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RESUMO
ESTUDO QUIMICO DE Erythricium salmonicolor, SUA INTERAGAO COM A
BACTERIA  Xanthomonas citri E SINTESE DE COMPLEXOS
ANTIMICROBIANOS. A busca de produtos naturais bioativos tem sido cada vez
mais importante diante do cenario mundial de controle de doencas, sejam elas
ocasionadas por patégenos ou fitopatdgenos. Os microrganismos que assolam as
culturas brasileiras tém desenvolvido mecanismos de resisténcia diante de muitos
controles quimicos, sendo necessaria a busca constante de alternativas para superar
esses desafios. Assim, entender como esses organismos se desenvolvem na natureza,
em seu processo de patogenicidade com suas plantas hospedeiras, tem sido uma
abordagem de sucesso no desenvolvimento de prototipos de novos antimicrobianos.
Neste trabalho foi realizado o estudo quimico do fungo Erythricium salmonicolor
por técnicas como CC, HPLC-DAD, HPLC-UV e a caracterizacdo da composigédo
quimica utilizando as tecnicas UPLC-HRMS MS/MS e RMN-1D e 2D que
resultaram na identificacdo das substancias 1-34. Alem disso, foi realizado o estudo
da curva de crescimento deste fungo em meio BDA analisando os extratos por GC-
MS e organizando as informacdes com o auxilio de analise de PCA (Analise de
Componente Principal) e pode-se verificar que o periodo ideal para a cultura do
microrganismo foi de nove dias e as substancias provenientes destes extratos 44-60
foram identificadas em comparagdo com os espectros depositados na biblioteca NIST
com o livro Adams. Ainda, para determinar o potencial biotecnoldgico do fungo, este
foi submetido ao estudo de biotransformacdo do composto rutina em meio Czapek
que rendeu o produto de biotransformacéo 21. E por fim foi realizado a complexacéo
dos ligantes rutina, naringina e acido vanilico com os metais cobre 11, zinco 1l e ferro
I1, sendo estes caracterizados por RMN-1D, 2D e espectrometria de massas, além de

serem submetidos ao teste de concentracdo inibitoria minima (CIM) frente a bactéria



XiX

Xanthomonas citri, onde verificou-se que 0 complexo de naringina com zinco foi o
mais ativo tendo CIM de ~200 uM.
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ABSTRACT,
CHEMICAL STUDY OF Erythricium salmonicolor, ITS INTERACTION WITH
THE BACTERIA Xanthomonas citri AND SYNTHESIS OF ANTIMICROBIAL
COMPLEXES. The search for bioactive natural products has been increasingly
Important in the world scenario of disease control, whether pathogens or
phytopathogens. The microorganisms that plague Brazilian cultures have developed
resistance mechanisms in the face of many chemical controls, requiring a constant
search for alternatives to overcome these challenges. Thus, understanding how these
organisms develop in nature in their pathogenicity process with their host plants has
been a successful approach in the development of prototypes of new antimicrobials.
In this work, the chemical study of the fungus Erythricium salmonicolor was carried
out by techniques such as CC, HPLC-DAD, HPLC-UV and the characterization of
the chemical composition using the UPLC-HRMS MS/MS and RMN-1D and 2D
techniques that resulted in substances 1- 34. In addition, the study of the growth curve
of this fungus in PDA medium was carried out, analyzing the extracts by GC-MS
and organizing the information with the aid of PCA analysis (Principal Component
Analysis) and it was possible to verify that the ideal period for the microorganism
was cultured for nine days and substances from these extracts 44-60 were identified
in comparison with the spectra deposited in the NIST library with the book Adams.
Also, to determine the biotechnological potential of the fungus, it was submitted to
the study of biotransformation of the substrate rutin in a poor medium (Czapek)
which yielded the biotransformation product 21. Finally, the complexation of the
ligands rutin, naringin and vanillic acid with metals copper Il, zinc Il and iron II,
which are characterized by NMR-1D, 2D and mass spectrometry, in addition to being
subjected to the inhibitory concentration test (MIC) against the bacterium
Xanthomonas citri where it was found that the complex of naringin with zinc was the

most active having a MIC of ~200 pM.
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1.INTRODUCAO

1.1.Produtos naturais como fonte de moléculas para o mundo

A quimica organica de produtos naturais tem sofrido varias
transformac6es através dos anos, com a modernizagao das técnicas, desenvolvimento
de experimentos e aumento da sensibilidade de varios tipos de equipamentos,
possibilitando o trabalho em escalas de amostras cada vez menores?.

O avango das abordagens e técnicas possibilitou aos pesquisadores o
trabalno com um ndmero bem maior de amostras tornando viavel o estudo de
ambientes e interacdes mais complexas através de interacdes bidticas e abioticas?.

O uso de grande guantidade de dados e informacdes hoje chamados de
“bigdata”, tem sido utilizado juntamente com ferramentas estatisticas e de
quimioinformatica que possibilitam o agrupamento e analise da variacdo das
respostas experimentais medidas e tornando viavel, a partir de um estudo
“untargeted” com resultados de analises semiquantitativas para um estudo
direcionado “targeted” para a quantificacdo dessas respostas®.

Diante disso, a busca por moléculas bioativas e novas moléculas tém
sido acelerada, contribuindo também para a area de sintese organica para realizar
modificacdes direcionadas em potenciais moléculas provenientes desses estudos para
aumentar a eficacia delas e reduzir efeitos negativos como a citotoxidade®.

A busca por novas moléculas tem sido um trabalho milenar, usando
como fontes as plantas, microrganismos e suas interacdes ecologicas. O controle de
patdgenos geralmente € realizado estudando o nicho ecoldgico que eles estdo
inseridos para entender como acontece a rede de comunicacao entre eles e, a partir
disso, formular hip6teses de como a comunicagéo acontece, seja ela quimica ou ndo®.

A ecologia guimica, por anos, tem sido objeto de estudo para entender

ambientes simples e complexos de intera¢bes microbianas com seus hospedeiros, que



sdo mediadas pelos mais diversos tipos de interacbes como simbionte, parasitaria,
comensalismo, mutualista, predatismo etc®’.

Esses tipos de interacbes muitas vezes sdo respostas quimicas que
mediam a producdo de metabdlitos especificos para protecdo, manutencdo da vida,

regeneracéo de tecidos, dentre outros mecanismos®.

1.2.Rubelose e Melanose, doencas de Citros causadas por fungos

Citros tem sido objeto de estudo por varios grupos de pesquisa em todo
0 mundo. Trabalhos tém sido realizado mostrando a importancia/aplicacdo da
ecologia quimica no desenvolvimento de novos controles quimicos e/ou biologicos
de doencas/pragas que assolam a producéo de laranja pelo mundo®.

O Brasil € um dos maiores produtores de citros no mundo, contudo
também um dos maiores importadores de defensivos, desde inseticidas a fungicidas
e bactericidas. As principais doencas bioticas em citros incluem a clorose variegada
dos citros (CVC), cancro citrico, leprose, tristeza, mancha preta, mancha marrom,
morte subita, melanose, rubelose, e, mais recentemente, Huanglongbing (ex-
greening), além de muitas outras pragas.

Uma alternativa para inibir o desenvolvimento de um fungo ou bactéria
seria entender os eventos metabolicos relacionados a comunicacao entre estes e sua
planta hospedeira. Estes estudos podem levar a novos fungicidas e bactericidas
menos danosos ao meio ambiente. Contudo, o problema a ser enunciado para estudo
refere-se a Rubelose e Melanose.

A Rubelose dos citros tem causado danos significativos a citricultura
paulista nos ultimos anos. A doenca atinge todas as culturas citricas, ela concentra-
se nos galhos e ramos, sendo mais severa em arvores vigorosas e em pomares
adensados. Os sintomas iniciais consistem em lesdes com desprendimento da casca

e exsudacdo de goma. Posteriormente, observam-se corddes miceliais e crescimento



micelial réseo sobre os ramos afetados®. Devido a essa observacdo a doenca é
também conhecida como mal rosado. Internamente, nesses ramos, observa-se
descoloracdo dos tecidos. Quando essas lesfes atingem a base dos galhos, pode
ocorrer a morte de toda a copa da planta.

A Melanose causa danos nos 6rgaos verdes da planta no inicio do seu
desenvolvimento. Ela também afeta os frutos em vias de maturacdo ou apos a colheita
causando a podridédo peduncular®® . Em condigdes favoraveis e pomares malcuidados,
a Melanose pode acarretar prejuizos, principalmente devido ao aspecto dos frutos
que séo destinados ao mercado de fruta fresca. A doenca pode ser confundida com a
mancha na casca dos frutos causada pelo acaro da ferrugem, porém no caso da

Melanose as lesdes sdo asperas™t.

1.3.Etiologia

A rubelose tem como agente etiolégico o fungo Erythricium
salmonicolor (Berk. & Broome) Burds. (Corticium salmonicolor), pertencente ao
grupo Eukaryota, reino Fungi, filo Basidiomycota, classe Homobasidiomycetes,
ordem Aphyllophorales, familia Corticiaceae!?*®*. E. salmonicolor cresce
moderadamente em BDA, onde apresenta crescimento maximo na faixa de 24-28 °C,
apresentando a fase sexuada, quando produz basidiosperos, ou fase assexuada,
produzindo conidios formados em esporoddéquios®4. A observacéo deste fungo por
microscopia mostra um sistema de hifas monomitico e auséncia de grampos de
conexdo. As hifas apresentam-se pequenas e alongadas com 10-15 um no
subhiménio, aquelas basais possuem paredes finas com 6-8 um de didmetro. Os
basidios sdo sinuosos e longos de 40-50 x 8-12 um, e os basidiésporos mostram-se

longamente elipsoidais®. Os basididsporos apresentam-se hialinos, lisos, piriformes



e elipsoides, e medem 8-11 x 8-9,8 um. Eles sdo formados a partir de basidios
subclavados com 2 a 4 esterigmas cada®®.

A Melanose é uma doenca de citros causada pelo fungo Diaporthe citri
(Wolf.), cuja fase anamorfa corresponde a Phomopsis citri Fawcet'®. Todas as
espécies de citros sdo suscetiveis ao fungo, sendo que, pomelos (Citrus paradisi
Macf) e limdes (Citrus limon Burmann) tendem a ser mais afetados que outras®’,
A incidéncia, assim como a severidade, vem aumentando ano a ano no pais, sendo
que a ocorréncia da doenca é maior em pomares velhos e malconduzidos. Os
sintomas aparecem uma semana apos a infeccdo em forma de pequenos pontos
unidos, pardos e discretos ou confluentes. As folhas séo suscetiveis quando estdo em
crescimento, tornando-se resistentes apds atingirem seu tamanho final. Os frutos sdo
suscetiveis quando jovens, tornando-se resistentes com cerca de 10 semanas de idade,
a contar da data de queda das pétalas. Em folhas e ramos novos, os sintomas iniciam-
se na forma de pequenas anasarcas (edema generalizado devido a infiltracdo de
liquido soroso no tecido celular subcutaneo em todo o organismo), de menos de 1
mm de diametro, deprimidas no centro com um halo amarelado ao seu redor, que
com o tempo desaparece. Com o rompimento da cuticula, uma substancia gomosa é
exsudada na regido afetada, que depois adquire uma consisténcia firme e de
coloragcdo marrom, fazendo com que as lesdes se tornem salientes e asperas ao tato.
Essas manchas nada mais sdo do que as secre¢des dos tecidos afetados em reacdo a
acdo do fungo, que fica assim impedido de se desenvolver!4,

O fungo sobrevive como sapréfita de um ano para outro nos ramos
cortados durante a poda e deixados no campo e nas pustulas das folhas caidas, onde
forma grande namero de picnidios. Seu ataque é mais frequente quando héa altos
niveis de umidade nos primeiros meses apos a frutificacdo, quando os conidios
produzidos dentro dos picnidios se entumecem e saem atraves dos ostiolos formando

massas filamentosas. Em temperatura entre 25-30°C, ramos infectados nas arvores



ou no solo aumenta a concentracdo de esporos no ar, agua livre na superficie das
folhas ou frutos durante 8-10 horas, favorecem o desenvolvimento da doenca.

Estudos tem demonstrado que o uso de sprays quimico e aplicacdo direta
da calda bordalesa para controle dessas doencas ndo tém sido uma alternativa
eficiente no controle dessas doencas. Diante disso, diversos estudos para controle
dessas doencas, ex.: desenvolvimento de nanomateriais contendo cobre tem resultado
em resposta eficaz quando comparado unicamente ao sal de cobre!®, Conhecer o
mecanismo de defesa das plantas (muitas vezes tendo os flavonoides como mais
representativos) tem sido uma forma de desenvolver novas metodologias para
controle dessas doencas, uma vez que o efeito quelante das hidroxilas livres para com
metais (que ja possui atividade fungicida) pode representar uma forma de melhorar
a resisténcia das plantas frente aos patdgenos®®.

Até o presente momento, ndo ha métodos 100% eficazes para controle
da Melanose e Rubelose descrito na literatura e ndo existem estudos da composicéo
quimica acerca destes microrganismos, 0 que torna essencialmente especial a busca
pelo maior numero de informacg6es a partir de estudo quimico e ecologico destes

patdgenos para entender os aspectos envolvidos na interagcdo planta/patdgeno.

1.4.A ecologia quimica como ferramenta para busca de novas

moléculas bioativas
O mundo sofre constantes transformacdes dos mais diferentes tipos,
desde inovacdes tecnologicas, revolucdes na pesquisa de medicamentos,
modernizacdo dos mecanismos de cultura de alimentos, inovacgdes na engenharia de
espécies de cultivares adaptaveis aos mais diferentes campos da agricultura, etc?.
Diante disso, 0 meio ambiente ao que “serve” ao ser humano, também realiza

suas transformacOes, ao ponto que muitas destas mudancas sdo recebidas pelo



ecossistema como uma alteracdo no processo natural da cadeia alimentar macro e
micromolecular?.

Assim, todo o processo bioquimico deste intrigante nicho ecoldgico ou
deste imenso ecossistema, ativa/produz mecanismos ainda desconhecidos ao homem
na busca de contrabalancear todas essas alteracOes, de modo que 0s organismos
participem de um desequilibrio ambiental (aumento ou reducao de suas populacdes)
resultando em problemas de satide pUblica, assim como fitossanitarios?2.

Para tanto, o conhecimento das interacbes macro e micromoleculares
entre 0s organismos neste sistema ecoldgico/biologico tem sido uma vertente
extremamente promissora. Diante disso, entender essas relacbes podem trazer a luz

mecanismos mais “friendly” para o controle destes desequilibrios no ecossistema?,
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FIGURA 1. 1 - Nicho ecologico da interacdo dos organismos vivos no ecossistema
[adaptado de Beck et al., 2019].

A interacdo de todo o ecossistema (insetos e microrganismos) além de
ser extremamente complexa (FIGURA 1. 1), ainda resulta de uma imensuravel
comunicacdo a partir de processos enzimaticos que ativam vias de metabdlitos

secundarios a partir de sinalizagdes emitidas pelos organismos no ecossistema?-2°,



Essas interacdes podem ocorrer desde a interacdes com a morfologia da
planta, liberando sinalizadores volateis, assim como o stress diretamente no tecido
da planta (ex.: herbivoria, necrose, interacdo quimica direta e indireta, etc.), que pode
acionar sistemas enziméticos complexos, assim como uma pequena glicosilacdo de
um metabolito para leva-lo das raizes para as partes aéreas?.

Portanto, ao ponto que se induz o stress na planta, pode-se verificar a
variacdo na composicgédo/variedade de metabdlitos secundarios desta, possibilitando
0 estudo dos mecanismos de defesa da planta. Tais mecanismos podem ser
provenientes de stress biotico e abidtico resultando em mudancas quimicas e até
morfoldgicas®’~°,

Diante do exposto, € notoria a importancia de um estudo racional de
doencas/pragas da agricultura, visualizando o potencial dos microrganismos em
inibir/combater o desenvolvimento de outros e até mesmo utilizd-los como
maquinarias genéticas de alto potencial para a modificacdo estrutural de moléculas

melhorando suas atividades bioldgicas.

1.5.Estudos de metabolizacdo de substancias por fungos

O estudo da biotransformacdo por microrganismos tem sido prética
primordial para entender os mecanismos atrelados as transformacfes que muitas
moléculas apresentam em suas estruturas. Processos oxidativos e redutores tem sido
observado em muitos casos demonstrando assim que tal modificagcdo estrutural
justificam uma resposta importante a translocacdo de substancias para 0s mais
diversos objetivos®°-32,

Além disso, varios estudo genéticos tém sido empregados para
caracterizar as enzimas responsaveis por essas modificagbes estruturais nas
moléculas metabolizadas por microrganismos, levando assim a compreender estes

processos, alcancando a possibilidade da sua expressdo por exemplo em bactéria®,



Diante disso, é importante estudar o potencial de microrganismos para
a sintese e semi-sintese de novas moléculas com potencial de aplicacdo biologica,
utilizando assim o conhecimento da maquinaria genética de fungos para o combate
de doencas/pragas da agricultura.

Além disso, conhecer as transformagdes que um microrganismo pode
realizar em classes direcionadas de metabolitos, torna-se uma incomparavel fonte de
informacdes quando este, inoculado em uma planta hospedeira, possa interagir até

quimicamente e justificar possiveis interacdes ecoldgicas.

1.6.Metabol6mica e processamento de dados

Os organismos vivos de uma forma geral tém sua sobrevivéncia
provenientes de um metabolismo primario (essencial para a sobrevivéncia, desde o
crescimento e replicacdo) até a manutencao primordial para a vida. Além disso, existe
0 metabolismo especializado/secundario que leva a producdo dos produtos naturais,
que sdo moléculas empregadas desde a mecanismos de defesa, até mesmo como
curativos contra-ataques de predadores.

Os organismos sdo especializados na producdo de alguns genes que
codificam a biossintese de metabolitos especiais empregados nos mecanismos de
sobrevivéncia quando dos organismos estdo em seus nichos ecoldgicos. A relacédo
direta do genoma com a producdo dos metabdlitos tem sido estudada de forma
complementar, guiando assim para entendimentos mais globais a respeito da ecologia
envolvida na expressédo e desenvolvimento desse metabolismo3“.

O estudo do metabolismo especializado tem sido cada vez mais

empregado em pesquisas sobre ecologia quimica, mecanismos de resisténcia e mais
recentemente o uso do perfil quimico juntamente com informacdes gendmicas para

estudos alinhados para auxiliar na identificacdo de rotas biossintéticas .



Diante disso, 0 uso de ferramentas de quimioinformatica como MS-
DIAL (http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html), MS-FINDER
(http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html), GNPS

(https://gnps.ucsd.edu/) e as bases de dados tem possibilitado a busca racional e

direcionada pelos metabdlitos responsaveis pelas interacdes ecologicas (FIGURA 1.

2).
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FIGURA 1. 2 — Workflow para processamento e dereplicacdo de dados adquiridos
por espectrometria de massas de alta resolucgéo.

1.7.Estudos metaboldémicos da interacdo patogeno/hospedeiro

As interacOes entre planta-hospedeiro € uma desafiadora abordagem,
levando em consideragdo a complexidade estrutural destas inter-relagGes presentes
no nicho ecologico de um micro ecossistema. As relagdes entre um microrganismo e
seu hospedeiro variam em simbionte, mutualistica, patogénica, associativa,
harmoniosa, benéfica, etc®.

Diante disso, estudar essa interacdo utilizando técnicas em seu estado da

arte associada a tratamentos estatisticos e quimiométricos, tem se mostrado uma


http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html
http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html
https://gnps.ucsd.edu/
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abordagem promissora no campo da ecologia quimica para busca de fitoanticipinas
e fitoalexinas em plantas®®. A quantificacdo da variacdo da concentracdo desses
metabolitos traz a luz a resposta que plantas tem demonstrado aos ataques
possivelmente desencadeando um desequilibrio na cascata enzimatica.

A partir de estudos envolvendo ferramentas quimiomeétricas com a
abordagem estatistica multivariada criando modelos representativos, tem sido
possivel demonstrar como a planta tem-se comportado nas interacdes ecologicas e
assim analisar in silico a variagéo e identificacdo de tais biomarcadores®.

Portanto, as tendéncias atuais acerca destes estudos buscam basicamente
demonstrar a partir de modelos representativos as respostas quimicas, para
determinar as moléculas responsaveis pelo mecanismo de defesa. Isto permite
desenvolver novos protétipos para o controle/combate de doencas que tém afetado a
agricultura uma vez que estes organismos adquiram resisténcia frente aos defensivos

atualmente disponibilizados.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1.Materiais e equipamentos

Os materiais e equipamentos que foram utilizados séo:
eSolventes destilados no DQ-UFSCar para preparo das amostras vegetais e para uso
em cromatografia em coluna;
eSolventes grau HPLC (Merck, HoneyWell, J. T. Baker, Panreac, Tedia);
eSolventes Deuterados (Merck e Aldrich);
eAgua ultrapura: Ultra purificador de Agua Master System MS2000 (Gehaka);
eSilica C-18 (40-60 mesh) da Merck®;
eMicropipetas Eppendorf 1-10uL; 20-200 pL e 200-1000 pL;
eFiltro de seringa (PTFE), ndo estéril, 25 mm x 0,45 um (Millipore)
ePapel de filtro INLAB Tipo, 3,0 um de porosidade;
eColuna cromatografica analitica Gemini C 18 Phenomenex (250 x 4,60mm,
particulas de 10um);
eRotaevaporador BUCHI, R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C;
eRotaevaporador BUCHI, R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador
NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C;
eBalanca analitica Shimadzu Corporation modelo AUW?220D
eCromatografo liquido de alta eficiéncia Agilent Technologies modelo 1200,
equipado com bomba quaternaria G1329A, detector de UV-Vis (VWD) G1314B,
forno de coluna G1316A e amostrador automatico G1329B; Detector UV-Vis
Shimadzu SPD-10AV;
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eCromatografo liquido de alta eficiéncia Agilent Technologies modelo 1260,
equipado com bomba quaternaria G1311C, e detector de UV-Vis (VWD) G1314B,
forno de coluna G1316A,; Detector UV-Vis Shimadzu SPD-10AV;

eDetector Agilent G1315D DAD;

eEspectrometro de massas Synapt G2-S (water Technologies), fonte de ionizagéo:
ESI, analisador hibrido Q-TOF (Quadrupole — Time Of Fligth);

eRMN Brucker DRX — 9,8 Tesla, equipado com trocador automatico de amostra,
sonda de 5 mm BFO (smart probe com ATMA®);

eRMN Brucker Avance Il — 14,1 Tesla, equipado com trocador automatico de
amostra, cryo-sonda TCIl de 5 mm (ATMA®), sonda de 5mm BBI (ATMA®);
eUPLC Aqgquity com coluna UPLC-HSS-C18 (1,8 um, 2,1 x 100 mm), acoplado a

espectrometro de massas da marca Waters® Xevo G2-XS QTof.
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2.2.Estudo da curva de crescimento do fungo E. salmonicolor (ES)

O fungo E. salmonicolor (ES) foi crescido em placa de petri estéril
usando meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar, 39 g/L de H,O) e mantidas em
BOD durante 9 dias para o0 seu desenvolvimento.

Assim, foram preparadas 162 placas de petri com meio BDA para
compor o experimento, destas 81 placas destinadas a inoculacéo do fungo e a mesma
guantidade como placas controle (branco). O experimento foi realizado com trés
réplicas auténticas (utilizando trés placas para cada, tanto inoculado quanto as
controle).

Todos os dias, no periodo de nove dias foram retiradas placas inoculadas
e controle para serem extraidas utilizando acetato de etila (AcOEt destilado) e
concentrados os extratos utilizando evaporador rotativo a 30 °C. Assim, solucgdes dos
extratos foram preparados na concentracdo de 1,5 mg/mL foram analisados em GC-
MS, avaliando a variacdo do perfil de producdo metabodlica e evidenciando tais
alteracGes utilizando PCA.

As andlises foram realizadas em um cromatografo a gas (GCMS —
TQ8040, Shimadzu, Toquio, Japdo) com coluna capilar de silica fundida RTX-5ms
(Restek Corporation, Pensilvania-EUA) (fase estacionaria difenil-dimetil-
polisiloxano) com 30 m, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de
fase. As condicdes cromatograficas foram: temperatura inicial do forno 60°C mantida
por 2 min, com programacao de temperatura de 60 °C a 200 °C a uma faixa de 4
°C.min, seguido de uma programacéo de 200 °C a 280 °C a uma faixa de 10 °C.min-
1. A temperatura do injetor foi de 250 °C, com fluxo de gés de arraste ajustado para
1.11 mL.min, com utilizacdo de Hélio (99% de pureza) como gas de arraste e razao
de divisdo no injetor de 1:10. O volume de injecao foi de 1 pulL e o tempo total de
analise foi 55 minutos. A temperatura da fonte de ions foi 280°C e da interface foi

290°C, com taxa de aquisicdo de 5 Hz para o espectrometro de massas (MS). O modo
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SCAN (varredura) foi utilizado com faixa de m/z 40 a 550 Da e ionizagéo feita por
impacto de elétrons a 70 eV. A aquisicdo dos dados foi realizada em software GCMS

solution (Shimadzu).

2.3.Modelagem quimiometrica

Os cromatogramas brutos obtidos por GC/MS (TIC) foram convertidos
para arquivos .txt e explorados no Matlab Matlab® (Matworks, Natick — MA, USA,
versao R2014a) como uma matriz X (N, TR), onde N € o nimero de amostras e TR
é o tempo de retencdo. Os picos cromatogréaficos foram alinhados pico a pico atraves
do algoritmo COW (correlation optimised warping).

A andlise de componentes principais (do inglés Principal Component
Analysis, PCA) foi realizada utilizando os dados centrados na média atraves do
software Pls_Toolbox® 7.5 (Eigenvector Research Inc., Wenatchee — WA, USA).

2.4.Fracionamento e isolamento dos constituintes do extrato de E.

salmonicolor

O extrato bruto (1,2g) do fungo E. salmonicolor (crescido em meio BDA
- Batata Dextrose Agar), foi submetido ao fracionamento utilizando metodologia de
extracdo em fase sélida - EFS (3 x volume morto da coluna para cada fracdo). Para
determinar esse método de EFS, foi utilizado uma analise em HPLC-DAD (C-18,
5um de particula, 250 x 4,6 mm) em modo gradiente, ACN:H,0 (3 até 100% em 30
min, mantendo em isocratico desta condi¢do até 40 min) com fluxo de 1,0 mLemin"
! volume de inje¢do de 40uL e concentra¢do de amostra de 7 mgemL! monitorando
em 215 nm. A partir disso, foi determinado a coleta de seis fracdes, loading (22%),
F1 (37%), F2 (50%), F3 (67%), F4 (76%) e a limpeza (100%) em acetonitrila (ACN),
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de acordo com o gradiente utilizado para a transposicdo do método em modo

analitico para a Extracdo em Fase Solida (EFS)

F1 F2 F3 F4 Limpeza

22%ACN 37%ACN 50%ACN 67%ACN 76% ACN 100% ACN

Loading

e

} ‘ ‘J ; f‘ M’J\JM A
| SR o
3 /," Vs | WY \W/.y«_ﬁ J_,J " e

FIGURA 2. 1 - Cromatograma com as regides de corte para transposi¢do de método
em HPLC-DAD para fracionamento em extracdo em fase solida (C18).

Desta forma, as fracOes coletadas no procedimento de EFS foram
submetidas para analise comparativa por HPLC-DAD e RMN de !H e assim
otimizado, individualmente, a condicdo cromatografica seja ela isocratica e/ou
gradiente para analise na escala semipreparativa. Das fracdes F1-F4 foram coletadas
nas analises cromatogréaficas semipreparativas um total de 47 subfracGes, que foram
submetidas a analises por RMN-1D e 2D e UPLC-HRMS MS/MS.

2.5.Estudo do perfil quimico da cultura de E. salmonicolor por UPLC-
HRMS MS/MS

O extrato bruto da cultura de E. salmonicolor (10 mg) foi submetido a

fracionamento por SPE-C18 (500 mg de fase estacionaria) e coletou-se frages F50
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e F100 com 50 e 100% de acetonitrila respectivamente. Estas fracdes foram filtradas
em filtro PTFE 0.22 um, secas e ressuspendidas na concentracdo de 100 ppm.

Assim, essas amostras foram injetadas em UPLC-HRMS MS/MS para
aquisicdo dos espectros de MS! e MS? utilizando um espectrometro Agilent Q-TOF
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) equipado com uma fonte de ions
eletrospray (ESI) e os dados adquiridos foram processados com o software
MassHunter® (version B.08.00). Enquanto as separagdes cromatograficas foram
realizadas utilizando uma coluna SB-C18 Zorbax (3.0 x 50 mm) no modo gradiente
com uma rampa de 5-100% ACN em 12 min, mantido em isocratico até 13 min e
retornado para a condic¢do inicial para condicionamento até 15 min utilizando
acetonitrila-agua com 0.1% de acido férmico (grau LC-MS) com fluxo de 0.3
mLemin* e volume de injecdo de 5 pL. Os dados foram adquiridos no modo positivo
(+) e negativo (-) de ionizacdo com uma fonte ESI e os ions-precursores (150-1500
Da) foram selecionados automaticamente, 0s 12 ions mais intensos no modo Auto-
MS/MS para a aquisicdo dos espectros de segunda ordem (70-1500 Da). Os
pardmetros do TOF-MS foram: voltagem do capilar, 2500 V; voltagem do skimmer,
70 V; voltagem do fragmentor, 110 V, pressdo do gas de nebulizacdo, 28 psi; fluxo
de gas secante, 10 Lemin?; temperatura da fonte, 320 °C; fluxo do gas de
dessolvatagdo, 10 Lemin!; temperatura do gés de dessolvatacdo, 350 °C, com taxa de
aquisicdo de 5 ions mais intenso por ciclo e resolugdo de 32000.

Os dados foram entdo convertidos utilizando o software MSConvert

GUI  (https://proteowizard.sourceforge.io/download.html) para serem  pré-

processados no software MS-DIAL

(http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html) quando foi realizado o

alinhamento dos dados e a diferenciacdo entre os ions da amostra e aqueles presentes
no solvente e no meio de cultura, resultando assim na construcdo de uma unica matriz
de dados.


https://proteowizard.sourceforge.io/download.html
http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html
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A rede molecular foi criada a partir dos dados da matriz pré-processada
no software MS-DIAL para submisséo do projeto na plataforma GNPS - The Global

Natural Product Social Molecular Networking (https://gnps.ucsd.edu/) utilizando

como fator de agrupamento de espectros de MS?, 0.02 Da e para MS?, 0.06 Da,
enquanto o match espectral levou em consideracdo a similaridade de quatro ions-
fragmentos. Além disso, a matriz de dados geradas pelo MS-DIAL foi exportada no
formato .msp para realizar a busca nas bibliotecas experimentais e in silico (HMDB
—Human, Serum — Human, YMDB - Yeast, FooDB — Food, STOFF — Environment,
NANPDB — Natural product, KNApSAcK — Natural product, Urine — Human, CSF
— Human, ECMDB - E. coli, PlantCyc — Plant, BLEXP — Bood exponsome,
COCNUT - Natural product, PubChem — Biomolecules, Saliva— Human, SMPDB
— Human, BMDB — Bovine, ChEBI — Biomolecules, NPA — Natural Product Atlas,
UNPD — Natural product, Feces — Human, LipidMAPS — Lipids, DrugBank — Drug
e T3DB —  Toxin) disponiveis no software MS-FINDER

(http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html)

2.6.Estudo da interacdo do fungo E. salmonicolor com a bactéria X.
citri

O estudo da interacéo entre o fungo E. salmonicolor com a bactéria X.
citri foi realizado em placas de petri contendo meio de cultura batata dextrose agar.
Para isso, foi utilizado discos de culturas de fungo e inoculadas no centro da placa e
deixadas em crescimento por trés dias até atingirem cerca de 40% da regido de
cultura. Logo em seguida foi estriada a bactéria ao redor do inoculo fangico e
mantido por mais cinco dias.

Essas placas foram preparadas em triplicatas e as réplicas foram
extraidas separadamente com acetato de etila (grau P.A) e concentradas em

evaporador rotativo sob pressdo reduzida. Cada réplica das amostras controle (meio


https://gnps.ucsd.edu/
http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html
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de cultura), cultura do fungo isolado e cultura do fungo com a bactéria foram
prepararas na concentracdao de 100 ppm utilizando ACN-H,0 (1:1), grau LC-MS, e
filtradas em filtro 0.22 um de PVDF.

As amostras foram separadas em grupos BDA para o controle do meio
de cultura, ES para as amostras para as culturas do isolado de fungo e ES-XC paraa
interacdo do fungo com a bactéria.

Assim, essas amostras foram injetadas em UPLC-HRMS MS/MS para
aquisicdo dos espectros de MS! e MS? utilizando um espectrometro Agilent Q-TOF
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) equipado com uma fonte de ions
eletrospray (ESI) e os dados adquiridos foram processados com o software
MassHunter® (version B.08.00). Enquanto as separacdes cromatograficas foram
realizadas utilizando uma coluna SB-C18 Zorbax (3.0 x 50 mm) no modo gradiente
com uma rampa de 5-100% ACN em 20 min, mantido em isocratico até 25 min e
retornado para a condicédo inicial para condicionamento até 30 min utilizando
acetonitrila-agua com 0.1% de acido férmico (grau LC-MS) com fluxo de 0.3
mLemin e volume de injecdo de 5 pL. Os dados foram adquiridos no modo positivo
(+) e negativo (-) de ionizagcdo com uma fonte ESI e os ions-precursores (150-1500
Da) foram selecionados automaticamente os 12 ions mais intensos no modo Auto-
MS/MS para a aquisicdo dos espectros de segunda ordem (70-1500 Da). Os
parametros do TOF-MS foram: voltagem do capilar, 2500 V; voltagem do skimmer,
65 V; voltagem do fragmentor, 110 V, pressao do gas de nebulizacéo, 35 psi; fluxo
de gas secante, 12 Lemin; temperatura da fonte, 300 °C; fluxo do gas de
dessolvatagdo, 11 Lemin’; temperatura do gas de dessolvatacdo, 320 °C, com taxa de
aquisicdo de 12 ions mais intenso por ciclo e resolucdo de 32000.

Os dados foram entdo convertidos utilizando o software MSConvert

GUI  (https://proteowizard.sourceforge.io/download.html)  para serem  pré-

processados no software MS-DIAL


https://proteowizard.sourceforge.io/download.html
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(http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html) quando foi realizado o

alinhamento dos dados e a diferenciacéo entre os ions da amostra e aqueles presentes
no solvente e no meio de cultura, resultando assim na construcdo de uma unica matriz
de dados.

A rede molecular foi criada a partir dos dados da matriz pré-processada
no software MS-DIAL para submissao do projeto na plataforma GNPS - The Global

Natural Product Social Molecular Networking (https://gnps.ucsd.edu/), utilizando

como fator de agrupamento de espectros de MS?, 0.02 Da e para MS?, 0.06 Da,
enguanto o match espectral levou em consideracdo a similaridade de quatro ions-
fragmento. Além disso, a matriz de dados geradas pelo MS-DIAL foi exportada no
formato .msp para realizar a busca nas bibliotecas experimentais e in silico (HMDB
—Human, Serum — Human, YMDB - Yeast, FooDB — Food, STOFF — Environment,
NANPDB — Natural product, KNApSAcK — Natural product, Urine — Human, CSF
— Human, ECMDB - E. coli, PlantCyc — Plant, BLEXP — Bood exponsome,
COCNUT — Natural product, PubChem — Biomolecules, Saliva — Human, SMPDB
— Human, BMDB - Bovine, ChEBI — Biomolecules, NPA — Natural Product Atlas,
UNPD - Natural product, Feces — Human, LipidMAPS — Lipids, DrugBank — Drug
e T3DB — Toxin) disponiveis no software MS-FINDER

(http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html)

2.7.Estudo da bioconversao/biotransformacéo de rutina pelo fungo E.

salmonicolor

Para este estudo, foram preparados frascos contendo meio de cultura
CEZAPEK (Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio de cultura). A solugéo
do meio de cultura seguiu a orientacao do fabricante, 40,0 g/L sendo preparados com

agua destilada e autoclavados durante 15 min a 120°C. Apos este procedimento, 0s


http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html
https://gnps.ucsd.edu/
http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html
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frascos foram mantidos sob observacdo durante sete dias para verificar se ndo houve
contaminagéo.

A partir disso, foi inoculado o fungo ao meio de cultura e mantidos por
72 horas para garantir que E. salmonicolor produzisse seu sistema enzimatico para a
biotransformacdo. Assim, foi possivel iniciar o experimento de biotransformacéo
como esta apresentado na FIGURA 2. 2. Portanto, foi adicionado rutina (padréo
Sigma-Aldrich®) ao meio de cultura (50,0 mg/mL de DMSO).

CES - Experimento
de Biotransformagdo

Eryihricium saimonicalor
Inoculaed

J ! l | l

Excrated of the fungl Mslo de cultura [CES- Mslo de cultura [CES-
EE?;I]’ :rr:lmgm (CES-E2) = substrato E3) 8/ substrato 54) &/ substrato & Tungo Excratad of the fungl

[CES)

= Fltration and Fliltration and Filtration and

Fitrat: d 5,
=_n-a°crnoa-—| Extraction Exiracfion Exiracton Anlise por

RMN de 'H
3,_.‘:05_] [3 ¥ CHCH) :zwu-zsti :z:u—_c.,l l 3r.«coai 3x c-i_.c._l ‘|’-3 r.«::-s-i <] r-:-l,-:_-l l

CES-B1- CES-B1- ces-gy-  SES-E2- CES-B2- CES-B2- CES-B3- CEB3. CES-B3-  CES-E4. CE3-B4- CES-Bd-
Fac FoC FaQ FAC FDC FAG FAC FOC FAG FAC FOC FaR

Andiee Fnalize l Analise 1 Andlisa
N comparatva U:l'l'q:.!mn“ comparativa
‘ comparati - ; :
- HIE: de“ﬂ.H por RMN de 'H por RMN de 'H por RMN de "H

FIGURA 2. 2 — Esquema do experimento de biotransformacdo de rutina por E.
salmonicolor

Assim que completou 13 dias de experimento com o substrato, 0s
experimentos foram filtrados individualmente e extraidos com acetato de etila e
diclorometano P.A. conforme descrito acima. Os extratos resultantes desse
procedimento de parti¢do liquido-liquido foram entdo analisados comparativamente
com RMN de H.

A partir dessas informacdes, optou-se por realizar um pré-
fracionamendo do extrato bruto por coluna de fase reversa em microescala. O extrato
bruto foi entdo aplicado em coluna C-18 402 63 um (® =0,60cm,h=4,0cmem=
3,0 g). Um total de 11 sub-fracdes (CES_Bruto-a até k) de 8 mL (~ 3 x Vm) foi
obtido.

Todas as fragdes obtidas do fracionamento acima descrito foram

analisadas comparativamente por RMN de H e subsequentemente selecionado a
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amostra de F5%ACN para aquisicdo do espectro de RMN de *C e bidimensionais
para sua respectiva caracterizacgao estrutural.

Para isso, 0s experimentos foram preparados em tubos Falcon de 50 mL
contendo 20 mL meio de cultura Czapek, e estabelecido aqueles que seriam o
“branco”, ou seja, sem a inoculagdo do fungo, aqueles que foram adicionados o
indculo do fungo, e por fim aqueles que apds 72h de crescimento do in6culo no meio
de cultura foi adicionado o substrato rutina (FIGURA 2. 3), 10mg em cada tudo

(rutina — padréo Sigma-Aldrich®), vide esquema 1.

OH

HO
| OH o
HO OH
(0]

OH O o
H3;C 0
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FIGURA 2. 3 — Estrutura quimica do substrato, rutina

As amostras foram mantidas durante 72h apés a inoculagdo do fungo e
adicionado o padrdo de rutina e mantido por mais 72h para 0s processos de
biotransformacao/bioconversédo do substrato.

Apbs o periodo do experimento, as amostras foram separadamente
filtradas e concentradas para dar os extratos brutos, e nenhum processo de particéo
liquido-liquido foi realizado para que o experimento de analise metabolémica
pudesse ser conduzido. Assim, amostras foram preparadas da mesma forma, diluidas
para uma solucéo estoque usando acetonitrila (ACN), &gua (H,0) na proporcéo 7:3,
protocolo que permitiu amostras globais dos metabdlitos e com a menor quantidades
de interferentes possiveis (agUcares livres e sais minerais provenientes do meio de
cultura). Esta solucdo estoque foi diluida igualmente entre as amostras e réplicas

auténticas para que pudessem ser analisadas por UPLC-QTOF.
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A partir disso, as amostras foram analisadas nos modos positivo (+) e
negativo (-) de ionizagdo em um equipamento de UPLC-DAD-Qtof utilizando as
condicOes da fonte de ionizacdo, voltagem do capilar 2.5 KV, voltagem do nozzle
500V, fragmentor 110V, skimmer 65V, octopole RF peak 750 V, temperatura do gas
300°C, fluxo de gas 12 Lemin™, pressdo nebulizador 35 psi, temperatura do gas de
aquecimento 320°C e fluxo do gas de aquecimento 11 Lemin™.

Para obtencdo dos espectros de primeira ordem (MS!) e
consequentemente realizada a selecdo automatica dos 12 maiores sinais (m/z), o
envio para a camara de colisdo e assim a deteccdo dos ions fragmentos para cada
molécula em espectros de segunda ordem (MS?). Para aquisicdo dos espectros de
MS? pelo modo de AutoMS, foi automaticamente adquirido os espectros de segunda
ordem dos 12 ions mais intensos em cada scan, e um bloqueio de aquisi¢do foi
inserido para apos a aquisicdo de trés espectros com a mesma m/z, ficaria blogueada
essa massa por 0.33 min. Assim, os espectros de MS? foram inicialmente adquiridos
em niveis (High, Medium, e Low energy) de energias de colisdo, EC (TABELA 2.
1), para que pudesse ser avaliado, os espectros de tendencia (espectros adquiridos em
mais de uma energia de coliséo), e subsequente estudo das propostas de mecanismos

de fragmentacéo para cada ion de interesse.

TABELA 2. 1 - Energias de colisdo para aquisicdo dos espectros de MS?

High Medium Low
energy energy energy
Massa
(Da) Energias de coliséo (eV)
100 25 15 5
500 35 25 15
1000 50 35 25

1500 60 50 40
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Assim, com 0s espectros de mais alta energia de colisdo, foram
construidas as respectivas redes moleculares usando Feature Based Molecular
Networking (FBMN Workflow). Para pré-processamento dos dados, foi utilizado o

software MS-DIAL (http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html), o qual é

utilizado para delimitar o corte de intensidade de selecdo do MS! (minimum peak
height), e para o alinhamento dos espectros, levando em consideracgéo a contribuicdo
isotopica de cada sinal, foi utilizado a acuracia de massa (Da) para o MS? de 0.02 e
para 0 MS? de 0.06, lembrando que esse é um parametro global de alinhamento dos
espectros afetando de forma diferente entre as relacdes de m/z. Para o gap filling,
termo do inglés que se refere a diminuir a linha de corte (neste caso foi de 30, ou
seja, diminui-se 30% da selecdo minimum peak height), daquela utilizada para
deteccéo dos sinais do MS? para corrigir possiveis falhas na ndo deteccéo de ions que
estejam perto da linha de corte dos espectros. Para a predi¢éo dos ions adultos, foram
selecionados os mais comuns, e por fim o alinhamento dos espectros anteriormente
detectados e deconvoluidos, foi realizado o alinhamento utilizando A = + 0.5 min
para alinhamento nos tempos de retencdo e uma tolerancia no precursor, MS* de +
0.02 Da como janela de massa, levando em consideracédo a contribuicédo isotopica de
cada ion.

Com o processamento acima realizado, foi possivel construir um
arquivo de .mgf contendo todos os precursores detectados (MS1) com as respectivas
informagbes de MS2, juntamente com a tabela de quantificacdo relativa das
intensidades desses ions discriminados em cada amostra. Essas informacgdes foram
utilizadas para construir a rede molecular na plataforma Global Natural Product

Social Molecular Networking (GNPS, https://gnps.ucsd.edu/). Para isso, foram

utilizados a mesma janela de acuraria de massa no pré-processamento dos dados
brutos e uma quantidade de 4 ions pareados para formar uma conexao entre nodos e

para uma anotacdo na biblioteca da plataforma, com cosine minimo de 0.7.


http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html
https://gnps.ucsd.edu/
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2.8.Sintese de complexos com 0s metais cobre, zinco e ferro

Para a sintese dos complexos, foram utilizados trés precursores, rutina,
narigina e &cido vanilico, substancias encontradas em espécies de Citrus que
poderiam estar quelando o cobre (Cu?* ou Zn?*) da calda bordalesa e mesmo assim
sendo metabolizado pela maquinaria enzimatica dos microrganismos. Portanto,
entender como desenvolve estes mecanismos seria um grande passo para a busca de
novos mecanismos de controle destas pragas.

Foi preparada uma solucéo do ligante (0,50 mmol) em 10 mL de metanol
num sistema Schlenk, posteriormente foi adicionada uma solucdo do sal metalico
(0,25 mmol) em 2 mL de metanol para as reacbes com o Cu(NO3),*3H,0 e
Zn(C;H30,)222H,0, e 2 mL de agua para as reacfes com 0 Fe(ClO4)s;*xH,0. A
mistura foi mantida em agitacdo durante 24 horas, finalmente foi eliminado o

solvente e secou-se sob vacuo.

2.9.Avaliagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em

Xanthomonas citri

A CIM foi avaliada através do método de microdiluicdo em microplaca
(NCCLS, 2003). A técnica do CIM foi realizada segundo a metodologia preconizada
pelo “National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS), atualmente
denominado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com adaptacdes.
Foram utilizadas microplacas para cultura celular com 96 orificios estéreis. Utilizou-
se um protocolo de diluicdo seriada iniciando-se em 400 pg.mL™ a 0,195 pgemL™.
Os ensaios antimicrobianos foram feitos em triplicata (n=3) com os 15 isolados da
bactéria Xanthomonas citri ssp. citri.

Preparo da Solucdo Mae (SM) que sdo as amostras a serem testadas:
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As amostras preparadas foram: os complexos, os flavonoides e os fenois
livres, todos chamamos de Solugdo Mée (S.M). Pesou-se 1 mg de amostra que foi
dissolvida em 125 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), ficando essa solu¢do com a
concentracdo de 8.000 pugemL™. Nesta acrescentou-se 500 uL de caldo nutriente,
ajustando a concentragdo da solugdo para 1.600 ugemL™, sendo esta classificada

como Solucao Mae (SM).

Montagem da placa estéril de 96 orificios e realizacao da diluicéo seriada:

Inicialmente preencheu-se os pocos da placa estéril de 96 orificios com
caldo nutriente: 50 pLL em todos os pocos onde a SM seria testada; 59 uLL em todos
0S pocos onde se testou o controle positivo (Streptomicina); 80 uL em 3 pogos para
testar a viabilidade do inOculo; 90 pulL em 3 pogos para testar o controle de assepsia
da SM ; 75 uL, 76 uL, 77 uL, 78 uL e 79 uL, em pogos subseqiientes para testar a
atividade antiséptica do DMSO. Apds preenchimento da placa com o caldo, pipetou-
se 50 uL da SM nos primeiros poc¢os onde as amostras seriam testadas, como a SM
estava com 1.600 pg.mL?, esta foi ajustada a 800 ug.mL™, ao ser colocada no pogo
que continha 50uL de caldo. Realizou-se uma diluigcdo seriada do pogo numero 1 até
0 poco namero 12, (FIGURA 3.2). O mesmo procedimento de dilui¢do seriada foi
feito para o controle positivo, porém pipetando no primeiro poco 59 uL de solugédo
de streptomicina. Nos po¢os com caldo nutriente para o controle da SM pipetou-se
10 pL da mesma, para confirmar se nao havia o crescimento de outros
microrganismos. Nos poc¢os onde continham caldo nutriente 75 puL, 76 uL, 77 uL, 78
ulL e 79 uL, para o controle do DMSO, deste pipetou-se doses consecutivas de 5, 4,
3,2 e 1 pL. Depois desta etapa, completaram-se os pocos testes da SM com 30 pL

de caldo nutriente e os da streptomicina com 21 pL do caldo.
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Preparo do inéculo:

O indculo foi preparado a partir da suspenséo de células de crescimento
de 72 horas em solucdo salina 0,9% e a padronizacédo foi feita através do Densimat®,
um densitdmetro que mede a densidade optica de um inéculo microbiano. A leitura
no Densimat® foi feita no comprimento de onda de 550 nm e a densidade Optica
correspondente a 0,5 da escala McFarland, que equivale a 108 UFC.mL™. Em seguida
foram realizadas diluicGes para a concentracdo final de 10° UFC.mL! de onde destes
3 mL do inoculo em solucdo salina transferiu-se 500 puL para um tubo de 4,5 mL de
solucdo salina e deste tubo transferiu 2000 puL. para um outro tubo contendo 10 mL
de caldo de nutriente, ficando o inoculo com 5 x 10° UFC.

Em seguida pipetou-se 20 uL do inoculo em cada pogco com SM,
streptomicina e naqueles de controle do teste de atividade do inoculo. A FIGURA 2.

4 representa uma placa de 96 orificios com um teste de CIM.
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FIGURA 2. 4 - llustracdo de uma placa de 96 orificios com um teste de CIM.

Apbs a realizacdo da metodologia do CIM, as placas Elisa® foram
guardadas em Céamara Incubadora BOD a temperatura de 28°C onde permaneceram

por 72 horas.
Leitura da Concentracdo Inibitoria Minima das amostras nas placas:
Apos o periodo de incubacao, a analise do CIM foi realizada pipetando-

se em cada poco 30 puL de solu¢do aquosa de resazurina (Sigma) 0,02% (m/v)

(PALOMINO, et. al.,, 2002), como revelador do crescimento microbiano. A



28

resazurina na presenca de células bacterianas viaveis sofre uma reacdo de reducédo
transformando-se em resofurina e mudando sua colorac¢ao de azul para rosa intenso.

Ap0s adicionar a resazurina, as placas foram levadas a BOD novamente
e, apds 12 horas, realizou-se a leitura da CIM dos compostos frente a bactéria
Xanthomonas citri ssp. citri. Os pocos que apresentaram coloracdo rosa foram os que
ocorreram crescimento bacteriano e 0s que permaneceram em azul onde indica que

houve inibicao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Visao global dos estudos quimicos realizados

Neste trabalho foram realizados vérios estudos visando trazer a luz
informacdes sobre a ecologia quimica do fungo patégeno de Citros Erythricium
salmonicolor (Corticium salmonicolor).

Inicialmente, foi estabelecido o melhor meio e forma de cultura para este
microrganismo, estabelecendo-se como meio solido em placas contendo batata
dextrose agar (BDA). A partir disso, foi realizado o experimento de curva de
crescimento do microrganismo para ser analisado por GC-MS e PCA. Durante nove
dias foi analisado os extratos dessa cultura e por meio de analise de componente
principal (PCA), e discriminando os metabolitos do meio de cultura (controle) foi
determinando que o melhor tempo para a cultura deste fungo seria no 9° dia. Os
metabdlitos provenientes desse experimento foram caracterizados e identificados
como as substancias 44-60.

Seguindo para os estudos da composi¢do quimica dos metabolitos
secundarios de E. salmonicolor, foi realizado o crescimento do mesmo em meio BDA
e 0 extrato resultante foi submetido a CC (SPE-C18) do qual rendeu seis fracoes e
que dessas a F1-F4 foram submetidas a refracionamento utilizando HPLC-UV
semipreparativo para dar 47 subfracdes que foram analisadas por RMN-1D e 2D e
UPLC-HRMS MS/MS, levando a identificacdo/anotacdo dos metabdlitos presentes.
Esse estudo também foi ancorado pela analise do extrato bruto de E. salmonicolor
por HPLC-HRMS MS/MS buscando os intermediarios biossintéticos e derivados das
substancias ja caracterizadas. Assim, usando ferramentas como MS-DIAL, MS-
FINDER e Molecular Networking (MN), e com o advento da abordagem de
organizacdo dos dados de MS? a partir da similaridade de seus ions-fragmento foi
possivel realizar o mapeamento do perfil quimico resultando nas substancias 1-20 e
22-32.
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Além disso, foi realizado o estudo de interacdo de E. salmonicolor com
a bactéria Xanthomonas citri para entender como esse microrganismo sobrevive no
nicho ecoldgico ao qual esté inserido. Para isso, foi realizado o crescimento do fungo
por trés dias e logo em seguida foi estriada as colonias bacterianas ao redor do
micélio. O experimento foi realizado em triplicata de réplicas auténticas e analisado
por UPLC-HRMS MS/MS e submetido para pré-tratamento de dados e realizada a
busca nas bibliotecas do software MS-FINDER. Os dados foram organizados em MN
e processados no Cytoscape 3.80 para a quantificacdo relativa dos ions quando
comparado ao crescimento do fungo isolado e discriminado os ions referentes
aqueles do meio de cultura. Foram verificados ions aumentando em concentracdo
como derivados do acido fusarico (1), bikaverina (15), fusarina C (18), dentre outros,
e alguns ions que diminuiu sua concentracdo relativa quando comparado ao
crescimento isolado dele.

Para entender como o fungo interage com a sua planta hospedeira e se é
possivel a interacdo quimica fungo-planta, uma vez que o fungo pode depositar na
regido da infeccdo micotoxinas ou até mesmo bioconverter/biotransformar
substancias que a planta envia para a regido como sinalizadores de mecanismo de
defesa. Para isso, foi inoculado o microrganismo em meio de cultura Czapek (meio
pobre), deixado o meio de cultura para controle, adicionado o flavonoide rutina ao
meio de cultura (substrato) e realizado o experimento de biotransformagdo com o
indculo no meio contendo a rutina. Esse experimento foi submetido a cromatografia
em coluna (CC, C-18) para isolamento da substancia 21 e os demais experimentos
em triplicata foram submetidos a andlise por UPLC-HRMS MS/MS e apés pré-
tratamento dos dados e organizados em rede molecular, esses dados foram analisados
buscando novas substancias ndo expressas anteriormente.

Assim, o estudo auxiliado por ferramentas de quimioinformatica como
GNPS, MS-DIAL, MS-DIAL, dentre outras resultou na anotacéo e/ou identificacdo
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por priorizacao das substancias 1-32 de E. salmonicolor, enquanto o estudo quimico
do fungo D. citri, levou a identificacdo das substancias 33 e 34. J4 o estudo da
complexacdo de metais com moléculas provenientes do metabolismo secundério de
Citrus levou a producdo das substancias 35-43 que foram caracterizadas por UPLC-
HRMS MS/MS e RMN-1D e 2D, e por fim, o estudo da curva de crescimento de E.
salmonicolor levou a caracterizacdo das substancias 44-60 por GC-MS, usando a
biblioteca da NIST, bem como a comparacdo do indice de retencdo de Kovats de

padrdes relatados no livro Adams.
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FIGURA 3 1 - Quadro de todas as substancias identificadas e/ou anotadas neste trabalho
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3.2.1dentificacdo dos compostos apolares da cultura de E.

salmonicolor por GC-MS

A partir dos extratos da cultura de E. salmonicolor e dos dados

analisados por GC-MS, os resultados adquiridos foram comparados com aqueles

descritos na biblioteca NIST e com os indices espectros de Kovats do livro Adams,

sendo possivel identificar as substancias de 38-57 (Tabela 1).

Tabela 1 - Substéncias caracterizadas no extrato de E. salmonicolor (AcOEt) por GC-

MS

NO

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

Ret. Time
(min)

2.98
3.01
6.14
6.76
10.27
10.59
11.8
15.03
15.9
16.22
17
17.73
19.55
214
23.03
26.67
36.02
39.49

Area Compound name
93855 octane
211793 n-hexanal
41997 hept-(2E)-enal
80426 heptanoic acid
401712 4-nonenal
630796 n-nonenal
1572641 3-n-buthylpyrudine
83369 2-coumaranone
40422 trans-2-decenal
43120 n-nonanoic acid

83858  2,4-decadienal, (27, 47)
12374 deca-(2E, 4E)-dienal

74117 Benzaldehyde

40875 Tyrosol
498969 9-Oxononanoic acid
6131468 Fusaric acid

17502252 hexadecanoic acid
44768128 linoleic acid
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56 39.55 15495475 trans-oleic acid

17-a-
57 53.5 1478105  acetoxypregnenolone
58 54.43 333097 sitosterol

A analise dos dados por GC-MS foram discriminados quando
comparados com aqueles que estavam presentes no branco do meio de cultura, que
pode ser diferenciado com um diagrama de loading versus scores para a construcao
da PCA (Principal Component Analysis), e com isso foi possivel verificar que a
producdo de metabdlitos pelo fungo foi possivel ser detectados a partir do 4° dia de

cultura do microrganismo (FIGURA 3. 1).

L R .S UJLW JWML#JJ»]ML#

Cromatograma de ions da cultura de E. salmonicolorem meio BDA Cromatograma de ions da cultura do meio de cultura BDA (Branco)

A S R MY S U.M,.

FIGURA 3. 1 — Comparacdo dos cromatogramas do extrato da cultura do
microrganismo com o branco do meio de cultura.

Assim, com a modelagem quimiométrica utilizando o software
MATLAB, foi possivel verificar que o dia de maior producdo de metabolitos
secundarios pelo fungo E. salmonicolor foi no 9° dia, como pode ser verificado na
(FIGURA 3. 2) onde vemos o simbolo estrela do dia 9 mais distante daquele que se

refere ao branco do meio de cultura.
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FIGURA 3. 2 - Plotagem dos scores da PC1 x PC2 que representaram quase 90%
dos dados analisados.

3.3.Fracionamento e isolamento dos constituintes do extrato da

cultura de E. salmonicolor

As substancias que se encontravam em quantidades suficientes para
adquirir os espectros de RMN 1D e 2D foram caracterizadas, para auxiliar na busca
de outros derivados e intermediarios biossintéticos por analises de UPLC-HRMS
MS/MS.

Assim, a substancia 1 (FIGURA 3. 3) foi identificada como &cido
fusarico (acido 5-butilpiridina-2-carboxilico). A partir do espectro de RMN de H
(Figura S 1) observou-se sinais em & 8.51 (Sa, 1H), 8.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.90
(dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H) referentes ao sistema piridinico dissubstituido, além de
sinais referente a cadeia alifatica em & 2.76 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 1.66 (g, J = 7.6 Hz,
2H), 1.39 (m, 2H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H). Enquanto no espectro de RMN de *C
(Figura S 2) foi possivel observar nove carbonos sendo um carbono carboxilico em
0 167.4 (C11), cinco carbonos aromaticos em 6 149.3 (C6), 147.1 (C2), 144.2 (C5)
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e 126.1 (C3), enquanto os carbonos alifaticos foram ¢ 34.2 (C7), 33.5 (C8), 23.3
(C9) e 14.1 (C10)%"%,

(1)
FIGURA 3. 3 - Estrutura do &cido fusarico (1)

Quando comparado os espectros de RMN de !H de 1 e 2 (FiguraS1e
Figura S 5) verificou-se o desaparecimento dos CH, e CHs; (C9 e 10,
respectivamente) sendo observado um sinal em & 5.85 (ddt, J=17.0, 10.2 e 6.7 Hz,
1H) e 5.00 (m, 2H) atribuindo-se uma insaturacéo nessas posicoes. 1sso € confirmado
quando analisado o espectro de RMN de 3C, (Figura S 6) 6 138.1 (C9), 116.5 (C10)

confirmando assim a substancia 2 como acido 9,10-dehidro fusarico®.

Enquanto a partir do espectro de massas, MS* (Figura S 3) foi possivel
calcular a formula para a substancia 1, [M+H]*=180.1023 (massa calc.: 180.1025,
C10H13NO>, erro: -1.1 ppm). A partir do espectro de MS? (Figura S 4), foi possivel
propor um caminho de fragmentacéo racional iniciando com a perda de 46.01 Da (M-
CH,0,) para dar o ion-fragmento m/z 134.10, que pode ser explicada pela migracdo
de um hidreto da posi¢do C7 da cadeia lateral para o carbono aromatico da posic¢ao
C6 delocalizando assim a ligacdo dupla e devolvendo o par de elétrons ao nitrogénio
protonado, favorecendo um estado de transi¢cdo com anel de cinco membros e o grupo
carboxila sendo eliminado na forma de CO,, seguido de uma perda de H,, retornando
a aromaticidade do fragmento na forma de cation benzila, que por sua vez rearranja

para a forma mais estavel como cétion azotropilio (FIGURA 3. 4).
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FIGURA 3. 4 - Proposta de fragmentacao para o acido fusarico (1)

Alguns outros ions fragmentos mais classicos sdo apresentados na
FIGURA 3. 5, tanto para o &cido fusarico, quanto para o acido 9,10-dehidrofusérico.
Transi¢cOes como a perda neutra de CO (M-27.99), metila radicalar (M-15.02) e a
perda de toda a cadeia lateral para restar o ion m/z 79.05 representam essa classe de

substancias.
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FIGURA 3. 5 - Proposta de ions fragmentos para o acido fusarico (1) e para o acido
9,10-dehidrofusarico (2)

Estudos da biossintese do acido fusarico (1) mostram que o precursor de

todos os derivados é o &cido 9,10-dehidro fuséarico (2) tendo as posi¢ées C9 e C10

reativas para diversas reagdes pelo sistema enzimatico®.

Essa classe de substancias € conhecida pelo potencial de inibicdo do
guorum sensing na comunicacgdo entre bactérias gram-negativas, alem de reducédo da

producdo de ATP sintase, de polifenol oxidase e peroxidases, além de muitos outros

efeitos*.
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A substancia 21 (FIGURA 3. 6) foi produto da biotransformacéo de

rutina pelo fungo E. salmonicolor em meio Czapek.

HO,
HO o o
1' 2 \
Hoo 2 9 i
6H oH N__J_, 10
1 %

21

FIGURA 3. 6 - Estrutura da substancia 21.
A andlise do espectro de RMN de *H (FIGURA 3. 7) revelou a presenca

de sinais provenientes do acido fusarico (1) ja caracterizado acima, contudo com
outros sinais de hidrogénios ligados a carbonos carbinolicos em 6 8.43 (s, 1H), 7.86
(t, J=8.4 Hz, 2H), 4.11 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.02 (dd, J = 12.9, 1.3 Hz, 1H), 3.99 (dd,
J=3.5,1.7 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 10.0, 3.5 Hz, 1H), 3.79 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 3.74
—3.68 (m, 2H), 3.59 — 3.54 (m, 1H), 2.76 — 2.70 (m, 2H), 1.63 (p, J = 7.6 Hz, 2H),
1.33 (h, J =7.5 Hz, 2H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H). Enquanto, na analise do espectro
de 13C foi possivel verificar sinais em § 172.3 (C-11), 149.7 (C-6), 147.7 (C-2), 141.5
(C-4), 138.7 (C-5), 123.8 (C-3), 80.6 (C-1"), 75.3 (C-27), 69.7 (C-4’), 69.2(C-3"),
67.5 (C-5%),63.9 (C-7"), 63.3 (C6%), 32.3 (C-7), 31.7 (C-8), 21.4 (C-9), 13.1 (C-10).
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FIGURA 3. 7 - Espectro de RMN de 'H de 21.

Esses dados foram confirmados com o auxilio dos experimentos de
RMN de BC. COSY, NOESY-2D, HSQC e HMBC (Figura S 7 a Figura S 11).

A substancia 31 (FIGURA 3. 8) teve em seu espectro de RMN de H
(Figura S 12) quatro sinais 6 9.77 (s, 1H), 7.78 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.92 (d, J=8.6 Hz,
2H) para um sistema aromatico do tipo AA’BB’ (parassubistituido) e 4.58 (s, 3H)

0]
o
H,;C
3\0

FIGURA 3. 8 - Estrutura do 4-metoxibenzaldeido (31)

atribuido a uma metoxila.

Enquanto a partir do espectro de RMN de 3C (Figura S 13) foi possivel
observar os sinais 6 192.84, 133.45, 116.88.
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O 4-metoxibenzaldeido tem apresentado potencial antiviruléncia contra
Staphylococcus aureus e seus isolados clinicos, uma opcdo frente ao problema de

resisténcia de microrganismos®*..

A substancia 32 (FIGURA 3. 9) foi identificada como é&cido 3-
hidroxifenilacético, o qual em seu espectro de RMN de *H (Figura S 14) mostrou
dois sinais na regido de hidrogénios aromaticos em ¢ 7.10-7.04 (m) e 6.79-6.74 (m)
que integram para dois hidrogénios, que foram atribuidos a um sistema dissubstituido
em meta, e devido a similaridade de ambientes quimicos, os sinais de 'H
coalesceram, além do sinal do metileno benzilico em 6 3.57 (s, 2H). Essa informacéo
foi confirmada quando analisado o espectro de RMN de *3C (Figura S 15), onde foi
observado os sinais referentes ao carbono carboxilico da cadeira lateral em 6 176.9 ¢
o0 carbono fendlico em & 156.9, além dos sinais de carbonos ligados a hidrogénios do
anel aromatico em & 132.0, 129.2, 120.5 e 116.2, que tiveram sua intensidade maior
qguando comparado com o sinal em 123.3 ppm, que foi atribuido ao carbono
totalmente substituido, ao qual estava ligada a cadeia lateral, a qual apresenta um
sinal de CH; benzilico em 37.6 ppm.

OH
Y
OH
32

FIGURA 3. 9 - Estrutura do acido 3-hidroxifenilacético (32)

O é&cido 3-hidroxifenilacético tem apresentado efeito ansiolitico

utilizado para depressao.

A substancia 30 foi identificada como [Cyclo(phenylalanylprolyl)] que
em seu espectro de RMN de *H (Figura S 16) foram observados os sinais em & 7.31-
7.21 (m), 4.07 (ddd, J=10.9, 6.4, 1.8 Hz), 3.59-3.50 (m), 3.41-3.34 (m), 2.13-2.05 (m)
e 1.85-1.75 (m), enquanto no espectro de RMN de ‘3C (Figura S 17) foi observado
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os sinais em 0 166.9 e 158.4 para os carbonos acilas, 6 137.3, 131.1, 130.6, 129.5,
128.1, 127.1 e 113.9 para os carbonos aromaticos, além dos sinais em 6 60.1, 46.0,
29.4 e 22.8 para os carbonos metilénicos e metinico, justificando assim, pela
comparacao de seus dados de RMN de *H e 3C com aqueles relatados na literatura a

sua identificacao®.
o)

N N
HN
o

30

FIGURA 3. 10 — Estrutura da [Cyclo(phenylalanylprolyl)] (30)

A partir do espectro de massas, MS?* (Figura S 18) foi possivel calcular
a férmula molecular para a substancia 30, [M+H]"=243.1129 (massa calc.: 243.1128,
C14H13N20,, erro: 0.4 ppm). O mecanismo de fragmentacdo para confirmar a
identificacédo realizada foi proposto (FIGURA 3. 11) com base em seu espectro de
MS? (Figura S 19), iniciando pela perda de 27.99 Da (M-CO) para dar o ion-
fragmento em m/z 215.12, e subsequente perda de outra molécula de CO para resultar
em m/z 187.12, que por sua vez pode fragmentar com perda de amonia para dar o
ion-fragmento m/z 170.10 ou perder 27.01 Da (M-CHN) para dar o ion-fragmento
m/z 160.11, que pode fragmentar nas rotas com perda de 90.05 Da (M-C;Hs) para o
ion fragmento m/z 70.07 ou perder 42.05 Da (M-C3Hs) para dar o ion m/z 118.07,
que pode perder 27.01 Da (M-CHN) para dar o ion-fragmento tropilio em m/z 91.05.
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.
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©/ M-CHN O/\ SN H,

m/z=91.05 m/z=118.07

FIGURA 3. 11 - Proposta de mecanismo de fragmentacdo para a substancia
[Cyclo(phenylalanylprolyl)] (30).

A substancia 18 foi identificada como fusarina C, e em seu espectro de
RMN de H (Figura S 20) foi possivel observar os sinais referente a grupos metilicos
em o 1.67 (s), 1.62 (s), 1.22 (s), 1.13 (S), além de um tripleto em & 5.11 (t, J =7.3
Hz), enquanto no espectro de RMN de *C (Figura S 21) foi possivel observar os
carbonos em 6 166.9, 125.9, 82.1, 75.6, 55.4,45.5,42.1,41.4, 26.1, 25.9, 25.1, 24.7,
23.7, 17.7 e 15.4, e que pela quantidade de metilas, inicialmente sugeriu-se que a
estrutura se tratava de um nucleo terpénico, contudo a dificuldade na aquisicdo de
bons espectros dificultou a caracterizacao total pela analise dos dados de ressonancia

magnética nuclear 1D e 2D (Figura S 22 e Figura S 23).

Assim, com a aquisicdo do espectro de MS! (Figura S 24) de 18, foi
possivel calcular a formula para essa substancia, [M-H]=430.1873 (massa calc.:
430.1866, C3H,9NO7, erro: 0.5 ppm) e os espectros de MS? (Figura S 25) foram
adquiridos para realizar uma proposta de mecanismo de fragmentacédo (FIGURA 3.
12) que ajudasse a corroborar a sua identificacdo. Inicialmente observa-se o ion
fragmento m/z 412.18 que ¢ resultado da desidratacdo (M-H,O) a partir o ion

precursor, que sofre uma perda de formaldeido (M-CH0) para dar o ion m/z 382.17,
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que ainda sofre um mecanismo de perda radicalar de M-C,H30", para explicar o ion-
fragmento m/z 339.16. Outra rota foi a perda direta de formaldeido (M-CH,0) a partir
do ion precursor, para dar o ion-fragmento m/z 400.18, que pode fragmentar
perdendo C4HsO;" para dar o ion m/z 315.16 ou perder C,H;O para dar o ion-
fragmento m/z 357.16, que por sua vez, pode fragmentar perdendo CHO para dar o
fon-fragmento m/z 328.16. Uma terceira via para explicar os ions-fragmentos € a
perda de toda a cadeia olefinica perdendo C16H2 0", para dar o ion-fragmento m/z
185.03, que pode fragmentar para dar o ion-fragmento m/z 139.03 pela perda
consecutiva de CO e H,0, ou apenas pela perda de CO para dar o ion-fragmento m/z
158.05, que sofre uma nova perda de CHO para dar o ion-fragmento m/z 128.04. Os
espectros de MS? apresentam muitos fons-fragmentos devido ao sistema olefinicos
conjugado que faz com que os ions-fragmentos por vias radicalares sejam mais
estaveis. Contudo, as propostas aqui apresentadas trazem a luz informac6es a respeito

de ambas as partes da molécula, confirmando assim a estrutura da fusarina.



45

0 (o]
NH NH
- (o) - )
M-CO M CHO’
HO o
5 -

m/7=185.03 m/z=158.05 O m/7=128.04

.
M'CmHlezT

[M-H]|=430.1873 m/7=339.16

m/z=400.18 m/z=357.16 m/z=328.16

M-C4H50;l

m/7=315.16

FIGURA 3. 12 - Proposta de mecanismo de fragmentacao para a substancia fusarina (18)
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A substancia 15 foi identificada como bikaverina (FIGURA 3. 13), eem
seu espectro de RMN de *H (Figura S 26) foi possivel observar os sinais em & 14.31
e 12.79 relativos aos hidrogénios (C6 e C11), além dos sinais em 6 6.80 (d, J=2.0
Hz, H-2) e 6.93 (d, J=2.0 Hz, H-4) e um sinal em 6.35 (s, H-9) atribuido aos
hidrogénios da regido aromatica, enquanto na regido alifatica foi observado sinais de
metoxilas em 6 3.96 (s, 8-OMe) e 3.93 (s, 3-OMe) e uma metila em 2.97 (s, 1-Me).
Enquanto no espectro de *C (Figura S 27), ndo foi possivel observar todos os
carbonos devido aos nuacleos que relaxam em tempos diferentes dificultando a
deteccéo deles, e que a atribuicdo foi corroborada pelos experimentos de HMBC e
HSQC (Figura S 28 e Figura S 29).

CH; O OH O

12

1 11 10
XK
4a 5a 6a
H;CO” ¥ ~07 ¢ Y ~OCH;

5
OH O
15

FIGURA 3. 13 — Estrutura da bikaverina (15)

A atribuicdo dos dados de RMN de 'H e 3C foram comparados com
aqueles descritos na literatura®44,

Além disso, com a aquisicdo do espectro de MS?* (Figura S 28 e Figura
S 29) de 15, foi possivel calcular a férmula molecular para essa substancia,
[M+H]"=383 (massa calc.: 383.0761, C»H140s, erro: 0.5 ppm) e os espectros de MS?
em 15, 25, 40 e 60 eV foram adquiridos para que fosse proposto um mecanismo de
fragmentacdo que explicasse as transicdes de massa pelas quebras da molécula
(Figura S 31). Inicialmente observou-se transi¢des, a partir do ion precursor classicas,
como a perda de CO para dar o ion-fragmento em m/z 355.08 que por sua vez sofreu
a perda de uma molécula de metanol (M-CH,4O) para o ion em m/z 323.06, e ainda

como acontece em compostos aromaticos altamente conjugados, observou-se a perda
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de uma metila radicalar (M-CH3¢) para dar o ion fragmento m/z 340.06, além de

outras perdas de monoxido de carbono, do radical CH3Oe, dentre outras possiveis.

OH O OH O OH O
O (X = O O‘ O‘
OH OH OH OH OH
OH O H, OH O OH O
m/z=309.04 m/z=340.06 m/z=311.05
TM-CH;
CH;3 OH O OH O 0|-| o
I OO 0 Q‘ O 90
H;CO OCH;, H;CO OH OCH; H;CO OH
OH O OH O
[M+H]*=383.0766 m/z=355.08 m/z=323.06
L]
M-C4H,0,
M-C11HgO5
L]
CH, CH, 0o
c¢0
+ gud
HyCO GH H;CO OH c§o
m/z=165.05 0
m/z=270.05

guh
H;CO OH Cq

m/z=242.06

FIGURA 3. 14 — Proposta de mecanismo de fragmentacao para bikaverina (15)



TABELA 3. 1 — Comparacdo dos dados de RMN de *H e 3C de 15 com os dados

descritos na literatura.
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o H of o °C of

Position o H of bikaverin o 3Cof  bikaverin

1 - - 144.3 146.3
6.80 (d, J=2.0 Hz,
2 H-2) 6.80 (s, H-2)  117.9 123.8
3 - - 175.8 171.8
6.93 (d, J=2.0 Hz,
4 H-4) 6.93(s,H-4)  98.9 101.1
4a - - 164.3 163.0
5a - - 152.2 157.0
6 - - 158.9 165.7
6a - - 114.0 113.9
7 - - 158.3 167.7
8 - - 159.1 163.3
9 6.35(s, H-9)  6.36(s, H-9) 112.4 109.3
10 - - 151.3* 173.2
10a - - 106.2 103.8
11 - - 158.3* 177.5
11a - - 114.0 113.1
12 - - 180.5 179.9
12a - - 117.2 111.6
1-CH3 297 (s, 1-Me) 2.87(s,1-Me) 235 23.4
3.94 (s, 3-
3-OCH3 3.93 (s, 3-OMe) OMe) 56.1 57.5
3.96 (s, 8-

8-OCH3 3.96 (s, 8-OMe) OMe) 56.9 58.0

*tentativa de atribuicdo

3.4.Estudo do perfil quimico da cultura de E. salmonicolor por UPLC-
HRMS MS/MS

O perfil quimico da cultura desse fungo também foi avaliado por UPLC-
HRMS MS/MS associado a ferramentas de quimioinformatica para processar a
grande quantidade de dados, diferenciando os metabdlitos produzidos e excretados

pelo microrganismo, daqueles que estavam presentes no meio de cultura (BDA).
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O primeiro cluster trabalhado foi aquele que continha os padrbes

isolados de &cido fusarico (1) e acido 9,10-dehidrofusarico (2).
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TABELA 3. 2 — Relacdo de moléculas identificadas e/ou anotadas por UPLC-HRMS MS/MS junto com as bases de

dados.
Formula
N©° RT Massa [M+H]* Erro fons fragmentos Anotacao/ldentificacéo
molecular calc. (ppm)
1 5.63 CioHisNO, 180.1025 180.1023 -1.1 %gzo'él; 134.10; 119.07,106.07, 94.07, 92.05, 4 15 fusarico
150.09: 132.08: 117.06: 105.07: 92.05: 91.05:  Acido 9,10-
2 456 CiHuNO; 178.0868 178.0867 -05 o e o i
3 g71 C12HuNO Hop 1093 5351078 21 207.12: 162.09: 134.10: 120.08: 103.06: 91.06: L0-Formamido-9,10-
3 dehidrofusarato de metila
4 0.8 S“H“"NZO 2371239 237.1238 -04  191.12: 162.09: 134.10: 106.07: 92.05: 79.05 ég';fe’:ﬂ]aamido'f“sarato
CH1eN,0 _ 207.11: 178.09; 168.10; 150.09: 132.08: 117.06: 10-Carboxiamino-
5 5.75 4 2531188 253.118 -3.2 108.04; 80.05 fusarato de metila
176.11: 166.09; 148.08: 130.07; 120.08: 105.06:
6 0.92 CioH11NOs 194.0817 194.0815 -1 91.05: 77.04 Fusarato de metila
166.09: 148.08: 130.07: 120.08: 103.05: 93.07:
7 92 CioHisNOs 196.0974 196.0971 -1. : ! ! : : D
092 CioH1sNOs 196.09 96.09 5 77.04 Acido 4-hidroxi-fusarico
179.10: 148.08; 130.07: 120.08; 105.06: 93.07:
8 1.86 CioHiNOs 196.0974 196.097 -2 o Acido 6-hidroxd-fusirico
9 563 CpHuNO 162.0919 162.0917 -1.2  132.08: 118.07: 106.07: 92.05: 79.05 9.10-dehidrofusaraldeido
10 871 CoHiNO 1521075 152107 -3.3  134.10; 119.07: 109.05: 92.05 5-Butilpiridin-2-ol
11 092 CiHuNOs 212.0923 2120024 05  9412,184.10;166.09;148.08; 130.07: 120.08; 4 . 4 o gihidroxi-

103.05; 93.07; 79.05

fusarico
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13

14

4.25 Ci3H15NOy

3.73 CgoH13NO>

1.86 CgH11NO

250.1079 250.1073 -2.4

168.1025 168.102 -3

150.0919 150.0917 -1.3

51

209.07; 191.13; 145.07; 132.08; 115.05; 91.05
150.09; 117.06; 108.04; 80.05

130.07; 117.06; 109.05; 90.05; 80.05; 77.04

4-Acetoxi-9,10-
dehidrofusarato de metila

5-Butilpiridino-2-diol

5-(But-3-en-1-il)piridin-
2-ol
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FIGURA 3. 15 — Rede molecular no modo positivo do branco do solvente e controle
do meio de cultura (BDA) em preto, fracdo F50 ACN em azul e F100 ACN em
vermelho.

Como pode ser observado na FIGURA 3. 15, a rede molecular do extrato
da cultura do fungo E. salmonicolor em meio de batata dextrose agar resultou em
uma rede molecular com alguns agrupamentos de ions-precursores. Contudo, neste

momento optou-se por trabalhar com a expanséo do cluster que continha os padroes
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de &cido fusérico e 9,10 dehidro fuséarico (FIGURA 3. 16), para a tentativa de
identificacdo/anotacdo de outras substancias que fossem advindas da mesma rota
biossintética, dentre outros derivados.

Como ja caracterizado anteriormente (item 3.3, pag. 35) essa classe de
substancia apresenta ions-fragmento diagnosticos, 152.09/150.11, 119.07/117.06,
134.10/132.08, 105.06/103.05 e 92.05 os quais formaram essa clusterizacdo. A
identificacdo/anotacdo das substancias apresentadas na TABELA 3. 2 foram
amparadas por propostas de mecanismos de fragmentacédo considerando a m/z dos
ions-fragmento até a segunda casa decimal, alem de comparagdo com alguns dados
da literatura, uma vez que muitas dessas substancias estdo tendo seus dados de MS?

apresentados pela primeira vez.
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FIGURA 3. 16 — Expansdo do cluster dos acidos fusarico (1) e 9,10-dehidro fusarico
(2).

Outro cluster que foi selecionado para estudo foi da bikaverina (15)
(FIGURA 3. 17) que foi caracterizada anteriormente por RMN-1D, 2D e

espectrometria de massas.
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FIGURA 3. 17 — Expansao do cluster da bikaverina (15).

Os outros nodos 367.0817 e 353.0656 sdo moléculas que diferem da
bikaverina em um grupo hidroxila (6-Deoxibikaverina) a menos e uma metoxila (me-

oX0-pre-bikaverina) a menos, respectivamente.

OH O CH; 0 OH O

16

FIGURA 3. 18 — Estrutura da 6-Deoxibikaverina (16) e me-oxo-pre-bikaverina (17)

Outra substancia anotada foi a Beauvericina (19) (FIGURA 3. 19) de
ion precursor [M+NH,4]*=801.4433 (massa calc.: 801.4439, erro: -0.8 ppm) que tem
como ions-fragmento diagnosticos m/z 623.33, 523.28, 362.20, 262.14, 244.13,
134.10 (FIGURA 3. 20). Os dados do espectro de segunda ordem (MS?) foram

comparados com aqueles ja descritos na literatura®.
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-17.081
-17.027

784.4166

801.4438

FIGURA 3. 19 — Expansao do cluster da Beauvericina (19)

Enquanto o outro nodo 784.4166 é referente a molécula protonada, que
ndo foi utilizada para fins de caracterizacdo da proposta de mecanismo de

fragmentacéo devido a baixa intensidade de seu espectro de MS.

%f %rf s

0 I (o] 0 Q/N\ /NH
N —_—
0 o0 Yo

ONH, H/ K(
[M+NH4]+=801.4433 m/z=613.33 m/z=523.28
(0]
l+ 0 4

m/z=134.10 m/z=244.13 m/z=262.14

FIGURA 3. 20 - Proposta de fragmentacéo para beauvericina (19)
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FIGURA 3. 21 - Expansdo do cluster da 6-Deoxyoxysporidinone (28)

A 6-deoxi oxisporidinona (28) é conhecida da cultura de varios
microrganismos do sendo conhecida como uma micotoxina utilizada a defesa em seu
habitat natural.

Enquanto, a analise da rede molecular dos extratos de ES no modo
negativo (FIGURA 3. 22) revelou a presenca principalmente de antraquinonas 24-27

que estdo sendo descritas pela primeira vez nesta espécie de fungo fitopatdgeno.
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FIGURA 3. 22 — Rede molecular no modo negativo do branco do solvente e controle
do meio de cultura (BDA) em preto, fracdo F50 ACN em azul e F100 ACN em
vermelho.

A proposta de mecanismo de fragmentacdo para elas esta apresentada

na FIGURA 3. 23.
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FIGURA 3. 23 - Proposta de mecanismo de fragmentacéo para as antraquinonas 24-
217.
E possivel verificar como perdas caracteristicas nesta classe de

metabdlitos secundarios a saida de metila radicalar, além de perdas sucessivas de
moléculas de monodxido de carbono. Essas anotacdes foram amparadas pelas

bibliotecas constantes no software MS-FINDER.
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3.5.Estudo da interacdo do fungo E. salmonicolor com a bactéria X.
citri

O fungo inicialmente inoculado na placa contendo meio de batata
dextrose agar, foi crescido por quatro dias e a bactéria (X. citri) foi inoculada ao redor
da regido que o fungo cresceu por estriamento e mantido até completar nove dias de
crescimento.

Apds esse periodo e da extracdo dessas placas utilizando acetato de etila,
foi obtido o extrato bruto, para dar os extratos Branco BDA (Extrato do meio de
cultura, branco) e ESBDA (Extrato do fungo), que por sua vez foi submetido a analise
por HPLC-HRMS MS/MS para obtencdo dos espectros de massas de primeira (MS?)
e segunda ordem (MS?).

A aquisicéo desses dados foi realizada no modo prifile, ambos os modos
positivos e negativos para selecdo de ion precursor. Assim, esses dados foram
convertidos para o formato .mzml utilizando o software MSCoverterGUI

(https://proteowizard.sourceforge.io/download.html) fazendo-se a deteccdo dos

espectros de MS! e MS2, Desta forma, os arquivos convertidos foram submetidos
para processamento no software MS-DIAL

(http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html) no qual é possivel determinar

um limite de selecdo de ions, threshold, para que assim os ions selecionados sejam
alinhados levando em consideracdo a contribuicdo isotopica da relacdo de
massa/carga com tempo de retencdo similar e quando possivel os ions presentes em
mais de uma amostra possam ser agrupados e discriminados a partir de concentragoes
relativas as intensidades de ionizacdo desses ions.

Uma vez realizado esse processamento de dados, pode-se extrair uma
tabela de ions totais e um arquivo no formato .mgf para que fosse submetido a
plataforma GNPS - The Global Natural Product Social Molecular Networking

(https://gnps.ucsd.edu/), para que fosse realizada a organizacdo desses ions



https://proteowizard.sourceforge.io/download.html
http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html
https://gnps.ucsd.edu/
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fragmentos (em nodos) de acordo com a similaridade de seus ions-fragmentos e o
Am/z entre cada ion precursor, MS? resultou no agrupamento desses nodos formando
as redes moleculares. Essa abordagem é essencialmente importante por auxiliar a
busca de substancias com perfil de fragmentagdo em seus espectros de MS?, quando
comparadas com aquelas ja identificadas e caracterizadas por Ressonancia
Magnética Nuclear, RMN.

Os nodos dessas redes moleculares foram coloridos em azul para as
réplicas auténticas do crescimento do fungo com a bactéria, rosa para aqueles
referentes apenas ao crescimento do fungo e em preto para aqueles referentes ao

branco do solvente e do meio de cultura.
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FIGURA 3. 24 - Rede molecular no modo negativo de ionizagcdo da interacdo
fungo/bactéria em meio batata dextrose agar.

Com o0s mesmos parametros de agrupamento, foi realizada a rede
molecular dos ions no modo positivo, a qual foi colorida com aquelas cores da rede

anterior.
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FIGURA 3. 25 - Rede molecular no modo positivo de ioniza¢do da interacdo
fungo/bactéria em meio batata dextrose agar.

As amostras foram comparadas com 5 réplicas auténticas, tendo assim
maior controle sobre a variacdo entre os tratamentos, para que as varaveis fossem
atenuadas, e a comparacao das areas relativas desses ions foi representada em forma
de grafico e demonstrado o aumento relativo quando comparado ao controle do

experimento de interagé&o.
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Portanto, 0 mapa de pizza que aparece em cada nodo da rede molecular
representa a quantificacéo relativa desse ion entre as amostras, uma vez que todas as

amostras foram injetadas na mesma concentragéo.
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FIGURA 3. 26 — Cluster do &cido fusarico demonstrando o aumento da concentragédo
(azul) dos derivados dessa classe quando comparado com outras moléculas de m/z
maiores que diminuiram em concentragdo (1 0s2).

Em ambos os modos de ionizagao foi observado que a interacdo entre o
fungo e a bactéria propiciaram diferentes respostas na concentracdo relativa dos
analitos destacados na FIGURA 3. 26 como o acido fusarico, [M+H]*=180.1019
(68.6 %), e seu derivado [M+H]"=237.1232 (64.8 %).

A analise dos varios outros ions ainda dessa rede molecular (FIGURA
3. 25) possibilitou evidenciar o aumento da concentracdo relativa também para
beauvericina (19) (85.9 %), um depsipeptideo ciclico amplamente encontrado em
varios géneros de fungo.

Enquanto, a analise da rede molecular no modo negativo revelou alguns

ions ja caracterizados anteriormente com aumento da concentragéo relativa como a
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oxisporidinona (28) como [M-H]=470.2938 (90.3 %) e a fusarina C (18) [M-H]
=430.1897 (87.2 %) e seus derivados que compartilharam a mesma rede molecular,
indicando ser da mesma classe por apresentarem perfil de fragmentacdo similares
(FIGURA 3. 27).

63.7%]
& 25220

‘ 470.2943
‘ 516.2999 l

‘ 85.8%
/‘ 470.2938 493.1851
.
0 / 0 90-3% 430189?
N~Zud
0 0

FIGURA 3. 27 — Expanséo da regido de nodos da rede molecular no modo negativo
com a porcentagem de aumento da concentracdo relativa dos ions de moléculas ja
caracterizadas e de outras ainda néo relatadas em experimentos anteriores.

Depois de analisar todos os dados tabelados das areas relativas de cada
ion foi possivel verificar que 260 ions aumentaram a sua concentra¢do em mais de
50% indicando que a abordagem da interacdo entre E. salmonicolor e X. citri foram

eficientes quanto a resposta de defesa deles.
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3.6.Estudo da biotransformacéo de rutina por E. salmonicolor em
meio liquido

O fungo E. salmonicolor foi utilizado como agente de
biotransformacao/bioconversao do flavonoide rutina em meio de cultura “pobre”
Czapek (que contém apenas aclcar e sais minerais essenciais). Os mecanismos de
biotransformar, isto é transformar completamente ou quase que completamente de
um substrato de biotransformacdo, ou a bioconversdo, transformacdo essa que é
realizada quando o substrato € ex.: metilado, oxidado (na maior parte das vezes) ou,
em alguns casos mais limitados acarretar a redugédo de grupos funcionais presentes
na molécula de partida.

Diante disso, as amostras provenientes do experimento foram
submetidas a anélises por UPLC-HRMS MS/MS e que os dados adquiridos foram
entdo organizados utilizando molecular networking (GNPS) verificando que no
modo positivo ndo foi observar nodos na rede molecular de moléculas sendo
produzidas exclusivamente a partir do experimento de biotransformacédo (FIGURA
3. 28).
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Enquanto a analise da rede molecular no modo negativo foi inicialmente
auxiliada pela comparacgdo do espectro de MS? da rutina [M-H]=609.1480 com 0s
possiveis ions-precursores que estavam quase que exclusivamente presentes
unicamente na distribuicdo de cores da rede molecular com a cor azul, o que indica

a producéo pelo processo de biotransformacao, conforme FIGURA 3. 29.
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FIGURA 3. 29 - Molecular networking dos extratos a partir da biotransformacéo
analisados por UPLC-HRMS MS/MS no modo negativo.
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A partir dessa anélise da rede molecular selecionou-se a expanséao dela
(FIGURA 3. 30) onde podemos observar a prevalescéncia da cor azul que representa
fons sendo produzidos no experimento de biotransformagdo, que nédo estavam
presentes nem no padrdo do flavonoide e muito menos como metabolito excretado
pelo fungo (FIGURA 3. 30).

‘ 715.1552
Grupo de amostras

Branco do solvente
i il e Czapek

‘701.1394

61.983 O Czapek + Rutina

O 639.1566
. Czapek + Fungo +

Rutina

@ Czapek + Fungo

FIGURA 3. 30 - Expanséo da rede molecular no modo negativo do experimento de
biotransformacéo

Quando comparado os espectros do padrdo de rutina com 0s ions
apresentados na FIGURA 3. 30 podemos observar que o padrdo de perda das
unidades de acucares (glicose e ramnose) se mantém e que o que possivelmente tem-

se alterado € apenas a aglicona.
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FIGURA 3. 31 — Comparacdo dos espectros da rutina (A), com os produtos de
biotransformacao [M-H]=701.1394 e [M-H]'=715.1542

Apds a perda das moléculas de agucares pelo processo de eliminacéo,
observa-se que no caso da rutina a aglicona tem m/z 300.03 enquanto para o espectro
do produto em (B) foi m/z 313.04 e que o espectro do produto (C) foi m/z 327.05.
Essas diferencas de massa entre os produtos ja indica um processo de metilacdo em
algum grupo hidroxila da molécula e que estudos posteriores de MS" serdo essenciais
para corroborar com essas propostas e também a realizacdo do isolamento e

caracterizacédo dessas moléculas por RMN-1D e 2D.

3.7.Proposta de biogénese dos principais compostos caracterizados
Conhecer o caminho de biossintese de um metabolito com marcacgéo
isotopica, ou uma proposta de biogénese para este, pode ajudar na mineracdo de
possiveis compostos em estudo envolvendo redes metabdlicas como nos nesses
acima. Muitos intermediarios de uma rota biossintética ndo sdo isolados muitas vezes
por estarem presentes em quantidades muito pequenas. Porém, esses podem ser
detectados em experimentos usando redes metabdlicas, ou seja, conhecer possiveis

intermediarios de uma rota biossintética ajuda nas identificacbes de novos
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compostos, 0s quais seriam intermediarios na biossintese de outros conhecidos, ou
seus derivados. Por exemplo o caminho de biossintese que leva a fusarina C possui
varios intermediarios que poderiam ser detectados nos estudos anteriores, usando as
redes metabolicas. Com isso, discutimos resumidamente as biossinteses e/ou
biogéneses dos principais metabolitos obtidos no presente trabalho.

A primeira classe com diversos derivados foram as dos acidos fusatico
(1) e 9,10-dehidro fuséarico (2) que advém de uma rota mista inicialmente pelo L-
aspartato até a homoserina que sofre uma acetilacdo no grupo hidroxila ligada ao C-
4, para sofrer uma condensacdo com uma unidade de trans-2-hexanal que é
proveniente de um dominio de ACP (Acyl Carrier Protein), para que a partir disso
sofra uma eliminacdo de &cido acético e isomerizacdo das ligacdes duplas para
favorecer o arranjo tridimensional da cicloadicdo, que por sucessivas reacoes de oxi-
reducéo forme o &cido fusarico (FIGURA 3. 32)*.

Em alguns artigos é discutido que o primeiro produto formado € o &cido
9,10-dehidrofusérico, que por sua vez sofre diversas reacdes para dar os diversos
derivados discutidos neste trabalho. A presenca dessa insaturacao nas posicdes C9 e
C10 torna essa posicdo ativa para diversas reacdes, sejam elas esterificacoes,

oxidacdes, adi¢des nucleofilicas e muitas outras3946,
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FIGURA 3. 32 — Biossintese para o acido fusarico (1)

Observa-se que esses derivados poder ser responsaveis por diversas
atividades bioldgicas e/ou sinalizacdo nessa rede de comunica¢do no nicho
ecologico.

Uma outra classe que foi apresentada aqui é da bikaverina, uma

benzoxantona cuja estrutura indica derivar do caminho acetato®’.
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FIGURA 3. 33 - Proposta de biogénese para bikaverina e seus derivados.

Os derivados de antraquinonas também derivam de rotas biossintéticas

provenientes do caminho acetato, alguns bem conhecidos*®,
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FIGURA 3. 34 - Proposta de biogénese para os derivados de antraquinonas 22-27
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FIGURA 3. 35 - Proposta de biogénese para a fusarina C

A proposta de biogénese para a fusarina C inicia-se com 0 aminoacido
homoserina e uma cadeia policetidica ramificada com grupos metilas, sugerindo
derivar de propionil- e metilmalonil-CoA e posteriores ciclizagbes levando ao

produto final.
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FIGURA 3. 36 - Proposta de biogénese para 4,6'-Anhydrooxysporidinone
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A formacéo da 4,6'-Anhydrooxysporidinone acontece inicialmente pela
condensagdo de uma unidade de fenilalanina com propionil- e metilmalonil-CoA,
similar a fusarina C, levando aos compostos 28 e 29,

A biogénese desses metabdlitos auxilia no processo de mineracédo de
metabdlitos da rota biossintética, corroborando para as propostas de mecanismo de
fragmentacdo e para a busca racional de intermediarios ainda ndo detectados e

isolados.
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3.8.Complexos com os metais Cu(ll), Zn(ll) e Fe(ll) e os ligantes
rutina, naringina e acido vanilico

Os ligantes naturais rutina, naringina e acido vanilico foram escolhidos
para a sua sintese com os metais cobre 1, zinco Il e ferro 11 devido ao seu potencial
ja conhecido em diversas atividades biologicas e como marcadores de mecanismo de
defesa em plantas de Citrus.

O complexo dos ligantes com os metais Cu(ll), Zn (I1) e Fe(ll) foram
sintetizados na proporcdo 2:1 ligante/metal, uma vez que o produto da sintese teria
como sinalizadores os metais essenciais ao metabolismo de plantas e uma quantidade
duplicada de metabolitos ativos nos locais de aplicagao.

Assim, a caracterizacdo desses produtos semissinteticos foi realizada
por RMN-1D e 2D, Espectroscopia na Regido no Ultravioleta (UV) e Espectroscopia
de Massas de Alta Resolucdo (HRMS) acoplada a analisador de tempo de voo (Q-
TOF).

O complexo de rutina com cobre (35) € resultado da sintese de duas
moléculas de rutina com um fon cobre Il. A anélise do espectro de RMN de 'H
(Figura S 46) de 35 revelou sinais alargados em todo o espectro, podendo-se
determinar aqueles em & 12.58 (s, 1H), 10.83 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 9.16 (s, 1H), 7.52
(d, J=8.7 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.36 (s, 1H), 6.17 (s, 1H), 5.32 (d, J =
5.7 Hz, 1H), 4.36 (s, 1H), 3.68 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.10 — 2.88 (m, 2H), 1.10 (d, J =
6.0 Hz, 1H), 0.97 (d, J = 6.0 Hz, 3H).

Enquanto, a analise do espectro de RMN de **C (Figura S 47) revelou a
presenga dos sinais em o6 176.9, 163.6, 160.8, 156.2, 156.0, 148.0, 144.3, 132.8,
121.1, 120.7, 115.8, 114.8, 103.5, 100.7, 100.3, 98.2, 93.1, 76.0, 75.5, 73.6, 71.4,
70.1, 69.9, 69.5, 67.8, 66.5, 17.5. Na analise do espetro de DEPT-135 (Figura S 48)
foi possivel verificar a presenca de carbonos metilénico (CHy), carbonos metilicos

(CHz3) e metinicos aromaticos (CH).
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FIGURA 3. 37 - Estrutura do complexo 35 da rutina com cobre.

A estrutura base do complexo é apresentada na FIGURA 3. 37, e pode-
se avaliar que a complexacdo foi efetiva pela presenca dos sinais alargados no
espectro de RMN de *H e no espectro de *C observa-se a duplicidade dos sinais de
carbono com deslocamentos quimicos distintos.

Ainda foi realizada a comparacdo dos deslocamentos quimicos dos
espectros de *C com relagdo aos A/A entre eles onde pode-se observar a variagéo
dos deslocamentos quimicos e as posicdes mais afetadas pelo metal que foi
complexado com o ligante (TABELA 3. 3).
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TABELA 3. 3 - Comparacéo dos dados de RMN de H e de *C da rutina (padréo)
com o complexo de rutina com cobre (35).

dBCof SBCof
Position é 'H of 35 d H of Rutin 35 Rutin |A/A|
2 - 156.2 156.6 0.40
3 - 132.8 133.3 0.50
4 - 176.9 177.4 0.50
5 12.69 (s) OH 160.8 161.2  0.40
6 6.20 (d, 2.0) 08.2 98.7 0.50
7 10.77 (s) OH 163.6 164.1 0.50
8 6.40 (d, 2.0) 93.1 93.6 0.50
9 - 156 156.4 0.40
1 - 103.5 104 0.50
1 - 121.1 121.6 0.50
2' 7.61 (d, 2.0) 114.8 115.3 0.50
3 9.62 (s) OH 144.3 1448  0.50
4 9.13 (s) OH 148 1484  0.40
5 6.83 (d, 8.5) 115.8 116.3 050
7.59 (dd, 2.0 and
6 7.54 (m) 8.5) 120.7 1212 050
1" - 100.7 101.2 0.50
2" - 73.6 74.1 0.50
3" - 76 76.5 0.50
4" - 69.5 70 0.50
5" - 75.5 75.9 0.40
6" - 66.5 67 0.50
1 - 100.3 100.8 0.50
2" - 69.9 704 0.50
3" - 70.1 70.6 0.50
4™ - 714 71.9 0.50
5" - 67.8 68.3 0.50
6" 175 17.8 0.30

Obs.: Todos os dados foram adquiridos em DMSO-ds

O complexo de rutina com cobre (35) teve sua formula molecular

calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 50) Cs4Hs503,Cu (massa calc.:
1282.229, massa exp.: 1282.2281, erro: -0.7 ppm). A anélise do espectro de MS? foi
realizada e determinou-se, a partir do ion-precursor a perda de m/z 308.11 para dar o
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ion-fragmento 974.11 e a perda de m/z 308.11 a partir do ion-fragmento 970.18 para
0 ion-fragmento 672.07 (FIGURA 3. 38).

OH OH

o
| 0 (o} OH | OH

_M-CipHy05 O M-CysHigO7 , o

[M+H]*=1282.2281 m/z=974.11 m/z=672.07

FIGURA 3. 38 - Proposta de mecanismo de fragmentagéo parao complexo de rutina
com cobre (35)

O complexo 36 foi resultado da sintese de duas moléculas de rutina com o ion
zinco (I1) (FIGURA 3. 39).

FIGURA 3. 39 - Estrutura do complexo 36 da rutina com zinco.

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura S 52) revelou a presenca
dos seguintes sinais em & 12.62 (s, 1H), 7.68 — 7.37 (m, 2H), 6.80 (s, 1H), 6.37 (s,
1H), 6.18 (s, 1H), 5.33 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 5.09 (s, 2H), 4.38 (s, 1H), 3.70 (d, J =
10.7 Hz, 1H), 3.31 — 3.19 (m, 4H), 3.07 (t, J = 9.1 Hz, 2H), 1.89 (s, 3H), 0.99 (d, J =
6.1 Hz, 3H) tendo a mesma aparéncia de sinais alargados que aqueles do complexo

de rutina com cobre (35). Enquanto, na analise do espectro de RMN de *C (Figura
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S 53) foi possivel observar os sinais em 6 177.3 (C-4), 164.3 (C-7), 161.2 (C-5),
156.5 (C-2), 148.7 (C-9), 144.9 (C-4°), 144.6 (C-3”), 133.2 (C-3),121.6 (C-1"), 120.8
(C-6), 116.2 (C-5°), 115.2 (C-2"), 103.9 (C-10), 101.3 (C-1""), 100.8 (C-1"""), 98.8
(C-6), 93.7 (C-8), 76.5 (C-3"), 75.9 (C-5"’), 74.2 (C-2*’), 71.9 (C-4>""), 70.6 (C-
3°°%), 70.4 (C-2""), 70.0 (C-4""), 68.3 (C-5"""), 67.0 (C-6"), 17.8 (C-6"") (Figura S
53).

A anélise do espectro de RMN de DEPT (Figura S 54) revelou a
presenca de carbonos metilénico (CH), carbonos metilicos (CH3) e metinicos (CH).
Além disso, na analise do mapa de contornos COSY (Figura S 55) foi possivel
verificar a interacdo entre os hidrogénios.

O complexo de rutina com zinco (36) teve sua formula molecular
calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 58) Cs4Hs3032Zn (massa calc.:
1283.2280, massa exp.: 1283.2285, erro: 0.4 ppm). A analise do espectro de MS? foi
realizada e determinou-se, a partir do ion-precursor a perda de m/z 308.11 para dar o

ion-fragmento 975.12, o qual perde a aglicona (M-302.04) levando ao ion-fragmento

673.08, que finalmente sofre a elimina¢do de uma unidade de ramnose (M-146.06)
levando ao ion-fragmento 527.02 (FIGURA 3. 40).

FIGURA 3. 40 - Proposta de mecanismo de fragmentacao para o complexo de rutina
com zinco (36)

O complexo 37 foi resultado da sintese de duas moléculas de rutina e
um ion ferro (11) (FIGURA 3. 41).
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FIGURA 3. 41 - Estrutura do complexo 37 da rutina com ferro.

A andlise do espectro de RMN de H (Figura S 60) revelou a presenca
dos seguintes sinais em & 12.55 (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.78
(d, J=7.8 Hz, 1H), 6.33 (s, 1H), 6.14 (s, 1H), 5.28 (s, 1H), 4.33 (s, 1H), 3.34 (5, 1H),
3.37 - 3.05 (m, 6H), 3.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 0.93 (s, 2H).

Enquanto, a analise do espectro de RMN de **C (Figura S 61) revelou a
presenca de 27 sinaisem 6 175.9 (C-4), 162.6 (C-7), 159.7 (C-5), 155.1 (C-2), 154.94
(C-9), 146.9 (C-4°), 143.3 (C-37), 131.8 (C-3), 120.1 (C-17), 119.7 (C-6), 114.8 (C-
5%), 113.8 (C-2"), 102.5 (C-10), 99.7 (C-1"7), 99.3 (C-1"""), 97.2 (C-6), 92.1 (C-8),
75.0 (C-3), 74.4 (C-5"), 72.6 (C-2""), 70.4 (C-4>""), 69.1 (C-3"), 68.9 (C-2""),
68.5 (C-4"’), 66.8 (C-5""’), 65.5 (C-6"), 16.3 (C-6"").

O complexo de rutina com ferro (37) teve sua férmula molecular
calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 63) Cs4Hs503,Zn (massa calc.:
1274.2260, massa exp.: 1274.2267, erro: 0.5 ppm). A analise do espectro de MS? foi
realizada e determinou-se, a partir do ion-precursor a perda de m/z 308.11 para dar o
ion-fragmento 966.12, o qual perde mais duas unidades de aclcares (M-308.11)
restando apenas as duas agliconas ligadas ao ferro e levando ao ion m/z 658.01
(FIGURA 3. 42).
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FIGURA 3. 42 - Proposta de mecanismo de fragmentacgéo para o complexo de rutina
com ferro (37)

O complexo 38 foi o resultado da sintese de duas moléculas de naringina
com o ion cobre (1) (FIGURA 3. 43).

HO OH
OH

FIGURA 3. 43 - Estrutura do complexo 38 da naringina com cobre.

A analise do espectro de RMN de *H (Figura S 65) revelou sinais em &
12.02 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 7.29 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.77 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 6.07
(d, J =10.7 Hz, 2H), 5.45 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 5.24 — 4.96 (m, 2H), 3.19 — 3.10 (m,
3H), 2.68 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 1.12 (d, J = 5.8 Hz, 3H).

A analise do espectro de RMN de 3C (Figura S 66) revelou a presenca
de sinais em 6 196.4 (C-4), 163.9 (C-5), 163.4 (C-7), 162.0 (C-9), 156.9 (C-4"), 127.6
(C-2’eC-6"),127.5,(C-17),114.3 (C-3’ ¢ C-57), 102.4 (C-10), 99.5 (C-1""), 96.4 (C-
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1”°"),95.4 (C-6), 94.2 (C-8), 77.9 (C-2), 76.2 (C-2*"), 76.0 (C-3"), 75.3 (C-5"), 70.9
(C-4>"’), 69.6 (C-37""), 69.5 (C-27"), 68.7 (C-4"’), 67.3 (C-5"""), 59.5 (C-6""), 41.1
(C-3),17.1 (C-6"""). Os dados foram comparados com o padrédo de naringina (Sigma
Aldrich) e com os dados da literatura®.

A estrutura quimica do complexo de naringina com cobre revelou
dificuldade para estabelecer a multiplicidade dos sinais devido ao alargamento deles.
Assim, foi tentado estabelecer uma possivel integral nos sinais de *H e confirmando
o seu real deslocamento quimico usando os experimentos de RMN de 3C (Figura S
66), correlacionando com o padrédo de naringina utilizado na sintese do complexo.

O complexo de rutina com ferro (38) teve sua férmula molecular
calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 63) CssHesOs56Cu (massa calc.:
1222.2800, massa exp.: 1222.2803, erro: 0.2 ppm). A analise do espectro de MS? foi
realizada e determinou-se, a partir do ion-precursor a perda de m/z 146.06 (M-
CeH100,) para dar o ion-fragmento 1076.22, que perde uma unidade de glicose de
m/z 162.05 (M-CgH100s), € 0 mesmo aconteceu com 0s outros agucares restando

apenas as agliconas com o ion Cu Il de m/z 606 (FIGURA 3. 44).
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FIGURA 3. 44 - Proposta de mecanismo de fragmentacdo para o complexo de
naringina com cobre (38)
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O complexo 39 foi resultado da sintese de duas moléculas de naringina
com o ion zinco (1) (FIGURA 3. 45).



85

HO OH
OH

FIGURA 3. 45 - Estrutura do complexo 39 da naringina com zinco.

A analise do espectro de RMN de H de 39 revelou a presenca de sinais
em 6 12.06 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 7.32 (dd, J = 8.5, 3.7 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 6.79 (d, J =
8.1 Hz, H-3’ ¢ H-5), 6.10 (d, J = 10.7 Hz, H-6), 5.34 (s, 1H), 5.10 (d, J = 5.7 Hz,
1H), 4.76 (s, 1H), 4.70 (s, 1H), 4.61 (s, 1H), 3.67 (s, 2H), 3.64 (s, 1H), 3.32 (d, J =
10.0 Hz, 1H), 3.19 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 1.84 (s, 2H), 1.15 (d, J = 6.1 Hz, 2H). Houve
a mesma dificuldade para estabelecer a multiplicidade dos sinais devido ao efeito do
metal na molécula.

Enquanto a analise do espectro de RMN de *C de 39 revelou a presenca
de sinais em ¢ 197.3 (C-4), 164.9, 163.03 (C-5), 157.9 (C-7), 128.6 (C-2’ e C-6’),
128.5 (C-17), 115.3 (C-3’ ¢ C-57), 103.4 (C-10), 100.6 (C-1""), 100.5 (C-1>"), 97.4
(C-8), 96.4 (C-6), 95.3 (C-8), 78.9 (C-2), 77.3 (C-2""), 76.9 (C-3"’), 76.3 (C-5""),
76.2 (C-4>"%), 71.9 (C-37""), 70.6 (C-2"""), 70.5 (C-4""), 69.7 (C-5"""), 68.4 (C-6""),
42.2 (C-3),18.2 (C-6"").

O complexo de rutina com ferro (39) teve sua férmula molecular
calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 63) Cs4HssO28Zn (massa calc.:
1223.2800, massa exp.: 1223.2791, erro: -0.7 ppm). A analise do espectro de MS?
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foi realizada e determinou-se, a partir do ion-precursor a perda de m/z 146.06 (M-
CeH100,) para dar o ion-fragmento 1077.22, o qual perde uma unidade de glicose de
m/z 162.05 (M-CsH1005), e 0 mesmo acontecendo com 0s outros agucares restando
apenas as agliconas com o ion de m/z 607.07 (

FIGURA 3. 46).

oH
s oH OH OH oH
o7 OH 'y s 'y + OH
Ho, Ho, \..o o Ho, o, Ho, 0. H
{ Ho, o
° ®
| |
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o o ] 1 0 c
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o OH o O
°H o OH
HO' HO

[M+H]*=1223.2791 Ho m/z=1077.22 m/z=915.17 m/z=769.11

m/z=607.07
OH

FIGURA 3. 46 - Proposta de mecanismo de fragmentagéo para o complexo de
naringina com zinco (39).

O complexo 39 foi resultado da sintese de duas moléculas de naringina

com o ion ferro (I1) (FIGURA 3. 47).
OH

HO OH
OH
FIGURA 3. 47 - Estrutura do complexo 40 da naringina com ferro.
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A anélise do espectro de RMN de H (Figura S 76) revelou a presenca
dos seguintes sinais em 6 11.99 (s, 1H), 9.54 (s, 1H), 7.27 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 6.74
(d, J=7.7 Hz, 2H), 6.07 (dd, J = 17.2, 9.4 Hz, 2H), 5.45 (t, J = 12.7 Hz, 1H), 5.07
(dd, J = 16.0, 6.4 Hz, 1H), 3.61 (d, J = 12.8 Hz, 2H), 3.38 (q, J = 8.4, 6.4 Hz, 3H),
3.29 (d, J = 14.4 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 12.5, 8.5 Hz, 2H), 2.67 (dd, J = 16.5, 9.3 Hz,
1H), 1.10 (d, J = 6.1 Hz, 3H).

Enquanto a analise do espectro de RMN de *C (Figura S 77) revelou a
presenca dos sinais em & 195.7 (C-4), 163.2 (C-5), 161.3 (C-7), 161.2 (C-9), 156.2
(C-4%), 127.0 (C-2’ ¢ C-6”), 126.8, (C-1°), 113.6 (C-3" ¢ C-5"), 101.7 (C-10), 98.9
(C-1""),95.7 (C-1""’), 94.7 (C-6), 93.6 (C-8), 77.2 (C-2), 75.5 (C-2""), 75.3 (C-37),
74.6 (C-5"), 70.3 (C-4""), 68.9 (C-3°""), 68.8 (C-2"""), 68.0 (C-4""), 66.7 (C-5"""),
58.9 (C-6"),40.4 (C-3), 16.5 (C-6""").

O complexo de rutina com ferro (40) teve sua férmula molecular
calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 63) Cs4Hg,025Fe (massa calc.:
1214.2780, massa exp.: 1214.2782, erro: 0.2 ppm). A analise do espectro de MS? foi
realizada e determinou-se, a partir do ion-precursor a perda de m/z 146.06 (M-
CeH100,) para dar o ion-fragmento 1068.23, o qual perde uma unidade de glicose de
m/z 162.05 (M-C¢H100s5) € 0 mesmo aconteceu com 0s outros acucares restando
apenas as agliconas com o ion de m/z 598.06 (FIGURA 3. 48).

ssssssss

OH

0
0

.rw .m& .rw ‘w

[M]*=1214.2782 m/z=1068.23 m/z=906.18 m/z=760.1

FIGURA 3. 48 - Proposta de mecanismo de fragmentagao para o complexo de
naringina com ferro (40).

Caracterizacdo do padrédo de acido vanilico
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A anélise do espectro de RMN de *H do padréo de acido vanilico revelou
a presenca de um sistema aromatico trissubstituido com os sinais dos hidrogénios das
posicdes 2 e 6 coalescendo e dificultando assim atribuir a multiplicidade ao sinal.
Contudo, tendo a constante de acoplamento de H-5 com H-6 sabe-se que em H-6
teriamos um dubleto orto de 8.4 Hz que se desdobrou em um duplo-dubleto de 2.0
Hz resultante do acoplamento de H-6 com H-2.

Enquanto, a analise do espectro de RMN de ‘3C revelou a presenca de
seis sinais que absorvem na regido de carbonos aromaticos em 6 151.1 (C-3), 147.2
(C-4), 1235 (C-6), 121.6 (C-1), 115.1 (C-2), 112.7 (C-5), além de um sinal do
carbono carboxilico em 167.2 (C-7) e um sinal na regido de carbonos oxigenados
atribuido a metoxila ligada ao C-3 em 55.6 ppm.

Esperava-se que a complexagdo acontecesse entre 0S Qrupos
carboxilicos, contudo viu-se que o complexo se formou pela interacdo dos orbitais
vazios do metal com os pares de elétrons ndo ligantes dos grupos hidroxila e
metoxila.

A informacéo que confirmou essa hipétese do sitio de complexacéo se
deu pela anélise do espectro de MS? dos complexos formados pela eliminagdo de
CO; (M-44) ¢ pelas diferengas de A/A dos deslocamentos quimicos dos sinais de
RMN de 13C.

A estrutura quimica do complexo 41, cobre com &cido vanilico
(FIGURA 3. 49) foi caracterizado por RMN-1D, 2D, espectroscopia na regido do
ultravioleta (UV) e espectrometria de massas de alta resolucdo com proposta de
mecanismo de fragmentacdo para o espectro de MS? de acordo com a estrutura
proposta.

A anélise do espectro de RMN de H, (Figura S 81) revelou a presenca
de sinais alargados em toda a regido do espectro destacando 0s sinais em & 9.74 (s,
1H), 7.34 (s, H-2 e H-6), 6.76 (s, H-5), 3.71 (5, OCH3). 5 9.69 (s, OH). Enquanto a
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analise do espectro de RMN de *3C (Figura S 82) revelou a presenca de seis sinais de
13C e a tentativa de atribuicéo do sinal do carbono carboxilico em & 164.8 e de sinais
sendo & 148.4 (C-4), 145.1 (C-3), 121.9 (C-6 e C-1), 112.8 (C-2), 111.2 (C-5) € 53.0
(OCHs3), e essas informacbes foram confirmadas pelas correlacbes do mapa de

contornos HSQC (FIGURA 3. 50).
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FIGURA 3. 49 - Estrutura do complexo 41 da acido vanilico com cobre.

Os dados de RMN-1D e 2D (Figura S 83 e Figura S 84) foram

comparados com aqueles ja descritos na literatura®2.
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FIGURA 3. 50 Expansédo do mapa de contornos HSQC do complexo 41 (DMSO-ds,
9.47)
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O complexo de &cido vanilico com cobre (41) teve sua formula
molecular calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 85) C16H16CuQOg (massa
calc.: 398.0068, massa exp.: 398.0063, erro: -1.3 ppm).

A andlise do espectro de MS? foi realizada e determinou-se, a partir do
ion-precursor a perda de m/z 43.99 (M-CO,) para dar o ion-fragmento 354.02 que
sofre uma perda de H,O para dar o ions-fragmento 336.01, que sofre mais uma perda
de CO, (M-43.99) resultando no ion-fragmento m/z 290.02, que por fim sofre a perda
de 106.04 (M-C;H¢O) para dar o ion-fragmento m/z 185.98 (FIGURA 3. 51).

- 0 _ 0 _ 0
o) o) o)
?3 b b Y
H,CO__ OH H,CO,
Yex( e,

H,CO__ OH H,CO,
M-CO, M-H,0 M-CO, _ ;:) M-C;HgO _ c)
OH ~ OCH; OH ~ OCH, OH ~ OCH, O OCH, ~ o' OCH,
OH
o
[M-H]'=398.0063 m/z=354.02 m/z=336.01 m/z=292.01 m/z=185.98

FIGURA 3. 51 - Proposta de mecanismo de fragmentacdo para o complexo de acido
vanilico com o ion cobre (41).

A substancia 41 ainda ndo foi descrita na literatura como produto de
sintese e os dados adquiridos até aqui servirdo como base para os demais produtos
de sintese.

Enquanto, as estruturas dos outros dois complexos com ligante de acido
vanilico com zinco (42) e outro com ferro (43) foram caracterizados de forma similar
com a aquisicao dos espectros de RMN-1D e 2D contudo, priorizando a comparagéo
dos dados de RMN-1D e analisando os dados de espectrometria de massas com 0s
de 41.

A anélise do espectro de RMN de 'H de 42 (Figura S 87) revelou a
presenca de quatro sinais em 6 7.44 (sl, 1H), 7.41 (d, J = 8.1 e 1.9 Hz, 1H), 6.78 (d,



91

J = 8.1 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H). Enquanto, na andlise do espectro de RMN de *C
(Figura S 88) foram observados oito carbonos em 6 170.2 (C-7), 150.3 (C-4), 146.9
(C-3), 124.0 (C-6), 123.4 (C-1), 114.8 (C-2), 113.1 (C-5), 55.5 (OCHy).

OH

FIGURA 3. 52 - Estrutura do complexo 41 da &cido vanilico com zinco.

As atribuicbes dos carbonos com seis respectivos hidrogénios e as
posicdes foram determinadas com o auxilio dos experimentos de RMN-2D (Figura
S 89aFigura S 91).

O complexo do &cido vanilico com o ion zinco Il (42) teve sua formula
molecular calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 92) C16H16ZNn0g (massa
calc.: 399.0058, massa exp.: 398.0065, erro: 1.8 ppm).

A analise do espectro de MS? foi realizada e determinou-se, a partir do
ion-precursor duas perdas de m/z 43.99 (M-CO;) inicialmente para dar o ion-
fragmento m/z 355.02 e subsequentemente m/z 311.01, e a partir 0 ion-precursor,
observou-se a perda de uma unidade do complexo (M-CsgHgO4Zn) deixando apenas

0 nucleo do acido vanilico de m/z 167.03 (Figura S 93).
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/ /Zn\
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[M-H]- 399.0065 m/z=355.02 m/z=311.01
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0
(o]
H,CO OH
m/z=167.03

FIGURA 3. 53 - Proposta de mecanismo de fragmentacdo para o complexo de acido
vanilico com zinco (42).

A atribuicdo do complexo do &cido vanilico com o ion ferro 11 (43) se
deu pelos experimentos de RMN-1D, 2D e analise dos espectros de massas de alta

resolucao.

OH
o)

FIGURA 3. 54 - Estrutura do complexo 41 do acido vanilico com ferro.
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A anélise do espectro de RMN de H (Figura S 94) revelou a presenca
seis sinais com um deles integrando para dois hidrogénios na regido aromatica pois
apresentam o mesmo deslocamento quimico, sendo eles 6 9.81 (s, 1H), 7.41 (s, 2H),
6.81 (s, 1H), 3.78 (s, 3H). Enquanto, na analise do espectro de RMN de *C (Figura
S 95) observou-se oito sinais de carbonos, sendo & 166.6 (C-7), 150.4 (C-4), 146.6
(C-3),122.8 (C-6), 121.0 (C-1), 114.4 (C-2), 112.1 (C-5), 55.0 (OCHj3).

O complexo de &cido vanilico com o ion ferro 1l (43) teve sua formula
molecular calculada a partir do espectro de HRMS (Figura S 97) Ci6H14FeOg (massa
calc.: 390.0038, massa exp.: 390.0034, erro: -1.0 ppm).

A analise do espectro de MS? (Figura S 98) foi realizada e determinou-
se, a partir do ion-precursor duas perdas de m/z 32.02 (M-CH3O¢) inicialmente para
dar o ion-fragmento m/z 358.98 e subsequentemente perda de M-CgH;OsFe para dar
0 ion-fragmento m/z 151.04 (FIGURA 3. 55).
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FIGURA 3. 55 - Proposta de mecanismo de fragmentacao para o complexo do acido
vanilico com ferro (43).

3.9.Estudo da atividade inibitoria em X. citri

O teste de inibicdo bacteriana de Xanthomonas citri foi realizado em
microplaca de diluicdo seriada de 96 pocos, quando foi avaliado o controle positivo,
0 solvente utilizado para diluir as amostras, o controle do meio de cultura e aos
complexos 35-43 sintetizados com os ligantes rutina, naringina e acido vanilico
complexados com os ions cobre 11, zinco 11 e ferro I1. Na tabela 3.4 podemos verificar
a comparacdo dos resultados de inibicdo do crescimento da bactéria nos testes de

microdiluicao.



95

TABELA 3. 4 — Concentracéo inibitoria minima (CIM) da bactéria X. citri

Compound formula Compound molar mass (g.mol“) pg.mL? pgmL? to g. ! M

Cu(narigin), 1222.60 500 0.001 408.96
Cu(rutin)z 1282.57 500 0.001 389.84
Cu(vanillic acid); 399.84 500 0.001 1250.50
| Zn(narigin), 1224.43 250 0.001 204.18 |

Zn(rutin); 1284.40 500 0.001 389.29
Zn(vanillic acid)» 401.67 125 0.001 311.20
Fe(narigin), 1214.90 500 0.001 411.56
Fe(rutin), 1284.40 500 0.001 389.29
Fe(vanillic acid), 392.140 500 0.001 1275.05

O complexo de naringina com o ion zinco Il foi 0o mais efetivo na
inibicdo do crescimento da bactéria X. citri, com CIM de 204 uM e pode ser utilizado
para translocacdo sistémica pela planta melhorando seu mecanismo de defesa®.

Ja tem sido reportado pelo nosso grupo de pesquisa a translocacdo de
metais quelados com flavonoides da raiz até as partes aéreas como resultado do

mecanismo de prote¢do da planta contra pat6genos®:.
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4. CONCLUSAO

O estudo da composicdo quimica dos extratos do fungo E. salmonicolor
rendeu 51 substancias, dessas 1-34 foram caracterizadas por RMN-1D e 2D e/ou
UPLC-HRMS MS/MS utilizando técnicas de CC e HPLC para fracionamento e
isolamento deles. Todo esse trabalho foi auxiliado por ferramentas de
quimioinformatica como os softwares MS-DIAL, MS-FINDER e GNPS. Enguanto,
a substancia 21 foi produto da biotransformacéo/bioconversao da rutina no meio de
cultura Czapek.

Na sintese dos complexos utilizando os ligantes rutina, naringina e acido
vanilico com os ions cobre 11, zinco Il e ferro Il foram obtidos os complexos 35-43,
0os quais foram caracterizados por técnicas como RMN-1D e 2D, além de
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS MS/MS), estes também foram
testados contra a bactéria Xanthomonas citri pelo teste de CIM, tendo o complexo de
naringina com zinco a melhor atividade, ~200uM.

A curva de crescimento do fungo E. salmonicolor foi determinada e
mostrou que a expressao dos metabdlitos secundarios € melhor no 9° dia, sendo este
o ideal para a cultura do microrganismo em meio BDA — batata dextrose agar, o qual
foi analisado por GC-MS e identificados os metabolitos de 44-60 em comparagéo

com as bibliotecas NIST.
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Figura S 9 - Mapa de contornos COSY de 21 (D0, 14.1 1)
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Figura S 30 — Espectro de massas HRMS da substéancia 15 (erro: 1.0 ppm)
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Figura S 31 — Espectro de MS? de 15, [M+H]* = 383.0756, usando energia de colisdo
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Figura S 33 - Espectro de massas MS? de beauvericina (19) (energia de coliséo: 35.8
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120

+ESI Product lon (rt: 8.764-8.836 min, 3 scans) CID@30.9 (329.0658[z=1] -> **) 200216 High_energy_ESBDA-F100_ pos01.d

125 311.0551

0.45 268.0363

0.3 287.0551

241.0484

81.0331 107.0847 151.0373 184.0506 212.0467 \ ’ 301.0696
| L Ly | 1| u} L ’ | L

L L , | I hd

0 I I I
70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 N?aosos-togégarzzflmlzgso 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

ounts'vs. ge

Figura S 35 - Espectro de massas MS? de (22) (energia de colisdo: 30.9 eV)
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Figura S 36 - Espectro de massas MS* de (23) (erro: -1.2 ppm)
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Figura S 39 - Espectro de massas MS? de (24) (energia de colisdo: 29.8 eV)
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Figura S 40 - Espectro de massas MS? de (25) (erro: -0.3 ppm)
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Figura S 41 - Espectro de massas MS? de (25) (energia de colisdo: 30.5 eV)
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Figura S 42 - Espectro de massas MS! de (26) (erro: 1.8 ppm)
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Figura S 43 - Espectro de massas MS? de (26) (energia de colisdo: 26.2 eV)
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Figura S 46 - Espectro de RMN de *H do complexo 35 Rutina com cobre (DMSO-
de, 9.4 T).
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Figura S 47 - Espectro de RMN de **C do complexo 35 Rutina com cobre (DMSO-
de, 9.4 T).
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Figura S 48 - Espectro de RMN de DEPT-135 do complexo 35 Rutina com cobre
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 49 - Mapa de contornos COSY do complexo 35 Rutina com cobre (DMSO-
d6,9.4T)
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FIGURA 3. 56 - Mapa de contornos HSQC do complexo 35 Rutina com cobre
(DMSO-dg, 9.4 T)
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Figura S 50 - Espectro de HRMS de 35 [M+H]"=1282.2281
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Figura S 51 - Espectro de MS? do complexo 35 [M+H]"=1282.2281.
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Figura S 52 - Espectro de RMN de *H do complexo 36 Rutina e zinco (DMSO-ds,
9.47T)



o o I © oA o %
o~ Y= o PR M= c R moagagteag o ®
Sy R @ S=z 2S8%« 9w fs-SSSwr AR
[ ceq « a== =222 %¥¢  ge¥gfegEegegs a =
Wi /0N [N \ e S\ [

JJ J\ L .

T T T T T T T T T
90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

|
! |
|
|
JA |
5 —
T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100

f1 (ppm)

Figura S 53 - Espectro de RMN de **C do complexo 36 de Rutina e zinco (DMSO-
de, 9.4T)
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Figura S 54 - Espectro de RMN de DEPT-135 do complexo 36 de Rutina e zinco
(DMSO-ds, 9.4T)



131
3B525_Zn_Ru_Bi.100.ser

ORIENTADOR Fatima ,

GRUPO PN | ro
cosy16_sw22ppm DMSO {C:\NMRData} fatima_pd-luciano 1
U
U

0 ) o
" , [} -6 :%

3
T
~N

10

F11

12

13

7 6 5 4 3 2 1 0
f2 (ppm)

Figura S 55 — Mapa de contornos COSY do complexo 36 de Rutina e zinco (DMSO-
d6, 9.47)
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Figura S 56 — Mapa de contornos HSQC do complexo 36 de Rutina e zinco (DMSO-
de, 9.4T)
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Figura S 57 — Mapa de contornos HMBC do complexo 36 de Rutina e zinco (DMSO-
de, 9.4T)
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Figura S 58 - Espectro de HRMS de 36 [M+H]"=1283.2285
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Figura S 59 - Espectro de MS2 de 36 [M+H]"=1283.2285
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Flgura S 60 - Espectro de RMN de *H do complexo 37 Rutina e ferro (DMSO- d6, 9.4
T)
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Figura S 61 - Espectro de RMN de **C do complexo 37 Rutina e ferro (DMSO-ds,
9.4T).
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Figura S 62 - Espectro de RMN de DEPT-135 do
(DMSO-ds, 9.4 T).
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Figura S 63 - Espectro de HRMS do complexo 37 [M+H]"=1274.2275
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Figura S 64 - Espectro de MS? do complexo 37 [M+H]*=1274.2275
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Figura S 65 - Espectro de RMN de *H do complexo 38 Naringina e cobre (DMSO-
de, 9.4 T).
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Figura S 66 - Espectro de RMN de *3C do complexo 38 Naringina e cobre (DMSO-

de, 9.4 ).
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Figura S 67 - Espectro de HRMS de 38 [M+H]"=1222.2803
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Figura S 68 - Espectro de MS? de 38 [M+H]*=1222.2803
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Figura S 69 - Espectro de RMN de *H do complexo 39 Naringina e zinco (DMSO-
de, 9.4 T).
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Figura S 70 - Espectro de RMN de *3C do complexo 39 Naringina e zinco (DMSO-
de, 9.4 T).
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Figura S 71 - Espectro de RMN de DEPT-135 do complexo 39 Narmglna e zinco
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 72 — Mapa de contornos HSQC do complexo 39 Naringina e zinco (DMSO-
de, 9.4 T).
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Figura S 73 — Mapa de contornos HMBC do complexo 39 Naringina e zinco (DMSO-

de, 9.4 ).
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Figura S 74 - Espectro de HRMS de 39 [M+H]"=1223.2791
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Figura S 75 - Espectro de MS? de 3

9 [M+H]"=1223.2791
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Figura S 76 - Espectro de RMN de *H do complexo 40 Naringina e ferro (DMSO-ds,
9.4T).
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Figura S 77 - Espectro de RMN de C do complexo 40 Naringina e ferro (DMSO-
de, 9.4 T).
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Figura S 78 - Espectro de RMN de DEPT-135 do complexo 40 Naringina e ferro
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 79 - Espectro de HRMS de 40 [M+H]"=1214.2782
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Figura S 80 - Espectro de MS? de 40 [M+H]"=1214.2782
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Figura S 81 - Espectro de RMN de 'H do complexo 41 4cido vanilico e cobre
(DMSO-ds, 9.4 T).
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Figura S 82 - Espectro de RMN de **C do complexo 41 &cido vanilico e cobre
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 83 - Espectro de RMN de DEPT-135 do complexo 41 acido vanilico e cobre
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 84 — Mapa de contornos COSY do complexo 41 acido vanilico e cobre
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 85 - Espectro de MS! de 41 [M-H]'=398.0063
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Figura S 86 - Espectro de MS< de 41 [M-H]-=398.0063
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Figura S 87 — Espectro de RMN de
(DMSO-dg, 9.4 T).

'H do complexo 42 &cido vanilico e zinco
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Figura S 88 — Espectro de RMN de *C do complexo 42 acido vanilico e zinco
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 89 — Espectro de RMN de DEPT-135 do complexo 42 acido vanilico e zinco
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 90 — Mapa de contornos HSQC do complexo 42 acido vanilico e zinco
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 91 — Mapa de contornos HMBC do complexo 42 acido vanilico e zinco
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 92 - Espectro de MS? de 42 [M-H]'=397.0052
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Figura S 93 - Espectro de MS- de 42 [M-H]=397.0052
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Figura S 94 — Espectro de RMN de 'H do complexo 43 é&cido vanilico e ferro

(DMSO-ds, 9.4 T).
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Figura S 95 — Espectro de RMN de 3C do complexo 43 acido vanilico e ferro
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 96 — Espectro de RMN de DEPT-135 do complexo 43 acido vanilico e ferro
(DMSO-dg, 9.4 T).
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Figura S 97 - Espectro de MS! de 43 [M+]=390.0034
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7. INFORMACOES TECNICAS DOS DISPOSITIVOS DE
PROCESSAMENTO DE DADOS

O processamento de dados é parte essencial quando se trabalha com
busca e diferenciacdo de substancias em matrizes complexas (MC), sejam elas a
partir de dados de GC-MS, GC-MS/MS, HPLC-MS/MS, UPLC-HRMS MS/MS,
entre outras.

O objetivo principal de pré-processar os dados brutos obtidos de MC
inicialmente s&o corrigir desvios de tempo de retencdo (RT), fazer a deteccdo dos
fons precursor, reducdo do background da analise, fazer a deconvolucdo dos dados
espectrais, agrupar os ions com contribui¢Bes isotopicas similares, realizar uma
reanalise dos ions que estiveram numa intensidade de deteccdo abaixo do limitado
(gap filling), entre outros.

Contudo, como é sabido que o processamento é realizados a partir de
“limites” para deteccao e agrupamento dos dados, resultando na “perda” de dados
que poderiam ser de interesse do analista de dados. Para tanto, € sempre recomendado
que uma analise sem os devidos processamentos seja realizada, possibilitando assim
a comparacdo de dados sem e com pre-processamento, gerando uma Vvisdo mais
assertiva a respeito da resposta global do experimento desenvolvido.

Para este trabalho, foi usado o software MS-DIAL

(http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html) para pré-processamento dos

dados, MS-FINDER (http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html) para a

comparacao dos espectros adquiridos com aqueles depositados nas bibliotecas, sejam
elas experimentais e/ou simulados (in silico). Esse processo também foi auxiliado
pela organizacdo dos dados de MS? utilizando a plataforma online GNPS - The
Global Natural Product Social Molecular Networking (https://gnps.ucsd.edu/), que a

partir da rede molecular formada neste site, pode-se ajustar e melhor apresentar a

rede, utilizando o software Cytoscape (https://cytoscape.org/) para agrupar 0s



http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html
http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html
https://gnps.ucsd.edu/
https://cytoscape.org/
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espectros de segunda ordem de acordo com a similaridade de seus ions fragmentos
em clusters, que sdo formados por nodos e se conectam por vetores que sdo as
diferencas de massa (Da) de seus ions precursores. Um esquema geral deste fluxo de

processamento de dados foi apresentado na Figura 1.
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Cada ion que foi detectado a partir de um “threshold amount” e
com isso utilizado o desvio de RT, o desvio de massa (Da)+ 0.02 e
a intensidade dos isotopos, usados no calculo da férmula
molecular

Anotacao espectral de MS2? entre dado experimental x biblioteca
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Figura 1 — Fluxo global de processamento de dados (alinhamento e deconvolucéao de
espectros) minerados em processos “automatizados” utilizando os softwares MS-
DIAL e MS-FINDER, de modo que em A: tem-se a deteccdo do ion precursor em
todas as amostras, utilizando um “threshold amount” de 5.0E3; B: é apresentado a
sobreposicdo dos cromatogramas (BPC) destacando que a correcdo do tempo de
retencdo foi alcancada dentro do desvio selecionado, = 0.5 min; C: A partir do
espectro de MS?, pode-se analisar 0 desvio de massa e a razdo de contribuicdo
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isotopica para célculo da formula molecular; D: Tem-se demonstrado a anotacédo do
espectro de MS? (MS-FINDER).

Assim, a partir do MS-DIAL software, temos que nos atentar para
parametros basicos utilizados no momento da aquisicdo dos dados como duracdo da
anélise, sendo esse momento a hora de filtrar o intervalo de condicionamento da
coluna cromatogréfica (se esse periodo foi adquirido dados para 0 MS), além disso
deve-se adicionar os intervalos de massa (Da) para 0 MS! e MS?, e por sua vez
selecionar o nimero de cargas maximo a partir do tipo de analitos em estudo. Nao
menos importante, deve-se neste momento selecionar a tolerancia de massa (Da) para
0 MS! e MS?, mesmo sabendo que essa tolerancia afetara mais os fons de m/z

menores que os maiores (Figura 1, A-C). Segue um exemplo:

~ 0.02 6 _
(Equacéo 1) 510973 % 1.0 X 10° = 132 ppm

~ 0.02 6 _
(Equacéo 2) soc3a7c 1.0 X 10° = 24 ppm

Para ambas as equacdes 1 e 2 o desvio de massa é constante (0.02 Da),
contudo o calculo de desvio de massa leva em consideracdo a constante da massa
exata, que € especifica para cada ion, portanto para considerar o alinhamento
espectral, ndo temos somente esse parametro, cita-se 0 padrdo isotopico e o tempo
de retencdo para os ions precursores como € apresentado na Figura 1, C.

Apos essa selegdo, temos que determinar o “Minimum peak height” que
nada mais é que a intensidade minima para detecgéo dos ions nos espectros de MS?,
como se fosse um filtro para reduzir os interferentes de linha de base, e priorizar os
ions que realmente representam a analise. E por ultimo, temos a selecao da “MS/MS
abundance cutt off” que representa o filtro para detec¢io de espectros de MS? com
maior intensidade, pois as vezes quando vai para a camara de coliséo e
consequentemente deteccdo no TOF, a abundancia deste fica muito baixa,
confundindo com o ruido, e o alinhamento dos espectros usando um fator de retencéo

e a mesma tolerancia para o MS?t, demonstrado na Figura 1, D. Ainda neste momento,
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pode-se escolher filtrar amostra(s) que é seu(s) branco(s) e/ou experimento(s)
controle.

Enfim, com o processamento realizado temos uma lista de ions, que
representa todos os ions de todas as amostras alinhados, e agrupados em uma tabela
demonstrando de forma relativa a intensidade e a &rea referente a cada um deles. Essa
lista pode ser exportada para analises de quantificacdo relativa, analises estatisticas
como PCA, HCA, entre outras, alem de resultar em um dado pré tratado para a
submissdo na plataforma GNPS e para o software de busca em bases de dados MS-
FINDER.
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Figura 2 — Passos modulacdo dos parametros para processamentos dos dados em
software MS-DIAL, em A: “Data collection” parametros basicos da aquisi¢ao de
dados utilizados ara o sistema cromatografico e o espectrometro de massas, aliado
com as faixas de tolerancia de massa; B: “Peak detection” € o corte pela intensidade
selecionada (threshold amount), além de poder selecionar uma lista de exclusdo de
fons contaminantes; C: “MS2Dec” é o campo que selecionamos um “cut off” para
filtrar sinais ruido das analises, além de ajustarmos a resolucéo do sinal detectado e
estimar um valor limite para a variacdo da contribuicdo isotopica; D: “Alignment” ¢
0 ponto gue estima-se as condi¢des para alinhamento dos dados, com tolerancia de
RT, tolerancia de massa, remocao dos dados referente ao “branco” de amostra, entre
outros.

O software MS-FINDER utiliza a lista resultante do pré-processamento

realizado no MS-DIAL para fazer a anlise de pareamento dos dados com aqueles
depositados nas bibliotecas de dados experimentas e in silico. Para isso é importante
conhecer alguns parametros essenciais para 0 sucesso dessa etapa, como as

informac06es de aquisicdo dos dados no espectrometro de massas, (Figura 2, A), e
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verificar os atomos que sdo necessarios para calcular as formulas moleculares
levando em consideracdo a contribuicdo isotopica do ion precursor dentro de uma
razéo de tolerancia estipulada (Figura 2, B), com isso selecionar o tipo de dados para
parear com as bibliotecas, sejam elas de EI ou CID a partir de um “cut off” minimo
para o score de pareamento com valores 0-10 (Figura 2, C), e por fim a selecdo de
bases de dados para a busca de similaridade espectral em relacéo aos ions fragmentos

experimental/bibliotecas que hoje ja somam mais de 20 bibliotecas (Figura 2, D).

© Analysis parameter setting - b X © Analysis parameter setting - o X
Method | Basic | Formula finder | Structure finder | Data source | Retention time | CCS | Method | Basic | Formula finder | Structure finder | Data source | Retention time | €S
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Abundance setting Element probability check: O
Relative abundance cut off: 1% Element selection
N remge seting Mo MN Mep s [JF [Ja e [Jt [Osi
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Options [¥] FooDB (Food) [¥] PlantCyc (Plant)  [/] ChEBI (Biomolecules) [ T3DB (Toxin)
Maximum report number: 100, upto 100 [/] STOFF (Environment)  [] BLEXP (blood exposome)  [¥f] NPA {Natural Products Atlas)
Time out (-1 means infinite) 05| min [¥) NANPDE (Natural product) [¥) COCONUT (Natural product)
Cut off for structure elucidation: 0| 0-10 total score)
[7] KNApSACK (Natural product) [¥f] PubChem (Biomolecules) [¥/] UNPD (Natural product)
Cut off for spectral match: 80| 0-100 (%)

[7] User-defined D8
MINEs (Metabolic In silico Network Expansions) setting

® Neveruseit. O Only use when there is no query in local DBs. Always use it
PubChem Online setting

® Neveruseit. () Only use when there is no query in local DBs. () Always use i

Figura 3 — Passos para a busca de similaridade de dados nas bibliotecas no MS-
FINDER, em A: “Basic” sdo inseridos os parametros de aquisi¢do para MS1, alem
de abundancia relativa e desvios de massa que podem ser em Da, ou diretamente em
ppm; B: “Formula finder” s&o os parametros de calculo da formula molecular, analise
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da contribuicdo isotopica do ion precursor, e tolerdncia dessa contribuicdo; C:
“Structure finder” sdo informacdes sobre o pareamento com as bibliotecas de dados
in silico além de selecdo do “cut off” para match com a biblioteca; D: “Data source”
é a selecdo das bibliotecas para a busca de similaridade espectral, ou a selecdo de
uma biblioteca externa.

Assim, com o pré-processamento realizado, tem-se o0s dados
completamente ajustados para submeter a plataforma online GNPS na qual tem
alguns parametros importantes para se atentar, como a quantidade minima de ions-
fragmento para existir a conexdo entre nodos por vetores que nada mais € que a
diferenca em massa (Da) referente aos ions-precursores dos espectros de segunda
ordem que possuem similaridades entre si. Isso funciona como demonstrado na
imagem que segue (Figura 4) onde os ions-precursores diferem apenas em unidades
de massa bem caracteristicas que devem receber especial atencdo até mesmo para as
casas decimais. Um exemplo claro disso é a relacdo vetorial entre os ions 353.0656
e 383.0785 que obteve uma diferenca de 30.01 Da, e essa massa (em dados de alta
resolucdo) pode significar um substituinte formaldeido (CH-20O, 30.0106) ou entdo
dois grupos metilas (C-

Hs, 30.0470), o destaque nas duas primeiras casas decimais, que sdo as que devem
ser consideradas, podem distinguir claramente que podem ser os substituintes que

representam a diferenca em massa dos ions precursores.
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.. A comparagao dos trés espectros de MS/MS
M“Snfafgoeg'zdsat°lera"°'a conectados a partir de vetores é explicada . 230788
MS? - 0'06 Da pela similaridade dos [ons-fragmentos AN .367.0517 -
0 i assim como rotas de fragmentacéo S
N° minimo ions-fragmento similares
para agrupar nodos = 3 .3530655
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Figura 4 - Comparacao dos espectros de MS/MS a partir de seus ions precursores
383.0765, 367.0810 e 353.0657 e destaque com bolas de cores para 0s ions
fragmentos entre 0s espectros que justificam as suas conexdes por vetores.



