhagem HCT-116 (ICsg



de 3,15 mg.mL?) e atividade antifingica muito fraca contra Candida albicans
(ASOLKAR et al., 2006).

Os compostos actinofuranones A e B [FIGURA 1.1 — (7) e (8)] foram
isolados de uma cultura da cepa Streptomyces sp (CNQ766) provenientes de uma
amostra de sedimentos coletados em Guam, na Micronésia (CHO et al., 2006). A
bactéria foi cultivada em mesa incubadora rotativa a 27°C, em Erlenmeyers
contendo 1 litro de meio de cultura salina. As estruturas dos compostos foram
elucidadas por interpretacdo detalhada de espectros de RMN. Os dois compostos
identificados foram inativos contra o carcinoma de c6lon humano células HCT-116.

MILLER et al. (2006) isolaram trés potentes citotoxinas contra células
cancerigenas a partir de caldo de fermentagdo de Streptomyces sp (CNQ 593). A
bactéria foi isolada de uma amostra de sedimento marinho coletada nas
proximidades da ilha de Guam, a 20 m de profundidade, em janeiro de 2002. As
estruturas dos novos compostos foram atribuidas por uma combinagdo de métodos
espectrais, quimicos e cristalograficos. A cepa foi cultivada em meio contendo agua
salgada marinha e em shaker, a 230 rpm e 27°C. Apés 8 dias de cultivo, todo o
caldo de fermentacdo foi extraido com acetato de etila. As novas estruturas
encontradas (piperazimycins A, B e C — [FIGURA 1.2 — (9), (10) e (11)] séo
compostas por uma combinacdo de aminoacidos raros. Piperazimicina A mostrou
potente atividade antitumoral contra multiplas linhagens de células tumorais, com
ICs0 de 100 nM.

Um ano mais tarde, identificou-se um novo composto: a chalcomycin
[FIGURA 1.2 — (12)]. A elucidacédo estrutural foi feita principalmente através de
espectrometria de RMN uni e bidimensional. Esse macrolideo é produzido por
Streptomyces sp. (M491), bactéria isolada na costa de Qingdao, na China (WU et
al., 2007). Este € o primeiro relato de producdo de sesquiterpenos por bactérias.

O cultivo de uma cepa de Streptomyces marinho, designada CNQ418
coletados perto de La Jolla, Califérnia, a uma profundidade de 51 m, forneceu dois
novos compostos: marinopyrroles A e B [FIGURA 1.2 — (13) e (14)], densamente
halogenados com uma estrutura incomum bipirrol. Os dois novos compostos
mostraram atividade antibiotica contra Staphylococcus aureus (HUGHES et al.,
2007).
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(12) Chalcomycin
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FIGURA 1.2 - Estruturas dos compostos (9) — (21).

Dois compostos inéditos, marineosins A e B [FIGURA 1.2 — (15) e (16)],
foram separados de culturas de actinomicetos do género Streptomyces, isolados de
sedimentos marinhos (BOONLARPPRADAB et al., 2008). As estruturas foram
determinadas através de interpretacfes de espectro de RMN 1D e 2D. Foram feitos
testes de atividade antitumoral (tumor de cdélon HCT-116 humano) e atividade
antifingica (Candida albicans) com as duas substancias identificadas. A atividade
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antifingica contra Candida albicans mostrou-se extremamente fraca. Com relacéo a
atividade antitumoral, apesar de suas semelhancas estruturais, as marineosins A e B
mostraram certas diferencas em sua atividade citotoxica. A marineosin A foi mais
ativa no ensaio de citotoxicidade contra HCT-116 apresentando um valor de ICs de
0,5 mM. Em contrapartida, marineosin B mostrou citotoxicidade mais fraca (ICso de
46 mM).

DING et al. (2009) isolaram dois novos sesquiterpenos (15-hydroxy-T-
muurolol e 11,15-dihydroxy-T-muurolol - [FIGURA 1.2 — (17) e (18)]) foram isolados
a partir de uma cultura de Streptomyces sp M491. As estruturas foram determinadas
através de espectroscopia de RMN e cristalografia de raios X. Apenas a 15-hydroxy-
T-muurolol apresentou atividade frente as células de cancer de mama, com um ICsg
de 6,7 pug.mL™.

RAJU et al. (2010) isolaram trés novos membros de uma classe rara
pirrolterpeno, a partir de uma cultura de Streptomyces sp CMB-M0423 isolada da
areia da praia Heron Island, Australia. Os compostos foram identificados por analise
espectroscopica detalhada fornecendo as estruturas heronapyrroles A, B e C
[FIGURA 1.2 — (19), (20) e (21)]. E o primeiro relato de ocorréncia natural de 2-nitro-
pirrois. Os compostos apresentaram promissora atividade biolégica contra bactérias
gram-positivas.

O composto organico streptobactin [FIGURA 1.3 — (22)] foi isolado a
partir de uma cultura da bactéria marinha Streptomyces sp. YM5-799 (MATSUO et
al., 2011). A elucidacdo estrutural foi feita completamente por andlise de dados
espectroscopicos de RMN e espectrometria de massas de alta resolucdo. Os
autores demonstraram que a producdo desse composto € regulada através da
concentracéo de ions de ferro no meio de cultura.

Dois tetrapeptideos lineares altamente modificados, padanamides A e
B [FIGURA 1.3 - (23) e (24)] foram produzidos por uma linhagem de um
estreptomiceto marinho Streptomyces sp. RJA2928 (WILLIAMS et al., 2011).
Padanamide B apresentou atividade contra células tumorais ATCC TIB-152 com ICs
de 20 pg.mL?, enquanto padanamide A apresentou uma menor atividade neste
mesmo ensaio: 60 pg.mL™.
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FIGURA 1.3 - Estruturas dos compostos (22) — (25).

UEDA et al (2011) isolaram um novo depsipeptideo, designado JBIR-
96 [FIGURA 1.3 — (25)], a partir de uma cultura de Streptomyces sp. RI051-SDHV®6.
A estrutura foi completamente elucidada atraves da analise de dados
espectroscopicos. A configuracdo absoluta foi estabelecida pelos métodos de Marfey
e Mosher. Nao foram feitos testes de atividades biologicas ou citotoxicas.

PAN et al. (2012) isolaram e identificaram o composto ammosamide D
[FIGURA 1.4 — (26)] a partir de um cultivo da bactéria marinha Streptomyces
variabilis.. O composto contendo um ciclo heteroaromatico foi descrito como
derivado do triptofano e apresentou atividade citotéxica modesta contra linhagem de

células de cancer pancreatico MIA PaCa-2.
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Os compostos streptocarbazoles A e B [FIGURA 1.4 — (27) e (28)]
foram isolados de um cultivo da bactéria marinha Streptomyces sp. FMA. As
estruturas foram determinadas por andlises espectroscépicas. Apenas 0 composto
27 apresentou atividade citotoxica contra linhagens de células tumorais HL-60 e A-
549 (FU et al., 2012). As antraquinonas inéditas galvaquinone A-C [FIGURA 1.4 —
(29)-(31)] foram isoladas e identificadas a partir de um cultivo da bactéria marinha
Streptomyces spinoverrucosus. Apenas a substancia 31 apresentou atividade
antitumoral contra linhagens de células de cancer de pulméo (NSCLC) (HU et al.,
2012).

(27) Streptocarbazole A: R = OH
(28) Streptocarbazole B: R=H

R
ﬁ O OH O OH
(L) |
I I I I OH
OH O OH O OH O OH O
(29) Galvaquinone A (30) Galvaquinone B (31) Galvaquinone C

FIGURA 1.4 - Estruturas dos compostos (26) — (31).

Trés derivados inéditos da tricostatina foram isolados e identificados a
partir de um caldo de fermentacdo da bactéria de origem marinha Streptomyces sp.
RM72 (HOSOYA et al., 2012). JBIR-109 — 111 [FIGURA 1.5 — (32) e (33)] tiveram
suas estruturas elucidadas por métodos espectroscopicos e a configuracdo absoluta
dos centros estereogénicos foi determinada pelo método de Marfey. Chlorizidine
[FIGURA 1.5 — (35)] foi isolado do caldo de fermentacdo da bactéria marinha
Streptomyces sp. CNH-287. O composto apresentou atividade citotoxica contra
linhagens de células tumorais HCT-116 (ALVAREZ-MICO et al., 2013).
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FIGURA 1.5 - Estruturas dos compostos (32) — (37).

O policetideo inédito 36 (nomenclatura IUPAC né&o traduzida do inglés

para o portugués) [FIGURA 1.5 — (36)] foi isolado de um cultivo da bactéria marinha

Streptomyces sundarbansensis. O composto foi obtido como o0 metabdlito majoritario

do cultivo e teve sua estrutura elucidada por métodos espectroscopicos. O

policetideo encontrado mostrou atividade biol6gica contra Staphylococcus aureus
(DJINNI et al., 2013). O pentapeptideo 4862F [FIGURA 1.5 — (37)] foi isolado de

uma cultura da bactéria Streptomyces albosporus 103A-04862. Os autores utilizaram

a cromatografia preparativa e elucidaram a estrutura através de métodos
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espectroscopicos. O composto apresentou atividade contra a enzima HIV-1 protease
com um valor de IC5p de 15.26 nM (LIU et al., 2013).

1.2 - Producéo de pirazin-2(1 H)-onas por micro-organismos

Pirazin-2(1H)-onas sdo compostos heterociclicos raros na area de
produtos naturais, quando comparado a outras classes bem conhecidas como
policetideos ou alcaldides. Os relatos apontam para caldos fermentativos de
bactérias de origem marinha e do solo. A estrutura principal desses compostos é
formada pelo acoplamento de dois aminoacidos, que podem ser iguais ou distintos,
levando a dipeptideos. Esses dipeptideos sdo normalmente isolados em duas
formas distintas: as monocetopiperazinas  (pirazin-2(1H)-onas) e as
dicetopiperazinas. Tanto o primeiro como o segundo grupo tém sido reportados com
atividade antibacteriana e antiviral. Existem mais relatos de compostos do segundo
grupo em comparagdo ao primeiro e, apesar de uma bibliografia relativamente
abundante (quando somado os compostos publicados dos dois grupos), até o inicio
do ano 2000, alguns autores ainda ndo estavam convencidos de que dipeptideos
eram produtos do metabolismo secundario de bactérias (KANZAKI et al., 2000).
Segundo esses autores, esses compostos seriam artefatos produzidos pelo
processo de extracdo e isolamento que se formariam através da hidrolise das
proteinas presentes no meio de cultura.

Esses dipeptideos sdo formados atraves de duas reacbes de
substituicdo nucleofilica acilica: o nitrogénio de um primeiro aminoacido (1) promove
um ataque nucledfilo a carboxila de um segundo aminoacido (2). Na sequéncia, 0
nitrogénio do aminoéacido (2) promove o0 mesmo ataque a carboxila do aminoacido
(1) levando ao dipeptideo ciclico dicetopiperazina [FIGURA 1.6 (a)]. No caso das
pirazin-2(1H)-onas, o caminho é o mesmo, mas o carbono 5 do produto final
encontra-se na forma reduzida levando a um sistema aromatico [FIGURA 1.6 (b)].
Além de relatos de pirazin-2(1H)-onas 3,6-dissubstituidas, alguns poucos grupos de
pesquisa tém encontrado compostos pirazin-2(1H)-onas 3,5,6-trissubstituidos,
indicando que o carbono 5 do anel é suscetivel a substituicdo eletrofilica aromatica,
gracas ao nitrogénio (1) do ciclo, que promove o ataque nucleofilico (como em uma

alquilacdo de enamina) e estabiliza o intermediario carbocation por ressonancia.
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Todas essas reacgOes sdo catalisadas por enzimas e seu papel na producdo desses
metabdlitos so foi elucidado recentemente (WILSON et al., 2013).

H
|
Rl NH2 HO\\/::;O R]_ 3 N §/O
T 1 — JJ
O~ "OH HNT "R, 07 N7 Ry
H
Aminoacido 1  Aminoécido 2 Dicetopiperazina

Ry _NH, HO._ O Ry N Ry s N_s Ry
w L J o T e T
0~ "OH H,N” R, o N 07N R,
H ¥
Aminoacido 1  Aminoacido 2 Pirazin-2(1H)-ona Pirazin-2(1H)-ona

3,6 - dissubstituida 3,5,6 - trissubstituida

FIGURA 1.6 — (a) Reacgdo geral de acoplamento entre aminoacidos para formar
dicetopiperazinas. (b) Reacao geral de acoplamento entre aminoacidos para formar
pirazin-2(1H)-onas dissubstituidas. (c) Substituicdo eletrofilica aromética levando a

pirazin-2(1H)-onas trissubstituidas.

O primeiro relato de um composto contendo o ciclo pirazin-2(1H)-ona
data do inicio da década de 70. TATSUTA et al. (1971) relataram a producdo de um
antibiotico com esse sistema ciclico a partir de um cultura da bactéria Streptomyces
toxytricini sp. (KA57-AG3). O composto foi nomeado de arglecin [FIGURA 1.7 —
(38)], pois apesar de os autores nao terem feitos estudos biossintéticos, a estrutura
€ tentativamente conclusiva. Anos depois, uma cultura desse mesmo micro-
organismo foi enriquecida com L-arginina e L-leucina em um estudo de **C marcado
(MACDONALD e BISHOP, 1977). Além da prova definitiva de que Arglecin € produto
do acoplamento desses aminoacidos, os autores obtiveram outros produtos de
acoplamento, formando outras pirazin-2(1H)-onas, quando enriqueceram o caldo de
fermentacdo com aminoacidos diferentes.

Dois anos apés o composto Arglecin ter sido relatado, 0 mesmo grupo
de pesquisa publicou um novo metabdlito microbiano da mesma classe: Argvalin

[FIGURA 1.7 — (39)]. O metabdlito foi encontrado em uma cultura da bactéria
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Streptomyces filipensis sp. (KG62-AGIl). O composto é claramente resultado de um
acoplamento entre L-arginina e L-valina (TATSUTA et al., 1973).

O composto nomeado dragmacidin D [FIGURA 1.7 — (40)] foi isolado e
identificado na forma de um sal de trifluoracetato a partir de uma esponja marinha do
género Spongosorites (WRIGHT et al.,, 1992). O grupo de pesquisa da Florida,
Estados Unidos, relatou que dragmacidin D apresenta atividade antifiungica contra
Cryptococcus neoformans e Candida albicans. Além disso, apresenta atividade

antitumoral contra as linhagens de células P388 e A549.
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H (47) Aureusimine A

(44) Dragmacidin E

FIGURA 1.7 — Estruturas dos compostos (38) — (47)
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Em 1994, o mesmo grupo de pesquisa isolou e identificou dois
alcaléides indolicos também a partir de um cultivo de uma espécie de esponja
marinha: Hamacanthin A [FIGURA 1.7 — (41)] e hamacanthin B [FIGURA 1.7 — (42)]
(GUNASEKERA et al., 1994). Embora esses compostos sejam dihidropirazinonas
substitiudas, os autores sugerem gue a via biosintética que deu origem a eles seja a
mesma que origina 0s compostos pirazin-2(1H)-onas.

Depois de pouco mais de 20 anos que 0s compostos arglecin e
argvalin [FIGURA 1.7 — (38) e (39)] foram publicados, o composto pirazinénico
phevalin [FIGURA 1.7 — (43)] foi relatado pela primeira vez (ALVAREZ et al., 1995).
O phevalin foi isolado de uma cultura de Streptomyces sp. (SC433) e apesar de
nenhum estudo biosintético ter sido conduzido, os autores afirmam que o composto
€ um dipeptideo resultante do acoplamento de L-fenilalanina e L-valina. O composto
foi relatado na época como um inibidor da proteina calpain.

Em 1998, um grupo de pesquisa da Austrdlia isolou e identificou a
pirazinona Dragmacidin E [FIGURA 1.7 — (44)] a partir da esponja marinha
Spongosorites sp. O composto é claramente um derivado de uma ciclizagdo do
composto Dragmacidin D [FIGURA 1.7 — (40)]. O composto apresentou a mesma
atividade antifingica e antitumoral que Dragmacidin D, e € o primeiro relato de
pirazin-2(1H)-ona 3,5,6-trissubstituida de origem natural (CAPON et al., 1998).

Recentemente, dois compostos pirazinénicos inéditos foram isolados
de uma cultura de Streptomyces lucensis sp [NBRC 13056' (AB184280)]: JBIR-56
[FIGURA 1.7 — (45)] e JBIR-57 [FIGURA 1.7 — (46)]. Os autores sugerem que a
estrutura Unica desses compostos foi biossintetizada por uma enzima desconhecida.
Os compostos consistem em um esqueleto carbonico incomum, em que uma cadeia
peptidica esta ligada ao carbono (5) do sistema ciclico. Nao foram feitos testes de
atividades biolégicas, e € o0 segundo relato de pirazin-2(1H)-onas 3,5,6-
trissubstituida (MOTOHASHI et al., 2011).

Em 2010, um grupo de pesquisa da Universidade do Canada publicou
um artigo intrigante a respeito dos compostos pirazin-2(1H)-onas (WYATT et al.,
2010). Neste trabalho foi relatada a producdo de dois dipeptideos Aureusimine A
[FIGURA 1.7 — (47)] e Aureusimine B (Phevalin — [FIGURA 1.7 — (43)] produzidos
pela bactéria Staphylococcus aureus. Os autores sugerem que 0S Compostos seriam
reguladores de viruléncia. Toda infeccado bacteriana é governada por uma série de

fatores de viruléncia, que na maioria das vezes sdo toxinas com alta massa molar,
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enzimas e proteinas que agem concomitantemente por um mecanismo ainda
desconhecido. O grupo de pesquisa identificou a enzima responséavel pela producao
desses compostos pirazindnicos e criou uma linhagem mutante incapaz de sintetizar
essa enzima (S. aureus AausA mutante). Os autores verificaram que os dipetideos
ndo estdo relacionados com o crescimento da bactéria e, na verdade, a linhagem
incapaz de produzir os metabdlitos apresentou um melhor crescimento celular
(WYATT et al., 2010).

Em testes subsequentes, um grupo de ratos recebeu uma injecéo
intravenosa da bactéria S. aureus e outro grupo de ratos recebeu a mesma dose de
S. aures AausA mutante. Durante quatro dias os ratos infectados com a linhagem
selvagem de S. aures perderam, em média, 22% do peso original, o que é
consistente com uma infeccdo produzida por S. aureus. Em contrapartida, os ratos
infectados com a linhagem S. aures AausA mutante perderam em meédia 7,5% do
peso original. De acordo com a analise posterior, a partir de érgdos internos dos
ratos, a infeccdo bacteriana so foi de fato bem sucedida para a linhagem selvagem
de S. aureus. A linhagem incapaz de produzir os compostos pirazinGnicos nao
promoveu uma infeccdo significativa. Isso abriria uma nova estratégia no combate as
infecgbes, uma vez que o0s problemas relacionados a resisténcia bacteriana
impedem um tratamento adequado em alguns casos de contaminacdo. Entretanto,
mais estudos nessa area Sao necessarios.

No mesmo ano, um grupo de pesquisas de Chicago, EUA, publicou um
artigo afirmando que os compostos pirazindnicos nao sao fatores de viruléncia (SUN
et al., 2010). Os autores sugerem que os resultados obtidos por WYATT et al., 2010,
seriam devido a algum artefato de laboratério que causou uma mutacdo nao
compreendida.

Em 2013 foi publicado um artigo caracterizando a enzima AUSA,
responsavel pela producédo dos dipeptideos que formam um ciclo pirazin-2(1H)-ona
(WILSON et al., 2013). A FIGURA 1.8 mostra seu mecanismo de acdo e como o
ciclo é obtido.

A enzima em questdo é uma enzima peptideo sintetase néo ribossomal
(PSNR). Ela é formada por trés dominios: um dominio de adenilagdo (Domininio A)
responsavel pela selecdo e ativacdo de um aminoacido. Um dominio de tiolacao
(Dominio T), responsavel por ligar covalentemente o aminoacido selecionado pelo

dominio A, e um dominio de condensacao (Dominio C) responsavel pela ligacao
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nitrogénio-carbono que une os dois aminoacidos do dipeptideo (FIGURA 1.10). A
desconexdo do novo peptideo da enzima é feita através do dominio redutor
(Dominio R), que converte o tioéster em um aldeido. O intermediario linear amino-
aldeido rapidamente assume a conformacéo ciclica promovida por um ataque
nucleofilico do grupo a-amino da L-valina no grupamento aldeido da L-tirosina. O
estudo mostrou que a oxidagc&do que ocorre na sequéncia, produzindo o ciclo pirazin-
2(1H)-ona, ocorre espontaneamente devido a grande estabilidade associada a
aromatizacao do sistema. Este trabalho deixa evidente a justificativa para a auséncia

de um carbono oxidado (carbonila) na posicéo 5 do ciclo pirazinona.
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FIGURA 1.8 — Rota biossintética para o composto Aureosimine A (47)
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1.3 — Streptomyces cebimarensis SS99BA-2

A linhagem de bactéria utilizada neste trabalho foi isolada em S&o
Sebastido, litoral norte do estado de S&o Paulo, a partir de amostras de sedimentos
marinhos coletados entre 12 e 15 m de profundidade. As analises de composi¢céao da
parede celular e sequenciamente de 16S rRNA mostraram 95% de correlagcdo com
Streptomyces violaceus, Streptomyces albofaciens e Streptomyces rimosus
(BERLINCK et al., 2004). Até o0 momento, apenas um estudo sobre identificacao de
metabdlitos secundarios foi publicado. HERNANDEZ et al. (2000) mostraram que
essa bactéria € produtora da N-acetyl-y-hydroxyvaline, composto de estrutura inédita
isolado e purificado a partir do filtrado da cultura liquida [FIGURA 1.9 — (48)].

No mesmo programa de selecdo e isolamento de micro-organismos
marinhos, também foram obtidos outros dois actinomicetos: Streptomyces acrymicini
e Streptomyces carpaticus, além do fungo marinho Scolecobasidium arenarium.
(BERLINCK et al., 2004). A andlise do extrato de acetato de etila obtido a partir do
meio de cultura da bactéria S. acrymicini levou ao isolamento do novo composto
leucyl-4-hydroxyproline [FIGURA 1.9 — (49)] e do dipeptideo cilico inédito 6-amino-
[1,4]diazonane-2,5-dione [FIGURA 1.9 — (50)]. No mesmo estudo também foram
isolados e identificados os compostos ja conhecidos N-acetyltyramine e cyclo[Gly-
Orn] [FIGURA 1.9 — (51) e (52)] (HERNANDEZ et al. 2004).
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(48) N-acetyl-y-hydroxyvaline  (49) Leucyl-4-hydroxyproline
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(50) 6-amino-[1,4]diazonane- (51) N-acetyltyramine (52) Cyclo[Gly-Orn]
2,5-dione

FIGURA 1.9 - Estruturas dos compostos (48) — (52)
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1.4 - Cromatografia liqguida de alta eficiéncia acop lada a

ressonancia magneética nuclear (LC-NMR)

O caldo de fermentacdo bruto constitui uma mistura complexa
contendo centenas de metabdlitos, que diferem consideravelmente em seus
parametros fisico-quimicos e espectroscopicos. Por isso, uma eficiente separacao
aliada a uma répida caracterizacao tem papel fundamental na pesquisa de produtos
naturais biologicamente ativos.

A determinacao do perfil metabdlico do caldo de fermentacéo bruto ndo
€ um trabalho facil de ser executado devido a variedade de compostos quimicos
presentes no mesmo. Porém, o avango tecnoldgico de técnicas analiticas, sobretudo
das técnicas hifenadas, proporcionou um avanco importante na elucidacdo de
estruturas quimicas dos produtos de origem bacteriana. Os niveis de sensibilidade e
seletividade alcancados atualmente eram impensaveis até poucos anos atras
(LEVSEN et al 2000). Isso possibilitou o estudo do caldo bruto, sem a necessidade
do exaustivo trabalho de isolamento que, muitas vezes, leva ao isolamento de
substancias ja conhecidas. Sendo assim, estratégias de triagem quimica tém sido
desenvolvidas através do uso de técnicas hifenadas.

O termo técnica hifenada refere-se ao acoplamento entre duas ou mais
técnicas analiticas com o objetivo de obter uma ferramenta analitica mais eficiente e
rapida que as técnicas convencionais. As técnicas analiticas quimicas mais
empregadas na analise de produtos a base de micro-organismos e plantas sdo a
cromatografia e a espectroscopia (LEVSEN et al 2000).

As técnicas acopladas geram informagdes distintas. E o caso do
acoplamento de métodos eficientes de separacdo como a cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) e a cromatografia gasosa (GC), com técnicas
espectrométricas como espectrofotometro de UV-Vis (DAD), espectrbmetro de
massas (MS e MS-MS) e ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés Nuclear
Magnetic Resonance), que fornecem informacfes adicionais sobre a estrutura
quimica dos componentes da amostra, funcionando como detectores (EXARCHOU
et al., 2005).

Os primeiros experimentos de LC-NMR foram realizados no final da
década de 70 por WATANABE e NIKI 1978, que demonstraram medicdes de fluxo

interrompido (“stopped-flow”) em uma mistura de compostos conhecidos. Logo em
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seguida, BAYER et al., 1979 também trabalharam com uma mistura de compostos
conhecidos, mas desta vez operaram em fluxo continuo (“on-flow”) e em fluxo
interrompido (“stopped-flow”). A comparacdo dos espectros adquiridos através do
acoplamento LC-NMR com espectros convencionais dos compostos purificados
revelaram que a resolucao dos segundos ainda era melhor. De qualquer forma, este
trabalho foi um passo muito importante para o desenvolvimento da técnica de LC-
NMR

Ao longo das décadas de 1980 e 1990, grandes progressos foram
feitos no desenvolvimento e otimizacdo desta técnica, resultando no
estabelecimento do LC-NMR como uma poderosa ferramenta analitica para a
elucidacao estrutural de compostos desconhecidos com uma grande variedade de
aplicacoes (EXARCHOU et al., 2005). A importancia dessa técnica na analise de
produtos naturais se tornou imensa, uma vez que extratos brutos geralmente contém
um grande numero de compostos e muitas vezes de dificil separacdo, o que faz do
trabalho de elucidacdo de novas substancias biologicamente ativas, um
procedimento mais simples e rapido.

Normalmente, a aquisicdo de um espectro convencional de RMN,
requer a dissolugcdo da amostra de interesse em um solvente deuterado, introducao
dessa solugcdo em um tubo de amostra cilindrico e posteriormente, esse tubo deve
ser introduzido em uma sonda de RMN convencional que devera estar dentro do
magneto. Em se tratando da tecnologia de LC-NMR, a sonda deve ser modificada
para permitir o fluxo continuo da solugcdo em estudo. Além disso, fatores como
sensibilidade do RMN, técnicas de supressdo de solvente, compatibilidade de
solventes entre os aparelhos e volume do pico cromatografico em relagcdo ao volume
da cela do RMN devem ser levados em consideracao.

Atualmente, existem varios modos de operagdo para o LC-NMR, que
podem ser distinguidos pela situacdo da amostra durante a aquisicao dos espectros
de RMN. Na sequéncia, um breve detalhamento acerca desses modos de operacao

sera apresentado.

1.4.1 - “On-flow” LC-NMR

Neste modo de operagdo, o espectrometro de RMN funciona de
maneira similar ao uso de um detector de UV em um cromatografo, pois as
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aquisicdes dos espectros de RMN séo feitas sem interrupcéo do fluxo. A vazéao ideal
de fluxo é, normalmente, um intermediario entre a velocidade minima requerida para
a melhor resolucédo cromatografica e a velocidade minima necessaria para obtencao
de espectros de RMN com uma relacao sinal-ruido adequada.

Este modo de operagdo permite uma rapida triagem, com espectros de
'H-RMN, de uma mistura de compostos em estudo, mas funciona apenas para 0s
componentes majoritarios. Para a analise de todos os componentes individuais, sdo
necessarios outros modos de operacao, isso porgue o curto tempo de residéncia da
amostra na cela do RMN n&o permite a obtengcédo de uma adequada relacdo sinal-
ruido para os compostos presentes em menores quantidades (LEVSEN et al., 2000).
Recentemente, este modo de operacao foi aplicado em conjunto com a técnica de
Ultrafast NMR na aquisicdo de mapas de contorno gCOSY em uma mistura
conhecida de 3 compostos organicos naturais. Os resultados mostram que a
aquisicdo ultrarrapida de espectros bidimensionais pode reascender esse modo de
operacdo que havia caido em desuso nos ultimos anos (QUEIROZ JUNIOR et al.,
2012).

1.4.2 - “Stopped-flow” LC-NMR

No modo de operacdo denominado “stopped-flow” LC-NMR, o fluxo é
interrompido quando a fragcdo de interesse alcanca a cela de detec¢cdo do RMN.
Dessa forma, o tempo de atraso (ty), correspondente ao tempo necessario para
transportar o analito do detector de UV até a posicao ideal dentro da cela em fluxo,
deve ser determinado (ELIPE, 2003). ApGs a aquisicdo dos dados de RMN, o
processo pode ser repetido para a préoxima fracdo, e dessa forma, uma série de
picos cromatograficos pode ser estudada.

Apesar de ter sido amplamente utilizado, este modo de operacao
também foi muito criticado, pois constantes paradas diminuem a eficiéncia da
separacdo cromatografica, além de que analitos altamente concentrados podem
contaminar a cela em fluxo e causar o problema de efeito memaria. Dessa forma, o
modo “stopped-flow” é recomendado para analise de misturas com um numero
relativamente pequeno de componentes cromatograficamente resolviveis.

Normalmente, os modos de operacao “on-flow” e “stopped-flow” eram aplicados em
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conjunto, como técnicas complementares em relacdo as informacfes adquiridas
(LEVSEN et al., 2000).

BRINGMANN e LANG (2003) aplicaram uma triade LC na
caracterizacdo de produtos naturais sem a necessidade de isolamento e purificacéo.
A triade LC consiste na combinacdo de cromatografia liqguida com RMN (LC-NMR),
com espectrometria de massas (LC-MS) e com dicroismo circular (LC-CD). Assim, é
possivel elucidar completamente a estrutura de compostos, incluindo a configuracao
absoluta.

Um importante campo de aplicagdo da triade LC, LC-MS, LC-NMR e
LC-CD é a identificacdo rapida de compostos conhecidos, ja a partir extratos. A
grande quantidade de informacdes fornecidas pelas diversas técnicas de deteccdo
espectroscopicas juntamente com LC, e diversas bases de dados, permite uma
desreplicacdo simples. Os autores conseguiram identificar, por meio dessa técnica,
trés principais compostos produzidos por uma espécie de Penicillium isoladas da
esponja Spongia officinalis. Ap6s as analises em “stopped-flow” e “on-flow”, os
dados espectrais obtidos foram comparados com bancos de dados de produtos
naturais e os compostos foram prontamente identificados como os metabdlitos
griseofulvina C, roquefortina, e acido ciclopiazénico, e até mesmo as configuracdes
absolutas puderam ser atribuidos através da aplicagdo da técnica de LC-CD
(BRINGMANN et al., 2003).

NOVAK et al. (2005) demonstraram a utilidade da combinacdo de
técnicas hifenadas (LC-NMR e LC-MS) na identificacdo rapida de uma impureza
desconhecida (N1) do medicamento acido 5-amino-salicilico, formada durante sua
sintese organica. Informac6es complementares, obtidas a partir dos dois métodos,
revelaram muitas informacgdes estruturais e levaram a rapida determinacédo estrutural
da impureza N1 antes de seu isolamento e purificacdo. A andlise dos espectros de
LC-NMR, obtidos no modo “stopped-flow” e LC-MS espectros revelou que N1 e o
acido 5-amino-salicilico sdo compostos estruturalmente relacionados, conforme
pode ser visualizado na FIGURA 1.15. A abordagem dada pelos autores mostra que
essa técnica se adequa eficientemente no acompanhamento de processos de

producao.
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FIGURA 1.10 — Férmula estrutural do acido 5-amino-salicilico (A) e da impureza N1

(B).

TODE et al. (2009) aplicaram a técnica de LC-NMR, no modo “stopped-
flow”, para andlise de carotendides em suco de tomate, 6leo de palma e suco de
laranja Satsuma mandarin. Os extratos dos carotendides, obtidos com extragdo por
solvente orgéanico, foram analisados apds um pré-processamento. Trés, quatro, e
dois tipos de carotendides foram identificados para suco de tomate, 6leo de palma, e
Satsuma mandarina, respectivamente, principalmente por comparacao entre 0s seus
espectros de RMN com os de padrdo puro. A utilizacdo da técnica de LC-NMR
mostrou-se extremamente Gtil na analise de carotendides, principalmente os frageis
e sensiveis a luz e ao ar.

NOVAK et al. (2009) aplicaram, com sucesso, duas técnicas hifenadas
para a identificacdo r4pida de uma impureza em um medicamento denominado
icofungipen: LC-NMR e LC-MS. Icofungipen encontrava-se em fase de
desenvolvimento para o tratamento de infec¢cdes por Candida. A estratégia de
combinacdo das duas técnicas, LC-NMR, em “stopped-flow” e LC-MS, foi usada
como instrumento eficaz para a caracterizacdo de impurezas e produtos de
degradacédo da droga. O trabalho basicamente consistiu na identificacdo rapida e
confiavel, com elucidacéo estrutural, de uma impureza desconhecida Al, sem que
houvesse necessidade de extracao e purificacdo. A impureza Al foi formada durante
a preparacao do icofungipen e os autores ndo encontraram relatos na literatura
desse composto.

Os espectros de RMN (*H e DQFCOSY) e LC-MS mostraram que Al
esta estruturalmente relacionada com o icofungipen, conforme pode ser visto na
FIGURA 1.16.
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FIGURA 1.11 — Férmula estrutural do icofungipen (A) e da impureza Al (B).

AKIRA et al. (2010) descreveram a identificacdo espectroscopica,
exclusivamente por LC-NMR nos modos “on-flow” e “stopped-flow”, de um
metabdlito enddgeno urinario, encontrado como principal contribuinte para a
distincdo entre espectros de RMN de urinas de ratos geneticamente hipertensos e
ratos normotensos utilizados como controle. Urina de rato normotenso, de 26
semanas de idade, foi analisada por LC-NMR equipado com uma coluna de fase
reversa de alta retencéo de compostos polares. Os espectros de *H foram obtidos no
modo “on-flow”, e os espectros bidimensionais foram feitos em “stopped-flow”. O
metabdlito desconhecido foi identificado com succinil-taurina. Este metabdlito é
caracteristico dos ratos normotensos, sendo que essa substancia ndo é detectada
na urina de ratos geneticamente hipertensos. Os significados biolégicos e
fisiopatoldgicos da succinil-taurina continuam a ser investigados.

Em se tratando de produtos naturais obtidos a partir de plantas, a
técnica de LC-NMR tem sido também muito utilizada na determinacdo de
substancias inéditas com novos esqueletos e em misturas biologicamente ativas.
Alcaloides e flavondides foram identificados, primordialmente (HANSEN et al., 1999,
QU et al., 2001, LE GALL et al., 2003 e RIJKE et al., 2004).

1.4.3 - “Loop storage mode” LC-NMR

No modo de operacdo denominado “Loop storage mode”, a corrida
cromatografica ndo é interrompida. As fragcdes separadas sdo armazenadas em
“loops” capilares para posterior aquisicdo dos espectros de RMN. Neste modo de
operacdo, o tempo de atraso (t;) também deve ser determinado. Um importante
requisito para o uso dessa modalidade da técnica € que os analitos armazenados,
para posteriores analises, devem ser estaveis durante todo o periodo da aquisi¢éo
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dos espectros. Mas isso é muito dificil de prever se a matriz é desconhecida,
portanto ndo é um método muito recomendado. Apds as analises 0s “loops” podem

ser lavados com um solvente. (ELIPE, 2003).

1.4.4 - “CapLC-NMR”

Um dos desenvolvimentos mais promissores da sonda de RMN, que
garante aumento da sensibilidade, € a introducdo de sistemas miniaturizados de
bobinas solenoidal. Neste caso, uma microssonda solendide, que passa pelo tubo
de amostra, € orientada transversalmente ao campo magnético estatico promovendo
assim, um aumento de varias vezes na sensibilidade de deteccdo. O volume de
deteccdo dessas sondas é da ordem de 1,5 yL, permitindo inclusive a deteccdo de
metabdlitos de baixo peso molecular (KRUCKER et al., 2004).

Neste modo de operacdo, o baixo consumo de solventes na
cromatografia, torna economicamente viavel o uso de solventes deuterados e
elimina a necessidade de supresséo do sinal do solvente no experimento de RMN.
Entretanto, para se tirar maximo proveito das técnicas capilares, a substancia a ser
analisada deve ser soluvel em concentracbes elevadas, e sdo desejaveis fases
estacionarias com capacidade de carga elevada. Portanto, a preparacdo da amostra
e ajuste das condi¢cbes cromatograficas podem ser as partes mais dificeis na analise
(JAYAWICKRAMA e SWEEDLER, 2003).

EXARCHOU et al. (2005) relataram um exemplo de aplicacéo para a
técnica CapLC-NMR ou “microflow” NMR. Os autores utilizaram a técnica na analise
de um extrato de alecrim disponivel comercialmente. A separacdo cromatogréfica foi
feita com um programa de gradiente de eluicdo com acetonitrila/D,O (cada solvente
contendo 0,1% de acido trifluoracético). A separacao cromatografica revelou a
presenca de trés picos principais que, de acordo com seus tempos de retencao,
puderam ser atribuidos ao &cido rosmarinico, acido carnésico e carnosol.
Informac6es adicionais para esses analitos foram obtidas por espectros de *H-NMR.

REHBEIN et al. (2007) fizeram um estudo utilizando técnicas de analise
para o isolamento, separacao e identificacdo estrutural de carotendides essenciais
bioativos bixina, extraidos de semente de urucum. O extrato foi analisado através do
meétodo “on-flow” de CapLC-NMR e LC-MS. Especialmente para os carotenoides,
onde o padrdo de fragmentacdo por espectrometria de massa nao € significativa, a
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técnica hifenada LC-NMR mostrou-se insubstituivel e habil a determinar estrutura de
compostos, mesmo com pequenas concentracdes disponiveis, como € 0 caso
guando se utiliza de fontes naturais. Trabalhando no modo “stopped-flow”, os
autores ainda mostraram a possibilidade de obtencdo de espectros de RMN
multidimensionais, gerando assim mais informacdes e possibilidade de elucidagao

estrutural de componentes totalmente desconhecidos.

1.4.5 - LC-SPE-NMR

Para aumentar a sensibilidade de deteccdo no LC-NMR, mesmo com
pequenos volumes, uma alternativa viavel € concentrar as amostras de interesse
para atingir a maior quantidade possivel do analito. A técnica de extracdo em fase
sélida (SPE) é uma poderosa técnica para uma rapida e reprodutivel preparacdo de
amostras. O acoplamento LC-SPE-NMR proporciona um aumento muito grande de
sensibilidade quando comparado ao acoplamento LC-NMR convencional
(EXARCHOU et al., 2005).

Neste modo de operacao, os picos cromatograficos sdo enviados para
cartuchos individuais de SPE. Nesses cartuchos, os solventes da cromatografia sdo
evaporados com nitrogénio, e posteriormente eluidos com solvente deuterado e
enviados a sonda de cela em fluxo do RMN. A técnica de LC-SPE-NMR permite o
uso de solventes protonados normais na separagdo cromatogréfica, e por isso,
minimiza o custo da analise e também a necessidade de supressdo do sinal do
solvente é drasticamente reduzida.

Cartuchos de poliestireno, divinilbenzeno e C-18 sdo mais comumente
utilizados nessas analises, e CD3;CN, CD3;OD ou CDCIl; sdo normalmente usados
como solventes de eluicdo. Clarkson et al.,, 2007 mostraram que esses materiais
retém uma grande variedade de compostos organicos, permitindo a concentracao
dos mesmos para posterior eluicdo e andlise.

O primeiro relato do uso da técnica de LC-SPE-NMR (EXARCHOU et
al., 2003) descreveu uma analise automatizada de um extrato de orégano grego.
Véarios compostos puderam ser identificados. Os autores concluiram que a técnica
automatizada é muito util para andlise de produtos naturais, pois melhora em muito a

sensibilidade, o que leva uma significativa melhora nos espectros de RMN.
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GODEJOHANN et al. (2004) aplicaram a técnica de LC-SPE-NMR na
elucidacdo estrutural de uma baixa concentracdo de um metabdlito urinério do
paracetamol, um analgésico amplamente conhecido. Os cartuchos de SPE foram
empregados para aumentar a sensibilidade, e assim, adquirir melhores espectros de
RMN guando comparados ao LC-NMR. Foi relatado o uso de acetonitrila deuterada
para a eluicdo do metabdlito do cartucho de SPE para a sonda de cela em fluxo.
Além disso, foi utilizada uma sonda criogénica de RMN com objetivo de aumentar a
sensibilidade do equipamento. A combinacdo dos resultados obtidos por
espectrometria de massas e dos resultados de RMN, conduziram de forma
inequivoca a elucidacédo da estrutura como o metoxi-3-glucoronide paracetamol.

MILIAUSKAS et al. (2006) compararam a aplicacdo de colunas
analiticas e semi-preparativas em fase reversa no sistema LC-SPE-NMR. O objetivo
principal do trabalho foi separar os compostos quimicos, de uma s6 vez, de uma
guantidade maior de amostra, reduzindo assim o tempo necessario para as analises,
dos compostos separados, no RMN. Alguns parametros de separacdo de compostos
e processos de retencdo por SPE foram otimizados: vazao do HPLC, a escolha de
cartuchos de fase estacionéaria e tempo de secagem. A separacao e capacidade de
carga de nove compostos em colunas analiticas e semi-preparativas foram
determinadas, assim como a capacidade de concentracdo de cartuchos SPE tipo
Hysphere™.-resin Strong Hydrophobic, 10 mm x 2 mm, 35 pm, fase estacionaria de
polidivinilbenzeno. Os autores concluiram que colunas semi-preparativas fornecem
resultados melhores que colunas analiticas padréo de 4,6 mm para 0s compostos
nao-polares, mas para 0s compostos polares, nenhuma vantagem foi detectada, ou
era, até mesmo, desvantajoso. Os autores nado verificaram compostos de polaridade
média.

SORENSEN et al. (2007) isolaram e identificaram 2 sesquiterpernos ja
conhecidos e 1 inédito a partir de um cultivo de Penicillium roqueforti utilizando a
técnica LC-MS-SPE/NMR. As estruturas foram completamente elucidadas com base
apenas nos dados de espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear.
Nao foram feitos testes de atividade com nenhum composto isolado, embora os
autores afirmem que as estruturas sejam imunossupressores.

STULTEN et al. (2008) realizaram um estudo com o intuito de
identificar um metabdlito urinario gerado a partir do diclofenaco, um antiinflamatorio.

Amostras de urina de trés pacientes que tinham tomado 50-150 mg de diclorofenaco
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foram coletadas ao longo de 24 h pelo hospital municipal em Dortmund, Alemanha,
para a realizagdo deste trabalho. O 4-hidroxi-diclofenaco foi identificado como um
novo metabolito urinario do diclofenaco, com o uso das técnicas de LC-SPE-NMR e
LC-MS.

SOUZA et al. (2013) aplicaram a técnica de LC-SPE-NMR para
analisar extratos nao tratados de Alternaria alternata. Quatro substancias foram
isoladas e identificadas: Altenisin, Alternariol, 3'-hidroxi-alternatriol e Eter monometil

alternatiol.

1.5 - Aumento da sensibilidade na técnica de resson ancia

magnética nuclear

O aumento na sensibilidade pode ocorrer a partir do aumento da
intensidade do campo magnético (Bo) e da diminuicdo da temperatura através do
uso de criossondas. Campos magnéticos mais intensos tem dado uma importante
contribuicdo na area de LC-NMR nos ultimos anos. A sensibilidade de deteccao da
técnica de RMN é proporcional a intensidade do campo magnético aplicado, portanto
guanto maior o campo magnético aplicado, maior € a sensibilidade da técnica.
Dessa forma, fica claro que o aumento da intensidade do campo magnético aplicado
€ muito importante para analises via LC-NMR. Atualmente, ja se fabricam magnetos
com 23,5 Tesla (1000 MHz para a frequéncia de ressonancia do nucleo de H-1), e
se comparados ao equipamento de 60 MHz (1,4 Tesla) utilizado no primeiro
experimento de LC-NMR, em 1978 (WATANABI e NIKKI, 1978) a sensibilidade é
incrivelmente maior.

Ja se sabe ha muito tempo (STYLES et al.,, 1984) que resfriando a
bobina transmissora e receptora de radiofrequéncia, assim como o0s pre-
amplificadores eletrbnicos, a temperaturas criogénicas, enquanto a amostra €
mantida a temperatura ambiente, o ruido eletrénico termal associado aos estagios
iniciais da deteccdo € virtualmente eliminado. Isso leva a um aumento da relacao
sinal/ruido em um fator de 3-4. A primeira aplicacdo de uma sonda criogénica em
LC-NMR foi reportada em 2003 (SPRAUL et al, 2003) e mostrou que é possivel
combinar as vantagens da sonda criogénica com o modo de operacao “on-flow”.
Além disso, a tecnologia criogénica em combinacédo com a técnica de LC-SPE-NMR,

instrumentacdo mencionada anteriormente, possibilitou pela primeira vez a
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observacdo direta de um espectro de **C de produto natural. O ganho necessério
resultou dessa poderosa combinacao de tecnologias (EXARCHOU et al, 2003).

1.6 - Consideractes

Conforme pbde ser observado nessa revisdo bibliografica, o uso de
técnicas acopladas €, de longe, a mais moderna e poderosa estratégia que se tem
registro atualmente no estudo de misturas complexas, como € o caso de caldos de
fermentacdo de estreptomicetos, contendo metabdlitos de grande importancia
terapéutica e comercial. Hoje, a técnica hifenada LC-NMR esta muito bem
estabelecida, com uma série de modos de operacao disponiveis para resolver uma
grande variedade de problemas analiticos.

Grandes avangos das técnicas hifenadas permitem agora um estudo
muito mais preciso, proporcionando elucidacdes estruturais mais eficientes e
inequivocas, e que contribuem para o desenvolvimento de novas drogas, muitas
delas poderosas no tratamento de uma diversidade muito grande de moléstias. E,
ainda, a pouca quantidade de relatos brasileiros de trabalhos analisando a quimica
de estreptomicetos, revela uma area com possibilidade para pesquisas muito grande
e ainda pouco explorada. Vale ressaltar que ndo foram encontrados estudos na
literatura que aplicaram técnicas hifenadas na caracterizacdo de caldos de
fermentacao gerados por estreptomicetos marinhos ou terrestres.
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2 - Objetivos

Com o crescente numero de publicacdes na area de produtos naturais
de micro-organismos marinhos descrevendo o isolamento de novos metabdlitos
bioativos, muitos dos quais se encontram em fase avancada de testes clinicos, fica
claro a importancia deste tipo de estudo. Diante disso, o objetivo geral do presente
estudo foi elucidar o perfil metabdlito de uma linhagem de bactéria isolada de
sedimento marinho: Streptomyces cebimarensis SS99BA-2 utilizando a ferramenta
analitica acoplada LC-SPE/NMR.

Para isso, foram cumpridos os seguintes objetivos especificos:

e Cultivos do micro-organismo em mesa incubadora rotativa com controle de
agitacdo e temperatura, no Departamento de Engenharia Quimica da
UFSCar.

» Testes de atividade citotoxica e biologicas dos extratos obtidos.

* Analise dos extratos obtidos por LC-SPE/NMR, para a determinacdo das
estruturas do maior nimero possivel de compostos organicos provenientes do

meio de cultivo.
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3 - Materiais e métodos

3.1 — Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste estudo foi a bactéria Streptomyces
cebimarensis SS99BA-2, conservado na forma de células vegetativas em solucdo

crioprotetora de glicerol 10% (v/v) a temperatura de -70°C.

3.2 - Meio de cultura

O meio de cultura utilizado no presente estudo foi descrito por
ROMANO, 2009 como o que favorece o maior crescimento celular da linhagem de
bactéria a ser avaliada. O meio é composto por glicose (4,0 g;L™), extrato de malte
(10,0 g.L ™), extrato de levedura (4,0 g.L™) e pH 7,2.

3.3 - Metodologia experimental — cultivos e tratame  nto do caldo de

fermentacao.

Os cultivos foram realizados no departamento de Engenharia Quimica
(DEQ) da Universidade Federal de Séao Carlos, sob a supervisdo do professor Dr.
Alberto Colli Badino Jr.

Todos os cultivos foram feitos em trés etapas basicas: reativacao,
crescimento e producdo. Primeiramente, suspensdo de células vegetativas da
linhagem de bactéria mantida em criotubo, foi inoculada em dois Erlenmeyers (500
mL de volume util) contendo o 50 mL de meio de reativacdo, em seguida incubados
por 24 horas a 28°C e 250 rpm em mesa incubadora rotativa da New Brunswich
Scientific, Inc., modelo G-25 com controles de temperatura e agitacdo (FIGURA 3.1).
Para garantir uma manipulacdo asséptica do micro-organismo foi utilizado uma
camara asséptica de fluxo laminar da marca VECO, contendo um bico de Bunsen e
lampada germicida UV, em todas as etapas, bem como todos os materiais e meios
de cultura foram autoclavados. ApOs 24 horas de reativacdo do micro-organismo
observou-se visualmente o crescimento das culturas devido a turvacdo e mudanca

de coloracdo do caldo de cultivo além da formac&o de biofilme nas paredes dos
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frascos. Em seguida um dos dois frascos Erlenmeyer foi selecionado, observando-se
aquele em que o micro-organismo tivesse melhor crescimento, comparando-se a

guantidade de biofilme formado e a turvacao do meio visto a olho nu.

FIGURA 3.1 — Cultivo em mesa incubadora rotativa.

O caldo do frasco escolhido foi utilizado como inéculo para quatro
frascos Erlenmeyers de 500 mL de volume, contendo 40 mL de meio de inéculo
cada. Esses frascos foram inoculados com 10 mL (20%) do caldo de cultivo
proveniente do frasco de reativacdo. Na sequéncia, obteve-se um volume final de
meio de inéculo de 200 mL. 20 Erlenmeyers contendo 40 mL de meio de cultura
receberam 10 mL de meio de indculo cada, totalizando um volume final de 1000 mL
de meio de producédo. O cultivo teve duracédo de 72 horas. A FIGURA 3.2 ilustra o
procedimento descrito.

10mL do caldo de cultvo 10mL do caldo de culivo

> >
1 criotubo
35mL
50mL de meio de reativacao 40mL de meio de indculo 40mL de meio de producao
28°C 28°C 20 C
200 rpm 200 rpm 200rpm
2 horas 24 hinras T?hnras

FIGURA 3.2 — Fases do cultivo em mesa incubadora rotativa.
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Depois de 72 horas de cultivo, o caldo resultante foi centrifugado
(10.000 rpm por 20 minutos) para separacao das células. As solu¢des centrifugadas
foram extraidas com acetato de etila e n-butanol, de acordo com o fluxograma
apresentado na FIGURA 3.3, resultando em trés extratos: extrato acetato de etila
(AE), extrato n-butandlico (B) e extrato aquoso (A). Todas as extragbes foram feitas
em triplicatas, combinando-se 100 mL de fase aquosa com 100 mL de fase orgéanica
em um funil de separacao. As fases foram agitadas e colocadas em repouso até que
o equilibrio fosse estabelecido. As fases foram separadas mecanicamente e
coletadas em trés diferentes frascos. Os extratos foram secos em Speed-vac
(Centrivap Concentrator, Labconco Corp.) e foram obtidos 10 mg do extrato AcOEt
(AE), 6 mg do extrato Butandlico (B) e 20 mg do extrato aquoso (A).

Caldo de cultivo centrifugado
pH~ 8,0

Extracdo com AcOEt

Extrato Caldo
AcOEt1 | l

Redugé&o do pH ~ 3,0
Extracdo com AcOEt

| Extrato I

AcOEt 2
| Caldo I
Extrato Extrag&o com
AcOEt (AE) n-Butanol

Extrato
Butandlico (B)

Extrato

Aquoso (A)

FIGURA 3.3 — Fluxograma de extra¢do do caldo de cultivo da bactéria Streptomyces
cebimarensis SS99BA-2.
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3.4 - Equipamento acoplado HPLC-SPE.

O sistema acoplado constitui de um cromatdgrafo Agilent (1200 series)
acoplado a uma unidade Prospekt 2 conforme pode ser visualizado na FIGURA 3.4.
O sistema de HPLC constitui de bomba quaternaria (Agilent Pump Control, Bruker
Daltonik GmbH®, G1311A), degaseificador (G1322A), detector de arranjo de diodos
com comprimento de onda variavel (DAD Diode Array Detector Control, G1315D) e
amostrador automatico (LC Autosampler Control, Bruker Daltonik GmbH®©, G1329A).

FIGURA 3.4 — Sistema HPLC-SPE do laboratério de RMN / Departamento de
guimica — UFSCar.

A unidade Prospekt 2 é constituida por:

« Bomba extra (K120 Knauer Smartline Pump Control 100, Bruker Daltonik
GmbH®, V01.11) (E) (FIGURA 3.5) que diminui a propor¢cao de modificador
organica da fase movel que sai da coluna cromatografica;

* Organizador (C) onde séao alocados os frascos com solventes deuterados e
ndo deuterados usados nos cartuchos de extragédo por fase sélida;



» Unidade trocadora automatica de cartuchos (G) (ACE — Automatic Cartridges
Exchanger — LC-SPE-NMR Interface, Propesket 2, Bruker Biospin GmbH®)

gue transporta automaticamente os cartuchos para a direcao do fluxo da fase

movel contendo os compostos de interesse;

e Unidade de Stopped-Flow (H) (BSFU-HP — Bruker Stopped Flow Unit — High
Performance Bruker Biospin GmbH®) e valvulas VALCO.

A valvula A controla a seringa 1, a qual injeta solvente ndo deuterado

nos cartuchos nas etapas de equilibrio e condicionamento. A valvula B controla a
seringa 2, a qual injeta solvente deuterado nos cartuchos na etapa de eluicdo da
amostra para analises posteriores, que pode ser,
diretamente com o espectrometro de RMN. A area tracejada na FIGURA 3.5 (a)
contém o “ponto de intersecdo”, um ponto fundamental para que a adsorcdo dos

compostos de interesse nos cartuchos ocorra de fato. Esta regido esta ampliada na

FIGURA 3.6.

Valvula
(VALCO) -
Seringa 1 -
Solvente
deuterado
(A)

Valvula
(VALCO) -
Seringa 2 — |
Solvente
normal
(B)

Organizador |
(<)

Valvula de
isolamento
{(VALCO) (D)

(a) Po

nto de Intersecao

FIGURA 3.5 — Viséo da unidade Prospekt 2.
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FIGURA 3.6 — Ponto de Intersecao do fluxo da bomba quaternaria e bomba Knauer.

A FIGURA 3.6 mostra o ponto de intersecao responsavel pela adsorcao
dos compostos nos cartuchos. Enquanto ndo existem fracdes de interesse no fluxo
da fase movel que sai da coluna cromatografica (b), a valvula HPD (High Pressure
Dispenser) (d) direciona o fluxo para o descarte (e). Quando uma fracdo de interesse
surge no cromatograma, a valvula HPD desvia o fluxo na direcdo dos cartuchos de
SPE, ao mesmo tempo em que a bomba Knauer (c) é acionada. Essa bomba
aumenta a quantidade de dgua na fase movel em uma propor¢éo de 3:1, diminuindo
assim a forca de eluicdo e, dessa forma, ao passar pela fase estacionaria dos
cartuchos, o(s) composto(s) de interesse fica(m) retido(s).

O sistema que controla a etapa de extracao por fase solida é a unidade
trocadora automatica de cartuchos (ACE — Automatic Cartridges Exchanger — LC-
SPE-NMR Interface, Propesket 2, Bruker Biospin GmbH®) equipada com duas
linhas de fluxo onde os cartuchos sao posicionados (FIGURA 3.7), um braco
mecanico (Gripper) que transporta os cartuchos das linhas de fluxo para as bandejas
e duas bandejas de cartuchos com diferentes fases estacionarias. Do lado esquerdo
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da FIGURA 3.7, esta a bandeja com cartuchos de fase estacionaria General Phase
(Hysphere™-resin, 10 mm x 2 mm, 10 pm, formato esférico e fase estacionaria de
polidivinibenzeno). A justificativa para uma bandeja completa com noventa e seis
cartuchos da mesma fase estacionaria € baseada nos resultados de CLARKSON et
al., 2007, que mostraram que essa fase polimérica € capaz de reter uma grande
variedade de compostos organicos, cobrindo uma ampla faixa de polaridades. Do
lado direito da FIGURA 3.7 esta a bandeja para desenvolvimento de método. Sdo 8
linhas de cartuchos, recheados com 8 fases estacionarias diferentes, conforme
representado na TABELA 3.1.

TABELA 3.1 — Fases estacionérias disponiveis no cartuchos Hysphere™.

Linha Fase estacionaria

1 | Hysphere™-resin CN-SE, 10 mm x 2 mm, 7 um, fase estacionéria
cianopropil)

2 Hysphere™-resin C2-SE, 10 mm x 2 mm, 7 pm, fase estacionaria
etil)

3 | Hysphere™-resin C8 EC-SE, 10 mm x 2 mm, 10 pm, fase
estacionaria octil end capped)

4 Hysphere™-resin C18 HD, 10 mm x 2 mm, 10 pm, fase estacionaria
octadecil High Density)

5 Hysphere™-resin General Phase, 10 mm x 2 mm, 10 um, fase
estacionaria polidivinibenzeno)

6 Hysphere™-resin Strong Hydrophobic, 10 mm x 2 mm, 35 pm, fase
estacionaria de polidivinilbenzeno)

7 | Hysphere™.-resin mixed mode cation, 10 mm x 2 mm, 10 pm)

Hysphere™-resin mixed mode anion, 10 mm x 2 mm, 10 pum)

Na FIGURA 3.8 é possivel visualizar o momento em que o braco
mecanico (Gripper) vai até a bandeja de cartuchos e retira um deles. Na sequéncia,
o0 braco transporta o cartucho para a linha de fluxo 1, onde havera passagem da fase
movel diluida pela bomba Knauer quando a valvula HPD desvia o fluxo nessa

direcéo.
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Braco mecanico - Gripper

Linha de fluxo 1 Linha de fluxo 2

General Phase

" _Gripper retirando um
(A 'dos cartu_os da bandeja

.~ carticho na linha

.4 tde fluxo:
X >

FIGURA 3.8 — Brago mecéanico em operagao.

O programa Hystar 2.3 foi usado para controlar o sistema acoplado LC-
SPE e o numero de repeticbes para a adsorcdo dos compostos nos cartuchos.
Embora existam seis diferentes formas de desviar o fluxo da fase mével na direcéo
da linha de fluxo que contém o cartucho, todas as analises deste trabalho foram
feitas utilizando uma Unica modalidade conhecida como selecao pela intensidade da
banda (threshold). Nessa forma de operacdo, o sistema direciona o fluxo do
descarte para o cartucho toda vez que a intensidade de absor¢cdo no detector UV-

DAD ultrapassa o valor estipulado pelo operador. Quando a intensidade do sinal
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diminui, o fluxo volta a ser direcionado para o descarte. Uma grande vantagem
desse modo de operacéo se deve ao fato de que mesmo que o tempo de retencao
(tr) varie entre uma corrida cromatografica e outra (considerando que sao realizadas
multiplas injecdes), a regido equivalente ao sinal sempre sera direcionada para o
cartucho. Dessa forma, € possivel verificar que esta técnica é muito pouco produtiva,
mas altamente seletiva, levando a compostos isolados com alto grau de pureza.

A FIGURA 3.9 mostra a interface grafica do software Hystar 2.3
durante a aquisicdo. As regides tracejadas do cromatograma indicam o0 momento em

gue o fluxo foi direcionado para os cartuchos.
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A% Bx C%x D% | Flon |Madni| T [Tof30|[F] ¢ |Clamp L1610 R 169
Time [EIEIEE 50 | 00 (32700 (673 | [3a00 | vl 2004 |Range|190-950nm |Gas | Dry  Blaokek

Vial Pasfion. || Sample Melhod
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FIGURA 3.9 — Interface do Software Hystar 2.3 para controle do sistema acoplado
LC-SPE.

3.5 - Equipamento de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Bruker
Avance lll — 14,1 Tesla (600,23 MHz para frequéncia do hidrogénio) com magneto
blindado (Ultrashield Plus®). O espectrometro é equipado com sonda criogénica TClI

(Triple Resonance Cryoprobe Inverse) de 5 mm, com bobinas de 'H e *C e pré-
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amplificador refrigerados a uma temperatura de aproximadamente 77K. A sonda
possui bobina de gradiente de campo no eixo z (53G/cm) e unidade de ajuste
automatico de sintonia — ATMA® (Automatic Tunning e Matching). O equipamento
ainda possui uma unidade CryoFIT® com cela de deteccdo de 60 pL de volume dtil,
a qual permite o acoplamento direto do sistema CLAE-EFS a sonda de RMN para
que realizagcdo dos experimentos seja feita de maneira totalmente acoplada. Neste
trabalho optou-se por trabalhar de forma isolada, uma vez que se otimiza a utilizacéo
de ambos os equipamentos.

Apbés o processo de adsor¢do dos compostos de interesse, 0s
cartuchos de SPE foram evaporados com nitrogénio gasoso por 30 minutos, e entao
eluidos dos mesmos com solvente deuterado (250 pL) diretamente em tubos de
RMN (Bruker, 3 mm de diametro externo), a 25°C. Para todas as amostras, 0s
primeiros experimentos de RMN obtidos foram: 'H, gCOSY, gHSQC, gHMBC.
Outros experimentos, como por exemplo, RMN de **C e gHMBC 'H-'°N, s6 foram
adquiridos quando a identificacdo ndo era possivel com esse conjunto de espectros.
Todos os espectros foram adquiridos em uma temperatura controlada de 25°C. Os
parametros de aquisicdo de cada um desses experimentos estdo detalhados na
TABELA 3.2.

TABELA 3.2 Parametros de aquisi¢cao dos espectros de RMN

Parametros * 'H gCoOSY gHSQC gHMBC
sequéncia de pulsos Icpnf2 cosygpprgf hsqgcetgp hmbcgplpndgf
TD - TDF2 65.536 4.096 4.096 4.096
TDF1* - 256 256 256
SW - SW2 (ppm) 20,02 20,02 20,02 20,02
SW1*(ppm) - 20,02 238,88 238,82
AQ - AQF2 (s) 2,72 0,17 0,17 0,17
AQF1* (s) - 0,01 0,003 0,004
ns 32 16 32 96
pl 'H (us) 7,00 7,00 7,00 7,00
pl *C* (us) - - 14,00 14,00
di (s) 2,4 1,0 1,0 1,0

A Nomenclatura Bruker. * somente para os experimentos bidimensionais. TDF2 - nimero de pontos do dominio
de tempo direto; TDF1 - nimero de pontos do dominio de tempo indireto; SW2 - janela espectral do dominio
direto; SW1 - janela espectral do dominio indireto; AQ-F2 - tempo de aquisi¢do no dominio direto; AQ-F1 - tempo
de aquisicdo no dominio indireto; ns - nimero de promediacdes; p1 *H - duracéo do pulso de 90° *H; p1 — **C -

duracao do pulso de 90° **C; d1 - tempo de relaxacao.
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O processamento para os espectros de RMN de *H, foi feito aplicando-
se uma transformada de Fourier com 65.536 pontos (Sl), a fase (apk) e a linha de
base (abs) foram corrigidas automaticamente. Para os espectros bidimensionais, 0s
dados foram processados aplicando-se uma transformada de Fourier com 2048
pontos em F2 (SIF2) e 512 em F1 (SIF1), utilizando a fungéo de apodizacdo seno
guadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 3, em ambos os eixos. A fase foi ajustada
manualmente.

Os espectros de 3C {*H} necesséarios foram realizados com a
sequéncia de pulso zgpg30, sem girar a amostra e numa temperatura de 25°C. Os
parametros de aquisicdo foram: numero de pontos do dominio de tempo (TD)
32.768; janela espectral (SW) 240,0 ppm; tempo de aquisicdo (AQ) 0,68 s; nimero
de promediacdes (ns) 1024; duracdo do pulso de 30° (**C) 4,95 us; frequencia
central do pulso (O1P) 100,0 ppm; tempo de relaxacdo (d1) 0,2 s; programa de
desacoplamento (CPDPRG) waltz16; durac&o do pulso de 90° para desacoplamento
90 ps. Na sequéncia, os dados foram processados utilizando uma rotina que o
fabricante denomina c13cryo . Esta rotina contempla a realizacdo da transformada
de Fourier, que foi realizada com 32.768 pontos (Sl), as corre¢cBes automaticas de
fase (apk) e de linha de base (abs). Além dessas corre¢cbes rotineiras o
processamento ainda elimina ruidos eletrénicos tipicos da criossonda, uma vez que
a bobina transmissora e receptora de sinal é sensivel a aplicacdes de pulsos de

mais alta poténcia, como € o caso dos pulsos no carbono-13.

3.6 - Equipamentos de espectometria de massa

Os espectros de massa de baixa resolugcdo foram adquiridos em um
espectrometro de massa com fonte de electrospray e analisador tipo ion trap modelo
Bruker HCT Ultra PTM Discovery EDT II® (Bruker Daltonics, Alemanha). Os
espectros de massa foram registrados pelo software DataAnalysis. Para todos os
casos, 0s parametros de aquisicdo foram: pressao do nebulizador (nebulizer) 15,0
psi, vazdo do gas de secagem (dry gas) 4L/min, temperatura de secagem (dry
temperature) 200°C e amplitude de fragmentacdo (amplitude fragmetation) 2,00 V.
Os espectros de massa de alta resolucdo — High Resolution Mass Spetrometry
(HRMS) foram obtidos em um equipamento LTQ Orbitrap Velos FT-MS (Thermo
Fisher Scientific), equipado com fonte de electrospray (HSEI-II).
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3.7 - Materiais e equipamentos gerais

* Filtro de membrana - (PVDF Membrane Syringe Filter, TEDIA BRAZIL, 25

mm, 0,45 um)

* Solvente acetonitrila — grau HPLC. HPLC/SPECTRO, TEDIA BRAZIL, LOT#
1110358

e« Solvente metanol grau HPLC. HPLC/SPECTRO, TEDIA BRAZIL, LOT#
1110358.

» Acido trifluoracético (TFA). HPLC, TEDIA BRAZIL, LOT# 1011342

e Coluna cromatogréafica - PRONTOSIL EUROBOND C18 (125 x 4,0 mm, 5
pum).

* Metanol deuterado — MeOH-d4, Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (CIL) D,
99,8%, LOT# 10k-076.

» Acetonitrila deuterada — MeCN-d3z, Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (CIL)
D, 99,8%, LOT# 10k-076.

* Dimetil-sulféxido deuterado — DMSO-dg, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
(CIL), LOT# 10k-076.

» Balanca analitica digital Bioprecisa modelo FA-2104N, com precisdo de 0,1

mg.
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RESULTADOS E DISCUSSAO



4 - Resultados e discussao

4.1 - Ensaios de atividade bioldgica e antitumoral

Primeiramente foram avaliadas as atividades biolégicas e antitumorais
dos extratos de acetato de etila (AE), butandlico (B) e aquoso (A) do caldo de
fermentacdo da bactéria de origem marinha Streptomyces cebimarensis SS99BA-2.
Os trés extratos foram testados contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e contra a levedura Candida albicans. Os testes foram feitos no
laboratério de fermentacdo do Departamento de Engenharia Quimica/UFSCar, pelo
aluno de doutorado Luiz Henrique Romano. Os ensaios foram feitos por halos de
inibicdo através da metodologia descrita por LIRAS e MARTIN (2005). Os resultados
obtidos podem ser vistos na TABELA 4.1, e mostram que apenas 0 extrato de
acetato de etila (AE) apresentou atividade biolégica contra E. coli e C. albicans. Essa
atividade observada justificou um estudo detalhado dessa fracdo, pois isso poderia
representar a possibilidade de desenvolvimento de novas drogas no tratamento de
infeccbes por esses micro-organismos. E ainda, a literatura ndo relata descri¢cdes de

compostos com atividade bioldgica produzidos pela bactéria em estudo.

TABELA 4.1 - Resultado dos bioensaios de atividade com os extratos obtidos a partir

do micro-organismo S. cebimarensis SS99BA-2.

Extrato S.aureus E.coli C.albicans
Aquoso (A) - - -
Acetato de Etila (AE) - + +
Butanolico (B) - - -

Na sequéncia, foi avaliado o potencial antitumoral desses mesmos
extratos obtidos, uma vez que micro-organismos marinhos produzem
frequentemente compostos com potencial citotoxico elevado. Os ensaios foram
feitos no laboratério de Oncologia Experimental da Faculdade de Medicina/UFC,
pelo aluno de doutorado Felipe Augusto Rocha Rodrigues, sob a supervisdo da
profa. Dra. Claudia do O Pessoa. Foram feitos testes de atividade com as linhagens
de células tumorais SF-295 (sistema nervoso central) e HCT-8 (c6lon humano),

utilizando a metodologia descrita por SKEHAN et al. (1990). A TABELA 4.2 mostra
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os resultados obtidos e mostra que o extrato butandlico se destaca por apresentar
uma elevada atividade citotéxica especifica contra a linhagem SF-295. Isso justifica
um estudo detalhado desse extrato em particular, uma vez que nenhum composto

com atividade antitumoral foi relatado para essa espécie de estreptomiceto marinho.

TABELA 4.2 — Ensaios de atividade citotéxica com os extratos obtidos a partir do
micro-organismo S. cebimarensis SS99BA-2.

Extrato SF-295-GI% ! S.D? HCT-8-GI%' S.D.?
Aquoso (A) 40,79 2,18 24,72 5,19
Acetato de Etila (AE) 47,67 6,39 23,54 5,64
Butandlico (B) 100,98 1,02 25,80 8,24

! Grau de inibigéo ? Desvio padréo

4.2 - Andlise do extrato de acetato de etila

Aproximadamente 3 mg do extrato seco de acetato de etila foram
dissolvidos em 1,5 mL de uma mistura 1/1 de agua mili-Q/metanol. A solucéo foi
submetida a filtracdo por filtro de membrana (PVDF) e encaminhada a analise por
HPLC.

Inicialmente, a amostra foi submetida a uma analise exploratdria do
perfil cromatografico com base nos fatores de retencéo (k) dos compostos presentes
no extrato. O cromatograma representado na FIGURA 4.1, realizado a um fluxo de
1,0 mL/min e volume de injecdo de 20 pL, foi inicialmente monitorado com o
comprimento de onda de 254 nm, utilizando o eluente A (H,O mili Q) e eluente B
(Acetonitrila). Apos a eluicdo cromatografica foi realizada a limpeza da coluna com
100 % de B por 5 minutos, acompanhado por retorno do gradiente em 5 minutos
(100-5% de B). A coluna foi condicionada por 5 minutos, totalizando assim 65

minutos para essa analise.
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FIGURA 4.1 — Cromatograma (A254) do extrato acetato de etila (EA) do caldo de
fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Eluente A (H,O mili Q) e
eluente B (Acetonitrila). Elui¢cdo isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de
A), eluicdo gradiente 5-100% de B durante 45 minutos.

Analisando a FIGURA 4.1 é possivel verificar a presenca de bandas
estreitas no comecgo do cromatograma e algumas bandas alargadas entre 2 e 15
minutos. Primeiramente, optou-se por utilizar o solvente organico metanol e o
mesmo gradiente de eluicdo utilizado anteriormente com o objetivo de alterar a
seletividade da separacdo cromatografica, uma vez que acetonitrila € um solvente
em que as interacbes dipolo-dipolo predominam no processo de solvatacéo,
enquanto metanol, a solvatacéo ocorre preferencialmente por interagdes acido-base
de Lewis. O cromatograma resultante dessa modificagdo ndo mostrou qualquer
melhora na seletividade.

Através da andlise dos cromatogramas obtidos verifica-se que as
bandas se apresentam alargadas sugerindo uma possivel ionizagdo ndo suprimida.
Com base nisso, optou-se por adicionar 0,05 % de acido trifluoracético (TFA) em

cada um dos eluentes originado as seguintes fases moveis: Eluente A (H,O mili-Q,
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0,05% de TFA) e eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). O gradiente utilizado foi o
mesmo utilizado no método anterior. Os resultados dessa modificacdo podem ser
vistos na FIGURA 4.2.
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FIGURA 4.2 — Cromatograma (A254) do extrato acetato de etila (EA) do caldo de
fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Eluente A (H2O mili-Q, 0,05%

de TFA) e eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 5 minutos
iniciais (5% de B / 95% de A), eluicdo gradiente 5-100% de B durante 45 minutos.

Através da analise da FIGURA 4.2, é possivel notar a presenca de
bandas cromatograficas com resolucdo de linha de base em diversas partes do
cromatograma. Através da analise de DAD-2D foi possivel concluir sobre qual
comprimento de onda é o mais adequado para as analises seguintes. A FIGURA 4.3
mostra o grafico de DAD-2D. E possivel verificar também a presenca de outras
bandas de absorcdo nessa mesma figura evidenciando a presenca de compostos

com alta e média polaridade. Optou-se entdo por seccionar o cromatograma em

a7



duas partes, analisando entdo separadamente os compostos com fatores de
retencdo (k) menores e fatores de retencao (k) medios.

is

-]

s ma 125 %0 20 2258 275 T e fmn]
FIGURA 4.3 — Gréafico de DAD-2D para o cromatograma do extrato acetato de etila
(EA) do caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Modificador
organico = Metanol, 0,05% de TFA.

Primeiramente foram analisadas as substéncias com fatores de
retencdo (k) menores. A otimizacgdo do meétodo cromatografico para esses
compostos levou a obtencdo do cromatograma representado na FIGURA 4.4,
realizado a partir do seguinte método: volume de injecdo 20 pL, fluxo 1,0 mL/min,
comprimento de onda monitorado 200 nm, eluente A (H,O mili-Q, 0,05% de TFA) e
eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluic&o isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de
B / 95% de A), eluicdo gradiente 5-30 % de B durante 25 minutos. Apos a eluigdo
cromatografica foi realizada a limpeza da coluna com 100 % de B por 5 minutos
acompanhados por retorno do gradiente em 5 minutos (100-5% de B). A coluna foi
condicionada por 5 minutos, totalizando 45 minutos por analise. Pela FIGURA 4.5
pode-se identificar pelo menos sete bandas cromatograficas com resolucdo e
intensidade de absorc¢édo suficientes para tentativa de adsor¢éo por SPE utilizando o
modo de operagdo Threshold descrito anteriormente. Essas bandas cromatograficas
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sao: AE1 (tr=9,77 min), AE2 (tr=10,20 min), AE3 (tr=15,61 min), AE4 (tr=17,72 min),
AES5 (tr=18,35 min), AE6 (tr=25,24 min) e AE7 (tr=27,02 min).

Intens.
[mAUH

15.61min

9.77min

10.20min

0 I3 10 15 20 75 0 E3 0 5 Time [min]
FIGURA 4.4 — Cromatograma otimizado (A200) do extrato acetato de etila (EA) do

caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2, compostos com

menores fatores de retencao (k). Modificador organico = Metanol, 0,05% de TFA.

Primeiro tentou-se adsorver essas fracbes em cartuchos de fase
estacionaria General Phase (Hysphere ™-resin) durante 30 corridas cromatograficas
consecutivas gerando as amostras AE1GP, AE2GP, AE3GP, AE4GP, AE5GP,
AE6GP e AE7GP. As sete amostras foram encaminhadas para analise por RMN,
mas n&o houve retengdo dos compostos em nenhuma das sete amostras
analisadas. Na sequéncia trocou-se a fase estacionaria dos cartuchos utilizados
para Hysphere™-resin C18 HD na tentativa de alcancar alguma retencdo dessas
fragcbes. Foram entdo geradas as amostras AE1C18, AE2C18, AE3C18, AE4C18,
AE5C18, AE6C18 e AE7C18. Novamente n&o houve retengcdo em nenhum dos
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casos. Para exemplificar, a FIGURA 4.5 mostra os espectros de RMN de 'H para
essas sete amostras. Os sinais observados sédo de baixa intensidade e relativos as
impurezas provenientes por vezes dos cartuchos, mas em sua maior parte de

eppendorfs e solventes deuterados.
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FIGURA 4.5 — Espectros de RMN de *H para as fragdes AE1C18, AE2C18, AE3C18,
AE4C18, AE5C18, AE6C18 e AE7C18. ns = 32.

A préxima fase estacionaria utilizada foi a Hysphere™-resin Strong
Hydrophobic (SH) e as amostras AE1SH, AE2SH, AE3SH, AE4SH, AE5SH, AE6SH
e AE7SH foram encaminhadas para analise por RMN. Das sete amostras
analisadas, apenas as fragcbes AE5SH e AEG6SH ndo apresentaram retencdo
alguma, indicando que esta ainda ndo € a fase estacionaria ideal para retencdo
desses analitos. As outras amostras apresentaram espectros com uma boa razao
sina/ruido, indicando a retencédo eficiente dos compostos do extrato de acetato de
etila e mostraram que a elucidacdo estrutural era possivel. De posse dos dados
espectroscopicos de RMN, apresentados na TABELA 4.3, foram identificados cinco
compostos: maltol, 5-hidroxi-maltol, acido 4-hidréxi benzoico, N-acetiltiramina e
MOPS.
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TABELA 4.3 — Dados espectroscépicos para 0s compostos majoritarios das fracdes

AE1SH, AE2SH, AE3SH, AE4SH e AE7SH.
Dados de RMN

Fracéo Estrutura no. Oc* Oy, mult. (J em Hz)
AE1SH @) 2 152,0
I 2' 13,4 2,34, s
° OH 3 1445
. 4 175,0
s O 2 5 113,9 6,37, d (5,54)
6 155,9 7,92, d (5,54)
Maltol — 200 pg em 250 pL de
MeOH-d,
AE2SH o) 2 153,2
HO OH 2 15,8 2,31, s
3 144,4
4 171,8
o 02 5 146,5
6 141,3 7,84,s
5-hidréxi-maltol — 100 pg em
250 pL de MeOH-d,
AE3SH O.__OH 1 1715
~ 1 124,3
L 2 132,5 7,87, m
3 1154 6,80, m
4 163,6
4
OH
Acido 4-hidroxi-benzoico  — 300
pug em 250 uL de MeOH-d,
AE4SH H 1 23,1 1,89, s
5 2 174,2
@NNY 4 436  3,29-3,33,m
” 0O 5 37,3 2,67,t(7,3)
HO 5 1 1319
2' 131,6 7,01-7,02, m
N-acetiltiramina — 300 pg em 3 117,6 6,69-6,70, m
250 pL de MeOH-d, 4 157,9
AE7SH SOgH -SOzH 9,9-10,2, 12
3 KY 1 49,4 2,65, 1 (6,8)
N 2 19,8 1,99, q (6,8)
v 3 56,6 3,14-3,29, m
[ j 5 la 51,5 2,92-3,08, m
@) 1'b 51,5 3,38-3,55, m
2'a 64,0 3,50-3,65, m
MOPS — 300 pg em 250 pL de 2'b 64,0 3,90-4,05,m
Me,SO-dg

* obtidos através dos dados de gHSQC e gHMBC. @ = largo.
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Os dados de RMN coletados sugerem que 0 composto presente em
maior quantidade na fragdo AE1SH é o maltol (3-hidroxi-2-metil-4-pirona), um
composto organico natural amplamente utilizado como aromatizante e edulcorante
alimenticio. Ja foi descrito anteriormente como metabdlito de micro-organismo
(CUNNIGHAM e PICKARD, 1985), apresenta diversos tipos de atividade antifingica
e recentemente foi isolado das partes aéreas de Abies pindrow (SAMEJO et al.,
2009). Enquanto o composto presente em maior quantidade na fracdo AE2SH € o 5-
hidroxi-maltol  (3,5-dihidréxi-2-metil-4-pirona). Essa substéncia tem atividade
antifingica (KOSUGE et al., 1983, ANDERSON et al., 1988) comprovada contra
Pythium debaryanum, um patdégeno vegetal. Ja foi isolado de cultivos da bactéria
Acetobacter cerinus var. ammoniacus (SUZUKI e KINOSHITA, 1961) e do fungo
Penicillium echinulatum (ANDERSON et al., 1988). Este € o primeiro relato de
producdo de maltol e 5-hidroxi-maltol por estreptomiceto.

Apods andlise dos dados espectroscopicos coletados, pode-se concluir
gue o0 composto presente em maior quantidade na fracdo AE3SH é o acido 4-hidroxi-
benzdico. Esse composto organico € muito utilizado em industrias quimicas e
eletrdnicas, na producdo de polimeros do tipo cristal liquido. Os ésteres correlatos,
chamados de parabenos, tém sido utilizados como conservantes na industria de
alimentos e cosméticos. J& foi isolado de cultivos de bactérias marinhas Strain A4B-
17, muitas outras do género Microbulbifer, (PENG et al., 2006) e em cultivos de
esponjas marinhas (ZHANG et al., 2012). Nao foram encontrados relatos de
producdo dessa substancia por estreptomicetos.

A fragdo AE4SH é composto majoritariamento por N-acetiltiramina (N-
[2-(4-hidroxifenil)etillacetamida). Trata-se de um composto organico natural com
atividade antibiotica, biosinteticamente formado por descarboxilagdo da L-tirosina
seguida de acetilacdo. Foi isolada primeiramente a partir de um cultivo de fungo
marinho Fusarium sp., € na sequéncia outros pesquisadores a identificaram em
cultivos das bactérias marinhas Streptomyces acrymicini (HERNANDEZ et al., 2004),
Streptomyces griseus, e Streptomyces KMM 7210 (SOBOLEVSKAYA et al., 2007).
Ainda ndo havia sido descrita a producdo dessa substancia por Streptomyces
cebimarencis.

O conjunto de dados de RMN levou a identificacdo da substancia
presente em maior quantidade na fragdo AE7SH como acido 3-(N-morfolino)-

propanossulfénico (MOPS). MOPS é um composto organico sintético, muito utilizado
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em caldos de fermentagdo para controle de pH. E conhecido como “tamp&o
bioldgico”, e bastante utilizado nas analises realizadas pelo grupo de pesquisa do
laboratorio de fermentacdo do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar.
Uma vez que este ndo é um dos componentes adicionados ao meio de cultura
realizado neste trabalho, suspeita-se que algum frasco de reagente estivesse
contaminado com a substancia encontrada na fragdo AE7SH. Para fins
comparativos, o MOPS comercial (475922 MOPS, Free Acid, Molecular Biology
Grade) foi analisado por RMN e os mesmos sinais foram verificados. Os dados
espectroscopicos estao dispostos na TABELA 4.3.

Posteriormente, foi realizada uma otimizagdo para a separagao
cromatografica dos compostos com fatores de retencédo (k) média no extrato de
acetato de etila (EA). A otimizacdo do método cromatografico para esses compostos
levou ao cromatograma representado na FIGURA 6, realizado a partir do seguinte
método: volume de injecdo 20 pL, fluxo 1,0 mL/min, comprimento de onda
monitorado 300 nm, eluente A (H,O mili-Q, 0,05% de TFA) e eluente B (Metanol,
0,05% de TFA). Apos a eluicdo cromatografica foi realizada a limpeza da coluna com
100 % de B por 5 minutos acompanhado por retorno do gradiente em 5 minutos
(100-5% de B). A coluna foi condicionada por 5 minutos, totalizando 45 minutos por
analise. Pela FIGURA 4.6 podem-se identificar pelo menos seis bandas
cromatograficas com resolucéo e intensidade de absorcéo suficientes para tentativa
de adsorcdo por SPE utilizando o modo de operacdo Threshold descrito
anteriormente. Foram feitas 30 corridas cromatogréaficas consecutivas na tentativa
de adsorver 0s compostos presentes em maior quantidade nas bandas
cromatograficas AE8 (tr=18,2 min), AE9 (tr=21,6 min), AE10 (tr=27,1 min), AE11
(tr=28,5 min), AE12 (tr=29,9 min) e AE13 (tr=31,5 min). As fracdes foram adsorvidas

em cartuchos de fase estacionaria General Phase (Hysphere™-resin).
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FIGURA 4.6 - Cromatograma otimizado (A300) do extrato acetato de etila (EA) do
caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2, compostos com
fatores de retencdo (k) médio. Eluente A (H,O mili-Q, 0,05% de TFA) e eluente B
(Metanol, 0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 5 minutos inicias (20% de B / 70%
de A), eluigao gradiente 20 — 70% de B durante 40 minutos.

Na sequéncia, serdo descritas as elucidacbes estruturais dos
compostos presentes em maior quantidade nas fracoes AE10GP, AE11GP, AE12GP
e AE13GP (area tracejada em vermelho na FIGURA 4.31), e entdo, as elucidacdes
estruturais dos compostos presentes em maior quantidade nas fracbes AES8GP e
AE9GP (area tracejada em azul na FIGURA 4.31).

4.2.6 - Fracdo AE10GP

A fracdo identificada como fracdo AE10GP foi eluida do cartucho e
analisada por RMN e espectrometria de massa (MS). A andlise por MS foi feita
utilizando um probe de electrospray, no modo positivo de ioniza¢do (FIGURA 4.7), e
apresentou o pico [M+H]" m/z 239,2, equivalente a molécula protonada. Os dados
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obtidos por espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS) indicaram a formula
molecular C;;H1404N, (FIGURA 4.8), com um indice de deficiéncia de hidrogénio
igual a seis (6), relativo a duas ligacdes duplas carbono-nitrogénio, 2 ligacdes duplas

carbono-carbono, uma ligacdo dupla carbono-oxigénio e um ciclo.

Intens. +MS, 0.0-2.0min #(3-164)
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FIGURA 4.7 - Espectro de massa (Full scan) via Electrospray modo positivo para
fracdo AE10GP.
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FIGURA 4.8 - HRMS, modo negativo de ionizagéo ESI- Fracdo AE10GP.

Um espectro de RMN de *H foi obtido utilizando a sequéncia de pulso
lclpnf2 (dupla pré-saturacdo). Na FIGURA 4.9 é possivel visualizar esse espectro.
Os resultados mostram dois dupletos na regido de aromaticos e olefinicos, sendo
um em 8y 7,67 (H7, 1H, 3J47.4s = 15,80 Hz) e outro em 8y 6,72 (H8, 1H, 3Jug.7 =
15,80 Hz). Essa constante de acoplamento indica a presenca de um sistema de
ligacdo dupla dissubstituida de configurag&o trans. E possivel visualizar também um
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simpleto em &y 4,64 (H6’, 2H). Essa regido indica possibilidade desses hidrogénios
estarem préximos a um elemento eletronegativo, como por exemplo, oxigénio, e
também a sistemas aromaticos. Na regido alifatica, um hepteto em &y 3,39 (H10, 1H,
3Jh10-H11.12 = 7,0 HZ) e em &y 1,24, um dupleto (H11 e H12, 6H, Jn11 12110 = 7,0 Hz).
De acordo com esses dados, é possivel concluir que um grupo isoproprila faz parte

da estrutura molecular.
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FIGURA 4.9 — Espectro de RMN de 'H da fracdo AE10GP, 500 pug em 250 pL de
MeOH-d,).

A confirmacgéo dessas suposicdes foi realizada através da analise do
mapa de contorno gCOSY. Esse experimento foi realizado utilizando a sequéncia de
pulso cosygpprgf. A FIGURA 4.10 mostra esse espectro, onde é possivel verificar a
correlacao entre os hidrogénios oy 7,67 (H7) e o4 6,72 (H8) e os hidrogénios &4 3,39
(H10) e d 1,24 (H11 e H12).

56



80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm
FIGURA 4.10 — Mapa de contorno gCOSY da fracdo AE10GP.

Os valores dos deslocamentos dos carbonos ligados diretamente a
hidrogénios, foram atribuidos a partir do experimento de gHSQC — sequéncia de
pulso hsqcetgp (FIGURA 4.12), sendo eles os carbonos em &¢ 138,7 (C7), ligado ao
hidrogénio &y 7,67 (H7); d&¢c 119,1 (C8), ligado ao hidrogénio &y 6,72 (H8)
confirmando a presenca de uma ligacao dupla trans; d¢c 57,7 ppm (C6’) ligado aos
hidrogénios &y 4,64 (H6") confirmando a presenca de um grupo carbindlico, 6¢c 31,4
(C10) ligado ao hidrogénio &y 3,39 (H10) e 6¢ 20,4 ppm (C11, C12) ligado aos
hidrogénios &4 1,24 (H11, H12), confirmando a presenca do grupamento isopropila
(FIGURA 4.11).
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FIGURA 4.11 — Subestruturas identificadas com os dados apresentados até o
momento. Os valores em vermelho sdo os deslocamentos quimicos (em ppm) de
RMN de 'H e em azul, RMN de *C.
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FIGURA 4.12 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE10GP.

A FIGURA 4.13 mostra 0 mapa de contorno gHMBC- sequéncia de pulso
hmbcgplpndgf obtido para a fracdo AE10GP.
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FIGURA 4.13 — Mapa de contorno gHMBC da fragcdo AE10GP.

Os hidrogénios em &y 1,24 (H11, 12) apresentaram correlacdo com 0s
carbonos em &¢ 31,4 (C10) relativo ao carbono metinico do grupo isopropila, e d¢
163,8 (C3), atribuido & um carbono sp? ndo conectado & hidrogénio. O hidrogénio
em Oy 3,39 (H10) apresentou correlagdo com os carbonos 6¢ 20,4 (C11, 12), &¢
157,2 (C2), atribuido a uma carbonila e 8¢ 163,8 (C3) fechando a subestrutura A,
conforme pode ser observado na FIGURA 4.14. Os hidrogénios oy 4,64 (H6)
apresentaram correlagcbes com os carbonos em &¢ 126,4 (C5), atribuido a um
carbono sp? ndo conectado a hidrogénio, 3¢ 138,8 (C6), atribuido & um carbono sp?
nao conectado a hidrogénio, &c 157,2 (C2) e ¢ 163,8 (C3). O hidrogénio em &4 6,72
(H8) apresentou correlagbes com os carbonos em d¢ 126,4 (C5), d¢ 138,8 (C6) e dc
170,8 (C9), atribuido a uma carboxila. Por fim, o hidrogénio em &y 7,67 (H7)
apresentou correlacdo com os carbonos &¢ 119,1 (C8), &¢ 126,4 (C5), d¢ 138,8 (C6),

Oc 163,8 (C3) e &¢ 170,8 (C9) fechando a subestrutura B (FIGURA 4.14).
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Subestrutura A Subestrutura B

FIGURA 4.14 — Subestruturas identificadas a partir das analises do espectro de
gHMBC.

Posteriormente foi realizado um espectro de RMN de **C, uma vez que
a baixa resolucdo na dimenséo F2 no espectro de gHMBC nao permitiu identificar
precisamente os carbonos sp? com deslocamentos quimicos em aproximadamente
Oc 138 ppm. O experimento foi realizado utilizando a sequéncia de pulso zgpg30. O
resultado pode ser visualizado na FIGURA 4.15. O espectro indicou a presenca de
11 atomos de carbonos, sendo 4 sp*, 3 referentes ao grupamento isopropila e 1
ligado diretamente a oxigénio, 2 olefinicos referentes a ligagdo dupla trans, e 5
carbonos sp? ndo conectados a hidrogénio.
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FIGURA 4.15 — Espectro de RMN de *C da fracdo AE10GP. ns= 92K, td= 32K, sw=
238,8 ppm, ag=0,45 s e d1=0,20 s.

De acordo com a andlise por espectrometria de massa de alta
resolucao, a formula molecular é C;;H;404N>. Uma proposta plausivel para todos os
dados experimentais apresentados seria consistente com um sistema pirazina. A
presenca dos dois &tomos de nitrogénio foi confirmada por RMN de nitrogénio-15
através de um espectro de HMBC *H-"N (FIGURA 4.16) que mostrou a presenca de
dois nitrogénios na molécula com deslocamento quimico de &y 357,9 (N1) e &y 373,1
(N2), consistentes com nitrogénios pertencentes a sistema pirazina (LEVY e
LICHTER, 1979). O hidrogénio em &y 4,64 (H6") apresentou correlagdo com o
primeiro e os hidrogénios em &y 3,39 (H10) e &y 7,67 (H7) apresentaram correlacao
com o segundo (FIGURA 4.42). O deslocamento quimico de nitrogénio-15 foi

calibrado com referéncia externa utilizando nitro-metano (CH3NOy).
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FIGURA 4.16 — Mapa de contorno HMBC *H-°N da fracdo AE10GP.
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FIGURA 4.17 — Correlacdes HMBC *H-'°N observadas.
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Dessa forma conclui-se que o composto presente em maior quantidade

na fracdo AE10GP tem sua férmula estrutural consistente com um sistema pirazin-

2(1H)-ona 3,5,6 trissubstituido (FIGURA 4.18). Essa proposta € a que melhor

corresponde a todos os dados experimentais obtidos. Trata-se de uma substancia

inédita na area de produtos naturais, sendo o terceiro relato de pirazin-2(1H)-ona

62



3,5,6-trissubstituida natural. Todas essas

informagdes experimentais foram

colocadas em conjunto em uma mesma tabela (TABELA 4.4) para facilitar a

visualizacao das informacoes.

10

FIGURA 4.18 — Formula estrutural do composto presente em maior quantidade na

fracdo AE10GP.

TABELA 4.4 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracéo
AE10GP (**C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 500 pg em 250 pL de MeOH-d.).

no. oc oy, mult. JemHz) COSY HMBC
2 157,2
3 163,8
5 126,4
6 138,8
6’ 57,7 4,64, s 2,3,5,6,7
7 138,7 7,67, d (15,8) 8 3,5,6,8,9
8 119,1 6,72, d (15,8) 7 56,7,9
9 170,8
10 31,4 3,39, h (7,0) 11,12 2,3,11,12
11,12 20,4 1,24, d (7,0) 10 3,10

Tendo sido proposta, por RMN, uma possivel estrutura inédita para o

composto dessa fracdo, o perfil de fragmentacdo do espectro de massa (FIGURA

4.19) foi analisado. O pico mais intenso foi o de razdo massal/carga m/z 221,2,

atribuido a perda da hidroxila da carboxila, uma vez que essa fragmentacdo gera um

ion acilio estabilizado por ressonancia. O pico m/z 203,2 equivale a uma perda de

uma molécula de agua a partir do ion acilio. O pico m/z 193,2 equivale a uma
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unidade de diéxido de carbono (CO,) equivalente a perda do grupo carboxila da

estrutura.

Intens. | +MS2(239.0), 0.1-1.0min #(5-39)
x104

221.2

1932

2_
151.2 1752 203
1 1332 165.2 M-Z h
04 e | A‘,Lh | A : | : | : | | 4
160 180 200

140

|
220 240 m/z

FIGURA 4.19 — Espectro de fragmentac&o do ion [M+H]* m/z 239,2 em MS?,

Na sequéncia, foi feita a fragmentacao do fon acilio m/z 221,2 em MS?,
gue originou os seguintes ions-filhos: m/z 203,2, 193,2, 175,2, 160,2, 151,2 e 132,4,

conforme esta apresentado na FIGURA 4.20.

Intens. +MS3(239.0->221.0), 0.1-1.6min #(5-47)
800
] 203.2
175.2
600
151.2 1982
4001 :
200 132.4 160.2 2212
] “ ¢
04 A : k - : JI\ Ao : : 1 : : |l .
120 140 160 180 200 220 miz

FIGURA 4.20 - Fragmentacdo em MS® do fon m/z 221,2.

Uma anadlise desse perfil mostra que esses picos devem ser gerados
pela perda de monoxido de carbono (CO), do grupamento isopropila e de uma
molécula de agua (H;0). Os picos seriam gerados de acordo com a ordem de saida
desses grupamentos. Quando o ion acilio (m/z 221,2) perde, nesta sequéncia, uma
unidade de mondxido de carbono, o grupo isopropila e uma molécula de agua, gera
os ions m/z 193,2, 151,2 e 132,4. Quando o ion acilio perde, nesta sequéncia, uma

unidade de agua, o grupo isopropila e uma unidade de monoxido de carbono, gera
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os ions m/z 203,2, 160,2 e 132,4. Os outros picos seriam todos variacfes dessa

mesma proposta.

4.2.7 - Fracdo AE11GP

A fracdo identificada como AE11GP foi eluida do cartucho e analisada
por RMN e espectrometria de massa (MS) (FIGURA 4.21 [A]) e espectrometria de
massa de alta resolucdo (FIGURA 4.21 [B]). A analise por MS apresentou 0 pico
[M+H]" m/z 209,2, equivalente & molécula protonada. Essa relagdo massa/carga

indicou a formula molecular C1gH1203N>.

Intens. | +MS, 0.0-2.1min #(2-174)
x106 |
] A 209.2
34
24
] 231.2
14
] 102.4 [ 309.3
0 [l ) N il " e
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 m/iz

207.07800
R=185401
Ci10H11 O3 N2

100+ 2.35370 ppm
957
907 B
854
807
754
704
657
s E
S 557
g >
3 3
< 509
3 ]
R
g 45
] 3
& 403
354
304
257
3 208.08122
205 R=186304
153 Co13CH11 O3N2
3 1.69263 ppm
107
53
0! L e o i N A B e s e e R s e A St
206.5 207.0 207.5 208.0 208.5 209.0 209.5

FIGURA 4.21 — (A) Espectro de Massas (Full scan) via Electrospray modo positivo
(B) HRMS, modo negativo de ionizacédo ESI- Fracdo AE11GP
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Na sequéncia foi obtido um espectro de *H, utilizando a sequéncia de
pulso Iclpnf2 (dupla pré-saturacdo). Na FIGURA 4.22 é possivel visualizar o
espectro obtido. Os resultados mostram dois dupletos na regido de aromaticos e
olefinicos, sendo um em &y 7,38 (H7, 1H, 3Ju7.ug = 15,29 Hz) e outro em dy 6,66 (H8,
1H, 3Jugr7 = 15,29 Hz). Essa constante de acoplamento indica a presenca do
mesmo sistema de ligacdo dupla trans, verificado no composto eluido fracao
AE10GP. Ainda nessa regido, agora € possivel verificar a presenca de um simpleto
em oy 7,38 (H6, 1H) que indica a possibilidade desse hidrogénio estar conectado a
um sistema aromatico. Na regido alifatica, um hepteto em &y 3,40 (H10, 1H, 3Ju10.
h1112= 7 Hz) e em & 1,24, um dupleto (H11 e H12, 6H, 341112410 = 7 HZ). De acordo
com esses dados, é possivel concluir que o grupo isoproprila verificado na estrutura
anterior, também esta presente nesta molécula. A multiplicidade desses sinais pode
ser melhor visualizada nas expansdes apresentadas na parte superior da FIGURA
4.49. A confirmacéo dessas suposic¢des foi realizada através da analise do espectro
de gCOSY. Nesse espectro foi possivel verificar a correlacéo entre os hidrogénios &y
7,38 (H6) e &4 6,66 (H8) e os hidrogénios &y 3,40 (H10) e &4 1,24 (H11, 12).

7.398
7.382
7.373

<

_—~6.673

T~6.648
3.402
1.252
1.241

<

H6 H7

H Lo ‘ [H .|‘ N

T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 .0 25 20 15 ppm

35 3
- 5 5
FIGURA 4.22 — Espectro de RMN de 'H da fracdo AE11GP, 300 pg em 250 pL de
MeOH-d,).
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O espectro de RMN de *3C foi obtido utilizando a sequéncia de pulso
zgpg30. O resultado pode ser visualizado na FIGURA 4.23. Foi verificada a
presenca de 10 &tomos de carbonos, sendo 3 sp?, 2 olefinicos referentes a ligacdo
dupla trans, e 5 carbonos sp? ndo conectados & hidrogénio.

—170.87
—165.91
—157.10
——141.58
——130.34
—127.77
——118.52
—31.72

——20.38

C11,

c8 c10

Cc7 C6

C5

C9

C3
Cc2

o o

T T T T T T T T

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

FIGURA 4.23 — Espectro de RMN de *°C da fracdo AE11GP. ns= 92K, td= 32K, sw=
238,8 ppm, ag=0,45 s e d1=0,20 s.

Os valores dos deslocamentos dos carbonos ligados diretamente a
hidrogénios, foram atribuidos de acordo com o experimento de gHSQC (FIGURA
4.24), sendo eles os carbonos em &¢ 141,5 (C7) ligado ao hidrogénio oy 7,38 (H7);
Oc 118,5 (C8), ligado ao hidrogénio &y 6,66 (H8); d¢c 127,7 (C6) ligado ao hidrogénio
Oy 7,38 (H6); &¢ 31,7 (C10), ligado ao hidrogénio &4 3,40 (H10) e &¢ 20,3 (C11, 12)
ligado aos hidrogénio oy 1,24 (H11, 12).
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FIGURA 4.24 — Mapa de contorno gHSQC para o pico AE11GP.

No experimento de gHMBC (FIGURA 4.25), os hidrogénios em &y 1,24
ppm (H11, 12) apresentaram correlagcdo com os carbonos em d¢ 31,7 (C10) e &c¢
165,9 (C3). O hidrogénio em dy 3,40 (H10) apresentou correlagdo com os carbonos
em &¢ 20,3 (C11, 12), 6¢ 157,1 (C2) e &¢ 165,9 (C3). O hidrogénio & 6,66 ppm (H8)
apresentou correlacbes com os carbonos &¢ 130,3 ppm (C5), &6¢c 141,5 ppm (C7) e
Oc 170,8 ppm (C9). O hidrogénio em dy 7,38 (H7) apresentou correlagdo com 0s
carbonos &¢ 118,5 (C8), d¢ 127,7 (C6), d¢c 130,3 (C5) e d¢c 170,8 (C9). Por fim, o
hidrogénio &4 7,38 (H6) apresentou correlagdes com os carbonos &¢ 130,3 (C5), &c
157,1 (C2), 6¢c 1415 (C7) e d¢c 118,5 (C8). Com base nessas informacdes, é
possivel concluir que o composto presente em maior quantidade na fragdo AE11GP
pertence a mesma classe do composto isolado e identificado na fragdo AE10GP.

Entretanto, ndo existe substituinte na posicdo 6 do sistema ciclico, gerando uma
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pirazin-2(1H)-ona 4,5 dissubstituida. As principais correlacbes gHMBC observadas,

bem como a proposta estrutural estdo apresentadas na FIGURA 4.26.
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FIGURA 4.25 — Mapa de contorno gHMBC para o pico AE11GP.

/™ HMBC
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D { OH
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H
FIGURA 4.26 — Principais correlacbes gHMBC e proposta estrutural para o

composto presente em maior quantidade na fragao AE11GP.
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Todas essas informagdes foram apresentadas em uma mesma tabela

(TABELA 4.5) para facilitar a visualizagao das informagoes.

TABELA 4.5 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracéo
AE11GP (*3C, 150MHz; *H, 600 MHz, 300 ug em 250 pL de MeOH-d.).

no. oc Oy, mult. J em Hz) COSY HMBC
2 157,1

3 165,9

5 130,3

6 1277 7,38, s 2,3,57

7 1415 7,38, d (15,29) 8 3,5,8,9

8 1185 6,66, d (15,29) 7 56,7,9

9 170,8

10 31,7 3,40, h (6,82) 11,12  2,3,11,12

11,12 20,3 1,24, d (6,82) 10 3,10

A analise de fragmentacdo por espectrometria de massa (MS)
apresentou o perfil apresentado na FIGURA 4.27. Assim como observado no
composto da fragdo AE10GP, o pico mais intenso neste caso foi o m/z 191,2,
também atribuido a perda da hidroxila da carboxila (C9), formando o ion acilio. O

pico m/z 165,3 é relativo a perda do grupamento isopropila.

|ntens£- +MS2(209.0), 0.1-1.8min #(5-69)
X104

37 191.2

165.3
139.2

149.2

95.4 12A1.3

T T T T T T T T T T T T
100 120 140 160 180 200 m/z

FIGURA 4.27 — Espectro de fragmentac&o do fon [M+H]* m/z 209,2 em MS?,
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Posteriormente, a fragmentacdo do ion acilio m/z 191,2 foi realizada
em MS3, originando os seguintes fons-filhos: m/z 163,2, 149,2, 1353 e 121,3
conforme mostra a FIGURA 4.28.

Intens. ] +MS3(209.0->191.0), 0.1-3.9min #(5-109)

125OE 149.2

135.3
1000
750

500 4 163.2
] 121.3
250

0: A MoA_r A A U .J Ny A 4

T T T T T T
100 120 140 160 180 200 m/z

FIGURA 4.28 — Fragmentacdo em MS® do fon m/z 191,2.

Esses sinais equivalem a perda de alguns substituintes conectados a
estrutura principal. A perda de monéxido de carbono (CO) seguido da perda do
grupo isopropila a partir do ion acilio m/z 191,2 gera os ions m/z 163,2 e 121,3. Da
mesma forma, a perda do grupo isopropila seguida pela perda de mondéxido de
carbono geraria os ions m/z 149,2 e 121,3. O ion m/z 135,3 € compativel com a
perda de 28 unidades de massa a partir do ion m/z 163,2, o que indica a saida de
outra molécula neutra de mondéxido de carbono (CO) provavelmente originada a
partir de um rearranjo da estrutura ciclica central da substancia em estudo, com

formacao de sistema imidazol.

4.2.8 - Fracdo AE12GP

A analise por espectrometria de massa do composto presente na
fracdo AE12GP utilizando probe de electrospray, no modo positivo de ionizagao,
(FIGURA 4.29) apresentou o pico [M+H]" m/z 223,2, equivalente a molécula
protonada. Em seguida, a espectometria de massa de alta resolucdo (HRMS)
confirmou essa proposta (FIGURA 4.30). Essa relacdo massa/carga indicou a

formula molecular C11H1403N>.
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Intens.4 +MS, 0.1-2.6min #(7-217)
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FIGURA 4.29 — Espectro de massa (Full scan) via Electrospray modo positivo para a
fracdo AE12GP.
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FIGURA 4.30- HRMS, modo negativo de ionizacdo ESI — Fracdo AE12GP.

A partir da andlise do espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.31),
novamente o0s resultados mostram dois dupletos na regido de aromaticos e
olefinicos, sendo um em dy 7,65 (H7, 1H, 3Ju7.4s = 15,03 Hz) e outro em d 6,68 (H8,
1H, 3Jue+7 = 15,08 Hz). Essa constante de acoplamento indica a presenca do
mesmo sistema de ligacdo dupla trans, ja observado nos compostos identificados
nas fracbes AE10GP e AE11GP. Na regido alifatica, um hepteto em &y 3,34 (H10,
1H, 3Jn1om1112 = 6,78 Hz) e em 8y 1,23, um dupleto (H11 e H12, 6H, Ju1112.410 =
6,78 Hz). De acordo com esses dados, € possivel concluir que o grupo isoproprila,
verificado nas estruturas anteriores, também esta presente nesta molécula. Também
nessa regiao, um simpleto em &y 2,36 (H6’, 3H) indicando um grupamento metila
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conectado a um sistema conjugado. A confirmacao dessas suposic¢oes foi realizada

atraveés da analise do espectro de gCOSY. Nesse experimento foi possivel verificar a

correlacédo entre os hidrogénios &y 7,65 (H7) e &4 6,68 (H8) e os hidrogénios &4 3,34

(H10) e & 1,23 (H11, H12).
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FIGURA 4.31 — Espectro de RMN de 'H da fracdo AE12GP, 300 pg em 250 pL de

MeOH-d,. * - Impurezas.

Na sequéncia foi realizado um espectro de RMN de *3C (sequéncia de

pulso zgpg30) que pode ser visualizado na FIGURA 4.32. O espectro indicou a

presenca de 11 4tomos de carbonos, sendo 4 sp?, 2 olefinicos referentes a ligacdo

dupla trans, e 5 carbonos sp? ndo conectados & hidrogénio.
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FIGURA 4.32 — Espectro de RMN de *C da fracdo AE12GP. ns= 92K, td= 32K, sw=
238,8 ppm, ag=0,45 s e d1= 0,20 s. * - Impurezas.

Os valores dos deslocamentos dos carbonos ligados diretamente a
hidrogénios, foram atribuidos de acordo com o experimento de gHSQC (FIGURA
4.33), sendo eles os carbonos em &¢ 139,5 (C7), ligado ao hidrogénio em &y 7,65
(H7), &¢c 118,4 (C8), ligado ao hidrogénio em dy 6,68 (H8); 6c 14,9 (C6’), ligado aos
hidrogénios em &y 2,36 (H6"); ¢ 31,2 (C10), ligado ao hidrogénio em oy 3,34 (H10)
e 8¢ 20,4 (C11, 12) ligado aos hidrogénio em &y 1,24 (H11, 12).
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FIGURA 4.33 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE12GP.

No experimento de gHMBC (FIGURA 4.34), os hidrogénios em oy 1,24
(H11, H12) apresentaram correlacdo com os carbonos em &¢ 20,4 (C11, C12), &c
31,2 (C10) e d¢ 162,2 (C3). O hidrogénio em dy 3,34 (H10) apresentou correlagcéo
com os carbonos em &¢ 20,4 (C11, 12) e d¢ 162,2 (C3). O hidrogénio em oy 6,68
(H8) apresentou correlagbes com os carbonos em &¢ 127,2 (C5), &¢ 139,5 (C7) e &c
171,0 (C9). O hidrogénio em &y 7,65 (H7) apresentou correlagcdo com os carbonos
em d¢ 118,4 (C8), &¢ 127,2 (C5), d¢ 137,5 (C6), &c 162,2 (C3) e &¢ 171,0 (C9). Por
fim, o hidrogénio em &y 2,36 (H6’) apresentou correlagbes com os carbonos em d¢
118,4 (C8), d6¢c 127,2 (C5), &¢c 137,5 (C6), &¢c 139,5 (C7) e &¢c 162,2 (C3). Todas
essas informacgdes foram colocadas em conjunto em uma mesma tabela (TABELA
4.6) para facilitar a visualizacdo das informacfes e levam a conclusdo de que a
estrutura do composto eluido na fracdo AE12GP é muito semelhante as estruturas
dos compostos eluidos nas fragcbes AE10GP e AE11GP. A diferenca principal nas

estruturas identificadas até 0 momento esta na posi¢ao 6 do sistema ciclico pirazin-
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2(1H)-ona. A FIGURA 4.35 mostra formula estrutural proposta para o composto

presente na fracdo AE12GP bem como as principais correlagcdes gHMBC.
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FIGURA 4.34 — Mapa de contorno gHMBC da fragdo AE12GP.

/N HMBC

FIGURA 4.35 — Principais correlacbes gHMBC e proposta estrutural para o

composto presente em maior quantidade na fragcdo AE12GP.
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TABELA 4.6 — Dados espectroscopicos para o0 composto majoritario da fracéo
AE12GP (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 300 pg em 250 uL de MeOH-dy).

no. oc Oy, mult. J emHz) COSY HMBC
157,5
162,2
5 127,2
137,5
6’ 14,9 2,36, s 56,7
7 139,5 7,65, d (15,03) 8 58,9
118,4 6,68, d (15,03) 7 57,9
171,0
10 31,2 3,34, h (6,78) 11,12  3,11,12
11,12 20,4 1,23, d (6,78) 10 3,10

A andlise de fragmentacdo por espectrometria de massa (MS)
(FIGURA 4.36) mostrou um perfil de ions originados de forma semelhante ao que foi
descrito para os compostos identificados nas fracdes AE10GP e AE11GP. O pico
mais intenso foi o m/z 205,3 compativel com, novamente, a formacdo de um ion
acilio estabilizado por ressonancia a partir da perda da hidroxila do carbono C9. O
pico m/z 179,3 equivale a perda do grupamento isopropila. O pico m/z 163,2 é
formado pela perda, respectivamente, da hidroxila (C9) seguida do grupo isopropila.
E o pico m/z 151,3 equivale a perda do grupo isopropila seguida pela eliminacéo de

uma molécula neutra de monoxido de carbono (CO).

Inten% +MS2(223.0), 0.1-2.1min #(5-79)
%1097

1.5 205.2

1.0

E 179.3
0.5
1 151.3

163.2
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FIGURA 4.36 - Espectro de fragmentac&o do fon [M+H]* m/z 223,2 em MS?,
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A fragmentacéo do fon acilio m/z 205,2 em MS?®, originou os seguintes

ions-filhos: m/z 177,2, 163,2, 149,3 e 135,4. Esse espectro esta representado na
FIGURA 4.67.
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FIGURA 4.37 — Fragmentacdo em MS?* do ion m/z 205,3.

4.2.9 - Fracdo AE13GP
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A analise por espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS) da
fracdo identificada como AE13GP (FIGURA 4.38) apresentou o pico [M-H] m/z

251,1043, equivalente & molécula desprotonada, modo negativo de ionizacao,

indicando a férmula molecular C15H1504N>.
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FIGURA 4.38 — HRMS, modo negativo de ionizacdo ESI — Fracdo AE12GP.
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Através da anélise do espectro de RMN de *H, é possivel perceber pelo
padrdo dos sinais que se trata de mais um representante da mesma classe de
compostos pirazindnicos identificados até o momento. Os resultados mostram dois
dupletos na regido de aromaticos e olefinicos, sendo um em &y 7,60 (H7, 1H, 3Jy7.1s
= 15,06 Hz) e outro em dy 6,74 (H8, 1H, 3Jusr7 = 15,06 Hz) (FIGURA 4.39). Essa
constante de acoplamento indica a presenca do mesmo sistema de ligagdo dupla
trans ja observado nos compostos identificados nas fracdes AE10GP, AE11GP e
AE12GP. Na regiao alifatica, os sinais indicam a presenca de uma cadeia carbonica
lateral diferente dos demais compostos. Enquanto nos outros compostos havia um
grupamento isopropila conectado a posicdo 3 do sistema ciclico, nesta estrutura
existe um grupamento sec-butil.

Um sistema de spins acoplado foi completamente identificado na regiédo
de alifaticos pela presenca de um dupleto em &y 1,21 (H13, 3H, 3Ju13.110 = 6,83 Hz),
que por gHSQC mostrou estar conectado diretamente ao carbono sp® C13 d¢ 12,6
ppm. Esse hidrogénio apresentou correlagdo gCOSY com o hidrogénio dy 3,23 ppm
(H10, 1H, q, ®Jn10-H112 110 = 6,83 HZ) que esta ligado diretamente ao carbono C10, em
O0c 37,8. Na sequéncia, dois hidrogénios diastereotépicos foram detectados no
carbono C11, em &¢ 28,6: &4 1,55 (H11la, 1H, ddq , 6,83; 7,50; 13,50) e &4 1,86
(H11b, 1H, ddg, 6,83; 7,50; 13,50). Ambos os hidrogénios diastereotépicos
apresentaram correlacbes gCOSY com os hidrogénios em oy 3,23 (H10) e &4 0,90
(H12, 3H, 3Ju12-H11a110 = 7,50 Hz). O dltimo ligado diretamente ao carbono sp® C12
em Oc 12,4. Essas informacdes levam a uma cadeia carbOnica do tipo
~CH(CH3)CH,CHj3;. Através da analise por gHMBC é possivel concluir que essa
cadeia carbonica esta conectada diretamente a posi¢do 3 do sistema ciclico pirazin-

2(1H)-ona, uma vez que H10 e H13 apresentaram correlagdes com C3, em d¢ 163,5.
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FIGURA 4.39 — Espectro de RMN de 'H da fracdo AE13GP, 200 pg em 250 pL de
MeOH-d,).

Também foi feito o experimento de RMN de *C com a sequéncia de
pulso zgpg30. O resultado pode ser visto na FIGURA 4.40. O espectro indicou a
presenca de 12 &tomos de carbono, sendo 5 sp®, 4 referentes ao grupamento metil-
propil e ligado diretamente a oxigénio, 2 olefinicos referentes a ligacdo dupla trans e

5 carbonos sp® ndo conectados a hidrogénio.
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FIGURA 4.40 — Espectro de RMN de *C da fragdo AE13GP. ns = 92K, td = 32K, sw
=238,8 ppm, aqg = 0,45 s e d1 = 0,20 s. * - Impurezas.

A FIGURA 4.41 mostra o mapa de contorno gCOSY, a FIGURA 4.42 o
mapa de contorno gHSQC e a FIGURA 4.43 o0 mapa de contorno gHMBC.
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FIGURA 4.41 — Mapa de contorno gCOSY da fracdo AE13GP.
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FIGURA 4.42 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE13GP.
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FIGURA 4.43 — Mapa de contorno gHMBC da fragdo AE13GP.

A proposta estrutural para o composto presente em maior quantidade
na fracdo AE13GP esta apresentada na FIGURA 4.44. A TABELA 4.7 mostra todos

os dados espectroscopicos coletados para essa estrutura.



H OH

FIGURA 4.44 — Formula estrutural do composto presente em maior quantidade na

fracdo AE13GP.

TABELA 4.7 — Dados espectroscéopicos para o0 composto majoritario da fracéo
AE13GP (**C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 200 pg em 250 pL de MeOH-d.).

no. Oc Oy, mult. (J em Hz) COSsYy HMBC

2 157,4

3 163,5

5 126,6

6 138,9

6’ 57,8 4,64, s 56,7

7 138,9 7,60, d (15,03) 8 5,6,8,9

8 119,6 6,74, d (15,03) 7 56,7,9

9 171,1

10 37,8 3,23, q (6,83) 11,121’,13 3,11, 12,13
lla 28,6 1,55,ddq (6,83;7,50;13,50) 10,1112 3,10, 12,13
11b 28,6 1,86, ddq (6,83; 7,50, 13,50) 10,11,12 3,10, 12,13
12 12,4 0,90, t (7,50) 11,11 10, 11, 13
13 12,6 1,21, d (6,83) 10 3,10,11,12

4.2.10 - Nomenclatura e proposta biogenética para a

onas inéditas

S pirazin-2(1 H)-

Os quatro compostos inéditos receberam nomes baseados no sistema

de nomenclatura IUPAC, bem como respectivos nomes triviais. Essas informagdes

encontram-se dispostas na TABELA 4.8.
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TABELA 4.8 — Estruturas e nomenclatura dos compostos pirazindnicos identificados.

Estrutura Nome IUPAC Nome trivial
2 Acido (2E)-3-[3-(hidréximetil)-5-0x0-6- giovaninona A
[ (propan-2-il)-4,5-dihidropirazin-2-il] prop-
)OI | 2-enoico
H OH
Fracao AE10GP
Q Acido (2E)-3-[5-0x0-6-(prop-2-il)-4,5- giovaninona B
)TNJ/KMOH dihidropirazin-2-il] prop-2-enoico
\
N
Fracao AE11GP

Acido (2E)-3-[3-metil-5-0x0-6-(prop-2-il)-  giovaninona C

0]
)TN{LOH 4,5-dihidropirazin-2-il] prop-2-enoico
\
07N
H

Fracao AE12GP
0 Acido (2E)-3-[6-(but-2-il)-3-(hidréximetil)-  giovaninona D
VK[/N o 5-0x0-4,5-dihidropirazin-2-il] prop-2-
o N‘ enoico
H OH
Fracao AE13GP

Baseado na revisdo bibliografica, sobretudo no estudo de WILSON et
al. (2013) é possivel propor que esses compostos pirazindnicos tenham se formado
por uma rota biossintética que envolve uma enzima peptideo sintetase nao
ribossomal (PSNR). Uma analise por retrobiogénese do composto giovaninona A,
mostra que essa substancia possui em sua estrutura fragmentos de L-valina, L-

serina e malonil-CoA, conforme ilustrado na FIGURA 4.45.
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L-Valina
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FIGURA 4.45 — Retrobiogénese do composto giovaninona A.

Aparentemente, as giovaninonas A-D sao biossintetizadas pelo mesmo
sistema de acoplamento de aminoacidos mostrado na FIGURA 1.8. Existem duas
diferentes possibilidades. A primeira é de que exista uma nova enzima peptideo
sintetase nado ribossomal (PSNR) envolvida na producdo desses metabdlitos a qual
produz os compostos com a participacdo de uma enzima policetideo sintetase
gerando os produtos hibridos. Segundo: a enzima peptideo sintetase néo ribossomal
(PSNR) acopla dois diferentes aminoéacidos, levando ao intermediario imina que
espontaneamente forma o composto aromético. Como a posicdo 5 do anel é
suscetivel a substituicdo eletrofilica, ocorre uma condensacdo com malonil-CoA
seguida de reducédo e eliminacdo de agua para formar o sistema conjugado final —
FIGURA 4.46.
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FIGURA 4.46 — Proposta biogenética para giovaninona A.

As outras giovaninonas seriam formadas de acordo com a mesma rota
biogenética sugerida. Giovaninona B € provavelmente um acoplamento entre L-
valina e glicina. Giovaninona C é provavelmente um acoplamento entre L-valina e L-
alanina e giovaninona D é um acoplamento entre L-isoleucina e L-serina, de acordo
com a FIGURA 4.47.
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FIGURA 4.47 — Proposta biogenética para os compostos giovaninonas B, C e D.

Na sequéncia seréo descritos os trabalhos de elucidagao estrutural
para 0s compostos presentes em maior quantidade nas fracoes AESGP e AE9GP

(area tracejada em azul na FIGURA 4.6).

4.2.11 - Fracdo AESGP

Inicialmente foi realizada a analise por espectrometria de massa de alta
resolucdo (HRMS), conforme mostra a FIGURA 4.48. A fragdo AESGP apresentou o

pico, no modo positivo de ionizacdo, [M+H]" m/z 239,1020, levando a férmula
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molecular C;;H1504N,. Essa formula € exatamente a mesma para 0 composto
giovaninona A (FIGURA 4.18).

239.1020
R=86101
C11H15 04 N2

1005 -2.7560 ppm

90
857
807

754
657
603

554

457

Relative Abundance
o
e

404
354

304

20 240.1052
157 239.1610 R=85304
B R=85304 C1013CH1504N2
107 CoH23 Os N2 -3.2440 ppm
1 3.6062 ppm
55
07\\\\\\\\\\\\\A\\\\\\\\A\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\"\\\\\\\\\\\\\\\

238.9 239.0 239.1 239.2 2393 2394 2395 239.6 239.7 239.8 239.9 240.0 240.1 240.2 2403 240.4
miz

FIGURA 4.48 - HRMS, modo positivo — Fracdo AESGP

A andlise do espectro de RMN de 'H obtido, mostrou a presenca de
dois dupletos na regido de aromaticos e olefinicos, sendo um em &y 6,92 (1H, H7,
3Jh7.ns = 13,02 Hz) e outro em 8y 5,87 (1H, H8, 3Jus.17 = 13,02 Hz). Essa constante
de acoplamento ainda indica a presenca de um sistema de ligacdo dupla trans,
embora evidencie um menor alinhamento dos orbitais, 0 que torna o acoplamento
mais forte. Esses hidrogénios olefinicos também estdo mais blindados em
comparacao com os hidrogénios da ligacdo dupla trans no composto giovaninona A
(FIGURA 4.18), em que esses hidrogénios olefinicos apresentam constante de
acoplamento de 15,80 Hz. E possivel visualizar também um simpleto em &y 4,67
(2H). Na regido alifatica, um hepteto em dy 3,50 (1H, H10, 3Jhi0n1112 = 6,69 Hz) e
em 8y 1,27, um dupleto (6H, H11, H12, 3Ju11 10.410 = 6,69 Hz). De acordo com esses
dados, é possivel concluir que ambos os grupos hidroxi-metil e isopropil estao
também presentes nesta estrutura. A FIGURA 4.49 mostra o espectro de RMN de *H
obtido.
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FIGURA 4.49 — Espectro de RMN de H da fracdo AESGP, 300 pug em 250 pL de
MeOH-dy,).

O mapa de contorno gCOSY confirmou as suposi¢oes feitas a partir da
anélise do espectro de RMN de *H. A FIGURA 4.50 mostra o mapa de correlacdo
gCOSY, onde verifica-se claramente as correlagbes homonucleares entre os
hidrogénios &4 6,92 (H7) e o4 5,87 (H8) e os hidrogénios &y 3,50 (H10) e oy 1,27
(H11, H12).
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FIGURA 4.50 — Mapa de contorno gCOSY da fracdo AESGP.
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Através da andlise do mapa de contorno gHSQC (FIGURA 4.51) foram

atribuidos os deslocamentos quimicos dos carbonos em &¢ 132,3 (C7), ligado ao
hidrogénio dy 6,92 (H7); d¢ 120,6 (C8), ligado ao hidrogénio dy 5,87 (H8); d¢ 58,2
(C6), ligado aos hidrogénios &y 4,67 (H6"); dc 30,9 (C10), ligado ao hidrogénio oy
3,50 (H10) e &¢ 20,0 (C11, C12) ligado aos hidrogénios &y 1,27 (H11, H12). Mais

uma vez, todos esses dados sdo compativeis com a estrutura do composto

giovaninona A (FIGURA 4.18), exceto pelo deslocamento quimico dos carbonos e

hidrogénios da ligacao dupla trans, além da constante de acoplamento menor.
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FIGURA 4.51 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo AESGP.

A FIGURA 4.52 mostra o espectro de gHMBC obtido para a fracdo
AEG6GP. Os hidrogénios em oy 1,27 (H11, 12) apresentaram correlacdo com oS
carbonos em &¢ 30,9 (C10) e &¢ 163,0 (C3). O hidrogénio em &y 3,50 (H10)
apresentou correlagdo com os carbonos &¢ 20,0 (C11, C12), &¢c 156,8 (C2) e d¢
163,0 (C3). Os hidrogénios em &y 4,67 apresentaram correlacdes com os carbonos
em &¢ 120,6 (C8), &¢c 125,0 (C5), d¢ 132,3 (C7), dc 143,6 (C6) e &¢c 163,0 (C3). O
hidrogénio em oy 5,87 (H8) apresentou correlagdes com os carbonos em d¢ 125,0
(C5), &¢ 132,3 (C7) e &¢c 170,6 (C9). Por fim, o hidrogénio em &y 6,92 (H7)
apresentou correlacdo com os carbonos em &¢ 120,6 (C8), d¢c 125,0 (C5), &¢c 143,6
(C6), d¢c 163,0 (C3) e &¢c 170,6 (C9). Dessa forma, ja € possivel inferir que a
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substancia presente em maior quantidade na fracdo AE8GP tem uma grande
semelhanca estrutural com o composto giovaninona A (FIGURA 4.18).
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FIGURA 4.52 — Mapa de contorno gHMBC da fracao AESGP.

A anadlise de fragmentacao por espectrometria de massa (MS) mostrou
exatamente o mesmo padrdo de fragmentacdo observada no composto giovaninona
A. A fragmentacdo em MS? gerou os fons de m/z 221,0, 203,0 e 1952. A
fragmentacdo em MS?® do fon de m/z 221,0 gerou os fons-filhos de m/z 203,0, 193,0,
175,0 151,0 e 132,4. Esses resultados ddao um forte indicio de que a conectividade
dos atomos no composto presente na fracdo AESBGP é a mesma que a encontrada
na giovaninona A (FIGURA 4.18) e estédo apresentados na FIGURA 4.53.
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FIGURA 4.53 — Espectro de massa da fracio AE6GP em electrospray no modo
positivo de ionizacdo. A) espectro de ions totais (Full scan). B) fragmentacéo do ion
[M+H]" m/z 239,1 e C) fragmentagdo em MS? do fon de m/z 221,0.

Baseado nesses resultados, a féormula estrutural proposta para o
composto presente em maior quantidade na fracdo AES8GP estd apresentada na
FIGURA 4.54. E exatamente a mesma que a identificada para o composto
giovaninona A (FIGURA 4.18), exceto pelos deslocamentos quimicos e constante de
acoplamento para a ligacéo dulpa trans conectada a posicao 5 do sistema ciclico, o
que sugere uma diferenca espacial nessa cadeia lateral. Para uma melhor
visualizacdo das informacdes, os dados espectroscopicos estdo dispostos na
TABELA 4.9.
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FIGURA 4.54 — Proposta estrutural para o composto presente em maior quantidade

na fracdo AEBGP. As setas representam as correlacées gHMBC observadas.

TABELA 4.9 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracéo
AESGP (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 300 pg em 250 uL de MeOH-d,).

no. oc Oy, mult. JemHz) COSY HMBC
156,8
163,0
125,0
143,6

6’ 58,2 4,67, s 3,5,6,7,8
132,3 6,92, d (13,02) 8 3,5,6,8,9
120,6 5,87, d (13,02) 7 56,7,9
170,6

10 30,9 3,50, h (6,96) 11,12 2,3,11,12

11,12 20,0 1,27, d (6,96) 10 3,10

Por fim, um estudo por RMN com variagdo de temperatura foi
realizado. Foram obtidos espectros de RMN de 'H em trés diferentes temperaturas:
0, 25 e 50°C. O espectro de RMN de H a 0°C mostrou 0 aparecimento de dois
novos sinais na regido de olefinicos: dupletos, um em & 7,67 (3J = 15,80 Hz) e outro
em 8y 6,72 (°J = 15,80 Hz). Esses deslocamentos quimicos, bem como a constante
de acoplamento sdo o suficiente para afirmar que houve conversdo de parte do
composto da fracdo AEBGP na estrutura giovaninona A (FIGURA 4.18) com a
diminuicdo da temperatura. No espectro de RMN de 'H & 25°C esses dupletos ainda
estavam presentes, mas em uma intensidade menor. E, no espectro de RMN de *H

a 50°C, os dupletos equivalentes ao composto giovaninona A ainda estavam
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presentes, mas em menor relagdo sinal ruido do que nos casos anteriores. A
FIGURA 4.55 mostra a comparacdo dos espectros obtidos em diferentes
temperaturas. Os sinais circulados em vermelho foram escolhidos para integracéao e
comparacao da quantidade relativa dos compostos. A TABELA 4.10 compara a
integragcao e proporcao desses sinais.

O estudo de variacao de temperatura foi repetido e 0 mesmo resultado
foi obtido, indicando que os compostos presentes nas fracdes AES8GP e AE10GP
sdo conférmeros interconversiveis por variacdo de temperatura e separaveis por
cromatografia liquida (HPLC). O giro na ligacdo C5-C7 é restrito, por se trata de um
sistema conjugado. A conformacdo de menor energia deve ser a conformacao 1
(FIGURA 4.56), uma vez que ela prevalece a temperaturas menores. A conformacgéo
2 deve ser a de maior energia, jA que prevalece a maiores temperaturas. A maior
energia na conformacao 2 provavelmente esta relacionada a repulsdo entre H8 e
H6’, que deve existir quando a molécula assume esse alinhamento espacial. A
constante de acoplamento de H7-H8 de 13,02 Hz, mostra que o angulo diedro entre
esses hidrogénios ndo € tédo favoravel para o acoplamento homonuclear quanto no
caso da conformacédo 1 (constante de acoplamento 15,08 Hz), uma vez que essa
repulséo espacial entre H8 e H6’ ndo existe. Dessa forma, a fracdo AESGP trata-se
da conformagdo 2 do composto nomeado giovaninona A, enquanto a fracao
AE10GP trata-se da conformac¢ao 1 do mesmo composto.
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FIGURA 4.55 — Ampliacdo da regido de hidrogénios olefinicos do espectro de RMN
de 'H da fracdo AE6GP a diferentes temperaturas

TABELA 4.10 — Integracdo dos sinais selecionados (circulo vermelho) na FIGURA
4.86.

T(°C) | Integral 846,74 — Integral 645,89 — Proporcéo
%) =15,8 Hz %) =13,02 Hz
0 100 104 1:1
25 100 175 1:1,75
50 100 400 1:4
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FIGURA 4.56 — Representacdo das duas conformacdes possiveis para 0 composto
giovaninona A. Os deslocamentos quimicos em vermelhos sdo ressonancia de

hidrogénio e os deslocamentos quimicos em azul séo ressonancia de carbono.

4.2.12 - Fragdo AE9GP

A fragdo AE9GP apresenta outro conférmero, desta vez da giovaninona
C. Os dados espectroscopicos de RMN e de espectrometria de massa (MS)
novamente apontam para uma estrutura com a mesma conexdo de atomos, ja
identificados na fracdo AE12GP. As diferengcas novamente se encontram na ligacao
dupla trans conectada a posicdo 5 do sistema ciclico. A FIGURA 4.57 mostra as
conformacdes presentes em maior quantidade nas fracbes AEQGP e AE12GP, bem
como as diferencas nos deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono dos dois
conférmeros.

Na sequéncia serdo apresentados os dados de RMN coletados para o
composto presente em maior quantidade na fracdo AE9GP, na TABELA 4.11. A
FIGURA 4.58 mostra 0 espectro de massa de alta resolugcdo (HRMS), a FIGURA
4.59 mostra o espectro de RMN de 'H, a FIGURA 4.60 mostra o espectro de
gCOSY, a FIGURA 4.61 mostra o mapa de contorno gHSQC, a FIGURA 4.62 mostra
0 espectro de gHMBC e a FIGURA 4.63 mostra os dados de espectrometria de

massa — Full scan e fragmentacéo.
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FIGURA 4.57 — Representacdo das duas conformacdes possiveis para 0 composto
giovaninona C. Os deslocamentos quimicos em vermelhos sdo ressonancia de

hidrogénio e os deslocamentos quimicos em azul séo ressonancia de carbono.

TABELA 4.11 — Dados espectroscopicos para 0 composto majoritario da fracédo
AE9GP (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 200 pg em 250 uL de MeOH-d,).

no. oc Oy, mult. JemHz) COSY HMBC
157,6
163,8
127,2
1440

6’ 17,4 2,43, s 3,5,6,7,8
134,8 6,96, d (13,26) 8 3,5,6,8,9
121,3 5,86, d (13,26) 7 56,7,9
172,0

10 32,3 3,47, h (6,96) 11,12 2,3,11,12

11,12 21,1 1,27, d (6,96) 10 3,10
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FIGURA 4.59 — Espectro de RMN de H da fracdo AE9GP, 200 pug em 250 pL de

MeOH-d4.
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FIGURA 4.60 — Mapa de contorno gCOSY da fracdo AE9GP.
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FIGURA 4.61 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo AE9GP.
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FIGURA 4.62 — Mapa de contorno gHMBC da fracdo AE9GP.

104

F1 [ppm]

50

100



Intens. 2a3fsr00.d; +M5
w408 ] A
15 2234
1.0
05
] 2742 b=
] 1022 149a.3 205 1 2451 307 33183 ——
0.0 - ' . Y | T
s105 eastEz+0.d: +M5z(zzs 0)
10
1 B 2050
05
05 -
0.4
027 223.0
0.0 ¥
=109 ] 2a3MS3+0.d; +M 53223 0->205.0)
] 183.0
1.5 .
. 1480
10 177.0
1 135 .1 :
05
] 205.0
T T T T T T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 miz

FIGURA 4.63 — Espectro de massa da fracio AE9GP em electrospray no modo
positivo de ionizagdo. A) espectro de ions totais (Full scan). B) fragmentacao do ion
[M+H]" m/z 223,0 e C) fragmentacdo em MS? do fon de m/z 205,0.

Dessa forma, a FIGURA 4.64 mostra novamente o cromatograma e as
estruturas identificadas a partir das analises dos dados espectroscépicos. A fracdo
AEBGP (tr = 18,2 min) é o conférmero de maior energia da giovaninona A (fracédo
AE10GP — tr = 27,1 min). A fracdo AE9GP (tr = 21,6 min) é o conférmero de maior
energia da giovaninona C (fracdo AE12GP — tr = 29,9 min). N&o foram identificados
os conférmeros dos compostos giovaninonas B e D. Para giovaninona B isso pode
estar provavelmente relacionado a auséncia de um substituinte na posicdo 6 do
sistema ciclico. Para giovaninona D, esse conférmero provavelmente existe, mas

esta em quantidade abaixo do limite de deteccéo e resolucdo por cromatografia.

105



i
{OH
\
OH
AE13

o
@®©
c
(@]
£
" c Z Z-T
E ®© \
I - \
F = o
/ O
i @) T
I @]
g o .
£ = o3
g = = o
{ S 4 rx il
9 4%—\/\ ...... ]
O o)
L S of
213av S REELEEE : = _ 5
Ty ———— : g 2. AT g
S ? ...... . o \\
0Tav i : o %Jo
) < 3
-ﬁ\ .:- O =
63V % ........ g _ %
( a .E : llllll :
[ T . O &
8V ﬁ ................ - g z, FT o Eeeeres
o \ <:
i‘ i 6 O  Gsununs
T
o
O =
J / —
w (i
— '
N e
D\ S
- %—<o
| T
| o
fo O —
g { i ; / T pee
00 =
— W Zessss "
z Z-T < :

Oﬁ

FIGURA 4.64 — Cromatograma otimizado (A300) do extrato acetato de etila (EA) do
caldo de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2, compostos com
fatores de retencdo (k) médio. Modificador organico = Metanol, 0,05% de TFA.

Estruturas pirazindnicas identificadas.
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4.3 - Analise do extrato butandlico

De maneira semelhante ao que foi feito com o extrato de acetato de
etila, 3 mg do extrato seco de n-butanol foram dissolvidos em 1,5 mL de uma mistura
1/1 de agua milli-Q/metanol. A solucéo foi filtrada com filtro de membrana de 0,45
pum e encaminhada a analise por HPLC.

Inicialmente, a amostra foi submetida a uma analise exploratdria para
prever os fatores de retencdo (k) dos compostos presentes no extrato butanélico. O
cromatograma representado na FIGURA 4.65 foi realizado a partir do seguinte
método: volume de injecdo 20 pL, fluxo de 1,0 mL/min, monitorando o comprimento
de onda de 254 nm (com DAD-2D obtido simultaneamente), eluente A (H,O mili Q),
eluente B (Metanol). Apos a eluicdo cromatogréafica foi realizada a limpeza da coluna
com 100 % de B por 5 minutos acompanhados por retorno do gradiente em 5
minutos (100-5% de B). A coluna foi condicionada por 5 minutos, totalizando 80

minutos por analise.

ol

o 10 20 30 40 50 Time [min]

FIGURA 4.65 — Cromatograma (A254) do extrato butandlico (EB) do caldo de
fermentacao da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Eluente A (H,O mili Q), eluente
B (Metanol). Eluicdo isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de A), elui¢do

gradiente 5-100 % de B durante 60 minutos.
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Analisando a FIGURA 4.65 é possivel verificar a presenca de bandas
cromatograficas no comec¢o do cromatograma e poucas bandas apds 10 minutos de
corrida. Aparentemente, os compostos presentes tém baixa retencédo na coluna, ou
possivelmente existe ionizacdo ndo suprimida. Com base nisso, optou-se por
adicionar 0,05 % de &acido trifluoracético (TFA) em cada um dos eluentes originando
as seguintes fases moéveis: Eluente A (H,O mili-Q, 0,05% de TFA) e eluente B
(Metanol, 0,05% de TFA). Além disso, com base nos dados obtidos por DAD-2D,
optou-se por monitorar o comprimento de onda 235 nm. A FIGURA 4.66 mostra o

resultado dessa modificagdo no método.

Intens.
[mAU]

3000

25004

5 10 15 20 25 30 35 40 Time [min]

FIGURA 4.66 — Cromatograma (A235) do extrato butanodlico (EB) do caldo de
fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Modificador organico = Eluente
A (H2O0 mili-Q, 0,05% de TFA) e eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluicéo
isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de A), eluicdo gradiente 5-100 % de

B durante 60 minutos.

Analisando a FIGURA 4.66, é possivel verificar que houve um grande
aumento da resolucdo das bandas cromatogréaficas e maior retencdo dos
compostos. E possivel verificar também a presenca de outras bandas de absorcéo
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nessa mesma figura, evidenciando a presenca de compostos com alta e média
polaridade. Optou-se, entdo, por seccionar o cromatograma em duas partes, assim
como foi feito com o extrato de acetato de etila (AE), analisando separadamente os
compostos com fatores de retencéo (k) menores e fatores de retencao (k) médios.

Assim, foi desenvolvido um método para a separagdo dos compostos
de maior polaridade: volume de inje¢cao 20 pL, fluxo de 1,0 mL/min, monitorando o
comprimento de onda de 254 nm, eluente A (H.O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B
(Metanol, 0,05% de TFA). Apos a eluicdo cromatogréafica foi realizada a limpeza da
coluna com 100 % de B por 5 minutos acompanhados por retorno do gradiente em 5
minutos (100-5% de B). A coluna foi condicionada por 5 minutos, totalizando 30
minutos por analise. O resultado pode ser visto na FIGURA 4.67, que mostra o
cromatograma resultante contendo as bandas cromatograficas identificadas como
B1 (tr=4,68 min), B2 (tr=7,48 min) e B3 (tr=12,94 min).

Intens.
[mAUT|

~4.68min

7.48min
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“ J mA,MJLA POV, _
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5 10 15 20 25 Time [min]

FIGURA 4.67 — Cromatograma otimizado (A254) do extrato butandlico (EB) do caldo
de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2, compostos com menores
fatores de retencao (k). Eluente A (H.O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B (Metanol,
0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 5 minutos iniciais (5% de B / 95% de A),

eluicdo gradiente 5-30 % de B durante 10 minutos.
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Dessa forma, as fracdes Bl (tr=.4,68 min), B2 (tr=.7,48 min) e B3
(tr=.12,94 min) foram selecionadas para andlise. Primeiro tentou-se adsorver essas
fracbes em cartuchos de fase estacionaria General Phase (Hysphere™-resin),
gerando as amostras B1GP, B2GP, B3GP. As trés amostras foram encaminhadas
para analise por RMN, mas ndo houve retencdo dos compostos em nenhuma das
trés amostras analisadas. Na sequéncia trocou-se a fase estacionaria dos cartuchos
utilizados para Hysphere™-resin C18 HD, na tentativa de alcancar alguma retencéo
dessas fracdes. Foram entdo geradas as amostras B1C18, B2C18 e B3C18.
Novamente ndo houve retengcdo em nenhum dos casos.

A préxima fase estacionaria utilizada foi a Hysphere™-resin Strong
Hydrophobic, as amostras B1SH, B2SH e B3SH foram encaminhadas para andlise
por RMN. As amostras ainda apresentaram sinais poucos intensos nos espectros de
RMN, necessitando de muitas varreduras para a visualizagdo adequada dos sinais.
Com intuito de aumentar a retencdo, o processo de isolamento por LC-SPE foi
refeito utilizando agua acidificada com 0,05% de TFA na bomba extra (FIGURA 3.5
(E)), ou seja, o mesmo pH dos solventes de eluicdo na corrida cromatografica, com
0 objetivo de diminuir ao maximo a hidrofilia dos analitos durante a separacéo e o
processo de adsorcdo. Os resultados dessas modificacdes podem ser vistos nas
FIGURAS 4.68, 4.69 e 4.70.
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FIGURA 4.68 — Espectro de 'H do pico B1SH. Linha preta — sem adicdo de acido.

Linha azul — com adicao de acido. ns = 32.
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FIGURA 4.69 — Espectro de 'H do pico B2SH. Linha preta — sem adicdo de 4cido.

Linha azul — com adicdo de acido. ns = 32.
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FIGURA 4.70 — Espectro de H do pico B3SH. Linha azul — sem adicdo de acido.

Linha preta — com adicao de &cido. ns = 32.

111



Conforme pode ser observado nas FIGURAS 4.68, 4.69 e 4.70 a
diferenca mais significativa em termos de retencéo foi observada na fragao B3SH.
Houve um consideravel aumento dos sinais na regido de hidrogénios aromaticos.
Nas outras fracdes, o aumento na relagcédo sinal-ruido foi mais modesto, sendo um

pouco mais perceptivel na fragdo B2SH.

4.3.1 - Fracao B1SH

A fracéo identificada com B1SH foi eluida do cartucho e analisada por
RMN. Primeiramente foi obtido um espectro de RMN de *H, utilizando a sequéncia
de pulso Iclpnf2 (dupla pré-saturacdo). Na FIGURA 4.71 é possivel visualizar o
espectro obtido. Os resultados mostram dois dupletos na regido de aromaticos e
olefinicos, sendo um em &y 7,66 (1H, H4, d) e outro em &y 6,77 (1H, H5, d). As
constantes de acoplamento de 2,15 Hz bem como os deslocamentos quimicos
desses hidrogénios apontam para anéis heterociclicos aromaticos. Um dupleto em
oy 5,57 (1H, H1’, d) de hidrogénio de carbono anomérico, com constante de
acoplamento de 3,64 Hz ja sugere que o metabdlito esteja conectado a um residuo
de a-D-glicose. Varios multipletos entre &y 3,46 e 3,84 também corroboram com
essa proposta. Na regido alifatica, um simpleto em &y 2,49 (3H, H7, s). Isso indica a
presenca de um grupamento metila proximo a carbonila ou sistema aromatico. A
analise por espectrometria de massa foi feita utilizando probe de electrospray, no
modo positivo de ionizacdo e apresentou o pico [M+H-CHz]" m/z 274,3, equivalente

a molécula protonada.
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FIGURA 4.71 — Espectro de RMN de 'H da fracdo B1SH, 100 pg em 250 pL de

MeOH-d,. * - Impurezas.

O experimento gCOSY (FIGURA 4.72 - A) foi realizado utilizando a
sequéncia de pulso cosygpprgf e mostra a correlacdo entre os hidrogénios em oy
7,66 (1H, H4, d) e em & 6,77 (1H, H5, d), o que ja era esperado, e as correlacdes

entre os hidrogénios do residuo de a-D-glicose presente na estrutura.
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FIGURA 4.72 — A - Mapa de contorno gCOSY da fragdao B1SH. B — Ampliacdo da

regiao entre dy 3,00 e 6,00, com aplicacdo de simetrizacdo (sym) no espectro.
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Os valores dos deslocamentos dos carbonos ligados diretamente a
hidrogénios, foram atribuidos de acordo com o experimento de gHSQC — sequéncia
de pulso hsgccetgp (FIGURA 4.73), sendo eles em: &c 150,0 (C4), ligado ao
hidrogénio em &y 7,66 (1H, H4, d); ¢ 106,8 (C5) ligado ao hidrogénio em &y 6,77
(1H, H5, d); 8¢ 102,5,0 (C1’), ligado ao hidrogénio em &4 5,57 (1H, H1’, d); &¢ 74,0
(C2), ligado ao hidrogénio em &y 3,58-3,63 (1H, H2’, m); ¢ 75,9 (C3’), ligado ao
hidrogénio em &y 3,80-3,86 (1H, H3’, m); &¢ 72,3 (C4’), ligado ao hidrogénio em &
3,39-3,45 (1H, H4’, m); ¢ 76,8 (C5’), ligado ao hidrogénio em &4 3,54-3,58 (1H, H5’,
m); 6c 63,1 (C6’), ligado aos hidrogénios em &y 3,65-3,70 (1H, H6’a, m) e 3,72-3,76
(1H, H6’b, m) e &¢ 28,7 (C7), ligado aos hidrogénios em &y 2,49 (3H, H7, s).
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FIGURA 4.73 — Mapa de contorno de gHSQC da fracdo B1SH.

No experimento de gHMBC - sequéncia de pulso hmbcgplpndqgf
(Figura 4.74) os hidrogénios em &y 2,49 (H7) apresentaram correlacdo com os
carbonos em &¢ 140,5 (C2) e &¢ 189,7 (C6). O hidrogénio em &y 5,57 (H1)
apresentou correlagcado apenas com o carbono em &¢ 74,0 (C2’). O hidrogénio em &y

6,78 (H4) apresentou correlacbes com os carbonos em &¢ 140,5 (C2) e &¢ 150,0
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(C5). Por fim, o hidrogénio em &y 7,66 (H5) apresentou correlagdo com os carbonos
em &¢ 107,0 (C4), &¢ 140,5 (C2) e d¢c 156,2 (C3).
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FIGURA 4.74 — Mapa de contorno de gHMBC da fragdo B1SH.

Os dados espectroscopicos coletados sugerem que 0 composto
presente em maior quantidade na fragdo B1SH é o 2—acetil-3—hidroxifuran—3-O-a-D-
glicopiranosideo, conforme representado na TABELA 4.16. Isomaltol (3-hidroxi-2-
furanil metil cetona), sua forma néo glicosilada, € um composto endlico volatil e
cristalino, detectado primeiramente em quantidades muito pequenas em paes e
cereais torrados (GOODWIN et al., 1986). Hoje, j& se sabe que esse composto

furanico é formado a partir da degradacdo enzimatica do amido, pela reacdo de
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Maillard que ocorre na presenca de aclUcar e compostos nitrogenados. Sua forma
glicosilada ja foi obtida em cultivos de diversos tipos de fungos, como por exemplo,
Grifola frondosa e Volvariella volvaceae (AMINO UP CHEMICAL CO., LTD., 2007).
Os autores testaram diversos meios de cultura, e parece haver uma relacéo direta
entre a producao desse composto e a presenca de extratos de malte e de levedura
no caldo fermentativo. Essa patente ainda apontou a substancia com atividades
fisiologicas relativas a imunoativacdo, ativacdo de macrofagos e propriedades de
melhoria da habilidade de inducéo de citocina pelas células humanas. Na TABELA
4.12 é possivel visualizar todos os dados espectroscépicos coletados, que
apresentam boa concordancia com valores encontrados na literatura (GOODWIN et
al., 1986).

TABELA 4.12 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracédo
B1SH, 2-acetil-3—hidréxifuran—3-O-a-D-glicopiranosideo (**C, 150 MHz; H, 600
MHz, 100 pug em 250 puL de MeOH-d,).

Dados de RMN

Fracéo Estrutura no. oc* Oy, mult. (J HMBC
em Hz)

B1SH 2 1405
3 1562

4 1068 6,78,d(2,15) 2,5
5

6

7

150,0 7,66, d, (2,15) 2,3,4

189,7

7 I 28,7 2,49, s 2,6
e 1 102,5 5,57,d (3,64) 2

O 2 740 358363, m  no.
2-acetil-3-hidréxifuran—3- 3 759 380-386,m  no.
O-a-D-glicopiranosideo  — 4’ 72,3 3,39-3,45, m n.o.
100 pg em 250 pL de | 5 76,8  3,54-3,58, m n.o.
MeOH:-d, 6a 63,1  3,65-3,70, m n.o.

6’b 63,1 3,72-3,76, m n.o.
* dados obtidos através de gHSQC e gHMBC. n.o. — Nao observado.
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4.3.2 - Fracao B2SH

A fracao identificada como B2SH foi eluida do cartucho e analisada por
RMN. Foi obtido um espectro de *H, utilizando a sequéncia de pulso Ic1pnf2 (dupla
pré-saturacdo). Na FIGURA 4.75 é possivel visualizar o espectro obtido. Os
resultados mostram dois dupletos na regido de aromaticos e olefinicos, sendo um
em Oy 7,93 e outro em &y 6,38, com constante de acoplamento de 5,54 Hz. Na
regido de alifatico, verifica-se um simpleto em &y 2,35. De posse dessas
informacgdes, existe agora uma boa margem de segurangca para concluir que o
composto presente em maior quantidade nessa fracao seja o maltol, ja identificado

também no extrato de acetato de etila (Fracdo AE1SH).
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FIGURA 4.75 — Espectro de RMN de 'H da fracdo B2SH. Maltol.
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4.3.3 - Fracao B3SH

A fracao identificada como B3SH foi eluida do cartucho e analisada por
RMN. Foi obtido um espectro de RMN de *H, utilizando a sequéncia de pulso Ic1pnf2
(dupla pré-saturacédo). Na FIGURA 4.76 € possivel visualizar o espectro obtido. Os
resultados mostram dois multipletos na regido de aromaticos e olefinicos, sendo um
em & 7,87 e outro em & 6,81. O padrdo dos sinais e a propor¢cdo 1:1 dos sinais
sugerem que 0 composto presente em maior quantidade na fracdo B3SH seja o
acido 4-hidréxi-benzoico, j4 detectado no extrato acetato de etila (Fragdo AE3SH)

em maior quantidade.

v V
O._OH
OH

FIGURA 4.76 — Espectro de RMN de *H da fracdo B3SH. Acido p-hidréxibenzoéico.

Em seguida foi otimizado um método cromatografico para os
compostos com fatores de retencao (k) maiores. O método foi realizado conforme o
descrito: volume de inje¢do 20 pL, fluxo de 1,0 mL/min, monitorando o comprimento
de onda de 210 nm (maior absor¢do por analise de DAD-2D), eluente A (H,O mili Q,
0,05% de TFA), eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Ap0s a eluicdo cromatografica
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foi realizada a limpeza da coluna com 100 % de B por 5 minutos acompanhados por
retorno do gradiente em 5 minutos (100-35% de B). A coluna foi condicionada por 5
minutos, totalizando 40 minutos por analise. O resultado pode ser visto na FIGURA
4.77, que mostra o cromatograma resultante contendo as bandas cromatograficas
identificadas como B4 (tr = 10,72 min), B5 (tr = 12,94 min), B6 (tr = 14,14 min) e B7
(tr = 22,75 min).
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FIGURA 4.77 - Cromatograma otimizado (A210) do extrato butandlico (EB) do caldo
de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2, compostos com maiores
fatores de retencao (k). Eluente A (H.O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B (Metanol,
0,05% de TFA). Eluicao isocratica nos 5 minutos iniciais (35% de B / 65% de A),
eluicdo gradiente 35-53 % de B durante 10 minutos, eluicdo gradiente 53-100 % de

B durante 10 minutos.
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As fracdes foram adsorvidas em cartuchos de fase estacionéria
General Phase (Hysphere™-resin) durante 30 corridas cromatograficas consecutivas
gerando as amostras B4GP, B5GP, B6GP e B7GP.

4.3.4 - Fracao B4GP

A fracao identificada como B4GP foi eluida do cartucho e analisada por
RMN. Foi obtido um espectro de RMN de *H, utilizando a sequéncia de pulso lc1pnf2
(dupla pré-saturacéo). Na FIGURA 4.78 é possivel visualizar o espectro obtido. Os
resultados mostram dois dupletos na regido de aromaticos e olefinicos, sendo um
em Oy 7,67 e outro em dy 6,72 com uma constante de acoplamento de 15,80 Hz.
Essa constante de acoplamento indica a presenca de um sistema de ligacado dupla
trans. E possivel visualizar também um simpleto em &y 4,64. Na regi&o alifatica, um
hepteto em &4 3,39 e em &y 1,24, um dupleto, ambos com uma constante de
acoplamento de 7,0 Hz. Esses dados sdo o suficiente para concluir que se trata do
composto inédito nomeado de giovaninona A (Fracdo AE10GP) isolado em maior

quantidade no extrato de acetato de etila (AE).
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FIGURA 4.78 — Espectro de RMN de 'H da fracdo B4GP. Giovaninona A.

4.3.5 - Fracao B5GP

O composto presente na fragdo B5GP apresentou uma retengao
pequena, gerando espectros com relacdo sinal-ruido adequadas apenas nos mapas
de contorno bidimensionais gCOSY e gHSQC. Algumas correlacdes gHMBC néo
foram observadas e ndo puderam gerar dados conclusivos. Outros experimentos de
RMN néo puderam ser realizados devido & baixa quantidade de material obtida
através da técnica (200 ug). Paralelamente, outras fases estacionarias foram
avaliadas na tentativa de aumentar a retencdo, sendo elas: Hysphere™-resin C18
HD, Hysphere™-resin Strong Hydrophobic (SH) e Hysphere™-resin C8 EC-SE,
entretanto a retencdo obtida ndo foi melhor do que a alcangada com a fase
estacionaria Hysphere™.-resin General Phase (GP). As analises comecaram através
da espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS). A FIGURA 4.79 mostra o
espectro, com o pico [M+H]" m/z 750,4117, equivalente a molécula protonada. Essa

massa molecular indica a férmula mais provavel CssHs010No.
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FIGURA 4.79 — HRMS, modo positivo — Fragcdo B5GP.

ApoOs as analise dos espectros de RMN foi possivel identificar a classe
da substancia presente em maior quantidade na fracdo B5GP. Trata-se de um
hexapeptideo modificado, uma classe de metabdlitos secundarios comumente
encontrados em caldos de fermentacdo de estreptomicetos. O composto é um
representante inédito desta classe. Os aminoacidos presentes na estrutura tambéem
foram atribuidos, entretanto a sequéncia em que esses aminoacidos estédo
conectados ainda ndo foi elucidada. As FIGURA 4.80 e 4.81 mostram,
respectivamente o espectro de RMN de 'H e os mapa de contorno gCOSY da fracdo
EB5GP.
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FIGURA 4.80 — Espectro de RMN de 'H da fracdo B5GP.* - Sinais suprimidos pela
sequéncia de dupla pré-saturacao Iclpnf2. (Pser) — fenil-serina. (Cap) -

capreomicidina. (Thr A) — treonina A. (Thr B) — treonina B. (Val) — Valina. (Leu) —

leucina.
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Através da andlise do espectro de RMN de *H foi possivel verificar a
presenca de dois dupletos em &y 0,89 (3H, d) e em &y 0,85 (3H, d), ambos de
grupamentos metilas (&¢c 23,3 ppm e &¢c 21,9 ppm, respectivamente por gHSQC,
FIGURA 4.82) que apresentaram correlacdo gCOSY com o hidrogénio de grupo
metinico &4 1,35-1,40 (1H, m) e &¢ 25,4. O hidrogénio do grupo metinico apresentou
correlagdo gCOSY com dois hidrogénios diastereotépicos de um grupo metileno: oy
1,50-1,55 (1H, m) e &y 1,56-1,60 (1H, m) conectados ao carbono &¢c 41,1. Os dois
hidrogénios magneticamente n&do equivalentes apresentaram correlacdo gCOSY
com o hidrogénio em &y 4,32-4,37 (1H, m) de grupamento metinico em &¢ 53,1.
Esse deslocamento quimico de carbono € compativel a vizinhangca com atomo de
nitrogénio e carbonila. O sistema de spin identificado é um forte indicativo de um

residuo de leucina (Leu) na estrutura molecular dessa substancia (FIGURA 4.83).
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FIGURA 4.82 — Espectro de gHSQC da fracao B5GP, 200 pg em 250 pL de MeOH-
ds. (Pser) — fenil-serina. (Cap) — capreomicidina. (Thr A)— treonina A. (Thr B) —

treonina B. (Val) — Valina. (Leu) — leucina.
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FIGURA 4.83 — Fragmentos de peptideos identificados a partir da andlise
principalmente dos espectros de RMN de 'H, gCOSY e gHSQC. As setas
representam as correlagcbes gHMBC observadas de alguns hidrogénios. Os valores
em vermelho sdo os deslocamentos quimicos (em ppm) de RMN de 'H e em azul,
RMN de *°C.

Na regidao de hidrogénios alifaticos, foi verificada a presenca de um
dupleto em &y 0,99 (6H, d) que apresentou correlacdo homonuclear *H-'H com o
hidrogénio em oy 2,16-2,25 (1H, m), indicando um grupamento isopropila. Os
deslocamentos de carbonos, determinados por gHSQC foram respetivamente: em &¢
19,3 para as metilas e &¢ 30,5 para o grupo metinico. O grupo metinico ainda
mostrou correlacdo por gCOSY com o hidrogénio em &y 4,10-4,14 (1H, m), também
de carbono metinico (¢ 61,0). Por gHMBC foi possivel observar a correlacdo dos
dois hidrogénios metinicos com o carbono em &c 173,9 de amida, da ligacao
peptidica (FIGURA 4.84). O sistema de spin identificado é um forte indicativo de um

residuo de valina (Val) na estrutura molecular dessa substancia (FIGURA 4.115).
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FIGURA 4.84 — Mapa de contorno gHMBC da fragdo BSGP.

Novamente na regido de hidrogénios alifaticos, um dupleto em &4 0,71
(3H, d), apresentou correlagdo com um hidrogénio de carbono metinico em &y 3,98-
4,10 ppm (1H, m). O deslocamento quimicos desses carbonos, determinados por
gHSQC séo: em &¢ 17,9 (CH3) e &¢ 65,0 (CH). Esses deslocamentos quimicos
sugerem que o grupo metinico (CH) esta ligado a uma hidroxila. Ainda, o hidrogénio
em &y 0,71 apresentou correlacdo gHMBC (FIGURA 4.84) com os carbonos em 8¢
65,0 (CH) e em &6¢ 59,0 (CH), que por gHSQC também mostrou ser um carbono
metinico de hidrogénio com deslocamento quimico também em &y 3,98-4,10 (1H,
m). Esses dados levam a proposta de um fragmento de treonina (Thr). Mas, em

outra regido da molécula parece existir outro fragmento de treonina magneticamente

128



ndo equivalente, dessa forma este residuo de aminoacido foi identificado com
Treonina A (Thr A).

Um dubleto em &4 1,20 (3H, d), relacionado a um carbono metilico (&¢
20,7 atribuido por gHSQC) apresentou correlagdo gCOSY com um hidrogénio com
deslocamento quimico em &y 4,32-4,37 (1H, m), atribuido a um grupo metinico (d¢
68,5). Esses deslocamentos quimicos, novamente, sugerem a vizinhanca de um
grupo hidroxila. Esse hidrogénio metinico ainda apresentou correlacdo gCOSY com
outro hidrogénio de grupo metinico, oy 4,39-4,42 (1H, m), d¢c 60,4. As correlacdes
gHMBC confirmaram a substrutura e indicam a existéncia de um segundo fragmento
de Treonina (Thr B) na substancia em analise (FIGURA 4.83). Na regidao de
olefinicos e aromaéticos, trés sinais indicaram a presenca de um anel aromatico
monossubstituido: &y 7,32-7,37 (1H, m), (8¢ 129,3 atribuido por gHSQC), &y 7,25-
7,30 (1H, m), (&¢ 128,7 atribuido por gHSQC) e &y 7,41-7,48 (1H, m), (&¢c 127,2
atribuido por gHSQC). Por gHMBC, o carbono em &¢ 140,0 pode ser identificado,
relativo ao carbono do anel aromatico contendo a cadeia lateral. O hidrogénio em &
7,41-7,48 (1H, m) ainda apresentou correlagdo gHMBC com o carbono em &¢ 74,4,
equivalente a um grupo metino contendo uma hidroxila, cujo deslocamento quimico
de hidrogénio foi identificado em &y 5,19-5,24 (1H, m). Esse hidrogénio apresentou
correlacdo gCOSY com o hidrogénio em &y 4,69-4,74 (1H, m), também de
grupamento metinico (&¢c 60,8 atribuido por gHSQC). Esses dados estao
compativeis com uma unidade de Fenil-serina (Pser) presente na estrutura
molecular (FIGURA 4.83).

Finalmente, a analise na regido de hidrogénios metilénicos, mostrou a
presenca de dois hidrogénios magneticamente ndo equivalentes, em &y 1,82-1,91
(AH, m) e em &y 2,05-2,12 (1H, m), conectados ao mesmo carbono, com
deslocamento quimico em &¢ 23,0. Essa suposi¢do foi confirmada por gCOSY.
Esses hidrogénios apresentaram também correlagbes gCOSY com outros dois
hidrogénios magneticamente ndo equivalentes com deslocamento quimico em &y
3,31-3,55 (2H, m), conectados ao mesmo carbono, em &¢ 37,4, e ainda com um
hidrogénio de grupamento metinico, em &y 3,98-4,10 (1H, m) (8¢ 51,0). Este, por sua
vez, apresentou correlagdo homonuclear *H-'H com outro hidrogénio de carbono
metinico (CH) em &y 4,82-4,87 (1H, m) (&¢ 57,0). Por fim, o hidrogénio em &y 3,33
ppm (1H, m) ainda apresentou correlacio gHMBC com um carbono com

deslocamento quimico em &¢ 156,3. Esse deslocamento quimico ndo € compativel
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com carbonila de amida. Esse valor é coerente com um grupamento guanidinico
conectado a estrutura e leva a um residuo de aminoécido muito raro: capreomicidina
(Cap). Essa unidade de aminoacido foi relatada pela primeira vez por HERR et al
(1960) em quatro antibiéticos peptidicos ciclicos, as capreomicinas, isolados de
cultivos da bactéria Streptomyces capreolus. Mais recentemente, a biossintese
desse aminoacido foi estudada e trata-se de uma simples ciclizacdo da L-arginina
(YIN e ZABRISKIE, 2004).

Com os fragmentos parcialmente elucidados, chega-se a férmula
molecular Cz4Hs309Ng. A formula molecular determinada por espectrometria de
massa de alta resolucao foi C34Hs5601009, exatamente 18 unidades de massa a mais
qgue a determinada por RMN. Isso sugere que esse hexapeptideo seja uma estrutura
linear, e ndo ciclica. Uma das possiveis estruturas para a substancia presente em

maior quantidade na fracdo B5GP esta apresentada na FIGURA 4.85.
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HO
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FIGURA 4.85 — Uma das propostas possiveis para a estrutura do composto presente

em maior quantidade na fracdo B5GP.
Todos os dados experimentais obtidos por espectrometria de RMN

foram dispostos na TABELA 4.13. A numerac¢do de cada residuo de aminoécido foi
feita considerando a carbonila da ligagcéo peptidica como posicao 1.
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TABELA 4.13 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracédo

B5GP (*3C, 150MHz; *H, 600 MHz, 200 ug em 250 pL de MeOH-d.,).
no. ‘ 5 Sy, mult. (J em Hz) COSsY HMBC

Leucina (Leu)

174,2
2 53,1 4,32-4,37, m 3a, 3b 1
3a 411 1,50-1,55, m 2,4 n.o.
3b 41,1 1,56-1,60, m 2,4 n.o.
25,4 1,35-1,40, m 3a,3b,5,6 n.o.
23,3 0,89, d (6,61) 4 3,4,6
21,9 0,85, d (6,61) 4 3,4,5
Valina (Val)
173,9.
61,0 4,10-4,14, m 3 1
30,5 2,16-2,25, m 2,4,5 1,2,4,5
4,5 19,3 0,99, d (6,72) 3 2,3
Treonina A (Thr A)
1 n.o.
2 59,0 3,98-4,10, m n.o.
3 65,0 3,98-4,10, m n.o.
4 17,2 0,72,d (5,12) 3 2,3
Treonina B ( Thr B)
1 171,0
2 60,4 4,39-4,42, m n.o. 1,3
3 68,5 4,32-4,37, m 4 n.o.
4 20,7 1,20, d (6,36) 3 2,3
Fenil -serina (Pser)
1 n.o.
2 60,8 4,69-4,74, m 3 n.o.
3 74,4 5,19-5,24, m 2 n.o.
4 140,0
5 127,2 7,41-7,48, m 6 57
6 128,7 7,25-7,30, m 5,7 7
7 129,3 7,32-7,37, m 6 4,5,6
Capreomicidina (Cap)
1 n.o.
57,0 4,82-4,87, m 3 n.o.
51,0 3,98-4,10, m 2,4a,4b n.o.
4a 23,0 1,82-1,91, m 2,3, 5a, 5b 2,3,5
4b 23,0 2,06-2,12, m 2,3, 5a, 5b 2,3,5
5a 37,4 3,31-3,55, m 4a, 4b 3,4, 7
5b 37,4 3,31-3,55, m 4a, 4b 3,4,7
7 156,3

n.o. — ndo observado.
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Uma substancia isolada a partir de um cultivo de uma hidra marinha
(Gymnangium regae) que apresentou citotoxidade moderada contra diversos tipos
de linhagens tumorais foi relatada por MILANOWSKI et al. (2003). A analise por
HRMS apresentou o pico do ion molecular de [M+H]" m/z 750,5, com a férmula
molecular C3sHs9010N7. A substancia, nomeada de Gymnangiamide, € 0 composto
estruturalmente mais proximo do hexapeptideo em andlise na presente fracdo que
foi encontrado na literatura. A formula estrutural da Gymnangiamide esta
representada na FIGURA 4.86.

FIGURA 4.86 — Formula estrutural da Gymnangiamide (MILANOWSKI et al., 2003.).

4.3.6 - Fracao B6GP

A fracao identificada como B6GP foi eluida do cartucho e analisada por
RMN. Foi obtido um espectro de RMN de *H, utilizando a sequéncia de pulso lc1pnf2
(dupla pré-saturacéo). Na FIGURA 4.87 é possivel visualizar o espectro obtido. Os
resultados mostram dois dupletos na regido de hidrogénios aromaticos e olefinicos,
sendo um em &y 7,65 e outro em &y 6,68, com constante de acoplamento de 15,03
Hz. Na regido de hidrogénios alifaticos, um hepteto em &y 3,34 e um dupleto em &
1,23, ambos com constante de acoplamento de 6,78 Hz. Também nessa regido, um
simpleto em &y 2,36. Esses dados sao suficientes para concluir que se trata do
composto inédito nomeado de giovaninona C (Fracdo AE12GP) isolado em maior

quantidade no extrato de acetato de etila (AE).
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FIGURA 4.87 — Espectro de RMN de 'H da fracdo B6GP. Giovaninona C. * -

Impureza (etanol) no solvente deuteurado — MeOD-dj,.
4.3.7 - Fracao B7GP

A fracao identificada como B7GP foi eluida do cartucho e analisada por
RMN. Foi obtido um espectro de RMN de *H, utilizando a sequéncia de pulso lc1pnf2
(dupla pré-saturacdo). Na FIGURA 4.88 € possivel visualizar o espectro obtido e
mostra a presenca de diversos sinais espalhados por todo o espectro. Entretanto,
uma analise mais minuciosa e por integracdo dos sinais mostrou que esta fracao é
representada por uma mistura de dois compostos. Muitos sinais apresentaram um
aspecto duplicado, indicando duas substancias com formulas estruturais muito

proximas.
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FIGURA 4.88 — Espectro de RMN de 'H da fracdo B7GP.

Uma vez que a forca de eluigcdo do solvente na cromatografia j estava
ajustada, optou-se por alterar a seletividade da cromatografia com o intuito de
separar esses dois compostos que coeluem na banda cromatografica B7GP. Foi
desenvolvido um método especifico para isso. O cromatograma representado na
FIGURA 4.89 foi realizado com: volume de inje¢cdo 20 pL, fluxo de 1,0 mL/min,
monitorando o comprimento de onda de 230 nm, eluente A (H,O mili Q, 0,05% de
TFA), eluente B (Acetonitrila, 0,05% de TFA). ApGs a eluicdo cromatografica foi
realizada a limpeza da coluna com 100 % de B por 5 minutos acompanhados por
retorno do gradiente em 5 minutos (50-50% de B). A coluna foi condicionada por 5

minutos, totalizando 22 minutos por analise.
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FIGURA 4.89 — Cromatograma (A230) do extrato butanolico (EB) do caldo de
fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Resolucdo da fracdo B7GP.
Eluente A (H2,O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B (Acetonitrila, 0,05% de TFA).
Eluicdo isocréatica nos 5 minutos iniciais (50% de B / 50% de A), eluicdo gradiente
50-60 % de B durante 2 minutos.

As fracdes foram adsorvidas em cartuchos de fase estacionéria
General Phase (Hysphere™.-resin) durante 30 corridas cromatograficas consecutivas
gerando as amostras B7aGP (tr = 6,23 min) e B7bGP (tr = 6,63 min). As analises de
RMN mostraram que 0s compostos presentes nas duas fragbes sdo estruturalmente
muito semelhantes, e que a substancia da fracdo B7bGP estava em maior
quantidade no caldo de fermentagdo ou apresentou melhor retencdo por SPE,
guando comparada a substancia da fracdo B7aGP. Dessa forma, na sequéncia sera
apresentada a elucidacéo estrutural do composto da fracdo B7bGP, em seguida da
fracdo B7aGP.
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4.3.8 - Fracao B7bGP

Através da relacdo sinal-ruido por RMN, verificou-se que o composto
presente na fracdo B7bGP foi obtido em maior quantidade quando comparado ao
composto presente na fracdo B7aGP. Assim, optou-se por fazer a determinacdo
estrutural primeiramente daquele. A analise por espectometria de massa apresentou
o pico [M-H]" m/z 443,6, equivalente a molécula desprotonada (FIGURA 4.90). Essa

relacdo massa/carga indicou a formula molecular C,1H33035P.

'")t(‘ig%': 443.6
2.0
1.5
1.0+
0.5
] 887.6
O'O _- T T I T T T T I T Ll T IL T T T T I T T T T I T T T T I T T T T l IL T T T T
300 400 500 600 700 800 900 miz

FIGURA 4.90 - Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo negativo para
fracdo B7bGP.

Os espectros de RMN apresentaram uma quantidade maior de sinais,
guando comparados aos espectros obtidos para os outros compostos isolados neste
trabalho. Os espectros serdo apresentados apos a descricdo completa da
elucidacao estrutural. Na TABELA 4.14 estdo todos os dados espectroscopicos de

RMN extraidos dos espectros obtidos.
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TABELA 4.14 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracédo
B7bGP (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 500 pg em 250 pL de MeOH-dy).

no. oc Oy, mult. (J em Hz) COosy HMBC
167,1
123,8 6,06, d (9,80) 3 1,3,4
148,3 7,04, dd (5,49; 9,80) 2,4 1,2,4
64,8 4,17, dd (3,00; 5,49) 3,5 2,3,5
5* 84,0 4,88, dd (3,00; 7,00) 4,6 4,6,7
6 129,4 5,84, dd (7,00; 16,00) 5,7 4,5,8
7 133,8 5,84 -5,91, m 6, 8a, 8b 5,6,8,9
8a 38,9 2,44, ddd (6,72; 6,72; 13,45) 7,8b,9 6,7,9,10
8b 38,9 2,65, ddd (6,72; 6,72; 13,45) 7,8a,9 6,7,9,10
9 77,7 4,66 — 4,74, m 8, 10 7,8,10, 21
10 44,8 1,62, dgdd (2,08; 3,10; 6,98; 9,54) 9, 11, 21 8,9 11,21
11 69,6 4,53, tag (9,54) 10, 12 10, 12, 21
12 134,1 5,35, tag (10,15) 11,13 10, 11, 13
13 127,7 6,43, tas (11,52) 12, 14 12, 14,15
14 125,7 6,32, tag (11,37) 13, 15 12,13, 15, 16
15 136,0 5,52, dt (7,72; 11,17) 14, 16 14,16, 17
16 27,4 2,18 -2,24, m 15, 17 15, 17, 18
17 41,0 1,24 -1,30, m 16, 18 16, 18
18 29,8 1,57, n (6,67) 17,19, 20 17, 19, 20
19, 20 23,9 0,90, d (6,67) 18 17,18
21 10,2 0,82, d (6,98) 10 9,10, 11

* Multiplicidade determinada em acetonitrila — ACN-ds.

A elucidacao estrutural foi feita através da determinacdo parcial de
duas subestruturas. A andlise do espectro de RMN de *H mostra a presenca de 29
hidrogénios nédo trocaveis incluindo 9 hidrogénios metilicos, 6 hidrogénios
metilénicos, 6 hidrogénios metinicos e 8 hidrogénios olefinicos que foram
completamente determinados por gHSQC. Através do espectro de RMN de *C, 21
sinais de carbonos foram detectados e relacionados a 3 carbonos metilicos, 3
carbonos metilénicos, 6 carbonos metinicos, 8 carbonos olefinicos e 1 carbonila de

éster. A analise da subestrutura A (FIGURA 4.123) comecou através dos sinais de

137



RMN de 'H na regido de hidrogénios olefinicos. Foram verificados a presenca de um
dupleto e um dupleto duplo, (H2, &4 6,06, 1H, d) e (H3, o4 7,04, 1H, dd)
respectivamente, que, por gCOSY verificou-se pertencerem a carbonos olefinicos
vicinais. A constante de acoplamento de 9,80 Hz entre H2 e H3 sugere uma ligacéo
dupla de geometria cis. Por gHSQC, esses hidrogénios foram relacionados aos
carbonos olefinicos C2 (6¢ 123,8) e C3 (6¢c 148,3). O hidrogénio H2 apresentou
correlagdo gHMBC com o carbono C1 (6¢ 167,1) o que evidencia a presenc¢a de uma
carbonila de éster a, B insaturada. O hidrogénio H3 ainda apresentou correlacdo
gHMBC com os carbonos sp® C4 (8¢ 64,8) e C5 (3¢ 84,0) que, por gHSQC estdo
conectados diretamente aos hidrogénios H4 (64 4,17, 1H, dd) e H5 (64 4,88, 1H, dd).
Esses dados mostram a presenca de um sistema 4-hidroxi-4,5-dihidro-piran-2-ona
na formula estrutural. Na sequéncia, verificou-se a presenca de um carbono olefinico
(C6, dc 129,4) ligado ao hidrogénio H6 (64 5,84, 1H, dd) formando uma ligacéo dupla
com o carbono C7 (6¢ 133,8). A constante de acoplamento de 16,0 Hz entre H6 e H7
sugere uma ligagdo dupla de geometria trans. Através das andlises das constantes
de acoplamento e gCOSY verificou-se que C6 esta conectado diretamente a posicao
5 da lactona eletrofilica a, B insaturada. Diretamente a C7 esta conectado um
carbono metilénico (C8, d¢ 38,9) seguido de um carbono metinico (C9, ¢ 77,7). Um
acoplamento fésforo-oxigénio-carbono foi detectado no espectro de RMN de *3C (d¢
77,7 ppm, %Jp.o.c = 5,0 Hz) na posicdo 9, indicando esta posicdo para a presenca de
um grupamento fosfato, que foi proposto através da analise de fragmentagdo por
espectrometria de massa, que mostra a perda de uma unidade de acido fosfadrico.

Esses dados levam a subestrutura A, representada na FIGURA 4.91.

FIGURA 4.91 — Subestrutura A. As setas representam as correlacbes gHMBC

principais que levaram a proposta estrutural.

A subestrutura B comecou a ser elucidada através da analise da regido
de alifaticos no espectro de RMN de *H. Um grupamento isopentila foi detectado
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através da combinacdo de analise por gCOSY, gHSQC e gHMBC que mostrou a
conexao direta de dois carbonos metilénicos, C16 (6¢ 27,4) e C17 (&¢ 41,0), um
carbono metinico, C18 (8¢ 29,8) e e dois carbonos metilicos, C19 (8¢ 23,9) e C20
(5c 23,9). Todos os sinais de RMN de 'H, bem como suas constantes de
acoplamento confirmam a unidade estrutural proposta. A analise da regido de
olefinicos mostrou a presengca de um dieno conjugado na estrutura conectado
diretamento ao carbono C16. O dieno conjugado é formado pelos carbonos C12 (6¢
134,1), C13 (8¢ 127,7), C1l4 (&c 125,7) e C15 (6¢c 136,0). Essa sequéncia foi
confirmada pelas constantes de acoplamento no espectro de RMN de *H e através
dos espectros de gCOSY e gHMBC. As constantes de acoplamento de 10,15 Hz
entre H12 e H13, e 11,37 Hz entre H14 e H15 suportam a proposta de que se trata
de um dieno de geometria cis. Um hidrogénio de carbono metinico, C10 (¢ 44,8),
apresentou correlagées com os carbonos metilico C21, (6¢ 10,2) e metinico C11 (&¢
69,6), que por analise de deslocamento de hidrogénio e carbono foi proposto estar
conectado a uma hidroxila. Dessa forma, a proposta para a substrutura B esta
representada na FIGURA 4.92.

FIGURA 4.92 — Subestrutura B. As setas representam as correlacdes gHMBC

principais que levaram a proposta estrutural.

Através da analise por gCOSY, verificou-se correlacdo entre os
hidrogénios H9 (&4 4,66 — 4,74, 1H, m) e H10 (64 1,62, 1H, dqdd) indicando que os
carbonos C9 e C10 sado vicinais. Essa proposta foi confirmada por gHMBC.
Finalmente, a estrutura plana proposta para o0 composto presente em maior

quantidade na fracdo B7bGP estéa representada na FIGURA 4.93.
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FIGURA 4.93 — Formula estrutural do composto presente em maior quantidade na
fracdo B7bGP.

Trata-se de um representante inédito de uma classe de policetideos
fosfatados extremamente citotdxicos produzidos por Streptomyces do solo e de
origem marinha (OHKUMA et al., 1992; KOHAMA et al., 1993; AMEMIYA et al.,
1994). A diferenca na nova estrutura € na cadeia carbobnica entre C12 e C20. A
configuracdo dos centros estereogénicos j4 foi determinada em outro estudo:
4S,55,9S,10S e 11S (BURKE et al.,, 2010). Baseado nesse estudo foi possivel
concluir que esta também € a configuracdo absoluta do composto em questéo,
através da analise de configuracdo relativa. A estereoquimica syn entre C4 e C5 foi
determinada pela constante de acoplamento entre H4 e H5 (*Jhsns = 3,0 Hz). Esta
constante de acoplamento € similar a observada em outros compostos contendo o
mesmo sistema ciclico. Piranonas ciclicas 4,5-dissubstituidas com orientacdo anti
apresentam uma constante de acoplamento da ordem de 8,7 Hz. A andlise de
configuracédo relativa dos hidrogénios H9, H10 e H11l foi feita em acetonitrila
deuterada. A constante de acoplamento entre H10-H11 (3Ju10.411 = 9,54 Hz) é um
forte indicativo de uma relacdo anti entre esses dois nucleos (AMEMIYA et al., 1994;
BURKE et al., 2010). E, por fim, a constante de acoplamento entre H10-H9 (3Ju10.19
= 3,10 Hz) indica relacdo syn entre esses hidrogénios. Essas informacfes foram
dispostas na FIGURA 4.94, estdo em boa concordancia com os valores encontrados
na literatura e dao suporte para inferir a existéncia de uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre C11-OH e C9-O resultando em uma conformacéo preferencial
ciclica barco-torcido (BURKE et al., 2010).
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FIGURA 4.94 — Atribuicdo da configuracdo relativa e absoluta através das

constantes de acoplamento obtidas por espectroscopia de RMN de *H.

A determinacdo da multiplicidade do sinal de H10 foi feita através de
simulagdo computacional e apodizacdo matematica gaussiana (gb). Esse sinal
apresentou uma ressonancia complexa, dificultando a obtencdo das constantes de
acoplamento. Uma vez que a constante de acoplamento entre H9 e H10 era
necessaria para a determinagdo da configuracdo relativa, o sinal de H10 foi
analisado e, ap0s aplicacdo da apodizacdo matemética gaussiana de 0,3, concluiu-
se gue se trata de um duplo quadrupleto dupleto duplo (dgdd). H10 acopla com H11
com uma constante de 9,54 Hz, originando um dupleto, com H21 com uma
constante de 6,98 Hz, originando um quadrupleto, com H9 com 3,10 Hz originando
um dupleto e com o fosforo, do grupo fosfato conectado na posicao 9, com 2,08 Hz,

originando um dupleto. A FIGURA 4.95 mostra esses acoplamentos.

3J4410-Ho = 3,10 Hz JH10-n11 = 9,54 Hz

4Ju10.p = 2,08 Hz <— T T
>0,p,O H HOH

*Jh10-H21= 6,98 Hz

FIGURA 4.95 — Acoplamentos observados de H10 com outros nucleos.

Sendo este um sinal de ressonancia incomum, optou-se por simulacao

computacional para verificar a validade dessa proposta. Utilizou-se o programa NMR
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Simulator desenvolvido em parceria pelas Universidades de Cali e Bogota, Colombia
e Escola Politécnica Federal de Lausanne, Suica (CASTILLO et al.,, 2010). O
programa leva em consideracdo os acoplamentos mais fortes, o que normalmente
nao é possivel de ser visualizado em outros programas com a mesma finalidade. O
sinal foi simulado e comparado com o sinal obtido experimentalmente, apresentando

uma adequada similaridade. A comparacao pode ser visualizada na FIGURA 4.96.

Hio

3J=9,54 Hz

3J=6,98 Hz

3J=3,10 Hz

4J=12,08 Hz

Sinal simulado

Sinal obtido

M/\M/\/\/\/M Apodizacdo matematica (gb)
do sinal obtido

FIGURA 4.96 — Simulacdo do sinal de H10 através do programa computacional
NMR Simulator — (CASTILLO et al., 2010). * Sobreposicédo parcial com o sinal de
H18.

Dessa forma, a formula estrutural do composto determinado na fracéo
BH7bGP, considerando as configuracdes dos centros estereogénicos esta
representado na FIGURA 4.97.
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FIGURA 4.97 — Férmula estrutural do composto presente em maior quantidade na
fragdo B7bGP com a atribuicho das configuracdes relativas dos centros

estereogénicos a partir da analise dos valores de constantes de acoplamento.

A anélise de fragmentac&o por espectometria de massa (MS) em MS?
apresentou o perfil apresentado na FIGURA 4.98. O pico mais intenso foi o m/z
345,1, atribuido a uma unidade de acido fosférico, relativo a perda do grupo fosfato.
O pico m/z 301,1 equivale a uma unidade de di6xido de carbono (CO,). O pico m/z
191,1 equivale a perda de toda a cadeia carbdnica de C1 a C8. Os picos m/z 149,0 e

150,0 equivalem a perda da cadeia carb6nica de C9 a C21.

Intens.—: 345.1

2000

1500
] 191.9

1000

500 ] 149.0
] 283.0°011 425.0
0—_.7.,:.‘.‘ ,‘....‘,‘...L.,l‘.*...l‘,‘.'..'.,“..h..

150 200 250 300 350 400 m/z

FIGURA 4.98 — Fragmentacdo em MS? do fon— [M-H] m/z 443,6.
Na sequéncia serdo apresentados os espectros de RMN de *H

(FIGURA 4.99), RMN de *C (FIGURA 4.100) e os mapas de contorno gCOSY
(FIGURA 4.101), gHSQC (FIGURA 4.102) e gHMBC (FIGURA 4.103).
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FIGURA 4.99 — Espectro de RMN de 'H da fracdo B7bGP, 500 ug em 250 L de
MeOH-d,. * - Impurezas.
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FIGURA 4.100 — Espectro de *3C do pico B7bGP. ns= 92K, td= 32K, sw= 238,8 ppm,
ag=0,45 s e d1= 0,20 s. * - Impurezas.
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FIGURA 4.101 — Mapa de contorno gCOSY da fracdo B7bGP.

146



_LLL[ULM N opm

-

60

—100

—120

—140

o Bl

A R N N N R R A R D N e
75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

FIGURA 4.102 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo B7bGP.
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FIGURA 4.103 — Mapa de contorno gHMBC da fragdo B7bGP.
4.3.9 - Fracao B7aGP

Através da relacdo sinal-ruido por RMN, verificou-se que o composto
presente na fracdo B7bGP foi obtido em menor quantidade quando comparado ao
composto presente na fracdo B7bGP. A analise por MS apresentou o pico [M-H] m/z
445,3, equivalente a molécula desprotonada (FIGURA 4.104). Essa relacéo
massal/carga indicou a formula molecular C,1H3508P. Essa relacdo massa/carga é
exatamente 2 unidades de massa maior que a relacdo massa/carga para o pico do
ion molecular da fragcdo B7bGP. Baseado no tempo de retencéo por cromatografia é
possivel sugerir que as duas estruturas sdo muito semelhantes, e os dados obtidos
por espectrometria de massa podem levar a conclusdo de que a diferenca estrutural
entre as duas seja a saturacdo de uma das ligagOes duplas presentes na estrutura.
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FIGURA 4.104 - Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo negativo para
fracdo B7aGP.

Os espectros de RMN também apresentaram uma quantidade maior de
sinais, quando comparados aos espectros obtidos para 0s outros compostos
isolados neste trabalho. Na TABELA 4.15 estédo todos os dados espectroscopicos de
RMN extraidos dos espectros obtidos.
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TABELA 4.15 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracédo
B7aGP (*3C, 150 MHz; *H, 600 MHz, 300 pg em 250 pL de MeOH-dy).

no. oc Oy, mult. (J em Hz) COosy HMBC
181,6

2 30,5 2,51 -2,55,m 3a, 3b 1,3, 4

3a 25,8 20-2,13, m 2,3b, 4 1,2,4

3b 25,8 2,20-2,27, m 2,3a, 4 1,2,4

4 85,9 4,49, dt (5,00; 6,90) 3,5 2,3,5

5 76,3 4,09, dd (6,45; 6,90) 4,6 4,6,7

6 133,1 5,61, dd (6,45; 15,3) 5,7 4,5,8

7 132,0 5,76 — 5,83, m 6, 8a, 8b 5,6,8,9

8a 38,7 2,32-2,41, m 7,8b,9 6,7,9,10

8b 38,7 2,56 — 2,63, m 7,8a,9 6,7,9,10

9 77,3 4,66 — 4,72, m 8, 10 7,8,10, 21

10 44,6 1,53 -1,64, m 9,11, 21 8,9, 11,21

11 69,8 4,53, tag (9,07) 10, 12 10, 12, 21

12 134,3 5,34, tag (9,94) 11, 13 10, 11, 13

13 127,7 6,42, tag (11,38) 12, 14 12, 14,15

14 125,9 6,32, tag (11,08) 13, 15 12,13, 15, 16

15 135,9 5,50, dt (7,63; 10,8) 14, 16 14,16, 17

16 27,4 2,18—-2,24, m 15, 17 15, 17, 18

17 41,06 1,24 -1,30, m 16, 18 16, 18

18 29,8 1,55, n (6,71) 17,19, 20 17,19, 20
19, 20 24,0 0,89, d (6,71) 18 17,18

21 10,2 0,80, d (6,79) 10 9,10, 11

ApoOs as analises por RMN, pode-se verificar que a diferenca entre as
duas estruturas esta na ligacdo dupla entre os carbonos C2 e C3 da estrutura
molecular. No espectro de RMN de *H foi verificada a presenca de um multipleto em
Oy 2,51-2,55 integrando para 2 hidrogénios (2H, H2, m), que, por gHSQC foi
atribuido ao carbono em &¢ 30,5, formando um grupo metileno. Esse hidrogénios
apresentaram correlacdo gHMBC com uma carbonila de éster com deslocamento
quimico de &¢ 181,6 (C1). Os hidrogénio H2 também apresentaram correlacao

gCOSY com os hidrogénio magneticamente ndo equivalentes H3a (1H, m) e H3b
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(1H, m), ambos conectados ao carbono &¢ 25,8 (C3). Esses hidrogénios
apresentaram correlacdo gCOSY com um grupo metinico, com deslocamento
quimico de hidrogénio em &y 4,49 (1H, H4, dt) e de carbono (&4 85,9, atribuido por
gHSQC). Esses valores de deslocamento quimico mostram que se trata de um
grupo metinico ligado diretamente a hidroxila. Na sequéncia, verificou-se que esse
grupo metino € vizinho a outro hidrogénio de grupo metinico, em &4 4,09 (1H, H5,
dd), &c 76,5, que fecha a estrutura ciclica em uma unidade tetrahidro piran-2-ona,
conforme esquematizado na FIGURA 4.105. Todos o0s outros dados
espectroscopicos indicam que ndo existe outra diferenga estrutural entre os

policetideos encontrados nas fracdes B7aGP e B7bGP.

FIGURA 4.105 — Fragmento da estrutura que contém a diferenca entre as

substancias identificadas nas fracbes B7aGP e B7bGP.

ApoOs a analise detalhada dos demais sinais obtidos por espectroscopia
de RMN, foi possivel concluir que a estrutura da substancia presente em maior
quantidade na fragcdo EB7aGP apresenta uma saturagéo da ligacdo dupla C2-C3 da
cadeia carbonica (FIGURA 4.106). Assim como o composto identificado na fracdo

anterior, esta também € uma estrutura inédita na area de produtos naturais.

FIGURA 4.106 — Formula estrutural do composto presente em maior quantidade na
fracdo B7aGP.
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Na sequéncia serdo apresentados os espectros de RMN de *H
(FIGURA 4.107) e RMN de *3C (FIGURA 4.108) e os mapas de contorno gCOSY
(FIGURA 4.109), gHSQC (FIGURA 4.110) e gHMBC (FIGURA 4.111).
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FIGURA 4.107 — Espectro de RMN de 'H fracdo B7aGP, 300 pg em 250 pL de
MeOH-d,. * - Impurezas.
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FIGURA 4.108 — Espectro de RMN de *°C da fragdo B7aGP. ns= 92K, td= 32K, sw=
238,8 ppm, ag=0,45 s e d1= 0,20 s. * - deslocamento determinado por gHSQC e
gHMBC.
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FIGURA 4.110 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo B7aGP.
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FIGURA 4.111 — Mapa de contorno gHMBC da fracdo B7aGP.

4.3.10 - Nomenclatura e proposta biogenética para o s policetideos

fosfatados inéditos

Os dois policetideos inéditos receberam nomes baseados no sistema
de nomenclatura IUPAC, assim como seus respectivos nomes triviais. Essas

informacdes foram arranjadas na TABELA 4.16.

156



TABELA 4.16 - Estruturas e nomenclatura dos policetideos identificados.
Estrutura Nome IUPAC Nome trivial

@OHZQPO OH & 5-hidroxi-6-(6-hidréxi-5,13-  Thomasicina A
0”0 W dimetil-4-fosfonoxi-tetradec-
5 1,7,9-trienil)-5,6-dihidro-2H-

piran-2-ona

OOHZOBPO OH 5-hidroxi-6-(6-hidréxi-5,13-  Thomasicina B
0”0 W dimetil-4-fosfonoxi-tetradec-
é 1,7,9-trienil)-tetrahidro-2H-

piran-2-ona

Fracdo B7bGP

Fracdo B7aGP

Essas novas estruturas pertencem a uma limitada classe de
compostos, biossintetizados através da via do acetato, exclusivamente produzidos
por estreptomicetos. Os metabdlitos pertencentes a esta classe de substancias
apresentam pronunciada atividade de inibicdo da enzima serinal/treonina proteina
fosfatase (PP2A) (LEWY et al., 2002). Os compostos, com cadeias carbonicas
semelhantes, ja relatadas séo: sultriecina (53) (OHKUMA et al., 1992), fostriecina
(54) (TUNAC et al., 1983); citostatina (55) (AMEMIYA et al., 1994), fosfolina (56)
(OZASA et al., 1989), leustroducsina (57) (KOHAMA et al., 1993) e foslactomicinas
(58) (FUSHIMI et al., 2009; FOTSO et al., 2013) (FIGURA 4.112).

(53) Sultriecina (54) Fostriecina

*0,PO  OH

o~ ~o"

(55) Citostanina

(56) Fosfolina, R=H
(57) Leustroducsina, R = OH
(58) Foslactomicinas, R = OCOR'

FIGURA 4.112 — Formulas estruturais do policetideos naturais produzidos por
Streptomyces sp.
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A partir da anadlise por retrobiogénese do composto thomasicina A é
possivel identificar a cadeia policetidica que deu origem a essa substancia, por
unidades de acetato. O carbono (C1) € oxidado, e provavelmente estava conectado
diretamente a coenzima A (HSCoA) formando um tioéster. A partir dai € possivel
verificar que os atomos de carbono intercalam entre ndo-oxidado e oxidado. C17
seria um carbono oxidado, o que leva a conclusdo que esta biossintese tenha
comecado a partir de uma unidade de isobutiril-CoA, conforme esta identificado na
FIGURA 4.113. Embora, C4 originalmente ndo deveria estar ligado a uma hidroxila,
esta € uma posicao facilmente oxidada por se tratar de um atomo de carbono vizinho
a um sistema de carbonila a, B insaturada. O grupo metila no atomo de carbono
C10, provavelmente foi inserido por substituicdo nuclefilica com S-adenosilmetionina
(S.A.M.) em uma etapa apos a formacdo da cadeia policetidica (CLAYDEN et al.,
2012).

Oxidacéo posterior  Fosforilagdo de hidroxila

n.o. n.o. (10 7 o e oo 1

FIGURA 4.113 — Retrobiogénese do composto thomasicina A. 0. = carbono oxidado;

n.o. = carbono ndo oxidado.

Dessa forma, uma unidade de isobutiril-CoA condensaria com uma
unidade de acetil-CoA. Na sequéncia a carbonila cetbnica seria reduzida a alcool e
eliminada na forma de agua originando uma ligacdo dupla que poderia ser reduzida
a uma cadeia carbdnica originando a cauda hidrofobica da substancia, conforme
pode ser visualizado na FIGURA 4.114. Posteriormente, esse intermediario
condensaria com mais sete unidades de acetil-CoA, originando assim uma cadeia
policetidica. Nesta etapa deve ocorrer a metilagdo da posi¢cdo C10. As carbonilas em
C13 e C15 sofreriam reducéo, seguida de eliminacdo de agua originando o dieno
conjugado cis nessa posicdo da estrutura. A carbonila na posicdo C7 também
sofreria esse mesmo processo, entretanto, daria origem a uma ligacdo dupla trans.

As carbonilas C3, C5, C9 e C12 seriam todas reduzidas a fungéo alcool, entretanto,
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a hidroxila da posicdo C9 seria fosforilada com adenosil trifosfato (ATP). Em
seguida, a hidroxila posicionada no carbono C5 promoveria um ataque nucleofilico a
carbonila do tioéster na posicdo C1, que, por substituicdo acilica, liberaria a
coenzima A (HSCoA). Assim, a lactona ciclica seria formada e a eliminacdo da
hidroxila na posicdo C2 ocorreria facilmente por E1cB. A oxidagdo do carbono na
posicdo C4 pode ocorrer facilmente originando o composto thomasicina A.
Aparentemente a thomasicina B € apenas a forma reduzida na posicdo C2-C3 da
thomasicina A (CLAYDEN et al., 2012).

| I I
COAS/Y Malonil-CoA COAS/\/Y NADH COASW % COAS/\/Y
-H0

reducao
desidratacao

reducdo
reducao fosforilagdo
desidratagéo (@]
I

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 7x Malonil-CoA
CoAS T
condensa(;acJA

reduc_;ao
desidratagao
com S.A.M.
reducdo reducdo
(OH
Oxidacgéo
H.~ s 5 (fH
Payt 5 ¢1 5
CoAS” [NO™ ™/ 0 0" O 4
(@) - HSCoA .
) Sistema

4,5-dehidro-piran-2-ona

OH
,OH . 18
H 1 5 :
04105”““‘/ - | L O& o s 5 13

Thomasicina B Thomasicina A

¢ |

FIGURA 4.114 — Proposta biogenética para formacdo dos compostos thomasicina A
e B.
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4.3.11 - “Time-slice” do extrato butandlico

Na sequéncia, foi feita uma tentativa de identificar compostos que nao
tenham absorcdo no UV, por “Time slice”. Nesse modo de operacdo, o
cromatograma € seccionado em intervalos de 15 segundos e essas secc¢des sdo
enviadas para diferentes cartuchos de SPE, por varias corridas cromatograficas
consecutivas. Assim, foi desenvolvido um método especifico para trabalhar nessas
condi¢gbes, em que a separacado nao foi monitorada por UV. Apenas optou-se por
comecar a corrida cromatografica com 30% de solvente organico (metanol) uma vez
gue a fase estacionaria do cartucho selecionado para esse teste foi a General Phase
(Hysphere™-resin). O volume de injecéo foi de 20 uL, foi usado um fluxo de 1,0
mL/min, monitorando o comprimento de onda de 254 nm com o eluente A (H,O mili
Q) e o eluente B (Metanol). Apos a eluicdo cromatografica foi realizada a limpeza da
coluna com 100 % de B por 5 minutos acompanhados por retorno do gradiente em 5
minutos (100-30% de B). A coluna foi condicionada por 5 minutos, totalizando 41
minutos por analise. O resultado pode ser vista na FIGURA 4.115, que mostra o

cromatograma resultante.
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FIGURA 4.115 - Cromatograma (A254) do extrato butandlico (B) do caldo de
fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2. Time-slice. Eluente A (H,O mili
Q) e o eluente B (Metanol). Elui¢édo isocratica nos 3 minutos iniciais (30% de B / 70%

de A), eluigédo gradiente 30-80 % de B durante 23 minutos.

Foram realizadas 30 corridas cromatograficas consecutivas, gerando
60 (sessenta) amostras, que foram analisadas individualmente por espectrometria
de RMN de *H. Os resultados em geral mostraram espectros de baixa relacdo sinal-
ruido e mistura grande de compostos. Os espectros somente apresentaram sinais a
partir da 642 promediacédo. Provavelmente esses resultados estejam relacionados ao
fato de que o HPLC utilizado ndo possui controle de temperatura, e dessa forma o
tempo de retencéo (tr) ndo € reprodutivel a ponto de enviar sempre as mesmas
fracOes para os mesmos cartuchos durante trinta corridas sucessivas, o que acabou

por gerar dados nao conclusivos. E ainda, como ndo houve compromisso com a
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otimizacdo da seletividade na separacdo cromatografica, isso também €& um

agravante para a baixa qualidade dos dados obtidos.

4.4 - Analise do extrato aquoso

Embora o extrato aquoso (A) seja o0 menos interessante de acordo com
testes de atividade biologica e citotdxica realizados, aproximadamente 3 mg desse
extrato seco foram dissolvidos em 1,5 mL de uma mistura 1/1 de &gua mili-
Q/metanol. A solucdo foi submetida a filtragdo por filtro de membrana (PVDF) e
encaminhada a analise por HPLC. Assim, foi desenvolvido um método especifico:
volume de injecéo 20 pL, fluxo de 1,0 mL/min, monitorando o comprimento de onda
de 300 nm, eluente A (H.O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B (Metanol, 0,05% de
TFA). Apos a eluicdo cromatogréfica foi realizada a limpeza da coluna com 100 % de
B por 5 minutos acompanhados por retorno do gradiente em 5 minutos (100-20% de
B). A coluna foi condicionada por 5 minutos, totalizando 50 minutos por analise. O
resultado pode ser vista na FIGURA 4.116, que mostra 0 cromatograma resultante
contendo as bandas cromatograficas identificadas como Al (tr = 5,82 min), A2 (tr =
16,65 min), A3 (tr = 20,66 min), A4 (tr = 26,33 min), A5 (tr = 27,85), A6 = (tr = 29,23
min) e A7 (tr= 30,85 min).
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FIGURA 4.116 - Cromatograma (A210) do extrato aquoso (A) do caldo de
fermentacdo da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2 com as estruturas das
substancias identificadas por espectro de RMN de *H. Eluente A (H,O mili Q, 0,05%
de TFA), eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 7 minutos
iniciais (20% de B / 70% de A), eluicdo gradiente 20-65 % de B durante 28 minutos.

Essas fragbes foram adsorvidas em cartuchos de fase estacionaria
General Phase (Hysphere™-resin) durante 30 corridas cromatograficas
consecutivas. Apenas por espectroscopia de RMN de 'H foi possivel identificar os
compostos majoritatios dessas fragbes, pois eles ja haviam sido identificados em
maior quantidade nos extratos analisados anteriormente: Al (&cido 4-
hidroxibenzdéico), A2 (conformacdo 2 da giovaninona A), A3 (conformacdo 2 da
giovaninona C), A4 (giovaninona A), A5 (giovaninona B), A6 (giovaninona C) e A7

(giovaninona D).
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4.5 - Novo cultivo

Uma vez que o0 composto presente em maior quantidade na fragcéo
B5GP néo foi completamente elucidado, optou-se por realizar um novo cultivo da
bactéria S. cebimarensis com o objetivo de adquirir maior quantidade dessa
substancia e realizar outros experimentos bidimensionais necessarios para a
determinacao final da estrutura. Entretanto, o caldo de fermentacdo apresentou
problemas de contaminagdo seis vezes consecutivas, sem que a origem dessa
contaminacao fosse adequadamente rastreada. A contaminagao ocorria sempre na
etapa de producdo, quando o caldo de fermentacdo se tornava ralo, uma
caracteristica ndo compativel com caldos de fermentacéao de estreptomicetos.

Por fim, na sétima tentativa, houve crescimento da bactéria e o caldo
de fermentacdo apresentou caracteristicas compativeis com caldos de
estreptomicetos, ou seja, mais espesso. Esse caldo de fermentacdo foi submetido
ao processo de centrifugacao, extracao liquido — liquido, com n-butanol, e secagem.
O novo extrato butandlico (NB) foi analisado por HPLC através do seguinte método:
volume de inje¢céo 20 pL, fluxo de 1,0 mL/min, monitorando o comprimento de onda
de 210 nm, eluente A (H2O mili Q, 0,05% de TFA), eluente B (Metanol, 0,05% de
TFA). ApoOs a eluicdo cromatografica foi realizada a limpeza da coluna com 100 % de
B por 5 minutos acompanhados por retorno do gradiente em 5 minutos (100-35% de
B). A coluna foi condicionada por 5 minutos, totalizando 37 minutos por analise. O
resultado pode ser visto na FIGURA 4.117, que mostra 0 cromatograma resultante
contendo as bandas cromatograficas identificadas como NB1 (tr = 6,48 min), NB2 (tr
= 7,45 min), NB3 (tr = 7,75 min), NB4 (tr = 9,66 min), NB5 (tr = 10,90), NB6 = (ir =
14,81 min), NB7 = 15,91 min), NB8 (tr = 17,70 min), NB9 (tr = 19,03 min) e NB 10 (tr
= 20,12 min).
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FIGURA 4.117 — Cromatograma (A210) do extrato butanolico do novo caldo de
fermentacdo (NB) da bactéria S. cebimarensis SS99BA-2 com as estruturas das
substancias identificadas por espectro de RMN de *H. Eluente A (H,O mili Q, 0,05%
de TFA), eluente B (Metanol, 0,05% de TFA). Eluicdo isocratica nos 5 minutos
iniciais (5% de B / 95% de A), eluicdo gradiente 5-53 % de B durante 17 minutos.

Essas fragcbes foram adsorvidas em cartuchos de fase estacionaria
General Phase (Hysphere™-resin) durante 30 corridas cromatograficas
consecutivas. Apenas por espectroscopia de RMN de *H foi possivel identificar parte
dos compostos: NB1 (2-acetil-3-hidroxifuran—3-O-a-D-glicopiranosideo), NB2
(maltol), NB3 (5-hidroximaltol), NB4 (butanol, identificado também por gCOSY,
gHSQC e gHMBC), NB5 (acido p-hidréxibenzdico), NB8 (giovaninona A) e NB 10
(giovaninona B), conforme ilustrado na FIGURA 4.117. A fracdo NB9 € o
hexapeptideo, entretanto, as condigbes adequadas para a melhor retencdo desse

composto ainda ndo foram encontradas, o0 que ainda nao permitiu a completa
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elucidacdo estrutural da substancia. Ainda, os compostos presentes nas fracoes
NB6 e NB7 ndo haviam sido encontrados no primeiro cultivo. Na sequéncia, sera

discutida a elucidacéo estrutural dessas substancias.

4.5.1 - Fracao NB6

A andlise da banda cromatografica NB6, que n&do existia no
cromatograma feito a partir do primeiro cultivo, por espectrometria de massa,
mostrou o pico [M+H]" m/z 585,4, equivalente & molécula protonada, conforme a

FIGURA 4.118. Essa relacdo massa/carga indicou a férmula molecular C,7H4gNgOs.

Int
iopsl 585.4
8 -
6
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607.4
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15291 5395458 559.3566.6 576.6 L 623.4
0 —aal hond MAs o ga A nda AN s b o A AN (Laan? Acasdlladm o sath AL AN Nal)

540 560 580 600 620 m/z

FIGURA 4.118 — Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo positivo para
fracdo NB6.

Através da inspecdo do espetro de RMN de *H, verificou-se um tripleto
em Oy 3,61 (4H, H5, H14, t), e mais dois tripletos que se sobrepuseram
parcialmente, um em &y 3,16 (4H, H23, H27, t) e &4 3,15 (4H, H9, H18, t), outro
tripleto em oy 2,78 (4H, H3, H12, t) e mais um tripleto em &y 2,47 (4H, H2, H11, t)
gue se sobrepds a um simpleto com o mesmo deslocamento quimico de &y 2,47
(4H, H20, H21, s). Na regido mais blindada do espectro, € possivel visualizar um
multipleto em &y 1,61-1,66 (4H, H6, H15, m), um multipleto em &4 1,47-1,55 (8H, H8,
H17, H24, H26, m) e um multipleto em &y 1,28-1,39 (6H, H7, H16, H25). Esses
dados podem ser visualizados na FIGURA 4.119.
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FIGURA 4.119 — Espectro de RMN de *H da fracdo NB6. * - Impurezas.

Uma inspecao detalhada dos mapas de contorno bidimensionais de
gCOSY (FIGURA 4.120) e gHSQC (FIGURA 4.121) mostrou que os hidrogénios H3,
H12 (3¢ 28,9 atribuido por gHSQC) apresentam correlacdo homonuclear *H-*H com
H2, H11 (&¢ 31,6 atribuido por gHSQC). Isso revelou a presenca de duas unidades
de succinil (COCH,CH,CO). J4 os hidrogénios H7, H16, H25 (&¢c 24,9 e 24,6
atribuidos por gHSQC) apresentaram correlacdo gCOSY com H8, H17, H24, H26 (&c
29,9 atribuido por gHSQC) e também com H6, H15 (8¢ 27,2 atribuido por gHSQC).
Ainda, H8, H17, H24, H26 apresentaram correlacdo gCOSY com H23, H27, H9, H18
(&¢c 40,2 atribuido por gHSQC) e H6, H15 correlacionaram com H5, H14 (&¢c 48,6
atribuido por gHSQC). Isso indica a presenca de trés unidades de cadaverina
(NCH,CH>CH,CH,CH:N) na molécula.
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FIGURA 4.120 — Mapa de contorno gCOSY da fracdo NB6.
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FIGURA 4.121 — Mapa de contorno gHSQC da fracdo NB 6.

Por inspecdo ainda do espectro de RMN de 'H, verifica-se que os
deslocamentos quimicos dos metilenos terminais de duas unidades de cadaverina
sao respectivamente oy 3,61 e 3,16, indicando que elas possuem —NOH em uma
das terminacbes e —NH em outra. Enquanto a unidade de cadaverina restante
possui terminacdo —NH em ambas extremidades. Finalmente, a andlise de gHSQC
mostrou o acoplamento direto entre o carbono metilénico &¢c 32,6 e os hidrogénios
gue originaram o simpleto (64 2,47) que integra para 4 prétons. A analise combinada
com gHMBC (FIGURA 4.122) mostrou que essa era na realidade uma unidade de
succinil amida (NHCOCH,CH,CONH). Todas essas unidades descritas foram

confirmada por gHMBC também.
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FIGURA 4.122 — Mapa de contorno gHMBC da fragdo NB6.

Essas informagbes sao suficientes para identificar a substancia
presente em maior quantidade na fragdo NB6 como desidroxinocardamina (FIGURA
4.123), isolada e identificada pela primeira vez por LEE et al., 2005. Trata-se de um
sideréforo que os micro-organismos produzem para captar fons de ferro (Fe**), uma
vez que eles sdo utilizados em muitos processos biologicos importantes, e para
competir com outros tipos de micro-organismos (MEI-XIAN et al., 2008) .Além disso,
essa substancia possui diversos tipos de atividade bioldgica (UEKI et al., 2009).
Como a bactéria ndo produziu essa classe de composto no cultivo anterior, mas
produziu neste, que so foi bem sucedido apos a sétima tentativa, uma das hipoteses
gue podem ser consideradas, é que este cultivo também estava contaminado, mas
de forma que o grau de crescimento do estreptomiceto conseguiu se sobrepor a
gualquer outro micro-organismo existente no meio de cultura. A TABELA 4.17
mostra 0s dados espectroscopicos coletados para a estrutura da
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desidréoxinocardamina. Os dados estdo compativeis com valores encontrados na
literatura (LEE et al., 2005).

FIGURA 4.123 — Férmula estrutural da desidréxinocardamina.
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TABELA 4.17 — Dados espectroscopicos para o0 composto majoritario da fracdo NB6
dehidréxinocardamina (**C, 150MHz; *H, 600 MHz, 300 pg em 250 pL de MeOH-d.).

no. oc* Oy, mult. (J em Hz) COosy HMBC
1 175,0

2 31,6 2,46, 1 (6,8) 3 1,3

3 28,9 2,77,1(6,8) 2 2,4

4 1745

5 48,6 3,60, t (6,3) 6 6, 7

6 27,2 1,61-1,66, m 57 57,8

7 24,6 1,28-1,39, m 6, 8 6,7,9

8 29,9 1,47 -1,55, m 7,9 6,7,9

9 40,2 3,15, 1 (6,3) 8 8, 10

10 175,0

11 31,6 2,46, 1 (6,8) 12 10, 12

12 28,9 2,77,1(6,8) 11 11,13

13 1745

14 48,6 3,60, 1t (6,3) 15 15,16

15 27,2 1,61-1,66, m 14, 16 14, 16, 17
16 24,6 1,28—-1,39, m 15, 17 15, 16, 18
17 29,9 1,47 -1,55, m 16, 18 15, 16, 18
18 40,2 3,15,1(6,3) 17 17,19

19 1745

20 32,6 2,46, s 21 19, 21

21 32,6 2,46, s 20 20, 22

22 1745

23 48,6 3,60, 1t (6,3) 24 24, 25

24 27,2 1,61-1,66, m 23,25 23, 25, 26
25 24,6 1,28-1,39, m 24, 26 24, 25, 27
26 29,9 1,47 -1,55m 25, 27 24, 25, 27
27 40,2 3,15,1(6,3) 26 26, 28

* Dados obtidos por gHSQC e gHMBC.
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4.5.2 - Fracao NB7

A andlise por espectrometria de massa da fragdo NB7 (FIGURA 4.124),

revelou o pico [M+H]" m/z 601,4, equivalente & molécula protonada. Essa relacéo

massa/carga conduziu a férmula molecular C,7H4s09Ng. Através da inspecao do

espectro de RMN de *H (FIGURA 4.125) verificou-se quatro tripletos referentes a
grupos metilénicos em &y 3,60 (6H, H5, H14, H23, t), d4 3,16 (6H, H9, H18, H27),
em Oy 2,77 (6H, H3, H12, H21) e em &y 2,46 (6H, H2, H11, H20). Na regido mais

blindada do espectro,

mais trés grupos de hidrogénios metilénicos foram

identificados em &y 1,54-1,65 (6H, H6, H15, H24, m), em &y 1,47-1,54 (6H, H8, H17,
H26, m) e em &y 1,27-1,35 (6H, H7, H16, H25).
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FIGURA 4.124 — Espectro de Massa (Full scan) via Electrospray modo positivo para

fracdo NB7.
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FIGURA 4.125 — Espectro de RMN de 'H da fracdo NB7.

A analise dos mapas de contorno bidimensionais gCOSY (FIGURA
4.126) e gHSQC (FIGURA 4.127) mostrou que existe correlacdo homonuclear *H-'H
entre H3, H12, H21 (8¢ 30,0 atribuido por gHSQC) e H2, H11, H20 (&¢ 32,7 atribuido
por gHSQC). A analise por gHMBC (FIGURA 4.128) mostrou a correlacdo desses
hidrogénios com os carbonos C1, C10, C19 (6¢c 176,5) e C4, C13, C22 (6¢c 175,9).
Esses dados levam a trés unidades de succinil (COCH,CH,CO). Ja os hidrogénios
H7, H16, H25 (8¢ 25,7 atribuido por gHSQC) apresentaram correlagdo gCOSY com
H8, H17, H26 (8¢ 31,0 atribuido por gHSQC) e também com H6, H15, H24 (&¢ 28,3
atribuido por gHSQC). Ainda, H8, H17, H26 apresentaram correlacdo gCOSY com
H9, H18, H27 (&¢ 41,2 atribuido por gHSQC) e H6, H15, H24 correlacionaram com
H5, H14, H23 (8¢ 49,7 atribuido por gHSQC). Essas correlacbes, bem como os
deslocamentos quimicos observados, indicam a presenca de trés unidades de
cadaverina (NCH,CH,CH,CH,CH,N) na molécula. A presenca dessas subestruturas

foram todas confirmadas por gHMBC.
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FIGURA 4.126 — Mapa de contorno gCOSY da fracdo NB7.

175

15  F2 [ppm]

F1 [ppm]

1.5

20

30 25

35



Tl

T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 3 2 FZ [ppm]
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FIGURA 4.128 — Mapa de contorno gHMBC da fracdo NB7.

Os dados coletados sdo compativeis com a estrutura da molécula de
nocardamina (FIGURA 4.129). Trata-se de outro sideréforo, produzido por micro-
organismos, com as mesmas funcdes biolégicas ja descritas para
desidroxinocardamina, inclusive atividade antibiotica e antitumoral. Entretanto,
nocardamina foi produzido em maior quantidade, além de ser um metabdlito
antibacteriano conhecido ha muito tempo, produzido primeiramente por uma
linhagem de Nocardia (STOLL et al.,, 1951). Posteriormente foi encontrada em
diversos cultivos de estreptomicetos marinhos, terrestres e endofiticos (DEBOER e
DIETZ, 1976; KALINOVSKAYA et al.,, 2011; LU et al.,, 2013). Recentemente, um
grupo de pesquisa estudou a rota biossintética desse composto e os fatores que
regulam a producédo desse metabdlito (UEKI et al., 2009). A analise se mostrou ndo
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tao trivial e, apesar dos autores terem testado diversas condi¢goes de cultivo, nao foi
possivel relacionar a producdo de nocardamina a um fator especifico. Mais estudos
nesse campo ainda sdo necessarios. A TABELA 4.18 mostra os dados
espectroscopicos coletados para a estrutura da nocardamine. Os dados estdo

compativeis com valores encontrados na literatura citada.

(@)
| OH 32
4/\/\/\

N\

//

1 N\Zy\/\ﬂ/ 22

FIGURA 4.129 — Férmula estrutural da nocardamina.

TABELA 4.18 — Dados espectroscopicos para o composto majoritario da fracdo NB7,
nocardamina (**C, 150MHz; *H, 600 MHz, 600 pug em 250 pL de MeOH-d.).

no. oc* Oy, mult. (J em Hz) COSY HMBC
1,10,19 | 176,5
2,11, 20 32,7 2,46, t (7,0) 3 1,3
3,12, 21 30,0 2,77,t(7,0) 2 2,4
4,13,22 | 1759
5, 14, 23 49,7 3,60, t (6,66) 6 6,7
6, 15, 24 28,3 159 — 1,65, m 57 57,8
7,16, 25 25,7 1,27 -1,35, m 6, 8 6,7,9
8,17, 26 31,0 1,47-154, m 7,9 6,7,9
9, 18, 27 41,2 3,16, t (6,58) 8 8, 10

* Dados obtidos por gHSQC e gHMBC
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5 - Conclusao

A partir dos resultados obtidos é possivel verificar que a tecnologia
acoplada LC-SPE/NMR é uma ferramenta muito valiosa no estudo de produtos
naturais. Pelo menos quatorze substancias foram identificadas sem a necessidade
de isolamento de bancada a partir de quantidades muito pequenas,
aproximadamente 3 mg, de extratos brutos: maltol (59), 5-hidroximaltol (60), acido p-
hidroxibenzéico (61), 2-acetil-3—hidroxifuran—3-O-a-D-glicopiranosideo (62), N-
acetiltiramina (63), MOPS (64), duas diferentes conforma¢des da giovaninona A
(65), giovaninona B (66), duas diferentes conformacbes da giovaninona C (67),
giovaninona D (68), thomasicina A (69), thomasicina B (70), desidroxinocardamina
(71) e nocardamina (72), FIGURA 5.1. Todos os compostos identificados foram

analisados em quantidades entre 600 e 100 ug.
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FIGURA 5.1 — Estruturas caracaterizadas neste estudo através da técnica hifenada
LC-SPE/NMR.

180



Dentre os compostos caracterizados, 0s quatro representantes da
classe das pirazin-2(1H)-onas e os dois representantes da classe dos policetideos
fosfatados ndo possuem relatos na literatura. E ainda, também um hexapeptideo
modificado de estruta inédita que foi apenas parcialmente elucidado, pois 0s
parametros de retengéo por SPE ainda ndo foram adequadamente ajustados.

As substancias encontradas ainda mostram que o campo de pesquisa
na quimica de micro-organismos marinhos ainda € muito pouco explorado, pois pelo
menos metade das fragcbes analisadas era composta por substancias
desconhecidas. Isso revela uma area promissora e extremamente valiosa, uma vez
gue compostos importantes podem ser obtidos em larga escala através dos mesmos
cultivos em biorreatores. E ainda, os resultados obtidos neste trabalho mostram
apenas a avaliacdo de um meio de cultura especifico, mas ja se sabe que
estreptomicetos respondem a composicao e as condi¢des do caldo fermentativo na
producdo qualitativa e quantitativa de metabdlitos (BELLAO et al., 2009).

A versatilidade, a rapidez, e principalmente a reprodutibilidade mostram
gue € possivel fazer varredura (screening) de extratos provenientes de organismos
vivos em geral (de micro-organismos ou plantas) de forma eficiente e segura. Os
resultados obtidos também indicam que, por meio da completa automacao, varias
moléculas podem ser analisadas por varios ensaios em um curto periodo de tempo e
usando-se quantidades muito pequenas dos compostos. Mais equipamentos
hifenados em outros centros de pesquisa brasileiros tornariam esse tipo de estudo
muito mais eficiente e levariam os pesquisadores a bancada somente nos casos em
que se justificasse a obtencdo de maiores quantidades de amostra. Assim, mais
substancias poderiam ser adicionadas as bibliotecas de produtos naturais brasileiros
tornando a desreplicacdo um processo cada vez mais eficiente.

A utilizacgdo de uma sonda criogénica aliada ao wuso de
supercondutores de campos magnéticos mais elevados e, ainda, a otimizagdo dos
parametros de retencdo por SPE permitiu que obtivéssemos medidas
espectroscopicas de excelente qualidade com elevada sensibilidade. A elucidacdo
estrutural foi possivel mesmo em compostos isolados em quantidade muito baixa,
como por exemplo, o 2—acetil-3-hidroxifuran—3-O-a-D-glicopiranosideo [FIGURA 5.1
(83)], em que foram obtidos apenas 100 pg de fracao isolada.

Embora recentemente fosse muito dificil, demorado e trabalhoso criar

uma biblioteca de produtos naturais purificados, o advento de tecnologias novas e
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melhores, como é o caso das técnicas hifenadas, tem melhorado consideravelmente

essa situagdo no campo da quimica orgéanica de produtos naturais.
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