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Resumo

Ganoderma Karsten é um género de fungo pertencente a familia
Ganodermataceae (Aphyllophorales, Basidiomycetes) e varias espécies séo
usadas na medicina tradicional oriental chinesa no tratamento de bronquites,
hepatopatias, artrites e também neurastenia, hipertensdo e cancer. O estudo
quimico de G. annulare (Lloyd) Boedijn, G. applanatum (Pers.) Pat. e G.
australe (Fr.) Pat. resultou no isolamento dos esterdis: 5a-ergost-7-en-33-ol;
5a-ergost-7,22-dien-33-ol, 5a-ergost-7,22-dien-3-oxi e o 5,8-epidioxi-5a,8a-
ergost-6,22-dien-33-ol e dos triterpenos: acidos aplanoxidicos A, C, D, F, G e
H. Do basidioma de G. australe foram isoladas duas substancias inéditas o
acido 15-O-acetil elfvingico H (NEW49) e o acido 15-O-acetil-3-mono-metil
éster elfvingico H (EFS31). Todas as substancias foram avaliadas quanto a
atividade antimicrobiana. Os triterpendides e seus derivados inibiram o
crescimento das espécies bacterianas Escherichia coli e Staphylococcus
aureus em concentracdes de 1,0 a 2,0 mg/mL e das espécies fangicas
Candida albicans e Trichophytom mentagrophytes em concentracdes de 0,5 a
2,0 mg/mL. A substancia NEW49 exibiu atividade antibacteriana somente para
S. aureus (1,0 mg/mL) e atividade antifungica contra C. albicans (2,0 mg/mL) e
T. mentagrophytes (1,0 mg/mL). O composto EFS31 foi ativo tanto para as

espécies bacterianas quanto para as fungicas na concentracao de 2,0 mg/mL.
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Abstract

Ganoderma Karsten is a genus of fungus belonging to the family
Ganodermataceae (Aphyllophorales, Basidiomycetes) and many species have
been used in traditional Chinese medicine to treat bronchitis, hepatopathy,
arthritis and also hypertension, neurasthenia and cancer. The chemical study
of G. annulare (Lloyd) Boedijn, G. applanatum (Pers.) Pat. and G. australe (Fr.)
Pat. resulted in the isolation of the sterols: 5a-ergost-7-en-33-ol, 50-ergost-
7,22-dien-3[3-ol, 5a-ergost-7,22-dien-3-oxy and the 5,8-epidioxy-5a,8a-ergost-
6,22-dien-33-ol and of the triterpenes aplanoxidic acids A, C, D, F, G and H.
From the basidiocarp of G. australe were isolated two new substances: 15-O-
acetyl-elfvingico acid H and the 15-O-acetylelfvingic acid H 3-mono-methyl
ester. All the substances were submitted to antibacterial and antifungal activity.
The triterpenoids and their derivates inhibited the growth of bacterial species
Echerichia coli and Staphylococcus aureus at the concentration of 1.0 to 2.0
mg/mL and of the fungi species Candida albicans and Trichophytom
mentagrophytes at the concentration of 0.5 to 2.0 mg/mL respectively. The
substance NEW49 exhibited antibacterial activity only to S.aureus (1.0 mg/mL)
and antifungical activity against C. albicans (2.0 mg/mL) and Trichophytom
mentagrophytes (1.0 mg/mL). The compound EFS31 was as effective against
the bacterial species as it was against the fungi species at concentration of 2.0

mg/mL.



1 INTRODUCAO

A biodiversidade fungica pode ser avaliada quando constata-se que 0
namero de espécies mundial é estimado em aproximadamente 1,5 milh&o;
entretanto somente 69.000 foram descritas. Dentre essas, 35.000 pertencem
aos Macromycetes que incorporam mais de 250 espécies do género
Ganoderma (ROSSMAN et. al.,, 1998; MONCALVO & RIVARDEM, 1997;
HAWKSWORTH, 1995). Dados mais recentes de Hawksworth (2001) e Kirk e
colaboradores (2001) indicam um numero de espécies fungicas ainda superior,
9,9 milhdes .

Certas espécies de Basidiomycetes representam um conjunto de
organismos bastante explorado na medicina popular, e em especial as familias
formadoras de basidioma macroscopico. Uma das caracteristicas dessa classe
€ a presenca de um basidio que fornece sustentacdo aos basidiosporos. Os
Basidiomycetes incluem aproximadamente 20.300 espécies, identificadas em
1.037 géneros e distribuidos em 112 familias. A maioria desses fungos €
sapréfita e algumas espécies sao patdégenos de plantas (KIRK et al., 2001).
Dentre as diversas familias que compOe essa classe, destacam-se
Agaricaceae [Agaricus blazei Murr., Agaricus bisporus (J.Lge) Imbach],
Ganodermataceae, [Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. e Ganoderma lucidum
(Curt.:Fr.) P. Karst. ], Pleurotaceae [Lentinula edodes (Berk.) Sing., Pleurotus
ostreatus (Jacq.:Fr) Kumm. e Pleurotus pulmonarius (Fr.:Fr) Quél] e

Tricholomataceae [Flammulina velutipes (Curt.:Fr.) P. Karst.] que apresentam



importante valor medicinal e comercial (WASSER & WEIS, 1999;
ALEXOPOULOS et al., 1996; ADASKAVEG & GILBERTSON, 1994).

As propriedades terapéuticas dos Basidiomycetes vém sendo
reconhecidas por milénios na China, Coréia e Japdo. Os primeiros livros
chineses sobre produtos naturais medicinais datam de 2000 anos atras e
relatam os seus varios efeitos benéficos, além de listarem mais de 20 espécies
de fungos medicinais (KIM & KIM, 1999; MIZUNO, 1999). Os conhecimentos
sobre o uso popular dos fungos para tratar bronquites, hepatopatias,
hipertenséo, artrites, neurastenia, no combate ao cancer e como sedativo
extrapolaram o continente asiatico, foram difundidos também para a América
do Norte e Europa (FURUSAWA et al., 1992; WANG et al., 1991; KOMODA et
al., 1989; ARISAWA et al., 1986). Assim, muitos estudos cientificos foram
conduzidos com basidiomas destes fungos, com a finalidade de isolar e
identificar quimicamente as diversas substancias ativas e, também determinar
suas potencialidades terapéuticas (CHANG & BUSWELL, 1999; CHEN & YU,
1999; KIM & KIM, 1999). Entre as substancias que apresentam atividade
biolégica € interessante citar os polissacarideos B-D-glucanos isolados de
Basidiomycetes superiores, Lentinus edodes (Berk.) Sing., Tremella fuciformis,
Schizophyllum commune, Dendropolyporus umbellatus, Hericium erinaceus,
Inotus obliquus, Ganoderma lucidum, G. applanatum e Flammulina velutipes os
quais apresentam acéao antitumoral (WASSER & WEIS, 1999 ; MIZUNO, 1996;
1995; JONG et al., 1991; CHIARA et al., 1982). Outras substancias
biologicamente ativas ja foram isoladas de  espécies descritas como

Basidiomycetes e sdo efetivas contra varios tipos de infeccbes virais,



bacterianas e parasitarias. Entre essas, a campestrina, um antibidtico isolado
de Psalliota campestris (BOSE, 1955) o armillane, um sesquiterpeno
antibacteriano obtido de Armillaria mellea (DONNELLY & HUTCHINSON, 1990)
e a cinabarina, um derivado fenoxazinico com atividade antibacteriana e
antiviral encontrado em Picnoporus sanguineus (SMANIA et al., 2003 ; SMANIA
et al., 1998).

Na ordem Aphyllophorales, além dos Basidiomycetes também sao
encontrados representantes de outros géneros de macrofungos que vém sendo
alvo de estudos quimicos, para a obtencdo de novos farmacos. A partir de
espécies de Phellinus, foram isoladas substancias de diferentes classes
guimicas, como, triterpenos (GONZALEZ et al., 1986), sesquiterpenos (CRUZ,
1997), ciclohexanos oxigenados (TATSUTA et al., 1991) e compostos cloro-
aromaticos (TEUNISSEN et al.,, 1997). Em alguns trabalhos, foi relatada a
atividade bioldgica imunoestimulante de polissacarideos extraidos de P. linteus
(LEE et al., 1996) e atividade antifungica de compostos fendlicos obtidos de P.
pini (LOURENCO et al., 1996).

Além da ordem citada acima (Aphyllophorales), os anamorfos (fungos
gue apresentam esporos produzidos através de mitose, i.e., ndo produzem
estruturas de orlgem sexual; também conhecidos como fungos mitospéricos,
Fungi Imperfectii, Deuteromycetes), responsaveis pela sintese de cerca de
1000 antibidticos, incluem Penicillium Link, Aspergillus Link, Acremonium Link
(anteriormente  Cephalosporium Corda), Tolypocladium W. Gams e
Cylindrocarpon Wollenw. (Fusidium Link nom. rej.) que sintetizam penicilinas,

griseofulvinas, cefalosporina, fumagilina, &cido fusidico, sicanina, variotina,



ciclosporina e a xantocilina (KIRK et al., 2001; LANCINI & LORENZETTI, 1993;
ELANDER & LOWE, 1992; HERRERA & ULLOA, 1990). E importante
mencionar que essas substancias ndo sao especificas de cada género. A
penicilina, por exemplo, € isolada de Penicillium notatum e também de cepas
de Penicillium chrysogennum e de outras espécies de Aspergillus e
Acremonium Link (Cephalosporium Corda), e em outros 6 géneros (LANCINI &
LORENZETTI, 1993; ELANDER & LOWE, 1992; KANZAKI & FUJISAWA,
1975).

O numero de antibidticos conhecido € de aproximadamente 4.000, no
entanto, somente em torno de 50 apresentam uso efetivo, uma vez que muitos
deles sao téxicos (AZEVEDO, 1998). Dessa forma, é imprescindivel que sejam
incrementadas as pesquisas que visem a obtencdo de novas substancias com
atividade antimicrobiana, principalmente com atividade dirigida contra
patdgenos fangicos, uma vez que a disponibilidade de antifungicos é inferior a
de antibacterianos. Outras razdes ainda sédo de grande relevancia no incentivo
a este tipo de pesquisa, como por exemplo o aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos tradicionais e a maior sensibilidade de
pacientes tratados com drogas imunossupressoras as infec¢gfes fangicas e
bacterianas (SILVER & BOSTIAN, 1993). Na resisténcia aos antimicrobianos
estdo envolvidos trés principais mecanismos de escape: destruicdo ou
inativagdo da droga, prevencdo da penetracdo do antimicrobiano no
microrganismo e modificacdo do sitio-alvo da droga. Os genes que determinam

essas funcdes podem ser codificados tanto em nivel cromossémico quanto



plasmideal (SCHLESSINGER & EISENSTEIN, 2002; TORTORA, FUNKE &
CASE, 1997; PATRICK, 1995).

Alguns dos antibidticos citados anteriormente, sao disponibilizados como
preparacdes farmacéuticas e vém sendo usados ha décadas na medicina
tradicional. Entretanto, esta ndo é a Unica modalidade de industrializacdo dos
derivados dos macrofungos, uma vez que sado comercializadas também
preparacdes nutricéuticas (extratos parcialmente purificados com aplicacao
terapéutica) e nutracéuticas (alimentos funcionais para promocédo de saude).
As preparac¢des nutricéuticas apresentam baixa toxicidade mesmo em doses
altas o que explica o grande consumo pela populagéo oriental (WASSER et al.,
2001; CHANG & BUSWELL, 1999; STAMENTS & YAO, 1998; CHANG &
BUSWELL, 1996). As principais espécies fungicas cultivadas para fins
alimentares séo Agaricus bisporus (J. Lge) Sing. (Champignon ou cogumelo de
Paris), Lentinula edodes (Berk.) Sing. (Shiitake), Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.)
Kumm (cogumelo ostra ou caetetuba)., Volvariella volvacea (Bell.: Fr.) Sing.
(cogumelo palha) e Flammulina velutipes (Fr.) Sing. (flamulina), sendo que a
producdo mundial dessas espécies em 1994 foi de 4,9 milhdes de toneladas. A
classe dos compostos nutricéuticos, apresenta um potencial significante na
expansdo da industria biotecnoldgica, onde em 1994 a comerciaiza¢cao dessas
substancias foi de 5,0 bilhdes de dodlares e aumentou para 12,0 bilhdes em
1998. O fungo Ganoderma lucidum conhecido na China como Ling Zhi e Reishi
no Japdo, € a espécie da qual mais preparacfes nutricéuticas sdo obtidas

(CHANG & BUSWELL, 1999; ZEISEL, 1999; CHANG & BUSWELL 1996).



A familia Ganodermataceae Donk é caracterizada pelos basididosporos
com a parede interna ornamentada, e a externa lisa e hialina. S&o integrantes
dessa familia os géneros Amauroderma Murril, Elfvingia Karsten, Ganoderma
Karsten, Haddowia Steyaert, Humphreya Steyaert e Magoderma Steyaert, 0s
quais incluem aproximadamente, 77 espécies que apresentam basidiomas
rigidos e em cores diversas como: vermelho, branco, amarelo e purpura
(LOGUERCIO-LEITE, GROPOSO, DRESCHELER-SANTOS, 2003; KIRK et
al., 2001; JONG & BIRMINGHAM, 1992).

Fungos do género Ganoderma Karsten, podem ser divididos em dois
grupos, com base em suas caracteristicas macromorfolégicas. As espécies
cujos basidiomas apresentam superficies superiores lacadas sédo agrupadas no
complexo G. lucidum e as n&o-lacadas no complexo G. applanatum
(GOTTLIEB & WRIGHT, 1999; PHYLLIPS, 1991; ARORA, 1986). Os
integrantes do primeiro complexo sdo G. lucidum (W. Curt. :Fr.) karts., G.
subamboinense Henn., G. oerstedii (Fr.) Torr., G. resinaceum Bould enquanto
que no segundo complexo, estdo G. tornatum (Pers) Bres. [G. australe (Fr.)
Pat], G. applanatum (Pers.)Pat. e G. annulare (Fr.) Gilbn. As sete espécies
citadas sédo encontradas em Santa Catarina, sendo G. tornatum (G. australe) a
mais frequente na parte insular do Estado de Santa Catarina (LOGUERCIO-
LEITE, GROPOSO & DRESCHLER-SANTOS, 2003; HALMENSCHLAGER &

LOGUERCIO-LEITE, 1993).



2 REVISAO DA LITERATURA

Ganoderma Karsten é um género de fungo pertencente a familia
Ganodermataceae Donk (Aphyllophorales, Basidiomycetes). Esses organismos
se desenvolvem sobre madeiras, como saprobios ou parasitas, e séao
importantes decompositores de celulose e lignina na natureza (ADASKAVEG &

GILBERTSON, 1994).

2.1 Enquadramento taxondmico das espécies Ganoderma annulare,
Ganoderma applanatum e Ganoderma australe (MONCALVO &

RYVARDEN, 1997)

DIVISAO: Basidiomycota

CLASSE: Basidiomycetes

ORDEM: Ganodermatales Julich

FAMILIA: Ganodermataceae Donk

GENERO: Ganoderma Karsten

ESPECIES: Ganoderma annulare (Lloyd) Boedijn, Ganoderma

applanatum (Pers.) Pat. e Ganoderma australe (Fr.) Pat.

2.2. Metabolitos fungicos e atividades biolégicas

Muitos estudos quimicos foram desenvolvidos tanto com basidiomas

guanto com micélio de Ganoderma. A partir de basidiomas de varias espécies



desse género foram isoladas diversos compostos bioativos como, proteinas,
polissacarideos, como a quitina, triterpenos e esterois. Entre as substancias
com atividades farmacoldgicas, podem ser citados os acidos ganodéricos C [1]
e D [2], isolados de G. lucidum, que apresentam atividade antiinflamatéria

(KOHDA et al., 1985).

Em adicdo as substancias citadas anteriormente, é importante ainda
mencionar que os acidos lucidénico A [3], lucidénico N [4], ganodérico E [5]
presentes em G. lucidum, aplanoxidicos A [6], B [7], C [8] e D [9], obtidos de
G. applanatum, além do acido ganodérico y [10] de G. lucidum e alguns
polissacarideos encontrados tanto em G. lucidum quanto G. tsugae, exibem
atividade antitumoral contra diferentes sistemas biolégicos (SHIUH-SHENG et
al., 2003; WU, SHI & KUO, 2001; WANG et al., 1993; CHAIRUL et al., 1991);
as peptoglicanas e os ganoderanos B e C de G. lucidum apresentam
propriedades hipoglicemiantes (TOMODA et al., 1986); o acido ganodérmico S
[11] obtido de G. lucidum atua sobre o mecanismo de agregacgao de plaquetas

humanas ( WANG et al., 1991); os derivados oxigenados do lanosterol obtidos



de G. lucidum inibem a biossintese do colesterol em células hepéticas de rato

(KOMODA et al., 1989) .

(3] : [4]




10

Extratos brutos, obtidos de micélios de G. lucidum , contendo triterpenos,

apresentaram atividade preventiva contra cancer de coélon, atividades
antiperoxidase, antinflamatéria e antimutagénica em ratos, inducdo de
secrecdo de citocinas, e ainda atividade contra células de hepatoma (HUIMEI
et al., 2003; LAKSHMI et al., 2003; SHWU-BIN et al., 2003; MA et al., 2002).
Dessa mesma espécie fungica (G. lucidum) foram obtidos terpendides, a partir
de basidiosporos, com atividade anticomplemento e antitumoral (MIN et al.,
2001; MIN et al.,, 2000). Além das substancias descritas acima, na parede
celular dos fungos € encontrada a quitina que dependendo da espécie fungica,
pode compor de 0,2 a 60% da estrutura citada. Estudos com a quitina tém
demonstrado que esta substancia acelera a recuperacdo de lesdes bucais,

previne o crescimento de células tumorais, atua como anticoagulante e na
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reducado do nivel de colesterol sangtineo. Essas propriedades tornam-se ainda
mais atrativas aos laboratorios farmacéuticos devido ao fato da quitina nao
apresentar  efeito toxico, alérgico ou mutagénico (BURDYUKOVA &
GOROVOJ, 2001; SU et al., 1997).

Como foi relatado, muitos sdo os estudos que relacionam os
constituintes de Ganoderma com atividade farmacoldgicas e antitumorais. No
entanto, avaliacbes quanto a atividades antimicrobianas com espécies deste
género sdo pouco exploradas. E citado que extratos aquosos e alcodlicos de G.
lucidum apresentam uma potente atividade antiviral, incluindo a¢do contra HIV
(KIM, KIM & CHOI, 1994), e que a fracdo em éter etilico, do extrato bruto dessa
espécie, é ativa contra Helicobacter pylori (KIM et al., 1996). Além disso, é
relatado que lanostandides isolados a partir de G. pfeifferi exibem atividade
contra o virus influenza tipo A e contra o virus do herpes simples tipo 1
(MOTHANA, et al., 2003) e que o extrato obtido de micélio de G. lucidum inibe
o efeito da toxina colérica (HA, 2003).

Os relatos apresentados na literatura serviram de estimulo para que
passassemos a estudar espécies de Ganoderma encontradas na Regidao Sul
do Brasil. Assim, a partir de G. applanatum foram isolados os trés esterois 5a-
ergost-7en-3p3-ol [12], 5a-ergost-7,22-dien-3B3-ol [13] e 5,8-epidioxi-5a,8a-
ergost-6,22-dien-3(3-ol [14], os quais apresentaram atividade antibacteriana
frente a Bacillus cereus, Corynebacterium diphtheriae, Echerichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus e Streptococcus pyogenes. Dentre os microrganismos testados a

espécie Streptococcus pyogenes foi a mais sensivel e o esterol [14] a
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substancia de maior atividade (SMANIA et. al.; 1999). Os esteréis [13] e o [14]

[12] [13]

também foram submetidos a testes quanto a atividade antiparasitaria frente a
Trypanosoma cruzi. O composto [13] reduziu a quantidade de formas
epimastigotas do parasita de modo equipotente ao controle (benzonidazol)
enquanto que o composto [14] apresentou uma atividade 4 vezes maior que 0
controle (MARQUES, 2001). Em um outro estudo realizado com basidioma de

G. australe, fracdes obtidas dos extratos em hexano, em cloroformio e em
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acetato de etila foram testadas contra bactérias, por teste de difusdo, e estas
foram ativas contra as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus (GERBER et al., 2000).

Os testes biolégicos realizados com metabdlitos de Ganoderma tém
demonstrado que essas moléculas podem atuar em diversos sistemas
bioldgicos. Esse fato despertou o interesse no sentido de estudar a acao
dessas substancias ndo somente contra bactérias mas, também, contra fungos
gue sao agentes etioldgicos de uma série de doencas humanas e de animais.

A acado especifica das substancias mencionadas e de maneira geral,
das substancias biologicamente ativas, decorre essencialmente de suas
estruturas quimicas que devem adaptar-se as estruturas quimicas
tridimensionais dos receptores existentes no organismo-alvo, formando
complexos. Os efeitos bioldgicos produzidos por esses metabdlitos séo, entéo,
inerentes a sua reatividade quimica, a forma, ao tamanho, a disposicéo
estereoquimica da molécula e a distribuicdo dos grupos funcionais, bem como
efeitos de ressonancia, efeitos indutivos e as possiveis ligagbes com o
receptor, além de outros fatores. Assim, além de serem usados o0s produtos
originalmente produzidos pelo fungo, é importante que sejam também testados
agueles derivados de tratamentos quimicos, com o objetivo de melhorar a sua
acao biologica, através da ampliacdo ou de sua interacdo com o alvo celular ou
na sua penetracdo nos microrganismos (BARREIRO & FRAGA, 2001,

PIRAINO & BRANDT, 1999; PATRICK, 1995; CECHINEL, 1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver estudo quimico e de avaliagdo quanto a atividade antimicrobiana

com espécies de Ganoderma

3.2 Objetivos especificos

* Isolar e caracterizar as substancias sintetizadas por trés espécies de
Ganoderma: G. annulare, G. applanatum e G. australe;

* Determinar a estrutura dos compostos isolados;

* Promover modificagdes estruturais nos compostos isolados;

« Auvaliar a atividade antibacteriana e antifungica dos compostos isolados e de

seus derivados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Espécies fangicas

As trés espécimes de Ganoderma estudadas nesse trabalho pertencem

a Ganoderma annulare (Lloyd) Boedijn (FLOR 11484), Ganoderma applanatum

(Pers.) Pat. (FLOR 11910) e Ganoderma australe (Fr.) Pat. (FLOR 11914).

Figura 1- Ganoderma applanatum FLOR 11910
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O basidioma referente a primeira espécie foi coletado em Capanema
(PR), e os correspondentes as outras duas espécies em Icara (SC). Todos o0s
basidiomas foram identificados pela Profa. Clarice Loguercio-Leite, do
Laboratério de Micologia do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Santa Catarina e uma amostra de cada basidioma foi depositada no

Herbario FLOR/BOT/CCB/UFSC.

4.2. Extracao e isolamento dos metabdlitos fungicos

A extracdo foi feita através de maceracdo exaustiva com metanol, a
temperatura ambiente, partindo-se de 427 g do basidioma, em pequenos
pedacos, de G. annulare, 375 g de G. applanatum e 135 g de G. australe. Os
metabdlitos fungicos, obtidos de cada uma das trés espécies, foram
particionados sucessivamente e exaustivamente com hexano (2,00 g, 0,60 g,
4,18 g), cloroférmio (2,06 g, 0,57 g, 6,71 g) e acetato de etila (1,24 g, 0,42 g,
2,00 g). Cada extrato resultante foi cromatografado em coluna de gel de silica
(0,040 — 0,063 mm Carlo Erba). O diametro e a altura das colunas variaram em
funcdo das quantidades de materiais utilizados. Os sistemas de solventes
usados para a eluicdo cromatografica seguiram o modo gradiente crescente de
polaridade. Os eluatos foram coletados em volumes convenientes, 0s quais
foram agrupados com base nas similaridades de R; apds cromatografia em
camada delgada (CCD). Os cromatogramas, sobre as placas de silica (Merck
com 200um de espessura), foram visualizadas sob radiacdo ultravioleta e

revelados com o0 uso de reagentes anisaldeido sulfurico e acido
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sulfurico/metanol 10%. As fracbes foram purificadas por meio de repetidas
cromatografias em coluna e por cristalizacao.

Com base nos resultados obtidos em trabalhos similares a este e citados
nos diversos itens desta tese, 0s nossos estudos também foram centralizados
no isolamento de esterdis e triterpenos. As etapas desenvolvidas para a
purificacdo de tais substancias, a partir dos basidiomas das trés espécies
fungicas, foram semelhantes e estdo descritas abaixo de forma simplificada. As
substancias obtidas dos extratos acima descritos estdo apresentadas na

Tabela 1(p. 30) do item 5.0 de Resultados e Discusséao.

4.2.1 Fracionamento dos extratos obtidos do particionamento de G.
annulare:

* Extrato em hexano — 1,80 g deste extrato foi fracionado em coluna com
gel de silica, usando-se na eluicdo inicialmente o CHCI; e entdo
gradiente crescente de polaridade pela adicdo de metanol a este
solvente (CHCI3:MeOH - 98:2 a 8:2). O eluato foi agrupado em cinco
fracbes as quais foram novamente fracionadas em coluna resultando
no isolamento de trés diferentes esterdis (Tabela 1, p.30).

» Extrato em CHCI; — 2,06 g deste extrato foram fracionados em coluna
com gel de silica, usando-se na elui¢do inicialmente o CHCI3; e entédo
gradiente crescente de polaridade pela adicdo de metanol a este
solvente (CHCI3:MeOH - 97:3 a 8:2). O eluato foi agrupado em quatro
fragOes que foram submetidas a um novo fracionamento que originaram

um esterol e cinco diferentes triterpenos acidos (Tabela 1, p.30).
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Extrato em EtOAc - 1,24 g deste extrato foi fracionado em coluna com
gel de silica, usando-se na elui¢do o sistema de solventes CHCl;:MeOH
(95:5 a 7:3) e por ultimo apenas o MeOH. Deste extrato ndo foram

obtidos triterpendides (Tabela 1, p.30).

4.2.2 Fracionamento dos extratos obtidos do particionamento de G.

applanatum:

Extrato em hexano — 0,60 g deste extrato foi fracionado em coluna de
gel de silica, usando-se na eluicdo os seguintes sistemas de solvente:
Hexano:CHCI; (7:3 a 1:1), CHCI; e CHCI3:MeOH (97:3 a 9:1). O eluato
foi agrupado em cinco fragbes que foram cromatografadas em coluna
resultando no isolamento de dois esterdis (Tabela 1, p.30).

Extrato em CHCI; — 0,57 g deste extrato foi fracionado em coluna com
gel de silica, usando-se na eluicdo o sistema de solvente CHCl;:MeOH
(95:5 a 8:2). O eluato foi agrupado em quatro fracdes, que apos nova
cromatografia, proporcionou o isolamento de trés triterpenos acidos.
(Tabela 1, p.30).

Extrato em EtOAc — 0,42 g deste extrato foi fracionado em coluna com
gel de silica, usando-se na elui¢do o sistema de solventes CHCl;:MeOH
(95:5 a 8:2) e por ultimo apenas o MeOH. Deste extrato ndo foram

obtidos triterpendides (Tabela 1, p.30).
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4.2.3 Fracionamento dos extratos obtidos do particionamento de G.

australe:

Extrato em hexano — 4,18 g deste extrato foram fracionados em coluna
com gel de silica, usando-se na eluicdo os seguintes sistemas de
solvente: Hexano:CHCI; (9:1 a 8:2), CHCI; e CHCI3:MeOH (97:3 a 8:2).
O eluato foi agrupado em quatro fracbes, que foram submetidas a um
novo fracionamento o qual resultou no isolamento de cinco diferentes
triterpendides (Tabela 1, p.30).

Extrato em CHCI; — 4,71 g deste extrato foram fracionados em coluna de
gel de silica, usando-se na eluicdo inicialmente o CHCI; e entédo
gradiente crescente de polaridade pela adicdo de metanol a este
solvente (CHCI3:MeOH - 97:3 a 8:2). O eluato foi agrupado em cinco
fracOes e a partir destas foram obtidos 10 diferentes triterpendides
(Tabela 1, p.30).

Extrato em EtOAc — 2,00 g deste extrato foram fracionados em coluna
com gel de silica, usando-se na eluicdo o sistema de solvente
CHCI3:MeOH (95:5 a 7:3) e por ultimo apenas o0 MeOH. O eluato foi
agrupado em quatro fracbes, o0s quais foram novamente
cromatografados e originaram trés diferentes triterpenos acidos (Tabela

1, p.30).

Na tentativa de exemplificar com mais detalhes os procedimentos

realizados nesta etapa, foi elaborado um diagrama (Figura 3, p.21), no qual

estd esquematizado o fracionamento e purificacdo do extrato em cloroférmio,
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derivado do extrato bruto metandlico de G. australe. A opgéo por este extrato
foi em virtude do seu bom rendimento, em termos de substancias obtidas.
Através de experimentos em CCD, representado na figura 2, foi possivel
determinar quais sdo os melhores eluentes para a avaliacdo de amostras
contendo acidos aplanoxidicos isoladas a partir dos fungos. Os &acidos
aplanoxidicos isolados das trés espécies fungicas, apresentaram em CCD, Rs
muito proximos. O acetato de etila foi 0 melhor solvente para a separacao dos
acidos aplanoxidicos F, C e G, mas, ndo para os acidos aplanoxidicos A e H.
Neste caso, o sistema de solvente mais efetivo foi CHCl;:MeOH, 9:1. E
importante notar que a eluicdo desses ultimos compostos (acidos aplanoxidicos
A e H) ocorre em ordem inversa nos sistemas de solventes citados, no sentido
que o acido aplanoxidico H tem Ry maior em EtOAc, e Rf menor em
CHCI3:MeOH com relac&o ao acido aplanoxidico A. No entanto, € intuitivo que
0 uso alternado dos dois solventes pode proporcionar uma separacdo mais

efetiva.

Figura 2 - Cromatografia em camada delgada dos acidos aplanoxidicos
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Figura 3 - Esquema de fracionamento, da fracado em cloroférmio, do extrato metandlico

de G. australe
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4.3 Identificacdo dos compostos

As substancias obtidas foram identificadas através de espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de *H (300 MHz) e *C (75 MHz) (Varian
GEMINI 300), usando solventes deuterados e o tetrametilsilano como padréo
de referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em valores
admensionais (0 ppm). Para os compostos inéditos também foram feitos
espectros bidimensionais (HETCOR, HETCOR longa-distancia e INEPT

seletivo) (DELLE MONACHE, 2001).

4.4 Derivados dos triterpendides

Os esterdis 5a-ergost-7,22-dien-33-ol [13] e 5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-
6,22dien-3B-ol [14] e os acidos aplanoxidicos A [6], C [8], F [18], G [19] e H
[20], foram submetidos a tratamentos quimicos para a obtencdo dos

respectivos derivados.

4.4.1. Acetil derivados

A reacédo de acetilacao foi realizada com os esteroéis [13] e [14] e com
os &cidos aplanoxidicos A [6], G [19] e H [20]. A quantidade de 40 a 80mg de
cada amostra, foi adicionado 1mL de uma mistura de anidrido acético e
piridina (1:1) e as mesmas foram deixadas em repouso a temperatura

ambiente por 24 horas. Apés esse periodo, cada mistura foi derramada sobre
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gelo, onde permaneceu por 5 horas. Entdo, procedeu-se a filtracao em funil
sinterizado. Para eliminar residuos de piridina e de anidrido acético a parte
sélida de cada mistura foi lavada varias vezes com agua destilada. Para
garantir a completa eliminacdo dos reagentes mencionados, o sélido foi
dissolvido em cloroférmio e lavado com agua em funil de separacao. A solucéo
cloroférmica foi secada com sulfato sodico e, apés a filtracdo, o solvente foi
evaporado. Do solido resultante de cada amostra, foram realizados
experimentos de CCD e RMN (CDCl3) para confirmar a ocorréncia da reacéo.
Quando necessario os residuos foram purificados através de fracionamento em

coluna cromatografica.

4.4.2. Metil derivados

A metilacdo foi realizada com 50 a 70mg dos &cidos aplanoxidicos A
[6], C [8], F [18]. G [19] e H [20]. A estes foram acrescentados 5mL de
cloroférmio e 10mL de uma solucdo etérea de diazometano, previamente
preparada. As misturas permaneceram a temperatura ambiente por 2 horas,
os solventes foram evaporados e os solidos resultantes foram submetidos a
experimentos de CCD e RMN (CDCI;) para demonstrar a ocorréncia da reacéao.

Os produtos foram purificados por meio de fracionamento cromatografico.

4.4.3. Acetil-metil derivados

Para essa reacdo foram tratados de 40 a 60mg dos ésteres metilicos
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dos acidos aplanoxidicos A [29], G [32] e H [33] empregando-se a

metodologia descrita no item 4.4.1.

4.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das substéncias obtidas

A atividade antimicrobiana das substancias obtidas foi avaliada através
da determinacdo das concentragdes inibitorias minimas (CIM), conforme

procedimentos descritos a seguir.

45.1. Meios de cultura

Os meios de cultura empregados para o teste de atividade
antibacteriana foram o agar sangue, agar de Mueller-Hinton e o caldo de
Mueller—Hinton. Para os testes antifingicos foram utilizados o agar extrato de
malte e o caldo nutritivo. Todos os meios foram adquiridos dos Laboratérios

Difco.

4.5.2. Microrganismos

Bactérias: Para a determinacdo das CIMs, foram empregadas as espécies

Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923,

(“American Type Culture Collection”, Rockville, MD).
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Preparo do inéculo bacteriano: O inoculo foi preparado transferindo-se 300
puL de cada cultura bacteriana para 3 mL de caldo Mueller—Hinton, com
subsequiente incubacdo por 20 horas a 36°C. A pureza da cultura ativada foi
testada apos 8 horas da incubacao inicial, com a repicagem desta para uma
placa contendo meio de &gar sangue, onde foram observadas as
caracteristicas das colonias apés incubacdo (20 horas). Apos foi preparado
uma suspensao dessas bactérias, diluidas em caldo Mueller-Hinton,

correspondendo a aproximadamente 10° UFC/mL.

Fungos: Para os experimentos visando a analise da atividade antifingica
foram empregados fungos de uma espécie filamentosa, Trichophytom
mentagrophytis (Blanchard) e uma néo filamentosa, Candida albicans. Esses
organismos foram obtidos, respectivamente, junto ao Laboratério Santa Luzia e
ao Laboratorio Central de Saude Pudblica do Estado de Santa Catarina

(LACEN), ambos de Florianopolis/SC.

Preparo do in6culo fuangico: O in6culo fungico foi preparado a partir de
culturas incubadas por sete dias a 30°C em tubos contendo agar extrato de
malte inclinado. As culturas foram adicionadas de 5mL de solucéo fisiologica e
deslocadas com auxilio de uma alca de Henle, formando uma suspensao de
esporos e hifas. As suspensdes foram transferidas para tubo estéril contendo 3
pérolas de vidro, agitadas em aparelho vortex por aproximadamente 50

segundos e ajustadas com solucdo fisiolégica estéril para turvacéo
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correspondente a 10°> UFC/mL. Para isso, foi usado um espectrofotdmetro 6100

Jenway e a D.O. foi medida a 530 nm.

4.5.3. Determinacédo da concentracgéo inibitéria minima

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinacédo da CIM
pelo método de microdiluicdo em caldo. As substancias-teste foram dissolvidas
em 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO), previamente esterilizado por
autoclavacéo, e as solucdes foram adicionadas de 1.800 pL de caldo Muller-
Hinton para bactérias e caldo nutritivo para os fungos. Posteriormente foram
preparadas diluicdes seriadas com concentracdes variando de 2,0 a 0,0156
mg/mL, as quais foram distribuidas,em volumes de 200 pL em placa de
microdiluicdo (contendo 96 orificios). Como controle de crescimento e de
esterilidade foram usadas apenas as misturas de meio de cultura e DMSO,
sem a adicdo de agentes antimicrobianos. Em cada orificio teste e de controle
de crescimento foram adicionados 5 pL de in6culo bacteriano ou fungico. Os
experimentos foram desenvolvidos em duplicata e as placas foram incubadas
por 24 horas a 36°C para bactérias e 72 horas a 30-35°C para os fungos. A
leitura dos experimentos foi realizada primeiramente através de densidade
Otica (com o uso de uma maquina leitora de Elisa modelo CLX800 Bio-Tek
Instruments, Inc) e posteriormmente com o0 uso de um revelador de
crescimento microbiano, o p-iodo nitrotetrazolium (Sigma).

A CIM foi considerada a menor concentracdo da substancia que inibiu o

crescimento bacteriano ou fungico, ap6s a incubacao. Os resultados foram



expressos em mg/mL (INGROFF-ESPINEL et al.,

WASHINGTON, 1995).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e identificagc&do das substancias conhecidas

O estudo quimico de Ganoderma annulare, G. applanatum e G. australe
permitiu o isolamento e a identificacdo dos esterois: 5a-ergost-7-en-33-ol [12];
5a-ergost-7,22-dien-33-ol [13], 5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien-33-ol [14];
e 0 5a-ergost-7,22-dien-3-oxi [15] e também os triterpenos: acido aplanoxidico
A [6], C [8], D metilado [16], F [18], G [19] e H [20]. Na Tabela 1(p.29) sao
apresentados os esterdis e os acidos aplanoxidicos encontrados em cada
espécie fungica.

Além desses, também foram isolados dois compostos inéditos
denominados NEW49 [21] e EFS31 [23], a partir do basidioma de G. australe,
gue serdo discutidos no item 5.2.

Como pode ser observado na Tabela 1, G. australe foi a espécie que
apresentou o maior numero de esterois e acidos aplanoxidicos. Os esterdis sdo
substancias sintetizadas por varios géneros de basidiomicetos, enquanto que
os triterpenos sao especificos de Ganoderma (CHEN et al., 1999; KELLER et
al., 1997; CHYR & SHIAO, 1991). Os esterois 5a-ergost-7-en-33-ol [12], 5a-
ergost-7,22-dien-33-ol [13], 5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien-33-ol [14] e ©
5a-ergost-7,22-dien-3-oxi [15] e os acidos aplanoxidicos A [6], C [8], D
metilado [16], F [18], G [19] e H [20], tiveram suas estruturas identificadas
através de espectroscopia de RMN *H e 3C. As férmulas estruturais dos quatro

esterdis sdo apresentadas abaixo e nas tabelas de 2 a 4 estdo disponiveis os
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seus dados de RMN. Os espectros dessas substancias sdo mostrados no
anexo (fig. de 15 a 18). Em particular, para o 5a-ergost-7,22-dien-3-oxi [15]
(dados de RMN nunca reportados na literatura) a localizagdo da carbonila
na posicao 3 (&. 212,1) esta confirmada pelos deslocamentos dos metilenos em
2 e 4 em relacdo ao composto [13], de +7,4 e +6,4 ppm, respectivamente

devido ao efeito anizotropico.
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Tabela 1. Distribuicao de triterpendides nas trés espécies de Ganoderma

30

Espécie fungica/Extrato/Fracao

Substancias?

12 |28 15 [ESIT2TTEl s

G. annulare

19

16

20 [i61

Extrato em hexano (1,8 g)

- Fr1 01-04 (450 mg)

- Fr2 05-19 (770 mg)

- Fr3 20-24 (190 mg)

- Fr4 25-38 (160 mg)

Extrato em cloroférmio (2,0 g)

- Fr1 01-03 (040 mg)

- Fr2 04 (180 mgq)

~Fr305-32 (1,58 Q)

- Fr4 33-49 (140 mg)

Extrato acetato de etila (1,2 g)

- Frl 01-59 (1,17 Q)

G. applanatum

Extrato em hexano (0,6 Q)

- Fr1 01-08 (070 mg)

- Fr2 09 (010 mg)

- Fr3 10-13 (010 mg)

- Fr4 14-18 (250 mg)

‘-

- Fr5 19-27 (080 mg)

Extrato em cloroférmio (0,57 g)

- Fr1 01-07 (120 mg)

- Fr2 08-11 (150 mg)

- Fr3 12-22 (180 mg)

- Fr4 23-44 (050 mg)

Extrato acetato de etila (0,42 g)

- Fr1 01-15 (360 mg)

G. australe®

Extrato em hexano (4,1 g)

- Fr1 01-18 (470 mg)

- Fr2 19-21 (050 mg)

- Fr3 22-27 (210 mg)

- Fr4 28-57 (2,7 Q)

Extrato em cloroféormio (4,7 g)

- Fr1 01-02 (1,10 g)

- Fr2 03-07 (1,40 Q)

- Fr3 08-09 (400 mg)

- Fr4 10-14 (750 mg)

- Fr5 15-20 (990 mg)

Extrato acetato de etila (2,0 g)

- Fr1 01-04 (110 mg)

- Fr2 05-08 (340 mg)

- Fr3 09-11 (330 mg)

- Fr4 12-22 (230 mg)

4[12] 5a-ergost-7-en-3B-ol; [13] 5a-ergost-7,22-dien-3B-ol; [14] 5,8-epidioxi-5a,80-ergost-6,22-
dien-3B-ol; [15] 5a-ergost-7,22-dien-3-oxi; [6] ac. aplanoxidico A; [8] &ac. aplanoxidico C; [16]
ac. aplanoxidico D metilado; [18] ac. aplanoxidico F; [19] ac. aplanoxidico G;

aplanoxidico H.

®Duas substancias inéditas (NEW 49 [21] e EFS31 [23]) foram isoladas desta espécie.

°Fracéo metilada — substancias isoladas como metil éster.

[20] Ac.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) em CDCl; dos

esterois [12], [13], [14] e [15]

Hidrogénio H-3 H-6 H-7 H-22/23
Esterdis

[12] 3,61m - 5,35m -
Experiéncia

[12] 3,61m - 5,35m -
Literatura?

[13] 3,61m - 5,35m 5,19dd
Experiéncia

[13] 3,61m - 5,35m 5,19dd
Literatura?

[14] 3,96m 6,50d (8,5Hz) 6,24d (8,5H2) 5,18dq
Experiéncia

[14] 3,97m 6,50d (8,5Hz) 6,26d (8,5Hz) 5,17dq
Literatura?

[15] - - 5,19m 5,19dd
Experiéncia

®DELLA GRECA et. al., 1990



Tabela 3. Deslocamentos quimicos (3) de RMN **C (75 MHz) em CDCl; dos
esterdis [12] e [13]

Esterois [12] [12] [13] [13]
Experiéncia Literatura® Experiéncia Literatura®
Carbono
1 37,1 37,1 37,1 37,1
2 31,3 31,3 31,3 31,3
3 71,0 71,0 71,0 71,0
4 37,8 37,8 37,8 37,8
5 40,2 40,2 40,2 40,2
6 29,7 29,7 29,7 29,7
7 117.4 117,4 117,4 117.,4
8 139,5 138,5 139,5 139,5
9 49,4 49,4 49,4 49,4
10 34,2 34,2 34,2 34,2
11 21,5 21,5 21,5 21,5
12 39,4 39,4 39,4 39,4
13 43,3 43,3 43,3 43,3
14 55,1 55,1 55,1 55,1
15 22,9 22,9 22,9 22,9
16 28,0 28,0 28,1 28,1
17 56,0 56,0 55,9 55,8
18 13,0 13,0 13,0 13,0
19 12,0 12,0 12,0 12,0
20 42,8 42,8 40,5 40,5
21 21,1 21,1 21,1 21,1
22 33,9 33,9 135,6 135,6
23 31,9 31,9 131,8 131,8
24 40,4 40,4 42,8 42,8
25 33,1 33,1 33,0 33,0
26 17,6 17,6 17,6 17,6
27 19,6 19,6 19,6 19,6
28 19,9 19,8 19,9 19,9

®DELLA GRECA et. al., 1990



Tabela 4 Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (75 MHz) em CDCl; dos
esterdis [14] e [15]

Esterdis [14] [14] [15]
Experiéncia Literatura® Experiéncia
Carbono
1 36,8 36,9 38,1
2 30,1 30,0 38,7
3 66,4 66,4 212,1
4 36,9 36,9 44,2
5 82,1 82,1 42,8
6 130,7 130,7 29,7
7 135,4 135,4 116,9
8 79,4 79,4 139,5
9 51,6 51,7 48,8
10 36,9 36,9 34,3
11 20,6 20,6 21,6
12 39,2 39,2 39,3
13 44,5 44,5 43,2
14 51,1 51,1 54,9
15 23,4 234 22,9
16 28,6 28,6 28,1
17 56,2 56,1 55,8
18 12,8 12,8 12,4
19 18,2 18,2 12,1
20 39,7 39,7 40,5
21 20,7 20,8 21,1
22 132,3 132,3 135,5
23 132,2 132,2 131,9
24 42,7 42,8 42,8
25 33,0 33,0 33,0
26 17,5 17,5 17,6
27 19,6 19,6 19,6
28 19,9 19,9 19,9

°DELLA GRECA et. al., 1990



Quanto aos triterpenos, foram isolados os acidos aplanoxidicos A [6], C
[8], F [18] G [19] e H [20] em G. annulare; os acidos aplanoxidicos A [6], C
[8], F [18] e G [19] em G. applanatum; e, a partir do basidioma de G.
australe, os cinco acidos citados anteriormente, além do acido aplanoxidico D
metilado [16]. Chairul e colaboradores, estudando basidiomas de G.
applanatum de origem asiatica, isolaram todos os acidos aplanoxidicos
mencionados, além dos acidos aplanoxidicos B [7] e E [17] (CHAIRUL,
CHAIRUL & HAYASHI, 1994; CHAIRUL et al.,, 1991). Entretanto, em outras
duas pesquisas com esta ultima espécie fungica, sendo uma procedente da
Republica Checa e outra do Brasil nenhum desses triterpenos foram
encontrados (BOH et al., 2000; SMANIA et al., 1999). Os resultados
contrastantes obtidos nos estudos de uma mesma espécie flngica, ratifica a
necessidade de se considerar as caracteristicas genéticas de cada individuo,
na obtencdo dos seus constituintes quimicos celulares. E importante mencionar
que, na literatura consultada, o isolamento de acidos aplanoxidicos manteve-se
restrito a apenas um dos complexos de Ganoderma, ou seja, G. applanatum.
Por outro lado, do complexo de G. lucidum foram também obtidos inUmeros
triterpendides, porém diferentes dos aqui discutidos (WU et al., 2001; MIN et
al., 2000; CHEN & YU, 1999; CHYR & SHIAO, 1991).

As férmulas estruturais de todos os &acidos aplanoxidicos estéao
apresentadas abaixo. As tabelas de 5 a 10 (p. 36 a 41) referem-se aos dados
de RMN dos &cidos aplanoxidicos isolados no presente estudo, ou seja, todos

os citados anteriormente com excec¢ao dos acidos aplanoxidicos B [7] e E [17]
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(CHAIRUL, CHAIRUL & HAYASHI, 1994; CHAIRUL et al., 1991). Os espectros

dessas substancias sdo apresentados no anexo (fig. de 24 a 34).

26

(6] 25 COOH

27
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos (5) de RMN 'H (300 MHz) em CDCl;
mais relevantes dos triterpenos acidos aplanoxidicos A [6], B [7], E [17] e F
[18]

Triterpenos A[6] A[6] B[7] E[17] F[18] F[18]
Experiéncia Literatura® Literatura® Literatura® Experiéncia Literatura®
Hidrogénio

H-3 - : 3,53dd : : -
H-7 4,15d 4,11 4,07d 4,75d 4,68d 4,67d
H-11 6,055 6,03s 6,04s 6,04s - -
H-12 - - - - 6,355 6,065
H-15 4,46t 4,44t - 4,03d - -
H-16 - - - - - -
H-17 3,36t 3,37t 3,30t NR® 3,32t 3,32t
Me-18 1,15 1,15 1,13 1,12 1,13 1,13
Me-21 2,19 2,19 2,40 2,25 2,27 2,27
H-22 6,39s 6,355 6,355 6,485 6,365 6,365
H,-22 - - - - - -
Me-27 1,21d 1,21d 1,22d 1,21d 1,21d 1,21d

 CHAIRUL et al., 1991
"CHAIRUL, CHAIRUL & HAYASHI, 1994

°NR Dado nao relatado na literatura
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) em CDCl; mais

relevantes dos triterpenos acidos aplanoxidicos C[8], D[9] e DM €[ 16]

Triterpenos Cl[8] Cl[8] DMe[16] D[9]
Hidrogénio Experiéncia Literatura® Experiéncia Literatura®
H-3 - - 3,29dd 3,23dd
H-7 4,66d 4,65d 4,57d 4,57d
H-11 6,15s 6,12s 6,10 6,02
H-12 - - - -
H-16 5,69s 5,74s 5,66s 5,58s
H-17 - - - -
Me-18 1,67 1,61 1,60s 1,53s
Me-21 1,53 1,52 1,33s 1,32s
H-22 - - - -
Hy-22 2,90 NR® 2,93s NR®
Me-27 1,19d 1,18d 1,15d 0,95d
OMe - - 3,65 -

 CHAIRUL et al., 1991

PNR Dado ndo relatado na literatura
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) em CDCl; mais

relevantes dos triterpenos acidos aplanoxidicos G[19] e H[20]

Triterpenos G[19] G[19] H[20] H[20]
Hidrogénio Experiéncia  Literatura®  Experiéncia  Literatura®
H-3 - - 3,29dd 3,26dd
H-7 4,19d 4,19d 4,75d 4,82d
H-11 6,06s 6,06s 5,66d 5,66d
H-12 - - 4,12d 4,13d
H-15 4,57d 4,57d - -
H-16 5,66d 5,64d 5,77 5,74
Me-18 1,40 1,42 1,45 1,42
Me-21 1,45 1,45 1,44 1,43
H,-22 2,91s 2,91s 2,93s 2,91s
Me-27 1,20d 1,20d 1,17d 1,19d

4CHAIRUL, CHAIRUL & HAYASHI, 1994
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *3C (75 MHz) em CDCl; dos
acidos aplanoxidicos A [6], B [7], E [17] e F [18]

Triterpenos A[6] A[6] B[7] E[17] F[18] F[18]
Experiéncia Literatura® Literatura® Literatura® Experiéncia Literatura®
Carbono
1 36,0 36,0 35,7 36,2 36,0 36,1
2 33,6 33,6 27,7 33,7 33,6 33,6
3 216,2 216,2 78,0 216,5 216,0 216,0
4 45,9 45,9 41,5 46,0 45,9 45,9
5 40,8 40,8 39,3 39,4 40,8 40,7
6 23,2 23,2 21,8 23,2 22,7 22,7
7 60,5 60,5 58,7 62,9 62,6 62,6
8 66,0 66,0 71,4 64,3 57,6 57,6
9 163,4 163,4 165,6 164,8 164,8 164,8
10 40,2 40,2 37,9 40,3 40,7 40,7
11 130,8 130,8 128,7 130,1 129,7 129,7
12 201,2 201,2 200,9 202,8 200,5 200,5
13 50,3 50,3 54,9 53,3 55,0 55,0
14 59,3 59,3 62,0 60,2 58,8 58,8
15 71,7 71,7 209,6 76,6 209,5 209,5
16 33,6 33,6 38,5 39,5 38,3 38,3
17 45,8 45,8 43,0 48,7 45,8 42,8
18 18,1 18,1 18,1 19,6 18,1 18,1
19 21,6 21,6 18,3 21,3 21,6 21,6
20 157,3 157,3 1549 158,6 158,6 158,6
21 20,6 20,6 20,4 20,9 20,4 20,4
22 126,0 126,0 126,7 126,3 126,7 126,8
23 198,8 198,8 198,7 199,2 198,7 198,5
24 47,6 47,6 47,7 47,6 47,7 47,6
25 34,8 34,8 34,9 33,7 34,9 34,9
26 179,6 179,6 179,7 180,1 180,2 180,2
27 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0
28 14,6 14,6 17,1 21,7 24,8 24,8
29 24,6 24,6 25,8 24.8 21,7 21,7
30 28,7 28,7 28,7 28,6 28,4 28,6

4CHAIRUL et al.,1991
"CHAIRUL, CHAIRUL & HAYASHI, 1994
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *3C (75 MHz) em CDCl; dos
acidos aplanoxidicos C [8], D [9] e DMe [16]

Triterpenos Cl[8] C[8] DMe[16] D[9]
Experiéncia Literatura® Experiéncia Literatura®
Carbono

1 35,7 35,7 35,2 35,2
2 33,4 35,4 27,5 27,5
3 215,7 215,7 77,9 77,9
4 46,0 46,0 41,8 41,8
5 40,7 40,7 39,4 39,4
6 22,9 22,9 21,8 21,8
7 59,1 59,1 59,0 59,0
8 62,1 62,1 62,9 62,9
9 167,6 167,6 168,7 168,9
10 40,8 40,8 38,0 38,0
11 129,8 129,8 128,3 128,3
12 199,8 199,8 200,2 200,2
13 54,5 54,5 54,2 54,2
14 62,8 62,8 61,5 61,5
15 202,8 202,8 203,2 203,2
16 125,2 125,2 125,2 125,2
17 181,6 181,6 181,9 181,9
18 30,3 30,3 29,8 29,8
19 24,9 249 25,9 25,9
20 73,0 73,0 72,9 72,9
21 29,5 29,5 29,4 29,4
22 52,9 52,9 52,9 52,9
23 206,2 206,2 206,3 206,3
24 47,8 47,8 47,8 47,8
25 34,4 34,5 33,1 33,1
26 179,9 179,9 179,9 179,9
27 16,9 16,9 16,9 16,9
28 24,5 24.8 17,1 17,1
29 21,6 21,6 25,7 25,7
30 28,7 28,7 28,7 28,7

OMe - - 51,9 -

4CHAIRUL et al.,1991
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *3C (75 MHz) em CDCl; dos
acidos aplanoxidicos G [19] e H [20]

Triterpenos G[19] G[19] H[20] H[20]
Experiéncia Literatura®  Experiéncia  Literatura®
Carbono
1 35,7 35,9 35,4 35,6
2 33,4 33,6 27,5 27,6
3 215,7 216,4 77,9 78,2
4 46,0 46,0 41,8 41,6
5 40,7 40,5 39,4 39,1
6 22,9 23,1 21,8 22,2
7 59,1 62,4 59,0 62,6
8 62,1 63,6 62,9 62,8
9 167,6 167,7 158,2 158,2
10 40,8 40,5 38,0 37,9
11 129,8 130,0 128,5 128,7
12 203,6 203,6 78,1 78,1
13 50,2 50,2 50,2 50,2
14 64,8 64,8 64,4 64,4
15 78,4 78,4 204,0 204,0
16 127,2 127,2 127,2 127,2
17 167,7 167,7 168,9 168,9
18 30,9 30,9 31,0 31,0
19 24,7 24,7 25,7 25,7
20 72,2 72,2 72,2 72,2
21 28,6 28,6 28,7 28,7
22 53,9 53,9 53,9 53,9
23 208,0 208,0 208,7 208,7
24 48,0 48,0 48,2 48,2
25 34,1 34,1 34,5 34,5
26 180,1 180,1 179,6 179,6
27 16,8 16,8 16,9 16,9
28 24,0 24,0 24,6 24,6
29 21,7 21,7 22,2 22,2
30 26,9 26,9 27,0 27,0

4CHAIRUL, CHAIRUL & HAYASHI, 1994
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A classe dos compostos “acidos aplanoxidicos” encontrada nas espécies

de Ganoderma estudadas no presente trabalho, foi descrita para esse género

por Chairul e colaboradores (1994,1991). Assim, € importante mencionar que

as tabelas de 5 a 10 foram extremamente usadas para a identificacdo rotineira

desses compostos. Em particular, o exame dos dados de  RMN **C (tab. de 8

a 10) resultou nas seguintes constatacoes:

Todos os compostos do tipo “acidos aplanoxidicos” tém sinais de carbonos
quaternarios no intervalo 57,6 — 66,0 e de carbonos protonados no intervalo
59,0 - 62,6, devido a presenca de funcdo epodxido nas posicdes 8-7. Essa
caracteristica € exclusiva dos “acidos aplanoxidicos” e permite distingui-los
dos demais &cidos triterpénicos isolados de Ganoderma spp.;

Os &cidos aplanoxidicos com a mesma cadeia lateral (A [6], B [7], E [17] e
F [18]) ou (C [8], D [9], G [19], e H [20]); apresentam 0S mesmos sinais
para os carbonos 20-27;

Dentro da série dos acidos aplanoxidicos A [6], B [7], E [17] e F [18] a
distincdo pode ser feita com base nos outros sinais. Assim, o sinal do
carbono 3 aparece aproximadamente em 6216 (A [6], E [17] , F [18] ) e
678,0 (B [7]); o sinal do carbono 15 se encontra aproximadamente em 6209
(F [18], B [7]), em 076,6 (E [17] ) e em &71,4 (A [6]). A diferenca de
deslocamento do C-15 para E [17] e A [6] é explicada pelo fato de ambos
serem epimeros nessa posi¢ao;

Na série dos acidos aplanoxidicos C [8], D [9], G [19] e H [20] a

diferenciacdo baseou-se nos sinais dos carbonos 16 e 17 (8125,2 e
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aproximadamente 181 para C [8], D [9]; 8127,2 e aproximadamente 168
para G [19] e H [20] respectivamente). Também nos sinais do carbono 3
aproximadamente em 0216 para C [8] e G [19] ; aproximadamente 78 para
D [9] e H [20] ); e nos sinais do carbono 12 aproximadamente 6200 - 203
para C [8], D [9], G [19]; &78,1 para H [20]). Além da presenca de um
oximetino a mais (C-12 e &78,1) o acido aplanoxidico H [20] se destacou
dos demais pelo sinal do carbono 9 (6158,2 versus aproximadamente 168

para C [8], D [9], G [19]), em decorréncia da falta de conjugagdo com o

carbono 12.

Para a identificacdo dos &cidos aplanoxidicos, os dados de RMN *H (tab.5,

p.36) foram um pouco menos uteis porém, deve-se destacar as seguintes

diferencas:

Na série dos acidos aplanoxidicos A [6], B [7], E [17] e F [18] o sinal do
Me-18 observado em 961,12-1,15 é deslocado para aproximadamente 81,60
na série C [8], D [9], G [19] e H [20] devido a presenca da dupla ligacdo
entre os carbonos 17-16;

Igualmente pode ser distinguido o sinal do Me-21 da série dos acidos
aplanoxidicos A [6], B [7], E [17] e F[18] em relacéo a série C [8], D [9], G
[19] e H [20] (01,44 - 1,53) devido a auséncia de uma dupla ligacdo nessa
altima série;

A série dos acidos aplanoxidicos A [6], B [7], E [17] e F [18] apresenta

um sinal de préton como singlete em 86,35 - 6,48 (H-22). Ao contrario, a



série dos acidos aplanoxidicos C [8], D [9], G [19] e H [20] apresenta um
sinal de proton como singlete com integracéo para dois hidrogénios (H»-22)
no intervalo 62,90 - 2,93, caracteristico de protons a a carbonila;

* O acido aplanoxidico H [20] € o unico que apresenta um OH na posicéo 12,
e se observa um acoplamento entre o H-12 e o H-11 resultando em um
dublete (J= 2,7Hz) a &4,13, consequentemente o sinal devido a H-11
aparece como outro dublete a 85,66 (J= 2,7Hz). Ao contrario, nos demais
acidos aplanoxidicos o sinal de H-11 se apresenta como singlete no

intervalo 06,04-6,15.

5.2. Isolamento e determinacéo da estrutura das substancias INEDITAS

Durante o fracionamento dos extratos de G.australe foram isolados dois
lanostandides denominados EFS31 e NEW49, cujas estruturas sao inéditas.
A substancia EFS31 foi isolada a partir do extrato em hexano (FR3 22-27; tab.
1, p.30) e a NEW49 do extrato em cloroformio (FR1 01-02) e correspondem,

respectivamente, as estruturas [23] e [21].
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5.2.1. Substancia NEW49

O espectro de *H RMN (fig. 4 na p.46 e tab.11 na p.64) do composto
[21] apresenta sinais para sete metilas, seis das quais (6 2,05; 1,91; 1,73; 1,22;
1,03 e 0,99) séo singletes e um (6 1,30) como dublete(J=7,3 Hz). Além desses,
sdo observados sinais para um metileno (& 4,94 e 4,72), para cinco protons
entre olefinicos (o 5,99s; 6 5,54d, J=8 Hz) e oximetinicos (& 5,39,t,J=9,6 Hz; &
5,30, quarteto largo; 6 4,04d,J=4,1 Hz) e também sinais para trés provaveis
metinos (83,24t, J=9,5; 62,87dd, J=12,7 e 9,6 Hz; 6 2,74dd, J=15,4 e 8,0 Hz).
Os demais sinais de protons da molécula se encontram no intervalo 6 2,40 -

1,60 sobrepostos entre si ou sobre o0s sinais das metilas.
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O espectro de RMN *3C (fig. 5 na p.48 e tab.11 na p.64) apresenta sinais
para trinta e dois carbonos, os quais com experimentos de APT e HETCOR
(fig. 6) foram estabelecidos como sete metilas, seis metilenos, oito metinos e
onze carbonos quaternarios. De acordo com os espectros de RMN é possivel
propor a presenca dos seguintes fragmentos ou substituintes:

e um grupo O-CO-CH3 (6¢c 170,6/21,1; &4 2,05s);

e um substituinte isopropenilico, CH,=C(Me)- (&¢c 115,7/144,0/23,2;

0y 4,94s/4,72s/1,73s);

e um epoxido (d¢c 66,3/61,1; &y 4,04d);

» dois —-COOH (&¢c 180,0/178,8);

e um -C=CH-CO- (&¢ 163,0/129,8/201,3; d4 5,98s) e

* um Me-C=CH-CHOH- (8¢ 19,1/140,3/126,2/75,2; d41,92s/5,54d/5,30m).

O composto [21] apresenta um grupo epéxido, como ocorre nos “acidos
aplanoxidicos”, porém quando se compara seus outros dados de RMN com os
dos “acidos aplanoxidicos” (tab. de 5 a 10) ndo se encontra indicios de que o
composto [21] seja desse tipo, nem em relacdo ao esqueleto, nem a cadeia
lateral.

Nos espectros de RMN do composto [21] as diferengcas que mais
ressaltam em relacdo aos “acidos aplanoxidicos” sdo a presenca de duas
funcdes carboxilas e do fragmento isopropenilico. Devido a presenca desses
dois grupos, foi proposta a inclusdo do composto [21] na série “seco”, isto €,
com o anel A aberto, sendo que esta classe de compostos ndo havia sido
anteriormente observado no género Ganoderma. No entanto foi feita uma

pesquisa bibliogréafica relativa a série de compostos “seco” encontrados em
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outros fungos, e foi encontrado um composto, o acido elfvingico H [22]

(YOSHIKAWA et al., 2002),

isolado do fungo Elfvingia applanata (Ganodermatacea), que apresenta dados
de C RMN comparaveis com os dados do composto [21] (tab. 12, p.64). A
diferenca principal entre esses dois compostos, consiste no deslocamento do
carbono 15 e na presenca de sinais para um grupo acetila nos espectros do
composto [21]. As outras pequenas diferencas dos demais sinais podem ser
atribuidas aos diferentes solventes usados na obtencdo dos espectros.
Portanto ao composto [21] foi designada a estrutura do acido 15-O-acetil
elfvingico H. A confirmagé&o da estrutura foi obtida através das conetividades a
duas ou trés ligacdes encontradas no espectro HETCOR a longa distancia (fig.
7) e nos experimentos de INEPT seletivo (fig. 8 e tab.11 na p.63).

As principais conetividades encontradas no espectro de HETCOR a
longa distancia foram as seguintes: carboxila em 3 com H-2; carbono
quaternario (C-8) do epéxido com H-11; carbonos quaternarios C-9, C-13 e C-
14 com os sinais do Mel9, Me18/Me30 e Me30/Mel8, respectivamente e do

oximetino em 15 com o Me30.
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Por outro lado, nos experimentos de INEPT seletivo (fig. 8), a irradiacéo
a 6 4,04 (H-7) deu conetividade com C-5 e C-6; a irradiacdo a 6 5,98 (H-11)
com C-8, C-10 e C-13; a irradiacdo a 3,24 (H-17) com C-13 e C-20; a irradiacéo
a 0 5,54 (H-22) com o Me-21; e a irradiacao a 6 2,74 (H-25) com a carbonila
em 26 e o Me 27. Analogamente, a irradiacdo seletiva de cada grupo metila
deu resposta positiva com os respectivos carbonos vizinhos (tab. 11, p. 64).

Assim, esses experimentos confirmaram a estrutura e a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos carbonos do acido 15-O-acetil

elfvingico H [21].
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) e de *3C (75
MHz) em CDCl; do Acido 15-O-acetil elfvingico H [21]

Acido 15-O-acetil elfvingico H [21]

C H?
Conetividades a longa distancia
C-H" H-C°

1 31,8 2,38/1,83 - -

2 34,0 2,36m - -

3 178,8 - H-2 -

4 144,0 - Me29 -

5 43,9 2,87dd(12,7;9,6) - C-4

6 27,1 2,12/1,78 - -

7 61,1 4,04d(4,1) - C-5, C-6

8 66,3 - H-11 -

9 163,0 - Mel9 -

10 43,6 - - -

11 129,8 5,98s - C-8;C-10;C-13

12 201,3 - Mel8 -

13 58,8 - Mel18/30 -

14 51,5 - Me30/18 -

15 71,5 5,39dd(9,6; 7,2) Me30 CO(Ac)

16 36,2 2,10m - -

17 44,2 3,24t(9,5) - C-13; C-20
Mel8 17,9 1,03s - C-12;C-13;C-14
Mel9 23,3 0,99s - C-9;C-10

20 140,3 - Me21 -

Me21 19,1 1,92s - C-17,C-20;C-22

22 126,2 5,54d(8,0) - Me21

23 75,2 5,30m - C-22

24 37,0 2,13m - -

25 34,3 2,74dd(15;7,3) - C-26;Me27

26 180,0 - - -

Me27 15,7 1,30d(7,3) - C-24;C-25;C-26

28 115,7 4,94/4,72 - C-5; Me-29
Me 29 23,2 1,73s - C-4; C28
Me30 15,1 1,22s - C-8;C-13;C-16
OAc 170,6 - Me(Ac) -

Me(Ac) 21,1 2,05s - CO(Ac)

4J em Hertz, entre parénteses
Experimento de HETCOR a longa distancia
“Experimento de INEPT seletivo
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Tabela 12. Comparacdo dos dados de carbono do acido elfvingico H [22]
(YOSHIKAWA et al., 2002) com os do acido 15-O-acetil elfvingico H [21] e do

acido 15-0O-acetil-3-mono metil éster elfvingico H [23].

[21] [22] [23]
(CDCl) (CsDsN) (CDCls)
Carbono Bc Bc Bc H
1 31,8 30,1 31,8 2,35/1,82
2 34,0 37,9 29,4 2,38
3 178,8 176,1 173,9 -
4 144.0 145.6 144.3 -
5 43,9 44 3 43,9 2,87
6 27,1 27,9 27,1 2,13/1,80
7 61,1 63,7 61,1 4,04
8 66,3 67,0 66,2 -
9 163,0 164,1 163,1 -
10 43,6 44 4 43,7 -
11 129,8 130,3 129,8 5,97s
12 201,3 203,6 201,3 -
13 58,8 60,3 58,8 -
14 51,7 53,9 51,5 -
15 71,5(15-OAc)  76,9(15-OH)  71,5(15-OAc) 5,39
16 36,2 40,3 36,4 2,12m
17 44 2 47,1 44 2 3,24
Mel8 17,9 19,8 17,9 1,03
Mel9 23,3 24,1 23,4 0,98
20 140,3 141.8 140,2 -
Me21 19,1 19,8 19,1 1,92s
22 126,2 127.0 126,2 5,54
23 75,2 75,9 75,1 5,30
24 37,0 37,4 37,1 2,13
25 34,3 35,0 34,3 2,74
26 180,0 179,9 180,0 -
Me27 15,7 16,1 15,7 1,30d
28 115,7 115,5 115,7 4,94/4,72
Me 29 23,2 23,0 23,3 1,73
Me30 15,1 21,4 15,1 1,21
OAcC 170,6 - 170,5 -
Me(Ac) 21,1 i 21,1 2,05
COOMe - - 51,7 3,66
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5.2.2. Substancia EFS31

Os dados completos de RMN do composto [23] sdo apresentados na
Tabela 12 (p.65) e os espectros nas figuras de 9 a 12. Este composto dispde
de dados espectrais de RMN quase idénticos aos do composto [21]. A Unica
diferenca observada € que no composto [23] aparece absor¢cao adicional para
um éster metilico (OMe &c 51,7; &y 3,66s). Assim, o composto [23] seria 0
mono metil éster do composto [21] na posi¢cao 3 ou 26. A localizacdo do OMe
no carbono em 3 (e ndo no carbono em 26) foi deduzida pelo deslocamento do
C-2, que passou de &c 34,0 no espectro do composto [21] para &¢ 29,4 no
espectro do composto [23], enquanto que o C-25 apresentou 0 mesmo
deslocamento quimico no espectro de RMN **C de ambos compostos. Dessa
forma, o composto [23] foi identificado como sendo acido 15-O-acetil-3-mono

metil éster elfvingico H.

Biogeneticamente, os acidos do tipo “elfvingico H” ([21] e [23]) podem
derivar do acido aplanoxidico E[17] por abertura do anel A e redu¢&o do grupo

carbonila presente no carbono 23.
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5.3. Derivados dos esterois e dos acidos aplanoxidicos

A seguir sdo apresentados nas figuras de 13 a 15 os esquemas de
sintese dos derivados esterois acetilados e dos derivados acidos aplanoxidicos
acetilado e metilado. Nas tabelas de 13 a 24 s&o fornecidos os dados de RMN
'H e 3C dos derivados esteréis acetilados [24] e [25] e dos derivados dos
acidos aplanoxidicos acetilados [26], [27], [28] dos derivados dos acidos
aplanoxidicos metilados [29], [30], [31], [32], [33] e derivados dos &acidos
aplanoxidicos acetilados-metilados [34], [35] e [36]. Os espectros desses

compostos estao disponiveis no anexo.

HO

I ey

[13] CH,0CO

(a) Piridina/ Ac,0, temperatura ambiente, 24 horas

Figura 13 - Esquema de sintese do derivado acetilado [24]
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[25]
[14]

(a) Piridina/ Ac,0, temperatura ambiente, 24 horas

Figura 15 - Esquema de sintese do derivado acetilado [25]
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(a) Piridina/ Ac,0, temperatura ambiente, 24 horas

(b) CH3N,, temperatura ambiente, 2 horas

Figura 16 - Esquema de sintese dos derivados G acetilado [27] e G metilado
[32]
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) em CDCls

mais relevantes dos derivados esterdis acetilados [24], [25] em relacdo ao

esterol [13] e [14], respectivamente

Esterois [13] [24] [14] [25]
Hidrogénio
H-3 3,61m 4,69m 3,96m 4,98m
H-6 - - 6,50d (8,5 Hz)  6,50d (8,5 Hz)
H-7 5,35m 5,14m 6,24d (8,5 Hz)  6,24d (8,5 Hz)
H-22/23 5,19dd 5,19dd 5,18dq 5,18dq
0O-CO-Me - 2,03s - 2,02s
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Tabela 14. Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (75 MHz) em CDCl; dos

derivados esterdis acetilados [24], [25] em relacdo ao esterol [13] e [14],

respectivamente

Esterdis
[13] [24] [14] [25]

Carbono
1 37,1 36,9 36,9 34,3
2 31,3 27,5 31,3 28,6
3 71,0 73,5 71,1 69,5
4 37,8 33,8 36,9 33,2
5 40,2 40,2 82,1 86,7
6 29,7 29,7 29,7 29,7
7 117,4 117,4 139,5 130,4
8 139,5 139,5 79,4 79,4
9 49,4 49,4 49,4 51,5
10 34,2 34,2 34,2 36,7
11 21,5 215 21,5 20,9
12 39,4 39,4 39,4 39,4
13 43,3 43,3 43,3 44,2
14 55,1 55,1 55,1 56,2
15 22,9 22,9 22,9 23,4
16 28,1 28,0 28,1 26,3
17 55,9 56,0 55,9 55,9
18 13,0 13,0 13,0 13,0
19 12,0 12,0 12,0 12,0
20 40,5 42,8 40,5 39,8
21 21,1 21,1 21,1 20,9
22 135,6 133,9 135,6 134,2
23 131,8 131,7 131,8 132,1
24 40,8 40,4 42.8 42,7
25 33,0 33,1 33,0 33,2
26 17,6 17,6 17,6 17,7
27 19,6 19,6 19,6 19,5
28 19,9 19,9 19,9 19,9
0O-CO-Me - 170,7 - 170,1
O-CO-Me - 21,5 - 21,3




Tabela 15. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) em CDCl; dos
derivados acidos aplanoxidicos A acetilado [26], A Metilado [29] e A
acetilado-metilado [34] em relagdo ao acido aplanoxidico A [6]

Triterpenos [6] [26] [29] [34]
Hidrogénio
H-7 4,15d 4,08d 4,14d 4,08d
H-11 6,05s 6,06s 6,37s 6,37s
H-15 4,46t 5,44t 4,68t 4,39t
H-17 3,36t 3,41t 3,36t 3,41t
H-22 6,39s 6,39s 6,02s 6,04s
O-CO-Me - 2,08s - 2,08s

COOMe - - 3,68s 3,68s
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Tabela 16. Deslocamentos quimicos (5) de RMN *3C (75 MHz) em CDCl; dos

derivados &acidos aplanoxidicos A acetilado [26], A Metilado [29] e
acetilado-metilado [34] em relagdo ao acido aplanoxidico A [6]

Triterpenos [6] [26 ] [29 ] [34]
Carbono
1 36,0 36,7 35,9 35,9
2 33,6 33,3 33,4 33,4
3 216,2 216,5 216,2 216,3
4 45,9 45,8 45,8 45,6
5 40,8 40,5 40,5 40,6
6 23,2 22,8 22,8 22,9
7 60,5 60,3 60,5 60,4
8 66,0 65,2 66,5 66,5
9 163,4 164,0 163,0 163,9
10 40,2 40,1 40,1 40,1
11 130,8 130,1 130,8 130,2
12 201,2 201,1 201,2 201,1
13 50,3 50,7 50,3 50,3
14 59,3 59,1 59,2 59,0
15 71,7 72,3 71,7 72,2
16 33,6 31,7 31,6 31,
17 45,8 45,5 45,7 45,8
18 18,1 18,1 18,1 18,1
19 21,6 21,4 21,6 21,5
20 157,3 156,8 156,9 156,1
21 20,6 20,8 20,6 20,5
22 126,0 126,0 125,9 126,0
23 198,8 198,6 198,6 198,5
24 47,6 47,5 47,7 47,7
25 34,8 34,6 34,8 34,7
26 179,6 180,3 176,6 176,4
27 17,0 16,9 17,2 17,1
28 14,6 15,1 14,6 15,2
29 24,6 24,4 24,5 24,5
30 28,7 28,6 28,7 28,7
0O-CO-Me - 170,7 - 170,5
0O-CO-Me - 21,5 - 21,1
COOMe - - 176,6 176,4
COOMe - - 51,9 51,8

A
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) em CDCl; do

derivado acido aplanoxidico C metilado [30] em relagdo ao acido aplanoxidico
C [8]

Triterpenos [8] [30]
Hidrogénio
H-7 4,66d 4,66d
H-11 6,15s 6,14s
H-16 5,69s 5,69s
Me-18 1,67 1,63
Me-21 1,53 1,54
H,-22 2,90s 2,96s
Me-27 1,19d 1,15d

COOMe - 3,67s
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Tabela 18. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *3C (75 MHz) em CDCl; do

derivado acido aplanoxidico C metilado [30] em relacdo ao acido aplanoxidico

C [8]
Triterpenos [8] [30]

Carbono
1 35,7 35,4
2 33,4 33,3
3 215,7 215,0
4 46,0 46,8
5 40,7 40,5
6 22,9 22,6
7 59,1 58,8
8 62,1 61,9
9 167,6 167,3
10 40,8 40,5
11 129,8 129,6
12 199,8 199,7
13 54,5 54,3
14 62,8 62,6
15 202,8 202,7
16 125,2 125,0
17 181,6 181,4
18 30,3 29,9
19 24,9 24,8
20 73,0 72,8
21 29,5 29,3
22 52,9 52,7
23 206,2 206,2
24 47,8 47,8
25 34,4 34,4
26 179,9 176,1
27 16,9 16,9
28 24,3 24,3
29 21,6 21,5
30 28,7 28,6

COOMe - 176,1

COOMe - 51,9
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300MHz) em CDCl; mais
relevantes do derivado &cido aplanoxidico F metilado [31] em relagdo ao &cido
aplanoxidico F [18]

Triterpenos [18] [31]
Hidrogénio

H-7 4,67d 4,68d
H-11 6,35s 6,35s

Me-18 1,13 1,13

Me-21 2,27 2,27
H22 6,36s 6,06s
Me-27 1,21d 1,21d

COOMe - 3,69s




89

Tabela 20. Deslocamentos quimicos (8) de RMN *3C (75 MHz) em CDCl; do
derivado &cido aplanoxidico F metilado [31] em relacéo ao acido aplanoxidico
F [18]

Triterpenos [18] [31]
Carbono

1 36,1 35,9
2 33,6 33,5
3 216,0 216,2
4 45,9 45,8
5 40,7 40,5
6 22,7 22,6
7 62,6 62,5
8 57,6 57,5
9 164.8 164,1
10 40,7 40,2
11 129,7 129,7
12 200,5 200,5
13 55,0 54,9
14 58,8 58,9
15 209,5 209,6
16 38,3 38,2
17 42,5 42,7
18 18,1 18,2
19 21,6 21,5
20 158,6 154,1
21 20,4 20,4
22 126,7 126,7
23 198,7 198,5
24 47,7 47,7
25 34,9 34,7
26 180,2 176,4
27 17,0 17,1
28 24,8 24,8
29 21,7 21,5
30 28,4 28,6
COOMe - 176,4

COOMe - 51,8
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As modificacdes estruturais promovidas nos triterpenoides isolados dos
fungos, foram restritas a metilacdo e ou acetilacdo. Como consequéncia, 0s
sinais para esses grupos funcionais, que foram introduzidos nessas
substancias, sdo muito similares entre si. Assim, foram selecionados para
discussédo os derivados G acetilado [27], G metilado [32] e G acetilado-
metilado [35], cujo resultado dos espectros de RMN **C estdo reunidos na

tabelas 22 e sua analise resultou nas seguintes constatacoes:

1. sinais adicionais para o OMe(51,8-51,7) nos compostos metilados, e para o
OAc(169,7-169,5/21,4) nos derivados acetilados;
2. transformacdo do COOH(180,1-180,7) para COOMe(176,5-176,2);
3. deslocamento(+1,8 ppm) do C-15 na troca 15-OH(78,2-78,1) para 15-
OACc(80,0-79,9);
4. na mesma transformagao, 15-OH/15-OAc, foram manifestados os efeitos
a(-3 ppm aproximadamente) e B(+2 ppm aproximadamente) sobre os sinais
dos C-16 e C-17, respectivamente;
5. a presenca do sinal do grupo acetil na posicao 15 altera também o sinal do
C-23(208,6-208,0 para 206,9).

Os deslocamentos mencionados acima nos itens de 1 a 4, ocorreram
conforme ao esperado para as transformacdes efetuadas; porém, o
deslocamento comentado no item 5 provavelmente ocorreu pela influéncia no

espaco do 15-OAc.
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Tabela 21 Deslocamentos quimicos (3) de RMN *H (300 MHz) em CDCl; dos
derivados acidos aplanoxidicos G acetilado [27], G metilado [32] e G

metilado-acetilado [35] em relagcéo ao acido aplanoxidico G [19]

Triterpenos [19] [27] [32] [35]
Hidrogénio
H-7 4,19d 4,39d 4,17d 4,99d
H-11 6,06s 6,15s 6,11s 6,13s
H-15 4,57d 4,98d 4,81d 4,38d
H-16 5,66d 5,77d 5,66d 5,78d
Me-18 1,40 1,39 1,40 1,40
Me-21 1,45 1,44 1,45 1,44
H,-22 2,91s 2,91s 2,92s 2,91s
Me-27 1,20d 1,21d 1,20d 1,21d
O-CO-Me - 2,10s - 210s

COOMe - - 3,66s 3,66s
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Tabela 22. Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (75 MHz) em CDCl; dos
derivados &cidos aplanoxidicos G acetilado [27], G metilado [32] e G

acetilado-metilado [35] em relac&o ao acido aplanoxidico G [19]

Triterpenos [19] [27] [32] [35]
Carbono

1 35,7 35,7 35,6 35,8

2 33,5 33,4 33,5 33,4

3 216,7 216,3 216,5 216,1

4 45,9 45,8 45,8 45,7

5 40,3 40,1 40,3 40,1

6 22,9 23,1 22,9 23,2

7 62,3 62,1 62,2 62,1

8 63,5 63,0 63,4 63,0

9 167,6 166,7 167,4 166,6

10 40,4 40,4 40,3 40,4

11 129,9 130.2 129,9 130,2
12 203,7 202,9 203,4 202,9
13 50,1 49,6 50,1 49,6

14 64,6 64,9 64,5 64,9
15 78,2 80,0 78,1 79,9
16 127,1 123,1 126,9 123,9
17 157,4 159,5 157,7 159,7
18 31,0 30,0 30,8 29,9
19 24.8 24,7 24,7 24,7
20 72,1 71,7 72,0 71,8
21 28,6 28,5 28,5 28,5
22 53,6 53,6 53,6 53,9
23 208,6 208,5 208,4 206,9
24 48,0 47,6 48,1 47,9
25 34,4 34,4 34,3 34,5
26 180,1 180,7 176,5 176,2
27 16,8 16,8 16,8 16,9
28 23,8 24,1 23,7 24,2
29 21,6 21,6 21,5 21,6
30 26,8 26,5 26,6 26,5
O-CO-Me - 169,7 - 169,4
0O-CO-Me - 21,2 - 21,4
COOMe - - 176,5 176,2

COOMe - - 51,8 51,7
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Tabela 23. Deslocamentos quimicos (3) de RMN * H ( 300 MHz) em CDCl;
dos derivados acidos aplanoxidicos H diacetilado [28], H metilado [33] e H

diacetilado-metilado [36] em relacdo ao acido aplanoxidico H [20]

Triterpenos [20] [28] [33] [36]
Hidrogénio
H-3 3,29dd 4,55dd 3,10dd 4,55dd
H-7 4,75d 4,95d 4,78d 4,97d
H-11 5,66d 6,12d 6,09s 6,12s
H-12 4,12d 4,27d 4,14d 4,26d
H-16 5,77 5,76 5,67d 5,76d
Me-18 1,45 1,58 1,57 1,58
Me-21 1,44 1,44 1,45 1,44
H,-22 2,93s 2,93s 2,92s 2,92s
Me-27 1,17d 1,21d 1,17d 1,21d
O-CO-Me - 2,08s - 2,09s
0O-CO-Me - 2,06s - 2,06s

COOMe - - 3,66s 3,66s
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Tabela 24. Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (75 MHz) em CDCl; dos
derivados acidos aplanoxidicos aplanoxidicos H diacetilado [28], H metilado

[33] e H diacetilado-metilado [36] em relagcédo ao acido aplanoxidico H [20]

Triterpenos [20] [28] [33] [36]
Carbono

1 35,4 35,2 35,4 35,2

2 27,5 26,9 27,5 26,5

3 77,9 79,8 77,9 79,8

4 41,8 41,3 41,4 41,3

5 39,4 39,0 38,9 39,0

6 21,8 21,4 21,5 21,5

7 59,0 54,0 53,7 55,9

8 62,9 62,2 62,4 62,2

9 158,2 168,8 168,7 167,5

10 38,0 36,8 37,8 36,8

11 128,5 128,9 128,6 128,9

12 78,1 79,5 78,1 79,5

13 50,2 49,5 50,1 49,6

14 64,4 65,1 64,7 65,1

15 204,0 203,5 203,8 203,2

16 127,2 128,8 126,9 128,6

17 168,9 167,5 158,3 160,1

18 31,0 30,0 30,9 29,9

19 25,7 25,7 25,7 25,7

20 72,2 71,9 72,1 71,2

21 28,7 28,6 28,7 28,7

22 53,9 49,5 53,7 48,0

23 208,7 207,0 208,2 206,9

24 48,2 47,7 48,3 47,9

25 34,5 34,5 34,4 34,5

26 179,6 180,4 176,6 176,1

27 16,9 16,9 16,9 17,0

28 24,6 24,8 24,5 24,9

29 22,2 22,2 22,1 22,2

30 27,0 29,6 26,7 26,5
O-CO-Me - 170,7 - 170,7
0O-CO-Me - 21,4 - 21,2
O-CO-Me - 169,8 - 169,6
0O-CO-Me - 21,2 - 21,2
COOMe - 176,6 176,1

COOMe - 51,9 51,8
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5.4. Atividade antimicrobiana

As substancias isoladas de Ganoderma, bem como os derivados tiveram
sua atividade antimicrobiana avaliada através do método de microdiluicdo. As
espécies bacterianas testadas foram Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e as espécies fangicas foram Candida
albicans e Trichophyton mentagrophytes. Os resultados estdo apresentados
nas tabelas 25 e 26.

Os esterois 5a-ergost-7-en-3p3-ol [12], 5a-ergost-7,22-dien-3[3-ol [13],
5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien-33-ol [14] e o 5a-ergost-7,22-dien-3-oxi
[15] foram ativos para as duas espécies bacterianas testadas. Entretanto, o
composto [14] apresentou uma sensibilidade duas vezes maior tanto para E.
coli quanto para S. aureus em relagcdo aos outros trés esterois. Os compostos
acetilados [24] e [25] apresentaram diminuicdo da atividade antibacteriana, e
como consequéncia, foram inativos ha maior concentracao testada (tab.25).

A atividade antimicrobiana dos triterpenos foi semelhante aquela
encontrada para os esterdis. Os acidos aplanoxidicos A [6], C [8] e G [19]
foram ativos contra E. coli na concentracdo de 2,0 mg/mL e somente o acido
aplanoxidico F [18] ndo inibiu esta espécie. Entretanto, o D metilado [16] foi 0
composto mais ativo em relagdo as duas espécies bacterianas avaliadas. Ao
mesmo tempo que certos triterpendides compde a parede celular flngica,
podem ainda interagir com diferentes espécies desses organismos, atuando
como desorganizadores de membranas celulares, pela combinagdo com

compostos lipofilicos presentes nas mesmas (COWAN, 1999).
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Tabela 25. Atividade antibacteriana das substancias isoladas de Ganoderma

spp. e de seus derivados

Bactérias E. coli S. aureus
Substancias (origem) Cim?® CIM
A[6] G. annulare, G. applanatum e G. australe 2,0 2,0
C[8] G. annulare e G. australe 2,0 1,0
[12] G. annulare e G. australe 2,0 2,0
[13] G. annulare, G. applanatum e G. australe 2,0 2,0
[14] G. annulare, G. applanatum e G. australe 1,0 1,0
[15] G. australe 2,0 2,0
D Metil[16] G. australe 1,0 1,0
F[18] G. annulare e G. australe >2.0 >2.0
G[19] G. annulare, G. applanatum e G. australe 2,0 2,0
H[20] G. annulare, G. applanatum e G. australe >2,0 1,0
NEW49[21] G. australe >2.0 1,0
EFS31[23] G. australe 2,0 2,0
[24] >2,0 >2,0
[25] >2,0 >2,0
[26] A Acetil 2,0 2,0
27] G Acetil 2,0 2,0
[28] H Diacetil 2,0 2,0
[29] A Metil 2,0 2,0
[30] C Metil 2,0 2,0
[31] F Metil 2,0 2,0
[32] G Metil 2,0 1,0
[33] H Metil 2,0 2,0
[34] A Acetil-Metil 2,0 1,0
[35] G Acetil -Metil 2,0 >2,0
[36] H Diacetil-Metil 2,0 2,0
Tetraciclina 0,002 0,001

4Concentracao Inibitéria Minima em mg/mL
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A atividade antimicrobiana de terpendides e derivados, também tem sido
alvo de investigacdo em outros trabalhos cientificos. Mendonza e
colaboradores (1997), descreveram que quando essas moléculas tém a sua
hidrofobicidade aumentada pela inclusdo do grupo metil, ocorre diminuicdo da
atividade antimicrobiana. No presente estudo, ndo foi observada uma
correlacdo uniforme entre as modificacfes estruturais promovidas e variacao
da atividade bioldgica, tanto para os ensaios com bactérias quanto com 0s
fungos. Em alguns casos, as modificagdes ndo interferiram na atividade. Para o
derivado A metilado [29] houve manutencdo da atividade antibacteriana em
relacdo ao original A [6], Em outros, ocorreu incremento da atividade
antibacteriana do derivado G metilado [32] ou diminuicdo da atividade do H
metilado [33] ou perda da atividade dos acetilados [24] e [25], tabelas 25 e 26
(p. 96 e 99). E importante salientar que as variacbes que ocorreram na
atividade dos compostos, na grande maioria dos casos, corresponderam a
apenas uma diluicdo. Em estudos microbiolégicos, diferengcas de uma diluigdo
para a determinagdo da concentracdo minima inibitéria e minima bactericida
sdo consideradas normais, mesmo em repeticbes de experimentos, ou seja,
uso de uma mesma substancia com um Unico microrganismo (WOODS &
WASHINGTON, 1995).

A atividade antibacteriana das substancias inéditas, seguiu 0 mesmo
padrdo que a descrita para as substancias conhecidas. A espécie S. aureus foi
sensivel tanto ao acido 15-O-acetil elfvingico H [21] (1,0 mg/mL) quanto para
0 acido 15-O-acetil-3-mono metil éster elfvingico H [23] (2,0 mg/mL),

enquanto que E. coli foi inibida apenas pelo [23] (tab.25).
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Com relacéo a atividade antifungica, os compostos mais ativos foram o F
[18] e 0 H diacetilado [28] contra C. albicans e T. mentagrophytes. Para os
esterdis os compostos 5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien-33-ol [14] e o 5a-
ergost-7,22-dien-3-oxi [15] foram ativos contra as duas espécies fungicas (tab.
26). Quanto as substancias inéditas, ambas apresentaram atividade contra as
duas espécies testadas. Entretanto, quando o acido 15-O-acetil elfvingico H
[21], foi avaliado contra o T. mentagrophytes foi observado uma sensibilidade
duas vezes maior deste fungo com relagdo ao o &cido 15-O-acetil-3-mono metil

éster elfvingico H [23] (tab.26).
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Tabela 26. Atividade antifiungica das substancias isolados de Ganoderma spp.

e de seus derivados

Fungos C. albicans  T. mentagrophytes
Substancias (origem) CIm? CIM
A [6] G. annulare, G. applanatum e G. australe >2.0 0,5
C [8] G. annulare e G. australe 2,0 2,0
[12] G. annulare e G. australe >2,0 >2,0
[13] G. annulare, G. applanatum e G. australe >2.0 >2.0
[14] G. annulare, G. applanatum e G. australe 2,0 2,0
[15] G. australe 2,0 2,0
D Metil[16] G. australe 1,0 1,25
F [18] G. annulare e G. australe 1,0 1,0
G [19] G. annulare, G. applanatum e G. australe 1,0 >2.0
H [20] G. annulare, G. applanatum e G. australe 2,0 1,0
NEW49 [21] G. australe 2,0 1,0
EFS31 [23] G. australe 2,0 2,0
[24] >2,0 >2,0
[25] >2.0 >2.0
[26] A Acetil 2,0 2,0
27] G Acetil 2,0 2,0
[28] H Diacetil 1,0 1,0
[29] A Metil 2,0 >2,0
[30] C Metil 2,0 2,0
[31] F Metil 1,0 1,25
[32] G Metil 2,0 2,0
[33] H Metil >2.0 1,25
[34] A Acetil-Metil 1,0 15
[35] G Acetil -Metil >2,0 1,25
[36] H Diacetil-Metil >2.0 1,0
Fluconazol NT® 0,0006

& Concentracé&o Inibitéria Minima em mg/mL.

b N&o testado
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6. CONCLUSOES

1. Das trés espécies de fungo estudadas: Ganoderma annulare, G.
applanatum e G. australe, foram isolados dez triterpendides ja
conhecidos. Entre esses, quatro esterdis : 5a-ergost-7-en-33-ol [12]; 5a-
ergost-7,22-dien-33-ol [13]; 5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien-3[3-ol
[14] e o b5a-ergost-7,22-dien-3-oxi [15] e seis triterpenos: acidos

aplanoxidicos A [6], C [8], D metilado [16], F [18], G [19] e H [20].

2. Do basidioma de G. australe foram isoladas duas substancias inéditas:
acido 15-O-acetil elfvingico H [21] e o acido 15-O-acetil-3-mono metil
éster elfvingico H [23], caracterizados pela presenca do anel A aberto.
Essa classe de compostos (seco) € descrita pela primeira vez no género

Ganoderma.

3. Todos os triterpendides isolados sdo do tipo lanostano. Os esterois
obtidos sdo comuns a outros géneros de Basidiomycetes, porém, os

triterpenos séo exclusivos do género Ganoderma.

4. Os esterdis e os triterpenos inibiram o crescimento bacteriano em
concentragdao semelhante. Entretanto, os triterpenos apresentaram
atividade contra as estirpes fungicas em concentracao inferior a dos

esterois.
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5. A atividade do acido 15-O-acetil elfvingico H [21] foi restrita a estirpe
bacteriana Gram-positiva, porém, foi ativa contra as duas espécies

fungicas.

6. O composto acido 15-O-acetil-3-mono metil éster elfvingico H [23] exibiu

atividade tanto para espécies fungicas quanto para as bacterianas.
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