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Glossario de siglas utilizadas no texto

Siglas mantidas em inglés*:

Técnicas e unidades:

APCI Atmospheric Pressure Chemical lonization

cosy Correlation Spectroscopy

Da Dalton

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
2D NMR Two Dimension Resonance Magnetic Nuclear
ESI-MS Electrospray lonization Mass Spectrometry

HPLC High Performance Liquid Chromatography

LC Liquid Chromatography

LC/MS Liquid Chromatography couplet to Mass Spectrometry
MS Mass Spectrometry

MS/MS Tandem Mass Spectrometry

m/z Mass/charge ratio

NMR Nuclear Magnetic Resonance

TIC Total lon Chromatogram

* Algumas siglas foram mantidas em inglés porque varias delas ndo tém traducao
estabelecida para o portugués, enquanto que outras, apesar de ja existir a tradugdo
para o termo, foram mantidas em inglés para manter a uniformidade do texto,

evitando o uso de siglas misturando os dois idiomas.
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RESUMO

“DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA DE ANALISE E
INDUCAO A PRODUCAO DE ALCALOIDES ESPIROQUINAZOLINOS
POR EUPENICILLIUM SP”

Este trabalho descreve o desenvolvimento de uma metodologia
de extracdo, pré-purificacdo (em fase sélida - SPE) e analise por HPLC-
UV-MS/MS de alcaldides espiroquinazolinicos. Esses alcal6ides sao
produzidos, pelo fungo Eupenicillium sp, isolado como endofitico de
Murraya paniculata (RUTACEAE). Quando cultivado em milho e arroz
produz alcal6ides espiroquinazolinos; o0s quais exibem importante
atividade bioldgica contra a substancia P, envolvida em processos de
analgesia. Eles podem nos ajudar a compreender melhor as

interacdes entre a planta e o fungo.

A metodologia analitica desenvolvida foi empregada em
experimentos que determinaram a taxa de producdo de alcaldides por
dias de cultivo, experimentos de investigacdo da biogénese destes
alcalbides por Eupenicillium sp. e também foram realizados para induzir o
acumulo dos mesmos.

Foram isolados trés novos alcaldides spiroquinazolinos,
sendo que suas estruturas foram determinadas por técnicas de RMN 1D
e 2D e experimentos de MS e MSMS.
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ABSTRACT

“METHOD DEVELOPMENT OF ANALYSIS AND INCREASE
PRODUCTION OF SPIROQUINAZOLINE ALKALOIDS BY EUPENICILLIUM
SP”

It is presented the development of a liquid chromatography-UV-tandem
mass spectrometric method for spiroquinazolinic alkaloids analyses in a
variety of matrices where the fungus Eupennicilium sp. was cultivated. Sample
preparation was conducted using a solid-phase extraction stratergy. These
rare alkaloids were isolated from Eupenicillium sp an endophitic fungi obtained
from Murraya paniculata (RUTACEAE). The fungus when cultivated in corn
and rice subtracts produces spiroquinazolines alkaloids that exhibit high
important activities, mostly analgesic. The structures of these alkaloids are
formed by a sequence of amino acids similar to these carbazolic alkaloids
produced by Murraya plants, which might explain some aspects of the
microrganism-plant interaction.

The analytical methodology was used in experiments to determine the
amount of these alkaloids produced over cultivativation time. Biogenesis
investigation was performed to obtain data useful to increase alkaloid
production.

Three unprecedented spiroquinazoline alkaloids were identified and
characterized using 1D and 2D RMN together with MS and MSMS

experiments.
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1 - INTRODUCAO



1.1 Generalidades.

Mais de 100.000 espécies de fungos foram classificadas morfologicamente.
Aproximadamente 10 % destas espécies de fungos obtem seus nutrientes de
associacdes com outros organismos. De maneira alguma podemos olhar estas
associacdes somente como prejudiciais aos organismos hospedeiros. Os fungos
utiizam os nutrientes para produgdo de estruturas quimicas extremamente
complexas. Muitos destes compostos tém sido utilizados pela humanidade com as
mais diversas aplicacdes. A observacdo de Fleming, a respeito do antagonismo
entre as culturas de Penicillium notatum e Staphyllococus sp (Figura 1), resultou
na descoberta das penicilinas. Apds a descoberta das penicilinas, muitas outras
substancias produzidas por fungos se tornaram farmacos importantes que, na
maioria dos casos, sdo produzidos a partir de meios de cultura simples, como

gréaos (Tabela 1.1).

Figura 1.1: Antagonismo entre as culturas de Penicillium notatum e
Staphyllococus sp que resultou na descoberta das penicilinas (Imagem origial
Leningher).



Tabela 1.1: Alguns exemplos de compostos produzidos por fungos em meios de
cultura simples.

Composto Fungo Meio de cultura
penicillina Penicillium chrysogenum | Milho
cefalosporinas Cephalosporium spp
streptomicina Streptomyces griseus Soja
gibberellina Gibberella fujikuroi Diversos Meios
vitamina B12 Streptomyces spp Milho + Co
Alcal6ides do Ergot Claviceps purpurea
Ciclosporina A Tolypocladium inflatum /

Cylindrocarpon lucidum

Lovastatina Aspergillus terreus

Aflatoxinas Aspergillus flavus Amendoim
Caroteno Mucor sp

Piocianina Pseudomonas spp

Acido dipicolico Bacillus spores

Muitas associacdes entre plantas e microrganismos séo parasitas, levando a
diversas doencas. Outras associacfes sdo sibioses mutualistas, que trazem
beneficios aos hospedeiros (TUNLID & TALBOT, 2002). Associacbes que por
muito tempo tinham sido vistas como prejudiciais ao homem, hoje sdo vistas como
benéficas. Um exemplo claro disso sdo os alcal6ides do Ergot (Claviceps purpurea)
(Figura 1.2) parasita do trigo. Na idade média, pessoas que consumiam trigo
contaminado por este fungo sofriam fortes sintomas de vaso- constricdo e
alucinacdo. As atividades vaso-constritoras foram atribuidas aos alcaldides,
conhecidos como alcaléides do Ergot. Um exemplo é a Ergotamina (Figura 1.3).
Hoje em dia, os alcalbides do ergot sdo amplamente empregados na
medicina moderna, sendo utilizados principalmente em
hemorragias graves. Devido a complexidade da sua estrutura molecular, boa parte

da producéo destes alcaléides é realizada por microrganismos.



N Ergotamina

Figura 1.3: Ergotamina, alcaléide produzido por Claviceps purpure com atividade
vaso constritora utilizado atualmente como farmaco.

Atualmente, pesquisas genéticas de fungos relacionadas a expressao de
enzimas envolvidas em rotas biossintéticas, comecam a ser feitas em maior
detalhne. WANG et, al, 1991, clonaram o0s genes que codificam para
DMATSintase (dimetilalil triptofano sintase), enzima responsavel pelo primeiro
passo na biossintese de alcaldides do Ergot (Gaviceps purpurea). Esses genes
foram posteriormente identificados nos fungos endofiticos Balansia obtecta e
Neothyphodium sp, conhecidos por produzirem ergobalasinina e ergovalinina,

respectivamente (AZEVEDO et al., 2000). Outras pesquisas
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relatam a inducdo a producdo de alcaléides por C. purpurea. Este aumento na
producdo de alcal6ides ocorre pela adicdo de indutores no meio de cultura.
Aminoacidos como triptofano ativam a enzima dimetilalil triptofano sintase,
induzindo a producao de alcaldides do ergot (SANCHEZ et al, 2002).

Outro fungo que é visto pela sua agdo prejudicial é o Aspergillus flavus
(Figura 1.4). Este fungo e Aspergillus parasiticus, sdo conhecidos por produzirem
um grupo de metabdlitos conhecidos como Aflatoxinas (VIDYASAGAR, et al,
1997). Aflatoxinas sdo conhecidas pela sua acdo carcinogénica, teratogénica e
como agentes imuno-supressores. A aflatoxina B1 é o agente cancerigeno natural
mais potente que se conhece. Aflatoxina B1 é convertida em sua forma altamente
carcinogénica a 8, 9 epoxi-aflatoxina B1 (Esquema 1.1), por enzimas do citocromo

Paso (VIDYASAGAR, et al, 1997).

Figura 1.4: Aspergillus flavus, fungo produtor de Aflatoxinas.



Aflatoxina By

Esquema 1.1: Oxidacéo por enzimas relacionadas ao Citocromo P4s0 da
Aflatoxina B1 em sua forma altamente carcinogénica a 8, 9 epoxi-aflatoxina B1

A aflatoxina B1, apds processo de oxidacdo fornece como produto a 8, 9
epoxi-aflatoxina B1l. Este produto de oxidagdo reage com moléculas de DNA,
promovendo a quebra da cadeia, conseqlentemente, levando a mutacdes que
podem gerar diferentes tipos de cancer. No esquema 1, observa-se um aduto da
aflatoxina com uma parte da cadeia de DNA. Este aduto é obtido a partir de uma
hidrolise acida e é utilizado como marcador de mutacdes causadas por Aflatoxina
B1 [(ESSIGMANN, et al, 1977) e (STEVEN, et al., 1988). Esta forma de acéo
destas toxinas, pode futuramente ajudar na compreensdo de um fenbémeno que
ocorre entre associacdes entre plantas e microrganismos — a transferéncia
genética horizontal. Também pode ajudar a entender um dos mecanismo de
defesa das plantas contra a acdo de microrganismos, o aumento da acdo da
enzima fenil alanina aménio oxidase (PAL). Que tem sua acdo aumentada, em
infeccbes causadas por microrganismos, levando a uma maior a producdo de

compostos com conhecida acao anti-oxidante, como flavonéides e cumarinas.

1.2 Microrganismos endofiticos

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, ou seja, a maior do
planeta, fonte inestimavel de matérias-primas nos mais variados setores. Apesar
da imensa diversidade biolégica, as espécies que a compdem e suas relacdes
filogenéticas sao pouco conhecidas. Por outro lado, as interagdes entre as plantas
e microrganismos ja sao conhecidas ha tempo. Entretanto, com excecdo da

associacdo de plantas com fungos micorrizicos diazotroficos da rizosfera,
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acreditava-se que estas interagBes levavam a formacdo de lesdes nos tecidos
vegetais. Mais recentemente, vem sendo registrada a presenca de microrganismos
no interior de tecidos vegetais sadios, abrindo novas perspectivas para o estudo da
interacdo planta/microrganismo. Uma parcela dos microrganismos, principalmente
bactérias e fungos, habita o interior das plantas. Sdo os endofiticos que, segundo
PETRINE (1991), colonizam os tecidos sadios de partes aéreas da planta, em
algum tempo do seu ciclo de vida, sem Ihe causar danos aparentes. Este conceito
também é estendido aos microrganismos das raizes. Os endofiticos diferem dos
epifitos que vivem na superficie dos vegetais.

Entre os microrganismos endofiticos, os fungos e bactérias que formam
nodulos nas raizes das plantas as quais estdo associados. Essas associacfes sao
bastante estudados devido sua importancia na agricultura, particularmente por sua
participacdo na fixacao de nitrogénio pelas plantas.

Ao contrario, os endofiticos das partes aéreas dos vegetais s6 recentemente
tém despertado o interesse da comunidade cientifica, especialmente por seus
potenciais na producdo de metabdlitos de interesse econdmico, incluindo os
relacionados as plantas hospedeiras. As interacdes endofiticos/planta, ainda nado
sdo muito bem compreendidas, mas podem ser simbidticas, neutras ou
antagbnicas (neste caso, estudadas pela fitopatologia). Nas intera¢des simbidticas
0S microrganismos produzem ou induzem a producdo de metabdlitos primarios e
secundarios que podem conferir diversas vantagens a planta tais como: a
diminuicdo do ataque de insetos, 0 aumento da tolerancia a estresses abibticos e o
controle de outros microrganismos (ARAUJO, 1996; RODRIGUES & DIAS FILHO,
1996; PEREIRA, 1993). Exemplo de metabdlitos que podem ser induzidos pelos
endofiticos sdo as fitoalexinas, substancias de baixo peso molecular com
atividades antimicrobianas, produzidas pelas plantas ante a acdo de
microrganismos ou de agentes estressantes (CORDEIRO NETO & DIETRICH,
1992). Da parte dos fungos pode-se citar a producdo de micotoxinas, metabdlitos
secundarios que podem causar doencas em humanos e outros animais (CLAY,
1988; D'MELLO & MACDONALD, 1997). Os fungos endofiticos sao potencialmente
Uteis na agricultura e na inddstria, particularmente na alimenticia e farmacéutica.
Podem ser utilizados como vetores para introducdo de genes de interesse nas
plantas (FAHEY, 1988; MURRAY et al., 1992), como agentes inibidores de pragas



e patégenos (VOLKSH et al., 1992; HALLMANN & SIKORA, 1996) e como fontes
de metabdlitos primarios (STAMFORD et al., 1998) e secundarios.

1.3Metabolismos secundario dos microrganismos endofiticos.

Todo organismo que habita, por algum periodo de tempo em seu ciclo de
vida, o interior de um vegetal, pode ser considerado como endofitico. Os fungos
endofiticos vivem em associacdo com plantas, incluindo arvores, gramineas, algas
musgos e herbaceas (KOING, et al.,, 1999) esta associacdo pode ser simbidtica
(mutualismo), ou o fungo pode ser um patogéno em um periodo de laténcia
PETRINE, et al.,1992). Estimativas recentes sugerem que existam 1,3 x 10°
espécies de endofiticos vivendo em cerca de 270.000 plantas vasculares
conhecidas (BRADY, et al., 1999). Em circunstancias normais eles vivem no
interior da planta hospedeira sem usar nenhum sintoma ou doenca. No entanto, os
fungos endofiticos podem vir a serem patogénicos quando a planta hospedeira

estiver em condicdo de estresse (KOING, et al., 1999)

Os fungos endofiticos tém se mostrado uma valiosa fonte de metabdlitos
secundarios para uso potencial como antimicrobianos, na biotecnologia e na
agricultura. Existem ainda relatos de um possivel "aprendizado” da habilidade dos
organismos associados para produzir uma mesma classe de substancia. Assim, o
fungo Giberela fugjkuori associado a planta Cucumbita maxima, produz derivados
do &acido giberélico (MCMILLIAM et al.,, 1958), um diterpeno com atividade
hormonal no crescimento de plantas; a planta Baccharis megapotanica
(exclusivamente a planta fémea), associada aos fungos Fusarium e Myrothecium
produzem micotoxinas da classe dos trichotecenos macrociclicos (JARVIS, et al.,
1991); vérias espécies de fungos endofiticos em Taxus brevifolia (Figura 1.5)
(Taxomyces andrenae, Alternaria alternata,. Fusarium graminearum, etc)
produzem Taxol (LI, et al., 1998; SIERLE et, al., 1995), um diterpeno com potente
atividade anticancer. Recentemente, foi isolada uma nova espécie
Seimatoantlerium tepuiense, um fungo produtor de Taxol. Esta espécie de fungo é
epifitica em Maguireothamus speciosus (Rubiaceae), uma espécie endémica na

Venezuela.



Esses sdo trés exemplos de microrganismos produzindo substancias que
sdo caracteristicas de plantas. Este fenbmeno ecoldgico tem sido interpretado do
ponto de vista bioquimico, como sendo uma "transferéncia genética horizontal"
entre plantas e fungos (ROHY et, al., 1997), embora 0os mecanismos envolvidos

ainda nao estejam claramente elucidados.

Figura 1.5: Detalhes de um galho de Taxus brevifolia.

1.4. A ordem Rutales e a planta Murraya paniculata

A ordem Rutales é constituida pelas familias Rutaceae, Cneoraceae,
Simaroubaceae, Meliaceae e Burseraceae [ENGLER 1931]. A familia Rutaceae é
composta de mais de mil e cinqlenta géneros compreendendo mais de quinze mil
espécies, com vasta distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais e sao
particularmente abundantes na Austrdlia, Sul da Africa e América do Sul

(O'SULLIVAN, 1984).
Diversos géneros dentro dessa familia sdo de importancia econémica, com

destaque para o género Citrus, tanto pela producdo de frutos como de Oleos
volateis (O'SULLIVAN, 1984), especialmente para o Brasil, que € o maior produtor
de suco de laranja do mundo, sendo que o estado de S&ao Paulo é responsavel por
85% dessa producdo (AZEVEDO et al.,, 2000). Para a industria farmacéutica,
diversos géneros sao importantes, destacando Pilocarpus que possui diversas
espécies produtoras de pilocarpina, um alcaldide imidazélico utilizado como
micético em oftalmologia. O alcaldide acridbnico acronicina, € encontrado em

Acronychia baueri e possui atividades antitumorais (O'SULLIVAN, 1984). O
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género Murraya é conhecido pela producdo de alcaléides do tipo carbazdlicos e
inddlicos (WATERMAN, 1999), que possuem diversas atividades biologicas. Por
exemplo, Murraya euchrestifolia produz murrayafolina A e murrayaquinonia A
como atividades antitumoiais (ITOIGAWA, et al.,, 2000) e M. paniculata (Figura
1.6), que produz o alcaléide yuehchukeno (Figura 1.7), o qual possui acao
contraceptiva (KONG et al., 1985).

Figura 1.6: Detalhes de um galho de Murraya paniculata.

Figura 1.7: Estrutura quimica do alcaléide yuehchukeno, isolado de
Murraya paniculata

10



Folhas, cascas, frutos, flores e raizes de Murraya paniculata sdo prescritas
na medicina popular chinesa para as mais variadas aplicacfes. Entretanto, uma
das mais importantes é a acdo contraceptiva do cha das raizes e do caule
utilizados por nativas chinesas. A substancia responsavel por esta atividade é o
alcaldide yuehchukeno (Figura 1.7) (KONG et al., 1985).

Tentativas de identificacdo desses alcaléides em Murraya paniculata
coletada em S&o Carlos (SP) foram mal sucedidas e levaram ao isolamento de
cumarinas preniladas e flavondides polimetoxilados (FERRRACIN, 1996). A
biogénese de flavondides, cumarinas (C6-C3) e alcaléides, tém um ponto em
comum conforme. A acdo da enzima fenilalanina-aménio-liase (PAL) transforma
fenilalanina em derivados do acido cinamico que leva a formagdo de cumarinas,
flavondéides e lignanas. Por outro lado, o acido corismico pode ser transformado em
acido antranilico que levaria ao triptofano, provavel precursor desses alcaldides
(VOET, 1990). A estrutura final destes alcaldides sugere um indol (triptofano), no

entanto a origem destes alcal6ides permanece incerta.

1.5 Fungos endofiticos associados a planta Murraya paniculata.

Diversos fungos endofiticos foram isolados de Murraya paniculada. O
estudo do metabolismo secundario de apenas um deles (Eupenicillium sp)
(BARROS, 2002) possibilitou o isolamento de diversos esterdides derivados do
ergosterol, que segundo a literatura, possuem atividades antitumorais (TAKAKAU,
2001) e anti HIV (EI MEKKAWY, 1998); cerebrosidas, que s&o compostos
relatados na literatura pela sua atividade contra o mal de Parkinson (HSU e TRUK,
2001); compostos do caminho dos policetideos; alcaldides esteroidais e alcaldides
inddlicos derivados de um caminho misto entre triptofano e acido antranilico

(Figura 1.8).
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Figura 1.8: Substancias isoladas de Eupenicillium sp, um fungo endofitico isolado
de Murraya paniculata

Dentre estes compostos produzidos por Eupenicillium sp (Figura 1.8), um
deles chama atencdo devido a sua estrutura complexa. O alcalbide
espiroquinazolino alanditripinona é uma estrutura inédita, até entdo existiam
apenas trés relatos de alcal6ides espiroquinazolinos na literatura. Mas o mais
importante é a sua semelhangca com alcaldides de M. paniculata (Figura 1.9). Pela
comparacdo do yuehchukeno e alanditripinona utilizam-se do mesmo aminoacido o
triptofano para a producdo de seu alcal6ides. Entender os mecanismos envolvidos
na biosintese de alcaldides espiroquinazolinos por Eupenicilium sp, pode ajudar a

compreender a interacao entre o fungo e a planta.
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yuehchukeno alanditripinona

Figura 1,9: Estrutura do alcaldide yuehchukeno (Murraya paniculata) e do alcaldide
alanditripinona (Eupenicillium sp)
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2 — OBJETIVOS
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O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma metodologia de HPLC-UV-
MS/MS para a analise de alcaldides espiroquinazolinos produzidos por
Eupenicillium sp, um fungo endofitico isolado de Murraya paniculata (Rutaceae).
Aplicar a metodologia desenvolvida para a realizacdo de experimentos de inducéo
de producado de alcaldides espiroquinazolinos por Eupenicilium sp. Para tentar se
compreender os caminhos biosintéticos utilizados por Eupenicillium sp, para a

producéo destes alcalbides.
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3 - PARTE
EXPERIMENTAL

17



3.1 - Material vegetal

3.1.1 — Folhas de Murraya paniculata.

As folhas de Murraya paniculta foram coletadas em arvores localizadas no
campus da UFSCar. Um ramo da planta, contendo folhas e frutos, foi depositado

no herbario do Departamento de Botanica da UFSCar (HUFSCar) sob o n®
005826.

3.2 - Fungo

3.2.1 — Fungo Eupenicillium sp.

O fungo Eupenicillium sp foi isolado como endofitico das folhas de
Murraya paniculata. Uma suspensdo aquosa deste fungo foi depositada na

micoteca do laboratério de bioquimica micromolecular do DQ-UFSCar, sob n®
00026.

3.3 - Reagentes

3.3.1- Suportes para Cromatografia:

-Silica gel 230 -400 Mesh (silica flash) para cromatografia em coluna (CC)
-Silica gel 70 -230 Mesh (silica comum) para cromatografia em coluna
(CO).

-Silica 60 H Mesh para cromatografia em coluna (CC)

-Silica gel 60 PF254 para cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).
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3.3.2 - Eluentes para cromatografia:
-Foram utilizados solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar .
3.3.3 - Solventes para RMN:

-Solventes deuterados da Merck e Aldrich 98-99,9%.

3.3.4 - Substancias utilizadas para o isolamento e cultivo dos fungos
endofiticos:

-Alcool 70%
-Hipoclorito de Sédio 11 %
-Dextrose -Mallinckrodt .

-Agar Bacterioldgico DIFCO, Henrifarma

-Batata Inglesa

-Sulfato de Potéssio -Merck

-Sulfato Ferroso PA -Reagen

-Cloreto de Célcio -Reagen

-Fosfato de Potassio - Mallinckrodt
-Sulfato Magnoso - Mallinckrodt
-Sulfato de Zinco -Mallinckrodt
-Molibdato de Amonio - Mallinckrodt
-Sulfato de Magnésio -Grupo Quimica

-Sulfato Cuaprico -Cinética Quimica
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3.4 - Equipamentos utilizados.

3.4.1 - Rotaevaporadores:
-Evaporador Rotativo TECNAL (TE 120)

-Rotavapor Buich 461 -Water Bath (EL 131)

3.4.2 - Espectrofotébmetro no infravermelho:
-Bomem FT/IR

3.4.3 - Espectrometro de NMR:

-Bruker ARX -200

3.4.4 - Estufa de secagem e esterilizagao:

-Estufa FANEM -315 SE

3.4.5 - Balanca analitica:
-Balanca Mettler P136

3.4.6 - Camarade fluxo laminar:
-VecoVLFS -12 M

3.4.7 - Estufaincubadora:
-FANEM 347 CD

3.4.8 - Autoclave Vertical:

-Phenix AV 75

-Soco FABBE 103
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3.5 - Métodos.

3.5.1 - Metodologias Gerais.

As andlises por LC/APCIMSMS, serdo feitas utilizando-se uma
bomba para cromatografia capilar modelo Phonex 40 -Carlo Erba, acoplada ao
espectrémetro de massas Micromass QuattroLC.

O isolamento dos metabdlitos de Eupenicillium sp foi feito utilizando-
se técnicas cromatograficas de bancada e aparelhos de HPLC Shimadzu, com
bomba de solventes LC-10, com valvula para reciclos, utilizando-se como
detectores indice de refracdo e ultravioleta com "diode array". A identificacdo
destes metabdlitos foi feita utilizando-se técnicas uni e bidimensionais de NMR
em aparelhos Bricker (ARX 200 e DRX 400), somadas as técnicas de

espectrometria de massas descritas acima.

3.5.2 - Preparacao do meio BDA.

O meio de cultura BDA (Batata, Dextrose e Agar) foi preparado com 300 g
de batatas descascadas, cortadas em cubos, 20 g de glicose (Mallinckrodt), 25 g
de agar (Difco) e 4gua destilada. As batatas foram adicionadas a 500 mL de 4gua
destilada em copo de Becker de 1 L, em seguidas cozidas em forno de
microondas (LG) por um periodo de 30 min em poténcia maxima, o caldo foi
separado das batatas por filtracdo. Ao filtrado foi adicionado o agar, dissolvido sob
aguecimento, entdo se acrescentou a glicose. A solugcéo em frasco de erlenmeyer

foi esterilizada em autoclave a uma temperatura de 120 °C e pressao de 1,0 atm.
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O meio BDA foi colocado em placas de Petri esterilizadas, estando prontas para a

inoculac&o assim que atingiram a temperatura ambiente.

3.5.3 - Metodologias gerais para os experimentos envolvendo Eupenicillium

sp.

Todos os experimentos envolvendo fungos foram realizados em ambiente
estéril - capela de fluxo laminar - com todos os frascos e solu¢cdes esterilizadas
em autoclave a uma temperatura de 120 °C e 1,0 atm de presséo, ou a chama
de bico de Bunsen, no caso de pincas, espatulas e hastes de metal.

Os fungos foram inicialmente cultivados em meio BDA. Apdés uma semana
de cultivo, uma pequena parte dos fungos foi retirada dos seus respectivos meios,
com um pequeno tubo de vidro (5mm de diametro) e transferida para as
respectivas solu¢cdes de meio de cultura liquido. Os meios de cultura foram
previamente esterilizados em autoclave e resfriados a temperatura ambiente,

antes da inoculacao dos microrganismos.

3.5.4 - Metodologias gerais para analises por HPLC-MS e HPLC-MS/MS.

As analises por HPLC/MS e HPLC-MS/MS foram feitas em um sistema
Shimadzu para a eluicdo gradiente, composto por duas bombas LC-10AD, um
injetor manual Reodyne (com loop de 20 ul) e detector UV foto-diodo SPD-M
10A, controladas por um controlador de sistema SCL-10A. O sistema foi operado
e as analises adquiridas e processadas utilizando o programa Shimadzu Class
VP 5.0. O sistema de HPLC descrito acima pode ser acoplado a um aparelho de
MS Micromass Quattro LC, equipado com triplo quadrupolo e fonte de ionizagéo
APCI e ESI. O sistema é operado e as analises adquiridas e processadas

utilizando o programa MassLynx 3.5 As andlises foram feitas com as amostras
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dissolvidas em Metanol ou ACN grau cromatografico (Mallinckrodt). Os solventes
para as analise de MS foram Metanol (Mallinckrodt), ACN (Mallinckrodt) e agua
purificada em um aparelho Millipore Milli-Q. Esses solventes foram filtrados a
pressédo reduzida em filtros de Nylon, com didmetro de poro 45 um (Supelco). O
gas de nebulizacdo e dessolvatacao foi o N2 (White Martins). Os valores de
voltagem na descarga corona, cone e extrator foram otimizados para a amostra
padrdo e aplicada nas demais andlises. Todas as analise APCI/MS foram feitas
utilizando um fluxo de 0,7 mL min™ e as anélises ESI/MS foram feitas utilizando

um fluxo de 0,2 mL min™.

3.5.5 - Metodologias especificas para o fungo Eupenicillium sp.

Utilizando uma cultura de Eupenicillium sp em meio BDA (incubada a 28° C
por sete dias) inoculou-se, com o auxilio de uma haste de metal, o fungo aos
meios de culturas sélidos (90 g de Milho em 75 ml de 4gua — 100 g de folhas de
M. paniculata 75 ml de agua). A dois dos frascos contendo milho foi adicionado 0,8
g (cada) de Aspartame (Zero Cal®), a outros dois 0,8 g (cada) de glutamato
monosodico (Ajinomoto ®), estes frascos foram incubados durante 20 dias a uma
temperatura de 28 °C. Outros quatro frascos contendo meio de cultura milho foram
incubados por um periodo de 30 dias sob influéncia do campo magnético gerado
pelo aparelho de NMR 200 MHz — um campo magnético 200 vezes maior do que o
da Terra. Dois frascos de Erlenmeyer contendo meio de cultura folhas de M.
paniculata, foram incubados por um periodo de 30 dias a uma temperatura de 28
°C.

3.5.6 - Analise de aminoacidos por CCD

Seguindo protocolo estabelecido no Departamento de Bioquimica -
UFSCar, foi realizada andlise de aminoéacidos livres das folhas de M. paniculata,

do milho e do extrato de levedura. Para isso, prepararam-se extratos aquosos de
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folhas de M. paniculata, de milho e de extrato de levedura. Estes extratos foram
analisados por cromatografia de camada delgada de particdo, utilizando como
suporte, placas de vidro (15x15cm) contendo silica (0,25 mm de espessura), como
sistema liquido-liquido foi utilizado uma mistura n-Butanol:Acido acético:H,O em
uma propor¢cdo de 40:10:50. Foram também analisadas por CCD de particéo,
solucbes com padrdes de aminodacidos (Sigma-Aldrich), utilizaram-se os seguintes
aminioacidos: triptofano (W), alanina (A), Fenilalanina (F), Leucina (L) e Prolina
(P). Apés a particdo dos extratos na placa cromatografica, os aminoacidos foram

revelados com solucao etandlica de ninidrina.

3.5.7 Meio de cultura e cultivo do fungo

O fungo foi cultivado em meio sélido composto de milho com 50% de H,O
(m/v), foram utilizados 7,200 kg de milho, divididos em 144 frascos de Erlemmeyer
de 500 ml, sendo que 96 frascos continham 25 mg de L-Prolina cada. Os frascos
foram tampados com tampdes de algodao e esterilizados em autoclave. O fungo
Eupenicillium sp, previamente cultivado em BDA, foi inoculado no meio sélido,
foram inoculados 135 frascos de Erlemmeyer contendo meio de cultura, os frascos
restantes foram mantidos como branco. A inoculagéo foi realizada em ambiente
estéril; o tampédo de algodéo foi retirado somente no momento da inoculagéo e
recolocado em seguida. A cada periodo trés dias de cultivo, nove frascos eram
retirados, sendo que seis destes eram meios que continham L-Prolina (3 para
analise de alcaldides e 3 para andlise de ergosterol), os frascos restantes (meio
sem adicdo de L-Prolina) eram utilizados para a anélise de ergosterol. Este

processo foi realizado por um periodo de 45 dias.
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3.6 - Obtencéo dos extratos.

3.6.1 - Extracé&o de alcaldides espiroquinazolinos.

Apés cada periodo de trés dias de cultivo foi adicionado 200 ml de EtOH a
trés dos frascos contendo Eupenicilium sp. A extracdo foi realizada por um
periodo de 5 min em triturador (Turratec — TECNAL), ap0s este periodo a torta foi
separada do extrato por filtragdo. Uma aliquota de 10 ml do extrato foi submetida a
SPE (cartucho home made — ODS:Alumina 1:1 v/v), a fracdo coletada foi
evaporada, fornecendo assim, os pontos para a constru¢ao da curva de producao
do alcaldide alanditripinona. O restante do extrato foi reunido e concentrado a
pressdo reduzida em rota evaporador. Apos 45 dias, foram obtidos os 15 pontos

(em triplicata) utilizados para a curva de producéo de alanditripinona.

3.6.2 - Extracéao de ergosterol.

Para a curva de crescimento foram utilizados 90 frascos contendo fungo,
sendo que 45 destes continham L-Prolina. Os pontos foram coletados a cada
periodo de trés dias e sempre em triplicata. A extracdo foi realizada com aliquotas
de 150 ml de CHCI; por 5 min em triturador (Turratec — TECNAL), apods este
periodo a torta foi separada do extrato por filtracdo, ao filtrado foi adicionado 150
ml de solucdo 1 M de KOH (70% EtOH), a reacdo de saponificagdo foi mantida a
uma temperatura de 90 °C por um periodo de 30 min sob refluxo. Apds a
saponificacdo se procedeu a extracao liquido-liquido, utilizando para isso 300 ml
de CHCI3; e 100 ml de H,O. A fase organica foi concentrada a pressao reduzida
em rota evaporador. Apdés 45 dias, foram obtidos os 15 pontos (em triplicata)
utilizados para a curva de producédo de ergosterol no meio sélido milho e os 15

pontos (em triplicata) no meio que continha L-Prolina.
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3.7 - Andlise por HPLC/UV

3.7.1 - Andlise por HPLC/UV do alcaldide alanditripinona

As fracOes obtidas durante o cultivo do fungo foram dissolvidas em 8 ml de
EtOH, analisadas por HPLC/UV em fase reversa (coluna ODS shim-pack 20 cm x
10 mm) em sistema gradiente ACN:H,O. As injecdes foram realizadas de maneira
aleatéria, nao obedecendo nenhuma regra quando dias de cultivo. Foram também
realizadas injecdes em triplicata de solu¢des padrdo de alanditripinona para a
confeccdo de uma curva de calibragdo. As concentracbes de solugdo padréo
seguiram protocolo estabelecido no laboratério de HPLC do DQ-UFSCar — 0,1
wl/ml, 0,15 pl/ml, 0,3 pl/ml, 0,6 ul/ml, 1,2 ul/ml e 2,4 ul/ml. O resultado das analises
nos permitiram determinar a taxa de producdo do alcaléide alanditripinona por

Eupenicillium sp.

3.7.2 - Andlise por HPLC/UV de ergosterol

Uma amostra padrdo de ergosterol foi utilizada para desenvolver uma
metodologia de analise por HPLC/UV. Foram testadas sistemas em gradiente com
ACN:i-Pro, utilizando uma coluna ODS (shim-pack) de 20 cm x 1cm no modo de
eluicdo polar organico.

As fracOes obtidas durante o cultivo do fungo foram dissolvidas em 7 ml de
i-Propanol, foram retiradas aliquotas de 1 ml e o volume foi completado para 5 ml.
As fracOes foram analisadas por HPLC/UV em modo polar organico (coluna ODS
shim-pack 20 cm x 10 mm) em sistema gradiente ACN:i-Pro desenvolvido com a
amostra padréo de ergosterol. As injecdes foram realizadas de maneira aleatoria,
ndo obedecendo nenhuma regra quando dias de cultivo. Foram também
realizadas injecbes em triplicata de solucdes padrdao de ergosterol para a
confeccdo de uma curva de calibracdo. As concentracfes de solucdo padrédo

seguiram protocolo estabelecido no laboratério de HPLC do DQ-UFSCar — 0,1
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wl/ml, 0,15 pl/ml, 0,3 pl/ml, 0,6 ul/ml, 1,2 ul/ml e 2,4 ul/ml. O resultado das analises
nos permitiram determinar a curva de crescimento do fungo Eupenicillium sp,

cultivado em meio soélido e meio sélido contendo L-Prolina.

3.7.3 - Analise por MS/MS do alcaldide alanditripinona

Para desenvolver a analise por espectrometria de massas sequencial
MS/MS, uma amostra padrdo do alcaléide alanditripinona 4 foi utilizada. Os
valores de potencial do cone e da descarga corona foram otimizados; a
temperatura do bloco da fonte foi mantida a 70 °C, e variou-se a temperatura do
probe de APCI - de 200 a 400 °C. O gas de coliséo utilizado foi o Argénio e a fase
movel MeOH. Foram realizados experimentos de ions filhos de m/z 541, utilizando
energia de colisdo de 5 a 40 eV. Foram também realizados experimentos de
fragmentacdo na fonte de ionizagdo, visando principalmente os estudar os
fragmentos gerados a partir do ion m/z 226.

Foram também realizados experimentos de MS/MS com o alcaldide
alanditripinona deuterada. Para a obtencdo da alanditripinona deuterada,
dissolveu-se uma amostra padrao do alcaldide em MeOD. Os valores de potencial
do cone e da descarga corona foram otimizados, utilizou-se como fase moével ACN
- monitoraram-se o0s ions fragmentos gerados a partir da molécula de

alanditripinona ionizada no modo negativo e modo positivo.

3.8 — Preparo dos extratos protéicos

3.8.1 - Preparo do extrato protéico do milho e de folhas de M.paniculata.
Foram preparados extratos protéicos do milho e de folhas de M. paniculata,

esses extratos foram utilizados posteriormente para enriquecer o meio de cultivo

liquido Czapke’s.

Para o preparo do extrato protéico de milho foram utilizados 186,3 g de

milho moido dissolvidos em 175 ml de H,O, essa mistura foi triturada em
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liquidificador por um periodo de 5 min e filtrado por gravidade. O filtrado foi
centrifugado por 10 min a 25.000 rpm em centrifuga refrigerada a 10 °C. O
sobrenadante foi considerado como extrato protéico pelo teste de Bradford (M. M.
Bradford 1976). Para o preparo do extrato protéico das folhas de M. paniculta
foram utilizadas 110,7 g de folhas recém colhidas. Essas folhas foram extraidas
com 800 ml de H,O em liquidificador por 5 min. O extrato foi separado da torta por
fitracdo e o filtrado foi congelado e liofilizado. Ao extrato liofilizado foram
adicionados 50 ml de H,0O. Esta solucéo foi centrifugada por 10 min a 25.000 rpm
em centrifuga refrigerada a 10 °C. O sobrenadante foi considerado como extrato
protéico pelo teste de Bradford (M. M. Bradford 1976).

3.8.1.1 - Preparo e cultivo de Eupenicillium sp em meio liquido Czapek’'s
enriquecido com extrato protéico do milho e de folhas de M.paniculata.

Foi preparado 1 litro do meio de cultivo Czapek's com os ingredientes
listados na Tabela 3.1. O meio de cultivo foi dividido em 8 frascos de erlemmeyer
de 500 ml — 125 ml de meio em cada frasco. A trés dos frascos foram adicionados
20 ml de extrato protéico de milho e a outros trés foi adicionado 8 ml de extrato
protéico de folhas de M. paniculata. O sétimo frasco foi mantido como controle e o
oitavo como branco. Os frascos foram tampados com tampdes de algodao e
esterilizados em autoclave. O fungo Eupenicillium sp, previamente cultivado em
BDA, foi inoculado no meio liquido, foram inoculados 7 frascos de Erlemmeyer
contendo meio de cultura, o frasco restante foi mantido como branco. A inoculagéo
foi realizada em ambiente estéril; o tampéo de algodao foi retirado somente no
momento da inoculacdo e recolocado em seguida. O fungo ser& cultivado por um
periodo de 25 dias, ap0s este periodo serdo realizadas anélises visando detectar
a producdo de alcaldides no meio liquido contendo os diferentes extratos

protéicos.
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Tabela 3.1: Meio Czapek’s

Reagentes Quantidades (g)

NaNO3 3,0
KoHPO, 1,0
MgSO4.7H20 0,5
KCI 0,5

FeS0,4.7H,0 0,01
Glucose 30

H,O (gsp) 1000

3.9 - Extracdo em fase solida.

Com as condicdes de HPLC estabelecidas, frascos contendo Eupenicillium
sp, foram utilizados para obter as melhores condi¢fes de extracdo em fase sdlida
(SPE) direta dos alcaldides. Foi adicionado a um dos frascos 250 ml de EtOH, o
processo de extracdo foi realizado por um periodo de 30 min em banho de
ultrasom. Foram testadas diversas metodologias utilizando cartuchos ODS
(Supeclean LC 18 - Supelco), ativados com ACN 100%, condicionados com H,O
100%, eluidos a presséao reduzida em sistemas contendo diferentes proporc¢des de
ACN:H,0; foram também testados cartuchos SPE (home made), feitos com uma
mistura ODS:Alumina (1:1) v/v, Floresil e Alumina; os cartuchos ndo foram
ativados nem condicionados e a proprio solvente de extracdo EtOH foi utilizado

para a eluicédo do cartucho.

3.10 - Inducéo a producao de alcaldides.

Com as condi¢des de SPE e HPLC/UV estabelecidas testou-se indutores a
producdo enzimatica. Diversos compostos candidatos a indutores a producdo
enzimatica foram testados (Tabela 3.2). Esses compostos foram adicionados aos
meios de cultura sélidos (milho com 10% de agua). O fungo Eupenicillium sp foi

inoculado nestes meios e foi cultivado por um periodo de 20 dias.
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Tabela 3.2: Compostos candidatos a indutores a producéo de alcoléides.

Frasco Indutor Massa (mg)
1 Acido antranilico 50
2 Acido antranilico 50
3 Acido salicilico 50
4 Acido salicilico 50
5 Glutamato de sédio 50
6 Glutamato de sédio 50
7 L-Prolina 50
8 L-Prolina 50
9 Branco -
10 Branco -
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4. Resultados e

Discussoes
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4.1 — Metabolismo secundério de Murraya paniculata

Plantas do género Murraya sdo originarias do sul da Asia. Extratos das
folhas e das cascas tém sido utilizados na medicina popular como anestésico,
anestesia local, tratamento de eczema, reumatismo, dor abdominal, dor de
estbmago, dor de dente, diarréia, edema, trombose, expectorante,
anticonvulsivantes e agentes desintoxicante.

Os constituintes quimicos do género Murraya tem sido extensivamente
investigados desde 1965, aparentemente, em sua maioria, as plantas do género
Murraya sdo ricas em flavonoides e cumarinas, contendo pouco ou nenhum
alcaléide carbazdlico. No entanto, algumas plantas do género Murraya que
produzem alcaldides carbazolicos em grande quantidade, raramente produzem
cumarinas e flavonéides. (WU, T. S. et al., 1996).

Ecologicamente, plantas como M. exotica e M. paniculata, sdo ricas em
flavondides e cumarinas, mas nao produzem alcal6ides carbazdlicos como
algumas outras plantas do género Murraya, que sdo ricas em alcaldides
carbazdlicos, mas nao produzem flavonéides e cumarinas. Por esta razao, Tanaka
prop6s dividir o género Murraya em dois outros: Murraya e Begera. Esta nova
classificacdo engloba tanto caracteristicas morfolégicas como quimicas. (WU, T.
S. et al., 1996).

Esta aparente distingdo da producéo de alcaldides, cumarinas e flavonoéides
por plantas do género Murraya, pode estar relacionado a um aumento da atividade
da enzima Fenilalaninamonioliase (PAL). Esta enzima é responsavel pela
conversdo do aminoacido fenilalanina em &cido cinamico (Esquema 1). Este
desvio da rota biossintética, levando a producéo de flavondides e cumarinas e nao
de alcaldides, pode ser causada por infec¢cdes por microrganismos. Um dos
mecanismos de defesa de plantas contra a infeccdo por microrganismos é
exatamente aumento da acdo da PAL (WALTON, 1996).

32



SEPO(BI(B & SePIQUIDAB|S ‘S

HO e

(siorpdns sopmy,g)

Q0

OH
noo moJxF\@\
egbj
H:
HOOD HOOD.
%.% LT@ Bt ,Emw

ELLND 8P SODISIUISS0K] S810SINJ8ld (| ewenbsy

emsomy,
/i/\@\ VI NO/‘A\/\@\
HO oopambpgy oprny
HOw_ ~_.»0d HO
HO\_ -~ ..OH
“ama v
0% ToH
c¥ ToH

33



O fungo Eupenicillium sp, isolado de Murraya paniculata, quando
cultivado em condicdes estéreis em meio sélido (arroz e milho), produz
alcaldides espiroquinazolinos (BARROS E RODRIGUES-FILHO, 2004). Quatro
alcaldides espiroquinazolinos foram isolados de Eupenicilium sp, suas

estruturas foram determinadas através de extensivos estudos de RMN e MS.

4.2 - Determinacéo estrutural dos alcal6ides espiroquinazolinos

Os alcaléides do tipo espiroquinazolinos ndo podem ser considerados
dentro de uma classe, pois existem, até o presente momento, somente trés
exemplos desses alcalbides descritos na literatura [(LARSEN, et al.,, 1998);
(HEREDIA et al, 2001) e (HART et al, 1999)]. Estes alcaléides séao
considerados, devido a sua provavel rota biossintética, dentro do sistema
pirazino[2,1-b] quinazolino-3,6-diona, que estd presente em diversos produtos
naturais que, em muitos casos, exibem atividades biolégicas interessantes.
Dentre estes alcaoides, se pode citar: a Gliartripina, a fumiquinazolina F, a
fiscalina B, a alantripinona e a espiroquinazolina.

As principais caracteristicas observadas por espectrometria de RMN *H
para os alcaléides espiroquinazolinos sdo: a auséncia ou pequeno nimero de
sinais de hidrogénios na regido dos metilénicos em contraste com o grande

namero de sinais de deslocamento quimico presente na regido dos aromaticos.

(0]
Gliantripina R1=R>=H
Fumiquinazolina F R1=Me, Ro=H Espiroquinazolina (+) Alantrapinona
Fiscalina B Ry=iPr, R,=H
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Do extrato obtido para o fungo cultivado em milho foi isolado quatro

alcaldides com esqueleto do tipo espiroquinazolino, as determinacdes

estruturais serdo discutida a seguir. Mais dois outros foram identificados

apenas por MS e considera¢fes biosinteticas.
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Alanditripinona-(4)
C32H25N504
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Alantrifenona (7)

C30H25N504
503.56
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N
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4.2.1 - Determinacao estrutural da alanditripinona (4)

O espectro de RMN *H (Figuras 4.1 e 4.2) de 4 apresentou sinais para
doze hidrogénios aromaticos, dois H carbindlicos, cinco metilénicos/metinicos e
um singleto caracteristico de uma metila.

As correlacbes observadas pelo COSY 'H-1H (Figuras 4.3 e 4.4)
mostram a presenca de trés anéis aromaticos orto substituidos e duas
sequéncias CH-CH, indicando a presenca de dois fragmentos, provavelmente,
derivados do aminoacido triptofano.

Os sinais de deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos (8
8,28; 7,59; 7,85 e 7,70) desprotegidos indicam a presenca de um fragmento,
provavelmente, derivado do acido antranilico.

O pico [M-H']T (m/z 541) obtido no espectro de massas (modo
ES") confirmou a férmula molecular Cz;H2sNgO3 para 4, que é condizente com o
esquema de fragmentacao proposto (Esquema 4.2).

Através de um levantamento bibliografico sobre alcaléides de
fungos, observou-se que haviam dois relatos na literatura sobre alcal6ides com
esqueletos do tipo espiroquinazolino: a espiroquinazolina (Aspergillus flavips) e
a alantripinona (Penicillium thymicola) (LARSEN, et al,1998).

A comparacdo com os dados de RMN 'H e **C (obtidos a partir
de correlacdes observadas nos espectros de HSQC e HMBC - Figuras 4.5; 4.6
e 4.7; 4.8) com os dados descritos na literatura para alantripinona (LARSEN, et
ai,1998) revelou grandes coincidéncias (Tabelas 4.1 e 4.2), apesar da diferenca
do solvente utilizado para a realizagdo dos experimentos [4 — CDCI; e
Alantripinona — CD3CN-dmso-ds (10:1)]. Porém, 4 possui um fragmento a mais,

derivado do triptofano, que a Alantripinona.
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Tabela 4.1: Dados de RMN *H (400 MHz) de 4 em CDCls, e a comparacéo com
a literatura em CD3CN-dmso-dg (10:1) (LARSEN, et al., 1998).

Deslocamentos Deslocamentos
quimicos de RMN *H quimicos de RMN *H
Para 4 para a Alantripinona
Descritos na literatura
(LARSEN)
2 7,76 8,63 (sl)
7 7,70 (d) J = 8,08 7,68(ddd) J=7,1; 1,2e 0,5
8 7,85 (dd) J=6,09 e 7,09 7,85(ddd) J=7,1; 7,1e 1,7
9 759 dd)J=7,7e7,13 7,58(ddd) J=7,1; 7,1 e 1,2
10 8,28 (d) J =7,06 8,19(ddd) J=7,1; 7,1e 0,5
14 5,66 5,58(ddd) J=3,6; 2,0 e 2,0
15a 3,19 2,41 (dd) J=14,4 e 2,0
15b 1,85 2,53 (dd) J=14,4 e 3,6
16 1,55 (s) 1,19 (s)
18 5,04 (s) -
21 753d)J=e77 6,95 (d) J=7,5
22 7,32 (dd) J=6,09e 7,09 7,31 (td) J=7,05€e 0,9
23 7,14 (dd) J=6,78 e 7,48 7,11 (td) J=7,05€e 0,9
24 743 (d)J=7,6 7,18 (dd) J=7,05 e 0,9
27 3,91 (sl) -
28 3,10 (dd) e 3,02 (dd) -
29 6,53 (sl) -
30 7,75 (sl) -
33 726 (dd)J=7,7e6,14 -
34 6,99 (dd) J=7,09e 7,09 -
35 7,11 (d)J=6,6 -
36 7,23 (d) J = 8,29 -

Constante de acoplamento J em Hz.
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Tabela 4.2: Dados de *3C (obtidos a partir de experimentos bidimensionais de
RMN — HMBC e HSQC) de 4 em CDCl3, e a comparagcdo com a literatura em
CD3CN-dmso-ds (10:1) (LARSEN, et al, 1998).

quimicos de *3C quimicos de *3C para
Para 4 a Alantripinona
Descritos na literatura
(LARSEN)
174,8 169,5
65,0 61,9
155,2 152,7
149,8 146,9
127,6 127,2
134,6 134,0
127,5 126,5
127,0 126,0
123,7 120,2
161,0 158,4
52,1 51,8
33,0 35,9
15,0 12,8
55,0 54,7
80,0 176,6
141,0 142,4
116,3 109,5
128,0 128,8
121,0 122,0
1242 123,6
139,1 129,8
1745 -
63,0 -
26,0 -
123,2 -
139,3 -
128,0 -
118,1 -
126,5 -
111,3 -
141,2 -
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No espectro de COSY *H-'H de 4 observou-se H-2 (5 7,76) e H-14 (&
5,66) acoplam em “W”, assim como relatado na literatura para a Alantripinona
(LARSEN, et al, 1998), e 0 H-14 acopla com H-15a (6 3,19) que, por sua vez,
acopla com H-15b (6 1,85) fechando um dos sistemas CH-CH, de um

esqueleto triptofano.

A localizacdo de H-10 (8 8,28) foi possivel através da andlise dos

espectros de COSY *H-'H e HMBC de 4 em conjunto com os dados descritos
na literatura para a Alantripinona (LARSEN et al, 1998). No espectro de RMN

'H observou-se um sinal em § 8,28 (H-10) referente a um hidrogénio que
correlaciona com C-12 (6 161,0), C-6 (6 149,8) e C-8 (134,6) (correlacbes
observadas por HMBC). Com a localizacdo de H-10 foi possivel localizar H-9
(6 7,59) que, por sua vez, permitiu a localizacdo de H-8 (6 7,85) e,
consequentemente, H-7 (& 7,70) por correlagbes observadas no espectro de
COSY 'H-'H de 4. Com os dados, acima mencionados, obtidos através da
andlise dos espectros de COSY 'H-'H e HMBC em conjunto com os dados
descritos na literatura (LARSEN, et al.,, 1998) permitiram a localizacdo do

fragmento derivado do acido antranilico.

As correlacbes observadas no espectro de HMBC em conjunto com 0s
dados descritos na literatura para a Alantripinona (LARSEN et al., 1998)
permitiram a localizacdo dos atomos ao redor do centro espiro em C-17 (8
55,0). O sinal referente a H-14 (3 5,66) correlaciona com C-1 (6 174,8) e com
C-4 (6 155,2); o sinal da metila —16 (6 1,55) correlaciona com C-4 (6 155,2) e
com C-17 (8 55,0); o sinal referente a H-2 (6 7,76) correlaciona com C-3 (8
65,0); H-15a (6 3,91) correlaciona com C-18 (6 80,0) e com C-1 (6 174,8) e H-
15b (6 1,85) correlaciona com C-3 (8 65,0), pelos acoplamentos observados no

espectro de HMBC.
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10

Alantripinona 4

O sinal referente a H-27 (6 3,91) possibilitou a localizacdo de H-28a (5
3,10) e H-28b (5 3,02) pelas correlaces observadas no espectro de COSY 'H-
'H de 4 fechando o segundo sistema CH-CH, de um esqueleto triptofano.

O sinal referente a H-29 (6 6,53) possibilitou a localizacdo de H-30(5
7,75) reforcando a presenca do segundo esqueleto triptofano.

Considerac6es biossintéticas foram feitas para a determinacdo estrutural
de 4. A grande coincidéncia nos valores dos deslocamentos quimicos
apresentados (Tabela 4.1 e 4.2) para a substancia 4 em relacdo a alantripinona
leva a supor que este Ultimo possa ser um intermediario biossintético para a
substancia 4 (Esquema 4.3). A alantripinona reduzida em C-18 poderia reagir,
nesta mesma posi¢cdo e em C-19, com uma molécula do aminoacido triptofano
levando a 4.

Com a observacdo dos espectros de correlagbes, homo e hetero
nucleares, foi possivel a atribuicdo de praticamente todos os hidrogénios e
carbonos de 4. Vale ressaltar que nado foi encontrada nenhuma estrutura similar
a proposta para a substancia 4, descrita na literatura, sendo esta uma estrutura
inédita. Este alcal6ide foi denominado segundo a sua rota biosintética como
alanditripinona, isto é, a estrutura possui uma unidade de alanina e duas de

triptofano.
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Figura 4.1: Espectro de RMN 'H da alanditripinona 4 (CDCI 3 400 MHZz)
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Figura 4.3: Espectro de COSY '"H-'H da alanditripinona 4 (CDCI 3 400 MHz).

44

[TFrryrrrrrrrorT

na

LA S L I L I L Y L B L LB BN

TTT T T

peEm




-

= @
o -
]
ﬁ; G n @B
a I
9
. et B e e e e e e e B T B s s S s e S
ppm 8.0 7.9 7.0 E.5 6.0

Figura 4.4: Ampliacao no espectro de COSY "H-'H da alanditripinona 4 (CDCI 3 400 MHz)

45

| ppm




LR AR R R R R N RS SN s e e e AR R R T

ppA g 4 2

Figura 4.5: Espectro de HSQC da alanditripinona 4 (CDCls, 400 MHz).

46

_— 90
3
-
f—:m
3_120
: rpm




F—110

—115

T T T T T T T T T T T T
ppn B.D 7.4 o

Figura 4.6: Ampliacdo para o espectro da alanditripinona 4 (CDCl;, 400 MHz)

47

L§ T T
5.8

——=125

i3

e




- 28

100

150

) fi
P
2 ]
5 )
— ®
- *
[ ]
+ @
e
(-1 . 1
-4
re O
&
&9
S -
i'
LELELALEN BRI LRI LB LR UL AL LI L A LI I e e e W e i A e L
pPpm ] 4 2

Figura 4.7: Espectro de HMBC da alanditripinona 4 (CDClz;, 400 MHz).




-12(

13

q O o ' 140

O @ 7 150

T A/\M

ppn B.0 7.5 7.0

Figura 4.8: Ampliagéo para o espectro de HMBC da alanditripinona 4 (CDCl;, 400 MHZz)

49



As informacbes geradas a partir da interpretacdo do espectro da
alanditripinona (4), assim como os dados da literatura para a alantripinona (1)
foram utilizadas para a determinacdo estrutural dos alcaléides 7, 5 e 9 por
RMN.

4.2.2 — Determinacédo estrutural do alcaldide alantrifenona (7).

O espectro de massas do alcaléide 7 tem o pico base o mesmo pico da
molécula ionizada [M-H] 502, o qual associado com os dados de RNM, nos
fornecem a formula molecular C3oH2sNsO3 (503 Da). Em experimentos de
espectrometria de massas sequiencial, o ion m/z 502 produz, a uma energia de
colisdo de 15 eV, o ion de m/z 226. A alanditripinona 4, sob as mesmas
condicbes no espectrdbmetro de massas, também produz o ion fragmento de
m/z 226. A diferenca de massa entre o alcaléide 4 (542 Da) e 7 (503 Da)
observada pelos experimentos de MS é a mesma diferenca de massa entre o
triptofano e a fenilalanina (39 Da). Nos dados gerados a partir dos
experimentos de RMN (Tabela 4.3). Observa-se um carbono metilenico em (6
37,8) e um conjunto de cinco hidrogénios aromaticos correlacionados,
indicando um anel aromético monossubstituido (6 6,80; 7,02 e 7,10), estes
dados confirmam a presengca de um residuo de fenilalanina na estrutura do
composto 7. Os hidrogénios metilénicos [H28a (6 2,89, dd) e H28b (6 2,92,
ddd)] formam um sistema de spin ABX com H27 (5 3,86, m), indicando que
temos um analogo da alantripinona 1, com uma unidade de fenilalanina a
mais. As correlacdes observadas no HMBC de H18 (6 4,99) com C26 (6 173,2)
e C27 (6 64,3) confirmam a estrutura proposta. Seguindo a mesma
nomenclatura da alantripinona 1, e da alanditripinona 4, este novo alcaldide foi

nomeado alantrifenona 7.
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4.2.3 — Determinacéo estrutural do alcaldide alantripinona B (5).

O alcaldide 5, possui formula molecular C1H16N4O>, que foi determinada

pelo espectro de massas ([M-H]” a m/z 355) em conjunto com os dados
gerados a partir dos espectros de RMN. A diferenca de massa entre o alcal6ide

5 (356 Da) com a alantripinona 1 (372 Da), € de 16 Da, sugerindo que a
diferenca entre esses dois alcaldides seja um &tomo de oxigénio. Uma
inspecdo detalhada nos dados gerados a partir dos experimentos de RMN
(Tabela 4.4), principalmente nos dados de COSY, HSQC e HMBC, mostram
gue temos apenas dois anéis aromaticos 1,2-dissubstituidos. Os anéis sao
residuos do acido antranilico e do triptofano. Estes dados juntos com os dados
de MS, indicam que este composto € um tripeptideo, formado pelo acido
antranilico, a alanina e o triptofano, como o observado para a alantripinona (1).
Mas com uma diferenca neste caso ndo temos observamos o carbono da
lactama no espectro de *C RM, mas temos a presenca de um CH de carbono
sp2 (6 111,0; 1H a o 7,26). A presenca deste dupla ligagdo entre C,N produz
uma forte desprotecdo nos H da metila 16 (6 2,24, s). Este novo alcal6ide foi
nomeado como alantripinona B, devido a sua semelhangca estrutural com a

alantripinona 1.
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Tabela 4.3. Dados de RMN para os alcaldides 4 e 7.

Alanditripinona (4)

Alanditripenona (7)

1 _ 13, 1 —_ 13, N
N H () (I=Hz) CO [ huse H (3) (J=Hz) CO [ e
Posicao
1 - 1748 | - - 1702 | -
2 7.76 - 65.0; 55.0 - - -
3 - 650 |- - 633 | -
4 - 155.2 | - - 155.2 | -
5 - - - - - -
6 - 1498 | - - 1471 | -
7 7.70d (8.1) 127.6 | 127.5;123.7 7.82d (7.8) 127.1 | 120.3
8 7.85ddd (6.1;7.1;1.5) | 134.6 | 149.8;127.5 7.90ddd (7.5; 7.2; 1.3) | 134.0 | 147.1;127.1
9 7.59ddd (7.7; 7,1;1.0) | 127.5 | 134.6;123.7 7.60 dd (7.2; 7,2) 127.0 | 120.6; 126.2
10 8.28 dd (7.1; 1.2) 127.0 | 149.8;134.6; 161.0 | 8.27d (7.2) 126.2 | 147.1; 162.4
11 - 1237 | - - 1203 | -
12 - 161.0 | - - 162.4 | -
13 - - - - - -
14 5.66 d (2.3) 521 | 112.5;139.3 5.69 br 530 |-
15 3.19 dd (14.0; 4.5) 330 | 1748 3.28 dd (14.2; 4.3) 33.0 | 1702
15 1.85d (14.0) 330 |- 1.80 d (14.5) 330 |-
16 1.55s 15.0 | 174.8 1.57s 143 | 63.3;5538
17 - 550 |- - 558 | -
18 5.04s 80.0 | 1745 4.99s 775 | 173.2;64.3
19 - - - - - -
20 - 1410 |- - 1390 | -
21 7.53d (7.7) 116.3 | 141.0;139.1; 128.0 | 7.60d (7.2) 115.0 | 135.0;126.0
22 7.32ddd (6.1; 7.1, 1.0) | 128.0 | 141.0; 124.2 7.36 dd (7.1; 7.6) 128.4 | 139.0
23 7.14ddd (6.8;7.5; 1.0) | 121.0 | 139.1;116.3 7.18 dd (7.5; 7.3) 126.0 | 128.4
24 7.43d (7.6) 1242 | 141.0 7.43d (7.6) 123.2 | 139.0; 123.2
25 - 139.1 | - - 135.0 | -
26 - 1745 | - - 1732 | -
27 3.91brs 630 |- 3.86brs 643 | -
28 3.10 dd (4.5; 15.0) 26.0 | 174.5;112.5,63.0 2.89 dd (7.7; 14.5) 37.8 | 1284
28 3.02 dd (7,5; 15.0) 26.0 | 174.5;112.5; 63.0 2.92ddd (3.82; 14.5; | 37.8 | 128.4
1.3)
29 - 1125 | - - 1356 | -
30 6,53brs 1232 | 139.3;1125 6.80d (7.3) 128.4 | 128.2;127.0
31 7,75brs - 139.3;128.0; 1125 | 7.02 dd (7.5; 7.4) 128.2 | 127.0;
128.4; 135.6
32 - 1393 | - 7.10 dd (7.3; 7.5) 127.0 | 128.2
33 7,26 ddd (7.7;6.1;1.0) | 128.0 | 141.2;126.5;118.1 | 7.02dd (7.5; 7.4) 128.2 | 127.0;
128.4; 135.6
34 6,99 dd (8.1; 7.7) 118.1 | 139.3 6.80d (7.3) 128.4 | 128.2;127.0
35 7,11d (6.6) 126.5 | 111.3;128.0; 1412 | - - -
36 7,23d (8,1) 111.3 | 139.3 - - -
37 - 1412 | - - - -
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O espectro de massas (APCI) do composto 9, apresenta [M-H]" a m/z 468
que sugere juntamente com os dados de RMN uma formula molecular
C27H27Ns03, 469 Da. Este composto tem como base o esqueleto da alantripinona
1, formada de trés residuos de aminoacidos. Os dados de *H RMN, do composto 9
contem um par de dubletos para metilas em 8 0,67 e 0,59, as quais acoplam com
hidrogénio do CH em & 1,33. Por sua vez esse H acopla com um metileno
diastereoisotopico em 6 1,71 e 1,26, que corresponde a um grupo iso-propil
terminal na estrutura do alcaldide 9. A analise das correlacdes do espectro de
COSY [H27 (6 3,55) com H18 (6 5,42)] e HMBC [H18 (6 5,42) com C26 (6 170,0);
H27 (6 3,55) com C26 (6 170,0) e C28 (6 33.0)], indicam que a leucina € o quarto
residuo de aminoacido que compdem a estrutura do alcaldide 9. Esta estrutura
proposta por RMN esta de acordo com os dados de MS, que mostram que a
diferenca entreas massas dos alcaldides alanditripinona 4 (542 Da) e
alantrileunona 9 (469 Da) € a mesma diferenca das massas da leucina e do
triptofano (73 Da). Este alcaldideassim como o0s demais alcaldides de

Eupenicillium sp foram nomeados de acordo com os aminoacidos que o formam.
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Tabela 4.4. Dados de RMN para os alcaléides 5 e 9.

Alantripinona B (5) Alantrileunona (6).
Posi¢do | 'H (5) (J=Hz) Bc (6 | HMBC H () (I=Hz) BC (5) | HMBC

1 - 170.2 - 1723 | -
2 8.58 br - 7.56 br - 63.1; 55.8
3 - 62.0 - - 63.1 -
4 153.4 | - - 154.3
5 - - - -
6 - 146.3 | - - 150.1 | -
7 7.59.d (8.0) 127.5 | 127.5;120.0 7.73d (7.7) 127.5 | 134.0;123.7
8 7.67dd (8.0;7.3) | 1347 | 146.3;126.5 7.80dd (7.0;7.7) | 134.0 | 1501
9 7.43dd (7.5;7.3) | 127.2 | 134.7;120.0 7.53dd (7.0;7.8) | 127.0 | 134.0;123.7
10 8.23d (7.5) 126.5 | 160.3;134.7;146.3 | 8.34d (7.8) 126.2 | 150.1; 134.0; 161.3
11 - 1200 | - - 1237 | -
12 - 160.3 | - - 161.3
13 - - - - - -
14 6.02 br 53.2 - 5.77 br 52.3 154.3; 172.3
15 3.50 d (13.0) 25.0 111.0 3.10dd (13.9;4.2) | 25.0 172.3
15 3.36 dd (13.0; 4.3) | 25.0 170.2; 111.0 1.83d (13.9) 25.0 63.1
16 2.24s 17.0 153.4; 132.3; 55.0 1.77s 17.7 150.1; 55.8
17 - 55.0 - - 55.8 -
18 7.26s 111.0 | 62.0 5.42 br 79.8 170.0
19 - - - - - -
20 - 1270 | - - 1395 | -
21 7.33d (7.0) 122.0 | 1323 7.50d (7.3) 116.5 | 139.5
22 7.04dd (7.0;7.2) | 119.0 | 127.0;117.0 7.23dd (7.3;7.5) | 128.0 | 139.5;125.5
23 7.14dd (7.7;7.2) | 1225 | 119.0 7.20dd (7.7;7.5) | 1255 | 116.5; 136.3
24 7.30d (7.8) 117.0 | 127.0 7.32d (7.8) 128.3 | 136.3
25 - 1323 | - - 136.3 | -
26 - - - - 170.0 | -
27 - - - 3.55m 62.0 33.0; 170.0
28 - - - 1.71m 33.0 22.0; 28.0; 62.0
28 - - - 1.25m 33.0 28.0; 62.0
29 - - - 1.33m 28.0 22.0; 62.0
30 - - - 0.67 d (6.4) 22.0 33.0
31 - - - 0.59 d (6.4) 22.0 28.0; 62.0
32 - - - 0.87 - -

Os alcaldides espiroquinazolinos produzidos por Eupenicillium sp sé&o o
principal alvo deste estudo. Como os extratos de plantas do género Murraya, 0s
alcaldides espiroquinazolinos possuem atividades analgésicas no sistema gastro
intestinal. Fracbes de extrato de Eupenicilium sp, ricas em alcaldides
espiroquinazolinos, estdo sendo testadas em processos inflamatorios induzidos
experimentalmente em ratos. Os resultados desses ensaios sao promissores e
indicam que um novo medicamento realmente ativo contra inflamacfes no sistema
digestivo pode surgir a partir destes estudos. A idéia de testar estes extratos
contra a substancia P, surgiu devido a relatos da atividade do alcaldide

spiroquinazolina (BARROW, et al; 1994). A substancia P € a responsavel pela
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sinalizacdo do processo inflamatorio do sistema intestinal, ndo existe no mercado
um medicamento realmente eficaz contra doencgas intestinais.

Por outro lado, alcaldides espiroquinazolinos sdo raros, até o inicio dos
estudos de Eupenicillium sp, somente trés alcaldides desta classe haviam sido
relatados na literatura: A alantripinona (1), a spiroquinazolina e Serantripinona (3)
[(LARSEN, et al., 1998); (HEREDIA et al., 2001) e (HART et al., 1999)].

Alantripinona (1) Spiroquinazolina (2) Serantripinona (3)

Para se induzir um aumento substancial na producdo de alcalbides
espiroquinazolinos por Eupenicillium sp. Foi necessaria uma maneira eficiente de
estimar a producdo destes alcal6ides pelo fungo. O modo mais rapido e eficiente
de quantificacdo de alcaléides € o da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. O primeiro passo para se desenvolver uma
metodologia de analise por HPLC-MS/MS, foi se entender o comportamento

destes alcaldides no espectrdometro de massas.

4.3 Anélise dos alcalbides espiroquinazolinos por espectrometriade massas
(MS)

O primeiro passo para a analise de qualquer substancia por espectrometria
de massas (MS) é a escolha do modo de ionizacdo. Alcaléides como compostos
basicos, possuem varios sitios para a protonacdo. Portanto, a escolha 6bvia é a

analise no modo positivo. O segundo passo é a escolha da interface, ESI ou APCI.
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A metodologia de analise por MS foi feita pensando no acoplamento entre HPLC-
MS/MS e a hipétese da utilizacao de divisor de fluxo foi descartada devido a baixa
precisdo do sistema disponivel no laboratério para este uso. Resolveu-se entédo
trabalhar com APCI, devido a se poder trabalhar com maiores fluxos de HPLC. A
alanditripinona 4 (Figura 4.9) foi analisada por APCI, buscando um comportamento
padrdo de fragmentacdo para esta classe de alcaloides. As andlises foram feitas
no modo de ionizacdo positivo e negativo. Devido a principal caracteristica da
estrutura, o biciclo com o sistema spiro, a ionizagdo no modo negativo favorece a
formacdo do ion fragmento de m/z 226 Dependendo das condi¢cdes de analise
utilizadas, principalmente a energia de colisdo o ion m/z 226 € o pico base do
espectro de massas (Figura 4.10). Este ion é formado pela pseudo-retro Diels-

Alder no anel spiro (Esquema 4.2).
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Figura 4.9: Estruturas dos alcaldides espiroquinazolinos produzidos por
Eupenicillium sp.
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Esquema 4.2) Proposta de Fragmentacao para o ion m/z 542 gerando o ion m/z
226
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Figura 4.10: Espectro de MS/MS (energia de colisdo 20 eV) do alcalbide
alanditripinona 4, APCI negativo

Este mecanismo de fragmentagao foi confirmado pelos experimentos de
espectrometria de massas realizados com uma solucdo de alanditripinona em
MeOD. Estes experimentos realizados nos modos positivo e negativo confirmam o
mecanismo de fragmentacdo proposto. Todos os NH presentes na alanditripinona
sao substituidos por ND. Os experimentos de MS realizados para alanditripinona
4, no modo positivo e no modo negativo (Figura 4.11), possibilitaram observar que
o alcal6ide alanditripinona incorpora trés deutérios. No modo positivo, o ion gerado
a partir da alanditripinona (MM 542 g/mol) possui massa de [M+D]* 547, ou seja,
foram incorporados trés deutérios a molécula e mais um para a ionizacao,
totalizando a diferenca de massa observada. E no modo negativo o ion formado
possui massa de [M-D] 543, ou seja, trés atomos de deutério sdo incorporados e
um € perdido na ionizacdo. Analisando os ions formados foi possivel confirmar o

mecanismo de fragmentacao proposto (Esquema 4.4).
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Figura 4.11: (A) Espectro de massas do alcal6ide Alanditripinona deuterada (APCI
— modo negativo); (B) Espectro de massas do alcaléide Alanditripinona deuterada
(APCI — modo positivo); (C) Espectro de massas do alcaléide Alanditripinona
(APCI — modo negativo)
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Esquema 4.4: mecanismo de fragmentacdo proposto para alanditripinona (4).
APCI modo negativo. Energia de colisédo 20 eV.




Para otimizar as condicbes de analise por espectrometria de massas
sequencial (MS/MS) dos alcalbides espiroquinazolinos, realizou-se um estudo das
condicbes de ionizacdo e fragmentacdo da alanditripinona (4). Vérias
temperaturas foram utilizadas para a analise de ions fragmentos gerados a partir
da molécula desprotonada [M-H]" 541. Durante estes experimentos foi observando
a variacdo na intensidade dos fragmentos gerados em diversas energias de

coliséo (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Variacao da intensidade dos ions filhos de [M-H] 541 com a energia
de colisdo (Temperatura do probe de APCI — 400 °C)

No grafico da Figura 4 € facil entender o comportamento de m/z 541 e 226,
guanto maior a energia de fragmentacdo menos ions de m/z 541 temos e mais
m/z 226. Outro ion que tem comportamento estavel é o m/z 498, mostrando que a
sua formacdo é praticamente independente da energia de colisdo. Os ions que
mais chamam a atencdo sdo os m/z 412 e 364 que tem aumento de intensidade
até 20 eV no caso do 412 e 25 eV no caso do 264, acima destas energias de
colisdo estes ions tem um decréscimo de intensidade. A explicacdo para este fato
€ gue acima desta energia de colisdo estes ions se fragmentam gerando o ion m/z
226. Este fator € a caracteristica mais importante na andlise dos alcalbides
espiroquinazolinos por MS. A estrutura do ion m/z 226 esta dentro do sistema

pirazino[2,1-b] quinazolino-3,6-diona, que esta presente em diversos produtos
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naturais, que em muitos casos, exibem atividades bioldgicas interessantes. A
realizacdo de experimentos de MS/MS buscou ions precursores de m/z 226,
possibilitou a identificacdo das moléculas que geram os ions m/z 542, 355, 557,
502, 468 e 649 — que foram atribuidos aos compostos mostrados na Figura 4.9.

Os Espectros de MSMS para os alcaldides espiroquinazolinos sdo apresentados
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Figura 4.13: Espectros de massas sequencial para os alcaldides: (A)

Alanditripinona 4; (B) Alandifenona B 10; (C) Alantrifenona 7; (D) Alanditripinona B
6; (E) Alantrileunona 9.

Observando a diferenca de massas entre estes ions, conclui-se que sdo as
mesmas diferencas entre as massas dos aminoacidos que diferem em suas
estruturas. Ou seja, a diferenca de massas entre a alanditripinona (4) e a
alantrileunona (9) é a mesma diferenca entre a massa do aminoacido triptofano
(W) e do aminoéacido leucina (L) (Figura 4.14). Observando a provavel rota
biosintética destes alcaldides (Esquema 4.3) pode se observar que eles séo

formados pela juncdo de diferentes aminoé&cidos.
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Figura 4.14. Diferenca de massa entre o0s alcaldides espiroquinazolinos,
comparacdo com a diferenca de massas dos aminoacidos que diferem na
estrutura.

Com os mecanismos de fragmentagcdo estabelecidos foi possivel otimizar
as condicdes de deteccéo. Foram entéo realizadas injecfes seqgiienciais nas quais
se buscava um aumento de sensibilidade do método. Com o acoplamento do
HPLC, trabalhamos com altos fluxos de solvente na fonte de ionizacdo. Portanto,
um dos fatores que mais influenciam na sensibilidade do método € a temperatura
do gas de desolvatacdo. Com temperaturas maiores, promovemos uma melhor
“vaporizacdo” das moléculas vindas do HPLC. Esse aumento de temperatura tem
limite, temperaturas muito altas podem promover a fragmentacéo na propria fonte
de ionizacdo e conseqiientemente perda de sensibilidade. Pelos graficos obtidos
pode se concluir que ndo que nao ha diferencas consideraveis na intensidade dos
fragmentos com a variagdo da temperatura. Por outro lado, a intensidade dos
picos nos cromatogramas de ions totais (TIC) variou intensamente com a
temperatura (Figura 4.15). Com os resultados obtidos foi possivel se estabelecer

as melhores condicbes para os experimentos de LC/MS e LC/MS/MS
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Esquema 4.3: Proposta biosintética para os alcaldides espiroquinazolinos produzidos por Eupenicillium sp.
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Figura 4.15: Variacao intensidade dos picos nos cromatogramas de ions totais
(TIC) com a temperatura.

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos de fragmentacdo e do
comportamento dos ions gerados a partir da alanditripinona, foram realizados
experimentos de fragmentacdo do ion m/z 226 na fonte de ioniza¢do. Grande
guantidade de informacédo € gerada quando se fragmenta o ion m/z 226 (Figura
4.16). Este ion € comum a todos os alcaldides espiroquinazolinos produzidos por
Eupenicillium sp. Portanto, conhecer os fragmentos gerados a partir de m/z 226
pode ser importante para se realizar o monitoramento dos alcaléides produzidos
por Eupenicillium sp. O mecanismo de fragmentacao proposto para alguns dos

ions obtidos a partir de m/z 226 € mostrado na Figura 4.17.
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Figura 4.16: Experimentos de fragmentacdo do ion de m/z 226 com energias de
colisdo variada (A) 30 eV; (B) 25 eV; (C) 20 eV; (D) 15eV; (E) 10 eV; (F) 5 eV.
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Figura 4.17: Alguns fragmentos propostos para os experimentos de ions produtos
de m/z 226.
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4.4 - Metodologiade HPLC/UV

Com as condi¢cOes de analise por MS estabelecidas foram determinadas as
condi¢cbes de andlise por HPLC-UV. As metodologias de anélise por HPLC foram
desenvolvidas com o objetivo de otimizar as condi¢cdes de separacao de alcalbides
para analises qualitativas e quantitativas dos extratos. A analise dos alcaloides
deve ser feita utilizando-se gradientes com acetonitrila e agua, para facilitar o
posterior acoplamento com o MS. Os alcaldides espiroquinazolinos apresentam
bons croméforos, e a deteccdo deve ser feita em comprimentos de onda, entre
226 e 254 nm. Estes comprimentos de onda foram determinados através da
realizacdo de espectros de UV dos alcaldides espiroquinazolinos. Nesta regido do
UV, todos os solventes comuns para fase reversa que podem ser utilizados, o que
permite a opcdo de troca de solvente, fato que facilitou a otimizacdo da
metodologia. Utilizou-se ainda a eluicdo em modo gradiente, onde a taxa de
variacdo da composicdo de solventes foi otimizada para ajustar o tempo de
retencdo e a separacdo dos constituintes analisados. O sistema de separac¢do por
HPLC/UV apresentou algumas desvantagens. Entre elas, estad o problema de linha
de base, sendo que o0s picos de substancias minoritarias ndo sdo observados,
mas quando se utiliza o acoplamento com MS, seus espectros de massas podem
ser obtidos sem maiores problemas. Por outro lado, os sistemas desenvolvidos em
escala analitica com deteccéo por UV podem ser utilizados em HPLC preparativo,
que dispbe do mesmo sistema de deteccdo. Dés de que se tenha coluna em
escala preparativa com recheios iguais aos da coluna analitica.

Dessa forma, sistemas de separacdo utilizando-se uma coluna de ODS
com eluicao gradiente de CH3CN/H,O e deteccao por UV (226 nm) foram testados
para analises do extrato bruto e também para fracbes do mesmo. Esses sistemas
foram desenvolvidos visando-se a melhor resolucdo cromatografica das misturas,
no menor tempo de andlise, em analises reprodutivas. Varios sistemas foram
testados para se encontrar as melhores condicdes de separacdo, sendo o0s
principais pontos que tiveram de ser otimizados foram a composicao inicial de

solvente e a taxa de variagdo da composi¢ao pelo tempo.
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Uma fracdo rica em alcaldides espiroquinazolinos foi submetida a andlise
por HPLC/UV. O sistema escolhido utiliza o gradiente mostrado na Tabela 4.5 com
uma coluna ODS (shim-pack) de 20 cm x l1lcm. A Figura 4.18 mostra o
cromatograma obtido para o método otimizado. Observa-se o alcaldide

alanditripinona como composto majororitario (tr 15,6 min).

Tabela 4.5: Gradiente utilizado para andlise de Alcalbides espiroquinazolinos

Tempo (min) Proporcdo de ACN em H,0 (%)
0 35
10 45
20 55
25 100
30 35
= —]

/
/

i

0

Figura 4.18: Cromatograma obtido para um mistura de alcal6ides
espirogquinazolinos. Sistema de solventes utilizado: ACN:H,O em gradiente, fase

movel utilizada ODS (20 cm x 1cm).

Com as metodologias de HPLC-UV-MS/MS estabelecidas foi realizada a

primeira andlise hifenada dos alcaldides espiroquinazolinos (Figura 4.19).
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de alacloides espiroquinazolinos.
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Figura 20: Espectros de massas obtidos a partir do cromatograma de HPLC-
MS/MS, mostrado acima.

4.5 - Extracéao

Com a metodologia de HPLC-UV estabelecida, utilizaram-se frascos de
erlenmeyer contendo Eupenicillium sp cultivado em milho para se estabelecer o
melhor solvente de extragdo. Foram testados diclorometano, metanol, etanol,
isopropanol e acetona. Acetato de etila havia sido testado durante estudos
realizados no mestrado e hexano foi evitado devido a j4 conhecida alta producédo
de 6leo nos meios de cultura contendo milho e arroz. Pelo grafico apresentado na
(Figura 4.21) observa-se claramente que o melhor solvente para a extracdo é o
etanol. Este fato é importante por varios aspectos. O etanol € um solvente barato,
é fungistatico, isto é, inibe o crescimento do microrganismo durante o
procedimento de extracdo. Estes fatores contribuem para uma possivel producéo

em grande escala dos alcaloides espiroquinazolinos.
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Figura 4.21: Extracdo de alanditripinona em diferentes solventes.

4.6 - Metodologiade SPE.

Com as condi¢bes de HPLC e de extracao estabelecidas, frascos contendo
Eupenicillium sp cultivado em milho, foram utilizados para obter as melhores
condicbes de SPE dos alcaldides. Foram testadas diversas metodologias
utilizando cartuchos ODS Supelco, eluidos a pressao reduzida em sistemas de
ACN:H,0. A primeira metodologia de SPE testada mostrou pouco eficiente para a
extracdo de alcaldides. Uma nova metodologia foi testada, repetiu-se o
procedimento de extragdo com EtOH, mas desta vez utilizou-se cartuchos de SPE
home made, feitos com uma mistura ODS:Alumina (1:1) v/v, os cartuchos néo
necessitam ser condicionados e o préprio solvente de extragcdo EtOH é utilizado
para a eluicdo do cartucho. Desta vez, no entanto, a metodologia se mostrou

70



bastante eficiente para a extracdo dos alcaldides. A Figura 4.22 mostra o
cromatograma obtido por HPLC/UV, podemos ver claramente que o composto
majoritario € o alcaldide espiroquinazolino alanditripinona — dado fornecido pela
comparagao com o tempo retencédo e pelo espectro de ultravioleta do padrao.

A etapa de pré-purificacdo dos extratos anterior as analises tem como
objetivo, além de realizar uma filtragéo, retirar da amostra substancias apolares e
macromoléculas (proteinas, celulose). Estas impurezas sdo prejudiciais aos filtros
(check valves) e a coluna de HPLC (ODS), e esta limpeza do extrato permite que
se prolongue o tempo de vida e eficiéncia do sistema e coluna de HPLC. Essa
etapa permite também o enriquecimento de alcal6ides em relagdo aos demais
compostos produzidos por Eupenicilium sp. Essa pré-purificacdo é feita por
extracdo em fase solida, utilizando-se cartuchos de ODS:Alumina (1:1) v/v, como o
cartucho de SPE é possui ODS, mesma fase estacionaria da coluna, pode se
garantir que nenhuma substancia prejudicial a coluna esteja presente na solugéo

analisada.

Figura 4.22: Cromatograma obtido para SPE feita em cartucho home made
ODS:Alumina (1:1).

4.7- Experimentos que visam a inducao da producéo de alcaldides.

Com as metodologias de extracdo por SPE e de HPLC-MS/MS, otimizadas

se deu inicio aos experimentos para indugao da producéao de alcaldides.
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As condicbes de SPE e HPLC/UV estabelecidas permitiram a busca por
indutores a producdo de alcaléides espiroquinazolinos. Diversos compostos
candidatos a indutores a producdo de alcal6ides foram testados (Tabela 4.6).
Esses compostos foram adicionados aos meios de cultura compostos por milho e
agua. O fungo Eupenicillium sp foi inoculado nestes meios. Apés o cultivo realizou-
se a extracao, a pré-purificacédo por SPE e a anélise por HPLC/UV.

Observou-se 0 aumento da producgdo do alcaldide alanditripinona (tr 15,6")
no meio onde foi adicionado L-Prolina. Praticamente, o dobro da quantidade de
alanditripinona produzida no controle (fungo cultivado sem adicdo de indutor).
Lembrando que todas as extragOes foram feitas da mesma maneira, 0 aumento da
producdo de alcaldides no meio contendo L-Prolina, pode significar uma possivel
indugdo a producdo de alcaléides. Como a L-prolina é um aminoacido que esta
presente em diversas proteinas que fazem parte de paredes celulares de diversos
organismos, o fungo Eupenicillium sp pode estar reconhecendo esse aminoacido
como um possivel “inimigo” e aumentar a sua producédo de alcaléides.

Experimentos de indugcdo a producdo de alcaldides pela adicdo de um
dipeptideo metilado (Aspartame) e o acido glutamico, também foram realizados.
Os extratos obtidos foram analisados por HPLC-UV-MS/MS.

Aparentemente, tanto o 4&cido glutdmico quanto o Aspartame foram
totalmente consumidos. Pela comparacdo dos cromatogramas dos extratos com

0S substratos em matriz — branco.

E observado o aumento de concentracéo do alcaldide espiroquinazolino de
tr 15,6 min (m/z 542) no meio em que foi adicionado aspartame. Como o objetivo
da analise foi somente observar o comportamento de Eupenicillium sp frente a
peptideos, ndo a quantificacdo dos produtos formados. Ndo se tomou a medida
necessaria para quantificar os alcaldéides, mas foram utilizadas as mesmas

massas de compostos e 0s mesmos volumes de solventes em todas as analises.
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Tabela 4.6: Quantificacdo do alcaldide alanditripinona em extratos de
Eupenicillium sp

Indutor [alanditripinone] (ug/g)
Fungo Eupenicillium sp 5,40
Glutamato de sodio 1,55
Acido Antranilico 2,90
Acido Salicilico 3,40
L-Prolina 11,30
Aspartame 6,57
NHsNO3 10,25
B

12 4

10

Contrale Glu Antr Salic Pro

Figura 4.23: Comparac¢ao da producao de alanditripinona nos meios com
diferentes indutores.
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Fungos ascomicetos como Eupenicillium shearii e Eupenicillium
crustaceum, sdo conhecidos pela produgdo de alcaldéides com atividades
antialimentares quando estdo sob condicbes adversas. O fungo Eupenicillium
shearii produz alcalbides inddlicos chamados Shearinines A-C, quando passa
por periodos no solo com baixa humidade (BELOFSKY E GLOER, 1995). Estes
alcaldides os protegem contra ataques de insetos fungiferos (WANG, et al,
1995). Utilizando esta mesma idéia o fungo Eupenicilium sp, um Ascomiceto
foi cultivado em milho, sob a acdo de um forte campo magnético. Os frascos
contendo meio de cultura foram cultivados abaixo do magneto de um aparelho
de RMN. Ao mesmo tempo, Eupenicillium sp foi cultivado no Laboratério de

bioguimica micromolecular nas condi¢des previamente estabelecidas.

Detectou-se um aumento da producdo do alcal6ide alanditripinona em
relacdo ao fungo cultivado em condicbes normais. Este fato € importante,
sabemos agora que existe um aumento na producdo de alcaléides sob

condicbes adversas de cultivo.

4.8 - Cultivo do fungo Eupenicillium sp em folhas de M. paniculata.

Pela estrutura dos alcalbides espiroquinazolinos, pode se supor que 0s
alcaldides produzidos por Eupenicillium sp tem uma origem biossintética mista
entre triptofano, &cido antranilico e alanina. Como esses aminoacidos séo
necessarios para a biossintese dos alcaldides carbazolicos de M. paniculata.
Investigou-se a hipdtese que o fungo possa estar seqiestrando aminoacidos
livres da planta para o seu proprio metabolismo. Realizaram-se, entéo
experimentos para a averiguacdo do pressuposto acima, que levaram a
deteccdo de alcaldides produzidos pelo fungo quando cultivado com folhas de

M. paniculata como Unica fonte de carbono.

O extrato obtido foi submetido a filtracdo em funil de placa sinterizada e
as fragbes obtidas analisadas por CCD utlizando reagente de Dragen Dorff
como revelador. A fracdo que apresentou resultado positivo frente ao reagente

de Dragen Dorff foi submetida a analise por HPLC-MS/MS. A andlise por
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HPLC-MSMS possibilitou a deteccdo do alcalbéide espiroquinazolino que gera o
ion m/z 542.

No estudo realizado durante o mestrado demonstrou-se que a planta M.
paniculata é infectada por diversos microrganismos. A perda de habilidade de
producdo de alcaléides por M. paniculata foi relacionada com a producédo de
alcaldides por Eupenicilium sp. Pela rota biossintética proposta para o0s
alcaléides espiroquinazolinos (Esquema 4.3), o fungo poderia estar
sequestrando aminoacidos de M. paniculata para utiliza-los como precursores

de seus alcaldides.

Foi contastado que Eupenicillium sp produz alcaléides em Arroz e Milho,
mas ndo em meio Czapek’s enriquecido com extrato de levedura. Observou-se
qgue Eupenicillium sp é também capaz de produzir alcaléides espiroquinazolinos
utilizando somente as folhas de M. paniculata como substrato. Estes fatos nos
permitiram supor que os aminoacidos presentes nas folhas de M. paniculata,
no Milho e no Arroz levam a produgcdo de alcaléides espiroquinazolinos, ao
passo que os aminoacidos presentes no extrato de levedura ndo. Portanto, a
analise de aminoacidos nos diferentes substratos deveria revelar um perfil
similar para o Milho, o a Arroz e para as folhas de M. paniculta e um perfil
completamente diferente para o extrato de levedura. O resultado obtido pela
andlise de CCD de partigédo foi justamente o oposto ao esperado. O substrato
qgue melhor se adaptava a producdo de alcaldides deveria ser extrato de
levedura, ja que este contém o maior nimero de aminodcidos livres utilizados
para a producéo de alcaldides.

Outro fato instigante foi constatado, o experimento de adicdo de acido
antranilico no meio de cultura de Eupenicillium sp fez com que a producdo de
alcaldide alanditripinona fosse menor em relacdo ao controle. Era de se
esperar justamente o contrario, ja que este substrato esta presente na estrutura
dos alcaléides espiroquinazolinos (Figura 4.9). Ao passo que a adicdo do
aminoacido (AA) L-Prolina (AA que ndo faz parte da estrutura do alcaldide
alanditripinona) ao meio de cultura de Eupenicillium sp, causou um incremento
de mais de 100% na producdo de alanditripinona em relacdo ao controle (fungo

Eupenicillium sp cultivado em meio milho). Estes fatos nos fizeram reformular a
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nossa proposta biossintética para a producdo de alcaldide espiroquinazolinos
por Eupenicillium sp (Figura 4.4). Por esta nova hipotese, o fungo Eupenicillium
sp, nao utiliza AA livres para a producao de alcaldides, mas sim peptideos com
as seqléncias especificas para a producdo dos diversos alcaldides
espiroquinazolinos. Portanto, a primeira etapa da biosintese de alcaléides
espiroquinazolinos deve ser a acdo de proteases. Estas enzimas devem
“quebrar’ as proteinas nos peptideos especificos para a producdo dos
alcaléides. O aumento de producdo de alcal6ides no meio de cultura onde é
adicionado o AA L-Prolina pode estar relacionado ao fato que as proteases —
possivelmente necessarias para a producdo de alcaldides espiroquinazolinos -
possuem um alto teor de L prolina  em sua  estrutura
(http://bioquimica.ffcmpa.tche.br/enzimas). Portanto, a etapa determinante para
a producao de alcalbides pode ser a acao das proteases.

Essa nova hipétese é reforcada por relatos de enzimas relacionadas a
fungos do género Penicillium, convertem, de maneira reversivel, peptideos em
alcaldides. (ZENDEM, et al.,1982; RICHTER & LUCKNER, 1976) Durante a
Idiofase, uma das fases de crescimento do fungo Penicillium cyclopium, h4 um
grande aumento da atividade das enzimas relacionadas a producdo de
alcaldides (RICHTER & LUCKNER, 1976). Estes alcaldides sofrem um
aumento de producéo pelo acido urico (HELBIG, et al, 2002) (Figura 4.24).
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Figura 4.24: Conversédo de peptideos em alcaléides por Penicillium cyclopium.

A idéia de comparar o metabolismo de fungos do género Penicillium com
fungos do género Eupenicillium ndo vem por acaso. Eupenicillium é um género
de fungo gerado a partir de uma fase assexuada de Penicillium. Larsen e
colaboradores propuseram uma classificacdo quimica de fungos do género
Penicillium de acordo com a sua producdo de metabdlitos. Nesta classificacao,
foram analisadas 48 espécies diferentes de fungos do género Penicillium.
Todas as 48 cepas produziram verruculonas, 36 produziram Ochratoxina A, 23
produziram verrucina, 24 produziram anacinas, 11 produziram sclerotigenina e

4 produziram alantripinona e serantripinona (Figura 4.25).
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Figura 4.25: Compostos produzidos por fungos do género Penicillium.

Como conclusdo deste trabalho Larsen e colaborados propuseram que
os fungos do género Penicillium utilizam rotas biosintéticas, onde aminoacidos
especificos sdo utilizados para a producdo de alcaldides (Esquema 4).
Observando as estruturas dos compostos verrucina, anacina, alantripinona e
serantripinona (Figura ww). Fica muito clara a semelhanga entre estes
compostos e os alcaldides espiroquinazolinos.

A principio a idéia de que alcalbides espiroquinazolinos sao produzidos a
partir de aminoacidos ndo pode ser totalmente abandonada. A realizacdo de
experimentos de cultivo de Eupenicillium sp, em meios ricos em proteinas,
pode nos esclarecer indicar qual rota é utlizada para a producdo dos
alcaldides. Antes de realizar estes experimentos, devemos conhecer a taxa de
producdo de alcalbides espiroquinazolinos por Eupenicilium sp. Assim
podemaos otimizar o periodo de cultivo nos meios enriquecidos com proteinas,

evitando assim falsos negativos nas analises realizadas.
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49 - Curvas de crescimento e taxa de producdo de alcaléides por

Eupenicillium sp

Conhecer a taxa de producdo de alcaldides por Eupenicillium sp, assim a
curva de crescimento, € muito importante para compreender a rota biosintética de
alcal6ides espiroquinazolinos.

As curvas de crescimento dos microrganismos seguem um padrdo de
fases distintas: a fase Lag, a fase exponencial ou fase log, a fase de declinio, a
fase estacionaria (idiofase) e a fase de lise. Curvas de crescimento geralmente
tem um formato em “S” (Figura 4.26). A fase Lag ocorre quando o microrganismo
€ introduzido em um novo meio. Geralmente, nesta fase 0s microrganismos
sintetizam novas enzimas para poder utilizar os substratos do meio de cultura.
Muitos microrganismos tém suas fases Lag reduzidas — portanto, maior taxa de
crescimento - fornecendo no meio de cultura, intermediarios para o0 seu
metabolismo, vitaminas e aminoacidos. A principal diferenca observada entre o
crescimento de Eupenicillium sp no meio milho e no meio milho contendo L-
Prolina, foi a reducéo da fase Lag. No meio de cultura contendo L-Prolina (Figura
4).

A fase Log ou fase exponencial € onde ocorre o crescimento do fungo. Os
fungos crescem via extensdo das hifas (Figura 4.27). O crescimento dos fungos €&
possibilitado pelas vesiculas de transporte que levam o0s nutrientes para as
extremidades em crescimento. Em alguns casos os fungo podem “crescer” em um
meio sem utilizar novas fontes de substratos. Isso é possivel porque os fungos
digerem partes velhas de suas hifas e transportam os nutrientes para as partes em
crescimento. Também na fase log pode se observar diferencas entre o
desenvolvimento do fungo Eupenicillium sp cultivado em meio contendo L-Prolina
e no meio contendo somente milho. Podemos observar que o fungo cultivado em
meio contendo L-Prolina tem a fase log aumentada se comparada ao fungo
cultivado em meio milho (Figura 4.28). Ja os processos que levam ao metabdlitos
secundarios sdo rotas bhiossintéticas que nao estdo envolvidas no crescimento das

células e usualmente ocorrem quando as células param de crescer — fase
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estacionaria ou idiofase. A grafico da taxa de producdo de alanditripinona/dias de
cultivo (Figura 4.29) mostra que a producdo de alcaldide ocorre durante
praticamente todo o periodo de cultivo, tendo um aumento exponencial entre
vigésimo e o quadragésimo dia de cultivo. O Maximo da producdo ocorre no
quadragésimo segundo dia de cultivo, alcancando a marca de 144,56 mg de
alanditripinona por kg de milho. A partir do quadragésimo quinto dia podemos
observar uma tendéncia de decréscimo na producdo de alanditripinona. Este fato
pode indicar uma inibicdo em feedback das enzimas que iniciam a rota de
producéo de alcal6ides ou o fungo pode estar entrando na fase de lise e utilizando
os alcaldides para “crescer” em um meio sem mais nutrientes. Para investigar
essa hipétese foi realizado experimento em que o fungo Eupenicillium sp foi
cultivado por um periodo de 60 dias. Neste experimento observa-se que a
producdo de alanditripinona permanece praticamente constante no periodo entre
45 e 60 dias. Indicando que o fungo permanece na fase estacionaria, antes de
iniciar a fase de declinio (lysis). Frascos contendo Eupenicillium sp cultivados em
milho também foram analisados como controle. Observa-se que a producgédo de
alantradipinona € apenas 15 % menor que a encontrada no meio milho com a
adicdo de L-Prolina. Este fato ndo nos possibilita tirar muitas conclusdes, devido a
nao termos resultados iniciais do cultivo de Eupenicillium sp para se comparar.
Determinar a taxa de crescimento de fungos é uma necessidade em
diversas areas da ciéncia. Areas como agricultura, engenharia de alimentos,
ecologia, determinam a taxa de crescimento de fungos para as mais diversas
aplicagdes. O meétodo mais utilizado para se determinar a taxa de crescimento de
fungos é o acompanhamento do peso seco. Este procedimento consiste em pesar
a massa fungica seca e construir, a partir de varias medicbes, a curva de
crescimento do fungo. A determinacdo da taxa de crescimento dos fungos pela
determinagdo da massa seca, € uma metodologia trabalhosa e demorada. Na
literatura encontramos métodos onde determinam a taxa de crescimento de
fungos de maneira mais rapida e eficiente. Métodos que envolvem voltametria
ciclica e andlise de ergosterol estdo entre as mais citadas (SUBRAHMANYAM, et

al, 2001). No entanto, os métodos de andlise de ergosterol (11)(Figura 4.30),
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utilizam como solvente de extracdo o metanol. Uma grande parte dos esterdides -
como o ergosterol - presente na parede celular dos fungos, estdo esterificados
com acidos graxos de cadeia longa. Metanol ndo € um bom solvente para a
extragcdo. Portanto, para determinar a taxa de crescimento de Eupinicillium sp, foi
desenvolvida uma metodologia de extragcdo e analise de ergsoterol total, por

HPLC-UV. A Figura bb, mostra o cromatograma e o espectro de UV obtidos.

HO Ergosterol(11)

Figura 4.30: Estrutura do ergosterol, principal esteréide de fungos.
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Figura 4.31: Cromatograma de uma amostra padrao de ergsoterol deteccédo 275
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Figura 4.32: Espectro de UV para o ergosterol.

o50w Dy weight or cell conen

expon. |decline

what. ‘ Ivrsis

Figura 4.26: Perfil padrdo de uma curva de crescimento para microrgansimos
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Figura 4.28: A) Curva de crescimento de Eupenicillium sp em meio solido milho
(B) Curva de crescimento de Eupenicillium sp em meio sélido milho com a adic&o
de L-Prolina.
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Figura 4.29: Producdo de Alanditripinona x dias de cultivo de Eupenicillium sp
cultivado em milho com a adicdo de L-Prolina.

Os resultados alcancados com as curvas de crescimento, possibilitam
investigar a hipotese formulada anteriormente. Eupenicillium sp realmente utiliza
pequenos peptideos para a producdo de alcaléides espiroquinazolinos. Para
investigar esta possibilidade, foi realizado o cultivo do fungo em meio liquido
Czapk’s enriquecido com extratos protéicos de milho e de folhas de M. paniculata.
Por estes experimentos pode-se observar que a producéo de alcalbides foi muito
menor que a esperada. Houve a producdo de alcaléides, mas como se forneceu
ao fungo uma quantidade de proteina concentrada. Esperava-se um incremento

na producao de alcaldides. Entéo resolveu investigar a producéo de alcaldides em
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outros meios de cultura, reconhecidamente ricos em proteinas. O fungo foi
cultivado em meio composto basicamente em extrato de soja, meio Czapck’s
enriquecido com zeina (principal proteina isolada do milho) e glutem. O meio
liquido foi mantido sob agitagdo durante o cultivo. Um fato que chamou muito a
atencéo foi o baixo crescimento do fungo no meio composto basicamente pelo
extrato de soja. A massa fungica observada € bem menor que nos outros meios
de cultura. Aparentemente a soja possui algum composto que inibe o crescimento
de Eupenicillium sp. Apesar desta aparente inibicdo foi possivel se detectar a
presenca de alanditripinona no meio soja. Obtemos umaproducéo de
aproximadamente 3,6 mg/L de cultura. O fato inesperado foi a ndo producéo de
alcaldides espiroquinazolinos nos meios contendo zeina e glutem. Se
Eupenicillium sp, produz alcaldides a partir de peptideos presentes no milho,
espera-se que a producdo de alcaldides sofra um grande incremento em meio
enriquecido de proteinas do milho. Dois caminhos principais podem ser tomados
para explicar este fato. O fungo ndo produz alcaldides a partir de peptideos, isso
seria uma resposta imediata, mas errada. Nos experimentos onde se cultivou
Eupenicillium sp em proteinas isoladas de milho e de Murraya paniculata, foi
detectado o alcaldide alanditripinona (4). Mas é importante ressaltar que nestes
experimentos o fungo foi cultivado em meio BDA enriquecido com extratos de
proteinas. Portanto, o outro caminho a ser investigado é a composi¢cdo do meio
Czapeck’s. Algum fator do meio de cultura pode inibir a producédo de alcal6ides
espiroquinazolinos por Eupenicillium sp. Para investigar essa hipotese, recorreu-
se a literatura.

Voltando um pouco, observando a classificacdo quimio taxondmica de
fungos do género Penicillium (LARSEN, et al, 2002). Vemos os fungos do género
Penicillium estdo classificados em quatro grupos que possuem uma rota
biosintética alternativa que utiliza acido antranilico/glutamina e triptofano e
homoprolina para a producao de alcal6ides (Esquema 4.5).

Se observarmos a biosintese do &cido antranilico, veremos que temos duas
principais rotas, a que depende de NH3; e a dependente de glutamina. (ROMERO,
et al, 1995).
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Realizamos experimentos que nos informam quais das rotas biosintéticas o
fungo Eupenicillium sp utiliza para a producdo de alcaldides espiroquinazolinos.
Os resultados obtidos para o cultivo de Eupenicillium sp em meio enriquecido com
glutamina e meio contendo NH4NOj;. O resultado obtido foi um aumento da
producdo de alcaldides no meio de cultivo que contém NH;NO3; e um decréscimo
na producdo no meio enriquecido com Glutamina. Isso pode ser interpretado de
diferentes formas. A primeira e mais obvia é que a producdo de acido antranilico
por Eupenicillium sp é dependente de NH3. Uma outra possibilidade é a inibicdo
em feedback do acido antranilico, devido ao excesso de glutamina no meio de
cultura.

Outro fato importante a ser considerado € maior producédo de alcal6ides em
meios a base de cereais (milho e arroz) e ndo producdo de alcaléides em meio
Czpak's enriguecido com extrato de levedura. Uma das principais enzimas
envolvidas na sintese de acido antranilico e consequentemente triptofano é a
antranilato sintase. Esta enzima tem sido alvo de diversos estudos, tem purificado
esta enzima de arroz e milho (ROMERO, et al, 1995).

Apesar da vida bioldgica média das proteinas (enzimas) ser curta (ex.:
albumina plasmética, 20 a 25 dias), as proteinas se degradam e estruturam
novamente de maneira constante nos seres vivos. O fungo Eupenicillium sp pode
estar utilizando estas antranilato sintases presentes no milho e no arroz para a
producdo de alcalbides espiroquinazolinos.

Quando as antranilato sintases participam da producéo de triptofano, estas
enzimas podem ser inibidas pela presenca de triptofano no meio de cultura. As
antranilato sintases sédo dependentes de Glutamina. Podemos ter o0 seu sitio ativo,
inativados (inibido pela glutamina) ou compostos analogos a glutamina.

A inativacdo é aumentada pela presenca de Mg2+ e antagonizada por
glutamina. Isso pode explicar a ndo producéo de alcaldides espiroquinazolinos no
meio Czpek's (meio de cultura), jA que encontramos sais de Mg (meia grama por
litro) no meio Czapck’s.

O acido corismico também pode influenciar na producdo de acido
antranilico. Um experimento importante para tentar compreender a biosintese de
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alcaldides espiroquinazolinos foi a adicdo de L-Prol no meio de cultura feito a base
de milho. Segundo Romero, a L-prolina pode ser convertida em acido glutamico e
posteriormente a acido antranilico, levando no final da rota biosintética a producéo
de alcalbides espiroquinazolinos.

Um fato € que a producdo de alcaldides espiroquinazolinos, esta
relacionada a meio de cultura contendo milho. Pelos resultados dos experimentos
realizados, exitem fortes indicios da participacdo no inicio do processo da enzima

antranilato sintase.
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5 - Consideracdes finais

Muito, caminhos estdo abertos para se compreender como o fungo
Eupenicillium sp produz alcaldides espiroquinazolinos. Compreender a interacdo
de microrganismos endofiticos com plantas superiores, tem mostrado nao ser
apenas de valor ecologico. Os resultados obtidos da investigacdo dessas
interagbes. Estdo muito além de se isolar e identificar metabdlitos. Entender o
porque e como estes metabdlitos sdo produzidos, passam a ser extremamente
importante para que estudos como esses, contribuam de maneira mais efetiva
para uma quimica mais limpa e adequada as necessidades do meio ambiente. Se
compreendermos a linguagem quimica e bioquimica que microrganismos
endofiticos utilizam com seus hospedeiros, podemos produzir farmacos mais
eficientes e especificos. Ou seja, a linguagem quimica é universal, entender os
mecanismos de ataque e defesa entre os organismos, ira contribuir de maneira
Unica para vida como um todo.

Quimicos sintéticos como Eupenicillium sp, ndo sdo raros na natureza,
devem servir de exemplo para nés que buscamos o conhecimento. Ndo devemos
apenas utiliza-los como fonte de metabdlitos de alto valor agregado. Isso seria
apenas utilizar 1% do potencial que 0s microrganismos tem a nos oferecer. A
busca do saber como Eupenicilium sp produz estas estruturas tdo complexas
apenas comecou. Nos forneceu informacgdes preciosas, mas tem muito ainda a
dar. Os estudos com Epenicillium sp, estdo em continuidade pelo grupo do Prof Dr
Edson Rodrigues Filho. Com certeza muito ainda vai ser descoberto deste

microrganimo.
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