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ACN Acetonitrila
BDA Batata Dextrose Agar
DC Corrente Continua
dd duplo dubleto
ESI Electrospray lonization (lonizagdo por Electrospray)
g Gramas
GC-MS Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
HRMS High Resolution Mass Spectrometry
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HPLC-MS Liquid Chromatography coupled Mass Spectrometry
HPLC-NMR Liquid Chromatography coupled to Nuclear Magnetic
Ressonance
HPLC-SPE-NMR Liquid Chromatography coupled to Solid Phase
Extraction and Nuclear Magnetic Ressonance
LC-MS Liquid Chromatography coupled Mass Spectrometry
LC-PDA Liquid Chromatography coupled Photodiodo Array Detector
m Multipleto
MeOH Metanol
MHz Megahertz
MS Mass Spectrometry
MS/MS Tandem Mass Spectrometry
m/z Relacdo massa/ carga
NMR Nuclear Magnetic Ressonance
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RESUMO

“ESTRATEGIAS DE DESREPLICACAO APLICADAS AO
ESTUDO DA PLANTA Alternanthera brasiliana E DOS FUNGOS
ENDOFITICOS ASSOCIADOS”. A planta Alternanthera brasiliana &
popularmente conhecida por suas diversas atividades biologicas. Assim, o
presente trabalho pretende contribuir com o uso de estratégias de desreplicagdo a
fim de estabelecer uma correlacao entre os compostos quimicos presentes nesta
planta e a atividade antibiotica associada a ela. Além disso, essas estratégias de
desreplicagdo foram utilizadas para o estudo dos micro-organismos endofiticos
associados a esta planta, uma vez que os metabolitos secundarios presentes nos
tecidos das plantas muitas vezes sao resultado da interagdo desta planta com
diversos fatores presentes em seu habitat, ¢ dentre eles a interagdo com micro-
organismos merece destaque. Foram isoladas 50 cepas de micro-organismos
endofiticos associados a planta Alternanthera brasiliana. O uso de abordagens
de High Throughput Screening aliadas a técnicas analiticas como LC-PDA-MS,
LC-PDA-MS/MS, LC-SPE-NMR e ensaios de antibiose permitiram a
identificacdo dos compostos antibidticos presentes no caule de A. brasiliana.
Esses compostos pertencem a classe das oxilipinas, dentre os quais se destacam
o 13-Z,E-KODE, 13-E,E-KODE, 9-E.Z-KODE ¢ 9-E,E-KODE. Tambem foram
identificados compostos da classe dos depsipeptideos nos extratos de uma cepa
do género Fusarium, isolada como endofitico de A. brasiliana. Dentre os
depsipeptideos encontrados, a beauvericina estava presente em grande
quantidade no extrato deste micro-organismo. Este composto, conhecido por
suas atividades antibiotica e inseticida, foi1 encontrado também no extrato da
planta, sugerindo que o micro-organismo endofitico poderia estar produzindo

compostos desta classe no interior dos tecidos da planta, onde ele esta alojado.



XV

ABSTRACT

“STUDIES TOWARDS THE DEREPLICATION OF ANTIBIOTIC
CONSTITUENTS IN ALTERNANTHERA BRASILIANA AND ASSOCIATED
MICROORGANISMS.” Alternanthera brasiliana is widely used by Brazilian

people as a folk medicine for the treatment of numerous diseases. However, little
is known about its chemical composition and the microorganisms that live in
association with it. This work proposed the use of dereplication strategies to
establish a correlation between chemical compounds present in the plant and
the antibiotic activity associated with it. These strategies were also used for
study endophytic micro-organisms associated with this plant, since the
metabolites present in plant tissues are often result of interaction between plants
and different factors present in their habitat, such as micro-organisms. 50

strains of endophytic micro-organisms associated to Alternanthera brasiliana

were isolated. High-Throughput Screening strategies, which envolved analytical
techniques as LC-PDA-MS, LC-PDA-MS/MS, LC-SPE-NMR and antibiosis
assays allowed identification of antibiotic compounds present in the A.
brasiliana stems. These compounds are member of oxylipins group, among
which we highlight the 13-Z,E-KODE, 13-E,E-KODE, 9-E,Z-KODE and 9-E, E-
KODE. Furthermore, were identified some depsipeptides compounds produced

by a strain of Fusarium fungus, isolated as endophyte of A. brasiliana.

Beauvericin, which is one of these compounds , is known for its antibiotic and
insecticide activities. This compound was also found in the plant extracts,
suggesting that endophyte microorganism could play a role in producing

antibiotic compounds inside plant tissues.
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1. INTRODUCAO

1.1.0 género Alternanthera

As plantas do género Alternanthera pertencem a familia
Amaranthaceae, que compreende a aproximadamente 65 géneros e 1000
espécies de plantas perenes e anuais, € muitas delas encontram-se em
regioes de clima tropical, subtropical e temperado. Este género inclui 80

. : 1,2
espécies, das quais 30 ocorrem no Brasil.

Pesquisas anteriores demonstraram que algumas espécies deste
género possuem atividades biologicas, comprovando suas utilizacdes na
medicina popular. Os extratos etanolico e hexanico de Alternanthera
maritima, por exemplo, apresentaram atividade antimicrobiana

. . ;. o, 3 ,
principalmente contra bactérias gram-positivas e fungos filamentosos.” Ja o

yqe ;. .. .. 4
extrato etanolico da espécie A. pungens apresentou atividade diurética’,
evidenciando a ampla faixa de acdo biologica dos constituintes quimicos

das plantas deste género.

Outras atividades biologicas ja foram demonstradas para este
género. Dentre elas pode-se destacar a atividade antioxidante do extrato
etanodlico de A. tenella’, atividade antidiarréica do extrato de A. repens6, e
atividade contra hantavirus do extrato que A. philoxeroide’. Além disso, um
dos resultados mais promissores obtidos com o extrato de A4. tenella esta
relacionado a sua capacidade de inibir o desenvolvimento de células
tumorais além de proporcionar um aumento do tempo de vida de ratos

portadores desse tipo de célula.®

As substancias produzidas por espécies de Alternathera,
também tém sido alvo de varias pesquisas. Este género tem se mostrado

. g , . . 9
como rica fonte de metabolitos secundarios como anthraquinonas,

2
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.10 Y 1 . 12, 13
betainas, = esteroides, flavonoides, ~

saponinas'® e terpenos'’. Alguns
dos compostos pertencentes a essas classes quimica sao mostrados na
Figura 1, como o alternanthin (1), isolado de A. philoxeroide e que
apresenta atividade antitumoral, além do Rubiadin (2), a-sipnasterol (3),

blumenol (4), quercetina (5), e o trans-ferruloiltyramina (6).'* '°

OMe

(o) OH
Me
l I l OH
O

(1) Alternaranthin (2) Rubiadin

Me, Et

Me

OH
o 'I\/I\Me
Me OH
Me

fi (3) a-Sipnasterol (4) Blumenol

HO,
\©\/\ I
N Z
|
H
OH
OMe

(6) Trans-Ferruloiltiramina

(5) Quercetina

Figura 1: Metabolitos isolados da A. philoxeroide.
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1.1.1. Alternanthera brasiliana

Dentre todas as espécies de Alternanthera, ha uma que se
destaca por seus diversos usos populares no Brasil: a Alternanthera
brasiliana (Figura 2). Ela ¢ uma planta herbicea de ocorréncia em
ecossistemas com fisionomias campestres'’, conhecida popularmente no
Brasil como “penicilina” e “terramicina”. Ela tem sido utilizada por suas
propriedades analgésica e antiinflamatoria, na cura de cistite, dores de
cabeca, estomago, febre, gripes, resfriados, como expectorante e

cicatrizante.'®

¥ Quanto aos estudos farmacologicos envolvendo esta
planta, foram relatadas atividades analgésica®, antiinflamatoria,”’
antiproliferativa de linfocitos™ e a atividade antibidtica semelhante ao
cloridrato de tetraciclina, um poderoso antibidtico amplamente
comercializado®™. A A. brasiliana apresenta também atividade na sintese do
DNA de células infectadas por HIV, causador da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS)**. Assim aparentemente sua agio

biologica justifica; os diversos nomes populares atribuidos a essa planta e

que fazem alusdo a medicamentos antibidticos

Figura 2: Foto ilustrativa de Alternanthera brasiliana no local da colheita.
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Entretanto apesar dos diversos usos na medicina popular, e dos
varios estudos sobre suas atividades farmacologicas, pouco € conhecido
sobre os metabolitos secundarios produzidos por essa espécie. Em buscas
bibliograficas realizadas recentemente nas bases de dados SciFinder
Scholar e ScienceDirect, poucos artigos relacionados a este tema foram
encontrados. O maior destaque ¢ dado aos flavonoides®, isolados por
Brochado et al, e que sdo inéditos para o género, dentre eles o Kaempferol-
3-O-robinobiosideo (7), Quercetina-3-O-robinobiosideo (8), robinin (9) e

clovin (10), mostrados na Figura 3.7

" 0

OH H

OH oH
OH
HO
OH HO
OH OH
OH

H
(7) Kaempferol-3-O-robinobiosideo. R=H (9) Robinin. R=H
(8) Quercetina-3-O-robinobiosideo. R=OH (10) Clovin. R=OH

Figura 3: Flavonois isolados de Alternanthera brasiliana

Além disso, muitas vezes os compostos biologicamente ativos
presentes nos tecidos das plantas devem ser vistos como resultado da
interacao destas fontes com todo o ambiente fisico, quimico e bioldgico em
que elas estdo inseridas. Por exemplo, os compostos encontrados em
tecidos de planta ndo sdo resultado apenas do metabolismo desta planta
1soladamente, mas também de diversos fatores bidticos e abidticos, como
condigdes climaticas, estresse e interagdes com diversos organismos
presentes em seu habitat.” Dentre estas interagdes, pode-se destacar

aquelas envolvendo os micro-organismos, que podem influenciar bastante

5
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no metabolismo das plantas. Alguns autores, inclusive, reportam que os
micro-organismos tiveram um papel importante até mesmo para a
adaptacao das plantas no ambiente terrestre. Estes micro-organismos estiao
presentes no solo, no ar e nos tecidos da propria planta, alojando-se na
superficie (epifiticos) ou no interior dos mesmos (endofiticos), € podem
estabelecer uma relacdo patogénica ou simbionte com a planta

.26
hospedeira.

Em relacdo a presenga de micro-organismos endofiticos nas
plantas do género Alternanthera, ndo foram encontrados quaisquer
registros, segundo recente pesquisa realizada nas mesmas bases de dados
citadas anteriormente. Existem apenas relatos do isolamento de alguns
micro-organismos epifiticos em plantas sintomaticas deste género. Embora
este seja um género que aparentemente possui certa resisténcia a patogenos,
ha relatos de cepas de Fusarium sp. ou Nimbya alternantherae, isolados
como patogenos de Alternanthera philoxeroide e utilizados como

o, i 27,28
controladores biologicos desta espécie™ .

Assim, a auséncia de informagdes sobre micro-organismos
endofiticos isolados de plantas do género Alternanthera, em especial da
espécie A. brasiliana. Bem como o pequeno numero de trabalhos com
relacdo a composicdo quimica desta planta foram os motivos que nos
levaram a propor este projeto de pesquisa. Entretanto, ao invés de se
utilizar técnicas classicas de isolamento e identificacdo de compostos
quimicos, a abordagem aqui apresentada adotou estratégias de
desreplicagdo para estas analises, o que pode facilitar bastante a
identificacdo de metabdlitos produzidos tanto pela planta quanto pelos
micro-organismos isolados desta, além de possibilitar a compreensdo da
origem da atividade biologica da planta. Em seguida serdo apresentadas

algumas discussoes envolvendo estratégias de desreplicacao.

6
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1.2.Desreplicacao

Segundo Cordell e Shin, o processo de desreplicacdo ¢ a
primeira etapa na descoberta de novos medicamentos, e estd focado na
rapida identificacdo de compostos biologicamente ativos a partir de fontes
naturais™. Assim, esse processo é caracterizado pelo conhecimento prévio
da amostra tanto do ponto de vista quimico, como biologico, antes dos
processos cldssicos de isolamento e identificagdo de compostos. Isso
permite a analise de um grande nimero de amostras em um tempo
considerado relativamente pequeno quando comparado a outras técnicas de
screening.30 Essa estratégia ¢ importante para evitar esforcos,
desnecessarios no processo de isolamento de substancias, que ao final do
estudo, podem ndo atender aos objetivos do processo de descoberta de
novas drogas, caracterizando um desperdicio de tempo e recursos. Dessa
nos estudos de desreplicacdo eliminam-se compostos ja conhecidos na

literatura e que nao tem interesse bioldgico.

Entretanto, originalmente os estudos de desreplicacdo estavam
relacionados a obtencdo de informacgdes espectroscopicas, estruturais e
biologicas de produtos naturais, fracdes ou extratos, sem a necessidade de
isolamento prévio, além da comparagdo dos dados obtidos com diversas
fontes de informagdes (bases de dados comerciais ou internas, literatura
cientifica entre outras) determinando as espécies quimicas ali presentes e
definido as melhores estratégias de analise. A partir deste ponto de vista,
essa estratégia pode ser muito interessante para o estudo de compostos
quimicos presentes em amostras complexas, mesmo que o foco do estudo
ndo seja a descoberta de novas drogas. Assim, as estratégicas racionais para
a 1identificacdo de compostos organicos a partir do uso de técnicas
espectroscopicas e ensaios biologicos podem ser empregadas nos mais

variados estudos quaisquer que sejam seus objetivos, como no estudo
7
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compostos presentes em novas fontes naturais, produtos de
biotransforma¢do de micro-organismos, descoberta de compostos

: : . . 31
envolvidos em interacdes ecoldgicas, entre outros.

Os processos de desreplicacio podem ser vistos como
estratégias globais de estudo e abrangem desde o entendimento do
problema a ser solucionado, passando pela definicdo dos objetivos, e dando
inicio aos estudos de screnning. Com isso o campo de pesquisa pode ser
retringido identificando-se o alvo dos estudos e buscando-se as melhores
condicdes para que estes alvos sejam avaliados de forma efetiva e
otimizada. O intuito principal € que estas estratégias diminuam o tempo e
aumentem a eficiéncia do processo de identificacdo de compostos alvo

presentes em amostras complexas, como mostrado no Esquema 1.

Entender Detinir o Scrennig | Selecionar Identificar Otimizar
Problema Objetivo Inicial ' Extratos o Alvo o Método

Esquema 1: Etapas envolvidas no processo de desreplicagdo

A partir dessas estratégias, alguns autores como Bradshaw et
al, propdem a rapida identificacdo de sesquiterpenos e alcaldides utilizando
analises por ressonincia magnética nuclear e espectrometria de massas,
aliadas a base de dados de produtos naturais®*. No grupo de pesquisa, onde
este trabalho foi desenvolvido, foram realizadas analises de cerca de 30
saponinas e até¢ 63 oligoglicosideos de sesquiterpenos aciclicos a partir dos
extratos do frutos da planta Sapindus saponaria, utilizando LC-UV-MS e
LC-MS/MS.” Nestes casos, as estratégias de desreplicagdo ndo foram
empregadas como parte da descoberta de novos compostos bioativos.
Dessa forma, as andlises de atividades biologicas dos extratos ndo foram

realizadas como parte inicial do screening, ja que o foco destes trabalhos
8
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estava relacionado a busca por determinadas classes de substancias € nao
propriamente de compostos ativos. Ja Cordell e Shin mostraram diversos
estudos de extratos vegetais utilizando um sistema de LC-PDA-MS para a
analise ¢ o fracionamento das amostras, onde as bandas eluidas foram
coletadas em placas de 96 pocos, e posteriormente avaliadas quanto a sua
toxicidade.” Assim, neste trabalho a analise de citotoxicidade fo1 o fator

determinante para a busca dos compostos a serem estudados.

Na seqiiéncia propdem-se um esquema para a identificagdo de

compostos bioativos a partir de estratégias de desreplicacao (Esquema 2).
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Assim, a técnica de desreplicacdo tem surgido como uma excelente
ferramenta para o estudo do metabolismo secundario de plantas e de micro-
organismos, fornecendo uma alternativa rapida e eficiente frente as estratégias
classicas envolvidas no estudo de produtos naturais. Neste contexto cientifico, o
presente trabalho inicia o estudo dos micro-organismos endofiticos isolados da
espécie Alternanthera brasiliana, assim como a investigacdo dos metabolitos
secundarios produzidos por estes micro-organismos. Outro ponto relevante do
trabalho ¢ a identificacdo de compostos bioativos que justifiquem os usos
populares desta planta, j& que ate o presente momento nenhum estudo mostrou
efetivamente a associagdo entre as atividades bioldgicas associadas a planta com

compostos presentes em seus tecidos.

Para isso, um fator decisivo no desenvolvimento da estratégia de
desreplicagdo utilizada neste presente estudo foi o uso de técnicas analiticas

como LC-MS, LC-UV-MS, LC-NMR, LC-NMR-MS, GC-MS entre outras.

Dentre as técnicas espectroscopicas mais bem estabelecidas para os
estudos de desreplicacdo, principalmente acopladas a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), destaca-se a espectroscopia na regido do UV-Vis e a
espectrometria de massas. Além disso, devido aos recentes avangos, a técnica de
ressondncia magnética nuclear tem se tornado uma ferramenta extremamente
util para esses estudos devido as importantes informagdes estruturais que ela

fornece.

O acoplamento entre HPLC e espectroscopia UV-Vis (HPLC-
UVVis) ¢ uma das técnicas mais bem estabelecidas em laboratorios de andlises
quimicas, assim como o acoplamento entre cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (GC-MS), e por isso sao muito utilizadas em estudos
de produtos naturais. Entretanto, como a maioria das técnicas utilizadas para

identificacdo estrutural elas possuem algumas limitagdes em relagdo aos
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compostos que sdao passiveis de andlise. Nesse caso eles devem conter grupos
que tenham absorcdo no ultravioleta-visivel ou serem volatilizaveis,
respectivamente. Isso restringe o campo de estudo dos compostos organicos
presentes em fontes naturais. Apesar de existirem diversas estratégias que visam
contornar essas limitacdes, como a derivagdo de compostos com grupos
cromoéforos, ou tornando-os mais facilmente volatilizdveis (como a sililacao e
metilagdo), ainda assim compostos muito polares e de dificil derivagdo nao sao

analisaveis por essas técnicas.

Dessa forma a espectrometria de massas acoplada a cromatografia
liquida (HPLC-MS) permite a analise dos compostos organicos que nao sao
analisaveis pelas técnicas anteriores, como os compostos de média a alta
polaridade. Esta também ¢ uma técnica ja bem estabelecida nos laboratorios de
analises quimicas, permitindo a andlise de uma vasta gama de compostos que
grupos relativamente acidos ou bésicos. Além disso, uma das vantagens desta
técnica, ¢ que quando sdo utilizados analisadores de multiplos estagios que
permitem fragmentacdo dos compostos, ¢ possivel a realizacdo de diversos
experimentos, além dos experimentos Full Scan. Por exemplo os experimentos
de fons Produto, fons Precursores, Perda Neutra e Select Reaction Monitoring
(SRM), que juntos fornecem um conjunto de informagdes bastante util para

estudos de desreplicacao.

O experimento de Full Scan fornece informacdes sobre a relacao
massa/carga dos compostos presentes na amostra, proporcionando uma visao
mais geral da composicdo quimica destas amostras. Estes experimentos nao
fornecem muitas informagdes sobre a estrutura das substancias, apenas podem
revelar se eles possuem grupos acidos ou bésicos que permitem ionizagao no

modo negativo e positivo respectivamente.
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A partir dos experimentos de Full Scan, ¢ possivel realizar
experimentos de ions produto, nos quais se obtém informagdes sobre o perfil de
fragmentagdo dos analitos, o que representa um auxilio consideravel no processo

de identificacdo das classes de compostos presentes na amostra.

Ja os experimentos de ion precursor e de perda neutra sdao uteis na
identificacdo de compostos pertencentes a uma classe especifica. Se as
moléculas, pertencentes a classe de interesse, possuem um ion fragmento em
comum utiliza-se e experimento de ion precursor para identificar quais
compostos possuem ion comum a classe de interesse. Entretanto, se o fragmento
que caracteriza a classe de compostos em estudo, sai das moléculas na forma
neutra (sem carga e, portanto ndo identificado por MS) entdo, pode-se utilizar o
experimento de perda neutra para identificar os compostos pertencentes a esta

classe.

Além de todos os experimentos mencionados anteriormente ¢
possivel a realizagdo de um experimento que apresenta maior sensibilidade e
seletividade: o Selected Reaction Monitoring (SRM). Neste experimento o0s
quadrupolos sdo mantidos estaticos em relacoes massa/carga (m/z) pré
estabelecidas, referentes ao ion precursor € a um dos fragmentos do composto
que se deseja analisar. Dessa forma como ndo ha varredura de rf e dc em ambos
os quadrupolos, este experimento apresenta alta sensibilidade. Além disso, ele se
torna altamente seletivo, pois detecta, apenas compostos que possuam uma

determinada massa e fragmentos com uma m/z especifica.

Apesar da grande versatilidade apresentada pelos experimentos de
LC-MS e LC-MS/MS, bastante uteis nos estudos de desreplicagdo, a informacao
estrutural fornecida por eles € restrita no que se refere a elucidacao estrutural de

COmMpostos organicos.
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Neste contexto a técnica de ressondncia magnética nuclear ¢
considerada universal para analise de compostos organicos, e fornece
informagdes importantes para a elucidacdo estrutural. Porem esta técnica
apresenta um grande entrave para estudos de produtos naturais, principalmente
aqueles presentes em pequenas quantidades na natureza. Isso ocorre pois a
utilizacdo de técnicas convencionais de ressonancia magnética nuclear requer
quantidades relativamente grandes de amostras, usualmente na escala de
miligramas, o que muitas vezes dificulta a aplicacdo desta técnica para estudos
de High Throughput Screening, onde se trabalha com quantidades muito

pequenas e com amostras muito complexas.

Diversos avancos tém tornado a técnica de ressonancia magnética
nuclear mais compativel com estes estudos, dentre eles a hifenacdo com
métodos de separacdo, como cromatografia liquida (LC-NMR), O que vem
tornando esta técnica mais atrativa na elucidacao estrutural de produtos naturais.
Apesar dos primeiros relatos de acoplamento LC-NMR datar da década de 70 do

século passado ele tem sido utilizado com maior freqii€ncia na altima década.

Os principais avangos que viabilizaram este acoplamento estdo
relacionados ao surgimento de equipamentos mais sensiveis, desenvolvimento
de seqiliéncias de pulso para supressao do sinal do sinal do solvente, sistemas de
pré-concentragao das amostras, dentre outros. Isso tem feito com que a técnica
de LC-NMR, tenha se tornado cada vez mais eficiente e aplicada a determinagao

A e . 34
estrutural de compostos organicos a partir de extratos complexos.

Apesar de todos esses avangos terem tornado a técnica de NMR,
bem como a hifenacdo entre LC e NMR bastante atrativas em estudos de High
throughput screening ¢ importante considerar, principalmente nos experimentos
por LC-SPE-NMR, (uma das formas mais utilizadas atualmente para o

acoplamento entre estas técnicas) a necessidade de se ter um detector para a
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selecdo das bandas cromatograficas de interesse, que serdo coletadas nos
cartuchos e posteriormente enviadas para o equipamento de NMR através de
capilares. Essa necessidade da presenca de um detector entre o HPLC e o
equipamento de NMR limita um pouco a abrangéncia desta técnica tornando-a
menos universal, uma vez que os detectores comumente utilizados possuem
limitagdo sobre quais compostos podem ser analisados. Por exemplo, detector de
PDA, um dos mais utilizados para estudos que envolvam LC-SPE-NMR,
permite a analise somente de compostos possuam grupos cromoéforos,
restringindo o tipo de composto que pode ser analisado por esta técnica.
Existem, ainda, diversas abordagens para contornar essas limitagdes, como 0 uso

de LC-PDA-MS-RMN, mas que nao serao apresentadas aqui.

Esses fatores ressaltam a necessidade do uso de um conjunto de
técnicas de separagdo ¢ identificacdo de compostos nos estudos que envolvem
desreplicagdo de amostras complexas, a fim de se obter um resultado rapido e
confiavel e com maior nimero de informagdes possiveis. No caso deste estudo,
utilizou-se a técnica de LC-PDA-MS/MS, para selecionar os compostos de
interesse presentes em extratos complexos, € apos identificados esses compostos
partiu-se para a otimizagdo da separacdo cromatografica, analise por LC-SPE-

NMR e elucidagao estrutural dos mesmos.
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2. OBJETIVOS

Os principais objetivos deste trabalho estdo relacionados a
utilizacdo de estratégias de desreplicagdo no estudo da planta Alternanthera

brasiliana e dos microorganismos endofiticos associados a ela como segue:

v" Identificagdo de compostos presentes nos tecidos da planta que estejam
relacionados com a atividade antibidtica relatada para a Alternanthera

brasiliana;
v" Isolamento dos microorganismos endofiticos associados a planta;

v" Cultivo e analise dos extratos dos microorganismos isolados em busca de

compostos bioativos;
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

3.1.1. Equipamentos

v LC-PDA-MS/MS: Mobdulo de separa¢io WATERS Allience 2695;
Detector PDA WATERS 2996 e espectrometro de Massas QuattroLC —
MICROMASS, triplo-quadupolo, ESI/APCI;

v LC-PDA: Bombas SHIMADZU LC10AD e LC-8A gradient pumps;
Injetor SHIMADZU SIL-10ADVp e Detector PDA SHIMADZU SPD-
10A e SPD-6A UV-Vis;

v' LC-HRMS: Espectrometro de massas Velos Orbitrap, ESI.

v' LC-SPE-NMR: HPLC Agilent 1200 Series com Bomba quaternaria
G1311A, Amostrador G1329A e Detector PDA G1315D; Sistema de SPE
Prospekt 2 e Magneto Ultra Shield 600 MHz com Crio Sonda Inversa
(CTCI) 5mm

v' Camara de Fluxo Laminar Veco VL FS-12M

v' Autoclave Vertical Phoenix AV 70 Soc. FABBE 103
v" Triturador Turratec Tecnal

v" pHmetro

v" Sonicador BRANDSON 1510;

v Balanca analitica Tecnal

v Estufa Quimis
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v" BOD (Biochemical — Oxygen — Demand) Technal TE 391

v" Rotavapor BUCHI R-200 com banho de aquecimento BUCHI B-490 e
BUCHI R-114 com banho de aquecimento BUCHI B-480

v Microscopio Nikon

3.1.2.  Solventes e reagentes

v" Etanol e acetato de etila grau P.A. (Quimis)
v Metanol, Acetonitrila grau HPLC (J.T. Backer)
v' DMSO (Vetec)

v Meio Muller Hinton (Acumedia);

v' Caldo Muller (Hinton Acumedia);

v' Agar bacterioldgico (Acumedia)

v" Dextrose

v' Arroz (UncleBens)

v’ Tetraciclina;

v" Norfloxacino

v' Corante resazurina
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3.1.3. Materiais

3.1.3.1. Microbioldgicos
v" Placas de 96 pocos TPP.
v" Pipetas automaticas multicanal (Gilson (0,5-20 pL));
v' Pipetas analiticas Gilson 100-1000uL;
v" Placas de Petri;
v" Lamina de bisturi;

v" Laminas e laminulas;

3.1.3.2. Materiais Cromatograficos
v" Silica Flash (60-200 mesh);
v’ Cartucho de extra¢do em fase solida C18 Phenomenex
v" Cartucho de extra¢do em fase solida Hysphere
v" Coluna para HPLC PHENOMENEX Synergy 5p C18(2) 250x46 mm;
v’ Ascentis® Express C18 HPLC, particula de 2,7um, 100x4,6mm

v" coluna Hypersil C18, 5micra 4.6 X 300mm,;
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3.2. Procedimento experimental

3.2.1. Estudo quimico e biologico da planta A. brasiliana

3.2.1.1. Extracao dos compostos da planta

Para o preparo dos extratos de Alternanthera brasiliana coletou-se
o caule e a raiz da planta, que foram secos em estufa a 37 °C por 100 horas, e
posteriormente triturados utilizando-se um moinho apropriado. Apds esta etapa
adicionou-se alcool etilico P.A., suficiente para que todo o material ficasse
imerso (1L), e manteve-se a extragao por 24 horas. Apos este periodo as partes
foram separadas por filtragdo, ¢ a solucdo concentrada. O mesmo procedimento
de extracdo foi repetido por mais duas vezes com alcool etilico, e os extratos
obtidos foram reunidos. A seguir o procedimento acima foi repetido, porém
utilizando-se acetato de etila, como solvente de extracao. Ao final, reuniram-se

ambos os extratos etanodlico e de acetato.
3.2.1.2. Particdo e analise dos extratos da planta

Os extratos da planta foram submetidos a dois diferentes

procedimentos de particdo que sao descritos a seguir
a) Particao liquido-liquido dos extratos da planta

As particdes dos extratos do caule e da raiz da planta foram
realizadas utilizando-se 2 g de cada extrato, suspendidos em 100mL de uma
solucdo de alcool metilico P.A. e agua Milli-Q (1:1). Entdo adicionou-se 70 mL
de hexano P.A e apos a agitacdo em funil de decantacdo, a fase hexanica foi
separada e coletada. Foram realizadas mais duas adi¢coes de 70mL de hexano, ao
final a trés solugdes obtidas foram reunidas e o solvente foi evaporado até a

secura. A suspensao hidroalcoolica restante foi particionada novamente por mais
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trés vezes utilizando-se 70 mL de diclorometano em cada parti¢ao. As solugdes
de diclorometano foram reunidas ¢ o solvente evaporado até a secura. Esse

procedimento de particao esta resumido no Esquema 3.

Extrato

E—"

Partigdo
Hexano

(Py)

Partigio
MeOH:H20

Partigdo
MeOH:H20
(Py)

Partigdo
Diclorometano

(Pp)

Esquema 3: Esquema de particdo dos extratos da planta.

Esse procedimento deu origem as particdes do extrato do caule
(Py_Cau, Pp_Cau e Py Cau) e da raiz (Py_Raiz, Pp_Raiz e Py; Raiz) que foram

analisadas por LC-PDA-MS.

b) Fracionamento dos extratos da planta em coluna

cromatografica

O segundo procedimento de fracionamento dos extratos do caule e
da raiz foi realizado com o auxilio de uma coluna cromatografica de silica com
placa sinterizada. A elui¢do foi realizada sob vacuo e os eluentes utilizados sao

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1: Solventes utilizados no fracionamento dos extratos da planta.

Volume Composicao da fase movel Proporgiio Eracio
dos solventes originada
200mL Hexano:Acetato de etila 1:1 F1
200mL Acetato de etila : Diclorometano 4:1 F2
200mL Acetato de etila : Diclorometano 1:1 F3
200mL Acetato de etila : Diclorometano:Metanol 4:1:10% F4
200mL Metanol 100% F5

Apo0s a eluicdo, os solventes foram evaporados e as fragdes foram
nomeadas conforme a ordem de eluicdo (Alt_F1 até Alt_F5) tanto para a raiz
(Alt_Raiz F1 até Alt Raiz F5) quanto para o caule (Alt Cau F1 até
Alt_Cau_FS5). Estas amostras foram analisadas quimica e biologicamente, como

descrito a seguir.
3.2.1.3. Teste de antibiose dos extratos e fracoes da planta.

Para avaliar a atividade antibidtica dos extratos e das fracoes,
utilizou-se o teste de micro-dilui¢do em placa de 96 pocos, segundo as normas
do NCCLS.” As bactérias utilizadas para o teste foram: Escherichia Coli
(ATCC 25922), Bacillus Subtillis (ATCC 6623), Pseudomonas Aeruginosa
(ATCC 15442), Micrococcus Luteus (ATCC 9341), Estafilococos Aureus
(ATCC 25923).

v" Preparo do inoculo

O inéculo contendo as bactérias foi preparado com culturas de 24
horas, e turvacdo correspondente a 0,5 na escala McFarland. A turvacao foi
medida a 625nm e absorbancia de 0,08-0,1, utilizando-se um espectrofotdmetro

de absorbancia.
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v Preparo das amostras

As amostras dos extratos e fragdes foram preparadas pesando-se
1,75 mg de cada amostra a ser testada e adicionando-se 100 pL. de DMSO P.A.
previamente filtrado em membrana 0,22pum. A essa solugdo adicionou-se 3,2 mL

de Meio Muller Hinton esterilizado.
v" Preparo das solugdes de antibiético

Os controles positivos foram preparados utilizando-se 1,3 mg de
cada antibidtico (norfloxacino e penicilina), dissolvidos em 1mL de DMSO
estéril. Essa solucao foi diluida 10 vezes, obtendo-se uma solucao concentracao
de 130ug/mL. Entdo 100uL desta solugdo foram transferidos para 3,2 mL de
Meio Muller Hinton esterilizado, obtendo-se uma concentracdo de 4ug/mL
como descrito na norma do NCCLS. E importante ressaltar que os antibioticos
utilizados correspondem a compostos com pureza de 99,8 % e ndo a
medicamentos comerciais, pois 0s compostos presentes na formulacdo destes

medicamentos podem alterar o resultados da analise.
v" Preparo das placas de ELISA

Transferiu-se 95uL das solucdes contendo amostra para um dos
pocos da placa de ELISA. Cada amostra foi testada em triplicata para cada
bactéria. Além das amostras de extrato e das partigdes ou fragdes, foram testados
também os controles positivo (tetraciclina e norfloxacino), controle negativo
(apenas meio com as bactérias), somente o meio de cultura, e finalmente meio
de cultura com DMSO. Entdo, adicionou-se Sul da solucdo de bactéria
padronizada, em cada pogo das placas que foram incubadas por 20 horas a 37°C.
Dessa forma a concentragao testada inicialmente de cada extrato ou fracao foi de

0,503 mg/mL.
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ApoOs o periodo de incubacdo, adicionou-se 15uL de corante
resazurina a cada poco da placa. Essa solucdo de corante foi preparada com 1mg
de resazurina para 10mL de 4gua destilada. As placas foram incubadas por 30

minutos, ¢ entdo realizou-se a leitura visual das mesmas.

3.2.1.4. Analise dos extratos e fracoes da planta por LC-PDA-MS

As analises, por LC-PDA-MS, dos extratos e fracoes da planta
foram realizadas utilizando-se o método de eluigdo gradiente descrito na Tabela
2, com a vazao de fase movel de 1,0 mL por minuto com divisor de fluxo, onde
apenas 100 ul foram direcionados para o espectrOmetro de massas
(Triploquadrupolo, Quattro LC, Micromass). Para a ionizagdo, utilizou-se a
técnica de electrospray no modo negativo de ionizagdo, com capilar em 3,5 kV,
cone em 35 V e extrator em 5 V e no modo positivo com capilar em 3,7 kV,
cone em 25 V e extrator em 4 V, com temperatura de 100°C no bloco da fonte e

300°C no probe de ionizagao

Tabela 2: Gradiente utilizado nas analises de LC-MS, das fracdes do caule da
planta.

Tempo/minutos Agua Metanol Isopropanol
0 30 70 0
15 10 90 0
30 0 100 0
50 0 50 50
55 0 50 50

3.2.1.5. Fracionamento das fracoes ativas da planta

As fracOes da planta que se apresentaram ativas foram fracionadas
por HPLC (High Pressure/Performance Liquid Chromatography), utilizando-se
um coluna Hypersil C18, Smicra 4.6 X 300mm, ¢ 0 mesmo cromatografico

empregado nas analises por LC-PDA-MS. Entretanto como o fracionamento foi
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realizado em escala semi-preparativa a vazao de fase movel utilizada foi de 3,5
ao invés de 1,0 mL/min. Porem como ndo havia equipamento disponivel, para
analises com eluicdo gradiente em escala semi-preparativa, foi utilizado um
equipamento analitico, com algumas adaptacdes ja que a cela do detector ndo
comportaria um fluxo tdo grande, por se tratar de um detector analitico. Assim
apos a saida da coluna foi inserido um divisor de fluxo, sendo apenas 200 uL
eram enviados para o detector ¢ os restante do fluxo era coletado diretamente,
como mostrado no Esquema 4. Foi otimizada da diferenca entre o tempo em
que o composto era detectado gerando um sinal no cromatograma e o tempo que
ele comecgava a sair no ponto de coleta.
Divisdo do

fluxo efluente
da coluna

L

Coleta das
bandas de
interesse

Esquema 4: Esquema para fracionamento utilizando HPLC semi-preparativo

3.2.1.6. Concentracao das fracoes obtidas por HPLC semi-preparativo

O método cromatografico utilizado para o fracionamento da fracao
ativa empregou modo reverso de eluicdo, sendo que as fracdes coletadas
continham grande quantidade de agua, o que dificultou a concentracdo das
mesmas. Dessa forma, optou-se por concentrar essas fracdes utilizando-se

cartuchos de extracdao em fase solida (Phenomenex, Strata-X C18, 1g-6mL)
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Assim, a cada banda coletada adicionou-se 3 vezes o volume
correspondente de agua. Esta solucdo resultante foi transferida para o cartucho
de SPE, com fase estaciondria ODS, previamente equilibrado e condicionado.
Assim apoés a retencdo dos compostos de interesse estes foram eluidos com 6
mL de metanol. Apos a evaporacao do metanol, sob um fluxo de ar comprimido,
obteve-se as fragcdes secas que foram analisadas por LC-PDA-MS, utilizando-se
as mesmas condigdes descritas no Item 3.2.1.6. E tiveram sua atividade

antibiotica avaliada como descrito no Item 3.2.1.3.

3.2.1.7. Analise de compostos alvo por LC-SPE-NMR

Apo6s o estudo bioguiado dos extratos e fragdes da planta, aliando
testes de antibiose com andlises de LC-PDA-MS obteve-se um apontamento
sobre possiveis compostos bioativos. Entdo esses possiveis compostos foram
analisados por LC-PDA-SPE-NMR. Para tanto, utilizou-se os sistema de LC-
SPE-NMR do grupo de produtos naturais do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Carlos.

Para a separagdo cromatografica foi utilizada uma coluna
Phenomenex Ascentis® Express C18 HPLC, particula de 2,7um, 100x4,6mm
com eluicdo gradiente e fluxo de 1 mL/min. As bandas de interesse foram
trapeadas em cartuchos hysphere (Resina HySphere GP -polydivinyl-benzeno,
tamanho de particula 5-15 pm). Para tanto o fluxo que saia da coluna foi
combinado com um fluxo de dgua trés vezes maior, visando uma diminui¢do da
for¢a da fase mével para que os compostos ficassem retidos no cartucho de SPE.
Antes que houvesse o trapeamento dos compostos, os cartuchos foram
condicionados com 3 volumes de acetonitrila e equilibrados com 1 volume de

agua.
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Apos a retengao dos compostos de interesse os cartuchos foram
secos com fluxo de nitrogénio durante 30 minutos. Entdo cada cartucho foi
eluido com 240ul de acetonitrila deuterada, e atraveés de um capilar a amostra foi
inserida na sonda (volume da sonda 60 uLL com 30uL de volume de observacao)
para que fossem adquiridos os dados de NMR. Para os experimento de 'H foi

utilizada a seqii€éncia de pulso com dupla irradiacdo de sinais : LC1PND12

3.2.2.  Micro-organismos

3.2.2.1. Isolamento dos micro-organismos

O 1solamento dos micro-organismos foi realizado a partir das
diferentes partes da planta, raiz, caule e folha, que foram coletados na Horta
municipal de Sdo Carlos em quatro periodos diferentes: Novembro de 2008,

Fevereiro, Abril, Agosto de 2009.

Durante o processo de isolamento foram testados diferentes
procedimentos de assepsia, assim como diferentes meios de cultura para o

crescimento dos micro-organismos endofiticos, como segue.
a) Assepsia

Os procedimentos, utilizados para assepsia da superficie das partes
da planta, foram realizados utilizando-se etanol (70%), hipoclorito de sodio (4-
6%), acetona P.A. e agua destilada. Foram utilizados diferentes processos de
assepsia, variando-se as solucdes nas quais as partes da planta eram imersas bem
como o tempo de imersdo. O procedimento inicial (Al) adotado para
esterilizagdo superficial dos tecidos, envolveu a lavagem das partes a planta com

agua corrente, € posteriormente em capela de fluxo laminar estéril, estas partes
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foram cortadas e imersas em: etanol, dgua, hipoclorito e agua, nesta ordem.

Sendo que permaneceram por 30 segundos em cada uma destas solugdes.

Outros procedimentos de assepsia foram testados. Sendo que no
segundo procedimento (A2) manteve-se a ordem das solucdes de assepsia
mencionada acima, variando-se apenas o tempo em que as partes da planta eram
mantidas imersas no hipoclorito (agente oxidante). Utilizou-se tempos de
imersdo de 1, 2 e 3 minutos em hipoclorito, mantendo-se os 30 segundos de

imersao nas demais solucgdes.

Em um terceiro procedimento de assepsia, as partes da planta foram
imersas em acetona antes das demais solugdes esterilizantes, visando remover
alguma cera que pudesse estar presente na superficie da planta, impedindo que
estas solugdes fossem eficientes no processo de assepsia. Neste caso manteve-se

a ordem e o tempo de imersdo do primeiro procedimento (Al).

Um quarto procedimento adotado para o isolamento dos micro-
organismos endofiticos, foi utilizado apenas para as folhas, pois envolvia a

esterilizacdo superficial por flambagem e posterior maceracao do tecido.

ApoOs os diferentes procedimentos de esterilizagdo, as partes da
planta foram transferidas para uma placa de Petri contendo diferentes meios de

cultura bem como a ultima 4gua em que esses fragmentos foram imersos.
b) Meios utilizados para o crescimento dos micro-organismos:

Os meios utilizados para o crescimento dos micro-organismos
foram Batata/Dextrose/Agar (BDA), Bennetti ¢ GLM. Todos eles com e sem
adicdo de antibidtico (40ug de tetraciclina /mL de meio de cultura). A
composi¢ao de cada meio € descrita Tabela 3. Todos estes meios foram auto-
clavados por 15 minutos a 121°C e 1 atm e vertidos em placas de Petri sob

condigcoes assépticas.
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Durante o periodo de 3 a 10 dias, a contar da data em que as partes
da planta foram colocadas em contato com o meio de cultura, foi realizado um
monitoramento visual, logo no inicio do crescimento dos micro-organismos,
estes eram transferidos para outras placas de Petri contendo meio de cultura
adequado. Assim apOs sucessivas repicagens obtiveram-se as cepas puras dos

micro-organismos endofiticos de Alternanthera brasiliana.

Tabela 3: Composi¢cdo dos meios de cultura utilizados no crescimento dos micro-organismos
pH final

Meio Ingredientes

do meio

1 L de caldo de batata

(200g de batata inglesa cozidas em 1L de dgua destilada)
15 g de agar

20g de dextrose

BDA 5.8

lg de extrato de levedura
lg de extrato de carne
2g de caseina

10g de dextratose

15 g de agar

1L de 4gua destilada

Bennetti 7,3

3g de extrato de malte
3g de extrato de levedura
5g de peptona

10g de dextrose

20g de agar

1L de 4gua destilada

GLM 7,3

3.2.2.2. Cultivo dos micro-organismos

A partir dos micro-organismos isolados foram selecionados 5 destes

para cultivo em meio sélido e liquido.
a) Cultivo em meio liquido

Cada um dos 5 micro-organismos escolhidos para estudo foi
cultivado em meio liquido utilizando-se 3 Erlenmeyers de 250 mL, contendo
50mL de meio Czapeck cada um. Esses frascos foram auto-clavados por 15

minutos a 121°C e 1 atm. Apos a esterilizacdo transferiu-se um disco de
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aproximadamente 2cm de didmetro de cada micro-organismo cultivado
anteriormente em placa de Petri para estes frascos sob condigdes assépticas.
Estes frascos foram mantidos de forma estdtica por 21 dias a temperatura

ambiente.

b) Cultivo em meio sdlido

O cultivo em meio sélido foi realizado utilizando-se 3 Erlenmeyers
para cada fungo, contendo 70g de arroz e 100mL de agua. Esses frascos,
contendo o meio, foram auto-clavados duas vezes por 45 minutos com intervalo
de 24 horas. Os micro-organismos foram inoculados da mesma maneira descrita

para o meio liquido, e mantidos estaticos por 21 dias a temperatura ambiente.

3.2.2.3. Extracao dos compostos produzidos pelos micro-organismos

ApoOs o cultivo fungico os compostos produzidos pelos micro-

organismos foram extraidos de acordo com o procedimento descrito abaixo.
a) Extraciao dos compostos em meio liquido.

Para a extragdo dos compostos de interesse produzidos pelos micro-
organismos cultivados em meio liquido, separou-se o micélio do meio de cultura
por filtragdo, e entdo realizou-se a extragdo do micélio dos micro-organismos
utilizando-se 200 mL de alcool etilico (3 vezes) e 200 mL de acetato de etila (3
vezes). O micélio foi mantido imerso nesses solventes por 24 horas a cada

extragdo. Os solventes foram evaporados até a secura.

Ja a extragdo dos compostos que foram secretados pelos micro-

organismos para o meio liquido foi realizada através de partigdo com 3 volumes
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de 50 mL de acetato de etila, separacdao das fases e evaporacdo do solvente

organico até a secura, como mostrado no Esquema 5.

Fungo
Cultivado em
Meio Liquido

Filtragdo a véacuo.

Micélio Meio Liquido

Extragdo com Etanol e Acetato

’ Particdo com Acetato
deEtila

de Etila

Parti¢do
Aquosa

Parti¢do de
Acetato

Extrato do

Micélio Migglig

Esquema 5: Extragdo dos compostos produzidos pelos micro-organismos em meio liquido

b) Extraciao dos compostos em meio solido.

A extracao dos compostos produzidos em meio solido foi realizada
pela adi¢do de 150 mL de etanol em cada um dos Erlenmeyers. Posteriormente o
conteido (arroz+ fungo+solvente adicionado) foi triturado utilizando-se um
triturador (Turratec-Tecnal), a fim de aumentar a efici€éncia de extracdo. Apos 24
horas o conteudo foi filtrado a vacuo, e o etanol evaporado até a secura. Repetiu-
se o processo de extracao com etanol por mais duas vezes. Além disso, foram
efetuadas 3 extracOes com acetato de etila, da mesma forma como descrito
acima para o etanol. Os extratos de etanol e acetato foram reunidos dando

origem a um extrato para cada micro-organismo cultivado.
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3.2.2.4. Particao dos extratos de meio solido dos micro-organismos.

Os extratos dos micro-organismos foram particionados de acordo
com o Esquema 6 mostrado abaixo, onde cerca de 2g de cada extrato do meio
solido foi ressuspendido em 100 mL de uma solucdo metanol:agua (3:7) e
transferido para um funil de separagdo onde foram adicionados 70 mL de
diclorometano. Apds a separacdo das fases, repetiu-se a adi¢do de 70mL de
diclorometano por mais duas vezes. Obteve-se, entdo a fase hidroalcodlica e a
fase de diclorometano, que foi evaporada até a secura, ressuspendida em 100mL
de etanol e transferida para um funil de separagdo. Adicionou-se 70mL de
hexano apds a separacdo das fases, a solugao de hexano foi coletada. A adicao
de hexano foi repetida por mais duas vezes. Essas solugdes hexanicas foram
reunidas e evaporadas, originando a fracdo hexanica (F1). A solugdo etandlica

também foi evaporada e gerou a fragdo etanolica (F2).

A fase hidroalcodlica foi submetida a evaporacao por 30 minutos a
-600mmHg, e 50°C para a retirada do alcool. Apds esse tempo a solucdo aquosa
restante foi transferida para um funil de separacdo, onde adicionou-se trés
aliquotas de 70mL de acetato de etila. Apos a separagao das fases, coletou-se a
solugdo de acetato de etila que ao final foram reunidas, evaporadas e originaram
o fracdo de acetato (F3). A fase aquosa foi particionada por trés vezes com
70mL de n-butanol. Tanto a fase aquosa quanto a n-butanolica foram reunidas,

evaporadas e geraram as fracoes n-butanolica (F4) e aquosa (F5).

Todos os extratos e fracoes foram analisados por LC-PDA-MS e

tiveram sua atividade antibiotica avaliada como descrito a seguir.
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Extrato do fungo
em arroz

Adigao de metanol:agua (3:7) 3 diclorometano.

Fase
diclorometano

Fase
hidroalcodlica
——
Evaporagao do diclorometano e ressuspensao
lem etanol com adig¢@o de hexano

Evaporagdo do metanol e adigdo de
acetato de etila.

Fracdo
hexanica.
F1

Fragdo
etandlica.
F2

Fracao de
acetato.

F3

Fase aquosa

Adigao de n-butanol.

Fracgdo
aquosa.

F5

Fragdo n-
butanolica.

F4

Esquema 6: Esquema de parti¢do dos extratos fungicos

3.2.2.5. Analise dos extratos por LC-PDA-MS.

Para as analises dos extratos fungicos e de suas o método
cromatografico foi otimizado e as condi¢des utilizadas foram: Coluna
Phenomenex ODS Synergi (250X46mm), fluxo de 1 mL/min, e eluigdo

gradiente como mostrada na Tabela 4.

Tabela 4: Gradiente utilizado nas analises dos extratos e fra¢cdes do fungos

Tempo/minutos Agua Metanol
0 70 30
10 20 80
35 0 100

Para a 1onizacdo dos compostos no espectrometro de massas

(Triploquadrupolo- Quattro LC- Micromass), utilizou-se a técnica de
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electrospray no modo negativo de ionizagdo, com capilar em 3,5 kV, cone em
35 V e extrator em 5 V € no modo positivo com capilar em 3,7 kV, cone em 25
V e extrator em 4 V, com temperatura de 100°C no bloco da fonte ¢ 300°C no
probe de ionizacdo. No PDA foram monitorados comprimentos de onda entre

200 e 600nm.

3.2.2.6. Teste de antibiose dos extratos e fracoes dos micro-organismos

endofiticos

Os testes de antibiose, para a avaliagdo dos extratos e fragdes dos
micro-organismos endofiticos, foram realizados da mesma forma que para os

extratos e fracoes da planta, como descrito no Item 3.2.1.3.

3.2.2.7. Isolamento de compostos presentes nos extratos fungicos por

HPLC semi-preparativo.

Para os isolamento dos compostos ativos presentes nos extratos
fingicos utilizou-se uma coluna Phenomenex Synergi 10 um Fusion-RP 80 A
Column 250 x 21.2 mm, equivalente a coluna analitica utilizada nas analises por
LC-PDA-MS. A fase movel utilizada era composta por 75:25% (metanol:dgua).
Apos escalonamento, definiu-se que o fluxo utilizado deveria ser de 21,2mL.
Apos coletadas as bandas de interesse, o solvente foi evaporado com o auxilio

de um rotaevaporador.
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3.2.2.8. Analise por NMR 1D e 2D do composto isolado

ApoOs o isolamento realizou-se andlise por NMR 1D e 2D,
utilizando-se um equipamento de ressonancia magnética nuclear de 400MHz.
Foi utilizada uma mistura de cloroférmio:metanol como solvente, para a

realizacdo dos experimentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao bioldgica e quimica da planta

4.1.1.  Particao dos extratos da planta

A planta Alternanthera brasiliana (Figura 4a) foi gentilmente
cedida pela horta municipal de Sao Carlos. Esta planta rasteira encontrava-se em

grande quantidade em uma regido cercada por mata (Figura 4b).

Figura 4: Folhas de Alternanthera brasiliana.

O estudo dos compostos ativos presentes na planta teve inicio com
o preparo dos extratos da raiz e do caule da planta, como descrito no Item
3.2.1.1. Para o caule foram obtidos 403,7 g de massa seca que foram extraidas
resultando em 11,2g de extrato, e para a raiz 130,9¢ de massa seca foram
extraidas originando 3,1g de extrato. Os estudos quimico e bioldgico da planta
foram realizados para estes 6rgaos pois ndo ha nenhum relato na literatura sobre
qualquer estudo destas partes da planta. At¢é o momento foram publicados

. . . . 20,22,24
apenas alguns estudos quimicos e farmacologicos relacionados as folhas.”™ *
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Cada um destes extratos foi submetido a dois processos de
fracionamento. O primeiro, uma parti¢ao liquido-liquido como descrito no Item
3.2.1.2a) que originou e 3 particdes para cada extrato da planta, nomeadas
como: Py Cau, Pp Cau e Py_Cau para as fracdes do caule, e Py Raiz,
Pp_Raiz e Py _Raiz para as fragdes da raiz. Neste caso, o objetivo foi a
separacdo dos componentes presentes nos extratos através da diferenca de
polaridade/hidrofilicidade, de forma simples, e com um reduzido numero de

fracOes na tentativa de tornar o processo de desreplicagdo mais eficiente.

Ja na segunda estratégia adotada para o fracionamento dos extratos,
utilizou-se uma coluna de fracionamento empacotada com silica, onde foram
obtidas 5 fragdes para cada extrato (Alt F1 a Alt FS), como descrito no Item
3.2.1.2 b. Neste caso os compostos foram separados de acordo com a migracao
diferencial que apresentavam durante a eluicdo, proprio das interacdoes com a

fase estacionaria (silica) e os diferentes solventes utilizados como fase movel.

A Tabela 5 apresenta um resumo das fracdes obtidas no processo
de particdo e de fracionamento dos extratos. Todas estas fracdes tiveram sua
atividade antibidtica avaliada frente as 5 bactérias e foram analisadas por LC-

PDA-MS.

Tabela 5: Fragdes obtidas dos extratos do caule e raiz da Alternanthera brasiliana

Particao liquido-

. Py Cau, Pp Caue Py Cau Py Raiz, Pp Raiz e Py Raiz
-liquido - - - - - -
Col de sili Cau F1, Cau_F2, Cau F3, Raiz_F1, Raiz_F2, Raiz_F3,

oluna de stica Cau_F4 ¢ Cau_F5 Raiz_F4 e Raiz_F5
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4.1.2.  Atividade antibiotica dos extratos e das fracoes da planta

Os testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos foram
realizados em nosso laboratorio segundo a norma “M7-A6 — Metodologia dos
Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Dilui¢do para Bactéria
de Crescimento Aerobico; Norma Aprovada—Sexta Edi¢ao”, desenvolvida pelo
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) e
disponibilizada no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

(ANVISA).

Nestes estudos foram empregados testes de microdilui¢cdo em caldo
como descrito no Item 3.2.1.3. Deve-se ressaltar que em todos os testes foram
utilizados controles de qualidade positivos e negativos. Os controles de
qualidade s3o fundamentais para assegurar a confiabilidade dos testes de
antibiose. Sendo que os controles positivos, garantem que as cepas das bactérias
ATCC, utilizadas nos testes, estavam padronizadas quanto a sua sensibilidade a
agentes antimicrobianos. Ja os controles negativos DMSO 3% e meio atestam a
viabilidade das cepas, bem como se o DMSO estaria exercendo alguma
influéncia no crescimento microbiano. Além desses controles em todos os testes
utilizou-se um branco contendo apenas meio de cultura, atestando-se a

esterilidade do mesmo no decorrer dos experimentos.

O corante resazurina utilizado como indicador da presenca/auséncia
de células viaveis de bactéria atua por um mecanismo de acao redox. Assim, em
presenca de células vivas, a resazurina ¢ reduzida a resorufina, (Figura 5),
ocasionando a mudanga de coloragao da solugdo de azul para rosa. Essa reducao
ocorre pela acao de enzimas presentes apenas em células viaveis de bactérias.
Assim a mudanca de coloragcdo de azul para rosa indica a presenca de células

viaveis de bactérias, mostrando que a amostra testada ndo apresenta atividade
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antibiotica contra as cepas analisadas. J4 a permanéncia da colorag¢ao azul indica

que a amostra possui a capacidade de inibir o crescimento bacteriano.

(O Q) OH Oﬁ OD/ OH‘\
> :[::]/ —_— \N

Enzima

0o-Zze

k Resazurina Resorufina IJ

Figura 5: Reacdo de oxidacdo da resazurina a resorufina

a) Estudo da atividade antibiotica das fracées obtidas pela particao

liquido-liquido dos extratos da planta

A analise da atividade antibiotica das fragdes obtidas pela particao
liquido-liquido dos extratos do caule e da raiz, mostrou que estas fragdes nao
apresentaram a capacidade de inibir o crescimento de nenhuma cepas testadas,
como esta representado na Figura 6, para a bactéria Pseudomonas aeruginosa.
Ou seja, para todas as amostras testadas, a presenga de células viaveis das
bactérias provocou a reducdo da resazurina para a resorufina, fazendo com que a
coloragdo do meio passasse de azul para rosa. Nesta mesma figura também estao
representados os controles de qualidade. A coloragdo azul nos pogos contendo
meio sem a adigdo de células bacterianas indica que este permaneceu estéril
durante todo teste. Ja os pogcos contendo DMSO apresentaram o mesmo
comportamento que os pogos contendo apenas meio e bactéria, confirmando que
a quantidade utilizada deste solvente nao interferiu no desenvolvimento
bacteriano. Por fim, a presenca da coloragao azul, nos pocos de controle positivo

(norfloxicino a 4ug/ml, estabelecido pela norma) indica que a sensibilidade, a
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agentes antimicrobianos, estd dentro da padronizagdo para as cepas ATCC

utilizadas.

DMSO Bactéria Norfloxacino

Ext Cau Py Cau P,_Cau P, Cau
Ext_Raiz Py Raiz Pp_Raiz Py Raiz

Figura 6: Teste de antibiose do extrato do caule de A/ternanthera e das fragdes obtidas pela
parti¢ao liquido-liquido.

Dessa forma, o método de particao liquido-liquido ndo foi
suficiente para diferenciar a atividade antibiotica das fragdes obtidas. Porem, o
segundo procedimento adotado para o fracionamento dos extratos, utilizando
coluna de placa sinterizada apresentou um comportamento bastante promissor

como sera discutido a seguir.

b) Estudo da atividade antibidtica das fracOes obtidas a partir do

fracionamento dos extratos da planta em coluna de placa sinterizada

O fracionamento dos extratos do caule e da raiz, descrito no Item
3.2.1.2.b, deu origem a cinco fragdes para cada um destes extratos. Os codigos
adotados para estas amostras sdo mostrados na Tabela 5, e os resultados obtidos
nos testes de antibiose para estas fracdes estdo resumidos na Tabela 6. As
fragdes Raiz_F2 e Raiz_F5 inibiram o crescimento das cepas de Escherichia

coli e Pseudomonas aeruginosa, indicando a presenca de compostos ativos
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contra bactérias Gram-negativas. J4 a fracdo Raiz F4 inibiu o crescimento das

cepas de Micrococcus luteus € Staphlococcus aureus.

Tabela 6: Resumo da atividade antibiotica das fragdes do caule e da raiz na concentragdo de
0,500 ug/mL.

Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz Cau Cau Cau Cau Cau
F1 | F3 F4 F5 F1 | F3 F4 F5

Bacillus v
subtillis
Eschei:ichia v v v v
coli
Micrococcus v v
luteus
Pseud(.)monas v v v
aeruginosa
Staphlococcus v v

aureus

Dentre os resultados, apresentados na tabela acima destaca-se a
atividade da fragdo Cau_F3, ativa contra TODAS as bactérias testadas. Isso
indica que o procedimento utilizado para fracionamentos dos extratos foi
eficiente do ponto de vista biologico, ou seja, mesmo os extratos ndo
apresentando atividade contra as bactérias na concentragdo testada
(0,503ug/mL), como representado na Figura 6, uma das fracdes geradas a partir
dele apresentou uma excelente atividade antibidtica. Isso pode ter ocorrido
devido a um melhor fracionamento dos compostos presentes nos extratos, o que
permitiu o enriquecimento de algumas fragdes com os compostos

biologicamente ativos.

Os dados dos testes de antibiose, obtidos para as fracdes do caule,

estdo 1lustrados na Figura 7, para todas as bactérias utilizadas. Os codigos
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Cau _F1 a Cau_F5 estao representados apenas por F1-FS5, e os controles

positivos estdo representados como Ant (antibiotico).

Bacillus subtilis Staphlococcus aureiis Micrococeus luteus .
1l
Ant __ Ant
F2 5 8

Escherichiacoli

Ant

Figura 7:Resultado do teste de antibiose para as fragcdes do caule de Alternanthera brasiliana.

Para avaliar a composicdao quimica de cada uma das fragdes obtidas
nos diferentes fracionamentos utilizou-se analise por LC-PAD-MS, cujos

resultados sao discutidos a seguir.

4.1.3.  Analise das particées do extrato da planta por LC-MS

As amostras obtidas a partir dos fracionamentos discutidos
anteriormente foram analisadas por LC-PDA-MS. Essa técnica foi utilizada
como base deste trabalho, e os dados obtidos nestas analises serdao muitas vezes

apresentados aqui em formato de mapas.

Cada ponto de um cromatograma de ions totais (TIC) obtido em

analises por LC-MS representa a somatoria da corrente i6nica de todos os ions
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que atingiram o detector em um determinado instante. Porem, neste conjunto de
dados, ou seja no TIC, ndo ha informagdo sobre as relacdes massa/carga de cada
um desses ions que chegou ate o detector (Figura 8a). Assim, uma visdo mais
ampla do resultado de uma analise por LC-MS pode ser obtida a partir de um
conjunto tridimensional de dados, como o representado na Figura 8b. Onde
cada ponto do espago xyz corresponde a um valor referente as varidveis: tempo
de retencdo (Tr), intensidade relativa (%) e relacdo massa/carga (m/z), nesta
ordem. Dessa forma obtem-se uma visdo bastante abrangente da amostra que
esta sendo analisada. Porem apesar de conter um grande numero de informacgdes
esta forma da apresentacdo dos dados de LC-MS ¢ muito dificil de ser analisada
para amostras complexas. Uma forma de simplificar a visualiza¢ao dos dados ¢
realizando-se cortes perpendiculares ao eixo y (intensidade relativa), que
resultam em espacos xz (tempo de retengdo vs m/z) onde a informacao de
intensidade de cada um dos pontos contidos neste espago ¢ representada em uma

escala de cor, como mostrado na Figura 8c.
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Intensidade Relativa

2
Tempo |

‘ Tempo

Escala de cor

E—

0 100 %

Figura 8: Formas de apresentacdo dos dados de LC-MS.

Os dados obtidos para as andlises de LC-MS das fragdes de
Alternanthera brasiliana serdo representados seguindo a escala de cor

representada na Figura 9.

| |
0 100

Figura 9: Escala de cor que representa a intensidade relativa
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4.1.3.1. Analise por LC-MS das fra¢des obtidas pela particao liquido-

liquido dos extratos da planta

Os resultados das analises de LC-MS para as fragdes obtidas através
da partigao liquido-liquido dos extratos da planta, serdo mostrados aqui apenas
para o extrato do caule, ja4 que nenhuma das fracdes da raiz apresentou
resultados interessantes para os estudos de desreplicacdo. Ou seja nenhuma das
fracOes da raiz se mostrou ativa frente as cepas bacterianas testadas. A fragao de
hexano nao foi analisada por LC-MS, pois esta ndo representa a melhor técnica
de analise para um conjunto de substancias de polaridade tdo baixa, pois esses
compostos poderiam ter forte interacdo com a coluna de fase reversa e nao
serem eluidos. Além da ionizagdo por electrospray nao ser a técnica de

lonizagao mais adequada para esses compostos.

Os mapas obtidos pelas analises de LC-MS, no modo positivo €
negativo, para as fragdes Cau_Pp e Cau_Py; sdo mostrados nas Figura 10 a
Figura 13. As Figuras 10 e 11 ilustram respectivamente as analises no modo
negativo e positivo de ionizagdo, da fracdo de diclorometano (Cau_Pp), onde
verifica-se que esta fracdo possui uma grande complexidade, com elevado
numero do compostos que estdo distribuidos em ampla faixa de relacao
massa/carga, entre 500 e 1000 para o modo negativo, e entre 250 ¢ 1000 no
modo positivo. Além disso a maioria dos compostos possui um carater
hidrofébico acentuado, apresentando tempo de retengdo a partir de 20 minutos, o
que corresponde a 93% de metanol, segundo o método cromatografico utilizado

e descrito na Tabela 2.

Ja a fracdo de metanol/dagua (Cau_Py), possui uma menor
complexidade, tanto no niumero de compostos quanto na faixa de m/z em que

eles se encontram, quando comparada a fracao de diclorometano, como pode ser
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observado nas Figuras 12 e 13. Esse fracionamento desigual dos compostos
entre estas as duas fracoes: metanol/agua (Cau_Py) e diclorometano (Cau_Pp),
deve-se a, relativamente elevada, constante dielétrica do diclorometano (8.9)
quando comparado a outros solventes organicos como cloroformio (4,8), éter
etilico (4,3) ou acetato de etila (6,0). Assim, os compostos que possuiam algum
carater hidrofobico se mantiveram na fase de diclorometano, ¢ ndo na fase
metanol:dgua. Esse fracionamento desigual, e a grande diferenca de
complexidade destas fracdes explicam o fato do procedimento de particao
liquido-liquido ndo ter sido suficiente para discriminar os compostos ativos
presentes no extrato do caule. Dessa forma, ndo foi dada continuidade a analise
dos compostos presentes nestas fracdes, e a seguir serdo discutidos os resultados
obtidos nas andlises por LC-MS das fracdes dos extratos do caule e da raiz

obtidas pelo fracionamento em coluna de placa sinterizada.
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Figura 10: Mapa da analise de LC-MS no modo negativo da amostra P4_Cau
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Figura 11: Mapa da analise de LC-MS no modo positivo da amostra P4_Cau
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Figura 12: Mapa da analise de LC-MS no modo negativo da amostra P,, Cau
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Figura 13: Mapa da analise de LC-MS no modo positivo da amostra P,, Cau
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4.1.3.2. Analise por LC-MS das fracoes obtidas pelo fracionamento dos

extratos em coluna de placa sinterizada

O procedimento de fracionamento dos extratos com coluna de placa
sinterizada, apesar ter gerado um niimero maior de fracoes quando comparado
ao procedimento de particao liquido-liquido, foi mais eficiente para a
discriminacdo de potenciais compostos ativos, como discutido no Item 4.1.2.b.
Nesse procedimento os compostos foram separados basicamente pela diferenca
de polaridade existente entre eles, ou seja, os compostos mais polares que
tiveram uma maior interagdo com a fase estacionaria e foram eluidos somente

com solventes mais polares.

A obtencdo e as analises por LC-MS das fragdes do extrato da
planta foram realizadas como descrito no Item 3.2.1.4, e os resultados sdo
mostrados a seguir. Apesar deste processo de fracionamento ter gerado fracdes
biologicamente ativas para o extrato da raiz, optou-se iniciar os estudos pelas
fracdes do extrato da planta, pois uma destas fracdes (Alt_Cau_F3) apresentou

atividade contra todas as bactérias testadas como discutido no Item 4.1.2b.

Os estudos por LC-MS, fracdes do extrato do caule da planta foram
realizados no modo negativo e positivo de ionizagdo. A analise dos resultados
foi realizada pela comparacdo dados no modo negativo de todas as fracdes e

depois dos dados no modo positivo.

Assim, como na analise das partigdes liquido-liquido, nao foi
analisada a fracdo mais apolar (Alt_Cau_F1) obtida por este fracionamento, ja
que cromatografia liquida de fase reversa e ionizag¢ao por ESI ndo representam a

melhor forma de analise para compostos com caracteristicas tao apolares.
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Algumas regidoes dos mapas obtidos para as analises no modo
negativo estdo destacadas para facilitar a discussdo e analise dos dados. Assim
inicialmente a fracdo alvo sera Alt Cau_F3, mostrada na Figura 15, que
apresentou uma excelente atividade antibiotica. O objetivo da comparacao, entre
os dados de LC-MS das fragdes ¢ identificar quais os possiveis compostos,
presentes na fracao Alt Cau_F3 que sdo responsaveis pela atividade antibiotica

apresentada por esta fragdo.

Ao comparar-se a fracdo Alt Cau F3 (Figura 15), com a fracao
Alt Cau_F2 (Figura 14), a diferenca mais significativa ¢ a presenca de alguns
ions com m/z na faixa de 300 presentes na fracdo Alt Cau F3 que nio aparecem
na fragdo Alt Cau F2 (regido destacada como 1 nos mapas). J4 na regido

marcada como 2 ndo existem diferencas significativas entre estas fragdes.
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Figura 14: Mapa da analise por LC-MS no modo negativo da amostra Alt Cau_ F2
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Figura 15: Mapa da analise por LC-MS no modo negativo da amostra Alt Cau F3
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A fracao Alt Cau F4 (Figura 16), que ndo possui atividade
antibiotica contra nenhuma das bactérias testadas, como mostrado na Tabela 6,
também apresentou os ions mencionados anteriormente. O que poderia sugerir
que eles ndo apresentam correlacio com a atividade da fracdo Alt CauF3.
Porem, aparentemente a fracdo Alt Cau_F4 (Figura 16) ¢ mais complexa que a
fracdo Alt Cau_F3 (Figura 15), j4 que ela apresenta uma maior nimero de
sinais no mapa de LC-MS quando comparada a esta ultima. Dessa forma, estes
compostos com m/z em torno de 300 e tempo de retencdo de aproximadamente
23 minutos, estariam presentes em menor quantidade em uma dada massa da
fracdo Alt Cau_F4 quando comparada a mesma massa de fragdo Alt Cau_F3,
e assim, durante os teste de antibiose ndo estariam em concentracdo suficiente

na fracdo Alt_Cau_F4 para inibirem o desenvolvimento das bactérias testadas.

Estes ions com m/z em torno de 300 e tempo de retengdo proximo
de 23 minutos nao estdo presentes na fragdo Alt Cau F5, como mostrado na

Figura 17.

E importante ressaltar que nenhuma técnica de detecgio ¢
abrangente o suficiente para analisar todos os compostos presentes em uma
determinada amostra. Assim, até este momento da discussao dos resultados das
analises de LC-MS, assumir que uma fragdo ¢ mais complexa que outra,
significa que determinada amostra possui um maior nimero de compostos

ionizaveis por ESI no modo negativo.

Porem, neste estudo de desreplicagdo foi utilizado um conjunto de
técnicas de deteccdo para que se tivesse o maior numero possivel de
informacdes sobre as amostras antes de concluir quais os potenciais compostos
alvo. Dessa forma, a seguir serdo discutidos os dados de LC-MS no modo

positivo de 1onizagdo, bem como mapas dos dados de LC-PDA.
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Figura 17: Mapa da analise por LC-MS no modo negativo da amostra Alt Cau_F5
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Para a andlise dos dados de LC-MS no modo positivo das fragdes
do caule utilizou-se a mesma estratégia que para o modo negativo, ou seja
buscou-se identificar as diferengas entre a fracdo Alt_Cau_F3 (biologicamente
ativa) e as demais. Para, facilitar a discussdo foram destacadas 2 regides nos
mapas destas amostras, nomeadas por 1 e 2. A fragdo Alt_Cau_F3 (Figura 19)
contem um maior nimero de ions na regido 1 quando comparada as fragdes
Alt_Cau_F2 (Figura 18) e Alt_Cau_F5 (Figura 21). Ao comparar as fracoes
Alt Cau_F4 (Figura 20) ¢ Alt cau F3 observa-se que ambas possuem um
grande numero de ions nesta regido. Porem, no geral primeira o mapa da fracao
Alt_Cau_F4 apresenta um maior numero de sinais quando comparado ao da

fracdo Alt Cau_F3.

As andlises por LC-MS no modo positivo e negativo, mostram que
a fracdo Alt Cau_F4 possui um maior nimero de compostos ionizaveis em
ambos os modos de ionizacdo quando comparada a fracdo Alt Cau F3,
sugerindo maior complexidade da fragdo Alt Cau F4. Estes compostos que
tornam a amostra Alt Cau_F4 mais complexa estdo presentes na regido com
m/z entre 600 e 900 e tempo de retencao entre 30 e 40 minutos, e estdo presentes
nos dois modos de ionizagdo para esta fracdo (Figura 20 e Figura 16). As
analises de LC-PDA refor¢am ainda mais a hipotese que de fracdo Alt_Cau_F4

ser mais complexa que a Alt Cau_F3, e serdo discutidos a seguir.
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Figura 18: Mapa da analise por LC-MS no modo positivo da amostra Alt_Cau_F2.
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Figura 19: Mapa da analise por LC-MS no modo positivo da amostra Alt_Cau_F3.
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Figura 20: da analise por LC-MS no modo positivo da amostra Alt_ Cau_F4.
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Figura 21: Mapa da analise por LC-MS no modo positivo da amostra Alt_Cau_FS.
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As Figuras 22 a 25, representam os mapas das andlises de LC-PDA
para as fragdes do extrato do caule da planta. Esses dados foram obtidos
juntamente com as analises por LC-MS, e foram realizadas como descrito no
Item 3.2.1.4. Pela hifenacio do HPLC com o detector de PDA e o
espectrometro de massas, em uma mesma andlise obtiveram-se dados de

absor¢dao no UV-Vis e MS (LC-PDA-MS).

Da mesma forma que os mapas obtidos por LC-MS, onde o eixo x
representa tempo de retengdo e o eixo y m/z, os mapas obtidos por LC-PDA sao
compostos por tempo de retengdo (eixo x) vs comprimento de onda (eixo y) € a
intensidade relativa de cada ponto ¢ dada pela escala de cor. Esses dados sdao de

grande utilidade para uma visdo mais geral da amostra que esta sendo analisada.

Comparando-se os mapas, observa-se que a amostra Alt Cau_ F3
(Figura 23) possui dois conjuntos de compostos, um com carater mais
hidrofilico (Tg entre 6 e 14 minutos) e outro mais hidrofébico (Tgr entre 20 e 27
minutos). Ja as fracdes Alt Cau_ F2 (Figura 22) e Alt Cau_F5 (Figura 25 )
praticamente ndo possuem sinais nestas faixas de tempo de retencdo. A fracao
Alt_Cau_F4 (Figura 24) possui sinais com tempo de retengdo principalmente
até 17 minutos. Dessa forma os compostos com tempo de retengao entre 20 ¢ 27
minutos, mencionados acima estdo presentes principalmente na Alt Cau F3,
sugerindo uma relagcdo entre estes compostos e a atividade apresentada por esta
fragdo. Os de LC-PDA mostram, também que a fracdo Alt_Cau_F4 possui um
numero de compostos ainda maior do que se esperava pelas analises de LC-ESI-
MS. Ou seja estdo presentes nesta fracdo compostos entre 0 e 17 minutos
(Figura 24) que ndo possuem uma ionizagdo tdo eficiente quanto outros
presentes nesta amostra € ndo geram sinais nos mapas das analises por LC-MS
no modo positivo ou negativo (Figura 16 e 21) mas possuem uma consideravel

absorcao na regido do ultravioleta (entre 240 e 360nm).
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Figura 22: Mapa da analise por LC-PDA Alt_Cau_F2.
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Figura 23: Mapa da analise por LC-MS PDA Alt_Cau_F3.
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Figura 24: Mapa da analise por LC-MS no modo positivo da amostra Alt_Cau_F4.
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Figura 25: Mapa da andlise por LC-MS no modo positivo da amostra Alt_Cau_FS5.
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O conjunto de dados obtidos pelas andlises de LC-PDA-MS no
modo positivo e negativo indica que os compostos com tempo de retencao entre
20 e 30 minutos, presente na fracdo Alt Cau_F3 poderiam estar relacionados
com a atividade antibiotica desta fracdo, uma vez que estdo presentes em maior
quantidade nesta do que nas outra fracdes. A Figura 26 ¢ uma ampliacdo da
regido 1 do mapa da analise no modo positivo da fracdo Alt Cau F3, e a Tabela
7 resume a relacdo massa carga destes ions no modo positivos € o0s ions
correspondentes que foram identificados no modo negativo, além do tempo de
retencdo de cada um deles. Todos os ions encontrados no modo negativo
correspondem a m/z do modo positivo menos 24 unidades, o que sugere que 0s
ions no modo positivo referem-se aos adutos de so6dio das moléculas em

questao.
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Figura 26: Mapa da analise por LC-MS no modo positivo da amostra Alt Cau_F3
(ampliacao)
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Tabela 7: Resumo dos ions presentes na regido 1 do mapa da analise no modo positivo para a
amostra Alt Cau F3.

20,3 335 311,5
21,4 363 -
23,2 317 293,5
23,6 393 -

23,6 ¢ 24,5 319 295,6

24,6 e 25,6 321 297,6
27,1 323 -
27,1 349 -
27,2 375 -
28,3 377 -
28,3 327 -
28,5 325 -
29,1 353 -
29.3 379 -
29,5 301 -
29.3 391 -
30,6 413 ;

Assim, a partir de todos os discutidos at¢ 0 momento partiu-se para
um novo fracionamento de fragdo Alt Cau F3 utilizando-se cromatografia
liquida em escala semi-preparativa a fim de obter uma fracdo ainda mais rica

nestes compostos que a Alt_ Cau_F3.
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4.1.4. Fracionamento da fracio Alt Cau F3, analise quimica e

bioldgica das novas fragdes obtidas

4.1.4.1. Fracionamento da fracao Alt_Cau_F3

O fracionamento da fracdo Alt Cau_F3 foi realizado como descrito
no Item 4.1.4.1. Para isso utilizou-se HPLC em escala semi-preparativa, a fim
de otimizar o processo de desreplicagdo. Este procedimento foi proposto,
levando-se em consideracdo a pequena quantidade de material necessaria € o
conhecimento prévio sobre comportamento cromatografico em fase reversa dos
compostos alvo, obtidos pelas andlises em escala analitica realizadas

anteriormente.

Entretanto, como nao havia coluna cromatografica com mesma fase
estacionaria da coluna analitica (utilizada nas analises por LC-PDA-MS) que
possibilitasse o estudo em escala semi-preparativa, optou-se utilizar uma coluna
com fase estacionaria Hypersil C18. Apesar do mecanismo de separagdo
(hidrofobicidade), e o tamanho de particula destas duas fases serem os mesmos e
todos os parametros cromatograficos terem sido otimizados para a separacdo em
escala semi-preparativa (fluxo da fase movel, quantidade de amostra, etc.) a
separacdo cromatografica obtida estas andlises foi diferente, como pode ser visto

pela comparacao dos cromatogramas da Figura 27.

Nesta figura estdo representados o0s cromatogramas com
comprimento de onda em 280nm obtidos nas analises analitica (Figura 27a) e
semi-preparativa (Figura 27b), e estdo selecionadas as regides referentes as
fracoes coletadas durante a eluigdo dos compostos na analise em escala semi-
preparativa (Figura 27b) além dos periodos correspondentes no cromatograma

da escala analitica (Figura 27a).
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Figura 27: Andlise da fracdo Alt Cau F3 por LC-UV, com A 280nm.

ApOs a obtencao da 5 fracdes (SP1-SP5) procedeu-se como descrito
no Item 3.2.1.6 para a concentragao das amostras, utilizando-se SPE. E para que
os compostos de interesse ficassem retidos no cartucho de extracdo em fase
solida, a cada fragdo coletada adicionou-se 3 vezes o volume de 4gua para
diminuir da for¢a do solvente. Apds a retengdo dos compostos nos cartuchos
contendo fase estacionaria ODS, os mesmos foram eluidos com metanol, e secos
com fluxo de ar. Os dados de volume, volume de 4gua adicionado e massa de

cada fracao estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8: Valores de volume e massas das fragdes obtidas pelo fracionamento em HPLC
Semi-preparativo e extracdo em fase sdlida

Volume Volume de agua Massa da fracao
coletado adicionado seca

SP2 5,8 mL 17,4 mL >1mg

SP3 8,ImL 243 mL Smg

SP4 24,1 mL 72,3 mL 6mg

SP5 18,4 mL 49,2 mL 12mg

ApoOs o fracionamento todas as fragdes tiveram sua atividade

antibiotica avaliada.

4.1.4.2. Avaliacao da atividade antibiotica das fracoes da amostra

Alt_Cau_F3 obtidas por HLC semi-preparativo

A analise da atividade antibiotica das fragdes foi realizada como
descrito no Item 3.2.1.3, ¢ os resultados estdao resumidos na Tabela 9. Estes
testes foram realizados com duas concentragdes diferentes das amostras, pois
neste ponto o nimero de fragdes a ser analisado ¢ reduzido, viabilizando testes
com diferentes concentracdes. Foram ensaiadas 7 amostras: Alt Cau_F3 SP2 a
Alt_Cau_F3 _SPS, a fragdo de onde elas foram originadas Alt_Cau_F3, além
de Alt Cau_F2 e Alt_ Cau_F4. A amostra Alt_Cau_F3 SP1 ndo foi testada

devido a pequena massa obtida.

Este processo de fracionamento foi eficiente para enriquecer uma
fragdo com os compostos ativos, pois a fracio Alt Cau F3 SPS apresentou
uma concentragdo minima inibitdria 5 vezes menor que a fragdo Alt Cau_F3 de

onde ela ¢ proveniente, como destacado na Tabela 9.
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Tabela 9: Concentragdo minima inibitéria das fragdes obtidas pelo fracionamento da amostra
Alt Cau F3

Alt_Cau_F3
SP2
Alt_Cau_F3
SP3
Alt_Cau_F3
SP4

Alt_Cau_F2 - - - - -
Alt_ Cau F3 500 500 500 500 500
Alt_Cau_F4 - 500 - - -

Com a informagao de que os compostos ativos estdo presentes em
uma maior propor¢do na fracdo Alt Cau_F3 SPS5, partiu-se para a analise por
LC-PDA-MS desta e das outras fracoes obtidas neste processo de
fracionamento, € comparacdo destes dados com os outros dados obtidos

anteriormente.

4.1.4.3. Analise por LC-PDA-MS das fracées da amostra Alt_Cau_F3

A comparacdo entre os cromatogramas de LC-PDA das fragdes
obtidas por HPLC semi-preparativo (Figura 28) mostram que o fracionamento
foi eficiente para separar compostos por diferenca de hidrofilicidade. Entretanto
pode-se observar uma diferenca de seletividade entre as fases estacionarias das
colunas analitica e semi-preparativa. Ou seja a fracdo Alt Cau_F3 SP2 foi
eluida antes da fracdo Alt Cau_F3 SP3 na coluna semi-preparativa, mas nem

todos os compostos presentes nesta amostra sdo eluidos antes, na coluna
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Figura 28:Cromatogramas das fracdes obtidas a partir de HPLC preparativo

Porém o enfoque para os estudos de desreplicagdao serd dado a

fragdo Alt_Cau_F3_SPS ja que esta apresentou a melhor atividade antibidtica.

Pelos cromatogramas de UV em 280nm, mostrados na figura acima, pode-se

observar que esta fracdo foi enriquecida com os compostos com tempo de

retengdo entre 20 e 30 minutos. O que, confirmaria as proposi¢des anteriores de

que esses compostos estariam relacionados com a atividade antibiotica da

planta. O enriquecimento da fracdo Alt Cau F3 SP5 com os compostos em

torno de 22 minutos pode ser confirmado pela comparagdo dos mapas das

analises LC-MS das fragdes Alt Cau F3 e Alt Cau F3 SP5 no modo

negativo (Figuras 29 e 30) e no modo positivo de ionizacdo (Figuras 31 e 32).
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480.000
460.000
440.000
420.000
400.000
m/z
380,000
360.000
340.000 -

320.000

300.000

—- A ' - - -

18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32 (.;10
Figura 29: Mapa a andlise de LC-MS no modo negativo da amostra Alt_Cau_F3.

480.000
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420.000
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380.000 :
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Figura 30: Mapa a analise de LC-MS no modo negativo da amostra Alt Cau_F3_ SPS5.
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540.000
520.000
500.000
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Figura 31: Mapa da analise de LC-MS no modo positivo da amostra Alt Cau_F3.
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Figura 32: Mapa da analise de LC-MS no modo positivo da amostra Alt Cau_F3_SPS5.
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Esses compostos sdo bastante sensiveis a pequenas variacdes nas
condi¢des cromatograficas como: temperatura, pH da fase movel e ate mesmo
no tempo de condicionamento da coluna. Dessa forma ha um desvio de dois
minutos entre o tempo de retencdo destes compostos nas analises da fracao
Alt_Cau_F3 e Alt_Cau_SPS5, pois estas fracdes foram analisadas em periodos
diferentes. Alguma alteragdo nas condi¢des cromatograficas ocasionou esta
diferenca no tempo de retencdo destes compostos. Assim, as informagdes
cromatograficas, juntamente com os dados de espectrometria de massas e

absor¢ao no UV-Vis auxiliaram na identificacdo destes compostos.

Essas ampliacdes dos mapas de LC-MS no modo positivo e
negativo das amostras Alt_Cau_F3 e Alt_Cau_F3_SP5 mostram que houve um
enriquecimento desta ultima com compostos com m/z em torno de 290 no modo
negativo € 320 no modo positivo. Como mostrado na Tabela 7, esses ions
devem ser relativos aos mesmos compostos, sendo que os ions no modo positivo
correspondem ao aduto de so6dio de cada molécula e no modo negativo a
molécula deprotonada. A Figura 33 representa os cromatogramas de ions
selecionados para estes ions, no modo negativo e positivo respectivamente,
sendo que os ions no modo positivo ((M+Na]") e no modo negativo ([M-H])
possuem o mesmo tempo de retengdo comprovando que devem estar

relacionados aos mesmos compostos.
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Figura 33: Cromatogramas de ions selecionados na amostra Alt Cau F3 SP5. Modo
negativo m/z :a) 295, ¢)293 e e) 297 e modo positivo m/z : b)317 ¢)319 e £)321

A Tabela 10 resume o tempo de retencdo médio, a relagdo massa
carga nos dois modos de ionizacdo ¢ a massa dos compostos. A partir destes
dados, iniciaram-se os estudos de fragmentacao para elucidacao estrutural destes

compostos.

Tabela 10: Relacdo massa carga nos modos negativo e positivo € massa do compostos.

Tempo de m/z no modo m/z no modo Massa do
retencao (médio) negativo. [M-H]| positivo [M+Na]®  composto. (g/mol)
21,6 293 317 294
22,0 295 319 296
23,1 297 321 298
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4.1.4.4. Estudo de fragmentacido dos compostos da fracdo

Alt Cau_F3 SPS

O estudo de fragmentacao desses compostos foi realizado no modo
de ionizacdo negativo, pois como discutido anteriormente os ions presentes no
modo positivo correspondem aos adutos de sddio € ndo ao ion protonado. Esses
adutos geralmente apresentam uma dificil fragmentacdo e, neste caso,

contribuem pouco para a elucidacdo estrutural das moléculas.

Na Figura 34 sdo mostrados os espectros de ions produtos obtidos
para os ions m/z 293, 295 e 297 respectivamente. Devido ao semelhante
comportamento cromatografico, espectrométrico e perfil de fragmentagdo
apresentados por esses ions, pode-se inferir que eles pertencem a uma mesma
classe de compostos, e possivelmente a diferenca entre eles ¢ a
presenca/auséncia de insaturagdes. Isso pode ser evidenciado pela diferenca de
massa de 2 Da que se mantém em alguns dos fragmentos, como m/z 277 e 279

ou m/z 183 e 185, respectivamente.

fons produto de 293 ESI-

00 113.3
2935
a) ol 53
97.2 124521392 149.2 16731 1973 2034 2495 2756
fons produto de 295 ESI-
00+ 1834 295.7
277.6
D) ol 171.4 195.4
113.3
973 l 1293 1554 251.6
04 » e s s el b e s b b s s s ey s s s
fons produto de 297 ESI-
297.2
004
o = 155.0 170.9 279.2
126.9141.0 J 1295 2
O-tprrrmrererrerrreeprrtrrrrerr e e e A e T T e e e —r———————y

T miz
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340 350

Figura 34: Espectros de ions produtos no modo negativo dos ion m/z: a) 293, b) 295 e ¢) 297
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No cromatograma de ions selecionados para m/z 295 (Figura 33 c e
d), observa-se que existem pelo menos dois isdmeros com essa relacdo massa
carga que possuem um comportamento cromatografico ligeiramente diferente,
originando duas bandas que ndo sdo totalmente separadas neste método
cromatografico (Tr= 21,7e Tr=22,5 minutos). Entretanto, ao analisarem-se os
espectros de ions produto, em diferentes regides destas bandas, observa-se a
presenca ao menos de trés diferentes perfis de espectros de ions produtos para
m/z 295. Esses espectros de ions produto sio mostrados na Figura 35, onde
destaca-se o tempo de retencao referente a de cada um deles. Isso sugere que a
banda referente a m/z 295 ¢ formada por pelo menos trés isdmeros que possuem

diferentes perfis de fragmentacao.

Tons produto de 295 ESI-

171.4
100

277.6
2 295.7
* 195.4 21,7
97.4 133 /123'3 }41‘3 179.4 L199v4 minutos
fons produto de 295 ESI-
183.4
100
. 195.4 277.6 2957
" w3 171.4 J 220
83.5 ¥ 155.3 inutos
A ionsprmlum de 295 ESI-
183.4
100
Ch
i 195.4 295.6 22,6
113.3 155.3 i : 277.8 l minutos
Ak e A

L e v i o i e ———— T T T ————"" 2
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Figura 35: Espectros de ions produtos no modo negativo de m/z 295 em diferentes regides da
banda cromatografica: a) 21,7; b) 22,0 e ¢) 22,6 minutos.

O mesmo ocorre para o ion m/z 293, porem a separacdo dos
isOmeros € mesmo eficiente que para o ion m/z 295. Assim o cromatograma de
ion selecionado para m/z 293 apresenta uma unica banda cromatografica

(Figura 33a). Entretanto, cada regido desta banda possui um perfil diferente
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para o espectro de ions produto, como mostrado na Figura 36. E alguns ions

como m/z 99,3; 249,8 e 195,4 sdao produtos de apenas um dos isdmeros

Tons Produto de 293 ESI-
00, x4 ]

:I)E__
: 171.4 21,0
i 13‘9-3153‘4 ‘ 19‘3.4 26?-4 29135 minutos
' lons Produto de 293 ESI-
x4 M 2936
004 113.3 -
293.2
M g 185.4 249.8
109.1 125.2 1374 1535 1975 d 275.6 21,4
Lozt T s | BT 023 fere s
¢ fons Produte de 293 ESI-
00 113.3 x4 o
R 2935
195.4 . 21,8
972 | 1254 1491 167.4 1815'5 X 2318 2494 2754 | minutos
) i - " ry rs ) e LA il ok

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340 350

Figura 36: Espectros de ions produtos no modo negativo de m/z 293 em diferentes regides da
banda cromatografica: a) 21,0; b) 21,4 e ¢) 21,8 minutos.

Ao processar os cromatograma de ions produto, selecionando cada
um destes ions fragmento (m/z 99,3; 249,8 e 195,4) obtém-se 3 bandas
cromatograficas com ligeira diferenga no tempo de retencdo, sugerindo a
existéncia de ao menos 3 isdmero de m/z 293 com diferentes perfis de
fragmentacdo. A somatoria destas trés bandas resulta na area da banda

cromatografica dos fragmentos de m/z 293, como mostrado na Figura 37.

Para se obter um espectro de ions produto de cada isOmero
separadamente, foi necessario otimizar o método cromatografico para melhorar
a separacgao entre eles. A discussdo envolvendo esta otimizagao esta apresentada

a seguir.
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Figura 37: Cromatogramas de ions fragmentos selecionados de m/z 293.

4.1.4.5. Separacao dos isomeros

Sao muitos os fatores que influenciam uma separagao
cromatografica de compostos organicos, entre eles o tamanho da coluna
cromatografica, o tamanho das particulas, a seletividade da fase estacionaria, as
diversas interacoes com a fase movel, entre outros. Apds a otimizacdo do
método cromatografico obteve-se melhor separacdo cromatografica para os
compostos alvo neste estudo, utilizando-se uma coluna Ascentis® Express CI8
HPLC, particula de 2,7um, 100x4,6mm e acetonitrila como modificador
organico na fase movel. Os cromatogramas de ions selecionados representados
na Figura 38 mostram a separagdo cromatografica obtida para os diferentes
1soOmeros, de cada um dos trés ions em estudo m/z 293, 295 ¢ 297, utilizando-se
as condicoes descritas acima. Sendo a Figura 38 a) referente ao cromatograma
de PDA da anilise da fracdo Alt Cau F3 SPS e as demais referentes aos
cromatogramas de ions selecionados para m/z 293, 295 e 297 respectivamente,

nesta mesma amostra.
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Figura 38: Cromatogramas de .a) PDA e fons selecionados m/z b) 293; ¢) 295 e d) 297 para a
fraca Alt_Cau_F3_ SP5.

A partir da separagdo dos isdmeros foi possivel obter os espectros
de ions produto, e de absor¢cao no UV-Vis de cada um deles. Além disso, o uso
da técnica de LC-SPE-NMR possibilitou a aquisicdo de espectro de 'H para
algumas das bandas cromatograficas. Esses experimentos foram de grande
importancia para a elucidacdo estrutural dos compostos. Conferindo grande

eficiéncia para o processo de desreplicagao proposto neste trabalho.

4.1.4.6. Estudo por LC-SPE-NMR dos compostos presentes na fracao
Alt Cau_F3 SPS

Como discutido no Item 3.2.1.7, as analises utilizando LC-SPE-
NMR tiveram inicio com a sele¢do das bandas cromatograficas de interesse a

partir de um cromatograma de LC-UV. Os compostos presentes nestas bandas
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foram trapeados em cartuchos de extragdo em fase solida, que foram secos e
posteriormente eluidos para aquisicdo dos dados de NMR 'H. Na Figura 39 sao
mostrados: o cromatograma da amostra Alt Cau_F3, em 280nm e a ampliacao
da regido referente aos compostos que foram selecionados para as analises por
LC-SPE-NMR. No item b desta figura estdo destacadas as regides trapeadas nos
cartuchos de extragdo em fase solida (SPE). Essas quatro bandas correspondem
aos isomeros com m/z 293, como pode ser visto pela comparacdo com a Figura

38b).

a)2

1200 1225 1250 1275 1300 1325 1350 1375 1400 1425 1450 1475 1500 1525 1550

1 2 3 4

Figura 39: Cromatogramas a) da analise da LC-UV em 280 da amostra Alt Cau F3; b)
ampliagdo da regido de interesse.

Até o momento apenas as bandas em 13,12 e 13,67 minutos foram
analisadas. Pois os cartuchos de SPE apresentavam muitos interferentes como
pode ser observado pela comparacdo dos espectros de hidrogénios presentes na
Figura 40. Nesta figura sdo mostrados os espectros de hidrogénio dos
compostos 1 e 3 (Tr=13,12 e 13,67 minutos) bem como um espectro branco
(resultante da elui¢do de um cartucho que nao continha amostra). Praticamente
todos os sinais na regido entre 3,5 e 5,5 ppm e, alguns na regido proxima a 1,5

ppm que aparecem nos espectro dos Compostos 1 e¢ 3 sdo referentes as
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impurezas contidas no cartucho de SPE, pois também estdo presentes na analise

do branco.

:

Branco W»JLL A

N VO ¥ |

C 1
Omp l 1 AN M“J_J__J_‘

85 8.0 1.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0

45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5
£1 (ppm)

Figura 40: Espectros de hidrogénio para o Branco, Compostos 3 ¢ Composto 1.

O perfil do espectro de NMR 'H para os Compostos 1 e 3 sdo
bastante parecidos, com sinais entre 5,8 e 7,7 ppm, sugerindo a presenca de
hidrogénios ligados a carbonos sp’, além de varios sinais na regiio mais

blindada do espectro, relacionados aos hidrogénios alifaticos.

No espectro de hidrogénio do Compostol (Figura 41) o sinal mais
desblindado ¢ um duplo duplo dubleto em 7,52 ppm que integra para 1
hidrogénio (J= 15,8; 11,1 e 1,0 Hz). O deslocamento quimico e a constante de
acoplamento de 15,8 Hz sugerem que este hidrogénio Hb esteja ligado a um
carbono sp’ que faz parte de uma ligacdo dupla com geometria trans, e

provavelmente seja vizinho a outra ligacdo dupla com geometria cis
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(Figura 43a). Isso justificaria as outras duas constantes de acoplamento 11,1 Hz

(acoplamento a duas ligagdes) e 1,0 Hz (acoplamento de H a 3 ligacdes).

550

500

450

400

1350
.TI ‘

‘ 250

150

r100

J* I_ML] . UU -.z,.._:O

-50

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 43 40 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0
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Figura 41: Espectro de hidrogénio para o Composto 1

O proximo sinal destacado na Figura 41, ¢ na verdade, uma
sobreposicao de dois sinais: um dubleto (J= 15,8 Hz em 6,2 ppm) e um tripleto.
Possivelmente o dubleto corresponde ao Ha (Figura 43 b) que acopla com Hb,
com uma constante de volta de 15,8 Hz. Dessa forma o carbono ao qual o
hidrogénio Ha esta ligado ndo deve ter outros hidrogénio em sua vizinhanca ja
que Ha acopla apenas com Hb, resultando neste dubleto. Além disso, este
carbono deve estar ligado a um grupo retirador de densidade eletronica, o que

justificaria os sinais referentes a Ha e Hb serem tdo desblindados.

O tripleto com J=11,1 Hz deve ser correspondente ao Hc, que esta

ligado a um carbono sp” de uma liga¢io dupla cis, pois este hidrogénio acoplaria
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a 3 ligacdes com Hd e Hb (Figura 43¢) com a mesma constante de 11,1 Hz,

caracteristica de ligagdes duplas cis.

Ao se observar o sinal mais blindado desta regido, um duplo tripleto
em 5,95 ppm referente ao Hd observa-se que as constantes de acoplamento sdo
iguais a 8 e 11,1Hz, dessa forma fica evidente que a geometria da ligacao dupla
entre 0 Cq e C. ¢ cis pois Hd acopla com Hc com uma constante de 11Hz
caracteristica desta geometria. Além disso, Hd acopla com outros dois
hidrogénios equivalentes magneticamente, gerando um tripleto com constante

8Hz. (Figura 43 d)

A Figura 42 destaca a regido mais blindada do espectro, onde
observa-se a presenca de um tripleto em que integra para 2 hidrogénios com o
2,57 ppm e J=7,4 Hz, referente aos hidrogénios o carbonilicos que acoplam
apenas com os dois hidrogénios do carbono vizinho (Figura 43 e). Além disso,
¢ possivel observar apenas um tripleto como sinal mais blindado do espectro que
esta sobreposto a outros sinais presentes nesta regido, sugerindo a presenga de

apenas uma metila na molécula.

Os demais sinais presentes no espectro de H' NMR nio contribuem
muito para a elucidagdo estrutural da molécula, pois apresentam-se sobrepostos,
entre si ou com sinais de impurezas do cartucho. Assim para a obtengdo de mais
informacgdes estruturais, partiu-se para analise dos espectros de ions produto

desta molécula, como discutido a seguir.
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Figura 43: Acoplamentos dos hidrogénios no Composto 1.
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O espectro de ions produto referente a este composto ¢ mostrado na
Figura 44. A presenca do ion m/z 57 reforca proposicao de que existe uma
cetona na molécula. Pois este ion deve ser gerado apos fragmentagdo do
composto por rearranjo de Mc Lafferty, que origina a 2-propanona, como
mostrado na Figura 45. Além disso, a presenga do ion m/z 59 sugere a presenca
de uma carboxila na molécula, que apos rearranjo de McLafferty gera o ion

correspondente ao 4cido acético como no mecanismo mostrado na Figura 46.

fons produto de 293 ESI-
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Figura 44: Espectro de ions produto para m/z 293, com tempo de reten¢do em 13,6 minutos.

H OH (o)
/& )]\
m/z 57

Figura 45: Rearranjo de McLafferty para metilcetonas.

A3 — ~ L~ L

m/z 59

Figura 46: Rearranjo de McLafferty para compostos carboxilados.
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Estes dados sugerem que existam pelo menos 3 oxigénios na
molécula: 2 pertencentes a carboxila e um a carbonila de cetona. Assim, a partir
dos de espectrometria de massas aliados aos dados de ressondncia magnética
nuclear, uma das formulas moleculares possiveis para este composto poderia ser
CisH3003. O que indica que ele deve ser um derivado oxidado do acido linoléico
(Ci3H3,0,). Esses derivados sao conhecidos como KODE (Keto Octadecanoic
Acid). A comparagdo dos dados de ressonincia obtidos para este composto com
os dados da literatura sugerem que ele ¢ bastante semelhante ao 13 Z,E-KODE
ou 9-Z,E-KODE como mostrado na Tabela 11. As posi¢cdes a, B, d e vy
correspondem, respectivamente aos hidrogénios Ha, Hb, Hc e Hd da discussao

anterior dos dados de 'H NMR para este composto.

Tabela 11: Comparagio de alguns sinais no espectro de 'H NMR para o Composto 1 e dados
da literatura. (N.I. Nao identificado)

Posicﬁo em 13'Z,E 13'E,E 9'E,Z
T Composto 1 KODE KODE KODE
cetona Valores Obtidos Referéncia
He 6,20 d 6,19d 6,08 d 6,16d 6,19d
(15,2) (15,2) (15,2) (15,2) (15,2)
Hp (07 ’85_01‘11‘11‘16 7,50 dd 7.13 dd (g’;‘?l f‘;de 7.13 dd
5.2 (11,5¢152) (11,5¢15,2) 15 (11,5 ¢ 15,2)
Ho 6,16t 6,12 dd 6,14-6,18 m 6,12 dd 6,15-6,19 m
(11,1) (11,5 ¢ 10,4) (11,4 ¢ 10,9)
H 5,95 dt 5,91 dt 6,14-6,18 m 5,91 dt 6,15-6,19 m
v 83cll,l) (83¢104) (8,0 ¢ 10,9)
e.co 25474 2541(72)  254t(72)  2551(74)  254t(12)
2 N.L 235t(7,5) 2,35t(7,5)  234t(75)  2,35t(7.5)
H,C=C 2,32m 2,30 m 2,30 m 2,30 m 2,30 m

A tnica diferenga significante entre os dados obtidos para o
Composto 1 ¢ os dados publicados nesta referéncia € o sinal do Hd, que para o

Composto 1 aparece como um tripleto, ou seja, as constantes de acoplamento
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deste H6 com os HB e Hy sdo iguais a 11,1Hz, ja para os dados deste artigos
essas constantes correspondem a 11,5 e 10,4 respectivamente. O artigo
publicado lacazio (2003) reporta um tripleto para o sinal do H6 do acido 13-Z,E-
KODE, mas nao traz dados para o 9-Z,E-KODE, nao sendo possivel apenas com

A 36
estes dados afirmar a qual destes isomeros o Composto 1 se assemelha.

Geralmente os acidos 9 e 13 KODE aparecem juntos em fontes
naturais € sdao produzidos a partir da oxida¢ao do acido linoleico por diferentes
rotas enzimaticas. A diferenciacdo entre eles pode ser feita pelo perfil do
espectro de ions produto, pois enquanto que para o 13-KODE o principal
fragmento € o ion m/z 113 para o 9-KODE o ion mais abundante no espectro de

ions produto ¢ o m/z 185.

Como discutido anteriormente, ¢ pode ver visto no cromatograma
de ions selecionados (Figura 47) existem pelo menos 4 isdmeros para o ion m/z

293 nesta amostra.

Scan ESI-
293
100

) y T y y y u h Time
10.00 17.00 18.00 19.00 20.00

Figura 47: Cromatograma de ions selecionados para m/z 293.
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As Figuras 48 e¢ 49 mostram os espectros de ions produto e de
absor¢ao no UV para cada uma das quatro bandas principais presentes no
cromatograma de ion selecionados para m/z 293. Pode-se observar a presenga de
dois perfis nos espectros de ions produto, ou seja um que apresenta como
fragmento principal o ions m/z 113 (Figura 48 a e b), e outro que possui os ions
m/z 185 e m/z 125 como fragmentos majoritarios (Figura 48 ¢ e d), sugerindo a
presenca de dois isdmeros espaciais do 13-KODE e dois do 9-KODE.
Possivelmente essa isomeria espacial esta relacionada as geometria das ligagdes
duplas, que podem ser E,E ou E,Z, como mostrado na Figura 50. Pois os quatro
1Isdmeros possuem, praticamente a mesma absor¢cao no espectro de ultravioleta,

sugerindo que todos eles possuem ligacdes duplas conjugadas.

ionsprn(lulo de 293 ESI-

100 113.0

i) M-
" 57 2s82 mjll‘:;fm
Ll ges | 11 o vt L
112.9 fons produto de 293 ESI-
100
b) # 50,0 2033 13,9
108.7 139.2 167.1 194.7 ' minutos
fons produto de 293 ESI-
293.1
100
185.0
© 4 125.1 142
57.0 1492 197.2 minutos
68. 6.8 291.2 S
o 222 %0 ey s
fons produto de 293 ESI-
293.2
100
dy = 124.8 1849 145
569 69.1 96.8122.9 149.0 196.8 minutos
L5001 seswees) MOuees |0 aas

Y T T t U T ¥ T u T T T Y T T T T T T T U T T 1 vz
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 48: Espectro de ions produto de m/z 293. Referente as bandas a) 13,6 e b) 13,9, ¢) 14,2
e d) 14,9 minutos
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2003 P
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il)g 1.0e2 279.3 13,6
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200.3
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20e-2
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Figura 49: Espectros de UV dos isomeros com m/z 293.
9-KODE (2,2) Q Q
C1gH00s O)l\/\/\/\/u\/\/\/\/\
29443 H z z
9-KODE (ze) (o) o
C o O)W/W
294.43 H = J—

13-KODE (z,2)
C1gH3003
294 .43

13-KODE (e,2)
C1gH3003

294 .43 H

Figura 50: Estruturas quimicas dos acidos graxos oxidados e insaturados.
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A banda em 13,6 minutos também foi analisada por NMR 'H, e o
espectro de hidrogénio ¢ mostrado na Figura 51. Apesar do shimming utilizado
neste experimento ndo esta tdo bem ajustado quanto para a amostra anterior,
como pode-se observar pela simetria dos sinais apresentados neste espectro, os
resultados obtidos foram bastante semelhantes aos obtidos para a banda em 13,2
minutos. Assim, a diferenga entre esses compostos ndo deve ser a geometria da
ligacao dupla, ja que isto iria interferir no acoplamento dos hidrogénios ligados
aos carbonos sp’. Dessa forma a modificacdo deve estar relacionada posi¢io da

carbonila, como havia sido sugerido pelo perfil dos espectros de ions produto.
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Figura 51: Espectro de hidrogénio para o composto 3

Na Tabela 12, que resume os principais ions produto para os
estereoisomeros de 9 e 13-KODE relatados na literatura, ¢ possivel observar que
estes dados sdo bastante semelhantes aos obtidos nos espectros de ions produto

para os quatro isomeros com m/z 293, mostrados na Figura 48. Basicamente
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existem dois perfis de fragmentagdo diferentes um deles para os isOmeros 13-
KODE e outro para os isomeros do 9-KODE. Ou seja a geometria das ligagdes

duplas praticamente ndo interfere no perfil de fragmentagdo desses compostos.

Tabela 12: Resumo dos ions produto de para os isdmeros com m/z 293

13-Z,E-KODE 13-E,E-KODE 9-Z,E-KODE 9-E,E-KODE

293(100) 293(100) 293(100) 293(100)
249(8) 249(8) 249(3) 249(3)
195(16) 195(10) 197(11) 197(9)
179(13) 179(5) 185(37) 185(37)
167(13) 167(12) 149(5) 149(5)
139(6) 139(3) 141(5) 141(6)
113(82) 113(76) 125(20) 125(18)
123(5) 123(4)

Baseando nos dados de ressonancia, perfil de fragmentacdo e dados
da literatura®’ propos-se que as bandas cromatograficas em 13,6 e 13,9 minutos
sdao referentes ao 13-Z,E-KODE e 13-E,E-KODE respectivamente. Enquanto
que as bandas em 14,2 ¢ 14,9 minutos correspondem a 9-E,Z-KODE ¢ 9-E.E-
KODE como representado na Figura 50. A seguir sdo mostradas propostas de
mecanismos de fragmentacdo que levariam a formag¢do dos principais ions

presentes no espectro de ions produto para os 13 e 9-KODE.

Como ja discutido anteriormente o principal fragmento presentes no
espectro de ions produto dos estereoisomeros de 13-KODE, ¢ o ion m/z 113.
Como mostrado na Figura 52 a, a proposta para a formac¢ado deste ion envolve a
por¢do do final da cadeia, ao invés da porcao do acido. Esta proposta surgiu a
partir da observacao dos dados obtidos por OLIW (2006), onde a fragmentacao
do 13-KODE deuterado nas posicoes 9, 10 e 12 levava a formacao do ion m/z
114 ao invés de 113.>® Ou seja apenas um dos trés deutérios da molécula foi

incorporado ao fragmento. Dessa forma, o rearranjo de hidrogénio ndo deve
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envolver os hidrogénios/deutérios das posicdes 11 e 12. Pois sendo, haveria o
aumento de mais de uma unidade de massa no fragmento. Assim um rearranjo
[1,5] de hidrogénio, com posterior retro Diels Alder, justificaria este aumento de
apenas uma unidade observada no fragmento com m/z 113 relatado por OLIW
(2006), ja que apenas o deutério presente na posicdo 12 permaneceria no
fragmento. Além disso esse mecanismo de fragmentacdo proposto leva a
formacgdo de uma cetona, o que apds um rearranjo de McLafferty (Figura 45)
leva a formagdo o ion m/z 57 que aparece espectro de ions produto desta

substancia.

Além disso, a relagdo m/z de outros ions fragmento também foram
alteradas quando a molécula de 13-KODE foi marcada isotopicamente. O ion
m/z 195 passou a m/z 198, sendo, os trés deutérios se foram incorporados a esse
fragmento. Assim a Figura 52b) mostra uma proposta de fragmentaciao que leva
ao fon m/z 195 e ¢é coerente com esta observacao, onde os hidrogénios/deutérios

ligados aos carbonos 9, 11 e 12 se mantém na molécula.
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Figura 52: Proposta de mecanismo de fragmentag@o para os isomeros com m/z 293.
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O mesmo estudo de marcacgdo isotopica foi feito para o 9-KODE, e
as posicoes marcadas com deutério foram 10, 12 e 13. Dessa forma as principais
diferencas no espectro de ions produto foram: m/z 185 para m/z 186, m/z 197
para m/z 198 e m/z 149 para m/z 151, respectivamente. O mecanismo proposto
na Figura 53 a, envolve um rearranjo [1,5] de hidrogénio, seguido de uma retro
Diels Alder, o que leva a formagdo do principal fragmento presente no espectro,
m/z 185. O fragmento gerado por este mecanismo, possui apenas o deutério da
posi¢cdo 10, justificando o aumento de uma unidade de massa do fragmento na
molécula marcada. A Figura 53 b mostra a proposta do mecanismo de
fragmentacdo que leva a formagdo do ion m/z 197. Esse mecanismo € coerente
com os dados de marcagdo isotdpica obtidos por OLIW, onde o fragmento m/z
197 sofre o aumento de uma unidade quando ¢ gerado a partir da molécula
marcada. Assim apenas o deutério da posicdo 10 permanece no fragmento

gerado pelo mecanismo proposto.

Para a elucida¢ao estrutural completa destes compostos outros
experimentos deverdo ser realizados, como experimentos de NMR em duas
dimensoes, além de espectrometria de massas de alta resolugdo para auxiliar na
identificacdo dos fragmentos gerados. Porem, os resultados aqui apresentados
indicam fortemente que estes compostos referem-se aos estereoisomeros de 13 e

9-KODE.

93



Resultados e Discussdo

R

A) 9-KODE
C1gH3003
m/z 293

Rearranjo
[1,5]de H

o) o) -H*

m/z185 H 1 3 > 7 9 10

B) 9-KODE
C1gH3003
m/z 293

11
C11H1803 ) 4 6 8 P
m/z197 H 0

Figura 53: Proposta de mecanismo de fragmentagdo para 9-KODE.
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Além dos ifons com m/z 293, a amostra Alt F3 SPS5, que

apresentou uma excelente atividade antibiotica, ¢ bastante rica outros compostos

com m/z 295 e 297 como discutido anteriormente. A Figura 54 mostra o

cromatograma de ions selecionados para m/z 295, com 4 bandas majoritarias.

100~

%
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e 17.40

0
10.00
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13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00

1100 | 1200

Figura 54: Cromatograma de ions selecionados para m/z 295.

Na Figura 55 estdo representados os espectros de ions produto de

m/z 295 para as quatro principais bandas presentes no cromatograma acima. E a

Figura 56 mostra os espectros de absorcdo no ultravioleta correspondente a

estas bandas. Vale ressaltar que para propor estas estruturas foram considerados

os dados de ions produto, ultra-violeta bem como a biossintese dos acidos

graxos oxidados e poliinsaturados.
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Figura 55: Espectro de ions produto de m/z 295. Referente as bandas a) 12,2 e b) 12,5, ¢)
17,1 e d) 17,4 minutos
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Figura 56: Espectros de UV dos isdomeros com m/z 293.
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O composto referente a banda em 12,2 minutos possui absorcao
apenas na regido abaixo de 200 nm, o que sugere que este composto nao possui
ligacdes duplas conjugadas, diferentemente dos demais isOmeros com m/z 295.
Porem, o perfil de fragmentacdo deste composto ¢ bastante semelhante ao
composto com Tr= 12,4 minutos. Baseando-se no perfil de fragmentacdo de
hidroxi e ceto 4cidos graxos, foi possivel propor as estruturas quimicas, bem
como o mecanismo que levaria a formagao dos ions presentes nos espectros de

ions produto de cada banda.

Na Figura 57a sdo apresentadas: a estrutura quimica, proposta para
o composto com tempo de retencdo de 12,2 minutos € o mecanismo de
fragmentagdo do mesmo. Ou seja o acido 10-Hidroxioctadecanoico, que apds a
clivagem da ligagio C-C entre os carbonos sp” e o carbono ligado a hidroxila,
gera o0 ion m/z183. Ja para o composto referente a banda em 12,4 minutos
propoOs-se a formula estrutural mostrada na Figura 57b, que ap6s um rearranjo
1,3 de hidrogénio, sofre novo rearranjo 1,5 de hidrogénio com clivagem das
ligagdes entre os carbonos C13-C14 e C11-C12, levando a formagédo do ion m/z

183.

Para o composto referente a banda cromatografica em 17,1 minutos,
propOs-se a formula estrutural mostrada na Figura 57¢, onde um rearranjo de
McLafferty leva a formacao de dois dos principais ions presentes no espectro de

ions produto deste composto.

Esses mecanismos, bem como a formula estrutural dos compostos
sdo apenas sugestOes iniciais. Para determind-los com seguranga outros
experimentos serdo feitos, como massas de alta resolu¢do e principalmente

experimentos de NMR de 1 e 2 dimensdes.
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Figura 57: Proposta para a estrutura e mecanismo de fragmentacao dos isdmeros com m/z
295 com tempo de retengdo a) 12,1; b) 12,4 e ¢) 17,1 minutos.
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Ja os i1sdmeros com m/z 297 ndo apresentam absor¢do no
ultravioleta, e provavelmente também ndo possuem ligagdes duplas conjugadas.
Baseando-se nos ions presentes nos espectros de ions produto destes isdémeros
(Figura 58) propOs-se, as formulas estruturais e€ os mecanismos de

fragmentagdo para estes compostos (Figura 59)
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Figura 58: Espectro de ions produto de m/z 297. Referente as bandas a) 14,7 e b) 15,0
minutos

A Figura 59a, mostra a proposta da estrutura quimica para o
composto com tempo de retencdo em 14,7 minutos, que apos sofrer um rearranjo
de McLafferty leva a formacdo dos dois principais fragmentos presentes no
espectro de ions produto para este composto (m/z 155 e m/z 141). Ja na Figura
59b, estdo representadas a estrutura do composto com tempo de retengao de 15,0
minutos, € 0 mecanismo de fragmentagdo da mesma. A estrutura proposta para
este composto ¢ bem parecida com aquela proposta para o composto com m/z
295 e tempo de retencdo 12,1 minutos. Ou seja, ambos sdo 4cidos
octadecanodicos hidroxilados, assim o mecanismo de fragmentagdo proposto na

Figura 59b, ¢ equivalente a0 mecanismo mostrado na Figura 57a.
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Figura 59: Proposta para as estruturas dos isomeros com m/z 297 referentes as bandas
cromatograficas em a) 14,7 e b)15,0 minutos

Esses compostos, que fazem parte da classe das oxilipinas, podem
ser biossintetizados por rotas metabdlicas, catalisadas por diferentes enzimas
como lipoxigenases (LOX), cicloxigenases e citocromo P450. A biossintese dos
ceto e hidroxi acidos graxos ocorre a partir de dcidos graxos insaturados, que sao
transformados em hidroperdxidos pela acdo de lipoxigenases (LOX) e
posteriormente reduzidos a hidroxidos que, pela a¢do de desidrogenases, sao

: . 39,40
levados aos cetodienos, como representado na Figura 60.
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Figura 60: Biossintese dos ceto e hidroxi acidos graxos

A acdo de lipoxigenases assim como as peroxidacoes de lipideos e
producdo de oxilipinas parecem estar associadas a patogéneses, infeccoes e
elecitagao de plantas. Em 2000, por exemplo Vollenweider et. al., mostrou haver
um acumulo de 9 e 13-KODE em Arabidopsis thalliana apos a infeccao desta
por Pseudomonas syringae. *' ¢ *° Dessa forma os ceto e hidroxi 4cidos graxos
discutidos anteriormente e que provavelmente conferem a atividade antibiotica
do extrato do caule de Alternanthera brasiliana, poderiam tambem estar
relacionados a uma situacdo de estresse desta planta. Ou seja poderiam estar
sendo produzidos em resposta ao ataque da planta por bactérias. Essa suposi¢ao
pode ter correlagdo com uma observacao feita durante o isolamento de micro-

organismos endofiticos desta planta.

Como sera discutido a seguir, muitos micro-organismos endofiticos
foram isolados de todas as partes da planta, raiz, caule e folha. Porem em grande
parte dos processos de isolamento de micro-organismos da regido do caule
observou-se o crescimento predominantemente de bactérias enquanto que nas
outras partes da planta ocorreu predominantemente o crescimento de fungos

filamentos. Como pode ser visto pela comparacdo das Figuras 61 e 62.
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F_E1_pge
13/11/0g

Figura 61: Fotos do isolamento dos micro-organismos endofiticos presentes na folha de A.
brasiliana.

Figura 62: Fotos do isolamento dos micro-organismos endofiticos presentes no caule de A.
brasiliana
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Assim, a interagdo destas bactérias, presentes no caule, com a
planta poderia ter estimulado a produ¢do dos ceto e hidroxi-acidos graxos, que
se mantém concentrados na regido onde ha maior presenca de bactérias. Isso
porque, estes compostos podem atuar como ativadores de genes como GST1 que
contribuem para a morte celular. Portanto, a translocacdo destas substincias para
as demais partes da planta deve ser pequena, pois se isso ocorresse poderiam

39, 41, 42
%4192 Degsa forma, os extratos da

causar danos e ate a morte de células sadias.
raiz, que nao apresentaram atividade antibidtica, poderiam ndo conter estes
compostos ou ainda eles estarem em quantidades baixas, que niao foram

suficiente para inibir o crescimento das bactérias nos testes de susceptibilidade.

Outra possibilidade para explicar a presenga desses hidroxi e ceto
acidos graxos nos extratos da planta ¢ que estes poderiam ser gerados pela
biotransformag¢do de acidos graxos produzidos pela planta ou mesmo serem

produzidos por essas bactérias endofiticas.

De fato o objetivo deste trabalho ndo ¢ o estudo das interagdes
planta/micro-organismos, mas esses dados abrem um vasto leque de estudo,
visando verificar se existe alguma relacdo entre fatores de estresse e a sintese
destes compostos, na planta Alternanthera brasiliana. Bem como, se eles
possuem alguma atividade inibitéria contra os micro-organismos presentes na
planta, e se eles realmente se encontram em quantidades diferentes nas

determinadas partes planta.

Além disso, ¢ necessaria a identificacdo inequivoca destes
compostos, bem como identificar se a agdo antibidtica observada ¢
proporcionada por apenas um desses ceto/hidroxi acidos graxos, ou se existe
algum efeito sinérgico entre eles. Para isso, esses compostos precisam ser

isolados e ensaiados separadamente contra as bactérias utilizadas neste estudo.
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A seguir serdo discutidos os resultados obtidos para o estudo dos micro-

organismos endofiticos associados a planta Alternanthera brasiliana.

4.2. Avaliacdo quimica e biologica dos micro-organismos endofiticos

4.2.1.  Isolamento dos micro-organismos endofiticos

Como mencionado no Item 3.2.2.1, diferentes processos de
assepsia, e diferentes meio de cultura foram utilizados para o isolamento dos
micro-organismos, em quatro periodos distintos. Durante os diferentes processos
de assepsia utilizou-se alcool etilico 70%, ao invés de alcool etilico P.A. ou
96%, para evitar a desidratacdo da parede celular dos micro-organismos
epifiticos, permitindo que o 4&lcool penetrasse nas células ocasionando a
desnaturacdo das proteinas presentes dentro no interior das mesmas e
inviabilizando-as, impedindo desta forma que os micro-organismos presentes na
superficie das partes da planta se desenvolvessem. Além disso, em alguns
procedimentos utilizou-se acetona na primeira etapa de assepsia, para verificar
se alguma cera que pudesse haver na superficie dos tecidos da planta estaria
prejudicando a assepsia com os agentes esterilizantes (etanol e hipoclorito de
sodio). Durante o processo de isolamento, observou-se que o método de
maceragdo, utilizado para a exposicdo das células dos tecidos internos das
plantas favoreceu o crescimento de bactérias. Isso pode ter ocorrido devido &s
bactérias, normalmente, apresentarem uma velocidade de crescimento superior a
dos fungos e, como ao macerar os tecidos as células de bactérias sdo expostas a
uma grande quantidade de nutrientes e se desenvolvem rapidamente enquanto

que o crescimento dos fungos, que ¢ mais lento, pode ser dificultado.
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O isolamento foi realizado em quatro diferentes amostragens para
verificar quais micro-organismos recorrentemente seriam isolados desta planta.
Assim, apos esses isolamentos, catalogou-se 50 cepas de micro-organismos que
foram isolados em mais de um periodo. Dessa forma, tem-se maior chance que
os micro-organismos isolados realmente representem a populacdo
continuamente presente nesta planta, pois estes micro-organismos puderam ser
1solados como endofiticos de Alternanthera brasiliana em diferentes condi¢oes
ambientais. Esses micro-organismos foram catalogados com os codigos de FO1 a
F41 para os micro-organismos das trés primeiras amostragens e de FA a FI, para

os micro-organismos do ultimo isolamento.

As Figuras 63 a 65 ilustram a primeira etapa de isolamento dos
micro-organismos, ou seja, o crescimento dos micro-organismos endofiticos a
partir dos tecidos da planta que foram esterilizados superficialmente e

depositados sobre diferentes meios de cultura.

A ultima agua em que cada um desses fragmentos da planta foi
imerso, também foi adicionada a uma placa contendo meio de cultura e
incubada, para verificar se mesmo apOs o processo de assepsia haveria a
presenca de celulas de algum micro-organismo na superficie dos tecidos. Porém
ndo houve crescimento de nenhum micro-organismo com morfologia
semelhante aos mostrados nestas figuras, exceto o mostrado na Figura 64e, que
aparecem distribuidos na placa, de coloragdao esverdeada. Assim esta placa foi

descartada.
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Figura 64: Fotos das placas com os micro-organismos no processo de isolamento.
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Figura 65: Fotos das placas com os micro-organismos no processo de isolamento.

Apdés o inicio do crescimento, os micro-organismos foram
transferidos para outras placas contendo meio de cultura e, apds sucessivos
repiques obtiveram-se as cepas purificadas. Algumas das cepas isoladas sdo
mostradas nas Figura 66 ¢ 67. Ja a Figura 68 mostra as 5 cepas (F04, F11, F15,
F31 e FE) selecionadas para estudo quimico e bioldgico, sendo que todas eram
morfologicamente diferentes mas cada uma assemelhava-se com um grupo de
cepas isoladas. Morfologicamente, a cepa F11 assemelha-se aos fungos do
género Xylaria, bastante estudados em nosso grupo, enquanto que o fungo FE ¢
bastante semelhante ao género Fusarium. Nao foi possivel inferir a morfologia

das outras cepas visualmente.

Como o objetivo deste trabalho esta voltado para os micro-
organismos endofiticos produtores de compostos antibioticos, a identificagdo
morfologica mais detalhada s6 serd feita para aquelas cepas que se mostrarem

potenciais produtoras de compostos ativos.
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Figura 67: Fotos de cepas de micro-organismos isolados de Alternanthera brasiliana.
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Figura 68: Cepas selecionadas para estudo quimico e biologico.

4.2.2. Cultivo dos micro-organismos endofiticos e extracio dos

metabolitos secundarios

O cultivo dos micro-organismos foi realizado tanto em meio liquido
(Czapeck) quanto em meio sélido (Arroz) e estdo ilustrados nas Figuras 69 e
70. Sendo que na Figura 69 as letras de a a f correspondem respectivamente a:
Branco, F04, F11, F15, F31 ¢ FE. J4 na Figura 70 os itens de a a e
correspondem aos fungos F04, F11, F15, F31 e FE, respectivamente. A massa

dos extratos obtidos de cada cepa em cada meio esta representada na Tabela 13.
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Figura 70: Cultivo dos micro-organismos em meio solido
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Tabela 13: Massa em gramas dos extratos fungicos em meio liquido e meio s6lido.

Cepa Fuangica  Meio liquido/g ~ Meio sélido/g

Fo04 0,35 4,5
F11 0,27 3,5
F15 0,34 3,0
F31 1,0 4,9
FE 0,34 5,5

4.2.3. Isolamento dos micro-organismos endofiticos

Como a massa dos extratos obtidos era relativamente pequena, e o
método de fracionamento que foi eficiente para os extratos da planta envolvia
coluna de silica, o que poderia acarretar em perda de amostra, optou-se
inicialmente por um método de particao liquido-liquido diferente daquele
utilizado para a planta, ja que este ndo havia sido eficiente para discriminar
fracOes mais ricas em compostos biologicamente ativos. Dessa forma, iniciou-se
o processo de partigdo com os extratos de arroz utilizando-se o método descrito
no Item 3.2.2.4., que resultou em 5 parti¢des para o extrato de cada fungo. Essas
fracdes foram nomeadas como mostrado na Figura 71, ou seja, FX PY, onde X
representa o numero ou letra com o qual o micro-organismo foi catalogado, e Y
representa o numero da parti¢ao (mostrado no Esquema 6). Essas partigdes € os
extratos a partir do qual elas foram obtidas foram analisados por LC-PDA-MS e

avaliados quanto a sua atividade antibiotica.

FX PY —>|Numeroda partiqa
Numero ou letra do
micro-organismo

Figura 71: Nomenclatura utilizada para identificagdo das particdes dos extratos dos fungos
em meio solido.
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4.2.4. Teste de atividade antibiotica

Os testes de susceptibilidade foram realizados da mesma forma que
para as amostras da planta e os dados relevantes estdao resumidos na Tabela 14.
Todas as fracdes foram testadas, inclusive uma amostra contendo apenas o
extrato de arroz (branco) e nesta tabela sdo mostradas apenas aquelas que

apresentaram alguma atividade antibidtica.

Tabela 14: Resumo dos dados do teste de antibiose.

B. E. M. P. S.
subtillis coli luteus  aeruginosa aureus
F04 P1 +
F04 Ext +
F04 P2 +
F04 P2 +
F31 P1 +

Destaca-se o resultado obtido para a fracdo P2 do fungo FE
(FE_P2) cuja, a origem pode ser observada no esquema de particdo descrito no
Item 3.2.2.4. Assim, os resultados obtidos no teste de antibiose para as fragdes
do extrato do fungo FE podem ser vistos na Figura 72. Observa-se que a
atividade da fracdo FE P2 foi semelhante a do controle positivo, para TODAS
as bactérias, o que a torna uma fragdo bastante interessante do ponto de vista das
estratégias de desreplicacdo. Esta e todas as fragdes obtidas pelo fracionamento

dos extratos fingicos foram analisadas por LC-PDA-MS
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Bacillus subtilis Staphlococus aureus Micrococcus luteus

Ext

Ext P1

B2, P3

Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli Pl
Ext 118 Ext

Figura 72: Teste de antibiose das fra¢des do extrato do fungo FE.

4.2.5. Analise por LC-PDA-MS.

As analises por LC-MS foram realizadas utilizando-se um método
cromatografico otimizado, ja que devido ao grande numero de fracdes a serem
analisadas (aproximadamente 36 incluindo extratos e particdes da planta e do
fungo), a diminuicdo no tempo de analise de cada amostra, resulta em uma
economia bastante relevante no final de todas as andlises, desde que, a eficiéncia
na separacdo seja mantida. Assim, apos a otimizacdo chegou-se ao método
cromatografico descrito no Item 3.2.2.5, onde o tempo total de andlise,

incluindo o recondicionamento da coluna € de 60 minutos.

Nas Figuras 73 e 74 sdo mostrados os mapas das analises dos
extratos de arroz (branco) e do fungo FE, no modo positivo. Como observado
nestes mapas, os compostos estdo bem distribuidos durante todo tempo de

analise, indicando que este método ¢ eficiente para analise destas amostras.

Grande parte dos compostos, presentes no extrato do fungo FE sao
semelhantes aos presentes na amostra do branco. Isso pode ser observado

comparando-se os mapas dos extratos de arroz (Figura 73), e do FE (Figura
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74). Mostrando que este meio pode ser considerado um meio relativamente sujo
para o cultivo de micro-organismos. Porem, este ¢ um meio bastante rico e que
muitas vezes estimula a producao de compostos que nao seriam produzidos em
meio contendo menos nutrientes, o que o torna atrativo para o estudo de

metabolitos secundarios de micro-organismos.

Entretanto, no extrato FE (Figura 74) existem alguns sinais que
nao estdo presentes no branco, sendo, portanto relativos aos possiveis ions de
interesse deste estudo. Estes ions estdo destacados na Figura 74, e referem-se as

relagdes m/z 807 e m/z 804.

Para saber se esses ions estariam relacionados com a atividade
antibidtica apresentada pela fracio FE P2, foram realizadas a andlises das
particdes do extrato do fungo FE. Os mapas referente as analises das parti¢des

FE_P2 a FE_PS sdo mostradas nas Figuras 75 a 78.

Assim como para as particoes e fracdes da planta, a particdo mais
apolar obtida para o extrato do fungo FE ndo foi analisada por LC-ESI-MS,
pois, como mencionado anteriormente esta técnica ndo ¢ a mais adequada para

as analises de compostos com um carater apolar muito pronunciado.
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Figura 73: Mapa da analise de LC-MS do branco de arroz.
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Figura 74: Mapa da analise de LC-MS do extrato do fungo FE.
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Figura 75: Mapa da fracao FE P2.
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Figura 76: Mapa da fracao FE P3
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Figura 77: Mapa da amostra FE P4
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Figura 78:Mapa da amostra FE_P5
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Assim, como na discussao dos resultados obtidos para a planta, o
objetivo principal do uso de técnicas como LC-ESI-MS, nestes estudos de
desreplicagdo ¢ determinar quais os compostos presentes na amostra
biologicamente ativa (FE_P2) estariam relacionados com a atividade desta
fracdo. Ou seja, quais compostos estdo presentes apenas ou majoritariamente na
amostra ativa. Neste caso, os mapas mostram que a amostra FE_P2 ¢ bastante
rica em alguns compostos com m/z em torno de 800, (principalmente m/z 807)
quando comparada as demais fracoes do extrato do fungo FE. Isso pode ser
observado, na Figura 79, com a comparagdo dos cromatogramas de ions

selecionados para o ion m/z 807, nas diferentes fracoes do extrato do fungo FE.

Seguindo o mesmo raciocinio que na discussdo feita para as
amostras da planta, apesar de todas as fracoes do fungo FE estarem na mesma
concentragdo para as andlises de LC-MS, estas analises ndo foram realizadas
com rigor analitico necessdrio para afirmar qual a precisdo dessas areas, e
quanto elas realmente refletem a quantidade de compostos presentes em cada
amostra, apenas realizou-se injecdes em triplicatas de cada amostra. Porém,
como a diferenca entre essas areas ¢ de pelo menos uma ordem de grandeza,
pode-se estabelecer um paralelo entre a drea e¢ a quantidade do composto

presente nas amostras.

Esses dados fornecem indicios de que este composto pode estar
relacionado a excelente atividade antibidtica apresentada pela fracao FE_P2, ja
que pelos valores das areas, mostrados na Figura 79, o ion m/z 807 esta presente

em uma quantidade pelo menos 7 vezes maior nesta amostra que nas demais.
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Figura 79: Cromatogramas de ion selecionado m/z 807 para as amostras: a) FE_P2; b)
FE_P3; ¢) FE_P4 ¢ d) FE_P5

A Figura 80 mostra os espectros de massas desta banda em 16,0

minutos nos dois modos de ionizagdo (positivo e negativo). E a partir destes

espectros pode-se inferir que a massa deste composto deve ser 783 Da. Assim o

ion m/z 806, no modo positivo corresponde a [M+Na]™ enquanto que no modo

negativo m/z 782 refere-se a molécula deprotonada [M-H]. Dessa forma o ion

protonado dessa molécula deveria ser m/z 784, mas nestas condi¢des de analise

praticamente ndao aparece espectro de massas. Apos otimizadas as condi¢cdes de

ionizacao obteve-se o espectro de massas no modo positivo mostrado na Figura

81, onde pode-se observar a presenca do ion m/z 784 referente a molécula

protonada [M+H]".
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Figura 80: Espectro de massas referente a banda em 16 minutos da amostra FE_P2
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Figura 81: Espectro de massas referente a banda em 16 minutos da amostra FE_P2 otimizado
para m/z 784

Os dois ions m/z 784 e m/z 806, referentes a0 composto com tempo
de retencdo de 16 minutos foram fragmentados e os espectros de ions produto

sdo mostrados na Figura 82.
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Figura 82: Espectro de ion produto dos ions a) m/z 806 e b) m/z 784.

No espectro de fons produto de m/z 784([M+H]"), os fragmentos
mais intensos sao m/z 244 ¢ m/z 262, sendo ¢ diferenca entre eles 18 unidades,
sugerindo a presenca de oxigénios na molécula. Além disso o ion m/z 262 (no
modo positivo) refere-se a uma parte da molécula com massa 261 Da. Se essa
massa for multiplicada por 3, o resultado ¢ 783 Da, exatamente a massa
estimada para o composto. Isso sugere que esta seja uma molécula que possui 3
grupos com mesma massas. Outra observacdo importante € que ela possui
grande afinidade por sddio, ja que foi bastante dificil otimizar as condi¢des para
detectar o ion m/z 784 ((M+H]"). Como esta molécula estava presente em grande
quantidade na fragdo FE P2, partiu-se para o isolamento dela utilizando-se

HPLC em escala preparativa, segundo as condi¢des descritas no Item 3.2.2.7.

A partir deste experimento foi possivel isolar 5,0 mg deste

composto, o qual foi analisado por NMR 1D e 2D.
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4.2.6.  Analise por NMR 1D e 2D do composto isolado de FE_P2

Os experimentos de NMR foram realizados em um equipamento de
400MHz, como descrito no Item 3.2.2.8. No espectro de hidrogénio (Figura 83)
a presenca de dois dubletos (d) bastante blindados com 6 0,15 e 0,62 ¢ J 6,9Hz ¢
6,6 Hz respectivamente, que integram para 3 H cada além de um multipleto em
d 1,62 com integral para 1H, sugerem a presenca de um grupo isopropil na

molécula.
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Figura 83: Espectro de hidrogénio do composto 1.

A presenga do grupo isopropil pode ser confirmada pelo espectro de
COSY (Figura 84) onde os sinais das metilas correlacionam com o octapleto em
o 1,62. Este por sua vez correlaciona com o dubleto em 6 4,59 (J 8Hz) que

integra para 1 hidrogénio (Figura 88 a).
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Figura 84: Espectro de COSY para Composto 1.

As correlagdes deste hidrogénio (6 4,59) a duas ou mais ligagdes
estdo destacadas nos espectros de HMBC (Figura 85), pelas linhas cinzas. Onde
ele correlaciona com os dois carbonos das metilas em o 18,5 ¢ 17,0, com um
carbono em 6 29,7 e com um sinal em 6 170, sugerindo a presenca de uma
carboxila em sua vizinhanca, (Figura 88 b). Entretanto o carbono em que este
hidrogénio esta ligado possui um deslocamento quimico de 6 76,0, sugerindo
que haja outro grupo retirador de elétrons ligado a ele além da carboxila. Pois
carbonos o carboxilicos geralmente apresentam um & em torno de 20-30,
enquanto que este ¢ bem mais desblindado (& 76,0). Dessa forma o grupo
retirador de elétrons poderia ser um oxigénio diretamente ligado diretamente a
este carbono. Isso porque carbonos ligados diretamente a oxigénio tém
deslocamento quimico entre & 50-70, dependendo do grupo funcional de que

este heterodtomo faz parte.
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A partir do espectro de HSCQ determinou-se os descolamentos dos
carbonos aos quais estes hidrogénios estavam ligados, a Figura 88c mostra este
fragmento sugerido para a molécula com os deslocamentos quimicos dos

hidrogénios e carbonos.
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Figura 85: Espectro de HMBC para composto 1.

Outra parte da molécula esta relacionada aos sinais aromaticos com
d 6,98-7,12 que integram para 5 hidrogénios, sugerindo que nao ha substitui¢do
no anel. Entretanto, como os sinais estdo sobrepostos nao ¢ possivel confirmar
esta suposicdo pela multiplicidade dos mesmos. As correlacoes destes
hidrogénios a duas ou mais liga¢des, sdo mostradas no espectro de HMBC pelas
linhas verdes (Figura 85), onde pode-se observar que eles correlacionam com
um carbono em 6 34,7 (Figura 88 d). Este carbono acopla com dois sinais
diferentes no espectro de HSQC (Figura 86), um duplo dubleto (dd) com 6 2,78
(J 16,0 e 12,9Hz) que integra para 1 H, e um outro sinal em & 3.26 que esta
encoberto pelo sinal do metanol (Figura 88 d). O carbono (6 34,7) também
acopla no espectro de HMBC (Figura 85) com um duplo dubleto em 6 5,52 (J
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12,4 e 4 ppm) que integra para 1H. Este hidrogénio, por sua vez acopla no
HMBC (Figura 85) com um sinal em § 171 (C-O), com o carbono em 6 136 do
anel aromatico e com dois carbonos na regido de 6 30(Figura 88 ¢). A Figura
87 mostra uma ampliacdo do espectro de HMBC que confirma o acoplamento

deste dd com os dois sinais na regido de 6 30.
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Figura 86: Espectro de HSQC para o composto 1.

125



Resultados e Discussdo

S

F24

-26

28

=
<
f1 (ppm)

HMBC [+

63 6.2 6.1 6.0 59 58 5.7 55 54 53 52 51 5.0 49

5.6
2 (ppm)

Figura 87: Ampliag¢do do espectro de HMBC do composto 1.

Um desses carbonos (& 34,7) encontra-se o ao anel aromadtico
(Figura 88 f) e o outro em 6 31,8 acopla no HSCQ com um singleto em & 2,78
que integra para 3H. Este sinal sugere a presenca de uma metila ligada a um
atomo eletronegativo devido ao elevado deslocamento quimico apresentado por
ele (Figura 88f). Assim, a proposta para os dois fragmentos desta molécula sao
mostrados na Figura 88c e f. Esses fragmentos correspondem aos residuos dos
aminoacidos valina e fenilalanina N-metilada, sugerindo que o composto seja
semelhante a um peptideo, constituido apenas por esses dois residuos de
aminoacidos, ja que nao had outros sinais nos espectros de ressonancia que

justifiquem a presenca de outros grupos na molécula.
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H H
O }LLLH
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2,78

D) E) F)

Figura 88: Correlagdes dos experimentos de NMR 2D.

Como discutido anteriormente, os dados obtidos por espectrometria
de massas indicam que a massa deste composto deve ser 783 Da, sugerindo que
ele seja andlogo a um peptideo com a jungdo destes dois residuos de aminoacido
de forma simétrica. J4& que ndo ha outros sinais no espectro de NMR que

justifiquem a presenca de outros grupos na molécula.

Como a massa molecular ¢ impar, pela regra do nitrogénio, o
nimero de atomos de nitrogénio presentes na molécula deve ser impar tambem.
Assim, para que haja coeréncia entre os dados de massas e de ressonancia, a
junc¢do entre os dipeptideos (phe-val) deve ser feita através de ligacdes de éster e

a molécula deve ser ciclica.
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Estes compostos onde algumas ligagdes amidicas sdo substituidas
por ligacdes de éster, sdo conhecidos como depsipeptideos. Assim, os dados
aqui apresentados sugerem que o composto 1 pertence a esta classe, mais
especificamente a molécula de beauvericina (Figura 89), uma substancia
bastante relatada na literatura por suas propriedades antibioticas, e que foi
isolada pela primeira vez de fungos entomopatogénicos como, Beauveria

43,44

bassiana e Paecilomices fumosoroseus. Além disso, essa substancia também

. . o . 45
foi detectada em diferentes espécies de Fusarium.

Y

Figura 89: Estrutura quimica de beauvericina

A Tabela 15 mostra a comparagdo dos dados de ressonancia
obtidos para a beauvericina isolada com aqueles presentes na literatura™®. Os
dados reportados na literatura foram obtidos em cloroféormio, enquanto o
experimento para a beauvericina isolada foi realizado em mistura de
cloroférmio:metanol, dessa forma existem algumas diferengas entre os

deslocamentos quimico desses sinais.

Entretanto, os valores para os hidrogénios da posi¢do 3 sdo muito

discrepantes entre os dados obtidos e aqueles da literatura. Pelos dados obtidos
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os dois hidrogénios da posi¢do 3 sdo magneticamente diferentes e correspondem
aos sinais em 0 2,78 e 3,24ppm, o primeiro deles, um duplo dubleto que integra
para lhidrogenio, e outro que ndo foi possivel definir a multiplicidade pois esta
sobre o sinal do solvente. Como o H2 (Figura 89) s6 acopla com esses dois
hidrogénios ligados ao carbono 3, se a multiplicidade deste sinal ¢ um duplo
dubleto isso indica que os dois hidrogénios da posicdo 3 sdo magneticamente
diferentes. O que é coerente com os dados encontrados no experimento de 'H

realizado neste estudo, resumidos na Tabela 11.

Dessa forma, ¢ possivel que haja algum equivoco nos dados
publicados na literatura ja que, nestes dados os hidrogénios da posi¢do 3 geram
um Unico sinal no espectro que integra para dois hidrogénio. Mostrando que eles
sd0 magneticamente equivalentes. Assim este sinal relativo aos hidrogénios da
posi¢do 3 deveria ser um dubleto, ja que eles acoplam apenas com o hidrogénio
ligado ao carbono 2. (Figura 89). Porem neste artigo e reporta o sinal referente

aos hidrogénios da posicao 3 como um duplodubleto (dd).

Os dados de massas para este composto também se assemelham aos
presentes da literatura, sendo m/z 244 e m/z 262, os principais fragmentos para o

fon protonado além dos fons m/z 623, 523 e 362."

Assim, sabendo-se que o fungo FE ¢ produtor de depsipeptideos, o
extrato deste fungo em meio liquido foi analisado por LC-MS/MS de alta
resolugdo utilizando-se um analisador Orbitrap, em busca de outros compostos
desta classe. A utilizagdo de um equipamento de alta resolucdo e exatidao de
massas auxiliam bastante na confirma¢dao da formula molecular dos compostos
presentes na amostra bem como de seus fragmentos. Foi escolhido o meio
liquido para esta andlise, pois ¢ um meio mais limpo que o meio de arroz

apresentando menos interferentes.
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Posicao

10
11

12

13

14

15

Tabela 15: Resumo dos dados de 'H e °C para a Beauvericina.

\ Referencia*® Valores Obtidos
13C lH 13C lH
169,7 170,1
5,52 (1H, dd) 5,52 (1H, dd)
27,2 J1149¢49) 08 (J12.8 ¢ 4.8)
2,78 (1H, dd)
3,38 (2H, dd) (J12.8 ¢ 14.8)
347 J146e49) b7 3,26 (1H, dd.)
(J4.8 ¢ 14,8)
136,6 i 1362 i
7,18-7,35 6,98-7,12
128,8 s 128.,6 T
7,18-7,35 6,98-7,12
128.,6 e 128,8 T
7,18-7,35 6,98-7,12
126,8 e 127,10 T
7,18-7,35 6,98-7,12
128.,6 et 128,8 T
7,18-7,35 6,98-7,12
128,8 U 128.,6 T
32,2 3,01 GH, s) 31,7 2,91 3H, 1s)
169,9 i 1711 i
4,90 (1H, d) 4,59 (1H, d) (J
75,6 U8S) 76,0 S1)
29,7 2,0 (1H, m) 29,9 1,62 (1H, 0) ¢/
6.8)
0,42 (3H, d) 0,15 3H, d) (J
18,7 o) 18,5 oo)
0,80 (3H, d) 0,62 3H, d) (J
173 oo 17.0 o6

Nas analises por espectrometria de massas de alta resolucdo outros

depsipeptideos andlogos a beauvericina foram detectados, dentre eles a

beauvericina D, E e F além de um composto onde um aminoacido valina foi
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substituido por alanina, e que nao foi relatado ainda na literatura. A Tabela 16
mostra as relagdes m/z obtidas no equipamento de alta resolucao e exatidao, bem
como o tempo de retencdo, a fébrmula molecular tedrica para estes ions € o
desvio de massa entre o valor obtido e o valor tedrico para a formula molecular

proposta.

Tabela 16: Resumo das outras beauvericinas encontradas no extrato de meio liquido do fungo

FE.

Composto piil::iz m/z medido m(/z /’;:a;')::;o r e;l;i:z;) ;) /(rlzin
Beauvericina  C4sHsgN3Oy 784,418 7(8 12421)6 424
Beauv;ricina C44Hs6N30q 770,399 7(72(3’5401)4 41,1
Beauvgricina C4HssN309 736,417 7(3,65’3;)7 41,3
BeauV;riCina CacHeoN:Oo 798,432 ’23981’ ;1,?7’)2 43,7

Comé)OStO CasHs N30 756,384 7(516,%335 40,6

A Figura 89 mostra a formula estrutural da beauvericina, onde as
por¢des referentes aos residuos de dois aminoacidos foram substituidas por R1 e
R3, bem como o grupo ligado ao nitrogénio por R2. Pois esses grupos sdo os
que mudam nos compostos identificados no extrato do fungo FE. Além disso,
nesta figura sdo mostrados os grupos R para cada um destes compostos bem

como a relagdo massa/carga para os ions protonados e com aduto de sodio.
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R2\’\)\n/o R
(0] I
o P\
0. (0] O,
(0]
(0]

R4 R2 R3 [M+H]* [M+Na]*
Beauveracin ——CH(CHs), ——CHj,4 ——CH,Ph 784 806
BeauveracinD ——CH(CHs), —H —CH,Ph 770 792
Beauveracin E ——CH(CH3), —CH; —CH(CH3), 736 758
Beauveracin F —CH(CH3)CH,CH;  —CH3 ~ —CHyPh 798 820
Compound 6 —CH3 —CH3 —CH2Ph 756 778

Figura 90: Estruturas quimicas das beauvericinas encontradas no extrato do fungo FE.

As estruturas das outras beauvericinas foram propostas a partir da
massa exata, dados da literatura e pelo perfil dos espectros de ions produto
destes compostos. Os experimentos de ions produto foram realizados tanto para
os ions dos compostos protonados como para os adutos de s6dio. Como eles
foram feitos na empresa ThermoFisher Scientific, em uma demonstragdo do
equipamento Orbitrap, os parametros de ionizagdo, fragmentacdo e outros nao
foram otimizados para esta classe de compostos. Assim os espectros de ions
produto ndo foram obtidos com alta resolugdo e exatidao de massa, pois set-up
adotado para estas analises tinha como objetivo fragmentar o maior nimero de
ions presentes na amostra. Para isso o tempo de aquisicao de cada espectro de
ions produto foi bem pequeno para que fossem obtidos o maior nimero de
espectros possiveis. Assim, como no analisador de Orbitrap, a resolucido esta
diretamente relacionada com o tempo de aquisi¢do de cada ciclo, ou seja, com o

tempo que os ions permanecem no orbitrap, os experimentos de ions produto
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ndo foram adquiridos com alta resolucao e exatiddao de massa, e dessa forma nao

foi possivel calcular formula molecular exata para esses fragmentos.

Entretanto, ¢ possivel atribuir que estes ions pertencem a uma
mesma classe de compostos devido as semelhangcas no tempo de retencao,
abundante formacgdo de adutos apresentadas por eles, bem como um mesmo
perfil de fragmentagdo dos ions protonados e dos adutos de sodio. As Figuras
91 a 94 mostram os espectros de ion produto do ion protonado para a
beauvericina, beauvericina D, beauvericina F, e composto 6, o ion protonado
da beauvericina E (m/z 736) ndo foi fragmentado nesta andlise. Pode-se
observar que o perfil destes espectros de ions produto ¢ bastante semelhante. Ou
seja, os ions mais intensos dos espectros de ions produto, para a molécula
protonada, possuem m/z na faixa de 250, alem de alguns outros ions menos

abundantes com m/z entre 500 e 600.

fmoc_60min_100902203441 #5870 RT: 42,11 AV:1 NL: 3,31E4
T: TMS + c ESId Full ms2 784,42@cid35,00 [205,00-795,00]

100, 242
90 262,2
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70
3 ]
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s
c -
g _
< 504
[ ]
= i
= i
© 404
z ] 5232
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30 6233
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20
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] : 5412
10 4952 656.5
1 omaz| | 4412 7406
11 ' 29741 3443 | 3055 | 4723 | |5445 5955 | 6526| 6845 7226 |
G T T \‘ { \‘ ‘M‘ i ‘\ \" " { { \‘ ‘\HH‘\\ T ‘\ ‘H‘\‘\H‘ L “““ f ‘ t L { ”‘”“‘\H‘H\ \‘HI \‘\ H‘\‘ \‘HH'\"\HH‘ H‘H\ ‘\ ‘\ H‘\H\h‘\ “ ;“ i”‘ ““‘ “” ‘i"‘i“‘”‘“ 4 “ ”“‘ \H‘H‘\
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m/z

Figura 91: Espectro de fons produto para m/z 784,42 ((M+H]") referente a Beauvericina.
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fmoc_60min_100902203441 #5732 RT: 41,25 AV:1 NL: 2,37E4
T: MMS + ¢ ESId Full ms2 770,40@cid35,00 [200,00-785,00]
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Figura 92: Espectro de fons produto para m/z 770,40 ((M+H]") referente a Beauvericina D.

fmoc_60min 100902203441 #6140 RT: 4372 AV:1 NL: 6,49E3
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Figura 93: Espectro de ions produto para m/z 798,43 ([M+H]") referente a Beauvericina F.
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fmoc_60min_100902203441 #5638 RT: 40,66 AV:1 NL: 3,42E4
T: TMS + c ESId Full ms2 756,39@cid35,00 [195,00-770,00]
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Figura 94: Espectro de fons produto para m/z 756,39 ([M+H]") referente 0 Composto 6.

Os espectros de ions produto dos adutos de so6dio destes compostos

sao mostrados na Figuras 95 a 99, e também apresentam um perfil bastante

semelhante entre si: um conjunto de ion com m/z em torno de 350 a 400, outro

em torno de 550, e por fim um proximo a 650. Assim esses perfis de

fragmentagdo podem auxiliar na confirmacao da estrutura destes compostos. A

seguir sdo propostos alguns fragmentos para esta classe.
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fmoc_60min_100902203441 #5942 RT: 42,53 AV:1 NL: 1,68E6
T: TMS + ¢ ESId Full ms2 806,40@cid35,00 [210,00-820,00]
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Figura 95: Espectro de fons produto do ion para m/z 806,40 ((M+Na]") da Beauvericina.
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Figura 96: Espectro de fons produto do ion para m/z 792,38 ([M+Na]") da Beauvericina D.
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fmoc_60min_100902203441 #5716 RT: 41,14 AV:1 NL: 3,87E4
T: TMS + c ESId Full ms2 758,40@cid35,00 [195,00-770,00]
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Figura 97: Espectro de fons produto do ion para m/z 758,40 ((M+Na]") da Beauvericina E.
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Figura 98: Espectro de fons produto do ion para m/z 820,42 ([M+Na]") da Beauvericina F.
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fmoc_60min_100902203441 #5620 RT: 40,55 AV:1 NL: 9,36E4
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Figura 99: Espectro de fons produto do ion para m/z 758,37( [M+Na]") do Composto 6.

Como o nucleo central de todos esses compostos € semelhante ao
da beauvericina, para propor a fragmentacdo dos analogos, as ramificacdes de
dois dos aminodcidos foram substituidas por R1 e R3, assim como a metila
ligada a um dos nitrogénios por R2, pois esses grupos representam as variagoes
entre estes analogos. Entdo o mecanismo foi feito de forma genérica e as tabela
contidas nestas figuras representam as relagdes massa/carga para cada fragmento

de cada um dos compostos.
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Rj
RZ\N)\'( Ry Ry Ry Rs [M+H]* [M+Na]*
)\(KO 0 o o Beauveracin —CH(CHa), —CH; —CHPh 784,7  806,7
BeauveracinD ——CH(CH3), —H ——CH,Ph 770,7 7927

o o
0 Beauveracin E  —CH(CHj), —CH; —CH(CHy), 7367 7587
© Beauveracin F —CH(CHy)CH,CH, —CHs —CHPh 7987 8207
-H Compound1  —CH;, —CH; —CHzpPh 756,7 7787

[M+H]* ou [M+Na]*
o)
| ]

| o)
v | |
_l [M+H]* ou [M+Na]*
'\)\(0
\ R1
Rz
N
o
Ry Rz R3 m/z  m/z (aduto Na*) m/z  m/z (aduto Na*)
Beauveracin ——CH(CHa), —CH;  —CHyPh 623,7 645,7 2442 266,2
BeauveracinD ——CH(CH;), —H —CHyPh 609,7 621,7 2442 266,2
Beauveracin E ——CH(CHj3), —CH; —CH(CHg), 5757 597,7 2442 266,2
Beauveracin F —CH(CH3)CH,CH;  —CH3z ~ ——CHyPh 637,7 659,7 2442 266,2
Compound 1 —CHjs —CH;  —CHJPh 595,7 617,7 2442 266,2

Figura 100:Proposta do mecanismo de fragmentacdo para a beauvericina seus analogos
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Rs R, Rs
R R Rt R Rax Ry
[¢) [¢)
)\‘/ko ' )\‘/go ° AR )\‘/’-\Qo '
o o 0, o o o (] o o}
[¢] 0 fe)
R4 R, Rs [M+H]* [M+Na]*
Beauveracin —CH(CH3), —CH;3 —CH,Ph 7847 806,7
BeauveracinD ——CH(CHj3), —H —CH,Ph 770,7 7927
Beauveracin E ——CH(CHj3), —CH; —CH(CH3), 736,7 7587
Beauveracin F —CH(CH3)CH,CH; —CH;  ——CH,Ph 7987 8207
Compound 6 —CHs —CH; —CHyPh 766,7 7887
| v
[e] —| [M+H]* ou [M+Na]* 9 _I [M+H]* ou [M+Na]*
o 0]
o " ©
R \ \
o) (0]
R4 m/z m/z (aduto Na*) m/z m/z (aduto Na*)
Beauveracin ——CH(CHg), 362,4 3844 Beauveracin 362,4 384,4
BeauveracinD ——CH(CHs), 362,4 384,4 BeauveracinD  362,4 384,4
Beauveracin E ——CH(CHa), 362,4 3844 Beauveracin E 362,4 384,4
Beauveracin F —CH(CH3)CH,CH; 3764 3984 Beauveracin F 362,4 384,4
Compound 6 —CHj 3344 356,4 Compound 6 362,4 384,4
\J
Ry R, R;3 m/z  m/z (aduto Na*)
o) —| [M+H]* ou [M+Na]*
Beauveracin ——CH(CHg), —CH;  —CH,Ph 362,4 3844 O)J\Zb
Beauveracin D ——CH(CHjy); —H —CH,Ph 3484 370,4 o
Beauveracin E ——CH(CHj3), —CH;  —CH(CH3), 3144 336,4 \
Beauveracin F  —CH(CH;)CH,CH;  —CH; ~ —CHyPh 376,4 3984 o] e R
Compound 6 —CHs —CHz —CHyPh 3344 356,4

Figura 101: Proposta do mecanismo de fragmentacdo para a beauvericina seus analogos
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R
)\/go o)
0. (0] [¢]
(0]
g O

Ry

R;

R,

[M+H]* [M+Na]*

Beauveracin

Beauveracin D
Beauveracin E
Beauveracin F

Compound 6

—CH(CH3),
—CH(CH3),

—CH(CH3),

——CH(CH3)CH,CHj

—CH,

—CH,
—H

—CH,
—CH,

—CH,

—CH,Ph 784,7  806,7
—CH,Ph 770,7 7927

—CH(CH3), 7367 7587

—CH,Ph 798,7  820,7

—CH,Ph 766,7  788,7

I —| [M+H]* ou [M+Na]*

_l [M+H]* ou [M+Na]*

o
N,
X \ R2
\ o \ o
: O
R4 R, m/z  m/z (aduto Na*) R, R3 m/z  m/z (aduto Na*)
Beauveracin ——CH(CHg), —CHs 5235 5455 Beauveracin  —CH;  —CHyPh 523,5 5455
BeauveracinD ——CH(CHa), —H 509,5 531,5 BeauveracinD —H —CHyPh 509,5 531,5
Beauveracin E  ——CH(CHj), —CHjs 523,5 5455 BeauveracinE —CHz  —CH(CH3), 476,5 4975
Beauveracin F ——CH(CH3)CH,CH;  —CHjs 537,5 559,5 Beauveracin F —CHz ~ ——CHyPh 5235 5455
Compound 6 —CH, —CHs 4955 517,5 Compound 6 —CHz —CHyPh 523,5 5455

Figura 102: Proposta do mecanismo de fragmentacao para a beauvericina seus analogos
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Rs Rs
R, O. _R; RNH\H/O R
|
(0]
(0]
o o N/ )\L_\eo o N/
Q. (0] O,
0. (0] (0}
o) (0]
- '\)qj‘io
R4 Rz R3 [M+H]* [M+Na]*

Beauveracin ——CH(CHg), —CH3;  ——CHyPh 784,7  806,7

BeauveracinD ——CH(CHj3), —H —CHyPh 770,7 7927

Beauveracin E ——CH(CHj3), —CH; —CH(CH3), 736,7 758,7

Beauveracin F ——CH(CH3)CH,CH; ——CH;  ——CHyPh 798,7 820,7

Compound 1 —CHj —CH;  ——CHjPh 766,7 7887

R3
[M+H]* ou [M+Na]*
.
o\
(@)
(0]
R4 Ry R3 [M+H]* [M+Na]*

Beauveracin ——CH(CH,), —CH;  —CH,Ph 4952 4632
Beauveracin D ——CH(CHj3), —H —CHyPh 481,2 4272
Beauveracin E = ——CH(CHj3), —CH3  —CH(CHa), 4472 4152
Beauveracin F ——CH(CH3)CH,CH; ——CHj3 —CH,Ph 509,2 477,2
Compound 6 —CHg —CH; —CHyPh 4672 4352

Figura 103: Proposta do mecanismo de fragmentacdo para a beauvericina seus analogos

142



Resultados e Discussdo

R4

0
Re | o | [M+H]* ou [M+NaJ*
o
¢ H
OxnNR; - |
~
(o] ‘ (o] + 2
Y ;
N /w/
o ~

[M+H]* [M+Na]*

262,3 284,3
262,3 284,33
262,3 2843
262,3 284,33
262,3 2843

Figura 104: Proposta do mecanismo de fragmentacdo para a beauvericina seus analogos

A Tabela 17 resume os principais fragmentos presentes nos
espectros de ions produto destes compostos. As cores de cada ions representam
por qual mecanismo mostrado anteriormente eles sdo gerados para cada
composto. Isso mostra que os 9 mecanismos propostos anteriormente justificam
os principais fragmentos presentes nos espectros de ions produto para todas
formulas estruturais propostas para os compostos detectados no extrato de meio

liquido do fungo FE.

Sabendo que o fungo FE, ¢ um bom produtor de compostos da
classe dos depsipeptideos, conhecidos por suas atividade biologicas, partiu-se

para a identificacao do género deste micro-organismo.
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Tabela 17: Principais fragmentos dos depsipeptideos detectados no extrato de meio liquido
do fungo FE.

Beauv Beauv D Beauv E Beuv F Comp 1

(783 Da) (769 Da) (735 Da) (797 Da) (755 Da)

784 806 770 792 736 758 798 820 756 778
M+H M+Na M+H M+Na M+H M+Na M+H M+Na M+H M+Na
766 - 752 - NF - 780 - 738 -
756 - 742 - NF - 770 - 728 -
623 645 609 631 NF 597 637 659 595 617
523 545 509 531 NF 497 537 559 495 517
523 545 509 531 NF 497 523 545 523 545

495 - 481 - NF - 509 - 413 -
362 384 362 384 NF 384 376 398 334 356
362 384 348 370 NF 336 376 398 334 356
362 384 362 384 NF 384 362 384 362 384
262 - 262 - NF - 262 262

244 244 NF 244 244

4.2.7. Identificacio morfologica do fungo FE

Através da observacdo macroscopica da cultura do fungo FE,
prop0Os-se que este fungo pertenceria ao género Fusarium devido a producdo de
um pigmento vermelho, caracteristico de algumas espécies deste género. Porem,
para se obter mais informacdes sobre a morfologia deste fungo partiu-se para a
analise microscopica do mesmo a fim de se observar as estruturas reprodutoras

(principalmente macroconideos) bastante caracteristico deste género.

Apos varios cultivos em diferentes meio, obteve-se uma cultura
produtora destas estruturas de reprodugdo, que podem sem observadas na
Figura 105a, com ampliagdo na Figura 105b. Ja na Figura 105¢c, sdo
mostrados os macroconideos para diferentes espécies de Fusarium, como
publicado no livro “the Fusaruim Laboratory Manual”, e que se assemelham
bastante com os presentes no fungo FE.*® Além disso, varias espécies de

Fusarium sao conhecidamente produtoras de beauvericina, composto produzido
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em grande quantidade pelo fungo FE isolado como endofitico da planta
Alternanthera brasiliana. Esses dados refor¢am a proposta inicial de que este
fungo pertence ao género Fusarium. A identificacdo da espécie deste micro-
organismo esta sendo feita atreves de estudos moleculares, pelo Prof. Dr. André

Rodrigues da Universidade Estadual de Santa Cruz.

Assim sabendo que o fungo FE, isolado como endofitico de
Alternanthera brasiliana, ¢ um bom produtor de depsipeptideos, compostos
bastante conhecidos por sua atividade antibiotica, partiu-se para a analise do
extrato da planta a fim de verificar se a beauvericina, principal depsipeptideo
encontrado nos extratos deste micro-organismo, estaria sendo produzida por ele

dentro dos tecidos da planta.

Figura 105: Estruturas reprodutivas a) do fungo FE, b) ampliacdo do item a e c¢) de diferentes
espécies do género Fusarium.’
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4.2.8.  Analise de beauvericina nos extratos da planta

Para verificar a presenga ou a auséncia de beauvericina nos tecidos
da planta, foram utilizados experimentos de Selected Reaction Monitoring
(SRM). Neste experimento cada um dos analisadores (quadrupolos) ¢ ajustado
para que permita a passagem de apenas uma dada relagdo massa/carga. Ou seja,
o primeiro analisador permite a passagem de ions que possuam m/z igual a do
composto que esta sendo analisado. E o segundo analisador permite a passagem
de ions apenas com m/z igual a um dos fragmentos deste composto. Os
compostos que possuirem uma mesma m/z a da molécula de interesse passarao
pelo primeiro quadrupolo e também serdo fragmentados na cela de colisdo mas
se ndo possuirem um fragmento igual ao molécula de interesse, este fragmento
ndo passara pelo segundo analisador nao atingindo o detector o que ndo produz

sinal cromatograma de SRM.

Assim a partir do espectro de Full Scan e do espectro de ions
produto da beauvericina (Figura 106 a ¢ b) foram selecionadas trés transi¢des
para analises do extrato e das fracdes da planta por SRM. Como nas condigdes
de analise utilizadas o ion precursor mais abundante para a beauvericina foi o
ion [M+Na]’, as transi¢des foram selecionadas a partir dos fragmentos deste ion
e nao do ion [M+H]+. As trés transi¢cOes selecionadas foram: 806,2—384,0;
806,2—265,8 e 806,2—645,1. E neste experimento foi utilizada um energia de

colisdo igual a 45.

Foram selecionadas trés transicOes para aumentar ainda mais a
seletividade do experimento de SRM, ou seja, diminuindo a possibilidade de
haver outros ions com mesma relacdo massa carga da beauvericina € mesmo
fragmento sendo detectado e resultando em um falso positivo. A curva de
calibragao foi feita com os dados obtidos para o primeiro canal (806,2—384,0),

os outros dois foram utilizados para confirmacao.
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806.3 M+Na* Scan
™ EST+
807.2
a =
M+H" 7843
383.3\411_8 :149_3 \
0 I lll |‘J>l“! lu S
384.2 Tons produto 806
) EST+
b : 266.1
380.7
1340 L0 g 284.1 ol .
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Figura 106: Espectros a) Scan ESI no modo positivo da beauvericina; b) fons produto de 806
[M+Na]+

A curva de calibragao foi feita com 5 pontos ( 0,2; 1; 10; 100 e
1000ng/ml) e o coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,97 como pode ser
observado na (Figura 107) onde estdo representados o grafico de residuos e a
curva de calibragdo. A partir desta curva fez-se a estimativa da quantidade de

beauvericina no extrato e nas fracdes da planta.

Compound name: Beauvericin

Correlation coefficient: r = 0.971984, r"2 = 0.944753

Calibration curve: 5446.33 * x + 1847.86

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None

4%

Residual
X

X Conc

50000014
4000000

3000000

Response

2000000

1000000

-0

Figura 107: Grafico de residuos e curva de calibra¢do para beauvericina.
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O limite de deteccdo para este método foi de 0,15 ng/ml, ou seja
concentragdo na qual a relagdo sinal ruido, da transi¢do menos intensa ¢ igual a
10. A Figura 108 mostra a relacdo sinal ruido das 3 transi¢des para o ponto
Ing/ml. Assim a relacao sinal/ruido da transicao 806,2—645,1 foi de 64, ou seja
o limite de deteccdo deve estar em um concentragdao aproximadamente 6,4 vezes

menor que 1ng/mL.

100, S/N:RMS=219.34 806,2>384,0

7.00 : 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

100+ S/N:RMS=78.65

700 800 @00 1000 1100 1200 1300 1400 1500

S/N:RMS=63.94 806,2>645,1

0 Time
7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00

Figura 108: Cromatograma de SRM para as trés transigdes monitoradas

Foi detectada a presenca de beauvericina no extrato de
etanol/acetato da planta na concentragdo de aproximadamente 10ppm. A Figura
109 mostra os cromatogramas de SRM, das transi¢des analisadas para o extrato
da planta, onde € possivel verificar a presenga das trés transi¢des da
beauvericina no extrato de planta. Sugerindo que o micro-organismo FE isolado
como endofitico de Alternanthera brasiliana pode estar produzindo este
composto, que ¢ conhecido por suas atividades antibiodticas e inseticida dentro

dos tecidos da planta.
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- 11.45 806,2>384,0
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0 B A A g A B B s B s R R B A L A L S B s A A A RS AR A Sa sanRd RASSN nsssa s nnal
8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12,50 13.00 13.50 14.00 14.50 15.00
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Figura 109: Cromatogramas de SRM da analise do extrato de Alternanthera brasiliana.

Além das analises de desreplicacao focadas em compostos bioativos
presentes na planta Alternanthera brasiliana, e produzidos por fungos
endofiticos isolados da mesma, iniciou-se o estudo de outros compostos
presentes nesta planta e nos fungos endofiticos associados a ela, como sera

discutido a seguir.

4.3. Identificacao de outros compostos presentes nos extratos da planta e

do fungo F11

Como mostrado anteriormente, a planta Alternanthera brasiliana €
pouco estudada quase ndao havendo relatos sobre a identificacdo metabolitos
secundarios presentes em nesta planta, bem como nenhum relato de fungos
endofiticos associados a ela foi encontrado durante o levantamento bibliografico
realizado em diversas bases de dados. Assim, além dos estudos de identificacao
de compostos bioativos presentes na planta e nos fungos endofiticos, outras
analises preliminares foram realizadas com os extratos da planta e dos demais
fungos cultivados, a fim de se obter informag¢des sobre os compostos presentes

nestas fontes. A seguir sdo mostrados os resultados obtidos, que apesar de
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preliminares podem servir como base para a continuagdo dos estudos quimico,

biologico e da micro-biota associada a esta planta.
v' Analise do extrato do fungo F11

Na analise do extrato de meio solido do fungo F11 dois sinais se
destacam mo mapa mostrado na Figura 110, estes sinais sdo referentes aos ions

m/z 530 e m/z1038.

Como mostrado na Figura 111 a morfologia deste fungo F11, ¢
bem caracteristica do género Xylaria, principalmente pela presenga dos
ascocarpos, com a base preta a o topo branco. Outros fungos deste género ja
foram estudados no nosso grupo e algumas cepas mostraram-se boas produtoras

. . 4
de compostos da classe das citocalasinas.*

1200.000 .

1150.000%

1100.0001
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950 UOO%

900.000% -

850.000% ) =t = =

800.000%

750.000:

M'2700.000;

650.000< - R

600.000< —

550.0005 A - B
500.000: o = & — =

450,000 . =

400.000% -

350.000<

SHO00E  Tew sem ome et =

2500005 - e

R R R e R T e
30.00 35.00 40.00 45.00

I‘50(‘]H‘ “‘1‘0‘0‘0‘” ‘.‘15‘0‘0‘”“”2‘0‘0‘0”‘ e i

Figura 110: Mapa da andlise de LC-MS do extrato do fungo F11
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Figura 111: Foto do fungo F11

Essas informag¢des aliadas aos ions em destaque no mapa, sugerem
que estes compostos produzidos pelo fungo F11, pertencam a classe, das

citocalasinas, cuja alguns deles sao mostrados na Figura 112.

Assim, analisando-se o cromatograma de ions selecionados para o
ions m/z 530 (Figura 113a) e o espectro de massas (Figura 113b) referente a
banda presente neste cromatograma, observa-se além do ion m/z 530 a presenca
do ion m/z 1038. Possivelmente esses ions sejam referentes ao aduto de sodio da
molécula de massa 507 Da e de um cluster de duas moléculas com atomo sodio
[2M+Na]’, respectivamente. Assim este composto pode ser um dos isdmeros das

citocalasinas C ou D, mostradas na Figura 112.
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C29H35NO5 C29H37NO5 C30H37NOg
Citocalasina A (1) 477.60 Citocalasina B (2) 479.62 Citocalasina C (3) 507.63

_ ) C3oH37NOg CysH33NO; C30H39NO5
Citocalasina D (4) 507.63 CitocalasinaE (5) 495.57 Citocalasina H (6) 493.64

C30H39NOy4 C29H37NOg ) H ) C29H34N204
Citocalasina L696474 (7) 477.64 Citocalasina F (8) 495.62 Citocalasina G (9)  474.60

C29H39NO5 C3oH37NO7 C30H37NO7
Dihydrocitocalasina B (10) 481.63 Citocalasina N (11) 523.63 CitocalasinaR (12) 523.63

Figura 112: Estruturas quimicas de alguns compostos da classe das citocalasinas.
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Figura 113: Analise do extrato do fungo F11: a) Cromatograma de ions selecionados m/z
530; b) Espectro de massas da banda em 10.75 minutos.

Para avaliar esta proposta, realizou-se analise de uma amostra de
citocalasina D utilizando-se as mesmas condi¢des cromatograficas e de
ionizacdo que as empregadas nas analises dos extratos fungicos. O
cromatograma de ions totais (TIC) referente a esta analise sio mostrados na
Figura 114" J4 a Figura 114b representa o espectro de massas referente a
banda em 10,7 minutos. A grande semelhanca entre o tempo de retencdo e o
espectro de massas das duas amostras (do extrato do fungo F11 e da amostra de
citocalasina) reforga a proposta que o composto referente a banda em 10,7
minutos, presente no cromatograma do extrato do fungo F11, pode ser um dos
1someros das citocalasinas de massa 507,8 Da. Além disso, o ion em m/z 1038
poderia ser o aduto de so6dio do cluster de duas moléculas desta citocalasina

(507,8 + 507,8 + 23=1038,6), como discutido anteriormente.
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Figura 114:Andlise de uma amostra de citocalasina: a)Cromatograma de ions totais e b)

Os

Espectro de massas referente a banda em 10,7 minutos.

espectros de ions produto de m/z 530 ([M+Na]"), para o padrio e

para o composto presente o extrato do fungo F11 sdo mostrados na Figura 115

a ¢ b respectivamente. Apesar dos espectros se apresentarem bem ruidosos,

proprio da fragmentagdo da maioria dos adutos de sodio, o perfil dos fragmentos

¢ bastante semelhante entre eles, sugerindo que o composto presente no extrato

do fungo F11 seja a citocalasina D. O que poderd ser comprovado através de

experimentos de ressonancia magnética nuclear.

fons Produto 530

100 199 470.2
223.0
a = 91.0
104.8 2
82.9 1950 Wi 3321 3561
1k L l 304.0 379.0,44 54521
1200 fons produto 530
s 470.2
530.3
b 90.9 223.0
®
237.2
g2 1048135, 1718 772650 3321 356.1
3 I ( §89.1 4521 | 488.3 533.6
B T v S R s R e

Figura 115: Espectro de ions produto de m/z 530 a) para o padrdo de citocalasina D; b). para

o extrato do fungo FE
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Outros fungos morfologicamente semelhantes ao género Xylaria,
foram isolados como endofiticos de Alternanthera brasiliana (Figura 116), em
estudos posteriores serdo avaliadas a producdo de compostos da classe das
citocalasinas por estes organismos, bem como a busca destes compostos nos

tecidos da planta.

Sendo esta, uma planta utilizada na medicina popular ¢ de grande
interesse conhecer quais compostos estdo presentes em seus tecidos, nao so
aqueles biossintetizados por ela como também aqueles resultante das interagdes
ecologicas das quais ela faz parte. Isso porque, esses metabolitos podem ter
diversos papeis bioldogicos como no caso dos depsipeptideos que apresentam
atividade antibidtica, de algumas citocalasinas que apresentam atividade
antifingica ou mesmo de outros compostos que apresentem alguma toxidade

para o homem.

Figura 116: Cepas de micro-organismos isolados de Alternanthera brasiliana.
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Nesse sentido, iniciou-se um estudo preliminar a fim de identificar
algumas classes de compostos presentes na planta. Esse estudo foi realizado por
LC-PDA, como e o mapa da analise do extrato das folhas € mostrado na Figura
117. No intervalo entre 9 ¢ 16 minutos observa-se a presenga de compostos que
possuem absorcdo entre 500 e 600nm, que sdo bastante hidrofilicos, ja que
eluem entre 20 e 30% de modificador organico. Isso se for adicionado 4cido a
fase movel, pois se as andlises forem feitas na auséncia de acido estes compostos

sao eluidos no tempo morto do método.

Time: 249867 min - Wawvelzngth: 277 nm

14
min

Figura 117: Mapa de LC-PDA da andlise do extrato das folhas de Alternanthera

Assim, o comportamento cromatografico destes compostos, aliados
aos espectros de ultravioleta destas bandas (Figura 118), sugerem que eles
sejam compostos semelhantes a betalainas (Figura 119), que geralmente
apresentam uma banda na em torno de 280 nm e outra entre 500-550 nm, e sdo

10, 50, 51 A 1% : L. s
» 777 Além disso, em presenga de acido o equilibrio de

bastante hidrofilicos.
ionizacdo dos grupos carboxilicos fica deslocado no sentido que estes se

mantenham ndo ionizados, o que diminui a hidrofilicidade destes compostos
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aumentando sua retengao no modo reverso de elui¢do, o que ¢ bastante coerente

com os dados obtidos nestas analises.

=== 8.20 min | | | L==r=98imn | | I ==19.88 min | | | |
[ “Lambda mak: 2714~ 536 297 1300 320 = = Lambdamax: 214 535 531333 330 Lambda max:| 537 208 210 205 268
Lambda min : 299 819 421340 419 Lambda min : 532 831 340343 431 Lambda min : 209 206 288 249 246/
| | | | | | | |

- es2minT — — - — — 7 — — -~ — — =T 11.63 min | | |
Lambda max: 210 537 270 296 291 Lambda max: 212 535 269 271 278 Lambda max:| 209 281 275 272 284
Lambda min 3 203 288 285 277 281 Lambda min : 270 277 286284 255 Lambdamin : 283 274 256 277 260|

Figura 118: Espectros de ultravioleta referente as bandas em: a) 9,9; b) 10,53; b) 11,8; ¢)
12,1; d) 13,0 e 1)14,9 minutos

Z®

HOO N COOH

Figura 119: Estrutura quimica genérica para betalainas

Os compostos que eluem entre 16 e 20 minutos possuem o perfil de

absorcao no ultravioleta bastante semelhante ao do acido cafeico, ou feralico. Os
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espectros de ultravioleta para estas bandas sdo mostrados na Figura 120, e
podem ser comparados com o espectro do acido cafeico extraido de WANG

(2008) apresentado na Figura 121.%
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Figura 120: Espectro de ultravioleta das bandas em a) ; b) ec)
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Figura 121: Espectro de ultravioleta do acido cafeico, extraido de WANG (2008).

158



Resultados e Discussdo

Esses compostos foram analisados também por espectrometria de
massas, € a Figura 122a mostra o cromatograma de ions totais referente as
bandas entre 16 ¢ 20 minutos. As bandas em 16,3 e 18,5 minutos estao
relacionadas aos compostos com m/z 312, enquanto que as bandas em 17,2 ¢
19,4 minutos referem-se a compostos com m/z 342, como pode ser observado

nos cromatogramas de ions selecionados das Figura 122 b e c.
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Figura 122: Cromatogramas de a) fons totais, b) fons selecionados para m/z 312 e c) fons
selecionados para m/z 342.

Os espectros de massas dessas bandas estdo representados na
Figuras 122 e 123, juntamente com os espectros de ions produto de cada um
deles. Os espectros de ions produto dos isomeros sdo idénticos, sugerindo que a
isomeria seja apenas espacial, o que geralmente interfere pouco no perfil de
fragmentagdo dos compostos. Alem disso, grande parte dos fragmentos
presentes nos espectros de ions produto para m/z 312 e m/z 342 sdo os mesmos,

sugerindo que haja uma por¢do semelhante na estrutura desses compostos.

159



Resultados e Discussdo

3125 Scan ESI-
100-
a) B
2975
L 3345
L e e L L b b s s L s At et M e e L L e s et e A T
Scan ESI-
. 3125
b) = 2|
2975
3345
. A miz

0
200 | 210 | 220 230 | 240 | 250 | 260 | 270 | 280 | 200 | 300 | 310 320 | 330 = 340 | 350 360 = 370 380 | 390 = 400

Tons produto de 312

100 148.2 178.2
135.1
3125
c) ¥
190.3 297.4
l 253.3
0+ ——
148.2 Tons produto de 312
e 178.2
13532
3125
d).]
190.2 297.4
253.3
o 1:\.\-\L.."z\‘l\z“.\-‘\.mfz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figura 123: Espectro de massas referente as bandas cromatografica a) 16,3; b) 18,5. Espectro
de ion produto de 312 para as bandas c) 16,3 ; e d)16,5
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Figura 124: Espectro de massas referente as bandas cromatografica a) 17,2; b) 19,4 minutos.
Espectro de ion produto de 342 para as bandas c¢) 17,2; e d)19,4 minutos

Como ja mencionado anteriormente, os dados de ultravioleta,
sugerem que estas substancias possuem uma parte semelhante aos acidos cafeico
ou acido ferulico. Isso aliado aos dados obtidos por espectrometria de massas
levaram a propor as estruturas apresentadas na Figura 125., para estas
moléculas. Ou seja derivados do acido ferulico que possuem 1 atomo de
nitrogénio em suas estrutura, o que justifica as massas impares encontradas para
estes compostos (313 e 343 Da). Além disso os dados de fragmentacdo sdo
bastante semelhantes aos dados da literatura para estes compostos, onde os
principais fragmentos correspondem a por¢do do acido fumarico, com os ion m/z

148, 135 ¢ 178.7° Experimentos de NMR devem ser realizados para confirmar
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as estruturas destes compostos e as diferengas existentes entre os dois isOmeros

da cada relacdo massa carga.

o (0]
HO H
OH
OH OCH;
C1gH19NOy4 C19H21NOs
313.35 343.38

N-trans-Feruloiltiramina N-trans-Feruloil-homovanililamina

Figura 125: Estrutura quimica dos compostos presentes no extrato da planta Alternanthera
brasiliana.
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5. CONIDERACOES FINAIS

As estratégias de desreplicacdo adotadas neste trabalho se
mostraram muito eficientes na identificacdo dos compostos antibidticos
presentes no caule da planta Alternanthera brasiliana, bem como nos extratos

dos fungos endofiticos associados a ela.

O uso de técnicas analiticas como LC-PDA-MS/MS, LC-HRMS e
LC-SPE-NMR foi crucial para o sucesso destes estudos de desreplicagao, e estas
técnicas contribuiram de diversas formas para as analises quimicas dos
compostos presentes nestes extratos. Além disso, o uso de mapas para
representar os dados obtidos nas andlises por LC-PDA-MS possibilitou uma
visdo ampla da constituigdo quimica das amostras analisadas, o que permitiu
inferir quais os compostos presentes predominantemente nas amostras
biologicamente ativas, poderiam estar de alguma maneira relacionados com

atividade antibiotica.

Apos a determinagao dos compostos alvo, o estudo de elucidagao
estrutural foi desenvolvido de forma focada, rapida e eficiente. Para isso foram
utilizados experimentos de ions produto, bem como analises por NMR, ou LC-
SPE-NMR. A técnica de LC-SPE-NMR proporcionou um significativo aumento
na eficiéncia da elucidagdo estrutural dos compostos organicos presentes nos
extratos da planta, pois alia as importantes contribuicdes para elucidacao
fornecidas pela técnica de ressonancia magnética nuclear com a versatilidade

proporcionada pela HPLC nas andlises de amostras complexas.

Dessa forma os dados obtidos permitiram associar um conjunto de
oxilipinas a atividade antibiotica da planta Alternanthera brasiliana. Dentre os
quais destacam-se: 9-E,E-KODE, 9-E,Z-KODE, 13-E,E-KODE, 13-Z,E-KODE,
entre outros, que serdo caracterizados completamente em breve. Estes

compostos, que geralmente estdo associados a patogéneses, estresse e elicitagao
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de plantas, poderiam ter alguma correlacio com o grande numero de bactérias
endofiticas isoladas do caule desta planta e poderiam estar sendo produzidos

como uma resposta a presenga destes micro-organismos.

Na analise dos extratos de um dos micro-organismos endofiticos
isolados de A. brasiliana, o uso de LC-HRMS possibilitou a identificacdo de
diversos depsipeptideos. Dentre os quais, destaca-se a beauvericina, produzida
em grande quantidade por este micro-organismo endofitico e que possui
marcante atividade antibiotica ja relatada. Além disso, este composto também
foi detectado nos extratos da planta através de experimentos de SRM. Esse fato
sugere que o micro-organismo endofitico deve estar produzindo depsipeptideos

no interior dos tecidos da planta.

Assim, as dados aqui obtidos indicam que os fungos endofiticos
podem ter algum papel relevante na atribuicdo da atividade antibiotica desta
planta. Além disso, estes compostos podem ter algum papel na interacdo da
planta com outros micro-organismos presentes em seu habitat, ja que possuem

efeitos antibidticos e inseticidas.

Com isso, as estratégias de desreplicagdo se mostraram bastante
eficientes ndo s6 na identificagao de compostos bioativos presentes na planta, ou
nos extratos fungicos, mas também forneceram um conjunto de informagdes que
podem auxiliar na compreensdo do papel quimico e biologico existente entre a
planta a planta Alternanthera brasiliana e seus micro-organismos endofiticos.
Esses resultados abrem um leque para novos estudos envolvendo as interagdes

ecologicas entre esta planta e os micro-organismos associados a ela.
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