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RESUMO

OBTENCAO DE DERIVADOS DE COMPOSTOS ISOLADOS DE Zingiber officinale
POR BIOTRANSFORMAGCAO E SEMI-SINTESE E AVALIACAO FRENTE A CISTEINO-
PROTEASES

A obtencdo de novos derivados de policetideos aromaticos encontrados no gengibre
(Zingiber officinale), como a zingerona, o 6-gingerol e o 6-shogaol, empregando-se
reacdes de biocatalise e semi-sintese foram alcancados, bem como a avaliacao frente a
cisteino-proteases. Os derivados obtidos por semi-sintese foram avaliados na forma de
um primeiro screening quanto a capacidade de inibicdo do crescimento dos fungos
fitopatogénicos como Colletotrichum gloesporioides e Fusararium oxysparum. A
biotransformagdo de quatro compostos: a zingerona, obtida comercialmente, a
biotransformacédo do 6-gingerol, isolado do gengibre e de seus derivados 4-metil-6-
gingerol e 6-shogaol por células totais de C. gloesporioides foi investigada tendo-se o
reconhecimento do pool enzimatico do fungo capaz de utilizar tais compostos como
substrato. Todos os experimentos foram conduzidos em meio liquido estéril BD (Batata
e Dextrose) sob a agitacdo de 120 rpm e temperatura de 30C, obtendo-se o extrato
metandlico da massa micelial (MM), o extrato aquoso (Aq), sendo o sobrenadante apos
obtencdo do extrato em acetato de etila (Ac) do fluido da cultura. Os extratos Ac foram
analisados por GC-MS e ESI-MS/MS usando técnicas de LC-MS. O fungo C.
gloesporioides mostrou ser capaz em promover uma reacdo de acoplamento oxidativo
aromatico da zingerona, formando um dimero desta molécula, tal produto foi isolado e a
estrutura quimica proposta com as analises dos espectros de RMN obtidos bem como
por espectrometria de massas de alta resolugéo; o experimento de biotransformagéo
também foi realizado com a zingerona marcada com deutério. A analise do extrato Ac
por (-) ESI-MS/MS usando LC-IT-MS mostrou que desde o primeiro dia ha formacéo do
dimero o que foi confirmado pela formac&o de fragmentos isotopicamente marcados. A
reacdo de acoplamento oxidativo aroméatico também ocorre na biotransformacao para o
composto fendlico 6-gingerol pelo C. gloesporioides, sendo que, provavelmente ha
consumo da cadeia lateral pelo fungo como fonte de carbono formando um &lcool com
a massa molecular de 168 Da, sendo o dimero desse alcool que aparece como produto
de biotransformacdo. Dentre a proposta de reagdo de semi-sintese, o produto da
reacdo de insercdo da subunidade éter de oxima, tendo zingerona como material de
partida foi obtido e apesar da modelagem molecular indicar boa complementariedade
com o modelo de sitio catalitico de cisteinil-preoteases, o produto obtido néo
apresentou atividade de inibicdo contra as enzimas L e V a 25 puM. O derivado
oximinico do 8-gingerol, apresentou halo de inibicdo contra a proliferagdo do fungo
C.gloesporioides em teste de difusdo em disco em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar)
em placa de Petri, sendo que existem trabalhos que investigam a relagdo entre a
atividade antifungica de compostos com a propriedade de inibicdo de cisteino-
preoteases como papaina e catepsina B e L. O extrato acetato de etila (Ac) do décimo
dia mostrou um bom resultado de inibicdo da catepsina V (80%).
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ABSTRACT

BIOPROSPECTING OF DERIVATIVES COMPOUNDS ISOLATED FROM GINGER
(ZINGIBER OFFICINALLE) USING BIOCATALYTIC REACTIONS AND SEMI-
SYNTHESIS: CYSTEINE-PROTEINASE INHIBITION PROPERTIES

Several aromatic polyketide derivatives from Ginger (Zingiber officinale), like zingerone,
6-gingerol and 6-shogaol were obtained by biocatalytic reactions and semi-synthesis and
both their antifungal and cysteine-proteinase inhibitory properties were investigated. The
derivatives obtained by semi-synthesis were evaluated in the form of a first screening for
inhibition property of growth of phytopathogenic fungi Colletotrichum gloesporioides and
Fusararium oxysparum. The biotransformation of four compounds: zingerone purchased
from Sigma Aldrich, 6-gingerol isolated from ginger and its derivatives 4-methyl-6-gingerol
and 6-shogaol was investigated using whole cells of C. gloesporioides and showed
recognition of the fungal pool of enzymes capable of using such compounds as substrates.
All experiments were conducted in sterile liquid medium BD (Potato and Dextrose) under
agitation (120 rpm) and constant temperature (30° C), obtaining the methanol extract of
mycelial mass (MM), the agueous extract (Aq) and the ethyl acetate extract (Ac) of culture
fluid. The ethyl acetate extract was analyzed by GC-MS and ESI-MS/MS using LC-MS
techniques. The fungus C. gloesporioides proved able to promote a reaction of aromatic
oxidative coupling of zingerone, forming a dimer of this molecule. This product was
isolated, identified by NMR spectroscopy and high resolution mass spectrometry. The
biotransformation experiment was also made with isotopically labeled zingerone with
deuterium. Analysis of the ethyl acetate extract (Ac) by (-) ESI-MS / MS using LC-IT-MS
showed that dimer formation since the first day once the isotopically labeled fragments
were detected. The aromatic oxidative coupling reaction also occurs in the
biotransformation to phenolic compound 6-gingerol by C. gloesporioides. It is probable that
side chain of 6-gingerol was used as carbon source forming an alcohol with molecular
mass 168 Da. The dimer of the alcohol appears as biotransformation product. Among the
proposed semi-synthesis reactions, the insertion of an oxime ether subunit from zingerone
as starting material was obtained. Despite the molecular modeling indicates good
complementarity with the catalytic site model cysteinyl preoteases, the product obtained
does not show inhibitory activity against the enzymes L and V to 25 uM. The oximine
derivative of 8-gingerol, presented halo of inhibition against the proliferation of fungus
C.gloesporioides in disk diffusion test on PDA (Potato Dextrose Agar) in a Petri dish. The
ethyl acetate extract (Ac) from the tenth day showed a good result of inhibition of cathepsin
V (80%). There are studies that investigate the relationship between the antifungal activity
of compounds of the property of inhibiting cysteine-preoteases as papain and cathepsin B
and L.
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1 — INTRODUCAO

1.1 — Usos do Gengibre

As plantas aromaticas e seus subprodutos atraem a aten¢éo de grupos de pesquisa,
ndo somente no Brasil, como em outros paises, por suas propriedades medicinais e
organolépticas. O gengibre, planta herbacea nativa do sudoeste da Asia, por apresentar
tais propriedades, tem sido utilizado no oriente hd mais de 2.000 anos, havendo
referéncias de que nos séculos Xll a XIV era tdo popular na Europa quanto a pimenta-
do-reino. Antes do descobrimento da Ameérica ja era largamente utilizado pelos arabes,
como expectorante e afrodisiaco, sendo difundido por toda a Asia tropical, da China a
india (SILVESTRINI et al., 1996). Esta planta (Zingiber officinale) é composta por parte
aérea e numerosos rizomas, dos quais sao extraidos elementos resinosos aromaticos e
de gosto picantes, motivo pelo qual é empregado no preparo de condimentos e
temperos. Além da culinaria, o gengibre também € utilizado para fins medicinais (PARK
e PIZZUTO, 2002). Artigos publicados descrevem o seu uso, desde a antiguidade, na
medicina asiatica, indiana e arabe, no tratamento de doencas infecciosas e
helmintiases, na desobstrucdo das vias aéreas, no alivio dos sintomas do reumatismo,
dores musculares, de garganta, gengivite e dor de dente e no tratamento de doencas
gastrointestinais, como indigestdo e prisdo de ventre (ALI et al., 2008; ALTMAN e
MARCUSSEN, 2001). Além dessas propriedades, o estudo de DUGASANI et al. 2010
indica que os compostos presentes no gengibre sdo eficazes no alivio dos sintomas de
doencas inflamatdrias crbnicas, sendo que a administragdo do gengibre em pacientes
com artrite reumatoide reduziu significativamente os sintomas da doenca. O trabalho de
SHUKLA e SINGH (2007), por sua vez, relata as propriedades do gengibre na
prevencao contra o cancer.

Os componentes volateis do 6leo essencial do gengibre, que contribuem para o seu
aroma e sabor caracteristico, consistem majoritariamente de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e, em menor porcentagem, de hidrocarbonetos monoterpendides. Por
sua vez, os principios nao-volateis, como os gingerois, shagaois, o paradol e a
zingerona, produzem o sabor picante (SHUKLA e SINGH, 2007) (FIGURA 1.1). Os
gingerois apresentam atividade analgésica, antipirética e cardiotonica, além de inibirem
a biossintese de prostaglandinas. O 6-gingerol (2), o 8-gingerol (5) e o 10-gingerol (7),
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uma série de compostos quimicos homologos diferenciados pelo comprimento da
cadeia alquila, sdo os principais componentes ativos no rizoma fresco (SHUKLA e
SINGH, 2007). Dentre eles, o 6-gingerol (2) € o constituinte mais abundante, sendo que
sua concentracdo diminui durante o armazenamento e processamento pés-colheita,
especialmente com o tratamento térmico. As suas propriedades farmacoldgicas, bem
como 0 mecanismo de acao, sdo bastante exploradas e a este composto sao atribuidas
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias, além de suprimir a formacédo de citocinas e
promover a angiogénese (SCHWERTNER e RIOS, 2007).

CH; 0 G, (ﬁ
© © W\
‘ \/\/\CH3 ‘ S L CH,
HO = zingerona (1) o _— 6-shogaol (4)
<|:H3 (ﬁ OH <|:H3 ﬂ OH
© N\)\/H\ © M
| = 3 CH; | X 5CH,
1O = 6-gingerol (2) HO = 8-gingerol (6)
<|3H3 C”»' <|3H3 -ﬂ OH
@] /\/\/\/H\ O /vw\
‘ Ty 3'CH, ‘ T 7"CH,4
HO = 6-paradol (5) HO = 10-gingerol (7)

FIGURA 1.1 — Componentes ndo-volateis do gengibre (SHUKLA e SINGH, 2007).

O sabor picante do gengibre seco resulta principalmente dos shogaois, que sao as
formas desidratadas dos respectivos gingeréis. O 6-shogaol (4), por exemplo, €&
derivado do 6-gingerol (2). No trabalho publicado por DUGASANI et al. (2010), os
autores relatam que o 6-shagaol (4) apresentou maior atividade de inibicdo dos
mediadores inflamatérios e da producdo de ROS (do inglés, Espécies Reativas de
Oxigénio) do que o 6-gingerol (2), o que justifica o uso do gengibre seco para o
tratamento de algumas doencas relacionadas ao estresse oxidativo e a inflamacédo. A

maior poténcia e efichcia do 6-shagaol (4) pode estar associada a presenca da

carbonila a,B-insaturada em sua estrutura quimica, sendo necessario, no entanto, um
2



estudo mais aprofundado sobre os mecanismos de acao e propriedades farmacologicas
deste composto.

Desde 2011, na VII reunido da Sociedade Latinoamericana de Fitoquimica, a Profa
Damaris Silveira (Universidade de Brasilia), trouxe o dado de que os principios ativos
isolados de produtos naturais, mobilizam em torno de 6,25% do mercado farmacéutico,
isso quer dizer mais de 20 bilhdes de ddlares e tem crescido a cada ano. No trabalho
de MOREIRA et al. 2010, de mais de 738 documentos de patentes, 89,3% sédo usadas
para tratamento de doencas e 10,7 % para suplementos alimentares ou repelentes,

sendo que o Zingiber officinalle esta4 entre as 15 fontes vegetais mais frequentemente

utilizadas.
Plantas mais utilizadas 738
Zingiber officinale 34 . : documentos
Camellia sinensis 34 ! ; de patentes
Curcuma longa 36 i i i i
Plantago major 36 ! ! 23 9%
Calendula officinalis : : : 48 ; '
Contella asiatica 48 : doencas
Salvia officinalis : 2 D 43 : v i
Thymus vulgaris 46 | i
Citrus limon : 4?5 , !
Rosmarinus officinalis 48 i i
Mentha piperita 49 : :
Aloa vera 54 | H
Eucalyptus globulus ' r ' ' ' : 60 '
Allium sativum : : : : : D 61 '
Hypericum perforatum = 66 !
1 T L T L L] L] 1
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FIGURA 1.2 — Fontes vegetais mais frequentemente utilizadas (MOREIRA et al., 2006).

No trabalho de SILVA (2011), tese desenvolvida no Laboratério de Produtos Naturais
do Departamento de Quimica da UFSCar, foi realizado um estudo de sobrecarga em
coluna C18. A partir de uma fragdo rica em gingerois e shogaois, apos fracionamento
prévio, quantidades cada vez maiores de amostra foram injetadas, a fim de se chegar
ao maximo em massa que poderia ser injetado na coluna utilizada, sem que houvesse
perda de resolucdo das bandas cromatograficas. A quantidade méaxima injetada na

coluna analitica C18, 10 p, 25 x 0,46 cm, utilizando detector UV a 282 nm e fase maovel
3



MeOH/H20 (75:25) foi de 30 mg. Uma observacdo importante neste trabalho é de que a
sobrecarga da coluna pode nédo ter sido atingida devido a saturacdo eletrénica do
detector, o que dificultou o estudo de sobrecarga por néo permitir 0 aumento da massa
de amostra injetada de forma que se pudesse visualizar esta sobrecarga.

O mesmo trabalho foi realizado por SILVA (2011), na escala semi-preparativa,
utilizando um comprimento de onda de menor absorcéao pelos gingerois, 254 nm. Neste
momento 0 que se observou é que ndo houve a perda de resolugcédo e alargamento das
bandas cromatograficas de interesse, sendo que massas maiores de amostra puderam
ser injetadas, chegando mais proximo da sobrecarga da coluna cromatogréfica. SILVA
(2011) conseguiu injetar aproximadamente 170 mg de amostra em escala semi-
preparativa, para o isolamento dos gingerois, obtendo-se 94 mg do 6-gingerol (2), 22
mg do 8-gingerol (6) e 17 mg do 10-gingerol (7), em apenas 30 minutos de corrida.

Além do isolamento e caracterizacdo dos constituintes do gengibre (Zingiber
officinale), SILVA (2011), avaliou frente a cisteinil-proteases, sendo que o 6-gingerol (1)
apresentou um ICso de 70,33 UM e o 6-shogaol (4) um ICso de 22,93 uM frente a
catepsina K. Além disso fez modificacBes estruturais do 6-gingerol (1), sendo que das
sete substancias obtidas, quatro levaram a um aumento consideravel do poder
inibitério. Das substancias obtidas, trés, SSi6 (8), 10-gingerol (7), 6-shogaol (4), foram
selecionadas para ensaios posteriores: determinacdo do tipo de inibicdo frente a
catepsina K e de inibicdo da producédo de oxido nitrico (NO), em meio celular. Os
condrécitos sdo células do tecido cartilaginoso, que produzem enzimas proteoliticas,
como a catepsina K, capazes de causar erosdo da cartilagem de pacientes com
doencas osteoarticulares (VINARDELL et al., 2009 apud SILVA, 2011). O 6xido nitrico é
um importante mediador da inflamacdo e sua determinacdo em meios bioldgicos pode
ser utilizada para a busca de inibidores de enzimas que participam da sua biossintese,

principalmente a 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (SILVA, 2011).
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ESQUEMA 1.1 — Reacéao para formacéo da hidrazona SSi6 (8) obtida da reacéo do 6-
gingerol (1) com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) (SILVA et al., 2011).

1.2 — A biotransformac&o como fonte de novas molécu  las

Os fungos e leveduras, bem como as bactérias e outros organismos inferiores, sao
utilizados ha algum tempo para a transformacéo biolégica de compostos organicos. O
uso de micro-orgarnismos, ou de suas enzimas isoladas, para realizar modificacdes
especificas ou interconversdes quimicas de grupos funcionais vem ganhando destaque,
principalmente no que concerne a sintese assimétrica de moléculas com atividades
bioldgicas importantes (GARCIA-PAJON, HERNANDEZ-GALAN e COLLADO, 2003).
Uma grande variedade de produtos naturais, tais como compostos aromaticos,
esteroides, alcal6ides, cumarinas, flavondides e terpendides, s&do alvos de
biotransformacfes por fungos, bactérias, leveduras, células vegetais e enzimas
derivadas dessas fontes (LIU e YU, 2010). Entre os fungos fitopatogénicos, o género
Colletotrichum é um dos mais importantes, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais, uma vez que envolve espécies que causam doencas de expressao
econbmica em leguminosas, cereais, hortalicas e diversas culturas frutiferas. Como
exemplo, podemos citar a antracnose, uma doenca causada por um fungo pertencente
a este género, que pode atacar os ramos novos, folhas, inflorescéncias e frutos das
plantas (FEMENIA-RIOS et al., 2006; MOALEMIYAN et al., 2007).

Nos ultimos anos, um grande numero de trabalhos publicados descreve o uso de
varias espécies de Colletotrichum sp. para biotransformacdo (GARCIA-PAJON,
HERNANDEZ-GALAN e COLLADO 2003). Tais espécies possuem consideravel



atividade oxido-redutase, capaz de promover hidroxilacbes regiosseletivas e reducdes
didstero e enantiosseletivas em diferentes substratos. No caso de compostos
terpenoides, Colletotrichum sp. exibe expressiva atividade hidrolase e forte poder de
reducdo (MIYAZAWA et al., 2000; MIYAZAWA, NANKAI e KAMEOKA, 1995). Como
exemplo, podemos citar a biotransformacdo de tetrahidrogeraniol (9) e
tetrahidrolavandulol (11) por C. gloeosporioides, com a oxidagao regiosseletivamente
na unidade isopropila dos monoterpenos saturados (NANKAI, MIYAZAWA e
KAMEOKA, 1998) (ESQUEMA 1.2). Neste trabalho, o meio de cultura liquido estéril era
constituido de 1,5% de sacarose, 1,5% de glicose, 0,5% de peptona, 0,05% de
MgSO,4.7 H,O, 0,05% de KCI, 0,1% de K;HPO,, 0,001% de FeSO,.7H,0O, é&gua
destilada. O experimento de biotransformacéo foi realizado em frascos de 200 mL com
100 mL de meio de cultura e 50 mg do o tetrahidrogeraniol (9) e do tetrahidrolavandulol

(11) foram acrescentados ao meio, apos trés dias de pré-fermentacéo.

H
Hch\/YVOH 3(;(\/\(\/0"'
CH, CHy C. gloeosporioidcis HO CH, CH3
meio de cultura
tetrahidrogeraniol (9) aggaféio (10)
CH, Ho. S
OH
H3C OH C. gloeosporioides H3C
HsC CH, meio de cultura H3C CHs
agitacéo
tetrahidrolavandulol (11) 2r°c (12)

ESQUEMA 1.2 — Biotransformacé&o de tetrahidrogeraniol (9) e tetrahidrolavandulol (11)
por C. gloeosporioides. (NANKAI, MIYAZAWA e KAMEOKA, 1998).

Outro exemplo € a biotransformacéo do acido betulinico (13) em acido 3-oxo-15a-

hidroxilup-20(29)-en-28-6ico (14) e a conversdao do acido betulénico (15), obtido por



derivatizacdo quimica do acido betulinico, para o acido 3-oxo-7(3,15a-dihidroxilup-
20(29)-en-28-6ico (16) (ESQUEMA 1.3) (BASTOS et al. 2007).

CH, CH,

.. .
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HO
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acido betuldnico (15)

et I OH
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ESQUEMA 1.3 — Biotransformacao do acido betulinico (13) e acido betulénico (15) por
Colletotrichum sp. isolado das folhas do milho (BASTOS et al., 2007). RPM: Rotacdes

por minuto.

A literatura também mostra varios exemplos do emprego de fungos do género
Fusarium em processos de biotransformacéo, tais como reac¢des de hidrogenacao, de
oxidacdo e de hidroxilacdo nas posicbes 6B, 12B e 15a de esteréides (WILSON;
GALLIMORE e REESE 1999). Sabe-se que a maioria das espécies deste género sao
fungos do solo com distribuicdo cosmopolita, ativos na decomposicdo de substratos
celulésicos de plantas, sendo que alguns isolados séo parasitas de plantas. A espécie
mais comum do género é o Fusarium oxysporum, um patdégeno capaz de penetrar nas

raizes da planta por meio de hifas e, assim, colonizar o cOrtex pelo crescimento inter e
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intracelular. ApGs atingir o tecido vascular, o fungo espalha-se rapidamente através dos
vasos do xilema, provocando os sintomas tipicos da murcha (POLI et al., 2009). Como
exemplo de inovagdo biotectecnologica e a biotransformacdo, como ferramenta de
modificacdo estrutural, podemos citar o trabalho de ARUANA et al. 2009, cuja patente
descreve o processo otimizado para a transformacao de diosgenin (25R)-spirost-5-en-
3P-ol, a partir do extrato de plantas pertencentes ao género Dioscorea, usando cepas
de Fusarium oxysporum e Mucor circinelloides. As linhagens de fungos apresentam alta
tolerancia ao substrato e a digestdo completa do substrato propicia uma alta producéo
de diosgenina (17) (FIGURA 1.3), um composto precursor de hormdnios esteroides,
encontrado em algumas espécies de Solanum e Dioscorea, com propriedades anti-
inflamatdria, antioxidante, antineoplasica, dentre outras (JUNG et al., 2010; SUR et al.,
2001; YAMADA et al., 1997).

o diosgenina (17)

FIGURA 1.3 — Estrutura quimica da diosgeninia (17).

1.3 Cisteino-proteases como alo alvo biolégico

As enzimas proteoliticas participam na maioria dos processos fisiologicos seja ao
nivel celular ou no organismo como todo (DUNAEVSKY et al.,, 2014). As cisteinil-
proteases tem a funcéo primaria de degradar de forma néo seletiva as proteinas, € um
complexo grupo de enzimas de variadas propriedades fisicas e bioquimicas. A familia C
1 € a mais conhecida, sendo a papaina uma das mais estudadas, compreende 11 genes
(B, C,H F K L, O, S, V,W, X/Z) sendo amplamente expressa nos reinos animal,
vegetal e também podem ser identificados nos micro-organismos (DUNAEVSKY et al.,
2014; GIANOTTI et al., 2008). Muitos trabalhos que empregam o uso de inibidores de
peptidases em agricultura e na busca de novos prototipos a farmacos podem ser
encontrados na literatura (DUNAEVSKY et al., 2014; IMADA et al. 2004). A busca e



investigacdo de novos inibidores de proteases a partir de varias fontes pode revelar
novas especificidades e promover novas ideias (DUNAEVSKY et al., 2014).

Assim como na papaina a estrutura terciaria da enzima madura da familia das
cisteinil-proteases (FIGURA 1.4) apresentam a estrutura terciaria bilobada, consistindo
de um dominio L (left (L-)domain), que compreende principalmente trés o-hélices da
metade N-terminal, e um dominio R (right (R-)domain), que compreende um motivo
barril-B da metade C-terminal da molécula. O sitio ativo se encontra na fenda dos dois
I6bulos, estando a cisteina catalitica no dominio L e a histidina no dominio R. Na
maioria das enzimas deste grupo, esta estrutura é estabilizada por trés pontes
dissulfeto, duas no domineo L e uma no domineo R. Estruturalmente, as enzimas da
familia C, sé@o similares quanto ao numero e posi¢cdo de o- hélices e folhas-B3, e a
maioria das mutacdes entre proteinas ocorre nos loops e turns que ligam esses
elementos, 0 que é consistente com uma ancestralidade em comum (GIANOTTI et al.,

2008).

Catepsinas K,L,V Sitio ativo

“papain-like”

Dominio Dominio
L R
N “N- terminal”

“C- terminal”
Papaina '

FIGURA 1.4 — As cisteinil-proteases como catepsinas K, L e V, pertencem a subfamilia
das papainas (GIANOTTI et al., 2008).

De maneira geral, as moléculas desenhadas como inibidores de catepsinas, devem
se ligar reversivelmente a enzima, afim de se evitar a antigenicidade decorrente da
modificacdo covalente de proteinas através da inibicdo irreversivel. A seletividade
também é desejavel para evitar efeitos adversos, sendo que, existem varios exemplos
na literatura, por exemplo de inibidores da catepsina K, planejados de forma a explorar
as diferencas no subsitio S2 desta enzima, obtendo-se assim, seletividade em relacédo
as demais proteinases (DEATON e TAVARES, 2005). A regido S2 & formada pelos



residuos Tyr 67, Met 68, Ala 134 e Ala 163, tratando-se de um bolso raso, com cerca de
4 A de profundidade, mas largo, e por isso grupos substituintes mais volumosos podem
facilmente ocupar este subsitio (PAN et al., 2005). Além da diferenca em S2 para
catepsina K, que se apresenta como um bolso mais raso, em relacdo as catepsinas S e
L, por exemplo, modificagfes estruturais que favoreca a ligagdo em S3 (Gly 66 e Typ
67), também pode garantir a seletividade (BROMME et al., 1996; MARQUIS et al.,
2001). Como exemplo, nos trabalhos de ALTMANN et al. (2007) e de RANKOVIC et al.
(2010), estudos de modelagem molecular investigado modificacbes em P2 e P3,
resultaram em moléculas, pertecentes a classe das 2-ciano-pirimidinas (19), FIGURA
1.5, que se apresentaram como inibidores potentes e mais seletivos a catepsina K. Ja
para alguns dos compostos pertencentes a classe de cetoamidas, maior seletividade foi
alcancada, explorando-se o subsitio principal S1 da catepsina K, uma regido formada
pelos residuos Gly 23, Ser 24, Gly 64, e Gly65, tratando-se de um bolso raso, com
cerca de 5 A de comprimento, onde grupos substituintes lineares e hidrofébicos tém
melhor interagdo (PAN et al., 2005; TAVARES et al., 2004; BARRET et al., 2005). Outro
dado importante para o desenho de novos inibidores de catepsinas, trata-se do modelo
animal utilizado nos estudos, sendo necessario considerar a identidade da sequéncia/
homologia interespécie (DEATON e TAVARES, 2005).

$3 -
favorecea
ligacdo
(seletivide)
(BROMME
et al 1996;
MARQUIS et 31 -raso
al 2001) g et
hidrofdbicos
e lineares
(PAN et al
2005;
BARRET, et
al 2005)

FIGURA 1.5 — Estrutura co-cristalizada da pirimidina (18) com a catepsina K (1.9 A
resolution; PDB 3KWZ) (RANKOVIC et al., 2010).
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2 — OBJETIVOS

Dentre as classes de compostos relatados na literatura como inibidores de cisteinil-
proteases, praticamente ndo existem trabalhos que explorem a atividade de derivados
oximicos, sendo o objetivo deste projeto, a insercdo de tal unidade estrutural em
compostos isolados do gengibre. A biotransformacdo também sera uma ferramenta
para estudo do potencial enzimatico do fungo fitopatogénico, Colletotrichum
gloesporioide, em promover modificagcbes quimicas de compostos de origem natural,
derivados do gengibre, na busca por novos inibidores de cisteinil-proteases.

Os objetivos especificos foram:

a) A biotransformacéo por Colletotrichum gloesporioides dos substratos:

. Zingerona e zingerona-D (zingerona isotopicamente marcada)
. 6-gingerol e 6-gingerol-D (6-gingerol isotopicamente marcado)
. metil-6-gingerol e 6-shogaol

Obtendo uma diversidade estrutural por meio de reacdes biocatilizadas por fungo.

b) Reacdes de semi-sintese:

. Insercdo da subunidade éter de oxima utilizando a zingerona como material de
partida
. Obtencéo do derivado oximinico a partir do 6-gingerol e do 8-gingerol.

Obtendo uma diversidade estrutural por meio das reag6es biocatilizadas.

C) Ensaios bioquimicos tanto dos derivados obtidos por reagfes de semi-sintese
quanto dos extratos em acetato de etila (Ac) dos produtos da biotransformacao.
Também ensaio biolégico de teste de disco-difuséo em meio sdlido avaliando o halo de
inibicdo do crescimento do fungo Colletotrichum gloesporioides e do fungo Fusarium

oxyspurum de alguns dos compostos obtidos por reacdes de semi-sintese.
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3 — MATERIAIS E METODOS
3.1 — Material

Suportes para cromatografia de adsor¢cdo em coluna
- Silica gel 60 comum (70-230 mesh), Sigma.
- Silica gel 60 “flash” (230-400 mesh), Sigma

Solventes e reagentes

- Foram utilizados solventes (n-hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e
agua) comerciais destilados no DQ-UFSCar e solventes deuterados (cloroférmio,
metanol), obtidos da Merck e Aldrich, para a obtengéo dos espectros de RMN.

- Inibidor irreversivel de cisteino peptidases E-64 (L-3-carboxi-trans-2,3-epoxipropionil-
leucilamido (4-guanino) butano, DTE (ditioleritritol) e 5-nitrosaliciladeido foram obtidos
da Sigma.

- Susbtrato Z-Phe-Arg-MCA (Cbz-Phe-Arg-MCA ou carbobenzoxi-fenilalaninaarginina-7-
amino-4-metilcumarina ou benziloxicarbonil- fenilalanina-arginina-4-metil-7-
coumarilamida) e Z-Gly-Pro-Arg-4MBNA, da Sigma e Bachem, respectivamente.

- Meios de cultivo estéril batata-dextrose (B.D) e batata-dextrose-agar (B.D.A) da marca

Acumédia ®.

Cromatografia em camada delgada analitica

- Utilizaram-se folhas de aluminio com silica 60 F254, (¢ = 0,2 mm) da Merck.

Cromatografia em camada delgada preparativa

- Foram utilizadas placas preparativas de silica gel 60 F254, (5 x 20 cm) da Merck.

Reveladores

- Camara de radiagao ultravioleta, nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm.

- Solucéo de vanilina: a vanilina (3,0 g) foi dissolvida em uma solugéo contendo 135 mL
de agua destilada, 135 mL de MeOH e 30 mL de H,SO4 concentrado.

13



3.2 — Equipamentos

Evaporadores rotativos

- Bulchi, rotaevaporador R-114 equipado com banho Bichi B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5C;

- Buchi, rotavapor R-200 equipado com banho Buchi 490 e recirculador refrigerado
NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5TC.

Sistemas Cromatogréficos

Sistema 1 (analitico): Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent Technologies
modelo 1260, equipado com bomba quaternaria G1311C, degaseificador G1322A,
amostrador automatico G1329B, detector de Ultravioleta G1314B e compartimento

termostatizado de coluna G1316A.

Sistema 2 (analitico e preparativo): Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia da
Shimadzu SCL-10AVP com sistema de reciclo, valvula Rheodyne 7725i, bomba
Shimadzu LC-6AD.

Sistema 3 (GC-MS): Cromatdgrafo Gasoso 17A SHIMADZU acoplado ao espectrémetro
de massas modelo QP 5000, ionizagao por impacto eletronico (70 eV). Coluna Optima-
5 (30 x 0,25 mm) filme= 0,25 um. Todas as mostras foram injetadas utilizando a
temperatura do injetor de 250C e a temperatura do detector de 260C, modo Split e
volume de injecdo de 1 pL. A maior parte das analises foram realizadas utilizando o
seguinte programa de temperatura: 70 € (6 min); 15 C/ min até 160 C; 5C/ min até
200C; 200°C (2 min); 20C/ min até 2609 260 € (10 min) (Total: 35,92 minutos).

Sistema 4 (LC-MS): Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent Technologies
modelo 1200, equipado com bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1322A,
amostrador automéatico G1367B e detector de arranjo de diodo G1316A. Acoplado a
espectrdmetro de massas Applied Biosystems modelo APl 2000 analisador Triplo

Quadrupolo utilizando ionizador eletrospray Turbolon Spray.
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Sistema 5 (LC-MS): Cromatografico liquido SHIMADZU (Kyoto, Japdo), composto de
duas bombas LC-20AD, uma delas equipada com vélvula solenoide de quatro linhas,
degaseificador DGU-20As, autoinjetor SIL-20A, detector de ultravioleta SPD 20A; todas
as unidades interligadas atravées de uma interface CBM 20A e operados por
computador, sendo os cromatogramas registrados pelo software Class VP. O sistema
cromatogréfico foi acoplado por meio de um divisor de vazdo (“splitter”) ao
espectrdmetro de massas com fonte de eletrospray e analisador tipo ion trap modelo
Esquire 6000® (Brucker Daltonics, Alemanha); os espectros de massas foram

registrados pelo software Data Analysis.

Sistema 6 (LC-RMN):

— Equipamento acoplado HPLC-SPE: Cromatografo Agilent modelo 1200 acoplado a
uma unidade Prospekt 2. O sistema de HPLC é equipado com bomba quaternéria
(Agilent Pump Control, Bruker Daltonik GmbH, G1311A, degaseificador (G1322A),
detector de arranjo de diodos com comprimento de onda varidvel (G1315D) e
amostrador automatico (LC Autosampler Control, Bruker Daltonik GmbH, G1329A).

— Equipamento de ressonéncia (RMN): Bruker Avance Ill — 14,1 Tesla (600 MHz para
frequéncia do hidrogénio) equipado com trocador automatico de amostra, cryo-sonda
TCI (1H/13C/15N) de 5 mm com ATMA® (Automatic Tunning MAtching) e gradiente de
campo em z, sonda BBI de 5 mm com ATMA®, gradiente de campo em z, unidade de
temperatura variavel, unidade geradora de gradiente de campo, unidade cryo-fit® e
unidade HPLC-SPE acoplado.

Balanca analitica
- Shimadzu AUW séries

Céamara de analise de fluorescéncia por luz ultravio  leta

Cabine tipo Spectroline modelo CM-10 com luz tipo Spectroline modelo ENF-260C

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
- Bruker DRX 9,4 T (400 MHz para espectros de RMN 1H e 100 MHz para espectros de

RMN 13C) equipado com trocador automatico de amostra, sonda de 5 mm BFO (smart
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probe com ATMA®) e bobina de gradiente de campo em z, unidade geradora de
gradiente de campo e unidade de temperatura variavel.

- Bruker Avance Ill — 14,1 Tesla (600 MHz para frequéncia do hidrogénio) equipado com
trocador automatico de amostra, cryo-sonda TCI (1 H/13 C/15 N) de 5 mm com ATMA®
(Automatic Tunning MAtching) e gradiente de campo em z, sonda BBI de 5 mm com
ATMA®, gradiente de campo em z, unidade de temperatura variavel, unidade geradora

de gradiente de campo, unidade cryo-fit® e unidade LC-SPE acoplado.

Espectrofluorimetro

- Leitor de placa de ELISA: Molecular Devices Corporation — Spetra MAX GEMINI XS.
Espectrofotdbmetro

- Leitor de placa de ELISA: Dynex Technologies Opsys MR.

3.3 — Procedimento experimental

3.3.1 — Isolamento de 6-gingerol (2)

Utilizando como referéncia o trabalho de SILVA (2011), em sua tese de doutorado,
que traz o isolamento e caracterizacdo dos constituintes do gengibre (Zingeber
officinale), bem como o isolamento em escala semi-preparativa de 6, 8 e 10-gingerol (2,
5, 7), foi possivel obter a matéria-prima para o desenvolvimento desta tese. Gengibre
fresco (6 Kg), foi comprado no supermercado Carrefour de Sao Carlos, passou pelo
processo de higienizacdo, corte em pedacos pequenos e secagem em estufa
climatizada a 40C com circulagéo de ar. Depois de trés dias na estufa, o material seco
foi pulverizado e macerado, utilizando-se alcool etilico (99,5 %) por nove dias, com
troca de solvente a cada trés dias. O alcool etilico foi evaporado sob presséo reduzida,
obtendo-se desta forma um extrato livre de solvente que foi reservado em freezer para
posterior utilizacdo. A massa do extrato foi de 30 g.

O fracionamento do extrato bruto foi realizado sob cromatografia a vacuo, em coluna
de vidro (20 x 8 cm) preenchida com silica gel 60 (70 - 230 mesh) utilizando-se
solventes com polaridades diferentes. Primeiramente foi empregado o hexano (1 litro),
seguido por uma mistura de hexano/acetato de etila (1:1) (2,5 litros), para se obter uma

fracdo rica em gingerois e shogaois (8,3 g). Uma coluna de vidro (28,0 x 5,0 cm)
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recheada com silca gel 60 (230- 400 mesh), eluida sob pressao, foi utilizada a mistura
de hexano/acetato (6:4), para se obter a fracdo rica em 6, 8 e 10-gingerol (2, 5, 7).
Estes, por sua vez, foram separados por HPLC, utilizando o sistema cromatografico 2
como equipamento e no modo semi-preparativo. Uma coluna C18 (1,0 x 30 cm) foi
empregada como fase estacionaria e metanol/agua (75:25) como eluente, para se obter
o 6-gingerol (2) (980 mg). O 6-gingerol (2) isolado e caracterizado por técnicas
espectroscopicas e por metodos espectromeétricos foi utilizado como substrato para as
reacOes de biotransformacdo, bem como rea¢cbes de derivagcdo quimica, obtendo os

demais compostos a fim de se fornecer ao fungo.

3.3.2 — Reacéo de marcacéao isotopica do 6-gingerol  (2)

CH,
o
CH, Cﬁ OH \ . HO e,
1
O
T FCH, HO / || 3
| 2 4 KOH/ THF — 5
/
HO . 0 ) D D
6-gingerol D,0/0%C 6-gingerol-4D
2 2 Rendimento bruto: 54%

Em baldo monotubulado de 10 mL, foi adicionado o 6-gingerol (2) (20 mg; 0,068
mmol) dissolvido em tetraidrofurano (THF) (69 mg/mL), grau HPLC e previamente
resfriado em banho de gelo (0C). No baldo reacional, ja havia sido adicionado o
hidréxido de potassio (KOH) (14 mg; 0,250 mmol) dissolvido no THF (5,0 mL). Apos trés
horas, mantendo o sistema resfriado a temperatura de zero graus (0C), a andlise por
CCD constatou a formacdo de uma mancha com fator de retengdo menor que o
material de partida, sendo assim, a agua deuterada (D,0O) (105 pL, 5,440 mmol) foi
adicionada em excesso. Deixou-se a reacdo uma noite, ainda no banho de gelo/ 4gua
fria e posteriormente a reacado foi finalizada adicionando-se agua (10 mL) ao meio
reacional, seguida de 250 pL de solucdo de acido citrico (1 M) para neutralizar o
excesso de base (KOH), o pH foi ajustado em torno de seis, com o auxilio de uma
solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) a 20%. Posteriormente, o produto reacional foi
extraido da fase aquosa com acetato de etila (ACOEt) por trés vezes (20 mL). As
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fragbes foram reunidas em uma so, lavada com solugdo saturada de cloreto de sodio
(NaCl), seca com sulfato de sddio anidro P.A. (Synth ®) e a fase organica evaporada. O
produto da reacdo apresentou-se como um Oleo marrom escuro (11 mg) com
rendimento bruto de 54%, j& que nao foi purificado em coluna e apés ser analisado por
RMN de *H foi adicionado a cultura do fungo C. gloesporioides.

3.3.3 — Reacédo de marcacéao isotopica da zingerona (1)

\—'—D
Hb
B
LiHMDS/ THF
_ HO 7 Ha
D,0/ -78°C | X
2 0
HyC™ MM =199
~ 66%

Em baldo monotubulado de 25 mL, em sistema hermeticamente fechado e mantido
em banho a -78<T, foi adicionado a zingerona (1) (Sigma Aldrish ® - CAS 122-48-5)
(200 mg; 1,030 mmol) dissolvida em quantidade suficiente de tetraidrofurano (THF),
destilado e tratado. O volume de 5 mL de THF foi acrescido ao baldo, bem como uma
quantidade da solugdo de bis(trimetilsilil)amida (LIHMDS) (2,550 mL; 3,825 mmol)
(Sigma Aldrish ® - CAS 4039-32-1) suficiente para que ocorresse a abstracdo dos
prétons, sendo a reacdo acompanhada por placa de CCD. A formacao de uma mancha
com o fator de retengdo menor que o material de partida foi monitorada, e a medida que
se precipitou o sal (dianion: enolato/ fenolato) mais 10 mL de THF foi adicionado. A
agua deuterada (D,O) (0,200 mL; 11,000 mmol) foi acrescida em excesso, para a
reacado permanecer por uma noite, sendo o sistema mantido a temperatura de -75TC. A
reacao foi esgotada, adicionando agua (10 mL) e em seguida, 3,825 mL (3,825 mmol)
de solugéo de acido citrico (1M) para neutralizar o excesso de base (LIHMDS). O pH da
reacdo foi checado mantendo em torno de cinco e o produto reacional foi extraido da

fase aquosa com acetato de etila (AcOEt) por quatro vezes (20 mL). As fracbes foram
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reunidas, lavadas com solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl), seca com sulfato
de sodio anidro P.A. (Synth ®) e a solugcdo organica evaporada. O produto reacional
(176 mg) foi purificado em coluna de vidro recheada com silica flash (2,5 x 11 cm)
eluida sobre pressédo e utilizando acetato/hexano 20% (400 mL), acetato 100% (100
mL), metanol 100% (100 mL) como solvente. No final foram um total de 55 frascos (40
mL) coletados, e das fracdes de 13 a 25 estava o produto reacional (136 mg; 66,3%) de

interesse.

3.3.4 — Obtencé&o do 4-metil-6-gingerol (3)

(|3H3 ﬁ' oH (le3 (H) OH
e} N\)vv\ o /\/\M
| = CH; CH,VK,CO; | = CH,
acetona/TA
i
HO 2 0 3 (60%)
MM= 294 (IZhoras)  CH; MM= 308

Em baldo monotubulado de 100 mL, 50 mg (0,17 mmol) de 6-gingerol (2) foi
adicionado juntamente com 87 mg (0,51 mmol) de carbonato de potassio (K.CO3) e 42
uL (0,68 mmol) de iodeto de metila (CHsl) utilizando acetona como solvente. A reagéo
foi conduzida por 12 horas a temperatura ambiente até que a CCD indicasse formacao
de produto. Decorrido esse tempo a acentona foi evaporada e agua foi adicionada ao
meio reacional que foi extraido com diclorometano (4 X10 mL). A fase organica foi
lavada com solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl), seca com sulfato de sddio
anidro, filtrada e concentrada em evaporada sob pressao reduzida. O produto reacional
foi purificado em coluna cromatografica utilizando silica flash e hexano e acetato como

eluente. O rendimento foi de aproximadamente 60%.
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3.3.5 — Obtencéo do 6-shogaol (4)

(|3H3 Cﬁ OH CH; O
| I
o W o
| S CHy PTSA | S /\/\/\/\/\CH3
acetona
HO & 2 (refluxo) HO F 4 ~ 65%
MM=294 MM= 276

A massa de 100 mg (0,34 mmmol) de 6-gingerol (2) foi solubilizada em 3,0 mL de
acetona, a quantidade de 683 mg (3,40 mmol) de acido p-tolueno-sulfénico (PTSA) e
peneira molecular foram utilizados e a reacdo seguiu sob temperatura de refluxo por
quatro horas. O solvente foi evaporado e o produto reacional foi purificado em coluna
cromatogréfica recheada com silica flash utilizando hexano: acetato (3:1). O rendimento

da reacao foi em torno de 65%.

3.3.6 — Reacbes de biocatalise
Microrganismos

As culturas dos fungos Fusarium oxysporum e Colletotrichum gleosporioides, foram
fornecidas pelo Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Fitopatoldégica da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de S&ao Paulo (USP),
campus de Piracicaba-SP.

Manuntencéo e pré-ativagcdo dos microrganismos

Os fungos foram preservados em Tubo Castellani e no momento do uso foram preé-
ativados em placas de Petri em meio Batata Dextrose Agar (BDA), sendo inoculados
sobre a superficie do meio de maneira homogénia, deixando-os crescer em estufa tipo
B.O.D. a temperatura de 25C.

Determinacdo das concentragdes inibitdrias minimas
As concentracdes inibitorias minimas (CIMs) foram determinadas para verificar a
partir de qual concentracdo os substratos fornecidos ao fungo seriam toxicas para cada

microrganismo e obter as concentragdes ideais de trabalho. Para isso, os fungos foram
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primeiramente cultivados em placas de petri contendo o meio B.D.A. (Agar Dextrose
Batata). Apos sete dias de crescimento, foi obtida uma suspenséo de esporos e micélio,
vertendo 2 mL de agua destilada e estéril sobre a placa de petri de cada fungo
raspando-se o micélio.

Em seguida, foram adicionados 100 pL de meio liqguido em cada pog¢o da primeira
fileira da placa de ELIZA e foi realizada uma diluicdo seriada de razdo 2 da solucdo
estoque de cada substrato a ser biotransformado na concentracdo de 1600 pg.mL™. Por
fim, foram adicionados 80 puL de meio e 20 pL da suspensédo de células dos fungos.
Dessa forma, foram avaliadas as concentracbes de 400 pug.mL* a 0,781 pg.mL™. Na
mesma placa, foram realizados os controles positivos de crescimento dos fungos no
meio, 0s controles negativos com o antifingico actidione, os controles de esterilidade
dos meios e das solucbes. As placas foram incubadas a 30C e as CIMs foram
determinadas visualmente pela comparacdo do crescimento fungico com os dos
controles. As CIMs foram consideradas as menores concentragdes dos compostos

capazes de inibir os crescimentos dos microorganismos.

Reacdes de biocatalise

Cada fungo foi inoculado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de
cultura liquido estéril B.D. (Batata Dextrose), sendo adicionados trés discos miceliais de
1,0 cm? por frasco. Apés 48 horas de fermentagéo em incubadora, sendo mantidos a 30
T e 120 rpm, as solucdes dos compostos & concentra ¢do de 100 pg.mL™ diluidos em
DMSO foram preparadas e 0,5 mL de cada solucdo foi adicionada e a fermentagéo
conduzida por 10 dias. No final, a concentracao final de DMSO em cada Erlenmeyer era
de 1%. Para o controle da producdo de metabdlitos do fungo sem a interferéncia dos
compostos a serem biotransformados, ndo houve a adicdo dos mesmos, este foi
chamado de controle A. Outro controle incluido no experimento, chamado de controle
B, em que nas mesmas condi¢cdes os compostos sdo adicionados ao meio B.D. sem

inoculag&o do fungo, foi feito para acompanhar a possivel degradacdo dos compostos.

Obtencéo dos extratos brutos
A cultura do fungo contendo o caldo e o micélio foi filtrada, sendo o micélio extraido

com metanol (MeOH) por quatro dias e posteriormente 30 minutos de ultrassom. O
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fluido ou caldo da cultura (sobrenadante) foi submetido a uma particdo liquido-liquido,
com 20 mL de acetato de etila (AcCOEt), por trés vezes consecutivas, obtendo-se um
extrato organico e outro aquoso FIGURA 3.1. As fragcOes foram reunidas e secas sob
pressdo reduzida e as massas de cada extrato bruto calculadas, seja para o extrato
aquoso (AqQ), o extrato metandlico (MM) ou para o extrato em acetato de etila (Ac),
FIGURA 3.1. Este processo foi realizado tanto para os frascos em que o composto a
ser biotransformado foi adicionado, quanto para a producdo de metabdlitos, o controle
A.

Cultura Fungo
i Biotransformado ¢ Controle A)

Filtragio

!

Massa Micelial Fluido da.cultura
{sobrenadante)
Suspensdo’ extragio MeOH
4 T!["“‘ Particdo liquido-liquido
Ultrassom 30 min AcOFt
Filtragdio
A { l [
Massa micelial | Extrato MeOH ‘ Extrato Aq Extrato Ac
(congelada) (MM AqUOsD AcOEL

FIGURA 3.1 (6) — Fluxograma para obtencao dos extratos tanto para a cultura do fungo
em que a biotransformacéo foi realizada quanto para o controle A. (MeOH= Metanol e
AcOEt= acetato de etila).

Os fluidos dos frascos do controle B, possivel degradacdo dos compostos, também
foram submetidos a particdo liquido-liquido por trés vezes com 20 mL de acetato de
etila (AcOEt), resultando em um extrato organico (Ac) e um aquoso (Aq), suas massas
também foram calculadas.
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3.3.7 — Analises e identificacdo dos compostos obti dos

A elucidacao estrutural dos compostos foi feita através da analise dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C (1D e 2D), Espectros de Massas e

comparagOes com dados presentes na literatura.

3.3.7.1- Procedimentos para analise por LC-MS
A — CondicOes cromatograficas para realizagcdo de an  alises por LC-MS
dos extratos Ac dos experimentos de biotransformaca o]

O extrato Ac (AcOEt) das amostras, sendo as reacfes de biocatélise, o controle de
producdo de metabdlitos pelo fungo, chamado de controle A, e a possivel degradacéo
dos substratos, controle B, foram preparadas a concentracdo de 1 mg/mL em solugéo
hidroalcélica a 10% de metanol. Uma coluna da Agilent (Phenomnex, 5 pm, 150 x 4,6
mm, Eclipse XDB-C18 foi empregada, adaptada a uma pré-coluna C18 da Allcrom, 4 x
30 mm. As andlises foram realizadas por dois métodos de eluicdo cromatogréaficos
sendo que o primeiro foi utilizado no sistema cromatografico 4 (LC Agilent® e
espectrometro AppliedBiosystems® API 2000) e o outro no sistema cromatogréfico 5
(LC Shimadzu® e espectrdmetro Brucker® Esquire 6000). Na etapa de preparo das
amostras, aquelas que foram analisadas no sistema cromatografico 4, previamente
foram filtradas em filtros millipore (PTFE, 0,20 pm e diametro de 15 mm), para as

amostras analisadas no sistema cromatografico 5, foram previamente centrifugadas.

O primeiro método (Método 1) consistiu em uma eluicdo no modo reverso, sendo a
fase mével constituida por metanol (solvente B) e agua (solvente A). A vazéo foi de 1,0
mL/min apresentando o seguinte gradiente: condicdo inicial de 10% de metanol (B),
mantendo isocratico até 5 minutos, seguindo uma variacdo de 10% a 100% de metanol
(B) por até 25 minutos (A% B= 4,5). Depois de 20 minutos de metanol (B) a 100%, o
gradiente foi retornado para 10% metanol (B), sendo que a coluna foi condicionada por

30 minutos entre cada analise, totalizando um tempo de 75 minutos de analise.

O segundo método (Método 2) empregou a fase mdvel constituida por solucédo de
acido férmico 0,1 % (v/v) e acetonitrila como modificador organico. A vazao foi de 1

mL/min com o seguinte gradiente: condicao inicial de 5% de acetonitrila, mantendo
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isocréatico até 5 minutos, seguindo inclinacdo de 10% a 100% de acetonitrila por até 25
minutos (A% metanol= 4,5). Depois de 20 minutos de acetonitrila a 100% o gradiente foi
retornado para 10% acetontrila sendo que a coluna foi condicionada por 20 minutos

entre cada analise, totalizando um tempo de 65 minutos de anélise.

B — Condicdes espectrométricas para realizacdo de a  nalises por LC-
MS dos extratos Ac dos experimentos de biotransform acao

Experimento 1

O espectrometro com analisador de massas do tipo triplo quadrupolo foi utilizado,
sendo o equipamento da Applied Biosystems® (APl 2000), aquele citado no sistema
cromatogréafico 4. Possui fonte de ionizacdo por electrospray (TurbolonSpray®) e as

analises foram realizadas no modo negativo, utilizando nitrogénio para todos os gases.

Os parametros utilizados no espectrometro de massas, que sao dependentes do
analito, tanto para as aquisicbes em MS quanto para os experimentos em MS/MS,
foram otimizadas pela infusdo direta de uma solucdo metandlica de 6-gingerol (2) a 10
ng.mL™, bem como para os padrdes do alcool (21) e de seu dimero (22), previamente
isolados neste trabalho; foi utilizada uma seringa de 4,6 mm (@) e fluxo de 10 pL.mL™.
Dentre esses parametros a serem otimizados, estdo os potencias de desagrupamento
(DP), de focalizacéao (FP), de entrada (EP), e voltagem do TurbolonSpray. As energias
do gés de colisdo (CAD), a energia de colisdo (CE) e os potenciais de entrada e saida

da célula (CEP e CXP, respectivamente) também foram otimizados.

Os parametros dependente da fonte, tais como a altura e distancia da sonda do
TurbolonSpray ® (Vert e Hor, respectivamente), o gas de curtina (CUR), o gas
nebulizador (GS1), o gas de aquecimento (GS2) e a temperatura da fonte (TEM) foram
otimizados utilizando uma solucéo metanélica, em torno de 1 pg.mL™ para cada padréo,
por injecdo em fluxo, utilizando como fase moével MeOH: H,O (70:30) (v/v) previamente
selecionada nos parametros cromatograficos. Um divisor de fluxo foi adaptado na
interface do cromatografo com o espectrometro, direcionando apenas um terco da

vazao total para a entrada da fonte de ionizacdo, afim de se ter uma melhor adequacao
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entre as vazdes usadas, promovendo uma melhor separacdo cromatogréafica e para a

insercado do analito no espectrometro de massas.

Apés a avaliacdo dos parametros acima, foram otimizados os valores para 0 modo
de monitoriamento de reacdo selecionada (SRM), como a energia do gas de colisdo
(CAD), energia de colisdo (CE) e potenciais de entrada (CEP e CXP, respectivamente).
As condicbes cromatograficas utilizadas nesse experimento de MS/MS, foram de
acordo com o Método 1, utilizando um gradiente exploratério MeOH:H,O. A otimizacao
da temperatura da fonte (TEM) foi feita manualmente, na maior proporcdo de fase
aguosa, como nas condicGes iniciais em que se trabalhou com 90 % de &gua,
garantindo total vaporizacdo da fase movel na entrada do espectrometro de massas. As
energias e transicdes utilizadas nesse experimento podem ser verificadas na TABELA
3.1.

TABELA 3.1- Parametros para MS e MS/MS

DP (V) FP (V) EP (V) IS (V) CE (V) CEP (V) CXP (V)
-35 -365 -10.0 -4000 -50 -20 -3
Vert (pos) Hor (pos) TEM (°C) CAD (psi) CUR (psi) GS1 GSs2
3 5 400 4 25 40 45

Experimento 2

As condi¢Bes cromatograficas nesse experimento estdo dispostas no item anterior do
procedimento experimental, conforme Método 2, utilizando o sistema cromatografico 5.
Os parametros do espectrdmetro de massa para a andlise foram: pressdo do
nebulizador (nebulizer) 30 psi, vazdo do gas de secagem (dry gas) 8 L/min, temperatura
de 4,5 kV, condicbes

aperfeicoadas para uma relagdo massa/carga de 300 m/z para o0 modo negativo e de

de secagem (dry temp.) 325 <, voltagem do capilar

277 m/z no modo positivo (smart parameter settings ligado), amplitude de fragmentacao

para o modo negativo foi de 0,50 V para o0 modo positivo de 1,0 V.

Incialmente foi realizado um full scan das amostras nos modos positivo e negativo
em um faixa de relagdo de massa/carga de 100 a 600 m/z, a vasdo que chegava até o
espectrometro era de 0,1 mL/ min a qual era determinada por meio de um divisor de
vazao (spliter). Posteriormente, realizaram-se analises de fragmentacé&o utilizando auto-
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MS? tanto no modo negativo como positivo de ionizagdo, no qual o instrumento analisa
0 espectro e determina os picos que serdo fragmentados, a partir da intensidade
(threshold) de 10000.

3.3.6 — Reac0bes de semi-sintese

3.3.6.1 — Obtencéo da nova série de éteres de oxima

A — Reac0Oes de O-alquilacdo da zingerona (1) e obte nc¢ao do sililéter
(P-55)

A.1 — Obtencao do 4-metilzingerona (P-19)

s 0 G 2
0 0
D/\/\CHg CH,/ K,CO, ‘ ST e,
acetona/TA
1O = 1 o = P-19
| (80%)
MM= 194 (12 horas)
CH; MM= 208

Em baldo monotubulado de 100 mL, foram adicionados zingerona (1) (1,0 g; 5,1
mmol), carbonato de potassio (K2CO3) (2,6 g; 15,3 mmol) e iodeto de metila (CHzal) (0,9
mL, 15,3 mmol) em acetona (20 mL) a temperatura ambiente por 12 horas. Decorrido
este tempo, adicionou-se agua (30 mL) ao meio reacional, em seguida o produto
reacional foi extraido com diclorometano (4 x 15 mL). A fase orgénica foi lavada com
solugdo saturada de NaCl, seca com Na2SOs anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotatorio sob pressao reduzida, fornecendo um sélido amarelo claro com
80% de rendimento (BEZERRA-NETO, 2006, adaptado).

EM (k= 25 min) m/z (%): 208 [M*] (29%); 165 (23%): 151 (100%); 107 (12%); 91
(14,8%); 77 (15%); 43 (77%)
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A.2 — Obtencao do 4-etilzingerona (P-56)

.

CH, 0 CH, 0

| I oy
O S e, CHCHBUKCO, O s oy
‘ acetona/TA | ' 2
HO = O ;/ 6 (63%)
1 (12 horas) ) o P-56 ?
MM-= 194 HyC ™ MM= 222
-

Em baldo monotubulado de 50 mL, foram adicionados zingerona (1) (100 mg; 0,515
mmol), carbonato de potassio (K2COs) (883 mg; 5,515 mmol) e brometo de etila
(CH3CHBr) (561 mg, 5,515 mmol) em acetona (2 mL) a temperatura ambiente por 12
horas. Decorrido este tempo, adicionou-se agua (2 mL) ao meio reacional, em seguida
o produto reacional foi extraido com diclorometano (4 x 5 mL). A fase organica foi
lavada com solucdo saturada de NaCl, seca com Na2SOa4 anidro, filtrada e concentrada
em evaporador rotatorio sob presséo reduzida, fornecendo um soélido amarelo claro com
aproximadamente 63% (72 mg) de rendimento (BEZERRA-NETO, 2006, adaptado).

RMN de 'H (400 MHz), CDCl; /TMS (8-ppm): 1,45 (t, J= 7,12 Hz, 3H) (H-8); 2,14 (s,
3H) (H-4); 2,74 (m, 2H) (H-2); 2,84 (m, 2H) (H-1); 3,86 (s, 3H) (H-9"); 4,07 (dd, J= 6,98,
2H) (H-77); 6,70 (J= 8,0 e J= 2,0, 1H) (H-6'); 6,72 (J~2, 1H) (H-5'); 6,79 (I= 8,0, 1H) (H-
2)).
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A.3 — Obtencéao do O-t-butil-dimetilsililzingenona (  P-55)

N i e, CHs
AN __ AN H3C. f "CHy
Si
HSCK \ ,/ ©OH TBDMSSOCF, , Hsc/—\* \ /) © s
Et,N/ DCM/ 0°C //
! /O N,) P-55 /O
MM=194 H;C (12 héras) MM=308 H;C (85% Bruto)

Em baldo monotubulado de 25 mL, sob atmosfera inerte (N;), foram adicionados
zingerona (50 mg; 0,257 mmol), t-butil-dimetilsililtrifluorometanosulfonato
(TBDMSSO3CF3) (118 pL; 0,515 mmol) e trietilamina (Et3N) (71 pL; 0,515 mmol), em
diclorometano (DCM) (3 mL) resfriado a temperatura de 0 por 12 horas. Decorrido
este tempo, adicionou-se agua (2 mL) ao meio reacional, em seguida o produto
reacional foi extraido com diclorometano (4 x 5 mL). A fase organica foi lavada com
solugdo saturada de NacCl, seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada, fornecendo
um soélido marrom claro com aproximadamente 85% (68 mg) de rendimento bruto.
Entretanto essa reacdo ndo foi muito bem acompanhada e a analise por CCD néo

indicou a conversao do material de partida.

B — Reacao para obtencao do intermediario-chave oxi  minico (P-20)

.OH
(I:H3 (‘:‘) (les N|r
4
IRV ~~~""cH, HNOH.HCV AcONa AN /\B/KCHS
| = MeOH/ H,0 | / !
Q P-19 (refluxo) ? P-20  (70%)
CHj MM =208 CHj MM= 223

Em baldo bitubulado de 50 mL, acoplado ao condensador de refluxo, a massa de
0,200 g (0,96 mmol) do intermediario 4-(3,4-dimetoxifenil) butan-2-ona (P-19) foi
adicionada, 0,788 g (9,6 mmol) de acetato de sodio (AcONa) e 0,619 g (9,6 mmol) de

cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.HCI), juntamente com 20 mL de metanol/agua

28




(MeOH/H,0) em proporcéo de 8:2. A reacao foi mantida a temperatura de 65T por trés
horas, decorrido este tempo, adicionou-se agua (50 mL) ao meio reacional, que em
seguida foi extraido com diclorometano (4 x 15 mL). A fase orgéanica foi lavada com
solugcdo saturada de cloreto de sodio, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida. O produto reacional foi
submetido a cromatografia em coluna utilizando-se silica no modo flash e mistura de
hexano e acetado (8:2) como eluente. A oxima (P-20) foi obtida em mistura
diasteroisomeérica apresentando-se como um sélido branco com 70% de rendimento
(GOPALSAMY 2006 adaptado apud SILVA, 2010).

EM (tr= 18,5 min) m/z (%): 223 [M"] (10%); 207 (8%); 193 (3%); 164 (1%); 151 (100%);
107 (30%); 91 (31%); 77 (34%); 51 (23%).

EM (tz= 18,8 min) m/z (%): 223 [M"] (14%); 207 (8%); 192 (10%); 164 (1%); 176 (7%);
151 (100%); 135 (5%); 107 (11%); 91 (11%); 77 (13%); 51 (8%)

RMN de *H (400 MHz), CDCl; /TMS (3-ppm) (em mistura): 1,83 (s, 0,7 H) e 1,91 (s, 2,0)
H-1; 2,51 (m, 1,4 H), 2,66 (m, 0,5), 2,28 (m, 2 H), H-3 e/ou H-4; 3,84 (s, 6 H) (H-7" e H-

8): 6,70 a 6,9 (m, 3 H) H-Ar.

RMN de **C (400 MHz), CDCl; /TMS (5-ppm): 13 a 37 (C-1, C-3, C-4); 55 (C 7' e C8");
148 a 111 (C aromatico); 159 e 158 (C-2).
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C — Reacao para se obter a nova Série A dos éteres  de oxima (D)

rCH3
0
CH, N OH CH,8 1\1/
| | B
0 A)\ T o mpmsomol Oy /\)\ ‘i
p CH Série A

| RN CH, CE Al | 3
o~ o P20 * 3 0~ D
| |
CH, CH;
—~

Série A ( S
haletos de arila 0

CH N s Iﬁ

3 cl R,:H-P-33
i | 0 P 2
O 3) DIVISO/H:Of iy

| = /\)\CHg . 7\ KOH | CH; CL P-36
N _ 0 / D Br- P-37
CH, P-20 R, CH; NO,- P-35

Em um baldo monotubulado de 50 mL foram adicionados a oxima (P-20) (10 mg,
0,045 mmol), DMSO/H20 (8:2) (2 mL) e KOH (32,7 mg, 0,594 mmol) que ficaram em
agitacao por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido o tempo, adicionou-se 0s
respectivos haletos de alquila (FIGURA 3.10-A) ou arila (FIGURA 3.10-B) (1,3 ou 0,090
mmol). As rea¢Bes foram mantidas a temperatura ambiente por periodos que variaram
de 3 a 12 horas, até que andlise por CCD indicasse 0 consumo dos reagentes e a
possivel formacdo de produtos. As reagcdes foram finalizadas, adicionando-se solugéo
saturada de NaCl (6 mL) e o produto reacional extraido com AcOEt (3 x 4 mL).
Posteriormente, a fase organica foi seca com Na,SO,, filtrada e concentrada em
evaporador rotatorio sobre pressdo reduzida. Foi necessario realizar coluna
cromatogréafica para purificagdo de todos os compostos. (LI, C. B. et al.; 2002 apud
SILVA, 2011).
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C.1 — Obtencéo do etil éter de oxima (P-47)

5 rCH3
LOH 0

o, X o,

O /\)\ Br 3)DMSOH. 0/ O : /\)\

D S D
0~ 3 0" € (15%)
- | 5 .

CH, P-20 CH, P-47

EM (tg= 13,7 min) m/z (%): 251 [M"] (19%); 206 (3%); 178 (1%); 165 (8%); 164 (25%);
152 (9%); 151 (100%); 149 (7%); 135 (3%); 121 (3%); 107 (25%); 105 (5%); 91 (9%); 77
(10%); 65 (7%); 51 (5%).

EM (tg= 13,9 min) m/z (%): 251 [M*] (23%); 206 (7%); 191 (1%); 178 (2%); 165 (26%);
164 (6%); 152 (12%); 151 (100%); 149 (3%); 135 (4%); 121 (3%); 107 (10%); 105 (6%);
91 (9%); 77 (12%); 65 (8%); 51 (5%).

RMN de 'H (400 MHz), CDCl; /TMS (8-ppm) : 1,25 (t, 2,7 H) H-6; 1,87 (s, 0,7 H) e 2,15
(s, 2,3) H-1; 2,49 (m, 1,5 H), 2,80 (m, 2,0), 2,87 (m, 0,5 H), H-3 e/ou H-4; 3,87 (s, 6 H)

(H-7' e H-8'); 4,08 (q, 1,5 H) H-5, 6,79 a 6,72 (m, 3H) H-Ar.

RMN de *3C (400 MHz), CDCIs/TMS (3-ppm): 14 a 38 (C-1, C-3, C-4); 56 (C 7' e C8);
69 (C-5); 147 a 111 (C aromatico); 156 (C-2).
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C.2 — Obtencdo do (2 E/Z)-N-(benziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-
imina (P-33)

2" = ‘ 4"
5( =
s
OH Cl -0
CHj IT s N|
2 4
O /\)\ 3pmsomol O /\)\
R S 2 TR CH
‘ CH3 s KO ‘ 3 . 3
5
CH; P-20 cloreto de benzila CH, P-33 (52%)

A obtencdo do (2E/Z)-N-(benziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-33) foi
realizada através de uma reacdo de acoplamento, utilizando o cloreto de benzila e a
oxima P-20 como reagentes na proporcao estequeométrica de 1:5. O produto reacional,
sendo um oOleo laranja foi obtido com 52% de rendimento apds purificagdo em coluna

cromatogréfica utilizando silica flash obtendo-se um dos isbmeros majoritariamente.

EM (tz= 26,02 min) m/z (%): 313 [M*] (26%); 282 (1%); 241 (5%); 206 (10%); 191
(10%); 165 (35%); 151 (100%); 105 (25%); 91 (97%); 77 (41%); 65 (18%); 105 (5%); 91
(9%); 77 (10%); 65 (7%); 51 (12%).

RMN de *H (400 MHz), CDClz /TMS (5-ppm): 1,83 (s, 0,3 H) H-1; 2,76 (m, 1,3 e 0,9 H),
2,42 (m, 0,8 e 1,7H), H-3 e/ou H-4; 3,75 (s, 6 H) (H-7" e H-8); 5,03 (g, 1,9 H) H-5; 6,81

(d, 1 H), 6,72 (dd, 1 H) H-Ar, 7,24 a 7,35 (m, 5 H) H-Ar.

RMN de C (400 MHz), CDCIy/TMS (8-ppm): 14, 32, 37, (C-1, C-3, C-1); 56 (C 7’ e
C8'); 75 (C-5); 148 a 111 (C aromatico); 157 (C-2).
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C.3 — Obtencéo do (2 E/Z)-N-(4-clorobenziloxi)-4-(3,4-

dimetoxifenil)butan-2-imina (P-36)

1 ‘ Cl
5 ‘\ 5..
p
OH Br .0
CH; N s o
O /\)\ 3) DMSO/H, O/ O /Q\
‘ o CH; N o ROH ‘ o 3 ?H3
(l) = = (|) = P-36
CH; P-20 Cl CH; (19%)

A obtencdo do (2E/Z)-N-(4-clorobenziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-36)
foi realizada através de uma reacdo de acoplamento, utilizando o brometo de para-cloro
benzila e a oxima P-20 como reagentes na propor¢cdo estequeométrica de 1:2. Apos o
esgotamento e purificacdo em coluna cromatogréfica utilizando silica flash foi obtido o

produto reacional com 19% de rendimento.

EM (tr= 27,1 min) m/z (%): 347 [M*] (26%); 275 (4%); 206 (10%); 165 (35%); 151
(100%); 125 (58%); 107 (10%); 77 (16%); 65 (18%); 105 (5%); 91 (9%); 77 (10%); 65
(7%); 51 (9%).

EM (tr= 27,4 min) m/z (%): 347 [M*] (16%); 275 (3%); 207 (10%); 164 (26%); 151
(100%); 125 (63%); 107 (15%); 77 (16%); 65 (18%); 105 (5%); 94 (11%); 77 (25%); 65
(7%); 51 (12%).

RMN de 'H (400 MHz), CDCls /TMS (5-ppm): 1,89 (s, 2,2 H) H-1; 2,76 (m, 0,3 e 1,9 H),
2,46 (m, 1,8 H), H-3 e/ou H-4; 3,85 (s, 6 H) (H-7’ e H-8"); 5,0 (q, 1,3 H) H-5; 6,69 a 6,78
(m, 3 H), H-Ar, 7,24 a 7,34 (m, 5 H) H-Ar.

RMN de 3C (400 MHz), CDCl; /TMS (8-ppm): 29, 37, 45, (C-1, C-3, C-1): 56 (C 7’ €
C8’); 75 (C-5); 133 a 111 (C aromatico); 157 (C-2).
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C4 - Obtencao do (2 E/Z)-N-(4-bromobenziloxi)-4-(3,4-

dimetoxifenil)butan-2-imina (P-37)

2y P ‘ Br
. s s
e
OH Br 0
cH, o CH, .
0] /\)\
O \MCH = 3)DMSO;’H:O;’ o, CH,
‘ 3 N KOH ‘ 3 X
o T o o o
| P-20 [ P-37
CH; Br CH;

A obtencédo do (2E/Z)-N-(4-bromobenziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-37)
foi realizada através de uma reacdo de acoplamento, utilizando o brometo de para-
bromobenzila e a oxima P-20 como reagentes, na propor¢do estequeométrica de 1:2.
Devido ao erro na quantidade de hidréxido de potassio (KOH) utilizada no momento de
executar a reacao, 141 mg (2,5 mmol), ndo foi possivel acompanha-la muito bem por
CCD, sendo esgotada antes que se obtivesse um melhor rendimento para a formacao

do produto desejado.

EM (tr= 27,1 min) m/z (%): 347 [M"] (26%); 275 (4%); 206 (10%); 165 (35%); 151
(100%); 125 (58%); 107 (10%); 77 (16%); 65 (18%); 105 (5%); 91 (9%); 77 (10%); 65
(7%); 51 (9%).

EM (tr= 27,4 min) m/z (%): 347 [M*] (16%); 275 (3%); 207 (10%); 164 (26%); 151

(100%); 125 (63%); 107 (15%); 77 (16%); 65 (18%); 105 (5%); 94 (11%); 77 (25%); 65
(7%); 51 (12%).
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C.5 - Obtencéo do (2 E/Z)-N-(4-nitrobenziloxi)-4-(3,4-

dimetoxifenil)butan-2-imina (P-35)

. NO,
2 ‘ 4
5 \ 5”
o
OH Cl 0
I ™
O S /\)LCH <. 3) DMSO/H,0/ X 0 \/\)\CH3
| L KOH 7/ | 3
o = = o o
| |
CH; P-20 NO, CH; P-35

A obtencédo do (2E/Z)-N-(4-nitrobenziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-35) foi
realizada através de uma reacdo de acoplamento, utilizando o cloreto de para-
nitrobenzila e a oxima P-20 como reagentes, na propor¢cdo estequeométrica de 1:2.
Para essa reagdo é necessario otimizar as condi¢des de trabalho pois de acordo com

os dados no GC-MS e o espectro de RMN de *H o produto reacional ndo se formou.

3.3.6.2 — Obtencdo do derivado oximinico a partir d e 6-gingerol (2) e

de 8-gingerol (5)

‘ H,NOH. HCI/ AcONa |
0~ ~F MeOH/ H,0 0°
| -
CH, (2): R=(CH,),CH, (refluxo) CH, P-50: R=(CH,),CH,
(5): R=(CH,),CH, P-57:R=(CH,),CH,

Em baldo bitubulado de 10 mL, acoplado ao condensador de refluxo, a massa de 20
mg (0,068 mmol) de 6-gingerol (2) ou de 8-gingerol (5) foi adicionada, 55 mg (0,680
mmol) de acetato de sodio (AcONa) e 44 mg (0,680 mmol) de cloridrato de
hidroxilamina (NH,OH.HCI), juntamente com 2 mL de metanol/ agua (MeOH/H,0) em

proporcao de 8:2. A reacdo foi mantida a temperatura de 65 por trés horas, decorrido
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este tempo, adicionou-se agua (5 mL) ao meio reacional, que em seguida foi extraido
com diclorometano (4 x 5 mL). A fase orgéanica foi lavada com solugcdo saturada de
cloreto de sodio, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida. O produto reacional foi submetido a
cromatografia em coluna utilizando-se silica no modo flash e mistura de hexano e
acetado (8:2) como eluente. A oxima (P-50) foi obtida em mistura diasteroisomeérica
com 44% de rendimento e a mistura da oxima (P-57) foi obtida em torno de 84% sendo
o rendimento bruto (sem purificacdo em coluna) (GOPALSAMY 2006 adaptado apud
SILVA, 2010).

- Dados para a oxima (P-50):

EM (tz= 19,9 min) m/z (%): 309 [M"] (1,46%); 281 (23,4%); 207 (91%); 191 (11,6%);
177 (4,27); 160 (1,43%); 125 (58%); 107 (10%); 77 (16%); 65 (18%); 105 (5%); 91 (9%):
77 (10%); 65 (7%); 51 (9%).

RMN de 'H (400 MHz), CDCl; /TMS (5-ppm): 0,9 (t, 3,13 H) H-10; 1,26 a 1,48 (sinal
largo,11 H), H-6, H-7, H-8, H-9; 2,20 a 2,81 H-1, H-2, H-3 e H-4; 3,89 (s, 3 H) —OCHjg;

6,85 a 6,70, (m, 3-H), H-Ar.

RMN de *3C (400 MHz), CDCls/TMS (3-ppm): 14 a 41 (C-10 a C-6); 69 (C-5); 55 (C
metoxila); 146 a 110 (C aromético); 159 (C-3).

- Dados para a oxima (P-57):

A andlise por GC-MS néo trouxe as informacdes desejadas provavelmente devido a

degradacéo térmica do composto.
RMN de *H (400 MHz), CDCls /TMS (3-ppm): 0,88 (t, 3,21 H) H-12; 1,28 a 1,49 (sinal

largo,12 H), H-6, H-11; 2,20 a 2,81 H-1, H-2, H-3 e H-4; 3,88 (s, 3 H) —OCHjs; 6,85 a
6,70, (m, 3-H), H-Ar.
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RMN de *C (400 MHz), CDCl; /TMS (5-ppm): 14 a 41 (C-10 a C-6); 69 (C-5); 55 (C
metoxila); 146 a 110 (C aromético); 169 (C-3).

3.3.7 — Ensaios bioquimicos e biologicos
A — Ensaios de atividade enzimatica frente as catep  sinas

A atividade enzimatica foi determinada atraves da observacdo do aumento de
fluorescéncia devido a hidrdlise do substrato Z-Phe-Arg-MCA. A medida de atividade
enzimatica foi monitorada através de um fluorimetro de placa, com uma fenda de
excitagdo-emissdo ajustada para Aex 380 nm e lem 460 nm, respectivamente. Nas
determinagdes, as placas sdo mantidas em compartimento termostatizado a 27 T com
as catepsinas (concentracdo na ordem de nanomolar), previamente ativada com
ditiotreitol (DTT) (2,5 mM) por 5 min. Em seguida adicionaram-se 5 pL da solucdo a ser
testada (extrato, 0,5 mg/mL, ou substancia pura, 125 pM, dissolvida em DMSO),
incubando-se por 5 min e em seguida o substrato Z-Phe-Arg-MCA (10 uM), fazendo-se
a leitura em tempo real. DMSO foi utilizado com controle negativo e o inibidor
irreversivel E-64 como controle positivo de inibicdo enzimatica. A concentracéo final de
DMSO nos ensaios foi 2,5 % (SEVERINO, 2008).

Os ensaios bioquimicos com a catepsinas foram realizados em fluorimetro
SpectraMax M3 da Molecular Devices, com placa de ELISA preta de 96 pocos e com
volume final de 200 pL. Os parametros cinéticos foram calculados usando equacdes de
Hanes Woolf, utilizando o programa SoftMax Pro.

Para o calculo da inibicdo enziméatica foi utilizada a equacao.

INibicAA(%) :100(1— ﬁj
VO

Equacédo na qual, Vi e Vo sdo as velocidades na presenca e auséncia de inibidor,

respectivamente

B — Teste de disco-difusédo em meio solido
Em placas de Petri de 10 cm, contendo o meio BDA (Batata Dextrose Agar)
inoculado com uma suspenséo de esporos com um nimero médio de 18,5 x 10° para o

fungo Colletotrichum gloesporioides e de 5,5 x 10° esporos para o Fusarium oxysporum,
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um disco de papel de 9 mm impregnado com a substancia a ser testada a concentracao
de 200 pg (20 pL; 20 mg/ mL) foi colocado no centro da placa e o possivel halo de
inibicdo médio, feito em triplicata, foi medido a cada 24 horas. No controle se tratou da
inoculagdo da mesma solucdo de esporos sobre a placa de Petri com os discos de
papel embebidos com acetona que foi evaporada para se colocar no meio de cultura.
As substancias testadas foram apenas o etil éter de oxima (P-47) e o derivado oximico
do 8-gingerol (P-57).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Biotransformagcédo da zingerona (1) por Colletotrichum
gloesporioides

A zingerona (1), também chamada de vanililacetona, é um dos constituintes
aromaticos encontrados no gengibre, especialmente pds tratamento térmico, em que o
6-gingerol (2), é convertido na zingerona (1) por reacao retro-aldolica (SHIMODA et al,
2007), FIGURA 4.1. Tal composto foi submetido ao processo de biotransformacdo em
meio de cultura liquido estéril B.D. (Batata-Dextrose), pelo fungo Colletotrichum
gloesporioides as concentracdes que variaram de 100 pg/ mL a 15 mg/mL, sendo que o
processo foi acompanhado por 10 a 15 dias, tendo-se o controle (A) de producéo dos
metabdlitos produzidos pelo fungo, sem a presenca da zingerona (1), FIGURA 4.1, e o

controle (B) da possivel degradagdo dessa substancia nas mesmas condi¢cdes de

trabalho.
CH; 0o OH CH; 0
‘ RN 3 CH, ST N,
= .
HO 6-gingerol HO = zingerona
2 1

FIGURA 4.1 — A zingerona (1) vem da reacao retro-alddlica do 6-gingerol (2) e pode

estar presente no gengibre.

O primeiro experimento de biotransformacéao da zingerona (1) foi realizado em tubo
de ensaio como um “teste de citotoxidade” para avaliar a concentracdo maxima em que
visivelmente existia o crescimento micelial, como pode-se ver na FIGURA 4.2. Em tubos
de ensaio de 60 mL, foram colocados 15 mL de meio de cultura BD (Batata-Dextrose)
estéril e dois discos miceliais de 0,5 cm, deixando-se crescer por sete dias como um
periodo de pré-incubacgéo. Posteriormente um mililitro da suspenséo deste meio de pré-
ativacdo foi colocado em 8,0 mL do meio BD e 1,0 mL da solugdo hidroalcodlica da

zingerona (1) a 3%, tendo-se as concentragdes finais de 1,0; 5,0; 10,0 e 15 mg/mL em
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cada tubo pequeno de 30 mL, todo experimento foi feito em quintuplicata, como se
pode ver na FIGURA 4.2. Depois de 15 dias foi possivel observar crescimento micelial

até a concentracao de 1 mg/mL, o que ndo ocorreu com as demais concentracoes.

_ HC i
- _H CH. N LO Zingerona
N1 '
- §
L! 0_\CH e Sk N3 -
_ 3 20 .
e » " N4
= W e o L ,
5@ - il = Yo, T T
3
Wl = Q
: S A 2
10-150 |m—t e %:\SHO Q=cH Extrato B
; | 1.0-150 [= . ~CH,
HC— 20
o]

FIGURA 4.2 — “Teste e citotoxicidade” da zingerona (1) frente ao fungo Colletotrichum
gloesporioides e isolamento de um dimero.

O conteudo dos cinco tubos nos quais a concentracdo da zingerona era de 1 mg/mL
foi reunido e uma extragao liquido-liquido com acetato de etila do sobrenadante foi feita
obtendo-se o extrato (A). Os demais tubos cujas concentracdes eram de 5,0; 10,0 e
15,0 mg/mL foram agrupados e também extraidos com acetato de etila (extrato B). Do
extrato (B) cuja massa foi de 960 mg € que foi possivel observar o reconhecimento da
zingerona (1) como substrato pelas enzimas do fungo Colletotrichum gloesporioides,
sendo que, apos separacdo em coluna cromatogréafica, utilizando silica gel como fase
estacionaria e hexano: acetato (7:3) como eluente, foi isolado o dimero proveniente do
acoplamento oxidativo entre duas moléculas de zingerona (1), intitulado de composto
N-4 (20) (4,0 mg), FIGURA 4.2. A formacédo do dimero, composto N-4 (20°), mostrado
na FIGURA 4.2 foi confirmada por insercéo direta em espectrometro de massas de alta
resolucéo e por ressonancia de hidrogénio como mostrado a seguir.

Ha uma variadade de produtos naturais que sdo produzidos pelo acoplamento de
dois ou mais sistemas fendlicos por meio de reacdes radicalares (DEWICK, 2009;
ALJAWISH et al, 2014). Dentre as possibilidades de acoplamento entre os radicais
derivados da zingerona (1), de acordo com o valor da massa do ion molecular m/z
409,1648 [M+Na]*, no modo positivo, FIGURA 4.4 e do ion m/z 385,1700 [M-H], no
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modo negativo, FIGURA 4.5, seria possivel obter os dimeros (20) ou (207), FIGURA 4.3.
O dimero (20) ocorreria do acoplamento C-C’, quando se tem a formacéo da ligacao
entre carbonos (C-C’) em posicdo orto em relacdo ao sistema fendlico original, a
zingerona (1). O dimero (20") seria formado a partir do acoplamento do tipo C-O, em
gue ha formacdo de ligacdo entre carbono-oxigénio, entre o radical em que o elétron
desemparelhado estd no a4tomo de oxigénio com outro radical cujo elétron estad na

posicao orto em relacdo ao composto fendlico de origem, FIGURA 4.3.

H, c HO 0 2
R ﬂ
zlngerma R= ((H.).COCH.
R = OCH,
B 22X
Fi / Hﬁ.
0 R
forma ceto R I
E > I
2 H =
0 R
B
&) =
A EﬂDlIIEI;aO
CH; 0
CH,
HC-0  o—( Hgte—K
7N HO 0O -CH: forma enol
— 0-CH;
HSC_‘{H_) HyC acoplamento
0 20" ngagao éter ® 20 " ono-oro

FIGURA 4.3 — Tipos de acoplamentos oxidativos aromaticos possiveis para a formagao

do dimero da zingerona (1).
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FIGURA 4.4 — Espectro da insercdo direta, no modo positivo, do produto de

biotransformagcdo da zingerona N-4 (20), no espectrometro de massas de alta

resolucgao.
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FIGURA 4.5 - Espectro da insercdo direta, no modo negativo, do produto de
biotransformacdo da zingerona N-4 (20), no espectrometro de massas de alta

resolugéo.
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A anélise do espectro de RMN de *H, mostrado na FIGURA 4.6, revelou um conjunto
de sinais, sendo dois dubletos na regido de hidrogénios arométicos, cada um
integrando para dois hidrogénios e com padrédo de acoplamento meta (J= 4 Hz),
indicando anéis arométicos tetrassubstituidos. Na regido mais blindada, FIGURA 4.6, a
presenca de um singleto caracteristico de grupamento metoxila, com deslocamento de
3,92 ppm, teve a integracdo para seis hidrogénios, tendo-se assim, uma proporcao de
1:3 em relacdo a cada hidrogénio aroméatico. Também foi possivel visualizar um tripleto
em 2,16 ppm, referente as metilas, sendo que o sinal integra para seis e os hidrogénios
metilénicos com deslocamento em 2,78 e 2,88 ppm que integram para quatro cada um.
Devido a caracteristica do espectro de hidrogénio indicar simetria molecular, 0 mais
provavel é que o dimero formado tenha sido através de um acoplamento do tipo orto-
orto, como representado na estrutura (20) da FIGURA 4.6 e discutido na FIGURA 4.3.
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FIGURA 4.6 — Espectro de RMN de *H (400 MHz) em cloroférmio-d do produto de
biotransformacéo intitulado N-4 (20).

O produto de biotransformacdo N-4 (20) foi analisado por insercdo direta no
equipamento com fonte de ionizacao por eletronspray (ESI) e analisador de massas do
tipo ion trap no modo negativo, 0 sistema cromatografico 5 descrito nos materiais e
métodos. O experimento de full scan mostrou o ion m/z 385 como aquele de maior

massa. O espectro de ions produtos, por (-) ESI-MS/MS, foi obtido mostrando o padréo
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de fragmentacéo contido na FIGURA 4.7-A. Esse padrao de fragmentacédo sugere uma
perda de radical metil (15 Da) formando o ion m/z 370, este por sua vez pode ser
estabilizado por varias estruturas de ressonancia. A perda de um anion radicalar, com
massa de 43 Da, leva a formac¢do do ion m/z 327, como se pode ver na proposta de
fragmentacdo da FIGURA 4.7-B. Pelo resultado obtido, foi possivel confirmar o
reconhecimento das enzimas do fungo frente a zingerona (1), mas ainda sobrava muito
material a ser consumido. Uma padronizacdo dos experimentos de biotransformacéao foi
realizada e ensaios de concentracdo inibitoria foram feitos. Para todos os fungos e
substancias ensaiadas, a concentracdo de 100 pg.mL™ ndo foi téxica sendo aquela

padronizada para os experimentos de biotransformacéo.
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FIGURA 4.7 — Espectro de ions produtos por (-) ESI-MS/MS (A) do dimero da zingerona
(20) intitulado N-4 e uma proposta de fragmentacao (B).
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4.1.2 da

biotransformacao da zingerona (1) marcada ou nao co

Estudo do extrato em acetato de acetila (Ac )

m deutério

Uma vez que foi possivel confirmar o reconhecimento das enzimas do fungo frente a

zingerona (1), novos experimentos de biotransformagdo foram realizados em
concentracdo padronizada de 100 pg/mL, bem como a biotransformacéo da zingerona
marcada com deutério (1°), obtida pds-reagdo mostrada no esquema da FIGURA 4.8. O
carater 4cido dos hidrogénios do grupo da metila e dos hidrogénios metilénicos que
estdo alfa a carbonila, (H-4) e (H-2), da molécula de zingerona (1), FIGURA 4.8
(esquema reacional), torna possivel sua abstracdo pelo uso de uma base e na
presenca de agua deuterada (D,O) no meio reacional, houve a troca dos hidrogénios

por deutério.
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FIGURA 4.8 — Espectro de RMN 'H da zingerona (1) (A) e acima

para se obter a zingerona marcada isotopicamente (1’).
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FIGURA 4.9 — Espectro de RMN *H da zingerona isotopicamente marcada (1').

A escolha de uma base forte, como a bis(trimetilsilil)lamida de litio (LIHMDS), e em
excesso, justificou-se pela possivel competicdo que poderia haver para abstrair o
hidrogénio da hidroxila, formando o anion fenolato, e os hidrogénios da metila. Por se
tratar de uma base estericamente impedida, era de se esperar apenas a troca dos
hidrogénios H-4. Uma vez que a reacdo foi conduzida por toda noite (overnight), os
hidrogénios da posicdo H-2 também foram abstraidos pelo excesso de LIHMDS no
meio, obtendo-se assim a marcacao da zingerona com cinco deutérios (1°), (esquema
reacional — FIGURA 4.8). A comparacdo dos espectros de RMN de 'H entre a
zingerona (1), na FIGURA 4.8 e do produto de marcacao isotopica (1'), na FIGURA 4.9,
mostrou que dentre os sinais na regido dos prétons ligados a carbono sp?, foi possivel
visualizar apenas o valor de &y 2,80 (H-1) integrando para dois hidrogénios, indicando a
troca por deutério do H-2 e H-4. Os demais sinais na regido de aromatico oy 6,81 (d, J=
8,06 Hz, Hb- Ar), 6,68 (d, J= 1,88 Hz, Ha- Ar) e 6,65 (dd, J= 1,88 e J= 8,06 Hz, Hc- Ar),
o singleto em &y 3,85 integrando para trés hidrogénios, tipico de grupamento metoxila,
bem como o sinal da hidroxila em &y 5,54, permaneceram inalterados, em
deslocamento quimico e valor de integracdo, indicando que ndo houve outra
modificacdo da molécula de zingerona (1), além da deuteracao, sendo possivel obter os
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hidrogénios H-2 e H-4 marcados; esse resultado também foi confirmado pelo estudo por
espectrometria de massas.

A andlise por GC-MS revelou os cromatogramas mostrados na FIGURA 4.10-A e
4.10- B, para a zingerona (1) e zingerona-5 D (1), respectivamente, com 0 pico base
m/z 137, associado com o cation 4"-hidroxi-3"- metoxibenzila. Também foi observado o
ion molecular m/z 199 da zingerona- 5 D (1°), bem como o pico m/z 153, FIGURA 4.10-
B, fragmento isotopicamente marcado com deutério que vem da quebra da ligagéo alfa
carbonila. Este fragmento tem o valor de m/z 151 para zingerona (1) sem marcacao,
FIGURA 4.10-A.
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FIGURA 4.10 — Em (A), espectro de massas da zingerona (1) e em (B), da zingerona- 5
D (1).

O espectro de massas por insercao direta da zingerona (1) e da zingerona-5 D (1")
foi obtido, com seu padréo de fragmentacdo mostrado na FIGURA 4.11, utilizando-se o
(-) ESI-MS/MS, foi possivel evidenciar a perda de um radical metil (15 Da) originando o
ion m/z 178 (A) para zingerona (1) e o ion m/z 183 (B) para a zinzerona-5 D (17). Ao se
obter o espectro de ions produtos para a zingerona (1) (A) a entrada para o valor de
m/z 193 [M-H] no software foi colocada erroneamente como 194 que na verdade se

trata do valor da massa molecular da molécula.
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FIGURA 4.11 - (-) ESI-MS/MS: Espectro de fragmentacdo da zingerona (1) e da
zingerona-5 D (17).

O processo de biotransformacéo tanto da zingerona (1) como da zingerona-5 D (1)
foi realizado a concentracdo de 100 pug/ mL, como padronizado e descrito anteriormente
nos materiais e métodos, empregando como meio de cultura liquido o B.D. (Batata-
Dextrose) estéril, sendo acompanhado por 10 dias. Usou-se o controle (A) de producéo
dos metabdlitos do fungo, sem a presenca da zingerona (1) isotopicamente marcada ou
ndo; e o controle (B) da possivel degradacdo do substrato nas mesmas condicdes de
trabalho. Apds incubacédo com o fungo, realizaram-se as analises por HPLC da extracdo
acetato de etila (Ac) do sobrenadante, o meio de cultura, tanto dos produtos de
biotransformacé&o, como do controle (A), de producdo de metabdlitos, e controle (B) da

possivel degradacéo do substrato.

Os métodos cromatogréficos, desenvolvidos para uma boa separagdo das bandas
que estiveram correlacionadas, principalmente com os produtos de biotransformacéao,
foram desenvolvidos em modo reverso em coluna da Agilent, 5 um, 150 x 4,6 mm,
Eclipse XDB-C18. Primeiramente, se tentou trabalhar com sistema isocratico utilizando
metanol ou acetonitrila (solvente B) e agua (solvente A) como fase movel, sendo que

ndo se obteve um bom resultado. A eluicdo utilizando sistemas de solventes em
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gradiente mostrou mais efetiva e a TABELA 4.1, resume as principais condi¢cdes
cromatogréficas afim se obter maior seletividade na separacao.

Para essas condi¢Bes de analises, foi utilizado o sistema cromatogréafico nimero 1,
descrito nos materiais e métodos, e escolhido o comprimento de onda de 220 nm e de
280 nm, baseado em dados da literatura, e principalmente, em resultados que ja
haviam sido obtidos previamente, em analises por HPLC-SPE, para a biotransformagéo
do 6-gingerol (2). JA que o equipamento de HPLC-SPE, o sistema cromatografico 6
descrito nos materiais e métodos, era equipado com detector de arranjo de diodos com
comprimento de onda variado. O comprimento de onda de 220 nm foi o melhor para
visualizar a absorcéo tanto do padrédo da zingerona (1), como das outras bandas, seja
da formacdo de produtos de biotransformacédo ou dos proprios metabdlitos do fungo
como mostra a FIGURA 4.12, a seguir, que utilizou a condicdo cromatografica de
namero 4 da TABELA 4.1.

TABELA 4.1 — Condi¢bes cromatogréaficas avaliadas para os extratos Ac das amostras
do experimento de biotransformacéo (Continua).

Andlise Condic¢ao Cromatografica

1 Isocratico em 10% de B por 5 minutos; 10% - 37% de B em 2 minutos;
isocratico 37% de B por 28 minutos; 37% - 100% em 2 minutos; isocratico
em 100% de B por 10 minutos; 100% - 10% de B em 2 minutos; isocratico

em 10% por 20 minutos (Total de 68 minutos)

2 Isocratico em 10% de B por 5 minutos; 10% - 37% de B em 2 minutos;
37% - 100% de B por 38 minutos (A% B= 1,6); isocratico em100% de B
por 10 minutos, 100% - 10% de B em 2 minutos; isocratico em 10% por 20

minutos (Total de 77 minutos)

3 10% - 37% de B em 3 minutos; isocratico em 37% por 7 minutos; 37% -
55% de B em 2 minutos; 55- 100% de B em 10 minutos (A% B= 4,5);
100% de B por 10 minutos, 100% - 10% de B em 2 minutos; isocratico em

10% por 19 minutos (Total de 55 minutos)

(Continua)
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4 10% - 37% de B em 3 minutos; isocratico em 37% por 7 minutos; 37% -
55% de B em 2 minutos; 55 - 100% de B em 10 minutos (A% B= 4,5);
isocratico em 100% de B por 12 minutos; 100% - 10% de B em 2 minutos;

isocratico em 10% por 20 minutos (Total de 58 minutos).

— Todas as andlises foram realizadas em coluna da Agilent, 5 pm, 150 x 4,6 mm,
Eclipse XDB-C18, sendo a fase movel constituida do solvente B (metanol ou

acetonitrila) e solvente A (agua), vazdo 1 mL/min e volume injecdo 20 L.

A sobreposicao tanto para a amostra, produtos de biotransformacao, quanto para os
controles (A) e (B) do sexto dia de experimento, revelou bandas até no maximo 23
minutos da andlise. A extracdo em acetato de etila (Ac) dos produtos de
biotransformacédo, em azul, FIGURA 4.12, mostrou bandas majoritarias com o tempo de
retencdo de aproximadamente 9,0 e 16,0 minutos. Em aproximadamente 6,0 minutos
aparece uma banda tanto no controle (A) de producdo de metabdlitos, cor verde,
quanto na amostra, cor azul. O padrao da zingerona (1), em vermelho, tem o tempo de
retencdo de aproximadamente 7,0 minutos; ndo existe esta banda caracteristica no
cromatograma dos produtos de biotransfomacéo, em azul, evidenciando que o fungo
utiiza a zingerona (1) como substrato, sendo consumida praticamente em sua
totalidade com seis dias de biotransformacdo, FIGURA 4.12. O controle B, da possivel
degradacéo do substrato, foi acompanhado por anélise em GC-MS e mostrando que ele

permaneceu inalterado durante todos os 10 dias do experimento de biotransformacéao.
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FIGURA 4.12 — Sobreposicdo dos cromatogramas dos produtos de biotransformacéao
(em azul) depois de seis dias. Em verde, producdo de metabdlitos do fungo. Em
vermelho padréo da zingerona (1). Condicao cromatografica 4 da TABELA 4.1.

A FIGURA 4.13 traz a analise da sobreposicdo dos cromatogramas para o extrato
acetato de etila (Ac) dos produtos de biotransformacdo da zingerona (1) no sexto dia,
com o cromatograma do produto de biotransformacao N-4 (20), depois de quinze dias,
e isolado por cromatografia em coluna do “teste de citoxicidade”. Os cromatogramas
foram obtidos utilizando o gradiente metanol: 4gua e mostrou que das bandas de
absorgcédo dos produtos de biotransformacdo no sexto dia de experimento, cor verde,
com o cromatograma do produto de biotransformacao N-4 (20), cor azul, h4 uma banda
com mesmo tempo de retencdo, em torno de 20 minutos, possivelmente confirmando a
formacdo do dimero da zingerona (1) no novo experimento padronizado a 100 pg/mL,
FIGURA 4.13.
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FIGURA 4.13 — Sobreposicéo do cromatograma do extrato Ac (AcOEt) dos produtos de
biotransformacéo (verde), depois de seis dias, e do produto de biotransformagcédo N-4

(20), depois de 15 dias, em azul. Condi¢do cromatdgrafica 3 da TABELA 4.1

A técnica por LC-MS foi selecionada, com o uso do equipamento com fonte de
ionizacdo por eletronspray (ESI) e analisador de massas do tipo ion trap, 0 sistema
cromatografico 5 (LC Shimadzu® e espectrémetro Brucker® Esquire 6000) descrito nos
materiais e métodos. Para as andlises das amostras dos dez dias do experimento de
biotransformacéo da zingerona (1), FIGURA 4.14, a coluna da Agilent, 5 um, 150 x 4,6
mm, Eclipse XDB-C18 foi utilizada.

A condicdo para a corrida cromatografica foi o Método 2, descrito nos materiais e
métodos, utilizando fase mével constituida de acetonitrila e solucédo de acido férmico a
0,1%, a fim de melhorar o processo de ionizacdo. Dentre os dez dias do experimento,
foi obtido o full scan ou o cromatograma do pico base (BCP) do 3° 6° 8°e 10°dia, no
modo negativo, como é visto na FIGURA 4.14. Foi possivel observar uma concentragéo
de bandas entre 3,2 a 12,5 minutos, sendo que no 8° e 10° dia h4 mais bandas em
torno de 19,5 min a 22,5 min. Por volta de 10 minutos, ha uma banda o qual se
encontrou o ion m/z 385 [M-H] desde o 3°dia de biotransformacédo como foi real¢a do
na FIGURA 4.14.
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FIGURA 4.14 — (-) ESI-MS: Cromatograma do pico base (BCP) do extrato Ac (AcOEt)

dos produtos de biotransformacao no 3¢ 6° 8°e 10 °dia.

A banda em torno de 10 minutos apresentou o ion m/z 385 [M-H]” com 0 mesmo
padrao de fragmentacdo que ocorre para o composto N-4 (20), FIGURA 4.15-C, que foi
isolado por cromatografia em coluna de bancada do “teste de citoxicidade” mencionado
no inicio do capitulo. Assim como para a amostra N-4 (20) analisada por insergéo direta
no equipamento ion trap, os fragmentos obtidos por LC-MS no experimento de auto-
MS? para os extratos Ac (AcOEt) da biotransformacéo da zingerona (1), padronizada a
100 pg/ mL, apresentou para o ion m/z 385 [M-H], a perda de um radical metil (15 Da),
formando o fragmento m/z 370, e a perda de um fragmento de 43 Da, formando o ion
m/z 327, como pode ser visto na FIGURA 4.15-B. Desta forma, a proposta de
fragmentacdo mostrada na FIGURA 4.7 pode explicar os dados obtidos na anélise por
LC-ESI-ITMS/MS para o ion m/z 385 [M-H]". Deste experimento de biotransformacéao e
de sua analise por espectrometria de massas foi possivel, mais uma vez, confirmar a

atuacdo de polifeniloxidases para se ter o dimero da zingerona (1).
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FIGURA 4.15 — (A) Cromatograma do pico base (BCP) do extrato Ac (AcOEt) do 10°dia
e em (B) fragmentos do ion m/z 385; (C) (-) ESI-MS/MS: Fragmentos por inser¢ao direta
do composto N-4 (20).

Os extratos Ac (AcOEt) dos produtos de biotransformagcdo da zingerona (1) do
décimo dia, foram analisados por LC-ESI-ITMS no modo positivo, sendo que o
cromatograma do ion extraido (EIC) para o m/z 387 € mostrado em azul na FIGURA
4.16-A. Ja que ndo foi possivel obter os fragmentos no experimento de auto-MS?,
provavelmente sendo necessario otimizar os parametros do equipamento, 0s pontos em
vermelho, mostrados na FIGURA 4.16-A, representa o cromatograma do ion extraido
(EIC) por experimento de ESI-MS/MS, sendo que na FIGURA 4.16-B, foi possivel ver o
padrdo de fragmentacgéo para o fon m/z 387,29 [M+H]" com tempo de retencéo de 9,5
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minutos. O espectro de MS?, mostrou fragmentos indicando a perda de uma molécula
de 4gua (18 Da), levando ao ion m/z 369,07, bem como a perda neutra de acetona (58
Da), levando o ion m/z 329,07 (FIGURA 4.16); uma proposta de fragmentacdo esta
representada na FIGURA 4.17, a seguir, e 0 estudo por LC-MS, no modo positivo, mais
uma vez confirma a formacéo do dimero da zingerona (1) por rea¢des de acoplamento

oxidativo aromatico.
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FIGURA 4.16 — Em (A), na cor azul, cromatograma do ion extraido (EIC) (ESI-MS) para
0 m/z 387. Em vermelho EIC (ESI-MS/MS) para o ion m/z 387 em cada ponto. Em (B),

fragmentacédo MS? do fon m/z 387,29 a 9,5 minutos.
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FIGURA 4.17 — Uma proposta de fragmentacao para o ion m/z 387.

Na FIGURA 4.18, é possivel ver o full scan ou cromatograma do pico base (BCP), no
modo negativo, do extrato Ac (AcOEt) do 1° 6°e 10 °dia do controle (A), os metabdlitos
produzidos pelo fungo no meio BD (Batata-Dextrose) sem a presenca da zingerona (1).

A primeira observacao é que a banda relacionada com o dimero da zingerona (1), que

aparecere em

biotransformacdo, ndo € visto nos cromatogramas do controle (A) de producdo de

torno de 10 min no extrato Ac (AcOEt),
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metabdlitos. Pode haver uma relacéo entre as bandas que foram visualizadas no 8°e
10°dia de biotransformacdo em torno de 19,5 min a 22,5 min com o que o fungo produz

como metabolitos, aparecendo bandas nesta faixa de tempo de retencdo no controle

(A).
Intens. bio00001.d: BPC -All MS FullScan, -Constant Bkgrnd
x10°4 1° dia
] (Controle A) Extrato Ac
] ]\ {\ (AcOEt)
9 1 )U\\M_‘ MMM F OB “h —Mﬁ&
Intens.”] bio00004.d: BPC -All MS FullScan, -Constant Bkgrnd
108 @° dia
1 Extrato Ac
4]
1 (Contrale A) (AcOEY)
2 ] A
9 ] A Al 1N PR Lok A f\hﬂm_. 2
Inten 6.: bio00007.d: BPC -All MS FullScan, -Constant Bkgrnd
x1097 ° di
] 10° dia Extrato Ac
] AcOEt
2 4 (Controle A) ( )
9: o PPy A_A K i A
Intens. bio00006.d: BPC -All MS FullScan, -Constant Bkgrnd
x1093 19° dia
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0 ] (Biotransformacgéo) (AcOEt)
: M M.MA/\/\-J\‘M—J\
O'O--"'Mlh""lll"l"'|""|'wllllllllllllllllgll_'
0.0 2.5 5.0 75 100 125 15.0 175 200 Time [min]

FIGURA 4.18 - (-) ESI-MS: Cromatograma do pico base do extrato Ac (AcOEt) dos
controles (A) do 1° 6°e 10°dia e dos produtos de biotransformacéao do 10°dia.

A zingerona-5 D (1) foi fornecida ao fungo C. gloesporioides na concentracéo de 100
ug/ mL e a analise do extrato Ac (AcOEt) da biotransformacéo foi feita no LC-MS ion
trap, no modo negativo, sistema cromatografico 5 dos materiais e métodos. A FIGURA
4.19 traz o full scan, ou o cromatograma de pico base (BCP), realcando a banda em
torno de 10 minutos relacionada com o produto de acoplamento oxidativo aromatico
entre duas moléculas de zingerona-5 D (1"). Diante dos resultados obtidos, apesar do
produto (1°), que veio da reacdo de marcacdo da zingerona (1) com deutério, ter sido
purificado, foi utilizada como técnica a cromatografia em coluna de bancada. Mesmo

com a indicacdo por dados espectroscopicos e de massas, de que houve a troca de
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cinco hidrogénios da molécula de zingerona (1), a banda caracteristica em torno de 10
minutos, que faz referéncia ao ion m/z relacionado com o dimero, produto da
biotransformacédo, mostrou que parece ter ocorrido a formacao de is6topos com peso
molecular menor, parecendo variar entre zingerona-1 D a zingerona- 5 D ao se obter o
dimero. O que pode ter ocorrido, € a troca por atomos de hidrogénio no momento em
que o substrato isotopicamente marcado (1') foi utilizado pelas enzimas do fungo, ou
entdo, o que também é provavel, € de que o isolamento em coluna de bancada
associado aos equipamentos de andlises ndo tenha sido eficiente para dizer com

exatiddo quantos atomos de hidrogénio foram exatamente trocados.

\nlens@.: bio00000.d: BPC -All MS FullScan, -Constant Bkgrnd
x109 ]
1.5 f
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10
0.5
] MA Y. .. AA A a e
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x1093
4] 5° dia
3
23
13
9- o A F4\ j\ o L - Lo o S .
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x10° ]
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4]
2 ]
0 P w"m L A A —
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FIGURA 4.19 - (-) ESI-MS: Cromatograma de pico base (BCP) do extrato Ac (AcOEt)

do 1° 5°e 6°dia da biotranformacéo da zingerona- 5D (1).

Na FIGURA 4.20, hd uma comparacdo entre o espectro de fragmentacdo do
experimento de auto-MS?, referente ao dimero da zingerona (20) e o fon m/z referente
ao dimero da zingerona marcado com deutério (20 - 1 a 10D), mostrando os valores

dos fragmentos isotopicamente marcado. O estudo de massas deste experimento de
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biotransformacdo da zingerona marcada com deutério (17), permitiu confirmar o
reconhecimento do pool enzimético do fungo C. gloesporioides, bem como a provavel

presenca de polifenoloxidases que fazem o acoplamento oxidativo aromético entre as
moléculas da zingerona (1).
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FIGURA 4.20 — (-) ESI-MS/ MS — Em (A) os fragmentos isotopicamente marcados e em
(B) os fragmentos do dimero da zingerona (1) sem marcacao.
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4.2 — Biotransformagcao do 6-gingerol (2) por Colletotrichum
gloesporioides

O policetideo aromatico, 6-gingerol (2), FIGURA 4.21, foi submetido ao processo de
biotransformacdo em meio de cultura liquido estéril B.D. (Batata-Dextrose), pelo fungo
Colletotrichum gloesporioides a concentracdo de 100 pg/ mL, sendo que o processo foi
acompanhado por 10 dias, tendo-se o controle (A) de producdo dos metabdlitos
produzidos pelo fungo, sem a presenca do 6-gingerol (2) e o controle (B) da possivel
degradacdo dessa substancia nas mesmas condicOes de trabalho. O extrato em
acetato de etila (Ac) foi estudado por técnicas de HPLC, LC-SPE-RMN e LC-MS.

(|ZfH3 (ﬁ! OH
© /M
‘ TR 1CH,
HO ’s 6-gingerol
2

FIGURA 4.21 — O composto 6-gingerol (2) foi biotransformado por C.gloesporioides.

4.2.1 — Estudo do extrato em acetato de etila (Ac)  da biotransformacgao

de 6-gingerol (2) marcado ou ndo com deutério

O sistema cromatografico 1, descrito nos materiais e métodos, foi utilizado para as
analises em HPLC da extracdo acetato de etila (Ac) do sobrenadante, o meio de
cultura, tanto dos produtos de biotransformacédo, como do controle A, de producao de
metabadlitos, e o controle B da possivel degradacao do 6-gingerol (2), foram realizadas e
comparadas. A coluna da Agilent, 5 pm, 150 x 4,6 mm, Eclipse XDB-C18 foi utilizada e
a melhor condicdo para a corrida cromatografica para este experimento foi de 5,0
minutos em modo isocratico ,10 % de metanol (solvente B) e agua (solvente A), depois
gradiente de 20 minutos saindo de 10% até 100% de metanol (solvente B) (A%B 4,5%)
e mais 20 min de metanol (solvente B) a 100%, apds isso retorna ao condicionamento

da coluna por 20 min a 10% de metanol (solvente B).

Pela andlise mostrada a seguir, fazendo uso do HPLC-SPE, o sistema

cramatografico 6, descrito nos materiais e métodos, que é acoplado ao detector de
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arranjo de diodo (DAD), houve reproducéao do perfil cromatografico, obtido no sistema 1,
e pelo grafico de DAD-2D, escolheu-se o comprimento de onda de 220 nm para as
analises. Ja que foi o melhor comprimento de onda para se observar a absorcao tanto
do padrdo de 6-gingerol (2), isolado do gengibre, como das outras bandas, seja da
formagcdo de produtos de biotransformacdo ou dos préprios metabdlitos do fungo,
FIGURA 4.22.

D:idata\LabRMN\Roberta - ProfiCG-BD-6-gin 10 dias_1_01_2741.d\CG-BD-6-gin 10 dias_1_01_2741.u2

uy
[nm]

: . o o a A wme e
FIGURA 4.22 — Gréfico de DAD-2D para o cromatograma do extrato acetato de etila

(Ac) dos produtos de biotransformacao do 10°dia do 6-gingerol (2).

Nessas condi¢Bes de trabalho, a FIGURA 4.23 mostra o perfil cromatografico das
bandas bem resolvidas e passiveis de serem aprisionadas por LC-UV-SPE. Da
sobreposicdo tanto para a amostra, produtos de biotransformacédo, quanto para 0s

controles (A) e (B) do décimo dia de experimento, observaram-se bandas até no
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maximo 35 minutos da andlise. A extracdo Ac (AcOEt) dos produtos de
biotransformacéo, em azul, mostrou bandas majoritarias com o tempo de retencéo de
aproximadamente 12,5 e 16,3 minutos, FIGURA 4.23. Também ha outra banda de
interesse, com o tempo de retencdo de aproximadamente 11,0 minutos que aparece
tanto no controle (A) de producdo de metabdlitos, cor verde, quanto na amostra de
biotransformacéo, cor azul. O 6-gingerol (2), presente no controle (B) de degradacéo,
em vermelho, tem o tempo de retencdo de aproximadamente 21,5 minutos assim como

0 padrao, obtido do isolamento a partir do gengibre, cor verde palha na FIGURA 4.23.

] CH, 0 OH
‘ /\/H\)\/H\
12 o
00 | S s CH3
HO = 6-gingerol (2)

400

Controle (B) 6-gingerol

Controle (A) Fungo

L4 1 A
e e Nt T

0.0 25 50 7.5 10.0

Biotransformacao

0.0 325 50
Minutos

| Padrao 6-gingerol ~ 21,5 min

FIGURA 4.23 — Sobreposicdo dos cromatogramas dos produtos de biotransformacgéo
em azul. Em verde, producdo de metabdlitos do fungo C. gloesporioides. Em vermelho
e verde palha, controle de degradacéo e padrdo do 6-gingerol (2).

No conjunto de bandas do cromatograma relacionado aos produtos de
biotransformacéo do décimo dia, em azul na FIGURA 4.23, e também representado na
FIGURA 4.24, ndo h4 a banda caracteristica do 6-gingerol (2) em torno de 21,5
minutos, indicando seu consumo total pelo fungo. Além do mais, o controle de
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degradacédo (B), em vermelho, mostrou a banda caracteristica do 6-gingerol (2) até o
décimo dia do experimento, evidenciando-se que nao ocorreu degradacdo da
substancia; em verde na FIGURA 4.23 pode-se ver as bandas de absorgéo referente

aos metabdlitos produzidos pelo fungo no meio de cultura utilizado (Batata-Dextrose).
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FIGURA 4.24 — Espectro de RMN H* (600 MHz) em MeOH-d4 (B) do primeiro sinal do

cromatograma com o tempo de retencdo em torno de 12,5 minutos (A).

Diante desses resultados e dessas condicfes de trabalho, a amostra referente ao
extrato acetato de etila (Ac) dos produtos de biotransformacdo do décimo dia, foi

submetida a andlise utilizando-se da técnica LC-UV-SPE-RMN, o0 sistema
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cromatografico 6, sendo aprisionadas as bandas com o tempo de retencdo de 12,5 e
16,3 minutos. O espectro de RMN 'H (600 MHz) da primeira banda (12,5 min), esta
representado na FIGURA 4.24-B.

Nesse espectro de RMN *H, foi possivel observar sinais na regido de anel aromatico,
todos integrando para um hidrogénio cada, um o dupleto em 6,79 ppm com padrédo de
acoplamento meta (J = 2 Hz), um dupleto em 6,70 ppm com padrao de acoplamento
orto (J = 8 Hz) e o duplo dupleto em 6,65 ppm com acoplamento orto (J= 8 Hz) e meta
(J= 2 Hz). Este conjunto de sinais caracteriza 0 anel aromético trissubstituido como
mostrado na estrutura representada na FIGURA 4.24-B e FIGURA 4.25. Nas regides
mais blindadas do espectro, foi possivel observar o singleto em 3,83 ppm, com
integracdo para trés hidrogénios, caracteristico do grupamento metoxila. Também foi
possivel observar os dois tripletos em 3,70 e 2,72 ppm com integracdo para dois
hidrogénios, referente aos grupos metilenos (1) e (2) da estrutura proposta, FIGURA
4.25.
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FIGURA 4.25 — Ampliacdo da regido mais blindada do espectro de RMN H* (600 MHz)
em MeOH-d4 do primeiro sinal do cromatograma com o tempo de reten¢cdo em torno de
12,5 minutos.

O padrdo estrutural do &lcool (21), foi proposto baseando-se nos dados de
ressonancia e na andlise por insercdo direta, utilizando o espectrobmetro de massas

triplo quadrupolo da AppliedBiosystems® (APl 2000) do sistema cromatografico 4
64



descrito nos materiais e métodos. O modo de aquisi¢ao por (-) ESI-MS do alcool (21)
mostrou que a molécula desprotonada apresentou m/z 167. A segunda banda do
cromatograma, com tempo de retencédo de aproximadamente 16,3 min, FIGURA 4.24,
também foi aprisionada em cartuchos de SPE e o espectro de RMN 'H representado
abaixo, FIGURA 4.26, que mostrou um conjunto de sinais dentre os quais, na regiao de
hidrogénios aromaticos, ha dois dubletos, cada um integrando para um hidrogénio e

com padrao de acoplamento meta (J = 2), indicando um anel tetrassubstituido.
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FIGURA 4.26 — Espectro de RMN H* (600 MHz) em MeOH-d4 (B) do segundo sinal do

cromatograma com o tempo de retencdo em torno de 16,3 minutos.

A ampliacdo do espectro de RMN *H para as regiées mais blindadas, FIGURA 4.27,
mostrou a presenca de um singleto caracteristico de grupamento metoxila com
deslocamento de 3,89 ppm e a integracao para seis hidrogénios, ou seja, relacao de 1:6
para cada hidrogénio na regido de aromético. Também foi possivel visualizar dois
tripletos em 3,75 e 2,77 ppm com proporcdo de 1:4 em relagdo a cada hidrogénio na
regido de aromatico, dessa forma cada tripleto integrou para quatro hidrogénios

metilénicos. Os dados de RMN de *H associados & analise por injecéo direta no (-) ESI-
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MS conduziu a proposta da estrutura representada na FIGURA 4.26 e FIGURA 4.27,
com a MM= 334, ja que o ion [M-H] ~ teve o valor de m/z 333. Este tipo de composto
observado, indicando ser o dimero do alcool (21), pode ser formado pela acdo de
polifenoloxidases como lacases ou tirosinases, FIGURA 4.27.
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FIGURA 4.27 — Ampliacdo do espectro de RMN H* (600 MHz) em MeOD do segundo
sinal do cromatograma com o tempo de retencdo em torno de 16,3 minutos.

Muitos produtos naturais sao produzidos pelo acoplamento de dois ou mais sistemas
fendlicos por meio de reacdes radicalares (DEWICK, 2009; ALJAWISH et al, 2014),
como ja discutido no capitulo anterior. Dentre as possibilidades de acoplamento
oxidativo aromético do alcool (21), FIGURA 4.28, poderia ser formado um dos dois
isomeros representados a seguir. Entretanto, devido & caracteristica do RMN de *H
indicando simetria molecular, o mais provavel é que o dimero formado tenha sido
através de um acoplamento do tipo orto-orto, como representado na estrutura (B) — (22)
da FIGURA 4.28.
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FIGURA 4.28 — O fungo C.gloesporioides apresenta polifenoloxidases como laccases

ou tirosinases que promovem reacdes de acoplamento oxidativo aromatico.

Um experimento de ions produtos (MS/MS) foi realizado tanto para o monémero 21
cuja molécula desprotonada tem valor de m/z 167 [M-H] ", como para o seu dimero 22
apresentando o m/z 333 [M-H] °, FIGURA 4.29. No primeiro, o fragmento formado com
valor de m/z 93 mostrou ser mais intenso, e para o segundo foi o ion m/z 215,
FIGURAS 4.29 e 4.30, respectivamente. Uma analise por SRM (Slected Reaction
Monitoring) foi realizada utilizando as transicdes m/z 167 — 93 e m/z 333 — 215, afim
de avaliar a presenca desses compostos nas amostras dos dez dias do processo de
biotransformacéo, bem como para o controle, seja da produgcédo de metabdlitos do fungo
(controle A), quanto para o controle da possivel degradacéo do 6-gingerol (2) (controle
B), FIGURA 4.31.
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FIGURA 4.29 — Experimento de ions produtos, no modo negativo, para o alcool (21), o
ion m/z 167 [M-H]  mostrou o fragmento m/z 93 como o mais intenso.
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FIGURA 4.30 — Experimento de ions produtos para o m/z 333 [M-H] relacionado com o

dimero do alcool (21), o fragmento m/z 215 foi 0 mais intenso.

O experimento de SRM de sete pontos dos dez dias de biotransformacéo, mostrou
que o mondémero m/z 167 [M-H] = (vermelho) est4 presente em maior intensidade de
sinal, em relagdo ao seu dimero m/z 333 [M-H]" (azul), nos primeiros dias da
biotransformacdo. Este por sua vez, passa a ter maior intensidade de sinal que o
mondmero até o décimo dia da biotransformacdo, FIGURA 4.30. Do experimento de
SRM realizado, utilizando as transigbes m/z 167 — 93 e m/z 333 — 215 para o0s
controles da producdo de metabdlitos, o controle A, em sete pontos (1° 25 3¢ 5% 6°e
10°dia) do experimento, ndo foi observado os sinais caracteristicos. Isso confirma que
0s dados obtidos se tratam de produtos de transformacdo quimica, provavelmente

induzida pelas enzimas do fungo Colletotrichum gloesporioides.
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FIGURA 4.31 — Andlise por SRM das transi¢cdes m/z 167 —93 e m/z 333—215 de sete

pontos do experimento de biotransformacéao.

Outro experimento de aquisi¢ao realizado, foi 0 monitoramento de ions selecionados,
para abordar a discussao referente aos demais produtos que talvez poderia se formar
pela reacdo de acoplamento oxidativo aromatico, como o dimero do préprio 6-gingerol
(2) (MM= 586). Devido a proximidade do alcool (21), cuja molécula desprotonada
apresentou o ion m/z 167 [M-H] ", com um metabdlito produzido pelo préprio fungo C.
gloesporioides no meio de cultura B.D. (Batata Dextrose), o tirosol (23) (MM= 138),
FIGURA 4.31, como descreve o trabalho de BUNGIHAN et al 2013, o seu ion
selecionado também foi explorado, bem como seu dimero (MM = 274). Outro derivado
foi o hidroxitirosol (24) (MM= 154) FIGURA 4.32 e o seu dimero (MM = 306,3). Na
TABELA 4.2 estdo apresentadas as massas moleculares e 0s possiveis ions

selecionados que foram explorados no LC-MS - Triplo Quadrupolo.
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TABELA 4.2 — Analise de ions selecionados por ESI-MS Triplo Quadrupolo.

Composto MM (g/mol) [M-H] -
6-gingerol (2) 294, 0 293
Dimero do 6-gingerol 586,8 586
Cadeia lateral 132,2 131
Alcool (21) 168,2 167
Dimero de (21) 334,4 333
Tirosol (23) 138,2 137
Dimero do tirosol 274,3 273
Hidroxitirosol (24) 154,0 153
Dimero do hidroxitirosol 306,3 305

Essa analise se fez necesséria porque poderia haver a possibilidade de o alcool (21)
[M-H]'= 167, presente nas amostras de biotransformacéo, ter vindo de um processo de
eliciacdo e o tirosol ser o metabdlito convertido neste alcool como mostra a FIGURA
4.32-A). A outra possibilidade é que o fungo realmente utiliza a cadeia lateral do 6-
gingerol (2) como fonte de carbono promovendo uma Baeyer Villiger seguida de
hidrolise para formar o alcool (21) que posteriormente sofre o acoplamento oxidativo
aroméatico (FIGURA 4.32-B). Os dados desta analise foram obtidos e processados,
entretanto a interferéncia de contaminantes na coluna devido a sobrecarga de
concentracao de amostras bem como problemas com o equipamento de LC-MS Triplo

Quadrupolo néo levou a resultados conclusivos.
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FIGURA 4.32 — Possiveis origens do alcool (21) m/z 167 [M-H] " e do seu dimero m/z
333 [M-H]".

Os experimentos de biotransformagcdo do 6-gingerol (2), foram iniciados com a
colaboracdo da Dra. Ménica Tallarico Pupo, mas a sequéncia adaptada as condicdes

da incubadora com agitacdo e controle de temperatura disponivel para trabalho no
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laboratdrio de Produtos Naturais (PN) - UFSCar. Essa incubadora possibilita apenas o
uso de um numero maior de frascos com menor capacidade, sendo de 250 mL em
relacdo aquela incubadora dos experimentos realizados em Ribeirdo Preto, que permite
0 uso de frascos de 500 mL de capacidade, utilizando-se 100 mL de meio de cultura
estéril. Os novos experimentos em maior escala se trataram de oito Erlenmeyers de
250 mL com 50 mL de meio cada, escolhendo extrai-los todos no décimo dia. O
experimento foi feito por duas vezes sendo que aquele cuja massa do extrato acetato
de etila j& seco foi de 15,0 mg foi chamado de Bio P-23 e com a massa de 14,0 mg, Bio
P-24. A andlise por HPLC do extrato em acetato de etila apresentou o0 mesmo perfil do
cromatagrama nas condi¢gfes anteriores, em Ribeirdo Preto. A tentativa de isolamento
por cromatografia em coluna de Bio P-23 mostrou-se ineficiente por causa da presenca

do ftalato, sendo necessario melhorar o trabalho de separacgéao.

Na verdade, outra forma de andlise do experimento de biotransformacdo do 6-
gingerol (2) feito em maior escala (Bio P-24) foi realizado. Novamente a técnica de LC-
MS foi escolhida com o uso do equipamento com fonte de ionizacao por eletronspray
(ESI) e analisador de massas do tipo lon Trap. Utilizou-se uma coluna da Agilent, 5 pum,
150 x 4,6 mm, Eclipse XDB-C18 e outra condi¢cdo para a corrida cromatografica sendo
a acetonitrila e 4gua, com acido féormico a 0,1%, como fase mével para melhorar a
ionizacdo. O método teve inicio em modo isocratico permanecendo por 5,0 minutos
(10% acetonitrila: agua), depois gradiente de 20 minutos saindo de 10% até 100%
acetonitrila e mais 20 min de acetonitrila 100%, apés isso retornou ao condicionamento
da coluna por 20 min a 10% acetonitrila: agua. A analise por (-) ESI-MS do décimo dia
de biotransformacéo, do experimento Bio-P24, mostrou que 0s picos se concentraram
entre 10 a 17 minutos, FIGURA 4.33-A e B, 0 que ndo acontece com 0s sinais no
controle (A) da producédo de metabdlitos do fungo, 4.33-C, novamente evidenciando a

formacgéao de produtos de biocatélise.
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FIGURA 4.33 — Andlise por LC-MS lon Trap, em (A) e (B), (-) ESI-MS e (-) ESI-MS/MS
do extrato Ac dos produtos de biotransformacao; em (C) (-) ESI-MS do extrato Ac do

controle Controle A (metabdlitos do fungo).

A andlise do décimo dia de biotransformacado por LC-MS ion trap no modo negativo
mostrou um pico com o0 tempo de retencdo em 11,2 minutos, FIGURA 4.34, que
apresentou o valor de m/z 333 [M-H]” com um padrdo de fragmentagcdo como
representado na FIGURA 4.34-B, em que ocorre uma perda de um radical metil (15 Da)
formando o ion m/z 318, este por sua vez, pode ser estabilizado por varias estruturas
de ressonancia, como representado na FIGURA 4.34-C. A perda de um radical CH,OH
(31 Da) leva a formacdo do ion m/z 287 como se pode ver na proposta de
fragmentacédo da FIGURA 4.34-C.
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FIGURA 4.34 — Analise por LC-MS lon Trap, ESI-MS/MS no modo negativo do extrato
Ac da biotransformacdo do 6-gingerol mostrando o padrdo de fragmentacédo para m/z
333,21 em 11,2 minutos.

A analise por LC-MS ion trap no modo positivo mostrou que o produto de
biotransformacdo majoritario apresentou o valor de m/z 335 [M+H] * em 11,3 minutos
como se pode ver na FIGURA 4.35 e 4.36. O espectro por (+) ESI-MS/MS do ion 335
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revelou fragmentos indicando a perda de duas moléculas de agua (18 Da) levando aos
ions m/z 317 e m/z 299; bem como a perda de duas moléculas de metanol (32 Da)
levando aos ions m/z 267 e m/z 234 FIGURA 4.35-C; uma proposta de fragmentacéo
esta representada na FIGURA 4.36.
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FIGURA 4.35 — Analise por LC-MS, em (A) e (B), (+) ESI-MS e (+) ESI-MS/MS do
extrato Ac dos produtos de biotransformagdo do 6-gingerol no décimo dia de

experimento; em (C) espectro de fragmentacdo MS? do fon m/z 335 [M+H] *,
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FIGURA 4.36 — Proposta de fragmentac&o o ion m/z 335 [M+H] ".

Os resultados obtidos pelas técnicas de LC-SPE-NMR e LC-MS triplo quadrupolo ou
ion trap confirmaram a formacdo de produtos de biotransformacdo pela acéo de
polifenoloxidases do fungo C. gloesporioides. Entretando outra forma de melhor
interpretar e comprovar a biotransformacao do 6-gingerol (2), provavelmente através de
uma reacdo Baeyer Villiger seguida de hidrélise para depois haver a atuacao de
polifenoloxidases, foi a marcacéo do 6-gingerol (2) com deutério, sendo que o produto
desta reacdo foi confirmado por RMN 'H e (-) ESI-MS/MS. O carater acido dos
hidrogénios metilénicos alfa & carbonila (H-4) e (H-2) da molécula de 6-gingerol (2)
torna possivel sua abstracéo pelo uso de uma base (KOH), que na presenca de agua

deuterada (D,O) no meio reacional promove a troca dos hidrogénios por deutério
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(Esquema reacional — FIGURA 4.37). Da comparacdo do espectro de RMN de *H do
produto reacional, FIGURA 4.38, com o espectro de RMN *H do 6-gingerol (2), FIGURA
4.37, foi possivel ver a diminuicdo da intensidade dos sinais dos hidrogénios em H-2 e
H-4 permanecendo o valor da integral para dois hidrogénios em &y 2,81 provavelmente
dos hidrogénios metilénicos em H-1. Os demais sinais permanecem inalterados em
deslocamento e valor de integracdo indicando que ndo houve a degradacdo da
molécula de 6-gingerol (2) e que foi possivel obter a marcacao dos hidrogénios H-2 e H-
4 como foi comprovado pelo estudo de (-) ESI-MS/MS, FIGURA 4.39.
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FIGURA 4.37 — Esquema da reacao de marcacdo isotépica do 6-gingerol (2) e seu
espectro de RMN de *H.
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FIGURA 4.38 — Espectro de RMN de *H depois da reacéo de marcacéo isotopica.

Na FIGURA 4.39, o espectro de massas por insercao direta com o ion trap como
analisador de massas e operando no modo negativo para o produto reacional da
marcacdo com deutério do 6-gingerol (2) foi possivel evidenciar a troca dos hidrogénios
H-2 e H-4, ja que o valor de m/z [M-H] ~ varia entre 293 a 297. O sinal com maior
intensidade mostrou o m/z 296 [M-H] " referente a molécula do 6-gingerol (2) com trés
hidrogénios deuterados, FIGURA 4.39. O espectro de fragmentacdo MS? a partir do fon
precursor m/z 296 mostrou o ion m/z 196 provavelmente devido a perda neutra de
hexanal (100U) que resulta a partir da quebra de C4 — Cs; 0 pico m/z 99 foi formado pela
guebra dessa mesma ligacdo C4 — Cs com transferéncia de um atomo de hidrogénio e
perda neutra de 196 U (4-4-hidroxi-3-metil-fenil)butan-2-ona, FIGURA 4.36-B. O ion
produto m/z 181 indica a perda de um radical metil a partir do ion m/z 196 como se
pode ver no espetro de fragmentacéo MS? do fon m/z 196, FIGURA 4.39-C.
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gingerol com deutério (A), espectro MS? do fon m/z 296 (B), espectro MS® do fon 196
().

O produto reacional marcado com deutério foi fornecido ao fungo Colletotrichum.
gloesporioides a fim de acompanhar a possivel formacdo de produtos de
biotransformacé&o isotopicamente marcado, bem como confirmar que o fungo utiliza a
cadeia lateral do 6-gingerol (2) como fonte de carbono. O processo de biotransformacao
foi realizado nas mesmas condi¢des ja mencionadas, sendo coletado um frasco de 250
mL no décimo dia do experimento sob agitacdo e temperatura controlada. A anélise por
(-) ESI-MS e (-) ESI-MS/MS da extracdo acetato de etila (Ac) do sobrenadante, o meio
de cultura, tanto dos produtos de biotransformacdo em (A), como dos controles de
producdo dos metabdlitos em (C) (controle A), e da possivel degradacdo do 6-gingerol-

3D em (D) (controle B), foram comparados como pode-se ver na FIGURA 4.40.
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FIGURA 4.40 — Anédlise por LC-MS lon Trap, em (A) e (B), (-) ESI-MS e (-) ESI-MS/MS
do extrato Ac dos produtos de biotransformacao; em (C) (-) ESI-MS do extrato Ac do
controle Controle A (metabdlitos do fungo); em (D) controle da possivel degradacdo do

6gingerol- 3D (ControleB).

Para o controle de degradacéo do 6-gingerol-3D (27) (controle B), FIGURA 4.40-D, foi
possivel visualizar um pico em 17,5 min com um valor de m/z 296 [M-H]', como era de
se esperar, e com padrao de fragmentacdo como mostrado na FIGURA 4.39, indicando
que ndo houve degradacao do substrato fornecido ao fungo. A analise por LC-MS ion
trap no modo positivo também foi realizada para o controle (B) e em (+) ESI-MS o ion
protonado do 6-gingerol-3D (2°) ndo foi observado, sendo que o ion m/z 280,17 [M+H-
H,0]" foi detectado como pico mais abundante, FIGURA 4.41-A e B, devido ao grupo
ceto (sitio de protonacdo) e ao grupo hidroxi (perda de agua) na cadeia alquilica (6-
gingerol-3D (2). O ion m/z 280 [M+H-H,0]" na FIGURA 4.42-C foi formado pela perda
neutra de fragmento alquila e um rearranjo levando ao ion m/z 179 predominante
FIGURA 4.41-B.
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FIGURA 4.41 — Andlise por LC-MS lon Trap no modo positivo do 6-gingerol-3D (27)
mostrando o pico mais intenso m/z 179,04 (B).

Na FIGURA 4.40-A e B da péagina anterior, bem como na FIGURA 4.42, os picos que

aparecem até 5 minutos provavelmente se referem aos metabolitos produzidos pelo

fungo ja que também podem ser vistos no controle (A), FIGURA 37-C, pagina anterior.

O pico mais intenso em 15,7 minutos, como se pode ver na FIGURA 4.42-A, esta

relacionado ao produto de biotransformac&o majoritario do 6-gingerol-3D (2) visto pelo

padrédo de fragmentacédo e valores dos ions m/z, FIGURA 4.42-B.

81



'n‘iﬁgﬁ—; bioms-0.d: TIC -All MSn
X ] .
] 15.7 min =
] A
49
3
2]
14
0 _
N ——————
25 50 75 100 125 15.0 175 200 25 Time [min]
Intens . bigms |-0.d: -M52(505.94), 15.7min #6540
x104 g
487.03
2.0
B
15
1
405.04
1.0
0.5
1
346.37 1-
390.47
0+ S A SN WPV, SN N P D | H. N —
100 150 200 250 300 350 400 450 500 560 miz

FIGURA 4.42 — Andlise por LC-MS, (-) ESI-MS/MS do extrato Ac da biotransformacéo
do 6-gingerol-3D (2') mostrando o padrdo de fragmentacdo para m/z 503 em 15,7

minutos.

Na FIGURA 4.42-B os fragmentos gerados para m/z 503 [M-H] provavelmente indica
a formacdo de um trimero a partir do alcool que se forma apds o consumo da cadeia
lateral do 6-gingerol isotopicamente marcado (2'). Na FIGURA 4.43 pode-se ver a
provavel via de biossintese para este produto de biotransformacédo e os resultados
obtidos corroboraram para a conclusdo de que, h4 acdo de enzimas do fungo C.
gloesporioides que degradam a molécula de 6-gingerol (2) ou 6-gingerol (3-D) (2)
utilizando a cadeia lateral como fonte de carbono. O alcool que é gerado (18) ou (18")
sofre acoplamento aromatico oxidativo formando dimeros e/ou trimeros de acordo com

a cinética de reacdo das enzimas como lacases ou tirosinases.
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4.3 — Biotransformacdo do metil-6-gingerol (3) e 6- shogaol (4) por
Colletotrichum gloesporioides

4.3.1 — Biotransformacao do metil-6-gingerol (3)

O metil-6- gingerol (3) obtido por derivatizagdo quimica a partir do 6-gingerol (2),
FIGURA 4.44, foi outro substrato fornecido ao fungo C. gloesporioides, a fim de avaliar
a resposta do pool enzimético frente a uma estrutura molecular sem a hidroxila no anel
aromatico, mas mantendo a cadeia lateral que poderia sofrer reacdo de Baeyer Villeger
seguida de hidrdlise, como ocorreu com o 6-gingerol (2). Uma vez que o 6-gingerol (2) é
um composto fendlico, na presenca de carbonato de potassio, utilizado como base
fraca, foi possivel obter o fendxido de potassio que reagiu com o iodeto de metila para
fornecer o éter metil-6-gingerol (3) correspondente, com aproximadamente 80%
rendimento, FIGURA 4.44 (KURTI e CZAKO, 2005).
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| S u\/v\CH3 | = Q\/\/\CH3
_ K,CO, ICH, H;C. P
o | @ Acet;na T; o | @) ~ 80%
/O ’ /O 0
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FIGURA 4.44 — Esquema reacional para se obter o derivado metil-6-gingerol (3).

A reacado foi acompanhada por cromatografia em camada fina (CCD) e analise por
GC-MS até que se observasse o maximo do consumo do material de partida, o produto
reacional foi purificado em coluna cromatogréfica, utilizando silica flash como fase
estacionaria, a mistura de hexano: acetato 30% como fase moével e eluida sob presséao.
Na FIGURA 4.45, pode-se ver a andlise por GC-MS do produto da reagcdo apos
purificacdo em coluna; sabe-se que em compostos relacionados com o gingerol que
contém grupos pB-hidroxi-cetonas, como ocorre com o0 metil-6-gingerol (3), ha a
degradacéo térmica formando aldeidos alifaticos e metil-zingerona (26), FIGURA 4.45,
bem como a desidratacdo para metil-6-shogaol (27) correspondente sob condi¢cbes da

cromatografia gasosa (JOLAD et al, 2004). Por este motivo, péde-se ver no espectro do
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GC-MS da FIGURA 4.45 a presenca de 3 picos, um em 17,8 minutos (A) com valor de
m/z 208 [M]", correspondendo a degradac&o térmica do metil-6-gingerol (3) formando a
metil-zingerona (26) detectada; outro pico em 27,0 minutos (B) fez referéncia a
desidratagdo com valor de m/z 290 [M]"; e em 28,0 minutos (C) o pico a m/z 308 [M]"

relacionado com o composto de origem metil-6-gingerol (3).
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O espectro de RMN de *H do produto reacional, pés purificacdo em coluna, mostra
dois singletos em & 3,84 e & 3,82, caracteristicos de grupos metoxilas, cuja integral
mostrou ser para seis hidrogénios, indicando a metilacdo do grupamento hidroxila,
FIGURA 4.46. Os demais sinais de hidrogénios ligados a metila, aos grupos metinicos e
metilénicos, bem como os sinais de hidrogénios aromaticos, apresentaram grande
semelhanca seja no deslocamento ou no valor da integral em relagcdo ao espectro de
RMN H! do 6-gingerol (2), FIGURA 4.46.
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O produto da reacgdo para se obter o derivado metil-éter (3) foi analisado por LC-MS
ion trap no modo positivo, sendo que o cromatograma do pico base, do inglés BPC,
esta representado FIGURA 4.47. No estudo por (+) ESI-MS, o ion molecular protonado
m/z 309 [M+H]" para o metil-6-gingerol (3) n&o foi observado, FIGURA 4.47-B, sendo
que o fon (A) com m/z 291 [M+H-H,0]" foi detectado como pico mais abundante devido
ao grupo ceto (sitio de protonagédo) e ao grupo hidroxi (perda de agua) na cadeia
alquilica de metil-6-gingerol (3) (JIANG et al 2005). Também foi possivel visualizar o ion
do aduto de sodio de (3) m/z 331 [M+Na]’, FIGURA 4.47-B. A fragmentacg&o por (+)
ESI-MS/MS, do ion (A) com m/z 291 [M+H-H,O]" mostrou a perda neutra do
grupamento alquila e um rearranjo que levou a formacdo de um ion (B) m/z 191
predominante, FIGURA 4.47-C. Também foi possivel observar os fragmentos com valor
de m/z 176 indicando perda radicar de metila a partir do ion m/z 191 (B) bem como a
perda de metila e hidreto tendo-se o fragmento m/z 160, como pode-se ver no espectro
MS? da FIGURA 4.47-C e na proposta de fragmentacdo da FIGURA 4.48.
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FIGURA 4.48 — Proposta de fragmentacdo por (+) ESI-MS/MS para o metil-6-gingerol
3).

O composto metil-6-gingerol (3) foi fornecido ao fungo e o extrato acetato de etila
(AcOEt) (Ac) do sobrenadante, meio de cultura, do experimento de biotransformacgao no
quinto e décimo dia, foram analisados por HPLC e comparados com o controle (B) de
producdo de metabdlitos e com o padréo de metil-6-gingerol (3). A coluna da Agilent 5
pum,150 x 4,6 mm, Eclipse XDB-C18 foi utilizada, bem como o gradiente metanol: agua,
ja mencionado nos capitulos anteriores, foi escolhido como fase moével e o comprimento
de onda de 220 nm. Na FIGURA 4.49, pelo perfil cromatografico, pode-se ver que
desde o quinto dia do experimento de biotransformacéo parecia haver o consumo do
metil-6-gingerol (3) cujo tempo de retencdo foi de 22,5 min, como mostra o
cromatograma em vermelho. Em azul, estd o cromatograma dos possiveis produtos de
biotransformacédo e pbde-se ver bandas majoritarias em torno de 5, 12, 13 e 16
minutos. Em verde, trata-se do perfil do cromatograma do controle (B) dos metabdlitos
produzidos pelo fungo. No décimo dia do experimento, FIGURA 4.49, foi possivel ver a

banda majoritaria em torno de 16 minutos.
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FIGURA 4.49 — Sobreposi¢cdo dos cromatogramas dos extratos Ac (AcOEt), em azul,

46 o

experimento de biotransformacdo do metil-6-gingerol (3), em verde, controle (B) e em
vermelho padrédo da substancia (3). Em (A) o quinto dia e em (B), décimo dia de

biotransformacéao.

O uso do GC-MS como ferramenta de andlise, afim de caracterizar 0os possiveis
produtos de biotransformacéao, torna-se limitada ao se deparar com a labilidade térmica
dos compostos, especialmente do metil-6-gingerol (3) empregado como substrato,
tornando inclusive dificil acompanhar sua possivel degradacdo no decorrer do
experimento. No entanto, a analise do extrato Ac (AcOEt) do quinto dia de
biotransformacéo por GC-MS mostrou dados relevantes. No caso do pool enziméatico de
C. gloesporioides metabolizar o derivado metil-éter (3), (ESQUEMA 4.2), por reacdo de
Baeyer Villeger, seguida de uma provavel hidrolise, como foi comprovado nos
experimentos de biotransformacéo do 6-gingerol (2) inclusive marcado isotopicamente,
bem como experimentos de LC-RMN e massas de alta resolucdo, era de se esperar
que um dos produtos de biotransformacéo fosse o éster (28) do ESQUEMA 4.2, com
peso molecular de 324 Da e/ou a formacao do alcool (29) com peso molecular de 182
Da se a reacgdo de hidrélise do éster ocorresse, como mostra 0 ESQUEMA 4.2 (KURTI
e CZAKO, 2005).
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ESQUEMA 4.2 — Possivel reacdo de Bayer Villeger seguida de hidrolise promovida por
C.gloesporioides em metil-6-gingerol (3) (KURTI e CZAKO, 2005).
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Na FIGURA 4.50, na analise por GC-MS do extrato Ac (AcOEt) do quinto dia de
biotransformacao, foi possivel visualizar um pico com maior intensidade em torno de
16,0 minutos a m/z 182 [M]" e pico base m/z 151, FIGURA 4.50-B, caracteristicos do
alcool (29) do ESQUEMA 4.2, indicando uma metaboliza¢éo do metil-6-gingerol (3) pela
reacdo de Baeyer Villeger seguida de hidrélise, de acordo com os resultados da
biotransformacé&o do 6-gingerol (2) pelo C. gloesporioides.

Os picos em 17,8 e 27,0 minutos que foram evidenciados na FIGURA 4.50-A, além
de terem o mesmo tempo de retencdo, também apresentaram, respectivamente, m/z
208 [M]" e m/z 290 [M]*, com pico base m/z 151, mostrando sinais caracteristicos da
degradacdo térmica e desidratacdo do metil-6-gingerol (3) na cromatografia gasosa,
provavelmente indicando a sobra do substrato em questdo. Em 14,0 minutos o pico a
m/z 138 [M]" e pico base m/z 107, FIGURA 4.50-A, faz mencdo ao metabdlito tirosol
(23) produzido pelo fungo C. gloesporioides nas condi¢des de trabalho do experimento,
utilizando meio BD (batata- dextrose) (BUNGIHAN, M.E. et al., 2013). Na FIGURA 4.51,
pode-se ver a andlise por GC-MS do padrdo de tirosol (23) fornecido pela aluna de

doutorado Luciana da Silva Amaral para efeito de comparacéao.
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FIGURA 4.50 — Em (A), Andlise por CG-EM do extrato Ac (AcOEt) do quinto dia de

biotransformacao do meti-6-gingerol (3). Em (B) e (C) fragmentos dos picos em 16,0 e

00

15,5 minutos.

No tempo de 15,5 minutos foi possivel observar um pico de baixissima intensidade a
m/z 168 [M]" e pico base m/z 137, que esta relacionado com o &lcool (20) que é
formado da reacao de Baeyer Villeger seguida de hidrélise que ocorre com o 6-gingerol
(2). Pela baixa intensidade do sinal, é mais provavel que 6-gingerol (2) poderia estar
presente durante a realizacdo da biotransformacdo do metil-6-gingerol (3),
provavelmente pela ineficiéncia no momento da purificagdo em coluna cromatogréafica
do produto da reacdo para se obter o metil-eter (3). Outra explicacdo possivel, pelos
resultados posteriormente apresentados, do trabalho da biotransformacéo de 6-shogaol
(4), é que alcool (20) poderia ser um produto de biotransformacédo, depois de uma
reacdo de desmetilacdo do metil-gingerol (3), seguida da reacdo de Bayer Villeger e

hidrolise, tendo assim o élcool (20).
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FIGURA 4.51 — Analise por GC-MS do tirosol (23), padrdo da substancia fornecida pela

aluna de doutorado Luciana da Silva Amaral.

O espectro de RMN 'H em CDCl; do extrato Ac (AcOEt) contendo a mistura dos
produtos de biotransfomacdo do metil-6-gingerol (3), também evidencia a provavel
presenca do alcool (29) do ESQUEMA 4.2. Ao se comparar com o espectro em MeOH-
d4 do alcool (20), FIGURA 4.52-B, que € formado da biotransformacgéo do 6-gingerol
(2), metabolito que por sua vez foi aprisionado em cartuchos de SPE no sistema de
analise por LC-RMN, foi possivel observar a presenca dos dois tripletos em 3,70 ppm e
em 2,72 ppm referente aos grupos metilenos (1) e (2) da estrutura (20), FIGURA 4.52-
B. Esses sinais também podem ser assinalados no espectro de RMN *H da amostra de
biotransformacgao do metil-6-gingerol (3) sendo que o COSY deixa bem evidente a forte
correlagdo entre os hidrogénios das posi¢fes (1) e (2) da estrutura do alcool (29) como
pode-se ver na FIGURA 4.53.
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FIGURA 4.53 — Espectro de COSY (CDCls;, 600 MHz) do extrato Ac (AcOEt) do
experimento de biotransformacédo do metil-6-gingerol (3) evidenciando as correlacdes
dos hidrogénios das posic¢des (1) e (2) do alcool (29).

No trabalho de JIANG et al (2005), a identificagcdo de compostos relacionados com o
gingerol a partir de extratos brutos do gengibre utilizando a técnica LC/ESI-MS/MS foi
alcancada com sucesso, uma vez que tais tipos de compostos que contém uma cadeia
lateral relativamente longa ndo sdo facilmente detectados por GC-MS, seja por sua
baixa volatilidade ou principalmente pela labilidade térmica. Diante disso, a analise por
LC-MS ion trap, no modo positivo, do experimento de biotransformacéo foi realizada, a
coluna Agilent, Eclipse XDB-C18 foi utilizada e a acetonitrila e 4gua, com acido férmico
a 0,1%, como fase movel para melhorar a ionizacdo. Na FIGURA 4.54 pode-se ver 0s
cromatogramas do pico base (BCP) nas mesmas condi¢cbes de trabalho tanto para o
experimento de biotransformacao, no ‘quinto’ e no ‘décimo’ dia, quanto do controle (B)
de producdo dos metabdlitos do fungo no décimo dia, mostrando picos que aparecem
apenas no experimento de biotransformacao e que ndo ocorre no controle (B). Devido a
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mistura acidental de parte das amostras de biotransformacédo, o espectro de massas
com maior intensidade de picos, sendo aquele que seria 0 ‘quinto’ dia de
biotransformacao, foi escolhido para mostrar os detalhes das fragmentacdes no estudo
por (+) ESI-MS/MS.
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FIGURA 4.54 - Cromatograma do Pico Base (BCP) para as amostras do experimento
de biotransformacéo no ‘quinto’ (A) e ‘décimo’ (B) dias, que foram misturadas; em (C)

comparagao com o controle (B).

Na TABELA 4.2 estédo descritos alguns dos valores do ion molecular, bem como seus
fragmentos com a abundancia relativa, para cada tempo de retencdo dos picos em
torno de 5 a 7 min que foram evidenciados na FIGURA 4.54 e que foram caracteristicos

do processo de biotransformagé&o do metil-6-gingerol (3) pelo fungo C. gloesporioides.
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TABELA 4.2 — Valores de m/z [M+H]" e de seus fragmentos com abundancia relativa

para cada pico entre 5a 7 min

Tempo m/z Fragmentos

(min)  [M+H]" Abundancia relativa (%)

6.4 325 307 289 - - 191 - - 133
(10%)  (71%) (100%) (6%)

6.3 327 309 291 273 221 191 - 177 151
(25%)  (59%) (20%) (7%) (100%) (34%) (11%)

6.0 327 309 291 273 221 191 - 177 151
(46%) (100%) (48%) (16%) (11%) (83%) (19%)

5.9 327 309 291 273 217 191 189 177 151
(43%) (100%) (26%) (12%)  (7%) (3%) (49%) (10%)

5.8 327 309 291 273 217 191 189 177 151

(T7%) (100%) (67%) (28%)  (9%) (8%) (30%) (24%)

De acordo com o valor do ion molecular e dos fragmentos formados, é possivel
afirmar que o fungo C.gloesporioides promoveu reagdes de hidroxilagdo bem como de
reducdo da carbonila do metil-6-gingerol (3) para chegar as estruturas com peso
molecular como os exemplos de (30) e (31) representadas na FIGURA 4.55. O padréo
de fragmentacdo e a estabilidades destes fragmentos pode levar a propostas mais

provaveis destes produtos de biotransformacgéo do metil-6-gingerol (3), FIGURA 4.55.
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FIGURA 4.55 — Reacdes de hidroxilacdo e de reducéo da carbonila de metil-6-gingerol

(3) por C.gloesporioides.

O espectro MS? para o fon m/z 325 [M+H]* com tempo de retencdo de 6,4 min é
mostrado na FIGURA 4.56. Com este padrdo de fragmentacgédo, o valor do ion molecular
325 Da, provavelmente se refere a adicdo de grupamento hidroxila alfa a carbonila, na
posicao do carbono (2) do derivado metil-6-gingerol (3), podendo-se ter uma estrutura
representada em (30) (FIGURA 4.55), o que mostra uma regiosseletividade pelo pool
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enzimatico de C.gloesporioides; uma proposta de fragmentagdo para o ion m/z 325
[M+H]" pode ser vista na FIGURA 4.57.
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FIGURA 4.56 — Espectro MS? para o fon m/z 325 [M+H]* com tempo de retencéo de 6,4
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FIGURA 4.57 — Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 325 [M+H]" com tempo de
retencdo de 6,4 min.

No cromatograma do pico base (BCP) ha quatro picos entre 5,8 a 6,3 min com valor
de m/z 327 [M+H]", provavelmente se referindo a adic&o de hidroxila e de reducédo da
carbonila do composto metil-6-gingerol (3) fornecido como substrato para o C.
gloesporioides, como ocorre no exemplo da estrutura (31) da FIGURA 4.55 da pagina
anterior. De acordo com a estabilidade dos fragmentos, como foi listado na TABELA

4.2, é possivel afirmar que dentre as diferentes sugestdes para a estrutura quimica que
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corresponde o ion m/z 327 [M+H]" alguma das mais provaveis sdo mostradas na
proposta de fragmentacdo das FIGURAS 4.58 e 4.59, revelando a régio e
estereosseletividade do pool enzimatico de C. gloesporioides. A proposta de
fragmentacdo foi dada como pares de diateroisbmeros da mesma estrutura, 0 que
justificaria os tempos de retencdo diferentes, mas bem proximos, 6,0 e 6,3 min, como
ocorreria para a estrutura 31 representada na FIGURA 4.59, em que a hidroxilacdo
seria na posicdo do carbono (7) do composto metil-6-gingerol (3). J& para os
diasteroisdmeros formados com a provavel adicdo do grupamento hidroxila na posicao
do carbono (8) de metil-6-gingerol (3), foram relacionados ao tempo de retencdo de 5,8
e 5,9 min, de acordo com a proposta de fragmentacdo mostrada na FIGURA 4.60

justificaria a sugestao da estrutura em 32.
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FIGURA 4.59 — Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 327 [M+H]" com tempo de

retencéo de 6,0 e 6,3 min.
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FIGURA 4.60 — Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 327 [M+H]" com tempo de

retencdo de 5,8 e 5,9 min.

4.3.2 Biotransformacéo do 6-shogaol (4)

O 6-shogaol (4) que foi obtido pela reagédo de desidratacdo do 6-gingerol (2) em meio
acido, FIGURA 4.61 (SILVA, 2011), também foi fornecido ao fungo C. gloesporioides, a
fim de avaliar como seria 0 reconhecimento do pool enzimatico frente a ligacdo dupla
na cadeia lateral da estrutura do modelo molecular. A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada fina (CCD) e GC-MS até que se observasse o maximo do
consumo do material de partida, o produto reacional foi purificado em coluna
cromatogréfica utilizando silica flash como fase estacionéaria e sob pressédo, bem como

hexano: acetato (3:1) como eluente.

0 OH O
@A) U\MCHg | - WCH
- PTSA -
HO™ 2) HO™ @ 650
0 Acfeltona 0
H;C MM =294 (refluxo) H;C MM =276

FIGURA 4.61 — Esquema reacional para se obter o 6-shogaol (4) (SILVA, 2011).
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Na FIGURA 4.62-A, a analise por GC-MS do produto da reacao, ap0s purificacdo em
coluna, mostrou um pico intenso em torno de 26,7 minutos no qual se encontrou 0 m/z
276 [M]" cuja fragmentagdo mostrou o pico base m/z 137. Como descreve o trabalho de
JOLAD et al, 2004 esse pico base m/z 137 esta relacionado ao grupamento 4-hidroxi-3-
metoxibenzil (FIGURA 4.62- B e C). Um pico que também esteve presente foi o m/z
150, que se trata de um produto de rearranjo de McLafferty (MLR), além do mais, outra
caracteristica observada foi o fragmento chave a m/z 205, resultante da quebra da
ligacdo em C5/C6, que se destaca no espectro de GC-MS do 6-shogoal (4), como
mostra a FIGURA 4.62-B bem como a FIGURA 4.62-C, que traz uma proposta para
essas principais fragmentacdes de 6-shogaol (4), como apontou o trabalho de JOLAD
et al (2004), confirmando a estrutura do produto reacional desejado. Uma nova
proposta de fragmentacdo foi feita para justificar os picos que aparecem nos dados
obtidos pela analise por GC-MS do produto reacional, o 6-shogaol (4), como pode-se
ver na FIGURA 4.63.
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FIGURA 4.62 — Em (A) e (B), analise por GC-MS do produto reacional para obtencgéo
de 6-shogaol (4) e proposta das principais fragmentacdes em (C) (adaptado de JOLAD

et al, 2004).
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FIGURA 4.63 — Nova proposta de fragmentacéo para os ions do espectro de GC-MS do
produto reacional, o 6-shogaol (4).

O espectro de RMN de *H do produto reacional, pés purificacdo em coluna, evidencia
a presenca do composto de interesse, mostrando um duplo tripleto em & 6,09 com a
area de integracdo para um, referente ao hidrogénio olefinico a-carbonilico (H-4) que
acopla com H-5 (J=16 Hz) e com os hidrogénios em H-6 (J= 2 Hz), FIGURA 4.64-A. A
constante de acoplamento de 16 Hz é caracteristica de hidrogénios em configuracao
trans. Na regido dos hidrogénios aromaticos ha um conjunto de sinais (6 6,6 - 6,8)
integrando para quatro hidrogénios, dentre esses esta o sinal do hidrogénio olefinico B-
carbonilico (H-5) e os sinais do padréo tipico do anel aromatico 1,3,4-trissubstituido do
6-gingerol (2) como se pdde comparar com seu espectro de RMN *H na FIGURA 4.64-
B. Também foi possivel visualizar o tripleto em & 0,89 integrando para trés hidrogénios
referente ao grupo metila da cadeia lateral (H-10), um conjunto de sinais entre & 1,2 —
1,5 integrando para seis hidrogénio relacionados com os hidrogénios H-7, H-8 e H-9,
outro em torno de ® 2,21 integrando para dois fazendo referéncia aos hidrogénios em
H-6 e os sinais entre © 2,9 — 2,8 integrando para quatro relacionados com H-1 e H-2,
além do singleto intenso em & 3,87 integrando para trés caracteristico de hidrogénios
de metoxila (-OCH3), FIGURA 4.64-A, (SILVA, 2011).
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FIGURA 4-64 — Espectro de RMN de *H (CDCls) do 6-shogaol (4) (A) comparado ao
espectro do 6-gingerol (2), em (B).

O 6-shogaol (4), apos ser purificado, também foi analisado por insercédo direta no
espectrédmetro de massas equipado com analisador do tipo ion trap segundo o sistema
cromatogréafico 5, descrito nos materiais e métodos; trabalhando no modo negativo, a

molécula desprotonada de 6-shogaol (4) foi observada a m/z 275 [M-H]. A
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fragmentagcdo deste ion, mostra um pico base com valor aproximado de m/z 139,
devido a quebra da ligagdo C1-C2, FIGURA 4.65, a seguir. A ligacao dupla em C4-C5 e
a auséncia da hidroxila no C-5, como ocorre com os compostos relacionados com o
gingerol, evita que a fragmentacdo ocorra nessa posi¢cdo, havendo assim a perda
neutra de 136 u (2-metoxi-4-metileneciclohexa-2,5-dienona) devido a clivagem benzilica
do 6-shogaol (4) (TAO et al, 2009). Também é possivel observar um ion com valor de
m/z 260 relacionado com a perda radicalar da metila do grupamento metoxila, FIGURA
4.65.
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FIGURA 4.65 — Espectro MS? no modo negativo para o 6-shogoal (4).

O composto 6-shogaol (4) foi fornecido ao fungo e o extrato acetato de etila (Ac) do
sobrenadante, meio de cultura, do experimento de biotransformacdo no quinto e décimo
dia, foram analisados por HPLC, utilizando o sistema cromatografico 1 descrito nos
materiais e métodos, e 0os cromatogramas obtidos foram comparados com o controle
(B) de producdo de metabdlitos e com o padrédo de 6-shogaol (4). A coluna da Agilent 5
pum,150 x 4,6 mm, Eclipse XDB-C18 foi utilizada, bem como o gradiente metanol: agua,
ja mencionado nos capitulos anteriores, foi escolhido como fase movel e o comprimento
de onda de 220 nm. Na FIGURA 4.66, pelo perfil cromatografico, pode-se ver que
desde o quinto dia do experimento de biotransformacéo parecia haver o consumo do 6-
shogaol (4) cujo tempo de retencéo foi de 21 min, como mostra o cromatograma em
vermelho. Em azul, estd o cromatograma dos possiveis produtos de biotransformacéo e

pode-se ver bandas majoritarias em torno de 5, 12, 13, 20 e 24 minutos. Em verde,
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trata-se do perfil do cromatograma do controle (B) dos metabdlitos produzidos pelo
fungo. No décimo dia do experimento, FIGURA 4.66, ainda foi possivel ver as bandas
em 5, 12, 24 e em 20 minutos ela se torna mais intensa em relacdo as demais bandas

ao se comparar entre os dias de biotransformacéo.
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FIGURA 4.66 — Sobreposi¢cdo dos cromatogramas dos extratos Ac (AcOEt), em azul,
experimento de biotransformacdo do 6-shogaol (4), em verde, controle (B) e em
vermelho padrdo da substancia (4). Em (A) o quinto dia e em (B), décimo dia de

biotransformacéo.

Na literatura a reacdo de Baeyer Villeger para a transformacéo de cetonas a ésteres
tolera a presenca da cetona a, B insaturada, sendo que a oxidagdo com peroxiacidos,
em reacOes convencionais, geralmente ocorre no grupo carbonilico e ndo na dupla
ligacdo; a regioquimica da reagdo normalmente mostra o grupo arila com melhor atitude
migratoria (KURTI e CZAKO, 2005). Desta forma e seguindo o exemplo da
biotransformacéo de 6-gingerol (2) por C.gloesporioides, descrita no capitulo 4.2, na
metabolizacdo de 6-shogaol (4) por enzimas do fungo que promovem a reacdo de
Baeyer Villeger, seguida de uma provavel hidrélise, era de se esperar que um dos
produtos de biotransformacéo fosse o éster (33), com peso molecular de 292 Da e/ou a

formacédo do alcool (21) com peso molecular de 168 Da, como mostra o ESQUEMA 4.3.
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Os dados da analise por GC-MS do extrato Ac (AcOEt) do experimento de
biotransformacdo, mostrou produtos majoritarios que indicaram esse processo de
reconhecimento do pool enzimético de C. gloesporioides frente ao 6-shogaol (4) como

substrato, como se pode ver a seguir na FIGURA 4.67.

ESQUEMA 4.3 — Possivel reacdo de Baeyer Villeger seguida de hidrolise promovida
por C.gloesporioides em 6-shogaol (4) (KURTI e CZAKO, 2005).

L] 1 M do oy e O
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Na andlise por GC-MS do extrato Ac (AcOEt) do quinto dia de biotransformacéo, foi
possivel visualizar um pico com maior intensidade em relacdo aos demais, em torno de
15,5 minutos, no qual se encontrou o fon m/z 168 [M]™ cuja fragmentagdo mostrou o
pico base m/z 137, visto a seguir na FIGURA 4.67-A e B, caracteristicos do alcool 21 do
ESQUEMA 4.3, indicando uma metabolizacdo do 6-shogaol (4) pela reagédo de Baeyer
Villeger seguida de hidrdlise. Este pico teve o mesmo tempo de retencédo e padrédo de
fragmentacao para o alcool 21 formado da biotransformacdo do 6-gingerol (2) como se
pode ver na FIGURA 4.68. O espectro de GC-MS, FIGURA 4.67, ainda mostrou outro
pico bem intenso em relagédo aos demais, em 29,2 minutos, no qual se encontrou 0 m/z
296 [M]™ cuja fragmentacdo também mostrou o pico base m/z 137. Esse dado obtido,
provavelmente indica outro produto de biotransformacdo do 6-shogaol (4),
possivelmente envolvendo reagdes de reducdes da ligacdo dupla e da carbonila do
substrato, tendo-se assim, um produto de biocatélise, como o exemplo da estrutura (34)
proposta na FIGURA 4.67-C. Dados da literatura, traz este composto como 6-gingerdiol,

quando € isolado de Zingiber officinale, sendo os mesmos fragmentos formados
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durante o impacto de elétrons no espectrdbmetro de massas, estando os valores de
acordo com a literatura, [m/z 296 [M]™, 278 (M-H,0), 260 (M-2H,0), 207, 190/189, 180,
175, 164/163, 151/150, 137 (pico base)], (JOLAD et al , 2004; KIKUZAKI et al 1992).
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FIGURA 4.67 — Analise por GC-MS do extrato Ac (AcOEt) do quinto dia de

biotransformacéo de 6-shogaol (4).

Apesar de todos os experimentos de biotransfomacdo terem sido acompanhados
com os controles de degradacdo do substrato (controle C), que se trata da extracao
acetato de etila (Ac) do sobrenadante, o meio de cultura, contendo apenas o 6-shogaol
(4) e sem a inoculacdo do fungo. Esse controle foi coletado nos mesmos dias em que
foram retirados os experimentos de biotransformacéo, neste caso, quinto e décimo dias.
A andlise deste controle (C) foi deixada para ser feita posteriormente, entretanto, o
freezer que continha a maior parte dos extratos dos experimentos parou de funcionar,

descongelando e contaminando todo material. A falta de um controle de degradagéo do
107



substrato pode gerar davidas ao afirmar o que realmente se trata de produto de
metabolizac&do. Entretanto, ndo € de se esperar a redugédo de carbonila numa possivel
degradacdo de 6-shogaol (4), ja que ndo havia condi¢des energeticamente suficientes
na maneira em que foi conduzido o experimento do controle (C), em que o substrato
diluido em DMSO era adicionado ao meio BD (batata-dextrose) na concentragéo final
de 100 pg/ mL. Os frascos Erlenmeyers ficavam sob agitacdo, com controle de
temperatura (30C) e no escuro; o que se leva a con cluir que o composto (34), FIGURA

4.67-C, se trata de um produto de biotransformacéao.
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FIGURA 4.68 — Analise por GC-MS do extrato Ac (AcOEt) do décimo dia de

biotransformacéo de 6-gingerol (2) por Colletotrichum gloesporioides.

Além dos produtos majoritarios em 15,5 e 29,2 minutos, outro pico em 14,0 minutos,
de menor intensidade, no qual se encontrou o ion m/z 138 [M]", cuja fragmentacio
mostrou o0 pico base m/z 107, FIGURA 4.67-A, faz mencdo ao metabdlito tirosol (23)
produzido pelo fungo C. gloesporioides nas condi¢cdes de trabalho do experimento,
utilizando meio BD (batata- dextrose) (BUNGIHAN et al, 2013). Em torno de 26,5 a 27,2
minutos, como foi destacado anteriormente na FIGURA 4.67-A, foram vistos picos que
apresentaram o ion m/z 292 [M]", sendo que, o0 que aparece em 26,7 minutos, mostrou

0 pico base m/z 137, e ao que tudo indica, parece estar relacionados com o éster (33),
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formado da reacéo de Baeyer Villeger pelo pool enzimético de C.gloesporioides sobre o
6-shogaol (4). O pico com tempo de retencdo de 26,7 minutos que apresentou o ion m/z
292 [M]",ocorreu novamente no extrato Ac (AcOEt) ap6s 10 dias de biotransformacéo,
como pode ser visto na FIGURA 4.69-A e B.
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FIGURA 4.69 — Analise por GC-MS do extrato Ac (AcOEt) do décimo dia de

biotransformacao de 6-shogaol (4) evidenciando o pico em 26,7 minutos.

A FIGURA 4.70, traz uma proposta de fragmentacdo para o ion m/z 292 [M]" de
acordo com os dados obtidos na anélise por GC-MS considerando a proposta estrutural
relacionada ao éster 33 formado da reacdo de Baeyer Villeger. Outra evidéncia, foi o
ion molecular e os fragmentos no experimento de ESI-MS/MS no modo negativo,
mostrados a seguir, que também levam a proposta da estrutura 33 representada na
FIGURA 4.69. Uma possivel proposta estrutural a ser descartada, foi a formacgéo da 6-
gingerdiona (35), FIGURA 4.69, como provavel produto de biotransformacao a partir de
6-shogaol (4), que envolveria reacbes de oxidacdo do substrato. Entretanto, o

experimento de ESI-MS/MS no modo negativo, mostrado nas proximas paginas,
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evidencia que é mais aceitavel que o ion 292 [M]" da andlise por GC-MS,
provavelmente se trata do éster formado a partir da reacdo de Baeyer Villeger sobre o
6-shogaol (4).
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FIGURA 4.70 — Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 292 [M]"" que ocorre no pico

com tempo de retencdo em 26,7 minutos.

Da mesma forma como ocorreu na analise por GC-MS para o quinto dia de
biotransformacéo, novamente no décimo dia, um pico em torno de 29,2 minutos, no
qual se encontrou o ion m/z 296 [M]™ cuja fragmentacdo mostrou o pico base m/z 137,
foi visualizado, sendo que os dados da literatura confirmam que, pelo padrdo de
fragmentacao, se trata do composto 6-gingerdiol (34), FIGURA 4.71-A (JOLAD et al,
2004; KIKUZAKI et al 1992). Outro pico com maior intensidade em relagcdo aos demais,
apareceu em torno de 28,5 minutos no qual o ion m/z 294 [M]" foi visualizado e sua
fragmentagdo mostrou o pico base m/z 137 (FIGURA 4.71-A e B); apesar do padrdo
dos fragmentos formados serem 0 mesmo para 6-gingerol (2), o tempo de retencdo nao
confere com tal composto, que € de 27,8 minutos, como pode ser visto na FIGURA
4.72. Além do mais, o 6-gingerol (2) quando analisado por GC-MS no equipamento e
nas condi¢cdes em que foram trabalhadas, ha a degradacgéo térmica formando aldeidos
alifaticos e zingerona, bem como a desidratacdo para 6-shogaol (4) correspondente,
como pode-se ver na FIGURA 4.72. Os picos referentes a essa reacdo retroalddlica,
que apareceria em 17,2 minutos, mostrando o ion m/z 194 [M]", e a desidratag&o, que

ocorreria em torno de 26,7 minutos, mostrando o ion m/z 276 [M]™, ndo aparecem na
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analise por GC-MS do extrato Ac (em aceta de etila) do décimo dia de
biotransformacédo, FIGURA 4.71-A, novamente reiterando a ideia de que o pico em 28,5

minutos se trata da estrutura (36), a reducéo da ligacdo dupla do éster (33) advindo da

reacao de Baeyer Villeger.
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FIGURA 4.71 — Andlise por GC-MS do extrato Ac (AcOEt) do décimo dia de

biotransformac&o evidenciando os fragmentos do ion m/z 294 [M]™".
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FIGURA 4.72 — Analise por GC-MS do composto 6-gingerol (2).

A andlise por LC-MS ion trap, o sistema cromatografico 5 descrito nos materiais e

métodos, foi realizada tanto no modo negativo quanto no modo positivo para o

experimento de biotransformacdo do 6-shogaol (4). A coluna da Agilent, Eclipse XDB-

C18 foi utilizada e o método 2 das condi¢cdes cromatogréaficas descrito nos materiais e

métodos, a acetonitrila e agua foi utilizada como fase movel, com acido férmico a 0,1%

v/v, para melhorar a ionizagdo. Na FIGURA 4.73 e 4.74, pode-se ver o full scan tanto

para o experimento de biotransformacgédo, no quinto e no décimo dia, quanto do controle

(B) de producdo dos metabdlitos do fungo no décimo dia, mostrando bandas que

aparecem apenas no experimento de biotransformacdo e que néo ocorrem no controle

(B), especialmente no intervalo de 5 a 10 minutos.
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FIGURA 4.73 — Cromatograma do pico base (BCP), no modo negativo, do extrato Ac

(AcOEt) da biotransformacéo do 6-shogaol (4), no quinto (A) e no décimo (B) dia; em

(C) comparagao com o controle (B).

Apesar das analises dessas amostras terem sido realizadas em dias diferentes, até

mesmo para mudar o0 modo de ionizacdo do negativo para o positivo, foi possivel ver

que existem bandas majoritarias em torno de 7,2 minutos que prevalecem no quinto dia,

tanto no modo negativo quanto no positivo, e que no décimo dia de biotransformacéao

surgem bandas mais intensas em torno 9,0 minutos, tanto no cromatograma de pico

base (BCP) adquirido no modo negativo quanto para o modo positivo, FIGURA 4.73 e

4.74.
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FIGURA 4.74 — Cromatograma do pico base (BCP), no modo positivo, do extrato Ac

(AcOEt) do experimento de biotransformacdo do 6-shogaol (4) no quinto (A) e no

décimo (B) dia; em (C) comparagdo com o controle (B).

Em relacdo a analise do quinto dia da biotransformacdo, no modo negativo, as

bandas que apareceram em torno de 7,2 minutos, mais especificamente, no intervalo

de 7,1a7,4ede75a 7,7 minutos, tem valor de m/z 295 [M-H], como se pode ver pelo
cromatograma de ion extraido (EIC) na FIGURA 4.75-B. O experimento por ESI-MS/MS

(ion trap) deste ion m/z 295 [M-H] mostrou a coelucdo de outro ion m/z 461 quando se

obtém os fragmentos da banda no intervalo de 7,1 a 7,4 minutos, FIGURA 4.76-A.

Entretanto, foi visto que o ion m/z 461 tem tempo de retencdo diferente do ion de

interesse o m/z 295 [M-H]" quando se obtém o seu cromatograma de ion extraido (EIC),
como mostra a FIGURA 4.76-B.
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FIGURA 4.75 — (A) Cromatograma do pico base (BCP), no modo negativo, do quinto dia
de biotransformacao do 6-shogaol (4); (B) cromatograma de ion extraido (EIC) para ion
m/z 295.

A quebra por ESI-MS/MS do ion m/z 295 [M-H] gerou um fragmento predominante a
m/z 280 como se pode ver nas FIGURAS 4.76-A e 4.76-C. O valor da massa da
molécula desprotonada m/z 295 [M-H] com o padrédo de fragmentagdo apresentado,
levou a propor a estrutura de 6-gingerdiol (34), como um produto de biotransformacéo.
Os valores obtidos no experimento por ESI-MS/MS estdo de acordo com dados da
literatura, como descreveu TAO, 2007 em sua tese, na qual identifica o 6-gingerdiol (34)
como produto de metabolizacdo do 6-gingerol (2) por extrato microssomal de figado de
rato. Em sua tese e de acordo com o artigo publicado em 2009, TAO et al utilizou o
equipamento Micromass Quattro Il triplo quadrupolo e o espectro de ions produtos de
m/z 295 [M-H]" mostrou o ion m/z 280 predominante, correspondendo ao anion radical
formado devido a quebra homolitica do grupo metoxi no anel fendlico da estrutura do 6-
gingerdiol (34) FIGURA 4.76-A e 4.76-C.
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FIGURA 4.76 — (A) e (C) ESI-MS/MS para o ion m/z 295 [M-H]’; (B) cromatograma de
ion extraido (EIC) para os ions m/z 295 e m/z 461.

O resultado da analise por LC-MS (ion trap), no modo negativo, para a estrutura de

6-gingerdiol (34) também esta de acordo com os dados da andlise por GC-MS, que ja

havia mostrado um pico bem intenso, para o quinto dia de biotransformacéo, em 29,2

mim, em que foi encontrado o fon m/z 296 [M]" cuja fragmenta¢do mostra o pico base
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m/z 137, provavelmente indicando reacdes de reducédo da ligacdo dupla e da carbonila
durante a biotransformacédo do 6-shogaol (4), tendo-se um produto de biocatélise como
0 exemplo da estrutura proposta em (34), FIGURA 4.76.

Ainda considerando a anélise do quinto dia de biotransformacéo, a FIGURA 4.77-A
traz novamente o full scan no modo positivo, sendo que as bandas que apareceram no
intervalo de 7,1 a 7,7 minutos, apresentaram o valor de m/z 261 como se pode ver no
cromatograma de ion extraido (EIC) para este ion, FIGURA 4.77-B. Ao ser obtido o EIC
para o fon m/z 297 [M+H]", FIGURA 4.77-C, é possivel ver que o ion m/z 261
provavelmente se trata da molécula protonada de 6-gingerdiol (34) desidratada,
perdendo duas moléculas de agua, m/z 261 [M+H-2H,O]" (37). Como a partir do
experimento de ESI-MS/MS nao foi possivel obter os fragmentos a partir do
cromatograma de ion extrato (EIC) para o ion m/z 261 [M+H-2H,0]", os dados por ESI-
MS para este ion foram detalhados na FIGURA 4.78, que mostra os valores de m/z

obtidos a partir das bandas no intervalo de 7,1 a 7,4 e no intervalo de 7,5 a 7,6 minutos.
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FIGURA 4.77 — (A) Cromatograma do pico base (BCP), no modo positivo, do quinto dia
de biotransformacéo do 6-shogaol (4); (B) Cromatograma de ion extraido (EIC) para ion

m/z 261 e para o ion m/z 297 (C).
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FIGURA 4.78 — ESI-MS para a banda no intervalo de 7,1 a 7,4 minutos (A) e para o
intervalo de 7,5 a 7,6 minutos (C), (B) sobreposicdo do extrato de ion comum (EIC) para
0 ion m/z 261, para 0 ion m/z 463 e para o ion m/z 485.

Na FIGURA 4.78-A, pode-se ver que no intervalo entre 7,1 a 7,4 minutos ha os ions
m/z 463 e m/z 485 com retencdo cromatografica similar que o ion de interesse m/z 261,
entretanto ao se obter e sobrepor o cromatograma de ion extraido (EIC) para cada um
dos ions, é possivel ver que o ion m/z 485 provavelmente se trata do aduto de sédio do
ion m/z 463 e que tem tempo de retencao diferente do ion m/z 261 em estudo, FIGURA
4.76-B. Ainda na FIGURA 4.78-A também é possivel ver os ions referentes a perda de

molécula de agua (m/z 279) e do aduto de sodio (m/z 319), considerando que a banda
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nesse intervalo entre 7,1 a 7,4 minutos estd de acordo com o composto 6-gingerdiol
(34). Os demais valores de m/z mostrados na FIGURA 4.78-A para a banda deste
intervalo de 7,1 a 7,4 minutos, provavelmente se tratam dos fragmentos de m/z 261
[M+H-2H,0]" discutidos a seguir. Na FIGURA 4.78-B, foram evidenciados os valores
dos ions m/z para o intervalo entre 7,5 a 7,6 minutos, indicando a presenca do ion
aduto de sddio (m/z 319), o ion referente a molécula de 6-gingerdiol (34) protonada
(m/z 297 [M+H]"), a perda de uma molécula de agua (m/z 279) a partir do ion m/z 297,
bem como o ion m/z 261 relacionado a perda de duas moléculas de agua. Os demais
valores de m/z provavelmente se tratam dos fragmentos do ion m/z 261 [M+H-2H,0]".
Como as condi¢cdes em que foram realizados os experimentos de ESI-MS/MS néo
foram as ideais para se obter os fragmentos a partir do cromatograma de ion extraido
(EIC) para o ion m/z 261, a FIGURA 4.79-A, traz a sobreposi¢cdo do cromatograma de
ion extraido (EIC) para o ion m/z 261, a partir do tratamento por ESI-MS. O
cromatograma de ions totais (TIC), realca os pontos de 1 a 7 que traz o cromatograma
de ion extraido (EIC) para o ion m/z 261 em cada ponto no experimento de ESI-MS/MS.
Na FIGURA 4.79-B, é possivel ver o espectro por ESI-MS/MS, para o ponto 2, o ion
261,25 [M+H-2H,0]" que teve o tempo de retencdo de 7,3 minutos. Este padrdo de
fragmentagdo por ESI-MS/MS, no modo positivo, estd de acordo com dados
encontrados na literatura, como descreveu LV et al (2012) no estudo de
biotransformacéo de 6-gingerol (2) para (3R,5S) e (3R,5S)-6-gingerdiol como principais
metabdlitos em linhagem de células de cancer de pulm&o. No trabalho de LV et al
(2012) o equipamento empregado era da Thermo Finnigan e também utilizava o ion trap
como analisador de massas e a ionizacédo por eletrospray (ESI), mostrando assim o
mesmo padrdo de fragmentacdo. Na FIGURA 4.80 pode-se ver o espectro obtido por
LV et al (2012) para os padroes comerciais de (3R,5S) e (3S,5S)-6-gingerdiol. Esse
resultado da analise por LC-MS (ion trap) no modo positivo que leva a propor a
estrutura de 6-gingerdiol (34) como produto de biotransformagé&o, novamente reitera os

dados obtidos por GC-MS obtido anteriormente.
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FIGURA 4.79 — (A) Sobreposicdo do EIC do ion m/z 261 com o TIC da amostra; (B)
ESI-MS/MS para o ion m/z 261,25 em 7,3 minutos (C).
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Entretanto, desde o quinto dia de biotransformacdo é possivel encontrar estas
bandas, mas com menor intensidade em relacdo as demais que compdem a amostra
do quinto dia, como se pode ver na FIGURA 4.81 ao se sobrepor o cromatograma do
pico base (BCP) com o cromatograma de ion extraido (EIC) para o ion m/z 291 [M-1] e
para o ion m/z 293 [M-1]". De fato, foi a banda em que se encontrou o ion m/z 293 [M-
1] que se apresentou mais intensa no décimo dia de biotransfomacdo em relacdo as
demais que compdem esta amostra. O experimento de ESI-MS/MS para o ion m/z 291
[M-1] mostrou a coelucéo do ion m/z 329 quando se obtém os fragmentos da banda no
intervalo de 8,6 a 8,8 minutos, FIGURA 4.81-A. No entanto, foi visto que o ion m/z 329
tem tempo de retencdo diferente do ion de interesse, 0 m/z 291 [M-H], quando se

obtém o seu cromatograma de ion extraido (EIC), como mostra a FIGURA 4.81-B.
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FIGURA 4.81 — Sobreposi¢cao do cromatograma do pico base (BCP) do quinto (A) e do
décimo (B) dia de biotransformacdo, no modo negativo, com o cromatograma de ion
extraido (EIC) para o ion m/z 291 [M-1] (vermelho) e para o ion m/z 293 [M-1]".
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FIGURA 4.82 — ESI-MS/MS para o ion m/z 291 (A); (B) sobreposicdo do extrato de ion

comum (EIC) para o ion m/z 291, e para o ion m/z 329.

O experimento de ESI-MS/MS para o ion m/z 291 [M-1]" que também se mostrou
presente na banda com o intervalo de 9,2 a 9,6 minutos apresentou os fragmentos
exibidos na FIGURA 4.83-A. O valor do ion molecular e o padrdo de fragmentacao
mostrado para este ion m/z 291 [M-1], estd de acordo com a estrutura do éster 33,
obtida pela acdo das enzimas que promoveram a reagdo de Baeyer Villeger sobre a
cadeia lateral da estrutura do 6-shogaol (4). Esse resultado reitera os dados obtidos
através da analise por GC-MS ja discutidos. Na FIGURA 4.83-B, encontramos uma
proposta para os fragmentos obtidos no experimento por ESI-MS/MS, para a molécula
do éster 33. Os célculos de estabilidade para a estrutura molecular representada em (A)
deverdo ser realizados para comprovar a via de fragmentagcédo proposta, FIGURA 4.83-
B.
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FIGURA 4.83 — (A) ESI-MS/MS para o ion m/z 291 [M-1]' no intervalo de 9,2 a 9,6

minutos e em (B) uma proposta de fragmentacéo para a provavel estrutura do éster (33)

obtida por reacdo de Baeyer Villeger.

Outra proposta para o ion m/z 291, seria reacdo de oxidacdo promovida pelas
enzimas do fungo C. gloesporioides sobre 6-shogaol (4), levando a formacédo de 6-
gingerdiona (34), como discutido anteriormente. Entretanto, no trabalho de TAO et al.,
2009, em que utiliza um equipamento da Micromass Quattro II- Triplo quadrupolo, traz o
estudo de fingerprinting para suplementos dietéticos contendo gengibre com objetivo de
deteccao seletiva de compostos relacionados ao gingerol como a 6-gingerdiona (34). O
experimento de ions produtos, com colisdo de dissociagdo induzida, da molécula de 6-
gingerdiona (34) desprotonada, trabalhando com a constante de perda neutra de 136 u,
mostrou que seu padréo de fragmentacdo se assemelha mais aos shogaodis, havendo

guebra benzilica caracteristica, formando o ion m/z 155 como pico base, como mostra a
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FIGURA 4-84. Todavia, este ndo foi o padréo de fragmentagcdo encontrado para o ion
m/z 291 no experimento de ESI-MS/MS como ja foi mostrado na FIGURA 4.83 e ao que
tudo indica se trata do éster formado a partir da reacdo de Baeyer Villeger sobre o 6-
shogaol (4).
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FIGURA 4.84 — Proposta de fragmentagéo para o ion m/z 291, segundo o trabalho TAO
et al 2009, formando o pico base m/z 155, caso a 6-gingerdiona (32) fosse um produto

de biotransformacgé&o do 6-shogaol (4).

4.4 — Reac0Oes de semi-sintese

4.4.1 — Obtencéo da nova série de éteres de oxima

A metodologia para as reacdes de semi-sintese, proposta para a obtencdo dos novos
analogos de éteres de oxima, esta ilustrada na FIGURA 4.83. A zingerona (1), produto
comercial, foi utilizada como material de partida, sendo submetida a reacdo de O-
alquilacdo, com o respectivo haleto de alquila, obtendo-se o intermediario sem a
hidroxila fendlica (B) (Etapa 1). Seguiu-se com a adi¢do do cloridrato de hidroxilamina
em meio basico, gerando o intermediario-chave oximico (C) (Etapa 2). Este por sua
vez, foi submetido a reacdo com haletos de arila previamente funcionalizados, em meio
basico, obtendo-se a nova série dos analogos éteres de oxima (D) (Série A) desejados,
FIGURA 4.84.
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FIGURA 4.84 — Proposta da rota de semi-sintese para a obtencdo da nova Série A de

éteres de oxima (D).

A — Reacédo de O-alquilacéo da zingerona (1) e obten cé&o do sililéter (P-
55)

A.1 - Obtencédo do 4-metilzingerona (P-19)

A zingerona (1) foi convertida em seu derivado metilado, o 4-metilzingerona (P-19),
utilizando carbonato de potassio (K,CO3) e iodeto de metila a temperatura ambiente,
sendo que o rendimento da reacdo foi de 80% (BEZERRA-NETO, 2006, adaptado,
apud SILVA, 2010). A zingerona (1) por se tratar de um composto fendlico, na presenca
de carbonato de potassio (K,COg3), atuando como base fraca, foi possivel obter o
fendxido de potassio que reagiu com o iodeto de metila, fornecendo o éter 4-
metilzingerona (P-19) correspondente. A analise por GC-MS mostrou um pico em torno

de 25 minutos em que se encontra o ion m/z 208 [M+'] e 0 pico base caracteristico, 0

m/z 151.
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FIGURA 4.85 — Reacdo para obtencdo e andlise por CG-MS para o composto 3,4-

dimetoxi-zingerona (P-19).

A.2 - Obtencéo do 4-etilzingerona (P- 56)

A zingerona (1) foi convertida no derivado 4-etilzingerona (P-56), utilizando também o

carbonato de potassio (K.,CO3) como base fraca, mas o brometo de etila como agente

alquilante. A reagdo seguiu a temperatura ambiente tendo o rendimento de 63%
(BEZERRA-NETO, 2006, adaptado, apud SILVA, 2010). A analise do espectro de RMN

'H mostrou que o produto reacional foi alcancado, sendo que se evidenciou o sinal em

1,45 ppm, cuja area sob tripleto foi de 3, indicando o H-8" da estrutura P-56 na FIGURA

4.86. Além do mais, o sinal em 4,07 ppm cuja area sob o quarteto foi de 2, indicou o H-

7" da estrutura, mostrando que a hidroxila fendlica do material de partida foi alquilada.
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FIGURA 4.86 — Reacéao para a obtencao do composto 4-etilzingerona (P56) e espectro
de RMN de *H (CDCl3, 400 MHz).
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Os demais sinais caracteristicos da estrutura também foram vistos no espectro de
RMN *H, como o singleto em 2,14 ppm integrando para 3 hidrogénios, relacionado com
os hidrogénios H-4 da metila ligada diretamente a carbonila. Os hidrogénios, H-1 e H-2,
dos grupos metilenos (CHy), apareceram em 2,74 e 2,84 ppm e os hidrogénios do
grupamento metoxila um singleto em 3,86 ppm integrando para 3. Na regido de
hidrogénios aromaticos, foi possivel observar trés sinais, todos integrando para um
hidrogénio cada, como ocorreu com o dubleto em 6,79 ppm com padrao de
acoplamento orto (J = 8,0 Hz) indicando o hidrogénio em H-5’, bem como o dubleto em
6,72 ppm do H-2" que chega a se sobrepor com o duplo dupleto em 6,70 ppm, com
acoplamento orto (J= 8,0 Hz) e meta (J= 2,0 Hz), relacionado com hidrogénio em H-6".
Este conjunto de sinais caracteriza o anel aromatico trissubstituido como mostrado na
estrutura P-56 representada na FIGURA 4.86.

A.3 — Obtencéao do O-t-butil-dimetilsiliizingenona (  P-55)
e, CH
0 0
H _ N\ _ HC. / "CHy
/" CH
H,C \ ) OH TBDMSSOCF, Hsc/—L\ 0 :
Et,N/ DCM/ 0°C /
(i) H C’O (Ny) ®- 35 q C”O (85% Bruto)
MM=194 Hj (12 horas) MM-308 Hy

O uso de triflato de t-butil-dimetilsilano (TBDMOTf ou TBDMSSO3;CF3) como agente
de sililacdo é largamente empregado na protecdo de hidroxilas em alcoois secundarios
(VIEGAS JR., 2003). Possui um carater altamente eletrofilico que favorece a protecéo
de grupos hidroxila pouco reativos, apesar de néo ser o caso da hidroxila fendlica a ser
protegida e que esta presente no material de partida. Entretanto, foi o reagente de
sililacdo mais facilmente disponivel no momento em que a reacdo foi executada, bem
como viavel a ser se utilizado, sem apresentar degradacdo. A ideia era avaliar, apés a
sintese final da nova Série A de éter de oxima (D), se as condi¢cdes de desprotecéo do
grupamento hidroxila degradaria a molécula final, FIGURA 4.87. A reacdo para se obter
o éter de silicio P-55 nao foi muito bem elaborada e acompanhada, sendo que a analise

por CCD ndo mostrou a conversao do material de partida.
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FIGURA 4.87 — Proposta da rota de semi-sintese da nova Serie A de éter de oxima (D)

com o grupamento hidroxila (OH) livre.

B — Reacdo para a obtencédo do intermediario-chave o ximinico (P-20)

CH, o) CH; N”

| I
© X /\/\CH3 H,NOH. HCV AcONa

D MeOH/ H,O _

o o~
| P-19 (refluxo) | P-20  (70%)
CH; MM = 208 CH, MM= 223

Devido ao caracter eletrofilico da carbonila cetdonica da zingerona (1), foi possivel
realizar uma reacao de adicdo de cloridrato de hidroxilamina. As oximas tém como
caracteristica a presenca de uma ligagdo dupla carbono-nitrogénio e portanto, podem
possuir isomeria geométrica (MORRISON e BOYD, 1973 apud SANTOS, 2006). Na
literatura encontram-se varios autores que utilizaram a metodologia classica para a
preparacdo de oximas, em que se emprega o cloridrato de hidroxilamina em meio
basico (SAEED et al., 2004; ROSSELLO et al., 2002; BULL et al., 1980 apud SANTOS,
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2006). Apos purificagdo por cromatografia em coluna , o intermediario P-20 foi obtido
com 70% de rendimento, sendo que o produto foi obtido como uma mistura de
diastereoisbmeros (E/Z) numa razdo aproximada de 3:1, considerando apenas a
compararacao da area dos picos, sendo necessaria a quantificacdo para um resultado
mais exato. Entretanto encontram-se na literatura extensos estudos descrevendo a
fotoisomerizacéo e a termoisomerizacéo de oximas (BROWN et al., 1983; SUGINOME,
2004 apud SANTOS, 2006), e dessa forma, os resultados obtidos por GC-MS nao séo
validos para quantificar a razdo de diastereoisbmeros obtidos em mistura. A literatura
também reporta que para oximas, o diastereoisdbmero mais estavel (termodinamico) € o
E, e que nas reacOes de isomerizacao prevalece a sua formacdo (BROWN et al., 1983
apud SANTOS, 2006 ).
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FIGURA 4.88 — Analise por GC-MS para o intermediario oximinico P-20.

Dos dados no espectro de RMN de *H da mistura de diastereoisémeros da oxima P-
20, foi possivel observar a presenca dos dois estereoisdbmeros e o efeito anisotropico
dos pares de elétrons do atomo de oxigénio sobre os demais protons vizinhos,
principalmente deslocando o0s sinais para regides mais blindadas. O sinal dos
hidrogénios H-1, da metila ligada diretamente ao carbono iminico, deveria aparecer
como um singleto integrando para 3H, se fosse apenas um diateroisdbmero isolado.
Entretanto, na FIGURA 4.89, pode-se verificar que como se trata de uma mistura,

ocorreu o desdobramento do sinal com valores de deslocamento de 1,91 e 2,01 ppm.
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Ao se fazer a relacdo entre as areas € possivel ver que had a prevaléncia de um
diateroisdbmero em relagdo ao outro numa proporcédo de 3:1.0s protons em H-3 e H-4,
dos grupos metilenos (CH,), apareceriam como dois sinais cada um integrando para 2,
mas a mistura da oxima P-20 mostrou nhovamente o desdobramento do sinal, sendo que
aquele que apareceu em torno de 2,78 ppm, a area sob o pico foi aproximadamete 2,
mas o sinal do outro grupo metileno sofreu maior efeito dos pares de elétrons do
oxigénio, aparecendo em torno de 2,66 e 2,51 ppm, cuja area integrou para 0,56 e 1,41,
respectivamente. A regido caracteristica de hidrogénios de grupo metoxila, que
normalmente ocorre em torno de 3,85 ppm, apareceria como um singleto, cuja area
integraria para 6, por se tratar de uma molécula dimetoxilada, e isto foi 0 que se
observou, dois sinais que integraram para 6 hidrogénios. Na regido de hidrogénios
aromaéticos, foi possivel ver um conjunto de sinais sobrepostos, no intervalo de 6,79 a
6,70 ppm, cuja area total integrou para 3, ndo sendo possivel identificar o padrédo de
acoplamento de cada proton, FIGURA 4.91.
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FIGURA 4.89 — Analise por RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do intermediério oximico P-

20 evidenciando a regiao mais blindada do espectro.
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No espectro RMN de **C, foi possivel ver os sinais caracteristicos da estrutura do
intermediario-chave P-20, sendo que o sinal com deslocamento em torno de 159 ppm
foi atribuido ao carbono iminico, aparecendo dois sinais, um para cada isdmero. No
intervalo de deslocamento que vai de 148 a 111 ppm apareceram seis picos
correlacionados com os atomos de carbono do anel aromatico e os dois picos em torno
de 55 ppm que se referem aos carbonos dos grupamentos metoxilas. Na regido de
deslocamento quimico em que aparecem os carbonos com hibridizacéo sp® também é

possivel ver a duplicacdo dos sinais evidenciando a mistura de diasteroisdmeros.
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FIGURA 4.90 — Andlise por RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do intermediario oximinico P-

20 evidenciando as regides mais desblindadas do espectro.
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FIGURA 4.91 — Espectro de RMN de **C (CDCls, 400 MHz) do intermediério oximinico
P-20.

C — Reacdao para se obter a nova Série A dos éteres  de oxima (D)
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FIGURA 4.92 — Esquema reacional para obtencéo dos éteres de oxima (Série A).
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A Ultima etapa de semi-sintese, a fim de alcancar a Série A de éteres de oximas (D)
planejados, FIGURA 4.92, foi feita promovendo uma reacao de substituicdo nucleofilica
entre o haleto de alquila ou benzila e a hidroxila da fungcéo oxima (P-20). As reacdes de
acoplamento foram realizadas em DMSO/H,O (8:2) a temperatura ambiente na
presenca de KOH, por periodos que variaram de 3 a 12 horas (LI, C. B. et al., 2002
apud SILVA, 2010).

C.1 — Obtencéo do etil éter de oxima (P-47)

rCH3
OH 0

(|3H3 IT <|3H3 N|

0 /\)\ Br  ypvmsomor O S /\)\

0" ~F ’ o ~F (15%)

| P-20 [ P-47

CH; CH;

A obtencdo do etil éter de oxima P-47 foi realizada através de uma reacdo de
acoplamento, utilizando o brometo de etila e a oxima P-20 como reagentes na
proporcdo estequeométrica de 1.5, sendo que o rendimento final foi de apenas 15%,
devido a dificuldade de solubilizacdo do produto reacional bruto em solventes orgéanicos
e posterior purificacdo em coluna sendo obtido um 6leo incolor. E provavel que seja
necessaria uma melhor etapa de esgotamento e extracdo envolvendo, por exemplo,
ajuste de pH, afim de melhorar o rendimento reacional, bem como ajustar a propor¢cao
estequiométrica dos reagentes. A FIGURA 4.93 traz a andlise por GC-MS, em que se
pode ver a isomeria geometrica envolvendo a ligacédo carbono nitrogénio, tendo-se dois

picos com tempo de retencdo de aproximadamente 13,7 e 13,9 minutos, em que se

encontra o m/z 251 [M+'] e 0 pico base m/z 151.
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FIGURA 4.93 — Analise por GC-MS do composto etil éter de oxima P-47.

A andlise do espectro de RMN de 'H da mistura diasteroisomérica do produto
reacional mostrou o sinal de hidrogénio do grupo metileno em C-5 em torno de 4,08
ppm bem como tripleto em 1,25 ppm relacionado com os hidrogénios da metila em C-6,
indicando a formacéo do etil éter de oxima (P-47). Os demais sinais da estrura puderam
ser vistos evidenciando-se o efeito dos pares de élétrons do atomo de oxigénio sobre

0s protons vizinhos desdobrando os sinais.
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FIGURA 4.94 — Anélise por RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da mistura de diasteroisdbmeros

do etil éter de oxima P-47.

No espectro RMN de C, foi possivel verificar os sinais caracteristicos da estrutura
do produto P-47, sendo que o deslocamento com valor de 156 ppm esté correlacionado
ao carbono iminico (C-2). No intervalo de deslocamento que vai de 147 a 111 ppm
apareceram seis picos que foram atribuidos aos atomos de carbono do anel aroméatico
e o0s dois sinais em torno de 55 ppm se referem aos carbonos dos grupamentos
metoxilas. Outro pico em 69 ppm esta correlacionado com o metileno diretamente
ligado ao &tomo de oxigénio (C-5). Na regido de deslocamento quimico em que
aparecem os carbonos com hibridizacdo sp® é possivel ver a duplicacdo dos sinais
indicando uma mistura de diasteroisdmeros apesar do sinal relacionado com o carbono
iminico ter sido Unico. Os picos em 14,97 e 14,63 ppm provavelmente estdo

correlacionados os com os carbonos das metilas em C-1 e C-6.
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FIGURA 4.95 — Espectro de RMN de **C (CDCl;, 400 MHz) do composto etil éter de
oxima (P-47).

C.2 — Obtencdo do (2 E/Z)-N-(benziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-
imina (P-33)
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A obtencdo do (2E/Z)-N-(benziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-33) foi
realizada através de uma reacdo de acoplamento, utilizando o cloreto de benzila e a
oxima P-20 como reagentes na propor¢cao estequeométrica de 1:5. O produto reacional,
sendo um oleo laranja foi obtido com 52% de rendimento. A FIGURA 4.96 traz a anélise

por GC-MS em que o pico com tempo de retencdo de aproximadamente 26,0 minutos,

se encontra o m/z 313 [M+'] e 0 pico base m/z 151 caracteristico.
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FIGURA 4.96 — Analise por GC-MS para o composto éter de oxima P-33.

Dos dados observados no espectro de RMN de *H da mistura de diastereoisémeros
do éter de oxima P-33, foi possivel observar a presenca do sinal dos hidrogénios do
grupo metileno H-5 em aproximadamente 5,0 ppm, que confirma a formacéo da ligacao
éter, FIGURA 4.97. Este sinal se mostra duplicado, mostrando a interferéncia dos pares
de elétrons do atomo oxigénio sobre os prétons vizinhos e que ha formacdo de um
esterioisbmero majoritariamente apos purificacdo do produto reacional. Na regido de
hidrogénios aromaticos, foi possivel ver além dos trés sinais 6,83; 6,81 e 6,72 ppm
todos integrando para um hidrogénio cada, que caracteriza o anel aromatico
trissubstituido, também foi possivel ver em torno de 7,24 a 7,35 ppm, cuja area integra
para cinco, os protons do anel monossubstituido da molécula, FIGURA 4.98. Nas
regides mais blindadas do espectro, é possivel ver a duplicacdo dos sinais dos protons
H-3 e H-4 da mistura de diasteroisomeros, em torno de 2,76 e 2,42 ppm; em 1,86 ppm
cuja area sob pico da 3 estd o sinal dos prétons H-1 da metila do composto P-33,
FIGURA 4.99.
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FIGURA 4.97 — Espectro de RMN de *H (Acetona-d, 400 MHz) para o composto éter de

oxima P-33.
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FIGURA 4. 98 — Regido de hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de *H

(Acetona-ds, 400 MHz) para o composto éter de oxima P-33.

139



o]

3.76
3.75
1.86

L
283

0 ©

r I Ty

75 % o3

}’LE i

|
el P JL
590 0.72 083117 3.02
|| [ |
35 3.0 25 2.0

Chemical Shift (ppm)

FIGURA 4.99 — Regifes mais blindadas do espectro de RMN de 'H (Acetona-dg, 400

MHz) para o composto éter de oxima P-33.

No espectro RMN de *3C, foi possivel verificar os sinais caracteristicos da estrutura
do produto P-33, sendo que o deslocamento com valor de 157 ppm esta correlacionado
ao carbono iminico (C-2). No intervalo de deslocamento que vai de 148 a 111 ppm
apareceram o0s picos que foram atribuidos aos atomos de carbono dos dois anéis
aromaticos da molécula P-33 e os dois sinais em torno de 55 ppm se referem aos
carbonos dos grupamentos metoxilas. Outro pico em 75 ppm esta correlacionado com o
metileno diretamente ligado ao atomo de oxigénio (C-5). Na regido de deslocamento
quimico em que aparecem os carbonos com hibridizacdo sp® pode-se ver os picos em

37, 32 e 14 ppm correlacionados os com os carbonos C-3, C-4 e C-1.
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FIGURA 4.100 — Espectro de RMN de **C (CDCls, 400 MHz) para o composto éter de
oxima P-33.

C.3 - Obtencéo do (2 E/Z)-N-(4-clorobenziloxi)-4-(3,4-
dimetoxifenil)butan-2-imina (P-36)
N
y o~
5(\\ 3
e
OH Br .0
CH; N” CH; \ N|
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A obtencdo do (2E/Z)-N-(4-clorobenziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-36)
foi realizada através de uma reacao de acoplamento, utilizando o brometo de para-cloro

benzila e a oxima P-20 como reagentes na propor¢do estequeométrica de 1:2. A
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FIGURA 4.101 traz a analise por GC-MS em que o pico com tempo de retencdo de
aproximadamente em 27,1 e 27,3 minutos, se encontra o m/z 347 [M+'] e 0 pico base

m/z 151 caracteristico.

3
1P Cl
X s A5
el
L0
CH, N
Cl) /;1\/“\
0,000,000}
1.0%% - R CH;
| s
/
o P-36
02 CH
3 MM= 347
‘"'I""\""\""I""I""I""I""I""Jll""I""\""I'
50 75 100 12.5 150 175 200 225 250 275 300 325 350
100.0] 191
75.0]
125
50.0
77 164
250
51 ‘ 04 1T? 2 _ 47
00 .!|.\\|_\11.|!\|_|,I|_|..|.. I.|_,\!.| 178, 208 oa3 s
=500 750 100.0 125.0 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500
10004 181
75.0
125
50.07
250
77 347
51 107 206 -
00 ol b Iﬁ].l Aoy o178, | 200 2[5 315 ) 293 450 . 67
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

FIGURA 4.101 — Analise por GC-MS do composto (2E/Z)-N-(4-clorobenziloxi)-4-(3,4-

dimetoxifenil)butan-2-imina (P-36).

Os dados do espectro de RMN de *H da mistura de diastereocisdbmeros do éter de
oxima P-36, mostram a presenca do sinal dos hidrogénios do grupo metileno H-5 em
aproximadamente 5,0 ppm, que confirma a formacéo da ligacdo éter, FIGURA 4.102.
Na regido de hidrogénios arométicos, foi possivel ver além os sinais dos trés
hidrogénios, que caracteriza o0 anel aromatico trissubstituido, também foi possivel ver
em torno de 7,24 a 7,34 ppm cuja area integra para cinco, os prétons do anel para
substituido da molécula, FIGURA 4.102. Nas regifes mais blindadas do espectro, é

possivel ver a duplicacdo de um dos sinais relacionados com os protons H-3 e H-4 da
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mistura de diasteroisdmeros, em torno de 2,76 e 2,46 ppm mostrando a prevaléncia de
um dos diasteroisbmeros; em 1,89 ppm cuja area sob pico é 2,2 esta o sinal dos
prétons H-1 da metila do composto P-36, FIGURA 4.103.
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FIGURA 4.102 — Espectro de RMN de *H (Acetona-ds, 400 MHz) para o composto éter
de oxima P-36.
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FIGURA 4.103 — Regifes mais blindadas do espectro de RMN de *H (Acetona-dg, 400

MHz) para o composto éter de oxima P-36
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No espectro RMN de *3C, foi possivel ver os sinais caracteristicos da estrutura do
produto P-36, sendo que o sinal com deslocamento quimico de 157 ppm € atribuido ao
carbono iminico (C-2). No intervalo de deslocamento que vai de 133 a 111 ppm
apareceram 10 picos relacionados com os atomos de carbono dos anéis aroméaticos, o
sinal em torno de 56 ppm se refere aos carbonos do grupamento metoxila. Outro pico
em 75 ppm pode ser atribuido ao metileno diretamente ligado ao a&tomo de oxigénio (C-
5). Na regido de deslocamento quimico em que aparecem o0s carbonos com
hibridizacdo sp® é possivel ver os sinais dos carbonos em C-3, C-4 e C-1, FIGURA
4.104.
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FIGURA 4.104 — Espectro de RMN de **C (CDCls, 400 MHz) para o composto éter de
oxima P-36.
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C4a - Obtencéo do (2 E/Z)-N-(4-bromobenziloxi)-4-(3,4-

dimetoxifenil)butan-2-imina (P-37)
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A obtencéo do (2E/Z)-N-(4-bromobenziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-37)
foi realizada através de uma reacdo de acoplamento, utilizando o brometo de para-
bromobenzila e a oxima P-20 como reagentes, na propor¢cdo estequeométrica de 1:2.
Devido ao erro na quantidade de hidréxido de potassio (KOH) utilizada no momento de
executar a reacao, 141 mg (2,5 mmol), ndo foi possivel acompanha-la muito bem por
CCD, sendo esgotada antes que se obtivesse um melhor rendimento para a formacgao
do produto desejado. A FIGURA 4.105, traz a analise por GC-MS em que 0 pico com
tempo de retencdo de aproximadamente 28 minutos, se encontra o m/z 313 [M*] e o
pico base m/z 151 caracteristico, indicando a formacdo do produto reacional.
Entretanto, o pico em torno de 18,7 minutos, que traz o m/z 223 [M+'] com pico base de
m/z 151 relacionada com a oxima P-20, aparece no cromatograma com grande
intensidade de sinal em relacdo ao produto reacional, mostrando grande sobra de
material de partida, sendo necessario otimizar as condi¢cdes de trabalho para melhorar o

rendimento da reacao e isolar o composto desejado.
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FIGURA 4.105 — Andlise por GC-MS do composto (2E/Z)-N-(4-bromobenziloxi)-4-(3,4-
dimetoxifenil)butan-2-imina (P-37)
C.5 - Obtencéo do (2 E/Z)-N-(4-nitrobenziloxi)-4-(3,4-

dimetoxifenil)butan-2-imina (P-35)
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A obtencéo do (2E/Z)-N-(4-nitrobenziloxi)-4-(3,4-dimetoxifenil)butan-2-imina (P-35) foi
realizada através de uma reacdo de acoplamento, utilizando o cloreto de para-
nitrobenzila e a oxima P-20 como reagentes, na propor¢cao estequeométrica de 1:2.
Para essa reacdo é necessario otimizar as condic6es de trabalho pois de acordo com

os dados no GC-MS e o espectro de RMN de *H o produto reacional ndo se formou.
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4.4.1- Obtencédo do derivado oximinico a partir de 6  -gingerol (2) e de

8-gingerol (5)

HO_
O OH N OH
HO /\/”\)\ HO /\/H\/L
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|

CH, (2): R=(CH,),CH, (refluxo) éH3 P-50: R=(CH,),CH,
(5): R=(CH,),CH, P-57:R=(CH,),CH,

No esquema reacional podemos ver as condicOes para se obter os derivados
oximicos utilizando o 6-gingerol (2) e o 8-gingerol (5) como material de partida. Para a
obtencdo do derivado oximico P-50, o produto reacional que se apresentou como um
0leo amarelo, foi alcancado com 44% de rendimento, a andlise por GC-MS mostrou um
pico em 19,9 minutos em que aparece o ion m/z 309 [M+'] e 0 pico base m/z 137 como
mostra a FIGURA 4.106. Os demais picos estdo relacionados com a desidratacédo e
degradacéo térmica do composto.
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FIGURA 4.106 — Analise por GC-MS para o composto (P-50).

Dos dados observados no espectro de RMN de *H da mistura de diastereoisémeros

do derivado oximico P-50, foi possivel observar na regido de hidrogénios aromaticos, o
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sinal dos trés prétons que caracteriza o anel trissubstituido da molécula, outro sinal com
valor de deslocamento de 3,89 ppm cuja area de integracao foi trés é caracteristico dos
protons da metoxila e o sinal do hidrogénio oximetinico aparece sobrepondo a este
sinal. Em 0,90 ppm ocorreu o sinal relacionado aos hidrogénios da metila terminal da
cadeia alifatica, em torna de 1,30 ppm ha um sinal largo provavelmente relacionado
com os hidrogénios metilénicos H6, H-7, H-8 e H-9 que integra para 11 hidrogénios
indicando a presenca de mistura diasteroisomeérica e a acdo dos pares de elétrons aos
prétons vizinhos. Os picos que aparecem entre 2,20 a 2,81 ppm provavelmente estédo
relacionados aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono o-carbonila e aos
hidrogénios H-1 e H-2, FUGURA 4.107.
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FIGURA 4.107 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) para o composto P-50.
O espetro de RMN *3C mostrado na FIGURA 4.108 para o derivado oximico P-50

mostra o pico do carbono iminico com deslocamento de 159 ppm, os seis carbonos
relacionados com anel aromatico da molécula ocorrem no intervalo entre 146 a 110
ppm. Em torno de 69 ppm pdde-se ver o pico relacionado com o carbono oximetinico e
em 55 ppm o carbono da metoxila. Na regido mais blindada do espectro, em torno de

14 ppm, esta o pico do carbono da metila e também foi possivel ver os demais sinais na
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regido de carbono sp?, relacionados com os carbonos metilénicos, todos duplicados por
se tratar de uma mistura diasteroisomeérica.
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FIGURA 4.108 — Espectro de RMN de **C (CDCl;, 400 MHz) para o composto P-50.

Para a obtencdo do derivado oximico P-57, a partir do derivado do 8-gingerol, o
produto reacional que se apresentou como um 6leo amarelo, foi alcancado com 84% de
rendimento bruto, sem purificagdo por cromatografia em coluna. A analise por GC-MS
nao trouxe dados relevantes que pudessem confirmar a formacdo do produto P-57,
provavelmente devido a degradacgdo térmica do composto no injetor do cromatégrafo,
como se pode ver na FIGURA 4.109. No espectro de RMN de *H para o composto P-57
foi possivel observar na regido de hidrogénios aromaticos, o sinal dos trés prétons que
caracterizam o anel trissubstituido da molécula, outro sinal com valor de deslocamento
de 3,88 ppm cuja area de integragao foi trés é caracteristico dos protons da metoxila e
o sinal do hidrogénio oximetinico aparece sobrepondo a este sinal. Em 0,88 ppm
ocorreu o sinal relacionado aos hidrogénios H-12 da metila terminal da cadeia alifatica,
em torno de 1,28 ppm ha um sinal largo que integra para 12 sendo provavelmente
relacionado com os hidrogénios metilénicos de H6 a H-11. Os picos que aparecem
entre 2,20 a 2,81 ppm estdo relacionados aos hidrogénios metilénicos ligados ao
carbono a-carbonila e aos hidrogénios H-1 e H-2
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FIGURA 4.109 — Analise por GC-MS para o composto P-57.
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FIGURA 4.110 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) para o composto (P-57).

O espectro de RMN de **C mostrado na FIGURA 4.111 para a mistura dos
diasteroisébmeros do derivado oximico P-57, mostra o pico relacionado com o carbono

iminico em 160 e 159 ppm; os sinais relacionados com anel aromatico da molécula
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ocorrem no intervalo entre 146 a 110 ppm. Em torno de 69 e 68 ppm pdde-se ver 0s
picos relacionados com o carbono oximetinico da mistura de estéreoisbmeros e em 55
ppm o carbono da metoxila. Na regido mais blindada do espectro, em torno de 14 ppm,
esta o pico do carbono da metila e também foi possivel ver os demais sinais na regiao
de carbono sp?, relacionados com os carbonos metilénicos, todos duplicados por se

tratar de uma mistura de diasteroisbmeros.
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FIGURA 4.112 — Espectro de RMN de **C (CDCl;, 400 MHz) para o composto (P-57).

4.5 — Ensaios bioquimicos e biolégicos

A — Ensaio de inibicdo enzimatica frente as catepsi  nas

O décimo dia do extrato aquoso (Aq), que se tratava do fluido da cultura, do extrato
em acetato de etila (Ac) tanto dos metabdlitos produzidos pelo fungo ou dos produtos
de biotransformacéo dos substratos, bem como do extrato metandlico (MM) da massa
micelial, seja pelos experimentos conduzidos com o fungo Colletotrichum
gloesporioides, quanto para 0s experimentos conduzidos com o fungo Fusarium
oxysporum, foram ensaiados frente a inibicdo da catepsina V. Todos os extratos foram

ensaiados a concentracao de 125 pg/mL no poco da placa de Eliza. Na FIGURA 4.113,
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podemos ver que em cor azul se faz referéncia aos ensaios conduzidos com o fungo

Fusarium oxysporum e em vermelho com o fungo Colletotrichum gloesporioides.
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FIGURA 4.113 — Ensaio da porcentagem de inibicdo dos extratos Ac, Aq e MM dos

experimentos conduzidos com o fungo Fusarium oxysporum, em vermelho e com o

fungo Colletotrichum gloesporioides, em azul.

O extrato em acetato de etila (Ac) dos metabdlitos produzidos pelo fungo F.

oxysparum apresentou menos do que 5% de inibicdo da catepsina V. O extrato em

acetato de etila (Ac) dos produtos de biotransformacéo do 6-gingerol (2) e do 6-shogaol

(4) por F. oxysparum apresentou em torno de 40% de inibicdo. O 6-shogaol (4) diluido

em DMSO, apresentou mais de 80% da inibicdo da catepsina V.

Os valores que ndo aparecem tratam-se dos extratos ou substancias sem qualquer

atividade, o extrato acetato de etila (Ac) da biotransformag&o da zingerona pelo fungo

C. gloesporioides foi o que apresentou maior atividade de inibicdo, em torno de 80%

frente a catepsina V, FIGURA 4.113, sendo maior do que a producdo dos proprios

metabdlitos do fungo, que apresentou uma inibicdo da catepsina V em torno de 60%.

Neste ensaio ainda é necessario avaliar os extratos do controle B, o controle de

degradacédo de cada substancia, para considerar a influéncia do meio de cultura na
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atividade de inibicdo da zingerona (1). Um dos produtos principais da biotransformacao
da zingerona (1) foi a reagdo de acoplamento oxidativo aromatico formando o seu
dimero, uma vez que foi isolado se torna importante ensaiar frente a catepsina V para
confirmar se realmente € o dimero responsavel pela atividade de inibicdo do extrato Ac
de tal experimento. Outros ensaios de inibicdo frente outras catepsinas, comoaKe al,

também deveriam ser feitos, e outras catepsinas disponiveis no laboratorio.

B — Teste de disco-difusdo em meio sélido

No teste de avaliacdo do possivel halo de inibicdo sobre os fungos Colletotrichum
gloesporioides e Fusarium oxysporum o controle ocupou toda extenséo da placa desde
as primeiras 24 horas. Para o composto etil éter de oxima P-47 ndo houve nenhum halo
de inibicdo mas para o derivado oximico do 8-gingerol (P-57), o halo de inibicdo médio

foi de 2,65 cm nas primeiras 24 hs e de 1,50 cm em 72 horas.

_'I Controle

| Controle

FIGURA 4.114 — Halo de inibicdo para o derivado oximico do 8-gingerol (P-57) sobre o

fungo C. gloesporioides.

No trabalho de MARTINEZ et al. 2003, a expressao de cistina (HV-CPI) em cevada
geneticamente modificada inibiu o crescimento de fungos fitopatopatogénicos da
espécie Colletotrichum graminicola. Uma série de cistina recombinante de cevada
foram gerados e suas propriedades de inibicdo de cisteino-proteinases foram avaliadas
sendo um fator importante na determinacdo de propriedades antifingicas. De acordo
com VALDES-RODRIGUEZ et al. 2010, a cistatina de amaranto inibiu a papaina, a
ficina e a catepsina L. Também foi capaz de deter o crescimento de fungos de Fusarium
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oxysporum. Diante desses dados e do resultado obtido, outros ensaios de inibicdo de
crescimento do fungo devem ser realizados para o composto P-57, para confirmar a
atividade antifungica de tal derivado e se existe alguma relacdo com a propriedade de

inibicdo de cisteino-proteinase.

154



5 — CONCLUSOES

A escolha do uso de células totais do fungo fitopatogénico, Colletotrichum
gloesporioides, como biocatalisador em reacbes para promover modificacdes
estruturais dos compostos isolados do gengibre apresentou resultados satisfatorios. A
principal transformacdo quimica observada a partir dos sistemas fendlicos, como por
exemplo a zingerona (1), foi a dimerizacdo por acoplamento oxidativo aromatico,
provavelmente realizada por enzimas oxidases como o sistema de lacases. O dimero
da zingerona (1), além de ser detectado por técnicas de LC-MS, também foi isolado e
identificado por ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio e caracterizado por
espectrometria de massas de alta resolugcdo. Outra modificagdo observada e que foi
realizada pelo fungo se tratou da reacédo de Baeyer Villiger seguida por hidrélise sobre a
cadeia lateral do 6-gingerol (2) formando um alcool com 168 Da e o seu dimero & que
foi detectado por técnicas de LC-SPE-NMR além do LC-MS. A dupla ligacdo da cadeia
do 6-shogaol (4) néo interferiu na acdo do pool enziméatico do fungo Colletotrichum
gloesporioides, sendo possivel detectar o alcool com 168 Da. A grande vantagem
destes resultados € que o fungo que foi utilizado neste trabalhado faz parte da
microbiota que causa doenca de plantas que ocorrem no territdrio nacional. Isso
contribui para o estudo do potencial biotecnoldgico de tais microorganismos, que ainda
precisa ser explorada como um campo promissor para canditados a novos
biocatalisadores afim de promover transformagfes quimicas em moléculas organicas
com aplicabilidade em induastria farmacéutica ou de polimeros, por exemplo, ja que o
fungo Colletotrichum gloesporioides é passivel ao cultivo em larga escala através do
uso de biorreatores.

A técnica de LC-SPE/NMR foi muito valiosa para o estudo dos produtos de
biotransformacao sem a necessidade de isolamento de bancada a partir de quantidades
pequenas, aproximadamente 5 mg do extrato bruto, sendo que a identificacdo dos
produtos de biotransformacdo do 6-gingerol (2) no extrato acetato de etila (Ac) foi
realizada em quantidades em torno de 200 pg. A otimizacdo da separagdo
cromatogréafica somada a otimizagédo dos parametros de retencdo por SPE foi essencial

para conduzir aos bons resultados do trabalho, sendo que a técnica hifenada LC-
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SPE/NMR se mostrou uma ferramenta valiosa na area de produtos naturais, ja que
substancias organicas podem ser identificadas de forma rapida, segura e reprodutivel.

No estudo de metabolismo ou de biotransformacdo, normalmente se detectam
metabolitos em pequenas quantidades e outra técnica hifenada, o LC-MS, foi
eficientemente empregada para alcancar os resultados desse trabalho, seja com o
analisador de massas do tipo triplo-quadrupolo ou ion trap. Outra vantagem destas
duas técnicas foi 0 uso do eletronspray como fonte de ionizacdo que possibilita uma
ionizacdo branda, sendo pouca fragmentagéo é obtida no processo. Essa ferramenta foi
muito 0til para identificar os derivados por biotransformacdo dos compostos
relacionados com o gingerol, por se tratar de substancias termicamente labeis que
muitas vezes ndo podem ser prontamente detectadas por analise em GC-MS.

Outro resultado obtido no desenvolvimento deste projeto foi o halo de inibigéo contra
a proliferacdo do fungo Colletotrichum gloesporioides apresentado pelo derivado
oximico do 8-gingerol, P-57. Os demais compostos obtidos por rea¢des de semi-sintese
foram moléculas com padrdo estrutural inédito, de facil obtencdo e com bom
rendimento global das etapas de sintese. Apesar do estudo de modelagem molecular
indicar boa complementariedade a um modelo de cisteinil-protease, como a catepsina
K, nenhum dos derivados testados apresentou porcentagem de inibicdo das catepsinas
V e B mas ainda precisam ser testados contra a catepsina K. E necessario ampliar a
série sintetizada, bem como ensaiar os compostos que ndo foram avaliados tanto na
inibicho de catepsinas quanto a potencial de inibicdo do crescimento micelial dos
fungos fitopatogénicos como por exemplo, o C. gloeosporioides seja pelo teste de

difusdo em disco ou outros tipos de ensaios.
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