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History, Applications, Activity and Changes of Citrinin

Abstract: Citrinin is a natural product obtained from fungi and with good biological
activity. Because this compound also presents toxicity, especially being nephrotoxicity,
its structural modification is important to obtain new potential pharmacological agents
without toxicity. This article presents the history, obtention methods, synthesis,
structural modification, evaluation and biological activity of citrinin.
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Resumo

A Citrinina é um produto natural obtido de fungos e com boa atividade bioldgica.
Como ela também apresenta certa toxidez, especialmente sendo nefrotéxica, é
importante sua modificacdo estrutural para obter novos farmacos sem essa toxidez.
Este artigo apresenta a histdria, os métodos de obtengao, sintese, modificagao
estrutural, avaliagao e atividade bioldgica da citrinina.
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nefrotdxica.
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. Introducgao

Os fungos tém chamado atengdo como
fontes importantes  de metabdlitos
secunddrios, principalmente pela diversidade
estrutural e pelo seu potencial biolégico para
a descoberta de novos medicamentos.

Ao longo das décadas a importancia dos
fungos nos processos biotecnoldgicos foi
sendo reconhecida por produzirem uma rica
fonte de metabdlitos ativos com amplas

Atividade Bioldgica e Toxidez da Citrinina

aplicagdes como: antibidticos, antiparasiticos,
agroquimicos, imunossupressores e agentes
reguladores de colesterol.*

Dentro deste aspecto podemos destacar a
penicilina (1-antibidtico), a ciclosporina (2 —
regulador do sistema imunololégico) e a
lovastatina (3 —inibidor da biossintese de
colesterol), que foram isoladas dos fungos
Penicillium notatum, Tolypocladium inflatum
e Aspergillus terreus, respectivamente (Figura
1).
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Figura 1. Exemplo de trés metabdlitos biologicamente ativos isolados de fungos. (1) Penicilina
- antibidtico, (2) Ciclosporina - regulador do sistema imunoldgico e (3) Lovastatina - regulador
da biossintese do colesterol

Apesar do grande interesse das industrias  presenca, além de ser perigosa para a saude,

farmacéuticas nos metabdlitos fldngicos causa impactos na economia, gerando perdas
bioativos, esses organismos também s3o na criacdo de animais e na producdo de
capazes  de produzir  metabdlitos  alimentos.”?

potencialmente téxicos capazes de causar
prejuizos na salde animal e humana. Estes
compostos, conhecidos como micotoxinas,
sdo frequentemente encontrados
contaminando graos, frutos, racbes e leite.
Devido aos seus efeitos tdxicos e a sua alta
resisténcia a tratamentos térmicos, sua

Micotoxinas como aflatoxinas (4) e
ocratoxinas (5) produzidas por espécies do
género  Aspergillus  (Figura 2), sdo
hepatotdxicas, nefrotdxicas e carcinogénicas.
Enquanto a citrinina produzida pelo fungo
Penicillium citrinum  é nefrotéxica para
sufnos.”
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Figura 2. Estrutura das micotoxinas - aflatoxina B (4) e ocratoxina B (5)

2. Citrinina

A citrinina é um metabdlito fungico
isolado pela primeira vez em 1931.
Conhecida também como antimicina, foi
caracterizada como antibiética em 1941,
mas, devido as suas propriedades tdxicas ndo
pode ser usada para aplica¢les
terapéuticas.5-7

Esta micotoxina é amplamente
distribuida, pois tem sido encontrada como
contaminante natural em vdrios tipos de
graos, frutas, cereais e ra¢do animal.8 Ela
pode ser produzida por diferentes fungos,
principalmente por espécies da familia
Trichocomaceae. Originalmente foi isolada
de culturas de Penicillium citrinum Thom,
mas ao longo dos anos, estudos envolvendo a
producdo e isolamento desta toxina, outras
espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus

A citrinina é um metabdlico benzopiranico
(C13H1405, IUPAC: (3R, 4S)-4,6 -Diidro-8-
hidroxi-3, 4,5-trimetil-6-oxo-3H-2-
benzopirano-7-acido carboxilico), com peso
molecular de 250,25 g/mol, que quando
cristalizada em etanol absoluto forma cristais
amarelos. Apresenta ponto de fusdo na faixa
de 175-176 °C, sendo soluvel em solventes
organicos e insoluvel em agua.3,8

A estrutura da citrinina foi proposta por
Brown e colaboradores em 1948.19 Estudos
de  espectroscopia de infravermelho
mostraram a presenca de ligacbes de
hidrogénio intramoleculares, sugerindo que
as duas conformacdes desta molécula (Figura
3) estariam em equilibrio.20 A conformacao
correta da estrutura foi confirmada a partir
de analises de ressonancia magnética
nuclear, realizadas por Mathielson e Whalley
gue também determinaram as orientagGes
estéricas dos dois grupos metila e dos dois
atomos de hidrogénio em carbonos sp3 do

e Monascus também vem  sendo Lo
observados.9-18 anel heterociclico.
H H
O O (O o]
H ” H.
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Figura 3. Tautomeros da citrinina
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3. Produgdo de Citrinina

A citrinina pode ser produzida pelos
fungos em meios de cultura sintéticos
liguidos ou sdlidos, graos e frutas, em
condicbes  diversas. Sabe-se que a
composicdo do meio de cultura afeta
consideravelmente a producao de
micotoxinas por uma cultura pura, dai é
necessario buscar um meio de cultura no
qgual a cepa da espécie fungica escolhida seja
capaz de produzir as toxinas desejadas em
grande escala para estudos posteriores de
sua atividade no sistema bioldgico.

O primeiro relato da producao de citrinina
em meio de cultura ocorreu em 1931,
quando seus descobridores investigavam a
substancia de cor amarela produzida pelo
fungo Penicillium citrinum. A espécie em
questdo foi crescida em meio de cultura
Czapek liquido modificado, a 28°C. O filtrado
da cultura foi acidificado para a precipitacdo
do produto bruto, e purificado por
recristalizacdo em etanol.”

Para a producdo e o isolamento da
citrinina, Damodaran e colaboradores usaram
dois meios de cultura para cultivar os fungos
Penicillium citrinum e Aspergillus candidus:
meio Timonin’s contendo glicose (80,0 g),
NaNO; (3,0 g), KH,PO, (1,0 g), KCI (0,5 g),
MgS0,.7H,0 (0,05 g), Fe,(S0,4)s5.7H,0 (0,005
g), ZnSO, (0,005 g) por litro de agua destilada
e 0 meio Richard’s constituido de glicose
(30,0 g), KNO; (10,0 g), KH,PO, (5,0 g),
MgS0,.7H,0 (2,6 g) e tragos de FeCl; Os
fungos foram crescidos em temperatura
ambiente por 20 dias. Neste estudo
observaram que, para ambos os fungos, o
melhor meio de cultivo para a producao da
toxina foi o meio Timonin's.® Apds a
esporulacdao da cultura de Penicillium que
estava preservada em agar slant, o fungo foi
inoculado em quatro litros de meio contendo
4% sacarose e 2% de extrato de levedura,
sendo incubado no periodo de 10 a 14 dias,
em temperatura ambiente e sem agitacdo.?

O meio YES (2% de extrato de levedura,
15% sacarose) tem sido muito utilizado para

Vo

o estudo das micotoxinas, principalmente da
citrinina. Pelo fato da composicdo deste meio
de cultura favorecer a producdo de toxinas
pelos fungos em maior quantidade.'®*** A
composicdo quimica do substrato influencia a
producdo de micotoxina, quanto maior a
guantidade de carboidratos e lipideos, mais
intensa a micotoxigénese.27 Pesquisas
envolvendo linhagens de Monascus ruber e
Monascus purpureus, verificaram producado
de citrinina em concentragGes relativamente
altas, 370 e 240 mg L"l, respectivamente, em
meio YES. Também observaram que
concentra¢des de etanol, 28 g L''; e glicose,
45 g L, favoreceram a produg3o de citrinina.
No entanto, a presenca de etanol em altas
concentragoes, 45 g L, inibe o crescimento
fungico e consequentemente a producdo
deste metabdlito. Do mesmo modo, fontes
de nitrogénio como ureia e metionina
também desfavoreceram a producdo de
citrinina.”

Mais recentemente a citrinina foi
produzida significativamente por uma
linhagem de Penicillium corylophilum isolada
de mosquito, quando inoculada em meio
liguido YES. Esta pesquisa também
demonstrou que quando esta espécie flungica
foi submetida ao estresse bioldgico com o
fungo Beauveria bassiana a producdo da
citrinina aumentou em 65%.°°

4. Biossintese e Sintese da
Citrinina

Na literatura observa-se um grande
ndmero de estudos relacionados com a rota
biossintética na formacdo da citrinina. Os
primeiros trabalhos sugerem que a citrinina
produzida pela espécie Aspergillus candidus é
derivada de pentacetideos formados pela
condensacdo de cinco grupos de acetato e de
trés  atomos de carbono.”®**  Mais
recentemente a rota biossintética foi
confirmada utilizando marcadores isotdpicos,
sugerindo que a formacdo da citrinina seja
através de tetracetideos em culturas de
Monascus ruber (Figura 4).*

Rev. Virtual Quim. |Vol 8] |No. 3| |650-664|



LVa

Acetil-CoA + 3 Malonil-CoA

Policetideo sintase

Tetracetideo (6)

Cruz, J. S. et al.

Malonil-CoA Acetil-CoA
€02 CoASH
Pentacetideo Intermediario (7)

Malonil-CoA | ™

CO, X

Hexacetideo .

\
\
\
\
A
.
\
\
A
\
Y
\
Y

\
N
Y
Y

Pigmentos vermelhos

o (7
@)
HO O
O OH
Citrinina (8) (8)

Figura 4. Rota Biossintética da formac3o da citrinina™

A sintese da citrinina foi proposta em
1949 (Figura 5).>* Inicialmente o composto
fenol A (5-((2R, 3S)-3-(3,5-hidroxibutan-2-il)-

4-metilbenzeno-1,3-diol )(9)foi carboxilado
para a forma acida (10). O produto desta
reacdo foi submetido a reagdo de

Gattermann, que consiste na conversdo do
fenol a aldeido aromatico pela reacdo com
cianeto/HCl na presenca de zinco como
catalisador, formando um intermediario (11),
que fecha o anel apds a adicdo de 4cido
sulfurico para formar a citrinina (8).

Em 1986, Barber e Stauton publicaram um
artigo sobre a sintese da citrinina
empregando a litiacdo benzilica seletiva
como transformacdo fundamental para a
formacgdo de um estereoisomero nao natural

da toxina.>> A sintese (Figura 6) inicia-se com
a litiagdo do etilbenzeno (13) na posigdo
benzilica, seguida por acilagdo do anion
toluato intermedidrio em baixa temperatura.
Subsequentemente hd a redugdo da benzil
cetona(14) para a formagdo do treo-dimetil-
biciclo (15). Posteriormente a reducdo com
DIBAL (16) e subsecutivamente a abertura do
anel para a formacdo do dlcool (17). A
préoxima etapa foi entdo desmetilar os grupos
metoxi para fornecer o 1,3-difenol (18). Em
seguida esse intermediario foi carboxilado
em condi¢Oes tampdo, para fornecer o acido
(19), também conhecido como “Fenol B”.
Esse ultimo intermediario foi formilado com
ortoformiato de trimetila e acido, ciclizando
para se obter a estrutura da citrinina (8).
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Figura 5. Esquema da Sintese da Citrinina proposto por Cartwright.>* Reagentes e condicdes
reacionais: a)KHCO3/A, HCl; b)HCN, Zn/HCI; c) H,SO,4

(19) (8)

Figura 6. Esquema da Sintese da Citrinina proposto por Barber e Stauton.* Reagentes e
condicBes reacionais: a)LDA, THF, -78°C; AcCl,-130°C; b) NaBH,,MeOH; c) DIBAL, Tolueno;
d)H,,Pd/C, AcOH, MeOH; e)BBr3, CH,Cl,; f) KHCO3 CO,, glicerol, 150 °C; g) HC(OEt);, HCI
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Em um estudo posterior, pesquisadores
usaram uma base de amida quiral, a fim de
desprotonar seletivamente apenas um dos
protons alquilo proé-quirais (21), com um
excesso enantiomérico de 70 % e

Cruz, J. S. et al.

diastereosseletividade de 3:1 (Figura 7). O
produto foi entdo convertido através de uma
treo-lactona para a formagdo ndo natural de
citrinina (8).%
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Figura 7. Esquema da sintese de citrinina proposto por Regan e Staunton.>® Reagentes e
condigdes reacionais: a) THF, -78°C; b) MeCHO; c) LiOH (aq); d) liofilizagdo; e)PDC, DMF; f)
NaBH,, MeOH; g) BBr3/CH,Cl,; h)NaAlH,(OCH,CH,0CH3),, xileno, refluxo; i) CO,, KHCO;,
glicerol, 150°C; j) (Et,0)sCH,HCI

Rodel e Gerlach relataram a sintese da
citrinina (8) , em 1995, a partir do dibenzil-
brometo de arilo protegido (28).” A
transformagdao deste material com o
reagente de Grignard em presenca do 1,5-
ciclo-octadieno cobre(l) como catalisador
proporcionou a abertura do anel epdxido
(trans-2,3-di-metil-oxirano), para formar o
alcool (2S5,35)-30 com rendimento de 76%. A
configuracdo do C-2 da molécula (2S,3S)-30

pode ser invertida através da reagdo de
Mitsunobu com dcido féormico como
nucledfilo, seguido por hidrdlise do
intermediario (31) formando o élcool (2R,3S)-
32. A fim de completar a sintese de
ocorréncia natural da citrinina, foi feita a
remocao dos grupos benzila e, em seguida, a
sequéncia de carboxilacdo, formilagdo e
ciclizacdo do anel (Figura 8).
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Figura 8. Esquema da Sintese da Citrinina proposto por Rodel e Gerlach.?” Reagentes e
condicOes reacionais: a)Mg,THF; b) epdxido (29), MgBr,,COD-CuCl; c)Ph;P, HCO,H, DEAD; d)
KOH, MeOH/H,0/THF, refluxo; e) H,,Pd/C, AcOH; f) KHCO; CO,, glicerol, 150 °C; g) HC(OEt)s,

5. Modificagoes estruturais

Poucos trabalhos relatam a formacdo de
derivados via sintese organica, utilizando
como material de partida a citrinina. Warren
sintetizou andlogos da citrinina para a
formagdo de alquil-citrinina e alquil-
diidrocitrinina  (Figura 9).® Uma série
homologa de derivados 1-n-alquil de citrinina
que vao desde o 1-propril até 1-nonil foram
preparados a partir da condensagdo de

ortoésteres com um derivado de 4cido
carboxilico. Com a inser¢do de um grupo
metil na ligacdo C=C do C1 da citrinina, o que
acarreta a perda da atividade antibidtica da
molécula, voltando a aumentar com a
introducdo de grupos com mais de 5
carbonos. Destacando-se grupos de sete a
nove carbonos nos quais a atividade
antibidtica foi superior ao da citrinina. Desse
modo tem-se que a atividade anti-séptica da
molécula pode estar relacionada com o
alongamento da cadeia substituinte no C1.
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Figura 9. Sintese de derivados da citrinina proposta por Warren*®

A citrinina por ser uma molécula pequena,
a sua deteccdo através de imunoensaios é
muito dificil. Alguns trabalhos sugerem que
para sua melhor deteccdo é necessario
preparar conjugados de proteina com esta
toxina.>>*" Liu sintetizou utilizando a citrinina
como reagente, um derivado a 8-metoxi-
citrinina (Figura 10) utilizando o método de
metilagdo com a prote¢do da hidroxila-C8 da

O OH
HO e

0

toxina.” Essa protecdo do grupo hidroxila,
reduz a formacdo da ligacdo de hidrogénio
intramolecular, expondo a grupo carboxilico
da molécula. Uma vez esse grupo carboxilico
exposto, ele pode ser ativado por N-
hidroxisuccinimida (NHS) e
dicicloexilcarbodiimida (DCC), e em seguida a
citrinina é simplesmente acoplada com a
proteina, através da ligagdo amida.

Figura 10. Sintese do 8-MeO-Citrinina.* a) KCOs,(CHs),504, N, refluxo, 57 °C

6. Atividade Bioldgica e Toxidez da
Citrinina

Apds a descoberta da citrinina, varios
estudos foram realizados a fim de observar a
sua atividade bioldgica. A citrinina

apresentou atividade antibidtica,*** inibidor
da biossintese de colesterol e triglicerl'deos,48
inibidor da biossintese de DNA e RNA,*™°
supressor da resposta imunitaria,”® além de
atividade antiftingica e antiprotozoaria.***°

A exposicdao de humanos a citrinina ainda
nao foi muito bem determinada pois, ndo ha
informacdes suficientes sobre o nivel residual
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da toxina em alimentos. Entretanto, alguns
trabalhos ja vém relatando a possibilidade de
deteccdo da citrinina no sangue e urina
humana, reavaliando a realidade da
exposicdo humana a tal micotoxina.”>*

A citrinina é suspeita de ser o agente
etioldgico de nefropatologia endémica dos
Balcds, e de tumores no trato urinario em
humanos, que pode ser fatal.>*>® Em doses
relativamente elevadas, a citrinina ¢
agudamente nefrotéxica em ratos, coelhos,
porcos e aves, causando inflamacdo e
necrose eventual nos rins e afetando a
fungdo do figado em menor grau. Os valores
de DLsy (dose letal) variam de acordo com a
via de administracdo, condicdes fisioldgicas e
espécie animal. Em ratos, doses de 50 mg/kg
foram relatados para a administracdo oral,
enquanto 35 e 19 mg/kg para administracdo
intraperitoneal em ratos e coelhos,
respectivamente.>®”’

A citotoxicidade da citrinina varia de
forma significativa de uma cultura de célula
para a outra. Citrinina aplicada em cultura de
células de hepatoma em doses de até 25
umol/L foi avaliada como citostatica, ja em
concentracbes acima de 50 pumol/L
citotdxica.”® Quando testaram o efeito de
diferentes concentragdes da citrinina sobre a
viabilidade celular em células Vero,
observaram que em doses de até 60 umol/L
n3o houve mudangas significativas.™

Os dados sobre carcinogenicidade da
citrinina na literatura sdao escassos. Em um
estudo no qual a citrinina foi incorporada na
racdo dos ratos no periodo de 80 dias, em
doses de 1g/Kg, foi observado um grande
nimero de tumores. Entretanto, estes
tumores eram benignos e considerados como
adenomas celulares. Na célula, a acdo da
citrinina resulta no acimulo na mitocondria e
interfere no sistema de transporte de
elétrons.® Esse processo, dependente do pH,
nao afeta a integridade da membrana celular,
mas provoca a inibicdo da sintese de DNA e,
subsequentemente, de RNA e proteinas.
Ainda existe muita discussdao sobre a acao
mutagénica da citrinina,® inclusive estudos
indicam que a citrinina ndo é mutagénica,

Vq
pode

porém a sua biotransformacdo
transformar efeitos mutagénicos.

7. Consideragoes Finais

Atualmente uma das grandes dificuldades
na medicina tem sido o tratamento de
algumas doencas graves devido a resisténcia
dos organismos aos medicamentos. Podemos
citar as bactérias Staphylococcus aureus e o
Enterococcus spp. envolvidas normalmente
em infeccGes hospitalares e que se mostram
resistentes aos antibidticos meticilina e
vancomicina. Portanto, existe uma
necessidade crescente de descoberta e de
desenvolvimento de novos compostos
antimicrobianos devido a  resisténcia
emergente desses organismos.

Produtos naturais fungicos sdo
extremamente importantes na pesquisa de
novos farmacos, principalmente pela sua
diversidade estrutural. Esses metabdlitos
fungicos podem ser excelentes antibidticos e,
a0 mesmo tempo, extremamente toxicos.
Tendo assim, a possibilidade de sua utilizacdo
como medicamento descartada.

A citrinina é uma molécula capaz de
produzir diversos efeitos em organismos
vivos. E apesar da sua toxicidade em animais,
também é capaz de ser um antimicrobiano
poderoso. Estudos ja mostraram que a
toxicidade e a bioatividade estdo
diretamente ligadas ao C1 da molécula. Na
prepara¢ao de uma molécula biologicamente
ativa, seria interessante realizar estudos
envolvendo a modificagdo estrutural da
citrinina, a fim de reduzir significativamente
sua citotoxicidade sem que haja perdas na
sua atividade biolégica, formando novos
derivados com maiores chances de sucesso.
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