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Resumo

RESUMO

Atualmente, a espectrometria de massas € uma das técnicas analiticas de maior
destagque em diversos campos de aplicacdo. As modernas técnicas de ionizacao
apresentam grande versatilidade, permitindo a andlise direta de varias matrizes
complexas. Dentre elas, destacam-se as técnicas de ionizagao por paper spray (Paper
Spray lonization - PSI), e a ionizag&o por tissue spray (Tissue Spray lonization -TSlI),
as quais apresentam como principais vantagens a simplicidade no preparo de
amostras, a rapidez da andlise e o baixo consumo de solventes, conceitos que
apresentam-se alinhados a alguns dos principios da quimica analitica verde. Nesse
trabalho a técnica de analise direta TSI-MS foi utilizada para mapear a via biossintética
dos alcaloides inddlicos terpenoidicos (AITs) em folhas e flores de Catharanthus
roseus. Esse estudo resultou na deteccédo de varios produtos finais dessa via, com
destaque para serpentina, alstonina, vindolinina e seu epimero 19-S-vindolinina, 3,4-
anidrovinblastina e vimblastina. Além disso, foi possivel identificar o alcaloide
bisinddlico serpentinina, o que resultou no primeiro relato dessa substancia em flores
de Catharanthus roseus. Essa mesma técnica também foi utilizada no estudo das
variacfes metabdlicas em Citrus sinensis var. Valéncia causadas pela infec¢do por
Candidatus Liberibacter asiaticus, bactéria causadora da enfermidade denominada
HLB, comumente conhecida como greening de Citrus, que afeta diretamente a
producdo de laranja. Nessa investigacdo foi possivel detectar um maior teor do
aminoacido arginina nas folhas de individuos infectados. Sob o ponto de vista
biossintético, foi possivel estabelecer a correlacdo entre o aumento da producéo
desse aminoacido a algumas respostas metabdlicas atribuidas a defesa da planta.
Ainda no ambito desse trabalho, membranas de poliamida 66 foram utilizadas como
fase estacionaria em cromatografia planar acoplada a espectrometria de massas pela
técnica de PSI, no desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida e sustentavel
para identificacdo de corantes utilizados na composicdo de tintas de canetas
esferograficas. O método desenvolvido foi aplicado com éxito na deteccdo de
adulteracdes em documentos, sem prejudicar a interpretagcdo da escrita apds a

realizacédo das andlises.

Palavras-chave: espectrometria de massas, paper spray, tissue spray, membrane spray,

Catharanthus roseus, huanglongbing, analise forense, Candidatus Liberibacter.
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Abstract

ABSTRACT

Nowadays, mass spectrometry is one of the most prominent analytical techniques in
several application fields. Modern ionization techniques have great versatility, allowing
direct analysis of several complex matrices. Among them, paper spray ionization (PSI)
and tissue spray ionization (TSI) stand out, because of their main advantages like
sample preparation simplicity, the rapidity of analysis and low solvent consumption,
concepts which are aligned with some principles of green analytical chemistry. In this
work, TSI-MS direct analysis technigue was used to map the biosynthetic pathway of
terpenoid indolic alkaloids (TIAS) in leaves and flowers of Catharanthus roseus. This
study resulted in the detection of several final products of this route, with emphasis on
serpentine, alstonine, vindolinine and its epimer 19-S-vindolinine, 3,4-
anhydrovinblastine and vinblastine. In addition, it was possible to identify the bisindolic
alkaloid serpentinine, which resulted in the first report of this substance in
Catharanthus roseus flowers. TSI-MS was also used to study metabolic variations in
Citrus sinensis var. Valencia, caused by infection with Candidatus Liberibacter
asiaticus, a bacterium that causes the disease called HLB, commonly known as Citrus
greening, which directly affects orange production. In this investigation it was possible
to detect a higher concentration of the amino acid arginine in leaves of infected plants.
From biosynthetic point of view, it was possible to establish a correlation between the
increase in the production of this amino acid and some metabolic responses attributed
to plant defense. Still within the scope of this work, polyamide 66 membranes were
used as a stationary phase in planar chromatography coupled to mass spectrometry
by the PSI-MS technique in the development of a simple, fast and sustainable
methodology for identifying dyes used in the composition of ballpoint pen inks. The
developed method was successfully used to detect adulteration in documents, without

impairing the interpretation of the writing after analysis.

Keywords: mass spectrometry, paper spray, tissue spray, membrane spray, Catharanthus

roseus, huanglongbing, forensic analysis, Candidatus Liberibacter.
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Capitulo 01

Capitulo 01

Espectrometria de Massas: Introducé&o as Técnicas de Andlise Direta

por Paper Spray-MS e Tissue Spray-MS.

1.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a espectrometria de massas tem se destacado como
ferramenta analitica nas mais diversas aplicacdes, tanto em andlises de substancias
volateis e de baixa massa moleculart 2 como de macromoléculas biolégicas®® e
polimeros sintéticos.”  Essa técnica tem desempenhado um papel determinante na
investigacdo de processos metabdlicos em organismos vivos, aplicacdo que varia
desde a simples deteccdo ou quantificacdo de metabdlitos em extratos®!! até o
imageamento de biomarcadores em tecidos.'? O seu grande sucesso se deve
principalmente a caracteristicas como elevada detectabilidade,'® seletividade,'*
possibilidade de acoplamento com técnicas de separacédo®® e versatilidade, garantida,
em grande parte, pelos variados tipos de fontes de ionizagdo disponiveis para

aplicacoes em diversas areas.1®

1.2 CONCEITOS E DEFINICOES EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma técnica analitica capaz de determinar a
razdo massa/carga (m/z) de ions.1” O espectrdmetro de massas é constituido por uma
fonte de ionizagcédo, responsavel por gerar ions (cations ou anions) a partir de
moléculas neutras; um analisador de massas, responsavel por separar os ions de
acordo com suas razdes m/z; e um detector, que produz uma corrente elétrica quando
atingido pelos ions provenientes do analisador (Figura 1.1, p. 27).*® A medida dessa
corrente é utilizada por um sistema de aquisicdo de dados para gerar o espectro de
massas, 0 qual consiste em um grafico cujo eixo x exibe a razdo m/z dos ions

detectados e o eixo y, sua intensidade relativa ou absoluta.’” Os analisadores e os
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Capitulo 01

detectores ficam situados em uma camara mantida sob alto vacuo.!® J4 as fontes de
ionizacdo podem ser divididas em dois grupos: fontes restritas a operacdo em alto
vacuo, como a ionizagdo por elétrons (electron ionization - El), e fontes que operam
a pressao ambiente, como a fonte de ionizacao por eletrospray (electrospray ionization
- ESI).209 Além dessa classificacéo, pode-se agrupar as fontes de ionizacéo de acordo
com o estado fisico da amostra analisada em fontes de ionizacdo em estado solido
(e.g.: dessorgaol/ionizagdo a laser assistida por matriz — matrix assisted laser
desorption/ionization - MALDI), em estado liquido (e.g.: ESI) e em fase gasosa (e.g.:
El).2!

Figura 1.1 Esquema geral de um espectrébmetro de massas.

| Fonte de lonizagao |

§
(@]
Sistema de 0@ .. 0@ ee 00 o 0
Insergdo de ... ® 099 © 00 o ot
amostras ... @ e"e (+] g g g 8
Vacuo ou pressao atmosférica Alto Vacuo
L A\

Fonte: autor

A introducdo das amostras no espectrometro de massas é realizada por um
sistema de inser¢cdo adequado a fonte de ionizacdo utilizada. Para amostras
analisadas em equipamentos com fonte ESI, comumente emprega-se seringas para
a realizacdo de infusdes diretas?? ou sistemas de cromatografia liquida, acoplados ao
espectrébmetro, que promovem a separacdo dos compostos presentes na amostra

antes de sua introducéo na fonte de ionizagdo.?®

1.3 PERSPECTIVA HISTORICA DO DESENVOLVIMENTO DA TECNICA DE ESI

O desenvolvimento de novas técnicas de ionizacéo foi essencial para tornar a
espectrometria de massas uma das técnicas analiticas mais difundidas em todo

mundo. Seu marco inicial ocorreu na segunda década do século XIX com os trabalhos
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de Joseph John Thomsom (1856-1940) que estudou as propriedades dos raios
catédicos gerados pela passagem de uma corrente elétrica através de um tubo de
vidro contendo gases rarefeitos.?*

Em 1918, Arthur J. Dempster (1886-1950) utilizou um feixe de elétrons para
promover a ionizagdo de sélidos.?® Essa técnica é atualmente denominada ionizacdo
por elétrons (electron ionization — EI).?¢ Utilizando a El, além de outras descobertas,
Dempster revelou a existéncia de uma série de is6topos, dentre eles trés is6topos do
elemento Magnésio.?’

Baseando-se na fonte de ionizacdo criada por Dempster, Walker Bleakney
(EUA, 1911-1992) desenvolveu em 1929 a fonte de ionizacéo por elétrons em fase
gasosa,’® o que posteriormente possibilitaria a analise de substancias organicas,
permitindo o estudo da estrutura quimica de inUmeras substancias provenientes do
petréleo?® e de outras fontes naturais, como plantas3® 3! e microrganismos.®? O
conceito fundamental da El baseia-se na interacdo de substancias em fase gasosa
com um feixe de elétrons, produzidos por um filamento aquecido de tungsténio ou
rénio e acelerados por um potencial de 70 V.33 Nessa interacdo, as moléculas sofrem
uma transicdo para um estado de alta energia, perdendo um elétron e gerando o ion
molecular, M*. A dissipacdo da energia interna adquirida pela espécie ibnica ocorre
por excitacdo dos estados vibracionais, o que, por sua vez, ocasiona a ruptura de
ligagbes quimicas, em um processo comumente denominado fragmentagcdo ou
dissociacéo i6nica.3* Nesse processo representado pela figura 1.2 (p. 29), a partir do
ion molecular precursor, podem ser gerados ions produto com numero impar de
elétrons (M%), representados em azul, com numero par de elétrons (M*),
representados em amarelo, ou moléculas neutras, representadas em vermelho. As
espécies ibnicas sao aceleradas em direcdo ao analisador por um eletrodo repulsor
mantido, no exemplo em questdo, a um potencial positivo, enquanto as moléculas
neutras sdo expulsas da camara de ionizacdo por acdo do sistema de vacuo do
espectrometro de massas.®

A interagdo entre o feixe de elétrons e as moléculas do analito também podem
gerar espécies anibnicas pelo processo de captura de elétrons. Essas espécies sao
aceleradas em direcao ao analisador, utilizando-se uma voltagem negativa no eletrodo

repulsor. Nesse contexto pode-se classificar os modos de analise em positivo, quando
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cations sédo enviados ao analisador e negativo, quando anions sao analisados por

esse componente.3?

Figura 1.2 Representacéo esquematica da fonte de ionizacéo por elétrons (El).
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Embora a técnica de EIl represente uma importante contribuicdo para a
espectrometria de massas, possibilitando a analise de inUmeras substancias
organicas, sua aplicacédo é restrita a moléculas volateis e termoestaveis.3% 37 Além
disso, a alta energia proveniente dos elétrons (70 eV) pode causar excessiva
fragmentacao idnica, fazendo com que o sinal do ion molecular ndo seja observado
no espectro de massas o0 que traz grandes desafios ao processo de elucidagéao
estrutural.®® Com a finalidade de contornar essa desvantagem, em 1966 Burnaby
Munson e Frank H. Field promoveram modificagdes na fonte de ioniza¢ao por elétrons
que resultaram no surgimento da técnica denominada ionizagado quimica (chemical
ionization — CI).3° Nessa técnica um gas reagente é introduzido juntamente com a
amostra na camara de ionizacédo. A figura 1.3 (p. 30) representa uma analise por ClI-
MS realizada no modo positivo utilizando-se metano como gas reagente. Durante essa
analise, os elétrons gerados pelo filamento aquecido interagem primariamente com as
moléculas de metano, gerando espécies protonadas que transferem seus protons

para as moléculas do analito.*°
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Figura 1.3 Representacéo esquematica da fonte de ionizacéo quimica (Cl).
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Reagbes envolvidas no processo

CH, + &€ —> CH, + 2¢
+. + .
CH, ——> CH; * H
CH, —— CH, + H,
CH, + CH, ——> CHs + CH;
+ + +
CH; + CH; — CH, — C,Hs + H,

CHy + CHy — CjH: + H,

Na figura 1.4, sdo apresentados os espectros da efedrina, adquiridos por El-

MS (A) e por CI-MS (B). A diferenca entre essas técnicas de ionizagdo é notavel, visto

que no espectro de EI-MS, o sinal do ion molecular em m/z 165 néo é observado ao

passo que no espectro adquirido por CI-MS, o sinal correspondente a efedrina

protonada é o mais intenso.®® A Cl é classificada como uma técnica de ionizacdo

branda, jA que a energia transferida para as moléculas durante o processo de

ionizacdo € considerada pequena e por isso causa pouca ou, em alguns casos,

nenhuma reacéo de fragmentacdo.*!

Figura 1.4 Espectros da efedrina obtidos por EI-MS (A) e CI-MS (B).
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Ainda que a CI representasse um avango no campo da espectrometria de

massas, permitindo a determinacdo da massa molecular de substancias labeis, sua
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aplicacdo continuava restrita a andlise de volateis.*> No entanto, em 1973, Evan C.
Horning (1916-1993) desenvolveu uma nova técnica, denominada ionizacdo a
pressao atmosférica (atmospheric pressure ionization — API) que proporcionou a
ionizacao de substancias a partir de uma solugéo, antes de sua introdugao na regiao
de alto vacuo do espectrdmetro de massas.*® Em 1975, aperfeicoamentos realizados
na técnica de API resultaram na fonte de ionizacdo quimica a pressao atmosférica

(atmospheric pressure chemical ionization - APCI), ilustrada na figura 1.5.44

Figura 1.5 Representacdo esquematica da fonte de ionizac&o quimica a pressao atmosférica (APCI).
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Nessa técnica a amostra em solucdo é nebulizada com o auxilio de um gas

(N,), denominado nebulizador, e vaporizada a altas temperaturas (500 °C). Nesse

processo, as moléculas do solvente e da amostra séo transferidas para a fase gasosa
e direcionadas para uma agulha de descarga corona, mantida a um elevado potencial
elétrico (4,0 — 6,0 kV). Nas proximidades dessa agulha é gerado um plasma no qual

reacOes em cadeia envolvendo o gas nebulizador ou oxigénio atmosférico e moléculas
31



Capitulo 01

de 4gua provenientes do solvente resultam em espécies idnicas responsaveis pelos
processos de protonagdo ou desprotonacdo das moléculas do analito.3?

As caracteristicas de ionizag¢do da técnica de APCI permitiram a aplicacdo da
espectrometria de massas a analise de compostos de média a baixa polaridade, como
por exemplo triacilglicer6is,*® carotenoides,*® triterpendides e sesquiterpendides,*’
pesticidas*, além de diversas outras aplicacoes.

O desenvolvimento de novas técnicas de ionizagdo ocorridos na década de
1980, revolucionou a espectrometria de massas, tornando possivel a andlise de
macromoléculas biol6gicas.*®* Em 1989, John Bennett Fenn e colaboradores
descreveram pela primeira vez a analise de oligonucelotideos e proteinas por

espectrometria de massas utilizando uma fonte de ESI, mostrada na figura 1.6.%°

Figura 1.6 Representacdo esquematica da fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI).
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No processo de ionizagéo por eletrospray, uma solu¢cao contendo a amostra
passa através de um capilar no qual se aplica um alto potencial elétrico, positivo ou
negativo, a depender do modo de ionizacdo utilizado na aquisicdo do espectro.>! Esse

potencial causa uma distorcdo da superficie do liquido na extremidade do capilar,
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gerando uma superficie cbnica denominada cone de Taylor, a partir do qual
microgotas com superficie eletricamente carregada sao dispersas na direcdo do cone
de amostragem do espectrometro. Com a evaporagéo do solvente, estas microgotas
sofrem diminuicdo de seu diametro, o que resulta em um aumento na densidade de
cargas em sua superficie. Quando a repulsdo entre as cargas superficiais supera a
tensdo superficial do liquido, a gota eclode em um processo denominado exploséo
coulombica. Esse processo se repete até que ions do analito sejam liberados em fase
gasosa sob pressdo atmosférica.>?

O fenébmeno de formacéo de spray por acdo de campos eletrostaticos pode
ocorrer a partir de varios tipos de substrato.>® Essa caracteristica estimulou o
surgimento de diferentes tipos de técnicas de ionizacdo que simplificaram as anélises
por espectrometria de massas possibilitando a aquisicéo de espectros a partir diversos
substratos incluindo papel,®* 6rgdos vegetais® e até mesmo tecidos coletados por

bidpsia.>®

1.4 TECNICAS DE ANALISE DIRETA POR PAPER SPRAY-MS E TISSUE
SPRAY-MS

A partir do século XXI, os avancos da espectrometria de massas foram
direcionados com base na busca pela simplicidade dos métodos de preparo de
amostra. Trés principais preceitos foram utilizados no desenvolvimento dessas novas
técnicas: a ionizacdo dos analitos diretamente a partir do substrato e sob presséo
atmosférica; a minimizacdo do processo de preparo de amostra; e a utilizacdo de
métodos que possibilitassem a microextracdo dos analitos.®’

Com base nesses principios, Liu e colaboradores desenvolveram em 2010 a
técnica denominada ionizacdo por paper spray (paper spray ionization — PSI),5%8
tomando como ponto de partida as informacgdes contidas em uma patente depositada
por John Bennet Fenn em 2001.5° Nessa técnica, ilustrada pela figura 1.7 (p. 34), a
amostra em solucéo é depositada sobre um pedaco triangular de papel, utilizado como
substrato, o qual é conectado a fonte de alta voltagem do espectrébmetro de massas e
posicionado nas proximidades do cone de amostragem.° A aplicacdo de um solvente

adequado sobre a amostra, resulta na extracdo de seus componentes que Sao
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posteriormente ionizados por acdo do potencial elétrico aplicado no substrato,

segundo 0s mesmos principios que regem a ionizacao por ESI.

Figura 1.7 Esquema do procedimento de analise pela técnica de PSI-MS.
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A PSI-MS contribuiu para o desenvolvimento de humerosas metodologias de
analise no campo das ciéncias forenses,®' da medicina,®? da quimica de produtos
naturais,®3 entre outros.

Em 2011, Liu e colaboradores utilizaram os conceitos da PSI-MS para
desenvolver uma nova técnica de ionizacdo na qual o substrato é constituido por
tecidos provenientes de 6rgao vegetais, denominando-a ionizagao por leaf spray (leaf
spray ionization — LSI-MS).%* No mesmo ano, Chan e colaboradores aplicaram essa
técnica no estudo dos metabodlitos produzidos por Panax quinquefolium L.,
renomeando-a com o termo ionizacao por tissue spray (tissue spray ionization, TSI-
MS),®> que se mostrou mais adequado para aplicagdes envolvendo tecidos
provenientes de orgaos diversos. O conceito fundamental da TSI-MS baseia-se na
andlise direta e in vivo de tecidos de um organismo para deteccdo dos seus
metabdlitos, dispensando etapas de extracdo e preparo de amostras, comumente
associadas as analises espectroscopicas.6 67

Afigura 1.8 (p. 35) exemplifica a aplicagéo da técnica de TSI-MS para a analise

dos metabdlitos produzidos por um organismo vegetal. Nesse caso, uma porcéo
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triangular da folha do vegetal é acoplada a fonte de alta tenséo do espectrébmetro de
massas, permitindo que uma alta voltagem seja aplicada diretamente no tecido, o que
gera uma diferenga de potencial entre o corte da folha e o cone de amostragem do
espectrometro de massas.®® A adicdo de solvente apropriado sobre a superficie da
amostra aliada a aplicacao do potencial elétrico, gera um spray em cujas gotas estédo
solubilizados os metabdlitos produzidos pela espécie investigada. Esses metabolitos

sdo, entdo, ionizados de maneira analoga ao que ocorre na ionizagéo por PSI.5

Figura 1.8 Esquema do procedimento de andlise pela técnica de TSI-MS.
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A TSI-MS proporcionou metodologias simples para a deteccdo de uma
variedade de substancias provenientes do metabolismo de vegetais.”® 1 Além disso,
dentre outras aplicacdes, essa técnica também foi utilizada no controle de qualidade
de medicamentos fitoterapicos,’>’* na certificacdo da seguranca alimentar de
produtos vegetais,”> ® no estudo das consequéncias metabdlicas causadas por
herbivoria,”” na diferenciacdo de espécies baseada em estudos metabolémicos,”® e
na caracterizacéo de substancias.”

Diante do exposto, torna-se evidente que a concepcéo atual das técnicas de
andlise direta por espectrometria de massas, baseadas na ionizacao por eletrospray,
fornece subsidios para o desenvolvimento de metodologias de andlise acessiveis,
simples e rapidas. Além disso, a eliminacédo de etapas de preparo de amostra e o
baixo consumo de solvente estdo alinhados com alguns dos principios da quimica
analitica verde.'® Sendo assim, nesse trabalho as técnicas de andlise direta por TSI-
MS e PSI-MS foram utilizadas no desenvolvimento de métodos analiticos para

aplicacdes no campo da quimica de produtos naturais e da analise forense.
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1.5 OBJETIVO

O objetivo central deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade das técnicas de TSI-
MS e PSI-MS . Nesse contexto, trés objetivos especificos foram planejados:

1. aplicar a TSI-MS/MS no mapeamento da via biossintética dos alcaloides

inddlicos terpenoidicos produzidos por Catharanthus roseus;

2. utilizar a TSI-MS na diferenciacao de individuos da espécie Citrus sinensis var.
Valéncia saudaveis e infectados por Candidatus Liberibacter asiaticus,
avaliando as diferengas metabdlicas sob o ponto de vista da biossintese de

produtos naturais;

3. desenvolver uma metodologia de identificacdo de corantes utilizados em tintas
de canetas esferogréficas para promover a deteccdo de adulteracbes em
documentos, utilizando os conceitos das técnicas de PSI-MS e cromatografia

planar.

1.6 REFERENCIAS

1 ZHOU, Y. et al. Identification of volatile components in tea infusions by headspace-
programmed temperature vaporization-gas chromatography-mass spectrometry (HS—
PTV-GC-MS) with chemometrics. Analytical Letters, v. 53, p. 1-17, 2020.

2 LI, M. et al. Optimization of headspace for GC-MS analysis of fragrance allergens
in wooden children's products using response surface methodology. Separation
Science Plus, v. 2, n. 1, p. 26-37, 20109.

3 RYAN, D.; SPRAGGINS, J.; CAPRIOLI, R. Protein identification strategies in
MALDI imaging mass spectrometry: a brief review. Current Opinion in Chemical
Biology, v. 48, p. 64-72, 2019.

4 DONNELLY, D. et al. Best practices and benchmarks for intact protein analysis for
top-down mass spectrometry. Nature Methods, v. 16, n. 7, p. 587-594, 2019.

36



Capitulo 01

5 WETZEL, C.; LIMBACH, P. Mass spectrometry of modified RNAs: recent
developments. Analyst, v. 141, n. 1, p. 16-23, 2016.

6 HUANG, W. et al. Determination of dna and RNA methylation in circulating tumor
cells by mass spectrometry. Analytical Chemistry, v. 88, n. 2, p. 1378-1384, 2016.

7 JOVIC, K. et al. Hyphenation of size-exclusion chromatography to mass
spectrometry for precision polymer analysis - a tutorial review. Polymer Chemistry,
v. 10, n. 24, p. 3241-3256, 2019.

8 WU, T. et al. Solvent effect in polymer analysis by MALDI-TOF mass spectrometry.
International Journal of Polymer Analysis and Characterization, v. 22, n. 2, p.
160-168, 2017.

9 LI, C. et al. A novel strategy for rapidly and accurately screening biomarkers based
on ultraperformance liquid chromatography-mass spectrometry metabolomics data.
Analytica Chimica Acta, v. 1063, p. 47-56, 2019.

10 OLEST]I, E. et al. Quantification of endogenous neurotransmitters and related
compounds by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry.
Talanta, v. 192, p. 93-102, 2019.

11 PAN, N. et al. Quantification of drug molecules in live single cells using the single-
probe mass spectrometry technique. Analytical Chemistry, v. 91, n. 14, p. 9018-
9024, 20109.

12 PEREZ, C. et al. Review and perspectives on the applications of mass
spectrometry imaging under ambient conditions. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, v. 33, p. 27-53, 2019.

13 HIRD, S. et al. Liquid chromatography-mass spectrometry for the determination of
chemical contaminants in food. Trac-Trends in Analytical Chemistry, v. 59, p. 59-
72,2014.

14 CUYCKENS, F. Mass spectrometry in drug metabolism and pharmacokinetics:
Current trends and future perspectives. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, v. 33, p. 90-95, 2019.

15 MEYER, M.; MAURER, H. Review: LC coupled to low- and high-resolution mass
spectrometry for new psychoactive substance screening in biological matrices -
Where do we stand today? Analytica Chimica Acta, v. 927, p. 13-20, 2016.

16 MOLINA-DIAZ, A. et al. Ambient mass spectrometry from the point of view of
green analytical chemistry. Current Opinion in Green and Sustainable Chemistry,
v. 19, p. 50-60, 2019.

37



Capitulo 01

17 MURRAY, K. et al. Definitions of terms relating to mass spectrometry (IUPAC
Recommendations 2013). Pure and Applied Chemistry, v. 85, n. 7, p. 1515-1609,
2013.

18 WRIGHT, P. Metabolite identification by mass spectrometry: forty years of
evolution. Xenobiotica, v. 41, n. 8, p. 670-686, 2011.

19 ALLWOOD, J.; GOODACRE, R. An introduction to liquid chromatography-mass
spectrometry instrumentation applied in plant metabolomic analyses. Phytochemical
Analysis, v. 21, n. 1, p. 33-47, 2010.

20 ALBERICI, R. M. et al. Ambient mass spectrometry: bringing MS into the "real
world". Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 398, n. 1, p. 265-94, 2010.

21 DASS, C. Fundamentals of contemporary mass spectrometry. 12 Ed.
Hoboken, NJ: Wiley, 2007. 585 p.

22 ANAND, S. et al. Detection and confirmation of serum lipid biomarkers for
preeclampsia using direct infusion mass spectrometry. Journal of Lipid Research,
v.57,n. 4, p. 687-696, 2016.

23 LOPEZ-RUIZ, R.; ROMERO-GONZALEZ, R.; FRENICH, A. Ultrahigh-pressure
liquid chromatography-mass spectrometry: An overview of the last decade. Trac-
Trends in Analytical Chemistry, v. 118, p. 170-181, 2019.

24 GRIFFITHS, J. A brief history of mass spectrometry. Analytical Chemistry, v. 80,
n. 15, p. 5678-5683, 2008.

25 DEMPSTER, A. A new method of positive ray analysis. Physical Review, v. 11,
n. 4, p. 316-325, 1918.

26 WEL, J. et al. Rapid prediction of electron-ionization mass spectrometry using
neural networks. Acs Central Science, v. 5, n. 4, p. 700-708, 2019.

27 DEMPSTER, A. Positive ray analysis of magnesium. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 7, p. 45-47,
1921.

28 BLEAKNEY, W. A new method of positive ray analysis and its application to the
measurement of ionization potentials in mercury vapor. Physical Review, v. 34, n. 1,
p. 157-160, 1929.

38



Capitulo 01

29 BORISQV, R.; KULIKOVA, L.; ZAIKIN, V. Mass spectrometry in petroleum
chemistry (Petroleomics) (Review). Petroleum Chemistry, v. 59, n. 10, p. 1055-
1076, 20109.

30 HU, B. et al. Development and validation of a GC-MS method for soybean organ-
specific metabolomics. Plant Production Science, v. 21, n. 3, p. 215-224, 2018.

31 LV, M. et al. Comparative analysis of volatile oils in the stems and roots of
Ephedra sinica via GC-MS-based plant metabolomics. Chinese Journal of Natural
Medicines, v. 14, n. 2, p. 133-140, 2016.

32 LAWAL, O. et al. Headspace volatile organic compounds from bacteria implicated
in ventilator-associated pneumonia analysed by TD-GC/MS. Journal of Breath
Research, v. 12, n. 2, 2018.

33 GROSS, J. H. MASS SPECTROMETRY : a textbook. 32 Ed. Cham, ZG:
SPRINGER INTERNATIONAL, 2017. 968 p.

34 NIESSEN, W. M. A.; CORREA C, R. A. Interpretation of MS-MS mass spectra
of drugs and pesticides. 12 Ed. Hoboken, NJ.: Wiley, 2017. 393 p.

35 MCLAFFERTY, F. W.; TURECEK, F. Interpretation of mass spectra. 42 Ed.
Sausalito, CA: University Science Books, 1993. 319 p.

36 KANANI, H.; CHRYSANTHOPOULOS, P.; KLAPA, M. Standardizing GC-MS
metabolomics. Journal of Chromatography B-Analytical Technologies in the
Biomedical and Life Sciences, v. 871, n. 2, p. 191-201, 2008.

37 BEALE, D. et al. Review of recent developments in GC-MS approaches to
metabolomics-based research. Metabolomics, v. 14, n. 11, 2018.

38 SMITH, R. M. Understanding mass spectra : a basic approach. 22 Ed.
Hoboken, NJ: Wiley Interscience, 2005. 372 p.

39 MUNSON, M.; FIELD, F. Chemical ionization mass spectrometry .i. General
introduction. Journal of the American Chemical Society, v. 88, n. 12, p. 2621,
1966.

40 WATSON, J. T.; SPARKMAN, O. D. Introduction to Mass Spectrometry
Instrumentation, Applications, and Strategies for Data Interpretation. 42 Ed.
New York, NY: Wiley, 2013. 819 p.

39



Capitulo 01

41 DE HOFFMANN, E.; STROOBANT, V. Mass Spectrometry Principles and
Applications. 32 Ed. New York, NY: Wiley, 2013. 489 p.

42 CARTER, G. T. NP/MS since 1970: from the basement to the bench top. Natural
Product Reports, v. 31, n. 6, p. 711-7, 2014.

43 HORNING, E. C. et al. New picogram detection system based on a mass
spectrometer with an external ionization source at atmospheric pressure. Analytical
Chemistry, v. 45, n. 6, p. 936-943, 1973.

44 CARROLL, D. I. et al. Atmospheric pressure ionization mass spectrometry.
Corona discharge ion source for use in a liquid chromatograph-mass spectrometer-
computer analytical system. Analytical Chemistry, v. 47, n. 14, p. 2369-2373, 1975.

45 WANG, X. et al. Detection of edible plant oil adulteration by triacylglycerol profiles
using an atmospheric pressure chemical ionization source and ms? ion trap mass
spectrometry. European Journal of Lipid Science and Technology, v. 121, n. 12,
p. 1900029, 2019.

46 STEINGASS, C. B. et al. HPLC-DAD-APCI-MS" analysis of the genuine
carotenoid pattern of pineapple (Ananas comosus [L.] Merr.) infructescence. Food
Research International, v. 127, p. 108709, 2020.

47 TAI Y. et al. Quantitative analysis of eight triterpenoids and two sesquiterpenoids
in Rhizoma Alismatis by using UPLC-ESI/APCI-MS/MS and its application to
optimisation of best harvest time and crude processing temperature. Journal of
Analytical Methods in Chemistry, v. 2019, 2019.

48 SILVA, R. et al. Efficiency of ESI and APCI ionization sources in LC-MS/MS
systems for analysis of 22 pesticide residues in food matrix. Food Chemistry, v. 297,
20109.

49 YATES, J. A century of mass spectrometry: from atoms to proteomes. Nature
Methods, v. 8, n. 8, p. 633-637, 2011.

50 FENN, J. B. et al. Electrospray ionization for mass spectrometry of large
biomolecules. Science, v. 246, n. 4926, p. 64-71, 1989.

51 KEBARLE, P.; VERKERK, U. H. Electrospray: from ions in solution to ions in the
gas phase, what we know now. Mass Spectrometry Reviews, v. 28, n. 6, p. 898-
917, 2009.

40



Capitulo 01

52 POZNIAK, B. P.; COLE, R. B. Perspective on electrospray ionization and its
relation to electrochemistry. Journal of the American Society for Mass
Spectrometry, v. 26, n. 3, p. 369-385, 2015.

53 KLAMPFL, C. W.; HIMMELSBACH, M. Direct ionization methods in mass
spectrometry: An overview. Analytica Chimica Acta, v. 890, p. 44-59, 2015.

54 DOWLING, S. et al. Direct soil analysis by paper spray mass spectrometry:
Detection of drugs and chemical warfare agent hydrolysis products. Forensic
Chemistry, v. 17, p. 100206, 2020.

55 HU, B. et al. In vivo and real-time monitoring of secondary metabolites of living
organisms by mass spectrometry. Scientific Reports, v. 3, p. 2104, 2013.

56 WEI, Y. et al. Tissue spray ionization mass spectrometry for rapid recognition of
human lung squamous cell carcinoma. Scientific Reports, v. 5, p. 10077, 2015.

57 BADU-TAWIAH, A. et al. Chemical aspects of the extractive methods of ambient
ionization mass spectrometry. Annual Review of Physical Chemistry, Vol 64, v. 64,
p. 481-505, 2013.

58 LIU, J. et al. Development, characterization, and application of paper spray
ionization. Analytical Chemistry, v. 82, n. 6, p. 2463-2471, 2010.

59 FENN, J. B. Improved method and apparatus for electrospray ionization.
FENN, J. B. Patente EP 1 010 468 Al. Depositada em 14/12/1998. Concedida em
21/07/ 2000. 16 pp. p. 2000.

60 OLIVEIRA, F. M. D. et al. Supramolecular microextraction combined with paper
spray ionization mass spectrometry for sensitive determination of tricyclic
antidepressants in urine. Analytica Chimica Acta, 2020. Disponivel em:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267020301306.

61 DOMINGOS, E. et al. Paper spray ionization mass spectrometry applied to
forensic chemistry - drugs of abuse, inks and questioned documents. Analytical
Methods, v. 9, n. 30, p. 4400-4409, 2017.

62 SHI, R. et al. Rapid measurement of cyclosporine and sirolimus in whole blood by
paper spray-tandem mass spectrometry. Clinical Chemistry, v. 62, n. 1, p. 295-297,
2016.

63 SILVA, M. et al. Antioxidant activity and metabolomic analysis of cagaitas
(Eugenia dysenterica) using paper spray mass spectrometry. Journal of the
Brazilian Chemical Society, v. 30, n. 5, p. 1034-1044, 2019.

41


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267020301306

Capitulo 01

64 LIU, J. et al. Leaf spray: direct chemical analysis of plant material and living plants
by mass spectrometry. Analytical Chemistry, v. 83, n. 20, p. 7608-7613, 2011.

65 CHAN, S. L. et al. Tissue-spray ionization mass spectrometry for raw herb
analysis. Rapid Communications in Mass Spectrometry, v. 25, n. 19, p. 2837-43,
2011.

66 PULLIAM, C. J. et al. Mass spectrometry in the home and garden. Journal of the
American Society for Mass Spectrometry, v. 26, n. 2, p. 224-230, 2015.

67 MIGGIELS, P. et al. Novel technologies for metabolomics: More for less. Trac-
Trends in Analytical Chemistry, v. 120, 2019.

68 ZHANG, J. |. et al. Direct analysis of steviol glycosides from Stevia leaves by
ambient ionization mass spectrometry performed on whole leaves. Analyst, v. 137,
n. 13, p. 3091-3098, 2012.

69 SNYDER, D. T. et al. Profiling phenolic glycosides in Populus deltoides and
Populus grandidentata by leaf spray ionization tandem mass spectrometry.
Analytical Methods, v. 7, n. 3, p. 870-876, 2015.

70 ZHANG, N. et al. Rapid detection of polyhydroxylated alkaloids in mulberry using
leaf spray mass spectrometry. Analytical Methods, v. 5, n. 10, p. 2455-2460, 2013.

71 FREUND, D. et al. Direct detection of surface localized specialized metabolites
from Glycyrrhiza lepidota (American licorice) by leaf spray mass spectrometry.
Planta, v. 247, n. 1, p. 267-275, 2018.

72 SARKAR, D.; SRIMANY, A.; PRADEEP, T. Rapid identification of molecular
changes in tulsi (Ocimum sanctum Linn) upon ageing using leaf spray ionization
mass spectrometry. Analyst, v. 137, n. 19, p. 4559-4563, 2012.

73 WONG, H. et al. Rapid authentication of Gastrodiae rhizoma by direct ionization
mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, v. 938, p. 90-97, 2016.

74 XIN, G. et al. A direct ionization mass spectrometry-based approach for
differentiation of medicinal Ephedra species. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 117, p. 492-498, 2016.

75 PEREIRA, I. et al. Differentiation of Toxic and Non-Toxic Leaves of Jatropha
curcas L. Genotypes by Leaf Spray Mass Spectrometry. Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 28, n. 8, p. 1461-1466, 2017.

42



Capitulo 01

76 SCHRAGE, M. et al. Rapid and simple neurotoxin-based distinction of Chinese
and Japanese star anise by direct plant spray mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, v. 1317, p. 246-253, 2013.

77 FALCONE, C.; COOKS, R. Molecular recognition of emerald ash borer infestation
using leaf spray mass spectrometry. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, v. 30, n. 11, p. 1304-1312, 2016.

78 WONG, H.-Y. et al. Rapid differentiation of Ganoderma species by direct
ionization mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, v. 999, p. 99-106, 2018.

79 DE LIMA, B. et al. ntegrative approach based on leaf spray mass spectrometry,
HPLC-DAD-MS/MS, and NMR for comprehensive characterization of isoquinoline-
derived alkaloids in leaves of Onychopetalum amazonicum R. E. Fr. Journal of the
Brazilian Chemical Society, v. 31, n. 1, p. 79-89, 2020.

43



Capitulo 02

Capitulo 02

Aplicacdo da TSI-MS/MS no Mapeamento da Via Biossintética dos

Alcaloides Indélicos Terpenoidicos em Catharanthus roseus.

2.1 INTRODUCAO

Catharanthus roseus, popularmente denominada vinca, é uma espécie de
planta medicinal, pertencente a familia Apocynaceae, muito conhecida pela producéo
de uma ampla variedade de alcaloides indélicos terpenoidicos (AITs).! Mais de 130
tipos distintos de substancias dessa classe foram isoladas de folhas, flores e raizes
dessa espécie.? Essas substancias séo estruturalmente caracterizadas por apresentar
um grupo indol ligado a um esqueleto terpenoidico® e algumas delas exibem
atividades biolégicas importantes.* Ajmalicina e serpentina (Figura 2.1, (1) e (2)), por
exemplo, apresentam propriedades anti-hipertensiva e tranquilizante.> & Outros
exemplos incluem os alcaloides bisinddlicos vinblastina e vincristina (Figura 2.1, (3) e
(4)) que exibem atividade antineoplasica e tem sido utilizados como drogas
quimioterapicas desde a década de 1960.7

Figura 2.1 Estruturas quimicas de alcaloides inddlicos terpenoidicos representativos de Catharanthus roseus.
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Fonte: autor

Os AlTs constituem o maior grupo de substancias da classe dos alcaloides
produzidos no reino vegetal. A biossintese dos metabdlitos dessa classe em
Catharanthus roseus encontra-se representada na figura 2.2 (p. 45). Tem como

precursores a secologanina e a triptamina®, os quais constituem os blocos
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construtores da estrictosidina, considerada o iniciador da rota dos AITs, produzida em

uma reacao catalisada pela enzima estrictosidina sintase (STR).®

Figura 2.2 Biossintese dos AlITs em Catharanthus roseus.
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A estrictosidina perde a sua unidade de glicose por agdo da enzima
estrictosidina B-D-glicosidase (SGD), o que leva a formacdo de um intermediario
iminio denominado 4,21-desidrogeissoschizina que se encontra em equilibrio com a
catenamina. Essa substancia, por sua vez, pode assumir duas formas intermediarias
carregadas: pré-ajmalicina e pro-tetrahidroalstonina.’® Esses intermediarios s&o
reduzidos pela acdo das enzimas catenamina redutase (CR) e tetraidroalstonina
sintase (THAS) resultando respectivamente nos alcaloides ajmalicina e
tetraidroalstonina, os quais sofrem oxidagdo por acdo de uma enzima peroxidase
(POD) dando origem ao par de epimeros serpentina e alstonina.!

O intermediario 4,21-desidrogeissoschizina também é precursor do alcaloide
corinanteano 19-E-geissoschizina, que € produzido por uma reacdo de reducao

catalisada pela enzima geissoschizina sintase (GS).!? Esse metabolito sofre varias
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etapas de transformacédo que o levam a desidrosecodina, a partir da qual trés vias
diferentes podem ser derivadas. Em uma delas, a desidrosecodina é reduzida a
secodina em uma reacdo catalisada pela enzima desidroprecondilocarpina sintase
(DPAS).2 Posteriormente, a secodina é convertida a vindolinina ou 19-S-vindolinina
em um processo ainda ndo descrito na literatura.? ** A partir de duas reacdes do tipo
Diels-Alder, que podem ser catalisadas pela catarantina sintase (CS) e tabersonina
sintase (TS) a desidrosecodina é convertida em catarantina e tabersonina,
respectivamente.!®

A tabersonina é hidroxilada na posicdo 16 pela tabersonina 16-hidroxilase
(T16H). Posteriormente uma O-metiltransferase converte esse grupo hidroxila em uma
metoxila, levando a 16-metoxitabersonina que, por sua vez, sofre uma série de cinco
reacdes enziméticas que aumentam sua funcionalidade quimica e a conduzem para
a formacdo da vindolina.l® Esse metabdlito, por sua vez, sofre uma reacdo de
desmetoxilagdo, que resulta na formacgdo da desmetoxivindolina.t’

Nas préximas etapas da via biossintética dos AITs ocorre uma reacao de
dimerizacdo entre catarantina e vindolina, catalisada por uma enzima peroxidase
denominada PRX1 que leva a formacdo de um intermediario iminio.'* 18 1° Esse
intermediario é precursor de uma série de alcaloides bisinddlicos produzidos pela
Catharanthus roseus. Entre esses metabdlitos figuram a 3,4-anidrovinblastina e a
vinblastina.?® Nesse trabalho, essas substancias serdo consideradas os produtos
finais da rota biossintética dos AITs, embora a maquinaria enzimatica presente em
Catharanthus roseus exibe uma capacidade impressionante de proporcionar grande
variabilidade estrutural, de maneira que muitas outras substancias dessa classe de
compostos poderiam ser citadas.

A espécie Catharanthus roseus foi escolhida para o mapeamento metabolico
por TSI-MS/MS pois a via biossintética dos AlTs produzidos por essa espécie
encontra-se consolidada na literatura. Embora técnicas de analise direta por
espectrometria de massas ja tenham sido utlizadas na deteccdo de alguns
metabdlitos desta classe em folhas de Catharanthus roseus,?* uma andlise mais
abrangente ainda néo foi reportada. Além disso, ndo ha relatos de aplicacéo da técnica

de TSI-MS/MS no estudo de flores dessa espécie.
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2.2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho consiste em aplicar a técnica de TSI-MS/MS
no mapeamento da via biossintética dos AlTs produzidos pela espécie Catharanthus
roseus. Com base nesse propdsito, 0s seguintes objetivos especificos foram tracados:

1. desenvolver uma metodologia de analise de tecidos provenientes de folhas
e flores de Catharanthus roseus por TSI-MS/MS;

2. atribuir os sinais dos espectros adquiridos por TSI-MS/MS com base nos
dados relatados na literatura e propor os mecanismos de fragmentacéo ibnica das
substancias detectadas;

3. confirmar as férmulas dos ions detectados nos experimentos de TSI-MS por
espectrometria de massas de alta resolucao;

4. avaliar a presenca ou auséncia de diastereoisdbmeros dentre as substancias
detectadas mediante andlises dos extratos metandlicos dos tecidos estudados por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

2.3 MATERIAIS E METODOS

Metanol e acetonitrila (Merck LiChrosolv®, Darmstadt, Alemanha) grau de
pureza HPLC-gradiente foram usados no preparo de amostras e nas analises por LC-
MS/MS, TSI-MS/MS, DI-ESI-QqTOF-MS. Agua ultrapura foi obtida de um sistema de
purificacdo MilliQ Direct 8® (Merck-Millipore, Molsheim, Franca). Acido férmico ~98,0
% para espectrometria de massas (Fluka, St. Louis, USA) foi utilizado para acidificar
0s solventes empregados nos experimentos de TSI-MS/MS e DI-ESI-QqTOF-MS.
Acido acético glacial P.A. ACS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi utilizado como
modificador de fase mével no experimento de HPLC-ESI-MS/MS. Uma mini centrifuga
MiniSpin® (Eppendorf, Germany) foi utilizada na centrifugacédo dos extratos de folhas
e flores de Catharanthus roseus.

Os experimentos de TSI-MS/MS foram realizados em um espectrometro de
massas LCQ-Fleet® (ThermoFisher Scientific, San Jose, USA) com configuragdo ESI-
IT. A fonte de ionizacdo desse equipamento foi modificada de modo a permitir a

aplicacdo da técnica de TSI-MS/MS. Os experimentos de espectrometria de massas
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de alta resolucédo por infusdo direta (DI-ESI-QqTOF-MS) foram realizados em um
espectrometro Maxis Impact® (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha).

As andlises de HPLC-ESI-MS/MS foram conduzidas em um sistema
cromatografico modular binario Prominence® (Shimadzu, Kyoto, Japan), equipado
com duas bombas LC-20AD, um desgaseificador de fase movel DGU-20A3R, um
amostrador automatico SIL-20A, um forno para colunas CTO-20A, um detector de
arranjo de diodos SPD-M20A e um mddulo controlador CBM-20A. O monitoramento
das substancias eluidas foi realizado em um espectrometro Amazon® (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha), com configuracdo ESI-IT. A separacdo dos
constituintes da amostra foi realizada em uma coluna Luna® C18 (Phenomenex Inc.,
Torrance, EUA), com dimensdes 250 x 4.6 mm, contendo particulas de 5.0 ym de
diametro médio e 100 A de tamanho médio de poro.

Os dados de espectrometria de massas foram processados pela utilizacdo dos
softwares Xcalibur® versdo 2.2 (ThermoFisher Scientific, San Jose, EUA) e

DataAnalysis, versao 4.2 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha).

2.3.1 Experimentos de TSI-MS/MS

2.3.1.1 Preparo de amostras

Folhas e flores de um exemplar de Catharanthus roseus foram coletadas e
enxaguadas com agua ultrapura. Posteriormente, apds secagem dos 6rgaos com um
lenco de papel, partes triangulares medindo aproximadamente 1,0 cm de base e 1,5

cm de altura foram cortadas com um estilete.

2.3.1.2 Andlise por TSI-MS/MS

Cada um dos cortes triangulares foi acoplado a fonte de alta tensdo do
espectrdmetro e alinhados ao cone de amostragem do equipamento, mantendo-as a

uma distancia de 3,0 mm do orificio do capilar de transferéncia, como demonstrado
na figura 2.3 (p. 49).
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Figura 2.3 Preparo de amostras para o experimento de TSI-MS/MS.

Fonte: autor

A tensdo aplicada na amostra foi ajustada a 3,0 kV. Os espectros foram
adquiridos no modo positivo, logo apods a aplicacao de 10,0 uL de MeOH contendo 0,1
% v/v de acido formico sobre o tecido analisado. A faixa e a taxa de aquisicao foram
estabelecidas a m/z 50-2000 e 60,0 us/m/z, respectivamente. Para as analises de TSI-
MS/MS, as energias de colisdo foram manualmente ajustadas com a finalidade de
otimizar as intensidades dos sinais dos fragmentos. Nessas analises, aliquotas de
10,0 yL de solvente foram continuamente adicionadas para manter constante a
corrente ibnica, permitindo completar os experimentos de MS/MS para um
determinado ion. As energias de colisdo encontram-se anotadas nos espectros

apresentados nos apéndices A (p. 155) e B (p. 156).

2.3.2 Experimento de DI-ESI-QqTOF-MS

2.3.2.1 Preparo de amostras

Para as analises de ESI-QqTOF-MS, foi realizada uma extracdo dos
metabdlitos contidos em duas folhas e duas flores frescas, utilizando-se MeOH como
solvente extrator. Nesse processo, as pétalas das flores foram inseridas em um
almofariz e apos a adicdo de 5,0 mL de MeOH, foram trituradas com um pistilo até
gque seu tecido se apresentasse finamente dividido. No caso das folhas, 0 mesmo
processo foi empregado, porém utilizando-se um volume de 10,0 mL de MeOH. Apds
trituracao, 1,0 mL de cada uma das solugdes de extrato (folhas e flores) foi transferido,
separadamente, para dois microtubos de 1,5 mL, que foram levados, posteriormente,
a uma mini centrifuga, onde foram centrifugados por um periodo de 3,0 min a 10.000

rom. Em seguida, o sobrenadante da solucédo do extrato das flores foi diluido por um
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fator de 1:50 em solugéo de infusédo (MeOH:H,0 50% v/v, contendo 0,1% v/v de acido

férmico) enquanto para o sobrenadante do extrato proveniente das folhas foi utilizado
um fator de diluicdo de 1:100. Na sequéncia, as amostras foram prontamente

analisadas.

2.3.2.2 Anélise por DI-ESI-QqTOF-MS

As andlises de ESI-QqTOF-MS foram realizadas por infusdo direta das
solucdes diluidas de extratos de folhas e flores. A vazao utilizada para infusédo na fonte
de ESI foi de 180.0 pL/h. A voltagem de entrada do capilar de transferéncia foi mantida
a -4.500 V e a pressdo do gas nebulizador foi ajustada a 0,3 bar. A vazédo e a
temperatura do gas de dessolvatacdo foram estabelecidas a 4.0 L/min e 180 °C,
respectivamente. Os espectros foram adquiridos na faixa de m/z 50-1500. Alguns dos
ions detectados foram fragmentados em experimentos de dissociacdo induzida por

coliséo (CID), nos quais N, foi utilizado como gas de coliséo e a energia de dissociagéo

foi ajustada manualmente para otimizacéo dos sinais dos fragmentos. A resolucéo da
janela de isolamento foi estabelecida a 1,0 unidade de m/z. A energia de dissociacao
encontra-se especificada em cada espectro discutido ao longo do texto. Os erros das
medidas foram calculados através do aplicativo SmartFormula do software

DataAnalysis versao 4.2.

2.3.3 Experimento de HPLC-ESI-IT-MS/MS

A confirmacdo da presenca de diastereocisbmeros entre os metabdlitos
detectados foi realizada por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Esses experimentos foram

executados seguindo-se uma metodologia previamente descrita na literatura.??

2.3.3.1 Preparo de amostras

As amostras analisadas por HPLC-ESI-IT-MS/MS foram preparadas segundo

procedimento descrito na sec¢éo 2.3.2.1.
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2.3.3.2 Anélise por HPLC-ESI-IT-MS/MS

Os componentes A e B da fase mdvel foram constituidos, respectivamente, por
a uma solucao de &cido acético a 0,5% v/v em 4gua ultrapura e acetonitrila grau de
pureza HPLC sem adicado de modificadores. As amostras foram analisadas em modo
gradiente, com programacao segmentada na qual a propor¢cdo do componente B,
expresso em (%B), iniciou-se em 12%, aumentando para 20% em 30,0 min.
Posteriormente, a %B foi ampliada para 50% em 10,0 min, mantendo-se nessa
propor¢ao por um periodo de 5,0 min. Em seguida, a %B sofreu novo incremento para
100% em 5,0 min, sendo mantida nessa condi¢cdo por 10,0 min para promover a
limpeza da coluna. A etapa de recondicionamento foi realizada diminuindo-se a %B a
12,0% em 5,0 min, mantendo-se nessa proporcao por 10,0 min para equilibrio da
coluna. A vazéo de fase movel foi estabelecida a 1,0 mLmin e o volume de injecéo
foi de 5.0 uL para ambas as amostras. A faixa de comprimento de onda e a frequéncia
de aquisicdo do detector DAD foram ajustados a 190-800 nm e 4,1667 Hz
respectivamente. O forno da coluna foi mantido a 40,0 °C ao longo de todas as
analises. Uma conexao com divisao de fluxo foi utilizada no acoplamento do sistema
cromatografico com o espectrbmetro de massas de maneira que apenas 25% da
vazdao total da coluna foi enviada a fonte de ESI.

Os dados de MS foram adquiridos no modo enhanced resolution, positivo,
cobrindo a faixa de aquisi¢cdo de m/z 50-1000. Na fonte de ionizacdo, a voltagem de
entrada do capilar de transferéncia foi mantida a -4.500V, a pressdo do gas de

nebulizacéo (N,) foi estabelecida a 50,0 psi e a vazdo e temperatura do gas de
dessolvatacéo (N,) foram de 10,0 Lmin't e 300,0 °C respectivamente. O target mass

foi ajustado a m/z 500. Os experimentos de MS? foram realizados no modo auto
MS/MS no qual apenas foram fragmentados ions com contagem superior a 5x10%.
Utilizou-se uma faixa de exclusdo de m/z 50-250 para evitar a fragmentacdo de
contaminantes de baixa massa molecular, presentes na fase movel. Hélio foi utilizado
como gas de colisdo durante os experimentos de CID. A janela de isolamento dos ions
precursores foi estabelecida a £1,0 unidades de m/z e a ativacao dos ions foi realizada

através de uma rampa de potencial de 0,4 a 4,0 V por ciclo de fragmentacao.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, folhas e flores coletadas de um exemplar de Catharanthus
roseus foram analisadas por TSI-MS/MS com o objetivo de promover o0 mapeamento
da via biossintética dos AITs produzidos por essa espécie. Os experimentos foram
realizados em modo positivo e metanol foi escolhido como solvente pois na literatura
h& relatos de que suas propriedades permitem a extragdo e, consequentemente a
deteccdo de ampla variedade de classes de metabdlitos.?®> Acido férmico foi
adicionado a este solvente na concentracdo de 0,1% v/v a fim de favorecer a
protonacédo dos AITs no processo de ionizacao.

Os espectros de varredura obtidos por TSI-MS da folha e da flor sao
apresentados na figura 2.4 (p. 53). Na comparacao entre esses dois espectros foram
observadas diferencas na abundéancia absoluta dos sinais compartilhados por cada
um. No entanto néo foi possivel atribuir essas variacdes a diferencas de concentracao
dos metabdlitos entre os tecidos, ja que, por possuirem caracteristicas distintas,
observaveis principalmente pela diferenca de textura e espessura, esses tecidos
possuem seu proprio efeito de matriz no processo de ionizacdo. Além disso, a
compartimentalizacdo e a logistica de cada metabdlito apds sua biossintese ocorre
por diferentes maneiras.?* A catarantina, por exemplo, é produzida dentro do citosol
das células epiteliais e liberada para a superficie das folhas, onde é acumulada na
cera da epiderme foliar. A vindolina, por outro lado € produzida por laticiferos e
idioblastos, estruturas celulares responsaveis pela producédo e acumulo de latex.?®
Com base nessas informacdes, € razoavel concluir que o0s metabdlitos
compartimentalizados dentro de organelas celulares ou do citosol das células de
folhas ou flores sdo detectados como resultado de sua extracdo a partir da regido que

compreende a borda de corte dos tecidos.
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Figura 2.4 Espectros de (+)-TSI-MS obtidos de folha (A) e flor (B) de Catharanthus roseus.
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Fonte: autor

As tabelas 2.1 e 2.2 (p. 54) apresentam, respectivamente, 0s principais ions

produto obtidos por CID através dos experimentos de TSI-MS/MS em folhas e flores

de Catharanthus roseus. As intensidades dos sinais podem ser conferidas nos

espectros apresentados nos apéndices A (p. 155) e B (p. 156).

Tabela 2.1 ions produto obtidos por (+)-TSI-MS/MS em folhas de Catharanthus roseus.

m/z dos principais ions

m/z dos principais ions

mrlzcct?zo?:ss produto obtidos Possiveis atribuicdes produto obtidos na Referéncias
P experimentalmente literatura
. 15; 17; 21; 26; 27; 28; 29; 30;
337 320, 308, 305, 173, 144 catarantina 173, 144 31- 32: 33: 34: 35
vindolinina 320, 308 26; 29; 35
19-S-vindolinina 320, 308 26; 29; 35
349 317, 289, 263 serpentina 317, 289, 277, 263 L2 2T 3 % 9513637
alstonina 317, 289, 277, 263 L2 2T O 5 351 36 3T,
335, 321, 307, 303, 293,
251, 249, 246, 228, 226, . . . 321, 293, 265, 244, 184, .
353 222, 210, 171, 170, 160, 16-hidroxitabersonina 136 16; 40
144
19-hidroxitabersonina 335, 321, 228 16
ajmalicina 321, 222, 210, 144 17:27; 29, 30, 32, 35 36 37;
367 335, 307, 279, 258 16-metoxitabersonina fgg 307, 279, 258, 226, 16 40
524,388, 376, 367,355, 3 4 anidrovinblastina 376, 367, 346, 355, 337,
397 346, 337, 316, 262, 222, [M+2H]2" 571 248 210. 188 21
190, 188, 173, 162 ’ ’ ’
427 409, 367, 158 desmetoxivindolina 409, 367, 158, 143 17,26
. . 17; 21; 26, 27; 28; 29; 30; 31,
457 439, 397, 365, 188 vindolina 439, 397, 188 30 33 34" 35: 41; 42
775, 761, 760, 733, 715, . . .
793 701, 648, 631, 563, 524 3,4-anidrovinblastina 793, 733, 524, 352, 337, 21: 81

522, 490, 464, 379, 352

[M+H]"

305, 224, 144

Fonte: autor

53



Capitulo 02

Em ambas as tabelas, os sinais de ions produto diagnosticos sao apresentados

em negrito. Esses sinais foram coletados da literatura e sdo especificos de cada

substancia. Eles foram utilizados para estabelecer as atribuigbes dos sinais

detectados pela comparacao dos espectros de TSI-MS/MS adquiridos nesse trabalho

com os espectros de MS/MS reportados na literatura para substancias puras. Além

disso, mecanismos de fragmentacdo foram propostos com o objetivo de validar a

identificacdo de cada substancia detectada.

Tabela 2.2 lons produto obtidos por (+)-TSI-MS/MS em flores de Catharanthus roseus.

m/z dos principais ions

m/z dos principais ions

mr/;c(iﬁzol(r)gss produto obtidos Possiveis atribuicdes produto obtidos na Referéncias
P experimentalmente literatura
. 15; 17; 21; 26; 27; 28; 29; 30;
337 320, 308, 305, 173, 144 catarantina 173, 144 31- 32: 33 34: 35
vindolinina 320, 308 26; 29; 35
19-S-vindolinina 320, 308 26; 29; 35
349 317, 289, 263 serpentina 317, 289, 277, 263 17:21; 27: 31, 32, 35, 36: 37;
alstonina 317, 289, 277, 263 17:21;27; 31, 32, 35, 36 37:
336, 335, 324, 321, 310,
303, 293, 251, 228, 222, . . . 321, 293, 265, 244, 184, .
353 210. 189, 178, 171, 160, 16-hidroxitabersonina 136 16; 40
144
19-hidroxitabersonina 335, 321, 228 16
hidroxitabersonina
(is6mero) 336, 321, 144 NR
ajmalicina 321, 222, 210, 144 17:27; 29, 30; 32, 35 36, 37;
367 335, 307, 279, 258 16-metoxitabersonina fgg 307, 279, 258, 226, 161 40
ag7 a0 385,370,307, 35%  3a-anidrovinblastina 367, 346, 337, 272, 262, o
1 1 1 ’ ) 2+
190, 188, [M+2H] 248, 210, 188
542, 397, 385, 384, 376, vimblastina 376, 367, 346, 355, 337, o
406 367, 355, 346, 345, 337, [M+2H]?" 271 248 210 188 43; 44; 45
332, 325, 271, 210 ' ’ ’
427 409, 367, 158 desmetoxivindolina 409, 367, 158, 143 17; 26
. . 17; 21; 26; 27; 28; 29; 30; 31;
457 439, 397, 365, 188 vindolina 439, 397, 188 30 33 34 35: 41; 42
531 514, 369, 352 estrictosidina 514, 369, 352 17; 39; 46
653, 621, 435, 433, 403, - 653, 435, 403, 375, 349, )
685 375 349, 251 serpentinina 251 36; 37
775, 733, 732, 701, 671, . . .
793 648, 631, 563 524, 522. 3,4-anidrovinblastina 793, 733, 524, 352, 337, 2131

486, 379, 352

M+H]"

305, 224, 144

NR= né&o reportado

Fonte: autor
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A via biossintética dos AITs é iniciada pela producdo de estrictosidina,
catalisada pela estrictosidina sintase (STR). Nos experimentos de TSI-MS/MS, esse
alcaloide foi detectado apenas no tecido das flores, embora haja relatos na literatura
de sua presenca em extratos oriundos de folhas*’ e caules.!’” Esse resultado indica
gue um possivel efeito de matriz relacionado a estrutura e morfologia dos tecidos
contribui para a deteccéo deste metabdlito apenas em flores. A fragmentacéo dos ions
[M+H]* com m/z 531 gerou ions produto em m/z 514, 369 e 352. Na proposta do
mecanismo de fragmentacdo, apresentada na figura 2.5, o primeiro sinal é formado
por um rearranjo de hidrogénio remoto, seguido de uma reacdo de deslocamento
assistida por rearranjo de hidreto, como indicado pelas setas azuis, gerando amoénia
como perda neutra. O ion produto em m/z 369 é formado pela perda da glicose,
representada pelas setas vermelhas, resultado de um rearranjo de hidrogénio remoto.
O ion produto detectado em m/z 352 pode ser gerado tanto por perda da porcao
glicosidica, a partir do ion com m/z 514 (setas vermelhas), quanto pela perda de

amonia a partir do ion com m/z 369 (setas azuis).

Figura 2.5 Mecanismo de fragmentagdo dos ions [M+H]* gerados a
partir da estrictosidina.

Cy7H35N04" :CeH1005
m/z 531

C21H25N204+
m/z 369

Cy7H35N06"
m/z 531

\L—NHg

Cy7H3,NOg*
m/z 514

WOS

Cy1H,NO,*
m/z 352

Fonte: autor
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Na tabela 2.3 sdo apresentadas as razées m/z obtidas pelo experimento de
ESI-QqTOF-MS (apéndice C, p. 157) realizado por infusdo direta dos extratos
metandlicos diluidos de folhas e flores. Nesse experimento, o ion [M+H]* da
estrictosidina apresentou um valor de m/z de 531.2343, que, quando comparado com
o valor calculado (m/z 531,2337) apresentou um erro de -1,12 ppm. Esse pequeno
valor de erro confirma a deteccao dessa substancia pois manteve-se abaixo do limite

de 5,0 ppm estabelecido como critério maximo de atribuicao.

Tabela 2.3 Valores de m/z calculados e experimentais, obtidos pela analise de DI-ESI-QqTOF-MS do
extrato de folhas (L) e flores (F).

Erro

m/z calculada Tipo de ion detectado m/z experimental (opm) Férmula idnica Atribuicao
337,1910 (L) 0,02 :
337,1910 [M+H]* CoHaNoO; o\ CECEIE
337,1910 (F) 013 vindolinina/19-S-vindolinine
349,1543 (L) 0,95
349,1547 M* C21H21N203 serpentina/alstonina
349,1545 (F) 0,55
353,1853 (L) 1,79 o
353,1860 [M+H]* CaHsNOs oy o bajmah_cma,_ .
353,1855 (F) 1,32 idroxitabersonina (isbmeros)
397,2126 (L) -1,02
*397,2122 [M+2H]?* C6HssN4Og 3,4-anidrovinblastina
397,2118 (F) 0,94
406,2158 (L) 4,02
*406,2175 [M+2H]2+ C45H60N409 vinblastina
406,2163 (F) 2,81
427,2220 (L) 1,84
427,2227 [M+H]* C24H31N205 desmetoxivindolina
427,2216 (F) 2,64
457,2331 (L) 0,4
457,2333 [M+H]+ C25H33N205 vindolina
457,2333 (F) 0,06
ND (L)
531,2337 [M+H]* Cu7H3sN20g estrictosidina
531,2343 (F) -1,12
ND (L) Hirsutidina
653,2076 M* C30H37016  3-O-[6-O-(a-ramnopiranosil)-f3-
653,2078 (F) -0,36 galactopiranosideo]
ND (L)
685,3384 m* Ca2HasN4Os serpentinina
685,3382 (F) 0,29
793,4173 (L) -0,25
793,4171 [M+H]+ C45H57N408 3,4-anidr0vinb|astina
793,4178 (F) -0,85
ND (L)
811,4277 [M+H]+ C45H59N409 vinblastina
811,4282 (F) -0,59
871,5729 (L) 0,38
871,5732 [M+H]+ Cs5H75N405 feofitina-a
ND (F)

ND = ndo detectado
Fonte: autor
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Seguindo a via biossintética dos AITs, os produtos intermediarios 4,21-
desidrogeissoschizina e catenamina nao foram detectados em ambos os tecidos,
possivelmente pelo fato de serem metabdlitos transientes, sendo prontamente
convertidos nos produtos subsequentes, ajmalicina e tetraidroalstonina,
respectivamente. Por se tratarem de epimeros, os ions [M+H]* da ajmalicina e
tetraidroalstonina apresentam a mesma razdo m/z 353 e mesmo padrdo de
fragmentacdo no espectro de TSI-MS/MS. Os ions produto gerados pela
fragmentacao dos ions precursores com m/z 353 sdo mostrados nas tabelas 2.1 (p.
53) e 2.2 (p. 54). A avaliacdo desse resultado mostrou que, durante o experimento de
CID, outros ions isébmeros foram também isolados e fragmentados, ja que sinais
distintos daqueles relatados para a ajmalicina e tetraidroalstonina foram detectados.??
Embora esse fato tenha dificultado a interpretacdo dos espectros, foi possivel extrair
0s sinais diagnésticos em m/z 210 e 222 que podem ter sua origem atribuida tanto a
ajmalicina quanto a tetraidroalstonina. Os sinais remanescentes foram associados a
ions gerados a partir de outros isdbmeros. Dentre eles, a 16-hidroxitabersonina, a 19-
hidroxitabersonina e um isébmero que ndo pbde ser atribuido baseado em dados da

literatura, e por isso foi denominado, de forma genérica, de isébmero de
hidroxitabersonina. A férmula iénica C,,H,.N,O,", correspondente a esses isdmeros,

foi confirmada pelo experimento de DI-ESI-QqTOF-MS que forneceu os valores de
m/z 353.1853 (erro: 1,79 ppm) para o extrato de folhas e m/z 353.1855 (erro: 1,32
ppm) para o extrato de flores. O mecanismo de fragmentacao do ion [M+H]* do par de
epimeros ajmalicina e tetraidroalstonina (Figura 2.6, p. 58) compreende trés vias
reacionais, que envolvem a abertura do anel cicloexénico adjacente ao grupo indol.
Em uma delas, indicada com setas laranjas, uma reacao de remocéao de hidrogénio
B resulta no ion produto com m/z 321 e na perda neutra de CH,O. A segunda via

(setas vermelhas) consiste em uma reacéo de retro-Diels-Alder que pode ser seguida
tanto por um rearranjo de hidrogénio remoto, dando origem ao ion com m/z 210 e a
perda neutra de C, HgN (setas magenta) quanto por um deslocamento 1,3 de
hidrogénio responséavel pela formacgéo de uma espécie ionica intermediaria. Na etapa
seguinte, essa espécie sofre um rearranjo de hidrogénio remoto que da origem ao ion

produto com m/z 222 e a perda neutra de C4,HN. Na terceira via, indicada com setas

verdes, ocorre a abertura do anel cicloexénico pelo rearranjo de hidrogénio remoto.
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Posteriormente, uma reacado de deslocamento assistida por rearranjo de hidreto leva

a formacéo do ion produto com m/z 144 e de uma perda neutra de C,;H,:NO,.

Figura 2.6 Mecanismo de fragmentacdo dos ions [M+H]* gerados a
partir da ajmalicina.

C21HasN,05" Ca0H21N,05"
m/z 353 m/z 321

+

CyoH1oN*
m/z 144

c11H16N03+ C12H16Nc)3+
m/z 210 m/z 222

Fonte: autor

O mecanismo de fragmentacdo dos ions [M+H]* gerados a partir da 16-
hidroxitabersonina foi proposto com base nos ions produto reportados na literatura
(Tabelas 2.1, p. 53 e 2.2, p. 54) e encontra-se ilustrado na figura 2.7 (p. 59). Duas vias
de fragmentacdo podem ser derivadas a partir do ion precursor. Em uma delas,
indicada com setas azuis, uma reacao de retro-Diels-Alder é responséavel pela
abertura do anel cicloexénico central. Apdés essa etapa, ocorre uma reacao de

deslocamento com consequente formacéo da perda neutra de C,H,;N, gerando o ion

produto com m/z 244. Na outra via, descrita com setas vermelhas, uma reagéo de
remocao de hidrogénio 3 gera o ion acilio com m/z 321. Posteriormente, uma clivagem
indutiva é responsavel por gerar a perda neutra de CO e o ion produto com m/z 293,
considerado ion diagndstico e detectado nos experimentos de TSI-MS/MS das folhas

e das flores.
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Figura 2.7 Mecanismo de fragmentagdo dos ions [M+H]* gerados a partir
da 16-hidroxitabersonina.

m/z 353

_ L. Q /
-t
HO N ©

H O

CysHigNO5*
m/z 244

Fonte: autor

Outra possivel substancia responsavel pela formacdo dos ions [M+H]* com
m/z 353 correspondeu a 19-hidroxitabersonina, dada a presenca de seus sinais
diagnésticos no espectro de TSI-MS/MS de folhas e flores. A proposta de mecanismo
de fragmentacdo para os ions [M+H]* gerados a partir dessa substancia esta
representada na figura 2.8 (p. 60). Por esse mecanismo, a molécula protonada pode
seguir uma entre trés vias de fragmentacdo. Em uma delas, uma reacéo de retro-
Diels-Alder (setas azuis) é responsavel por abrir 0 anel cicloexénico. Posteriormente,
ocorre uma reacao de deslocamento que resulta na formacao do ion produto com m/z
244 acompanhada pela restauracdo do anel cicloexénico e pela formacdo da perda

neutra de C,H,;NO. A segunda via, indicada com setas verdes, consiste em um

rearranjo de hidrogénio remoto, com perda neutra de agua, gerando o ion produto
com m/z 335. O terceiro caminho reacional, mostrado pelas setas vermelhas, comeca
com uma remogao de hidrogénio B que leva a formagao do ion acilio com m/z 321

acompanhada da liberagdo da perda neutra de CH,O. Posteriormente, uma clivagem

indutiva resulta na formacgao do ion produto em m/z 293 e da perda neutra de CO.
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Figura 2.8 Mecanismo de fragmentacdo dos ions [M+H]* gerados a partir da 19-
hidroxitabersonina.

C21H23N202+
-H,0 m/z 321

l—co

C14H14NOZ+ C20HZ3N20+
m/z 228 m/z 293

Fonte: autor

Com a finalidade de avaliar a deteccdo desses isémeros por TSI-MS/MS, os
extratos de folhas e flores de Catharanthus roseus foram analisados por HPLC-ESI-
IT-MS/MS. Os cromatogramas de ion extraido para m/z 353 encontram-se
representados na figura 2.9 (p. 61). A partir desses resultados, foi possivel atribuir a
banda cromatografica em 32,2 min, presente apenas no extrato das flores, a
ajmalicina, ja que seu tempo de retencéo e padrédo de fragmentacéo foram similares
aqueles reportados na literatura.?> Da mesma maneira foi possivel atribuir as bandas
cromatograficas com tempo de retencao de 11,3 e 11,4 min a 19-hidroxitabersonina,
dada a presenca do sinal diagnostico em m/z 335 nos espectros de MS/MS
correspondentes. Nenhuma das bandas cromatograficas apresentaram em seus
espectros o sinal diagndéstico da 16-hidroxitabersonina, indicando que o processo de
extracdo e preparo de amostras apresentou baixa seletividade para esta substancia.
No cromatograma EIC do extrato de flores (Figura 2.9 (A), p. 61), foi observada uma
banda com tr = 9,3 min cujo espectro de massas apresentou sinais que nao foram
compativeis com nenhuma substancia relatada na literatura. Sua massa molecular
par, indica a auséncia de atomos de N ou a presenca de nimero par de atomos desse
elemento. A perda neutra de 17 Da, resultado da formacdo do ion em m/z 336,

corresponde a uma molécula de aménia, o que confirma, portanto, a presenca de pelo
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menos dois atomos de N nessa substancia. Mesmo com as demais informacdes
contidas nesse espectro ndo foi possivel realizar a elucidacdo estrutural dessa

substancia.

Figura 2.9 Cromatogramas EIC (m/z 353), obtidos por HPLC-MS/MS a partir da analise dos extratos
metandlicos de folhas (A) e flores (B) acompanhados dos espectros de MS/MS de cada banda cromatografica.
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Fonte: autor

Ap6s sua formacdo, ajmalicina e tetraidroalstonina s&o convertidas
respectivamente a serpentina e alstonina que constituem outro par de epimeros
acumulados em Catharanthus roseus. No caso dessas substancias, os dados das
tabelas 2.1 (p. 53) e 2.2 (p. 54) mostram uma completa correlacdo entre os padroes
de fragmentacéo obtidos por TSI-MS/MS e os dados reportados na literatura, os quais
descrevem a formacao de ions produto em m/z 317, 289 e 263. Essas observacoes
estdo de acordo com o mecanismo de fragmentacdo proposto na figura 2.10 (p. 62),
gue pode seguir duas vias diferentes. Em uma delas (setas azuis), uma reacao de

remocdo de hidrogénio B acompanhada da perda neutra de CH,O resulta no ion

produto de m/z 317. Essa reacdo € acompanhada por uma perda de CO que ocorre
como consequéncia de uma reacdo de deslocamento assistida por rearranjo de

hidreto, responsavel por gerar o ion produto com m/z 289. A outra via de fragmentacao

61



Capitulo 02

envolve uma reacéao de retro-Diels-Alder, indicada pelas setas vermelhas, responsavel
pela abertura do anel diidropiranico que na sequéncia forma um ion acilio com m/z

263 por um rearranjo seguido da perda neutra de C;H, 0.

O calculo da razdo m/z do ion [M]* correspondente aos alcaloides serpentina e
alstonina forneceu o valor de 349,1547 e o experimento de DI-ESI-QQTOF-MS
resultou em m/z 349,1543 (erro: 0,95 ppm) e 349,1545 (erro: 0,55 ppm) para o0s
extratos de folhas e flores, respectivamente. Esse resultado confirma, portanto, a

férmula iénica (C,,H,,N,0,") das substancias em questdo, ja que foram obtidos erros

inferiores a 5,0 ppm.

Figura 2.10 Mecanismo de fragmentacao dos ions [M]* correspondentes ao
par de epimeros serpentina/alstonina.

RDA

CZlHZlN203+

m/z 349

(0]
Ci6H11N,0,"
m/z 263

Fonte: autor

N&ao foi possivel confirmar a presenca de ambos os epimeros, serpentina e
alstonina, em folhas e flores por TSI-MS/MS, particularmente devido a equivaléncia
de seus espectros de MS2. Por esse motivo, os dados de LC-MS/MS dos extratos de
folhas e flores foram explorados com a finalidade de realizar uma busca por esses
metabdlitos. A figura 2.11 (p. 63) mostra os cromatogramas EIC com m/z 349 e os

espectros sequenciais de MS? correspondentes a cada banda cromatografica. Os
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tempos de retencdo (t;) de cada substancia eluida foram 355 e 36,0 min.

Comparando esses dados com a ordem de eluicdo reportada na literatura,?? foi

possivel atribuir a banda com t;, = 35,5min a serpentina e a banda com t; = 36,0min a

alstonina. Com base nesses resultados foi possivel concluir que o sinal em m/z 349

detectado por TSI-MS/MS corresponde a ambos 0s epimeros.

Figura 2.11 Cromatogramas EIC (m/z 349), obtidos por HPLC-MS/MS a partir da andlise dos extratos
metanolicos de folhas (A) e flores (B) acompanhados dos espectros de MS/MS de cada banda cromatografica.
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Fonte: autor

As proximas etapas na via biossintética dos AlTs compreendem a producao
dos alcaloides vindolinina e seu epimero 19-S-vindolinina, catarantina,
desmetoxivindolina e vindolina a partir do precursor desidrosecodina. Trés das
substancias envolvidas nessa via, a citar vindolinina, catarantina e tabersonina sdo
isbmeros constitucionais e, portanto, seus ions [M+H]* apresentam a mesma razao
m/z, cujo valor é 337. No entanto, seus padrfes de fragmentacédo sao diferentes o que
as torna distinguiveis em experimentos sequenciais de MS/MS. Nos experimentos de
TSI-MS/MS o isolamento e fragmentagéo dos ions com m/z 337 resultaram nos sinais
em m/z 320, 173 e 144. Na tabela 2.3 (p. 56), o experimento DI-ESI-QqQTOF-MS
forneceu m/z 337,19105 e 337,19101 para os extratos metandlicos de folhas e flores,
respectivamente. Esses valores sdo compativeis com a férmula ibnica correspondente
a estes compostos, C,,H,:N,O,", apresentando erros de 0,02 ppm para a razdo m/z
obtida no extrato de folhas e 0,13 ppm, no extrato de flores. O padréao de fragmentacéo
observado indica a presenca do par de epimeros vindolinina/19-S-vindolinina, e da
catarantina, que apresentam sinais diagnosticos em m/z 320 e 173, respectivamente.

O sinal diagnéstico da tabersonina com m/z 305 ?? ndo foi encontrado e sua presenca,

63



Capitulo 02

portanto, ndo pode ser atestada. Os mecanismos de fragmentacdo propostos para 0s
ions [M+H]* correspondentes a vindolinina /19-S-vindolinina e catarantina estao

representados na figura 2.12.

Figura 2.12 Mecanismo de fragmentacéo dos ions [M+H]* gerados a partir da vindolinina (A) e da catarantina (B).
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Fonte: autor

O mecanismo de fragmentacdo proposto para o par vindolinina/19-S-
vindolinina, representado na figura 2.12 (a), envolve uma sequéncia de duas reacdes
que sao responsaveis pela diminuicdo da tensao do sistema biciclo [2,2,1] heptano.
Na primeira reacédo, uma remocao de hidrogénio B pelo atomo de nitrogénio do grupo
diidroindol causa a abertura de um dos anéis que compde esse sistema.
Posteriormente, um rearranjo de hidrogénio remoto resulta na formac¢ao de uma amina
priméria. A partir desse ion intermediario, duas vias de fragmentacdo podem ser
derivadas. Em uma delas, representada pelas setas azuis, ocorre uma reacao de
ciclizacdo que se inicia com a captura de um dos prétons ligados ao nitrogénio do
grupo diidroindol pelo par de elétrons do nitrogénio da amina primaria. Posteriormente,
um rearranjo das ligacbes promove, nessa espécie ibnica, uma reacdo de

deslocamento que resulta em perda neutra de NH; com a consequente formagéo do

ion produto em m/z 320. A outra via, indicada por setas vermelhas, consiste em um
rearranjo de hidrogénio remoto que gera o ion produto em m/z 308, acompanhado de

uma perda neutra de CH;N.

No caso do mecanismo de fragmentacdo dos ions [M+H]* correspondentes a
catarantina, representado na figura 12 (b), a etapa inicial corresponde a uma reagao
de retro-Diels-Alder, seguida por um rearranjo de hidrogénio remoto, resultando em

uma perda neutra de C,,H,,0, e no ion produto com m/z 173. Na etapa seguinte
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ocorre uma eliminagéo de CH;N, auxiliada por um rearranjo de hidreto, que gera o ion

produto em m/z 144.
Para confirmar a presenca de ambos os epimeros da vindolinina, recorreu-se
aos dados obtidos por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Nos cromatogramas de ion extraido para

m/z 337, foi possivel observar quatro bandas cromatograficas principais em t; 15,5,

18,7, 30,4 e 34,5 min, como demonstrado pela figura 2.13.

Figura 2.13 Cromatogramas EIC (m/z 337), obtidos por HPLC-MS/MS a partir da anélise dos extratos
metandlicos das folhas (A) e flores (B) acompanhados dos espectros de MS/MS de cada banda cromatogréfica.
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Fonte: autor

As substancias eluidas em t, 15,5 e 18,7 min exibiram espectros de MS/MS

idénticos, que apresentaram pico base em m/z 320 e um sinal de baixa intensidade
em m/z 308. Esse padrdo de fragmentacdo foi compativel com os relatados para
vindolinina e 19-S-vindolinina e estavam de acordo com o0 mecanismo de

fragmentacao proposto para essas substancias. A ordem de eluicdo desse par de
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epimeros em fase reversa (C18), relatada na literatura, indica que t,(19-s-vindolinina) > tg

(vindolinina).?2 Portanto, foi possivel concluir que ambas as substancias foram detectadas

no experimento TSI-MS/MS em folhas e flores. A banda cromatografica eluida em tg

= 30,4 min (Figura 2.13, p. 65) exibiu ions produto em m/z 305, 252, 222, 206, 194,
180 e 144. Alguns desses sinais também estavam presentes no espectro de TSI-
MS/MS das folhas, embora suas intensidades tenham sido extremamente baixas
(apéndice A, p. 155). Infelizmente, esse padrao de fragmentacéo n&o correspondeu a
nenhum outro relatado na literatura consultada, o que impossibilitou sua atribuigcéo.
No cromatograma das folhas, a banda correspondente a essa substancia apresentou
maior area em comparacao com seus isbmeros. Embora esse isdbmero também tenha
sido detectado no extrato de flores, a &rea de sua banda cromatografica foi
notavelmente baixa em comparacdo com a area obtida na analise de HPLC-MS/MS
do extrato de folhas. Esse fato explica a ocorréncia dos ions produtos em m/z 252,
222, 194 e 180 apenas no espectro TSI-MS/MS das folhas. Ainda na figura 2.13, a
substancia eluida em t; = 34,5 min exibiu ions produto em m/z 173 e 144 (Figura 2.13

- A4 e B4, p. 65), compativeis com os sinais relatados para a catarantina.

Um dos produtos intermediarios da converséo da tabersonina a vindolina é a
16-metoxitabersonina. Esse metabdlito foi detectado nas folhas e flores de
Catharanthus roseus e o mecanismo de fragmentacdo de seu ion [M+H]* esta
representado na figura 2.14 (p. 67). Nesse mecanismo, duas vias de fragmentacao
podem ser apontadas. Em uma delas, representada por setas azuis, ocorre uma
reacdo de retro-Diels-Alder, seguida de um rearranjo de ligacdes que resulta no
deslocamento de uma perda neutra de C,H,;N e no ion produto com m/z 258. A outra

via, representada com setas vermelhas, consiste em uma reacdo de remocao de
hidrogénio B que gera o ion acilio em m/z 335. Posteriormente, uma reacdo de

ciclizagéo resulta no ion produto com m/z 307 e na perda neutra de C,H,. Finalmente,

ocorre uma reacao de deslocamento assistida por hidreto que € responsavel pela
formacdo da perda neutra de CO e do ion produto com m/z 279, que apresenta
elevada estabilidade devido a deslocalizacdo da carga. Embora ndo tenha sido
possivel confirmar a férmula do ion [M+H]* correspondente a 16-metoxitabersonina
pelo experimento de DI-ESI-QqTOF-MS, uma vez que néo foi possivel detecta-lo, o

mecanismo de fragmentacéo foi suficiente para atribuir sua estrutura.
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Figura 2.14 Mecanismo de fragmentacéo dos ions [M+H]* gerados a partir da
16-metoxitabersonina.
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Fonte: autor

Os experimentos de TSI-MS/MS também proporcionaram a deteccdo da
vindolina, m/z 457, e seu derivado desmetoxilado, a desmetoxivindolina, m/z 427. As
razBes m/z calculadas para o ion [M+H]* desses metabdlitos foram respectivamente,
457,2333 e 427,2227. Nos experimentos de DI-ESI-QQTOF-MS, o ion [M+H]*
correspondente a vindolina apresentou m/z 457,2331 (erro: 0,4 ppm) no extrato de
folhas e 457,2333 (erro: 0,06 ppm) no extrato das flores. Ainda nesses experimentos,
o ion [M+H]* proveniente da protonacdo da desmetoxivindolina foi detectado em m/z
427,2220 (erro: 1,84 ppm) no extrato de folhas e em 427,2216 (erro: 2,64 ppm) no
extrato de flores. Esses resultados estdo de acordo com as férmulas dos ions [M+H]*
propostas para vindolina, C,cH;N,O,* e desmetoxivindolina, C,,H;;N,O*, ja que
apresentaram erro menor que 5,0 ppm. Para essas substancias, os padrdes de
fragmentacao obtidos no experimento TSI-MS/MS foram suficientes para garantir sua
deteccdo, uma vez que houve uma completa similaridade dos espectros
experimentais com aqueles relatados na literatura. Esses padrbes de dissociacéo
foram consistentes com o mecanismo de fragmentacdo proposto, representado na

figura 2.15 (p. 68). As mesmas perdas neutras foram observadas nos espectros de
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MS/MS de ambas as substancias, o que ja era esperado dada a semelhanca estrutural
entre elas. A fragmentacéo dos ions [M+H]*, em ambos os casos, pode seguir uma de
trés possiveis vias. Uma delas, representada por setas azuis, envolve um rearranjo
de hidrogénio remoto, que resulta em perda neutra de agua, levando a formacédo de
ions produto com m/z 409 para a desmetoxivindolina e m/z 439 para a vindolina. Na
segunda via, indicada com setas vermelhas, ocorre um rearranjo de hidrogénio

remoto, que gera a perda neutra de C,H,O,, e os ions produto intermediarios com m/z

397 para a vindolina, e m/z 367 para a desmetoxivindolina. Posteriormente, nessa
mesma via, ocorre uma reacéo de deslocamento assistida por um rearranjo de hidreto,

que da origem a uma perda neutra de C,,;H,:NO, e aos ions produto com m/z 158

para desmetoxivindolina e 188 para vindolina. A terceira via, representada por setas
verdes, corresponde a um outro rearranjo de hidrogénio remoto, que resulta na

formacdo da perda neutra de C,H,0, e dos ions com m/z 367 e 397 para a

desmetoxivindolina e vindolina, respectivamente.

Figura 2.15 Mecanismo de fragmentacao dos ions [M+H]* gerados a partir dos metabdlitos
vindolina e desmetoxivindolina.
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Com relacdo aos alcaloides bisinddlicos produzidos por Catharanthus roseus,
o experimento de TSI-MS/MS possibilitou a deteccdo da 3,4-anidrovinblastina e
vinblastina. Nas flores, ambos os metabdlitos foram detectados, enquanto nas folhas,
detectou-se apenas o primeiro. Os sinais mais abundantes relacionados a esses
metabdlitos foram atribuidos a molécula duplamente protonada, [M+2H]?*, que
apresentou m/z 397 e 406 para 3,4-anidrovinblastina e vinblastina, respectivamente.
Somente nas flores foi possivel detectar o ion monocarregado [M+H]* da 3,4-
anidrovinblastina. O mecanismo de fragmentacdo do ion [M+2H]?>* correspondente a
3,4-anidrovinblastina encontra-se representado na figura 2.16 (p. 70). No espectro
TSI-MS/MS, foi possivel observar um sinal em m/z 524. A ocorréncia desse sinal
somente faz sentido se uma desprotonacéo do ion duplamente carregado [M + 2H]?*
ocorrer durante o processo de CID. Partindo dessa premissa, a molécula protonada
resultante, com m/z 793, passa por um rearranjo de hidrogénio remoto (setas

vermelhas) que ocasiona a formacéo da perda neutra de C,H,O,, e do ion produto em

m/z 733. Posteriormente, uma reacdo de deslocamento assistida por hidreto gera o
ion produto com m/z 524, citado acima, acompanhado de uma perda neutra de

C,;H;sNO;. A proxima etapa consiste em um rearranjo de hidrogénio remoto que
resulta no ion produto com m/z 188 e na perda neutra de C,,H,,N,O,. Embora essas

etapas do mecanismo corroborem a formacgéo dos ions produto detectados em m/z
524 e 188, os ions intermediarios com m/z 733 e 793 ndo foram encontrados no
espectro TSI-MS/MS. Essa observacao pode ser explicada pela baixa intensidade do
sinal com m/z 524 o que indica que a desprotonagdo do ion [M+2H]?* durante o
experimento de CID ocorre com um baixo rendimento e, consequentemente, a maior
parte do conjunto dos ions precursores permanece na forma de ions duplamente
carregados. Dessa maneira, a populagéo de ions produto com m/z 733 e 793 tende a
ser muito pequena, ou até mesmo, indetectavel.

As proximas duas vias de fragmentagdo partem da espécie i6nica [M+2H]?* e
envolvem rearranjos de hidrogénios remotos acompanhados pela formacao de perdas

neutras de C,H,O (setas de cor magenta) e H,O (setas azuis), que resultam em jons

produtos com m/z 376 e 388, respectivamente. Essas dissocia¢gbes ocorrem em uma
sequéncia paralela e alternada dando origem a um ion produto em comum, com m/z
367, o qual sofre outro rearranjo de hidrogénio, gerando o ion produto com m/z 337 e
a perda neutra de C,H,0,. Essa mesma reagao pode ocorrer diretamente a partir dos
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ions produto intermediarios com m/z 376 e 388, 0 que resulta nos ions observados

em m/z 346 e 358. Uma outra perda neutra de H,O, decorrente de um rearranjo

hidrogénio remoto, pode explicar a conversédo dos ions com m/z 346 em ions produto
com m/z 337.

A Ultima via de fragmentacao do ion precursor (setas vermelhas) comeca com
um rearranjo de hidrogénio que gera o ion produto em m/z 367, acompanhado da

liberacéo da perda neutra de C,H,O,. Posteriormente, o ion produto gerado sofre
outro rearranjo de hidrogénio (setas roxas), levando a uma perda neutra de C,H;O, e

ao ion produto com m/z 316, no qual ocorre um deslocamento assistido por rearranjo
de hidreto (setas laranjas), responsavel pela formacéo do ion produto em m/z 262 com

uma consequente perda neutra de C,HgN.

Figura 2.16 Mecanismo de fragmentacdo dos ions [M+2H]?* gerados a partir da 3,4-anidrovinblastina.
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Fonte: autor
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Para confirmar o estado de dupla carga dos ions produto apresentados no
mecanismo de fragmentacdo proposto na figura 2.16 (p. 70), foi realizado um
experimento de MS/MS em alta resolu¢cdo no qual os ions com m/z 397 foram
dissociados por CID. O espectro obtido encontra-se na figura 2.17 e corrobora o
mecanismo proposto, uma vez que confirma o estado de carga dos sinais observados,

obtido pelo processamento dos dados por deconvolucao de cargas.

Figura 2.17 Espectro de dissocia¢éo do ion com m/z 397 obtido por (+)-ESI-QqTOF-MS/MS.
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A 3,4-anidrovinblastina também foi detectada em sua forma monocarregada.
Com o padrédo de fragmentacédo obtido a partir da dissociacdo dos ions [M+H]*, foi
possivel propor o mecanismo de fragmentacao mostrado na figura 2.18 (p. 72). Nesse
mecanismo, o0 ion precursor pode seguir uma das cinco vias representadas em cores
diferentes.

A primeira via (setas roxas), corresponde a um rearranjo de hidrogénio remoto,

que resulta no ion produto com m/z 733 e na perda neutra de C,H,O,. Essa

7

fragmentacdo é seguida por uma reacdo de retro-Diels-Alder, responsavel pela
abertura no anel diidropiperidinico pertencente a porcdo que corresponde a
catarantina. Posteriormente, um rearranjo de hidrogénio seguido de uma reacéao de

ciclizagéo forma o ion produto com m/z 563 e uma perda neutra de C,;H,N.,.

O ion produto com m/z 701 pode ser gerado por duas vias distintas que
envolvem duas reagfes consecutivas. Uma delas corresponde a um rearranjo de

hidrogénio remoto (setas laranja) que resulta na perda neutra de C,H,O,. A segunda

via (setas verdes), consiste em uma migracéo de hidrogénio a partir do nitrogénio que
constitui o sitio de protonacéo, pertencente a por¢cado que corresponde a vindolina,
para a funcao éster pertencente a por¢do que corresponde a catarantina, acarretando

em perda neutra de CH,O. Essas duas rea¢des podem ocorrer simultaneamente e de

forma alternada a partir do ion precursor, o que explica a formag&o dos ions produto
com m/z 733 e 761.
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Figura 2.18 Mecanismo de fragmentacgdo dos ions [M+H]* gerados a partir da 3,4-anidrovinblastina.
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A proxima via engloba uma sequéncia de rearranjos de hidrogénio remoto, que
se inicia com uma perda neutra de H,O (setas azuis), resultando no ion produto em
m/z 775, seguida de uma perda neutra de C,H,O, (setas vermelhas) que da origem
ao ion com m/z 715. Na sequéncia, ocorre formacao do ion produto em m/z 379, com

perda neutra de C,,H,,N,O,.

A ultima via de fragmentacdo comeca com um rearranjo de hidrogénio remoto
(setas vermelhas), que leva a formacao do ion produto com m/z 733, acompanhada
da liberacéo de uma perda neutra de C,H,O,. Essa reagéo € seguida por outra perda

neutra de C,H,0, formada por um rearranjo de hidrogénio remoto (setas pretas) que

resulta no ion produto com m/z 631. Esse ion, por sua vez, sofre uma reacdo de
deslocamento assistida por migracao de hidreto, responsavel pela formacgéo do ion

produto com m/z 524 e de uma perda neutra de C,HgN.

Considerando ainda a classe dos alcaloides bisindolicos, o experimento de TSI-
MS/MS também proporcionou a deteccédo da vinblastina nas flores de Catharanthus

roseus. No caso dessa substancia, apenas ions duplamente carregados, [M+2H]?",
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foram observados. O mecanismo de fragmentacdo proposto encontra-se
representado na figura 2.19. A maioria das reacdes de fragmentacéo ja foi explorada
na discussao sobre a formacdo dos ions produto resultantes da dissociacdo de
espécies idnicas duplamente carregadas da 3,4-anidrovinblastina. A principal
diferenca estrutural entre essas duas substancias decorre da presenca de um anel
piperidinico hidroxilado na porcdo da vinblastina derivada da catarantina, em
substituicdo ao anel diidropiperidinico caracteristico da 3,4-anidrovinblastina. Esse
grupo hidroxila € responséavel por uma via de fragmentagdo adicional que se inicia
com um rearranjo de hidrogénio remoto responsavel pela formacdo da perda neutra

de H,O. Essa reagéo € representada na figura 2.19 com setas verdes. Os demais

mecanismos foram descritos em detalhes para a 3,4-anidrovinblastina.

Figura 2.19 Mecanismo de fragmentagdo dos ions [M+2H]?* gerados a partir da vinblastina.
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Novamente, a confirmacéo do estado de carga dos ions produto detectados no
experimento de TSI-MS/MS foi realizada pelo experimento de DI-ESI-QqTOF-MS/MS
do extrato das flores. No espectro adquirido (Figura 2.20), foi possivel verificar 0s
fragmentos duplamente carregados, obtidos pelo processamento de deconvolugéo de

cargas.

Figura 2.20 Espectro de dissocia¢éo do ion com m/z 406 obtido por (+)-ESI-QqTOF-MS/MS.
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Além das substancias relacionadas acima, esse trabalho possibilitou ainda, a
deteccdo da serpentinina nas flores de Catharanthus roseus. Esse metabdlito
pertence a classe dos alcaloides bisinddlicos terpenoidicos e € comumente
encontrado em raizes de plantas da espécie Rauwolfia serpentina.3® Cabe ressaltar
que ndo ha relatos dessa substancia em flores Catharanthus roseus, o que torna esse
trabalho pioneiro nesse aspecto. No experimento de TSI-MS/MS, a molécula
protonada foi encontrada em m/z 685, e o espectro de MS? gerou sinais de fragmentos
em m/z 653, 621, 435, 433, 403, 375, 349 e 251, descritos na tabela 2.2 (p. 54). A
massa exata calculada para o ion [M+H]* da serpentinina é 653,3384. Na analise do
extrato metandlico das flores pelo experimento de DI-ESI-QqTOF-MS, foi observado
um sinal em m/z 653.3382, que confirma a férmula desse ion com um erro de 0,29
ppm. A partir dos sinais obtidos no experimento TSI-MS/MS, foi possivel propor o
mecanismo de fragmentacdo representado na figura 2.21 (p. 75). A partir do ion
precursor, cinco vias de fragmentacdo podem ser derivadas. Em uma delas, um
rearranjo de hidrogénio remoto, representado por setas vermelhas, resulta no ion

produto com m/z 435 e em uma perda neutra correspondente a C,,H,jN,. Essa

fragmentacao € seguida por uma reacédo de remogao de hidrogénio B (setas verdes),

acompanhada pela formacéo de perda neutra de CH,O, que resulta no ion produto

com m/z 403. Posteriormente, ocorre uma reacao de deslocamento assistido por
rearranjo de hidreto (setas pretas), liberando a perda neutra de CO e gerando o ion

produto com m/z 375.
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Figura 2.21 Mecanismo de fragmentagdo dos ions [M]* correspondentes a serpentinina.
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A segunda via tem inicio com a reagcao de remogao de hidrogénio B (setas
verdes) ja discutida anteriormente, que resulta no ion produto em m/z 653. Esse ion
passa por duas dissociacdes paralelas: uma reacdo de deslocamento assistida por
rearranjo de hidreto (setas pretas), que leva a formacao do ion produto com m/z 625
e perda neutra de CO, e um rearranjo de hidrogénio remoto (setas roxas) responsavel

por gerar o ion produto com m/z 621 e a perda neutra de CH,O. A partir do ion

precursor, a fragmentacao representada pelas setas laranjas, € responsavel por gerar
o ion produto com m/z 251 e liberar uma espécie zwitteribnica com a férmula molecular
C5H26N,0s.

A via descrita pelas setas azuis corresponde a um rearranjo de hidrogénio
remoto que resulta no ion produto com m/z 433 acompanhado pela formacéo de uma

perda neutra de C,;H, N,. Em seguida, uma reagéo de remogdo de hidrogénio

(setas verdes) gera o ion produto com m/z 401.
A Ultima via tem inicio com um rearranjo de hidrogénio remoto (setas de cor
magenta) que converte o ion precursor no ion produto com m/z 349 e libera a perda

neutra de C,,H,,N,O,. Posteriormente, uma reacdo de remocédo de hidrogénio

(setas verdes) é responsavel por gerar o ion produto com m/z 317, que por sua vez
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sofre uma reacéo de deslocamento assistida por rearranjo de hidreto que o converte
no ion produto com m/z 289 pela perda neutra de CO.

A figura 2.22 resume os alcaloides inddlicos terpenoidicos detectados em flores
e folhas de Catharanthus roseus pelos experimentos de TSI-MS/MS. A analise dessa
figura permite constatar que a técnica proporcionou a deteccdo da maioria dos
produtos finais da via dos AITs, além do precursor-chave, a estrictosidina, nas flores.
Com base nessas informacgdes fica claro o desvio da via dos AlTs para a produgao
dos epimeros serpentina/alstonina, vindolinina/19-S-vindolinina e dos alcaloides
bisinddlicos 3,4-anidrovinblastina e vinblastina, considerados produtos finais dessa via

biossintética.

Figura 2.22 Resumo dos AITs detectados em folhas e flores de Catharanthus roseus por TSI-MS/MS.
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Além dos AlTs, duas outras classes de substancias puderam ser detectadas
nos experimentos TSI-MS/MS. Nas folhas, foi possivel identificar a feofitina-a, um
pigmento clorofilico presente nos cloroplastos desse 6rgao. Além disso, nas flores, foi

detectada a presenca da hirsutidina 3-0-[6-0O-(a-ramnopiranosil)-B-
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galactopiranosideo, uma substancia da classe das antocianinas, previamente relatada
na variedade lavanda equatorial da espécie Catharanthus roseus.*®

O ion [M]* correspondente & hirsutidina 3-O-[6-O-(a-ramnopiranosil)-B-
galactopiranosideo exibiu m/z 653, e sua fragmentacao resultou nos sinais em m/z
507 e 345. A massa exata calculada para esse ion foi 653,2076, enquanto a analise
do extrato de flores por DI-ESI-QqTOF-MS forneceu o valor de m/z 653.2078. Esse
resultado confirmou a férmula do ion [M]* dessa substancia com base no baixo erro
apresentado pela medida (0,36 ppm). O mecanismo de fragmentacdo desses ions
encontra-se representado na figura 2.23 e consiste em uma sequéncia de dois
rearranjos de hidrogénio remoto. Em um primeiro momento, a por¢éo correspondente
a ramnose é perdida, resultando no ion produto com m/z 507. A partir desse ion,
ocorre uma perda da porcdo correspondente a galactose que resulta no ion produto

correspondente a antocianidina em m/z 345.

Figura 2.23 Mecanismo de fragmentacao dos ions [M]* correspondentes a hirsutidina 3-O-[6-O-(a-ramnopiranosil)-
B-galactopiranosideo.
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Fonte: autor

O ion [M+H]* da feofitina-a foi detectado em m/z 871 e sua fragmentagéo
forneceu sinais em m/z 839, 811, 593, 561 e 533. Na analise do extrato de folhas por
DI-ESI-QQTOF, um sinal em m/z 871.5732 foi observado. A massa exata calculada
para a feofitina-a em seu estado protonado resultou no valor de m/z 871,5729. A
comparacao entre os valores experimental e calculado forneceu em um erro de 0,38
ppm, o que corrobora a deteccao dessa substancia. O mecanismo de fragmentacao
da feofitina-a encontra-se representado na figura 2.24 (p. 78). Trés vias principais sdo
responsaveis pela formagédo dos cinco ions produto detectados. Na primeira via,

descrita com setas azuis, a perda de CH,O ocorre por uma reagéo de remocao de
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hidrogénio B resultando na formagéao do ion produto em m/z 811, a partir do qual um

rearranjo de McLafferty (setas verdes) e responsavel gerar a perda neutra de C, H,q

e o ion produto com m/z 561. Na segunda via, o ion produto com m/z 593 é formado
diretamente a partir do ion precursor pelo mesmo rearranjo de McLafferty discutido
anteriormente. A terceira via engloba um rearranjo de hidrogénio (setas vermelhas)

hY

que da origem ao ion produto com m/z 839 e a perda neutra de C,H,O,.

Posteriormente, ocorre um rearranjo de McLafferty, que resulta no sinal em m/z 533.

Figura 2.24 Mecanismo de fragmentac¢do dos ions [M+H]* gerados a partir da feofitina-a.
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A deteccdo de substancias especificas em cada tecido, mostra a capacidade
da técnica de TSI-MS/MS em proporcionar a diferenciacdo quimica de diferentes
tecidos oriundos do mesmo organismo. Essa caracteristica & de grande importancia

quando sao consideradas aplicacbes nas quais 0 objetivo é promover uma

comparacao do metabolismo de um ser vivo em diferentes 6rgaos.
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2.5 CONCLUSAO

Neste trabalho, a técnica de TSI-MS/MS foi aplicada no mapeamento da via
biossintética dos AlITs em flores e folhas de Catharanthus roseus. Essa técnica
possibilitou a deteccéo das principais substancias produzidas por essa espécie, dentre
as quais, estrictosidina, ajmalicina, serpentina, alstonina, catarantina e vindolina. Além
disso, os alcaloides bisinddlicos 3,4-anidrovinblastina e vimblastina, produtos finais
dessa via, também foram detectados. A serpentinina, comumente encontrada nas
raizes das espécies Raulwolfia serpentina, foi surpreendentemente detectada pela
primeira vez em flores de Catharanthus roseus através das analises desses 6rgaos
por TSI-MS/MS. Substancias pigmentares especificas de cada tecido, a citar feofitina-
a e a Hirsutidina 3-O-[6-O-(a-ramnopiranosil)-B-galactopiranosideo, também foram
detectadas nas folhas e flores, respectivamente, o que possibilitou a diferenciacéo
quimica de cada um. O baixo consumo de solvente, a simplicidade do preparo das
amostras e a rapidez das analises mostraram que essa técnica € extremamente
vantajosa para triagens e andlises qualitativas quando comparada as técnicas
espectroscopicas e cromatograficas convencionais. Além disso, os experimentos de
TSI-MS/MS forneceram informacdes estruturais em poucos minutos, sem a introducao
de interferentes em virtude do uso de extensos protocolos de extracdo e preparo de

amostras.
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Capitulo 03

Aplicacéo da TSI-MS no Estudo das Variagcdes Metabdlicas em Citrus
sinensis Var. Valéncia Infectadas com Candidatus Liberibacter

asiaticus.

3.1 INTRODUCAO

O Huanglongbing (HLB), também conhecido como greening, € a mais
devastadora doenca que acomete plantas do género Citrus, sendo também
considerada uma das mais complexas, jA que envolve interacdes ecoldgicas entre
hospedeiros, vetores e patégeno.’ 2 Essa enfermidade é causada por trés espécies
de (a)-proteobactérias gram-negativas pertencentes a ordem Rhizobiales, familia
Rhizobiacea, género Candidatus Liberibacter (Figura 3.1): Candidatus Liberibacter

asiaticus; Candidatus Liberibacter africanus; e Candidatus Liberibacter americanus.®
5

Figura 3.1 Colbnia de bactérias Candidatus Liberibacter americanus habitando
vasos de floema de vinca (Catharanthus roseus).

Detector =

Date 24 Jan 2007

Fonte: ref [7]
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As bactérias desse género alojam-se e se proliferam apenas no interior dos
vasos condutores de floema, sendo restritas a esse meio, 0 que torna extremamente
dificil sua cultura in vitro.% 7 Como resposta a alta concentracdo de células de
Candidatus Liberibacter ao longo dos tubos crivados, a planta promove a deposi¢céo
de calose nesses vazos, 0 que ocasiona a restricdo da circulacdo de seiva elaborada.
Com isso, os nutrientes contidos no floema ndo conseguem atingir todas as regifes
da planta, que acaba morrendo com o avanco da doenca.t 48

A figura 3.2 mostra os principais sintomas apresantados por plantas infectadas.
Dentre eles pode-se citar o aparecimento de ramos com folhas amareladas (clorose),
evoluindo para a seca e morte de ponterios; o surgimento de manchas assimétricas,
verde claras ou amareladas nas folhas, sem nitida divisdo entre as regides de cores
distintas; o espessamento e o clareamento das nervuras das folhas que passam a
apresentar uma aparéncia corticosa; a ocorréncia de frutos que apresentam sementes
abortadas, com menores dimensdes e coloracdo escura; producdo de frutos com
mesocarpo mais espesso em comparacao ao de frutos provenientes de plantas
sadias; queda intensa e precoce dos frutos, que apresentam ma formacdo e

geralmente sdo assimétricos. 1 4 9-14

Figura 3.2 Sintomas apresentados por plantas infectadas por Candidatus Liberibacter. A e B mostram frutos
assimétricos devido a ma formacéo, C e D apresentam frutos oriundos de plantas saudaveis. E, F e G mostram
folhas que apresentam mosqueamento e H, a ocorréncia de ponteiros secos.

©

‘/-«\\

Fonte: ref. [15]
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A transmissdo do HLB ocorre principalmente por insetos denominados
psilideos que agem como vetores. Duas espécies, pertencentes a ordem Hemiptera e
a familia Psyllidae, sdo comprovadamente transmissoras da doenca: o psilideo
asiatico de Citrus, Diaphorina citri (Figura 3.3),6 17 e o psilideo africano, Trioza
erytrea.'® Esses insetos possuem um dispositivo perfurante que os permite alcancar
o floema das folhas e caules jovens, sua fonte de alimento.'® Assim, a transmissédo da
doenca ocorre durante o ataque das plantas saudaveis por psilideos durante sua
alimentacdo. A alta eficiéncia de propagacao do HLB através desses vetores se deve
as caracteristicas do mecanismo de atracdo vetor-hospedeiro. Por esse mecanismo,
psilideos adultos isentos da bactéria sentem maior atracao por plantas infectadas, ao
passo que quando a transportam, sdo atraidos mais fortemente por plantas nao
infectadas.?°

Figura 3.3 Psilideo de Citrus, Diaphorina Citri, vetor da bactéria Candidatus
Liberibacter e ninfas dessa espécie alimentando-se do floema.

Fonte: ref. [16]

O primeiro relato sobre o HLB se deu em 1919, em um estudo sobre doencas
que acometem plantas de interesse econémico na regido sudeste da China.?!
Posteriormente, de 1941 a 1945, o mais extenso trabalho sobre o greening foi
conduzido pelo pesquisador Dr. Lin Kung Hsiang (1910-1986), que em 1956, concluiu
gue essa enfermidade ndo se origina de uma desordem fisiolégica, constatando que
se trata de uma doenca infecciosa transmissivel.* O impacto econémico decorrente
da incidéncia de HLB é extremamente preocupante. Nos Estados Unidos da América
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(EUA), o HLB causou um decréscimo de 72,2% em sua producédo de laranja para
processamento considerando-se o periodo compreendido entre as safras de
2007/2008 a 2017/2018.22 Na Flérida, principal estado produtor de laranja dos EUA,
um levantamento realizado entre os anos de 2006 e 2011, aponta que a perda na
producdo durante este periodo tenha causado um prejuizo de US$1,7 bilhdo.??

No Brasil, pais que figura como maior produtor de laranja no mundo,?* a
principal regido produtora, denominada cinturdo citricola, compreende o estado de
Sé&o Paulo e o sul do estado de Minas Gerais. Nesta regido, a safra de 2018/2019
resultou na producéo de 285,98 milhfes de caixas de 40,8 Kg, ou aproximadamente
11,7 milhdes de toneladas do fruto.?® Estima-se que na safra 2019/2020 a producéo
atinja aproximadamente 15,7 milhdes de toneladas.?> No entanto, dados levantados
em 2019 apontam que 19% das arvores que compdem 0s pomares desta regiao
apresentam sintomas da doenca, o que pode causar inameros prejuizos aos
produtores.?®

O estudo dessa enfermidade em folhas de plantas do género Citrus tem sido
realizado através da extracdo dos metabdlitos e posterior andlise por técnicas
convencionais como espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ou
cromatografia gasosa e liquida acoplada a espectrometria de massas.?’-32 Embora a
literatura relate a aplicacao da técnica de TSI-MS no estudo de folhas de plantas da
espécie Citrus sinensis, o foco principal desse trabalho foi a analise de metabdlitos de
massa molecular acima de 200, sendo relatados como marcadores uma substancia
da classe dos flavonoides glicosilados (m/z 649) e um dissacarideo (m/z 381).23

Neste trabalho, a TSI-MS foi aplicada no estudo metabolémico do greening de
citrus em plantas da espécie Citrus sinensis var. valéncia, de modo a permitir a
avaliacao da variacdo metabdlica abrangendo substancias de baixa massa molecular.
Folhas de plantas infectadas sintomaticas (IS) e nao infectadas (NI) foram avaliadas
em termos das intensidades dos metabdlitos detectados nos experimentos. A andlise
de componentes principais (principal component analysis - PCA) mostrou a formacéo
de dois agrupamentos formados pela diferenca entre as intensidades das variaveis
consideradas para os de individuos IS e NI. Estas observacdes foram validadas
utilizando-se a técnica de UPLC-QqTOF-MSE,
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3.2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como principal objetivo a aplicacédo da técnica de TSI-MS na
investigacdo das diferengas metabodlicas em folhas de individuos da espécie Citrus
sinensis var. valéncia infectados sintomaticos (IS) e néo infectados (NI) com
Candidatus Liberibacter asiaticus, causadora do HLB e a utilizacdo da metodologia
desenvolvida no diagndéstico dessa doenga. Dentro dessa proposta, foram tracados
como objetivos especificos:

1. desenvolver um método de analise de folhas de Citrus sinensis por TSI-MS;

2. aplicar a metodologia desenvolvida no estudo comparativo de folhas de
individuos NI e IS;

3. identificar as principais substancias detectadas por TSI-MS pela analise de
espectrometria de massas sequencial de alta resolucao;

4. realizar uma analise de componentes principais com os dados obtidos a
partir dos experimentos de TSI-MS com a finalidade de encontrar um
possivel marcador para o HLB,;

5. realizar a confirmacao dos resultados utilizando a técnica de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta

resolucao.

3.3 MATERIAIS E METODOS

Todas as amostras analisadas neste estudo foram gentilmente cedidas pelo
Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus), localizado em Araraquara-SP. As
amostras de folha foram coletadas de individuos nado infectados (NI) e infectados
sintomaticos (IS) de plantas enxertadas em porta enxerto de citrumelo swingle,
mantidas em estufa com condi¢gdes controladas de irrigacao e fertirrigacdo descritas
no apéndice D (p. 158). Todos os individuos infectados foram diagnosticados no
Laboratério de Pesquisa e Diagnéstico do Fundecitrus, utilizando-se a técnica de PCR
quantitativo.

Um tamis com abertura de 250,0 ym e malha mesh 60 (Bronzinox, Sdo Paulo,

Brasil) foi utilizado para padronizagcdo da granulometria do material vegetal. Foram

89



Capitulo 03

utilizados metanol e acetonitrila grau HPLC gradiente (Merck LiChrosolv®, Darmstadt,
Alemanha) nas andlises de TSI-MS e UPLC-QqTOF-MSE respectivamente. Etanol
grau de pureza HPLC (Panreac, Darmstadt, Alemanha) e lencos de papel n&o
abrasivos (Kimwipes®, Kimberly-Clark, EUA) foram utilizados no processo de clean up
das amostras de folha. Agua ultrapura foi obtida de um sistema de purificagdo MilliQ®
Direct 8 (Merck-Millipore, Molsheim, France). A pulverizacdo do material vegetal para
posterior extracao foi realizada em moinho analitico A11 (Ika, Staufen, Alemanha). Um
liofilizador modelo Alphal-2LD plus (Christ®, Osterode am Harz, Alemanha) e um
banho ultrassénico S60H (ElIma®, Singen, Alemanha) foram utilizados no preparo dos
extratos de folhas infectadas e néo infectadas. Para pesagem do material vegetal
pulverizado utilizou-se uma balanca analitica AG245 (Metler-Toledo, Bochum,
Alemanha). Para centrifugacéo dos extratos utilizou-se uma mini centrifuga MiniSpin®
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Um evaporador de amostras a vacuo Speed Vac®
(Thermo-Savant, Millford, EUA) foi utilizado para secagem das solucfes de extrato
antes e depois do preparo de amostras. O clean up dos extratos metanodlicos das
folhas provenientes de individuos NI e IS, para as andlises de DI-ESI-QqTOF-MS/MS
foi realizado em cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) Chromabond® C18 ec
(Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) contendo 500 mg de fase estacionaria e 3,0 mL
de volume. J& no preparo de amostras para andlise de UPLC-MSE, utilizou-se
cartuchos de SPE Strata® C18 (Phenomenex, Torrance, EUA) contendo 100 mg de
fase estacionaria e volume de 3,0 mL.

As andlises de TSI-MS foram realizadas em um espectrémetro de massas
Amazon SL® (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha), equipado com um analisador do
tipo ion trap e com uma fonte de ionizagéo por eletrospray modificada de modo a
permitir a aplicacdo desta técnica. Os experimentos de espectrometria de massas de
alta resolucdo por infusédo direta foram executados no equipamento Maxis Impact®
(Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha), com configuracao ESI-QqTOF.

Os extratos das folhas de plantas infectadas e saudaveis também foram
avaliados por UPLC-ESI-QqTOF-MSE. Nesta etapa, utilizou-se um cromatégrafo
liqguido modular de ultra eficiéncia constituido de uma bomba quaternaria Acquity®
HClass, um amostrador automatico Acquity® FTN, e um detector de arranjo de diodos
Acquity® PDA eA acoplado a um espectrometro de massas XEVO® G2-XS QTOF
(Waters, Millford, EUA).
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3.3.1 Experimentos de TSI-MS

Para realizacdo dos estudos de individuos NI e IS por TSI-MS, a metodologia
empregada envolveu as etapas de amostragem, preparo de amostras e analise, sendo
que as duas ultimas foram desenvolvidas de modo a otimizar a qualidade dos
espectros obtidos com base na intensidade dos sinais referentes aos metabdlitos
detectados. Os procedimentos realizados encontram-se descritos nas sec¢des

seguintes.

3.3.1.1 Amostragem

Para as analises preliminares por TSI-MS, realizadas para o desenvolvimento
da metodologia, foram coletadas trés folhas provenientes de dois individuos, cada
gual em uma das situacfes NI e IS. Apos desenvolvimento da metodologia, com a
finalidade de se estabelecer correlacbes em um numero maior de amostras, 20
individuos, sendo 10 NI e 10 IS tiveram suas folhas coletadas em triplicata. Cada uma
destas folhas foi analisada também em triplicata (trés cortes por folha).

3.3.1.2 Preparo de amostras

ApoOs coleta, as folhas foram limpas em agua corrente, retirando-se todo o
material particulado de sua superficie. Posteriormente realizou-se um enxague destas
folhas com &gua ultrapura, para a retirada de sais remanescentes e por fim, promoveu-
se a secagem com toalhas de papel. Em seguida, realizou-se um procedimento de
clean up das folhas passando-se sobre sua superficie lencos de papel ndo abrasivos
embebidos em EtOH com grau de pureza HPLC. Apds evaporacdo do EtOH da
superficie das folhas a temperatura e pressdo ambientes, realizou-se prontamente as

analises por TSI-MS.

3.3.1.3 Anaélise por TSI-MS

Para a execucéo das andlises, cortou-se, utilizando-se um estilete, 3 porcbes
triangulares de regifes aleatérias de cada folha, medindo aproximadamente 1,0 cm

de base por 1,5 cm de altura.
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Figura 3.4 Acoplamento do corte da folha a fonte de ionizag¢&o do espectrometro de massas.

Fonte: autor

Posicionou-se estas amostras a 8,0 mm de distancia do cone de amostragem
do espectrébmetro de massas (Figura 3.4). Posteriormente, adicionou-se, sobre a
superficie da amostra, 10,0 yL de MeOH grau de pureza HPLC, e em seguida, aplicou-
se a tensédo alternada de + /- 4500 V na entrada do capilar de transferéncia de modo
a permitir a aquisicdo simultanea de espectros no modo negativo, (-)-TSI-MS e
positivo, (+)-TSI-MS. A faixa de aquisicao utilizada compreendeu o intervalo de m/z
50-1500. Utilizou-se uma vazdo de gas de dessolvatacdo de 3,0 Lmint a uma
temperatura de 250,0 °C para evitar contaminacdo excessiva da entrada do
espectrometro. O tempo maximo de acumulo de ions no analisador foi ajustado a 50
ms. Os espectros de TSI-MS foram gerados de uma média de 5 espectros
consecutivos.

Os dados obtidos foram tratados no software DataAnalysis, verséao 4.2 (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha).

3.3.1.4 Andlise de componentes principais dos dados de TSI-MS

Os dados adquiridos a partir dos experimentos de TSI-MS e UPLC-QQqTOF-
MSE foram avaliados utilizando andlise de componentes principais (principal
componente analysis - PCA). Para os experimentos de TSI-MS, as intensidades dos
principais sinais presentes nos espectros, a citar m/z 104,1; 116,1; 144,1; 150,1,
175,1; 182,1; 265,2; 318,4; 325,3; 343,3; 373,3 e 381,2, foram extraidas para o
software Microsoft Excel® e normalizadas dividindo seu valor pelo valor da corrente
ibnica total (TIC). Este procedimento teve a finalidade de contornar variacbes de

intensidade causadas por acumulo de contaminacéo na fonte de ionizagdo.3* De cada
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valor normalizado foi subtraida a média das amostras por variavel, dividindo-se o
resultado pelo desvio padréo calculado. Estes valores foram utilizados no estudo da
PCA, realizado através do software Past, versédo 3.25.%> Neste estudo, avaliou-se as
varidveis mais representativas na investigacao das folhas de individuos NI e IS.

3.3.2 Experimento de DI-ESI-QqTOF-MS/MS

Extratos metandlicos de folhas de individuos NI e IS foram analisados por DI-
ESI-QqTOF-MS/MS com a finalidade de promover a atribuicdo dos sinais detectados

nos experimentos de TSI-MS.

3.3.2.1 Amostragem

Nesta etapa, realizou-se uma amostragem de menor abrangéncia ja que o
objetivo desta analise era apenas identificar alguns dos sinais detectados nos
experimentos de TSI-MS. No processo de coleta de material vegetal, duas folhas

foram obtidas de cada um dos dois individuos, NI e IS.

3.3.2.2 Preparo de amostras

As folhas coletadas foram enxaguadas em agua corrente e posteriormente em
agua ultrapura para a retirada de material particulado e sais remanescentes.
Posteriormente as folhas foram secas em papel toalha e inseridas em almofariz onde,
entdo, foram trituradas com um pistilo na presenca de nitrogénio liquido. O material
vegetal finamente dividido proveniente desta etapa, foi liofilizado por 12 h a uma
pressdo de 0,07 mbar e temperatura de -45,0 °C. Em seguida, aferiu-se a massa do
material liofilizado, obtendo-se 0,7739 g para o individuo NI e 0,8396 g, para o IS. Este
material foi inserido, separadamente, em dois frascos de amostragem de 40,0 mL
onde realizou-se 0 processo de extracao.

A extracdo de cada amostra foi realizada em trés etapas com porcdes de 5,0
mL de MeOH grau HPLC. Cada ciclo de extracdo, auxiliada por ultrassom, teve
duracéo de 5,0 min. O material sélido foi removido por filtragdo em papel de filtro e a
solucdo de extrato foi seca previamente em capela de exaustdo. Apos esta etapa,

cada frasco foi mergulhado em nitrogénio liquido por aproximadamente 1,0 min e
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ambos foram levados ao liofilizador, onde permaneceram por 12 h, nas mesmas
condicbes previamente mencionadas. Posteriormente os extratos foram pesados,
obtendo-se 0,08943 g para a amostra do individuo NI e 0,06373 g para o IS.

Em seguida, pesou-se 31,3 mg de extrato proveniente do individuo (NI) e 30,2
mg do (IS) em dois microtubos de 1,5 mL. Na solubilizacdo destes extratos foi

adicionado MeOH 95% em H,O em cada um dos dois microtubos, de modo a obter

solucdes a 30 mgmL*. Durante este processo verificou-se, nos dois casos, que uma
parte de cada extrato ndo se dissolveu, formando um precipitado no fundo dos
microtubos. As solucdes foram entdo centrifugadas, separando-se o sobrenadante do
precipitado. Ne sequéncia, estes sobrenadantes foram submetidos ao processo de
clean up em cartucho de extracdo em fase sélida. Neste procedimento, inicialmente
promoveu-se o condicionamento do cartucho com 6 volumes mortos (~ 5,0 mL) de
MeOH grau de pureza HPLC. Em seguida, equilibrou-se o cartucho com 6 volumes
mortos de solugdo MeOH:H,O 95% e aplicou-se o volume total dos sobrenadantes

obtidos na etapa anterior. A elui¢éo foi realizada com 3,0 mL de MeOH:H,0 95%. O

extrato obtido nessa etapa foi seco em capela de exaustdo por um periodo de 18 h.
Obteve-se ao final, 19,0 mg de extrato do individuo (NI) e 21,7 mg de extrato
proveniente do individuo (IS). Ao final, os extratos foram ressolubilizados em MeOH e
diluidos em MeOH: H,0O 50% de modo a se obter uma solugéo a 1,0 mg/mL e diluidos

em MeOH:H,0 50% v/v contendo 0,1% de acido férmico na razéo de 1:100. A solugéo

resultante foi centrifugada em mini centrifuga a 10.000 rpm por um periodo de 3,0 min

e prontamente analisada pela técnica de DI-ESI-QqTOF-MS.

3.3.2.3 Anaélise por DI-ESI-QqTOF-MS

Os extratos diluidos foram infundidos na fonte de ESI do espectrometro a uma
vazao de 180,0 uLht. Na fonte de ionizacdo, a voltagem de entrada do capilar de
transferéncia foi mantida a -3.000 V, a pressao do gas nebulizador foi ajustada a 0,3
bar, a vazdo e a temperatura do gas de dessolvatacéo foram estabelecidas a 4,0 Lh?
e 180,0 °C, respectivamente. Os espectros sequenciais foram obtidos por CID,

utilizando-se N, como géas de colisdo. Na aquisicdo destes espectros, a energia de

colisdo foi ajustada manualmente com a finalidade de otimizar a intensidade dos sinais

pertencentes aos ions produto. As informagfes das energias empregadas nestes
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experimentos encontram-se na descricdo contida no cabecalho de cada espectro
discutido ao longo do texto.

Os dados experimentais foram tratados através do software DataAnalysis,
versdo 4.2 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha). Os erros das medidas foram

calculados através do aplicativo SmartFormula do software DataAnalysis, versao 4.2.

3.3.3 Experimento de UPLC-ESI-QqTOF-MSE

Com a intencdo de avaliar os resultados obtidos nos experimentos de TSI-MS,
extratos de folhas obtidas de individuos infectados e saudaveis foram analisados por
UPLC-QqTOF-MSE.

3.3.3.1 Amostragem

Nesta etapa do trabalho, realizou-se uma amostragem composta para a
obtencdo dos extratos a serem analisados por UPLC-QqTOF-MSE. Para tanto, trés
folhnas foram coletadas de cada individuo de um conjunto de 15 individuos nas
situacdes NI ou IS. Cada grupo de 3 individuos (9 folhas), compuseram uma amostra.
Foram compostas 5 amostras de cada grupo de individuos em cada uma das

situacdes, NI e IS. As amostras compostas foram extraidas e preparadas em triplicata.

3.3.3.2 Extragcdo dos metabolitos do material vegetal

As folhas coletadas foram inicialmente enxaguadas em agua corrente para a
retirada de material particulado e posteriormente, em agua ultrapura para a retirada
de sais remanescentes em suas superficies. Apds secagem das folhas utilizando-se
papel toalha, cada grupo de 9 folhas foi pulverizado em moinho analitico na presenca
de nitrogénio liquido. Apés moagem, o material vegetal foi liofilizado por 24h a presséo
de 0,07 mbar e temperatura de -45 °C. Posteriormente, realizou-se uma padronizagéo
da granulometria deste material, peneirando-o em tamis com dimensdo de malha
mesh 60, obtendo-se assim maior homogeneidade do tamanho das particulas que

compunham a amostra (Figura 3.5, p 71).
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Figura 3 5 Padronlzagao da granulometrla do material vegetal realizado previamente a extragao.

Fonte: autor

Para promover a extracdo, foram pesados em microtubos de 1,5 mL,
aproximadamente 30,0 mg de cada amostra em triplicata. A extracado foi realizada
em trés etapas com porc¢des de 300,0 yL de uma solucdo de griseofulvina (padréo
interno) a 3,3 ygmL* em MeOH grau de pureza HPLC . A cada etapa de extragdo, a
mistura material vegetal-solvente foi sonificada em banho de ultrassom por 5,0 min e
centrifugada em mini centrifuga a 10000 rpm por 3,0 min. Posteriormente, 0s
sobrenadantes foram transferidos para microtubos de 1,5 mL. A solucdo de extrato
resultante foi parcialmente evaporada em capela de exaustdo e levada a um
evaporador a vacuo para completa secagem. Este processo teve duragéo de 2,0 horas

utilizando-se uma pressao de 1,0 torr a uma temperatura de 35,0 °C.

3.3.3.3 Preparo de amostras

Os extratos obtidos passaram por um processo de clean up utilizando-se
cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) contendo silica modificada com grupos
octadecil (C18). Para tanto, solubilizou-se os extratos em 300,0 yL de MeOH:H,0 95%

v/v com auxilio de ultrassom e agitacao.
Os cartuchos de SPE foram condicionados com 1,0 mL de MeOH grau de
pureza HPLC. Apés condicionamento, equilibrou-se o cartucho com 1,0 mL de solucéo

MeOH:H,O 95% e aplicou-se a solugdo da amostra. A eluigdo foi realizada com 1,0
mL de MeOH:H,O 95% v/v, coletando-se o eluato em microtubos de 1,5 mL com

massa previamente mensurada. As solucdes de extrato foram parcialmente
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evaporadas em capela de exaustao até o volume aproximado de 100 pL. As solugdes
resultantes foram secas em evaporador a vacuo por 5 horas a 1,0 Torr e 35,0 °C. Os

extratos obtidos foram solubilizados em MeOH:H,O 70% v/v de modo a obter solu¢des

a 1,0 mgmL?®. Estas solucdes foram diluidas na razdo de 1:10 para ajuste da
concentracdo a 100 ppm. Posteriormente, as solu¢des resultantes foram
centrifugadas em mini centrifuga a 10000 rpm por 3,0 min e prontamente analisadas.

3.3.3.4 Andlise por UPLC-ESI-QqTOF-MSE

Na andlise por UPLC-ESI-QqTOF-MSE, a separacao foi realizada em coluna
Acquity UPLC® HSST3, com dimensdes de 100 x 2.1mm, contendo fase estacionaria
reversa (C18), constituida de particulas com 1.8 pm de diametro médio e 100 A de
didmetro médio de poro. A eluicdo foi realizada em modo gradiente, utilizando-se agua
como componente A e acetonitrila como componente B, ambos contendo 0,1% v/v de
acido formico. Realizou-se um gradiente exploratorio de 5,0 a 100,0% de B em 8,0
minutos, com uma etapa adicional de limpeza apds o término do gradiente, na qual
manteve-se 100,0% de B por 5,0 minutos. A vazao utilizada foi de 500,0 yLmin? e o
forno da coluna foi mantido a 40,0 °C. O detector de DAD foi operado na faixa de
comprimento de onda de 210-800nm, com frequéncia de aquisi¢do de 20,0 Hz.

No espectrdmetro de massas a aquisicao foi realizada no modo resolucéo -
positivo na faixa de m/z 50-1000. Ajustou-se os parametros da fonte de ionizacéo de
modo que sua temperatura foi mantida a 100,0 °C e, no capilar de eletrospray, foi
aplicado um potencial de 1.5 kV. A voltagem do cone de transferéncia foi estabelecida

a um potencial de 40 V. A vazéo do gas de dessolvatagéo (N,) foi ajustada a 800 Lh-

! e sua temperatura mantida a 650,0 °C. O experimento de MSE foi realizado em duas
condicdes de energia aplicadas a célula de colisdo, sendo que os espectros de baixa
energia foram obtidos a 6,0 eV e para obtencao dos espectros de alta energia, utilizou-
se uma rampa de potencial de 25,0 a 45,0 eV. Leucina-encefalina foi utilizada como
referéncia de massa para promover a corre¢cdo dos valores de m/z experimentais.
Para tanto uma solugdo a 200,0 pguL! deste composto foi continuamente infundida
através do capilar secundario de eletrospray do espectrometro. A vazao de infusao foi
ajustada a 10,0 yLmin! e o capilar secundario de ESI foi mantido a um potencial de

0,5 kV. O monitoramento da razdo m/z deste calibrante foi realizado a uma energia de
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colisdo de 6,0 eV a cada 10 segundos de andlise. Os dados de MS foram corrigidos
durante a aquisicao.

Os dados obtidos a partir dos experimentos de UPLC-QqTOF-MSE foram
tratados no software UNIFI® V 1.8 (Waters, Millford, USA) através do qual realizou-se
uma analise de screening para anotacado das substancias detectadas. Nesta etapa,
utilizou-se um banco de dados construido com metabdlitos reportados para o género
Citrus,?”: 3% 32, 36: 37 gpresentados na tabela do apéndice E (p. 159). A atribuicdo dos
sinais foi realizada com base na comparacao entre as razées m/z dos ions detectados
e as razdes m/z dos ions das substancias que constituem o banco de dados,
considerando-se a formacéao de ions [M+H]*, [M+Na]* e [M+K]*. A tolerancia maxima
de erro foi estabelecida a 10 ppm. O valor minimo de intensidade de pico para alta
energia foi ajustado a uma contagem de 1000 ions, enquanto, para baixa energia,
estabeleceu-se o valor de 2000 ions. Apenas considerou-se a anotacao para sinais
gue se mostraram relevantes na diferenciacao entre individuos NI e IS, sendo que as

demais anotagdes nao foram exploradas.

3.3.3.5 Andlise de componentes principais dos dados de UPLC-QqTOF-
MSE

Para realizacdo da andlise de componentes principais dos dados previamente
deconvoluidos foi utilizado o software EZ Info V 3.0.3.0 (Sartorius Stedim Biotech,
Umea, Suécia). Os marcadores foram gerados utilizando-se o0 modo automatico de
avaliacao de tolerancia de desvio de razdo m/z e de tempo de retencdo. A faixa de
m/z considerada correspondeu a faixa de aquisicdo adotada nos experimentos e a
faixa de intensidade absoluta foi estabelecida de 0 a 108. Os sinais de contaminantes
foram manualmente deletados da lista de marcadores considerando-se as andlises do

branco, constituido de uma solu¢do MeOH:H,O, 70% v/v.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta desse trabalho foi elaborar uma metodologia para o estudo de Citrus
sinensis var. valéncia, com a finalidade de avaliar as diferencas metabdlicas entre as
folhas de individuos saudaveis e infectados por Candidatus Liberibacter asiaticus
causadoras do HLB. Além disso, avaliou-se a possibilidade de aplicacdo da
metodologia empregada para o diagnostico dessa enfermidade utilizando as folhas de
individuos infectados.

3.4.1 Desenvolvimento de método e andlises preliminares

As analises iniciais tiveram como principal objetivo ajustar a metodologia
empregada e buscar por um marcador especifico para individuos infectados. O

primeiro experimento resultou no espectro da figura 3.6, adquirido no modo positivo.

Figura 3.6 Espectro de (+)-TSI-MS de folhas de Citrus sinensis, var. Valéncia néo infectadas.
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Fonte: autor
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Avaliando-se o espectro obtido, p6de-se observar a presenca de duas séries
de sinais na regido de m/z 500-1000, caracterizados pela diferenca de 44,0 unidades
de razdo m/z entre sinais adjacentes. Esta caracteristica € indicativa da presenca de
polimeros derivados de etilenoglicol. Esses polimeros sdo geralmente compostos por
um conjunto de macromoléculas que contém diferentes nimeros de monémeros
(etilenoglicol) ligados entre si. Duas cadeias poliméricas que divergem por uma
unidade de mondémero apresentardo uma diferenca de 44,0 Da em suas massas
moleculares.38

Polimeros a base de etilenoglicol sdo amplamente utilizados na formulacao de
defensivos agricolas devido as suas propriedades emulsificante e adjuvante.3% 40
Considerando este fato, realizou-se um levantamento dos pesticidas aplicados nas
plantas cujas folhas foram analisadas por TSI-MS. Dentre os defensivos agricolas
aplicados, estdo os inseticidas Tiger® produzido pela Sumitomo Chemical do Brasil e
Sabre® produzido pela Dow AgroSciences Industrial, além dos inseticidas e acaricidas
Abamex® da Nufarm, Assist® e Pirate®, ambos produzidos pela BasfS.A, e o fungicida
e bactericida Kocide® da fabricante Mitsui&CO do Brasil. Verificando-se as bulas
destes defensivos, ndo foi possivel encontrar informacdes a respeito dos adjuvantes
utilizados nas formulacées, de modo que ndo se pbde realizar a correlacdo da
presenca dos polimeros com o uso de um defensivo em especifico.

A presenca destes polimeros na matriz da amostra causou uma baixa eficiéncia
de ionizacdo dos metabdlitos da folha, o que se pdde constatar pela baixa intensidade
absoluta dos sinais do espectro em questdo, da ordem de 106 Além desta
observacéo, verificou-se que a linha de base apresentou ruido bastante pronunciado,
também da ordem de 108. Para solucionar este problema, incluiu-se na metodologia
de analise uma etapa de clean up das folhas de Citrus sinensis antes da realizacéo
do experimento de TSI-MS. Neste procedimento, apés o enxague das folhas com
agua ultrapura, promoveu-se a limpeza de sua superficie com lengos néo abrasivos
embebidos em EtOH grau de pureza HPLC. ApOs este processo realizou-se
novamente o experimento de TSI-MS, que resultou no espectro da figura 3.7 (p. 101).
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Figura 3.7 Espectro de (+)-TSI-MS de folhas de Citrus sinensis, var. Valéncia ndo infectadas apos clean up.
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Fonte: autor

A analise do espectro (Figura 3.7), permitiu constatar que o processo de clean
up promoveu a completa remocdo do contaminante polimérico, melhorando a
qualidade do espectro com a diminuicdo da linha de base, o que possibilitou a
deteccdo de ions em quase toda a faixa de m/z 500-1000. A intensidade, que antes
era da ordem de 108, agora apresentou valores maiores, da ordem de 108, resultando
em uma maior detectabilidade do método empregado.

Embora os experimentos de TSI-MS tenham sido realizados em modo
alternado, os espectros obtidos no modo negativo ndo puderam ser aproveitados
devido a ineficiéncia do processo de ionizagdo, como demonstrado na figura 3.8 (p.
102). Esse fato demonstra que o modo negativo possui caracteristicas especificas que
o diferenciam das analises realizadas no modo positivo e que demandam uma
otimizacdo dos parametros que comandam este processo, como por exemplo 0s
valores da tensdo aplicados no cone de amostragem, na entrada e saida do capilar
de transferéncia e a vazéo e temperatura do gas de dessolvatacdo. Diante deste fato,
optou-se por utilizar apenas os dados obtidos no modo positivo para a interpretacao

dos espectros.
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Figura 3.8 Espectro de (-)-TSI-MS de folhas de Citrus sinensis, var. Valéncia ndo infectadas ap6s clean up.
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Fonte: autor

Ajustado o método, uma analise preliminar em triplicata de folhas foi realizada.
Comparando os espectros individuais obtidos de individuos NI e IS, péde-se notar que
uma das principais diferencas € decorrente da presenca de dois sinais que tiveram
maior intensidade apenas em folhas de individuos infectados, um em m/z 175,1, e
outro em m/z 318 como demonstrado na figura 3.9.

Figura 3.9 Comparagéo entre os espectros de (+)-TSI-MS de folhas de Citrus sinensis, var. Valéncia saudaveis
(A) e infectadas (B).
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Fonte: autor
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A figura 3.10 apresenta a comparacao entre as analises em triplicata. A partir
destes espectros, novamente observa-se a presenca dos sinais em m/z 175 e 318
apenas nas folhas oriundas de individuos IS. Esta informac&o sugere que estes sinais
sejam provenientes de potenciais biomarcadores para o HLB.

Figura 3.10 Comparacéo entre as andlises preliminares de TSI-MS em triplicatas das folhas dos individuos NI

(A) e IS (B).
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Fonte: autor

Com a finalidade de identificar estes possiveis marcadores além de outros
compostos também detectados nos experimentos iniciais, os extratos de individuos NI
e IS foram submetidos a analises de infusdo direta em espectrdmetro de massas de
alta resolucéo (DI-ESI-QqTOF-MS/MS).

Nestas analises, de maneira semelhante ao que fora observado nos
experimentos iniciais, também foi possivel identificar a presenc¢a do sinal em m/z 175
apenas no extrato de folhas infectadas, como demostrado na figura 3.11 (p. 104). No

entanto, curiosamente, o sinal em m/z 318 nao foi detectado nestas andlises.
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Figura 3.11 Comparacéo entre os espectros de DI-(+)-ESI-QqTOF-MS dos extratos metandlicos de folhas de
Citrus sinensis, var. Valéncia saudaveis (A) e infectadas (B).
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Fonte: autor

O valor de m/z 175,1185 obtido no experimento de ESI-QqTOF-MS foi utilizado

no calculo da férmula molecular deste ion, utilizando-se o aplicativo smart formula do

software DataAnalysis versao 4.2. Neste calculo, foram considerados apenas ions

gerados por protonacdo de moléculas neutras [M+H]*, com tolerancia de 5 ppm de

erro em relacdo ao dado experimental. Como resultado, obteve-se apenas a formula

ionica C4H,sN,O, sugerindo a presenca do aminoacido arginina, que ja fora reportado

em floema de plantas do género Citrus.** O valor experimental de m/z apresentou um

erro de 2,7 ppm em relacdo ao valor tedrico que é de 175,1190. Para comprovar a

identidade deste ion, foi realizado um experimento sequencial, obtendo-se o espectro
de ESI-QQTOF-MS/MS apresentado na figura 3.12 (p. 105).
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Figura 3.12 Espectro de DI-(+)-ESI-QqTOF-MS/MS do ion de m/z 175,1177.
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Fonte: autor

O padréo de fragmentacao exibido pelo ion com m/z 175,1177 no experimento
de MS/MS esta de acordo com aquele descrito na literatura para o aminoacido
arginina.*> No mecanismo de fragmentagédo proposto (figura 3.13, p. 106), a arginina
protonada apresenta-se sob a forma de duas estruturas canénicas em equilibrio que
se diferenciam pelo estado de carga dos grupos acido carboxilico e amina do
aminoacido. Em uma dessas formas, ambos 0S grupos se apresentam neutros
enguanto na outra, apresentam-se dotados de carga, sendo esta positiva para a amina
e negativa para o acido carboxilico, como resultado do carater zwitteribnico dos
aminoacidos. A partir da espécie zwitteribnica, uma reacdo de deslocamento (setas
vermelhas) com perda neutra de amonia e consequente ciclizacao, da origem ao ion
produto em m/z 158,0924. Este, por sua vez, sofre uma eliminagédo de CO que leva a
formacdo de um ion produto em m/z 130,0975. Na estrutura da arginina cuja carga
encontra-se apenas no grupo guanidila, ocorre uma reacdo de deslocamento com
consequente saida de uma molécula de amédnia, ilustrada pelas setas azuis,
resultando no ion produto de m/z 158,0924. Este ion pode sofrer duas reacdes: uma
ciclizacao, ilustrada pelas setas verdes, e uma reacdo de deslocamento, representada
com setas roxas, que da origem ao ion produto de m/z 116,0706 com consequente

perda neutra de CH,N,. Na sequéncia, uma remog&o de hidrogénio B causa a perda

de &gua a partir do ion de m/z 116,0706, gerando o ion produto com m/z 98,0600, que
por sua vez, sofre uma reacao de deslocamento perdendo CO, o que resulta no ion

produto com m/z 70,0651.
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Figura 3.13 Proposta de mecanismo de fragmentagdo da arginina em sua forma protonada [M+H]* e as razdes
m/z tedricas de cada ion produto gerado.
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Fonte: autor

Um dos sinais mais intensos presentes nos espectros de TSI-MS corresponde
ao ion de m/z 144.1. Nos espectros de DI-ESI-QqTOF-MS, este sinal exibiu m/z
144,1022 para o extrato NI e 144,1018 para IS. Estes valores sdo compativeis com a
razdo m/z de um derivado do aminoacido prolina relatado para espécies do género
Citrus, a prolina betaina,?’ cuja massa exata teérica é 144,1019. Os dados
experimentais apresentaram erros de 1,9 ppm para o valor obtido a partir do extrato

NI e 0,7 ppm para IS. O espectro de MS/MS deste ion é mostrado na figura 3.14.

Figura 3.14 Espectro de DI-(+)-ESI-QqTOF-MS/MS dos ions com m/z 144,1014.
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Fonte: autor

A proposta de mecanismo de fragmentacéo deste ion € retratada na figura 3.15
(p. 107). Nesta proposta, o ion precursor pode seguir qualquer um dos trés caminhos
reacionais descritos. No primeiro, ilustrado com setas verdes, uma eliminacao de um

ciclopropano leva a formacao do ion produto de m/z 102,0550. J& no mecanismo
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descrito com setas vermelhas, ocorre um rearranjo de um grupo metilico com a
consequente saida de acido acético, o que resulta na formacéo do ion produto com
m/z 84,0804. Por fim, um rearranjo de hidrogénio, indicado pelas setas azuis, é

responsavel pela formagéo do ion produto em m/z 128,0698 e pela perda neutra de
metano.

Figura 3.15 Proposta de mecanismo de fragmentacdo ibnica da prolina
betaina [M]* e as razdes m/z tedricas de cada ion produto gerado.
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Fonte: autor

Nos experimentos de DI-ESI-QqTOF-MS/MS foi possivel identificar o
aminoacido prolina.?” No espectro full scan o ion [M+H]* desta substancia exibiu m/z
116,0707 para a analise do extrato NI e 116,0705 para o extrato IS. Ambos os erros
calculados com relacdo ao valor tedrico de 116,0706, foram de 0,5 ppm. O espectro
de MS/MS é mostrado na figura 3.16.

Figura 3.16 Espectro de DI-(+)-ESI-QqTOF-MS/MS dos ions com m/z 116,0703.

Intens. 7 +MS2(116.0703), 28.0eV, 0.1-0.8min #2-16
] 70.0651
2000
1000 116.0703
] L 2
. 98.0594 |
0 T = T T T T T T T T T T T T + T T T T T T T T T T
70 80 90 100 110 m'z

Fonte: autor

O padréo de fragmentacdo observado neste experimento pode ser explicado

pelo mecanismo de fragmentacéo retratado na figura 3.17 (p. 108). Este mecanismo
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apresenta duas reacdes em sequéncia, sendo que na primeira, ocorre uma remocao
de hidrogénio 3 acompanhada pela formagao da perda neutra correspondente a uma
molécula de agua, 0 que resulta no ion produto com m/z 98,0594. Este ion por sua
vez, sofre uma reacao de deslocamento responsavel por gerar o ion produto com m/z
70,0651 e uma perda neutra de CO.

Figura 3.17 Proposta de mecanismo de fragmentagéo idnica do aminoacido prolina em sua forma
protonada [M+H]* e as raz8es m/z tedricas de cada ion produto gerado.

10%y .
oH (°
W - @
N2}y H,0 NH -co NH
H
C,HI0NO,* CHENO* C,HsN*
m/z 116,0706 m/z 98.0600 m/z 70.0651

Fonte: autor

Além das substancias acima citadas, foi possivel identificar a feruloilputrescina,
uma amida derivada do &cido ferulico e da putrescina, que ja fora previamente relatada
na literatura em folhas de Citrus sinensis.®? No experimento de DI-ESI-QqTOF-MS,
este composto foi detectado na forma de molécula protonada, [M+H]*, exibindo uma
razao m/z de 265,1543 para o extrato NI e 265,1541 para o IS. Os erros calculados
em relacdo ao valor tedrico de 265,1547, foram de 1,5 ppm para o extrato NI e 2,3
ppm para o IS. O espectro de MS/MS deste ion é retratado na figura 3.18.

Figura 3.18 Espectro de DI-(+)-ESI-QqTOF-MS/MS dos ions com m/z 265,1537.

Intens4§ ntens. 4 TMS2(265.1535), 16,0V, 0.1-0.0min #2-18 +MS2(265.1537), 16.0eV, 0.1-0.6min #1-12
x10% B
1 s00] 177.0545
E ] 115.0881
1.0 = 0L 7T
E 100 110 120 130 mz
05 265.1537
1 89.1070 115.0869 145.0247 248.1279
0.0 — T T T T T _— i T . T T T T T T T . T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 mz

Fonte: autor

A partir desse espectro, foi possivel propor os mecanismos de formacéo dos
ions produto em m/z 248,1279; 177,0545 e 115,0881 apresentados na figura 3.19 (p.
109). Segundo essa proposta, a protonacdo desta molécula pode ocorrer em duas
posi¢des distintas: no atomo de nitrogénio da amina terminal pertencente & porgéo

que corresponde a putrescina (Fig. 13.19-A) ou no atomo de nitrogénio da funcao
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amida (Fig. 13.19-B). A partir do ion A, foi proposta a ocorréncia de uma reacao de
deslocamento com eliminacé&o de amoénia e formacéo do ion produto de m/z 248,1281.
Este ion, por sua vez, sofre uma clivagem indutiva assistida por heterodtomo, que da

origem a perda neutra de C,HgN e ao ion acilio em m/z 177,0545. Partindo-se do ion

precursor representado pela estrutura B, duas reagcdes podem ocorrer. Uma delas,
representada por setas azuis, corresponde a uma clivagem indutiva assistida por
heteroatomo que leva a formacé&o do ion acilio, o qual apresenta m/z 177,0546 e de

uma perda neutra de C;H; N. Ja na segunda reacéo, demonstrada pelas setas

vermelhas, ocorre um rearranjo de hidrogénio responsavel por gerar o ion produto em

m/z 115, 0869 com uma consequente perda neutra de C,H, 0O,

Figura 3.19 Proposta de mecanismo de fragmentagédo idnica da feruloilputrescina em sua forma protonada [M+H]*
e as razbes m/z tedricas de cada ion produto gerado. (A) e (B) representam as vias de fragmentagdo que se
diferenciam com base no sitio de protonagéo.
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Fonte: autor

Em alguns espectros de TSI-MS foi detectado um ion de razdo m/z 160,1. Nos
experimentos de DI-ESI-QqTOF-MS, este sinal esta presente em ambos 0s extratos
(NI e IS) apresentando m/z 160,0966 para o extrato NI e m/z 160,0963 para o extrato
IS. Com férmula idnica calculada a partir destes dados foi possivel atribuir este sinal
a 4-hidroxiprolina betaina, cujo valor teo6rico de razdo m/z é 160,0968. Os erros

associados as medias foram de 1,2 ppm para o valor obtido a partir da analise do
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extrato NI e 3,1 ppm para o valor obtido na analise do extrato IS. O espectro de

MS/MS deste ion encontra-se na figura 3.20.

Figura 3.20 Espectro de DI-(+)-ESI-QqTOF-MS/MS dos ions com m/z 160,0965.

Intens. +MS2(160.0965), 35.0eV, 0.1-1.1min #2-21
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1500 3
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Fonte: autor

O mecanismo de fragmentacado do ion [M]* correspondente a 4-hidroxiprolina
betaina, mostrado na figura 3.21, envolve trés caminhos reacionais, dentre os quais a
abertura do anel de cinco membros através de uma clivagem indutiva simples,
demonstrada pela seta azul. O ion produto desta reacdo sofre uma clivagem indutiva
assistida por heteroatomo adjacente dando origem ao ion de m/z 88,0753 e a perda

neutra de C;H,0,. A segunda reacdo de fragmentagdo, descrita com setas verdes,

consiste na eliminacdo de uma molécula de hidroxiciclopropano acompanhada da
formacao do ion produto de razdo m/z 102,0543. Por fim, indicada pelas setas em
vermelho, uma migracdo de grupo metila acompanhada pela perda de acido acético
€ responsavel pela formacao do ion produto em m/z 100,0753, que por sua vez sofre
um rearranjo de hidrogénio remoto com perda neutra de agua, responsavel por gerar

0 ion produto em m/z 82,0668.

Figura 3.21 Proposta de mecanismo de fragmentacgao dos ions [M]* da 4-hidroxiprolina betaina
e as razdes m/z tedricas de cada ion produto gerado.
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Fonte: autor
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Curiosamente, o ion de razdo m/z 318 nao foi detectado nos experimentos de
DI-ESI-QqTOF-MS. Por este motivo, realizou-se um experimento de TSI-MS/MS com
a finalidade de estudar sua estrutura quimica. O espectro obtido encontra-se ilustrado
na figura 3.22 na qual € possivel observar ions produto em m/z 175 e 144.

Figura 3.22 Espectro de dissociacdo dos ions com m/z 318,2, adquirido por (+)-TSI-MS/MS.

Intens. +MS2(318.2),0.1-0.4min #4-29
X107
i 144.0
4
2 -
k 175.0 31?8'2
0 T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 m/'z

Fonte: autor

Este resultado sugere gque este ion seja constituido de um aduto formado pela
interacao eletrostatica entre prolina betaina (MM = 144 Da) e arginina (MM = 174 Da),
[ProB+Arg]*. O rompimento desta interacdo pode ocorrer de modo que o préton
permaneca ligado ao grupo acido, dando origem ao ion em m/z 144, ou seja
transferido ao nitrogénio do grupo guanidila da arginina, resultando no ion de m/z 175,

como indicado na figura 3.23.

Figura 3.23 Proposta de formacéo dos ions produto com m/z 175 e 144 a partir do ion precursor com m/z 318.
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Fonte: autor

As andlises de DI-ESI-QqTOF-MS/MS, contribuiram para a identificacdo de
alguns dos principais ions detectados no experimento de TSI-MS. O aminoacido

arginina demonstrou potencial para ser considerado um marcador, ja que a
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intensidade de seu sinal foi maior em folhas de individuos IS. Com o objetivo de
verificar se este comportamento segue a mesma tendéncia para um nimero maior de
individuos, foram realizados novos experimentos de TSI-MS partindo-se de uma
amostragem mais extensa. Estes dados foram posteriormente utilizados para a
realizacdo de uma analise de componentes principais e encontram-se relatados no
apéndice F (p. 160)

3.4.2 Analise de componentes principais (PCA) dos dados obtidos por
TSI-MS

Nesta etapa do estudo, 10 individuos em cada uma das duas condi¢cdes
avaliadas (NI e IS) tiveram suas folhas coletadas e, logo em seguida, analisadas. Dos
dados obtidos, foram extraidas as intensidades dos principais ions detectados, a citar
m/z 104,1; 116,1; 144,1; 150,1; 175,1; 182,1; 265,2; 318,4; 325,3; 343,3; 373,3 e
381,2. A analise multivariada dos dados normalizados resultou em 12 componentes

principais com autovalores e porcentagens de variancia discriminados na tabela 3.1.

Tabela 3.1 Autovalores e % da variancia para cada componente
principal apds realizagéo da analise de componentes principais.

Componente Autovalor % Variancia
1 3.70295 30.858
2 2.14455 17.871
3 1.69658 14.138
4 1.12998 9.4165
5 0.945681 7.8807
6 0.683478 5.6957
7 0.618297 5.1525
8 0.416997 3.475
9 0.355473 2.9623
10 0.169504 1.4125
11 0.0950514 0.79209
12 0.0414614 0.34551

Fonte: autor
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A analise dos dados da tabela 3.1 (p. 112) demonstrou que a componente 01
apresentou maior variancia em relacdo as demais. As componentes 02 e 03
apresentaram valores de variancia proximos com diferenca inferior a 5%,
demonstrando uma possivel similaridade. As demais componentes ndo variaram
significativamente entre si, comparadas as componentes 01, 02 e 03.

A partir destes dados, foram gerados os gréaficos de loadings para a escolha

das componentes principais (PC), demonstrados na figura 3.24.

Figura 3.24 Gréficos de loadings das componentes 01, 02 e 03.
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No grafico de loadings 01 pdde-se observar, no eixo superior, as variaveis de
interesse com m/z 175,1 e 318,4 representando a arginina e seu aduto com prolina
betaina. J& no eixo inferior, observa-se as variaveis que apresentam m/z 104,1; 182,1
e 325,3, que ndo possibilitaram diferenciacdo entre individuos IS e NI, segundo a
analise dos dados preliminares. Para o grafico de loadings 02, as variaveis de
interesse com m/z 175,1 e 318,4 apresentaram pouca representatividade no eixo
inferior, devido a alta intensidade da variavel com m/z 116,1, identificada como sendo
o aminoacido prolina. No gréafico de loadings 03, as variaveis com m/z 175 e 318
demonstraram grande representatividade no eixo superior frente as demais variaveis.
Com base no exposto, foi gerado o grafico de PCA de individuos NI e IS, considerando
as variaveis 182 e 325 como componente 01 e as variaveis 175 e 318 como
componente 3, ja que apresentaram maior representatividade como observado nos
gréficos de loadings da figura 3.24.

O grafico de PCA, ilustrado na figura 3.25 (p. 114), demonstrou a formagéo de
dois grupos: NI, representado pelos circulos em verde e IS, representado pelos

guadrados em vermelho. O agrupamento dos individuos NI encontrou-se em sua
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maioria na regiao inferior do grafico, correspondente a valores negativos do eixo y. Ja
os individuos IS, dispersaram-se em direcdo oposta aos individuos NI, localizando-se
na regiao correspondente a valores positivos do eixo y. Com base na elipse de
confianca de 95%, observa-se que alguns individuos infectados se destacaram,
aparecendo fora do agrupamento. Estes individuos IS supostamente apresentaram
maiores intensidades dos ions de m/z 175 e 318, 0 que esta de acordo com a
observacédo do gréfico de loadings 3, no qual estas duas varidveis apresentaram
maiores intensidades frente as demais.

Figura 3.25 Gréfico de PCA do conjunto de dados obtidos pelas andlises de TSI-MS.
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Com a finalidade de avaliar todas as variaveis simultaneamente, foi gerado o
grafico bi-plot, no qual sdo representadas as linhas de tendéncia das variaveis
investigadas. Com base nesse grafico, representado na figura 3.26 (p. 115), é possivel
demonstrar com maior clareza o destaque das variaveis arginina (m/z 175) e seu aduto

com prolina betaina (m/z 318) no agrupamento dos individuos infectados.
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Figura 3.26 Grafico de PCA bi-plot do conjunto de dados obtidos pelas analises de TSI-MS.
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Neste contexto, a técnica de TSI-MS mostrou-se capaz de diferenciar

individuos NI e IS com base na intensidade dos marcadores arginina e seu aduto com

prolina betaina. Com a intencdo de validar esta observacdo, foram realizados
experimentos de UPLC-QqTOF-MSE dos extratos metandlicos de folhas de individuos

NI e IS.

3.4.3 Avaliacdo dos possiveis biomarcadores por UPLC-ESI-QqTOF-MSE

A figura 3.27 apresenta os cromatogramas de pico base (BPC) representativos

dos extratos de folhas provenientes de individuos NI e IS.

Figura 3.27 Cromatogramas de pico base (BPC) obtidos através do experimento de UPLC-QqTOF-MSE para os

extratos Nl e IS.
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Um fato interessante a ser apontado nos dados de UPLC-ESI-QqTOF-MSE é a
auséncia do sinal pertencente ao aduto [ProB+Arg]*, cuja m/z calculada é 318,2136.
Esta auséncia pode ser justificada pela diferenca no tempo de retencdo destes dois
metabolitos, como demonstrado nos cromatogramas de ions extraidos da figura 3.28.
Esta diferenca implica que o processo de ionizacdo ocorre separadamente para

ambos os metabdlitos, impedindo a formacao desse aduto.

Figura 3.28 Cromatogramas EIC para m/z 318,214; 144,102 e 175,119.
13-Mar-2019 03:29:28

IS5_2
100

B X

1: TOF MS ES+
318.214 20.00PPM
292

o R AT M AT MWMN lu.]twn.um.mmMLMMMMMMMWMMMM'.“l AR AT AT TR TR

1.00 2.00 3.00  4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 900 1000 11.00 12.00
IS5_2 1: TOF MS ES+
100, 064 144.102 20.00PPM
] 1.37e6
0\0;
0 —
1.00 200 300  4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 900 1000 11.00 12.00
IS5_2 1: TOF MS ES+
100, 051 175.119 20.00PPM
] 2.02e5
o\o;
07‘ T T T T T T T T T T T T T e Time
1.00 200 300  4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00  12.00

Fonte: autor

Nesta fase do trabalho, a deconvolugéo dos dados de cada cromatograma pelo
software UNIFI®, gerou os cromatogramas de ions extraidos para cada metabdlito
detectado. Com base nas intensidades dos sinais e nos tempos de retencao, foi criada
uma lista de marcadores a partir da qual foram gerados os graficos de loadings da
figura 3.29 (p. 117). A partir do grafico de loadings para a componente 01, péde-se
verificar que a variavel de interesse arginina (m/z 175,1191) e as variaveis em m/z
609,1816 e 611,1971 anotadas respectivamente como diosmina e hesperidina,
demonstraram possuir maior representatividade no eixo inferior, enquanto no eixo
superior, a prolina betaina (m/z 144,1025) apresentou-se como a variavel de maior
representatividade.

No grafico de loadings para a componente 02 nota-se que as variaveis mais
significativas, no eixo superior, foram aquelas que apresentaram m/z 150,0916 (n&o
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identificada), m/z 265,1546 (feruloilputrescina), e m/z 175,1191 (arginina). Ja no eixo

das

s

a menciona

/z 609,1816 e 611,1971 |

acima, m/z 359,1123 que pode corresponder as substancias 5-hidroxi-3',4',6,7-

-se as variaveis em m

inferior, destacaram

tetrametoxiflavona ou 5-hidroxi-3',4',7,8-tetrametoxiflavona e m/z 389,1229 anotada

como 5-desmetil-nobiletina.

Figura 3.29 Graficos de loadings para as componentes 01 (A) e 02 (B).
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No grafico de PCA retratado na figura 3.30, p6de-se observar a formacao de
dois grupos que representam os extratos das folhas de individuos NI, indicados pelos
quadrados de cor verde e IS, representados por circulos vermelhos. O agrupamento
que representa os individuos IS apresentou-se majoritariamente no eixo superior do
grafico de PCA, enquanto as amostras provenientes de individuos NI agruparam-se

no eixo inferior deste gréfico.

Figura 3.30 Gréfico de PCA do conjunto de dados obtidos através das analises de UPLC-QqTOF-MSE.
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As linhas de tendéncia das variaveis consideradas neste estudo podem ser
observadas no grafico bi-plot apresentado na figura 3.31 (p. 119). Verifica-se, a partir
deste gréafico que a variavel de interesse, correspondente a arginina (m/z 175,1191),
apresentou grande contribuicdo para o agrupamento dos individuos IS. Curiosamente,
nestes experimentos pode-se verificar que a variavel feruloilputrescina (m/z 265,1546)
também apresentou relevancia para a ocorréncia deste agrupamento no eixo superior
do grafico de PCA. Esta observacdo é corroborada pelos dados de TSI-MS, cujo
gréafico bi-plot apresentado na figura 3.26 (p. 115) também apresenta uma linha de

tendéncia para essa variavel no agrupamento das amostras de individuos IS.
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Figura 3.31 Gréfico de PCA bi-plot do conjunto de dados obtidos através das andlises de UPLC-QqTOF-MSE.
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Com o intuito de avaliar a variacdo da area das bandas cromatograficas da
arginina e da feruloilputrescina entre as amostras analisadas, gerou-se o
cromatograma de ion extraido (extracted ion chromatogram — EIC) dos sinais em m/z
175, 265 e 353, referentes a arginina (tr = 0,5 min), a feruloilputrescina (tr = 2,6 min)
e a griseofulvina (tr = 5,2 min), esta ultima utilizada como padréo interno. A figura 3.32
(p. 120) mostra os cromatogramas BPC e EIC representativos de individuos IS.
Obteve-se as areas das bandas cromatograficas da arginina, feruloilputrescina e

griseofulvina, denominadas respectivamente A,.., A,,. € APl. Em situagbes em que

nao se detectou os metabolitos considerados, atribuiu-se o valor zero a area da banda
cromatografica. Posteriormente, normalizou-se os valores de area dividindo-os pelas
areas do padrao interno obtidas a partir das andlises de cada amostra. Este
procedimento foi realizado com o objetivo de reduzir os desvios oriundos do processo

de extragao.
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Figura 3.32 Cromatogramas BPC (A) e EIC (B, C e D) representativos de individuos IS. (B) representa o
cromatograma obtido pela extracdo da razdo m/z 175, enquanto C e D representam as razdes m/z 265 e 353
respectivamente.
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Os valores normalizados das areas foram utilizados para gerar o grafico de
barras da figura 3.33 (p. 121), no qual tem-se no eixo y a média da razao das areas
das bandas cromatograficas correspondentes aos metabdlitos de interesse pela area
do padréo interno e no eixo X, as replicatas das amostras analisadas. Os valores de
area e as médias juntamente com o desvio padrdo encontram-se nas tabelas dos
apéndices G (p. 165), H e | (p. 166). A analise do gréafico permitiu observar que em
quatro das cinco amostras NI analisadas, o aminoacido arginina nao foi detectado.
Nas replicatas da amostra NI_3, o valor da média da razdo Ai17s/API foi de 0,545. Em
contrapartida, a arginina foi detectada em todas as amostras oriundas de individuos
IS, sendo que os valores das médias de Ai7s/API situaram-se na faixa de 1,264 a
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5,959. No caso da feruloilputrescina, as amostras IS mostraram uma tendéncia a
apresentar maiores valores da média de Azes/API, sendo que estes valores foram

maiores para as triplicatas das amostras IS_3, 1S _4 e IS_5.

Figura 3.33 Grafico de barras construido com a média dos valores de A . /APl e A, /API para cada triplicata de
amostra.
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Os resultados obtidos demonstraram que a arginina foi encontrada em maior
teor em plantas infectadas com Candidatus Liberibacter asiaticus. A biossintese linear
deste metabdlito, retratada na figura 3.34 (p. 122), envolve a formacdo do
carbamoilfosfato a partir da glutamina e do anion hidrogenocarbonato, por acdo da
enzima carbamoil fosfato sintetase. O grupo carbamoilfosfato gerado é utilizado na
carbamilagéo da ornitina catalisada pela enzima ornitina transcarbamilase, que gera
como produto a citrulina.*®* Esse metabdlito, por sua vez, sofre a acdo da enzima
argininosuccinato sintase, reagindo com aspartato, fonte do terceiro atomo de
nitrogénio que formara o grupo guanidila da arginina, dando origem a substancia

argininosuccinato.* Por fim, a enzima argininosuccinato liase é responsavel por

liberar uma molécula de acido fumarico, dando origem a arginina.*®
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Figura 3.34 Biossintese da arginina a partir da ornitina.

OH
o o 0 ASSY o ﬁ///g o
HQN/\/\HLOH orc HZNXH/\/%OH HO )N\'\" 2
NH, NH, HNT N OH
Ornitina Citrulina NH,
Glutamato Aspartato  AMP +PP;  Argininosuccinato
+ % 4 +
ADP H;NXO*I‘:"*U Pi ATP o
o Ho MWOH ASL
ATP + HCO;- cps  Carbamoilfosfato CPS: Carbamoil fosfato sintetase )
Fumarato
OTC: Ornitina transcarbamilase
o o J\ﬂi o
HZNWOH ASSY: Arginonosuccinato sintase HoN H/\/\‘)LOH
NH, ASL: Arginonosuccinato liase NHz
Glutamina Arginina

Fonte: adaptado da ref. [43]

Capitulo 03

No reino vegetal, o metabolismo da arginina, representado na figura 3.35, é

responsavel pela formacéo de substancias que desempenham importantes funcdes
na sinalizacdo de defesa em situacdes de estresse abiotico e bittico, dentre elas o
6xido nitrico (NO).#® A producéo deste metabdlito ocorre pela dupla mono-oxigenagéo

catalisada por uma enzima do tipo 6xido nitrico sintase (nitric oxide synthase -NOS),

que acarreta a conversao da arginina a citrulina.4’

Figura 3.35 Metabolismo da arginina demonstrando a formacéo de 6xido nitrico e das poliaminas.
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Apos sua formacao, o 6xido nitrico induz a expresséao de genes de defesa como
agueles que codificam a producdo da fenilalanina aménia liase (phenylalanine
ammonia lyase — PAL).*® Esta enzima é responsavel por catalisar a transdesaminacéo
da fenilalanina para gerar o cido cinamico, precursor dos fenilpropandides, como por
exemplo os &cidos cafeico, ferulico e sinapico.*® Compostos desta classe possuem a
capacidade de induzir barreiras fisicas e podem agir como antagonistas quimicos
contra microrganismos patogénicos.5% 51: 52

A arginina também é precursora das poliaminas, uma importante classe de
metabdlitos que, nas plantas, estdo relacionados a defesa, jA que seu metabolismo
esta intimamente ligado a formacgéo de espécies reativas de oxigénio, responsaveis
pelo processo de resposta hipersensitiva, que envolve a morte de células vegetais na
regido onde ocorre a infecgdo.>® A formacédo das poliaminas pode ocorrer a partir de
duas vias ilustradas na figura 3.35. Em uma delas, indicada em amarelo, a arginina &
convertida a ornitina e ureia pela enzima arginase. Posteriormente a ornitina sofre uma
descarboxilacdo catalisada pela enzima ornitina descarboxilase dando origem a
putrescina.>* Na via descrita em verde, a enzima arginina descarboxilase catalisa a
descarboxilacdo da arginina gerando como produto a agmatina que por sua vez é
transformada em n-carbamoilputrescina através de uma reacdo catalisada pela
enzima agmatina imino hidrolase. O produto desta reacéo é convertido em putrescina
por acdo da enzima n-carbamoilputrescina hidrolase.>® A putrescina é a precursora de
outras poliaminas como a espermidina e a espermina. As enzimas espermidinas
sintases 1 e 2 sdo responsaveis por converter a putrescina em espermidina, pela
transferéncia de um grupo aminopropil proveniente de uma S-adenosilmetionina
descarboxilada a putrescina. A mesma transferéncia, agora catalisada pela espermina
sintase, pode ocorrer tendo-se como substrato a espermidina, o que resulta, por fim,
na molécula de espermina.®®

A putrescina e o acido ferulico, sdo os precursores da feruloilputrescina, uma
substancia da classe das amidas de acidos hidroxicindmicos (hydroxycinnamic acid
amides — HCAA). Sua biossintese consiste em uma reacdo de condensacao entre a
putrescina e o acido ferulico, catalisada pela enzima putrescina hidroxicinamoil-
transferase.®” Embora haja relatos de que metabdlitos da classe das HCAAs séo
acumulados por plantas em situacdes de estresse biotico, sua fungcdo no mecanismo

de defesa ainda nao foi claramente descrita. No entanto, algumas propostas sugerem
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gue as HCAAs podem ser utilizados diretamente como agentes antimicrobianos, no
espessamento da parede celular como resposta ao ataque de agentes patoldgicos,

ou ainda como moléculas sinalizadoras.>®

3.5 CONCLUSAO

A técnica de TSI-MS demonstrou ser capaz de diferenciar folhas de individuos
NI e IS pela intensidade dos sinais correspondentes ao aminoacido arginina e seu
aduto com prolina betaina. Os resultados obtidos puderam ser comprovados pelas
analises de UPLC-QqTOF-MSE dos extratos metandlicos de folhas de Citrus sinensis,
0s quais também apontaram uma tendéncia para maior producéo da feruloilputrescina
em individuos IS. Sob o ponto de vista biossintético, foi possivel estabelecer uma
relacdo entre a maior intensidade do sinal da arginina e a tendéncia a maior producao
de feruloilputrescina, ambas apresentadas por individuos IS, com a possibilidade de
producdo de substéncias conhecidamente envolvidas em respostas a estresse
metabdlico causados pela infeccéo. Por esse motivo, a arginina pdde ser considerada
um marcador para o HLB nas condi¢cdes em que os individuos se encontravam. A
técnica de TSI-MS mostrou-se bastante eficiente, provendo andlises rapidas, com
preparo de amostras bastante simplificado, dispensando a necessidade de extracao
dos metabolitos. Além disso, o uso de pequenas quantidades de solvente durante as
analises representa uma grande vantagem frente as técnicas cromatogréficas, o que
coloca a TSI-MS em uma posicdo de destaque considerando-se 0s conceitos da

guimica verde.
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Investigacao Forense da Composicao de Tintas de Canetas
Esferogréficas por Cromatografia Planar em Membrana de Poliamida
66 Acoplada a Espectrometria de Massas e sua Aplicacdo na

Deteccéo de Adulteragcdo em Documentos.

4.1 INTRODUCAO

A investigacdo acerca da historia e da autenticidade de documentos integra o
campo de estudos denominado documentoscopia forense.! Um documento pode ser
elaborado de diversas formas, dentre elas por meio de impressédo eletrénica ou
mecanica, ou ainda, por escrita manual com lapis e canetas esferograficas.? Muitas
guestdes da documentoscopia forense, principalmente aquelas relacionadas com a
adulteracdo de documentos, podem ser estudadas pela analise da composicao
quimica das tintas que foram utilizadas na elaboracdo de um determinado
documento.3 4

Nesse cenario, a quimica forense desempenha um papel fundamental pois
fornece um poderoso conjunto de ferramentas analiticas capazes de promover a
identificacdo de corantes em tintas.% © Varias técnicas analiticas foram utilizadas na
investigacdo de adulteracdo de documentos escritos com canetas esferograficas, com
destaque para a cromatografia e para a espectrometria de massas.’-°

A cromatografia € uma técnica fisico-quimica de separacdo de substancias
contidas em uma mistura. Essa separacédo ocorre devido a diferenga das velocidades
de migracdo de cada componente da mistura, transportados por uma fase movel, ao
longo de uma fase estacionaria.’® Na cromatografia planar, a fase estacionaria
encontra-se distribuida sobre uma superficie plana enquanto a fase movel, em estado
liquido é geralmente constituida por uma mistura de solventes.'!

As poliamidas figuram entre os materiais utilizados como fase estacionaria em
cromatografia planar.*? Sua utilizagdo na cromatografia em camada delgada permitiu
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dentre outras aplicacGes, a separacdo de catequinas'® e a andlise de corantes
alimenticios.'* Além disso, membranas de poliamida modificadas foram amplamente
utilizadas na purificacdo de macromoléculas biolégicas.*® No entanto, até o momento,
ndo ha relatos do emprego desta fase estacionaria na andlise dos corantes
constituintes de tintas de caneta esferogréfica.

Avancos tecnoldgicos recentes ocorridos no campo da espectrometria de
massas possibilitaram seu acoplamento a cromatografia planar.16° Nesse contexto,
as técnicas de ionizacdo a pressdo ambiente'® 20 desempenharam um papel muito
importante, pois simplificaram sobremaneira o preparo de amostras,?! permitindo a
andlise direta das bandas cromatogréaficas geradas na separacéo.??> Um dos exemplos
mais significativos deste tipo de técnica corresponde a ionizagdo por paper spray
(paper spray ionization — PSI),23-26 cujo acoplamento com a cromatografia planar esta
ilustrado na figura 4.1. Este conceito, aplicado a andalise de bandas cromatograficas
obtidas por separacdo em membrana de poliamida foi denominado ao longo deste

trabalho, de ionizagdo por membrane spray (membrane spray ionization — MeSl).

Figura 4.1 Esquema representativo da analise por cromatografia planar acoplada a espectrometria de
massas.

fons em fase
Solvente gasosa
+ +

® 8P e ++

N\ - ®® @8 @ R 3
EXCR I T £

P @ + 4 o, 4

Analisador

Gas de

. dessolvatagdo
Alta Voltagem aquecido

— 3,0-5,0kv

Fonte: autor

Neste trabalho membranas de poliamida 66, comumente utilizadas na filtracéo
de solventes, foram empregadas como fase estacionaria no desenvolvimento de uma
metodologia de baixo custo para a analise forense da composicéo de tintas de caneta
esferografica por cromatografia planar acoplada a MeSI-MS. O método desenvolvido

foi aplicado na detec¢ao de adulteracdo em documentos.
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4.2 OBJETIVOS

No contexto do objetivo central da tese, esse trabalho consistiu no
desenvolvimento de uma metodologia para deteccao de adulteragcdes em documentos
escritos com canetas esferograficas, com base na identificacdo dos corantes
empregados em suas tintas, por cromatografia em membrana de poliamida 66
(polyamide membrane chromatography-PMC) acoplada & espectrometria de massas
(PMC-MeSI-MS). Os objetivos especificos envolveram:

1. o desenvolvimento de uma metodologia de analise de baixo custo para a

identificacdo de corantes oriundos de tinta de caneta esferografica por PMC-
MeSI-MS utilizando materiais comuns em laboratérios quimicos;

2. aelaboracdo de um método de amostragem da tinta empregada na escrita
de um documento, visando sua transferéncia a membrana cromatografica
de poliamida sem ocorréncia de danos que prejudiqguem a interpretacdo do
texto;

3. a aplicacdo do método de identificacdo de corantes, desenvolvido nos itens

1 e 2, na deteccdo de adulteracbes em documentos.

4.3 MATERIAIS E METODOS

Membranas de poliamida 66 circulares com diametro de 47,0 mm e tamanho
de poro de 0,2 ym (Whatman, Maidstone, Inglaterra) foram utilizadas como fase
estacionéria para cromatografia planar. Para promover a separacdo dos compostos,
foi utilizado etanol com grau de pureza HPLC (Panreac, Darmstadt, Alemanha) como
fase movel. Acido acético glacial P.A. ACS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e hidréxido
de amoénio 28-30% (JTBaker, Phillipsburg, EUA) foram empregados como
modificadores de fase mével. Foram analisadas as tintas das canetas Bic Crystal®
preta, azul, vermelha e roxa, além das canetas pretas Kilometrica®, da marca
Papermate, Top 2000®, da fabricante Compactor e Office®, da Joccar.

Uma camara de luz ultravioleta UV Cabinet 4 (Cammag, Muttenz, Suiga) foi
utilizada como uma forma auxiliar de revelacdo das bandas cromatograficas apos

separacao por cromatografia em membrana de poliamida.
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Os experimentos de espectrometria de massas das bandas cromatograficas de
interesse foram realizados pela técnica denominada ionizagdo por membrane spray
(membrane spray ionization - MeSl) utilizando um espectrémetro de massas Amazon®
(Bruker, Bremem, Alemanha) com configuracao ESI-IT-MS, equipado com uma fonte

de ionizacdo modificada de modo a permitir a aplicacdo dessa técnica.

4.3.1 Anaélise por PMC

Para permitir sua aplicacédo nas analises de PMC, as membranas de poliamida
foram cortadas de modo a produzir base e laterais retilineas, com as dimensdes

especificadas na figura 4.2.

Figura 4.2 Preparagdo da membrana para realizagdo dos experimentos de cromatografia planar.

Fonte: autor

Os métodos de preparo de amostra, descritos a seguir, variaram de acordo
com o propédsito das analises.

4.3.1.1 Preparo de amostras para a identificagdo dos corantes de tinta
de caneta esferografica por PMC-MeSI-MS

O preparo de amostras para as andlises da composicdo quimica de tinta de
caneta por PMC-MESI-MS, foi realizado aplicando-se uma pequena mancha de
aproximadamente 1,0 mm com a propria ponta da caneta a 5,0 mm da margem inferior

da membrana como ilustrado na figura 4.3 (p. 135).
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Figura 4.3 Esquema da metodologia utilizada na aplicagcdo da amostra de tinta de caneta esferogréfica na
membrana de poliamida.

(A)
(B)
\ > » 1,0ﬂmm
PN
50mm

Fonte: autor

4.3.1.2 Preparo de amostra para a deteccao de adulteracdes de escrita
por PMC-MeSI-MS

A metodologia utilizada na analise da adulteracdo de documentos foi
desenvolvida partindo-se de uma simulacdo de falsificacdo de valores. Nessa
simulacdo, em um primeiro momento, utilizou-se uma caneta Bic Crystal® preta para
escrever em folha de papel A4 o valor de R$1400,00. Posteriormente, este valor foi
adulterado para R$4900,00 utilizando-se uma caneta de mesma cor, modelo Office®,
da marca Joccar, como ilustrado pela figura 4.4.

Figura 4.4 Simulagdo de adulterag&o de valores (A) e metodologia de amostragem da tinta contida na escrita (B).

ARE | 400,00 ADULTERAGAO K4 H Qo0 0o

Ponteira umedecida com
EtOH grau HPLC

Amostragem

1 2 3 4 12 3 4
5,0 mm Pontos de amostragem Bandas cromatograficas

Fonte: autor
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No procedimento de amostragem da tinta nas regides de interesse, uma
ponteira de micropipeta umedecida com EtOH grau de pureza HPLC, foi utilizada para
pressionar o verso da escrita sobre o ponto de aplicagdo da membrana de poliamida,
fazendo com que este solvente solubilizasse a tinta, transferindo-a para a membrana.
Apos este procedimento, promoveu-se prontamente a separacédo de componentes das
tintas por PMC.

4.3.1.3 Eluicdo das amostras

A separacao das amostras, esquematizada na figura 4.5, foi realizada em um
Becker de 100,0 mL, cuja extremidade foi fechada por um vidro de relogio. EtOH
grau de pureza HPLC foi utilizado como eluente, ao qual, em alguns casos, foram
adicionados os modificadores &acido acético ou hidroxido de aménio, ambos na
concentracdo de 0,5% v/v. As corridas cromatograficas foram realizadas em sala
climatizada, com temperatura média de 23 °C e interrompidas ho momento em que a

frente de solvente atingiu a altura de 3,0 cm em relacdo a base da membrana.

Figura 4.5 Esquema do procedimento de eluicdo das amostras de tintas de caneta esferografica.

\ \

(A) (B) (€)

’ »

N .

Fonte: autor

Os fatores de retencéo (retention fator - Rf) de cada banda cromatografica
foram calculados através da razao entre a distancia percorrida pela banda em questéo
(d), medida do ponto de aplicacdo até seu centro, e a distancia percorrida pela frente

de solvente (D), como ilustrado na figura 4.6 (p. 137).
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Figura 4.6 Célculo do fator de retengdo das bandas cromatogréficas apos
desenvolvimento da cromatografia planar.
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Fonte: autor

4.3.2 Andlise das bandas cromatograficas por MeSI-MS e MeSI-MS/MS

Para a realizacdo das andlises de MeSI-MS e MeSI-MS/MS, promoveu-se um
corte triangular da regido que continha as bandas cromatograficas, posicionando-as,
posteriormente, a uma distancia de 8,0 mm do cone de amostragem do espectrometro
de massas. Para a aquisicdo do espectro de massas, adicionou-se sobre a amostra
10,0 uL de EtOH grau HPLC e, em seguida, aplicou-se na entrada do capilar de
transferéncia a tensao de -4500 V (modo positivo) ou +4500 V (modo negativo), a
depender das caracteristicas do analito. O gas de dessolvatacdo foi mantido a uma
vazdo de 2,0 Lmin! e a uma temperatura de 250,0 °C. A faixa de aquisi¢do utilizada
nos experimentos foi de m/z 50-1000. O tempo maximo de acumulo de ions no
analisador foi ajustado a 50 ms. Os espectros de MeSI-MS foram gerados a partir de
uma média de 5 espectros consecutivos. Os experimentos de MeSI-MS/MS foram
realizados no modo AutoMS/MS no qual apenas ions com contagem superior a 5x10*
foram fragmentados. A janela de isolamento foi ajustada a 3 unidades de razao m/z.
A fragmentacao dos ions foi realizada por dissociacao induzida por coliséo (collision
induced dissociation - CID), utilizando hélio como gas de colisdo. A ativacao dos ions
foi realizada através de uma rampa de potencial de 0,4 a 4,0 V por ciclo de
fragmentacdo. Em alguns casos os espectros de MS/MS foram adquiridos no modo
manual MS/MS com a finalidade de otimizar as intensidades dos sinais do ion

precursor e dos fragmentos e diminuir o nivel de ruido do espectro de massas.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No desenvolvimento deste estudo, EtOH grau de pureza HPLC foi utilizado em
todos os experimentos como solvente extrator e fase mével de modo a diminuir o risco
quimico das metodologias desenvolvidas, considerando a toxicidade dos solventes

empregados.

4.4.1 Aplicacdo da PMC-MeSI-MS na analise qualitativa de tintas de
canetas esferograficas

Inicialmente analisou-se um exemplar da membrana de poliamida utilizada nos
experimentos por (+)-MeSI-MS/MS com a finalidade de anotar os possiveis
contaminantes oriundos da prépria membrana. O espectro adquirido em modo
positivo (Figura 4.7), apresentou dois grupos de sinais em m/z 453, 475 e 491; e m/z
679, 701 e 717. Em cada grupo, a diferenca de m/z do primeiro para o segundo sinal
foi de 22 unidades e do segundo para o terceiro, de 16 unidades. Este padrdo é
caracteristico da formacéo de ions correspondentes a molécula protonada [M+H]*, e
cationizada, com formacéo de aduto com ions sédio [M+Na]* e potassio [M+K]*. A
partir desta observacédo, pdde-se constatar que apenas dois contaminantes interferem

nas analises de (+)-MeSI-MS.

Figura 4.7 Espectro de (+)-MeSI-MS da membrana de poliamida 66.
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20d x10%] 453.4 x109] 679.5
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107 679.5
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Fonte: autor

Com base em dados da literatura, p6de-se inferir que os dois grupos de sinais
observados no espectro de MeSI-MS da membrana de poliamida correspondem a
dois oligdmeros ciclicos de poliamida 66.2” As estruturas destes oligdmeros

encontram-se apresentadas na figura 4.8 (p. 139).
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Figura 4.8 Estrutura quimica do dimero (A) e do trimero (B) de poliamida 66 descritos na literatura.
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Fonte: autor

Com a finalidade de confirmar a estrutura destes contaminantes, foram
realizados experimentos de MeSI-MS/MS, nos quais promoveu-se a dissociacao dos
ions de m/z 453 e 679. Os espectros de MS/MS adquiridos nessas andlises

encontram-se apresentados na figura 4.9.

Figura 4.9 Espectros de (+)-MeSI-MS/MS gerados pela fragmentagéo dos ions de m/z 453,4 e 679,5.
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Fonte: autor

A comparacao dos espectros de MS/MS adquiridos neste experimento com
agueles relatados na literatura (Figura 4.10, p. 140) permitiu comprovar a presenca
destes oligdbmeros na membrana analisada, ja que o mesmo padréo de fragmentagéo

foi observado.
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Figura 4.10 Espectros de (+)-ESI-MS/MS de oligdmeros contendo duas (a) e trés unidades (b) do
monodmero de poliamida.
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Fonte: adaptado da ref. [27]

ApOs a anotagdo dos ions contaminantes, inicialmente analisou-se a tinta da
caneta Bic Crystal® preta. No cromatograma obtido, apresentado na figura 4.11, foram
observadas duas bandas: uma de coloracdo amarela, que apresentou uma maior
retencdo na membrana (Rf = 0,05), e outra banda de coloracéo violeta, que, por sua

vez apresentou uma menor retengéo (Rf = 0,9).

Figura 4.11 Cromatograma de tinta da caneta esferografica

Bic Crystal® preta.
cr/r‘q*\ rln\
SUs
Q"

Violeta de genciana
Massa Exata: 407,2128
[M-CI* m/z 372,7434

. 1

Amarelo metanil
Massa Exata: 375,0654
[M-Na*]- m/z 352,0761

Fonte: autor

Consta na literatura consultada que a tinta utilizada na caneta esferogréafica
Bic® preta é composta majoritariamente de dois componentes, o corante violeta de
genciana e o amarelo de metanila, comercializados na forma de sais, cujas estruturas
estdo apresentadas na figura 4.11.22 Para confirmar a identidade destes corantes, as
duas bandas cromatograficas foram isoladas cortando-se a regido que as
compreende na forma de um triangulo. Essas partes da membrana foram entéo
levadas ao espectrometro de massas e acopladas a fonte de ionizacdo do
equipamento. Os espectros das bandas violeta, adquirido no modo positivo e amarela,

adquirido no modo negativo encontram-se representados na figura 4.12 (p. 141).
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Figura 4.12 Espectros de (+)-MeSI-MS da banda de coloracéo violeta (A) e (-)-MeSI-MS da banda de coloragéo
amarela (B) da tinta da caneta Bic Crystal® preta.
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Fonte: autor

O espectro da banda violeta, apresentou um intenso sinal em m/z 372,2,

correspondente ao ion [M-CI]* do composto violeta de genciana. Neste mesmo

espectro também é evidente a presenca do sinal em m/z 358,2, que corresponde a

um homoélogo dessa substancia, o qual apresenta deficiéncia de um grupo metila, o

que explica a diferenca de massa molecular de 14,0 Da. O espectro da banda

amarela, adquirido em modo negativo, exibiu um intenso sinal em m/z 352,2,

correspondente ao ion [M-Na]  do corante amarelo de metanila.

Dada a confirmacéo dos componentes da caneta Bic Crystal® preta, passou-

se a utiliza-la como amostra padrdo na analise das demais canetas pretas de marcas

diferentes. Os cromatogramas obtidos estdo representados na figura 4.13 (p. 142).
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Figura 4.13 Cromatograma
comparativo entre tintas de canetas
esferograficas pretas. (1) Bic
Crystal®; (2) Papermate Kilometrica®;
(3) Compactor top 2000®; (4) Joccar
Office®.

» L4

1 2 3 4

Fonte: autor

Com base nesses cromatogramas, foram verificados dois agrupamentos
formados por pares diferentes de tintas com composi¢des semelhantes. As canetas
Compactor Top® 2000 e Joccar Office® ndo apresentaram a banda cromatografica de
coloracdo amarela, que, por outro lado, estava presente nos espectros das canetas
Bic Crystal® e Papermate Kilometrica®, indicando, portanto, a auséncia do amarelo de
metanila na composicdo de suas tintas. No entanto, todas as canetas pretas
apresentaram a banda correspondente ao violeta de genciana.

Para avaliar a capacidade da técnica em detectar misturas de diferentes tintas,
comparou-se o cromatograma das canetas Bic Crystal® azul, Bic Crystal® Fashion

roxa e Bic Crystal® vermelha, obtendo-se os cromatogramas da figura 4.14.

Figura 4.14 Cromatograma comparativo entre tintas de canetas
esferograficas Bic Crystal® azul (1), Bic Crystal® roxa (2), Bic Crystal®
vermelha (3). A imagem do cromatograma (A) foi obtida sob luz ambiente,
enquanto a imagem do cromatograma (B) foi obtida sob luz UV com
comprimento de onda de 254 nm.

Fonte: autor
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Nesses cromatogramas, foram observadas duas bandas principais geradas
pela separacdo dos componentes da tinta contida na caneta Bic Crystal® azul: uma
de coloracéo azul clara, com um valor de Rf de 0,05 e outra banda violeta com Rf de
0,90. A analise destas bandas por (+)-MeSI-MS resultou no espectro A da figura 4.15,
no qual foram observados os mesmos sinais correspondentes ao violeta de genciana
e seu homologo em m/z 372,2 e 358,2, respectivamente. O mesmo experimento foi
realizado com a banda azul clara, obtendo-se o espectro B da figura 4.15, no qual,
observou-se um intenso sinal em m/z 268,1. Consultando-se a literatura, péde-se
atribuir este sinal ao ion [M+H]* do corante 1,3-dimetil-1,3-ditolilguanidina, cuja

estrutura encontra-se em destaque na figura 4.15.2°

Figura 4.15 Espectro de (+)MeSI-MS das bandas violeta (A) e azul (B) da caneta Bic Crystal® azul.
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Fonte: autor

A separacdo dos componentes da tinta da caneta Bic Crystal® vermelha
resultou em duas bandas cromatogréaficas: uma amarela com valor de Rf de 0,05 e,
portanto, compativel com o valor apresentado pelo corante amarelo de metanila, e
uma de coloracao rosa com Rf de 0,9. O espectro de massas correspondente a banda
rosa foi adquirido em modo positivo e encontra-se ilustrado na figura 4.16-(A) (p. 144),

ja a banda amarela foi analisada no modo negativo e seu espectro € mostrado na
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figura 4.16-(B), o qual apresentou um intenso sinal em m/z 352,2, confirmando,

portanto a presenca do amarelo de metanila na composicao da tinta dessa caneta.

Figura 4.16 Espectros de (-)-MeSI-MS da banda amarela (A) e (+)-MeSI-MS da banda rosa separadas a partir
da tinta da caneta Bic Crystal® vermelha.
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Uma pesquisa na literatura revelou que dois dos principais componentes das
tintas utilizadas na caneta Bic Crystal® vermelha sdo a rodamina B e a rodamina 6G,3°

cujas estruturas quimicas sdo mostradas na figura 4.17.

Figura 4.17 Estruturas quimicas dos corantes rodamina B e 6G utilizados como
componentes de tintas vermelhas.
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Fonte: autor
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A avaliacdo das estruturas quimicas permitiu constatar que ambas possuem a
mesma massa molecular, o que torna sua diferenciacdo em um espectro de massas
do tipo full scan impraticavel. No entanto, os espectros de MS/MS destes compostos
exibem perfis distintos de sinais, sendo que na dissociacdo do ion [M-CIJ*,
correspondente a rodamina B ha formacéo de um ion produto em m/z 399 que se
apresenta como pico base, engquanto a rodamina 6G gera um pico base em m/z 415.3!
Com base nessas diferencas, para caracterizar o corante em questao, foi realizado

um experimento de MeSI-MS/MS, cujo espectro é apresentado na figura 4.18.

Figura 4.18 Espectro de (+)-MeSI-MS/MS da banda rosa que compde a tinta da caneta Bic Crystal® de coloragdo
vermelha.
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Nesse espectro torna-se evidente a formacédo do pico base em m/z 399,1,
podendo-se, portanto, atribuir o sinal em questdo a rodamina B.

Considerando agora o cromatograma da caneta Bic Crystal® roxa, foi possivel
observar a presenca de corantes que fazem parte tanto da composicéo das tintas das
canetas Bic Crystal® azul quanto da vermelha. O Rf da banda menos retida exibiu um
valor de 0,9, e possui coloracdo rosa, sendo, portanto, possivel atribui-la a rodamina
B. A banda mais retida, de coloragdo azul clara foi atribuida ao corante 1,3-dimetil-
1,3-ditolilguanidina ja que apresentou Rf semelhante ao obtido para esta substancia
na andlise da tinta da caneta Bic Crystal® azul. Os cromatogramas desse experimento
também foram avaliados sob luz UV com comprimento de onda de 254 nm. Nessas
condicdes, a bandas de coloragdo rosa pertencentes as canetas vermelha e roxa
exibiram uma intensa fluorescéncia. Esse fen6meno permitiu visualizar uma mancha
escura na porc¢ao inferior da banda rosa correspondente a tinta da caneta de coloracao
roxa, indicada com uma seta vermelha na figura 4.14 (p. 142). Essa pequena mancha,

de dificil visualizacdo sob luz ambiente, sugeriu a ocorréncia de uma coeluicdo da
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rodamina B com o componente violeta de genciana, ja que ambos possuem 0 mesmo

fator de retencéo. Baseado nessa hipoétese, foi realizado um experimento de (+)-MeSI-

MS da banda cromatogréfica em questéo, gerando o espectro da figura 4.19, no qual

foi possivel observar a presenga dos sinais em m/z 372,2, 358 e 443,2, pertencentes

ao violeta de genciana, seu homdlogo e a rodamina B respectivamente. Esse

resultado confirma, portanto, a coeluicdo destes componentes no experimento

realizado.

Figura 4.19 Espectro de (+)-MeSI-MS da banda rosa que compde a tinta da caneta Bic Crystal® de coloragdo

roxa.
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Fonte: autor

Para tentar solucionar o problema de separacao entre rodamina B e 0s corantes

violeta de genciana e seu homaologo, utilizou-se hidréxido de aménio como modificador

de fase mével na concentracéo de 0,5% v/v. Esta condi¢cdo foi planejada com o intuito

de promover a desprotonagdo do grupo acido da rodamina B, a fim de se verificar

como esta condicdo afetaria sua retencdo no processo cromatografico. O

cromatograma obtido nesse experimento esta retratado na figura 4.20.

Figura 4.20 Cromatogramas das tintas de caneta Bic Crystal® azul, roxa e
vermelha, obtidos utilizando-se como eluente uma solu¢éo 0,5% de NH,OH em

EtOH.
A

Fonte: autor
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Nessa condicdo foi possivel melhorar a separacdo entre a rodamina B e os
componentes violeta de genciana e seu homélogo, o que pdde ser observado tanto
pelo deslocamento da banda violeta para um fator de retencdo menor (Rf = 0,8) quanto
pela auséncia da mancha escura na banda cromatogréfica correspondente a
rodamina B observada sob luz UV em 254nm. Além desse resultado, foi possivel
observar um nitido deslocamento da banda correspondente ao amarelo de metanila,
cujo Rf passou de 0,05 para 0,5, demonstrando que a desprotonagcédo desta
substancia, que possui um grupo &cido, resulta em uma menor interacdo com a fase
estacionaria.

Os resultados expostos acima mostraram um desvio do comportamento
cromatografico apresentado até entdo, causado pelo uso de modificador basico.
Diante desse fato, um estudo dos efeitos de modificadores acidos foi realizado
utilizando-se como eluente uma solucdo de acido acético glacial em EtOH, na
concentracéo de 0,5% v/v. O cromatograma obtido encontra-se apresentado na figura
4.21. Nessas condi¢cOes, foram observadas diferencas efetivas em relacdo ao uso de
EtOH sem modificadores como fase movel, j& que os valores de Rf mantiveram-se

equivalentes ao obtido no experimento inicial.

Figura 4.21 Cromatogramas das tintas
de caneta Bic Crystal® azul, roxa e
vermelha, obtidos utilizando-se como
eluente uma solu¢cdo 0,5% de &cido
acético glacial em EtOH.

1 2 =

Fonte: autor

4.4.2 Aplicagdo da PMC-MeSI-MS na deteccgéo de adulteracdes de
documentos

A metodologia de analise de tintas de caneta esferografica por PMC-MeSI-MS,

desenvolvida nas etapas anteriores, foi utilizada na avaliagdo de adulteracdo de
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documentos. Para tanto, simulou-se a adulteracdo do valor 1400, redigida
manualmente sobre papel A4 com a caneta Bic Crystal® preta, adulterando-o para
4900, com a caneta Joccar Office® de mesma cor. Apés a adulteracdo, pontos
especificos da escrita foram transferidos para a membrana de poliamida,
promovendo-se, posteriormente, sua separacdo. Nessa etapa, EtOH sem
modificadores foi utilizado como solvente extrator e fase movel. Os cromatogramas

obtidos apds o experimento de PMC encontram-se esquematizados na figura 4.22.

Figura 4.22 Esquema ilustrativo da simulagdo de adulteracé@o e do processo de analise dos pontos de amostragem
da tinta de caneta nas regides de interesse.

4% | Y00 0O ADULTERAGAO KL H Q00 00

Amostragem

™= |

g B
(

N
e

/
e

Fonte: autor

A partir desses cromatogramas foi possivel estabelecer diferencas importantes
na composicéo dos corantes. Os pontos correspondentes a escrita original, apontados
na figura 4.22 com os nameros 2 e 4, deram origem as bandas correspondentes ao
corante amarelo de metanila, circuladas em vermelho. Nos pontos onde houve
adulteracao, as bandas de coloragdo amarela n&o foram observadas, evidenciando a
diferenca da composi¢cado quimica das tintas presentes nesses pontos em relacao a
tinta utilizada na escrita original. A comprovacao da auséncia do amarelo de metanila
na composi¢cao da tinta proveniente das regides de adulteracao foi realizada por (-)-
MeSI-MS das regifes correspondentes ao Rf desse corante. Nos espectros obtidos,

ilustrados na figura 4.23 (p. 149), foi possivel observar o sinal com m/z 352,3,
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correspondente ao anion do amarelo de metanila, apenas nas amostras de tinta

oriundas da escrita original.

Figura 4.23 Espectros de (-)-MeSI-MS das regibes da membrana correspondentes ao Rf do corante
amarelo de metanila. A presenca do sinal correspondente a esse corante € apontada com uma seta

vermelha.
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Cabe salientar que, diferente do que ocorre com outros métodos relatados na

literatura, nos quais a amostragem acarreta a destruicdo de parte do documento,?® 30

a metodologia empregada neste trabalho ndo prejudicou a integridade do documento,

mantendo a escrita perfeitamente legivel, como demonstrado na figura 4.24(A). No

verso do papel (Figura 4.24(B)) foi possivel observar os pontos de amostragem devido

a solubilizacéo da tinta pelo solvente extrator.

Figura 4.24 Imagem da escrita apds extracao da tinta (A) e seu verso (B).
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Fonte: autor
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4.5 CONCLUSAO

Este trabalho possibilitou o desenvolvimento de uma metodologia simples,
rapida, de baixo custo e risco quimico para identificacdo de corantes de tinta de caneta
por PMC-MeSI-MS. As propriedades cromatograficas das membranas de poliamida
demonstraram-se adequadas a esta aplicacdo promovendo a separagcao dos corantes
de maneira eficiente. O acoplamento da técnica de cromatografia planar a
espectrometria de massas foi realizado com sucesso, o que possibilitou a obtencao
de informacdes estruturais a partir da analise dos espectros adquiridos. O emprego
da metodologia desenvolvida na deteccdo de adulteracdes em documentos escritos
com caneta esferogréfica foi realizado com éxito, permitindo identificar os pontos de
adulteracdo de maneira simples e rapida, sem prejudicar a interpretacao da escrita,

gue manteve suas caracteristicas visuais praticamente inalteradas.
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Consideracoes Finais

O desenvolvimento desse trabalho resultou na aplicacdo das técnicas de
andlise direta por TSI-MS e MeSI-MS em matrizes diversas, nos campos da quimica
de produtos naturais e da analise forense. As analises de TSI-MS/MS das folhas e
flores de Catharanthus roseus permitiram a deteccéo dos principais produtos finais da
via biossintética dos alcaloides inddlicos terpenoidicos e resultaram no primeiro relato
da serpentinina, comumente encontrada em raizes de Rauwolfia serpentina, nas flores
dessa espécie. O estudo do metabolismo de Citrus sinensis var. Valéncia, infectadas
pela bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus, por TSI-MS, forneceu subsidios para
relacionar o metabolismo da arginina a resposta da planta frente a infeccéo, ja que
esse aminoacido apareceu em maior teor nas folhas de individuos infectados. A
técnica de MeSI-MS, criada a partir da aplicacdo dos conceitos da PSI-MS na analise
de amostras separadas por cromatografia planar em membrana de poliamida, foi
utilizada no desenvolvimento de uma metodologia para identificacdo de corantes
constituintes das tintas de canetas esferograficas. Essa metodologia proporcionou,
com éxito, a deteccdo de adulteracbes em documentos, sem causar prejuizo a
interpretacdo da escrita, a qual se manteve praticamente inalterada apdés o
procedimento de extragao.

Diante desses resultados, pdde-se considerar que as técnicas de analise direta
por espectrometria de massas possuem caracteristicas extremamente vantajosas
como a rapidez da analise, a simplicidade do preparo de amostras e a facilidade de
acoplamento com técnicas de cromatografia planar. Além disso, a utilizacdo de
pequenas quantidades de solvente, sem a necessidade de promover a extracao dos
analitos atende aos principios da quimica analitica verde, proporcionando o
desenvolvimento de metodologias sustentaveis. A versatilidade dessas técnicas abre
a possibilidade de uma grande variedade de aplicacbes em diversos campos de
estudo, o que garante um futuro promissor para as analises diretas por espectrometria

de massas.
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Apéndices

Apéndice A. Espectros de (+)-TSI-MS/MS obtidos a partir da analise de folhas de Catharanthus roseus.
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Apéndice B. Espectros de (+)-TSI-MS/MS obtidos a partir da andlise de flores de Catharanthus roseus.
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T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 39 ),00]
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80
60 3372
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2627 376,3
20 : .
ol e
0 ‘HW‘MHMH“HMHu\uu‘“uwuu‘

200 300 400 500 600 700 800

m/z
Pos_MeOHO1AF_MSMS427 #1-22 RT: 0,0-0,5 AV: 22 NL: 4,54E2

T: ITMS + c ESI Full ms2 42 ),00]
100 367,2
80
60
40
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20 427,3
3353 409,2
G\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\‘\\\\\\‘\\\\
150 200 250 300 350 400
m/z
Pos_MeOHO1AF_MSMS531 #1 RT: 0,0 AV: 1 NL: 9,78E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 53 ),00]
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100 !
100 352,2 369,2
80 . 319,2 340,2 3883
60 300 350
40 m/z
20 352,2
2493 3222 | | 5135 53‘1'5
0 el e Rassiaanaast
200 300 400 500
m/z
Pos_MeOHO1AF_MSMS685 #1-6 RT: 0,0-0,1 AV: 6 NL: 1,44E3
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 68 ),00]
100 653,4
80 4353
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40 375,3 4033
685,5
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. L Y Y U O N el I
O———t=r—pbp—r it g e e
200 300 400 500 600 700
m/z

Pos_MeOHO1AF_MSMS349 #1-6 RT: 0,00-0,11 AV: 6 NL: 3,59E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 34 00]

100 317,1

80
60

263,1

24?,1 289,2 349,2
| T I T 1
100 150 200 250 300 350

m/z
Pos_MeOHO1AF_MSMS367 #1-8 RT: 0,0-0,2 AV: 8 NL: 3,89E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 36 ),00]
100 307,2
2582 2793

335,2

80 50

294,4 316,3
60 0

250 300
m/z

40

307,2
258,2 !
o O
0\\\‘\‘\\\\‘\‘\‘\“1‘\‘\‘\‘\‘ “‘\“‘\‘\‘\\‘M“\‘

100 150 200 250 300 350

20 15‘8,1

m/z
Pos_MeOHO1AF_MSMS406 #1-6 RT: 0,0-0,1 AV: 6 NL: 2,64E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 40 ),00
100 376,1

2714 355,1 | 406.2
210,2 | 1”4072 5423
|\ |

O\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

200 300 400 500 600 700 800

mi/z
Pos_MeOHOLAF_MSMS457 #1 RT: 0,00 AV: 1 NL: 2,04E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 45 ),00]
100 439,33 397.2
100
80 415,3 457,4

60 420 440 460

m/z
40 188,1

162,0 |190,0 3373 3652 43? 3

G\\\\‘\‘\\r\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

150 200 250 300 350 400 450

m/z
Pos_MeOHO1AF_MSMS653 #4-9 RT: 0,07-0,18 AV: 6 NL: 2,64E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 65 ),00]
100 345,2

653,2
20 507,0

|
200 300 400 500 600

m/z
Pos_MeOHO1AF_MSMS793 #1-8 RT: 0,0-0,2 AV: 8 NL: 1,87E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 79 ),00]

100 733,5

80

5243 5633
60

40 631,3 793,5
379,2 522.4 732 7
3374 | 4644 |ses.4 \
L L L \ T
300 400 500 600
miz

Fonte: autor
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Apéndice C. Espectros de ESI-QqTOF-MS obtidos a partir da analise dos extratos de folhas (a) e flores (B) de
Catharanthus roseus.

Intens. 1 Ext_fol_Dil1-100000002.d: +MS, 0.0-0.3min #1-16
x105] A
] 397.21259
15 7] Intens. +MS, 0.0-0.3min#1-16| Intens. 4 20621584 VS, 0,00 3min #1-16] "tens-] +MS, 0.0-0.3min #1-16
i xlO:f 349.15434 xlOfi 427.09937 400079341728
] 337.19105 353.18534 ‘ ‘ 20004 | 871.57287
1.0 0 . NI R 0 h'H‘ 'l Ly . . T ok . . . i
1 348 350 352 354 mz 405 410 415 420 425 mz 780 800 820 840 860 mz
0.5+ 457.23313
0%- L |_ Lu L N LL A A 793.11729
x10° Cath_flower_Fullscan_dil50x000001.d: +MS, 0.0-0.6min #1-38
1 B 33710101
44 Intens. { +MS, 0.0-0.6min #1-38|  Intens. J +MS, 0.0-0.6min #1-38|  Intens. § +MS, 0.0-0.6min #1-38
E x10%4 349.15448 x1043 427.10031 x104 779.18124
2 41 406.21632 054 793.41776
3 2] 350.15793 353.18551 23 ‘ 415.09856 :
E ol I L od—Lall . - 0.0 el s [N TR
3 348 350 352 354 miz 400 410 420 430 mz 770 780 790 800 810 mz
2]
] 397.21181
1] 457.23328
E h 653.20783
7 595.16619
0 . ol odd I. . L L
T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 mz

Fonte: autor
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Apéndice D. Condi¢6es utilizadas nos processos de irrigacao e fertirrigacdo, em estufa, dos individuos Nl e IS.

Processo Periodicidade V(mL)/aplicagdo Composicao
L 4 vezes por ‘
Irrigagéo semana 250 Agua pura

Fertirrigacao

1 vez por semana

Solucéo contendo fertilizantes nas

seguintes concentragdes (g/L):
Ca(NO,),: 900
KNO,: 300
NH,H,PO,: 70
50 MgSO,: 260
EDTA (14,5% Cu): 10
EDTA (14% Zn): 7
EDTA (13% Mn): 5
EDTA (6% Fe): 50
H,BO,: 3,5

(NH,),M00,: 0,3

Fonte: autor
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Apéndice E. Base de dados utilizada na anotacdo das bandas cromatogréficas pelo software UNIFI®

Substancia Férmula Molecular Massa Exata Referéncia
2-aminopropanol CsHgNO 75,0684 36
2"-O-xilosilvitexina CasH28013 548,1530 32
3,3',4',5,6,7,8-heptametoxiflavona C22H2409 432,1420 32
5,6,7,8,3',4',5-heptametoxiflavona C22H2400 432,1420 32
5-desmetoxinobiletina C20H2007 372,1209 37
5-desmetilnobiletina C20H2008 388,1158 32
5-hidroxi-3',4',6,7-tetrametoxiflavona Ci9H1807 358,1053 37
5-hidroxi-3',4',7,8-tetrametoxiflavona Ci9H1807 358,1053 37
6,8-di-C-glicosilapigenina Ca7Ha0015 594,1585 32
8-C-glicosildiosmetina Ca22H22011 462,1162 32
alanina C3H7NO: 89,0477 27
4cido aminobutirico C4HsNO: 103,0633 27
apigenina-7-O-rutinosideo C27H30014 578,1636 31
arginina C6H14N4O2 174,1117 36
asparagina CaHsN203 132,0535 36
acido aspartico C4H7NO4 133,0375 36
colina CsH1NO* 104,1070 27
cisteina C3H/NO2S 121,0197 36
diosmina CagH32015 608,1741 32
feruloilputrescine C14H20N20 264,1474 32
glicose CeH1206 180,0634 27
4cido glutamico CsHsNO4 147,0532 36
glicina C2HsNO2 75,0320 36
hesperidina C28H34015 610,1898 32
isosakuranetina-7-O-rutinosideo C28H34014 594,1949 32
isosinensetina C20H2007 372,1209 32
leucina/isoleucina CeH13NO> 131,0946 36
luteolina-7-O-rutinosideo C27H30015 594,1585 36
n-acetil-L-prolina C7H11NO3 157,0739 36
n-carboxiglicina C3HsNO4 119,0219 36
n-metil-L-prolina CsH11NO2 129,0790 36
nobiletina C21H2208 402,1315 32
ornitina CsH12N202 132,0899 36
fenilalanina CoH11NO2 165,0790 36
prolina betaina C7H1aNO2+ 144,1019 27
prolina CsHoNO; 115,0633 27
putrescina CaH12N> 88,1000 36
serina C3H7NOs 105,0426 36
sinensetina C20H2007 372,1209 32
sacarose C12H22011 342,1162 27
sinefrina CoH13NO2 167,0946 36
tangeretina C20H2007 372,1209 37
tetrametilescutellareina Ci9H1806 342,1103 32
treonina C4HoNO3 119,0582 27
triptofano C11H12N202 204,0899 27
tirosina CoH11NO3 181,0739 27
valina CsH11NO2 117,0790 27

Fonte: autor
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Apéndice F. Dados brutos obtidos pelas andlises de TSI-MS de individuos Nl e IS.

104.1 116.1 144.1 150.1 175.1 182.1 265.2 318.4 325.3 343.3 373.3 381.2
NIO1 11 5785276 4548239 111307240 26853956 2397378 175427408 1789653 3404851 10758809 4570993 3672349 58997756
NIO1 1 2 7627444 3912929 134164608 20617474 323607 182659856 950363 630540 4538095 8946583 11092532 20552934
NIO1 1 3 4873802 2539817 157625168 21840412 946168 257106224 2475595 2321977 47600568 10529650 14501354 101891960
NIO1 2 1 14699012 1941576 95744544 9588016 404086 178762096 1620900 1708218 26162024 3203596 4687822 94235928
NIO1 2 2 12777841 1756660 86201952 7820035 557476 172425616 1367271 2541664 20375160 4650196 8389189 90318808
NIO1 2 3 24264442 3279333 138312544 13162242 1033777 253689104 2385943 2708982 29963858 13576388 26613072 136749648
NIO1 5 1 12263086 2758201 103808808 10468361 752827 174572576 1248493 2082902 14774563 6920139 11135207 85953288
NIO1_5_2 7824908 4697968 194105296 11745578 574218 292227680 2528016 1447474 62304224 5006504 5272135 152916688
NIO1 5 3 9821122 5484439 164865040 14589592 1937442 272932800 2793089 5836139 46731232 7357621 12402042 216433888
NIO2_3 1 3093063 374780 94103880 21811018 1930006 183717360 1990196 5398499 22287342 5259262 6559028 40045184
NIO2 3 2 3240729 1249832 132248976 23239710 3147505 208245200 2718865 4511585 13737193 21289232 30989002 50062616
NI02_3_3 7554116 825589 161309696 30391964 1393861 189007744 3784080 4537053 14925634 17440056 23140944 54814056
NIO2 4 1 11088340 1784233 88728960 26544286 3973112 156366976 2538504 5884508 17641110 12834532 18773860 189582032
NIO2 4 2 8382588 1822945 153397200 30210876 3621705 170697856 4748325 8349933 22564836 13866017 16015647 164547456
NIO2_4 3 2989937 2356570 122633688 27216334 4902369 181745968 5659760 14754674 25914230 12532553 16706805 136027808
NIO2 5 1 9087845 5376665 123757600 36040208 3776267 127957136 3618978 3062552 3390092 14620534 29025852 35762580
NI02_5_2 6106093 5421382 156217920 38175904 3996239 136703184 6526136 5165188 8316911 13561077 22258748 54458388
NIO2 5 3 11104305 3757961 97690832 23053536 1849421 76383928 3212971 2461069 4994133 4792791 8926820 47127008
NIO3_1_1 6782591 121438 68067400 24283862 258115 259496752 6198847 107328 66142656 8942643 11855735 123234288
NIO3_1_2 7556217 351742 95591960 18443920 350340 225127616 6282201 2513711 28537164 18867562 20603670 102142656
NIO3 1 3 6302260 161344 84677232 26883588 193419 370885856 11042432 2052715 97074208 14051513 16744804 121612584
NIO3_2 1 3857360 315693 99025872 34955828 440158 341466208 8627167 141969 46459432 11264809 16527910 137050880
NIO3 2 2 6151226 823286 98341104 22133914 274386 223318240 4314700 2400362 23058182 7918798 9889992 72093848
NIO3_2_3 4226849 274626 69737184 26482824 315863 226195744 5236218 3903747 20494850 6631609 9962871 129228208
NIO3_5_1 9181380 106998 87404552 21393634 147048 211862128 7108708 1687824 38134276 8550501 9814816 51591128
NIO3 5 2 9184811 88792 107213024 34472940 181059 284541984 20221120 1003525 34883912 24493240 29311014 102234584
NIO3_5_3 8480220 171032 83482464 18769784 365770 203742512 12275411 3945223 45495816 4580120 5860512 82522056
NIO4 2 1 3433674 854286 84929184 16261414 1054930 153580752 1442900 2792861 18203814 4616173 6923361 86590072
NIO4 2 2 4450279 1545533 135914256 27886994 802852 237044672 3361816 1638091 35147544 13461799 20219756 123548104
NIO4 2 3 7231670 1211872 115804608 16543059 1104638 162928704 2521363 3313143 31778624 1974588 4891425 130500544
NIO4 3 1 5762955 1533822 176227296 31250282 2733523 288766272 9954613 8991719 79227728 8042781 11535238 144054592
NIO4_3 2 5703286 620741 125178816 13656983 880815 160522416 2682697 3617121 33530706 10702565 18156266 64484616
NIO4 3 3 7291188 3313030 125819328 28984152 1258904 272448256 6942373 5455308 30509166 14146384 23664276 94749584
NIO4 4 1 4351948 1622512 142453040 22975684 1837709 266444128 4132599 4039443 32884090 30909700 52172672 104236672
NIO4 4 2 3489657 1108618 105784312 16893758 1115525 188660320 3215961 3340053 32755248 4061057 6663969 87859896
NIO4_ 4 3 9883635 910711 175259312 21203524 105541 251679248 7179294 536346 68352544 16236985 23259652 117543872
NIO5_ 1 1 3560979 1039621 113549296 23960024 717792 307325056 9655065 2554182 45521524 6794473 9552067 121835848
NIOS_1 2 3708264 973594 119494240 33411910 417881 325184512 12197174 2173553 41704964 14572201 23540778 112691336
NIO5_1_3 4487557 227712 75824456 17226394 410611 178501088 2943231 1056394 9128665 7073968 7457172 75007696
NIOS_3 1 9188505 54724 80897168 16217780 150157 168777568 7487086 1977240 22890708 5317299 6376056 75559768
NIO5_3 2 10526318 1143196 156365536 26336044 278823 409993536 31845244 1937472 1.22E+08 25627184 28543150 146740432
NIO5_3 3 8727294 663824 113821768 22813940 406900 285675904 15179694 2580350 50122472 13122550 16825316 142328112
NIOS 4 1 5258145 157146 72998192 16904660 195563 175774112 2983002 1647385 15171196 5241314 5189432 97211480
NIO5_4 2 2986094 729827 113610848 32004376 482666 405821824 6590713 2044625 66911104 13044312 26025248 220280960
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Apéndice F. Continuacgéo.

104.1 116.1 144.1 150.1 175.1 182.1 265.2 318.4 325.3 343.3 373.3 381.2
NIOS 4 3 7630915 1699302 165609696 27678026 387092 335677600 9371913 132431 75353792 13917496 18655920 118828304
NIO6_1 1 6082323 501804 89823576 22839344 187160 241136656 10212400 1464070 55029600 6647998 13969122 96865032
NIO6_1 2 4513071 721453 119644984 27196936 385818 343021664 12012276 2415756 1.31E+08 4741152 10422183 143812544
NIO6_1 3 7523953 1102321 73238952 11720898 68888 132316888 4164570 1416455 27068210 2577271 3852400 65877704
NIO6_2 1 4652103 1872744 90523480 17307848 392327 127652112 2050350 2058847 9699050 4993753 6307412 59130612
NIO6 2 2 5994142 3063388 101430400 16305619 1991456 117364000 1561131 2632920 7212648 8794712 10824327 43866452
NIO6_2_3 5650155 3765058 125258256 19599860 1412573 225710960 2602640 117469 22816508 6249761 8664836 81876320
NIO6_5_1 3895794 1698700 103366864 16121177 2545097 140402368 1888922 2753545 7220340 2904433 3444809 32069422
NIO6_5_2 4303647 3150594 95479416 25456846 2589113 191208992 8689166 4323026 10524604 1987988 2393261 24056380
NIO6_5_3 3832719 1067386 111243248 23707032 5755991 307730656 10947622 19755266 43977668 9295734 14260568 141731296
NI10 2 1 7197332 2636245 150833984 11541942 1043547 263492304 4333495 3670246 55802112 10225338 16084748 126340360
NI10 2 2 7857054 2155897 130306352 12772808 263169 190332528 4501706 2914527 42385404 6253191 8047134 166464528
NI10 2 3 8821388 2670757 142017696 11298368 415459 227050432 2758111 958811 32924778 6305222 10590875 74071696
NI10 3 1 8867090 3576671 143917024 19287260 162766 177006160 6833614 1219324 18339130 5860413 10599717 162798800
NI10_3 2 9003345 1586245 139386016 14791137 599026 237479776 5936006 2408669 46834280 9858995 14675961 139182272
NI10 3 3 8923375 1413473 134544672 13771623 464864 211708512 5025960 1239003 37590348 6101710 11906844 112940264
NI10 51 5692397 2099481 154535168 45910604 3483396 226011840 8691194 4701186 11353757 34802748 42901972 91143344
NI10 5 2 3514758 4747704 146757104 44365472 2068644 211877632 8701901 2185311 11148033 9630968 12919799 60213812
NI10_5_3 5109875 1186232 135300688 25258202 2251707 166261472 3449206 5452593 12466928 5623474 6748852 52121164
NI11_ 1 1 9525830 2792635 155574080 27637992 4304308 154090928 7033872 2518392 14689204 5678000 5799151 65146168
NI11 1 2 5349378 1520508 128654784 21789560 3792232 119101504 4592565 6689222 13549623 3625491 5590084 58974896
NI11_1 3 7814061 4713452 136544176 35341480 4312786 182902224 9308461 4873914 8572801 3739475 10435779 19666156
NI11 3 1 6615677 944982 159030208 21346680 359686 217627392 27312776 1661270 43412556 5679449 8239310 185304032
NI11_3 2 6497280 614727 133999184 20778400 204244 225283040 12996474 1795148 42317832 12381563 19889384 165822832
NI11_3 3 6461245 1234343 155753408 21352330 732344 294896576 12695846 4346858 75064768 3893136 6893176 244399696
NI11l 4 1 6733846 587388 106720600 23061546 1113777 233698560 9717168 4585743 35598968 8476766 15591222 189114336
NI11_ 4 2 9410594 1552491 114007584 9125385 480756 124691240 6543442 2079262 17301384 17453672 27295064 98876704
NI11 4 3 6343766 434141 102499104 13795140 635775 134768000 4165333 952253 8731490 5569386 7776037 47007080
NI12 1 1 6605505 7269703 118528816 31051314 1281104 201455408 1798238 1165830 6894159 11725638 20128900 53699816
NI12 1 2 5286311 10975787 158550848 30429820 4744199 203893088 4875268 6012406 14968423 10750942 19291878 133900320
NI12 1 3 3409569 3439666 106265856 14415976 1919758 116700992 2264431 4087291 10376783 7110659 9620473 68567096
NI12 2 1 2402308 937728 94286016 16450943 915404 165666384 4922064 471262 13699636 5319657 7165578 132262832
NI12 2 2 5033294 1614132 154723424 29169274 486524 239627072 10457175 1910174 20338700 24757758 27955922 165383008
NI12_2 3 5120598 940995 110280176 25409818 264966 227322320 10973188 1861137 16357591 15559004 15934131 91040712
NI12 3 1 10274851 1716184 44679968 15836250 1209467 50157648 4663484 879759 3479633 2886549 3131406 22226256
NI12_3 2 8670076 3380074 181821936 28412252 2228553 181231840 14571827 7438333 32886314 16310968 19863340 157464160
NI12_3 3 9964717 2875415 148980320 21719902 3459942 167135968 8778564 6980549 19637872 10655792 11463736 109073632
NI15 1 1 4606564 3372504 138127232 54339604 2938193 272498848 8098248 5009493 20704564 18545564 24282796 211138192
NI15_1 2 2046666 800302 64361400 15877405 1886060 71871656 1023604 1051031 6074261 5682971 7491335 77085640
NI15 1 3 12583631 1772435 100061608 25363630 1476707 109967168 1107060 792934 6249804 8890801 7800740 56174632
NI15_ 2 1 5344969 3980040 129167544 59459684 899599 124499624 2724722 934156 2052073 6710956 9190460 41428440
NI15 2 2 3434350 2245185 122206272 34294812 421608 138456272 1200005 800414 2241704 4059362 5100673 25674002
NI15 2 3 3377910 4042355 217203472 23192088 231102 84863448 3735188 906737 10502459 19646286 24412996 89860784
NI15 5 1 6135719 4016559 213063296 40522580 196008 350798784 39747828 192826 49368804 24722930 34740180 339125184
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Apéndice F. Continuacgéo.

104.1 116.1 144.1 150.1 175.1 182.1 265.2 318.4 325.3 343.3 373.3 381.2
NI15 5 2 10129622 2375569 128148400 24213286 273187 135639136 11145622 1263405 7128496 13061526 14499340 161578800
NI15 5 3 11027806 5031036 199014080 31401874 438965 378059648 28787940 733819 57217444 20037434 28299666 242890752
1S01_1_1 9518710 3529943 90890376 12267157 31388590 256597120 17866906 28346758 10833794 11439096 14355351 109010848
1S01 1 2 16093522 1904440 94927784 8111021 7597957 135647600 3374385 1836144 3367775 2333529 3586293 30085610
1S01_1_3 27248740 1847807 76218680 9126827 24726174 166338464 4936096 12235344 4913188 3715776 6604408 39016384
1S01 2 1 12903948 1469347 82628160 9255823 14146452 176777664 5701872 16574278 15161240 6528503 8745024 83691864
1S01_2_2 7376627 945903 75346264 12145920 16643639 181357104 6556482 31481856 18697164 11204056 12246383 130187600
1IS01_2_3 9418952 1228728 82740400 11636120 24795366 182218160 7545215 28173418 17776576 8699414 11905522 123202856
1S01 5 1 3201624 507865 50823372 7184184 14439445 86619000 1621834 21476168 7833556 2910418 3645503 30671498
IS01 5 2 6563589 1193560 80381048 17081758 25604810 165244000 6017677 43770200 10062305 10772418 13968022 52715048
1S01_5_3 4789414 885766 97725064 23923048 15895359 290640416 10016182 46015060 57916860 11283986 14089195 100401560
1S02_ 2 1 2392541 3177121 170225168 30776446 23211972 191786016 20647504 34761848 18286166 13886451 17294930 190154560
1S02_2 2 4358846 3827511 159697200 26138856 29877968 215635536 33839204 65104992 25207174 22824720 32030530 167695840
1S02_2_3 10686178 2226378 100415840 9032764 15564935 95826896 3801231 27698716 13943676 8483750 8066985 120731896
1S02 4 1 2368752 5426006 184253600 37293204 68113816 140502752 23486078 1.79E+08 20993922 15073706 22917790 133831552
1S02_4 2 2110981 2599771 138496352 25461684 40322840 84424304 11150847 62615856 6620922 16880120 19559288 66584268
1S02_4_3 4131777 4447379 151654016 29360488 65627620 119049128 10027691 76693784 9129876 8585489 9395080 64109528
1S02_5_1 2921703 2397249 159127520 32551996 43097544 103006592 15109601 68871512 9010808 16950714 24084590 116309904
1IS02_5_2 6747524 1778137 146155760 22576836 26312058 134150432 15255082 42171356 17103276 6963166 9231321 74059856
1IS02_5_3 6445703 2404061 156380480 31265800 22779518 107728608 14251221 32086924 8813227 15433446 21288904 89169280
1S03_1_1 2370651 1587049 36763984 10186468 20971358 61154532 336147 2813210 696840 371726 362270 7701736
1IS03_1 2 3310192 1626206 76852392 19581894 5086928 137181232 1778538 3232755 3842036 5658613 6425462 55479108
1S03_1_3 1692666 1683629 68952752 11473765 11314386 105818104 662268 6174466 4144286 2574965 3340529 49993340
1IS03 4 1 2996380 692592 72148832 14123212 13144285 159100896 3404410 23500866 14555745 14900778 21227094 97679520
1IS03 4 2 6779422 422004 49976416 13648120 2955050 124915568 3690102 4137665 10351115 2621320 2886080 112059656
1S03_4_3 2259590 637641 82543280 15391467 6039679 96255952 2565942 4634446 4807867 5788353 6743697 48514404
1IS03 51 6142494 1159717 90091960 15559650 8559307 129777776 3358482 8136215 8635674 5626129 6434030 74161664
1S03_5_2 4288799 2549455 105810808 24493018 40101532 131457576 4289328 46742504 8904543 5314781 6169612 108766536
1IS03_5_3 4002357 2862286 119103592 24066272 26980652 153321328 5134315 24420298 11426792 9075110 12180349 111036832
1S04_2_ 1 2392541 3177121 170225168 30776446 23211972 191786016 20647504 34761848 18286166 13886451 17294930 190154560
1S04_2_2 4358846 3827511 159697200 26138856 29877968 215635536 33839204 65104992 25207174 22824720 32030530 167695840
1IS04_2_3 10686178 2226378 100415840 9032764 15564935 95826896 3801231 27698716 13943676 8483750 8066985 120731896
1S04_4_1 2368752 5426006 184253600 37293204 68113816 140502752 23486078 1.79E+08 20993922 15073706 22917790 133831552
1IS04 4 2 2110981 2599771 138496352 25461684 40322840 84424304 11150847 62615856 6620922 16880120 19559288 66584268
1S04_4_3 4131777 4447379 151654016 29360488 65627620 119049128 10027691 76693784 9129876 8585489 9395080 64109528
1IS04 5 1 2921703 2397249 159127520 32551996 43097544 103006592 15109601 68871512 9010808 16950714 24084590 116309904
1IS04 5 2 6747524 1778137 146155760 22576836 26312058 134150432 15255082 42171356 17103276 6963166 9231321 74059856
1S04_5_3 6445703 2404061 156380480 31265800 22779518 107728608 14251221 32086924 8813227 15433446 21288904 89169280
IS05_1 1 970367 539187 59899448 17980526 7961539 178365296 3702231 13533332 21899140 8339575 12042223 96298976
1S05_1_2 1516628 1605174 108121680 21571922 22146720 204627472 8179849 44658664 25256410 14292027 22873452 131393032
1IS05_1_3 2538632 1194936 104545408 16115673 25389552 226385744 5741798 53895400 38615512 10110893 15667854 133544120
1S05_2_1 4669454 1790073 98684672 12915741 26602712 170887760 13609954 43136900 15894022 15348336 20336620 121180728
1S05_2_2 8202313 1258134 46305412 10062105 24056798 89286528 8122751 46933336 8824814 12613798 16486943 169588416
1IS05_2_3 6825822 3315106 135766272 15849241 45449400 203041888 16296251 79891000 23975206 16019972 22400186 158098208
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Apéndice F. Continuacgéo.

104.1 116.1 144.1 150.1 175.1 182.1 265.2 318.4 325.3 343.3 373.3 381.2
1S05_5_1 4103887 1144157 132031216 36322752 9669750 152004464 11451848 22866124 26471520 12995619 26467642 294478880
1S05_5_2 2614860 1907116 107308640 21914364 15299998 133621712 12747255 30914662 22528072 7898671 14902441 231365440
1S05_5_3 1971329 1333040 76087688 8569647 5399521 81795376 3287679 18049946 12229563 5592506 11089547 94886992
1S06_1_1 769465 946727 35656480 11199839 5332893 70438600 2369766 5071706 3208415 13098895 18548724 105574496
1S06_1_2 940540 521223 50174448 9636342 3235716 70921504 1737452 2758592 2977190 6331755 6570578 50982952
1S06_1_3 1200651 1407064 120684432 29610190 6975278 165648928 9409455 11267331 14220767 18809472 28185106 144539424
1S06_3_1 1887663 1073586 114894448 19184792 7474861 143428048 3817629 15211111 17878544 4661649 6752976 95543976
1IS06_3_2 3049841 1942399 140235424 20158832 19507408 167634208 4834886 52697300 32812928 6681210 13965389 151317824
1S06_3_3 2387456 1324595 121486568 16656991 11484202 135661696 5040111 29830780 20237148 12328003 18997664 96043208
1IS06_4_1 1234165 2138471 128115312 18784864 16886770 161622816 4445657 34021840 16755995 15557071 23729556 106858224
1S06_4_2 2408586 2904733 111742144 29253516 14786135 208875696 7475424 10983332 9335470 14983931 25244608 128278024
1IS06_4_3 2427489 1721709 107632720 17651850 13449662 136972032 4088179 14283611 7278969 6500624 8865473 76610512
1S07_3_ 1 832408 1069427 69394008 18272984 15716046 124883072 3970548 25365564 8014644 12440668 16222717 119603544
1S07_3_2 2458534 1242197 94225792 11712861 10129384 114266192 2563267 18320386 16410646 3903065 6343684 95438224
1IS07_3_3 1472755 1280360 95779408 23026134 7985877 142745904 3825248 9060537 8990149 10720534 17906242 97089928
1S07_4_ 1 1664869 1679940 105848328 21694448 19512292 229352768 6980097 41519264 32107806 8502673 13190442 224373456
I1IS07_4 2 2460804 1098334 109713560 19634012 9215715 152602096 4605460 10437733 11136381 3203148 4779200 80548472
I1S07_4_3 1972740 2857434 137355600 23590298 34919588 222069664 9670222 61266004 27863900 3222320 5677838 197879440
I1IS07_5_1 2581108 3368922 129987192 14209522 18820448 187566400 4632639 20018820 13407476 14635746 23278550 99296128
I1IS07_5_2 2331235 1717898 96289624 10619577 10192239 139179872 2958946 8633871 8697860 4196461 6732247 37587824
1S07_5_3 2426722 2142236 105741080 12392894 21508522 227741184 4953856 33722532 21642456 19007032 27122662 115860528
1IS08_1 1 13699048 848810 58822632 7526301 21021460 100211000 1821872 26085336 8820482 2155097 2924989 40653044
1S08_1_2 8112551 2529120 77456448 12134728 17207382 130287112 4954641 36809812 10879029 8282979 13526954 68280448
1IS08_1_3 7341254 1386481 72879816 15499256 17799698 199101024 8966079 34719292 29493956 3523749 5607879 156185984
1IS08 2 1 5020085 1527718 54890456 8119458 18437714 109784896 1705772 31133710 7300383 7523701 12276442 57714308
1S08_2_2 15294895 1094537 50815052 8033835 16352136 115679712 3387305 20867820 11498084 4923151 8127588 102623888
1IS08_2_3 24429288 879059 43464252 4024602 15216453 116640352 1822746 18636448 15108482 2671308 3720198 66385488
1S08_3_1 6893416 1434680 84796880 10795745 14620454 171544608 4055170 27444882 18307670 11435832 15710169 86749712
1IS08_3_2 14078191 1193045 55239268 11104683 21603176 113972056 3944873 28471672 10779888 1711974 3079148 124491120
1S08_3_3 16793956 823905 41618648 5595360 17329080 102429120 1282325 22330636 12354732 2024311 2860138 72963776
1S09 1 1 15943508 3527728 208903696 54636020 43569504 132473648 9511867 1.22E+08 23748690 17356290 30519502 231797536
1IS09_1 2 1821755 1326444 92621432 14156046 11041440 67493016 4338205 26267004 7510849 10818953 18070670 111146240
1S09_1_3 1423826 1363651 84147904 16221099 8248251 92998680 3970737 21349348 10299090 19238742 30036074 118202536
1IS09 4 1 3281084 1445784 123045504 20026160 68884 100253008 9148836 488688 15161972 8509217 11390684 121499832
1S09_4_2 7249526 2333973 193521152 47506052 2474700 136560496 23183998 6197684 10621719 26668188 40180676 164195136
1IS09_4 3 4905780 3318298 194612128 32942984 1171929 157512160 21372212 3334637 24477518 8075466 14027884 240750912
1IS09 51 6229665 2315313 164335056 29313754 494183 124653152 17241412 777181 13138154 19279510 32929256 116711384
1S09_5_2 6327186 1718116 133437856 24592560 98348 93339088 10156817 210217 7397541 12050837 20795240 116854720
1IS09_5_3 6565602 1610344 167362320 31661592 18580 151285216 9784095 540797 11529934 14411806 23839524 116474608
I1S10_1_1 2068233 942833 44862032 11916428 24074436 87123256 2581304 23975980 6650283 4467394 6051297 78370064
1S10_1 2 2347554 2701594 86993448 25176330 21592964 184723536 6587983 19152542 13529388 13399877 18023306 145358288
1S10_1_3 1470331 1960209 92748344 26072356 23968430 182326432 7535501 23757304 11285256 23698184 31793248 113531296
1S10_ 4 1 11257805 3262203 133002320 20642044 12897536 270161760 12087654 18903048 30826588 11890613 18596752 114707832
1S10_4 2 9468270 2176645 96149248 10309324 17308228 146389616 4413486 32580834 23401592 5337280 5815775 82597024
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Apéndice F. Continuacgéo.

104.1 116.1 144.1 150.1 175.1 182.1 265.2 318.4 325.3 343.3 373.3 381.2
1S10_4_3 7106769 1796056 104884048 17113286 9551076 207479904 7753927 13157991 20533890 7658564 11328624 85872704
IS10. 5 1 4067639 1455788 97349952 15884065 13286302 148449104 4213528 19335804 12728565 10243501 15007797 81968568
IS10_5_2 2922739 2325847 126127928 14722452 19548876 175392496 5012249 57472212 31453236 16512850 20188548 88319248
IS10.5_3 2557223 1903849 121661744 20746170 15339784 182030224 8194514 45547276 22406380 20775512 29781196 88710640

Fonte: autor
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Apéndices

Apéndice G. Valores das areas das bandas cromatograficas referentes
), feruloilputrescina (A

a arginina (A

175

utilizada como padréo interno.

265

) e a griseofulvina (API),

Amostras Azs Aoes API
NI1_1 ND 3393.064 3522.536
NI1_2 ND 2968.351 3053.197
NI1_3 ND 3522.152 3799.216
NI2_1 ND 1638.15 4543.173
NI2_2 ND 1734.791 3041.294
NI2_3 ND 1749.363 3434.698
NI3_1 1528.84 4244.628 2660.019
NI3_2 1540.212 3878.267 3097.581
NI3_3 1619.297 4411.009 2869.794
NI4_1 ND 4237.749 2512.535
NI4_2 ND 4493.921 2634.304
NI4_3 ND 3821.274 2431.159
NI5_1 ND 1885.823 2822.146
NI5_2 ND 1788.104 2752.739
NI5_3 ND 1962.691 2896.268
IS1_1 8439.208 4137.049 3606.277
IS1_2 6203.176 3821.982 3797.344
IS1_3 7676.122 4238.765 4271.969
1S2_1 20303.463 4133.734 4905.545
1S2_2 18550.781 3762.22 4594.937
1S2_3 18544.34 3725.856 4631.833
IS3_1 3599.437 7821.716 2681.296
I1S3_2 3738.675 8405.205 2816.359
I1S3_3 3,428,554 8548.476 3051.364
1S4_1 8364.713 7401.32 3481.622
1S4_2 7979.897 6805.14 3284.096
1S4_3 9214.07 7237.801 3692.135
IS5_1 20607.225 8961.614 3553.236
IS5_2 20207.824 8480.394 3296.291
IS5_3 22207.857 8823.032 3735.906

Fonte: autor
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Apéndice H. Valores de média, desvio padréo e coeficiente de variagdo calculados a partir dos dados do apéndice
G para a area da banda cromatografica da arginina.

Awrs/API

Individuo NI

Individuo IS

NI IS

NI_Media

Desvio padréo_NI

Coeficiente de variacédo_NI

IS_Media

Desvio padrédo_IS Coeficiente de variacédo_NI

0.000 2.340
0.000 1.634
0.000 1.797
0.000 4.139
0.000 4.037
0.000 4.004
0.575 1.342
0497 1327
0.564 1.123
0.000 2.403
0.000 2.430
0.000 2.496
0.000 5.800
0.000 6.131
0.000 5.944

0.000

0.000

0.545

0.000

0.000

0.000

0.000

0.042

0.000

0.000

0.077

1.923

4.060

1.264

2.443

5.958

0.370

0.070

0.122

0.048

0.166

0.192

0.017

0.097

0.020

0.028

Fonte: autor

Apéndice I. Valores de média, desvio padrédo e coeficiente de variacédo calculados a partir dos dados do apéndice

G para a area da banda cromatogréfica da feruloilputrescina.

Ases/API

Individuo NI

Individuo IS

NI IS

Media

Desvio padréo

Coeficiente de variagéo

IS_Media

Desvio padrédo_|IS Coeficiente de variagdo_NI

0.963 1.147
0.972 1.006
0.927 0.992
0.361 0.843
0.570 0.819
0.509 0.804
1596 2917
1.252 2.984
1537 2.802
1687 2.126
1.706 2.072
1572 1.960
0.668 2.522
0.650 2.573
0.678 2.362

0.954

0.540

1.566

1.655

0.665

0.024

0.043

0.041

0.073

0.014

0.025

0.080

0.026

0.044

0.021

1.049

0.822

2.901

2.053

2.485

0.086

0.019

0.093

0.084

0.110

0.082

0.024

0.032

0.041

0.044

Observacao: Os valores destacados em vermelho foram considerados outliers e retirados do célculo da média, desvio padrédo e
coeficiente de varia¢éo

Fonte: autor
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