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“The scientist does not study nature because it is useful to do so. He studies it because he takes
pleasure in it, and he takes pleasure in it because it is beautiful. If nature were not beautiful it would
not be worth knowing, and life would not be worth living. | am not speaking, of course, of the beauty

which strikes the senses, of the beauty of qualities and appearances. | am far from despising this,

but it has nothing to do with science. What | mean is that more intimate beauty which comes from

the harmonious order of its parts, and which a pure intelligence can grasp.”

Henri Poincaré
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RESUMO

Semioquimicos de opilides da familia Gonyleptidae (Arachnida: Opiliones)

Esse trabalho consiste no estudo de secrec6es defensivas de 18 espécies
de opilides da familia Gonyleptidae. A composicao quimica das secre¢des dessas
espécies foi investigada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Os compostos encontrados nas espécies estudadas se dividem
em trés classes principais: cetonas, quinonas e fendis. Analises de ressonancia
magnética nuclear (RMN) das secrecdes de trés dessas espécies (Gonyleptes
saprophilus, Magnispina neptunus e Progonyleptoidellus striatus) permitiram a
caracterizagdo de cinco compostos: 4-metilex-1-en-3-ona, 2-metil-1,4-
benzoquinona, 2-etil-1,4-benzoquinona, 2,5-dimetilfenol e 2,3,6-trimetilfenol.
Foram sintetizadas duas vinil cetonas encontradas nas secrecdes estudadas: 4-
metilex-1-en-3-ona e 5-metilex-1-en-3-ona. Essas cetonas foram caracterizadas e
confirmou-se sua presenga nas secregdes de seis das espécies estudadas. Os
demais compostos tiveram suas estruturas sugeridas baseando-se nos dados de
espectrometria de massas e/ou coinjecdo em CG-EM com padrées. Além disso,
foram realizados ensaios de atividade inibitéria frente a diversos micro-organismos
usando padrées sintéticos de compostos presentes nas secregdes,

representativos das trés classes quimicas encontradas.

Palavras-chave: ecologia quimica, defesas quimicas, opilides
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ABSTRACT

Harvestmen semiochemicals of the family Gonyleptidae
(Arachnida: Opiliones)

This work consists on the study of defensive secretions from 18 harvestmen
species belonging to the family Gonyleptidae. The chemical composition of these
secretions was investigated by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS). The identified compounds can be divided in three main classes: ketones,
quinones and phenols. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) analyses of
secretions from three species (Gonyleptes saprophilus, Magnispina neptunus and
Progonyleptoidellus striatus) allowed the characterization of five compounds: 4-
methylhex-1-en-3-one, 2-methyl-1,4-benzoquinone, 2-ethyl-1,4-benzoquinone, 2,5-
dimethylphenol, and 2,3,6-trimethylphenol. Two vinyl ketones found in the studied
secretions were synthesized: 4-methylhex-1-en-3-one and 5-methylhex-1-en-3-
one. These ketones were characterized and their presence in secretions of six
species was confirmed. The other compounds had their structures suggested
based on mass spectrometry data and/or GC-MS coinjection with standart
samples. Moreover, inhibitory activity assays against microorganisms were
performed with synthetic standarts of compounds found in the secretions,

representatives of the three identified chemical classes.

Key-words: chemical ecology, chemical defenses, harvestmen
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INTRODUCAO

Em um ecossistema, no qual varios organismos vivos interagem entre si, €
fundamental a comunicagdo entre os mesmos. A comunicagdo entre diferentes
individuos requer o uso de sinais que se classificam basicamente em trés grupos:
mecanicos (aclsticos e vibracionais), visuais e quimicos.' A comunicacdo quimica
permeia todos os niveis de organizagao bioldgica, desde a regulacdo de células e
6rgaos que compbébem um organismo, até as interacdes ecoldgicas entre
individuos.?

A ecologia quimica € a disciplina responsavel pelo estudo dos sinais
quimicos envolvidos nas interagbes entre 0os organismos, contemplando tanto a
caracterizacdo quimica dessas moléculas quanto a informacdo que as mesmas
transmitem.>

Os compostos quimicos envolvidos na comunicacdo sdao chamados de
semioquimicos (do grego semeion = sinal) e normalmente sdo subdivididos de
acordo com sua acdo intraespecifica (feroménios) ou interespecifica
(aleloquimicos). Os feromdnios (do grego pherein = carregar, € horman = excitar)
sdo divididos de acordo com sua funcdo (sexuais, de alarme, de trilha, entre
outros), enquanto os aleloquimicos sao classificados de acordo com os custos e
beneficios relativos ao emissor e ao receptor. Alomonios sdo benéficos somente
para o emissor e incluem compostos de camuflagem e defesa em geral.
Cairombnios apresentam beneficios somente para o receptor e abrangem sinais
usados para a selecdo de hospedeiros e localizacdo de presas. Sinoménios
beneficiam ambos emissores e receptores e estdo envolvidos em interacdes

simbidticas (Esquema 1).*

! Greenfield, M.D. Communication in a Lilliputian World pp. 3-8. In: Signalers and Receivers — mechanisms and evolution of
arthropod communication. New York: Oxford University Press, 2002.

2 Penn, D.J. Chemical communication: five major challenges in the post-genomic age pp 9-18. In: Chemical Ecology From
Gene to Ecosystem. Dordrecht: Springer, 2006.

8 Eisner, T.; Meinwald, J. Preface In: Chemical Ecology: The Chemistry of Biotic Interaction. Washington: National Academy
Press, 1995.

* Francke, W.; Schulz, S. Pheromones pp. 197-261. In: Comprehensive Natural Products Chemistry. Vol. 8 Miscellaneous
Natural Products Including Marine Natural Products, Pheromones, Plant Hormones, and Aspects of Ecology. Amsterdam:
Pergamon Press, 1999.
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[ Semioquimicos

Interagéo / \ Interagéo
intraespecifica i ifi

—

interespecifica

Feromdnios Aleloquimicos

(-/+) +/+

Sexua|s Aloménios

(+/-)

Esquema 1. Classificacao de alguns semioquimicos pela sua fungao (feroménios) e beneficios (+)

e custos (-) para emissor e receptor (emissor/receptor) (aleloquimicos)

A classificagdo tradicional de semioquimicos® representa um sistema (Util,
mas que pode ser confuso uma vez que repousa na fungéo biolégica dos sinais
quimicos. Um predador pode localizar a sua presa se orientando pelos seus
feromonios (que agiriam também cairoménios nesse caso). Um feromonio de uma
espécie de presa também pode ser produzido por predadores para atrai-la
(constituindo assim um aloménio)*. Essa classificagdo também tem como critério a
origem dos sinais, 0 que pode torna-la ambigua especialmente em interagdes que
envolvem mais de dois niveis troficos.®

Dicke e Sabelis® sugeriram uma nova terminologia, subtituindo
“semioquimicos” por “infoquimicos”. Segundo os autores, a classificacdo dos
infoquimicos deve ser baseada nos custos e beneficios da interacdo para ambos
0s organismos, em vez de levar em conta a origem dessas substancias. Dessa
maneira, deve-se avaliar se o infoquimico evoca no receptor uma resposta
comportamental e/ou fisiolégica que é adaptativamente favoravel ou ndo para
cada um dos dois organismos envolvidos. Esse critério ja vinha sendo usado na
classificacao de aleloquimicos, mas pode ser estendido para os feroménios, uma
vez que a selegcao natural atua no nivel dos individuos, e ndo da espécie. Além

® Nordlund, D.A.; Lewis, W.J. J. Chem. Ecol. 1976, 2, 211-220.
® Dicke, M.; Sabelis, W.M. Functional Ecology 1988, 2, 131-139.
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disso, esse sistema ndo considera a origem dos compostos e, portanto inclui o
papel de outros organismos além dos produtores/emissores ou receptores na
producao dos infoquimicos. Essa terminologia € especialmente Gtil em casos onde
os infoquimicos sdo produzidos por micro-organismos e medeiam interagdes entre
outros dois organismos.

Tradicionalmente, o metabolismo dos organismos € dividido em dois
grupos: metabolismo primario e secundario. O metabolismo primério engloba o
conjunto de rotas responsaveis pela sintese e degradagdo de compostos
envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reprodugcdo normais de um
organismo, como carboidratos, aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, entre
outros. O metabolismo secundario é responsavel pela producdo de compostos
envolvidos em interacdes com outros organismos (semioquimicos) e sinalizacéo,
apesar de muitos metabdlitos secundarios terem fungbes ainda desconhecidas.
Outro conceito é de que o metabolismo primario compreende todas as reacoes e
compostos essenciais para a vida da célula, e o metabolismo secundario é
responsavel pelos processos e compostos necessarios para manter a vida do
organismo como um todo’.

Os metabdlitos primarios sdo comumente encontrados em todos o0s
organismos®, enquanto os produtos do metabolismo secundario apresentam
distribuicdo muito mais restrita do ponto de vista taxonémico.” No entanto, a
distincdo entre metabdlitos primarios e secundarios nem sempre € muito clara. Por
exemplo, os acidos graxos, acucares e esterdides encontram-se amplamente
distribuidos em estruturas fundamentais e deveriam ser considerados metabdlitos
primarios. Porém, alguns desses tém distribuicdo mais restrita e atividades
biolégicas especificas, 0 que os caracterizaria como metabdlitos secundarios®.

Alguns autores modernos rejeitam essa divisdao do metabolismo por néo
levar em consideracdo os mecanismos evolutivos envolvidos. Segundo Firn e

Jones'®, o metabolismo deve ser visto como um todo e englobar a biossintese de

" Morgan, D. Biosynthesis in insects: Advanced Edition. Cambridge: Royal Society of Chemistry, 2010.

8 Dewick, P.M. Medicinal Natural Products: a Biosynthethic Approach. 32 ed. New York: John Wiley & Sons, 2009.

° Berenbaum, M.R. The Chemistry of Defense: Theory and Practice. pp. 1-16. In: Chemical Ecology: The Chemistry of Biotic
Interaction. Washington: National Academy Press, 1995.

"% Firn, R.D.; Jones, C.G. J. Exp. Botany 2009, 60, 719-726.
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todas as estruturas quimicas. Esses autores afirmam que as diferencas entre as
varias rotas metabdlicas existentes devem-se as diferentes pressdes evolutivas
sobre as mesmas.

Tendo em vista as divergéncias na literatura, torna-se necessario definir a
terminologia usada nesse trabalho. Sera empregado o termo “semioquimicos”, no
sentido tradicional de “composto envolvido nas interacbes quimicas entre

organismos”"’

, mas com a flexibilidade para incluir os conceitos de custos e
beneficios propostos por Dicke e Sabelis®. Também sera utilizado o termo
“metabolismo secundario” relacionando-se ao conjunto de rotas e compostos com
ocorréncia mais restrita entre os organismos, dando destaque para o0s

semioquimicos.
1.1. Aspectos da biologia de opilices

A classe dos aracnideos (Arachnida) faz parte do filo Arthropoda e do sub-
filo Chelicerata, reunindo mais de 100.000 espécies entre aranhas, escorpides,
acaros, carrapatos, opilibes e outros. Os representantes dessa classe se
caracterizam por possuirem quatro pares de pernas, dois pares de apéndices
(queliceras e pedipalpos) adaptados para alimentacao, defesa e/ou percepcao e
apresentarem o corpo dividido em dois segmentos: prossoma (ou cefalotérax) e
opistossoma (ou abdémen).

A ordem Opiliones compreende cerca de 6.000 espécies descritas,
distribuidas em 45 familias e 1.500 géneros e divididas em quatro sub-ordens:
Cyphophtalmi, Laniatores, Eupnoi e Dyspnoi (Esquema 2). Ela também constitui,
depois das ordens Acari (4caros e carrapatos) e Araneae (aranhas), a terceira
maior ordem da classe Arachnida. Entretanto, a fauna das regides tropicais da
Asia, Africa e América Latina provavelmente engloba varias outras espécies
desconhecidas, de modo que a diversidade dessa ordem pode ultrapassar 10.000
espécies'?.

" Nordlund, D.A.; Lewis, W.J. J. Chem. Ecol. 1976, 2, 211-220.
'2 Machado, G.; Pinto-Da-Rocha, R.; Giribet, G. What are harvestmen? pp. 1-13. In: Harvestmen: The Biology of Opiliones.
Massachusetts: Harvard University Press, 2007.
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Filo: Arthropoda
Classe: m

Eupn0| Lanlatores
Sub-ordens

Dyspn0| Cyphophtalm|

Esquema 2. Individuo da espécie Sodreana sodreana e classificagdo taxonémica da ordem

Opiliones, com sua divisio em quatro sub-ordens'?

Os opilies geralmente vivem em habitats Umidos e sombreados: sob
pedras ou toras, na serrapilheira, na vegetacdo ou em cavernas. A maioria das
espécies de opilides apresenta habitos noturnos, escondendo-se durante o dia. A
sua dieta consiste basicamente de pequenos artrépodes e outros invertebrados,
carcacas de animais, plantas ou fungos'®'3.

Enquanto os demais aracnideos secretam enzimas sobre suas presas e
posteriormente sugam o alimento pré-digerido, os opilides ingerem a comida
diretamente em pequenas particulas apés a mastigacdo. Essa forma de
alimentacdo dos opilides, juntamente com sua dieta onivora, é responsavel pela
exposicdo dos mesmos a diversos parasitas e patdgenos. Além desses, 0s
opilibes ainda apresentam uma vasta gama de inimigos naturais como passaros,

sapos, mamiferos, aranhas e formigas.'?

1.2. Estratégias de defesa de opilides

by

Frente a grande diversidade de inimigos naturais, os opilides
desenvolveram diversas formas de defesas comportamentais, morfoldgicas e

'3 Eisner, T.; Alsop, D.; Meinwald, J. Secretions of opilionids, whip scorpions and pseudoscorpions. pp. 87-99. In: Handbook
of Experimental Pharmacology (Arthropod Venoms), vol. 48. Berlim: Springer-Verlag, 1978.



quimicas'®. Essas defesas tém como objetivo diminuir a chance de encontro com
um predador e/ou aumentar as chances de sobrevivéncia em tais encontros'.

Uma das caracteristicas exploradas por diversas espécies de opilibes € a
coloragao criptica, que consiste na semelhanca do animal com parte do seu
ambiente de modo a dificultar sua localizagdo pelos predadores. Algumas
espécies apresentam coloracdo escura ou irregular que serve como camuflagem
quando o animal esta em repouso .

Por outro lado, algumas espécies apresentam padrbes de coloragéao
vibrantes e conspicuos, que alertam o0s potenciais predadores da sua
impalatabilidade ou toxicidade. Esse mecanismo, chamado aposematismo,
depende do aprendizado dos predadores que a espécie de opilido € impalatavel
(normalmente devido a suas defesas quimicas), relacionando isso com suas
caracteristicas conspicuas memoraveis, reconhecendo a presa e evitando-a em
futuros encontros'. Muitas das espécies de opilides que apresentam essas
caracteristicas possuem habitos diurnos'.

Outros mecanismos de defesa de opilides incluem a tanatose, na qual o
animal simula sua morte, mantendo-se rigido e com suas pernas retraidas ou
esticadas de maneira caracteristica; e a autotomia de pernas, que consiste na
separacao voluntaria de uma perna, sem extravazamento de hemolinfa, sendo que
a perna autotomizada mantém um movimento ritmico, distraindo o predador e

permitindo a fuga do opilido™.
1.2.1. Defesas quimicas em opiliées

Os integrantes de todas sub-ordens da ordem Opiliones (Cyphophtalmi,
Laniatores, Eupnoi e Dyspnoi) apresentam um par de glandulas exdcrinas nas
laterais dorsais do cefalotérax'®. Essas glandulas sdo responsaveis pela produgéo
de secrecbes constituidas majoritariamente por compostos volateis e que

apresentam funcdo defensiva, embora outras fungdes sejam propostas, como

" Townsend, C.R.; Begon, M.; Harper, J.L. Fundamentos em Ecologia. Porto Alegre: Artmed, 22 Ed., 2006.
'S Gnaspini, P.; Hara, M.R. Defense mechanisms pp. 374-399. In: Harvestmen: The Biology of Opiliones. Massachusetts:
Harvard University Press, 2007.
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agregacdo e alarme'®. A liberacdo de compostos quimicos é a estratégia de
defesa mais estudada dos opilibes e € considerada a mais efetiva dentre as sub-
ordens Cyphophtalmi e Laniatores'.

Dentre os Laniatores, geralmente um fluido entérico composto basicamente
por agua é liberado pela boca e escorre até as aberturas das glandulas por
capilaridade através de canais nas laterais do corpo (Figura 1). Os compostos
armazenados nas glandulas sdo entdo liberados e dissolvidos nesse fluido,
formando goticulas que podem ser posteriormente espalhadas pelo corpo,
formando um “escudo quimico” ou entdo pinceladas diretamente no agressor com
o auxilio das pernas.'” E possivel também o controle da quantidade de secrecdo
liberada, permitindo que o opilido responda de acordo com a intensidade do
estimulo.'® Além disso, em alguns casos a secregdo pode ser liberada na forma de
um jato direcionado ao agressor, ndo havendo a diluigdo prévia das substancias

de defesa (Figura 2)."

Figura 1. Mecanismo de liberacao da secrecao de Acanthopachylus aculeatus. (a) o fluido entérico
(vermelho) é liberado e dirigido por canais até as laterais do corpo; (b) o fluido passa ao longo da
carapaca pela abertura das glandulas exécrinas; (c) a secrecao defensiva (azul) é liberada sobre o

efluente oral; (d) a mistura se acumula nos canais da c:arapag;a.19

' Machado, G.; Bonato, V.; Oliveira, P.S. Naturwissenschaften 2002, 89, 357-360.
'7 Acosta, L.E.; Poretti, T.I.; Mascarelli, P.E. Bonn. Zool. Beitr. 1993, 44, 19-31.
'8 Eisner, T.; Kluge, F.; Carrel, J.E.; Meinwald, J. Science 1971, 173, 650-652.
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Figura 2. Mecanismos de liberacdo da secrecdo em opilides: (a) formacdo de gotas em
Acanthopachylus aculeatus' e (b) liberacéo de jato em Goniosoma spelaeum.'

Embora os primeiros relatos da liberacdo de defesas quimicas por opilides
e estudos morfoldgicos das glandulas datem do inicio do século XVIII, a natureza
quimica dessas secrecoes defensivas permaneceu desconhecida até a metade do

século XX. Em 1955, Estable e colaboradores®®?!

caracterizaram quimicamente a
secrecao defensiva de Acanthopachylus aculeatus (Laniatores: Gonyleptidae),
identificando a quinona 2,3-dimetil-1,4-benzoquinona como composto majoritario,
além de 2,5-dimetil-1,4-benzoquinona e 2,3,5-trimetil-1,4-benzoquinona como
minoritarios.

A composicao quimica das secrecgdes de defesa de opilides varia de acordo
com os diversos taxons. Os membros da sub-ordem Cyphophtalmi apresentam
diversas metil cetonas saturadas e insaturadas e naftoquinonas.?®®® Entre os
Eupnoi foram identificadas cetonas e alcodis ramificados®*, bem como
naftoquinonas.®® A sub-ordem Dyspnoi somente recentemente teve a natureza

quimica das secrecbes defensivas estudada, sendo reveladas naftoquinonas e

'? Eisner, T.; Rossini, C.; Gonzélez, A.; Eisner, M. J. Exp. Biol. 2004, 1313-1321.

2 Estable, C.; Ardao, M.1.; Brasil, N.P.; Fieser, L.F.; J. Am. Chem. Soc. 1955, 77,4942.

2 Fieser, L.F.; Ardao, M.l. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 774-781.

2 Raspotnig, G.; Fauler, G.; Leis, M.; Leis, H. J. Chem. Ecol. 2005, 31, 1353-1368.

% Jones, T.H.; Shear, W.A.; Giribet, G. J. Arachnol. 2009, 37, 147-150.

% Ekpa, O.; Wheeler, J.W.; Cokendolpher, J.C; Duffield, R.M. Comp. Biochem. Physiol. 1985, 81B, 555-557.
% Wiemer, D.F.; Hicks, K.; Meinwald, J.; Eisner, T. Experientia 1978, 34, 969-970.
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antraquinonas como constituintes dessas.?® As duas infra-ordens dentro da sub-

ordem Laniatores (Grassatores e Insidiatores) podem ser distinguidas pelas

classes de compostos encontrados em suas secregdes. De maneira geral os

Grassatores apresentam majoritariamente benzoquinonas, fenéis e cetonas como

15,27

compostos de defesa ™', enquanto os Insidiatores produzem diversos

terpendides e alcaléides (Esquema 3).28%°

Cyphophtalmi

s p\

S [ce e

H
. 0
Eupnoi L Dyspnoi
' 0 0o ;o '
1 OH 1 1 1
1 1 1 P
' ;o N~
. @ Q;\Av@( . .
0 0 Lo o :
1 : 1 AN :
: o ! : T( ‘ "‘ 1
! SAA~ L 0 7 :
o Grassatores _________ }oh....___Insidiatores :
Laniatores

Esquema 3. Compostos caracteristicos de secregcbes de opilibes das

Cyphophtalmi®®*®, Eupnoi'®?®, Dyspnoi*® e Laniatores®®?%303':32.%3

% Raspotnig, G.; Leutgeb, V.; Schaider, M.; Komposch, C. J. Chem. Ecol. 2010, 36, 158-162.
# Hara, M.R.; Cavalheiro, A.J.; Gnaspini, P.; Santos, D.Y.A.C. Biochem. Syst. Ecol. 2005, 33, 1210-1225.
% Ekpa, O.; Wheeler, J.W.; Cokendolpher, J.C; Duffield, R.M. Tetrahedron Lett. 1984, 25, 1315-1318.

® Raspotnig, G.; Schaider, M.; Féttinger, P.; Komposch, C.; Karaman, I. J. Chem. Ecol. 2011, 37, 912-921.

% Machado, G.; Carrera, P.C.; Pomini, A.M.; Marsaioli, A.J. J. Chem. Ecol. 2005, 31, 2519-2539.
8" Machado, G.; Pomini, A. M. Biochem. Syst. Ecol., 2008, 36, 369-376.

sub-ordens

% Pomini, A. M.; Machado, G.; Pinto-Da-Rocha, R.; Macias-Ordéfiez, R.; Marsaioli, A. J. Biochem. Syst. Ecol., 2010, 38,

300-308.

% Rocha, D.F.O., Hamilton, K., Gongalves, C.C.S., Machado, G., Marsaioli, A.J. J. Nat. Prod. 2011, 74, 658-663.
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O mecanismo de liberacao das secrecoes de defesa normalmente inclui sua
mistura com o fluido entérico aquoso, o que é favoravel uma vez que causa a
diluicdo de compostos que requerem custos elevados de producdo. Além disso,
alguns compostos, como as quinonas, sdo instaveis em solugdo aquosa e,
portanto, ndo podem ser armazenados nessa forma'®'é,

Varios estudos ja foram realizados para testar a eficacia das secrecoes de
opilibes como mecanismo de defesa. Experimentos comprovaram a acao
repelente dessas defesas frente a formigas, aranhas, sapos e lagartos'® 193034
mas estas ndo se mostraram efetivas frente a gambas, cuja dieta inclui opilides.
Em varios casos, juntamente com a repeléncia, foram observadas também
respostas aversivas como limpeza da boca e pernas.

Eisner e colaboradores' testaram a eficacia da secrecdo do opilido
Acanthopachylus aculeatus frente a aranha Lycosa ceratiola. O predador
alimentou-se normalmente ao serem oferecidas larvas de besouro com secregao
do opilido adicionadas a sua superficie. Porém, ao confrontar as aranhas com o
préprio A. aculeatus, observou-se a rejeicao deste como presa apds a aranha
toca-lo com as pernas, mesmo sem haver liberagcdo de secrecdo. Os autores
sugerem que possa haver outros sinais quimicos presentes no tegumento que séao
responsaveis por essa repeléncia. Outra possibilidade é uma acao residual da
secrecdo e/ou sua liberagdo em quantidades pequenas constantemente, o que
criaria um “escudo quimico” persistente, embora visualmente nio detectavel®.

Também ¢é proposto que essas secrecoes defensivas possam oferecer
protecdo frente a micro-organismos, uma vez que a exposicado aos mesmos €
maior nos habitats Umidos e escuros preferidos por opilides®>*. Entretanto, ha
relativamente poucos relatos sobre patdégenos de opilides na literatura. Estable e
colaboradores®®, em seu trabalho pioneiro de caracterizagdo quimica da secregdo
defensiva de Acanthopachylus aculeatus, mostraram que essa secrecao
apresenta atividade contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e

protozodrios. Além disso, ao administrar essa secre¢cdo composta por quinonas a

3% Duffield, R.M.; Olubajo, O.; Wheeler, J.W.; Shear, W.A. J. Chem. Ecol. 1981, 7, 445-452.

% Cokendolpher, J.C.; Mitov, P.G. Natural Enemies pp. 339-373. In: Harvestmen: The Biology of Opiliones. Massachusetts:
Harvard University Press, 2007.

% Cokendolpher, J.C. J. Arachnol. 1993, 21, 120-146.
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ratos infectados com parasitas intestinais, os ratos toleraram as substancias
enquanto os protozodrios foram destruidos. Cole e colaboradores®” demonstraram
a atividade antifungica da 4-metil-3-heptanona, cetona encontrada nas secrecdes

defensivas de opilides da sub-ordem Eupnoi.

1.3. Quimiossistematica, quimiotaxonomia e evolucao de defesas quimicas

A gama de metabdlitos secundarios de um organismo depende do seu
arsenal enzimatico, que por sua vez esta definido pelo genoma do mesmo. Desta
maneira, o perfil de metabdlitos secundarios carrega consigo uma “assinatura”
quimica que representa um determinado fendtipo. Assim como a morfologia, a
ecologia e a genética de uma espécie podem constituir parametros para classifica-
la, a quimica também pode representar um carater taxonémico. Além disso, assim
como esses demais parametros, 0os semioquimicos e as enzimas envolvidas estdo
sujeitos a pressdes seletivas que promovem sua evolugao, a qual esta relacionada
com a histéria natural do organismo. Portanto, o perfil de semioquimicos
apresenta um grande potencial para a taxonomia (nomenclatura, descricao e
classificacao de organismos) e para a sistematica (histéria natural e relacoes entre
organismos), constituindo as areas da quimiotaxonomia e quimiossistematica.

Inicialmente pensava-se que os metabdlitos secundarios de plantas eram
somente subprodutos do metabolismo primario e, pela sua variavel distribuicao
natural, poderiam servir como marcadores para fins de classificagdo. No entanto,
com o desenvolvimento da &rea da ecologia quimica, em especial das interacdes
animal-planta, percebeu-se que o0s metabdlitos secundarios sdo de grande
importancia na ecologia das espécies. Assim, passou-se a reconsiderar o papel
dos metabdlitos secundarios de animais e plantas em termos da sua importancia
funcional e relaciona-los com o seu valor na taxonomia e na sistematica®.

O uso de ferramentas quimicas é especialmente (til na distingdo de
espécies muito parecidas morfologicamente, o que também pode ocorrer entre

% Cole, L.K.; Blum, M.S.; Roncadori, R.W. Mycologia 1975, 67, 701-708.
% Harborne, J.B. Pure Appl. Chem. 1977, 49, 1403-1421.
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castas de uma mesma espécie de insetos sociais*® ou diferentes estagios larvais
de insetos™®.

A evolucao de defesas quimicas de artrépodes e os fatores ecoldgicos que
a influenciam sao relativamente pouco estudados. Sabe-se que o investimento em
defesas quimicas pode ter custos que envolvem o crescimento mais demorado de
individuos, pois recursos sao exigidos para metabolizar, estocar ou sintetizar
toxinas de maneira a evitar a autotoxicidade. A desaceleracao do crescimento e a
diminuicdo do tamanho final de insetos adultos podem reduzir o sucesso
reprodutivo de uma espécie. Por outro lado, individuos que investem em defesas
quimicas normalmente sofrem menos predacdo que aqueles que ndo investem*'.
A evolucao de defesas quimicas pode ser mais bem entendida considerando-se a
razdo entre os custos e beneficios envolvidos. Esses parametros, entretanto, sao
dificeis de medir em termos de perda ou ganho de aptido®.

As pressoes seletivas sobre as defesas quimicas tendem a torna-las mais
complexas em relagdo a diversidade de seus constituintes. Dessa maneira,
defesas compostas por véarias substancias apresentam atividade sobre uma vasta
gama de predadores. Além disso, torna-se mais dificil para um predador
desenvolver resisténcia frente a secrecoes defensivas complexas. Outra pressao
seletiva que atua sobre a composicao de defesas quimicas refere-se a otimizacao
das propriedades fisico-quimicas dessas secregdes (volatilidade, molhabilidade,
lipofilicidade). E possivel variar os niveis de repeléncia e toxicidade dessas
defesas pela adicao de solventes, o que aumenta a eficacia das mesmas por acao
sinérgica. Logo, enquanto uma espécie consome menores niveis de componentes
ativos da sua secrecdo (toxicos com alto custo de producdo), também pode
reduzir sua volatilidade pela adi¢do de fixadores*.

No caso especifico de opilibes que secretam quinonas, € sugerido que a
ocorréncia de misturas das mesmas aperfeicoa os parametros fisico-quimicos da

secrecdo, uma vez que as quinonas individualmente sao cristalinas a temperatura

% Nelson, L.J.; Cool, L.G.; Forschler, B.T.; Haverty, M.l. J. Chem. Ecol. 2001, 27, 1449-1479.

40 Bagnéeres, A.G.; Wicker-Thomas, C. Chemical taxonomy with hydrocarbons. pp. 121-162. In: Insect Hydrocarbons:
Biology, Biochemistry and Chemical Ecology. Cambridge: Cambridge University Press, 2010.

! Skelhorn, J.; Ruxton, G.D. Behav. Ecol. 2008, 19, 146-153.

“2 Dettner, K. Ann. Rev. Entomol. 1987, 32, 17-48.

12



ambiente. A mistura, por outro lado, apresenta menor ponto de fusdo e encontra-
se no estado liquido, sendo mais facilmente estocada e liberada'®.

Varios autores apontam a importancia da natureza quimica das secrecoes
de opilides para o estudo da sua filogenia.?#232426:27.2943 poram h4 relativamente
pouca informacgéao referente a composi¢cao das secrecoes defensivas de opilides,
mesmo para a sub-ordem Laniatores (infra-ordem Grassatores) que, apesar de
apresentar mais estudos, é consideravelmente mais diversa que as demais. '

Hara e colaboradores®” avaliaram a composicdo das secrecdes de 22
espécies de opilibes da familia Gonyleptidae e exploraram seu uso para a
taxonomia e sistematica. Foram detectados 37 diferentes compostos, dos quais 18
tiveram sua estrutura sugerida. Segundo os autores, as substancias defensivas
das espécies estudadas sdo muito diversas para permitir o reconhecimento de
linhagens filogenéticas. E sugerido que andlises comparativas de secrecdes
defensivas podem fornecer sinal filogenético com a identificacao apropriada de
alguns desses compostos, com o estudo de um maior nimero de espécies e com
o conhecimento das relagdes entre os grupos de substancias (grupos que se
interconvertem ou presentes na mesma rota metabdlica).

Como alternativa ao uso das moléculas individuais como caracteres, é
possivel usar as classes quimicas dos constituintes das secrecées como fonte de
informacgéo, sendo possivel assim definir subfamilias e grandes grupos formados

por vérias subfamilias.**

“*® Roach, B.; Eisner, T.; Meinwald, J. J. Chem. Ecol. 1980, 6, 511-516.
* Silva, D.C. 2010. Reconstruindo parentesco e desfazendo preconceitos: filogenia de Gonyleptidae (Arachnida, Opiliones)
usando caracteres ecoldgicos, comportamentais e quimicos. Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Biociéncias,
Universidade de Sao Paulo, Brasil.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é investigar quimicamente as secrecdes de
defesa de opilides de varias espécies da familia Gonyleptidae (Laniatores). Para

isso, 0s objetivos especificos desse trabalho séo:

e Caracterizar quimicamente as secrecoes de defesa de diversas espécies de
opiliées por meio de técnicas de CG-EM e RMN;

o Sintetizar compostos relevantes encontrados nessas secre¢oes;

e Testar a atividade antimicrobiana de componentes representativos das

secrecgoes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao quimica das secrecoes de defesa

Ao todo foram analisadas as secrecdes de opilibes de dezoito espécies:
Acanthogonyleptes pulcher, Bourguyia hamata, Cadeadoius niger, Chavesincola
inexpectabilis, Discocyrtus oliverioi, Gonyleptes saprophilus, Liogonyleptoides
tetracanthus, Magnispina neptunus, Metarthrodes longipes, Mischonyx cuspidatus,
Mitopernoides variabilis, Multumbo terrenus, Pachylospeleus strinati, Pachylus
paessleri, Progonyleptoidellus striatus, Pseudotrogulus funebris, Sodreana
sodreana, Sodreana barbiellini.

Amostras de secrecédo dessas espécies foram analisadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), enquanto que as
amostras de quatro dessas espécies (G. saprophilus, L. tetracanthus, M. neptunus
e P. striatus) foram também analisadas por diversas técnicas de ressonancia
magnética nuclear (RMN) ('H, '*C, DEPT 90° e 135°, COSY, HSQC e NOE).

As andlises de CG-EM permitiram detectar 38 compostos, bem como suas
abundancias relativas nas misturas (Tabela 1). Dentre estes, 30 tiveram suas
estruturas sugeridas pelos dados de espectrometria de massas e 8 foram
caracterizados com base em analises de RMN e/ou coinjecdo com padrdes. Os
cromatogramas obtidos por CG-EM encontram-se na secao Anexos.

Para facilitar a discussdo dos resultados, a Tabela 1 apresenta os
compostos encontrados nas secregcoes separados em trés grupos: cetonas +
diidropiranil cetonas; benzoquinonas + hidroquinonas; e fendis. Dentro de cada
grupo, os compostos sao organizados em ordem crescente de indice de retencao.

15



Tabela 1. Compostos identificados nas secregdes das espécies estudadas

indice de  Caracterizagéo Principais Int
SETEeBE SO retencao estrutural fragmentAos . 2B relativa
(m/z (abundancia))
98(M*,13), 70(14), Gonyleptes saprophilus 5,2%
1 742 EM 55(100), 43(16), Sodreana barbiellini 3,4%
41(14) Sodreana sodreana 2,0%
112(M*,11), 97(24),
2 828 EM, coinjecdo 70(71), 57(16), Sodreana sodreana 69,1%
com padréo 55(100), 43(10), Sodreana barbiellini 31,4%
41(20)
. Acanthogonyleptes pulcher 100,0%
EM, RMN, 84: 1325( MS,?J 51’)2 92(91 ?;)2 Gonyleptes saprophilus 69,0%
3 831 coinjegdo com ( 58)i28)( 56)223)( ) Cadeadoius niger 12,8%
padrao 55(1 00’)’ 41 (29’) Pachylus paessleri 0,9%
Sodreana barbiellini 0,1%
114(M* 14). 85(10 Mischonyx cuspidatus 7,0%
835 EM (M",14), 85(10), Gonyleptes saprophilus 0,1%
57(100), 41(14) o
Sodreana barbiellini 0,1%

72(64), 71(19), 70(17),
845* EM 57(19), 55(14), Mischonyx cuspidatus 0,2%
43(100), 41(21)

86(6), 58(42), 57(100),

grartabalidls

6 856" EM 55(11), 43(10), 41(24) Gonyleptes saprophilus 0,1%
114(M",14), 85(38),
7 878" EM 72(21), 57(100), Cadeadoius niger 1,0%

41(16)
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0 126(M*,1), 84(97),
8 S 902 EM 83(31), 71(14), 70(11), Cadeadoius niger 83,7%
56(16), 55(100), Gonyleptes saprophilus 0,2%
43(58), 41(19)
O 112(M*,35), 83(91), ; °
9 \)W 930 EM 55(100) Pseudotrogulus funebris 96,4%
0 128(M*,3), 99(11),
10 929 EM 86(60), 71(82), Mischonys cuspidatus 2,8%
57(100), 55(13), Cadeadoius niger 0,7%
43(64), 41(16)
126(M*,26), 111(49),
o . 97(100), 83(21), .
11 \)J\/\/\ 956 EM 69(43), 67(21), 56(26), Pachylus paessleri 0,1%
55(63), 43(73), 41(78)
0 99(59), 72(51), 71(48),
12 \)j\/\/\ 973* EM 57(77), 44(20), Cadeadoius niger 1,0%
A 43(100), 41(23)
i 97(100), 69(94), 44(6)
13 /\)J\/Y 1000* EM ’ 41(52) ’ ’ Pseudotrogulus funebris 3,6%
196(M*,48), 125(100),
O 107(27), 97(15),
14 | 1299 EM 83(19), 81(22), 79(22), Sodreana barbiellini 0,7%
69(15), 55(75), 43(49),
41(24)
210(M",76), 139(100),
125(90), 121(30),
15 EM 95(90), 93(35), 83(33), Gonyleptes saprophilus 1,6%

0O

81(28), 69(60), 57(39),
55(76), 43(68), 41(45)
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16

1378

EM

210(M*,62), 139(100),
125(65), 97(18),
95(53), 93(33), 83(22)
79(25), 69(29), 67(17)

)

Sodreana barbiellini
Sodreana sodreana

9,5%
0,5%

17

1386

EM

(
210(M*,65), 139(62),
125(100), 107(30)
83(24), 81(30), 79(26)
69(23), 57(40), 55(92)
43(40), 41(40)

2
7
55(44), 43(49), 41(31
)
6

Gonyleptes saprophilus

1,5%

18

1388

EM

210(M*,64), 139(83),
125(100), 107(31),
97(23), 83(29), 81(27),
79(27), 69(20), 57(25),
55(88), 43(42), 41(31)

Sodreana barbiellini
Sodreana sodreana

8,1%
0,5%

19

1462

EM

224(M*,41), 140(11),
139(100), 121(17),
95(22), 93(17), 83(13),
81(11), 69(24), 57(36),
55(30), 43(12), 41(21)

Gonyleptes saprophilus

21,7%

20

1479

EM

224(M",31), 140(10),
139(100), 97(10),
95(25), 93(16), 85(11),
83(11), 79(11), 69(12),
57(16), 55(18), 41(16),

Sodreana barbiellini
Sodreana sodreana

46,7%
27,9%

21

1589*

EM

252(M*,35), 153(100),
71(36), 69(30), 55(33),
43(46), 41(25)

Cadeadoius niger

0,8%

22

i i

1010

EM, RMN,

coinjegdo com

padrao

124(45), 123(27),
122(M*,100), 94(64),
82(55), 68(31), 66(46),
54(55), 40(24)

Chavesincola inexpectabilis

Magnispina neptunus

10,1%
9,2%
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136(M",67), 123(16),

68(24), 54(13), 53(19)

O
108(100), 107(42), Magnispina neptunus 90,8%
23 ©/\ 1108 EM,RMN  g2(42), 80(18), 79(73), Chavesincola inexpectabilis  80.2%
77(15), 54(52), 53(30)
0
O
EM, coinjecio 1323?&9 ) c))’o; % 832’5) Multumbo terrents 24.2%
24 1104 co’m paiirgo 96(20), ’80 (1 9’)’ 79 (37)” chhy/us paess/gr/ 10,3%
68(67) Mischonyx cuspidatus 8,7%
O
Mischonyx cuspidatus 68,3%
0] Bourguyia hamata 65,0%
136(M",100), 108(47), Pachylospeleus strinati 60,3%
25 1119 EM 80 (1 %7 (%24?)2(22237) Liogonyleptoides tetracanthus  58,6%
53(16) Discocyrtus oliverioi 57,4%
o) Pachylus paessleri 53,2%
Chavesincola inexpectabilis 2,4%
Discocyrtus oliverioi 41,4%
0] 150(M*,100), 135(10), Liogonyleptoides tetracanthus ~ 39,9%
122(31), 121(16), Bourguyia hamata 17,1%
26 1182 EM 107(69), 82(20), Pachylus paessleri 4,6%
@i\ 79(32), 77(16), 67(10),  Chavesincola inexpectabilis 2,7%
') 54(18), 53(11) Mischonyx cuspidatus 1,3%
Multumbo terrenus 0,9%
o 151(10), 150(M*,100),
137(14), 122(45), Multumbo terrenus 38,4%
27 1197 EM 121(14), 107(41), Mischonyx cuspidatus 9,3%
/¢/\ 82(13), 79(54), 77(17),  pachylus paessleri 0,6%
O
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Pachylospeleus strinati

39,7%

107(37), 77(15)

Q 150(M*,100), 122(35), Multumbo terrenus 27,6%
28 1216 EM 121(19), 107(55), Pachylus paessleri 27,2%
96(11), 79(39), 77(13), Bourguyia hamata 15,8%
68(29), 54(16), 53(14)  Mischonyx cuspidatus 1,5%
o Liogonyleptoides tetracanthus  0,1%
165(12), 164(M*,100),
136(23), 135(13), Multumbo terrenus 8,9%
29 1280 EM 121(82), 93(24), Pachylus paessleri 2,0%
91(15), 77(13), 68(18),  Bourguyia hamata 1,3%
67(13)
)
OH
. 138(M*,58), 123(100), . . - o
30 ©/\ 1409 EM 107(4), 95(6), 67(10) Chavesincola inexpectabilis 4,6%
OH
OH Pachylus paessleri 1,1%
139(10), 138(M*,100), Bourguyia hamata 0,8%
31 1433* EM 137(29), 123(50), Liogonyleptoides tetracanthus  0,8%
95(12), 91(13) Mischonyx cuspidatus 0,9%
OH Discocyrtus oliverioi 0,5%
H
- SN - e 1511 g’%’ 11 5?;'\1’“1’ 1700)! Discocyrtus oliverioi 0,4%
(1), (17, Liogonyleptoides tetracanthus  0,1%
OH
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H
152(M",53), 151(11), Liogonyleptoides tetracanthus  0,5%
33 1487 EM 138(9), 137(100), Disiocyn‘fs oliverioi 0’3°/
107(8), 79(10), 77(8) 4 n370
OH
oH EM, RMN 122(M*,100), 121(42)
o g ’ *  Progonyleptoidellus striatus 67,4%
34 1138 coinjecdo com 107(96), 91(21), M,.tg ’ r}rly O;Zes e o e
padrao 79(15), 77(27) p 70
oH 122(M*,91), 121(32),
35 1172* EM 107(100), 91(19), Progonyleptoidellus striatus 1,3%
79(16), 77(29)
OH 136(M*,81), 135(20)
) *  Metarthrodes longipes 97,1%
36 \f:( 1220 EM, RMN 121 (1;);)()1 2)1 (26), Progonyleptoidellus striatus 31,3%
OH
EM, coinjecio  136(M*,43), 121(100), . , o .
37 \/©/ 1230 com padrao 91(15). 77(13) Mitopernoides variabilis 75,5%
38 (C4Hg)-fenol 1315* EM 150(M*,48), 135(100)  Metarthrodes longipes 2,9%

* Valores de indice de retenc¢ao calculados por regresséo linear a partir dos demais compostos (ver Parte Experimental)
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Observa-se que dentre os constituintes das secrecdes encontram-se
cetonas (1-13), diidropiranil cetonas (14-21), benzoquinonas (22-29),
hidroquinonas (30-33) e fendis (34-38). As cetonas presentes em maiores
quantidades sdo cetonas vinilicas, embora também tenham sido encontradas
analogas saturadas. As alquilbenzoquinonas e os alquilfen6is encontrados
apresentam diferentes padrdoes de substituicio e sao analogos ou iguais aos
relatados em secrecdes de opilides.?”**3"% Hidroquinonas ja foram identificadas
em secrecdes de opilides?” e podem ser consideradas precursoras de quinonas
(ver item 3.1.1). Uma diidropiranil cetona foi relatada recentemente em duas
espécies da familia Gonyleptidae e os representantes dessa classe podem ser
considerados dimeros de vinil cetonas® (ver item 3.1.2).

Devido a relativa escassez de dados de espectrometria de massas e
indices de retencdo na literatura, € dificil caracterizar conclusivamente os
compostos normalmente encontrados em secrecdes de opilides. Em grande parte
dos trabalhos de investigacdo quimica dessas secrecdes, as estruturas sao
sugeridas com base nos dados de EM e relativamente poucos caracterizam os
constituintes com analises de RMN e coinjecao de padroes.

Levando em conta a filogenia proposta para essas espécies (Esquema 4)*,
pode-se representar a composicao das secrecdes em termos das classes de
compostos e dividir as espécies estudadas segundo suas subfamilias dentro da
familia Gonyleptidae (Tabela 2).

Na Tabela 2, as subfamilias estdo dispostas de acordo com a filogenia da
familia Gonyleptidae, ou seja, as subfamilias mais proximas na tabela sdo mais
proximas evolutivamente do que as mais distantes. Tendo isso em vista, é
possivel observar tendéncias nas classes de compostos produzidos por diferentes
subfamilias. Nessa tabela as hidroquinonas encontradas foram contabilizadas
como benzoquinonas, uma vez que sao possiveis precursoras das mesmas,
enquanto as diidropiranil cetonas foram consideradas cetonas, j& que sao

provaveis dimeros dessas.
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Stygnidae

Cosmetidae

Metasarcinae

[~ Ampycinae

| Gonyassamiinae

r Pachylinae 1

L Tricommatinae
Pachylospeleinae
Bourguyiinae
Pachylinae 2
Heteropachylinae
o _E Cobaniinae
Pachylinae 3

Mitobatinae

Goniosomatinae

Gonyleptinae

Hernandariinae

Sodreaninae

Progonyleptoidellinae

Caelopyginae

Esquema 4. Cladograma de subfamilias de Gonyleptidae baseado em caracteres morfoldgicos**

Tabela 2. Composicao das secrecdes defensivas segundo as classes quimicas e subfamilias

Subfamilia Espécie Cetonas Fenodis Quinonas
Pachylospeleinae Pachylospeleus strinati - - 100%
Bourguyiinae Bourguyia hamata - - 100%
Pachylinae 3 Pachylus paessleri 1,0% - 99,0%
. Chavesincola inexpectabilis - - 100%
Heteropachylinae —
Magnispina neptunus - - 100%
Pachylinae 4 Discocyrtus oliverioi - - 100%
Liogonyleptoides tetracanthus - - 100%
Gonyleptes saprophilus 100% - -
Gonyleptinae Mischonyx cuspidatus 10,0% - 90,0%
Pseudotrogulus funebris 100% - -
Acanthogonyleptes pulcher 100% - -
Hernandariinae Multumbo terrenus - - 100%
. Sodreana barbiellini 100% - -
Sodreaninae
Sodreana sodreana 100% - -
Progonyleptoidellus striatus - 100% -
Progonyleptoidellinae  Cadeadoius niger 100% - -
Mitopernoides variabilis - 100% -
Caelopyginae Metarthrodes longipes - 100% -
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As benzoquinonas estao amplamente distribuidas na familia Gonyleptidae e
algumas das suas familias irmas, como Cosmetidae e Manaosbiidae.?”*® A
presenca de fendis € descrita em algumas espécies das familias Gonyleptidae,
Cosmetidae e Stygnommatidae.®® Ha relatos de cetonas encontradas em
secregoes de opilides da familia Gonyleptidae, aparentemente ocorrendo no clado
composto pelas subfamilias Gonyleptinae, Hernandariinae, Sodreaninae,
Progonyleptoidellinae e Caelopyginae.?”*

De uma maneira geral, o perfil quimico das secrec¢des investigadas nesse
trabalho condiz com as informagbes da literatura referentes a sub-ordem
Laniatores. O perfil da ocorréncia das diversas classes de compostos ao longo da
histéria natural dessa familia pode trazer informagdes sobre a evolugdo das rotas

biossintéticas.

3.1.1. Consideracoes sobre a biossintese de cetonas, fendis e quinonas

Nas secrecbes defensivas de opilides da familia Gonyleptidae é usual a
presenca de alquilbenzoquinonas, alquilfendis e cetonas como componentes
majoritarios. Apesar das caracteristicas estruturais bastante distintas dessas
classes de moléculas, a literatura apresenta casos de aparentes homoplasias
(caracteristicas semelhantes em dois grupos que ndo sao resultado de
ancestralidade comum) em relacdo a constituintes de secrecdes de opilides?’.
Portanto, pode-se supor que as rotas biossintéticas envolvidas na producao
dessas trés classes estejam consideravelmente interligadas ou em grande parte
superpostas, permitindo que haja convergéncia na natureza quimica das
secrecgdes de grupos distantes com relativa facilidade.

Pela natureza estrutural das cetonas ja descritas na familia Gonyleptidae, é
natural sugerir que a rota dos policetideos seja responsavel pela biossintese
desses compostos. Os fendis e benzoquinonas sdo mais parecidos entre si e
podem ser originados da rota do chiquimato, embora também possam ser
resultado da ciclizagdo de policetideos”®. Partindo da hipétese de que esses
fendis e quinonas se originam da rota dos policetideos, € aceitavel que pequenas
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modificacdes na expressao enzimatica (silenciamento de genes ou surgimento de
novas enzimas) possam ser responsaveis pela variagdo das classes quimicas
presentes nessas secre¢des ao longo do tempo evolutivo dessa familia.

Tendo essas consideragdes em vista, pode-se propor uma rota biossintética
para a formagao de fendis a partir de policetideos (Esquema 5). Essa rota pode
utilizar de forma mista unidades acetato e/ou propionato para gerar os diferentes
padrbes de substituicdo observados nos alquilfendis de defesas de opilides. Apos
a formacao do fenol, é possivel a oxidacado do mesmo para uma hidroquinona e a
posterior oxidac&o desta para uma benzoquinona. Cetonas podem ser originadas
a partir de policetideos, a partir de varias etapas de reducdo e desidratacédo
seguidas de hidrélise, sem que ocorra a ciclizagao.

Essa hipotese é reforgada pela identificagdo de hidroquinonas juntamente
com as benzoquinonas correspondentes em algumas espécies de opilides?’
inclusive no presente trabalho.

Além do exemplo ilustrado no Esquema 5, ha varias outras possibilidades
de formacdo do policetideo e, consequentemente, de alquilfendis e
alquilbenzoquinonas com diferentes padrdes de substituicdo (Esquema 6). Grande
parte dos compostos encontrados nesse trabalho poderia ser formada por essa
rota, assim como a maioria dos compostos descritos na literatura em secrecdes de

opilides da sub-ordem Laniatores (infra-ordem Grassatores)."
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. o ‘ogc\HL SCon i jk
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EnzS)K EnzSM EnzS

o O
- H* EnzS S H+ Enzs desidratagao
EnzS 0 >
OH °

reducao

o O
desidratacao enollzagao hidrélise
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descarboxnagao . /ﬂ:;/ .

Esquema 5. Rota biossintética proposta para a formagdo de fendis e quinonas a partir de

policetideos
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Esquema 6. Possibilidades de formacéao de fendis e benzoquinonas a partir de policetideos
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Observa-se que a incorporacdo de uma unidade propionato como primeira
unidade extensora (por exemplo, Ac + Pr + Ac + Ac) teria como resultado um
substituinte metila na posicdo 4 do fenol resultante. Isso impossibilitaria a
formacao da hidroquinona e benzoquinonas correspondentes.

A hipdtese das rotas biossintéticas aqui apresentada foi usada juntamente
com os dados de espectrometria de massas para a sugestdo das estruturas dos
compostos encontrados. Sao necessarios experimentos de alimentacdo de
opilides com compostos isotopicamente marcados para um melhor entendimento
das rotas biossintéticas envolvidas na producdo de compostos de defesa em

opiliées.
3.1.2. Cetonas identificadas

Seis das dezoito espécies abordadas nesse trabalho apresentaram
exclusivamente cetonas (e seus dimeros) como componentes de suas secregoes.

A secrecdo de uma dessas espécies (Gonyleptes saprophilus) foi estudada por
RMN.
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A espécie G. saprophilus apresenta dois compostos com alta abundancia
em sua secrecao (Figura 3), e foi realizada a caracterizacdo do seu componente

majoritario: a cetona a,B-insaturada 4-metilex-1-en-3-ona (3).
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Figura 3. Cromatograma da secrecao de Gonyleptes saprophilus

No espectro de massas da cetona 3 (Figura 4) observa-se o ion molecular
de m/z 112 e os sinais de m/z 55 e 84 intensos, correspondentes a clivagem o da
cetona e ao rearranjo de McLafferty respectivamente. O espectro de RMN de 'H
(Figura 5, Tabela 3) apresenta os sinais e acoplamentos caracteristicos da ligacao
dupla terminal (6 5,77; 6 6,27 e 5 6,44). O centro quiral da posicao 4 faz com que
os hidrogénios da posi¢do 5 sejam diastereotopicos e acoplem entre si, além dos
hidrogénios vizinhos, gerando duplos quintetos que no espectro se assemelham a

septetos devido a superposicao parcial dos sinais.
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Figura 4. Espectro de massas do composto 3 e fragmentagao proposta
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN para a substancia 4-metilex-1-en-3-ona (3) (CDClj,
TMS, 400,13 MHz para RMN de 'H, 100,61 MHz para RMN de °C)

Posicao SH d¢c DEPT
6,27 (1H, dd, °J=17,5; °J = 1,4 Hz)

1 5,77 (1H, dd, °J=10,5; °J = 1,4 Hz) 128,07 CHe
6,44 (1H, dd, °J = 17,5; 10,5 Hz) 135,49  CH
- 204,39 -
4 2,42 (1H, sexteto, °J = 8 Hz) 45,21 CH
* 3 .2
S Ao (1 st o7 He by 2620 O
6 0,89 (3H, t, °J=7,5Hz) 11,84  CHs
7 1,10 (3H, d, °J=6,9 Hz) 16,13  CHs

* Esses sinais sao duplos quintetos que, devido a superposicao parcial, apresentam a aparéncia de
septetos.
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Figura 5. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, CDCl,, TMS) da secregéo de G. saprophilus
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A vinil cetona 4-metilex-1-en-3-ona (3) foi sintetizada em sua forma
racémica (sec¢ao 3.2.2). A partir de analises de CG-DIC com coluna quiral, foi
possivel promover a separacdo cromatografica dos enantibmeros de 3. Foram
realizadas analises de CG-DIC quiral coinjetando-se as amostras de secregdes
contendo 3 (C. niger, G. saprophilus, P. paessleri, S. barbiellini e S. pulcher) com a
vinil cetona sintética (+)-3, constatando-se que esse composto ocorre na forma
enantiomericamente pura € com a mesma estereoquimica em todas essas
espécies (Figura 6). Entretanto, essas analises ndo permitem determinar a
configuracao do centro quiral da cetona 3 presente nas secregdes (R ou S), sendo
para isso necessaria a sintese da vinil cetona 3 na forma enantiomericamente

pura e novas analises por CG-DIC quiral.

Abundancia
Abundéancia
Abundancia

3

12 t(mn) 13 12 t(min) 13 12 t(min) 13

Figura 6. Andlises de CG-DIC quiral: (a) cetona (£)-3 sintética; (b) cetona 3 de secrecao de G.

saprophilus; (c) coinjecdo da cetona (z)-3 sintética com a amostra natural.

Pela andlise do cromatograma obtido para a secrecdo de G. saprophilus
(Figura 3), observa-se a presenca do composto 19 com tempo de retencao de
13,153 min. Segundo o espectro de massas do mesmo (Figura 7) e de
informacgdes da literatura, pode-se dizer que se trata de um possivel dimero da
cetona 3.

Rocha e colaboradores® identificaram nas secrecdes das espécies de
opilides Iporangaia pustulosa e Neosadocus maximus (também pertencentes a
familia Gonyleptidae) a vinil cetona hept-1-en-3-ona (39), um isdmero de 2 e 3,
juntamente com o seu dimero (40), o qual teve sua estrutura confirmada por co-
injecdo de padrédo sintético e analises de RMN. O mecanismo de dimerizagéo
proposto foi uma reacdo de hetero Diels-Alder, provavelmente mediada por uma
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enzima (Esquema 7). Com base nesses dados, foi proposta uma estrutura
analoga para o dimero 19 encontrado na secreg¢ao de G. saprophilus.
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Figura 7. Espectro de massas do dimero 19 e fragmentagao proposta
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Esquema 7. Dimerizagéo de vinil cetonas por reacdo de Hetero Diels-Alder®®

Apos a analise por RMN da secrecao total, tentou-se analisar o dimero 19
evaporando o composto 3. O que se observou, porém, foi a decomposicao do
dimero 19, restando somente o composto 3 (a decomposicao foi verificada por
CG-EM). Essa decomposicdo pode ter sido causada pela acidez residual do
CDCl3 usado para a analise de RMN.

Segundo a andlise dos cromatogramas individuais, ha a presenca de
dimeros também nas secrecdes das espécies C. niger, S. barbiellini e S.
sodreana. Nessas secregcbes observa-se a presenga das vinil cetonas 4-metilept-
1-en-3-ona (8) (C. niger) ou 5-metilex-1-en-3-ona (2) (S. barbiellini e S. sodreana)

como componentes majoritarios.
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Na espécie S. barbiellini observa-se a presenga da hex-1-en-3-ona (1)
juntamente com a vinil cetona majoritaria 2. Nessa secrecdo, além do dimero
majoritario 20, constata-se a presenca de outros trés dimeros diferentes (14, 16 e
18) (Figura 8). Como a reacao de Hetero Diels Alder proposta requer que uma
molécula de vinil cetona aja como dieno e outra como diendfilo, ha quatro
possibilidades de formacao de dimeros (Esquema 8), desde que essa reacao seja
regiosseletiva, conforme observado para o dimero 40.%
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Figura 8. Cromatograma da secrecao de Sodreana barbiellini
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Esquema 8. Possibilidades de formagao de dimeros de vinil cetonas
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De maneira analoga, na secrecdo de S. sodreana pode-se observar a

presenga das vinil cetonas 1 e 2 e dos dimeros 16, 18 e 20 (Figura 9). Na

secrecao de G. saprophilus, verifica-se a presenca

das vinil cetonas 1 e 3, assim

como os dimeros 15, 17 e 19 (Figura 3) (as possibilidades de formagédo de

dimeros sdo analogas aquelas mostradas no Esquema 8). A espécie C. niger

apresenta a vinil cetona 8 como componente majoritario e o composto 21 como

unico dimero detectado (Figura 10).
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Figura 9. Cromatograma da secrecao de Sodreana sodreana
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Figura 10. Cromatograma da secregao de Cadeadoius niger
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E interessante observar que as vinil cetonas 3 e 8, encontradas nas

espécies G. saprophilus e C. niger, respectivamente, apresentam um centro quiral.

Ao analisar essas amostras por CG-EM com programacdes de temperatura lentas
(50 a 290 °C a 4 °C/min), é possivel observar uma separacéo parcial dos picos
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correspondentes aos dimeros (Figura 11). O dimero 40 foi detectado na forma
racémica, fato atribuido a racemizagdo do centro quiral formado na reacdo de
Diels-Alder, que apresenta um hidrogénio relativamente acido®. A racemizacédo
desse centro e a manutencdo da estereoquimica do(s) centro(s) restante(s) nos
dimeros 15, 17, 19 e 21 geram pares de diastereocisbmeros que podem ser
separados normalmente por colunas de CG regulares. A separagédo parcial nos
picos relativos aos dimeros 16, 18 e 20 ndo ocorre nas espécies S. barbiellini e S.

sodreana, que apresentam vinil cetonas aquirais como monémeros.
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Figura 11. Separagao dos picos dos dimeros de G. saprophilus e racemizagao de um dos centros
quirais (a estereoquimica atribuida aos centros ¢ arbitraria e ainda ndo € conhecida)
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Figura 12. Separagéao dos picos do dimero 21 da secregao de C. niger
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A hex-1-en-3-ona (1) ndo havia sido detectada na programacao de
temperatura do CG-EM usada para as secrecoes em geral, devido a sua alta
volatilidade. A presenca desse composto foi sugerida a partir da observacéo dos
dimeros 14-18 e 0 mesmo somente foi detectado em uma programacao de
temperatura mais lenta (iniciando de 40 °C e com rampa de 4 °C/min). Essa vinil
cetona apresenta em seu espectro de EM (Figura 13) o fragmento referente ao

rearranjo de McLafferty de m/z 70, o que confirma sua estrutura linear.
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Figura 13. Espectro de massas do composto 1 e fragmentacao proposta

A substancia 2 foi encontrada como composto majoritario na secrecao das
espécies S. barbiellini e S. sodreana. O espectro de EM desta vinil cetona (Figura
14) apresenta o fragmento de m/z 70 resultante do rearranjo de McLafferty,
confirmando que ndo ha ramificacdo metila na posicdo 4. Esse composto
apresenta tempo de retengdo menor e ion molecular mais intenso que a vinil
cetona linear hept-1-en-3-ona*®, o que confirma que o mesmo corresponde a 5-
metilex-1-en-3-ona. A partir da sintese da vinil cetona 2 (item 3.2.2), foi possivel
confirmar a estrutura deste composto por coinjecao em CG-EM.
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Figura 14. Espectro de massas do composto 2 e fragmentacgao proposta

A substancia 4 apresenta o ion molecular com duas unidades de massa a
mais em relacdo aos compostos 2 e 3, 0 que sugere que 0 mesmo € um analogo
saturado. O espectro de EM (Figura 15) apresenta sinais de m/z 85 e 57, que
podem corresponder as duas possibilidades de clivagem o em relagao a carbonila,

sugerindo tratar-se da 4-metilexan-3-ona.
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Figura 15. Espectro de massas do composto 4 e fragmentagao proposta

A cetona 5 apresenta os dados de EM (Figura 16) de acordo com a 3-
metilexan-2-ona, com os fragmentos de m/z 72 e 43 correspondentes ao rearranjo
de McLafferty e clivagem o carbonilica, respectivamente. Devido a sua baixa
abundancia ndo foi observado o ion molecular de m/z 114.
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Figura 16. Espectro de massas do composto 5 e fragmentacao proposta

O espectro de EM do composto 6 (Figura 17) apresenta sinais de m/z 86 e
57 provenientes de rearranjo de McLafferty e clivagem o carbonilica
respectivamente. Podem ser sugeridas as estruturas 4,5-dimetilexan-3-ona e 4-
metileptan-3-ona. Como esse composto apresenta um tempo de retencao
relativamente baixo (4,065 min) para uma cetona de oito carbonos, foi sugerida a
estrutura 4,5-dimetilexan-3-ona para o composto 6, que € mais ramificada e por

isso tende a ser mais volatil.
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Figura 17. Espectro de massas do composto 6 e fragmentacao proposta

A heptan-3-ona (7) foi sugerida com base nos fragmentos de m/z 114 do
seu ion molecular, m/z 72 oriundo do rearranjo de MclLafferty e m/z 85 e 57

resultantes de clivagens o carbonilicas (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de massas do composto 7 e fragmentacao proposta

A substancia 8 representa 0 componente majoritario da secregédo de C.

niger. A presenca do dimero 21 nessa secregao sugere que o composto 8 seja

uma vinil cetona terminal. O espectro de EM de 8 (Figura 19) apresenta um sinal

de m/z 126 correspondente ao ion molecular e que sugere que trata-se de uma

cetona de oito carbonos. O fragmento de m/z 84 relativo ao rearranjo de

McLafferty confirma a presenca de uma metila na posicdo 4 e o de m/z 55

correspondente a clivagem o carbonilica confirma a estrutura da 4-metilept-1-en-3-

ona para o composto 8.
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Figura 19. Espectro de massas do composto 8 e fragmentacao proposta

Dentre as espécies aqui estudadas que apresentam predominantemente

cetonas, o composto 9 é o unico constituinte majoritario (P. funebris) que

aparentemente ndo é uma vinil cetona terminal. O espectro de EM desse
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composto (Figura 20) mostra um ion molecular de m/z 112 que sugere uma cetona
de sete carbonos e uma insaturagdo, mas que nao apresenta rearranjo de
McLafferty. O fragmento de m/z 83 representa uma clivagem o carbonilica com a
perda de uma etila, enquanto a perda consecutiva de mondxido de carbono da
origem ao fragmento de m/z 55. Esse ultimo fragmento apresenta intensidade
bastante alta, o que sugere uma estabilizacdo do cation formado, possivelmente
por conjugacdao com uma ligacdo dupla (cation alilico). Portanto, a estrutura
sugerida para o composto 9 é a hept-5-en-3-ona.
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Figura 20. Espectro de massas do composto 9 e fragmentacao proposta

A 4-metileptan-3-ona (10) teve sua estrutura sugerida com base no ion
molecular de m/z 128, no fragmento de m/z 86 correspondente ao rearranjo de
McLafferty e nos fragmentos de m/z 57 e 99 resultantes das duas possibilidades

de clivagem o carbonilica (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de massas do composto 10 e fragmentacao proposta

A substancia 11 apresenta um ion molecular de m/z 126, o que sugere uma
cetona de oito carbonos e uma insaturacdo. Baseando-se na auséncia de
rearranjo de McLafferty e a presenca de um fragmento muito intenso de m/z 97
pode-se sugerir a estrutura oct-4-en-3-ona. Nesse caso o fragmento de m/z 97
pode ser gerado tanto por uma clivagem a carbonilica como por uma clivagem

alilica, ambos gerando cations estabilizados por ressonancia (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de massas do composto 11 e fragmentacéo proposta
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O espectro de EM da cetona 12 nao mostra um ion molecular, o que

dificulta a interpretacdo do mesmo. O fragmento de m/z 72 corresponde ao

rearranjo de McLafferty, enquanto o de m/z 57 representa a clivagem a carbonilica

(Figura 23). A oct-7-en-3-ona é a estrutura proposta para o composto 12.
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Figura 23. Espectro de massas do composto 12 e fragmentacéo proposta
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O composto 13 também nao apresenta o ion molecular em seu espectro de

EM (Figura 24) e nao realiza rearranjo de McLafferty. A estrutura sugerida para

essa cetona € a 7-metiloct-6-en-4-ona, o que explica os fragmentos de m/z 97 a

partir de uma clivagem a carbonilica e 0 de m/z 69 pela subsequente perda de

mondxido de carbono. O cation formado é estabilizado por ressonancia com a

ligacdo dupla vizinha, de maneira analoga ao composto 9.
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As diidropiranil cetonas 14-21 tiveram suas estruturas propostas de acordo
com a razdao m/z do ion molecular observado no espectro de EM e nas
fragmentacdes resultantes de clivagem o carbonilica seguida de perda de
mondxido de carbono.

O composto 14 é provavelmente um dimero da vinil cetona hex-1-en-3-ona
(1) devido ao seu ion molecular de m/z 196 (o dobro de 98, a massa do
monémero) e o fragmento intenso de m/z 125 correspondente a clivagem a

carbonilica seguida por perda de CO (Figura 25).

Abundance 1261

90

a0
B6.0

70

0

50

40

30

431

1071

1.0

Y

o}

196.2
14

‘ 7.0

miz P E B 7 @ @ 100 110 140 1ho 140 180 80 110 180 190 2

o Q . o AP ‘o+
\ | )

m'z196

=}

Ot

m'z153 m'z125

Figura 25. Espectro de massas do composto 14 e fragmentacéo proposta

As diidropiranil cetonas 16 e 18 representam as duas possibilidades de
formacao de dimero a partir da reacdo de hetero Diels-Alder uma molécula de
hex-1-en-3-ona (1) e uma de 5-metilex-1-en-3-ona (2), conforme demonstrado na
Figura X. O ion molecular de ambos os compostos 16 e 18 apresentam a mesma
razdo m/z, sendo diferentes principalmente na proporcao entre os fragmentos de
m/z 125 e 139. Considerou-se que o mais abundante dentre esses dois
fragmentos indica a clivagem o carbonilica e perda de CO esperadas na
diidropiranil cetona em questdo. Dessa maneira, o composto 16 (Figura 26), que
apresenta o fragmento de m/z 139 mais intenso, corresponde ao dimero formado

41



por uma unidade de 1 agindo como dieno e uma unidade de 2 agindo como
diendfilo, enquanto o composto 18 (Figura 27), com o fragmento de m/z 125 mais
intenso, representa o dimero formado por uma unidade de 2 atuando como dieno
e uma unidade de 1 atuando como diendfilo (conforme o Esquema 8). Esse
mesmo raciocinio foi aplicado para atribuir as estruturas as diidropiranil cetonas 15
e 17 (Figura 28 e Figura 29), formadas por uma molécula de hex-1-en-3-ona (1) e
uma de 4-metilex-1-en-3-ona (3).
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Figura 26. Espectro de massas do composto 16 e fragmentacao proposta
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Figura 28. Espectro de massas do composto 15 e fragmentacao proposta
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Figura 29. Espectro de massas do composto 17 e fragmentacao proposta

O dimero 19, por ocorrer juntamente com o composto majoritario metilex-1-
en-3-ona (3) na secrecao de G. saprophilus, teve sua estrutura correspondente ao
dimero desta vinil cetona. O ion molecular de m/z 224, o fragmento intenso de m/z
139, correspondente a clivagem o carbonilica seguida de perda de CO, e o de m/z

181, que da origem a um cétion alilico estavel, estdo de acordo com a estrutura
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proposta (Figura 30). As estruturas dos dimeros 20 e 21 também foram atribuidas
levando essas informagdes em consideragéo (Figura 31 e Figura 32).
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Figura 30. Espectro de massas do composto 19 e fragmentacao proposta
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Figura 32. Espectro de massas do composto 21 e fragmentacéo proposta

A espécie Sodreana sodreana teve a composicao de sua secrecdo descrita
por Hara e colaboradores?’, os quais relataram a presenca de 2,3-dimetil-1,4-
benzoquinona (25), (CsHg)-1,4-benzoquinonas e, como composto majoritario, 2,3-
dimetil-1,4-hidroquinona (31), mas nao foram identificadas cetonas.

3.1.3. Quinonas identificadas

Das dezoito espécies estudadas, nove apresentam 1,4-benzoquinonas
como classe majoritaria, sendo que algumas ainda apresentaram pequenas
quantidades de cetonas e/ou hidroquinonas. A espécie Magnispina neptunus teve
sua secrecao analisada por RMN. Observa-se em todos 0os casos a ocorréncia de
misturas de quinonas.

A secrecao de M. neptunus apresentou duas benzoquinonas, que foram
caracterizadas através de RMN e dos dados de CG-EM como sendo 2-metil-1,4-
benzoquinona (22) e 2-etil-1,4-benzoquinona (23) (Figura 33).
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Figura 33. Cromatograma da secre¢éo de Magnispina neptunus

Ambas as benzoquinonas apresentam os sinais dos ions moleculares (m/z
122 e 136) bastante intensos, bem como fragmentagdes caracteristicas de
quinonas, envolvendo perdas consecutivas de CO e/ou CzH> (ou CoR2)* (Figura
34 e Figura 35). Um fragmento importante na determinacéo estrutural de alquil
benzoquinonas é aquele de m/z 54, correspondente ao fragmento ibnico
ciclopropenona. Ambas as benzoquinonas 22 e 23 apresentam esse fragmento
relativamente intenso, indicando que os grupos alquilicos estdo restritos as
posicoes 2 e 3. Além disso, no espectro de massas da quinona 23, o fragmento
correspondente a perda de m/z 15 (perda de -CHs) sugere a presenga de um
grupo etila, o qual foi confirmado através do espectro de RMN de 'H (um tripleto
em & 1,15 e um quarteto em & 2,47). Pode-se observar também por RMN de 'H o
acoplamento do hidrogénio da posicao 3 de cada composto (22 e 23) com o grupo
vizinho correspondente na posi¢ao 2 (Figura 36).

A estrutura da benzoquinona 22 também foi confirmada pela coinjecdo das
secregdes com um padrao sintético desse composto cedido pelo Prof. Timothy
Brocksom.*®

* Gross, J. H. Mass Spectrometry — A Textbook Heidelberg: Springer-Verlag, 22 ed, 2011.
% Uliana, M.P.; Vieira, Y.W.; Donatoni, M.C.; Corréa, A.G.; Brocksom, U.; Brocksom. T.J. J. Braz. Chem. Soc. 2008, 19,
1484-1489.
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos de RMN para a substancia 2-metil-1,4-benzoquinona (22)
(CDCl,, TMS, 400,13 MHz para RMN de 'H, 100,61 MHz para RMN de °C)

0O
6 2 ’
L
@)
22
Posicao SH dc DEPT
1 - - -
2 - - -
3 6,62 (1H, m) 133,38 CH
4 - - -
5 6,71 (1H,dd, °J=10Hz; “J=225Hz) 136,62 CH
6 6,77 (1H, d, °J = 10 Hz) 136.52 CH
7 2,07 (3H, d, “J=1,5 Hz) 15,84 CHs

Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN para a substancia 2-etil-1,4-benzoquinona (23)
(CDCl,, TMS, 400,13 MHz para RMN de 'H, 100,61 MHz para RMN de °C)

Posicao SH dc DEPT
1 - 187,89 -
2 - 150,89 -
3 6,57 (1H, m) 131,68 CH
4 - 187,52 -
5 6,71 (1H,dd, °J=10Hz; “U=225Hz) 136,82 CH
6 6,77 (1H, d, °J = 10 Hz) 136,28 CH
7 2,47 (2H, qd, °J=7,5 Hz; “J=1,5 Hz) 22,12 CH,
8 1,15 (3H, t, °J = 7,5 Hz) 11,61 CHs
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O composto 2,5-dimetil-1,4-benzoquinona (24) (Figura 37), encontrado nas
secrecbes de M. terrenus, P. paessleri e M. cuspidatus teve sua identificacao
confirmada por coinjecdo dessas secregcdes com um padrao sintético desse
composto.

As substancias 2,3-dimetil-1,4-benzoquinona (25) e 2-etil-3-metil-1,4-
benzoquinona (26) foram encontradas em oito das espécies estudadas e a
identificacdo desses compostos foi feita a partir da comparacdo dos dados de
espectrometria de massas (Figura 38 e Figura 39) com a literatura. Essas
benzoquinonas foram identificadas previamente por técnicas de RMN e EM na

secrecao da espécie Goniosoma longipes®’

“” Pomini, A.M. 2006. Semioquimicos produzidos por bactérias fitopatogénicas e opilies brasileiros. Dissertagdo de
Mestrado, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Brasil.
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Figura 37. Espectro de massas do composto 24 e fragmentacao proposta
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Figura 39. Espectro de massas do composto 26 e fragmentacéo proposta

A benzoquinona 27 foi encontrada nas secrecoes de M. terrenus, M.
cuspidatus e P. paessleri. A partir dos dados de EM (Figura 40), pode ser proposta
uma (CsH7)1,4-benzoquinona, mas seus substituintes e o seu padrdo de
substituicdo ndo podem ser deduzidos conclusivamente. Analisando as
benzoquinonas capazes de se originarem da rota biossintética proposta (item
3.1.1) e considerando a baixa intensidade do fragmento de m/z 54, esse composto
pode ser identificado como 2-etil-5-metil-1,4-benzoquinona. Observa-se também a
presenca de um fragmento de m/z 135, correspondente a uma perda de metila

que é facilitada na presenca de um grupamento etil.
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Figura 40. Espectro de massas do composto 27 e fragmentacao proposta

De acordo com os dados de EM, a substancia 28 também € uma (CsH7)-
1,4-benzoquinona (Figura 41). O espectro de EM da 2,3,5-trimetil-1,4-
benzoquinona presente na literatura*® coincide com os dados espectrais do
composto 28, confirmando a sua identificagdo. E importante ressaltar que o
espectro de massas deste composto também apresenta um pico relativamente
intenso de m/z 54, mesmo este contendo substituintes nas posicdes 2, 3 e 5. Esse

fragmento é resultante das perdas de duas unidades CO e uma unidade CHMe.

“8 Stenhagen, E.; Abrahamsson, S.; McLafferty, F.W. pp. 391 Registry of Mass Spectral Data, Vol. 1, New York: Wiley, 1974.
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Figura 41. Espectro de massas do composto 28 e fragmentacao proposta

O espectro de massas da substancia 29 sugere que o0 mesmo € uma
(C4Hog)-1,4-benzoquinona (Figura 42). Levando em conta as possibilidades
permitidas pela biossintese e a auséncia de um sinal de m/z 54 intenso, restam
trés possibilidades: 2-etil-3,5-dimetil-1,4-benzoquinona, 2-etil-3,6-dimetil-1,4-
benzoquinona e 2-propil-5-metil-1,4-benzoquinona. Uma andlise mais aprofundada
dos dados de EM revela os fragmentos de m/z 93 e 107 relativamente intensos, os
quais provavelmente se originam da fragmentacdo da 2-etil-3,5-dimetil-1,4-
benzoquinona ou da 2-etil-3,6-dimetil-1,4-benzoquinona, as quais sao as

estruturas propostas para o composto 29.
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Figura 42. Espectro de massas do composto 29 e fragmentagéo proposta

Juntamente

com as benzoquinonas, pequenas quantidades

hidroquinonas foram encontradas. Apesar de ndo ter sido possivel

de

sua

identificagdo por RMN ou coinjecdo com padrdes, as hidroquinonas detectadas

tiveram suas estruturas sugeridas com base nos dados de EM. A presenca de

fragmentos de m/z 77 e 91 caracteristica de anéis aromaticos alquil substituidos e

a m/z do ion molecular duas unidades a maior que as benzoquinonas analogas

sugerem que se trata de hidroquinonas, além do fragmento resultante da perda de

CO seguida por perda de -H observada em alguns desses compostos. Em todos

os casos de ocorréncia de hidroquinonas é possivel observar que suas estruturas

correspondem a(s) benzoquinona(s) majoritaria(s) de cada secrecao.
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A 2-etil-1,4-hidroquinona (30), presente na espécie C. inexpectabilis
apresenta estrutura similar a 2-etil-1,4-benzoquinona (23), composto majoritario
dessa espécie. A presenca do grupo etila € evidenciada pelo fragmento intenso
correspondente a perda de metila (m/z 123), uma vez que esta representa uma
clivagem de ligacéo benzilica (Figura 43).
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Figura 43. Espectro de massas do composto 30 e fragmentacao proposta

A 2,3-metil-1,4-hidroquinona (31) (Figura 44) foi encontrada em cinco
espécies, as quais apresentam a 2,3-dimetil-1,4-benzoquinona (25) como
componente em comum e majoritario. As demais hidroquinonas (32 e 33, Figura
45 e Figura 46) aparentemente apresentam a mesma substituicdo encontrada nas
benzoquinonas majoritarias, o0 que pode reforcar a hipotese de que aquelas séo
precursoras das benzoquinonas (Esquema 5).
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Figura 44. Espectro de massas do composto 31 e fragmentacéo proposta
55



Abundance

904

o+ o
OH T 0 "
0 H H H T
X H X -CO T *
70 D - N T m
& OH OH HO HO

504 m'z122 m/z121

m/z 150 m/z150

409 107 1

304

204
770 121.0

1329
104

44.0
a T * T T T

OH
CC
OH
32

iz P =0 &0 El a0 @ 1o 110 130 130

Figura 45. Espectro de massas do composto 32 e fragmentacéo proposta

Abundance) OH OH H H 13
0] O - *CHs + 4
+ +
204
OH OH OH OH

704

m'z152 m/z137 m'z137 mz137

o OH T " 0 -+ "
ol H H H T
H -Cco f -*H X
—_— —_— —_—
40 Q/\
304 OH OH HO HO
20 m/z152 mz152 mz 124 m'z123

104 g0 107.0
44.0 1230

5”]55.0
0 L1l

1l

OH

OH
33

|
4'0‘ l h & 7 B ah 1o 1o 130 130

mez--»

Figura 46. Espectro de massas do composto 33 e fragmentagéo proposta

140

150

180

A espécie M. cuspidatus ja teve sua secrecdo estudada por Hara e

colaboradores?’, que relatam a presenca dos compostos 25 (46,8%) e 28 (3,4%),

bem como a hidroquinona 31 com intensidade relativa de 41,5%, muito maior do

que a encontrada neste trabalho, que foi de 0,9%. Esse fato poderia ser explicado

pela possivel oxidagcdo de hidroquinonas para benzoquinonas durante o tempo

entre a coleta e as analises. Porém, seriam necessarios estudos comprovando se

o tempo e as condigdes de estocagem entre a coleta e a analise das secrecdes

podem influenciar significativamente a composi¢ao das mesmas.
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Fottinger e colaboradores® analisaram a secrecdo de P. paessleri e
relataram uma composicdo muito similar a descrita neste trabalho, com os
compostos 24 (12%), 25 (40%), 26 (8%), 27 (1,5%), 28 (35%) e 29 (5%), mas sem

a presenca de cetonas e hidroquinonas.
3.1.4. Fenois identificados

Dentre as dezoito espécies contempladas nesse trabalho, trés
apresentaram secregdes compostas exclusivamente por fendis. Uma dessas
espécies (Progonyleptoidellus striatus) teve sua secrecao analisada por RMN.

A partir dos dados de CG-EM e RMN, foi possivel caracterizar os dois
compostos mais abundantes da secrecdo de P. striatus: 2,5-dimetilfenol (34) e
2,3,6-trimetilfenol (36) (Figura 47).
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Figura 47. Cromatograma da secregao de Progonyleptoidellus striatus

Nos espectros de massas dos compostos 34 e 36 (Figura 48 e Figura 49) é
possivel observar os sinais dos ions moleculares (m/z 122 e 136) intensos,
juntamente com os sinais correspondentes a perda de uma metila e os fragmentos
de m/z77 e 91 relativos a anéis aromaticos alquil substituidos.

As analises por RMN revelaram a presenca de grupos metila como
substituintes em ambos os compostos e as multiplicidades relativas aos
hidrogénios aromaticos forneceram informagdes sobre os padrdes de substituicao

“ Fottinger, P.; Acosta, L.E.; Leis, H.; Raspotnig, G. J. Arachnol. 2010, 38, 584-587.
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dos mesmos (Figura 50). No caso do composto 36, no entanto, o padrao
observado nos sinais de RMN de 'H nao permitiu distinguir entre o 2,3,6-
trimetilfenol e o 2,3,4-trimetilfenol. Foi realizado um experimento de NOE
diferencial irradiando os dois hidrogénios arométicos em 6 6,66 € & 6,86
alternativamente, observando-se um incremento de, respectivamente, 0,13% e
0,62% nos sinais das duas metilas vizinhas (posicdes 3 € 6 em & 2,24 e & 2,22
respectivamente), comprovando assim o0 padrdo de substituicdo do 2,3,6-
trimetilfenol (Figura 51) (devido a falta de seletividade na irradiagao do hidrogénio
em o6 6,66, a porcentagem de incremento observada de 0,13% né&o é precisa). Se
o composto 36 fosse o 2,3,4-trimetilfenol, teria sido observado incremento em
somente uma metila, uma vez que um dos hidrogénios seria vizinho ao grupo
hidroxila e ndo estaria proximo espacialmente de nenhum grupo metila.

Hara e colaboradores?” ja haviam relatado a presenca de 2,5-dimetilfenol
(34) e 2,3,6-trimetilfenol (36) nessa mesma espécie de opilidao (Progonyleptoidellus
striatus). Entretanto, nesse trabalho a caracterizagcdo desses compostos foi feito
com base em dados de espectrometria de massas, pelos quais é dificil inferir o
padrao de substituicdo de alquilfendis de forma conclusiva.
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Figura 48. Espectro de massas do composto 34 e fragmentacéo proposta
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Figura 49. Espectro de massas do composto 36 e fragmentacéo proposta

Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN para a substancia 2,5-dimetilfenol (34) (CDCl;, TMS,

499,89 MHz para RMN de 'H, 125,71 MHz para RMN de '°C)

OH
U o 7
6
8~ 5 4 8
34
Posicao SH dc DEPT

1 - 153,78 -
2 - 120,60 -
3 6,99 (1H, d, °J = 7,6 Hz) 130,96 CH
4 6,66 (1H, d, °J = 7,5 Hz) 121,62 CH
5 - 137,28 -
6 6,60 (1H, s) 115,84 CH
7 2,20 (3H, s) 15,48 CHs
8 2,27 (3H, s) 21,17 CHs
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN para a substancia 2,3,6-trimetilfenol (36) (CDCl;, TMS,
499,89 MHz para RMN de 'H, 125,71 MHz para RMN de "°C)

OH
9 1 > 7
6 3
5 : 8
36
Posicao SH dc DEPT
1 - 152,10 -
2 - - -
3 - - -
4 6,66 (1H, d, °J = 7,5 Hz) 121,93 CH
5 6,86 (1H, d, °J = 7,6 Hz) 127,59 CH
6 - - -
7 2,16 (3H, s) 11,87 CHs
8 2,24 (3H, s) 20,21 CHs
9 2,22 (3H, s) 16,06 CHs
6a 8a 7a
Sa 4a, 4b ‘|| ﬂ‘ ‘
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Figura 50. Espectro de RMN de H (499,89 MHz, CDCl3, TMS) da secrecao de P. striatus
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Figura 51. Experimento de NOE diferencial com a secrecao de P. striatus

Nao foi possivel analisar o fenol 35 presente na secrecdo de P. striatus
pelas técnicas de RMN devido a sua baixa concentragdo. O espectro de massas
desse composto (Figura 52) é muito similar ao do 2,5-dimetilfenol, mesmo tendo
um padrao de substituicdo diferente. Levando em conta a rota biossintética
sugerida para esses fendis (Esquema 5 e Esquema 6), foi proposta a estrutura
2,3-dimetilfenol para o composto 35.
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Figura 52. Espectro de massas do composto 35 e fragmentacéo proposta

A substancia 2-metil-4-etilfenol (37) apresenta em seu espectro de massas
o fragmento m/z 121 bastante intenso, correspondente a perda de uma metila por
clivagem da ligacdo benzilica (Figura 53). A identidade desse composto foi
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confirmada por coinjecdo com uma amostra de secrec¢ao da espécie Hoplobunus

mexicanus®, na qual o composto 37 ja havia sido caracterizado por técnicas de

RMN.
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Figura 53. Espectro de massas do composto 37 e fragmentacéo proposta

Com base somente nos dados de EM, ndo foi possivel sugerir uma

estrutura o composto 38, uma vez que o0 mesmo encontrou-se muito diluido na

amostra analisada. A presenca de um fragmento intenso de m/z 135 sugere um

substituinte etila, devido a perda facilitada de um grupo metila, mas nao da

informacgdes sobre o padrdo de substituicdo desse composto. A presenca do ion

molecular de m/z 150 sugere que a substancia 38 é um (C4Hg)-fenol (Figura 54).
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3.2. Sintese de 5-metilex-1-en-3-ona (2) e 4-metilex-1-en-3-ona (3)

Para a confirmagdo estrutural e determinacdo de estereoquimica, foi
sugerida a sintese de duas vinil cetonas encontradas nas secregdes de opilides: 5-
metilex-1-en-3-ona (2) e 4-metilex-1-en-3-ona (3). Foram propostas duas rotas
sintéticas: uma a partir de aminodacidos e outra a partir de acidos carboxilicos. A

sintese das cetonas 2 e 3 foi feita em colaboragdo com a Dra. Caroline Gongalves.
3.2.1. Rota para a obtencao de 2 e 3 a partir de aminoacidos

Primeiramente foi proposta uma rota para a obtencao das vinil cetonas 2 e
3, partindo dos aminoéacidos L-leucina (41a) e L-isoleucina (41b), respectivamente
(Esquema 9). A rota consiste em 6 etapas: (i) prote¢do do grupo amina com a
formacao do carbamato de metila®; (ii) reducdo do acido para alcool com borana;
(iii) oxidacao do alcool para aldeido com PCC; (iv) reacao de Wittig para a
formacao do grupo vinila; (v) desprotecdo do grupo amina®'; e (vi) transaminacéo
oxidativa da amina, dando origem a uma carbonila®>. Um aspecto atrativo dessa
metodologia é que, quando aplicada usando a L-isoleucina como precursor, a
configuracdo do centro quiral do aminoacido pode ser mantida, produzindo-se

assim a vinil cetona enantiomericamente pura (4 S)-4-metilex-1-en-3-ona.

X
0
NH, . HN 07
Y MeOCOCl  HN”~ O BHyDMS : PCC, NaOAc
R™ COCH H,O, t.a. R/'\COOH THF, t.a. R/\(')H CH,Ch, t.a.
a
41b 42a (68%) 43a (75%)
42b 43b
o o)
)k _ PhgPCHgBr g 4cido ascorbico
HN™ O n-Buli HN” Yo~ NaOH NH; Cu(OAc), i
— i 4 Tt T mmmmee- N TTf P
R H o THR ta A& MeOH,ta. R~  HOta. R
R
(0] 45a 46a
44a (75%) 45b 46b 2 R- N

44b

41a R= /k/i‘a 41b R- /\‘/K‘ 3 R- /\‘}X

Esquema 9. Rota sintética proposta para a obtencdo das vinil cetonas 2 e 3 a partir de

aminodacidos

% ltaya, T.; Mizutani, A.; Watanabe, N. Chem. Pharm. Bull. 1989, 37(5), 1221-1225.
%' Yang, D.; Kim, S.; Kahne, D. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4715-4716.
%2 Srogl, J.; Voltrova, S. Org. Lett. 2009, 11, 843-845.
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A rota foi empregada somente usando-se a L-leucina (41a), visando a
obtencdo da vinil cetona 2. Os produtos 42a, 43a e 44a foram obtidos com
rendimentos moderados, observando-se a cada etapa as mudancas esperadas
nos espectros de RMN: aparecimento do sinal correspondente a metoxila em &
3,70 no espectro de RMN de 'H do composto 42a; desaparecimento do sinal do
carbono carboxilico (8 177,53) no RMN de "*C do composto 43a; e aparecimento
dos sinais correspondentes ao aldeido (8 9,60 no RMN de 'H e § 199,86 no RMN
de '*C) no composto 44a.

Entretanto, apds a reacédo de Wittig para a formacao de 45a, observou-se
como produto o alcool 43a. Uma possivel explicacdo para o0 insucesso dessa
etapa seria o fato de que o atomo de nitrogénio, embora protegido com o grupo
carbamato, esteja ligado a um hidrogénio relativamente acido capaz de ser
retirado pelo ilideo de fésforo, impedindo assim o ataque nucleofilico deste a
carbonila. Como possivel solugao para esse problema, a reacao poderia ser feita
novamente usando dois equivalentes de n-butilitio, promovendo assim a retirada

do hidrogénio acido do carbamato e a formacao do ilideo de fosforo.
3.2.2. Rota para a obtencao de 2 e 3 a partir de acidos carboxilicos

Devido aos problemas com a primeira rota proposta, foi sugerida uma nova
rota sintética mais simples para a obtencéo das vinil cetonas 2 e 3, partindo do
acido 3-metilbutandico (47a) e do acido 2-metilbutandico (47b), respectivamente.
Essa rota sintética (Esquema 10) consiste em trés etapas: (i) a formacao do
cloreto do &cido carboxilico; (i) a obtencdo da amida de Weinreb®® a partir do
cloreto do &cido; e (iii) a reagdo da amida de Weinreb com o brometo de
vinilmagnésio. Optou-se pela alquilacdo da amida de Weinreb por esta permitir a
insercao de somente um grupo alquila, impedindo assim a possivel formacao de
alcoois terciarios resultantes da dialquilacao.

% Nahm, S.; Weinreb, S. M. Tetr. Lett., 1981, 22, 3815-3815.
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Esquema 10. Rota sintética proposta para a obtengéo das vinil cetonas 2 e 3 a partir de acidos

carboxilicos

As reacgbes para a formagao do cloreto de acila e da amida de Weinreb
foram realizadas no mesmo frasco reacional. As amidas de Weinreb 48a e 48b
foram purificadas por cromatografia em coluna, sendo recuperadas em 52% e
76% de rendimento, respectivamente, e tiveram suas estruturas confirmadas por
RMN. As amidas apresentaram nos espectros de RMN de 'H os singletos
correspondentes as metilas ligadas aos atomos de nitrogénio (6 3,18 em 48a e 6
3,19 em 48b) e oxigénio (6 3,68 em 48a e 6 3,69 em 48b).

O brometo de vinilmagnésio foi sintetizado a partir da reacdo entre
magnésio metalico e brometo de vinila e foi imediatamente adicionado ao baldo
contendo a amida de Weinreb correspondente. As vinil cetonas 2 e 3 foram
obtidas juntamente com impurezas, e nao foi possivel purifica-las devido a
volatilidade das mesmas.

Mesmo com os compostos ndo purificados, foi possivel confirmar a
identidade dessas cetonas a partir dos dados de espectrometria de massas.
Através de andlises de CG-EM e coinjecbes com as secrecdes naturais de
opilides, confirmou-se a presenga das vinil cetonas 2 e/ou 3 em sete espécies.
Andlises de CG-DIC com coluna quiral também permitiram verificar que as
secrecdes naturais de cinco espécies apresentam a cetona 3 na forma
enantiomericamente pura (ver item 3.1.2).

A metodologia proposta pode ser aplicada utilizando-se o acido (2S)-2-
metilbutandico ((2S5)-47b) como precursor, obtendo-se assim a cetona (4S)-3

enantiomericamente pura. A obtengdo desse composto permitird determinar a
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estereoquimica da cetona 3 presente nas secrecoes de opilides analisadas neste
trabalho.

Com a purificagcao das vinil cetonas 2 e 3 sera possivel prosseguir com a
sintese dos dimeros correspondentes (20 e 19) usando métodos ja descritos na
literatura.>®* A obtencdo desses dimeros e sua posterior caracterizagdo e
determinacao da estereoquimica sdo importantes uma vez que 0s mesmos Sao
compostos inéditos e constituem uma nova classe presente em secrecoes
defensivas de opilides. Além disso, a obtengdo desses dimeros permitira testar a
atividade repelente dos mesmos em relagdo aos seus mondmeros, 0 que pode
trazer informacgdes sobre a evolucdo dessa classe de compostos nas secrecoes
dessas espécies.

3.3. Atividade antimicrobiana de componentes das secrecoes

Considera-se que as secrecdes glandulares de opilides apresentam fungao
defensiva, sendo que a agéo repelente da secrecdo de algumas espécies ja foi
verificada frente a predadores.'®'93%3* pPorém, a dieta e os habitos de opilides em
geral também podem ocasionar sua exposicdo a diversos micro-organismos
patogénicos. Sao escassos os estudos na literatura que investigam a acao de
secrecdes de opilides ou seus componentes frente a micro-organismos®*>’.
Portanto, foi sugerida a realizacdo de testes para verificar a acdo de alguns
compostos das espécies aqui estudadas contra bactérias Gram positivas (Bacillus
pumilus e Bacillus subtilis), Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa) e
leveduras (Candida albicans e Rhodotorula glutinis). Foram realizados dois
ensaios para verificar a atividade antimicrobiana dos compostos testados: difuséo
em disco e microdiluicdo em caldo.

Foram usados padrdes sintéticos de quatro substancias representativas das
classes de compostos encontrados nas espécies estudadas nesse trabalho: 2-
metil-1,4-benzoquinona (16), 2,5-dimetil-1,4-benzoquinona (18), 2,5-dimetilfenol
(25) e 1-hepten-3-ona (39). Nos testes de difusdo em disco, foi usado também

uma amostra sintética do dimero (40) da 1-hepten-3-ona, presente na secrecao de
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Iporangaia pustulosa® (Figura 55). Em ambos os testes foram usados padrdes de
antibiéticos como controle positivo: cloranfenicol 4 mg/mL para bactérias e
ciclopirox olamina 10 mg/mL para leveduras (Figura 56). Os testes de atividade

antimicrobiana foram feitos em colaboragdo com a Dra. Davila Zampieri.
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Figura 55. Compostos testados nos ensaios de atividade antimicrobiana
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Figura 56. Padroes antibiéticos utilizados como controle positivo: cloranfenicol para bactérias e

ciclopirox olamina para leveduras

3.3.1. Difusao em disco:

O teste de difusdo em disco é essencialmente qualitativo e baseia-se na
aplicacdo das substancias a serem testadas em discos de papel, os quais sédo
colocados sobre a superficie de um meio de cultura inoculado com o micro-
organismo. Os compostos aplicados nos discos de papel se difundem através do
meio solido. O micro-organismo cresce até encontrar um limiar de concentragéo
da amostra que nédo permite o seu desenvolvimento, o que € caracterizado pela
auséncia de crescimento ao redor do disco (halo de inibicdo). O didmetro dos
halos de inibicdo é usado como indicador da atividade antimicrobiana da amostra
testada (Figura 57).
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Figura 57. Leitura do teste de difusdo em disco

Neste ensaio foram usadas as bactérias B. subtilis e P. aeruginosa e as
leveduras C. albicans e R. glutinis. Para os compostos 22, 34 e 47 foram testadas
concentracdes de 24, 18, 12 e 6 mg/mL, para o composto 24, as concentracdes de
12 e 6 mg/mL e para o composto 48, somente a concentracdo de 26 mg/mL. Em
cada disco foi adicionado 5 uL da solugdao de amostra a ser testada. Os didmetros
dos halos de inibicdo formados estdo descritos na Tabela 8. Algumas das placas
feitas durante a realizacdo deste teste sdo mostradas na Figura 58.

Nas placas da bactéria B. subtilis a visualizagdo dos halos foi dificultada
pela pequena quantidade de células. No teste com a cetona 47 com esse micro-

organismo nao foi possivel visualizar os halos de inibicao formados.

Figura 58. Placas do teste de difusdo em disco (as concentragdes estdo indicadas na figura): (a)
composto 22 frente a C. albicans; (b) composto 24 frente a R. glutinis; (c) composto 34 frente a R.
glutinis; (d) compostos 39 e 40 frente a C. albicans (0 nimero dos compostos esta indicado entre

parénteses na figura)
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Tabela 8. Diametro dos halos de inibicdo (cm) do teste de difusdo em disco

Composto Conc. Micro-organismo
P (mg/mL) B. subtilis  P. aeruginosa  C. albicans  R. glutinis
Q 6 2,4 - 1,0 1,5
12 2,6 1,5 1,4 1,8
18 2,7 2,2 1,7 2,3
o 24 3,0 2,2 1,6 2,3
22 Controle 1,2 2,3 2,0 2,7
(6}
6 2,2 3,0 0,7 1,0
12 2,5 3,0 1,1 1,3
o Controle 1,8 3,0 2,0 2,1
24
OH 6 - - - -
12 - 0,7 - -
18 - 0,7 - -
24 - 0,9 - -
34 Controle - 2,4 - -
6 - - -
(0]
s A~ 12 * ) ) )
18 - - -
% 24 - - 1,3

(0]
/\/\EOJ)K/\/ 26 . . . .
Controle 2,5 2,5 2,0 2,8
40

* N&o foi possivel visualizar e medir os halos de inibigéo.

De maneira geral, os resultados mostram que o0s compostos que
apresentaram maior atividade frente aos micro-organismos testados foram as
benzoquinonas 22 e 24. Esses compostos apresentaram atividade contra todos os
micro-organismos testados, apresentando em alguns casos halos de inibicdo
maiores que os dos antibiéticos usados como controle positivo.

O fenol 34 apresentou uma pequena atividade inibitéria contra a bactéria P.
aeruginosa, e nenhuma frente aos demais micro-organismos testados. A cetona
39 apresentou somente acao antimicrobiana contra a levedura R. glutinis na maior
concentracao testada. O dimero (40) de 39 foi testado em uma concentracao
similar a mais alta na qual os demais compostos foram testados e ndo apresentou

atividade inibitéria frente a nenhum dos micro-organismos testados.

69



3.3.2. Microdiluicao em caldo

O método de microdiluigdo em caldo consiste na diluigdo das substancias a
serem testadas em meio de cultura liquido inoculado com o micro-organismo
teste. Sao testadas varias concentragdes da amostra em microplacas de 96 pogos
e, apos incubacao, verifica-se em quais po¢os o micro-organismo foi inibido. Esse
ensaio quantitativo permite a determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) de uma substancia, isto é, a menor concentracdo do composto capaz de
inibir o crescimento do micro-organismo em estudo.

O crescimento do micro-organismo € verificado pela adicado de brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) aos pocos individuais. Esse
composto pode sofrer a acao de redutases presentes em células vivas formando
uma formazana que apresenta cor purpura intensa (Esquema 11). Dessa maneira,
0 aparecimento da cor purpura € um indicativo da viabilidade celular e nos pocos

onde essa coloragdo ndo se manifesta, houve inibigdo do micro-organismo.>*

- N—NH
©_</N ’\|l+ redutase ©_</
=N =
N =N N=N
R )=N
Br S~

formazana
MTT (purpura)

Esquema 11. Reacao de reducédo do MTT com formacgéo da formazana

O ensaio de microdilugcdo em caldo foi realizado com as bactérias B.
pumilus e P. aeruginosa e com as leveduras C. albicans e R. glutinis. Foram
testados os compostos 22, 24, 34 e 39 nas concentragdes de 1000, 500, 250 e
125 pg/mL para bactérias e nas concentragdes de 500, 250, 125 e 82,5 ug/mL
para leveduras, uma vez que as bactérias mostraram-se mais resistentes no
ensaio de difusdo em disco. Os valores de concentragéo inibitéria minima (CIM)

* Hostettmann, K.; Queiroz, E.F.; Vieira, P.C. Principios Ativos de Plantas Superiores. Sao Carlos: EdUFSCar, 2003.
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encontrados estdo descritos na Tabela 9. As microplacas usadas para a
realizacao do teste sao mostradas nas Figura 59, Figura 60, Figura 61 e Figura 62.

Tabela 9. Valores de CIM para os compostos testados

CIM (ug/mL)
(0] (0] OH
Micro-organismo ¢/ /¢/ /©/ \)‘L/\/
0 0 39
22 24 &
B. pumilus <125 <125 250 <125
P. aeruginosa <125 <125 1000 500
C. albicans 125 <82,5 >500 >500
R. glutinis <82,5 <82,5 <82,5 <82,5

Pode-se observar nos pocos contendo a benzoquinona 22 o surgimento de
uma cor alaranjada quando o mesmo entra em contato com o micro-organismo,
enquanto o mesmo ndo ocorre com nenhum outro dos compostos testados. Isso
pode estar ligado ao proprio mecanismo de toxicidade desse composto. O
composto 24 também é uma benzoquinona e, provavelmente, apresenta o0 mesmo
mecanismo de toxicidade. Entretanto essa mudanca na coloragdo nao ocorre,
talvez devido ao seu maior impedimento estéreo em relagdo ao composto 22.

Os resultados de CIM apresentados na Tabela 9 mostram que as
benzoquinonas 22 e 24 apresentaram maior atividade antimicrobiana, o que esta
de acordo com os resultados do teste de difusdo em disco. Essas benzoquinonas
mostram forte agdo antimicrobiana frente a todos os micro-organismos testados e,
na maioria dos casos, o valor de CIM encontra-se abaixo da faixa testada.

A cetona 39 apresenta atividade antimicrobiana intermediaria, mostrando
baixos valores de CIM para B. pumilus e R. glutinis, mas valores altos para P.
aeruginosa e C.albicans. O fenol 35 mostrou-se o menos ativo frente aos micro-
organismos testados, apresentando baixos valores de CIM somente frente a R.
glutinis.
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B. pumilus P. aeruginosa

Figura 59. Placa mostrando as CIMs dos compostos 22 e 47 frente a bactérias (concentragbes de
1000 a 125 pg/mL; C.P.: controle positivo; C.I.: controle do in6culo; C.B.: controle branco)

1000
500
250
125
C.l
1000
0
0
C.l

B. pumilus P. aeruginosa

Figura 60. Placa mostrando as CIMs dos compostos 24 e 34 frente a bactérias (concentragdes de
1000 a 125 pg/mL; C.P.: controle positivo; C.I.: controle do in6culo; C.B.: controle branco)
72



C.B.

500
250
125
82,5

o o ;v ¥
S O A o
D A +~ ©

C.l.
C.l

C. albicans R. glutinis

Figura 61. Placa mostrando as CIMs dos compostos 22 e 47 frente a leveduras (concentragdes de

500 a 82,5 pyg/mL; C.P.: controle positivo; C.I.: controle do in6culo; C.B.: controle branco)

500
250
125
82,5
500
250
125
82,5

C.l.

C. albicans R. glutinis

Figura 62. Placa mostrando as CIMs dos compostos 24 e 34 frente a leveduras (concentragdes de
500 a 82,5 ug/mL; C.P.: controle positivo; C.l.: controle do in6culo; C.B.: controle branco)
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Analisando os resultados obtidos em relacdo aos organismos, constata-se
que a levedura R. glutinis € menos resistente em relagdo a C. albicans,
apresentando inibicdo do crescimento com as menores concentragoes testadas de
todos os compostos usados. Dentre as bactérias, observa-se que B. pumilus, uma
bactéria Gram positiva € menos resistente comparado a P. aeruginosa, uma
bactéria Gram negativa. Possivelmente a presenca de uma membrana externa em
bactérias Gram negativas seja a responsavel pela maior resisténcia de P.
aeruginosa aos compostos aqui testados.

3.3.3. Mecanismos de toxicidade de quinonas, cetonas e fendis

Os mecanismos de citotoxicidade de quinonas estdo ligados a alta
reatividade das mesmas, e seus efeitos bioldégicos podem ser atribuidos a duas
das suas propriedades quimicas: (i) possibilidade de reacdes reversiveis de
oxidacdo-reducdo e (i) carater eletrofilico.>®

Em sistemas biol6gicos, as quinonas podem sofrer redugédo de um ou dois
elétrons por redutases celulares, formando, respectivamente, semiquinonas e
hidroquinonas (Esquema 12). As semiquinonas radicalares podem ser oxidadas
em condicdes aerdbias a quinona inicial gerando o anion radical superéxido (Oy).
Em meio aquoso, a reagdo de semiquinonas com oxigénio molecular gera
peréxido de hidrogénio (H202), o qual, na presenca de ferro, forma radicais
hidroxila (-OH) altamente reativos. A toxicidade de quinonas pode ser atribuida a

formacao dessas espécies reativas de oxigénio.>®

O H H
+ - + &
+H y 8 +H <
AN PN
0, 0, . 0 0
0 o OH

~

Esquema 12. Reducdo de um ou dois elétrons de quinonas™

% El-Najjar, N.; Gali-Muhtasib, H.; Ketola, R.A.; Vuorela, P.; Urtti, A.; Vuorela, H. Phytochem. Rev. 2011, 10, 353-370.
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Devido a conjugacao de ligacdes duplas com grupos carbonila, as quinonas
também apresentam carater eletrofilico, podendo reagir com nucledéfilos por meio
de adicdo de Michael. Alguns nucleéfilos passiveis de reagir dessa maneira sao
grupos amino, hidroxila e tiol, os quais podem ser encontrados em sistemas
biolégicos em residuos de aminoacidos (lisina, serina e cisteina). No entanto, o
principal composto que reage com quinonas é a glutationa, que apresenta um
grupo tiol (Figura 63). A glutationa representa a primeira linha de defesa celular
contra espécies reativas de oxigénio e constitui o antioxidante nao-protéico mais
abundante na célula. Na verdade, a formag&o de conjugados quinona-glutationa
representa um mecanismo de desintoxicagao e pode ocorrer por adicao redutiva
espontanea ou catalisada por glutationa-S-transferases, formando conjugados
glutationil hidroquinona (Esquema 13).

HS
0
H
HQZCV\)J\NJ\WNVCOZH
NH. H o
glutationa

Figura 63. Estrutura da glutationa na sua forma reduzida

0
+
/ h \
OH OH / \OH OH
‘ x XR XR  RX XR RX XR
= XR XR RX XR
OH OH OH OH
Esquema 13. Adicdo de Michael a quinonas (X = S, N, 0)*
Entretanto, a formacao de conjugados quinona-glutationa pode aumentar a

toxicidade da quinona. Em alguns casos, o ciclo redox da glutationil hidroquinona

pode ser facilitado em relagdo ao da quinona original, aumentando assim os danos
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causados pelo estresse oxidativo discutidos anteriormente. Por outro lado, altas
concentracdes de quinonas podem levar a deplecédo significativa dos niveis de
glutationa reduzida. Essa saturacdo do sistema de desintoxicacdo permite a
adicdo de quinonas a proteinas dependentes de SH, causando mudancas
irreversiveis que podem resultar na morte celular.>

Compostos carbonilicos a,B-insaturados também tém sua toxicidade
associada a conjugacao de uma ligacao dupla com um grupo carbonila, permitindo
assim reagbes de adicdo de Michael. A atividade antimicrobiana desses
compostos diminui conforme o aumento do numero de substituintes na ligacéo
dupla. Além disso, analogos saturados ndo apresentam a mesma atividade.*®

De maneira andloga a quinonas, cetonas o,p-insaturadas séo capazes de
inibir proteinas dependentes de SH. A atividade desses compostos parece ser
melhor para compostos com baixos pesos moleculares e pequeno impedimento
estéreo, o que favorece a entrada do inibidor no sitio catalitico.®’

A acéo antimicrobiana de fendis € atribuida a capacidade destes compostos
de permeabilizagdo da membrana de micro-organismos, ocasionando danos a
mesma e vazamento de conteldo celular.®*® Greenberg e colaboradores®
analisaram a atividade antimicrobiana de diversos compostos fendlicos do ponto
de vista da relagdo estrutura-atividade. Os autores sugerem que os fatores
determinantes da atividade desses compostos sdo a lipofilicidade e o efeito
estéreo, e que os compostos fendlicos atuam como agentes surfactantes que
rompem a interface lipidio-proteina da membrana.

Além disso, a atividade diferenciada sobre bactérias Gram positivas e
negativas pode ser explicada pelas diferencas na composicao da parede celular.
As bactérias Gram negativas apresentam até 25% de conteudo lipidico na parede
celular, enquanto que nas Gram positivas essa proporcao varia de 0 a 3%. Dessa
maneira, os compostos fendlicos se ligam a parede celular de bactérias Gram

% Stack, V. Ind. Eng. Chem. 1957, 49, 913-917.

* Tanaka, T.; Kawasi, M.; Tani, S. Life Sciences 2003, 73, 2895-2990.

% Tortora, G.J.; Funke, B.R.; Case, C.L. Microbiology: an introduction 102 ed. San Francisco: Pearson Benjamin Cummings,
2010.

% Shapiro, S.; Guggenheim, B. Oral Microbiol. Immunol. 1995, 10, 241-246.

 Greenberg, M.; Dodds, M.; Tian, M. J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 11151-11156.
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negativas mais fortemente em relacdo a Gram positivas e ndao conseguem

penetra-la tao facilmente.®°
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CONCLUSOES

Nesse trabalho foi relatada a composicdo quimica das secrecoes
defensivas de dezoito espécies de opilides da familia Gonyleptidae, dentre as
quais quatorze ainda nao haviam sido estudadas por essa perspectiva. As
analises realizadas levaram a detecgéo de 38 compostos, dos quais 8 tiveram sua
caracterizagdo confirmada e 30 tiveram suas estruturas propostas a partir da
analise detalhada dos dados de espectrometria de massas obtidos. Com as
andlises de RMN das secregcoes de trés espécies (Magnispina neptunus,
Progonyleptoidellus striatus e Gonyleptes saprophilus), cinco compostos foram
caracterizados: 4-metilex-1-en-3-ona (3), 2-metil-1,4-benzoquinona (22), 2-etil-1,4-
benzoquinona (23), 2,5-dimetilfenol (34), 2,3,6-trimetilfenol (36). De maneira geral,
0s 38 compostos encontrados sao representativos de cinco classes quimicas e se
dividem em trés grandes grupos: cetonas (juntamente com diidropiranil cetonas);
benzoquinonas (com hidroquinonas); e fendis. Compostos pertencentes a essas
trés classes ja foram descritos em varias espécies da familia Gonyleptidae, bem
como da sub-ordem Laniatores.

Foi proposta uma rota sintética para a obtencdo de duas vinil cetonas
encontradas nas secreg¢des estudadas: 5-metilex-1-en-3-ona (2) e 4-metilex-1-en-
3-ona (3). Essa rota foi aplicada com sucesso e os produtos obtidos foram usados
para confirmar a identidade desses compostos presentes nas secrecdoes. Com o
padrao sintético racémico da 4-metilex-1-en-3-ona (3), foi possivel observar que
essa vinil cetona ocorre na forma enantiomericamente pura e com a mesma
estereoquimica em cinco das espécies estudadas. Essa metodologia pode ser
usada com materiais de partida enantiomericamente puros para a obtencdo de
vinil cetonas com estereoquimica definida, as quais podem ser usadas para a
confirmagéo da configuragdo dos centros quirais nesses produtos naturais.

Por fim, foram realizados testes de atividade antimicrobiana de compostos
representativos dos trés grupos encontrados como constituintes das secrecoes
estudadas: 2-metil-1,4-benzoquinona (22), 2,5-dimetil-1,4-benzoquinona (24), 2,5-
dimetilfenol (34) e hept-1-en-3-ona (39). Os testes foram realizados frente aos
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micro-organismos Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans e Rhodotorula glutinis. De maneira geral, as quinonas
mostraram atividade mais pronunciada frente a todos os micro-organismos
testados, seguidos pela vinil cetona e pelo fenol, que teve a menor atividade
inibitéria. A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa mostrou maior resisténcia frente
aos compostos testados em relagdo a Gram-positiva B. subtilis, enquanto a
levedura C. albicans mostrou-se mais resistente frente aos compostos testados
em comparac¢ao com a levedura R. glutinis.

Estudos da composicdo de secregcbes defensivas de opilibes séo
relativamente escassos na literatura. Mesmo dentro da sub-ordem Laniatores, o
maior numero de estudos nao representa a enorme diversidade desse grupo. Esse
trabalho contribui com o atual conhecimento de componentes de secrecbes de
opilides e fornece dados que podem ser utilizados em estudos de outras espécies
de artrépodes, tais como indices de retencao e espectros de massas dos
compostos caracterizados. Essas informagdes s&o importantes uma vez que o
conhecimento sobre a ecologia quimica de opilides e aracnideos em geral é
relativamente escassa, em comparagao com insetos.

Do ponto de vista da Quimica de Produtos Naturais, a identificagdo de
compostos similares presentes em diversas espécies cria oportunidades para
futuros estudos visando a elucidacdo das rotas biossintéticas envolvidas na
producdo dessas substancias. Neste trabalho foi discutida a possivel origem
biossintética das diferentes classes de substancias identificadas e provaveis
relacdes entre essas rotas. O conhecimento sobre os componentes que cada
espécie produz e a caracterizacao completa dos mesmos permite, por exemplo, 0
desenho de experimentos para monitorar a incorporagdo de precursores
isotopicamente marcados nos compostos de defesa. Esses estudos podem trazer
informacgdes importantes sobre os mecanismos pelos quais a diversidade dessas
defesas quimicas evoluiu, ndo se restringindo somente ao contexto da ordem
Opiliones, mas resultando também em um melhor entendimento da evolugdo de
defesas quimicas em geral. Além disso, ha poucos estudos biossintéticos na

literatura com aracnideos, e, até 0 momento, nenhum com opilides.
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Por outro lado, a partir de um enfoque da Ecologia Quimica, a identificacao
de diferentes classes de compostos nessas secre¢des defensivas imediatamente
traz questbes sobre os beneficios e custos associados ao uso de diferentes
substancias e como as mesmas estao relacionadas com a ecologia das espécies.
Com o conhecimento da composicao dessas secregdes defensivas € possivel
formular hipbteses e realizar experimentos para investigar qual o valor adaptativo
associado a cada classe de composto ou substancia individual. Um ponto
relevante que merece uma investigagcdo mais detalhada é a finalidade da
formacao de dimeros de vinil cetonas observados em algumas espécies, que sao
sintetizados quimicamente apenas sob condigcdes especiais e com a presenca de
catalisadores.

Os dimeros de vinil cetonas encontrados nesse trabalho sédo representantes
de uma classe recém-descoberta de compostos presentes em secrecdes de
opilides e sdo necessarios mais estudos sobre os mesmos. A rota sintética para a
obtencao de vinil cetonas apresentada nesse trabalho contribui nesse ponto, uma
vez que a metodologia de dimerizagdo ja € descrita na literatura.

Os ensaios de atividade antimicrobiana realizados trazem um novo aspecto
das estratégias defensivas de opilides. Enquanto existem varios trabalhos que
discutem a acdo das secrecOes defensivas de opilides na repeléncia de
predadores, tais como insetos, aracnideos e mamiferos, pouca atencéo € dada a
possivel acdo dessas secre¢des na defesa contra micro-organismos patogénicos.

A investigacdo do ponto de vista quimico de secrecoes defensivas de
opilides apresenta um valor quimiotaxonémico e quimiossistematico relevante,
mas para isso sdo necessarios trabalhos que englobem um grande numero de
espécies. Nesse trabalho foi analisado um numero consideravel de espécies
distribuidas em varias subfamilias dentro da familia Gonyleptidae. Dentro desse
contexto, esse trabalho representa uma contribuicAo para as pesquisas
desenvolvidas pelo grupo de pesquisa do professor Glauco Machado, do
Laboratério de Comportamento e Evolugao de Artrépodes, pertencente ao Instituto
de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.
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PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Métodos cromatograficos

As analises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se cromatofolhas de aluminio (folha padréo 20 x 20 cm), cobertas com
silica gel com indicador de fluorescéncia (Merck). A revelacao dos compostos foi
realizada por irradiacdo com lampada UVassnm, pulverizagdo com solucéo
reveladora de p-anisaldeido (p-anisaldeido, HoSQ4, &acido acético e etanol na
proporcdo de 1:2:1:100), ou pulverizagdo com solucdo reveladora de &cido
fosfomolibdico (10% m/v de acido fosfomolibdico em etanol) , ambas com
posterior aquecimento a 300 °C com pistola aquecedora.

As purificagcbes dos compostos sintetizados foram realizadas por
cromatografia “flash” em coluna, sendo utilizada silica gel 60 um (ACROS - 0,035-
0,070 mm com poros de 6 nm) como fase estacionaria e solventes destilados
como eluentes. As fragbes coletadas foram comparadas por CCD e agrupadas por
perfil de semelhanca.

As cromatografias gasosas acopladas a espectrometria de massas (CG-EM)
foram realizadas em cromatégrafo Agilent 6890 acoplado a detector seletivo de
massas HP 5973, operando por impacto de elétrons (El) com energia de ionizacao
de 70 eV, na faixa de m/z 40-400. Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida
DB-5 (830 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com 5% de fenil-metilsiloxano para a separacao
dos compostos analisados. A temperatura do injetor foi mantida a 250 °C e o
detector a 280 °C. As demais condicbes de andlise (rampas de aquecimento,
pressao de gas, modo de injecdo) variaram de acordo com cada experimento.

As analises de CG quiral para a discriminacdao de enantibmeros foi realizada
em cromatdgrafo Agilent 6850, acoplado com detector de ionizacdo de chama
(CG-DIC), equipado com injetor automatico e coluna capilar de silica fundida
Chirasil-dex (25 m x 0,25 mm x 0,25 um). As analises foram realizadas com fluxo
constante de H, de 0,5 mL/min, com injetor a 180 °C e detector a 250 °C, sendo as
injecdes feitas no modo splitless (sem divisdo de fluxo), utilizando 1 pL da
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amostra. A programacao da temperatura do forno foi a seguinte: rampa de 40 a
100 °C a taxa de 3 °C/min, de 100 a 180 °C a taxa de 30 °C/min e permanéncia a
180 °C por 20 min.

5.1.1. Calculo dos indices de retencao

Os indices de retencao expressos na Tabela 1 foram calculados analisando-
se as amostras por CG-EM com as seguintes programacdes: (i) temperatura
iniciando a 40 °C e variando até 290 °C a uma taxa de 4 °C/min, com pressao
constante de 7,07 psi de He e (ii) temperatura iniciando a 50 °C e variando até 290
°C a uma taxa de 4 °C/min, com pressao constante de 7,62 psi de He. A primeira
programacao foi usada para as secrecées de G. saprophilus, S. barbiellini e S.
sodreana (que apresentam o composto 1, consideravelmente volatil), enquanto a
segunda programacao foi usada para as secrec¢des das demais espécies.

Separadamente, foi injetado com essas programacdes de temperatura um
padrdo de hidrocarbonetos saturados lineares de Cg a Cy (Sigma-Aldrich). Para o
calculo do indice de retencdo do composto 1, foi necessério adicionar heptano
(C;) ao padrao de hidrocarbonetos. Para o calculo dos indices de retencao, foi

utilizada a seguinte equacao:

t,—t
IR=100><(n+ (N —n)-= ”)

tN _tn

Onde: n=ndmero de carbonos do alcano que elui imediatamente antes de a
N = nimero de carbonos do alcano que elui imediatamente apos a
t, = tempo de retencdo do composto a
t, = tempo de reten¢do do alcano que elui imediatamente antes de a

ty = tempo de retencao do alcano que elui imediatamente apds a

Alguns compostos apresentaram abundancia muito baixa ou sofreram
decomposicao apos as primeiras analises, 0 que impossibilitou sua deteccéo nas
analises para calculo de indice de retencdo. Uma vez que os tempos de retencéo
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dos compostos mostrados na Tabela 1 foram obtidos com uma rampa uniforme de
temperatura no CG (ver item 5.3), os mesmos apresentam uma relacao linear com
os indices de retencao correspondentes. Foi feita uma regressao linear com o0s
dados dos compostos para os quais foi possivel calcular o indice de retencao pela
equacao anterior, gerando o grafico que encontra-se a seguir.

1600 -
1500 -
1400 -
1300 -
1200 -
1100 -
1000 -
900 -
800 -
700

y = 65,652x + 588,71
R2 = 0,9984

indice de Retencao

2 4 6 8 10 12 14
Tempo de retencao

Os indices de retengao dos compostos 5, 6, 7, 11, 12, 13, 21, 30, 31, 32,
33, 35 e 38 foram calculados segundo a equacgao descrita no gréafico anterior, onde
X é o tempo de retencdo na analise de CG-EM (segundo o método descrito em

5.3) e y é o indice de retencgéao.
5.2. Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Varian Inova — 500,
operando a 499,89 MHz para o 'H e 125,71 MHz para o '*C, em espectrdmetro
Bruker Avance Il 400, operando a 400,13 MHz para o 'H e 100,61 MHz para o °C
ou em espectrometro Bruker Avance 250, operando a 250,13 MHz para o 'H e
62,90 MHz para o '°C.

As amostras foram analisadas em tubos de ressonancia de 5 mm de
diametro. Utilizou-se CDCI3; como solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrao

83



de referéncia interna (0,0 ppm). Os deslocamentos quimicos (3) foram registrados
em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz). Os
espectros foram processados utilizando o software MestReNova 7.1.0.

5.3. Coleta e analise das secrecoes

A coleta das secrecgdes de opilides foi feita pelo colaborador desse projeto,
Prof. Dr. Glauco Machado, do Instituto de Biociéncias da USP. As secre¢cdes
defensivas das espécies estudadas foram coletadas pressionando-se as aberturas
das glandulas produtoras com algodao tratado (obtido a partir da lavagem
extensiva de algodao comum com cloroférmio destilado) com o auxilio de pinga. O
namero de individuos utilizados na coleta variou de acordo com a espécie e estao

descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Numero de individuos amostrados por espécie

Espécie N Espécie N
Acanthogonyleptes pulcher 5 Mischonyx cuspidatus 29
Bourguyia hamata 22 Mitopernoides variabilis 9
Cadeadoius niger 5 Multumbo terrenus 30
Chavesincola inexpectabilis 31 Pachylospeleus strinati 34
Discocyrtus oliverioi 11 Pachylus paessleri 24
Gonyleptes saprophilus 15 Progonyleptoidellus striatus 10
Liogonyleptoides tetracanthus 9 Pseudotrogulus funebris 12
Magnispina neptunus 20 Sodreana barbiellini 11
Metarthrodes longipes 3 Sodreana sodreana 5

Os pedacos de algodao foram usados para coletar as secrec¢des de varios
individuos de cada espécie. Ao final da coleta, as secre¢des absorvidas em
algodéo foram extraidas com cerca de 5 mL de acetato de etila bidestilado. Essa
solucéo foi usada nas andlises de CG-EM e CG-DIC das secregoes.

A programacao de temperatura para as analises de CG-EM das secre¢des
de opilides foi a seguinte: de 50 °C a 200 °C a uma taxa de 10 °C/min e de 200 a

290 °C a uma taxa de 16 °C/min. As analises foram realizadas com fluxo
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constante de 7,62 psi de He. O volume de injecao foi de 1 uL, no modo splitless
(sem divisao de fluxo).

As secregdes das trés espécies que foram analisadas por RMN (G.
saprophilus, M. neptunus e P. striatus) encontravam-se dissolvidas em acetato de
etila. Para permitir a analise por RMN, esse solvente foi evaporado lentamente
mantendo o frasco aberto sob a bancada. Apds a evaporacdo do acetato de etila,
adicionou-se aproximadamente 0,6 mL de CDCI; a essas amostras e as mesmas
foram analisadas por RMN.

5.4. Reagentes e solventes

Os reagentes wusados nas sinteses organicas foram adquiridos
comercialmente e utilizados sem tratamento prévio, com excec¢éo da piridina, que
foi tratada com hidreto de célcio e destilada imediatamente antes do uso. O
solvente THF foi tratado com sodio metalico e benzofenona e destilado
imediatamente antes do uso, enquanto os demais solventes foram utilizados sem
tratamento prévio.

Os padroes sintéticos de 2-metil-1,4-benzoquinona (22), 2-etil-1,4-
benzoquinona (24) e 2,5-dimetilfenol (34) utilizados nos testes de atividade
antimicrobiana e coinjecoes em CG-EM foram gentilmente cedidos pelo professor
Timothy Brocksom, da Universidade Federal de Sao Carlos.*® A hept-1-en-3-ona
(47) e seu dimero (48), utilizados nos testes de atividade antimicrobiana, foram

sintetizadas em nosso laboratério.
5.5. Testes de atividade antimicrobiana
Todos os meios de cultura, solugcbes e materiais a serem utilizados em

contato direto com os micro-organismos foram esterilizados a 121 °C, 1,5 Pa, por
15 minutos em autoclave.
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Solugdes de alcool 70% (v/v) e hipoclorito de sédio 1% (v/v) foram utilizadas
para desinfetar bancadas de trabalho e fluxo laminar. A manipulacdo dos micro-
organismos foi sempre realizada em camara de fluxo laminar.

Todos os materiais e meios que tiveram contato direto com 0s micro-

organismos foram autoclavados antes de serem descartados.

5.5.1. Procedimento geral para o cultivo de bactérias

Para o cultivo da linhagem das bactérias Bacillus pumillus (colecdo do
LaBioSin), Bacillus subtilis (CCT 089) e Pseudomonas aeruginosa (CCT 1987),
utilizamos caldo NB — Nutrient Broth (10 g de peptona, 40 g de glicose e 15 ¢
agar-agar todas de marca OXOID, completando-se o volume final para 1 L de
agua destilada. A esterilizagdo do meio foi feita por autoclavagem a 121 °C por 15

minutos.

5.5.2. Procedimento geral para o cultivo de leveduras

Para o cultivo das linhagens das leveduras Candida albicans (CCT 0776) e
Rhodotorula glutinis (CCT 0783), utilizamos caldo nutriente YM (Yeast extract-malt
extract) de marca Merck, de uso geral para o crescimento de leveduras, preparado
pela mistura de 3 g de extrato de levedura, 3 g de extrato de malte, 5 g de peptona
todas de marca Merck e 10 g de glucose e 20 g de agar, completando-se o volume
final para 1 L de agua destilada. A esterilizagcao do meio foi feita por autoclavagem

a 121 °C por 15 minutos

5.5.3. Difusao em disco

Os micro-organismos foram previamente inoculados por um periodo de 24
horas em 10 mL de meio NB (bactérias) ou YM (leveduras), conforme descrito nos
itens 5.5.1 € 5.5.2. Em ambiente estéril (capela de fluxo laminar) foram aplicados e

espalhados, com auxilio de uma alca de Drigalski, 100 L de uma dispersao de
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cada microrganismo em placas de Petri distintas, e em seguida foram colocados 4
discos (feitos com papel de filtro estéril, de 5 mm de didmetro) em cada placa,
contendo 5 pL de solugdes nas contragcbes de 6, 12, 18 e 24 mg/mL em
H,O/DMSO 95:5 (v/v). Os padrbes utilizados foram cloranfenicol 4 mg/mL(para
bactérias) e ciclopirox olamina 10 mg/mL (para leveduras). O periodo de
incubacéo foi de 24 horas a uma temperatura de 30 °C. Apods esse periodo, 0s
didmetros dos halos de inibicao foram medidos.

5.5.4. Microdiluicao em caldo

Foram preparadas solucdes estoque dos compostos a serem testados de
2000 pg/mL para os testes com bactérias e 1000 yg/mL para leveduras, em
HoO/DMSO 95:5 (v/v). Os micro-organismos foram previamente inoculados por um
periodo de 24 horas em 10 mL de meio NB (bactérias) ou YM (leveduras),
conforme descrito nos itens 5.5.1 e 5.5.2. Um padrédo de Mc Farland 0,5 foi
preparado em tubo de ensaio pela mistura de 0,05 mL de solug¢do 1,0% de cloreto
de bario e 9,95 mL de uma solucao 1,0% de acido sulfurico.

Cada meio contendo os micro-organismos foi adicionado a agua estéril até
a turbidez coincidir com padréao 0,5 da escala nefelométrica de McFarland, o que
corresponde a uma densidade celular de aproximadamente 1,5-10% unidades
formadoras de col6nia. Essa solugdo de micro-organismo foi adicionada (1 mL) a 9
mL de meio de cultura liquido correspondente, para todos os micro-organismos
(meio inoculado).

O teste foi feito em microplacas de 96 pocos e cada concentragdo foi
testada em triplicata. Em todos os pog¢os correspondentes as amostras, adicionou-
se 100 pyL de meio inoculado. No primeiro pogo (maior concentragcdo de substrato)
adicionou-se 100 uL da solugdo estoque, homogeneizou-se o sistema,e tranferiu-
se 100 pL desse para o pogo seguinte. Esse processo foi repetido até o ultimo
poco com substrato, para o qual, apdés homogeneizacao, descartou-se 100 pL do
seu conteudo. Os pogos correspondentes ao controle microbiano foram

preenchidos com 200 pyL do meio inoculado. Os pogos correspondentes ao
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controle positivo foram preenchidos com 20 pyL do antibiético correspondente
(cloranfenicol 4 mg/mL para bactérias e ciclopirox olamina 10 mg/mL para
leveduras) e 80 yL de meio inoculado. Foram feitos quatro controles do branco,
cada um em duplicata, adicionando-se, a cada pog¢o, 100uL de (i) solugdo estoque
do substrato 1; (ii) solugao estoque do substrato 2; (iii) H-O/DMSO 95:5 (v/v); e (iv)
meio estéril.

A placa foi incubada por 24 h a 30 °C em shaker e apos esse periodo,
adicionou-se 20 uL de solugdo 1 mg/mL de MTT em cada poc¢o. Apds incubagéo a
30 °C por mais 1h, observou-se o surgimento da coloragdo azul nos pogos onde

houve crescimento de micro-organismo.

5.6. Procedimentos sintéticos

Os produtos de sintese organica 42a (na forma de éster metilico), 43a e
44a foram analisados por CG-EM com o seguinte método: temperatura de 50 a
200 °C com rampa de 10 °C/min e de 200 a 290 °C com rampa de 16 °C/min,
permanecendo em 290 °C por 10 minutos.

Os produtos de sintese organica 48a e 48b foram analisados por CG-EM
com o seguinte método: temperatura de 50 a 100 °C com rampa de 10 °C/min e
de 100 a 290 °C com rampa de 30 °C/min, permanecendo em 290 °C por 10
minutos.

Em ambas as programacdes foi utilizada pressao constante de 7,62 psi de
He. As amostras foram preparadas com concentracdo aproximada de 1 mg/mL, o

volume de injecéo foi de 1 uL no modo split (com divisdo de fluxo 1:10).
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42a

Obtengcdo do acido (S)-2-(metoxicarbonilamino)-4-metilpentandico (42a): Em um
baldo de 50 mL foram adicionados 2 g (15,3 mmol) de L-leucina (41a), 1,41 g
(16,8 mmol) de bicarbonato de sédio e 20 mL de &gua destilada. Inicialmente
observou-se a solubilizagdo incompleta dos reagentes. Sob banho de gelo,
adicionou-se lentamente 1,4 mL (18,3 mmol) de cloroformiato de metila. A reacao
foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 90 minutos e adicionou-se
mais 0,7 mL (9,2 mmol) de cloroformiato de metila. O sistema foi mantido sob
agitacdo por mais 90 minutos a temperatura ambiente, sendo que o progresso da
reacao foi acompanhado por CCD (sistema eluente diclorometano/metanol 1:1 v/v;
revelador ninidrina 10% em etanol). Apos esse periodo ndo observou-se mais a
presenga de leucina na reacdo. O meio reacional foi acidificado com a adi¢do de 1
mL de solugdo 10% de acido cloridrico aquoso e a reacgdo foi extraida com
diclorometano (3 x 15 mL). A fase orgéanica foi seca com NaSO4 anidro, filtrada e
concentrada em rotaevaporador. Obteve-se 1,9616 g de um 06leo incolor, o que
representa 68% de rendimento da reagdo. A analise por CG-EM (com prévia
derivatizacdo com diazometano, o que gera o éster metilico de 42a) confirmou a
pureza do produto e a sua identidade pelo espectro de massas. A caracterizacao
desse composto foi realizada por RMN de 'H e °C.

Tempo de retencao (min) 11,466 (éster metilico do acido 42a). CG-EM m/z 203(1)
[M*], 144(100), 128(16), 115(36), 112(56), 102(19), 88(55), 83(17), 70(18), 69(28),
59(32), 58(10), 56(10), 55(11), 43(45), 42(21), 41(36) (éster metilico do acido 42a).
RMN de 'H (CDCls, 250,13 MHz, TMS) & 4,30-4,45 (1H, m, CH, H-C(2)), 3,70 (3H,
s, CHs, H3C(7)-0), 1,46-1,84 (1H, m, CH,, H-C(3)), 1,46-1,84 (1H, m, CH,, H-
C(3)), 1,46-1,84 (1H, m, CH, H-C(4)), 0,96 (6H, d, J = 6,0 Hz, 2x H3C(5)); RMN de
'3C (CDCls, 62,53 MHz) & 177,55 (C(1)), 156,92 (C(6)), 52,49 (C(7)), 52,36 (C(2)),
41,42 (C(3)), 24,77 (C(5)), 23,22 (C(4)), 21,67 (C(5)).
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Obtencao do (S)-2-(metoxicarbonilamino)-4-metilpentanol (43a): Em um baldo de
100 mL previamente flambado adicionou-se 1,94 g (10,2 mmol) do acido 42a e 10
mL de THF anidro. Sob atmosfera de nitrogénio e banho de gelo, adicionou-se
gota a gota 1 mL (10 mmol) de solugédo 10 mol/L de borana-dimetilsulfeto em THF.
O sistema foi mantido sob agitagdo a temperatura ambiente e atmosfera de
nitrogénio por 18 h. Apds esse periodo foi adicionado, sob banho de gelo, 5 mL de
agua destilada para destruir o excesso de borana. A mistura foi concentrada em
rotaevaporador e o sistema resultante foi diluido com 40 mL de acetato de etila e
lavado com 10 mL (10 mmol) de solucédo aquosa 1 mol/L de hidréxido de sodio. A
fase organica foi recolhida, seca com Na SO, anidro, filtrada e concentrada em
rotaevaporador. Obteve-se 1,337 g de um ébleo incolor, o que representa 75% de
rendimento. A analise por CG-EM confirmou a pureza do produto e a sua
identidade pelo espectro de massas. A caracterizacdo do composto 43a foi
realizada por RMN de 'H e '3C.

Tempo de retencédo (min) 11,652. RMN de 'H (CDCl3, 250,13 MHz, TMS) & 3,60-
3,83 (1H, m, CH, H-C(1)), 3,60-3,83 (1H, m, CH, H-C(2)), 3,74 (3H, s, CHs,
HsC(7)-0), 3,52 (1H, dd, J = 11 Hz, 5,8 Hz, CH,, H-C(1)), 1,52-1,76 (1H, m, CH,
H-C(4)), 1,22-1,44 (1H, m, CHy, H-C(3)), 1,22-1,44 (1H, m, CH,, H-C(3)), 0,93
(6H, d, J = 6,5 Hz, 2x H3C(5)); RMN de '*C (CDCls, 62,53 MHz) & 157,50 (C(6)),
66,14 (C(1)), 52,19 (C(7)), 51,42 (C(2)), 40,50 (C(3)), 24,77 (C(4)), 23,07 (C(5)),
22,13 (C(5)). CG-EM m/z 175(0) [M*], 144(100), 118(10), 102(26), 88(78), 86(43),
59(16), 58(18), 44(10), 43(21), 42(13), 41(16).
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Obtencgao do (S)-2-(metoxicarbonilamino)-4-metilpentanal (44a): Em um baldo de
25 mL adicionou-se 0,55 g (2,65 mmol) de clorocromato de piridinio (PCC), 70 mg
(0,85 mmol) de acetato de sédio e 15 mL de diclorometano. Preparou-se uma
solugéo de 0,3 g (1,7 mmol) do alcool 43a em 5 mL de diclorometano e adicionou-
se lentamente sobre a suspensao de PCC. O sistema foi mantido sob agitacao a
temperatura ambiente por 10 minutos. ApOGs esse periodo, o sistema foi
imediatamente purificado em uma pequena coluna de silica gel, primeiramente
usando diclorometano como sistema eluente (no qual os sais de cromo
permanecem na silica) e partindo para a mistura diclorometano/acetato de etila 1:1
v/v, com o cuidado de nao recolher os sais de cromo formados na reacdo. As
solugdes recolhidas da coluna foram concentradas em rotaevaporador, obtendo-se
0,219 g de um o6leo incolor, o que representa um rendimento de 75%. A analise do
produto por CG-EM confirmou a identidade do produto e revelou a presenca de
uma pequena proporcao de acido, produto da oxidagdo do aldeido pelo PCC. O
composto 44a foi ainda caracterizado por RMN de 'H e °C.

Tempo de retencdo (min) 9,993. RMN de 'H (CDCls, 250,13 MHz, TMS) & 9,60
(1H, s, CH, H-C(1)), 3,65-3,79 (1H, m, CH, H-C(2)), 3,69 (3H, s, CHs, H3C(7)-0),
1,58-1,90 (1H, m, CH», H-C(3)), 1,58-1,90 (1H, m, CH», H-C(3)), 1,36-1,48 (1H, m,
CH, H-C(4)), 0,97 (6H, d, J = 4 Hz, 2x H3C(5)); RMN de *C (CDCls, 62,53 MHz) &
200,05 (C(1)), 157,04 (C(6)), 59,02 (C(2)), 52,65 (C(7)), 38,31 (C(3)), 24,83 (C(4)),
23,27 (C(5)), 22,03 (C(5)). CG-EM m/z 173(0) [M*], 145(11), 144(86), 102(39),
88(100), 59(23), 58(26), 44(13), 43(25), 41(17).

Obtencgao do (S)-3-(metoxicarbonilamino)-5-metilex-1-eno (45a): Em um balao de

25 mL previamente flambado adicionou-se 393 mg (1,1 mmol) de brometo de

metiltrifenilfosfonio e 3mL de THF anidro. A suspenséao foi submetida a banho de -
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78 °C e, sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se lentamente 0,8 mL (1,1 mmol)
de solugdo 1,3 mol/L de n-butilitio em hexanos. O sistema foi mantido sob
agitacdo em banho de gelo e atmosfera de nitrogénio por 1 hora. Apds esse
periodo a reacado foi submetida novamente a banho de -78 °C e adicionou-se
lentamente uma solugao de 168 mg (1,0 mmol) do aldeido 44a em 5 mL de THF
anidro. O sistema foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por 20 horas.
Apoés esse periodo, a reacao foi finalizada adicionando-se, sob banho de gelo, 5
mL de solugcdo aquosa 10% de cloreto de aménio. A mistura foi diluida com
diclorometano e lavada com agua (3 x 10 mL). A fase orgénica foi seca com
Na>SO,4 anidro, filtrada e concentrada em rotaevaporador, obtendo-se 100 mg de
um oOleo incolor. Entretanto, a analise por CG-EM mostrou que o produto obtido

correspondia ao alcool 43a.

48a
Obtencdo da N-metdxi-N,3-dimetilbutanamida (48a): Em um baldo de 100 mL
adicionou-se 1 mL (9,06 mmol) do acido 3-metilbutandico (47a), juntamente com
35 uL (0,45 mmol; 5 mol%) de DMF. O sistema foi resfriado com banho de gelo e
adicionou-se lentamente 0,76 mL (10,42 mmol) de cloreto de tionila. Observou-se
a formacado de bolhas e liberacdo de gas. O sistema foi mantido sob agitagdo a
temperatura ambiente por 1h. Apos esse periodo o sistema foi submetido a fluxo
de N para retirar parte do HCI formado (o fluxo foi mantido até cessar a liberagédo
de fumaca). O liquido amarelo resultante foi dissolvido em 75 mL de CHCI; e
adicionou-se ao baldao 0,972 g (9,97 mmol) de hidrocloreto de N,O-
dimetilidroxilamina. Sob banho de gelo, adicionou-se lentamente 2,2 mL (22,65
mmol) de piridina destilada. A reacdao foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 1h. Apds esse periodo a sollugdo foi transferida para funil de
extracao e lavada com agua (3 x 30 mL). A fase orgéanica foi seca com Na,SOq4
anidro, filtrada e concentrada em rotaevaporador. Ap6s reducdo do volume,

adicionou-se 20 mL de heptano ao baldo, para a retirada completa da piridina. A
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solucéo foi concentrada em rotaevaporador e foram realizadas mais duas adicoes
de 20 mL de heptano. Ao fim desse processo obteve-se 1,08 g de um éleo
amarelado, o qual mostrou contaminag¢des quando analisado por CG-EM. O dleo
obtido foi purificado em coluna cromatografica com 60 g de silica gel e usando
como sistema eluente um gradiente de misturas hexano/acetato de etila 4:1 (v/v)
até 1:1 (v/v). As fracbes contendo o produto desejado foram recolhidas e
concentradas em rotaevaporador. Obteve-se 0,68 g de um dleo incolor, 0 que
representa 52% de rendimento. A andlise por CG-EM confirmou a pureza do
produto e a sua identidade pelo espectro de massas. A caracterizacdo do
composto 48a foi realizada por RMN de 'H e '3C.

Tempo de retencdo (min) 6,577. RMN de 'H (CDCls, 250,13 MHz, TMS) & 3,68
(8H, s, CH3, H3C(6)-0O), 3,18 (38H, s, CHs, H3C(5)-N), 2,30 (2H, m, CHz, H2C(2)),
2,09-2,25 (1H, m, CH, HC(3)), 0,97 (6H, d, CHa, °J = 7,5 Hz, 2x HsC(4)); RMN de
3C (CDCls, 100,61 MHz) & 61,34 (C(6)), 40,87 (C(2)), 25,34 (C(3)), 22,88 (2x
C(4)). CG-EM m/z 145(13) [M], 85(77), 61(40), 58(11), 57(100), 43(12), 41(35).

Obtencdo da N-metoxi-N,2-dimetilbutanamida (48b): O procedimento para a
obtencdo desse composto é analogo aquele descrito para a obtengdo do
composto 48a. Foi usado como precursor o acido 2-metilbutandico (47b) e todos
os reagentes foram usados nas mesmas quantidades. Ao fim da reacao obteve-se
1,13 g de um éleo levemente amarelado, o qual foi purificado da mesma maneira
que o composto 48a. Obteve-se 1,0 g do composto 48b na forma de um ébleo
incolor, o que corresponde a um rendimento de 76%. A analise por CG-EM
confirmou a pureza do produto e a sua identidade pelo espectro de massas. A
caracterizacdo do composto 48b foi realizada por RMN de 'H e '3C.
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Tempo de retencdo (min) 6,372. RMN de 'H (CDCls, 250,13 MHz, TMS) & 3,69
(3H, s, CH3, H3C(7)-0), 3,19 (3H, s, CHs, HsC(6)-N), 2,75-2,84 (1H, m, CH, HC(2)),
1,58-1,81 (1H, m, CH,, H-C(3)), 1,39-1,47 (1H, m, CHy, H-C(3)), 1,11 (3H, d, CHs,
3J = 6,9 Hz, HsC(5)), 0,89 (3H, t, CHs, 3J = 7,4 Hz, H3C(4)); RMN de *C (CDCls,
62,53 MHz) § 171,30 (C(1)), 61,61 (C(7)), 36,97 (C(2)), 32,45 (C(6)), 26,99 (C(3)),
17,31 (C(5)), 12,18 (C(4)). CG-EM m/z 145(9) [M*], 85(45), 61(16), 57(100),
41(22).

A

2
Obtencdo da 5-metilex-1-en-3-ona (2): Um baldo de 25 mL de duas bocas
previamente flambado foi usado para o recolhimento do brometo de vinila gasoso.
O baldo foi mantido sob banho de gelo seco com acetona, com uma das bocas
ligadas a um condensador com saida para um borbulhador com solugdo de NaOH
e a outra boca ligada ao cilindro de brometo de vinila com mangueira de silicone.
O cilindro foi aberto e observou-se a condensacao do brometo de vinila no balao.
Apés o recolhimento de aproximadamente 3 mL de brometo de vinila, o cilindro foi
desconectado do sistema e adicionou-se ao baldo 20 mL de THF anidro. Essa
solucao foi transferida aos poucos, com o auxilio de seringa, para outro balao de
100 mL de duas bocas (ligado a um condensador) previamente flambado
contendo 0,96 g (39,5 mmol) de raspas de magnésio metalico e 20 mL de THF
anidro. O sistema foi aquecido a refluxo por 20 minutos e observou-se o inicio da
reacao pelo refluxo mais vigoroso. O aquecimento foi retirado e, pela reacao ser
muito exotérmica, o refluxo teve que ser controlado com banho de agua e gelo.
Ap6s 20 min observou-se o consumo de todo o magnésio. Essa solugdo de
brometo de vinil magnésio apresenta concentracao esperada de 1,0 mol/L. Em um
baldo de 100 mL de uma boca, previamente flambado, contendo 300 mg (2,07
mmol) da amida de Weinreb 48a dissolvida em 1 mL de THF anidro, adicionou-se,
sob banho de gelo, 6 mL da solucado 1,0 mol/L de brometo de vinil magnésio. O
sistema foi mantido sob agitacdo e banho de gelo por 15h. Apds esse periodo,
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adicionou-se ao sistema, sob banho de gelo, 10 mL de solucdo saturada de
cloreto de amdnio. A mistura resultante foi extraida com éter etilico (2 x 5mL) e a
fase organica foi recolhida, seca com Na>SO4 anidro e filtrada. Devido a alta
volatilidade do produto, ndo € possivel concentrar a mistura em rotaevaporador. O
éter etilico foi removido por destilagdo, mas a presenca de THF tornou dificil o
isolamento do produto. O composto 2 nao foi purificado e quantificado, tendo sido

\JL@

3

somente identificado por CG-EM.

Obtencdo da 4-metilex-1-en-3-ona (3): O procedimento para a obtencao desse
composto é analogo aquele descrito para a obtencdo do composto 2. Foram
usados 0,95 g (6,55 mmol) da amida de Weinreb 48b dissolvidos em 3 mL de THF
anidro. A essa solucdo de 48b adicionou-se 20 mL da solu¢cdo 1,0 mol/L de
brometo de vinil magnésio. Apds 15h de agitacdo sob banho de gelo, a reacgao foi
interrompida pela adicdo de 10 mL de solucdo saturada de cloreto de amdnio e
extraida com éter etilico (2 x 5 mL). Da mesma forma que o composto 2, 0 a vinil
cetona 3 nao foi purificada devido a sua alta volatilidade, tendo sido identificado
por CG-EM.
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ANEXOS

6.1. Cromatogramas de secrecoes de opilides
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Anexo 1. Cromatograma da secrecao de Acanthogonyleptes pulcher
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Anexo 2. Cromatograma da secregao de Bourguyia hamata
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Anexo 3. Cromatograma da secrecado de Cadeadoius niger
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Anexo 4. Cromatograma da secrecao de Chavesincola inexpectabilis
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Anexo 5. Cromatograma da secrecao de Discocyrtus oliverioi
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Anexo 6. Cromatograma da secrecao de Gonyleptes saprophilus
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Anexo 7. Cromatograma da secrecao de Liogonyleptes tetracanthus
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Anexo 8. Cromatograma da secrecao de Magnispina neptunus
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Anexo 9. Cromatograma da secrecao de Metarthrodes longipes
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Anexo 10. Cromatograma da secrecao de Mischonyx cuspidatus
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o 11. Cromatograma da secrecéo de Mitopernoides variabilis
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Anexo 12. Cromatograma da secre¢do de Multumbo terrenus
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Anexo 13. Cromatograma da secrecao de Pachylospeleus strinati
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Anexo 14. Cromatograma da secreg¢édo de Pachylus paessleri
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Anexo 15. Cromatograma da secrecao de Progonyleptoidellus striatus
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Anexo 16. Cromatograma da secre¢édo de Pseudotrogulus funebris
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Anexo 17. Cromatograma da secrecao de Sodreana barbiellini
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Anexo 18. Cromatograma da secrecao de Sodreana sodreana

101



6.2. Espectros de RMN de secrecoes de opilides
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Anexo 19. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, CDCl;, TMS) da secrecdo de G. saprophilus
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Anexo 20. Espectro de RMN de 3c (100,61 MHz, CDCl3, TMS) da secrecao de G. saprophilus
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Anexo 21. Espectro de RMN de *C DEPT 1352 e DEPT 90° (100,61 MHz, CDCl;, TMS) da
secrecao de G. saprophilus

- .
1.0
& f 0.0
] it 15—
[= Lo.5
‘ N ' ‘-& L. ]
. 203 5 ‘y 1.0
25 j » ] 15
. ] [ ]
3.0 ) o F2.0
3.0 25 20 15 10 ] + 2.5
2 (ppm) [ ] L]
3.0
3.5 £
U g
_ = — 4.0 =
5.6
J ! 4.5
ES =] .‘D‘ 5.8
. +5.0
6.0°E
o 8 5.5
— BB o i lei
—_— ] - IR =
6.5
6.6
— 7.0
6.6 64 6.2 60 58 5.6 _
(ppm 7.5

70 65 6.0 5.5 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0
f2 (ppm)

Anexo 22. Mapa de contornos de RMN 2D de correlagées 'H, 'H (COSY) (400,13 MHz, CDCl,,

TMS) da secrecao de G. saprophilus
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Anexo 23. Mapa de contornos de RMN 2D (CDCl;, TMS) de correlagdes 'H (400,13 MHz), °C

(100,61 MHz) 'J HSQC da secregao de G. saprophilus
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Anexo 24. Ampliacoes do mapa de contornos de RMN 2D (CDCls;, TMS) de correlacdes H (400,13
MHz), *C (100,61 MHz) 'J HSQC da secrecao de G. saprophilus
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Anexo 25. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, CDCl,, TMS) da secregdo de M. neptunus

gt - £ L R
BE g 484485 e
i oV [
(0]
1a 7a
6a 2
6b
5b 3b 5a 43 3a
(0]
22
5al |6a 0
3a 1b 7o
“ 6b 8o
it o v g 5b
T - 4p][ 3
137 136 135 134 133 132 0]
f1 (ppm) 23
7b  8b
1b 4
| I ¥
L_ |

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Anexo 26. Espectro de RMN de "*C (100,61 MHz, CDCls, TMS) da secrecgdo de M. neptunus
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Anexo 27. Mapa de contornos de RMN 2D de correlagdes 'H, 'H (COSY) (400,13 MHz, CDClj,
TMS) da secrecao de M. neptunus
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Anexo 28. Mapa de contornos de RMN 2D (CDCls, TMS) de correlagées 'H (400,13 MHz), '°C

(100,61 MHz) 'JHSQC da secrecdo de M. neptunus
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Anexo 29. Ampliacdes do mapa de contornos de RMN 2D (CDCl,, TMS) de correlacdes 'H (400,13
MHz), "*C (100,61 MHz) 'y HSQC da secrec¢ao de M. neptunus
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Anexo 30. Espectro de RMN de 'H (499,89 MHz, CDCl,, TMS) da secregao de P. striatus
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Anexo 31. Espectro de RMN de "*C (125,71 MHz, CDCls, TMS) da secrecao de P. striatus
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Anexo 32. Espectro de RMN de '°C DEPT 1352 e DEPT 90° (125,71 MHz, CDCls, TMS) da

secrecao de P. striatus
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Anexo 33. Mapa de contornos de RMN 2D de correlagdes 'H, 'H (COSY) (499,89 MHz, CDCl,,
TMS) da secrecao de P. striatus
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Anexo 34. Mapa de contornos de RMN 2D (CDCls, TMS) de correlagées 'H (499,89 MHz), '*C
(125,71 MHz) 'J HSQC da secrecao de P. striatus
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Anexo 35. Ampliagdes do mapa de contornos de RMN 2D (CDCls, TMS) de correlagées 'H (499,89
MHz), '3C (125,71 MHz) 'J HSQC da secreco de P. striatus
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Anexo 36. Espectros de RMN de 1H (NOESY 1D) (499,89 MHz, CDCl;, TMS) da secrecao de P.

striatus
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6.3.

Espectros de massas e RMN dos compostos sintetizados
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Anexo 37. Espectro de massas do composto 42a
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Anexo 38. Espectro de RMN de 'H (250,13 MHz, CDCl;, TMS) do composto 42a
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Anexo 39. Espectro de RMN de '°C (62,90 MHz, CDCl,, TMS) do composto 42a
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Anexo 40. Espectro de RMN de C DEPT 1352 e DEPT 90° (62,90 MHz, CDCl;, TMS) do
composto 42a
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Anexo 41. Espectro de massas do composto 43a
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Anexo 42. Espectro de RMN de H (250,13 MHz, CDClI3, TMS) do composto 43a

114



43a OH

’ ’ ) J‘L J ! il

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f %OO ) a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

Anexo 43. Espectro de RMN de '°C (62,90 MHz, CDCl,, TMS) do composto 43a
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Anexo 44. Espectro de RMN de ®C DEPT 1352 e DEPT 90° (62,90 MHz, CDCl;, TMS) do
composto 43a
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Anexo 45. Espectro de massas do composto 44a
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Anexo 46. Espectro de RMN de H (400,13 MHz, CDClI3, TMS) do composto 44a
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Anexo 47. Espectro de RMN de "°C (62,90 MHz, CDCl,, TMS) do composto 44a
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Anexo 48. Espectro de RMN de ®C DEPT 1352 e DEPT 90° (62,90 MHz, CDCl;, TMS) do
composto 44a
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Anexo 49. Espectro de massas do composto 48a
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Anexo 50. Espectro de RMN de H (250,13 MHz, CDClI3, TMS) do composto 48a
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Anexo 51. Espectro de RMN de "*C (100,61 MHz, CDCl,, TMS) do composto 48a
Abundance] 571
904
804
704
(e}
0 /WAN/O\
504
5.2
i 48b
304
411
24 B11
104 145.2
461
i T T T Y ollds0  ssg 1001 i i ;
iz 1 B &0 7 ah ah 100 o 15 130 o 150

Anexo 52. Espectro de massas do composto 48b
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Anexo 53. Espectro de RMN de 'H (250,13 MHz, CDCl,, TMS) do composto 48b
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Anexo 54. Espectro de RMN de "*C (62,90 MHz, CDCls, TMS) do composto 48b
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Anexo 55. Espectro de RMN de '°C DEPT 135° e DEPT 90° (62,90 MHz, CDCl;, TMS) do
composto 48b
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