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CLAE-DAD-EM - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas

DAD — Detector de arranjo de diodos

DCM - Diclorometano

DNP — Dictionary of Natural Products

EAC — Extrato Bruto AcOEt de P. stipata (extrato de malte - estatico)
EAE — Extrato Bruto AcOEt de P. stipata (extrato de malte - agitagao)
EDC - Extrato Bruto DCM de P. stipata (extrato de malte - estatico)
EDE — Extrato Bruto DCM de P. stipata (extrato de malte - agitagéao)
EB — Extrato Bruto

EM — Espectrometria de Massas

Ext. M — Extrato de Malte

HAc — Acido acético

Hex — Hexano

MAC — Extrato Bruto AcOEt de P. stipata (milho)

MCC — Oleo insoltivel em MeOH de MAC

MDB — Meio de Batata Dextrose

MDC — Extrato Bruto DCM de P. stipata (milho)

ML — Rearranjo de McLafferty
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ABREVIATURAS

PDB — Extrato Bruto AcOEt de P. stipata (MDB)
PDC — Extrato Bruto DCM de P. stipata (MDB)
RDA — Retro Diels-Alder

SC-04 — Styrax Camporum - 04

SDBS — Sulfonato de dodecilbenzeno

TIC — Contagem total de ions

UV — Ultravioleta
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Resumo

No trabalho foi abordado o estudo de extratos do fungo Phomopsis stipata cultivado
em diferentes meios de cultura na implementacdo da metodologia in silico utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolugao
conjugados com a base de dados do dicionario de produtos naturais
(http.//dnp.chemnetbase.com). Foi realizada a comparagdo da diversidade na

producdo metabdlica do fungo endofitico quando cultivado em diferentes meios de
cultura comerciais e em cereal (milho), através do perfil cromatografico, assim como
avaliagdo das atividades antioxidante e propriedades de inibicdo da polimerizagédo
do heme. Nos extratos diclorometanicos foram identificadas oito substancias. No
extrato diclorometanico do fungo endofitico, crescido em milho, cinco substancias
foram detectadas, sendo elas: 1- derivado y-lactdnico; 2- acido n-hexadecandico; 3-
acido 16-octadecandico; 4- di-hexanoato de 2-etilhexila e 5- hexadecanoato de
iso-propilodiol. E, para o extrato diclorometanico de P. stipata, crescido em meio
batata dextrose, trés substancias foram detectadas, dentre elas: 6- ciclohexen-2-ol-
3,5,5-trimetil-ona; 7- hexahidropirrolol [1,2-a] pirazina-1,4-diona-3-benzil e 8-
hexahidropirrolol [1,2-a] pirazina-1,4-diona-3-isometil. O emprego de CLAE-DAD-EM
e espectrometria de massas fandem possibilitou a identificacdo, diretamente a partir
dos extratos brutos do fungo, de seis substancias que ja foram relatadas para outras
espécies do género Phomopsis e duas substancias ja antes identificadas na espécie
Phomopsis stipata, totalizando oito substancias detectadas. Para o extrato acetato
de etila, crescido em extrato de malte, no modo estatico, trés substancias foram
detectadas, sendo elas: 10- phomopsidina; 11- phomopsilactona e 12- phomosina A.
No extrato acetato de etila, crescido em extrato de malte, sob agitacao, trés
substéncias foram detectadas, 13- convolvulol; 14- phomosina C e 15- phomopironol
foi identificado por EM/EM. Duas konigininas (16 e 17) ja isoladas para esta espécie
foram detectadas no extrato acetato de etila, crescido no meio batata dextrose. Os
testes antioxidantes apresentaram resultados negativos para todos os extratos. No
teste de inibicdo da polimerizacdo do heme, os extratos de acetato de etila, crescido

com extrato de malte, no modo estatico; o extrato diclorometanico, crescido em
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extrato de malte, sob agitacdo e o extrato diclorometanico crescido em meio batata
dextrose se destacaram por apresentarem porcentagem maiores quando

comparadas ao padrao quinina.
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Abstract

This work show the study of extracts of the fungus Phomopsis stipata grown in
different culture broth in the implementation of in silico methods using gas
chromatography coupled to mass spectrometry and high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometer for high resolution, combined with the
database dictionary of natural products (http://dnp.chemnetbase.com). A comparison of
diversity in the metabolic production of endophytic fungus when grown in different
culture broth and cereal (corn) by the chromatographic profile was made, as well as
assessment of activities of antioxidant properties and inhibition of heme
polymerization. In dichloromethane extracts eight substances were identified. In
dichloromethane extract of the endophytic fungus, grown in corn, five substances
were detected, which were: 1- y-lactone derivative; 2- n-hexadecanoic acid; 3- 16-
octadecenoic acid; 4- hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester and 5- hexadecanoic
acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymetil)ethyl ester, And for the dichloromethane extract of
P. stipata, grown on potato dextrose broth, three substances were detected, among
them: 6- 2-hydroxy-3,5,5-trimethyl-cyclohex-2-enone; 7- pirrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-
dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl) and 8- pirrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione,
hexahydro-3-(phenylmethyl). The use of HPLC-DAD-MS and tandem mass
spectrometry enabled the identification, directly from crude extracts of the fungus, of
six substances that have been reported for other species of Phomopsis and two
substances already identified in species Phomopsis stipata, totaling eight substances
detected. To the ethyl acetate extract, grown in malt extract, in static mode, three
substances were detected, which were: 10- phomopsidin; 11- phomopsilactone and
12- phomosin. To the ethyl acetate extract, grown in malt extract, by shaking, three
substances were detected, which were: 13- convolvulol; 14- phomopsin C and the
15- phomopironol was identified by MS/MS. Two koniginins (16 and 17) were
identified already isolated for this species were detected in the ethyl acetate extract,
grown on potato dextrose broth. The antioxidants tests showed negative results for
all extracts. In the test of inhibition of heme polymerization, the extracts of ethyl

acetate, grown with malt extract, in static mode, the dichloromethane extract, grown
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in malt extract, dichloromethane extract by shaking and grown on potato dextrose

broth stood out by presenting percent higher when compared to the standard quinine.
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1.1 - Fungos: uma visao geral

Os fungos, também chamados de bolores, mofos ou cogumelos, estdo
presentes em muitas das nossas atividades diarias. Eles sdo tdo importantes que
hoje constituem um reino a parte, lado a lado com os reinos vegetal e animal. Fica
dificil definir os fungos tal é a sua diversidade. No entanto, eles possuem algumas
caracteristicas em comum que os distinguem dos outros seres vivos. Em geral, eles
apresentam filamentos, as chamadas hifas, com paredes rijas, ricas em quitina (1),
0 mesmo material que reveste insetos; tém caracteristicas heterotréficas, isto é, nao
possuem clorofila e, portanto, necessitam de material organico para viver, sendo
sua nutricao feita por absorcao de nutrientes gracas a presencga de enzimas que sao
por eles produzidas e que degradam produtos como, por exemplo, celulose e amido
(ARAUJO, 2008).

=
NH CH,OH

o] O. o)
« OH 1 o PoH
CH,OH NH

o)
B CHS_ .

(1) Quitina

O reino dos fungos é um dos mais numerosos. Estima-se que existam pelo
menos um milhdo e quinhentas mil espécies de fungos disseminadas. Isso & muito
mais do que todas as espécies vegetais e animais somados, excluindo-se os
insetos. Desses, apenas 69.000 espécies foram descritas até hoje, o que representa
menos de 5% das possiveis existentes (HAWKSWORTH, 2001). Se entre esses
cinco por cento de espécies, ja existem muitas de grande importancia, como as que
entram na fabricacdo de acidos orgéanicos, de farmacos, de alimentos, incluindo
bebidas e inumeros outros produtos, a projecdo de resultados através da
descoberta de novas espécies com distintas propriedades potencialmente de valor
biotecnolégico, é promissora (ARAUJO, 2008).
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Historicamente, dentre todos os microorganismos estudados, os fungos
Ascomicetos sao indicados como produtores de metabdlitos secundarios mais
prolificos. Sdo também apontados como fundamentais para a saude e prosperidade
de todo o ecossistema terrestre e, essenciais para sua sustentabilidade e
biodiversidade (GUNATILAKA, 2006).

Uma das propriedades mais importantes dos microorganismos, em especial a
dos fungos, esta associada a sua capacidade metabdlica de produzir uma grande
diversidade de micromoléculas bioativas (PINTO et al., 2002).

Em particular no Brasil, pais que possui a maior biodiversidade do mundo, a
busca de novas espécies de fungos devera produzir resultados extremamente
interessantes do ponto de vista biotecnologico. Infelizmente para a maioria da
populacao, eles sao vistos como prejudiciais, uma imagem que é dada pelas poucas
espécies dentro do reino que causam micoses do homem e animais ou as que sao
responsaveis por doengas em plantas cultivadas. Outros associam os fungos com
os bolores ou mofos que invadem paredes Umidas das residéncias, artigos de couro
ou ainda cobrem os alimentos, como frutas e grdos armazenados. De uma forma
mais favoravel, eles podem ser associados a culinaria, como é o caso dos
cogumelos de chapéu usados em sopas, pizzas e nos strogonoffs. Essa é a imagem

que o grande publico tem sobre os fungos (ARAUJO, 2008).

Nos ambientes tropicais, os fungos constituem-se num sério problema no
processo de armazenamento de alimentos, principalmente de cereais, devido a
producdo de micotoxinas que contaminam os alimentos e passam a ser um sério
problema de saude publica, algumas consideradas carcinogénicas potentes. Entre
as micotoxinas, incluem-se aflatoxinas (2), ocratoxinas, relatado na literatura com
um erro em sua estereoquimica (3), citreoviridinas (4), tricotecenos e fumonisinas
(PINTO et al., 2002).
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(2) Aflatoxina B (3) Ocratoxina A

(4) Citreoviridinas

Importante ressaltar que os fungos sao também responsaveis pela producao
de antibiéticos, de vitaminas, de esterdides, de acido citrico (GADD, 1999),
medicamentos, balas e doces, de enzimas tipo celulases, quitinases, proteases,
amilases e muitas outras de valor industrial, de etanol, usado como combustivel nos
automoveis, como solvente e desinfetante, ou ainda nas fermentacdes alcodlicas,
produzindo bebidas como o vinho, a cerveja, o saqué e os destilados. Eles também
entram na panificacdo, na fabricacdo e maturacdo de queijos, entre muitos outros
produtos. Também de grande importancia agricola e ecoldgica, sdo eles que
mantém um equilibrio, decompondo restos vegetais, degradando substancias
toxicas, auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem contra inimigos, como
outros microorganismos patogénicos, insetos-pragas da agricultura ou herbivoros.
Devido a produgao de grande quantidade e diversidade de metabdlitos secundarios,
os fungos sédo considerados uma fonte valiosa de produtos com atividade

farmacoldgica.

Farmacos importantes de uso clinico em varias patologias foram obtidos de
fungos. Esta dicotomia de fungdes pode ser proveniente da grande diversidade
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quimica que os fungos produzem. Dentre os medicamentos produzidos por fungos,
destacam-se os antibiéticos penicilinas (5) e cefalosporinas (6), de grande
repercussao terapéutica para doencas infecciosas. A mevinolina (7), um agente
redutor de colesterol, detentor de um mercado mundial em torno de U$ 1 bilhdo por
ano, é um exemplo de substancia com atividade farmacoldgica produzida a partir de
metabdlitos de fungos (MASUREKAR, 1992).

y HoN, H H
SN AN COHN - S HCOO COHN:I/er
Ojﬁ_'\'r% " CHaAc
COOH COOH
(5) Penicilina F (6) Cefalosporina C

HsC"
(7) Mevinolina

Devido a utilizagdo indiscriminada e abusiva de antibiéticos e antifungicos,
bem como o aumento de doencas fldngicas na populacdo humana, resultaram na
producdo de um sistema imunolégico comprometido, reforgando a necessidade de
pesquisas em busca de novas drogas com acao terapéutica (STROBEL, et al.,
2004). Deste modo, a necessidade por novos metabdlitos bioativos tem conduzido a
investigagbes por novas fontes de produtos naturais e a continua otimizagdo de
metodologias, visando descobrir novas drogas com agao terapéutica, uma vez que
estes metabdlitos apresentam uma grande diversidade estrutural e com largo

espectro de bioatividades.
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Nos ultimos anos, constata-se uma prioridade de pesquisa sobre a quimica
dos fungos, temendo-se a perda da biodiversidade (PINTO et al., 2002). Muitas
espécies ameacadas de plantas superiores e insetos estdo associadas com a flora
especifica dos fungos e, se estas perdas ocorrerem, poderdo resultar no

desaparecimento das espécies.

1.2 - Fungos endofiticos

O termo endofito foi mencionado pela primeira vez no inicio do século XIX,
para definir todos aqueles organismos que colonizam tecidos internos de plantas,
mas foi Bary, em 1866, quem primeiro delineou uma possivel distin¢gdo entre eles e
patégenos de plantas (AZEVEDO, 1998).

No interior dos vegetais superiores, de modo geral, nas partes aéreas como
folhas e caules, e também em raizes, investigados até o momento coabitam
diversos microorganismos, denominados endofiticos. Uma vez instalados, o endofito
pode habitar a planta por toda sua vida ou pelo menos durante um periodo do ciclo
de vida da planta, sem causar danos aparentes, entretanto podem se tornar
patogénicos quando estressados (ANTUNES et al.,, 2008). Muitas evidéncias
sugerem que microorganismos que vivem associados a plantas, especialmente
bactérias e fungos endofiticos, representam um enorme recurso de produtos
naturais, como estruturas quimicas que foram aperfeicoadas por evolucdes
ecolégicas e biologicas. Esses microorganismos podem influenciar varias
caracteristicas das plantas e conferir certos beneficios a este vegetal como, por
exemplo, produgdo de antibidticos. Ha alguns anos ndo se conhecia a grande
potencialidade dos endofiticos, entretanto, este interesse vem aumentando com a
descoberta recente de caracteristicas como a producdo de compostos
biologicamente ativos, antibiéticos, fungicidas e herbicidas (ARAUJO, 2008).

Os microorganismos endofiticos foram considerados assintomaticos, ou seja,
sem produzir efeitos benéficos ou prejudiciais aos seus hospedeiros, até o final da
década de 70. Atualmente, atribuem-se outras caracteristicas importantes a estes
organismos, como 0 aumento da resisténcia a condicdes de estresse, alteracdo em

propriedades fisiolégicas, producdo de fitormbnios, toxinas, farmacos,
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imunossupressores, antitumorais e compostos de interesse biotecnol6égico, como
enzimas (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al.,, 2000; STAMFORD et al., 2001;
STAMFORD et al., 2002; SUTO et al., 2002; STROBEL, 2003).

Os enddfitos tém sido descritos como protetores contra o atague de outros
microorganismos, insetos e animais herbivoros, devido a producdo de toxinas.
Podem ainda produzir fitorménios, enzimas e outros compostos quimicos,
oferecendo vantagens a planta hospedeira, enquanto se desenvolvem em seu
interior (ANTUNES et al., 2008). Os fungos endofiticos sao de grande importancia,
pois representam uma fonte potencial de novos compostos quimicos e bioldgicos,
podendo ser utilizados ndo somente na medicina, mas também na fitopatologia e
veterinaria (STROBEL, 2002; STROBEL, 2003).

Estudos sobre a potencialidade dos microorganismos endofiticos,
principalmente os relacionados a descoberta de novas substancias, mostram-se
relevantes tanto para uso no controle biolégico de doengas e pragas, como para
aplicagdo no setor biotecnolégico ou industria farmacéutica. Algumas plantas
apresentando acao antimicrobiana poderiam ser hospedeiras de endofitos, que, por
sua vez poderiam apresentar tais propriedades, sugerindo que na verdade o
principio ativo antimicrobiano pode ser produzido pelo microorganismo e nao
propriamente pelo vegetal, ou entdo que seus efeitos terapéuticos somente sejam
constatados devido a estreita associagédo planta-hospedeiro. Um exemplo é o taxol,
utilizado para o tratamento do céncer, presente tanto na planta medicinal Taxus

brevifolia, como no fungo endofitico Taxomyces andreanae (STIERLE et al., 1995).

Um dos maiores problemas no futuro da biologia dos endofiticos é a rapida
diminuicdo das florestas tropicais, que representam a possivel maior fonte para
adquirir novos microorganismos e seus produtos. Levando em consideragdo que
muitas associacdes planta-microorganismo sao especificas de hospedeiro, quando
uma espécie vegetal desaparece, também ira desaparecer um conjunto inteiro de
endofiticos associados a ela (STROBEL et al., 2004).

Além do extrativismo predatério, outro fator igualmente importante na
extincdo dos endofiticos, porém mais silencioso, é a poluigdo atmosférica. Estudo
recente em regides praianas da ltalia demonstrou que arvores atingidas pelo “spray”

da agua marinha contaminada com o detergente anibnico sintético SDBS
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(dodecilbenzeno sulfonato) apresentaram uma colonizagdo de endofiticos
significativamente menor (63,8%) do que arvores controle das mesmas espécies
ndo contaminadas (85,4%) (DANTI et al., 2002).

1.3 - A familia Styracaceae

Styracaceae é composta por onze géneros distribuidos na Europa, Asia,
trépicos e subtropicos americanos. Sao conhecidas cerca de 160 espécies nesta
familia, estando bem representadas no Brasil (PAULETTI et al., 2006). Em alguns
géneros de Styracaceae, na qual se inclui Styrax, predominam substancias de
natureza resinosa e balsamica, que possuem o0 acido benzoéico como principal
componente. Essas substancias, muito usadas na medicina popular, foram
denominadas como “benjoin”, “estoraque”, dentre outros. Ha algumas décadas o
“benjoin” estéa registrado na farmacopéia (REYNOLDS, 1996), sendo indicado como
fitoterdpico para casos de formigamento e bronquites devido as a¢ées anti-séptica,
cicatrizante, dentre outras (COIMBRA, 1958). Em geral, as espécies desta familia
caracterizam-se por apresentarem arvores pequenas ou arbustos campestres,
bastante comuns nos estados centrais do Brasil, em regides do Cerrado (RIZZINI;

MORS, 1976).

1.4 - O género Styrax

O principal género de Styracaceae é Styrax com cerca de 60 espécies
registradas (GILG,1926). Algumas espécies destacam-se por apresentarem
propriedades medicinais, sendo objetivo de amplos estudos, tais como: S. aureae,
de ocorréncia nos Estados de Minas Gerais, Bahia e Alagoas, chamada de
“estoraqueiro-do-Brasil” ou “benjoeiro” € uma arvore muito conhecida pela goma-
resinosa que se obtém por incisdo do caule. Seu balsamo é usado na medicina
popular para o tratamento de Ulceras crbnicas, blenorragia e leucorréia, sendo
também indicado nos casos de tosse, dispnéia, rouquiddo e como calmante
(BALBACH, 1976).
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As espécies S. benjoin e S. tonkinensis, originarias de Java, Sumatra,
Tailandia e Tonkin, também fornecem resina balsamica. A composi¢ao quimica da
resina de S. tonkinensis é formada de acido benzdico livre (23%), acido cinamico
(3%), alcool coniferilico, benzoato de coniferila e vanilina. A resina de S. benjoin
contém principalmente acido cinamico livre, pequeno teor de acido benzdico, alcool
coniferilico e cinamato de coniferila. Ambas sdo usadas no preparo de
expectorantes balsamicos e anti-sépticos das vias respiratérias, sendo também

extremamente cicatrizantes (COSTA, 1968).

1.5 - Styrax camporum (Styracaceae)

Esta espécie vegetal ocorre nos Estados de Minas Gerais, S&do Paulo, Mato
Grosso do Sul e Parana e predomina em regides de cerrado (LORENZI, 1998).
Amplamente utilizada em doencas gastroduodenais pela medicina popular teve seu
potencial antiulcerativo e toxicidade avaliados, a partir de extratos brutos e fragbes
sendo confirmada a sua eficiéncia no combate de Ulceras (BACCHI, SERTIE, 1994).
O potencial antiulcerativo de S. camporum foi atribuido a presenca de taninos
(substancias com agéo cicatrizante) (BACCHI et al., 1995). Os taninos possuem em
suas estruturas grupos hidroxilicos fendlicos, conferindo-lhes uma forte acéo
antioxidante, e acao antiulcerogénica (LA CASA et al., 2000). Levantamento
bibliografico sobre a constituicdo quimica das espécies do género Styrax evidenciou
a ocorréncia de poucas classes de produtos naturais, predominando lignéides,
triterpenos e saponinas (SORDI, 2007).

1.6 - Fungos da familia Diaphorthales

A familia Diaphorthales pertence ao filo Ascomycota, o qual apresenta micélio
septado e septos simples contendo quitina nas paredes celulares. A principal
caracteristica que distingue os Ascomicetos de todos os outros fungos é a formagéo
endogénica de meidsporos (Ascoporos) em uma estrutura chamada Asco. O Asco é

uma estrutura com diversas formas de diferenciacao e, junto com a morfologia dos
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corpos de frutificacdo (Ascosporos, Ascoma) é de fundamental importancia para a
classificacao dos tdxons inferiores (Figura 1) (PFENNING, 2000).

v s

Ascomata Ascos Ascosporos Hita septada

Figura 1: Estruturas fungicas importantes na classificagdo do Filo Ascomycota

1.7 - Género Phomopsis

Fungos do género Phomopsis sao encontrados como endofitos nos espagos

intercelulares de tecidos de diversos vegetais.

O género Phomopsis corresponde a forma mitospérica (anamérfica) do
género Diaphorte que € um ascomiceto da familia Diaphorthales. Dentro do taxon
de fungos mitospéricos, ele estd na subdivisao Coeleomyces por produzir conidios
(esporos assexuais) em cavidades constituidas por tecidos fungicos do tipo picnidio
que se formam embaixo do estroma (massa de hifas) (PFENNING, 2000). Fungos
do género Phomopsis produzem estroma geralmente indefinido, escasso e escuro;
conidiéforos e células conidiogénicas que forram a base e os lados do picnidio até o
ostiolo (abertura no apice do picnidio).

As células conidiogénicas de Phomopsis sao alongadas com um apice
limitado, fluorescente e compacto, a partir do qual o conidio se desenvolve. Em
Phomopsis tipicamente se formam conidios a e B e dois glébulos oleosos por
conidio (FARR et al., 2002).

O género Phomopsis tem sido frequentemente isolado como endéfito em uma
grande variedade de plantas. Azevedo et al. (2000) apresentaram algumas plantas
hospedeiras de onde ja foram isoladas espécies de Phomopsis, entre elas, Sabal
bermudana, Trachycarpus fortunei, Cavendishia pubescens, Stylosanthes
guianensis, Anacardium occidentale e Mangifera indica. Corrado e Rodrigues (2004)

36



INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

isolaram endofiticos de Phomopsis das plantas medicinais Spondias mombin e
Aspidosperma tomentosun.

Alguns dos relatos citam o género Phomopsis como fitopatégeno isolado de
Citrus aurantium (laranjeira), C. nobilis (tangerineira), C. paradisi (pomelo), C.
australis (laranja), C. sinensis (laranja da china), C. sp. (citros), Mangifera indica
(mangueira), Glycine max (soja), Ficus carica (figueira) e Anacardium occidentale
(cajueiro) entre muitas outras plantas (CENARGEN; EMBRAPA, 2005).

O género Phomopsis € um importante grupo de fungos com potencial
biotecnoldgico devido a produgao de importantes metabdlitos secundarios bioativos
de estruturas diversas. Entre eles incluem as micotoxinas, que afetam o sistema
nervoso de vertebrados (BILLS, et al. 1995), alcal6ides com capacidade
farmacolégicas, tais como phomopsinas (COCKRUM, PETTERSON e EDGAR,
1994) e 2,4-diidroxi-5-6-dimetil benzoato de etila e phomopsilactona, produzidos por
Phomopsis cassiae endofitico de Cassia spectabilis (SILVA et al, 2005).

Este género é conhecido por ser uma fonte rica em metabdlitos secundarios
bioativos de estruturas diversas. Levantamento bibliografico sobre as estruturas
isoladas de P. stipata revela que, apesar do grande potencial deste género, os seus
metabdlitos ainda sdo pouco estudados (SORDI, 2007).

1.8 - A espécie Phomopsis stipata

Os extratos brutos de SC-04, produzidos por fungos Phomopsis stipata
provenientes da espécie vegetal Styrax camporum apresentaram atividade anti — M.
tuberculosis promissora (PRINCE, 2008). O fracionamento deste extrato por Sordi
(2007), promoveu o isolamento de duas substancias inéditas, que apresentam
esqueletos carbdnicos semelhantes aos das substancias denominadas koningininas
(9), produzidas por fungos do género Trichoderma. As koningininas, segundo Cutler

et al. (1989, 1991, 1999), apresentam diversas atividades biolégicas.
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@)
OH OH

(9) Koninginina E

O cultivo de Phomopsis stipata em diversos meios de cultura (Ext.M, YM,
Nutriente, Czapek e nos cereais milho e arroz) apresentou diferentes atividades
antimicobacteriana. O meio de cultura contendo milho favoreceu a producdo de

metabdlitos secundarios bioativos contra M. tuberculosis.

Sordi (2007) comparou a composicao dos extratos brutos, produzidos por
Phomopsis stipata em diferentes meios de cultura e verificou a maior quantidade de
metabdlitos secundarios nos extratos originarios do cultivo em caldo MDB e no meio
com milho. Estes meios possibilitaram ao fungo produzir maior diversidade
metabodlica, bem como estimular a producdo de metabdlitos potencialmente
bioativos. Sordi (2007) ainda verificou que apenas os extratos produzidos em
cereais (milho e arroz) apresentaram atividade antifungica, inibindo o crescimento
das linhagens fungicas fitopatogénicas (Cladosporium cladosporioides e C.

sphaerospermum).

Ha relatos da presenca do (8) acido 3 — nitropropidnico (SORDI, 2007). De
acordo com Chomcheon (2005), a produgédo deste acido € comum entre os fungos
do género Phomopsis, o qual é um potente composto antibacteriano e também

apresenta forte atividade contra M. fuberculosis.

Ho)vNo

(8) Acido 3-nitropropidnico

2
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1.9 - Técnicas hifenadas e desreplicacao

O termo “técnicas hifenadas” se tornou popular em quimica analitica durante
os anos 80 e vem sendo utilizado para denominar as técnicas acopladas (CROTTI
et al., 2006b). Visando a obtencdo de informacdes estruturais dos metabdlitos de
interesse a partir de misturas, surgiram os primeiros acoplamentos de um sistema
de separagao (como por exemplo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia ou a
cromatografia gasosa) com o0s equipamentos utilizados exclusivamente na
elucidagao estrutural de substéncias (como por exemplo, a ressonancia magnética
nuclear ou a espectrometria de massas) (KITE et al., 2003) e (WILSON e
BRINKMAN, 2003).

O acoplamento €, sem duvida, vantajoso em relagdo ao processo classico de
isolamento e posterior elucidagao estrutural (CROTTI et al., 2006b). Em geral,
extratos brutos de plantas contém uma mistura complexa com dezenas ou centenas
de metabdlitos (MAURI e PIETTA, 2000) e (WOLFENDER et al., 2003) o que faz
necessaria uma detecgao eficiente e caracterizagdo rapida de produtos naturais,
que sao importantes regras para um suporte analitico nas pesquisas em produtos
naturais. A identificacdo de um metabdlito como ultimo estagio de separacao é uma
estratégia chave para guiar um eficiente e seletivo procedimento de isolamento
(WOLFENDER et al., 1994).

A comparacdo de cromatogramas, usados como impressdes digitais, entre
amostras auténticas e amostras desconhecidas, permite, a identificacdo de drogas
e/ou procura de adulteragdes. Além do mais, em muitas aplicacdes pode ser
necessario nao apenas detectar, mas também identificar as substancias nos
extratos (WOLFENDER et al., 1994).

Os mais importantes avancos na andlise de misturas complexas foram
inicialmente obtidos apdés o desenvolvimento do acoplamento da cromatografia
gasosa (CG) a detectores de espectrometria de massas (CG-EM), a qual
atualmente é utilizada rotineiramente em muitas areas, por exemplo, para a andlise
de o6leos essenciais na industria cosmética. Porém, esta técnica tem a grande
limitagdo de apenas permitir a andlise de substancias termicamente estaveis, que

podem ser volatilizadas intactas.
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Na cromatografia liquida (CL) os primeiros sistemas hifenados ou de simples
deteccao foram o ultravioleta (UV), o infravermelho, o eletroquimico e a
fluorescéncia. Porém, nenhum destes exemplos pode ser considerado uma técnica
universal, mesmo tornando possivel a analise de matrizes complexas nao volateis,

constituidas de componentes de maior peso molecular (TATSIS et al., 2007).

A cromatografia liquida acoplada ao detector de ultravioleta estimulou o
desenvolvimento de analises de misturas mais complexas com o desenvolvimento
de detectores de arranjo de diodos (DAD — diode array detector), pois a presenga de
um cromoforo € um fator limitante para propiciar a deteccado em ultravioleta. As
principais razdes para o sucesso inicial desse acoplamento foram: 1) vantagem da
obtencdo do espectro de UV e a separacdo das substancias pelo sistema CL,
fornecendo alguma informacédo estrutural, ainda que limitada; 2) o custo
relativamente baixo da técnica em relagcéo a outras técnicas hifenadas. Entretanto, a
necessidade de se obter mais informagbes estruturais para cada componente de
uma mistura complexa levou ao desenvolvimento das técnicas hifenadas modernas
hoje disponiveis, tais como o acoplamento de CL com espectrometria de massas
(CL-EM) e ressonancia magnética nuclear (CL-RMN) (CROTTI et al., 2006b).

Nas técnicas hifenadas envolvendo espectrometria de massas, o
espectrdmetro de massas € acoplado em linha com um método de separagao, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), CG, cromatografia de fluido
supercritico ou eletroforese capilar. Apdés o processo de separagdo, o eluente da
coluna CLAE, por exemplo, é dividido por um splitter localizado no final da coluna
cromatografica, direcionando parte do fluxo para a fonte de ionizacdo do
espectrémetro de massas, sendo que a outra parte do eluente pode ser direcionada
a outro tipo de detector. Assim, o acoplamento entre CLAE e os detectores EM e
DAD em paralelo resulta em uma das técnicas hifenadas mais utilizadas atualmente:
CLAE-DAD-EM (CROTTI et al., 2006b).

Nos dias de hoje, uma das maiores aplicacées das técnicas hifenadas na
area de produtos naturais € na chamada desreplicacdo de misturas complexas, ou
seja, para estabelecer quais ja foram previamente identificados. De fato, nas ultimas
décadas as técnicas hifenadas tém se tornado a mais importante estratégia para a
identificagéo e/ou confirmacao de identidade de compostos quimicos conhecidos. O
screening quimico utilizando técnicas como CLAE-EM, CLAE-DAD-EM e CLAE-EM-

40



INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

RMN rapidamente fornece ampla informacao estrutural, possibilitando, em muitos
casos, a identificacdo inequivoca de compostos on-line e assim auxiliando na
racionalizacao dos estudos fitoquimicos (MOLYNEUX; SCHIEBERLE, 2007). Com
isso, fica claro que estas técnicas criaram possibilidades para o screening quimico
ou determinacdo do perfil metabdlico dos componentes de extratos de produtos
naturais, pois provéem um método rapido e confidvel para a distincao entre
compostos previamente identificados diretamente a partir de extratos vegetais
brutos. Isso elimina, ou diminui muito, a necessidade do processo de isolamento e
purificagdo de compostos ja conhecidos, e direciona ao isolamento de constituintes
apresentando caracteristicas espectroscépicas novas, diferentes ou de interesse
biolégico (MOLYNEUX; SCHIEBERLE, 2007; NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003).

A técnica mais associada com o processo de desreplicacdo usualmente
consiste de um sistema CLAE-EM ou CLAE-DAD-EM, apesar de muitos estudos ja
utilizarem CLAE-RMN e, até mesmo CLAE-EM-RMN (CROTTI et al., 2006b). Na
desreplicagdo de produtos naturais por CLAE-DAD-EM, os espectros de UV e dados
de EM, como massas moleculares (acuradas no caso de analisadores que permitam
alta resolucdo) e espectros de ions produto (no caso dos espectrébmetros que
permitam a fragmentagdo em célula de colisédo e a realizagdo de EM/EM) séo
usualmente utilizados em conjunto com informagdes quimiossistematicas da espécie
analisada e banco de dados de produtos naturais como Dictionary of Natural
Products (DNP) (CORDELL; SHIN, 1999; CROTTI et al., 2006b; NIELSEN;
SMEDSGAARD, 2003).

Entre as técnicas de ionizacdo, a mais utilizada para o acoplamento com
CLAE, devido a sua versatilidade, € a ESI (ionizagdo por electrospray). ESI é um
processo pelo qual, a pressao atmosférica, um campo elétrico intenso dispersa uma
amostra liquida em um gas, na forma de um fino spray de gotas carregadas que, por
evaporacao, resultam em ions na fase gasosa (CROTTI et al., 2006a; FENN, 2003).
Em ESI, a ionizacdo ocorre principalmente por reacdes acido-base de Brdnsted-
Lowry, ou seja, pela protonacdo ou desprotonacdo de moléculas (CECH; ENKE,
2001; CROTTI et al., 2006a). Assim, substancias que apresentam grupos funcionais
bésicos (principalmente aminas, amidas, lactamas, ésteres e lactonas) podem ser
melhor analisados no modo de ionizagdo positiva, dada a maior facilidade com que

esses grupos sao protonados em solucdo. Inversamente, moléculas contendo

41



INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

funcbes acidicas, tais como &acidos carboxilicos e fenois, podem ser melhor
analisados pelo modo de ionizagdo negativa, no qual produzem as moléculas
desprotonadas relativamente estaveis (CECH; ENKE, 2001; CROTTI, 2006a). ESI é
um método muito brando, e pouca energia residual € retida pelo analito apds a
ionizagdo, normalmente acarretando uma baixa fragmentagéo. Portanto, a reduzida
transferéncia de energia para as moléculas € uma desvantagem desta técnica para
estudos de elucidacdo estrutural. Para contornar essa desvantagem, foram
desenvolvidos equipamentos de espectrometria de massas sequencial (EM/EM ou
EM™), na qual as moléculas podem ser fragmentadas.

Em uma analise EM/EM, um ion do primeiro estagio (chamado ion precursor)
€ selecionado e transferido para uma célula de colisdo. A fragmentagdo do ion
precursor se da através de dissociacao induzida por colisdo (CID — collision-induced
dissociation) utlizando um géas inerte (usualmente Ar, N2 ou COp). Os ions
resultantes (ions produto ou de segunda geracdo) sao, de modo geral, altamente
indicativos da estrutura do ion precursor. A identificacdo de compostos
desconhecidos, combinando dados de massas moleculares exatas com o0s
espectros de ions produto obtidos se torna entdo, possivel. Isto se aplica
especialmente para séries homélogas de compostos cuja relacdo estrutura-
fragmentacao € previamente conhecida (CROTTI et al., 2005; CROTTI et al., 2006
a; NIESSEN, 2000). Assim, certos aspectos dos analisadores de massas, como a
capacidade de realizar experimento de EM" (muiltiplos estagios de isolamento do ion
precursor e fragmentacao por CID) e a capacidade de fornecer espectros em alta
resolugdo e medigdo de massas acuradas sao criticos para estudos com CLAE-EM
e CLAE-EM/EM.

No trabalho foi abordado o estudo de extratos do fungo Phomopsis stipata
cultivado em diferentes meios de cultivo na implementagdo da metodologia in silico
utiizando CG-EM, CLAE-EMAR e EM/EM conjugados com a base de dados do
dicionario de produtos naturais (http.//dnp.chemnetbase.com).
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2 - OBJETIVOS

1.- Desenvolver novas estratégias cromatogréaficas de selecdo e triagem de novos
produtos, a partir da implementacao de técnicas hifenadas e de desreplicacao.

2.- Produzir extratos brutos em larga escala de diferentes meios de cultivo do fungo
endofitico Phomopsis stipata, codificado como SC-04 isolado das folhas de Styrax

camporum,

3.- Implementar metodologias analiticas inovadoras nas técnicas espectrométricas e
espectroscopicas mencionadas, que permitam determinar qualitativamente as
micromoléculas bioativas produzidas pelo fungo endofitico Phomopsis stipata
associado a Styrax camporum.

4.- Avaliar o potencial antioxidante e a inibicdo da polimerizacdo do heme dos

extratos brutos de P. stipata.
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3 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 - Meios para cultivo dos microorganismos

Phomopsis stipata foi cultivado em meios de cultura sélido e liquido a temperatura
controlada (25 °C) e, para os meios liquidos, foram utilizadas incubadoras rotatorias.

Meios de cultura sélidos: BDA — Batata Dextrose Agar (Sigma): 39g/L de agua;
Milho — Milho tipo canjica (YOKI)

Meios de cultura liquidos: MDB — Batata Dextrose (DIFCO): 24 g/L de agua; EM —
Extrato de Malte (DIFCO): 20 g/L de agua

3.2 - Solventes

Merck, J. T. Backer, Synth e Mallinckrodt (P.A. e grau HPLC)

3.3 - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

Cromatégrafo a gas Shimadzu QP - 5000, injetor automatico 5000 (280 °C),
detector por ionizagao eletrénica (70 eV) no modo positivo (350 °C), gas carreador
He, coluna DB5-MS (30m) com vazdo de 1 ml/min (20 °C). Os dados foram
adquiridos no CEMPEQC sob supervisao do Prof. José Eduardo de Oliveira, ,no 1Q-
UNESP.

3.4 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A otimizagao dos métodos foram realizadas utilizando um sistema CLAE acoplado a
um detector de arranjo de diodos (sistema CLAE-DAD). Foi utilizado um
cromatografo liquido Shimadzu modelo LC-20AT, equipado com um detector UV-

44



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

DAD modelo CBM20A e injetor automatico modelo SIL-20A, controlados pelo
software LC-Solution.

3.5 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas de Alta Resolucao

Foi utilizado um sistema CLAE acoplado a um detector de UV-DAD e a um
espectrémetro de massas (sistemas CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM). Assim,
foi utilizado um cromatografo liquido Shimadzu LC-20A, acoplado a um detector UV-
DAD (CBM20A, Shimadzu) e a um espectrometro de massas UltrOToF (Bruker
Daltonics) com ionizagdo por electrospray (ESI) e analisador do tipo QqToF
(analisadores tipo quadrupolo e tempo de v6o em sequéncia).

3.6 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas

As analises cromatograficas foram realizadas em um equipamento de cromatografia
liguida de alta eficiéncia da marca Waters®, modelo Alliance 2695, acoplados a trés
detectores: um espectrofotométrico UV-Visivel, marca Waters®, modelo 2996 de
arranjo de fotodiodos (“Photodiode Array Detector”), um de espalhamento de luz
evaporativo (Evaporative Light Scattering Detector), marca Waters®, modelo 2424 e
um espectrémetro de massas, marca Waters®, modelo ZQ 2000. Os dados foram
adquiridos no laboratério do Prof. Roberto Berlinck, no IQSC-USP.

3.7 - Colunas cromatograficas para CLAE

Coluna Monolitica C18 (Phenomenex - modelo Onyx Monolithic C18), com
dimensodes de 100 x 4,6 mm

Coluna para CLAE Synergi Hydro-RP, com dimensées de 4um X 2mm X 250mm
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3.8 - Espectrometro de Massas de Baixa Resoluc¢ao

Os EM, ions precursores e produto foram adquiridos em modo positivo e em
unidade de massa de baixa resolugdo em um espectrometro de massas Quattro-LC
(Micromass) com ionizacdo por electrospray (ESI) e analisadores quadruprolo-
quadrupolo. Os dados foram adquiridos na central analitica do departamento de
Quimica Analitica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
USP.

3.9 - Espectrometro de Massas de Alta Resolucao

Espectrometro de massas UltrOToF (Bruker Daltonics) com ionizagdo por
electrospray (ESI) e analisador do tipo QqToF (analisadores tipo quadrupolo e

tempo de vbo em sequencia).

3.10 - Equipamentos

Balanca Analitica: Mettler Toledo AG 245;
Autoclave Vertical: Quimis Aparelhos Cientificos Ltda.;

Evaporador Rotatério: As solugdes foram concentradas em evaporador rotatério da
Buchi (rotavapor R-114 e waterbath B-840);

Incubadora Rotatéria (“Shaker”): Para o cultivo dos fungos endofiticos utilizou-se
incubadoras rotatérias dos fabricantes Marconi e Tecnal;

Camara de Fluxo Laminar: Nueire I, A/B3.
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3.11 - Selecao, coleta e classificacao do material vegetal

A espécie vegetal Styrax camporum foi coletada na regiao do Cerrado na
Estacdo Ecologica Experimental de Mogi-Guacu, fazenda Campininha/Sao Paulo,
cujos estudos fitoquimicos foram desenvolvidos no NuBBE, e resultaram no
isolamento de metabdlitos secundarios potencialmente antifingicos, antioxidantes
ou anticancerigenos (PAULETTI, et al., 2006). As exsicatas dos materiais vegetais
estao classificadas e depositadas no Herbario do Jardim Botanico de Sdo Paulo.

3.12 - Isolamento do fungo endofitico

As folhas coletadas foram cortadas, e esterilizadas, de acordo com a
literatura (MAIER et al., 1997) por imersdo em NaClO (1%) por 5 minutos e em
etanol 70% por 1 minuto, lavagem 2 vezes em agua estéril (10 min) e a seguir 3 a 4
pedacos de folhas 2 x 2 cm foram colocados em placa de Petri (100 mm) contendo
meio de cultura sélido BDA (batata dextrose agar), extrato de malte agar (EMA) e
agua agar (AA), todos contendo Sulfato de Gentamicina (100 pg/mL) para evitar o
crescimento de bactérias. A ultima agua de lavagem foi colocada em placa de Petri
contendo meio de cultura sélido para verificacdo da presenca de contaminacao. As
placas foram incubadas a 25 °C durante 3 — 10 dias e, o crescimento dos fungos, foi
monitorado diariamente. Logo que os fungos iniciaram o0 seu crescimento nas
placas, pequenos fragmentos de agar, contendo pontas de hifas de cada fungo,
foram transferidos para placas com BDA ou EMA. As culturas impuras foram
repicadas sucessivamente até obtencao dos isolados puros. A pureza dos isolados
foi determinada pela aparéncia uniforme nas placas com os meios préoprios. Apds
periodo de incubacao de 7 dias as linhagens obtidas foram separadas, purificadas e
preservadas em agua estéril. Obtiveram-se 7 colénias puras que receberam os
seguintes cédigos: SC-01, SC-02, SC-03, SC-04, SC-05, SC-06 e SC-07 (Esquema
1). A sigla SC refere-se ao nome da espécie vegetal (Styrax camporum), e 0 numero
refere-se a sequéncia de isolamento. O processo de isolamento e preservacao das

cepas fungicas foi realizada pelo Prof. Geraldo Humberto Silva.
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Depois de considerados puros, os isolados foram repicados para frascos de
10 mL contendo agua estéril, em seguida lacrados e mantidos a temperatura
ambiente para a preservacgao. O fungo endofitico P. stipata foi classificado pelo Prof.
Dr. Ludwig H. Pfenning, da Universidade Federal de Lavras, e esta depositado como
material testemunha SC-04 nas micotecas do Departamento de Quimica
Organica/IQAr — SP e do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras — MG.

Esquema 1: Obtencao das cepas fungicas

Esterilizacdo

(NaOCl 5%, EtOH 70%)

Limpeza (H,0 destilada)
Isolamento dos endofiticos (BDA)

Styrax camporum

7 linhagens
isoladas

Purificagdo
(BDA)

Linhagens
puras

Preservagao
H,0 estéril

SC-01 SC-02 SC-03 SC-04 ' SC-05 ' SC-06 ' SC-07

O fungo escolhido para o desenvolvimento do trabalho foi o SC-04, pelos

resultados dos testes de bioatividade in vitro (Figura 2) (SORDI, 2007).
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Figura 2: Bioatividade antifungica, antioxidante e antibacteriana in vitro dos fungos

isolados de Styrax camporum

3.13 - Cultivos dos endofiticos

Os microorganismos SC-04 preservados em agua estéril foram inoculados
em meio sélido BDA e monitorados até que suas hifas atingissem 2-3 cm de
didmetro (Figura 3). As linhagens foram avaliadas quanto a pureza, através da

aparéncia uniforme da col6nia nas placas.
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c.) d.)

Figura 3: Fases de crescimento do fungo Phomopsis stipata a.) inoculacdo do

fungo. b.) 7 dias de cultivo. c.) 12 dias de cultivo. d.) 14 dias de cultivo

3.14 - Preparo, extracao e analises das amostras

3.14.1 - Cultivo de Phomopsis stipata em meio sélido — Milho

O cultivo de P. stipata foi realizado utilizando-se 75 g de milho. A cada
recipiente, contendo o meio de cultura ndo cozido, foram adicionados 80 mL de
agua estéril e estes foram autoclavados a 121 °C por 20 min, (3x) em um intervalo
de 72 horas. O fungo endofitico foi inoculado no meio de cultura cozido e ja

resfriado (Figura 4). Apos o periodo de incubacdo de 23 dias, procedeu-se a
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extragdo dos metabdlitos secundérios produzidos pelos fungos utilizando-se trés
porcoes de 400 mL de DCM para cada recipiente com agitacdes periddicas. Apos a
extracdo com DCM, iniciou-se uma extragdo com AcOEt utilizando-se trés porcdes
de 400 mL (Esquema 2). Os solventes orgéanicos foram evaporados em evaporador
rotatorio, fornecendo os extratos brutos MDC (1.330,0 mg), MAC (1.700,5 mg) e
MCC (173,1670 mg). O extrato MCC refere-se a um 6leo do extrato MAC (AcOEt)
insoluvel em MeOH.

Esquema 2: Cultivo do P. stipata em milho

SC-04 '

Crescimento

(450 g de milho, 23 dias)
Extracao
DCM (3 x 400 mL)
AcOEt (3 x 400 mL)
Concentragao

MAC
1.700,5 mg

Insoltvel em MeOH

MDC
1.330,0 mg

MCC
173,167 mg

Figura 4: Cultivo de P. stipata em milho
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3.14.2 - Cultivo de Phomopsis stipata em meio liquido — Extrato de Malte

O cultivo do endofitico em extrato de malte foi realizado utilizando-se 20 g/L
do extrato de malte. A cada recipiente, contendo o meio de cultura, foram
adicionados 200 mL de agua estéril e estes foram autoclavados a 121 °C por 20 min
(3x) em um intervalo de 72 horas. O fungo endofitico foi inoculado no meio de
cultura ja resfriado (Figura 5). Os extratos foram separados, sendo 22 recipientes,
sob temperatura controlada (25 °C), em modo estatico e 11 recipientes mantidos em
incubadora rotatéria sob temperatura controlada (25 °C). Ap6és o periodo de
incubacao de 28 dias, procedeu-se a extracdo dos metabdlitos secundarios
produzidos pelos fungos utilizando-se trés porcées de 100 mL de DCM para cada
recipiente com agitacdes periddicas. Apbés a extragdo com DCM, iniciou-se uma
extragdo com AcOEt utilizando-se trés porcdées de 100 mL (Esquema 3). Os
solventes organicos foram evaporados em evaporador rotatério, fornecendo os

extratos brutos EAC (2.384,8 mg), EAE (204,4 mg), EDC (131,5 mg) e EDE (122,4
mgq).
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Esquema 3: Cultivo de P. stipata em extrato de malte

SC-04 '

Crescimento
(20 g/L Ext. M, 28 dias)

2,75 LExt. M 5,5 L Ext. M
Crescimento estatico Incubadora Rotatdria
Temperatura controlada (25°C) Temperatura controlada (25°C)
Filtracdo a vacuo Filtracdo a vacuo

Filtrado ' Filtrado '

Micélio

Extragao Extragcao
DCM (3 x 1,3L) DCM (3 x 2,7L)
AcOEt (3 x 1,3L) AcOEt (3 x 2,7L)
Concentragao Concentragao

EDC EAC EDE EAE
131,5 mg 2.384,8 mg 122,4 mg 204,4 mg

Figura 5: Cultivo de P. stipata em extrato de malte
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3.14.3 - Cultivo de Phomopsis stipata em meio liquido — MDB

O cultivo do endofitico em extrato de malte foi realizado utilizando-se 24 g/L
do meio batata dextrose. A cada recipiente, contendo o0 meio de cultura, foram
adicionados 200 mL de agua estéril e estes foram autoclavados a 121 °C por 20 min
(3x) em um intervalo de 72 horas. O fungo endofitico foi inoculado no meio de
cultura ja resfriado (Figura 6). Ap6s o periodo de incubacao de 28 dias, procedeu-se
a extragdo dos metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos utilizando-se trés
porcoes de 200 mL de DCM para cada recipiente com agitagcdes periddicas. Apos a
extracdo com DCM, iniciou-se uma extragdo com AcOEt utilizando-se trés porcdes
de 200 mL (Esquema 4). Os solventes orgéanicos foram evaporados em evaporador
rotatério, fornecendo os extratos brutos PDC (107,2 mg) e PAC (321,5 mg).

Esquema 4: Cultivo de P. stipataem MDB

SC-04 !l

Crescimento

(24 g/L MDB, 28 dias)
Extragao

DCM (3 x 200 mL)
AcOEt (3 x 200 mL)
Concentragao

PDC PAC
107,2 mg 321,5mg
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Figura 6: Cultivo de P. stipata em MDB

3.15 - Extratos DCM

Para os extratos brutos DCM, devido a alta lipofilicidade e volatilidade,
selecionou-se a técnica CG/EM como ferramenta para a analise dos metabdlitos
majoritarios. Foi utlizado um cromatégrafo a gas e temperaturas programadas:
50 °C (8 min) — 50-295 °C (6 °C/min) — 295 °C (15 min).

A partir do cromatograma, as bandas foram selecionadas e seus EM foram
gerados. As massas moleculares de baixa resolugdo encontradas para cada ion
majoritario foram comparadas com os dados apresentados na base de dados do

DNP e com as bases de dados Willey e Nist, do software CG Solution.

3.16 - Extratos AcOEt

Os extratos brutos AcOEt foram submetidos a CLAE-DAD, em gradiente
exploratério e testados em diferentes métodos em busca de uma melhor separagéo.
O fluxo utilizado em cada andlise foi de 3 mL/min e temperatura de 40°C. As
amostras foram preparadas diluindo-se 5,0 mg de residuo seco em 1 mL de
metanol/agua ultra pura, distribuidas na mesma propor¢cdo da condicao inicial da
corrida cromatografica, seguidas de filtracdo em membrana de PTFE (Sartorius AG,
Alemanha) com porosidade de 0,20 pm. Os volumes injetados foram de 20 pl e os
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cromatogramas foram observados em 254 nm com detector de arranjo de diodos
(DAD).

As analises por CLAE-DAD-EM (CLAE acoplada a DAD e a espectrometria
de massas como detectores, em paralelo) e CLAE-DAD-EM/EM, foram realizadas
utilizando-se as mesmas condi¢cdes cromatograficas ja descritas. As amostras a

serem analisadas também foram preparadas do mesmo modo.

O eluente da coluna foi dividido através de um splitter numa proporg¢ao 3:1,
sendo o fluxo maior direcionado ao DAD e o restante ao espectrdmetro de massas.
Os cromatogramas na regidao de UV gerados pelo DAD foram registrados em 254
nm. Os cromatogramas gerados por EM foram registrados na regiao entre m/z50 e
m/z 1000 e as analises foram feitas no modo de ionizacao positivo e negativo. Apos
as analises de CLAE-DAD-EM, as relacbes m/z e os tempos de retencao obtidos
para as bandas cromatograficas de interesse foram submetidos a uma segunda
ionizagdo por CLAE-DAD-EM/EM. QOu seja, para a obtengcdo de espectros de ions
produto (EM/EM) a partir de ions precursores desejados foi informado ao software
do espectrdmetro de massas o m/z de cada ion precursor que deveria ser

fragmentado e seu respectivo tempo de retengao.

Os picos cromatograficos foram detectados com base no espectro de massas
obtidos para os ions precursores que poderiam ser anions formados pela perda de
H* ou adutos ani6nicos com CI" ou CH3COOQ', entre outros, ou ainda cations pela
perda de H ou adutos catiénicos com Na* ou K*, entre outros. Estes dados foram

gerados a partir de andlises tanto no modo de ionizagao positiva quanto negativa.

A utilizagédo para cada um dos tipos de dados obtidos e o procedimento para
a identificacdo dos picos ocorreu conforme a necessidade e as informacbes
disponiveis na literatura, e foi conduzida principalmente com base nos resultados de
estudos anteriores de P. stipata (SORDI, 2007), outras espécies do género

Phomopsis ou ainda por fungos endofiticos.

O seguinte gradiente foi utilizado para as inje¢cdes: 3% de MeOH como
condigcéo inicial da corrida, permanecendo por 7 minutos; 7-20 minutos, 3-30%
MeOH; 20-25 minutos, 30-100% MeOH; 25-27 minutos, retorno a condicao inicial de
3% de MeOH; 27-30 minutos permanecendo em 3% de MeOH para o re-equilibrio

da coluna.
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Na deteccao in silico, a analise dos dados obtidos por CLAE-DAD-EM foi
realizada utilizando o software Bruker Data Analysis versdo 3.2 conjugada com a
base de dados do dicionario de produtos naturais (http.//dnp.chemnetbase.com). Na
analise foi constatada uma série de metabdlitos j& isolados em outras espécies de

Phomopsis (88 substancias).

As massas de alta resolucdo das micromoléculas detectadas foram
contrastadas com os dados do dicionario de produtos naturais, apenas das
moléculas isoladas do género Phomopsis, ou de fungos endofiticos (endophy*)
fornecendo uma série de micromoleculas passiveis de serem encontradas nos

extratos estudados.
3.17 — Avaliacao do potencial antioxidante dos extratos brutos de P. stipata

Os extratos obtidos foram analisados quanto a atividade antioxidante frente
ao composto 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH). Quando o radical DPPH, em
presengca de um antioxidante doador de hidrogénio, passa a sua forma reduzida
DPPH-H, o seu elétron desemparelhado deixa de estar em conjugagdo com o0s
grupos arilas. Nesta forma, o DPPH-H sofre um decréscimo da absortividade molar
em 517 nm e a coloragdo da solucdo muda de puarpura para amarela (Figura 7). O
resultado é observado por uma curva de concentracdo da amostra antioxidante pela
% AA (CARDOSO et al., 2004).

Os testes foram realizados pela bolsista Scheila C.G. Skrzek.

e

£ P x‘j [-ff = |
] L L
':HH_‘N%/,J&_‘_N’__;%__ i e i H‘%‘Z—f
| antioxicante |

-

N, : L
ﬁ.‘dhh.g\ﬁ/m_ D.NHTJ; | L NODy
%I/’J S,
O, NO;,
DPPH DPPH-H
(lilas) (amarelo)

Figura 7: Reducao do reagente DPPH
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3.18 — Avaliacao do potencial com propriedades de inibicao da polimerizacao
de heme dos extratos brutos de P. stipata

O teste para inibicdo da polimerizacdo do heme baseia-se na hip6tese da
presenca, no Plasmodium falciparum, agente infectante da doenca, de uma enzima
capaz de polimerizar a hematina livre que se forma no processo de fagocitose
realizada pelo parasita na célula infectada. Essa hematina livre, altamente oxidante
€ capaz de promover a lise da parede celular matando a célula e, por consequéncia,
o parasita. A polimerizagdo do heme livre pelo parasita, forma o pigmento malarico
conhecido como hemozoina (EGAN et al, 1994; DORN et al, 1998). O ensaio busca
matrizes capazes de impedir a polimerizacdo da hematina e assim possibilitar a
morte seletiva do Plasmodium (TEKWANI e WALKER, 2005).

Os testes foram realizados pela bolsista Scheila C.G. Skrzek
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4- Resultados e discussoes

4.1 - Cultivos dos fungos endofiticos

Os perfis cromatograficos dos extratos EAE (extrato de malte crescido sob
agitacao — fragdo AcOEt), EAC (extrato de malte em modo estatico — fragdo AcOEt),
MAC (milho extracdo com AcOEt) e PDB (MDB — fracao AcOEt) foram comparados
(Figura 8) e apresentam bandas cromatograficas distintas, devido a diferengca dos
meios de cultura utilizados para o crescimento do fungo endofitico, evidenciando
que a alteracdo na composicdo dos meios de cultura provoca variacdo no

metabolismo do fungo.

uv
275000

EAE —rosa

250000 EAC —verde

225000 MAC — azul

20000072 . PDB — vermelho

175000—?
150000%
125000—?

1ooooo—f ‘
75000—?

50000

25000 |

o+ : ‘
0.0 5.0

Figura 8: Perfil cromatografico comparativo dos extratos EAE, EAC, MAC e PDB
(A — 254 nm — gradiente exploratério)

O comprimento de onda 300 nm (Figura 9) foi selecionado, por sua maior
intensidade das bandas cromatograficas quando comparadas a A 254 nm,
permitindo uma melhor selegdo das substancias de interesse.
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L{V

130000—f EAE —rosa
120000 EAC — verde
110000 MAC — azul

100000
] PDB — vermelho

90000
80000 ‘
70000 |

60000% ‘

50000 ! \
40000 ‘

soooo—i H

20000 | H

Figura 9: Perfil cromatografico comparativo dos extratos EAE, EAC, MAC e PDB
(A - 300 nm — gradiente exploratorio)

A comparagao entre os cromatogramas em que o meio de cultura utilizado
para o crescimento dos fungos foi 0 mesmo e apenas o0 modo de crescimento foi
alterado (modo estético e sob agitacdo), o EAC (modo estatico) apresentou uma
maior riqueza de substancias com grupos cromoforos com absorgdo em 300 nm,
revelando uma maior produgdo de metabdlitos quando comparada a EAE (sob
agitacao) (Figura 10). Porém, ao analisarmos os dois TIC dos extratos (Figura 11), o
EAE evidenciou uma maior quantidade de ions, apresentando assim um numero

maior de metabolitos, destacando-se pela auséncia de croméforos.

60



RESULTADOS E DISCUSSOES

EAE —rosa
EAC — verde

Figura 10: Comparacao entre os extratos EAE e EAC (A — 300 nm - gradiente

exploratério)

Figura 11: TIC comparativo dos extratos EAE (vermelho) e EAC (azul)
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4.2 — Analise dos metabdlitos presentes em MDC

O extrato diclorometénico cultivado em milho (MDC) de P. stipata (2,5 mg) foi
analisado via CG-EM, gerando o cromatograma da figura 12. Quando o espectro de
massas das bandas cromatograficas majoritarias, foi comparado as bases de dados
(NIST e WILLEY) do programa GC-MS Postrum Analysis, as substancias foram
detectadas, nos seguintes tempos de retencao: 1- 12,75 min — derivado y-lacténico;
- 26,8 min — 4cido n-hexadecandico; 3- 29,4 min — acido 16-octadecendico, 4- 32,7
min — di-hexanoato de 2-etil-hexila e 5- 34 min — hexadecanoato de iso-propil.
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Figura 12: Cromatograma gasoso do extrato MDC — temperaturas programadas: 50
°C (3 min) —50-295 °C (6 °C/min) — 295 °C (15 min)

A massa molecular detectada foi de m/z 268, onde o seu espectro de massas

(Figura 13) refere-se a 1- derivado y-lacténico.
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eIt

(1)
C15H2404
m/z: 268,16746

Figura 13: Fragmentograma do ion m/z 268 observado a 12,75 min

Para o derivado y-lacténico foi possivel estabelecer um padrédo de
fragmentacao que justifica a presenca dos ions: m/z 71, 57 e 43 (Figura 14). Para o
ion m/z 43 foi proposta a formagao de um ion acilio. O ion m/z 57 foi justificado pela
quebra do ion butilio e uma transferéncia 1,2 hidreto, formando um carbocétion
secundario mais estavel. Para o ion m/z 71 foi proposta uma quebra da cadeia
alquilica seguida de uma contracdo do anel gamalacténico, com perda de CO.
Através desta abordagem podemos sugerir a presenga deste derivado no extrato de
MDC.
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o) ] +
A HsC—C=0
\mo - C,H30*
= ¢ m/z: 43,01893
/\/j\ e
MO - H C4Ho*
= o 1,2 hidreto m/z 57,06988
i _T»o
i o -
= 3 0— [ /=0
\/\%O bo. Q

L -CcO

ks

?

C,H,0*
m/z. 71,04914

Figura 14: Proposta de fragmentagéo para os ions m/z: 71, 57 e 43 no derivado y-

lactonico

O espectro de massas no tempo de retengéo 26,8 min (Figura 15), quando
comparado com a base de dados NIST, mostrou uma similaridade com o espectro
de massas do acido n-hexadecanoico (Figura 16). A substancia detectada para este

tempo de retengéo, foi 2- &cido n-hexadecandico, com m/z 256 (Figura 17).

Figura 15: EM no tempo de retencéo 26,8 min
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Figura 16: Espectro de massas do acido n-hexadecandico (NIST)

HOW/\/\/\/\/\/\N

@)
()

C16H3202
m/z. 256,24023

Figura 17: Substancia detectada no tempo de retencdo 26,8 min — &cido

n-hexadecandico

Alguns fragmentos (73, 129 e 213) foram propostos (Figura 18). Os ions

formados foram produtos de quebras da cadeia alifatica.

+ °

HO q B

Y\ 4

(e}

C3Hs0,

m/z: 73,02895
"
[ ]

HO q . ]

WVW ~_—

0 CigHps0 *
m/z: 213,18546

+ [ ]
HOM T
O GCyHy0, "
m/z: 129,09155

Figura 18: Proposta de fragmentacéo para o acido n-hexadecandico

Assim como mostrado acima, os demais espectros de massas dos tempos de
retencao citados foram comparados as bases de dados NIST ou WILLEY. No tempo
de retencao 29,4 min o espectro de massas (Figura 19) mostrou-se semelhante ao

65



RESULTADOS E DISCUSSOES

espectro de massas (Figura 20) da substancia com m/z 282, 3- &cido 16-

octadecendico (Figura 21).

Figura 19: EM no tempo de retencéo 29,4 min

Figura 20: Espectro de massas do acido 16-octadecendico

\/\/\/\/\/\/\/\/\H/OH

o)
)

C1gH3402
m/z: 282,25588

Figura 21: Substancia detectada no tempo de retencdo 29,4 min — &cido 16-
octadecendico

Alguns de seus fragmentos foram propostos por quebras na cadeia alifatica
(Figura 22).
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N OH
Cuis + /\/\/\/\/\/\/Y

m/z: 41,03913 (6]

CyHr ¥

m/z: 55,06478 o
= T
h + /\/\/\/\/\/Y OH
CsHy *
m/z: 69,07043 o

Figura 22: Proposta de fragmentagéo para o acido 16-octadecendico

No tempo de retengdo 32,7 min, o espectro de massas (Figura 23) foi
contrastado com a base de dados NIST e apresentou uma similaridade com o

espectro de massas de 4- di-hexanoato de 2-etil-hexila. (Figura 24-25).

Figura 23: EM no tempo de retencéo 32,7 min

Figura 24: Espectro de massas do di-hexanoato de 2-etil-hexila
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Ca2oHy204
m/z: 370,30831

Figura 25: Substancia detectada no tempo de retencao 32,7 min — di-hexanoato de

2-etil-hexila

Alguns dos fragmentos (57, 129 e 241) foram propostos (Figura 26). O ion
m/z 57 foi justificado pela quebra do ion butilio seguida de transferéncia 1,2 hidreto,
formando o carbocation secundario mais estavel. O ion m/z 129 foi justificado pela
quebra de um éster. Para o ion m/z 241 foi proposta a formagdo de um ion acilio,

como intermediario com subsequente perda de CO (McLAFFERTY, 1980)..

)J\/\/\H/ \/(/\/ CaHg*
m/z: 57,06988

/\ﬁﬂo )‘\/\/\gov(/\/ M vi/v

m/z: 241,17982

N)/\OJ(J)\/\A(@/OV&/ . ﬁﬂo/c
|

+

CgH47,0*
m/z: 129,12794

Figura 26: Proposta de fragmentacao para o di-hexanoato de 2-etil-hexila

No tempo de retencdo 34 min o espectro de massas (Figura 27) mostrou-se
semelhante ao espectro de massas (Figura 28) da substancia com m/z 330, 5-

hexadecanoato de iso-propilodiol(Figura 29).
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Figura 27: EM no tempo de retencdo 34 min

Figura 28: Espectro de massas do hexadecanoato de iso-propilodiol

OH

OW
HO © (9)

C19H3804
my/z: 330,27701

Figura 29: Substéancia detectada no tempo de retencéo 34 min — hexadecanoato de

iso-propilodiol

Para o hexadecanoato de iso-propilodiol foi possivel estabelecer um padrao
de fragmentagéo que justifica os ions: m/z 239, 134, 74 e 57 (Figura 30). Para o ion
m/z 239 foi proposta a formacdo de um ion acilio. O ion m/z 134 foi justificado
através de um rearranjo de McLafferty. Para o ion m/z 74 foi proposto também um
rearranjo de McLafferty. O ion m/z 57 foi justificado pela quebra do ion butilio e uma

transferéncia 1,2 hidreto, formando um carbocation secundario mais estavel.
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HO H

Figura 30: Proposta de fragmentacao para o hexadecanoato de iso-propilodiol
4.3 — Anadlise dos metabdlitos presentes em PDC

O extrato diclorometanico cultivado em MDB (PDC) de P. stipata (2,5 mg) foi
analisado via CG-EM, gerando o cromatograma da figura 31. Quando o espectro de
massas gerado € comparado as bases de dados (NIST e WILLEY) do programa
GC-MS Postrum Analysis, as substancias detectadas, nos seguintes tempos de
retencdo, foram: 6- 22,5 min — ciclohexen-2-0l-3,5,5-trimetil-ona; 7- 24,2 min
hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-benzil e 8- 31,1 min -
hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-isometil.
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Figura 31: Cromatograma gasoso do extrato PDC — temperaturas programadas:
50 °C (3 min) —50-295 °C (6 °C/min) — 295 °C (15 min)

Assim como nos outros extratos brutos, os espectros de massas dos tempos
de retencdo citados foram comparados as bases de dados NIST ou WILLEY. No
tempo de retencdo 22,5 min o espectro de massas (Figura 32) mostrou-se
semelhante ao espectro de massas (Figura 33) da substancia com m/z 154, 6-
ciclohexen-2-ol-3,5,5-trimetil-ona (Figura 34).

Figura 32: EM no tempo de retencéo 22,5 min

71



RESULTADOS E DISCUSSOES

Figura 33: Espectro de massas do ciclohexen-2-0l-3,5,5-trimetil-ona

6
CoH140,
m/z: 154,09938
Figura 34: Substancia detectada no tempo de retencédo 22,5 min — ciclohexen-2-ol-

3,5,5-trimetil-ona

Para a substancia acima foi possivel estabelecer um padrdo de fragmentagao
que justifica os ions: m/z 139, 98 e 71 (Figura 35). O ion m/z 139 foi justificado pela
perda de uma metila (Figura 36). Uma retro-Diels-Alder foi proposta, justificando o
ion m/z 98 (Figura 37). Para o ion m/z 71, um rearranjo de McLafferty seguido da
formagéo de um ion acilio (BOWIE, 1965).

o+
o | o .
H
O 'CH3 /O\H
CsHy102"

m/z: 139,07536

Figura 35: Proposta de fragmentacao para o ion m/z 139
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OH
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o+

CgHy1302™*
m/z: 98,09101

Figura 36: Proposta de fragmentacao para o ion m/z 98
H-O .
O _l H- )7_0
C3H305"
ﬁ m/z: 71,01276
Figura 37: Proposta de fragmentagéo para o ion m/z 71

No tempo de retengé@o 24,2 min o espectro de massas (Figura 38) mostrou-se
semelhante ao espectro de massas (Figura 39) da substancia com m/z 210, 7-

hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-isometila. (Figura 40).

Figura 38: EM no tempo de retencao 24,2 min
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Figura 39: Espectro de massas do hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-

isometila

N)W
NH

@)
7
C11H1gN205

m/z: 210,13683
Figura 40: Substdncia detectada no tempo de retencdo 24,2 min -

hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-isometila

Para a substancia hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-isometila foi
possivel estabelecer um padrdo de fragmentagéo que justifica os ions: m/z 154 e
70. Através do Rearranjo de McLafferty, ocorreu a formagéo do ion pirazinénio, com
m/z 154 (Figura 41). A partir do ion m/z 154 encontrado, ocorreu uma contragéo de
anel seguida de perda de CO e formagao de um ion pirrélio (Figura 42).
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Figura 41: Proposta de fragmentagéo para o ion m/z 154
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Figura 42: Proposta de fragmentacao para o ion m/z 70

No tempo de retengé@o 31,1 min o espectro de massas (Figura 43) mostrou-se

semelhante ao espectro de massas (Figura 44) da substancia com m/z 244, 8-
hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-benzila (Figura 45).
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Figura 43: EM no tempo de retencdo 31,1 min

Figura 44: Espectro de massas do hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-

benzila

NH

O
8
C14H16N202
m/z: 244,12118
Figura 45: Substancia detectada no tempo de retencdao 31,1 min -

hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-benzila

O padrdao de fragmentagdo que justifica os ions m/z 153, 125 e 91 foi
estabelecido para a substancia hexahidropirrolol[1,2-a]pirazina-1,4-diona-3-benzila.
Ocorreu uma quebra homolitica e clivagem benzilica para a formacdo do ion
pirazinio justificando o ion m/z 153 (Figura 46). A partir do ion pirazinio, houve uma
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contragdo do anel e perda de CO e o ion m/z 125 foi justificado (Figura 47). Para o

ion m/z91, uma quebra levou a formagéo do ion tropilio (Figura 48).

.t

O ' O N
T O— L0
O @)

H

O

+Z

C7HgNoO2*
m/z: 153,06585

Figura 46: Proposta de fragmentagéo para o ion m/z 153

o
NH
b
° -CO
C7HaN2O" \
m/z: 153,06585

CgHgNoO*
m/z: 125,07094

Figura 47: Proposta de fragmentacao para o ion m/z 125
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o+ 0
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0 — QU0
N<
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O
C/H7*
m/z: 91,05423

Figura 48: Proposta de fragmentagéo para o ion m/z 91
4.4 - O extrato EAC

Para andlise do extrato EAC, pertencente ao extrato do fungo de P. stipata
crescido em extrato de malte em modo estético (fracdo acetato de etila), foi
selecionada a cromatografia liquida de alta eficiéncia. O cromatograma nao
apresentou bandas intensas quando observadas a 254 nm (Figura 49), o que revela,
provavelmente, a auséncia de cromoforos que absorvem nesse comprimento de
onda. No comprimento de onda de 300 nm (Figura 50), algumas bandas, relativas a
substancias que absorvem no comprimento de onda observado, foram mais
intensas. O género Phomopsis contém quimiotipos cuja caracteristica principal € a
auséncia de grupos cromoforicos. Esses dados corroboram com o uso da base de

dados do diciondrio de produtos naturais (DNP).
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Figura 49: Cromatograma do extrato EAC (254 nm) — gradiente: 3% de MeOH como
condi¢do inicial, por 7 minutos; 7-20 minutos, 3-30% MeOH; 20-25 minutos, 30-
100% MeOH; 25-27 minutos, retorno a condicao inicial de 3% de MeOH; 27-30
minutos permanecendo em 3% de MeOH
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Figura 50: Cromatograma do extrato EAC (300 nm) — gradiente: 3% de MeOH como
condicao inicial, por 7 minutos; 7-20 minutos, 3-30% MeOH; 20-25 minutos, 30-
100% MeOH; 25-27 minutos, retorno a condicao inicial de 3% de MeOH; 27-30

minutos permanecendo em 3% de MeOH

Nos cromatogramas totais de ions (TIC) realizados tanto no modo positivo
como no negativo, podem ser observadas uma maior quantidade de bandas.
Aquelas mais intensas foram escolhidas para a geragcdo dos seus respectivos
fragmentogramas. A presenca de uma intensidade maior de ions no modo positivo
pode ser justificada pelas condicdes cromatograficas usadas durante a andlise. A
presenca de acido na fase mével proporciona um favorecimento de espécies
catibnicas (LOPES, et al, 2006) (Figura 51).
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Figura 51: Comparacao entre os TIC positivo (preto) e negativo (vermelho)

4.5 - Analise dos metabodlitos presentes em EAC

Iniciamos a analise dos ions majoritarios fazendo um cruzamento dos dados
de massa de alta resolugdo com aqueles compilados da base de dados do
dicionario de produtos naturais (DNP), exclusivamente para o género Phomopsis. A

andlise de cada molécula detectada sera relatada a seguir:

TEMPO DE RETENGCAO - 19,3 min

O fragmentograma, referente a banda observada a 19,3 min, (Figura 52)
apresentou um pico base com relagdo m/z: 331,28258. Apo6s andlise in silico

concluimos que essa massa é compativel com um aduto [M+H]*.
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Figura 52: Espectro de massas EAC no tempo de retengdo 19,3 min (modo

positivo)

A presenca de outros ions de abundéancia menor com relagdo m/z: 353,26423
e 369,24292, referentes a formacao de adutos [M+Na]* e [M+K]", respectivamente,
confiram a férmula estrutural para as nossas moléculas como [CigH1sOs + H]*, 9-
phomosina G - 330,11034 ou [C21H3003 + H]*, 10- phomopsidina 330,21949 (Figura
53).

COOCH
HO Z
0] =
H
HO 9] X
(0]
I 0 0 I-r'
9 10
C18H1806 C21H3003
m/z: 330,11034 m/z: 330,21949

Figura 53: Substancias provaveis para o tempo de retencdo 19,3 min
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A presenca de um ion a 313,26742 [M-H,O+H]", indica a desidratacdo de 9
ou 10, por mecanismos de dissociacao na fonte. A desidratacdo de moléculas por
este mecanismo € um forte indicativo de grupos funcionais como alcoodis
secundarios ou terciarios (BUNTON, 1957). Dentre as propostas obtidas pela
andlise in silico, podemos descartar a molécula 9 cuja caracteristica estrutural ndo
favorece este tipo de reacdo. A proposta de desidratacdo para 10 pode ser

observada da figura 54.

H
HO.__O H
HO._O
=
=
& -H,0
H  — =
X H
NS
o
Cz1H3;05" C21H2902"
m/z: 331,22677 m/z: 313,21621

Figura 54: Desidratagcédo proposta para 10 por dissociagdo na fonte

A presenca de ions de intensidade menor em: 661,56023, 683,53845 e
699,50939 sugerem a presenca de dimeros [2M+H]*, [2M+Na]" e [2M+K],

respectivamente, substancias ainda nao relatadas neste género.

A analise da nossa proposta no fragmentograma gerado no modo negativo
(Figura 55) revelou um ion de m/z: 329,23754, indicando a formagédo do aduto
[M=H], assim como um ion menos intenso a m/z: 659,02976, caracteristico do
dimero [2M-H].
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Figura 55: Espectro de massas EAC no tempo de retencdo de 19,6 min (modo

negativo)

O dimero proposto teria, na sua juncdo, uma funcdo semelhante a um
hemiacetal que facilmente sofreria ruptura para originar os monémeros mais
populosos (Figura 56) (KANOJIYA; YADAV,.2008).

HO \_/
N\
HO o j O>_\—\\
o}_\\—\\ H H
H on on
H H+/H
o),(\)\ H S
HO on

Ca2He106" H
m/z: 661,44627 OH

H | H
O="

OH
C2H3105"
m/z:331,22677

Figura 56: Proposta da ruptura do dimero 10
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TEMPO DE RETENCAO - 17,7 min

O tempo de retencao 17,7 min, no modo positivo (Figura 57), apresentou o
pico base m/z 249,13648, indicando a formacédo do aduto [M'+H]" e um pico menos
intenso em 519,33348 caracteristico do dimero [2M’+Na]". Na analise do espectro
de massas, outros ions com relacdo m/z 347,27764; 369,26139 e 385,23100,
referentes aos adutos [M”+H]*, [M”+Na]* e [M”+K]*, sugeriram a presenca de outra
molécula . O ion m/z 693,48302 é caracteristico desse novo dimero [2M”+ H]*.

Figura 57: Espectro de massas EAC no tempo de retengdo 17,7 min (modo

positivo)

No modo negativo o fragmentograma foi gerado no tempo de retencdo de
17,7 min (Figura 58) e o pico base encontrado foi 345,23060, referente ao aduto
[M”-H]'.
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Figura 58: Espectro de massas EAC no tempo de retencdo 17,7 min (modo

negativo)

Para o modo negativo, o ion m/z. 247,12082 nao foi encontrado,
provavelmente porque as caracteristicas estruturais de M” ndo permitem a sua facil
anionizacdo . No DPN, foi encontrada 11, uma molécula de massa 248,06848,
confirmando sua férmula estrutural como [C13H120s+H]*, a phomopsilactona e, 12
com m/z. 346,10526 confirmando a férmula estrutural como [CigH1sO7+H]*, a

phomosina A (Figura 59).

HO
O

OH O

11
C13H1205
m/z: 248,06847

Figura 59: Substancias detectadas no tempo de retencao 17,7 min

86



RESULTADOS E DISCUSSOES

A ruptura do dimero M’ poderia ser através de uma funcdo hemiacetdlica
(Figura 60). Devido a sua labilidade, a ruptura poderia ocorrer em condi¢gdes acidas.
Devido a instabilidade do hemiacetal, o pico caracteristico a m/z. 519,33348 é
pouco intenso.

C26H25010"
m/z: 497,14477

ou
OH
OH o
o Na
HO o
OH {
(¢} o
O

C26H24NaOso"
m/z: 519,12617

Figura 60: Proposta de dimerizacéo para 11

Para a dimerizacdo de M”, assim como em M’, também foi proposta a
formacéo de um hemiacetal (Figura 61).

CaeHa7014"
m/z: 693,21778

Figura 61: Proposta de dimerizagao de 12
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4.6 — O extrato EAE

Para o extrato EAE (Figura 62), extrato do fungo P. stipata crescido em
extrato de malte e sob agitagdo — fragao acetato de etila, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia foi selecionada. O cromatograma apresentou uma boa resolucao nas
bandas detectadas. Como visto anteriormente, ndo ha forte absorbancia de
compostos a 254 nm, caracteristica de alguns quimiotipos ja relatados para o
género Phomopsis pelo DNP. Uma maior absorgéo ocorre no comprimento de onda
300 nm, caracterizando um maior numero de substdncias que absorvem nesse
comprimento de onda (Figura 63). Nos TIC’s, modo positivo e negativo, uma maior
abundancia de ions foi encontrada e, os mais intensos foram escolhidos para a
geracao dos seus respectivos fragmentogramas. Compararam-se os TIC’s e as
bandas do modo positivo se apresentaram mais intensas, devido a presenga de
acido na fase aquosa que favoreceu a formagao de adutos positivos (Figura 64).
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Figura 62: Cromatograma do extrato EAE (254 nm) — gradiente: 3% de MeOH como
condigdo inicial, por 7 minutos; 7-20 minutos, 3-30% MeOH; 20-25 minutos, 30-
100% MeOH; 25-27 minutos, retorno a condicao inicial de 3% de MeOH; 27-30
minutos permanecendo em 3% de MeOH
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Figura 63: Cromatograma do extrato EAE (300 nm) — gradiente: 3% de MeOH como
condi¢do inicial, por 7 minutos; 7-20 minutos, 3-30% MeOH; 20-25 minutos, 30-
100% MeOH; 25-27 minutos, retorno a condigao inicial de 3% de MeOH; 27-30
minutos permanecendo em 3% de MeOH

Figura 64: Comparacao entre os TIC positivo (vermelho) e negativo (preto)
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4.7 - Analise dos metabdlitos presentes em EAE

Iniciamos a analise dos ions majoritarios fazendo um cruzamento dos dados
de massa de alta resolugdo com aqueles compilados da base de dados do
dicionario de produtos naturais (DNP), exclusivamente para o género Phomopsis. A

andlise de cada molécula detectada sera relatada a seguir:

TEMPO DE RETENCAO - 11,3 min

O tempo de retencdo 11,3 min, no modo positivo (Figura 65), apresentou o
pico base m/z 209,18017, indicando a formagao do aduto cationizado com préton
[M+H]" e o pico em 231,16532, indicando a formagao do aduto cationizado com Na*
[M+Na]". Os picos em 439,33600 e 647,49824, indicam a formacdo do dimero e
trimero [2M+Na]" e [3M+Na]" (KANOJIYA; YADAV,.2008).

Figura 65: Espectro de massas EAE no tempo de retengéo 11,3 min (modo positivo)
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No modo negativo foi gerado o fragmentograma também para o tempo de
retencao de 11,3 min (Figura 66), e o pico base encontrado foi 207,15608, indicando
a formacao do aduto [M — HJ.

Figura 66: Espectro de massas EAE no tempo de retengdo de 11,3 min (modo
negativo)

Quando a base do DNP foi consultado, obtivemos a férmula molecular
C11H1204, compativel com a molécula 13 convolvulol, 208,07356 (Figura 67).

HO

0]

o_ ©

13

C11H1204
m/z: 208,07356

Figura 67: Substancia detectada no tempo de retencao 11,3 min
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A proposta de ruptura para o dimero e trimero, assim como em 11, poderia
ser através de uma fungdo hemiacetalica, que, em condi¢cbes acidas ocorre mais

facilmente. Na figura 68 é proposta a formacéao do dimero e do trimero.

oo é@é@*

C11H1304"
m/z: 209,08084 O

C22H2505"
CosklasNaOg* m/z: 417,15439
m/z: 439,13634

CassHszeNaO "
m/z: 647,2099

Figura 68: Proposta de formagéao do dimero e do trimero de 13

TEMPO DE RETENCAO - 14,3 min

O tempo de retencao 14,3 min, no modo positivo (Figura 69), apresentou o
pico base m/z 333,28917, indicando a formagdo do aduto [M+H]", e os ions em
355,27267 e 371,24752, referentes a formagdo dos adutos [M+Na]® e [M+K]",
respectivamente. Os picos em 665,56310 e 687,55143, indicam a formagéo dos
dimeros [2M+H]" e [2M+Na]".
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Figura 69: Espectro de massas EAE no tempo de retencéo 14,3 min (modo positivo)

No modo negativo foi gerado o EM para o tempo de retencédo de 14,4 min
(Figura 70), e o pico base encontrado foi de relagdo m/z: 331,25434, indicando a
formacédo do aduto [M—H]J.
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Figura 70: Espectro de massas EAE no tempo de retencdo de 14,4 min (modo

negativo)

Consultando o DNP, a molécula detectada foi 14, com uma relagdo m/z:

332,08961; a phomosina C (Figura 71).

OH N
(@) OH
HO
~o" Yo
14
C17H1607

m/z: 332,0896

Figura 71: Substancia detectada no tempo de retencao 14,4 min

A juncéao do dimero 14 foi estabelecida através de uma fun¢do hemiacetélica

entre os mondmeros (Figura 72).
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Cs4H33014" Cs4H32NaO14"
m/z: 665,18648 m/z: 687,16843

Figura 72: Proposta de dimerizagéo de 14

4.8 - Deteccao in silico— EM/EM

Para a obtencdo de espectros de ions produto (EM/EM) a partir de ions
precursores desejados foi informado ao software do espectrémetro de massas o m/z

de cada ion precursor que deveria ser fragmentado.

O ion escolhido para a fragmentagdo EM/EM no extrato EAE foi [M+H]" -
213,81 (Figura 73).

EAE DALUGHTER 214 SCAMN ESI+ 1 (0.027) Em (Mn, 8x0.7E) Craughiers of 114E3+
100 140,81 5.5086

1578

212

Figura 73: EM/EM do aduto — [M+H]" - 213

Foi feita uma proposta de fragmentagdo para os ions. O pico em 213,81
indicou a formacado do aduto cationizado com H* [M+H]". A substancia detectada foi
15 phomopironol e possui um enol com m/z 212. Por ser um isbmero constitucional

pode se apresentar nas formas ceto ou endlica (Figura 74).
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Figura 74: Equilibrio ceto/endlico

Em sua forma ceto, o rearranjo de McLafferty gerou um ion m/z 185,08, que
também pode estar em sua forma ceto ou endlica e, uma contracdo do anel,

seguida pela perda de CO gerou o ion m/z 157,09 (Figura 75).

ML
~
) g e
+
© H H CoHy304" H
Cy1Hy704* m/z: 185,08084

m/z:213,11214 -CO

/
(0] H

CgHy3035"

m/z: 157,08592

Figura 75: Proposta de fragmentacao para o ion m/z 157

Ainda na forma ceto, para justificar o ion m/z 141,81 a proposta de

fragmentacao foi uma quebra homolitica (Figura 76).
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-
| H I H/
OH o o o ¥
o C7Hy03*
Ci1H17,04 m/z: 141,05462
m/z: 213,11214

Figura 76: Proposta de fragmentacao para o ion m/z 141

4.9 - Deteccao in silico dos metabdlitos do endofitico em MDB

O cromatograma do extrato PDB (cultivo em MDB) (Figura 77) apresentou
uma boa resolugdo nas bandas detectadas no comprimento de onda 290 nm. Nao
ha forte absorbancia dos compostos no comprimento de onda de 254 nm devido,
provavelmente, a pouca quantidade de croméforos nesse comprimento de onda,
caracteristica de alguns quimiotipos ja relatados para o género Phomopsis na base
do DNP. No TIC do modo positivo (Figura 78), uma maior quantidade de bandas
foram registradas, evidenciando uma maior diversidade de ions quando comparada
ao TIC no modo negativo (Figura 79). A justificativa para tal é a presenga do acido

na fase movel proporcionando um favorecimento de espécies catidnicas.
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Figura 77: Cromatograma em gradiente exploratério do PDB (290 nm)
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Figura 78: TIC positivo do PDB
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Figura 79: TIC negativo do PDB

No espectro de massas do modo positivo (Figura 80), os picos m/z 211,4 e
m/z 233,1 indicam a presenca dos adutos [M+H]" e [M+Na]*, respectivamente. No
tempo de retencédo 17,748 min, foi detectada uma substancia ja isolada por Sordi

(2007), 16, uma koniginina (Figura 81).
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17.748 Extracted - ZQ F1 Scan 200.00-1000.00 ES+, Continuum, CV=25
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Figura 80: Espectro de massas PDB no tempo de retengédo 17,748 min

O
HsC 0
OH
16
Ci2H 505

m/z: 210,12559

Figura 81: Koniginina detectada no tempo de retengédo 17,748 min

No espectro de massas do modo positivo (Figura 82), o pico m/z 351,6 indica
a presenca do aduto [M+Na]". No tempo de retencdo 22,881 min, uma outra

substancia detectada ja foi isolada por Sordi (2007), 17, outra koniginina (Figura 83).
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22.881 Extracted - ZQ F2 Scan 200.00-1000.00 ES+, Continuum, CV=50
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Figura 82: Espectro de massas de PDB no tempo de retengcédo 22,881 min

o

HO,,,

HyC 0 CHs

C17H2806
m/z: 328,18859

Figura 83: Koniginina detectada no tempo de retencéo 22,881 min

4.10 — Avaliacao do potencial antioxidante dos extratos brutos de P. stipata

Em todos os extratos foram realizados os testes para avaliar a atividade
antioxidante. A propriedade antioxidante pode ser identificada nas estruturas
quimicas que tém a capacidade de doar um hidrogénio radicalar (reagdo com
quebra homolitica), estabilizando facilmente o elétron desemparelhado
remanescente na sua estrutura, através de ressonancia, sendo esse modelo
geralmente observado em estruturas fendlicas. Os resultados neste ensaio
constatam a natureza estrutural dos quimiotipos acumulados em P. stipata; todos
eles apresentando baixa concentragdo de grupos cromoéforos ou ainda néo
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apresentam caracteristicas estruturais que possam promover alguma atividade

antioxidante.

4.11 - Avaliacao do potencial com propriedades de inibicao da polimerizacao
de heme dos extratos brutos de P. stipata

Os resultados do teste de inibicao da polimerizacdo do heme se encontram
na tabela 1.

Tabela 1: Resultado do teste de inibicdo da polimerizagdo do heme

Amostra | % inibicao de polimerizacao
EAC 67,82 + 1
EAE 31,59 + 1
ECE 75,21 £0
ECC 54,21 £2
MAC 48,30 £ 2
MCC 44,60 £ 3
MDC 4712 £ 1
PCA 62,52 £ 2
PDA 51,27 £3

Cloroquina 92,050

Quinina 61,03+ 3
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Os resultados dos extratos: EAC, ECE e PCA quando comparados ao padrao
quinina, foram muito satisfatorios apresentando valores de porcentagem de inibicao

da polimerizacdo do heme superior ao padrédo e, portanto, promissores.
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5 — Conclusoes e perspectivas

Quando comparamos os diferentes meios de cultivo do fungo endofitico P.
stipata, foram observados diferentes perfis cromatograficos, existindo pequenas
semelhancas quantitativas e qualitativas, evidenciando que a alteracdo na
composicdo dos meios de cultura provoca variagdo no metabolismo do fungo e,

portanto, a produgédo de micromoléculas.

A utilizagdo de técnicas hifenadas foi vidvel e mostrou-se eficiente na
deteccao dos constituintes majoritarios micromoleculares presentes nos extratos
escolhidos: AcOEt e DCM de P. stipata.

Nos extratos diclorometénicos, através do uso da técnica CG-EM, foram
identificadas nove substancias. No extrato MDC, cinco substancias foram
detectadas, sendo elas: um derivado gamalactonico; n-hexadecandico; acido 16-
octadecandico; di-hexanoato de 2-etil hexila e hexadecanoato de iso-propilodiol.
Para o extrato ECC foi possivel detectar o ftalato de butila. Para o extrato PDC, trés
substancias foram detectadas, dentre elas: ciclohexen-2-ol-3,5,5-metil-ona;
hexahidropirrolol [1,2-a] pirazina-1,4 diona 3 benzil e hexahidropirrolol [1,2-a]
pirazina-1,4 diona 3 isometila. Todas essas substancias foram elucidadas fazendo
uso de mecanismos racionais que justificassem os ions majoritarios apresentados
no espectros de massas por impacto de elétrons. O uso de técnicas mais

sofisticadas, como CG-EM-EM permitirdo uma melhor compreensdo dos

mecanismos envolvidos durante a produgéo dos ions filhos.

O emprego de CLAE-DAD-EM e a técnica tandem EM/EM, possibilitou a
identificagdo dos compostos majoritarios de interesse, diretamente a partir dos
extratos brutos do fungo. Desses seis substancias ja foram relatadas para outras
espécies do género Phomopsis e duas substancias ja antes identificadas na espécie
Phomopsis stipata, totalizando oito substancias detectadas. Para o extrato EAC, trés
substancias foram detectadas, sendo elas: uma phomopsidina, uma
phomopsilactona e a phomosina A. No extrato EAE, duas substancias foram
detectadas, sendo convolvulol e phomosina C. Ainda no extrato EAE, um
phomopironol foi identificado por EM/EM. Duas konigininas ja isoladas para esta
espécie foram detectadas no extrato PDB.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dimeros e trimeros evidenciados nos extratos EAE e EAC ndo poderiam
ter sido detectados por abordagens classicas de separacao, talvez seja por isso que

apenas 0s mondémeros sejam relatados no género.

A utilizacao das técnicas hifenadas CG-EM, CLAE-DAD-EM e EM/EM para a
identificagdo de metabdlitos secundéarios diretamente nos extratos, sem a
necessidade de seu isolamento, foi uma abordagem adequada para a analise de
matrizes complexas, além de fornecer um método rapido para a detecgdo de

moléculas em matrizes com baixa quantidade de amostra.

Quando comparados ao padrao (quinina), trés extratos se destacaram na
inibicdo da polimerizagéo de heme, sendo eles EAC, ECE e PCA. Futuros estudos
e pesquisas para poder detectar os compostos responsaveis por essa atividade,

tornam-se perspectivas promissoras do trabalho.
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