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Resumo

“TOXINAS OBTIDAS POR FUNGOS DOS GENEROS Fusarium E Alternaria:
ASPECTOS ANALITICOS E QUIMICO-ECOLOGIOS” — Este trabalho pretende
contribuir para a compreensao do papel ecolégico das toxinas micromoleculares
produzidas por fungos dos géneros Fusarium e Alternaria. A analise quimica dos
extratos de F. moniliforme, isolado como endofitico de Melia azedarach
(Meliaceae), ndo revelou a producédo das toxinas caracteristicas deste género.
Realizando-se um estudo comparativo com os extratos de F. moniliforme e F.
gramineraum, ambos isolados como patégenos de trigo, foi observado que a
auséncia das toxinas era exclusividade do fungo isolado como endofitico. Com o
desenvolvimento e a validacdo de um método por HPLC-MS/MS, foi possivel a
construgdo de curvas de produgdo de zearalenona por parte destes fungos.
Ensaios bioldgicos envolvendo a bactéria Escherichia coli, a lagarta Spodoptera
littoralis, culturas de célula de soja e a planta modelo Arabidopsis thaliana
revelaram que a zearalenona, o p-zearalenol e o deoxinivalenol podem atuar
como substancias produzidas pelo fungo em defesa da planta ao ataque de
herbivoros. A reinoculagdo do fungo endofitico em plantas A. thaliana mostrou
gue um microrganismo isolado como endofitico aparentemente pode se tornar um
patogeno. O estudo via HPLC-UV-SPE-NMR dos extratos de Alternaria alternata
revelou a presenca de 6 substancias da classe dos alternariols, dos quais
aparentemente 2 sao inéditos na literatura. Estas substancias foram ensaiadas
contra os modelos descritos acima, o que evidenciou o alto poder citotoxico das
mesmas, com valores de ECsy variando de 0,11 a 5,00 uM. Ainda estas
substancias sao altamente ativas contra as lagartas S. littoralis. O
desenvolvimento e a validagdo de um método por HPLC-MS/MS permitiu também
a quantificagédo de alternariol e alternariol monometil éter no flavedo (parte externa
amarelada) e no albedo (tecido interno branco) de tangerinas sintomaticas a
patogenia Mancha Marrom de Alternaria. Os resultados obtidos indicam que o
flavedo funciona como uma barreira para a penetragdo destas substancias no
interior dos frutos. Além disso, estes resultados sugerem que a presencga destas
toxinas ocorre mesmo antes que os sintomas visuais possam ser identificados

nos frutos.
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Abstract

“‘“ANALYTICAL AND CHEMICAL-ECOLOGICAL ASPECTS OF TOXIC
COMPOUNDS PRODUCED BY Alternaria AND Fusarium SPECIES” — This Ph.D.
thesis is intent upon contributing to the comprehention of ecological role of
Alternaria and Fusarium micromolecular compounds. Chemical analysis of F.
moniliforme extracts revealed this fungus was not producing such toxic
compounds. By comparison, both F. moniliforme and F. graminearum (pathogenic
strains) increased zearalenone’s production by a factor of two hundred and
fiftyfold. Such result was obtained after building zearalenone’s production curves,
using a validated HPLC-MS/MS method. Biological tests involving bacteria
Escherichia coli, catterpillars from Spodoptera littoralis species, soybean cell
cultures suspension and in vivo tests on Arabidopsis thaliana plants were done.
Such tests revealed that zearalenone, fzearalenol, and deoxynivalenol toxins can
play a role on insect-plant-fungi interaction. The re-inoculation of endophyte
fungus into Arabidopsis plants has shown some evidences that it can act as
pathogen. HPLC-UV-SPE-NMR analysis of Alternaria alternate extracts yielded at
least 6 componds of alternariol’s group. Among them, 2 compounds appear to be
reported for the first time. The same tests mentioned above were employed to
alternariols as well. A high cytotoxic activity was observed for these compounds,
with ECs values varying from 0.11 to 5.00 M. An analytical method using HPLC-
MS/MS for quantifying alternariol and alternariol monomethyl ether on mandarin
tissues, i.e. flavedo and albedo tissues, was developed and validated. Outcomes
strongly suggested that mandarins symptomatic to Alternaria Brown Spot do
accumulate alternariols on its fruits. However, it seems that flavedo tissue works
as a barrier for alternariols diffusion into the whole fruit. Besides, our results

indicated the presence of such toxins even before visual symptoms of disease.
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1. APRESENTACAO, CONTEXTUALIZACAO E BASES
TEORICAS

1.1. Alguns aspectos da ecologia microbiana

As mais diversas relagdes existentes entre os seres vivos, sejam
elas inter ou intra-especificas, constituem um importante e emergente campo de
pesquisa, com grande interesse cientifico e econdmico. Esses tipos de
associacdoes sao de vital importancia para muitas espécies, principalmente para
aquelas incapazes de se proteger contra predadores ou mesmo de conseguir

seus proprios nutrientes, essenciais para a manutencao e evolucao de suas vidas.

A compreensao dos mecanismos envolvidos nestas interagcbes tem
instigado diferentes setores da sociedade por séculos. Desde que Ernest Haeckel
atribuiu um carater cientifico ao termo ecologia, ao definir que esta é a ciéncia
que explora as interrelagbes existentes entre os mais diversos tipos de
organismos e seus ambientes bidticos e abiodticos, o estudo destas relagdes
deixou o campo esotérico para figurar como uma das areas de pesquisa mais
importantes da ciéncia moderna®™ 2. Uma das areas da ecologia que tem
despertado o interesse de cientistas por décadas € a chamada ecologia
microbiana. Esta area da ciéncia se destina a examinar as relagdes ecoldgicas
existentes entre os microrganismos e seus ambientes, de acordo com a prépria
definicdo de ecologia, bidticos e abidticos®. O desenvolvimento desta ciéncia tem
possibilitado o conhecimento dos habitats desdes organismos, fornecendo
suporte para a compreensdo das consequéncias ambientais deste tipo de

interacao.

Além disso, sabe-se que 0s microrganismos sao essenciais em
processos globais que contribuem para a qualidade ambiental e
consequentemente para o bem estar humano. Isso sem contar a utilizagao destes
microrganismos em beneficio humano ao longo dos séculos. Na economia

moderna, por exemplo, projecdes financeiras apontam para um faturamento
2
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médio anual de US$ 800 bilhdes das industrias de biotecnologia para os préximos
anos®. Outras projecdes indicam ainda que aproximadamente 40% de toda a

economia mundial tera base biotecnolégica em 2025°.

1.2. Microrganismos endofiticos: mutualistas ou patdgenos em

laténcia?

As associagbes entre microrganismos e plantas, especialmente
aquelas envolvendo microrganismos de habitat endofitico, tem surgido como uma
area de pesquisa muito interessante para o estudo de aspectos envolvidos na
ecologia microbiana. Estes ambientes proporcionam, muitas vezes, a producgéo de
substancias com grande potencial para uso farmacolégico, na agricultura e em
biotecnologia®. Estas substancias sdo conhecidas como metabdlitos secundarios,
que sao os produtos finais de processos biossintéticos, ndo apresentando um
papel ébvio para o microrganismo7. O termo endofitico (endo = dentro, fitico =

planta)8 € rotineiramente confundido com mutualismo, numa suposicdo de que

todos os endofiticos se desenvolvem harmonicamente com o hospedeiro.

No entanto, ha muitas espécies de microrganismos patogénicos que
conseguem penetrar nos tecidos da planta e viver em estado de laténcia até que,
oportunamente, eles se desenvolvem de maneira prejudicial a planta, seja pelo
consumo de nutrientes vitais para o crescimento e/ou desenvolvimento da planta,
ou pelo acumulo de fitotoxinas. Assim, uma possivel abordagem na distingéo
entre fungos mutualistas-simbiontes e patégenos em laténcia pode ser realizada
com base em analises quimicas e bioquimicas destes fungos, especialmente
através da deteccdo de algumas fitotoxinas que podem diferenciar estas

interacdes.

Dentre os microrganismos — fungos, bactérias e virus — que se
associam as plantas, os mais frequentemente encontrados séo os fungosg. Ao
contrario das plantas, os fungos sao seres heterotréficos, ndo sintetizam clorofila,

nao contém celulose em sua parede celular (exceto alguns fungos aquaticos) e

3
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ndo armazenam amido como substancia de reserva'®. Alguns deles possuem
parede celular constituida de quitina (N-acetilglicosamina), um polissacarideo
nitrogenado encontrado também em artrépodes; outros possuem polissacarideos
complexos e proteinas, com predominancia de cisteina, bem como glicogénio
como material de reserva, semelhante aos animais'®. Sua estrutura é constituida
por filamentos alongados em forma de tubos, denominados hifas, que juntas
formam o micélio. Sua principal forma de reprodugdo ocorre via produgcao de
esporos nos conideos, através dos ciclos assexuais, sexuais e parassexuais,

sendo este Ultimo mais raramente encontrado'® (ver FIGURA 1).

FIGURA 1. A) e B) conideos de Fusarium; C) conideos de Alternaria; D) hifas; E) esporos.

De acordo com alguns pesquisadores como Carroll", por exemplo,
varias espécies de enddfitos podem até proteger as plantas hospedeiras contra o
ataque de patdgenos. Estes processos envolvem principalmente a producao de
metabodlitos secundarios que sdo toxicos a outros organismos, mas nao
necessariamente ao hospedeiro. E exatamente neste ponto reside uma grande
divergéncia com respeito aos termos utilizados. O termo micotoxina tem sido
atribuido aos metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos que

causam alguma resposta téxica em humanos e outros vertebrados'?. Por outro
4
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lado, o termo fitotoxina & associado a qualquer composto quimico que causa
alguma resposta téxica em plantas'® e ndo as substancias produzidas por plantas

que apresentam alguma toxicidade a outros organismos.

Desta maneira, o simples termo toxina é preferido em detrimento dos
demais'®, desde que obviamente seja mencionado & qual sistema uma referida
substancia possui efeito tdéxico. Esta discussdo nédo é exclusivamente de cunho
semantico, pois algumas toxinas produzidas por fungos (micotoxinas) poderiam,
além de apresentar toxidade a humanos e a animais, também induzirem
toxicidade em plantas (fitotoxinas). E, desta maneira, se comprovada a toxicidade
para a planta, estas substancias sao fortes candidatas a atuarem de maneira
direta no efeito de patogenia, distinguindo, por consequencia, o carater da relagéo

fungo-planta®”.

Dentre as principais relagdes ecoldgicas existentes entre fungos e
plantas, destacam-se as relacbes mutualistas, que se caracterizam como um
exemplo de simbiose, na qual cada organismo recebe beneficios da associacéo.
O modo pelo qual se manifesta esse beneficio varia desde o compartilhamento ou
troca de nutrientes até relagbes onde um dos organismos nao € afetado nem
positiva nem negativamente, enquanto o outro é beneficiado de alguma maneira

(comensalismo)™.

Por outro lado, as associagcbes antagonistas podem estar presentes
na interagdo planta-fungo, e ocorrem quando um organismo atinge de modo
adverso o ambiente do outro. Tais organismos, que interagem de forma
antagbnica, podem apresentar grande importancia pratica, ja que eles produzem
com frequéncia substancias inibidoras dos processos normais de crescimento ou
de sobrevivéncia de outros organismos. A segunda relagdo negativa entre duas
populacgdes se manifesta quando ambas as espécies sdo adversamente afetadas,
onde o espaco fisico e os nutrientes sdo limitados. Esta interacdo € denominada
competi¢ao. O parasitismo é definido como uma relagao entre organismos na qual
um organismo vive sobre ou dentro do outro, de uma espécie diferente, e a custa

desse organismo hospedeiro, sendo este ultimo prejudicado no processo. A



Apresentacdo, Contextualizacao e Bases Tedricas

quarta relagao negativa € a predacao, caracterizada quando ocorre a morte e a

ingestdo de um organismo de uma espécie por outros® .

Assim, o estudo do carater destas relacbes constitue uma
abrangente area de pesquisa, com aspectos quimicos muito interessantes. O
conhecimento da linguagem quimica envolvida nestes complexos processos
ecologicos € um desafio que pode levar a compreensdo do mecanismo seguido

pela natureza nestes processos.

1.3. Onteresse do grupo GEBioMMi no DQ-UFSCar

Todos estes aspectos mencionados anteriormente tém constituido o
foco principal das pesquisas desenvolvidas no Grupo de Estudos em Bioquimica
e Metabolismo de Microrganismos (GEBioMMI), coordenado pelo Prof. Dr. Edson
Rodrigues-Filho e situado no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Sao Carlos. Nos ultimos 15 anos, o GEBioMMi tem atuado na investigagdo dos

aspectos quimico-ecoldgicos ligados a mais de 200 microrganismos.

Além de compreender o papel ecolégico das substancias
micromoleculares produzidas por esses microrganismos, também € de interesse
do grupo o desenvolvimento de ferramentas analiticas que possibilitem o
monitoramento destes compostos. Muitos dos fungos isolados como endofiticos
também infectam graos de cereais e seus produtos associados. Estes produtos
constituem importantes fontes de energia e de proteinas tanto para seres
humanos quanto para animais. Quando estes grédos sao colonizados por fungos,
ha um grande risco de contaminagédo com metabdlitos secundarios produzidos por
estes’®. Se considerarmos que a grande maioria destes metabdlitos possui
atividade biolégica marcante, onde atuam como agentes mutagénicos,
estrogénicos, carcinogénicos, entre outros efeitos, e ainda sdo acumulados ao
longo da cadeia alimentar, pode-se desta forma imaginar a magnitude do risco

aos quais todos os seres vivos estao sujeitos. Isso sem considerar que algumas
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destas substancias possuem potencial para atuarem como “poderosas armas
»16

quimicas

Assim, considerando-se principalmente estes fatores, os estudos
sobre toxinas fungicas tém se intensificado nas ultimas décadas, com a intengéo
de se desenvolver desde os melhores métodos de identificacdo e caracterizagao
destas substancias até a determinagcdo de genes responsaveis por suas

respectivas sinteses'”.

Nos ultimos 35 anos muitos esforcos em pesquisas foram realizados
para o desenvolvimento de métodos de deteccdo e determinagao destas toxinas
em alimentos e em produtos de origem agricola. Testes rapidos de detecgao sao
utilizados para o controle de todos os estagios deste tipo de produgédo. Algumas
andlises destas toxinas, por exemplo, sdo propostas pelo Official Methods
Program of Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e ja possuem
metodologias de analise bem definidas'®. Porém, a continua busca por métodos
de andlise cada vez mais sensiveis e viaveis economicamente também faz deste

campo de pesquisas um setor fundamental para a sociedade como um todo.

Neste projeto em especifico, tem-se interesse nas toxinas
produzidas por fungos dos géneros Fusarium e Alternaria. O principal foco é
checar a possibilidade da distingdo entre fungos mutualistas e patégenos em
laténcia com base em critérios quimicos, ou seja, através da analise dos
metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos e que possuem potencial para
atuarem de maneira téxica as plantas. Na sequencia, segue uma breve discussao
com respeito as toxinas utilizadas nesta etapa do projeto e também a respeito das

técnicas empregadas para a averiguar o poténcial toxico destas substancias.

1.4. Toxinas produzidas por fungos do género Fusarium e suas

consequléncias
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Como ja mencionado, muitas espécies de fungos possuem a
habilidade de produzir uma ampla quantidade de toxinas e muitas destas
substancias tém sido associadas a varios efeitos adversos em animais e em
humanos'®, agindo como neurotoxinas, agentes carcinogénicos, estrogénicos e

20-22

uterotropicos , entre outros.

Dentre as espécies de fungos produtores destas substancias, existe
um grande destaque para os do género Fusarium, pois sdo considerados alguns
dos mais importantes na fitopatologia mundial®®. Além disso, algumas espécies
sao responsaveis por infecdes oportunistas em pessoas, principalmente naquelas
com deficiéncia imunoldgica, enquanto outras espécies, em sua maioria, sdo
sapréfitas®>. Este género possui uma ampla distribuicdo geografica, com
ocorréncia em praticamente todos os ambientes terrestres. Eles sao classificados
como fungos mitospodricos, pertencendo a classe Hyphomycetes da subdivisdo
Deuteromicotina, uma vez que nao possui o estagio sexuado identificado, o que é

necessario para uma distingao taxonémica®.

Como estes fungos usualmente s&o encontrados em alimentos e

derivados, existe uma grande preocupagao com respeito ao controle de qualidade

25-28 e outros29' 30’

31-38 A

destas toxinas nas mais diferentes matrizes, como Ieite24, graos
com significativa contaminagcdo em milho, arroz, trigo, soja, cevada e aveia
presenga de altos niveis destas toxinas nestes graos oferece um perigo
significativo, pois animais e humanos que os consomem podem apresentar-se

seriamente doentes e, em alguns casos, esta ingestdo pode causar até mesmo

morte38.

Algumas das substancias ja isoladas de fungos pertencentes a este
género podem ser encontradas na TABELA 1 e na FIGURA 2. Entretanto, dentre
as toxinas produzidas por Fusarium, tréz classes merecem destaque: as
zearalenonas, os tricotecenos e as fumonisinas. Estas classes sdo marcantes
por seus efeitos bioldgicos, que em geral sdo adversos, mas que em alguns casos
podem até mesmo ser benéficos. Na sequiéncia, segue uma discussao mais

detalhada sobre as mesmas.
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TABELA 1. Algumas substancias ja isoladas de Fusarium

Espécies de Fusarium

Substancias Efeito bioldgico
F. bostrycoides Bostricoidina (1)

Antibidtico

F. culmorum Culmorina (2) Antibidtico

F. graminearum Rubrofugarina (3), Agido 4- Neurotoxicos
acetoamido-2-butendico (4)

F. javanicum Fusarubrina (5) Toxico

F. ateritum 2-(hidroieti (01 -
F. moniliforme Moniliformina (7), Giberilina A3 (8) Téxicos

F. nivale

Anidrato de politirosil (9) Alucinégeno
F. oxysporum

Oxisporona (10)

Toxico

F. poae Poaefusarina (11) Estrogénico
F. roseum Fusarinina (12) Toxico
F. solani Solaniol (13) Toxico
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FIGURA 2. Estruturas das substancias apresentadas na TABELA 1

1.4.1. As Zearalenonas

As zearalenonas sao notaveis pela intensa atividade estrogénica
atribuida a elas*

A zearalenona (14), u-lactona do acido 6-(10-hidroxi-6-oxo-

9
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trans-1-undecinil)-B-resorciclico, que da nome a classe, € um metabdlito
secundario produzido por F. roseum, F. tricinctum, F. oxysporum, F. culmorum, F.
graminearum e F. moniliforme e apresenta atividades estrogénicas e anabdlicas
em animais, regulando inclusive a producdo dos estagios sexuais na espécie
Fusarium roseum®®. Turner (1971) reporta que esta substancia é responsavel por
anomalias genitais em alguns animais de interesse pecuario. Os efeitos foram
observados 15 dias apos estes animais ingerirem graos contaminados com esta
substancia. O seu isbmero cis ndo ocorre naturalmente, mas este possui maior
atividade biologica do que o isbmero trans na resposta de um estimulo
uterotropico em ratos*’. A estrutura quimica da zearalenona (14) e de alguns de

seus derivados pode ser observada na FIGURA 3.

OH O CHs oH o CH,
Hyi]:tg ' I
o} ""oH .

. "OH
C1gH2205 C1gH2605 C1gH2405
(14) 34837 (15) 325 40 (16) 37039
OH (o] CH, OH (o] CH,; OH (o] CH,;
H I H H H
I CHO I
OH (0] (0]
C18H2405 C4gH2,0 C1oH1,0
(17) 18M22Ys 19M22Vs
320.39 (18) 33437 (19) 346.38
OH (o]
OH O CH, OH O CH,
(0]
CH;,
H
HsC | H OH |
0 o (22)
C19H2405 C19H-60 C4gH220 0
20 21 1971266 18M122V5
(20) 335 49 1) “350.41 318.37

FIGURA 3. Estruturas da zearalenona (14) e de alguns de seus derivados.
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Varios dos derivados da zearalenona (14) tém sido detectados como
produtos do metabolismo secundario de Fusarium e outros, ainda, tém sido
obtidos via sintese organica. Toda esta iniciativa visa potencializar possiveis
acdes bioldgicas benéficas destas substancias, como a agdo estimulante do

4143 hor exemplo. Dentre estes derivados, o zeranol — a-zearalanol

crescimento
(15) — tem sido utilizado como agente estimulador do crescimento, substituindo o
estradiol**. Porém este metabdlito, comercializado sobre a marca Ralgro™, foi
temporariamente proibido nos Estados Unidos, sob alegacdo de que o seu
monitoramento farmacolégico, que compreende métodos de analise sensiveis
para a purificagao e confirmacao do analito e de seus metabdlitos — entre eles, a
zearalanona (21) — em amostras de urina, € dificultado pela presencga de outras
zearalenonas, como o a-zearalenol (16), o B-zearalenol (17) e a zearalenona

(14)*,

Em contrapartida, este mesmo pais deu inicio recentemente ao
projeto Natural Zeranol, ndo somente com a inten¢cdo de desenvolver e aprimorar
os métodos de analise descritos anteriormente, como também visando monitorar
0s niveis destas toxinas encontrados naturalmente, para uma possivel
diferenciagdo entre contaminagdo natural ou por abuso de dosagem de
Ralgro™*°.

As zearalenonas, em geral, também atuam como fracos agentes
genotoxicos, mas mesmo assim possuem a habilidade de causar danos severos
ao DNA de alguns microrganismos. Segundo Kuiper-Goodman et al. (1987)*, a
completa inibicdo da sintese do DNA em culturas de linfocitos periféricos do
sangue humano obtida com 30 ug/mL de zearalenona (14). Desta forma, é
altamente recomendado que os niveis destas substancias sejam cuidadosamente
monitorados em alimentos e racdes animais*®. Devido aos efeitos estrogénicos
destas substancias, Shier et al. (1998 e 2002)*" *® recomendam que seja evitado
ao maximo o consumo de derivados de milho por parte de adolescentes do sexo

feminino e mulheres que ja foram acometidas por cancer de mama.
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1.4.2. Os Tricotecenos

Outra classe de toxinas fungicas de muito interesse produzida por
fungos do género Fusarium sao os tricotecenos, um grupo de metabdlitos com
amplo espectro de acao toxica. Diversos problemas relacionados com a ingestao
destas substancias por humanos e animais tém sido relatados por diferentes
organizagdes internacionais como o WHO (World Health Organization) e FAO
(Food and Agricultural Organization of United Nations)'®. Estes problemas
geralmente estdo associados a intoxicagdo alimentar. Quimicamente, eles séo
sesquiterpenos tetraciclicos com um sistema policiclico basico 12,13-epoxi-
tricotec-9-eno, podendo ser divididos em 4 subgrupos49, como apresentados nas
FIGURA 4 e FIGURA 5. As TABELA 2, TABELA 3 e TABELA 4 apresentam
detalhes dos grupos substituintes de varios tricotecenos pertencentes a estas
classes. Estas substancias ocorrem em uma grande variedade de espécies de
Fusarium'® e também em outros géneros, como Trichoderma sp., por exemplo®®.
Eles sdo biossintetizados via tricodieno, na rota nerolidil pirofosfato®, sendo
assim bem distintos quimicamente da maioria das outras toxinas fungicas. A

biossintese do deoxinivalenol (42) pode ser encontrada na FIGURA 6.

grupo B
(41-43)

H

\I/o“
-'"l,ZOCOCH=CHCH3

= Ll

grupo C grupo D(Crotocin)
(44-47) 318,40 (48)

FIGURA 4. Esqueletos basicos dos diferentes grupos de tricotecenos.
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TABELA 2. Exemplos de tricotecenos do tipo A.

Tricotecenos R' R? R R* R® MolxiT:?(Da)
Tricoteceno (23) H H H H H 234,3
Dihidrotricoteceno (24) H OH H H OH 266,3
Tricodermol (25) H OH H H H 250,3
Scirpentriol (26) OH OH OH H H 282,3
Monoacetoxi-scirpenol (27) OH OH OAc H H 3244
Tricodermin (28) H OAc H H H 293,3
Verrucarol (29) H OH OH H H 266,3
T-2 tetraol (30) OH OH OH H OH 298,3
Diacetoxiscirpenol (31) OH OAc OAc H H 366,3
Neosolaniol (32) OH OAc OAc H OH 382,2
Monoacetilneosolaniol (33) OH OAc OAc H OAc 424.3
7-Hidroxidi- acetoxiscirpenol (34) OH OAc OAc OH H 382,3
7,8-Dihidroxidiacetoxiscirpenol (35) OH OAc OAc OH OH 398,3
Toxina HT-2 (36) OH OH OAc H OCOCH,CH(CHj3), 4245
Toxina T-2 (37) OH OAc OAc H OCOCH,CH(CHj), 466,2
Toxina acetil T-2 (38) OAc OAc OAc H OCOCH,CH(CHs), 508,2
Deacetilcalonectrin (39) OAc H OH H H 308,4
Calonectrin (40) OAc H OAc H H 350,4

TABELA 3. Exemplos de tricotecenos do tipo B.

; 1 2 3 4 Massa
Tricotecenos R R R R Molecular (Da)
Nivalenol (41) OH OH OH OH 312,3

Deoxinivalenol (42) OH H OH OH 296,3
Tricotecin (43) H OCOCHCH;, H H 319,3

13



Apresentacdo, Contextualizacao e Bases Tedricas

TABELA 4. Exemplos de tricotecenos do tipo C.

. Massa
Tricotecenos R Molecular (Da)
Verrucacin A (H) (H) (H) 502,6

(44) -OCCH(OH)CH(CH3)CH,CH,OCCH=CHCH=CHC - ’
CHOH @)
Rodirin A (45) I \ I 516,6
-OCCH(OH)CH(CH3)CH,CH,OCCH=CHCH=CHC-
7
Satratoxin H “CCH= O 0 528.6
(46) | ’
OH CH=CHCH=CHC-
(CH3)HOHC
Vertisoori Q
an CH,CH,CH=CHC- 531,6

=

- Nioé | Tipo B
T

macroci-

posig.éo ¢ | « Cetonana | clico entre + Grupo
' | posigéoC- | C-4e C-5; epoxiem

8’ \ C-T,Bou
/ 7_/

FIGURA 5. Subclasses de tricotecenos existentes.

Alguns tricotecenos como o nivalenol (41), por exemplo, possuem
habilidades mutagénicas. Rodricks et al. (1977)* evidenciaram esta
caracteristica, descrevendo que o nivalenol (41) induz mutagbes, causando
deficiéncia respiratéria em células de leveduras. Dentre os varios tricotecenos

conhecidos até o momento, talvez o que apresente a maior toxidade seja a toxina
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T-2 (37); ela causa abortos e deformacao de fetos de porcos e, em concentragoes

elevadas, pode causar a morte destes suinos*® 4% 1.

N Ao At b

Dimetilalilpirofosfato Isopentemlpirofosfato Geranilpirofosfato
(DMAPP) (IPP) (GPP) l
M@ — M
(P
Cation E.E - farnesil Farnesilpirofosfato
E E
@
A Z @ - =
Cation nerolidil Cation E,Z - farnesiil Cation bisabolil ’”

[0] Rearrajos de

Wagner-Meerwein

- ¢

Sequencia de \\ 2 1,2-metil
epoxidacéo e 1 1,4-hidreto
3 hidroxilagoes

Tricodieno

Deoxinivalenol

FIGURA 6. Rota biossintética do deoxinivalenol (42). Adaptado de Dewick (2004)%°.
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1.4.3. As Fumonisinas

As fumonisinas pertencem a um grupo de toxinas fungicas com
ocorréncia marcante no género Fusarium, embora ja tenham sido detectadas e
isoladas a partir de fungos do género Alternaria®. Elas foram primeiramente
isoladas em 1988 de culturas de Fusarium verticillioides e segundo Sweeney et al.
(1998)19, as principais espécies produtoras sao F. moniliforme, F. proliferatum, F.

napiforme, F. nygamai e F. oxysporum.

A estrutura quimica basica destas toxinas é caracterizada por uma
cadeia carbdnica aminopolihidroxialquilica diesterificada com acido propano-1,2,3-
tricarboxilico (também chamado &cido tricarbalilico — TCA)*" °*. A FIGURA 7
apresenta o esqueleto basico das fumonisinas, bem como a estrutura do TCA e
do grupo 3-hidroxipiridinium (3HP), também encontrado em algumas classes de
fumonisinas. A TABELA 5 apresenta os 27 analogos de fumonisinas ja

caracterizados, segundo Rhedeer et al. (2002)°

\M
FIGURA 7. A) Esqueleto basico das fumonisinas; B) &cido tricarbalilico (TCA); C) 3-
hidroxipiridinium (3HP)

As fumonisinas podem ser divididas em quatro principais grupos,
identificados como A, B, C e P?" % com predominancia da classe B. As
fumonisinas FB; (57), FB, (61) e FB3 (62) sdo as mais encontradas como
contaminantes naturais de produtos alimenticios e estas s&o causadoras de
edemas pulmonares em porcos e podem apresentar efeitos hepatocarcinogénicos
em animais e humanos®®’. Dentro deste grupo de fumonisinas, a FB; (57) recebe

importancia especial, por geralmente ser produzida em maior abundancia®
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De acordo com estudos realizados com relacdo aos niveis de

contaminagao de alimentos por fumonisinas, pode-se observar que, em alguns

paises, estes niveis sdo bastante consideraveis. Por exemplo, a taxa de consumo

humano de fumonisinas no Brasil, medida em ng/Kg de peso corpéreo/dia é da

ordem de 1270; na China, é em torno de 3020; e, na Africa do Sul, estes valores

podem chegar a cerca de 440000°2.

TABELA 5. Anédlogos de fumonisinas caracterizados desde 1988.

Fumonisinas R R> R3 R4 Rs Rs R7 Molelz\fl:?ﬁ;?(Da)
FA, @9)  TCA TCA OH OH H  NHCOCH, CH, 763.9
FA, (50) TCA TCA H OH H  NHCOCH; CHs 7479
FA;, (1) TCA TCA OH H H  NHCOCH; CH, 7479
PHFA,, (52) TCA OH OH H H NHCOCH, CH, 5898
PHFAy, (53) OH TCA OH H H  NHCOCH, CH, 589 8
HFA, (54) OH OH OH H H NHCOCH, CH, 4316
FAK, (55 =0 TCA OH OH H  NHCOCH, CH, 6038
FBK, (56) =0 TCA OH OH H NH, CH, 5617
FB, (577 TCA TCA OH OH H NH, CH, 7218
lso-FB, (58) TCA TCA OH H  OH NH, CH, 7218
PHFB,, (59) TCA OH OH OH H NH, CH, 5637
PHFB, (60) OH TCA OH OH H NH, CH, 5637
HFB, (61) OH OH OH OH H NH, CH, 4056
FB, (62) TCA TCA H OH H NH, CH, 7058
FB; (63) TCA TCA OH H  H NH, CH, 7058
FB, (64 TCA TCA H H H NH, CH, 689 8
FC, (65 TCA TCA OH OH H NH, H 7078
N‘Eg’;t"' ®6)  tcA TCA OH OH H  NHCOCH; H 7498
Iso-FC; (67) TCA TCA OH H  OH NH, H 707.8
’I\‘SgCFeg: ®8  tcA TCA OH H  OH NHCOCH; H 7498
OH-FC; (69) TCA TCA OH OH OH NH, H 7238
No'ﬁfgg'; ("0 tcA TCA OH OH OH NHCOCH; H 7658
FC, (71) TCA TCA OH H H NH, H 6918
FC, (72) TCA TCA H H H NH, H 6758
FP, (73) TCA TCA OH OH H 3HP CHs 800.9
FP, (74 TCA TCA H OH H 3HP CH, 7849
FP, (75 TCA TCA OH H H 3HP CH, 784.9

Mudangas nas legislagdes visando estipular limites internacionais

para este tipo de contaminagdo estdo atualmente em estudo. Alguns autores,

como Gelderblom et al. (1992)°®, propdem um indice toleravel de contaminagao

em torno de 800 ng/Kg de peso corpoéreo/dia. Desta maneira, € necessaria

atencao especial com a contaminacado de fumonisinas nestes paises.
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Embora estes limites internacionais ainda n&o existam, alguns
paises tém introduzido guias contendo alguns valores considerados toleraveis.
Por exemplo, na Suiga, o Swiss Federal Office of Public Health sugeriu, em 1997,
um limite para a soma de FB4 e FB, em milho da ordem de 1000 pug/Kg do cereal
para o consumo humano®*°. Na Franga, o Conseil Superieur d’Hygiene Publique
de France recomenda um limite maximo toleravel de 3000 ug/Kg em qualquer
espécie de cereal® . Devido & ampla ocorréncia de fumonisinas nestes cereais,
principalmente em milho, o qual constitue alimento presente diariamente na dieta
de muitos paises, o risco carcinogénico das fumonisinas em humanos foi avaliado
pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer, em 1993, e estas toxinas
foram descritas como “carcinogénicos do grupo 2B”, isto é, provaveis

carcinogénicos humanos™.

1.5. O género Alternaria e suas toxinas

Os fungos pertencentes ao género Alternaria sdo conhecidos por
sua ampla distribuicdo e por suas caracteristicas sapréfitas e parasitarias®® °'.
Muitas espécies estdo associadas a diversos tipos de doencas causadas em
plantas e em animais. Dentro deste género, a espécie de maior interesse é a
Alternaria alternata, sendo considerada um agente patogénico muito comum em
safras de alimentos®. A presenca deste microrganismo também tem sido
considerada um dos fatores etioldgicos para o desenvolvimento de cancer de
esdfago em humanos®®. Este género também & produtor de varias toxinas que
comprovadamente atuam como agentes mutagénicos, como os alternariols
alternariol (76) e alternariol monometil éter (77). Estas toxinas tém sido
encontradas naturalmente em gréos34 e suas estruturas, assim como algumas
estruturas de outros analogos produzidos por fungos deste género, estédo
apresentadas na FIGURA 8. Existem também outras classes de toxinas
produzidas por Alternaria. Uma delas envolve as toxinas analogas a esfinganina®®-
"1 Esta substancia é conhecida por ser inibidora da enzima ceramida sintase e
seu esqueleto quimico pode ser encontrado na FIGURA 9. Os analogos

produzidos por Alternaria podem ser encontrados nesta FIGURA e na TABELA 6.
18
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E possivel notar que estas substancias sdo quimicamente parecidas com as

fumonisinas, comentadas na sessao anterior.

(o] OH 0]

0 HO
e
(o]
OCH;
N
H;C
HO CH;

- - H3
Alternariol (76) Alternariol Monometil Eter (77)  Acido Tenuazénico (78)
C14H1005 C15H1205 C1oH14NO;
258.23 272.26 196.23

H
H
Altertoxina | (79) Acido Alternarico (80) Macrosporin (81)
C20H160s C21H30s C16H1205
352.34 410.46 284.27

oH
Altenueno (82) Altenuisol (83) Deidroaltenusina (84)
C16H150s C44H100¢ C16H140¢
306.32 274.23 302.28

FIGURA 8. Algumas toxinas produzidas por fungos do género Alternaria.

De fato, Seefelder et al. (2003)"> demonstrou que além dos
derivados da esfinganina mencionados acima, fungos do género Alternaria podem
produzir a FB1 glicosilada em alguns dos grupos R e nas fungbdes acido dos

grupos TCA. Também foram apresentadas analises de derivados contendo
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aminoacidos. Estes analogos foram obtidos sinteticamente, mas € plenamente

possivel que fumonisinas possam ocorrer nestas formas em sistemas biologicos.

OH
HscNV\NW\)Y\OH
Sphinganina (85) C1sH3sNO2 NH,
301.51
(o) OH
m
CH3 OH R1
HsC
NHR,
CH,
OH R, OH

FIGURA 9. Esqueleto da sphinganina e das toxinas descritas na TABELA 6.

TABELA 6. Algumas toxinas produzidas por Alternaria analogas a esfinganina e as fumonisinas.

Toxina R, R, R3 Massa Molecular (Da)
TA (86) OH OH H 521,5
TB (87) H OH H 505,5
TC (88) H H H 489,5
TD (89) H OH COCH3 547,5
TE (90) H H COCH3 531,5

Com respeito ao papel fitotoxico das toxinas de Fusarium e
Alternaria, ainda existe certa divergéncia na literatura cientifica com respeito aos
tricotecenos e as zearalenonas. Alguns autores™ " 7 t&m demonstrado que
metabdlitos secundarios produzidos por fungos podem também atuar como
toxinas para plantas — principalmente os pertencentes a classe dos tricotecenos —,
ainda nao é muito claro quais sdo os mecanismos de agao de tais substancias.
Além disso, alguns destes testes se baseiam na inibicdo da germinacédo de
sementes em diferentes plantas e ndo na agdo toxica em plantas ja crescidas,
que sdo mais resistentes ao ataque de patdgenos e, consequentemente, a acao
dos compostos quimicos. Com respeito as toxinas produzidas por Fusarium,
existem relatos de que algumas zearalenonas, por exemplo, atuam como
potentes fitoestrogenos’®, embora esta atividade ndo seja necessariamente
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considerada téxica. Outras toxinas, como o deoxinivalenol (42) s&o inibidores do

crescimento das sementes de trigo””.

Entretanto, as fumonisinas sdo compostos que comprovadamente
atuam como agentes fitotoxicos. Abbas et al. (1998)78 demonstrou que estas

substancias sao letais na concentragao de 1uM a algumas plantas modelo, como
a duckweed (Lemna pausicostata), uma pequena planta aquatica. Além disso,
elas reduziram a atividade da clorofila em mais de 50% em média’®. Elas ainda
exercem um importante papel como fator de viruléncia através da facilitacdo de
algumas invasdes flngicas nos tecidos de algumas plantas™. Ou seja, as
fumonisinas, além de atuarem diretamente como fitotoxinas, debilitam a resposta

sistémica adquirida de uma planta, facilitando infec¢cdes secundarias.

Outros compostos produzidos por espécies de Alternaria também

sdo toxicos para plantas®® &'

Com respeito ao alternariol (76) e alternariol
monometil éter (77), duas outras importantes toxinas produzidas por Alternaria,
existem alguns indicios com respeito aos seus potenciais fitotdxicos, embora
estes ainda sejam pouco relatados e / ou confirmados. Quanto ao controle de
qualidade destas substancias nas mais diferentes matrizes, muitos esforcos tém
sido realizados nos ultimos anos com o intuito de se estabelecer limites
toleraveis®. Segundo o ultimo levantamento realizado pela FAO em 2003%, a
grande maioria dos paises possui algum tipo de regulamentagéo para estes niveis

(FIGURA 10).

Porém estas regulamentagcbes, na grande maioria dos casos

(Brasil®

, por exemplo), sdo aplicadas somente para aflatoxinas, um grupo de
toxinas extremamente ativas produzida por fungos do género Aspergillus. As
outras grandes classes de toxinas mencionadas aqui possuem regulamentagdes
em um numero muito menor de paises. No caso do controle de zearalenonas e
tricotecenos em cereais o numero de paises que exercem regulamentagao
obrigatéria € em torno de 35. Os limites aceitaveis de contaminagéo variam de 50
a 1000 pg/Kg para as zearalenonas e de 300 a 2000 pg/Kg para o

deoxinivalenol®.

21



Apresentacdo, Contextualizacao e Bases Tedricas

\ RegulamentagSo obrigatd s ,"'
\ Regul tagdo ndo obrigatd I_,"
Seminformagbes —— .

g —

FIGURA 10. Distribuicdo global do controle de toxinas fuingicas®®.

O caso mais surpreendente dentre as regulamentagdes existentes
ocorre com o controle de fumonisinas em cereais: apenas 6 paises no mundo
todo exercem regulamentacdo obrigatéria, apesar desta substancia ser

8  Desta maneira, é de

reconhecidamente cancerigena para humanos®*
fundamental importancia conhecer o metabolismo dos mais diferentes fungos
isolados em diferentes regides do planeta, pois a possibilidade de que uma cepa
especifica destes microrganismos tenha sido naturalmente selecionada para
produzir estas toxinas em quantidades apreciaveis n&o € remota. Ainda, algumas
destas cepas podem produzir analogos com a atividade toxica aumentada.
Concomitantemente, é imprescindivel que métodos sensiveis de analise sejam
constantemente desenvolvidos e aprimorados visando o controle destas
substéncias nas mais diferentes matrizes, principalemente em produtos

alimenticios.

Uma iniciativa que parece tentar unificar e regulamentar o controle
destas substancias envolve a criagcdo do programa Mycotoxin Cerfification
Standard®®, que estabelece que toxinas como os tricotecenos, as zearalenonas e
as fumonisinas, entre outras, deverao ser rigorosamente monitoradas em todos os
paises europeus. O Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos
também se associou a esta iniciativa®’. Assim, o Agronegdcio brasileiro

certamente deve se adaptar a esta conjuntura, visando atender com mais
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qualidade o mercado interno, mas principalmente com o intuito de se adequar as

legislagdes dos paises importadores de seus produtos.

1.6. Vantagens e desvantagens no emprego de técnicas de

extracdo, separacéo e identificagcdo de toxinas fungicas

Para a extracdo e o isolamento de toxinas fungicas, as etapas
iniciais envolvem o cultivo da cepa fungica em meios de cultura adequados,
visando posterior extragdo com solventes e obtengdo de extratos brutos. No
processo especifico de isolamento, técnicas rotineiras de purificacdo em produtos
naturais sao usualmente empregadas, como cromatografia em coluna (CC) e em
camada delgada (TLC), por exemplo. Mas como o emprego destas técnicas de
isolamento demanda tempo e as toxinas sao obtidas, faz-se necessario o
desenvolvimento de métodos de analise rapidos e eficazes, que envolvam em
geral a elaboragdo de protocolos incluindo extracdo em fase solida (SPE) e
posterior analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
espectrometria de massas (MS), em conjunto ou em separado. Isso porque estas
técnicas permitem a deteccéo e, em alguns casos, a identificacdo de quantidades

minimas destas substancias sem a necessidade do isolamento das mesmas.

E neste sentido que o controle de qualidade destas toxinas tem sido
dirigido. Assim, as analises por espectrometria de massas (MS) recebem grande
destaque, sendo que a imensa maioria destas analises envolvem também o
acoplamento com algum tipo de técnica de separacdo (GC-MS®* CE-MS® %,
HPLC-MS®" %), Estes métodos s&o utilizados principalmente para a quantificacdo

destas toxinas.

Embora muitos dos métodos de analise de toxinas desenvolvidos até
hoje tenham sido feitos por GC-MS, o grande numero de trabalhos realizados com
espectrometria de massas deve-se ao desenvolvimento de interfaces para

cromatografia liquida, como APCI (Atmosferic Pressure Chemical lonization) e
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ESI (Electrospray lonization). Na sequéncia, segue uma discussdo um pouco

mais detelhada sobre estas duas técnicas de ionizagao a pressao atmosférica.

1.6.1. Tecnicas de ionizagcdo a pressdo atmosférica (API): ESI e
APCI

Os primeiros dados de analises realizadas combinando-se ESI-MS
foram publicados por Fenn et al. (1984 e 1985)'%*'% Esta técnica opera por um
processo de evaporagao idnica, onde os ions sdo gerados a partir de um spray da
fase movel. A FIGURA 11 apresenta uma ilustracdo deste tipo de ionizagdo. A
amostra a ser analisada, em solucéo, é introduzida na fonte de ionizacado através
de uma sonda (probe) do espectrOmetro de massas a uma temperatura entre 200
e 550°C. Este probe possui em sua extremidade um capilar de ago inoxidavel,
com diadmetro interno de aproximadamente 100 um. Todo este sistema pode
operar com uma vazdo de fase mével entre 1 e 1000 uL/min'®, que deve ser
cuidadosamente escolhida, priorizando-se um processo eficiente de ionizacgao.
Isso significa que a maioria das fases moveis utilizadas em sistemas HPLC no
modo reverso de eluicdo sem fazer uso de aditivos podem ser aplicadas. Para
ionizagdes no modo positivo de analises, o uso de acidos “fracos” como o férmico
e o trifluoroacético podem ser empregados. De maneira similar, 6timos niveis de
ionizagdo no modo negativo de analise podem ser obtidos pela adigdo de bases

fracas como trietilamina'®.

O processo de ionizagao € iniciado com aplicagao de uma voltagem
que varia de 2 a 5 KV no capilar. Este processo provoca a ionizagao das
moléculas em solu¢do, gerando ambos os ions positivos (molécula protonada,
[M+H]") e negativos (molécula deprotonada, [M-H]). Adutos de sédio ((M+Na]’) e

outros também podem ser formados no modo positivo de analises.

Como consequéncia deste processo, os ions saem do capilar na
forma de um aerosol de goticulas altamente carregadas (FIGURA 11). Aplicando-

se um potencial inverso ao das goticulas carregadas no primeiro cone de entrada
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da fonte de ionizacao, € possivel atrair os ions com carga oposta e repelir os de
mesma carga, possibilitando a entrada somente dos primeiros para dentro do
sistema de vacuo. Este movimento € auxiliado por um fluxo de gas nebulizante
(geralmente N), que também contribui para a evaporacdo da camada de
solvatagcdo das goticulas — e consequente diminuicdo do tamanho destas —
gerando um aumento da repulsédo entre as cargas das goticulas. Este processo é
conhecido como Explosdo Coulombica (FIGURA 12). Esta explicagdo € uma
descricdo simpléria de processos bastante complexos que podem ser

encontrados com maiores detalhes na literatura corrente’04-106. 109-114

Capilar
24KV

Fluxo

goic, [ U_

Gas! J
Nebulizador Anallsador

7 10 sTorr

Extrator

Bombas

FIGURA 11. Esquema simplificado de uma fonte de ionizacao por ESI. O esquema representado é
referente ao de uma fonte utlizada no equipamento Quattro LC (Waters).

. 5 Exploséao *
vaporagao - i
P ¢ Coulombica @ @ ®% [VHH]'
‘ G @
Repulsao de cargas >

Tensao superfical

FIGURA 12. Esquematizagéo do processo de Explosdao Coulombica das goticulas carregadas
gerando os ions moleculares [M+H]". lonizagées no modo negativo séo idénticas, somente com
inversao das cargas ([M-H]).

25



Apresentacdo, Contextualizacao e Bases Tedricas

Os ions formados sado atraidos para dentro de um cone e, na
sequéncia, para um cone extrator, ambos operando sob potenciais elétricos
inversos a carga dos ions (fonte de ionizagdo em Z spray). Finalmente, eles sao
entdo dirigidos para dentro do analisador de massas, que opera sob alto vacuo
(~10”° Torr). Devido a capacidade que esta técnica possui de ionizar moléculas
em solugao, ela é usualmente indicada na analise de compostos polares e/ou

ibnicos.

Ja a técnica de APCI, embora também promova ionizagdes a
pressao atmosférica, € mais indicada para compostos de média polaridade. Isso
ocorre porque nesta técnica a alta voltagem nao é aplicada no probe e os
processos de nebulizagdo e ionizagdo ocorrem de modo independente'™ . A
amostra em solugdo a ser analisada € inserida com vazao variando de 20 a 2000
uL/min e elui do probe (temperatura entre 300 e 550°C) com o auxilio do fluxo do
gas nebulizante, formando um aerosol de solvente que evapora rapidamente.
Uma agulha carregada (corona) entdo aplica uma alta voltagem (2 - 4KV) que
ioniza as moléculas do solvente. A colisdo as estas moléculas do solvente
ionizadas com as moléculas do analito promove a transferéncia de cargas e
consequente ionizagdo, também nas formas de molécula protonada ([M+H]") e
molécula deprotonada ([M-H]). A FIGURA 13 mostra uma representagao

esquematica desta técnica.

Outras técnicas de ionizagdo tém surgido no cenario da
espectrometria de massas nos ultimos anos e apresentam grande potencial na
analise de toxinas fungicas. A técnica de Atmospheric Pressure Photo lonization
(APPI) tem surgido como uma ferramenta que une o universo de moléculas que
podem ser analisadas por APCl e ESI''" "8 Desorption Electrospray (DESI), uma

119, 120
)

variagao da técnica de ESI que a priori dispensa o preparo de amostras em

principio pode ser empregada para a analise de toxinas in situ.

26



Apresentacdo, Contextualizacao e Bases Tedricas

Fluxo |?.---

dolLC
—_—

Gas

Nebulizador _Analisador

105Torr

7
[y

Extrator Bombas

FIGURA 13. Representacao da fonte de ionizagao por APCI.

A utilizagdo destas técnicas de ionizagcdo em conjunto permite que
uma ampla variedade de compostos organicos possam ser analisados. Além
disso, elas sao excelentes inferfaces para o uso da MS em conjunto com HPLC.
Porém, a escolha do modo de ionizagdo adequado € apenas uma das etapas
para o desenvolvimento do método de analise. No caso especifico da
espectrometria de massas, ainda podemos realizar diversos experimentos
visando maior sensibilidade, seletividade, ou resolugado espectral, especialmente
se dispusermos de equipamentos com dois analisadores (quadrupolo -
quadrupolo (QgQ), quadrupolo — ion trap (QTrap) ou quadrupolo — tempo de véo
(Q-TOF), por exemplo).

1.6.2. Experimentos especificos para garantir sensibilidade e

seletividade

O desenvolvimento de fontes de ionizagdo a pressao atmosférica
(API) para o acoplamento HPLC-MS, permitiu o surgimento de uma excelente

ferramenta analitica. Todavia, podemos também nos valer da utilizagdo dos
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analisadores de massas para a obtencdo de maiores informacgdes estruturais e

também de maior sensibilidade analitica.

Dentre os analisadores de baixa resolucdo mais utilizados na
atualidade, destaca-se o analisador quadrupolar. Ele pode ser do tipo linear, que
usa um campo elétrico para permitir que somente determinadas relagbes m/z
geradas na fonte de ionizagao atinjam o detector, e também podem ser do tipo
ion-trap, que usa um campo elétrico para estocar todos os ions gerados e entao
desestabiliza um destes ions em um determinado momento para gerar um

espectro de massas'?'%°,

Os quadrupolos lineares consistem de dois pares de barras
cilindricas ou hiperbdlicas dispostas paralelamente como mostradas na FIGURA
14. Estas quatro superficies condutoras sdo os podlos, onde duas destas sao
conectadas eletricamente com uma voltagem DC (Direct Current) positiva,
constituindo uma hipérbole. As outras duas superficies sdo conectadas com uma

voltagem DC negativa.

Barras do
quadrupolo

FIGURA 14. Representagao esquematica de um quadrupolo linear.

Uma voltagem em RF (Radiofrequency) em uma freqiéncia fixa com

amplitude oscilando entre positivo e negativo, é aplicada nas quatro superficies.
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Entao, ions com diferentes relacbes m/z sdo acelerados para dentro deste campo
quadrupolar, que os separa em funcdo de uma dada DC e uma amplitude RF.
Somente os ions com um determinado valor de m/z atravessardo todo o campo
quadrupolar, enquanto que os outros serao “filtrados” do feixe ibnico através do
choque com as barras do quadrupolo. Mantendo a relagdo da amplitude RF e DC
constante, esta amplitude € entdo aumentada para trazer o proximo valor mais
elevado de m/z em foco para a detecgdo subsequente. Estes passos sdo

repetidos até que um espectro de massas seja totalmente obtido'" '?°

Valendo-se de dois destes analisadores em linha, interligados por
uma cela de colisdo (um hexapolo, por exemplo), temos um analisador do tipo
triplo-quadrupolo (QqQ). A funcdo da cela de colisdo € proporcionar a
fragmentacdo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo, através da colisdo
com um gas inerte (geralmente argdnio), que possui sua energia controlada. Esta
colisdo usualmente ocorre pelo processo de Collision-Induced Dessorption (CID-

MS), ou seja, dessorcao induzida por colisdo'"" "%,

Com este arranjo, € possivel realizar diversos tipos de experimentos
para se obter informacdes estruturais, seletividade e sensibilidade, conforme o
interesse demandado (FIGURA 15 e TABELA 7). Alguns destes experimentos,
como os de ions produtos e ions precursores, permitem a obtencdo de preciosas
informacdes a respeito da estrutura molecular do composto analisado. Por
exemplo, nos experimentos de ions produtos, o primeiro quadrupolo é
programado de maneira que apenas uma determinada relagdo m/z atinja a cela
de colisdo, filtrando-se todos os demais ions. Assim, este ion pode ser
fragmentado com uma energia conhecida e determinada na cela de coliséo e
todos seus fragmentos podem ser analisados no segundo quadrupolo. A origem
de um determinado ion fragmento também pode ser determinada, agora

invertendo as fungdes dos quadrupolos nos experimentos de ions precursores.

Altissimas seletividade e sensibilidade podem ser alcancadas
através de experimentos de SRM, pois neste experimento ambos os quadrupolos
sdo programados para deixarem passar apenas uma determinada relagdo m/z.
Todos os demais pares de ions produtos — ions precursores, chamados de
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transicdes, ndo chegam ao detector e, portanto, ndo s&o registrados. Assim, a

7

sensibilidade é aumentada em cerca de 100 vezes se comparada com

experimentos de MS/MS convencional'”’

, permitindo a analise de um ion em
baixas concentracbes, mesmo em uma matriz complexa e sem qualquer
resolugcao cromatografica, desde que se conhega alguma fragmentagao especifica
deste ion. Vale ressaltar que embora em teoria isso seja verdade, na pratica um
minimo de separacdo cromatografica € usualmente necessario para obter o efeito
desejado. O equipamento, entdo, somente registrara o par determinado, ou seja,
a transicdo selecionada, fornecendo uma Gaussiana no Cromatograma de ion
Totais (TIC). Portanto, neste modo de analise, nenhum espectro de massas é

obtido.

Experimentos envolvendo Perda Neutra possibilitam a obtencao de
excelente seletividade. Neste modo, o equipamento detecta apenas as perdas
neutras previamente selecionadas, independentemente de quais sdo os ios
precursores ou os ions produtos. A especificidade, em contrapartida, é
prejudicada, pois varias moléculas podem apresentar perda de 18 Da (H20), por
exemplo. Desta maneira, esta técnica pode ser empregada nos casos de
screening de extratos, pois através de uma fragmentagdo especifica de uma
classe quimica, é possivel detectar e identificar todos os analogos presentes na

mistura, desde que eles apresentem uma mesma fragmentagdo comum.

Nestes casos, € muito importante conhecer a fragmentagao
desejada, pois do contrario torna-se praticamente impossivel determinar se a
fragmentagdo do analito de interesse é especifica ou ndo. Caso ela n&o seja,
poder-se-a identificar ions que ndo correspondem a moléculas de uma mesma
classe quimica, gerando falsos resultados. Para tentar compreender um processo
de fragmentacdo molecular por espectrometria de massas, usualmente é
necessario o uso de algumas estratégias, teoricas e experimentais, além dos
conhecimentos em mecanismos de fragmentagdo e quimica orgénica basica e
avancada. Na seqléncia, pode ser encontrada uma breve discussao sobre o

tema.
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FIGURA 15. Esquema de um analisador de triplo-quadrupolo (QqQ).

TABELA 7. Diferentes experimentos utilizando-se equipamento com triplo-quadrupolo.

MS1 Cela de colisdo MS2
Escaneando
Full scan Inativa
Escaneando
Product ions Estatico Com aas
(ions produto) —_— 9
Escaneando
Precursor ions Com aés Estatico
(ions precursores) 9 —_—
Estatico . Estatico
SRM Com gas
Escaneando Escaneando
Neutral loss .
Com gas

(perda neutra)

1.7. Estudo dos mecanismos de fragmentacdo envolvidos em

CID-MS/MS

As

técnicas de

ionizagdo anteriormente mencionadas sao

consideradas ionizagdes soft, ou seja, nao produzem ions fragmentos. Analises

realizadas utilizando-se estas técnicas com um uUnico analisador de massas

fornecem informagdes muito importantes com respeito a massa molecular do(s)

composto(s) em questdo, mas maiores informag¢des com respeito a estrutura dos
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compostos dificilmente sao obtidas. Entretanto, se forem realizados experimentos
com equipamentos que possuem dois analisadores ou mais (QqQ, QTrap, QTOF,
entre outros) é plenamente possivel a fragmentacdo de um ion em questéo,
gerando um espectro de ions produtos. Assim, informagdes preciosas podem ser
obtidas através da determinacdo dos mecanismos de fragmentacdo das

substancias analisadas.

Porém, em alguns casos, faz-se necessario a confirmagdo dos
mecanismos propostos, para que a interpretacdo de espectros de amostras
desconhecidas possa ser mais confiavel. Uma boa estratégia é realizar
marcagoes isotopicas, principalmente deuteragdes, nos compostos de interesse e
comparar os espectros de ions produto da substancia marcada e da mesma sem
qualquer alteragdo isotépica. Alguns autores como Palmer et al. (2000)129,
Ustyuzhanin et al. (2003)"° e Takats et al. (2003)™' apresentam analises de
algumas substancias através de HPLC-MS/MS utilizando-se trocas de hidrogénios
labeis por atomos de deutério, através de analises com solventes deuterados on
flow (D20, por exemplo). Neste caso, o custo da analise € muito aumentado

devido ao alto valor destes solventes.

Uma excelente alternativa € a dissolugdo dos compostos a serem
analisados em pequenas quantidades de solvente deuterado e posterior analise
com solventes aproticos (acetonitrila) ou pouco acidos (acetonitrila com pequenas
proporgdes de agua, por exemplo), como fase movel. Tal procedimento promove
a troca de hidrogénios labeis, como os de grupos hidroxil, devido a cinética desta
reagdo ser altamente favorecida (5 < ku/kp < 10)'*?, garantindo que a reacdo de
volta (troca de deutério por hidrogénio) seja bem mais lenta, possibilitando

analises inequivocas.

Quando a substéancia a ser analisada ndo possui hidrogénios labeis,
ou quando se deseja obter informagdes mais especificas acerca dos mecanismos
de fragmentacao, deslocamentos do equilibrio ceto-endlico ou mesmo o uso de
algumas reagdes organicas, como substituicbes eletrofilicas aromaticas, por
exemplo, podem ser realizados visando deuteragdes efetivas dos compostos '
134 Em paralelo, analises envolvendo simulagdo computacional que suportem os
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resultados obtidos experimentalmente podem ser realizadas. InUmeros softwares
possibilitam tais analises’®, dependendo do grau de complexidade dos

compostos simulados.

Desta maneira, a analise computacional € uma ferramenta muito
interessante no auxilio da compreensdo dos mecanismos de fragmentagcao por
CID-MS/MS, mas é desejado que elas sejam acompanhadas de informagdes

experimentais que suportem as proposi¢cdées mecanisticas.

1.8. Screening visando a investigacdo da producdo de toxinas
fungicas: uso de técnicas como HPLC-MS e HPLC-UV-SPE-NMR

A busca por metabdlitos secundarios de microrganismos, incluindo
toxinas fungicas e outros, pode muitas vezes se transformar em uma tarefa ardua,
cara e vagarosa, pois muitas vezes estas substancias encontram-se presentes
em pequenas quantidades nas mais complexas matrizes. Assim, a obtengao de
grandes quantidades destas substancias, com grau de pureza elevado, seja para
sua completa determinacdo estrutural ou para submeté-las frente a diferentes
ensaios biologicos, deve necessariamente envolver etapas de cultivo, de extragao

e de purificagao realizadas em larga escala.

Porém para que este trabalho ndo seja realizado sem nenhuma
orientacdo, os extratos ou fragdes que serdo submetidos ao processo de
purificacdo devem ser selecionados de forma inequivoca. Uma excelente
alternativa que vem sendo destacada na literatura € a realizagdo dos
procedimentos comumente chamados de screening, metabolite profile ou
dereplication, que se baseiam em técnicas de alta sensibilidade e que podem
prover informacdes estruturais confiaveis™® ', A combinacéo da seletividade, da
alta eficiéncia em separacao e da detec¢ao adequada faz do acoplamento HPLC-
MS/MS uma ferramenta crucial para este tipo de estudo. Isso porque a
espectrometria de massas (MS) é talvez a técnica com a maior sensibilidade

analitica na atualidade, chegando, em alguns casos, a limites de deteccdo da
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ordem de fentogramas. Aliado ao alto poder de separagao do HPLC, esta técnica
permite a analise de diferentes metabdlitos em matrizes complexas. Outra grande
vantagem € que no modo tandem (MS/MS), é possivel obter varias informacdes

relacionadas a determinacgao estrutural do composto em questéo.

Por outro lado, dentro deste mesmo contexto, € notério que a técnica
de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) prové ao analista informagdes
extremamente uteis quanto a estrutura quimica do composto em questdo, embora
seja usualmente necessario que a amostra esteja com elevado grau de pureza e

em quantidades apreciaveis, geralmente na escala de miligramas.

Entretanto, com o recente avango no desenvolvimento de
cryoprobes, na construgdo de magnetos de alto campo e no desenvolvimento de
sequencias de pulso e de interfaces apropriadas, o acoplamento entre a
cromatografia liquida (LC) e a ressonéncia magnética nuclear (NMR) tem se
tornado uma técnica viavel e extremamente poderosa com relagdo a elucidagao
estrutural de compostos organicos em misturas complexas'®. Tais avancos
também permitiram um aumento consideravel nos niveis de detecgdo destes

equipamentos ' *1

. Como consequéncia deste desenvolvimento tecnoldgico é o
aumento do numero de publicagbes na literatura atual, relatando o uso do
acoplamento HPLC-NMR para este tipo de estudo'?'*". Mas embora esta técnica
forneca informagdes espectroscopicas extremamente importantes para a
elucidacao estrutural de novos compostos presentes em matrizes complexas, ela
ainda é financeiramente inviavel frente a técnica de HPLC-MS/MS. A TABELA 8,
abaixo, apresenta alguns dos pontos mais relevantes quando comparadas ambas
as técnicas. O ideal, evidentemente, seria a utilizacdo destas técnicas em
conjunto, fornecendo resultados muitas vezes complementares. De fato, o uso
destas técnicas de maneira on line (HPLC-NMR-MS/MS) talvez seja a ferramenta

quimica mais poderosa com respeito as analises de compostos organicos.
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TABELA 8. Comparacgao entre as técnicas hifenadas HPLC-NMR e HPLC-MS/MS.

HPLC-NMR HPLC-MS/MS
Relativamente dificil, porém com os Extremamente simples nos dias
Facilidade do novos avangos no desenvolvimento de  atuais, principalmente com o uso de
acoplamento interfaces, este ja ndo é mais o grande APCI ou ESI. Relativamente dificil

problema**® para utilizagdo de MALDI.
v . Em equipamentos mais modernos e
Sensibilidade Cg?eugtzalagzg a?ae 32?133nmd|_a1§o?1918 e dependendo do analito, 0pode-se
9 9 detectar fg/mL"°
~ Excelente ferramenta. Permite a Menor do que a NMR, mas com
Informacé&o C . . .
caracterizagéo inequivoca da grande recentes avangos, € possivel a
estrutural y ; S ; " 151
maioria dos analitos. distincdo até de enantibmeros
A utilizagao de poucas quantidades de Menor custo. Entretanto, alguns
solventes deuterados diminui o custo, equipamentos de alta resolugao
mas ainda assim é considerada uma podem se equiparar ao ao prego de
técnica cara. um HPLC-NMR basico.

Analista Ambas as técnicas exigem a presenca de analistas altamente especializados,
especializado inclusive em cromatografia.

Altamente seletiva no modo SRM.
Perda neutra, ions produtos e
precursores também podem garantir

Pode ser seletiva ao se realizar
Seletividade experimentos envolvendo ressonancia
de diferentes nucleos (*°F, *'P, “N,...)

seletividade
Necessidade Ambas as técnicas ndo necessitam de pré-tratamento de amostra a priore.
de pré- Somente deve haver atengao especial quanto as concentragdes utilizadas em
tratamento da espectrometria de massas e também com respeito a analises de compostos
amostra presentes em pequenas concentragdes em matrizes complexas.

Assim como toda a técnica hifenada, o acoplamento entre HPLC-
NMR exige um fino ajuste de ambas os equipamentos e técnicas. Neste trabalho
serdo discutidos alguns dos inumeros aspectos relevantes a este tipo de

acoplamento.

Como mencionado anteriormente, a quantidade de amostra € um
fator crucial para a detec¢cado por NMR. Por outro lado, a sobrecarga de amostra
na coluna cromatografica € indesejada, pois a separagao cromatografica torna-se
extremamente dificil. Além disso, a composicdo da fase movel deve ser
cuidadosamente elaborada, de modo que haja 0 menor numero possivel de sinais
referentes aos solventes utilizados. Por exemplo, em fase reversa, € comum o
uso de misturas envolvendo acetonitrila ou metanol em agua, assim como em
HPLC convencional. Nos sistemas de acoplamento direto entre HPLC e NMR, é
usual o uso de agua deuterada como um dos componentes da fase movel, uma
vez que o uso de solventes orgéanicos deuterados eleva em muito o custo das

analises™® '8 Ainda assim, faz-se necessario o uso de sequencias de pulso

35



Apresentacdo, Contextualizacao e Bases Tedricas

especiais, que possibilitem uma efetiva supressdo dos sinais relativos ao

solvente.

Neste modo de acoplamento direto, duas diferentes técnicas de
interfaceamento sdo utilizadas'™?. No modo de fluxo continuo, a separacdo
cromatografica € continuamente monitorada pela aquisicdo de espectros de 'H
NMR™? 153 Neste modo, a deteccdo fica limitada ao tempo de analise —
usualmente pequeno — em que o analito em questdo fica em contato com a
bubina magnética, o que possibilita, em termos gerais, apenas a aquisigdo de

espectros de '"H NMR e, ainda assim, somente para amostras concentradas.

No modo de fluxo interrompido, a amostra é transferida de modo
similar para o magneto; porém, quando o maximo do pico alcanga a bobina de
deteccdo, a corrida cromatografica € interrompida. Desta maneira, € possivel a
aquisicao de quantos transientes for necessario para a obtencdo de um espectro
com uma o6tima relacdo sinal/ruido (S/N), inclusive no que diz respeito a
experimentos bi-dimensionais (2D NMR)'*? 3/ O grande inconveniente é que em
cada corrida cromatografica somente é possivel a analise de um unico pico, uma
vez que efeitos de difusdo de bandas e outros podem interferir diretamente na
resolucdo cromatografica enquanto o fluxo encontra-se interrompido’>. A sonda
convencional de 5 mm para experimentos sem acoplamentos, a interface para
HPLC-NMR e também uma representacdo esquematica deste acoplamento

podem ser encontrados na FIGURA 16.

Entretanto, existe uma continua busca por elaboradas sequencias
de pulso que permitam a supressao do sinal do solvente sem distor¢cdes em
outras partes do espectro. Além disso, ainda existe um aumento do custo de
analise associado a utillizagado de agua deuterada. Uma diferente abordagem que
poderia, em principio, minimizar estes problemas seria a utilizagcdo de técnicas de
separacdo capilar''. O uso de volumes extremamente pequenos de solventes
deuterados diminue os custos das analises, tornando-as economicamente mais
atraentes. Entretanto, o uso de técnicas de separacio capilar implica em uma

reducao drastica da sensibilidade da técnica'" "% 1%°,
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FIGURA 16. Representagcbes esquematicas: A) da sonda convencional; B) da sonda para
acoplamento on-line; C) de todo o acoplamento HPLC-NMR.

Desta maneira, o desenvolvimento do acoplamento envolvendo a
cromatografia liquida, a extracdo em fase sélida e a ressonancia magnética
nuclear (LC-SPE-NMR) tem surgido como uma das mais recentes configuragdes
para a hifenagao entre a NMR e a cromatografia liquida'® '¥". Neste arranjo, os
diferentes bandas cromatograficas sao trapeados em cartuchos de SPE,
possibilitando o acumulo destas substancias até a saturacdo do cartucho. A

consequencia imediata deste processo é um aumento significativo na
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sensibilidade da técnica, pois uma maior quantidade do analito é transferida para
a cela de detecgdo se comparado com LC-NMR convencional’®®. Além disso,
outras vantagens s&o evidentes: a corrida cromatografica pode ser realizada com
qualquer composicao de fase movel, pois somente a transferéncia dos analitos
trapeados para o magneto é feita com solventes deuterados. Isso reduz
drasticamente o gasto com tais solventes e permite uma maior concentragado da
amostra, além de ndo ser absolutamente necessario o uso de sequencias de
pulso especiais que permitam a supressdo dos sinais de solventes néo-

deuterados'®.

Em contraste com a LC-NMR convencional, todos os espectros de
NMR dos analitos separados cromatograficamente s&o adquiridos e registrados
em condi¢gdes absolutamente idénticas, mesmo se eluicbes gradiente forem
empregadas na separagao cromatografica. Isso permite uma comparagao direta
com espectros obtidos por NMR off-line, caso o mesmo solvente seja utilizado.
Vale ressaltar que todo este processo € totalmente automatizado. Os cartuchos
de SPE também podem ser trocados de acordo com as caracteristicas do analito
que se pretende trapear, ou seja, cartuchos contendo fases estacionarias

comumente conhecidas como C-18 ou ciano podem ser utilizadas'®.

Durante a retencéo seletiva dos analitos usando o modo reverso de
eluicdo, uma bomba auxiliar € acionada. Esta bomba usualmente contém agua
como fase moével e opera com uma vazado de 3 a 5 vezes maior do que o da
corrida cromatografica. Este fluxo se une ao da corrida cromatografica na saida
da coluna, pois desta maneira os analitos com caracteristicas hidrofébicas, que
eluem da coluna com altas proporgbes de solventes organicos, possam ser
“diluidos” em &agua antes se serem enviados para os cartuchos de SPE,
aumentando a possibilidade de retencdo dos analitos nos mesmos'® ®°. O fluxo
desta bomba, bem como a fase estacionaria dos cartuchos, € um dos varios
parametros cruciais para o sucesso do acoplamento. Para analitos com fortes
caracteristicas hidrofébicas, o poder de retengcdo dos cartuchos desenvolvidos
com uma resina polimérica de polidivinil-benzeno, utilizada como um default para
o trapeamento da grande maioria compostos orgénicos, ¢é diminuido

drasticamente, sendo entéo preferido a utilizacdo de cartuchos para fase normal.
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Uma representagao esquematica deste sistema pode ser encontrada na FIGURA
17 e uma foto contendo o sistema utilizado neste projeto pode ser encontrada na
FIGURA 18.

HPLC

copyright by Gezimar de Souza

Sample collector

FIGURA 17. Representagao esquematica do sistema de HPLC-UV-SPE-NMR.

A maior desvantagem com respeito ao uso desta técnica reside na
necessidade de se otimizar as condi¢cdes de trapeamento. Entretanto, isso pode
ser feito até mesmo com uma unica corrida cromatografica off-line (com outro
detector em linha), o que demanda pouco tempo e pequena quantidade de
amostra’™®. O investimento inicial também é um fator a ser considerado, ja que a
unidade de SPE automatizada representa algo em torno de um quarto do custo do
sistema como um todo, estimado no presente momento em valores proximos a
€1.000.000,00.
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*J Unidade de SPE

v 4

FIGURA 18. Foto do sistema de HPLC-SPE-NMR utlizado neste projeto.

Tal acoplamento tem surgido, por todos os motivos discutidos até
aqui, como uma excelente alternativa a LC-NMR convencional sendo considerada
por varios pesquisadores como uma das mais poderosas ferramentas de analise

160

existente ™", principalmente quando um espectrébmetro de massas € acoplado ao

sistema, fornecendo a técnica de LC-UV-SPE-NMR-MS/MS'®",

1.9. Validacdo de métodos analiticos: figuras de mérito e sua

importancia

A anadlise de toxinas fungicas € de fundamental importancia para
diversos campos da sociedade. Mas evidentemente que para uma analise
inequivoca destas substancias, principalmente quando encontradas em matrizes

complexas como € o caso da grande maioria dos cereais, o método utilizado deve
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ser o mais sensivel e seletivo possivel. Isso necessariamente deve compreender
etapas de otimizacdo das condi¢cdes analiticas durante o desenvolvimento e a

aplicagdo do método de analise'®.

Embora um método analitico com foco na investigacao quimica de
compostos ndo tenha que ser obrigatoriamente validado, para a aplicagdo de
métodos de analise em controle de qualidade, ou seja, quando a confiabilidade no
método e nos resultados obtidos seja de extrema importancia, € fundamental que
a validacdo do método proposto seja conduyida para assegurar a integridade do
mesmo. Desta forma, a validagdo € o processo de determinagdo da
susceptibilidade do método utilizado, visando gerar dados analiticos confiaveis'®
%4 A Sociedade Americana de Quimica (ACS), por exemplo, através do
documento ACS Guidelines for Data Acquisition and Quality Evaluation
recomenda o uso de métodos validados'®. Segundo esta mesma entidade, a
hierarquia da metodologia analitica considera, basicamente, os objetos

apresentados na FIGURA 19.

* & o principio cientifico utilizado para prover a
- - informacdo sobre a composicdo do que se deseja
analisar. Ex.: HPLC;

* é a adaptacdo distinta da técnica para uma dada
medida selecionada. Ex.: método para medir
aspirina em comprimidos comerciais;

* envolve as diregbes (ou diretrizes) necessarias para o

Procedimento uso do método analitico. Ex.: uma portaria
estabelecida pelo FDA; J

* é 0 ajuste fino das dire¢des definitivas que irdo ser

Protocolo seguidas, sem exce¢do, para que os resultados
analiticos sejam aceitos visando um dado propésito.

FIGURA 19. Objetos constantes de um método analitico.

41



Apresentacdo, Contextualizacao e Bases Tedricas

Estabelecidas as caracteristicas basicas de um método, é
importante também que alguns critérios analiticos sejam respeitados. Para isso,
alguns parametros sdo fundamentais para o desenvolvimento, para a validagao e
para a aplicacdo do método analitico'® "°*'%°, Abaixo segue uma breve descrigdo
destes parametros, que sao necessarias para validagdo envolvendo qualquer
técnica analitica e de alguns dos inumeros pontos positivos que a técnica de
HPLC-ESI-MS/MS via SRM oferece.

@ Seletividade (especificidade): é a habilidade que o método possui em
medir o analito de interesse de uma maneira precisa e seletiva sem a
interferéncia de outros componentes que podem estar presentes na matriz.
Neste aspecto, a utilizacdo da técnica de SRM em espectrometria de
massas € uma vantagem, préprio das suas caracteristicas. Ela deve ser
determinada pela analise de amostras da matriz sem a presenca do analito
(n > 6). No caso da andlise de toxinas fungicas em cereais, faz-se

necessario o teste de outras marcas comerciais destes graos;

@ Sensibilidade (LOD e LOQ): é a habilidade que um método possui em
detectar e quantificar baixas concentracbes de uma analito. Ela é
usualmente expressa em termos dos valores do Limite de Detecg¢ao (LOD)
e do Limite de Quantificagéo (LOQ). O LOD é definido como a mais baixa
concentracdo de um analito que pode ser detectado na amostra com
confiabilidade. E usualmente expresso em termos da relagdo sinal-ruido
(S/N) e o valor aceito pela grande maioria dos érgaos reguladores € de 3/1
(S/N = 3). Ja o LOQ ¢é definido como a concentragdo mais baixa de um
analito que pode ser determinada (quantificada) com precisdo e exatidao
em uma amostra, dentro das condigdes empregadas no método de analise.
Também é usualmente expresso pelo valor de S/N é o valor minimo aceito
é 10 (S/N = 10). E importante ressaltar que tanto o valor de LOQ quanto o
de LOD depende, nao somente do detector, mas também do processo de
separacao, pois a relacdo S/N depende, entre outros fatores, do formato da
banda cromatografica. Assim, mais uma vez a técnica de SRM se destaca,
pois desde que a fase movel esteja ajustada para o processo de separagao

na coluna cromatografica e também para o processo de ionizagao da
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amostra, o sinal obtido € muito préximo de uma Gaussiana perfeita, uma
vez que os interferentes que possuem transigcbes (fragmentagdes)
diferentes, ndo sao detectados e, portanto, ndo influenciam na simetria das

bandas cromatograficas;

Linearidade: é definida como a habilidade que o método possui em
fornecer resultados que séo diretamente proporcionais a concentragao do
analito. Para isso, sdo determinados pontos de concentragdo (minimo de 5
pontos), que compreendem um intervalo dindmico entre a concentragéo
mais baixa e a mais alta do analito que podem ser determinadas com
precisao e exatidao. Geralmente o primeiro ponto da curva € o LOQ e este
ponto ndo deve apresentar desvio maior do que + 20%. A linearidade é
expressa pelo coeficiente de regressao linear (r) obtido pela reta de
minimos multiplos quadrados. Valores de r acima de 0,98 sdo usualmente

aceitos;

Exatiddo: € uma medida da concordancia dos valores obtidos pelo método
e os valores aceitaveis ou de referéncia. A exatiddo € medida pela
porcentagem do analito recuperado durante todo o processo e deve ser
determinada utilizando-se no minimo 3 diferentes concentracbes em
quintuplicata, formando assim os controles de qualidade baixos (LQC,
120% do LOQ), médios (MQC, 40-60% do ponto mais concentrado) e altos
(HQC, 75-95% do ponto mais concentrado).

Precisdo: representa a proximidade dos resultados obtidos a partir de
medidas independentes. A precisdo € medida como uma estimativa do
desvio padrao relativo (RSD) juntamente com os coeficientes de variagao

das medidas obtidas; € avaliadaa em 3 etapas:

@ Repetibilidade (ou precisao intra-dia): mede o grau de variagéo de

replicatas analisadas em um curto periodo de tempo;
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e

Precisdo intermediéaria (ou precisao inter-dia): envolve a analise
de replicatas de multiplas analises em diferentes dias nao

consecutivos;

[#]

Reprodutibilidade: mede a precisdo entre laboratérios, onde um
mesmo método e mesmas amostras levam aos mesmos resultados

nestes diferentes laboratérios.

@ Recuperacgdo: avalia a eficiéncia do método de tratamento das amostras e
€ avaliado por meio da comparagao de analises em quintuplicata de trés
concentragbes (QC’s) de amostras extraidas com amostras padrdo nao-
extraidas (100%)

@ Robustez: é a habilidade que o método possui em fornecer resultados
inalterados quando submetido a pequenas alteragcbes, como variagdes da

concentracido da fase movel e temperatura.

A breve discussdo apresentada acima engloba os aspectos gerais
de um processo de validagdo. Evidentemente que, para cada caso especifico,
existe uma regulamentacdo a ser seguida e, portanto, faz-se necessario a
inclusdo de outras etapas analiticas. Maiores informacdes podem ser obtidas na

literatura corrente ou consultando as referéncias citadas nesta presente sessao.
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2. PROPOSICAO DO TRABALHO

Os trabalhos em desenvolvimento no Grupo de Estudos em
Bioquimica e Metabolismo de Microrganismos, 0s quais visam, em primeiro plano,
o entendimento da interagcdo entre plantas e microrganismos, com énfase nos
microrganismos de habitat endofitico, tem se obtido colegbes enormes de
microrganismos. Esses estudos envolvem coletas de material vegetal para
estudos da sazonalidade da hospedagem fungica. Os estudos quimicos desses
microrganismos tém sido priorizados para aqueles que, aparentemente, sao
simbioticos. Isso vem sendo decidido por critérios que julgamos no minimo
subjetivos. O presente trabalho pretende também contribuir nesta distingdo entre

fitopatdgenos latentes e endofiticos mutualistas.

Assim, para uma melhor compreensao do estudo realizado, os
objetivos especificos, a parte metodoldgica, os resultados e as consideragdes
finais serdo divididos em duas partes: parte 1, onde serdo abordados os aspectos
analiticos envolvidos neste trabalho, e parte 2, onde serdo discutidos os testes
biologicos realizados com o intuito de se correlacionar a produgao de metabdlitos

secundarios com um possivel papel ecolégico desempenhado por tais compostos.
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3. PARTE 1: ASPECTOS ANALITICOS

Nesta parte do trabalho, serdo apresentadas todas as analises
instrumentais envolvidas neste projeto. Estas analises envolvem basicamente o
uso de técnicas de HPLC-MS/MS e HPLC-UV-SPE-NMR. Uma descrigdo sobre o
isolamento das toxinas de interesse também sera abordada aqui.

3.1. Objetivos da parte analitica

Os principais objetivos envolvidos na parte analitica desta tese de

doutorado foram:

@ Obter as toxinas de interesse produzidas por espécies de Fusarium e
Alternaria, cultivados em diferentes matrizes (milho, trigo, arroz...) através
de metodologias ja descritas na literatura e outras desenvolvidas no curso

deste projeto;

@ Analisar estas toxinas através de técnicas de separagao (GC e HPLC)

acopladas a Espectrometria de Massas (MS);

@ Utilizar técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear ('H, *°C e 2D NMR)

para a elucidagao estrutural das substancias;

@ Propor esquemas de fragmentagdo para as substancias identificadas
baseando-se em dados da literatura e, quando possivel, através de

comparagao com padrdes;

@ Investigar a produgdo de possiveis analogos inéditos destas toxinas ainda

nao descritas na literatura;

@ Quantificar os metabdlitos de interesse usando HPLC-MS/MS via SRM
visando a constru¢do de curvas de producao destes metabdlitos;
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a )

Empregar a técnica hifenada HPLC-UV-SPE-NMR na analise de extratos
de Alternaria alternata.

3.2. Parte Experimental

3.2.1. Materiais e equipamentos utilizados

i

8] cC ¢ C © ©

¢ © 0 ©

Os principais equipamentos e assessorios utilizados foram:

Espectrometro de Massas QuattroLC (triple-quadupole, ESI/APCI, Micromass
— Waters, Manchester, UK);

Espectrdmetro de Massas Quattro Micro (triple-quadupole, ESI/APCI,
Micromass — Waters, Manchester, UK);

Espectrdmetro de Massas MasSpec (double focusing MS, Micromass —
Waters, Manchester, UK);

Cromatografo a Gas acoplado a Espectrometria de Massas (EI/CI, Fisons,
ltalia);

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear BRUKER (freqiéncia de
200 MHz para o 'H, Bruker, Rheinstetten, Germany);

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear BRUKER (frequiéncia de
400 MHz para o 'H, Bruker, Rheinstetten, Germany);

Bomba LC10AD gradient pumps, SHIMADZU, Japao;

Bomba Phoenix 40 Syringe Pump, CARLO ERBA, Italia;

Detector de UV (PDA) para HPLC SPD-10A UV-Vis, SHIMADZU, Japao;
Modulo de comunicagdo detector/computador em HPLC CBM-10A
Communication BUS Module, SHIMADZU, Japéao;

Coluna para HPLC TECHNOLOGY Hypersil 15 ODS (250x4,6 mm), Thermo,
USA;

Coluna analitica C-18 Alltech, Inertisil (250 x 4,6 mm, 5 um), Alltech, USA,;
Injetor para HPLC Auto Injector SIL-10ADVp, SHIMADZU, Jap&o;

HPLC preparativo LC-8A SHIMADZU, Japao;

Detector de UV (PDA) para HPLC SPD-16A UV-Vis, SHIMADZU, Japao;
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"]

Coluna para HPLC preparativo Shim-Pak ODS(K) 250x30 mm, SHIMADZU,
Japao;

Sistema de HPLC-UV-SPE-NMR composto por HPLC Agilent Series 1100
(Agilent, Waldbroum, Germany), acoplado com unidade de SPE Prospekt Il

i

(Spark Holland, Emmen, The Netherlands), hifenado com Espectrémetro de
Ressonancia Magnética Nuclear BRUKER AV 500 Ultrashield (11.7 T,
Bruker, Rheinstetten, Germany) com probe para detecg¢ao inversa de 4mm
HPLC-NMR (30 pL, Bruker, Rheinstetten, Germany);

@ Coluna para HPLC LiChrosphere C-18 (250x4,6mm), Merck, Germany;

Bomba auxiliar Knauer Smartline 1000 (Knauer, Berlin, Germany);

e ©

Cartuchos para SPE automatizada HySphereResin GP 10-12 um (Spark
Holland, Emmen, The Netherlands);

Sonicador BRANDSON 1510, BRANDSON, USA;

@ Evaporador rotativo BUCHI R-200 com banho de aquecimento BUCHI B-490,
Alemanha;

Evaporador rotativo BUCHI R-114 com banho de aquecimento BUCHI B-480,
Alamenha;

Capela de fluxo laminar VECO (motor/germicida), VECO, Alaska, USA,;

BOD (Biochemical Oxygen Demand) TE-391, Tecnal, Piracicaba, Brasil,

BOD (Biochemical Oxygen Demand) 347CD, Fanem, Sao Paulo, Brasil;

Balanca de precisdo BTEC-210-A, Tecnal, Piracicaba, Brasil;

=]

C

Balanca analitica BTEC 2200, Tecnal, Piracicaba, Brasil;

PHmetro TEC-3MP, Tecnal, Piracicaba, Brasil;

Agitador de tubos AP65, Phoenix, Brasil;

Bomba de vacuo TE-0581, Tecnal, Piracicaba, Brasil;

Microscopio NIKON Eclipse E200 equipado com camera SAMSUNG Digital
Camera SCC-131, Japao;

Microondas LG Smart Dial modelo MS 158DDA, LG, Brasil;

Autoclave vertical PHOENIX AV75, Brasil;

Moinho TE-631, Tecnal, Piracicaba, Brasil;

Moinho TE-102, Tecnal, Piracicaba, Brasil.

¢ 0 0 C 0 C ¢ C C©

e ¢ o ©

Os principais materiais e solventes utilizados estao listados abaixo:
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C

Vidrarias em geral,

i

Placas de Petri;
Micropipetas WHEATON Variable Micropipette 50-200 uL e 200-1000 pL;
Seringa HAMILTON Microliter 25 pulL;

e ©

[+

Solventes destilados em geral;

()

Solventes grau analitico em geral;
Solventes grau HPLC MALLINCKRODT: Acetona, Acetonitrila, Cloroférmio,
Diclorometano, Etanol, Hexano e Metanol;

C

@ Solventes deuterados: piridina, cloroférmio, metanol e agua (Cambridge);

@ Solventes deuterados: acetonitrila, metanol, DMSO, acetona (deutero,
germany);

@ Agar bacteriologico SIGMA e Dextrose U.S.P. MALLINCKRODT GenAR
(anidro e granular);

@ Milho tipo “canjica” comercial da marca Yoki;

@ Trigo comercial da marca Yoki;

@ Arroz parbolizado Uncle Beans;

@ Batatas francesas comerciais;

@ Agua purificada em aparelho MilliQ;

@ Laminas de bisturi;

@ Seringas;

@ Algodao;

@ Fase estacionaria Silica (60-100 mash) ALDRICH, ODS, Alumina;

@ Fase estacionaria ODS (40-60 um) ALDRICH;

@ Fase estacionaria Sephades LH-20 (40-60 um) ALDRICH;

@ Cartuchos para SPE SUPELCO Cygde 3 e 6 mL;

@ Papel de filtro qualitativo (80g $=12,5 cm) SATELIT;

@ Papel de filtro qualitativo (80g ¥=12,5 cm) SATELIT.

Os principais softwares utilizados foram:

@ Programa de modelagem molecular HyperChem® 6.01 (Hypercube, USA);
@ Masslynx 3.5 e 4.0, Waters, Manchester, UK;
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@ Chemwin 6.0, Biorad, California, USA;
@ Photoshop 7.0.1, Adobe, USA;

@ Origin 6.0 Profissional, USA;

@ SigmaPlot 7.0, SPSS Inc., USA;

@ MestreNova 5.2.4, Mestrelab, Espanha.

3.2.2. Procedimentos Experimentais
3.2.2.1. Isolamento dos metabdlitos de interesse

3.2.2.1.1. Obtencéao das cepas fungicas

A cepa de Fusarium moniliforme, isolado como endofitico de Melia
azedarach, foi retirada da micoteca do laboratério GEBioMMi (Cepa 012). A cepa
foi isolada de acordo com protocolo estabelecido no trabalho de Santos (2003)'°°.
As cepas de Fusarium graminearum foram obtidas junto ao Prof. Dr. José Antdnio
Martinelli do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e estdo conservadas no laboratorio
GEBioMMi sob os codigos apresentados na TABELA 9. Como estas cepas se
apresentaram muito semelhantes em termos do conteudo de toxinas (estudo n&o
mostrado aqui), optamos por trabalhar com a cepa 01-189, pois esta foi isolada de

trigo.

A cepa de Fusarium moniliforme, isolado como patégeno de trigo, foi
obtida junto ao Dr. Paulo Dilkin, do Laboratério de Analises Micotoxicologicas da
Universidade Federal de Santa Maria, no Rio Grande do Sul, e encontra-se no
laboratério GEBioMMi sob o cédigo 199.
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TABELA 9. Cepas de Fusarium graminearum disponiveis em nossos laboratérios. Somente a cepa
01-186 foi selecionada para este trabalho.

Cddigo do Isolado Hospedeiro
01-105 Soja
01-156 Soja
01-186 Trigo
01-189 Soja
01-190 Soja
03-149 Aveia
03-256 Aveia

Uma das cepas de Alternaria alternata, foi isolada de tangerinas e
cedida pelo Dr. Nelson Arno Wulff, do Fundo de Defesa da Citricultura —
FUNDECITRUS. Infelizmente, por motivos diversos, esta cepa n&o foi conservada
em nossos laboratérios. Outra cepa de Alternaria alternata, isolada como
patdgeno de trigo, foi gentiimente cedida pela pesquisadora Fernanda Rozanski e
pelo Dr. Ariano Morais Prestes, da EMBRAPA Trigo do Rio Grande do Sul, e esta

cepa se encontra em no laboratério GEBioMMi com o codigo 198.

3.2.2.1.2. Cultivo fangico da cepa de Fusarium moniliforme

isolada como endofitico

Os fungos anteriormente citados foram cultivados em meio PDA
(Batata-Dextrose-Agar), preparado cozinhando-se 300g de batata cortada em
cubos com casca em forno microondas com 500 mL de agua destilada por 15
minutos (poténcia média). Em seguida, a solugdo formada foi filtrada. Neste
filtrado, acrescentou-se 20g de dextrose e 15g de agar. Esta mistura foi agitada
por 1 min e o volume foi completado para 1000 mL, com agua destilada. Este
meio foi entdo autoclavado, juntamente com as placas de Petri por 15 min (1 atm,
121°C). Entéo, aguardou-se o resfriamento dos meios e das placas e nestas foi
colocado 25 mL de meio em cada placa. Estas cepas mencionadas acima foram

colocadas para crescer por 7 dias em BOD, a 25°C.
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3.2.2.1.3. Inoculagcdo do fungo F. moniliforme endofitico nos

meios de cultura de interesse

A cepa de Fusarium moniliforme foi cultivada por 30 dias em frascos
de Erlenmeyer de 500 mL contendo aproximadamente 100g de trigo com 25%
(v/m) de agua destilada, previamente autoclavados duas vezes a 121°C por 40
minutos (intervalo de 24h). Foram cultivados 30 frascos de Erlenmeyer

inoculados, além de 3 frascos controle, contendo somente meio de cultura.

Transcorridos 30 dias, foram aplicadas diferentes metodologias para

167-169 e fumonls'naSSS, 170, 171

a extracdo de zearalenonas*® ** * tricotecenos nos
frascos contendo os isolados em trigo. Os extratos obtidos foram entédo
monitorados por HPLC-UV e HPLC-MS, sem sucesso. Este mesmo protocolo foi
repetido por mais 7 vezes, variando-se o meio de cultura. Ao invés de trigo, foram
também utilizados milho, arroz, soja, aveia, cevada e sorgo, além do meio liquido
Czapek. Nenhum destes meios, apds aplicados diferentes métodos de extracao,
purificacdo e apds analisados conforme mencionado acima, forneceram fragées
contendo as toxinas de interesse, tdo pouco analogos nao descritos na literatura.

Assim, estes procedimentos nao serdo discutidos em detalhes aqui.

3.2.2.1.4. Cultivo e inoculagéo das cepas de F. moniliforme e F.

graminearum isolados como patdgenos de trigo

Estes fungos foram cultivados e inoculados da mesma maneira
descrita nos items 3.2.2.1.2. e 3.2.2.1.3., respectivamente, com excecdo do
in6culo em meio Czapek, que nao foi realizado. Como o trabalho de bancada com
os extratos obtidos através do cultivo destes fungos em trigo forneceram fragdes
bastante promissoras no que diz respeito a presenca das toxinas esperadas, os
extratos obtidos em milho, arroz, soja, aveia, cevada e sorgo foram congelados as
-20°C para analises futuras. Para cada extragao, foi feito um novo cultivo fungico,

ou seja, as extracdes nao foram sequenciais.
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3.2.2.1.5. Extracdo e isolamento das substancias da classe das

zearalenonas

Transcorridos 30 dias, foi aplicado uma metodolocia para extracao
de zearalenonas nos fungos cultivados em trigo. A extragdo foi realizada
adicionando-se 2 x 200 mL de acetato de etila em cada frasco de analise, seguida
por 1 x 200 mL de metanol, sempre filtrando-se os extratos por gravidade. Estes
extratos foram reunidos, pesados e analisados por cromatografia em camada
delgada (TLC). ApoOs esta etapa, eles foram submetidos a separagéo
cromatografica em coluna de bancada (CC) e cromatografia em camada delgada
preparativa (PTLC), conforme indicado nas FIGURA 20 e FIGURA 21.
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ZEAFG

(8,395g)
CC, SiO, flash (h = 195, ¢ = 45mm), eluente A

ZEAFG4 ZEAFGS5
(660 mg) (215 mg)
CC, SiO, flash CC, SiO, flash
(h = 300, ¢ = 30mm), (h = 280, = 22mm),
eluente B ' eluente B

ZEAFG51...3

ZEAFGAT7
(207 mg)

PTLC, SiO,
hexano:acetona:
CH,CI, (3:1:1)
ZEAFG54A
(zearalenol, 1,9
mg)

Eluente A: 100% hexano até 100% de CH,CI, e depois até 100% de MeOH, variando-se de 10 em 10.
Eluente B: 100% hexano até 100% de Acetato de etila e depois até 100% de MeOH, variando-se de 50 em 50.

PTLC, SiO,

hexano:éter etilico (1:3)
ZEAFG47D

(zearalenona,
20,2 mg)

FIGURA 20. Processo para o isolamento das substancias da classe das zearalenonas a partir dos
extratos de Fusarium graminearum.

ZEAFMP

(10,0029)

CC, SiO; flash (h = 190, ¢ = 45mm), eluente A
| \

ZEAFMP4
ZEAFMP1...3

(987 maq)

CC, SiO, flash
(h =280, ¢ = 30mm),

eluente B ZEAFMP48
(144 mg)

ZEAFMP41...7

ZEAFMPA48F PTLC, SiO,
hexano:éter etilico (1:3)

(zearalenona, 25,4
mg)

Eluente A: 100% hexano até 100% de CH,CI, e depois até 100% de MeOH, variando-se de 10 em 10.
Eluente B: 100% hexano até 100% de Acetato de etila e depois até 100% de MeOH, variando-se de 50 em 50.

FIGURA 21. Processo para o isolamento das substancias da classe das zearalenonas a partir de
Fusarium moniliforme patogénico.
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Todas as fragdes obtidas foram monitoradas por TLC e reunidas.

Apos isso, elas foram analisadas por "H NMR.

3.2.2.1.6. Extracdo e isolamento das substancias da classe dos

tricotecenos

Em cada um dos frascos foram adicionados 200 mL de
acetonitrila:H,O (84:16)'® e estes foram mantidos em repouso por 48h. Esta
solucao foi entéo filtrada a vacuo e foram adicionados novamente 200 mL de
acetonitrila:H,O (84:16) ao material residual. Uma nova filtragdo foi realizada e
estes dois extratos foram reunidos e o solvente foi evaporado com auxilio de

rotaevaporador.

Na sequéncia, todos os extratos obtidos foram pesados e
submetidos a cromatografia em camada delgada (TLC). Apds esta etapa, eles
foram submetidos a separagdo cromatografica em coluna de bancada (CC) e
cromatografia em camada delgada preparativa (PTLC), conforme indicado nas
FIGURA 22 e FIGURA 23. Todas as fragdes obtidas foram monitoradas por TLC e

reunidas. Apds isso, elas foram analisadas por '"H NMR.
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TRICFG
(13,9069)
CC, SiO, flash
(h =285, ¢ = 45mm)
eluente A
TRICFG1...4 '
TRICFG6 TRICFGY...12
(40 mg)
PTLC, SiO, PTLC, SiO,
hexano:éter etilico: hexano:acetona:
TRICFG5E CH,ClI, (2:2:1) CH,ClI, (1:1:1)

deoxinivalenol
(1,1 mg)

TRICFG6C

TRICFG6D nivalenol
deoxinivalenol (1,0 mg)

(0,4 mg)

Eluente A: 100% hexano até 100% de acetato de etila e depois até 100% de MeOH, variando-se de 10 em 10.

FIGURA 22. Procedimento para a obtencao de tricotecenos em extratos de Fusarium
graminearum.

TRICFMP
(15,540g)

CC, Si0, flash
(h = 245, ¢ = 45mm)

eluente A
TRICFMP1...3
TRICFMP4 TRICFMP5 TRICFMP6 TRICEMP7..15
(412 mg) (21 mg) (56 mg)
FTLC':, SiOz’ ) PTLC, SiO,
hexano:eter etilico: PTLC, SiO, hexano:acetona:
CH,Cl, (2:2:1) hexano:éter etilico: CH,Cl, (1:1:1)

CH,CI, (2:2:1) TRICFMP6B

TRICFMP5C nivalenol

. 1,9
deoxinivalenol ( mg)
(0,9 mg)

TRICFMP4B
(100 mg)

PTLC, SiO, TRICFMP4BC
hexano:éter etilico zearalenona
(1:3) (10,1 mg)

Eluente A: 100% hexano até 100% de Acetato de etila e depois até 100% de MeOH, variando-se de 10 em 10.

TRICFMP6D
deoxinivalenol
(0,7 mg)

FIGURA 23. Procedimento para a obtencao de tricotecenos em extratos de Fusarium moniliforme
isolado como patégeno.
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3.2.2.1.7. Aplicacdo do método de extracdo e purificacdo de

fumonisinas

Em cada um dos frascos foram adicionados 200 mL de MeOH:H,0
(3:1)53 e 0os mesmos foram mantidos em repouso por 48h. Esta solugao foi entdo
filtrada a vacuo e foram adicionados novamente 200 mL de MeOH:H,O (3:1) ao
material residual. Uma nova filtracao foi realizada e estes dois extratos foram
reunidos e o solvente foi evaporado com auxilio de rotaevaporador. O residuo
aquoso foi congelado e apos 24h este foi liofilizado. Este novo extrato (26,8909)
foi trabalhado usando colunas de SiO,, sephadex™ LH-20 e o ODS. Entretanto,
nenhuma das substéncias de interesse foi obtida. Assim, um novo cultivo, sob as
mesmas condi¢des foi feito e repetiu-se o protocolo de extragdo, agora usando
MeOH:H,O (9:1), obtendo-se 20,126g de extrato. Procedimentos de purificagao
foram novamente executados, sem sucesso. Assim, estes procedimentos nao

serao detalhados aqui.

3.2.2.1.8. Cultivo e inoculagédo das cepas de Alternaria alternata

O cultivo fungico foi realizado da mesma maneira descrita no item
3.2.2.1.2. A inoculagédo foi feita em 35 frascos de Erlenmeyers de 500 mL
contendo 70g de trigo com 50% (v/m) de agua destilada, previamente
autoclavados por 2 x 45 min, com intervalo de 24 horas. 5 frascos controle,

contendo somente trigo, foram utilizados como branco.

3.2.2.1.9. Extracao e isolamento dos alternariols obtidos a partir

de cepas de Alternaria alternata

Apods 30 dias de cultivo, os fungos do género Alternaria cultivados
em trigo foram extraidos utilizando-se 2 x 200 mL de EtOH:Acetato (9:1). Estes

extratos foram filtrados e evaporados em evaporador rotativo. Os extratos obtidos
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de ambas as cepas cultivadas, A. alternata isolada de tangerinas (28,833g) e
isolada de trigo (34,558g) foram analisados por TLC e HPLC. Devido ao perfil
idéntico dos dois extratos, eles foram reunidos para a continuidade dos
experimentos. Assim, este novo extrato (63,181g) foi submetido a separagéo
cromatografica em coluna de bancada (CC), cromatografia em camada delgada

preparativa (PTLC) e HPLC preparativo, conforme indicado nas FIGURA 24.

AA
(13,9069) CC, SiO, flash
(h =190, ¢ = 35mm) eluente A

- =
CC, Si0, flash Mekad) (1,88 g)

(h =190, ¢ = 15mm) eluente B

ware
(902 mg) (221 mg)

PTLC, SiO,
hexano:acetona:CH,Cl, (1:2:1) AATE1
AAGSE .
Alternariol
PTLC,si0, MESLEIN  HPLC prep, ODS ST

hexano:éter etilico:CH,Cl, (1:2:2) MeOH:H,0(4:1)
AAGBEC AATE2
(197 mg) AAGBECA Alternariol
Alternariol monometil éter
PTLC, SiO, monometil éter (33,3 mg)

AAG8ECC
Alternariol
(27,4 mg)

hexano:acetona (1:4) (120 mg)

FIGURA 24. Procedimento para o isolamento das toxinas produzidas por Alternaria alternata.

Todas as fragdes obtidas foram monitoradas por TLC e reunidas.
Apos isso, elas foram analisadas por 'H NMR para que os préximos passos

fossem determinados.

3.2.2.2. Analise dos extratos de Fusarium por HPLC-MS/MS

envolvendo perda neutra visando a deteccao de fumonisinas

Com o emprego do padrao de fumonisina B (57) (98%, SIGMA,

USA), foram desenvolvidas condicbes de analise por HPLC-MS/MS para este
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composto. Inicialmente, uma solugdo padrdao (50 pg/mL) deste composto foi
preparada em metanol e injetada diretamente no espectrémetro de massas para
sintonia do equipamento. As temperaturas do bloco da fonte e do probe foram
mantidas em 120°C e 350°C, respectivamente. O capilar foi mantido em 3,5 KV e
as voltagens do cone e do extrator foram mantidas, respectivamente, em 43 e 5
V. As lentes para massa baixa e para massa alta de ambos os quadrupolos foram
mantidas em 7 para faciltar a entrada de ions nestes analisadores e
consequentemente aumentar a sensibilidade. A energia de coliséo foi mantida em
17 eV. Foram monitoradas simultaneamente duas perdas neutras: 563 e 158 Da.
A pressao do gas de colisdo (argdnio) foi mantida em 3.75e® mBar durante todos

0s experimentos.

O método analitico envolveu o uso de uma coluna phenomenex C-
18 luna (250 x 4,6 mm, 5um), empregando-se um gradiente onde a porcentagem
de acetonitrila (bomba B) foi mantida em 60% durante os 7 primeiros minutos,
variada de 60 a 95% de 7 a 17 min e mantida constante em 95% até 40 min. Na
bomba A foi utilizado apenas agua. O fluxo empregado foi de 1,0 mL/min com
divisor de fluxo na proporcado de 4:1 (descarte:massas) e em cada analise foram

injetados 40 ulL da solugao padréo.

3.2.2.3. Estudo dos mecanismos de fragmentacdo das

zearalenonas

Baseando-se em parametros de analise previamente desenvolvidos
no grupo (energia do gas de colisdo, temperatura dos probes,...), foram realizados
experimentos para tentar verificar qual o mecanismo de fragmentagdo mais
provavel da toxina zearalenona (14) e de alguns de seus analogos. Para isso, a
estratégia utilizada foi a tentativa de troca dos hidrogénios mais acidos desta
molécula por atomos de deutério. Assim 3 diferentes protocolos de reagdes foram
elaborados. Estes protocolos estdo apresentados na FIGURA 25. Ao final dos

protocolos, todas as amostras foram analisadas com os mesmos parametros do
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espectrometro. As temperaturas da fonte e do probe de ESI foram mantidas
respectivamente em 100°C e 250°C. A voltagem do capilar foi sintonizada em
2,80 KV e as voltagens do cone e do extrator foram mantidas em 25 e 4 V,
respectivamente. O filtro de RF foi mantido em 0,3 V e as lentes foram
sintonizadas em 16 em ambos os quadrupolos para uma resolugao unitaria de
massa. A pressdo do gas de colisdo (argdnio) foi mantida em 4.50e® mBar
durante todos os experimentos.

Experimentos de MS/MS foram realizados por ESI no modo negativo
utilizando 25 eV, utilizando-se Argbnio como gas de colisdo. O solvente
empregado como fase movel foi acetonitrila sem nenhum aditivo. As demais

toxinas, isto &, B-zearalenol (17) e 4-metoxizearalenone (20), foram somente

submetidos ao protocolo 1 de analise.

5mg de zearalenonas, 15 pL de 5mg de zearalenonas, 10 pL de
trietilamina, 100 pL de CD,0D Piridina d6, 100 pL de CD,0D

Agitagao por 72 horas a 30°C Agitagao por 72 horas a 30°C

Evaporar a base e redissolver o Evaporar a base e redissolver o
contetudo em 3 mL de CHCI, contetido em 3 mL de CHCI,
(HPLC) (HPLC)

5mg de zearalenonas, 8mg de
Na,CO;, 200 uL de CD;0D:D,0 (1:1)

Agitagao por 72 horas a 30°C
4 ||

Evaporar a base, redissolver o ‘
contetido em 3 mL de CHCI;

(HPLC) e filtrar =

Ao residuo, adicionar 10 mL de
HOAc (10%) e 2 x 10 mL de CHCI;

e recolher a fase organica

FIGURA 25. Organogramas dos protocolos para deuteragéo da zearalenona (14). A) protocolo 1;
B) protocolo 2; C) protocolo 3.
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Os calculos computacionais envolveram simulagdo de dinamica
molecular e otimizagdo de geometria, conforme recomendado por Vessecchi et al.
(2008)"°,

3.2.2.4. Quantificacao da zearalenona e construgdo da curva de
producdo deste metabdlito obtida por Fusarium moniliforme

endofitico, F. graminearum e F. moniliforme patogénicos

3.2.2.4.1. Condic¢des de ionizagao do MS

As temperaturas da fonte e do probe de ESI foram mantidas
respectivamente em 110°C e 320°C. A voltagem do capilar foi sintonizada em
3,20 KV e as voltagens do cone e do extrator foram mantidas em 35 e 5 V,
respectivamente. O filtro de RF foi mantido em 0,8 V e as lentes foram
sintonizadas em 6 em ambos os quadrupolos. O multiplicador foi deixado em 870
(unidades arbitrarias). A pressdo do gas de colisdo (argbnio) foi mantida em
3.50e® mBar durante todos os experimentos. As transicdes monitoradas foram
317—175 (quantificagao) e 317—189 (monitoramento), ambas obtidas com 23 eV.
Todas as etapas de validagdo descritas no item 1.4.8., com excessdo da
reprodutibilidade e da robustez, foram realizadas. Ao longo da discussdao dos

resultados, estes parametros serdo devidamente apresentados.

3.2.2.4.2. Curva de producao da zearalenona

Para a construgcdo da curva de producédo de zearalenona (14), os
fungos Fusarium moniliforme isolado como endofitico, F. graminearum e F.
moniliforme isolados como patégenos foram crescidos em PDA como descrito no
item 3.2.2.1.1. e inoculados em trigo conforme descrito no item 3.2.2.1.2.

Entretanto, triplicatas de cada fungo foram extraidas em 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e
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40 dias. Outros 3 frascos foram mantidos como controle (somente meio de
cultura) ao longo de todo o experimento. Outros 3 frascos controle foram
utilizados para o calculo da recuperacdo em zero dias. Além disso, 3 frascos
contendo trigo inoculado com o fungo F. graminearum com 20 dias e outros 3 com
40 dias foram utilizados para o calculo da recuperagao ao longo do tempo de

cultivo total.

Os extratos foram obtidos de acordo com extracdo descrita no item
3.2.1.1.2. Apds extraidos todos os pontos da curva e evaporado o solvente, uma
nova extragao foi realizada adicionando-se 1 mL de acetato de etila a 100 mg de
extrato. Esta mistura foi agitada por 10 segundos e mantida em repouso por 10
min. Na sequencia, o sobrenadante foi recolhido e uma nova extragdo com 1 mL
de metanol foi realizada. A nova mistura foi novamente agitada por 10 segundos e
mantida em repouso por 3 minutos. Entdo, uma filtragdo por gravidade foi
realizada. Os extratos obtidos com acetato de etila e metanol foram reunidos,
evaporados em capela convencional e na sequencia reconstituidos em 1 mL da

fase movel.

Os extratos obtidos no item 3.2.1.1.4. que foram inicialmente
congelados sofreram o processo de extragcdo mencionado acima e foram

analisados utilizando-se o método validado em trigo.

3.2.2.5. Quantificacdo de alternariol e alternariol monometil éter
em tangerinas (Citrus reticulata) sintomaticas a Mancha Marrom

de Alternaria

3.2.2.5.1. Obtencéo do material vegetal

As tangerinas sintomaticas e assintomaticas a doenca Mancha
Marrom de Alternaria foram coletadas na cidade de Aguai, localizada no centro do
estado de S&o Paulo no més de abril de 2004. Frutos saudaveis também foram

coletados em um supermercado na cidade do Recife, capital do estado de
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Pernambuco, regido onde a doenca aqui estudada ainda nao foi encontrada. As
tangerinas utilizadas durante este experimento foram manualmente descascadas
com o auxilio de uma faca de forma a separar o albedo do flavedo. Esses dois
materiais foram desidratados em estufa sob temperatura de 45°C durante trés

dias e em seguida esse material foi moido em moinho de facas até a forma de pé.

3.2.2.5.2. Extracao e clean-up da amostra

O procedimento utilizado para a extracdo e preparo de amostra foi
adaptado de LAU et al. (2003)'"2. Assim, 200 mg dos tecidos flavedo e albedo
foram extraidos com 10 mL de acetonitrila contendo 1% de acido acético. Esta
suspensao foi mantida em banho de ultra-som durante 5 min e em seguida
filtrada. Tanto o papel de filtro quanto o funil analitico utilizados no procedimento
de filtragdo foram em seguida lavados trés vezes com 2 mL do mesmo solvente
de extracdo. Logo apds, o solvente foi evaporado sob fluxo continuo de nitrogénio
com temperatura controlada de 58 °C e o residuo foi reconstituido com 1,5 mL de

acetato de etila.

O preparo da amostra constituiu de clean-up aplicando o extrato
reconstituido em acetato de etila foi eluido em cartucho de SPE contendo fase
estacionaria aminopropil previamente condicionado com 6 mL de diclorometano.
Em seguida, o cartucho foi lavado com 2 mL de acetona e com 2 mL de
acetonirila. Para a eluicao dos alternaridis, foram utilizados 4 mL de acetonitrila
com 1% de acido acético. Em seguida esta fragcdo foi concentrada sob fluxo de
nitrogénio e reconstituida em 1 mL de acetonitrila:agua (4:1). Todos os solventes

utilizados tanto na extragdo quanto no preparo da amostra foram de grau HPLC.

3.2.2.5.3. Condi¢bes instrumentais para analise por HPLC-MS/MS

65



Parte 1: Aspectos Analiticos

O método cromatografico foi desenvolvido utilizando-se uma coluna
analitica C-18 Alltech, Inertisil (250 x 4.6 mm, 5 um). A vazdo da fase moével
(metanol:agua 4:1) foi de 0.95 mL/min em método isocratico de analise, onde a
entrada da amostra no espectrometro de massas foi ajustada com o auxilio de um
splitter para a proporgao de 2:1 (descarte:massas). As amostras foram ionizadas
utilizando uma fonte de ESI operando no modo negativo. As temperaturas do
bloco da fonte e do probe foram ajustadas em 100 °C e 300 °C, respectivamente.
Os fluxos de nitrogénio do nebulizador e do gas de desolvatagédo foram ajustados
em 20 e 500 L/h, respectivamente. A voltagem do capilar foi mantida em 3.0 kV
durante todo o experimento. Para os experimentos de SRM (foram selecionadas
duas transicbes para cada analito: Para o alternariol foram selecionadas a
transicdes 257 — 213 (quantificagdo) e 257 — 215 (monitoramento), mantendo o
cone em 25 V e a energia de colisdo em 25 eV. Para o alternariol monometil éter
(77), foram selecionadas as transigdes 271 — 256 (quantificagao) e 271 — 228
(monitoramento), mantendo o cone a 35 V e a energia de colisdo em 30 eV. O
parametro de dwell-time e inte-scan delay também foram otimizados visando
obter maior sensibilidade para os analitos. Dessa forma, variou-se este parametro
de 0,1 até 0,8 s (com acréscimo de 0,1 por analise) e o inter-scan delay de 0,005
até 0,05 s (com acréscimo de 0,005 por analise). Os valores que implicaram em
melhor sensibilidade foram registrados através dos valores 0,3 e 0,01
respectivamente. A pressdo do gas de colisdo (argonio) foi mantido em 5.70.e

mBar durante todos os experimentos.

Extratos de Alternaria alternata cultivada em trigo, milho e arroz
também foram analisadas ao final da validacdo do método. Estes extratos foram

preparados da mesma forma indicada na validagdo da zearalenona (item 3.1.2.4.)

3.2.2.6. Analise dos extratos de A. alternata por HPLC-UV-SPE-
NMR

3.2.2.6.1. Cultivo fungico e obtencao dos extratos
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O fungo Alternaria alternata foi cultivado em 15 frascos contendo
70g de trigo, todos com 50 % (v/m) de agua destilada, por 25 dias a 25°C. Cada
frasco foi extraido com 200 mL de acetato de etila por duas vezes. Este extrato foi
entdo evaporado até a secura. Primeiramente, 2mg deste extrato foram
dissolvidas em 1 mL de metanol para a realizacdo dos experimentos envolvendo
HPLC-UV-SPE-NMR. Na sequencia, 20 mg deste mesmo extrato foram
dissolvidos em uma propor¢ao de acetonitrila : agua (7:3) e aplicados em cartucho
de SPE de 6 mL contendo ODS como fase estacionaria. Entdo, este cartucho foi
lavado na sequencia com 6 mL de acetonitrila : agua (1:9) — fragdo MAC10 —, 10
mL de acetonitrila : agua (1:1) — fragdo MAC50 — e 8 mL de acetonitrila pura —
fracado MAC100. Estas fracbes foram entdo analisadas por HPLC-UV e
posteriormente por HPLC-UV-SPE-NMR como descrito a seguir. Entretanto,

somente a fracdo MACS50 foi trabalhada, como sera visto adiante.

3.2.2.6.2. Instrumentacdo empregada

Todas as medidas foram realizadas em um equipamento de 11.7
Tesla (500,13 MHz para frequéncia do hidrogénio), marca BRUKER, modelo AV
500 Ultrashield. O sistema de HPLC-SPE-NMR €& composto de por um
cromatégrafo Agilent Serie 1100 com uma bomba quaternaria (Agilent G1311A),
auto-injetor (Agilent G1313A) e forno. A sonda CLAE-RMN de 4mm, com volume
de deteccao reduzido (30 uL), foi utilizada em conjunto com uma unidade SPE
Bruker/Spark Prospekt Il da SparkHolland (Holanda) para a concentragdo dos
compostos. A fase estacionaria dos cartuchos empregados foi a HySphereResin
GP 10-12 um, também da SparkHolland (Holanda). Esta fase é composta de uma
resina polimérica de polidivinil-benzeno, possuindo um carater hidrofébico. Apds a
corrida cromatografica, cada banda cromatografica de interesse foi recolhida
individualmente e alocada em um cartucho onde, apds secagem com nitrogénio,
foi entdo redissolvido em 250 uL de acetonitirla deuterada (Deutero, Alemanha) e

enviado ao espectrOmetro para realizagdo das medidas espectroscopicas.
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3.2.2.6.3. CondicOes utilizadas no desenvolvimento da corrida

cromatografica e nas analises por NMR

Todas as corridas de HPLC foram realizadas com eluigdo gradiente
utilizando-se agua e acetonitrila como fase moével, ambos solventes contendo
0,1% de acido trifluoroacético (TFA). O fluxo empregado foi de 1 mL/min e a
deteccao por UV foi realizada em 256 e 312 nm. Além disso, em cada analise
foram injetados 20 uL do extrato ou fragdo. Durante o trapeamento dos analitos
de interesse, uma bomba Knauer com uma vazao adicional de 2,5 mL/mim de
H>O com 0,1 % TFA foi utilizada para diminuir forga do solvente e garantir que os

compostos ficassem retidos a fase estacionaria dos cartuchos de SPE.

Todos os compostos trapeados no sistema de SPE foram eluidos
com acetonitirla deuterada (Deutero, Alemanha). Os espectros de hidrogénio
foram adquiridos utilizando-se a sequéncia de pulso zg30 (Topspin v.2.0. Bruker,
Alemanha). O tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) foi de 1 s e a duragao
do pulso para hidrogénio (p1) de 8,5 us, resultando em um tempo de aquisi¢ao de
2,64 s. A janela espectral SWH foi de 6613,75 Hz e foram adquiridos 32 scans
para cada banda cromatografica coletado. Apdés a obtengdo dos espectros o
processamento foi realizado com zero filling (S| > TD) e multiplicagdo exponencial
(Ib) de 0,3 Hz.
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3.3. Resultados e Discussodes

3.3.1. Isolamento das substancias de interesse

No inicio deste trabalho, foi estudado o metabolismo de cepas de
fungos da espécie Fusarium moniliforme, isolados como endofitico de Melia
azedarach, e Alternaria alternata, isolada como patdégeno de tangerinas e de trigo,
com o intuito principal de isolar as toxinas classicas produzidas por estes
microrganismos, ou seja, aquelas ja descritas na literatura. Para isso, estes
fungos foram cultivados em diferentes meios de cultura e empregou-se inumeros
métodos de extragdo ja descritos na literatura e alguns novos propostos
primeiramente neste trabalho. Estes métodos foram eficientes para os fungos do
género Alternaria, como sera discutido mais adiante. Entretanto, durante um
periodo de 17 meses, foram testados meios de cultura solidos contendo trigo,
milho, arroz, sorgo, cevada e aveia, na tentativa de se obter as toxinas classicas
produzidas por fungos do género Fusarium, isto é, zearalenonas, tricotecenos e
fumonisinas. Meios de cultura liquidos como o meio Czapek também foram
testados. Diferentes procedimentos para a extragdo destas toxinas foram
empregados também, sem sucesso. Estes experimentos apenas renderam a
identificacao e o isolamento de substancias comumente encontradas no trabalho
com quimica de fungos. Estas substancias estao apresentadas na FIGURA 26 e

sua determinagao estrutural n&o sera discutida aqui.

Apos este periodo dedicado a busca pelas toxinas produzidas por
Fusarium moliforme, decidiu-se entdo solicitar uma cepa do fungo Fusarium
graminearum, um patdégeno bastante conhecido, e também uma cepa do proprio

Fusarium moliforme.
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FIGURA 26. Substancias identificadas e isoladas em extratos de Fusarium. Os compostos 91-97
também forma isolados ou identificados em extratos de Alternaria.

Apos o cultivo destes microrganismos em graos e posterior extragao
com protocolo desenvolvido no laboratorio GEBioMMi, foram obtidos os primeiros
indicios de que estes fungos eram habeis produtores das toxinas de interesse
neste trabalho. Apds os fracionamentos descritos no item 3.1.2.1.5., foram obtidas
as fragbes ZEAFG47D e ZEAFMP48F, cujo os espectros de 'H NMR se

mostraram idénticos e estdo apresentados na FIGURA 27.

Através da analise deste espectro podemos observar a presenca de
1 singleto intenso em & 12,14 ppm integrando para 1 hidrogénio, indicando a
presenca de uma hidroxila quelada em um sistema aromatico. Na sequencia,
pode-se identificar um duplo dubleto (dd) em & 7,00 ppm (J* =153 Hz e J* = 1,7
Hz), também integrando para 1 hidrogénio, que possivelmente é referente a um
hidrogénio oleifinico em um sistema conjugado, devido ao seu alto valor de

deslocamento quimico. Observando-se o espectro de COSY 45° (FIGURA 28 e
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FIGURA 29), este sinal exibe acoplamento trans com 1 hidrogénio em & 5,67 ppm,
um duplo duplo dubleto (ddd), e com o multipleto (m) em & 2,34 — 2,44 ppm. Além
disso, este sinal em & 7,00 ppm exibe acoplamento no espectro de gHSQC com o
carbono em & 133,4 ppm (FIGURA 30 e FIGURA 31), reforgando atribuigdo

realizada.

O duplo duplo dubleto (ddd) em & 5,67 ppm, além do acoplamento
trans com o dd em & 7,00 ppm, apresenta outros dois acoplamentos, com J = 10,2
Hz e 4,1 Hz. Na apliacdo do espectro de COSY, é possivel verificar que estes
acoplamentos ocorrem com o multipleto em 6 2,34 — 2,44 ppm (integral para 1
hidrogénio) e com o multipleto em & 2,10 — 2,20 ppm (integral para 2 hidrogenios),
respectivamente, sugerindo o prolongamento de uma cadeia carbdnica. Na
ampliagdo do espectro de gHSQC (FIGURA 31), é possivel notar que este sinal

apresenta acoplamento com o carbono em 6 132,3 ppm.

Na sequencia de atribuicbes, o multipleto em & 2,34 — 2,44 ppm
apresenta acoplamento com o multipleto em 6 2,10 — 2,20 ppm e com o multipleto
em 6 2,16 — 2,24 ppm (integral para 2 hidrogenios), de acordo com a ampliag&o
do espectro de COSY 45° apresentado na FIGURA 32. O hidrogénio referente a
este sinal esta acoplado ao carbono em 6 31,0 ppm (FIGURA 33).
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FIGURA 27. Espectro de 'H NMR da fragdo ZEAFG47D (Zearalenona (14)), (CDCl3, 500 MHz).
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Ainda na FIGURA 33 é possivel observar que o carbono em 6 31,0
ppm, que estd diretamente ligado ao multipleto em & 2,34 — 2,44 ppm, também
esta diretamente ligado ao multipleto em 6 2,10 — 2,20 ppm. Isso somente pode
ocorrer em um sistema onde haja diferenciacdo do ambiente quimico entre dois
hidrogénios ligados a um mesmo atomo de carbono, como em um sistema vizinho
a um estereocentro ou pertencente a um macrociclo. Desta maneira, o
acoplamento entre o multipleto em ¢ 2,34 — 2,44 ppm e o multipleto em & 2,10 —

2,20 ppm seria geminal.

O multipleto em 6 2,10 — 2,20 ppm, apresenta acoplamento com o
duplo duplo dubleto em & 2,88 ppm, com os multipletos em & 2,61 — 2,67 ppm
(1H), 6 2,34 — 2,44 ppm (1H), 6 1,72 — 1,82 ppm (2H) e em & 1,45 — 1,55 ppm
(1H), além do ja mencionado acoplamento com o dd em & 5,67 ppm, no espectro
de COSY 45° (FIGURA 32) e com os carbonos em & 20,8 e 20,9 ppm no gHSQC
(FIGURA 33), evidenciando que existe um prolongamento do efeito discutido
acima, ou seja, uma diferenciagao entre 2 hidrogénios ligados ao mesmo carbono.
Isso as vezes € mascarado pela interposi¢do dos sinais dos hidrogénios nesta
regido. Tal comportamento reforga a idéia de que um macrociclo esteja presente

nesta molécula.

O multipleto em & 2,61 — 2,67 ppm (1H), exibe acoplamento com o
multipleto em 6 1,72 — 1,82 ppm (2H) e com o multipleto em & 2,10 — 2,20 ppm. O
multipleto em & 1,72 — 1,82 ppm (2H) acopla com o multipleto em & 2,10 — 2,20
ppm, com o multipleto em & 1,45 — 1,55 ppm (1H) e com o multipleto em 6 2,61 —
2,67 ppm (1H), mas ndo acopla com os hidrogénios em 6 2,34 — 2,44 ppm (1H).
Todos estes dados, embora possam parecer bastante confusos em um primeiro
momento, reforcam a hipétese de que ha uma cadeia carbbnica que forma o
macrociclo. Observando com cuidado as integrais dos sinais entre 6 1,45 e 3,00
ppm no espectro de hidrogénio apresentado na FIGURA 27, pode-se notar que
esta cadeia carbdnica deve ter 12 atomos de hidrogénio com baixo deslocamento
quimico. Assim, ao se analisar o espectro de gHMBC do sinal mais desblindado
dentro desta regido do espectro, o duplo duplo dubleto em & 2,88 ppm (J = 14,6,

12,1, 2,5) (FIGURA 34, FIGURA 35 e FIGURA 36 ), pode-se perceber que ele
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acopla com os carbonos em & 20,9, 31,0 e 212,7 ppm. Este ultimo carbono é
referente a um carbono carbonilico de cetona, devido ao seu alto deslocamento
quimico. Isso sugere que no meio da cadeia carbdnica do macrociclo em questao
existe uma carbonila. Outras evidéncias para isso podem ser extraidas do proprio
espectro de gHMBC, apresentado na FIGURA 36. Este carbono em 212,7 ppm
exibe acoplamento com os multipletos em 6 2,61 — 2,67 ppm (1H), em d 2,16 —
2,27 (1H), em & 2,10 — 2,20 ppm (2H), em 8 1,72 — 1,82 ppm (2H) e & 1,46 — 1,56
ppm (1H).
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FIGURA 34. Espectro de gHMBC da fragao ZEAFG47D (zearalenona (14)), (CDCI3, 500 MHz, 125
MHz).
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O inicio da cadeia estrutural deste macrociclo, como ja mencionado,
ocorre com um sistema olefinico. O témino dele deve ocorrer com o sextupleto em
6 4,99 ppm (1H), que acopla no COSY com o multipleto em & 1,72 — 1,82 ppm
(2H) (ver FIGURA 29). Este sinal também acopla com um dubleto em & 1,36 ppm
(3H), sugerindo a presenga de uma metila nesta posigao. No espectro de gHSQC
(FIGURA 31), pode-se observar a correlacédo deste hidrogénio com um carbono

carbindlico em 6 73,8 ppm.

Continuando a atribuicdo dos sinais do espectro de 'H NMR da
molécula em questdo (FIGURA 27), pode-se ainda observar a presenga de um
anel aromatico tetrasubstituido, com hidrogénios na posicdo meta entre eles,
evidenciado pela presenca de dois dubletos com J = 2,4 Hz, um em & 6,44 ppm
(1H) e outro em & 6,39 ppm (1H). O primeiro exibe acoplamento no espectro de
gHSQC com o carbono em 6 108,7 ppm e o segundo com o carbono em 5 102,5
ppm (FIGURA 31). Ambos apresentam acoplamento no espectro de gHMBC com
o carbono em 3 171,4 ppm, que devido ao seu deslocamento quimico pode ser
atribuido a carboxila de grupos acidos ou lacténicos. Além disso, o sinal em &
6,44 ppm também acopla com um dos hidrogénios olefinicos mencionados no

inicio desta discussao, em 6 133,4 ppm.

Desta maneira, pode-se concluir que o macrociclo possui uma
carbonila em sua cadeia, sendo conectada ao anel aromatico por um grupo
lactonico de um lado e de outro por uma oleifina. Observando-se o espectro de
3C NMR, mostrado na FIGURA 37, é possivel concluir que esta substancia deve
conter 18 carbonos, dos quais 14 se encontram na por¢ao do macrolideo,

incluindo uma metila.
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FIGURA 37. Espectro de "°C NMR da fragdo ZEAFG47D (zearalenona (14)), (CDCls, 125 MHz).

Assim, com base em todas estas informacdes discutidas acima e
que podem ser encontradas na TABELA 10, conclui-se que o composto em
questdo era a toxina zearalenona (14) (FIGURA 38). Nesta mesma tabela, pode-
se notar que as informagdes sdo concordantes com os dados da literatura. Esta
estrutura também foi confirmada por espectrometria de massas, dando um valor
de m/z 317 ([M-H]") nas andlises por ESI-MS no modo negativo (ver item 3.3.3

para os espectros de massas).
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TABELA 10. Dados espectroscopicos para a substancia zearalenona (14).
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. Referénci
Valores obtidos (CDCls) (nglrslr‘y?,'&
COSY HMBC
8 (J, Hz) 8¢ ) %H_lsc) Si(J,Hz) &
1 1035 103.9
2 165.3 165.5
12,451, 644, d
3 6.44,d (2.4), 1H 1025 5 - oo 1y 1080
4 161.1 160.0
1,2,3,4,1, 640, d
5 6.39,d (24), 1H 1087 3 > ooty 1090
6 143.9 1441
v 700 dd1(|1_|5'3’1'7)’ 133.4 2, 3a 1.2 ‘2‘: 56, 701, m1H 1352
, 5.67, ddd (15.3, o e o 1,5,1.3 4,
2 054y 1y 1323 1.3a,3b,43,5a A 5.88,m 1H 1325
Fa  1.72-1.82, m, 2H 2’ 3b, 4'a, &b, 5a O '7? 4
31.0 2.10,m 2H  31.1
, 2 3a,3b,4a, &b, 1,245, ,m,
b 1.58-1.68, m, 2H Sa 5 5 7
#a  1.72-1.82,m, 2H 2,34, 35‘?54 b,5a, 3 5 &7
223 00 o 181, m2H 224
&b 1.58-1.68, m, 2H Shyasa 3 ge7
5a  2.10-2.20, m, 3H 2,3a 3b, 4b 5a,  4,5,6.7,
5b, 7’a, 7’b, 8a 8
434 20 ra,7b8 g, 290, m,2H  43.0
50 260267 mAH 3a, 3b,4b,5a, 4,567,
60-2.67, m, 7a 7'b, 8'a, 8'b g
& 213.1 211.8
7a  2.20-2.26,m, 1H 3b, ‘;% ‘é,% Sa, 4.5 ’9? 8
o assdsdpas, BT D0 4ggy 260m2H 368
12.1, 2.5), 1H , 5, 8a, S
, 7'a, 7'b, &b, 9a, o
ga  210220,m3H . o i 5.617.9 o0 ton 214
8b  145-1.55 m, 1H 7a 8a, 93, 9b 5,6, 7,9
9a  2.34-2.44 m. 1H 5b 7'a.8a.9b 6,78, 10
ob  210220,m3H * @b oagp e &7 510 23Lmai 348
10 499,5(60),1H  73.0 11, 9b 7819 so1,maH 745
11" 137,d(6,0),3H  20.8 10 9,10 1'36'2‘:1(6'1) 21.1
12 171.4 171.4
2-OH 12.10,'s, 1H

E interessante observar que o sinal em & 213,1 ppm, atribuido a
carbonila na posi¢ao 6’, acopla com os hidrogénios 5’b, 7’b, 5'a, 4’b, 7’a, 3’b, 4’a,
como esperado a uma distancia de duas e trés ligagdes, confirmando a atribuigdo

realizada no espectro de COSY. Pode-se também observar os acoplamentos
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caracteristicos da metila em 21 ppm com os hidrogénios 9'a, 9'b, 8'a, 9’b, com 7’'b

em W.

C1gH2205
(14) 34837

FIGURA 38. Estrutura quimica da zearalenona (fragdo ZEAFG47D).

O que mais surpreendeu ao final destes experimentos foi a grande
quantidade de zearalenona (14) produzida por Fusarium graminearum e pelo F.
moniliforme isolado como patdégeno. Esta substancia tornou-se entdo frequente
em todos os estudos de isolamento com estes fungos realizados no grupo. Isso
atraiu muito a atengdo do grupo de pesquisas e aprtir disso foram elaboradas
hipéteses tentando correlacionar a produgdo desta substancia com a origem
fungica. Desta forma, foram estabelecidos critérios analiticos e ensaios bioldgicos

na tentativa de checar se tal substancia teria um papel na relagéo planta-fungo.

Em uma fragdo proxima da qual foi isolada a zearalenona (14) de
Fusarium graminearum, foi obtida outra substancia cujos dados espectroscopicos
indicaram que poderia se tratar de outra substancia da classe das zearalenonas.
O espectro de 'H NMR desta substancia, como pode ser visto na FIGURA 39,
apresenta como uma das principais diferencas a presenga de outro hidrogénio
bastante desblindado, um singleto com integral para 1 hidrogénio em & 9.07 ppm,
atribuido possivelmente a outro grupo hidroxil da molécula que n&o havia sido

detectado no experimento com a zearalenona (14), ja que o solvente em que
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estes dados foram registrados foi CD3CN. Os experimentos foram feitos neste

solvente devido a baixa solubilidade da molécula em CDCls.

Outra grande diferenga que pode ser observada é a presenga de um
multipleto de 6 3,70-3,81 ppm, integrando para um hidrogénio, e também a
presenca de um dubleto em 6 3,41 ppm (J = 5,0 Hz), integrando também para um
hidrogénio. Isso é muito consistente com a presenca de uma hidroxila na cadeia
macrociclica, onde o multipleto seria o sinal do hidrogénio ligado ao carbono
carbonilico e o dubleto seria o préprio hidrogénio do grupo hidroxil acoplando com
o anteriormente mencionado. O espectro de *C NMR desta substancia reforga
esta proposta (FIGURA 39).
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FIGURA 39. Espectro de 'H NMR da fracdo ZEAFG54A (zearalenol (17)), (CD3CN, 500 MHz).

O principal ponto é a auséncia do carbono em 6 211,8 ppm, que na molécula de
zearalenona (14) era o sinal do carbono da carbonila da cadeia lateral. Assim, até

aqui temos fortes evidéncias de que houve uma reducido desta cetona para um
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alcool. Os dados bidimensionais também suportam esta proposta. Os espectros
de COSY, apresentados na FIGURA 41 e FIGURA 42, evidenciam o acoplamento
entre o multipleto em & 3,70-3,81 ppm com sinais entre 6 1,2 e 1,5 ppm,
caracteristicos de cadeia carbdnica saturada. No gHSQC, este sinal acopla com
um carbono em & 68,5 ppm (FIGURA 43) e no gHMBC, foram observadas apenas
algumas poucas correlagbes, todas elas com carbonos também de cadeia
carbbnica saturada (FIGURA 44 e FIGURA 45).
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FIGURA 40. Espectro de "°C NMR da fragdo ZEAFG54A (zearalenol (17)), (CDsCN, 125 MHz).

Desta maneira, foi proposto que o composto em questao se tratava
do zearalenol (17) (FIGURA 46). Os dados obtidos sdo concordantes com os da
literatura, como pode ser observado na TABELA 11. Entretanto, ndo foi possivel a
distincdo entre os isbmeros a e B desta substancia, pois a diferenga entre as
constantes de acoplamento do multipleto em 6 3,70-3,81 ppm com o0s sinais dos

hidrogénios vizinhos deve ser muito baixa para ambos os isémeros.
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FIGURA 45. Ampliagéo da FIGURA 44.

Entretanto, ao contrario da zearalenona (14), esta substancia foi
isolada em tragos, nao apresentando um alto rendimento como a de seu analogo.
Outro detalhe importante € que ela somente foi isolada das cepas de Fusarium
graminearum, néo tendo sido observado sua producdo em cepas de Fusarium
moniliforme, mesmo aquele isolado como patégeno. Para a realizagdo dos
ensaios biolégicos (ver parte 2), foi necessario a aquisicdo de 1mg da substancia
B-zearalenol (17), pois o pouco que foi isolado desta substancia foi utilizado em

experimentos envolvendo estudos de fragmentagéo.
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TABELA 11. Dados espectroscopicos obtidos para o zearalenol (17).
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Valores obtidos (CDCl5)

Referéncia
(CDC|3)173, 174

COSY HMBC
8u (J, Hz) 8¢ Ve %H_lsc) Si(J,Hz) &
1 106.1 103.8
2 164.5 165.0
1,2,4,5,1.  654.d
3 6.54,d (2.4), 1H 1025 5 e coyqy 1026
4 162.7 160.8
12,34, 1. 6344
5 6.29,d (2.4), 1H 1082 3 > ooty 1088
6 143.2 144.6
I 687,d(15.2),1H 133.2 2. 3a 1.2, g: 56 600.m 1H 1336
, 5.99, ddd (15.3, o e e e 1,5,1,3 4,
2 Ses 61y 1ty 1323 1.3a,3b43 54 A 598, m 1H 1317
3 188181, m,2H 302 2, 3b 4a 4b 5a O '7? 4 205 m.2H 303
4 160-170,m,2H 200 °& 3'b5’,§'a’ 53, 35 &7 190,m2H 215
5a  2.20-2.36, m, 1H 2,33, 3b, 4b, 5a,  4.5.,6.7,
5b, 7’a, 7’b, 8’a 8
373 2ob.7a7b8 . 8 248 m2H 353
b 2.80.3.00.m 1H 3a. 3b 4b, 5a, 4.5.6.7,
.80-3.00, m, 7a 7b. 8, 8b 8
6 370-3.80,m, 1H 683 S0 ‘;,at‘; ‘;,% 5a, 376, m 1H 669
7a 2.20-2.36, m, 1H 3b, ‘;% ‘:3,% Sa, 4.5 ’9,6’ 8,
325 : o5y g 285,m2H 338
7b  2.80-3.00, m, 1H 5a, 5b. 8'a, 8'b RPN
8 139150, m 2H 233 &7 bé,s b.9a, 5 &7 9 162,m2H 187
9a  1.88-1.98, m, 1H 5b, 7a, 8a,9b 6,78, 10
9b 171182 m1H ' gpgaop 10 &7 '1?,’ 10, 2.30,m,2H 308
T dq1ﬁ'2’ 28). 743 11°, 9b 6, 7"1’13’,’ 0 510m1H 726
11" 135,d(6.2),3H 189 10 9,10 1'46’3?4(6'1) 19.0
12 172.0 170.3
2-OH 11.00, s, 1H
4-OH 9.07.'s, 1H
6-OH 341 d 1H
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C1gH2405

320.39
FIGURA 46. Estrutura quimica do zearalenol (17) (fracado ZEAFG54A).

(17)

Ao se trabalhar com os extratos de maior polaridade, também foi
isolada outra fracdo cujo espectro de 'H NMR também se mostrou muito
interessante, como o apresentado na FIGURA 47. Neste espectro é possivel
evidenciar a presenga de um duplo quadrupleto em & 6,55 ppm (J = 5,9, 1,5, 1H),
provavelmente referente a um hidrogénio oleifinico. Este hidrogénio apresenta, no
espectro de COSY (FIGURA 48 e FIGURA 49) acoplamentos com o dubleto em &
4,91 ppm (J = 5,9, 1H), referente a um hidrogénio carbindlico, e com o dubleto em

81,71 ppm (J = 1,5, 3H), referente a uma metila ligada a carbono sp?.

No espectro de gHSQC (FIGURA 50) é possivel observar que este
hidrogénio exibe um acoplamento com o carbono em 6 138,0 ppm. Este valor é
maior do que o esperado para um simples carbono oleifinico e, portanto, ele deve
fazer parte de algum sistema conjugado retirador de elétrons, como uma carbonila
a,B-insaturada, por exemplo. Ja no espectro de gHMBC (FIGURA 51) pode-se ver
que o sinal em & 6,55 ppm exibe acoplamento com um carbono metilico em 5 15,0
ppm, com um carbono em & 51,7 ppm, com outro em & 69,4 ppm € com um
carbono em & 200,0 ppm. Este ultimo é bastante caracteristico exatamente de
uma carbonila ao,B-insaturada, reforgando a sugestdo apresentada acima. O
dubleto em & 4,91 ppm (J = 5,9, 1H) acopla com J' com o carbono em & 69,4 ppm,
indicando que este deva ser um hidrogénio carbindlico (ver FIGURA 50). Outros

varios hidrogénios carbindlicos também estdo presentes nesta molécula, como
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pode ser evidenciado pelo alto numero de sinais na regido entre 6 3,3 e 5,5 ppm

do espectro de hidrogénio apresentado na FIGURA 47.
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FIGURA 47. Espectro de '"H NMR da fragdo TRICFG5E (deoxinivalenol (42)), (DMSO-d6, 500

MHz).
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FIGURA 48. Espectro de COSY 45° obtido para a fragdo TRICFG5E (deoxinivalenol (42)), (DMSO-
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FIGURA 50. Espectro de gHSQC obtido para a fragdo TRICFGSE (deoxinivalenol (42)), (DMSO-
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Entretanto, ao se analisar o espectro de gHSQC (FIGURA 50)
podemos observar que os dubletos em 6 5,10 ppm (J = 1,5, 1H), 5 4,82 ppm (J =
1,5, 1H) e ), 6 4,62 ppm (J = 1,0, 1H) ndo acoplam com nenhum carbono a uma
ligacdo. Este é um forte indicio de que estes hidrogénios estdo diretamente
ligados a um heteroatomo, provavelmente a um oxigénio, constituindo, portanto, 3
grupos hidroxila na molécula em questdo. Este efeito usualmente ndo é
observado quando os experimentos sao realizados em solventes proticos
deuterados como CD3;OD, pois os hidrogénios de hidroxilas s&o trocados por
atomos de deutério assim que a amostra € solubilizada e ndo sao detectados por
"H NMR.

Os sinais referentes a estes hidrogénios de hidroxilas acoplam com
outros hidrogénios carbindlicos, como pode ser observado no espectro de COSY
(FIGURA 41, FIGURA 48 e FIGURA 49): o dubletos em 4 5,10 ppm (J = 1,5, 1H)
acopla com o multipleto em 6 4,13-4,25 ppm (1H). O dubleto em & 4,82 ppm (J =
1,5, 1H) acopla com outro dubleto em em & 4,65 ppm (J = 1,5, 1H); e finalmente o
dubleto em 6 4,62 ppm (J = 1,0, 1H), acopla com os duplos dubletos em & 3,63
ppm (J = 11,0, 1,0, 1H) e em & 3,42 ppm (J = 11,0, 1,0, 1H). Embora a
interpretacao destes dados pareca dificil, os resultados indicam que a molécula
em questdo possui 3 grupos hidroxila, dois deles ligados a CH sp® e um deles a

um CH, também sp?®.

Outros dois hidrogénios carbindlicos que possuem deslocamentos
quimicos distintos dos valores usualmente encontrados sao os dubletos em 5 3,04
ppm (J =4,4, 1H) e em 5 2,92 ppm (J = 4,4, 1H), que acoplam entre si. O valor da
constante de acoplamento esta de acordo com o acoplamento geminal existente
em um CH; de um grupo epoxi. Esta proposta é reforgada pelo acoplamento
destes hidrogénios com um mesmo carbono em & 46,6 ppm, de acordo com o
espectro de gHSQC (FIGURA 50). Uma ampliagdo do espectro de gHMBC,
apresentado na FIGURA 52, evidencia o acoplamento destes dois hidrogénios
com os carbonos em 6 45,3 ppm, 6 80,2 ppm e o carbono quaternario carbindlico

em d 65,9 ppm.
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A conectividade entre todos os sinais discutidos até o momento pode
ser checada também no espectro de gHMBC (FIGURA 51 e FIGURA 52). O
dubleto em 6 4,91 ppm (J = 5,9, 1H), referente a um hidrogénio carbindlico com
alto deslocamento quimico (por exemplo ligado a um grupo OR), acopla com os
carbonos em & 60,0 e 6 80,2 ppm, carbindlicos, com os carbonos em 6 134,7 e
138,0 ppm, oleifinicos, e com a carbonila em 6 200,0 ppm. Ja o dubleto em & 3,35
ppm (J = 4,6, 1H) acopla com o carbono em & 43,6 ppm, CH, alifatico, com os
carbonos em & 51,7 e 65,9 ppm, quaternarios alifaticos, com o carbono em 6 67,7
ppm, carbindlico, e com o carbono em & 46,6 ppm, caracteristico de CH, de grupo
epoxi. A grande diferenca nos valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos
quaternarios alifaticos em & 51,7 e 65,9 ppm sugere que este ultimo esteja ligado

em um ciclo bastante contraido, como o grupo epoxi, citado acima.
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FIGURA 52. Ampliagéo da FIGURA 51.

Quando o espectro de >*C NMR (FIGURA 53) é analisado, pode-se

observar a presencga de 15 atomos de carbono, conforme ja havia sido verificado
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nos espectros de correlacdo 'H-">C 2D. Reunindo-se todas as informagées
discutidas acima, juntamente com a informagdo obtida por ESI-MS/MS, que
forneceu no modo negativo a molécula deprotonada em m/z 295, conclui-se que a
molécula em questdo era o deoxinivalenol (42) (FIGURA 55). A fragmentagao
caracteristica, uma perda de 30 Da referente a fragmentagcdo do grupo epoxi,
como pode ser visto na FIGURA 56, reforca essa proposta. Todos os dados
espectroscopicos obtidos para esta molécula estdo sintetizados na TABELA 12.
Semelhantemente ao zearalenol (17), este composto foi isolado em pouquissimas
quantidades (pouco mais de 1,5 mg). Entretanto, ele foi isolado de ambas as

cepas de fungos patégenos, ou seja, de F. graminearum e de F. moniliforme.
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FIGURA 53. Espectro de ">C NMR obtido para a fragdo TRICFG5E (deoxinivalenol (42)), (DMSO-
d6, 125 MHz).
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FIGURA 55. Estrutura quimica do deoxinivalenol (42) (fracdo TRICFG5E).
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FIGURA 56. Mecanismo proposto para a perda de 30 Da a partir do deoxinivalenol (42).

Embora tenham sido isoladas quantidades muito pequenas

desta substancia em comparacdo com a zearalenona (14), esta substancia

também foi utilizada em ensaios biolégicos frente a diversos modelos, como sera

discutido mais adiante. Entretanto, devido a pequena quantidade isolada, optou-

se por nao realizar uma curva de produgao desta substancia. Para os ensaios

biolégicos, foram adquiridos comercialemnte mais 1mg desta substancia vendida.
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TABELA 12. Dados espectroscopicos obtidos para o deoxinivalenol (42).

. Referéncia
Valores obtidos (DMSO-d6) (CDCly)""
cosy HMBC
8 (J, Hz) 8¢ ) %H_lsc) S:(d,Hz) &
3,4,6 12,
2 3.35,d(46), 1H 802 3 S 362,d(45) 80.6
4.53, dt
3 413423, m 1H 677 2 4a,4b, 3-OH 5 (10.7,45), 686
1H
2.45,dd (14.4, 4.5), 221, d,
4a { 43.6 3, 4b 3,612,183 Ay 430
2.07, dd,
4b 1.77,dd (144, 436 3, 4a, 14 2,3,5,6,14 (10.7,45) 43.0
11.2), 1H "
5 45.3 46.0
6 51.7 52.1
56,811,  483,d,
7 465,d(15),1H  74.4 7-OH s aoyt 702
8 200.0 202.3
9 134.7 135.7
6.61, dg
10 895da(.9.15), 445 11,16 6,7,8,16  (59,15) 1384
1H i
2,8,9,10, 4.80, d
11 491,d(59),1H  69.4 3,10, 16 I Goytn T4
12 65.9 65.7
3.15, d,
13a  3.04,d(44),1H 466 2, 4a, 4b, 13b 2,5, 12 asn 472
13b  292,d(44),1H 466 2 4a, 4b, 131 2,5, 12 é‘%’fh 47.2
14 1.01, s, 3H 14.3 4a, 4b, 13b 2,456  113,s,3H 139
3.63, dd (11.0, 1.0), 3.89, d,
15a a1 60.0 15b, 15-OH 56,711 (jipy gy 614
3.42, dd (11.0, 1.0), 56,711,  3.73,d,
15b a 60.0 15a, 15-OH - G 614
16 1.71,d (11.0),1H  15.0 10, 11 8,9, 10 (1'2?’1‘” 14.9
3.0H  5.10,d(1.5), 1H 3
70H 482 d(1.5) 1H 7 3,82, s
15.0H  4.62.d (1.0), 1H 15

Outra fracdo interessante deste extrato apresentou espectro de 'H
NMR muito parecido com o do deoxinivalenol (42), como pode ser observado na
FIGURA 57. A principal difirenca deste espectro para o do deoxinivalenol (42),
além da pequena diferengca no deslocamento quimico de alguns sinais, € a
presenca de mais dois sinais na regido de hidrogénios carbindlicos, ambos os
dois singletos largos, um em & 3,80 ppm (1H) e outro sinal em 6 3,14 ppm (1H). O

espectro de ®C NMR apresenta o mesmo numero de carbonos, ou seja, 15

97



Parte 1: Aspectos Analiticos

sinais, como podemos ver na FIGURA 58. Ambos os sinais mencionados acima
acoplam entre si no espectro de COSY (FIGURA 59 e FIGURA 60), sugerindo
portanto que pode haver outro grupo hidroxil na molécula em questdo. A
correlagdo apresentada no espectro de gHSQC entre o sinal em 5 3,80 ppm e 0
carbono em 83,2 ppm corrobora com esta proposta (FIGURA 61). Assim, com
indicios de que existe outro grupo hidroxil nesta molécula em comparagao com o
deoxinivalenol (42), o proximo passo foi tentar localizar este grupo na molécula
em questdo. Isso foi confirmado pelo acoplamento, exibido no espectro de
gHMBC (FIGURA 62) entre o hidrogénio em & 3,80 ppm e o carbono em & 69.2

ppm, referente a outro carbono carbonilico.
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FIGURA 57. Espectro de 'H NMR da fragdo TRICFGEC (nivalenol (41)), (DMSO-d6, 500 MHz).
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FIGURA 58. Espectro de '°C NMR da fracdo TRICFG6C (nivalenol (41)), (DMSO-d6, 125 MHz).
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FIGURA 59. Espectro de COSY da fragao TRICFG6C (nivalenol (41)), (DMSO-d6, 500 MHz).
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FIGURA 61. Espectro de gHSQC da fragdo TRICFG6C (nivalenol (41)), (DMSO-d6, 500 MHz, 125

MHz).
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FIGURA 62. Espectro de gHMBC da fragdo TRICFGGC (nivalenol (41)), (DMSO-d6, 500 MHz, 125
MHz).

Assim, com base nestes dados, foi proposta a estrutura do composto
nivalenol (41) (FIGURA 63) como sendo a substancia referente a esta fragdo. Os
dados obtidos por ESI-MS/MS no modo negativo de analise também confirmou
esta proposta, uma vez que foi obtido m/z 311 para a molécula deprotonada ([M-
H]) e a fragmentagdo é idéntica a apresentada para o deoxinivalenol (42), ou
seja, uma perda de 30Da (ver espectro para o nivalenol (41) na FIGURA 64). Os

principais dados espectroscopicos obtidos estdo apresentados na TABELA 13.
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FIGURA 63. Estrutura quimica do nivalenol (41).
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FIGURA 64. Espectro de ESI-MS/MS do nivalenol (41) (15 eV).
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TABELA 13. Dados espectroscopicos obtidos para o nivalenol (41).

Valores obtidos (DMSO-d6)

84 (J, Hz) 8¢ (?S_ ?J) %'ﬂ?cc)
2 3.35,d (4.6), 1H 79.6 3 3.4.6 12 13
3 3.94, dd (4.6, 3.5) 1H 65.0 2, 4, 3-OH 5
4 3.89, t(3.5), TH 79.1 3,4 3,6,12,13
5 48.6
6 52.9
7 4.66, sl, 1H 73.6 7-OH 56,8, 11,15
8 199.9
9 134.8
10 6.55, dq (5.9, 1.5), 1H 138.0 11,16 6,7, 8, 16
11 455, d (5.9), 1H 69.0 3,10, 16 2.8,9,10, 15
12 79.00
13a 2.90, d (4.3), 1H 446 2. 4,13b 2,5 12
13b 276, d (4.3), 1H 446 2 4. 131 2.5 12
14 0.87, s, 3H 7.94 4a, 13b 24,56
15a 3.61,d (11.0), 1H 59.9 15b, 15-OH, 11 5 6.7 11, 12
15b 3.49, d (11.0), 1H 59.9 15a, 15-OH. 11 5 6.7 11,12
16 1.73, s, 3H 15.0 10, 11 8,9, 10
3-OH 5.36, sl, 1H 3
4-OH 3.14. s, 1H
7-OH 4.77. s, 1H 7
15-OH 4.85. s, 1H 15
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Esta substancia também foi isolada de ambos os fungos patogénios,
F. moniliforme e F. graminearum. Entretanto, foi isolado aproximadamente 0,9 mg

do primeiro e 1,7 mg do segundo.

Em linhas gerais, ndo foram obtidas nenhuma das toxinas classicas
esperadas com o estudo do fungo F. moniliforme isolado como endofitico de Melia
azedarach. Entretanto, ambos os fungos F. moniliforme e F. graminearum,
isolados como patdégenos, se mostraram produtores de toxinas das classes das
zearalenonas e dos tricotecenos. A unica excecao foi a auséncia da produgao de
zearalenol (17) por parte de F. monilforme. Quando comparamos
qualitativamente a produgdo destas substancias, € absolutamente nitido que
ambos os fungos produziram muito mais zearalenona (14) do qualquer outra

substancia.

Por este motivo, foram estabelecidas algumas bases para o
desenvolvimento de um método analitico visando sua aplicagcdo no
monitoramento de uma curva de produgédo de zearalenona (14). Esta etapa foi
iniciada com um estudo aprofundado do perfil de fragmentagdo da zearalenona
(14), do zearalenol (17) e da 4-metoxizearalenone (20), um derivado sintético
disponivel em no laboratario GEBioMMi. E interessante notar que, de acordo com
os meétodos empregados, nao foi isolada de nenhum dos fungos estudados,
nenhuma substancia pertencente a classe das fumonisinas. Para checar se
realmente ndo havia a produgdo destas substancias por parte dos fungos de
interesse, foram desenvolvidas alternativas analiticas para checar a presencga
desta substancia nos extratos de interesse de maneira rapida e direta. Estas

alternativas estao melhor discutidas na proxima sessao.

Com respeito aos fungos do género Alternaria, grandes quantidades
de alternariol (76) e alternariol monometil éter (77) foram isolados de ambas as
cepas estudadas, ou seja, a cepa de A. alternata isolada como patdégeno de
tangerinas e outra cepa, também de A. alternata, isolada como patdégeno de trigo
(tem 3.2.2.1.1.). Como estas substancias foram novamente estudadas nos

experimentos envolvendo HPLC-UV-SPE-NMR (item 3.3.6.), a determinacéao
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estrutural destas duas substancias e de seus analogos sera descrita em detalhes

nesta sessao.

3.3.2. Deteccéo de fumonisinas em extratos de interesse

Como nenhuma das fumonisinas classicas foi isolada no trabalho
descrito anteriormente, foi utilizado um padrdo comercial da fumonisina B4 (57)
(98%, 1mg Sigma, USA) a fim de se realizar estudos de fragmentacdo e de se
determinar algumas condigbes de analise via HPLC-MS/MS. Os espectros de
massas full scan e de ions produtos desta substancia estdo apresentados na
FIGURA 65, abaixo:

A) [M-H]
100- 720.7
R
742.7
0 : . . L i - : : - : : : J‘
B) [M-563-H]
100- 157.3
[M-H]
L [M-156-H] 720.8
562.7 l
0 i - - - - - - l - " pior , m/z
100 200 300 400 500 600 700 800

FIGURA 65. Espectros de massas obtidos para a fumonisina B4 (57) por ESI no modo negativo de
analises: A) Espectro full scan; B) ions produto de m/z 721 (CID-MS/MS, 25 eV).

Podemos perceber claramente que m/z 721 se fragmenta gerando
apenas dois ions produtos: m/z 563 e m/z 157. Através da interpretagao destes
resultados evidencia-se que as fragmentagdes principais envolvem a clivagem na

ligacdo o entre o carbono carbonilico e o oxigénio heteroatomo do éster TCA, ora
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com a molécula ionizada neste grupo (m/z 157), ora com a carga negativa no
esqueleto da cadeia carbbnica (m/z 562, FIGURA 66).

o o- o, HO, o
A o o=
OH °
CH, © o
N H NH, OH CH, 0 H NH,
HiC
CH, H,C
CH; OH CH,3

0, OH ©OH CH; OH

(-158Da) OH OH OH
OH H o L m/z 720 m/z 562
OH HO o

HO, o} CH; O o H NH;

CH; © (o} H NH, CH; OH

HsC 0,
N CHy e
CH; OH [¢]
[o) OH OH -0
(-563Da) 07 ~on

o- o Y.  mzi2 m/z 157

FIGURA 66. Proposta de fragmentagéo para a fumonisina B4 (57).

Como podemos observar nos espectros mostrados aqui, a principal
fragmentacao da fumonisina B¢ (57) envolve a perda do grupo TCA na forma de
ceteno (158 Da). Assim, pode-se assumir que todas as fumonisinas que possuem
este grupo ndo modificado devem apresentar esta fragmentagdo. Portanto, um
bom caminho para analisarmos uma determinada fragdo com respeito a presenca
destas substancias € a realizagdo de experimentos de perda neutra de 158 Da.
Desta maneira, todas as fumonisinas que possuirem este grupo podem ser
detectadas. Experimentos de ions precursores de m/z 157 podem ser utilizados
em conjunto com esta perda neutra para confirmar a presenga destas
substancias. Além disso, para detectar as fumonisinas que n&o possuem o grupo
TCA (as esfinganinas), podemos nos valer da realizagcdo de experimentos

envolvendo a perda neutra de 563 Da.

Assim, visando detectar diferentes fumonisinas nos extratos de

interesse, foi empregada a técnica de perda neutra monitorando as perdas de 158
e 563 Da. Os extratos de F. moliforme isolado como endofitico, F. moniliforme e
F. graminearum isolados como patégeno e cepas de A. alternata isolados como
patdgenos. Os resultados obtidos estdo apresentados na FIGURA 67. Como pode
ser observado, a solugdo padrdao de FB4 apresentou dois picos com uma
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diferenca de 14,5 minutos entre pos picos detectados. Entretanto, os espectros de
massas de ambos o0s picos sdo idénticos entre si (iguais também aos
apresentados na FIGURA 65), o que sugere que o padrdo comercial possui um

isdmero praticamente na proporcao de 1:1.

Embora este resultado tenha sido inesperado, ele nao inviabilizou o
restante do estudo, ou seja, embora o padrao de fumonisina B4 (57) n&o estivesse
completamente puro, seria possivel a analise dos extratos obtidos nestas
condigdes. Entretanto, assim como o branco, todos os extratos obtidos n&o
apresentaram a presencga de qualquer derivado da fumonisina B4 (57), de acordo

com a metodologia de analise empregada.
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100 — —
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FIGURA 67. Cromatogramas por HPLC-MS/MS (perda neutra) obtidos para: A) solugdo de 10
ug/mL de fumonisina B4, perda neutra de 158 Da; B) Branco, perda neutra de 158 Da; C) solugéo
de 10 ug/mL de fumonisina B4 (57), perda neutra de 563 Da; B) Branco, perda neutra de 563 Da.

Também nao foi observado nenhum nos cromatogramas obtidos
para os demais fungos, evidenciando que nenhum deste produziu fumonisinas
sob as condi¢gbes empregadas neste estudo. De maneira idéntica, experimentos
de ions precursores de m/z 157 também indicaram a auséncia desta substancia
nos extratos estudados. Embora este resultado tenha sido de certa maneira
frustante em um primeiro momento, ele foi fundamental para o estabelecimento

da continuidade do estudo quimico das fumonisinas. Ou seja, as cepas de
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Fusarium e Alternaria utilizadas nao se mostraram produtores deste tipo de

composto.

Assim, optamos por iniciar os estudos dos mecanismos de
fragmentacdo das zearalenonas ao invés de investir esforgos e recursos na
tentativa de se conseguir condicbes 6timas para a produgao de fumonisinas. Os
resultados obtidos no estudo destes mecanismos de fragmentagdo por CID-
MS/MS estao apresentados na sequéncia.

3.3.3. Estudos dos mecanismos de fragmentacao

Apos o isolamento das substancias mencionadas no item 3.3.1.,
iniciamos um estudo envolvendo a compreengdo dos mecanimos de
fragmentacao das zearalenonas. O perfil de fragmentagao destas substancias ja
foi estudado sob condi¢des de ionizacdo a alto vacuo, utilizando-se técnicas como
a Fast Atom Bombardment (FAB)'”® e a lonizac&o por Elétrons (EI)'’®. Entretanto,
pouco € conhecido sobre o perfil de fragmentacédo desta classe de substancias
por técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica, como Eletrospray (ES) ou
Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI). O conhecimento deste perfil de
fragmentacdo é de fundamental importancia, ndo somente para a confirmagao
dos mecanismos envolvidos nos processos de CID-MS/MS (Collision-Induced
Dissociation), mas também para aplicagcbes mais diretas, como elucidacoes

estruturais e controle de qualidade de amostras de interesse'’’.

As estratégias para a elucidacdo destes mecanismos devem
envolver, necessariamente, evidéncias experimentais solidas, que em geral séo
obtidas realizando-se marcagdes isotdpicas nas moléculas de interesse. Isso
possibilita a comparagao dos perfis de fragmentagao entre o analito e seu analogo
marcado isotopicamente. Esta estratégia foi utilizada previamente pelo nosso
grupo em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Emanuel Carrilho, do Instituto de

Quimica de S3o Carlos, USP, na analise de sideroforos hidroxamicos'’8.
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Outra estratégia geralmente adotada na elucidacdo de mecanismos
de fragmentagcdo por CID-MS/MS é o uso de calculos computacionais que
suportam as propostas previamente elaboradas. Através destes calculos, é
possivel obter, por exemplo, valores que indicam a estabilidade do fragmento
proposto e a energia associada ao estado de transicdo que leva a um fragmento
especifico. Softwares como o Gaussian™, MOPAC™, e Hyperchem™ sao

geralmente utilizados para a realizagéo de tais calculos'’’.

Neste presente trabalho, iniciamos a estratégia para a determinagéo
dos mecanismos de fragmentagao de zearalenonas por CID-MS/MS baseando-se
em reagdes quimicas simples que fornecessem analogos deuterados destas
substancias. A incorporagcdo de deutério nos analitos de interesse, visando a
realizacdo de estudos de fragmentacdo em espectrometria de massas, tem sido
amplamente utilizada'"""'®?. Entretanto, os protocolos desenvolvidos, ao contrario
dos reportados na literatura, ndo envolvem apenas a dissolugdo do analito em
solvente deuterado apropriado, o qual permite somente a troca dos hidrogénios
mais acidos — como os de grupos hidroxila — por atomos de deutério em sua
forma catiénica (D). Além disso, estes protocolos incluem a adi¢éo de algum tipo
de base que possa realizar a abstragao de outros hidrogénios com menor acidez,

como os a-carbonilicos, por exemplo.

Desta maneira, foram desenvolvidos 3 diferentes protocolos visando
a deuteracdo de posicbes estratégicas nas moléculas zearalenona (14), 4-
metoxizearalenone (20) e B-zearalenol (17), como descrito no item 3.2.2.3.
(FIGURA 25). Os protocolos A e B envolvem o uso de bases relativamente
volumosas, com baixo poder nucleofilico. O terceiro, protocolo C, foi adaptado de
Miles et. al. (1996)'®, com condigdes de hidrolise mais “facilitadas”. Além disso,
houve a preocupagao com a tentativa de se deuterar também as posicdes 3 e 5,

através de substituicdes eletrofilicas aromaticas.

Os dados ja mencionados na literatura'? 84

e experimentos prévios
(dados nado mostrados aqui) nos indicaram que o uso de agentes deuterantes
como CD3;0D e D,0O, utillizados em excesso estequiométrico no meio reacional,

proporcionaram a troca dos hidrogénios mais acidos logo apos a dissolugéo do
108



Parte 1: Aspectos Analiticos

analito. Assim, os protocolos foram desenvovidos levando-se em consideragéo 2
outros fatores importantes: a base a ser empregada e a cinética de troca de

atomos de hidrogénio por deutério.

Ao se observar o esqueleto quimico de um composto da classe das
zearalenonas (FIGURA 68), é possivel identificar a presengca de um anel
macrolactonico. Portanto, as bases utilizadas deveriam necessariamente
apresentar pouco carater nucleofilico, caso contrario este anel seria aberto e
consequentemente o perfil de fragmentacéo por CID-MS/MS seria completamente
modificado. Assim, bases volumosas como trietilamina foram preferidas em
relacdo a bases mais nucleofilicas, como hidroxidos em geral. Além desta, piridina

e carbonato de sddio também foram utilizados.

R20

FIGURA 68. Nucleo basico das zearalenonas. Quando as posi¢des R sao hidrogénios, a molécula
€ a zearalenona (14), que origina o nome a classe quimica.

5 1 5'

Quanto a cinética de troca de atomos de hidrogénio por deutério,
dados da literatura indicam que a relacao ky.p / kp.y compreende um valor entre 5
e 10 para sistemas ligados a atomos de carbono'® ' Ou seja, a troca de
hidrogénio por deutério € de 5 a 10 vezes mais rapida do que o contrario. Isso
ocorre porque a ligagcdo C—H possui uma determinada energia vibracional no seu
estado fundamental. Esta energia € chamada “energia no ponto zero” e esta
relacionada com a massa dos atomos que compdem esta ligagdo. Como a massa
do deutério € o dobro do valor da massa do hidrogénio, a energia vibracional
associada a ligacdo C—D contribui menos para a energia do ponto zero do que a
energia de C—H. O raio da ligagdo quimica entre C—D também & menor do que
a de C—H. Assim sendo, a substituicdo de prétons por deutérios, em geral,

diminui a energia no ponto zero para uma dada molécula (FIGURA 69). A
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compreensao deste mecanismo € de fundamental importdncia para o
desenvolvimento do set up experimental para analises por CID-MS/MS. Como a
infusdo do analito foi feita via HPLC, o uso de fase movel contendo solventes
préticos poderia induzir a reagao de volta, ou seja, a substituicdo de atomos de
deutério ja incorporados na molécula por prétons. Embora a cinética seja
desfavoravel para tal efeito, prefiriu-se utilizar acetonitrila como fase mével. A
ionizagao certamente foi prejudicada, mas desta forma garantimos que realmente

ndo houve a troca de deutério por hidrogénio.

AG

>
Raio da ligagéo

FIGURA 69. Representagédo esquematica da energia no ponto zero de uma ligagdo X—Y para dois
isétopos de X: "X representa o isétopo mais leve e "X o mais persado. Adaptado de Carey 1990'%
e Giinter 1999

Os espectros de massas full scan obtidos no modo negativo estao
apresentados na FIGURA 70. Os hidrogénios mais acidos desta molécula
provavelmente sdo os encontrados nas posicdes R' e R? (FIGURA 68), sendo
este Ultimo o mais acido devido ao fato do hidrogénio em R' encontrar-se quelado
com a carbonila lactdnica. Como o perfil de ionizagdo e fragmentagdo da
substancia zearalenona (14) é idéntico quando analisadas por ESI ou APCI

(FIGURA 71), decidiu-se realizar todas as analise por ESI.
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FIGURA 70. Espectros de massas obtidos na analise dos produtos das diferentes metodologias de
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deuteracdo da zearalenona (14): A) protocolo 1; B) protocolo 2; C) protocolo 3.
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FIGURA 71. Intensidade dos ion obtidos na fragmentacao da zearalenona (14) por CID-MS/MS: A)

ESI; B) APCI.

Através da analise destes espectros podemos observar que o

protocolo 1 foi bastante eficaz, incorporando de 1 a 8 atomos de deutério na

molécula de zearalenona (14) (massa molecular 318 Da, molécula deprotonada

variando de m/z 318 a m/z 324). Os protocolos 2 e 3 apresentaram produtos de

adicdo a carboxila lacténica [M-H+CD30D], sendo que este ultimo também
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apresentou deuteragbes na posicdes esperadas. Desta maneira, somente os
produtos obtidos através do protocolo 1 foram analisados com respeito a suas
fragmentacdes, ja que este demonstrou ser o mais eficiente nas reagdes de
deuteracdes, sem produtos de hidrélise. Os espectros de CID-MS/MS obtidos
para estes produtos estdo apresentados na FIGURA 72. Os ruidos destes
espectros foram mantidos os mesmos, com o intuito de se analisar absolutamente

todos os possiveis picos.

Analisando-se estes espectros, podemos observar que a primeira
fragmentacao envolve sempre a perda de uma molécula de agua ([M-18]). Isso
indica que nenhum atomo de hidrogénio que pudesse ter sido trocado por
deutério esta envolvido nesta desidratagdo. Isso sugere que esta desidratagéo
ocorra por um mecanismo pouco convencional. Diante deste dado experimental,
foi exluida a possibilidade de haver uma desidratagdo envolvendo os hidrogénos
a-carbonilicos ou mesmo uma desidratagao das hidroxilas fendlicas para dar o ion
benzino. Apesar deste ion ja ser descrito na literatura como um fragmento
formado em alguns processos envolvendo analises por espectrometria de

188, 189

massas , aparentemente ele ndo é formado no processo de desidratacdo da

zearalenona (14) (mecanismo na FIGURA 73).

Além da comprovacdo experimental, via marcagao isotopica,
calculos computacionais possibilitariam uma contraprova do mecanismo proposto.
Entretanto, a molécula de zearalenona (14) possui muitos graus de liberdade e
assim seria muito complexo e inviavel tentar propor um mecanismo de
fragmentacao baseando-se somente em calculos quanticos de estabilidade dos

fragmentos e dos estados de transi¢do envolvidos nesta fragmentagao.

Assim, com base somente nos dados obtidos, foi proposto um
mecanismo de fragmentagdo que sugere a abertura do anel macrolactonico
através de um Rearranjo de MacLafferty, seguido de uma nova ciclizagédo
formando um anel de cinco membros. Apds esta etapa, seria possivel uma
simples desidratagdo 1,2, que ocorreria sem envolver nenhum hidrogénio label
(FIGURA 74).
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FIGURA 72. Espectros de ions produtos da zearalenona (14) obtidos por CID-MS/MS (25eV); de
baixo para cima, d, até d;.
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Embora seja inviavel a realizagdo de calculos quanticos complexos
para esta molécula, a otimizagcdo geométrica dos fragmentos gerados, realizada
utilizando-se o software HyperchemTM, corrobora com a proposta de
fragmentacdo apresentada. Ainda que o modelo seja bastante simplério, a
estabilidade dos ions gerados apds a desidratagcdo da zearalenona (14) via o
mecanismo proposto na FIGURA 74 é muito maior do que a estabilidade do ion
benzino (TABELA 14). Além disso, tanto a clivagem do anel lacténico através do
rearranjo de MacLafferty proposto quanto a desidragdo no passo seguinte leva a
ions com energias menores do que a prépria molécula de zearalenona (14)

deprotonada.

FIGURA 73. Possivel formagéo do ion benzino na desidratagcdo da zearalenona (14). As
evidéncias experimentais ndo indicam que isso ocorra.
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DDHHHMHH 301

DDDHHHH 302

D DDDHHH 303

D DDDDHH 304

D DDDDUDMH 305

DDDDDDD 306 L _
FIGURA 74. Modelo proposto para a perda de agua a partir da molécula deprotonada [M-H]".

A Unica questdo remanescente é se existiria a possibilidade para o
ataque nucleofilico envolvendo os elétrons © da dupla entre os carbonos 1’ € 2’ na
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carboxila do carbono 12’. Calculos de dindmica molecular indicam que pode haver
a racemizagao desta dupla para uma geometria cis e assim a distancia entre o
carbono 2’ e o carbono 12’ seria de aproximadamente 3.21 A e, portanto, o
ataque poderia ocorrer (FIGURA 75). Isso também confirma o fato de que a
fragmentacao da zearalenona (14) (trans-zearalenona (14)) por ESI-CID-MS/MS,
no modo negativo, ser idéntica a de seu analogo, a cis-zearalenona (22), ndo
estudada aqui exatamente por esta similaridade. Além disso, os valores de
densidade eletrbnica também indicam que o ataque nucleofilico é possivel.
Embora o carbono em C2’ apresente-se relativamente neutro (0.004), ou seja,
com baixa densidade de carga, o carbono carboxilico em C12’ é altamente
eletrofilico, com uma valor de densidade de carga superior ao da carbonila em C6’
(ver FIGURA 75).

TABELA 14. Calculo da energia para a conformagédo mais estavel dos fragmentos Qropostos.
Dados obtidos via dinamica molecular, utilizando-se o software Hyperchem M.

Energia total

lons (kcal/mol)
Zearalenona (14)
Zearalenona (14) ([M-HJ, FIGURA 74) 39.263214
m/z 317, apoés rearranjo de MacLafferty ([M-H], FIGURA 74) 35.983517
[M-H-H,QO] gerado pelo mecanismo proposto na FIGURA 74 29.710922
ion benzino para a zearalenona (14) (IM-H-H,OJ, FIGURA 73) 138.863489
4-metoxizearalenone (20)
4-metoxizearalenone (20) ([M-HJ, analogo a FIGURA 74) 42.671844
m/z 313, apos rearranjo de MacLafferty ((M-H], analogo a FIGURA 74) 36.858215
[M-H-H,OJ gerado pelo mecanismo proposto de maneira analoga ao 30.657011
) da FIGURA 74 '
lon benzino para a 4-metoxizearalenone (20) ([M-H-H,QOTJ, analogo a
FIGURA 73) 193.200291
B-zearalenol (17)
B-zearalenol (17) ((M-H],FIGURA 78) 47.785293
[M-H-H,OJ gerados pelos mecanismos propostos na FIGURA 78 ggg];ggl
fon benzino para o B-zearalenol (17) ([M-H-H,0J, anédlogo a FIGURA 143.441360

73)
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FIGURA 75. Calculos de dindmica molecular indicam que a estrutura da zearalenona (14) pode
assumir uma conformagéo tal que a distancia entre o carbono 2’ (nucledfilo, de acordo com o o
mecanismo de fragmentagao proposto) e o carbono 12’ (eletrdéfilo) seja de aproximadamente 3.21
A, possibilitando, assim, a formagé&o da ligagdo §.

Evidentemente que toda esta comparacdao € baseada em modelos
quanticos simples. Energias dos estados de transigdo, por exemplo, ndo podem
ser calculadas usando estes modelos. Desta maneira, utilizamos as informacdes
dos calculos computacionais apenas como um indicativo de que o mecanismo
proposto e checado através de marcacao isotdpica pode realmente ser o que

melhor explica os ions formados.

Este mesmo comportamento, ou seja, perda de 18 Da, € observado
no espectro de massas da 4-metoxizearalenone (20) (FIGURA 76) (alguns valores
de m/z apresentados nos espectros podem n&o corresponder exatamente a perda
de 18 Da devido ao processo de smooth dos picos, que calcula somente a média
dos valores dos picos). Os valores de [M-H] variam de m/z 331 — sem nenhum
deutério incorporado — até m/z 337 — com seis atomos de deutério. Porém, esta
mesma fragmentagdo ndo ocorre no caso do B-zearalenol (17) (FIGURA 77),
muito possivelmente porque este composto possui uma hidroxila na posi¢céao 6’ e
os grupos (R%, (R*, (R°) e (R®) agora ndo sdo mais hidrogénios labeis e
consequentemente eles ndo podem ser substituidos por deutério. Assim sendo,
uma simples desidratacdo 1,2 envolvendo a hidroxila da posi¢cao 6’ € preferivel
frente a desidratac&o proposta na FIGURA 74. Como agora apenas 4 hidrogénios
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foram trocados por deutério — (R") , (R”), (R®) e a hidroxila da posigdo 6’ — os

valores de [M-H] variam de m/z 319 até m/z 323.

Através de uma interpretacdo detalhada destes espectros, foi
proposta uma possivel e provavel ordem de substituicdo de hidrogénios labeis por
atomos de deutério na molécula de p-zearalenol (17): R' — grupos hidroxila — (R”)
ou (R®). Assim, a simples desidratacéo 1,2 fornece a perda de 18 Da (H,0) para
m/z 319 e m/z 320 ((R") = deutério), mas para os demais ions é observada a
perda de 19Da (HDO), como apresentado na FIGURA 78.

Mecanismos de fragmentagdo para outros ions também foram
propostos. Para a zearalenona (14), por exemplo, se considerarmos que a
ionizagao tenha ocorrido na hidroxila mais livre (na posi¢ao 4), podemos inferir
que a primeira deuteragao deve ter ocorrido em uma posicéo o & carbonila — (R®),
(R, (R®) ou (R®). Ja a segunda deuteracdo deve ter ocorrido na outra hidroxila,
que € quelada pela carboxila lactdnica; isso porque os ions m/z 160, m/z 175 e
m/z 187 (ions produtos de m/z 318, FIGURA 72) ndo apresentam nenhuma
incorporacdo de deutério. Na sequéncia, as outras deuteragcdes devem ocorrer
nas outras 3 posi¢des o carbonilicas. Por fim, as duas ultimas deuteragdes devem
ocorrer nas duas posi¢gdes aromaticas, através de um mecanismo de substituicao

eletrofilica aromatica.

E interessante salientar que o mecanismo pelo qual o ion m/z 175 é
gerado envolve o rearranjo com um dos grupos ligados ao carbono o carbonilico
((R® ou (R*). Quando estas posi¢des encontram-se deuteradas é observado m/z
177 (D-2); além disso, s&o observados m/z 188 e m/z 162 (D-1) como ions
produtos de m/z 321, evidenciando que provavelmente este deva ser o
mecanismo envolvido nesta fragmentagao. Os clusters de ions m/z 160 — m/z 163
e m/z 187 — m/z 190 s&o todos gerados através de um Rearranjo de MacLafferty
envolvendo a carbonila na posi¢cédo 6’ (FIGURA 79 e FIGURA 80). A estabiliadde
dos picos base (m/z 175 — m/z 179) é justificada pelas conjugacdes envolvendo a

carga negativa e a carbonila (FIGURA 80).
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FIGURA 78. Proposta para a desidratagao 1,2 do B-zearalenol (17) (perda de HRO — 18 ou 19Da).
Aparentemente néo ha diferenga consideravel com respeito a estabilidade desdes ions.
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CH,

FIGURA 80. Proposta para a formacao do pico base nos espectros de CID-MS/MS da zearalenona

(14).

Fragmentagbes similares ocorrem com a 4-metoxizearalenone (20),

mas agora provavelmente a ionizagao deva ocorrer na hidroxila ligada ao carbono

2 (FIGURA 68). A perda de 44 Da, provavelmente na forma de uma molécula de

CO,, fornece ions variando de m/z 287 até m/z 293 (fragmentacdo nao mostrada).

Apés o rearranjo que permite a desidratacdo das moléculas

deprotonadas (idéntico ao que ocorre para a zearalenona (14), (FIGURA 74), sédo
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gerados ions que variam de m/z 313 até m/z 319. Assim, um simples rearranjo
envolvendo (R®) ou (R?) com a clivagem heterolitica da ligagdo o C3'—C4’ (perda
de 124 Da) forneceria ions variando de m/z 189 até m/z 192 (FIGURA 81).
Fragmentagbes idénticas, somadas as perdas de CO; nd&o mostradas aqui,
ocorrem com as moléculas deprotonadas m/z 331 até m/z 337 depois da abertura
do anel macrociclico por um Rearranjo de MaclLafferty para gerar os ions de m/z
163 até m/z 166. Um novo Rearranjo de MacLafferty envolvendo a carbonila em
C6’ e o hidrogénio em C3’ (também com perda concomitante de CO;) dos ions
moleculares fornecem m/z 175 até m/z 177. Todas estas propostas de

fragmentacao estdo apresentadas na FIGURA 82.

0~ o]
R4 a ) 0 0-
R’ RY
CI) RE:ﬂ-’ ? RE:{
CH: R® CHs R®
R4 R7 R® m/jz
H H H 189
D H H 189 or 190
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metoxizearalenone (20).
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FIGURA 82. Formacgao de alguns ions isotopdlogos m/z 163 — m/z 166 e m/z 175 —m/z 177 a
partir de m/z 331 — m/z 337, moléculas deprotonadas da 4-metoxizearalenone (20).

Para o B-zearalenol (17), a unica fragmentacdo que é similar as
apresentadas até aqui é a perda de CO, (44Da) a partir das moléculas
deprotonadas, gerando m/z 275 até m/z 279. Considerando agora que a ionizagao
ocorre na hidroxila ligada a C4, podemos observar, além da perda de CO; ja
comentada, a perda de 28 Da (CO), gerando os ions isotopologos m/z 291 até
m/z 295. Algumas propostas mecanisticas para esta e outras fragmentagdes sao
mostradas na FIGURA 83. Através de clivagem da ligacdo ¢ entre C5’ e C6’ dos
ions m/z 275 até m/z 279, foi proposta a formagao dos ions m/z 175 até m/z 178
e, na sequéncia, a formacado dos ions m/z 174 até m/z 177 pela perda de um
hidrogénio radicalar (FIGURA 83). Este ion é bastante estavel, pois o radical
encontra-se em uma posicao alilica e pode conjugar com todo o sistema

aromatico.

Experimentos de ions precursores também foram realizados no
intuito de se comprovar os mecanismos propostos até aqui. Os dados obtidos,
sumarizados na TABELA 15, mostram que os ions isotopologos m/z 162 até m/z
165 s&o produtos dos ions m/z 301 até m/z 303. Assim, foi proposta uma simples
clivagem homolitica para a geragao destes ions, como mostrado na FIGURA 84.
Nesta proposta, os ions m/z 188 até m/z 191 sédo gerados por clivagem homolitica

de diferentes ligagdes o C—C a partir dos ions isotopologos m/z 301 até m/z 304.
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FIGURA 83. Proposta para a formagao de alguns ions produtos nos espectros de CID-MS/MS do

B-zearalenol (17).

TABELA 15. Experimentos de ions precursores das moléculas ndo deuteradas.

Zearalenona (14)

4-metoxizearalenone (20)

B-zearalenol (17)

fons fons fons jons fons fons
Produtos Precursores Produtos Precursores Produtos Precursores
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z)
299 317 313 331 301 319
273 317 287 331 291 319
203 273 189 331 275 319
187 299, 273 175 331 188 301
175 299, 273 163 331 175 275
160 299, 273 174 175, 275
160 301
R' R7 R® m/z R' R7 R® mvz
D HH 302 D HH 189
D DH 303 CcH D D H 190
DD D 304 # D DD 191
R' R” R® m/z R' R7 R® m/z
W H H 307 W H A 162
D HH 302 D HH 163
D D H 303 CH, D DH 164
D DD 304 D DD 165

FIGURA 84. Mecanismo proposto para a formagao dos ions isotopélogos m/z 188 até m/z 191 e
m/z 162 até m/z 165 nos espectros obtidos para o p-zearalenol (17).
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Analisando-se a FIGURA 85, pode-se observar uma perda de H,O

(18Da) a partir dos ions m/z 275 - m/z 279, gerando ions de m/z 257 até m/z 261.

Isso significa que nenhum hidrogénio label esta envolvido nesta fragmentacdo. Se

considerarmos, ao contrario do que foi proposto anteriormente, que a ionizacao

ocorra em R?, o processo de desidratagdo 1,2 fornece uma perda de 19Da (HDO).

Assim, a ionizagdo deve ocorrer na hidroxila da posi¢gao C6’, pois desta maneira

seria possivel a abstragdo do hidrogénio y, geometricamente favoravel, gerando

um ion com total delocalizagdo desta carga e consequente perda de H,O

(FIGURA 85)

R' R2 R7 R® m/z

R' R?2 R” R® m/z

D HHH 25
D DHH 259
D DDH 260
D DDD 261

R' RZ R7 R® m/z

FIGURA 85. Proposta mecanistica para a perda de 18Da a partir dos ions m/z 275 até m/z 279 (-
zearalenol (17)).
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Todas estas fragmentagbes foram também confirmadas por

experimentos de ions precursores (TABELA 15) além de toda a marcagéao

isotdpica. A confirmacgéo destes mecanismos de fragmentagédo é de fundamental
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importancia para a analise destes compostos, pois uma vez confirmados, os
espectros podem ser utilizados como fingerprinting para estes compostos. Além
disso, estes trabalhos representam grandes desafios, tanto em termos
experimentais (reagcdes de deuteragdo e analise inequivoca via CID-MS/MS),

quanto na elucidacgao estrutural através de espectrometria de massas.

3.3.4. Curva de producéo de zearalenona

Como anteriormente apresentado (sessdo 3.2.2.1.), os fungos
Fusarium moniliforme e F. nivale, isolados como endofiticos de Melia azedarach,
nao se mostraram produtores de toxinas das classes das zearalenonas,
tricotecenos ou fumonisinas, classicas dentre este género. Entretanto, outros
fungos deste mesmo género (F. moniliforme e F. graminearum), isolados como
patdogenos de trigo e aveia, produziram algumas destas toxinas, com grande
destaque para a substancia zearalenona (14), em especifico. No caso dos fungos
Fusarium moniliforme, os resultados obtidos indicavam a existéncia de um
controle da produgdo destas toxinas intimamente relacionado com a relagao
ecologica na qual estes microrganismos participavam quando foram isolados.
Embora as cepas destes fungos sejam diferentes, eles possuem a mesma carga

genética e o mesmo perfil enzimatico para a produgéo destas substancias.

O que entado poderia definir a biossintese destas substancias pelo
fungo? Sera que o tipo de relagdo ecoldgica envolvida poderia influenciar nesta
producdo? Evidentemente que as respostas para estas perguntas nao sao ftriviais.
Entretanto, diante de tal desafio cientifico, forma formuladas 2 hipoteses que

poderiam ser checadas a fim de contribuir para a solucido destas questdes.

@ Hipotese 1- O fungo interrompe o metabolismo de seus compostos:
admitindo-se que os compostos produzidos pelo fungo sejam toxicos a
planta, ele poderia, enquanto mutualista-simbionte, interromper a produgao

dos mesmos, numa tentativa de coexistir de forma harmonica com a planta.
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O estado patogénico poderia entdo ser desencadeado pela ativagao do

mecanismo de producgado de tais compostos;

Hipotese 2- Inibicdo do metabolismo do fungo pela planta: a planta, de
alguma maneira, poderia produzir outras substancias (macro ou
micromoleculares) na tentativa de bloquear alguma etapa chave na
biossintese dos compostos pelo fungo. Estas substancias ndo eliminariam
o fungo, mas possibilitaria que 0 mesmo vivesse dentro da planta sem

causar nenhum dano aparente a mesma.

O primeiro caminho para checar se estas hipoteses eram viaveis
seria a confirmacao de que os fungos isolados como endofiticos realmente nao
poderiam produzir tais substancias, mesmo em quantidades passiveis de nao
serem isoladas através dos métodos convencionais empregados em quimica de
produtos naturais. Para isso, decidimos entdo desenvolver um método analitico
que fosse rapido, sensivel, seletivo e especifico para as toxinas desejadas. Na
realidade, priorizou-se o desenvolvimento de um método para a zearalenona (14),
uma vez que as outras toxinas obtidas dos fungos isolados como patégenos (F.

gramineraum e F. moniliforme) apresentaram um rendimento muito baixo.

Desta maneira, iniciamos as etapas de ajuste de um método
analitico, utilizando padronizacdo externa e analise por HPLC-MS/MS via SRM,
em colaboragdo com a Unidade de Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG)
da Universidade Sao Francisco (USF), campus Braganga Paulista. Tal
colaboracéao foi fundamental para o desenvolvimento deste método, uma vez que
nosso equipamento ndo se encontrava em plenas condicbes de uso na época

destas analises

Antes de se desenvolver um método de analise envolvendo HPLC-
MS/MS, algumas consideracdes devem ser feitas. A principal delas talvez seja a
compreensao de que uma técnica hifenada € uma nova técnica de analise, e
portanto os fundamentos e parametros que antes eram otimizados para cada
técnica individualmente agora devem ser otimizados de forma paralela. Ou seja, é

importante para um bom método que o analista tenha conhecimento em cada
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técnica analitica de maneira distinta, mas € imprescindivel que ele tenha a
percepgao de que agora esta lidando com uma terceira técnica, com parametros e
peculiaridades préprias. Por exemplo, a otimizacdo da fase mével em analises via
HPLC-MS/MS deve possibiltar no minimo uma razoavel separagao
cromatografica e também nao prejudicar a coluna utilizada (parametros exclusivos
do HPLC). Além disso, a fase movel deve possibilitar excelentes graus de
ionizagdo do analito de interesse de acordo com a técnica utilizada (parédmetro
exclusivo do MS). Assim, a otimizacdo da fase movel para o acoplamento HPLC-
MS/MS deve ser realizada em conjunto, sempre baseada nos fundamentos de

cada técnica individualmente.

Durante o trabalho de determinacdo dos mecanismos de
fragmentacdo da zearalenona (14) (item 3.3.3.), foram estabelecidas condi¢des
ideais de ionizagdo para este composto por ESI no modo negativo. Apds este
estudo, também se tinha conhecimento da fragmentacdo desta molécula e assim
foi possivel escolher criteriosamente quais seriam as transigdes (fragmentacgdes)
selecionadas para quantificagdo e monitoramento do analito de interesse. Os
outros inumeros paramentros foram otimizados por infusdo com bomba seringa

em fluxo continuo de amostra e fase moével.

Apos otimizados os parametros do espectrometro de massas, foram
testadas dez diferentes fases moveis. Em cada analise, 30 uL de uma solugéo
1000 ng/mL do analito foram analisados no modo reverso de eluigdo, onde as
fases méveis foram constituidas basicamente de acetonitrila (ACN) ou metanol
(MeOH) e agua com alguns aditivos. Estes aditivos foram limitados ao acido
férmico e ao acetato de amdnio, basicamente porque outros acidos mais fracos
(acido acético) propiciam a formagdo de bandas cromatograficas alargadas, e
acidos mais fortes (acido trifluoroacético) suprimem muito a ionizagdo no modo
negativo de analise. A utilizagdo de bases também foi considerada como aditivo,
mas o pH destas fases moveis era inadequado para as colunas cromatograficas
testadas (pH > 9).

As FIGURA 86 e FIGURA 87 apresentam os testes realizados sem

coluna cromatografica, visando apenas a obtengdo das melhores fases moveis
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nas respectivas transi¢gdes monitoradas, correlacionando as transigbes com a
area do pico e com a relagao sinal ruido (S/N), respectivamente. A area do pico é
um parametro importante que devemos levar em consideracdo, pois toda a
quantificacao sera feita baseando-se nela. Porém, para a escolha da melhor fase
movel e da melhor transigado a ser utilizada, € necessario avaliarmos a relagao

sinal ruido, pois € ela quem nos aponta a sensibilidade do método utilizado.

Se observarmos a FIGURA 86 podemos notar que embora a
ionizagdo ocorra no modo negativo, a adicdo de 0.1% de acido férmico (fases
movel 3 e 8) como aditivo da fase orgénica pode ter efeitos bastante desejados.

De fato, varios métodos na literatura utilizam este artificio'®*'%?

, que pode facilitar
a reacao de reducao do analito no probe, melhorando a eficiéncia da ionizagao no
modo negativo e consequentemente melhorando a sensibilidade'®®. Embora isso
promova um aumento na area do pico do analito, a adicao de acido a fase madvel,
neste caso, causa uma resposta mais ruidosa, diminuindo a relacdo S/N. Isso
pode ser facilmente notado se essa resposta for comparada com a mesma fase

moével sem aditivo (FIGURA 87).

Podemos também observar que a adicdo de NH;OAc na
composicao da fase movel (fase mével 5), leva a um aumento da relagcdo S/N com
relacdo a adicdo de acido formico. A base acetato provavelmente torna a
ionizagdo no modo negativo mais estavel do que a adigdo de acido. Entretanto
somando-se as informagdes obtidas via area do pico (FIGURA 86) e relagdo S/N
(FIGURA 87), a melhor fase modvel dentre as testadas se mostrou ser a
composicao 2, ou seja, a composta por metanol:agua na proporgao de 8:2. Como
esta relacdo S/N esta em torno de 110000, tem-se um LOQ na faixa de 0,9
ng/mL, pois no LOQ a relagdo S/N deve ser de 10. Esta fase mével foi entdo
testada com diferentes colunas cromatograficas para a otimizagao dos tempos de
retencéo, da vazéo da fase movel, do formato da banda cromatografica e também
para novas medidas da relacdo S/N. Estes dados encontram-se resumidos na
FIGURA 88 e TABELA 16.
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FIGURA 86. Correlagao entre a fase movel testada e a area do pico para as transi¢des escolhidas
(317—189 e 317—-175).

®317-189 ®™317-175

Relacio sinal / ruido
(S/N, x1000)

FIGURA 87. Correlagao entre a fase moével testada e a relagado sinal / ruido para as transigbes
escolhidas (317—189 e 317—175). As fases-modvel sdo as mesmas representadas na FIGURA 86.

O grafico apresentado na FIGURA 88 nos apresenta uma correlagao
direta entre a coluna utilizada (eixo x), a relagcdo S/N obtida (eixo y) e a area do

pico SRM (diametro da bolha). Assim, podemos observar que a melhor relagao
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sinal ruido - apresentando, também, uma boa area do pico - foi conseguida com a
coluna Luna C18, 5u, 100 x 4,6 mm Phenomenex (coluna 3); de fato, se
observarmos a FIGURA 89, é possivel notar que esta relacdo esta em torno de
109000, fornecendo um LOQ de um pouco menos de 0,1 ng/mL, evidenciando a

alta sensibilidade do método.

@ Area do pico SRM
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o
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FIGURA 88. Resultados dos testes com as colunas representadas na TABELA 16.

TABELA 16. Colunas testadas para o desenvolvimento do método de quantificagdo da
zearalenona (14).

Vazdo da fase Tempo de
Coluna - . = .
mével (uL/min) retencao (min)
(1) Coluna monolitica Onix Cs,
100x4,6 mm, Phenomenex, USA 500 4.85
(2) Coluna Cg, 50x2,0 mm, 200 0,98

Phenomenex, USA
(3) Coluna Luna 5u C4s, 100x4,6 1000 (250 p/ o

mm, Phenomenex, USA massas) 3,86
(4) Coluna Luna 5u Cys, 150x4,6 1000 (250 p/ o
2,84
mm, Phenomenex, USA massas)
(5) Coluna Polaris 5u Cys,
50x2,0 mm, Phenomenex, USA 350 1,00
(6) Coluna Luna 5u C;g, 250x4,6 1000 (250 p/ 0 6.23

mm, Phenomenex, USA massas)

Com as condicbes do método determinadas, testamos a

transposicao destas para o espectrdmetro de massas localizado no Departamento
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de Quimica da UFSCar. As condi¢gdes obtidas foram muito similares aquelas

conseguidas no Laboratério da Unifag.

Assim, iniciou-se o processo de validacdo do meétodo analitico,
através do estabelecimento das caracteristicas e limitagcbes deste método,
visando o dominio das possiveis fontes de erro'®. Este processo assegura que o

método tenha qualificagdo para seu uso pretendido’.

Para tal, foram
consideradas as normas estabelecidas na Resolugdo 899 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que consiste em um guia para validagdo de
métodos analiticos e bioanaliticos'®. A validagdo do método, neste caso
especifico, foi feita com o objetivo principal de assegurar a qualidade analitica do
resultado obtido e fornecer resultados para comprovar se os fungos isolados
como endofiticos realmente ndo produziam zearalenona (14), dando assim

suporte para as hipéteses formuladas previamente.

A escolha dos canais de monitoramento e quantificagao utilizados foi
feita baseando-se no estudo completo de fragmentacdo da zearalenona (14),
descrito no item 3.3.3. A especificidade do método foi verificada pela comparacao
entre os cromatogramas obtidos para as amostras dopadas e as amotras-branco
(no caso da validagao, em trigo). A FIGURA 90 apresenta os cromatogramas

obtidos.
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FIGURA 89. Cromatogramas SRM para a zearalenona (14) (transi¢do 317—175): A) e B) Maior
concentragao do intervalo dindmico, 1000 ng/mL; C) e D) LOQ injetado 0,1 ng/mL; E) e F) LOD
injetado, 0,035 ng/mL.
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FIGURA 90. Cromatogramas SRM para o composto zearalenona (14). A transigdo monitorada é
317 — 175: A) Cromatograma para a amostra dopada em 1000 ng/mL; B) Cromatograma para a
amostra de trigo sem dopagem — branco.

A sensibilidade do método foi garantida pela determinagdo dos
limites de quantificacdo (LOQ) e de deteccéo (LOD). Estes valores foram obtidos
preparando-se as solugdes, injetando-se e medindo-se a relagdo S/N. O valor de
LOQ obtido foi de 0,095 + 0,019 ng/mL e o de LOD foi de 0,028 + 0,009 pg/mL,
todos medidos com n = 6. Tais valores demonstram a boa sensibilidade do
método analitico e somente foram possiveis apds a otimizacdo de inumeros
parametros. Além dos ja mencionados aqui, dois outros parametros cruciais para
a obtencéao de tal sensibilidade foram os valores de dwell time e inter scan delay.
O primeiro é o tempo gasto em cada scan de uma determinada transicdo no
experimento de SRM e o segundo é o intervalo entre um scan e outro'®. Se o
valor de dwell time for muito baixo, o tempo ajustado pode nao ser suficiente para
escanear a transicao desejada. Se ele for muito alto, pode-se perder resolugao no

cromatograma de SRM, pois um menor numero de scans sera acumulado.

No desenvolvimento deste método em especifico, observou-se que
quando o dwell time é aumentado de 0,05 para 0,5 segundos, a sensibilidade é
aumentada em aproximadamente 5 vezes. Desta maneira, o valor de dwell time

foi ajustado para 0,5 segundos, com um inter scan delay de 0,01 segundos.
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Para se determinar a linearidade do método dois parametros foram
avaliados: o primeiro deles foi o valor do coeficiente de determinacdo, r?, que
pode ser observado na FIGURA 91 abaixo. O valor obtido durante a etapa de

linearidade foi de 0,996 + 0,003, superior ao normalmente exigido de 0,98

Compound 1 name: zearalenone Method File: ZearalenoneB
Conelation coefficient: r= 0.958422, r* 2 =0.996847

Calibration curve: 2029.80 * x + 17719.4

Response type: Extemal Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

150e6
12566
Respoqfes
7.50€5
5.00e5

25065

) AR Y MR T R T MR T T MMM Xt
FIGURA 91. Curva de calibragédo obtida para a zearalenona (14), no intervalo dinamico de 0,1 a
1000 ng/mL.

Entretanto, para uma avaliacdo adequada da linearidade, faz-se
necessario a realizagdo do teste de homocedasticidade, que pode ser feito
plotando-se os residuos versus a concentragdo e aplicando-se o teste F'¥’. O
intuito deste teste é verificar se a curva analitica precisa ser ajustada por algum
fator de peso. Na pratica, determinam-se a razdo entre as variancias nos pontos
de concentracdo mais alta (s.?) e mais baixa (s:°) do intervalo dinamico para se
obter o valor de Fey,. Este valor € entdo comparado com o valor de Fap, tabelado,
para um dado intervalo de confianga desejado. Se Feyp < Fap, 0 método € dito
homocedastico, ou seja, a curva analitica ndo precisa de nenhum ajuste de peso.
Mas se Fexp > Fian, €Ntdo 0 método é heterocedastico e pesos como 1/x, 1/x2, 11y,
1/y?* devem ser testados na curva analitica. Como pode ser observado na
TABELA 17, o método aqui proposto mostrou-se ser heterocedastico e, portanto,

fez-se necessario a utilizacdo de um fator de peso na curva analitica.
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A escolha deste fator pode ser feita empiricamente. Ou seja, aplica-
se o fator de peso desejado e plota-se um grafico de residuos versus
concentragdo. O grafico que apresentar a menor variagado randémica dos residuos
ao longo do eixo x representa o melhor fator de peso a ser utilizado. Como pode
ser observado na FIGURA 92, o grafico que mais se adequou aos pontos do
intervalo dinamico foi o de 1/x. Assim, este fator de peso foi utilizado em todas as

curvas analiticas durante a validagéao.

TABELA 17. Teste de homocedasticidade para o método proposto.

~ Resposta obtida (Area abaixo do pico no A 2
Concentracéo (ng/mL) cromatograma SRM para 317-»175) Variancia (s9)

625
0,1 644 244,33
613

1774031
1000,0 1788443 1,48 x 10"°
1991603

820000 _ 1,48.10"°
Fem = s2, 24433
Fup (2,2, 99%) = 99,0
Fexp>Ftan = Método heterocedastico

=6,06.10"

A precisao e a exatiddo do método também foram avaliadas. Para a
precisdo, que € a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma séria
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, foram
avaliadas a repetibilidade e a precisdo intermediaria’®. A primeira representa a
concordancia entre os resultados obtidos dentro de um curto periodo de tempo
com 0 mesmo analista e mesma instrumentagao, e a segunda, determinada em 4
dias n&o consecutivos com intervalo de 2 dias entre cada medida. Como podemos
observar nos dados apresentados na TABELA 18, o método mostrou-se preciso,
com uma variagao nos valores de desvio padrao relativo (RSD) menores do que
52% na analise de repetibilidade e menores do que 14,9% na preciséo

intermediaria, de acordo com o recomendado pela ANVISA'®.
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FIGURA 92. Graficos de residuos versus concentragao do analito obtidos com o uso de fatores de
peso nas curvas analiticas: 1/x em azul, 1/x* em roxo, 1/y em vermelho e 1/y* em magenta. Como
pode ser observado, a menor variagao dos residuos foi obtida utilizando-se fator de peso 1/x.

Para a analise da exatiddo foram utilizados os valores de erro
relativo, que correlacionam os valores obtidos pelo método em estudo com os
valores ditos verdadeiro. Como pode ser observado novamente na TABELA 18,
estes valores permaneceram entre -11,0 e 1,7 %, dentro do preconizado pela
ANVISA. Assim, o método proposto mostrou ser preciso e exato para ser utilizado
no acompanhamento da produgédo de zearalenona (14) por fungos endofiticos e

patogénicos cultivados in vitro.
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TABELA 18. Valores obtidos para precisao e exatidao.

Intra-dia (n =5)

Concentracéao Concentracdo medida I
tedrica (ng/mL) (ng/mL) (X £ SD) RSD (%) Erro relativo* (%)

0,12 (LQC) 0,122 £ 0,004 3,7 1,7

600 (MQC) 564,6 + 29,5 5,2 -5,9

900 (HQC) 801,0 £ 30,8 3,9 -11,0

Inter-dias (n = 20)

0,12 (LQC) 0,112 £ 0,017 14,9 -6,7

600 (MQC) 579,2 £43,8 7,6 -3,5

900 (HQC) 828,4 £ 60,3 7,3 -8,0

Legenda: SD, desvio padréo; RSD, desvio padréo relativo.*Fornecido pelo Quanfify do software
Masslynx 4.0.

A Ultima figura de mérito analisada nesta validacdo foi a
recuperacao, etapa necessaria para medir a eficiéncia de extracao de um método
analitico. Ela pode ser expressa como a porcentagem da quantidade conhecida
de um analito, obtida pela comparagao dos resultados de amostras fortificadas
(brancas acrescidas de padréao) e submetidas ao processo de extracdo, com os
resultados de solugdes padrio ndo extraidas'®. Portanto, em geral, basta que a
matriz seja fortificada com o analito nas concentragdes dos QC'’s, extraida e os
resultados obtidos podem entdo ser comparados com os valores obtidos de

amostras extraidas e somente depois dopadas.

Entretanto, no caso da quantificacdo de metabdlitos fungicos ao

longo do tempo, tém-se um problema adicional: a matriz varia com o crescimento

fungico. Desta forma, analisando em detalhes o problema aqui proposto,
especificamente. A validacao deste método foi realizada com o intuito de excluir
qualquer duvida a respeito da questao analitica. Isso foi extremamente necessario
pois 0 objetivo era o de desejavamos pesquisar a produgcao de zearalenona (14)
por fungos do género Fusarium, isolados como patogénos e como endofiticos
mutualistas. Como ja discutido anteriormente, a producdo destas substancias
poderia ter uma correlagao direta com o carater da interagao planta-fungo. Assim,
os fungos de interesse forma cultivados por 40 dias em, um meio de cultura
bastante rico em nutrientes e no qual foi verificada pela primeira vez a produgao
de zearalenona (14) por Fusarium gramineraum (isolado como patégeno do

préprio trigo) neste projeto.
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Mas nao seria correto afirmar que a matriz do nosso experimento
todo é o trigo. Isso € verdade unicamente no instante apos a inoculagéo do fungo
neste substrato. A partir dai, pode-se somente afirmar que a matriz € composta de
trigo, menos os nutrientes que ja foram consumidos pelo fungo, somados a massa
fungica naquele momento e acrescidos ainda dos metabdlitos biossintetizados
pelo fungo. Ou seja, a matriz muda constantemente com o tempo de cultivo. E,
portanto, faz-se necessario avaliar se estas mudangas infuenciam
significantemente no processo de extragdo e consequentemente na recuperagéo

do nosso método de analise.

Para a construgao da curva de producgao de zearalenona (14), foram
utilizados 10 pontos para cada fungo: controle (branco), 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 e 40 dias, todos obtidos em triplicata. Evidentemente que calcular a
recuperacao em cada ponto seria uma tarefa inviavel. Assim, decidiu-se por
calcular a recuperagao no ponto médio da curva de producao (20 dias) e no final
da mesma (40 dias), além obviamente de calcular a recuperagéo no trigo sem o
fungo (zero dias). Entretanto, como em 20 e 40 dias ja seria esperada a produgéo
de zearalenonas por parte dos fungos, a recuperagao nestes pontos foi calculada
por adicdo de padrdo. Ou seja, os extratos respectivos a estes dias foram
dopados na concentragdo dos controles de qualidade (QC’s), extraidos e
injetados. Os valores de area obtidos foram subtraidos dos pontos nos mesmos
dias, sem dopagem, e o valor de area residual foi utilizado como valor de
dopagem. A recuperagao em zero dias foi calculada por padronizagao externa,

normalmente.

Os resultados obtidos sugerem fortemente que a recuperagado varia
quando extraimos zearalenona (14) da matriz trigo em comparagdo com a matriz
trigo mais fungo. O valor médio global da recuperacdo em zero dias, ou seja,
quando a matriz € composta de trigo sem inoculagdo fungica é de 83,4 + 7,2 %.
Quando o valor médio da recuperagédo global obtido apdés 20 dias de cultivo &
analisado, observamos uma queda de 15,5 % na eficiéncia da extracédo (TABELA
19). Mesmo considerando-se a margem de erro percentual, € nitida a queda na
eficiéncia da extracdo da zearalenona (14). Este efeito provavelmente se deve ao

fato de que o fungo, em 20 dias de cultivo, ja metabolizou uma série de
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metabdlitos primarios (proteinas, carboidratos, ...) e de metabdlitos secundarios
(como a zearalenona (14), por exemplo). Estes metabdlitos muito provavelmente

influenciam na extragao da zearalenona (14), alterando o valor da recuperagéo.

Entretanto, segundo o método de analise proposto, ndo existe
diferenca significativa entre a eficiéncia de extracdo em 20 ou em 40 dias de
cultivo (TABELA 19). Uma possivel explicagao para este fato é que de 20 dias de
cultivo em diante, o fungo provavelmente ja ndo metaboliza mais metabdlitos
primarios, ou seja, ele ja ndo se encontra mais em sua fase log (de crescimento
micelial). Como em geral os metabdlitos primarios se encontram em maior
quantidade do que os secundarios, a influéncia na extragao da zearalenona (14) é

agora somente influenciada por estes tipos de metabdlitos.

TABELA 19. Valores obtidos para a recuperagéo da zearalenona (14) analisados na curva de
produgéo do fungo Fusarium graminearum. Os valores sdo a média + RSD.

Concentragao zero dias de cultivo 20 dias de cultivo 40 dias de cultivo
esperada (ng/mL)
0.12 76,5+18,4 61,2+ 16,1 64,0+ 10,0
600.0 87,5+8,9 69,9+ 11,8 73,8+13,5
900.0 86,1+7,2 726 +12,3 72,1+95
Valor global 83,4+7,2 67,9 +8,8 69,7+7,1

Determinadas as etapas principais que sao necessarias para a
validagdo de um método analitico, iniciamos a sua aplicacdo. Assim, foram
analisados os extratos dos fungos Fusarium graminearum - isolado como
patdgeno de trigo — F. moniliforme — isolado como patégeno de trigo — e outra

cepa de F. moniliforme, esta isolada como endofitico de Melia azedarach.

O fungo F. graminearum nos serviria como uma espécie de controle
para a producao de zearalenona (14), uma vez que dele foi isolado pela primeira
vez esta substancia durante este projeto. O fungo F. moniliforme patogénico
poderia ser usado como controle de patogenia, enquanto que o fungo F.

moniliforme seria o nosso alvo endofitico.
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Os dados obtidos quantitativamente constataram os mesmos
resultados obtidos experimentalmente. Verificou-se que o fungo F. moniliforme,
isolado como endofitico, ndo produz zearalenonas nas mesmas quantidades dos
dois outros fungos deste mesmo género, ambos isolados como patdgenos. Estes
resultados podem ser encontrados na FIGURA 93 que, além disso, mostra que o
perfil da producdo de zearalenona (14) € muito parecido entre os dois fungos
isolados como patdgenos, mesmo eles sendo de diferentes espécies. E possivel
notar que a produgdo de zearalenona (14) por estes fungos segue um
crescimento sigmoidal, cuja a equacado € apresentada na FIGURA 94. Esta
equagdo se adequa aos dados com r® igual a 0,989 para a curva do Fusarium

graminearum patogeno e igual a 0,996 para a curva do F. moniliforme patégeno.

Analisando-se a FIGURA 93, inicialmente poderia-se concluir que o
fungo F. moniliforme isolado como endofitico ndo produz zearalenonas. Isso iria
de encontro com a hipoteses formuladas anteriormente, ou seja, que ou o fungo
ou o hospedeiro poderia de alguma forma inibir a biossintese de zearalenonas.
Entretanto, ao se expandir a curva de produgédo obtida para este fungo, é possivel
observar que no periodo de 25 a 35 dias de cultivo existe um aumento
consideravel na producgao desta substancia (FIGURA 95). O perfil apresentado é
muito semelhante ao observado para os fungos isolados como patdégenos

(FIGURA 93), embora as quantidades sejam drasticamente diferentes.
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FIGURA 93. Curvas de produgéo de zearalenonas por diferentes cepas de fungos do género
Fusarium.
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FIGURA 94. Equacao matematica que descreve o perfil da curva de produgéo de zearalenona (14)
por parte dos fungos do género Fusarium estudados.

Esta observacdo nao indica se a planta ou o proprio fungo é que
esta regulando o metabolismo da zearalenona (14). Todavia, deve haver alguma
mudanca na biossintese desta substancia para que o que efeito observado
ocorra. Talvez alguma enzima chave no processos de redugao das carbonilas ou
mesmo na ciclizagdo dos intermediarios biossintéticos para a formacado da
zearalenona (14) esteja sendo inibida (biossintese na FIGURA 96). Embora n&o
se saiba qual é o mecanismo envolvido em tal processo, os resultados aqui

obtidos confirmam que ndo houve inibigao total da produgédo de zearalenona (14).

141



Parte 1: Aspectos Analiticos

Por algum motivo, o fungo Fusarium moniliforme, isolado como um endofitico de

Melia azedarach, ainda produz esta substancia.
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FIGURA 95. Expanséo da curva de produgao apresentada na FIGURA 93.
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FIGURA 96. Biossintese da zearalenona (14) — A%gptado de Dewick (2004)*° e Blackwell et al.
(1985) .
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Desta maneira, procurou-se desenvolver modelos de testes in vitro
que pudessem fornecer algum tipo de informagao sobre a diminuigdo na produgéo
de zearalenona (14) e se esta aparente regulagao poderia ter alguma correlagéo
com o carater da interacdo planta-fungo. A resposta a esta questao seria mais
interessante do ponto de vista quimico-ecoldgico e priorizou-se tal estudo em
detrimento da compreensao dos mecanismos enzimaticos envolvidos nesta
regulagdo, uma vez que nao era o objetivo de nosso trabalho. Para tanto,
buscamos a colaboragdo do Institut Max Planck fur chemische Okélogie, na
cidade de Jena, Alemanha, para a realicdo de um estagio de doutorado sanduiche
sob a supervisdo do Dr. Axel Mithofer e do Prof. Dr. Wilhelm Boland. Mais

adiante, na parte 2, os dados obtidos durante tal estagio serdo melhor discutidos.
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FIGURA 97. Producgéao de zearalenona (14) por Fusarium graminearum em diferentes meios de

cultura.

Como um método analitico bastante sensivel para a quantificacdo de
zearalenona (14) em trigo estava desenvolvido e validado, decidiu-se utiliza-lo
para a analise de extratos de Fusarium graminearum cultivados por 30 dias em

diferentes meios solidos de cultura (FIGURA 97). Analisando-se os dados obtidos,
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claramente ha uma maior producao desta substancia nos meios de cultura milho e
trigo. Ainda que estes dados n&o nos fornegcam informag¢des que possam ser
associadas ao carater da interacédo planta-fungo, € possivel utiliza-los como guia
para avaliar a producdo de zearalenonas por parte do fungo Fusarium
graminearum. Assim, caso 0 objetivo seja obter estas substancias com altos
rendimentos, os dados aqui apresentados indicam que a melhor forma de obté-los
envolve o cultivo em trigo ou milho por 35 ou 40 dias.

3.3.5. Quantificacdo dos alternariols produzidos por Alternaria

alternata

Outra classe de toxinas fungicas isoladas neste trabalho foram os
alternariols, representados pelo alternariol (76) e pelo alternariol monometil éter
(77) e obtidos a partir de cepas de Alternaria alternata. Porém, neste caso ndo se
dispunha de uma cepa deste fungo que tivesse sido isolada como endofitica para
que fosse possivel um estudo comparativo, como foi feito no caso da substancia
zearalenona (14). Ao contrario, o grupo de pesquisas possuia duas cepas de
Alternaria alternata isoladas como patégenos, uma delas isolada de tangerinas e
gentilmente cedida pelo Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS), e a
outra isolada como patégeno de trigo, cedida pela EMBRAPA trigo do Rio Grande
do Sul.

Apos a obtencdo dos alternariols a partir de ambas as cepas de
Alternaria, decidiu-se entdo desenvolver um método de analise que fosse rapido e
sensivel, visando a quantificacdo destas substdncias com objetivos mais

aplicados do que no caso das zearalenonas.

Um dos objetivos seria contribuir para o desenvolvimento de uma
ferramenta analitica que pudesse ser utilizada no diagndéstico da doenga Mancha
Marron de Alternaria. Esta doenca, causada pelo fungo Alternaria alternata f. sp.
citri, ataca principalmente os tecidos das plantas jovens do género Citrus. Ela se
caracteriza por causar manchas necréticas de cor marrom-escuro, rodeadas por
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um halo amarelado nas folhas, ramos e frutos das plantas (FIGURA 98 A e B). A
queda das folhas e dos frutos, além da seca dos ramos, esta entre as principais
consequencias desta doenga, que obviamente causa sérios prejuizos aos

produtores de Citrus em todo o mundo'®.

Embora seja atribuido que o fungo somente sobreviva nos tecidos
mortos das folhas e dos ramos, sem ocorréncia do mesmo nos frutos'®, ha uma
grande falta de informagdo com respeito a presenca destas toxinas nos frutos de
tangerina. Ou seja, apesar dos varios estudos realizados nas ultimas décadas

envolvendo as principais caracteristicas desta doenga®®?%

, uma importante
questdo ainda nao havia sido investigada: existe o acumulo de alternariols nos

frutos com sintomas de Mancha Marrom de Alternaria?

Na tentativa de contribuir para o conhecimento mais aprofundado
desta doenca, foi proposto o desenvolvimento de um método analitico, a ser
realizado empregando-se HPLC-ESI-MS/MS, para quantificar os alternariols nos
frutos de tangerinas assintomaticas e sintomaticas a Mancha Marrom de
Alternaria. Até o momento do desenvolvimento deste método, o Dr. Rodrigo
Facchini Magnani, entdo aluno de doutorado em nosso grupo de pesquisa, havia
brilhantemente estudado esta e inUmeras outras doengas de Citrus do ponto de
vista micromolecular®®. Assim, decidiu-se por desenvolver e aplicar esse método
em conjunto, de maneira ndo so6 a identificar e quantificar os alternariols nos frutos
de tangerinas, mas também com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de

uma ferramenta de diagndstico para tal doenca.

Para a quantificacdo destas substancias nos frutos de tangerinas, foi
importante a definigdo de qual parte do fruto seria analisada. De acordo com
informagdes provindas pela FUNDECITRUS, os sintomas fungicos somente se
expressam na parte externa do fruto, ou seja, no flavedo (epicarpo ou exocarpo, a
casca amarela externa ao fruto), ndo sendo relatada a presencga de sintomas de
infeccdo no interior do mesmo, como no albedo (mesocarpo, pele branca interna
do fruto) (FIGURA 98 C). Mas como nao se tinha nenhuma informagdo com
respeito ao acumulo de alternariols nos frutos, decidimos por validar o método nas
duas matrizes mencionadas aqui, ou seja, no flavedo e no albedo. Assim, caso
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fosse detectado os alternariols nos frutos, poderia ser conduzido um estudo

comparativo entre estas duas matrizes.

e -

FIGURA 98. Frutos de tangefina (Citrus reticulata): A) e B) fruts com sintomas de Mancha
Marrom de Alternaria; C) Flavedo e Albedo, matrizes utilizadas para a quantificagdo dos
alternariols.

Assim, foi iniciado o desenvolvimento do método de analises. Testes
similares aos realizados no desenvolvimento do método de quantificacdo da
zearalenona (14) foram também empregados, mas ndo serdo discutidos em
detalhes aqui. Entretanto, a escolha da fase moével teve um papel crucial, ndo
somente para fornecer uma excelente separagdo cromatografica entre o
alternariol (76) e o alternariol monometil éter (77), mas também para fornecer
niveis de ionizagao suficientes por ESI no modo negativo. A fase movel que

forneceu os melhores resultados foi metanol : agua 4:1 sem nenhum aditivo.

A escolha das transigdes a serem monitoras foi realizada com base
no perfil de fragmentacdo obtido por CID-ESI-MS/MS. Os espectros de ions
produtos para o alternariol (76) e alternariol monometil éter (77) mostraram os
picos relativos as moléculas deprotonadas ([M-H]) em m/z 257 e em m/z 271,
respectivamente (FIGURA 99). Uma discussao sobre o perfil de fragmentacao dos

alternariols também podem ser encontrado em detalhes em Magnani (2007)%%°.

Ambos alternariol e altenariol monometil éter (77) perdem 15 Da na
forma de um radical metilico. Entretanto, € notavel a diferenca na intensidade
destes fragmentos: enquanto m/z 242 é um pico com baixa intensidade no
espectro do alternariol (76) (FIGURA 99 A), m/z 256 é o pico mais intenso do

espectro do alternariol monometil éter (77).

146



Parte 1: Aspectos Analiticos

Uma possivel explicacdo para este efeito € que esta perda ocorra
pela clivagem homolitica de uma ligagdo o carbono-carbono no alternariol (76),
formando um radical ndo estabilizado em um carbono sp? (FIGURA 100 A). Isso
explicaria a baixa intensidade de m/z 242. Quando comparado com o alternariol
monometil éter (77), esta fragmentacdo também pode ocorrer. Entretanto, a
clivagem homolitica da ligacdo o carbono-oxigénio da metoxila desta molécula
agora leva a um radical bastante estabilizado por conjugacédo com o anel
aromatico (FIGURA 100 B), contribuindo assim para a grande estabilidade de m/z
256. A perda de CO (28 Da) também foi observada para ambos os compostos. A
proposta aqui apresentada inclui a abertura do anel lactbnico e um novo
fechamento para um anel de cinco membros com concomitante expulsdo de uma
molécula de CO, como apresentado na FIGURA 101. Aparentemente esta
fragmentagao gera um ion mais estavel para o alternariol monometil éter (77) (m/z
228) do que para o alternariol (76) (m/z 229).

Esta proposta mecanistica também ¢é reforcada por calculos
computacionais. Realizando-se o célculo da densidade de carga no intermediario
proposto na FIGURA 101, pode-se observar que o maior valor de densidade de
carga negativa encontra-se exatamente no oxigénio carbonilico que faz o ataque
nucleofilico, possibilitando a ciclizagdo para um anel de cinco membros (-0,577,
em unidades arbitrarias, ver molécula com valores na FIGURA 102). O eletrdfilo,
carbono com densidade de carga -0.019, n&o possui carga positiva como
esperado. Entretanto, ele apresenta-se quase neutro (valor muito proximo de
zero) e com densidade de carga muito menos negativa do que as dos outros
carbonos arométicos em posicdo orto a carbonos ligados a grupos hidroxila. E
conhecido que estes carbonos recebem uma densidade de carga negativa por
efeito de conjugdo mesomérica quando nestas posigdes. Assim, pode-se perceber

que a ciclizagao proposta é realmente viavel.
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FIGURA 101. Proposta para a perda de CO (28 Da) para o alternariol (76) e o alternariol

monometil éter (77).
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FIGURA 102. Simulagado computacional da densidade de cargas feita com o software
HyperchemTM.

Embora as perdas de CO e de um radical metil ocorram nos dois
compostos estudados, a fragmentagao que leva aos ions m/z 215 (-42 Da) e m/z
213 (-44 Da) aparentemente ocorrem apenas na molécula de alternariol (76). A
sugestédo aqui apresentada para estas fragmentag¢des envolvem um Rearranjo de
MacLafferty seguido por um equilibrio ceto-endlico. Na sequencia, uma
fragmentacao do tipo Retro Diels-Alders leva a formacao do ion m/z 215. A partir
da estrutura gerada apods o equilibrio ceto-endlico, € possivel ocorrer a perda de
CO; (-44 Da) para gerar o ion m/z 213, que de acordo com a nossa proposta

pode ser bastante estabilizado por conjugacdo com todo o sistema aromatico.

Identificados os principais fragmentos obtidos para o alternariol (76)
e o alternariol monometil éter (77), canais de SRM envolvendo estas
fragmentacdes foram selecionados e analisados com respeito a sua seletividade e
sensibilidade. Os canais escolhidos foram m/z 257 — m/z 215 (monitoramento) e
m/z 257 — m/z 213 (quantificagdo) para o alternariol (76) e m/z 271 — m/z 256
(quantificacdo) e m/z 271 — m/z 228 (monitoramento) para o alternariol

monometil éter (77).
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FIGURA 103. Proposta para a formagédo de m/z 215 e m/z 213 para o alternariol (76).

Selecionadas as transigdes a serem utilizadas, foram iniciadas as
etapas de validacao do método. A seletividade foi garantida pelo uso de duas
transigcbes nos experimentos de SRM e a comparagdo com as amostras branco
evidenciou este ponto (FIGURA 104 e FIGURA 105). Aléem de seletivo, o método
mostrou-se bastante sensivel, com limites de deteccédo (LOD) da ordem de 0,13
ng/mL e limites de quantificagdo (LOQ) em torno de 0,5 ng/mL, como pode ser
observado através dos cromatogramas SRM apresentados nas FIGURA 104 e
FIGURA 105 e na TABELA 20.

Boa linearidade também foi conseguida neste método de analises
em um intervalo dinamico de 0,50 até 20,0 ng/mL. Os valores de r?, que podem
ser verificados na TABELA 20, forma todos maiores do que 0,997 para ambos os

compostos tanto no flavedo quanto no albedo.
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TABELA 20. Ensaio para linearidade, LOQ e LOD para o método proposto (valores sdo as médias

+RSD, n=3)
Limite de Limite de intercent coeficiente de
Toxina quantificacéo deteccao slope (a) () P determinagao
(ng/mL) (ng/mL) (%)
Flavedo
Alternariol (76) 0.40+4.0 0.12+12.6 24397 +49 7.27+20.9 0.998 £ 0.1
Alternariol
monometil éter  032+74  010+110 293863+ 68150+ 5497 49
1.6 13.7
(77)
Albedo
: -6.54 +
Alternariol (76) 042 +5.7 0.13+14.1 266.71+1.4 14.6 0.998 + 0.1
Alternariol
monometil éter  0.41+66  012+110 03283+ 67853+ 5445, 4
(77) 0.8 9.6

Os ensaios de precisdao e exatidao foram realizados da mesma

maneira descritos para o método de quantificacdo da zearalenona (14). Estes

resultados podem ser encontrados na TABELA 21, abaixo. Claramente pode-se

observar que os valores do desvio padréo relativo (RSD) para ambos os

compostos analisados ficaram abaixo de 6,6% na matriz flavedo. Isso demonstra

que o método é bastante preciso com respeito a sua repetibilidade (analises intra-

dia) e a sua precisdo intermediaria (analises inter-dias). Para a matriz albedo, os

desvios foram um pouco maiores. Entretanto, os valores obtidos ainda se

encontram abaixo de 14,5%, conferindo precisdo ao método desenvolvido

também para esta matriz.
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FIGURA 104. Cromatogramas obtidos para a matriz flavedo. O primeiro composto a eluir é o
alternariol (76) (257—213) e o segundo € o alternariol monometil éter (77) (271—256). A) branco;
B) concentragdes no LOQ; C) concentragao no ponto mais alto do intervalo dindmico. Os valores

séo tempo de retencédo (area do pico).
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FIGURA 105. Cromatogramas obtidos para a matriz albedo. O primeiro composto a eluir é o
alternariol (76) (257—213) e o segundo € o alternariol monometil éter (77) (271—-256). A) branco;
B) concentragdes no LOQ; C) concentragcao no ponto mais alto do intervalo dindmico. Os valores

sdo tempo de retencéo (area do pico).
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Os erros relativos, que expressam a exatiddo do método, também

podem ser encontrados na TABELA 21. Mais uma vez eles foram menores na

matriz flavedo do que no albedo, indicando que este ultimo tecido constitui uma

matriz ligeiramente mais complexa do que o primeiro. Ainda assim todos os

valores ficaram abaixo de 11% no flavedo e 14,5% no albedo, indicando que além

de preciso 0 método proposto também € exato. Na analise de micotoxinas em

alimentos, ambos os valores de RSD e erro relativo sdo geralmente aceitos

quando menores do que 2

0%206, 207

TABELA 21. Ensaio para a precisao e exatiddo dos compostos analisados nas matrizes flavedo e

albedo.

Intra-dias (n =5)

Inter-dias (n = 12)

Concentracdo Concentracao RSD Erro Concentracéo RSD Erro
Composto esperada medida (%) relativo medida (%) relativo
(ng/mL) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
Flavedo
0.5 0.52 £ 0.02 3.8 4.4 0.51+£0.02 3.9 23
1.0 1.06 + 0.07 6.6 6.0 1.06 + 0.06 5.7 5.9
Alternariol 25 2.23+£0.12 5.4 -10.8 2.23+0.11 49 -10.9
(76) 5.0 5.13+0.23 4.5 2.7 517 +0.22 4.3 3.4
10.0 9.99 +0.29 29 -0.1 10.34 £ 0.57 25 3.5
20.0 20.07 £ 0.45 2.2 0.4 19.93+£0.43 2.2 -0.3
0.5 0.55 + 0.01 1.8 9.8 0.55+0.02 3.6 10.2
. 1.0 1.00 £ 0.02 2.0 -0.4 0.99 + 0.02 2.0 -0.8
Alternario 2.5 220+002 09 -84  223+004 18 -10.7
éter (77) 5.0 5.05 + 0.04 0.8 1.0 499+ 0.11 1.2 -0.2
10.0 0.96 +0.15 1.5 -0.4 9.93+0.14 1.4 -0.7
20.0 20.20 £ 0.09 0.5 1.0 20.33 +£0.29 1.4 1.3
Albedo
0.5 0.50+£0.03 6.0 0.1 0.47 £ 0.06 12.8 -0.9
1.0 0.98+£0.13 13.3 2.2 0.99 + 0.06 6.1 -0.4
Alternariol 25 2.46 +0.08 3.3 -1.6 2.41+0.21 8.7 -4.2
(76) 5.0 5.52 +0.05 0.9 10.3 5.72+0.07 1.2 14.4
10.0 9.25+ 0.66 7.1 -7.5 9.61+0.88 9.2 -0.6
20.0 20.31 £1.17 5.8 1.5 19.69+2.17 11.0 -3.4
0.5 0.47 +0.02 4.3 5.7 0.50 + 0.07 14.0 -0.5
| ol 1.0 0.99 +0.07 7.1 -0.1 0.97 +0.13 13.4 24
g(‘)f]rg;re'gl 2.5 241+024 100 -3.4 230+021 91  -7.8
éter (77) 5.0 5.72 +0.08 1.4 14.5 5.44 +0.22 4.0 8.9
10.0 9.61+0.71 7.4 -3.9 9.78 +1.27 13.0 -2.2
20.0 19.69+2.32 11.8 -1.5 19.65 + 1.92 9.8 -1.7

A recuperagdo do método também foi analisada, ou seja, verificou-

se a eficiéncia do processo de extragédo e clean-up dos analitos de interesse pelo
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método proposto. Os valores obtidos indicam que a recuperagao € praticamente a
mesma para ambos o0s compostos analisados (TABELA 22). Entretanto, os
valores nominais obtidos sugerem que o procedimento de extracdo e clean-up
podem ser melhorados, pois a recuperagao global estd em torno de 40% em

ambas as matrizes.

Embora os valores de recuperagéo estejam baixos, eles corroboram
com os reportados por Lau et al. (2003)'"? que obteve valores na ordem de 36%
para o alternariol (76) e 20% para o alternariol monometil éter (77) em sucos de
laranjas usando um procedimento de extragao similar ao que foi proposto aqui.
Isso indica que matrizes provindas de plantas do género Citrus, sejam elas na
forma de sucos ou de frutas in natura, ocasionam consideraveis efeitos de matriz
durante os processo de extragéo, clean-up ou mesmo de ionizagdo na fonte de
ES. Outras frutas como magas por exemplo, ndo apresentam tamanho efeito de
matriz e valores para recuperagdo da ordem de 90% s&o reportados na

literatura'’? 27

TABELA 22. Ensaio de recuperagao para o método proposto de quantificagao de alternariols em
tangerinas.

Recuperacéo (% da média £ RSD)

Concentracio Flavedo _ Albedo _
esperada (ng/mL)  Alternariol Alternariol Alternariol Alternariol
(76) monometil éter (76) monometil éter
(77) (77)

0.50 4375+7.5 38.26 + 13.1 4471 +£12.2 35.11+6.9
1.00 4222 +7.3 38.05+6.8 4517 £8.9 40.80 £ 12.7
2.50 40.00+5.0 39.00 £6.2 41.70+£14.2 3821+11.4
5.00 39.38+7.6 43.86 £5.1 41.30+£6.9 40.95+6.4
10.00 39.23+95 42.84 £ 13.2 4186 +6.6 35.94 +10.7
20.00 41.34+5.6 3997+7.2 42.01+£5.8 36.55+9.0

Recuperacéo

media global 40.99+1.6 40.33+3.6 4279+3.4 3793+25

(média + SD)

Apos checados todos os parametros necessarios para a validagao
do meétodo, amostras de tangerina sintomaticas e assintomaticas a patogenia
Mancha Marrom de Alternaria foram entdo analisadas. Para isso, contamos com a
colaboracdo do Dr. Nelson Wulff, da FUNDECITRUS, que cedeu amostras de
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tangerinas selecionadas por este proprio 6rgao. Além disso, analisamos 2
amostras de tangerinas, assintomaticas a esta doencga, compradas em Recife,
PE. Isso foi feito pois n&o existem relatos da ocorréncia desta patogenia na regiao
nordeste brasileira e assim seria possivel verificar se as analises realizadas pelo

método aqui proposto poderiam confirmar este fato.

Assim, de acordo com o método proposto, as quantidades de
alternariol (76) detectadas foram em média 5 vezes maior do que as de alternariol
monometil éter (77) na matriz flavedo das amostras sintomaticas (FIGURA 106).
Um dos resultados mais significativos obtidos aqui e reportados na FIGURA 106 &
que mesmo as amostras assintomaticas a esta patogenia, coletadas no estado de
Sao Paulo, apresentavam niveis de alternariol e alternariol monometil éter (77) no
flavedo. Estes niveis estdo entre 15 e 25% dos niveis encontrados nas amostras
sintomaticas. Este resultado foi de fundamental importancia tanto para o grupo
quanto para a FUNDECITRUS, pois ele sinalizou que o método de analise por
HPLC-ESI-MS/MS aqui proposto tinha potencial para ser utilizado como uma
ferramenta de diagnosticos para a detecgdo de Mancha Marrom de Alternaria em
Citrus. A identificacdo dos sintomas desta patogenia é feito através de analises
visuais dos frutos e, em muitos casos, quando estes sintomas se manifestam,

uma grande quantidade de plantas ja esta acometida pela doenga na plantagéo.

Com uma ferramenta de analises que poderia detectar a presenca
da patogenia mesmo antes dos sintomas visuais, seria possivel um diagndstico
rapido e eficaz no combate desta praga. Entretanto, os altos custos das analises
por espectrometria de massas, entre outros detalhes, dificultam a implentagdo
desta técnica no controle de qualidade de tangerinas. Nossa contribuicdo neste
presente trabalho foi comprovar a potencialidade da técnica, desenvolvendo um
método de analise que cientificamente atingiu o escopo demandado pela industria
da citricultura. Avangos no sentido de minimizar os custos podem, no médio

prazo, viabilizar esta proposta analitica em termos comerciais.

Com respeito a confiabilidade das analises, os resultados das
amostras compradas em Recife, PE, onde nao existem relatos desta patogenia,

forneceram informagdes muito importantes. Como pode ser observado na
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FIGURA 106, as toxinas nao foram detectadas em nenhuma parte destes frutos.
Ou seja, provavelmente os frutos assintomaticos coletados no estado de Séo
Paulo estavam com a patogenia no inicio do seu desenvolvimento, sem aparentes
sintomas. Ja os coletados em Recife, PE, realmente estavam isentos da

patogenia, comprovada pela auséncia das toxinas nos frutos.

Outro resultado muito interessante foi a constatagdo de que nao
existe acumulo de alternariol (76) e alternariol monometil éter (77) no tecido
albedo, a pele interna branca do fruto. Isso ocorre inclusive para as amostras
sintomaticas a Mancha Marrom de Alternaria (FIGURA 106) e sugere que a
camada externa da casca, o flavedo, funciona como uma barreira quimica para a
transposicdo destas toxinas. Este resultado € uma aparente oposicdo a
constatagao de Agrios (1989)9, que observou que pequenas lesdes na superficie
de frutos com sintomas de Mancha Marrom de Alternaria podem indicar uma

extensiva infecgao dentro do fruto.

Os nossos resultados, entretanto, sugerem que a infeccdo nem
sempre esta associada ao acumulo de toxinas, principalmente no interior do fruto.
Alguns pesquisadores tém atribuido propriedades antimicrobianas ao albedo,
principalmente devido as altas concentragdes de flavondides e outros compostos

fendlicos neste tecido®®® 2%

Embora alguns destes compostos possam ser
encontrados também no flavedo, até o presente momento nenhuma atividade
antimicrobiana foi atribuida a este tecido®®® ?°°. Tais observacdes corroboram com
os resultados aqui apresentados e talvez a presenca de flavondides e outras
substancias fendlicas possam inibir a infecgdo fungica, atuando também como
uma barreira para transposicdo dos alternariols para dentro dos frutos de

tangerina.

Os niveis de contaminagao aqui apresentados sao menores do que
os reportados por Logrieco et al. (2003)*'°. Embora este trabalho nao tenha sido
validado, € um dos poucos dados encontrados na literatura corrente e reporta a
deteccdo de 0,92 mg.kg™' de alternariol e 0,17 mg.kg™"' de alternariol monometil
éter (77) em laranjas acometidas pela Mancha Preta de Alternaria, outras doenca
causada por fungos do género Alternaria e que embora tenha o nome muito
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similar a primeira, possui caracteristica e mecanismos de acdo completamente
distintos Isso sugere a alta produgéo in situ destas toxinas se comparadas com a

infeccado pela Mancha Marrom de Alternaria, alvo do nosso presente trabalho.

O desenvolvimento e a aplicacao deste trabalho foram publicados no

Journal of Agricultural and Food Chemistry®'

e constituimuma importante
contribuigdo tanto para o desenvolvimento de ferrementas visando o diagndstico
de doencgas caracteristicas de Citrus, quanto para a compreensdo de como as
toxinas produzidas por Alternaria sdo acumuladas nos frutos de tangerina. Além
disso, 0s nossos resultados aqui apresentados podem indicar uma alternativa de
consumo para as tangerinas. Mesmo aquelas com sintomas de Mancha Marrom
de Alternaria podem ser consumidas desde que o flavedo seja completamente
removido do fruto. Este € um procedimento de praxe no consumo das frutas in
natura, mas em muitos casos a producédo de suco de tangerina emprega o fruto
como um todo. Para estes casos, existe um risco na ingestdo de quantidades
consideraveis de alternariols, caso frutos sintomaticos a esta doenca sejam
empregados na fabricagdo do suco. Como ndo existem limites internacionais para
0 consumo destas substancias e como elas sao consideradas substancias

212, 213

moderadamente carcinogénicas , sugére-se cautela na ingestdo de sucos

provindos de tangerinas.
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FIGURA 106. Resultados da analises de amostras de tangerina pelo método proposto.

Embora a validacdo do método apresentado acima tivesse sido
realizado nas matrizes albedo e flavedo de tangerinas, decidimos emprega-lo
para a construcdo de curvas de producdo de alternariols, isolados como
patdgenos de trigo, usando o proprio trigo como meio de cultura. O principal
intuito de se realizar tais curvas de producéo é checar o perfil do metabolismo de
Alternaria alternata.

Como pode-se observar na FIGURA 107, ndo existe uma
modificagdo consideravel até 10 dias de cultivo fungico. Entretanto, de 15 a 20
dias podemos observar perfis distintos para o alternariol (76) e para o alternariol
monometil éter (77): enquanto a concentragdo do primeiro aumenta
exponencialmente, as quantidades do segundo permanecem quase que estaticas.

Este perfil aparentemente se inverte no periodo de 20 a 30 dias, ou seja,
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enquanto a concentracdo de alternariol monometil éter (77) cresce
exponencialmente, a de alternariol (76) permanece em patamares quase
idénticos. Uma nova inversao no perfil de produgao é observada do periodo de 30
a 40 dias. A equacgao que descreve este perfil € a mesma descrita no método de
quantificacdo de zearalenonas (FIGURA 94). Para o alternariol monometil éter
(77), a equagdo se encaixa com r? igual a 0,998. A Unica diferenca é quanto a
producao de alternariol (76), onde existem dois estagios em que esta equacgao se
aplica: um até 30 dias de cultivo, com r? igual a 0,986, e outro de 30 a 40 dias,

com r? igual a 0,997.

O perfil encontrado para a produgao destas toxinas vai de encontro
com o reportado por Magnani?®®, embora suas analises tenham sido realizadas
por HPLC-UV, usando um método de analises nao validado e utilizando-se outra
cepa de Alternaria alternata (isolada como patégeno de Citrus). Ou seja,
aparentemente o perfil de producado de alternariols ndo diverge entre as duas
cepas de Alternaria disponiveis no grupo de pesquisa. Entretanto, as quantidades
absolutas em cada dia estudado divergem consideravelmente. Aparentemente, a
cepa isolada de Citrus e estudada por Magnani205 produz cerca de 5 vezes mais
alternariols do que a cepa aqui estudada. Como o método empregado neste
estudo anterior n&o foi validado, as quantidades detectadas representam apenas
uma estimativa e uma quantificacdo em valores absolutos, pois inumeros fatores
analiticos podem influenciar os resultados obtidos. Independentemente destes

valores, o perfil das curvas obtidas foi muito semelhante.
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FIGURA 107. Curva de producao de alternariol (76) e alternariol monometil éter (77) obtidos de
Alternaria alternata, isolada como patdégeno de trigo, e cultivada neste mesmo cereal.

Uma explicagdo bastante plausivel para o perfil observado na
producao de alternariol (76) e alternariol monometil éter (77) (FIGURA 107) pode
ser encontrada na biossintese destas substancias. Segundo Dewick (2004)*°, os
aspectos essenciais da biossintese deste composto podem ser redigidos, embora
a sequencia precisa das reagdes envolvidas ainda ndo seja plenamente
conhecida. O alternariol (76) é formado a partir de 7 unidades acetato intactas.
Apos 2 reacgdes de aldol intramoleculares, € possivel a enolizagao e consequente
formagdo do anel lactbnico, gerando o alternariol (76), como apresentado na
FIGURA 108. Uma simples metilagcdo via enzima carregadora do grupo S-

adenosilmetionina (SAM) permite a formagao do alternariol monometil éter (77).

De acordo com a biossintese, portanto, o alternariol (76) pode ser
considerado um intermediario para a formacdo de seu derivado metoxilado.
Assim, enquanto ha a biossintese de alternariol (76), aparentemente ndo existe
“‘material de partida” suficiente para a consideravel producdo de alternariol
monometil éter (77) (periodos de 10 a 20 dias e de 30 a 40 dias, FIGURA 107).
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Quando este comega a ser produzido, aparentemente o excesso de
alternariol (76) gerado no meio € usado nesta convers&do quimica e, portanto, ndo
ha um incremento na concentracédo do alternariol (76) (periodo de 20 a 30 dias,
FIGURA 107). O refinado processo enzimatico que controla estes processos
tende a ser bastante sofisticado e sera objeto de estudos futuros em nosso grupo

de pesquisas.

(o]
o CH,
2 reagdes de Aldol
7 b -2 H,0 (0]
H3C OH —> — >
Unidade 0 SEnz
acetato
Enolizacao l
OH

CH,
OH Formagio
da lactona O OH
q—
U SEnz
HO OH

Alternariol monometil éter Alternariol
FIGURA 108. Biossintese do alternariol (76) e alternariol monometil éter (77) — adaptado de
Dewick (2004)%°.

Aproveitando-se o desenvolvimento do método, também checamos
3 diferentes meios de cultura sdélidos para a obtencédo destas substancias: trigo
milho e arroz. Como podemos observar na FIGURA 109, existe uma tendéncia a
producao destas substancias. O melhor meio de cultura para a produgao de
ambas as substancias foi o milho, seguido pelo trigo — utilizado na obtencao da

curva de produgao — e por ultimo o arroz.
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FIGURA 109. Produgao de alternariol (76) e alternariol monometil éter (77) em diferentes meios de
cultura (40 dias de cultivo).

Estes resultados, quando comparados com os obtidos na curva de
producdo da zearalenona (14) (FIGURA 93), revelam certa preferéncia pelos
cereais milho e trigo, quanto a produgédo de toxinas por fungos dos géneros
Alternaria e Fusarium. Estas informacgdes sdo muito revelantes, pois permitem
uma prévia selecdo das melhores condi¢cdes de cultivo para estas susbtancias.
Neste presente documento, foram apenas testados as variaveis tempo de cultivo
e meio de cultura, pois o objetivo final de cada quantificagédo e da construgao das
curvas de produgdo eram distintos para cada um dos fungos analisados. Porém,
otimizagdes envolvendo mudangas no teor de umidade, no pH, na temperatura,
entre outros fatores, sdo extremamente interessantes e podem complementar os

dados aqui reportados.
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3.3.6. Deteccéao e identificacdo dos metabdlitos produzidos por
Alternaria alternata por HPLC-SPE-NMR

Apos a detecgcdo e a quantificagdo das toxinas alternariol (76) e
alternariol monometil éter (77) em frutos de tangerinas e em extratos de Alternaria
alternata, obtidos através do cultivo em milho, trigo e arroz, estes extratos foram
investigados mais detalhadamente com respeito a possibilidade de haver outros
analogos destas substancias. Tal investigacdo iniciou-se com alguns indicios
obtidos via HPLC-MS em nosso laboratério no DQ-UFSCar. Porém, como pode
ser observado na FIGURA 110A, o extrato é constituido basicamente dos
compostos alternariol (76) e alternariol monometil éter (77), tornando a
caracterizagao completa dos outros compostos por técnicas de espectrometria de

massas até certo ponto limitada.

Desta maneira, estabelecemos uma parceria com o Max Planck
Institut fir chemische Okologie, localizado na cidade de Jena, Alemanha. Tal
parceria permitiu a utilizacdo de um sistema de hifenacédo entre a cromatografia
liguida com a extragdo em fase sdlida e a ressonéncia magnética nuclear (HPLC-
SPE-NMR). Este equipamento, como mencionado na introdugéo, € atualmente
considerado um dos sistemas mais eficientes para a identificacdo e

caracterizagao de compostos organicos em matrizes complexas.

Assim, visando a deteccdo e identificagdo dos metabdlitos
produzidos por Alternaria alternata, decidimos submeter um extrato que havia sido
produzido no DQ-UFSCar (item 3.2.2.6.1.) a analises por HPLC-SPE-NMR. O
primeiro cromatograma obtido esta apresentado na FIGURA 110A. Apds a
obtengdo deste cromatograma, os picos de interesse foram seletivamente
trapeados em cartuchos de SPE e depois eluidos para dentro do magneto para o
registro dos experimentos de '"H NMR. Entretanto, ao se observar os espectros
relativos as bandas cromatograficas entdo retidas, foi possivel identificar os
compostos alternariol (76) (12,87 min) e alternariol monometil éter (77) (21,89
min), os quais ja haviam sido previamente detectados como as substancias

majoritarias do extrato. As substancias referentes ao trapeamento dos demais
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picos se mostraram muito impuras, inviabilizando uma completa determinagao

estrutural (espectros de "H NMR nao mostrados aqui).

Portanto, foi realizada uma pré-purificagao por SPE manual usando
cartuchos contendo ODS como fase estacionaria. Desta maneira, o extrato inicial
foi separado em 3 fragdes: 10 (MAC10), 50 (MAC50) e 100% (MAC100) de
acetonitrila em agua. Os cromatogramas relativos as fragbes MAC10 e MAC100
se mostraram pouco interessantes com respeito a presenga de alternariols e
assim nao foram trabalhados. A fragdo MAC50, ao contrario, mostrou-se rica em
compostos com UV muito similar ao dos alternariols. Esta fragcdo foi entio
concentrada e o método cromatografico foi otimizado visando uma separacgao de
linha de base dos compostos de interesse (FIGURA 110B). Todos os picos foram
trapeados e analisados por NMR. Destes, 4 outros picos (assinalados no
cromatograma da FIGURA 110B) além do alternariol (76) e alternariol monometil
éter (77) se apresentaram muito interessantes e portanto foram analisados mais

cuidadosamente.

Os espectros de '"H NMR dos picos trapeados no sistema de SPE
estdo apresentados na FIGURA 111. Através de uma investigagdo criteriosa
destes espectros, é possivel observar que os componentes majoritarios deste
extrato, (compostos 76 e 77) exibem um perfil espectral muito similar. A presenca
de quatro dubletos na regido aromatica (6 variando de 6.40 a 7.30 ppm), exibindo
constantes de acoplamento meta (J ~ 2.0 Hz), sugerem a presencga de dois anéis
aromaticos tetra-substituidos. Singletos muito intensos por volta de 6 12.00 e 2.80
ppm (este ultimo com integral igual a 3) indicam a presenga de uma hidroxila
quelada e de um grupo metilico ligados aos anéis aromaticos, respectivamente. A
unica diferenca existente entre os compostos 76 e 77 é a presenca de outro
singleto muito intenso em & 3.95 ppm integrando para 3 hidrogénios no composto
77, muito provavelmente relacionado a um grupo metoxil ligado ao anel aromatico
(FIGURA 112).
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FIGURA 110. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV-SPE-NMR (254 nm). Os picos marcados
foram trapeados automaticamente em discos de SPE: A) cromatograma inicial do extrato de
Alternaria alternata (30 uL, 2mg/mL). Os picos marcados representam alternariol (76) (12,87 min)
e alternariol monometil éter (77) (21,89 min). B) Cromatograma apds otimizagéo cromatografica,
pré-purificagdo por SPE manual e concentracdo da amostra (30 uL, 20mg/mL).
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FIGURA 111. Espectros de "H NMR das amostras de interesse analisadas por HPLC-UV-SPE-
NMR (500 MHz, CD3;CN): 1) alternariol (76); 2) alternariol monometil éter (77); 3) alternusin (76); 4)
MAC50_108 (90); 5) MAC50_135 (91); 6) MACS50_153 (92);

@i @ @
2

H

FIGURA 112. Fragmentos dos compostos 76 e 77 que podem ser deduzidos a partir dos
experimentos de 'H NMR.

Com base nestas informagdes e de acordo com o conhecimento
prévio de obtencado deste extrato, € possivel inferir que as substancias 76 e 77
possuem o esqueleto quimico dos alternariols, e como a diferenca entre as

mesmas € de apenas um grupo metoxil, podemos associar o composto 76 ao
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alternariol e o composto 77 ao alternariol monometil éter (FIGURA 113). O perfil
dos espectros de "*C NMR, sejam eles obtidos de maneira direta ou extraidos dos
experimentos de gHMBC via detecgéo inversa, também sdo bastante similares,
com exce¢ao da presenca de uma carbono em 56.4 ppm para o composto 77.
Este dado reforga que a diferenca entre um composto e outro € a presenca de um
grupo metoxil ligado a um dos anéis aromaticos no composto 77, ou seja, no
alternariol monometil éter (77). Os espectros de gHMBC para composto 76 e de
3C NMR e gHMBC para o composto 77, podem ser observados nas FIGURA
114, FIGURA 115 e FIGURA 116. Todas as correlacdes observadas, bem como o
deslocamento quimico dos hidrogénios e carbonos detectados encontram-se
resumidos na TABELA 23.

HO . CHj
_ Alterna[iol
Alternariol (76) Monometil Eter (77)
C14H1005 C15H1205
258.052824 272.068474

FIGURA 113. Estruturas quimicas dos cospostos alternariol (76) e alternariol monometil éter (77).
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FIGURA 114. Espectro de gHMBC obtido para o composto 76 via experimentos de por HPLC-UV-
SPE-NMR (500 MHz para 'H e 125 MHz para ">C, CD;CN).

170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
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FIGURA 115. Espectro de ">C NMR obtido para o composto 77 via experimentos de HPLC-UV-
SPE-NMR (125 MHz para, CD;CN). A imperfei¢gao na linha de base é resultante da baixissima
sensibilidade da sonda capilar, imprescindivel para hifenacdo com HPLC, nos experimentos de 3c
NMR.
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FIGURA 116. Espectro de gHMBC obtido para o composto 77 via experimentos de por HPLC-UV-

SPE-NMR (500 MHz para 'H e 125 MHz para ">C, CD;CN).

Ambos os espectros de gHMBC apresentam o hidrogénio da posigao
H-3' correlacionando com os carbonos C-1" and C-2’ (para os deslocamentos
quimicos, conforme TABELA 23), evidenciando a conectividade dos entre os
anéis A e B. O mesmo pode ser observado para as conectividades entre os anéis
B e C, uma vez que H-6 correlaciona com J® com os carbonos C-1’ and C-2. As
demais correlagbes observadas confirmam as estruturas propostas. Assim,
baseando-se nestes dados, foi possivel associar indubitavelmente os picos 76 e
77 aos compostos alternariol e alternariol monometil éter. Dados encontrados na
literatura suportam a nossa atribuicdo estrutural, como pode ser observado na
comparacao feita na TABELA 23, embora tenham sido obtidos a partir de

experimentos envolvendo solventes diferentes dos aqui utilizados.
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TABELA 23. Resumo dos valores obtidos nos experimentos de 'H, ®*C NMR e gHMBC por HPLC-
UV-SPE-NMR para os compostos 76 e 77 (500 MHz para 'H e 125 MHz para °C, CD3;CN).
Valores de referéncia também estdo apresentados para alternariol (76)214 € para o alternariol

monometil éter (77)°"°.

Alternariol (76) Alternariol monometil éter (77)
. Referéncia . Referéncia
Valores obtidos Valores obtidos
(CDCly) (DMSO)
8|—| 8H 8H 8H
* HMBC HMBC
3, Hz) 8" 9 3, Hz) 8 3, Hz) 9 3, Hz) 8c
1 139.0 138.1 138.3
2 99.6 97.4 98.1 101.6
3 164.9 164.1 165.5 160.1
6.42,d 6.38, d 6.61,d 6.55,d
4 (2.0) 101.1 2,3,6 (1.9) 100.9 (2.0) 1015 2,356 2.3) 106.0
5 165.3 165.5 166.5 160.1
7.28,d , 71.27,d 7.34,d , 7.28,d
6 (2.0) 1049 24,51 (2.0) 104.4 (2.0) 103.3 24,5, 1 2.3) 108.0
7 165.1 164.7 168.3 n.d.
1 110.2 109.0 109.3 109.5
2 153.9 152.6 153.4 153.2
, 6.68, d 1,24, 6.32,d 6.72,d 1,24, 6.69,d
3 (2.4) 102.3 5 (2.6) 101.6 2.4) 101.5 5 2.3) 101.3
4 158.0 158.4 158.9 159.0
, 6.73,d 1,3,6- 6.71,d 6.78, d 1,34, 6.77,d
5 (2.4) 117.4 CHs (2.6) 117.6 2.4) 117.5 6"-CH, 2.3) 122.9
6’ 139.2 138.3 138.8 139.5
3-0H 11.86, 237 11.93,
s s
5-OCHj; 395 s 564 5 3.97,s 56.3
6-CH, 278,s 254 1096 577 253 2825 257 151 : 279, s 246

*Obtidos a partir dos experimentos de gHSQC e gHMBC.

Apos analises por NMR, os compostos de interesse foram coletados
e submetidos a analises por espectrometria de massas de alta resolucédo via
ionizag&o por elétrons (EI-HRMS). Foram detectados ions moleculares ([M™]) com
m/z 258.05197 (C14H1005) para o alternariol (76) e m/z 272.06711 (C45H4205) para
o alternariol monometil éter (77) (TABELA 24), corroborando com a identificagéo

estrutural realizada por NMR.
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UV-SPE-NMR.

Composto jon detectado  Massa Calculada Exatidao Desvio

(m/z) (Da) (Ppm) (mDa)
Alternariol (C14H100s) (76) 258.051979 258.052824 3.3 0.8

Alternariol monometil éter
272.067114 272.068474 . 1.4
(C1sH1208) (77) 06 068 50

Altenusin (C.5H140¢) (90) 290.079702 290.079038 2.3 -0.7
MAC50_108 (C14H1405) (91) 262.085163 262.084124 -4.0 -1.0
MAC50_135 (C15H1,06) (92) 288.063813 288.063388 -1.5 -04
MAC50_153 (C15H1,06) (93) 288.062755 288.063388 2.2 0.7

Desta maneira, conseguimos separar, identificar e caracterizar
indubitavelmente as substancias alternariol (76) e o alternariol monometil éter (77)
nos extratos de Alternaria alternata. Estes compostos tém sido isolados de
diferentes espécies de fungos deste género, como A. alternata®'®, A. arborescens,
A. infectoria, A. tenuissima®'’, dentre outras. Estas substancias possuem efeitos
mutagénicos e citotoxicos para bactérias e células de mamiferos®'®, e estes sdo

suspeitos de agirem como agentes carcinogénicos humanos?'® 2%,

Prosseguindo com as analises dos espectros de NMR obtidos,
podemos notar que o composto com tempo de retencdo 5,7 minutos, aqui
assinalado composto 90, apresenta um perfil no espectro '"H NMR (FIGURA 111)
bastante similar quando comparado com o alternariol (76) e com o alternariol
monometil éter (77), embora os sinais relativos a hidrogénios aromaticos estejam
deslocados para uma regiao mais blindada do espectro. Além disso, para este
composto ndo sdo mais observados quatro dubletos nesta regido e sim dois
singletos e dois dubletos (TABELA 25). Isso sugere fortemente uma mudancga no
perfil de substituicdo de um dos anéis aromaticos para um sistema tetra orto-
substituido. Além disso, ndo sdo mais observados os sinais em ambos os
espectros de 'H e "*C NMR relativos ao deslocamento quimico da metila ligada ao
anel A. Se comparados com o alternariol monometil éter (77), por exemplo, estes
sinais foram deslocados de 6 2.82 e 25.7 ppm, respectivamente, para uma regido
mais blindada, em & 1.90 e 19.3 ppm em 90. Tal deslocamento é consistente com

uma abertura no anel lactonico.
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TABELA 25. Resumo dos valores obtidos nos experimentos de 'H, ®*C NMR e gHMBC por HPLC-
UV-SPE-NMR para os compostos 90 e 91 (500 MHz para 'H e 125 MHz para °C, CD3;CN).
Valores de referéncia também estdo apresentados para o composto 907",

Altenusin (90)

MAC50_118 (91)

. Referéncia .
Valores obtidos (CD50D) Valores obtidos
Sy 84 Sn
HMBC HMBC
(3, Hz) % 9 (3, Hz) 8 (3, Hz) 8 g
147.2 148.3 137.4
2 104.5 106.5 100.2
3 163.8 163.0 164.8
6.47, d 6.25, d 6.48, d (2.3),
4 (26).1H 99.7 2,3,5,6 (2.2) 1H 102.3 i 1023 2,3,6
5 165.0 165.3 166.2
6.19, d 6.03, d 6.53, d (2.3),
6 (2.6). 1H 1106 1,2,4,5 (2.2) 1H 112.1 i 103.1 1,2, 4
.
1 133.8 135.8 122.7
, 6.52, s, 1,1,3, 6.46,s,
2 i 155 T 116.6 158.1
, 1,2, 3-
3 141.5 143.3 3.33, m, 1H 27.1 CHo 4’ 5
2.93, ddd (15.5, 1,2,3,
& 144.2 144.7 76,6.7),1H ;g 3-CHs S
2.25, ddd,(15.5, 1,2,3,
3.1,2.2), 1H 3-CHj, 5’
, 6.65, s, 1,3,4  655s, 5.09, bdd (6.7, 1,3, 4,
5 o 116.3 6-CH, o 117.2 22) 1H 61.0 6-CH,
6 126.9 127.3
3-on 1875, 11.36, s, 1H
1H
3.81, s, 3.87,s,
5-OCHs 3K 55.6 5 1 56.4 3.88, s, 1H 56.7 5
, 1.90, s, 1,2,4  1.90,s,
6'-CHs 3H 18.4 5 & " 19.3
3'-CH, 1.22,d(6.9),1H 211 1,2,3,4

Experimentos de gHSQC e gHMBC, apresentados na FIGURA 117 e

na FIGURA 118,

respectivamente, suportam tal sugestdo. Entretanto, as

correlagdes-chave para tal proposta de abertura do anel lactbnico incluem a

existente entre o hidrogénio H-2' (6 6.52 ppm) e o carbono 6’ (6 126.9 ppm),
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observada no espectro de gHMBC, e a propria presenga de um hidrogénio na
posicdo H-6’ acoplando com os carbonos C-1, C-2, C-4 e C-5, neste mesmo
espectro. Desta maneira, baseando-se nestes dados e por comparagdo com a
literatura®'®, pode-se associar o (90) com a toxina altenusin (ver FIGURA 119), um

metabdlito conhecido produzido por Alternaria e alguns outros microrganismos.

D50
CD3CN
. Al L o
' o o

1,90 (s) - [
18,4 ppm 1 O

| 20

3,81 (s) - |
55,6 ppm _50

K

1 (ppm)

8,47 (d) - oo
99,7 ppm B
I 6,19 (q)- 100

6,65 (s) - 110,6 ppm
116,3 ppm, _‘110
6,52 (s) - 120

L j15,5 ppm . ‘ 1170

—T T T T T T T T T T T T T T

7.5 3.0

0 4.5
f2 (ppm)
FIGURA 117. Espectro de gHSQC obtido para o (90) via experimentos de por HPLC-UV-SPE-
NMR (500 MHz para "H e 125 MHz para ">C, CD5CN).

Mais uma vez experimentos de EI-HRMS confirmaram a proposta
estrutural aqui elaborada, uma vez que um ion molecular com m/z 290.079702 Da
(C15H1406) foi observado (ver TABELA 24).
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FIGURA 118. Espectro de gHMBC obtido para o (90) via experimentos de por HPLC-UV-SPE-
NMR (500 MHz para "H e 125 MHz para ">C, CD;CN).

MAC50_57 (3)
C15H140¢
290.079038

FIGURA 119. Estrutura quimica do composto altenusin (90).

Embora a biossintese desta substancia ndo seja inteiramente
conhecida, €& possivel propor a sua formagado seguindo a rota dos alternariols
(FIGURA 108). A proposta apresentada na FIGURA 120 sugere a ocorréncia de

etapas de oxi-redugao no intermediario para a formagéao do alternariol (76).
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FIGURA 120. Proposta biossintética para a formagao do altenusin. Adaptada de Dewick (2004)%.

OH Altenusin

Esta proposta nao foi checada experimentalmente, mas explica em
partes o porqué das quantidades de alternariol (76) e alternariol monometil éter
(77) serem muito maiores do que as de altenusin (90), por exemplo. Muito
provavelmente a enzima responsavel pela formacdo do anel lactbénico e
consequente formacédo do alternariol (76) deve ser pega-chave na regulagéo
deste processo. Ou seja, por ela “facilitar” esta etapa, o processo biossintético

deve estar direcionado para a producgao de alternariol (76) e alternariol monometil
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éter (77) e muito pouco do substrato para esta enzima estaria disponivel para

sofrer outro tipo de reagao, levando a outros analogos.

Este composto, o altenusin, é reportado como sendo um metabdlito
menos tdéxico do que os seus analogos alternariol (76) e alternariol monometil éter
(77). Entretanto, Nakanishi et al. (1995)??! verificaram que ele pode agir como um
inibidor da enzima miosyl light chain kinase, responsavel por ativar a contragao
dos musculos lisos. Em outro trabalho, Aly et al. (2008)?'° verificaram que esta
substancia possui um efeito citotoxico consideravel contra células de linfoma de
ratos, apresentando uma concentragao de efeito a 50% (ECsp) de 23,4 nM. Estes
dados indicam e reforcam que os alternariols podem atuar como agentes

citotéxicos potentes.

Observando novamente os espectros de 'H NMR apresentados na
FIGURA 111, nao é dificil notar que o composto 91, aqui denotado MACS50 108, é
aquele que exibiu o perfil mais diferente dentre as substancias reportadas. Na
regiao de hidrogénios aromaticos existem apenas dois dubletos em 6 6.48 e 6.53
ppm ambos acoplando entre si com J? = 2.3 Hz. Isso sugere novamente a
presenca de um anel aromatico tetra-substituido, que remete ao esqueleto
quimico dos compostos 76, 77 e 90. A presenga dos singletos intensos em &
11.36 and 3.88 ppm, provavelmente referentes a presenga de uma hidroxila
quelada e de um grupo metoxil, respectivamente, reforcam a presenga, ao menos
em parte, de um esqueleto similar ao dos alternariols. Entretanto, o composto 91
também exibe quatro diferentes picos variando de 6 2.25 a 5.09 ppm. Estes sinais
nao foram observados em nenhum dos outros compostos, sugerindo mudangas
significativas em parte do esqueleto quimico. Um duplo dubleto largo (dbb) em &
5.09 ppm é provavelmente relativo a um hidrogénio carbindlico. Este hidrogénio
exibe correlagdes no gHMBC correlations com os carbonos em & 158.1, 122.7,
37.8, e 27.1 ppm (FIGURA 121 e TABELA 25). Estas correlagbes sugerem que tal
hidrogénio se encontra em uma por¢ao ndo aromatica da molécula. A presenga
de dois duplo duplo dubletos (ddd) em & 2.92 e 2.25 ppm, exibindo um
acoplamento geminal (J> = 15.5 Hz) e correlagdes no gHMBC com os carbonos
em 6 158.1, 122.7, 61.1, 37.8, 27.1, and 21.1 ppm, reforcam esta observagao. O
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multipleto em 6 3.33 ppm, acopla com um dubleto integrando para 3 hidrogénios
em & 1.22 ppm, sugerindo a presenga de um grupo metil ligado a um carbono
alifatico. Os fragmentos estruturais discutidos até aqui podem ser encontrados na
FIGURA 122.

-80
i -100
T B 120
' ' 140
oo ' 160
180
-200
220

1 (ppm)

2 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
f2 (ppm)
FIGURA 121. Espectro de gHMBC obtido para o composto 91 via experimentos de HPLC-UV-
SPE-NMR (500 MHz para 'H e 125 MHz para °C, CD3CN).

H
. H H H
log I-'\o H
Ha CHj;
| OCH,4 OR Hb
H
H

FIGURA 122. Fragmentos estruturais extraidos dos experimentos de NMR mencionados.

As correlagdes destes dois sinais respectivamente com os carbonos
C -1’, C-2, 3-CHj, C-4’, C-5 e C-1’, C-2, C-3, C-4’, observados através dos
experimentos de gHMBC, sugerem fortemente que o anel A dos alternariols agora

constitui um anel ndo aromatico de cinco membros tetra-substitutido. A proposta
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estrutural aqui apresentada, suportada pelos experimentos acima discutidos e
pelos experimentos de EI-HRMS que forneceram um ion molecular em m/z
262.085163 (C14H1405) (TABELA 24), sugere um analogo do alternariol monometil
éter (77), no qual o anel A foi contraido para um anel de 5 membros. Esta

proposta pode ser encontrada na FIGURA 123.

De acordo com recente levantamento bibliografico, este composto é
aparentemente novo na literatura, embora o seu esqueleto quimico ja tenha sido
isolado. A deoxitalaroflavona (91a), um composto similar com uma oxidagéo na
posicdo 5, foi previamente isolado por Ayer et al. (1990)?*? a partir de culturas de
Talaromyces flavus. O seu isébmero, a 1-deoxirubralactona (91b), foi isolado a
partir de outro fungo, Penicillium rubrum, por Kimura et al. (2007)?*>. Nenhum
destes autores faz qualquer mencgao a possivel acao biolégica destes compostos.
Naganuma et al. (2008)?**, entretanto, reportam que a 1-deoxirubralactona (91b),
isolada de um microrganismo marinho nao identificado, pode atuar como um
inibidor especifico das familias X e Y de DNA polimerases. Kurumata et al.
(2007)?* também isolaram um composto analogo ao MAC50_108 (91), chamado
de citrolactona (91c). Os autores reportam que esta substancia inibe o
crescimento de sementes de alface. As estruturas discutidas acima podem ser
encontradas na FIGURA 123. A biossintese da deoxitalaroflavona (91a) ja é
conhecida na literatura®®. Assim, baseando-se nos processo biossintéticos ja
descritos para o alternariol (76) e para esta molécula, foi proposta uma possivel
rota para a substancia MAC50_108 (91).

Isso foi de fundamental importancia tanto para a confirmagao da
estrutura quimica deste composto, auxiliando durante todo o procedimento para a
elucidagao estrutural da mesma, quanto para uma compreensdo, em nivel
superficial, do metabolismo do fungo. A proposta aqui apresentada envolve uma
sequencia de reagdes de oxidagéo, ciclizacédo e reducédo (FIGURA 124) e sugere
uma possivel explicacdo para o fato de esta substancia ser produzida em
quantidades muito menores do que o alternariol (76) ou alternariol monometil éter
(77), assim como o alternusin (90), ja discutido acima. Provavelmente o processo
biossintético esta voltado para a formagé&o do alternariol (76), através da formagao

do anel lactdnico, desviando a rota para a produgao de outros compostos.
180



Parte 1: Aspectos Analiticos

(o] OH
H;C N OCH;
o
MAC50_118 (91) Deoxitalaroflavona (91a)
C14H1405 C14H1205
262.084124 260.068474
o] OH o OH
N OCH; N OCHj
CH, o
1-deoxirubralactona (91b) Citrinolactona (91c)
C14H1205 C13H1005
260.068474 246.052824

FIGURA 123. Proposta estrutural para o composto 91, nomeado aqui MAC50_108. Também
podem ser observados nesta figura os analogos ja isolados de microrganismos (91a — 91c).

181



Parte 1: Aspectos Analiticos

(o]

CH

o 3

2 reagdes de Aldol
7 ) -2H,0 o
H,C OH —m» ——
Unidade o SEnz
acetato
Enolizagdo
OH
CH;
Formacéo
da lactona OH
- -—
HO 0O
i . SEnz
Alternariol monometil éter Alternariol HO OH
l [0]
SEnz OH SEnz OH SEnz OH
[0] RN
| OH
OH
HO
OH
1. Ciclizagao
2.-CO,
SEnz OH SEnz OH

[o] Enolizagdo o 1. Ciclizacao
HO HO 2.[0]
H,C OH H,C OH Talaroflavona
O (jaisolado em

varios trabalhos)

o} OH
[H]

[H]
-

OH HsC
MAC50_108

OH

FIGURA 124. Proposta biossintética para a formagao do composto MAC50_108 (91). Baseada em
Dewick (2004)*° e Ayer et al. (1990)*%.

Ao contrario do composto MACS50_108 (91), que mostrou um perfil

no espectro de 'H NMR bastante distinto do alternariol (76) e do alternariol
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monometil éter (77), os outros dois compostos trapeados — aqui nomeados
MAC50_135 (92) e MAC50_153 (93) — exibiram semelhangas muito interessantes
com os espectros do alternariol monometil éter (77) (FIGURA 111). A Unica
diferenca é com respeito a auséncia dos dois dubletos em 6 6.78 e 6.72 ppm. Ao
invés destes sinais, foi observado um singleto em & 6.76 ppm para o composto
(92) e em & 6.82 ppm para o composto (93). Esta mudanga sugere fortemente a

presenca de outro radical ligado ao anel A.

Os demais sinais sdo muito proximos e, comparando-se somente o
composto 92 com o composto 93, podemos notar que todos os demais sinais nao
apresentam mudancas significativas. Como os espectros de '"H NMR de ambos os
compostos foram registrados sob as mesmas condi¢gdes, calibrados
minuciosamente e estes dois compostos foram separados e trapeados na unidade
de SPE com uma diferenca de 2,20 minutos, a possibilidade que se trate de um

unico comsposto € muito remota.

As informagdes obtidas por EI-HRMS confirmam a modificagdo no
perfil de substituicdo do anel A. Foram obtidos ions moleculares condizentes com
a férmula quimica (C45H120s), ou seja, m/z 288.063813 para o composto 92 e m/z
288.062755 para o composto 93 (TABELA 24), confirmando a presenca de um
grupo hidroxil ligado ao anel A. Este grupo pode estar ligado somente na posigéo
3’ ou na posicao 5 neste anel. Assim, os compostos 92 e 93 provavelmente sio
isdbmeros de posicao destas hidroxilas, restando apenas a confirmacao de qual
composto possui a hidroxilagdo na posi¢cao 3’ e qual possui na 5’.As correlagdes
observadas nos espectros bidimensionais de NMR também corroboram para as
estruturas propostas. Os espectros de gHSQC do composto 92 e gHMBC dos
compostos 92 e 93 podem ser encontrados nas FIGURA 125, FIGURA 126 e
FIGURA 127, respectivamente. As correlagées observadas estdo resumidas na
TABELA 26.
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FIGURA 125. Espectro de gHSQC obtido para o composto 92 obtido via experimentos de HPLC-
UV-SPE-NMR (500 MHz para 'H e 125 MHz para *C, CD;CN).
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FIGURA 126. Espectro de gHMBC obtido para o composto 92 obtido via experimentos de HPLC-
UV-SPE-NMR (500 MHz para 'H e 125 MHz para *C, CD;CN).
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FIGURA 127. Espectro de gHMBC obtido para o composto 93 obtido via experimentos de HPLC-
UV-SPE-NMR (500 MHz para 'H e 125 MHz para "°C, CDsCN).

A principal caracteristica que define os compostos 92 e 93 é
correlagao entre o hidrogénio em & 6.76 ppm no composto 92 (H-5’) e o carbono
em o 24.4 ppm (6’-CHjs), referente ao grupo metil. Tal correlagédo ndo € observada
para o hidrogénio correspondente no composto 93 (5 6.88 ppm, H-3’). A auséncia
desta correlagdo é devido a grande distancia existente H-3’ e o carbono deste
grupo metilico, impossibilitando o acoplamento. Esta € uma grande evidéncia de
que o composto 92 possui o grupo hidroxil ligado ao anel A na posi¢céo 3’ e,
portanto, o grupo hidroxil deve estar na posi¢ado 5’ no composto 93. Esta pequena
diferenca se reflete no perfil dos espectros de '"H NMR obtidos, idénticos, com

excecao de uma diferenca de apenas 0.1 ppm entre um composto e outro.
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TABELA 26. Resumo dos valores obtidos nos experimentos de 'H, *C NMR e gHMBC por HPLC-
UV-SPE-NMR para os compostos 92 e 93 (500 MHz para 'H e 125 MHz para °C, CD3;CN).

Valores de referéncia também estdo apresentados para o composto 922",

MAC50_135 (92)

MAC50_153 (93)

. Referéncia .
Valores obtidos (DMF-d7) Valores obtidos
8H * 8H 8H *
(3, Hz) 8¢ gHMBC (3, Hz) Sc (3, Ha) S¢c gHMBC
138.4 139.5

2 99.2 99.2 99.8
3 165.5 165.4 163.9

6.52,d 6.63,d 6.48, d
4 (1.9) 99.7 2,3,6 (1.8) 99.7 (1.9) 100.4 2,5,6
5 166.6 167.3 163.9

7.31,d , 7.30, d 7.26,d ,
6 (1.9) 103.8 2,4,5,1 (1.8) 104.2 (1.9) 103.2 2,3,4,1
7 165.8
1 110.4 110.1 110.2
2 141.7 142.3 145.3
3 130.7 1324 6.88, s 12,45
4 145.8 148.2 152.8

. 1,2,3,4,
5 6.76,s 1175 6. 6-CHs 6.82,s 117.7 146.5
6’ 127.6 123.3 117.0
3-OH 11.91, s 11.85, s
5-OCH; 3.92,s 55.9 3.99,s 56.3 3.87,s 164.8 5
6-CH, 270.s 244 %’, 1(;’, 2, 274s 249 271,s 1,56

A proposta estrutural para os compostos 92 e 93 foi, portanto,

elaborada com base em todos os experimentos realizados e discutidos acima. As

demais correlagdes existentes nos espectros bidimensionais sdo muito parecidas

com as do alternariol monometil éter (77) e também confirmam a proposta
apresentada na FIGURA 128.
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MAC50_135 (92) MAC50_153 (93)
C15H1206 C15H120¢
288.063388 288.063388

FIGURA 128. Proposta estrutural para os MAC50_135 (92) e MAC50_153 (93).

O composto 92 nao é inédito, embora existam apenas duas
referéncias a este composto segundo busca bibliografica realizada na base de
dados Chemical Abstracts. Ele ja foi isolado de culturas de Alternaria sp.?".
Entretanto, a deteccao e identificacdo do composto 93 em extratos de Alternaria
esta aparentemente sendo descrita aqui pela primeira vez. Ambos os compostos
92 e 93 foram previamente reportados como metabdlitos do alternariol monometil
éter (77) obtidos in vitro a partir de incubacdo com microsomas?®?°. Entretanto, o
composto 93 somente foi detectados por técnicas cromatograficas neste estudo e

portanto este é o primeiro trabalho que reporta dados de NMR para o mesmo.

No presente momento, um paper entitulado “Detection and
Identification of Alternaria alternata Mycotoxins by HPLC-SPE-NMR and their
Cytotoxic Effects to Soybean Cell Cultures” esta em fase final de correcéo ee sera

submetido a apreciagao do comité cientifico do Journal of Natural Products.

A utilizacdo da técnica hifenada de HPLC-UV-SPE-NMR
proporcionou uma altissima eficiéncia na separacao, deteccao e identificacdo de
metabdlitos fungicos em extratos complexos. A economia de tempo também foi
relativamente grande, uma vez que nao sao necessarias etapas complexas de
tratamento de amostra antes da utilizagcdo do sistema. O unico incoveniente desta
técnica para aplicagdo em produtos naturais € a limitagdo para a obtencido de
espectros de *C NMR por detecgao direta. O espectro apresentado na FIGURA
115 somente foi conseguido pois a conentragao de alternariol monometil éter (77)

trapeada no sistema de SPE foi muito alta (em torno de 800 pg). Isso ocorre pois
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a sonda capilar, fundamental para o acoplamento com o HPLC, fica localizada a
uma distancia muito grande da sonda de detecgao para este tipo de experimento.
Entretanto, na grande maioria dos casos todos os sinais de carbono podem ser
obtidos através de experimentos 2D por detecdo inversa, como gHSQC e
gHMBC, tornando este problema plenamente contornavel. Todos os demais
experimentos foram realizados com aproximadamente 100 ug de amostra
evidenciando a alta sensibilidade desta técnica se compara com NMR tradicional
(a massa de cada amostra foi estimada por curva de calibragdo por HPLC-UV,

usando-se o alternariol (76) como referéncia — dados n&do mostrados aqui).

Como muitos acoplamentos fisicos e eletrdnicos estao envolvidos e
como esta ferramenta constitui uma tecnologia até certo ponto nova, inUmeras
sdo as variaveis que o analista deve controlar para a obtencdo de um dado
satisfatério. Neste sentido, o treinamento na operacao de tal sistema permitiu um
aprendizado unico para o analista, embora ele tenha apenas os principios basicos

de operacao.
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4. PARTE 2: ASPECTOS QUIMICO-ECOLOGICOS

4.1. Objetivos

Os principais objetivos desta parte do estudo realizado foram:

@ Realizar testes biolégicos com as toxinas isoladas. Os testes foram
desenvolvidos principalmente usando como modelo basicamente plantas e

insetos;

@ Utilizar tais testes na tentativa de se estabelecer um possivel papel
ecologico para algumas destas toxinas, especialmente no que diz respeito

as relagdes fungo-planta e fungo-planta-inseto;

@ Realizar a reinoculagao dos fungos estudados em plantas modelo.

4.2. Parte experimental

4.2.1. Materiais utilizados
Os principais materiais, equipamentos e softwares utilizados foram:

Meio de cultura MS para cultivo de plantulas, Sigma;

Incubadora Certomat BS-1, Braum Biotech Internacional, Alemanha;
Fotometro Biophotometer Eppendorf, Alemanha;

Sementes de interesse;

Meio de cultura BDL, Sigma;

Placas de Elisa de 24 pocos, Eppendorf, Alemanha;

Balancga analitica de alta precisdo, Eppendorp, Alemanha;

¢ 0 ¢ 0 C C 0 ©

Agua purificada em aparelho MilliQ;
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Solventes diversos;

Pipetas automaticas, Eppendorf, Alemanha;

e © ©

Liofilizador

Camara de cultivo Linde chamber, Erfurt, Alemanha;

e @

Autoclave automatica, Systec, Alemanha;

Solugéo esterelizante damklorix, Colgate-Palmolive, Alemanha;

B @

Fracos de plastico, Eppendorf, Alemanha)

Microscopio com camera digital Carl Zeiss, Alemanha;

D ©

Placas de Petri descartaveis, Sigma, Alemanha;
Camara de Neubauer, Optek Labor, Friedrichshofen, Alemanha;
SigmaPlot 2001 v.7, SPSS Inc., EUA.

L ©

4.2.2. Procedimentos experimentais

4.2.2.1. Método empregado no teste de atividade das toxinas

contra E. coli

Culturas da bactéria E. coli conservadas a -70°C foram reativadas
em 5 mL de meio LB (Sigma, Alemanha) durante 12 horas a 37°C. Ap6s isso, 2
mL destas culturas foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo 100
mL de meio LB juntamente com as toxinas desejadas em concentragao
apropriada. Estes frascos foram entdo deixados sob agitacdo (100 rpm) em
incubador a 37°C. A cada 30 min, uma aliquota era cuidadosamente retirada do
meio para medidas de densidade optica em 600 nm (ODggo). Esse processo foi
repetido por 12 horas continuas de experimento. Quando o valor de ODggp
aproximava-se de 1, a amostra era diluida em uma proporgao de 1:10 com meio
de cultura. Todas as medidas foram obtidas em triplicata e para cada toxina

testada, controles (meio + E. coli) também foram utilizados em triplicata.
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4.2.2.2. Método empregado nos testes de atividade contra S.

littoralis

Larvas da lagarta S. littoralis foram crescidas de acordo com Maffei

1’" sob temperatura entre 21-26°C, umidade relativa entre 55-65% e

et a
fotoperiodo regulado para uma proporcao de 16:8 luz:escuro. A dieta especial a
qual estas lagartas foram submetidas era composta de 300 g/L de agar, 400 g/L
de farinha de feijao, 3 g de ascorbato de sédio, 3 g p-hidroxibenzoato de etila e 1
g de formaldeido. Quando tais lagartas atingiram idade entre 10 e 12 dias, elas
foram colocadas em contato com 6g desta mesma dieta contendo diferentes
concentragdes das toxinas de interesse. Controles (dieta com adi¢ao de solvente
— etanol) e brancos (somente dieta) foram utilizados para cada experimento. Na
sequéncia, a massa destas lagartas foi monitorada dia-a-dia por um periodo de 10
dias. Apds este primeiro experimento, foi realizado um segundo teste, nas
mesmas condi¢gdes, mas agora monitorando-se somente as massas iniciais das
lagartas e as massas obtidas apds 3 dias de tratamento com a dieta especial
contendo as toxinas. Todos estes testes foram realizados usando-se amostras em
triplicata. Para o calculo do valor de ECsp, foi usado o programa estatistico Sigma
Plot e a curva analitica Four Parameter Logistic Model (4PL) — Modelo Logistico

contendo Quatro Parametros.

4.2.2.3. Método empregado nos testes de toxicidade para culturas

de células de soja.

Culturas de células de soja foram crescidas em meio B5 (Sigma,
Alemanha) por 5 dias sob agitagdo (100 rpm) e no escuro. Apds este periodo, 1
mL destas culturas foram transferidas para placas de ELISA contendo 24 pogos.
Em cada pocgo, foi adicionado uma quantidade especifica das toxinas de
interesse, de modo que o volume total de cada pogo fosse sempre o mesmo. Na
sequéncia, estas placas foram deixadas no escuro, em constante agitagcao (100

rpom) por 48 horas. As solugdes foram entdo quantitativamente transferidas para
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frascos de plastico previamente pesados. Estes frascos foram liofilizados por 24
horas e entdo a massa destes foi novamente registrada. Este experimento foi
repetido por 3 vezes, sempre utilizando-se quintuplicatas de cada ponto
analisado. Controles (células mais solvente — etanol) também foram utilizados
para cada toxina. Os calculos estatisticos foram realizados conforme descrito no

item anterior.

4.2.2.4. Testes feitos no Brasil para a germinacdo de sementes

As sementes utilizadas nos testes iniciais de crescimento de
plantulas foram gentiimente cedidas pela pesquisadora Fernanda Rozanski, da
EMBRAPA Trigo do Rio Grande do Sul, e também pelo Eng® Nicola Vincenzo Di
Salvo, responsavel pela empresa DI SOLO Sementes Agricolas, com plantagcbées
entre as cidades de Cataldo e Cristalina (GO) e com sede em S&o Carlos (SP).
Outras sementes foram obtidas no comércio local, também em S&o Carlos (SP). A
TABELA 27, apresenta de maneira detalhada as sementes utilizadas nos testes

iniciais.

Para a obtencdo das plantulas in vivo, inicialmente realizou-se a
assepsia das sementes imergindo-as em solugéo de alcool etilico 70% por 5 min;
em seguida, estas mesmas sementes foram imersas em solugao de hipoclorito de
sédio 2% por 20 min e, na sequéncia, duas lavagens em dagua destilada
previamente esterilizada (2 x 15 min, 121°C, 1 atm e 40 min sob luz UV). As
sementes entdo foram pré-germinadas por 4 dias em placas de Petri contendo 13
discos de papel de filtro e 20 mL de agua destilada esterelizada, a 20°C e
préximas a janela do laboratério (fotoperiodo natural). Em seguida, as sementes

S?2% modificado

foram transferidas para frascos de Erlenmeyer contendo meio M
(sem edamina, acido indolacético, cinetina e sucrose), previamente esterilizado (2
x 15 min, 1atm, 121°C). Este experimento foi realizado em triplicata e 3 outros
frascos contendo somente o meio de cultura foram reservados para controle
(branco). O tempo de cultivo foi variado de acordo com as caracteristicas de cada
semente. A composigcédo deste meio encontra-se detalhada na TABELA 28;
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TABELA 27. Sementes utilizadas em experimentos iniciais realizados no Brasil.

Nome popular

Nome cientifico

Origem

Alface
Arroz

Capim Barba-de-
Bode

Cevada (BRS Bor.)
Cevada (BRS Mar.)
Feijao
Laranja
Milho (BR)
Milho (RG)
Soja
Sorgo
Trigo (BRS 194)
Trigo (BRS Angico)
Trigo (BRS Louro)

Lactuca sativa

Oryza sativa
Aristida pallens

Hordeum vulgare
Hordeum vulgare
Phaseolus vulgaris
Citrus sinensis
Zea mays
Zea mays
Glycine max
Sorghum bicolor
Triticum vulgare
Triticum vulgare

Triticum vulgare

Agristar do Brasil - RJ
Fazenda Di Solo — GO

Campo de Futebol /
UFSCar — SP

Embrapa Trigo — RG
Embrapa Trigo — RG
Fazenda Di Solo — GO
Sé&o Carlos — SP
Fazenda Di Solo — GO
Fazenda Di Solo — GO
Fazenda Di Solo — GO
Fazenda Di Solo — GO
Embrapa Trigo — RG
Embrapa Trigo — RG
Embrapa Trigo — RG
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TABELA 28. Composigdo do meio de cultura MS?,

Composto Quantidade Marca
Acido bérico (H3BO;) 6,20 mg Sigma, USA, PCCT
Acido Nicotinico (CgHsNO,) 0,50 mg Sigma, USA, PCCT
Agar ((C12H1g00)n) 10,00 g Sigma, USA,
Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) 440,00 mg Sigma, USA, PA
Cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl,.6H,0) 25,00 nug Mallinckodt, Japao, PA
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) 170,00 mg Sigma, USA, PCCT
Glicina (C,HsNO5) 2,00 mg Sigma, USA, CCT
lodeto de potassio (KI) 830,00 png Merck, Brasil, PA
Molibidato de sédio dihidratado (Na;Mo0O,4.2H,0) 250,00 ug Sigma, USA, PCCT
Myo-Inositol (Ce¢H1206) 100,00 mg Sigma, USA, PCCT
Nitrato de aménio (NH4;NO3) 1,659 Ultra, Brasil, PA
Nitrato de potassio (KNO3) 1,90 g Ultra, Brasil, PA
Piridoxina (CgH41{NO3) 500,00 ug Sigma, USA, PCCT
Sal de S?ﬂgggfg;ﬁz‘g?idratado 37,30 mg Sigma, USA, CCT
Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,.5H,0) 25,00 pg Cinetica Q‘;,"R“ica’ Brasil,
Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO,.7H,0) 27,80 mg Reagan, Brasil, PA
Sulfato de ﬁ‘gggﬁf?ﬁfg;ahidratado 370,00 mg Mallinckodt, Japso, PA
Sulfato de mgg%’ffH“;gr)‘Ohidratado 22,30 mg Mallinckrodt, Japao, PA
Sulfato de zinco pentahidratado (ZnS0O,4.5H,0) 8,60 mg Mallinckodt, Japéo, PA
Tiamina (CsHgN2O5) 100,00 ng Sigma, USA, PCCT
Agua destilada 1,00 L

PA: Grau analitico; PCCT: Plant Cell Culture Tested; CCT: Culture Cell Tested.

4.2.2.5. Método empregado nos testes de fitotoxidade contra

Arabidopsis thaliana
Sementes de Arabidopsis thaliana (variedade colombiana) (50mg)

foram esterelizadas com 10 mL de uma solugédo agua : damklorix em proporgao

de 3:1 por 6 min. Na sequéncia, elas foram lavadas com 10 mL de solugao de
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etanol 90% e depois com mais 4 vezes 10 mL de agua esterelizada. Por fim, as

sementes foram suspensas em 10 mL também de agua esterelizada.

Estas sementes foram entdo transferidas para placas de Petri (¢ =
10 cm) contendo meio MS (Sigma, Alemanha) com ajuda de pipeta automatica de
1 uL (Gilson, Alemanha). Foram transferidas aproximadamente 50 sementes por
placa, num total de 25 placas. Apds 1 semana, as plantulas foram transferidas
novamente, agora para placas de Petri () = 5 cm) contendo meio MS com adi¢ao
das toxinas em diferentes concentracbes. Apés 1 semana, as plantas foram
devidamente fotografadas. Este experimento foi realizado em quadruplicata e

repetido 2 vezes. Nenhum tratamento estatistico foi feito com os dados obtidos.

4.2.2.6. Reinoculacao dos fungos em Arabidopsis thaliana

O método inicialmente testado envolveu a germinagao de sementes
de Arabidopsis, previamente esterilizadas conforme mencionado no item anterior,
e posterior inoculagdo em meio MS juntamente com os fungos de interesse. Este
teste foi realizado em quintuplicata. Na sequéncia, o novo teste envolveu a
inoculacdo de uma solugdo de esporos (6x10” esporos por mL) nas folhas de
Arabidopsis cultivada em meio MS. A solucdo de esporos foi preparada
colocando-se 10 mL de agua destilada esterilizadas em placas de Petri contendo
a cultura fungica com 7 dias. Esta solugao foi entdo transferida para uma camara
de Neubauer para a contagem dos esporos. Na sequéncia, as solugdes de
esporos foram normalizadas com respeito as suas concentragdes. Cerca de 100
ML das solugdes de esporos foram inoculadas nas folhas de Arabidopsis com 5
dias de vida com o auxilio de uma microseringa descartavel. Este experimento foi

feito em quintuplicata.

O ultimo experimento envolveu a inoculacdo desta mesma solugao
de esporos em Arabidopsis cultivada em solo (em vazos plasticos). Para isso,
estas plantulas, previamente cultivadas em meio MS, foram transferidas com 5

dias para os vazos com terra esterilizada. Estas plantulas foram entédo
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transferidas para uma camara Linde com as seguintes condigdes: temperatura de
20,4°C; 60% de umidade; foto periodo de 14 horas de luz / 10 horas de auséncia

de luz; intensidade luminosa em poténcia 3; exaustdo de 50 litros de ar por hora.

Apods 5 semanas, as folhas de Arabidopsis foram inoculadas com 3 x
100uL com as solugdes de esporos. Na seqliéncia, as plantas foram observadas
diariamente. Este experimento foi realizado utilizando-se 10 plantas para cada
fungo inoculado, com mais 10 plantas controle (branco).

4 3. Resultados e Discussoes

Como ja mencionado anteriormente, as amostras trapeadas no
sistema de HPLC-UV-SPE-NMR foram coletadas apds o registro dos
experimentos e submetidas a analises por EI-HRMS off line. Em cada processo
de trapeamento, apos 5 injecbes de 30 uL dos extratos de Alternaria em
concentragdo de 10 mg/mL, algo em torno de 200 pug dos compostos minoritarios
eram coletados. Como os espectros obtidos foram registrados por 3 vezes,
incluindo as otimizacdes, foi obtida uma quantidade suficiente dos compostos
altenusin (90), MAC50_108 (91) e MAC50_135 (92) necessaria para a elaboragao
de testes bioldgicos voltados para a obtencado de informagdes com respeito ao
papel destas substancias na relagdo planta-fungo. Entretanto, ndo foi possivel a
aquisicdo de uma quantidade minima do composto MAC50_153 (93) e portanto

ele nao foi ensaiado.

Uma quantidade menor do que 5 mg é usualmente insuficiente para
a realizagado da maioria dos testes bioldgicos empregados em produtos naturais.
Entretanto, nossos testes foram desenvolvidos em colaboragcdo com o Dr. Axel
Mithéfer do Max Planck Institut fiir chemische Okologie baseando-se na alta
toxidade dos metabdlitos geralmente isolados de microrganismos, necessitando,
assim, de baixas quantidades de amostras. Desta maneira, as toxinas isoladas de

Fusarium e Alternaria neste projeto, inclusive os analogos obtidos apds as

197



Parte 2: Aspectos Quimico-Ecolégicos

analises por HPLC-UV-SPE-NMR, puderam ser utilizados para verificar suas
respectivas atividades biologicas de interesse neste trabalho.

E sabido que a exposicdo as toxinas flingicas tem sido associada
com diversos problemas de saude em animais e humanos. A natureza dos
diferentes efeitos toxicos depende da estrutura quimica do composto em questéo
e obviamente da concentracdo e do tempo de exposi¢cdo, da espécie animal e
também do estado de saude inicial do individuo®® #*°. Embora existam iniimeros

estudos relatando tais efeitos em humanos e animaig®> 7 231- 232

, pouco ainda é
sabido com respeito aos efeitos de tais substéncias para plantas e outros

organismos (ver FIGURA 129 e TABELA 29).

Escherichia coli

Bactérias )
Soja

Literatura (Glycine max)

Culturas
de
células

Plantas
invivoe
In vitro

Lagartas
Spodoptera littoralis

FIGURA 129. Alvos desejados para o estudo do espectro de agéo das toxinas de interesse neste
projeto.

Arabidopsis thaliana

Os efeitos bioldgicos das substancias obtidas apds analises por
HPLC-UV-SPE-NMR foram mencionados ao longo da discussao da sessao 3.3.6.

e, portanto, ndo estao descriminados nesta TABELA.
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Desta maneira, dentro dos interesses especificos deste projeto,
procuramos contribuir para uma melhor compreensao do espectro de agao de tais
substancias. Para isso, foram desenvolvidas metodologias de analise envolvendo
testes com as substancias de interesse em bactérias (Escherichia coli), em
insetos (Spodoptera littoralis), em culturas de células vegetais (soja) e plantas in
vitro (Arabidopsis thaliana). Os resultados de tais testes serdo discutidos na
sequéncia. Em todos estes testes, o composto quimico acido fusarico (94) (sigma,

Alemanha), um metabdlito produzido por varias espécies de Fusarium, também foi

incluido.

TABELA 29. Sumario dos principais efeitos causados toxinas produzidas por Fusarium e por
Alternaria e de interesse neste projeto.

Animais e humanos Plantas Outros
Atividade Inibem a ermlnagao de
estrogénica® 4" %8, al umag olantas™ Inibem o
Zearalenona (14) e efeito hepato, hemato, 9 crescimento de
. . 233 promovem cresmmento
B-Zearalenol (17)  imuno e genotoxico o235 Saccharomgces
em milho™™. Inibem a
entre outros. Afetam o 236 cerevisiae
. 47 enzima PAL
sistema surogenital
4- L
. Atividade
Metoxizearalenona A . 48,173 —_— E—
. estrogénica .
(20)
238
Imunosupressores
L . Inibem germlnagao de
inibidores de sintese .
. . 239 alfafa e outros® Inibem o
Nivalenol (41) e proteica”™, causam .
- . . Causam necrose em crescimento de
Deoxinivalenol hemorragias, irritacao 207
S tomates”’ e afetam o Saccharomyces
(42) de pele, vbmitos, . 237
diarréias e reJel 8o a crescnmentgmd 233 cerevisiae
g Arabidopsis™ "
comida®'
Toéxico em altissimas Atua como

Acido Fusérico
(94)*

Alternariol (76) e
Alternariol
monometil éter
(77)

Ataca os sistemas
imunoldgico,
cardiovascular e
nervoso?**

Efeitos mutagénicos
em elevadas
concentragdes® 2’

concentragdes (>5M).
Induz resposta fisiologica
em celulas de
Arabldop5|s . Inibe a
PAL%

Produz clorose quando
injetados em folhas de
tabaco e séao produzidos
no flavedo de tangerinas
durante sintomas da
Mancha Marron de
Alternaria?'® 248250

antimicrobiano para
Ruminococcus
albus e
Methanobrevibacter
ruminantium?*®

Inibem o
crescimento de
Bacillus*'® e
Artemia sallina®"

* Substancias nao isoladas neste projeto.
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4.3.1. Testes com a bactéria Escherichia coli

Um dos primeiros testes realizados teve o intuito de avaliar a agéo
bactericia das toxinas utilizadas neste projeto. Porém, o teste foi desenvolvido de
tal maneira que pudesse ser obtido um perfil de acdo destas toxinas no
metabolismo de E. coli e ndo somente se as substancias eram ativas ou nao.
Para isso, o protocolo descrito no item 4.2.2.1. foi empregado. Neste, aliquotas do
meio de cultura contendo ou n&o as toxinas foram retiradas a cada 30 minutos por
um periodo de 10 horas (600 minutos) ou entdo até que nao houvesse um
incremento significativo no valor da densidade 6ptica medida com comprimento
de onda em 600 nm (ODggp). Estes valores de densidade éptica sao diretamente
proporcionais ao numero de células presentes no meio, fornecendo, assim, um

excelente parametro para o crescimento bacteriano.

Tal experimento foi conduzido com duas diferentes concentragbes
para cada toxina, acrescidas de um controle (somente bactéria, meio de cultura e
solvente), pois foi estabelecido que qualquer atividade eventualmente
apresentada com uma concentragdo acima da maxima utilizada neste
experimento nao seria interessante do ponto de vista ecologico, pois isso
implicaria que o referido fungo deveria produzir tais substancias em quantidades
apreciaveis nos seus ambientes naturais. Analisando os graficos apresentados na
FIGURA 130 pode-se claramente observar que, nas concentragdes testadas, a
maioria das toxinas ndo apresenta atividade significativa contra E. coli. Isso é
evidenciado pelo idéntido perfil das curvas controle (em preto) e das curvas
obtidas para as duas diferentes concentragcbes utilizadas (em verde e em

vermelho) nos testes efetuados com as toxinas de interesse neste projeto.
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FIGURA 130. Curvas do crescimento de E. coli em meio contendo diferentes concentracdes das
toxinas: A) Alternariol (76) ; B) Alternariol monometil éter (77); C) Zearalenona (14); D) 4-
metoxizearalenone (20); E) B-Zearalenol (17); F) Acido fusarico (94); G) Nivalenol (41) e H)
Deoxinivalenol (42).
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Surpreendentemente, nenhum dos tricotecenos testados apresentou
ao menos um indicio de toxicidade (FIGURA 130 G e H) nestas concentragdes, ja
que estas substancias apresentam um amplo espectro de agao toxica (TABELA
29), inclusive em niveis parecidos com os utilizados neste teste. Como os
resultados obtidos também indicaram que os alternariois nao apresentam
toxicidade a E. coli nas concentragdes testadas. Os compostos altenusin (90),
MAC50_108 (91) e MAC50_135 (92) nao foram testados devido a alta massa de

substancia exigida para tal experimento.

Um pequeno efeito pode ser observado para a concentracdo mais
alta utilizada (1,0 pg/mL) no caso da zearalenona (14) e do &acido fusarico
(FIGURA 130 C e E, respectivamente). Porém, testes com concentragdes mais
elevadas ndo eram o objetivo deste experimento, pois caso estas toxinas fossem
ativas a uma concentragdo maior do que as testadas, pouco significativo seria o
resultado com respeito a uma possivel correlagdo com o papel ecologico destas

susbstancias.

4.3.2. Testes com lagartas Spodoptera littoralis

Visando verificar e compreender a toxicidade das substancias de
interesse neste projeto, também foram desenvolvidos métodos que pudessem ser
utilizadas para testes contra insetos. Desta maneira, a lagarta Spodoptera littoralis
foi escolhida como alvo, pois além da grande disponibilidade deste inseto no Max
Planck Institut, ele é considerado uma importante peste para diversas culturas,
como milho por exemplo®. Assim, foi seria possivel o estabelecimento de alguma
relagcdo entre a produgdo de micotoxinas in situ em plantagdes de cereais € 0

efeito destas substancias na mortalidade desta praga.

Porém, para o sucesso na obtencao dos resultados, € de extrema
importancia que a metodologia analitica utilizada seja a mais confiavel possivel.
Para tanto, neste trabalho, decidiu-se submeter insetos entre 10 e 12 dias de vida

a uma dieta especial contendo as toxinas em diferentes concentragcbes, como
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descrito no item 4.2.2.2. Os resultados do primeiro experimento submetendo
estes insetos a uma dieta com diferentes concentragcbes de zearalenona (14)
estdo apresentados na FIGURA 131. Graficos similares foram obtidos para as
demais micotoxinas. Como pode ser observado, nenhuma conclusdo com
respeito aos efeitos toxicos desta substancia pode ser obtida, principalmente
porque ndo ha nenhuma correlagédo entre a massa das lagartas, medida ao longo
do experimento, com as concentragcdes administradas. Assim que estes
resultados foram obtidos, ficou evidente que a homogenizagdo das solug¢des das
micotoxinas na dieta especial exercia influéncia significativa no experimento, ou
seja, como as solugdes foram somente borrifadas na superficie de um pedago da
dieta (~ 6g), as lagartas podiam acessar outras partes da comida de modo a

evitarem o contato com as micotoxinas.
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FIGURA 131. Perfil do crescimento das lagartas S. littoralis submetidas a dieta especial contendo
diferentes concentracdes de zearalenona (14) (experimento sem homogenizagdo da amostra).

Desta maneira, um segundo experimento foi realizado, mas agora
misturando-se as solugdes contendo as toxinas de interesse com a dieta especial.
Os resultados obtidos podem ser encontrados nas FIGURA 132 e FIGURA 133.
Através de uma simples analise destes dados, é possivel verificar que as lagartas
controle (submetidas a uma dieta especial contendo apenas 1.8% de etanol —

solvente) se desenvolveram muito bem a partir do segundo dia de experimento,
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culminando, entdo, com o estagio de pupa no sétimo dia. Em contrapartida,
mesmo as lagartas submetidas a menor concentragdo das toxinas (0,1 ug / g de
dieta) morreram no maximo até o quinto dia de experimento, evidenciando a
toxicidade desta substancia. Além disso, um fato que também indicou a toxidade
destas substancias foi que as lagartas submetidas a dieta com zearalenona (14) e

deoxinivalenol (42) apresentavam ulceragdes em seu corpo (FIGURA 134).

A excecao a estes resultados foram as lagartas submetidas a dieta
contendo diferentes concentragdes de acido fusarico (94) (FIGURA 133 C). Neste
caso, houve apenas um atraso de um dia no estagio de pupa destas largartas.
Isso possivelmente evidencia que largartas S. littoralis possuem um sistema de
detoxificagcdo desta substancia. Desta maneira, ela ndo foi selecionada para a

continuidade dos experimentos.
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FIGURA 132. Perfil do crescimento das lagartas S. littoralis submetidas a dieta especial contendo
diferentes concentragdes das toxinas (experimento com homogenizagado da amostra): A)
alternariol (76); B) alternariol monometil éter (77); C) nivalenol (41); D) deoxinivalenol (42).
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FIGURA 133. Perfil do crescimento das lagartas S. littoralis submetidas a dieta especial contendo
diferentes concentragdes das toxinas (experimento com homogenizagao da amostra): A)
zearalenona (14); B) B-zearalenol (17); C) acido fusarico (94); D) dimetoxizearalenone (20).

FIGURA 134. A) Lagarta controle (dieta + etanol); B) lagarta submetida a dieta com 10,0 uW de
zearalenona (14). E possivel observar a ulceragéo provocada no inseto.
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Observado o efeito toxico através deste procedimento, decidiu-se
entdo elaborar experimentos onde fosse possivel a quantificacdo de tais
resultados. Para isso, decidimos calcular o valor de ECsy (half maximal effective
concentration), ou seja, o valor de concentragao de toxina no qual a atividade
téxica corresponde a metade do valor maximo. As informagdes obtidas durante o
segundo experimento foram cruciais para a acuracia dos valores de ECsp, pois
através destes experimentos pode-se observar qual seria o melhor dia para o
registro das medidas, qual seria a quantidade da dieta especial necessaria para a

evolugcao dos experimentos, entre outros.

Para o calculo do valor de ECso, € importante que cada ponto da
curva a ser gerada para um determinado teste biolégico seja convertido em
porcentagem da atividade biolégica ou em porcentagem da inibicdo com respeito
aos controles utlizados. Além disso, a escolha de uma curva analitica que
represente de forma correta os resultados obtidos também é fundamental. No
caso do calculo de valores de ECso, a curva mais representativa € a chamada
Four Parameter Logistic Model (4PL) — Modelo Logistico contendo Quatro
Parametros — também chamada de Modelo de Hills-Slope. A equacido que
representa esta curva esta apresentada na FIGURA 135, onde bot representa o
valor mais baixo obtido, top o valor maximo, slope é o valor da inclinagao da curva

e ICsp, neste caso, representando o valor de ECs.

(top—bot)

y = bot +

1+ (X/ICso)slope

FIGURA 135. Equagao do modelo logistico de quatro parametros.

As toxinas altenusin (90), MAC50_108 (91) e MAC50_135 (92) n&o
haviam sido submetidas aos testes anteriores devido a baixa quantidade de
massa disponivel. Entretanto, apds otimizadas as variaveis experimentais, elas
foram utilizadas para o calculo dos valores de ECsy. Para isso, foram gerados

graficos em que a taxa de crescimento diaria (% do controle, eixo y) foi plotada
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contra logaritmo da concentracdo das substancias (em mol/Kg, eixo x). Este
modelo foi entdo aplicado aos resultados obtidos e as curvas geradas para cada
toxina podem ser vistas nas FIGURA 136 e FIGURA 137.
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FIGURA 136. Curvas para a determinacao de ECs, obtidas para as toxinas produzidas por
Fusarium: A) zearalenona (14); B) p-zearalenol (17); C) 4-metoxizearalenone (20); D)
deoxinivalenol (42); E) nivalenol (41). Os testes foram repetidos 3 vezes (n=5).
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FIGURA 137. Curvas para a determinacao de ECsy obtidas para as toxinas produzidas por
Alternaria: A) alternariol (76); B) alternariol monometil éter (77); C) altenusin (90); D) MAC50_108
(91); E) MAC50_135 (92). Os testes foram repetidos 3 vezes (n=5).

Através destes graficos, foi possivel ndo somente obter os valores

de ECs reportados na TABELA 30, dados em micromolal (uW, pumol de toxina /

kilograma de dieta), bem como todos os demais paradmetros obtidos através dos

calculos estatisticos usando o software SigmaPlot™. Além disso, é possivel

verificar as diferentes faixas de concentracdo nas quais estas toxinas sao ativas.

Por exemplo, as toxinas zearalenona (14) e nivalenol (41) apresentaram uma

curva que mostra uma queda quase que abrupta da taxa de crescimento diaria
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em uma pequena variagao de concentragao, resultando em valores de ECsy muito

baixos, da ordem de 3 pW.

TABELA 30. Dados estatiticos obtidos apds os testes com as toxinas de interesse contra a lagarta

S. littoralis.

Toxinas ECso (uW) CV (= %)
Zearalenona (14) 2.87 24 0.994
B-Zearalenol (17) 21.38 1.6 0.994

4-Metoxizearalenona (20) 21.78 12.7 0.980
Acido Fusérico (94) — — —
Deoxinivalenol (42) 3.17 114 0.983

Nivalenol (41) 30.83 3.3 0.991
Alternariol (76) 30.09 10.5 0.995
Alternariol monometil éter (77) 101.09 9.1 0.991
Altenusin (90) 10.81 1.9 0.995
MAC50_108 (91) > 100000 — 0.454
MAC50_135 (92) 47.53 1.8 0.996

Em contrapartida, algumas toxinas, como o caso dos alternariois e
do deoxinivalenol (42) apresentaram um perfil mais préximo de um decaimento
linear da taxa de crescimento do que as toxinas citadas anteriormente. Isso
evidencia que estas substancias possuem um efeito toxico gradativo, enquanto
que as citadas anteriormente possuem uma estreita faixa de concentracdo na
qual elas passam de pouco toxicas a letais. Isso provavelmente se deve aos
diferentes mecanismos de ag¢ao destes compostos. Uma possivel explicacéo para
0 mecanismo de agao do deoxinivalenol (42), por exemplo, poderia estar
associada ao fato desta substancia induzir efeitos eméticos em suinos (indugéo

de vomito)®*?

e, em consequéncia disso, o animal rejeita o alimento, perdendo
peso até atingir um estado critico de saude ou mesmo morrer. Entretanto, essa
aproximacao deve ser feita com muita cautela, pois o sistema de absor¢ao e o
metabolismo desta substancia deve ser distinto em suinos (mamiferos) e em
lagartas (insetos). Além disso, € possivel verificar as diferentes faixas de
concentracdo nas quais estas toxinas sao ativas. Por exemplo, as toxinas

zearalenona (14) e nivalenol (41) apresentaram uma curva que mostra uma
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queda quase que abrupta da taxa de crescimento diaria em uma pequena

variagao de concentracao, resultando em valores de ECso muito baixos.

De fato, algumas destas toxinas ja foram testadas contra insetos®>*
24 Porém estes resultados foram obtidos usando-se culturas de células dos
mesmos, o que torna mais dificil uma comparagao direta entre estes resultados.
No trabalho de Forneli et al. (2004)**, os autores reportam que as toxinas
zearalenona (14) e o deoxinivalenol (42) apresentaram valores de ICso em torno
de 18 uM e de 46 uM, respectivamente. Isso reforca os dados que obtivemos e
talvez estas diferengas sejam intrinsecas dos diferentes alvos utilizados, uma vez
que no referido trabalho foram usadas, como ja mencionado, culturas de células
da lagarta Spodoptera frugiperda. Assim, como sao diferentes espécies, as
respostas podem ser ligeiramente diferentes. Outra diferenga é quanto as
unidades dos valores: como testes in vivo foram realizados com o inseto “inteiro”,
os valores foram reportados em molalidade (W), que compreende mol por uma
unidade de massa (kilograma) da dieta especial fornecida a estes insetos. Ja os

testes realizados por Forneli et al. (2004)%**

, 08 dados sao reportados em
molaridade (M), ou seja, mol por unidade de volume (litro). Mas
independentemente destas diferencas, os dados obtidos sdo aproximadamente
similares, ou seja, da ordem de uM ou uW. Além disso, ambos os trabalhos

evidenciam o carater pouco toéxico do acido fusarico (94).

A Unica oposicao aparente com respeito ao referido trabalho é que
aqui foi observada uma toxicidade maior da toxina deoxinivalenol (42) com
respeito ao seu analogo nivalenol (41) (TABELA 30), enquanto que Forneli et al
(2004)** observaram o oposto. Isso provavelmente se deve ao fato das lagartas
nao serem exatamente da mesma espécie e, assim, uma delas poderia ser mais
susceptivel a um composto do que ao seu analogo. Nao existem outros relatos
com respeito as outras toxinas aqui testadas, o que dificulta uma comparacéao

direta entre os dados obtidos e os reportados na literatura.

E extremamente interessante notar que todas as curvas se

ajustaram aos dados gerando sempre valores de r? maiores ou iguais a 0,98,
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evidenciando a confiabilidade nos dados gerados. Além disso, todos os valores de

ECso relativos foram obtidos com um desvio menor do que 13 %.

A excegéao a estes valores é a substancia MAC50_108 (91), que néo
apresentou efeito contra as lagartas S. littorallis. Quando é esta substancia é
comparada com os seus analogos apresentados na TABELA 30, é possivel notar
que esta é a unica na qual o anel A dos alternariols sofreu uma drastica
modificagdo, mudando de uma anel aromatico de 6 para uma n&o aromatico de 5

membros.

Osresultados aqui obtidos indicam que este anel é crucial para a
atividade tdéxica contra S. littoralis desta classe de toxinas. Como pbde ser
observado, os compostos altenusin (90) e MAC50_135 (92) apresentaram valores
de ECs5p abaixo dos obtidos para o alternariol (76) e alternariol monometil éter
(77), sugerindo que estes compostos sao mais toxicos do que os analogos
presentes em alta concentragdo nos extratos de Alternaria. Além disso, o perfil de
decaimento da curva é mais parecido com o da zearalenona (14) e o do nivalenol
(41), que foram as substancias mais ativas dentre as apresentadas na TABELA
30. Isso sugere também que o anel B dos alternariols, o anel lactonico, ndo é
fundamental para o efeito téxico observado, ja que o altenusin foi 0 composto

mais ativo dentre todos os alternariols testados.

Estes testes foram realizados ndo somente com o intuito de se
avaliar o potencial toxico das substancias de interesse neste projeto, mas também
com o objetivo de se tragcar um possivel papel ecologico para estas substancias.
Partindo-se de uma suposicdo que estes compostos estdo envolvidos em
processos essenciais nas relagdes ecologicas entre inseto-planta-fungo, o
proximo passo neste sentido seria a realizagdo de testes envolvendo plantas
modelo, que pudessem nos fornecer informagdes sobre a fitotoxidade destes

compostos.

Para isso, de acordo com a disponibilidade e interesse, foram
desenvolvidos outros dois testes na tentativa de se obter confirmacbes para a

hipétese acima levantada: um teste envolvendo culturas de células de soja e outro
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envolvendo plantas-modelo in vivo (Arabidopsis thaliana, no caso). Na sequéncia,

€ encontrada uma discussao com respeito aos resultados obtidos.

4.3.3. Testes com cultura de células de soja (Glycina max)

A mesma sistematica dos testes anteriores foi empregada aqui.
Primeiramente, testes iniciais foram realizados com o intuito de se verificar a
existéncia da atividade toxica por parte destas substancias, além de se estipular
em quais concentragdoes tal toxicidade poderia ser observada. Estes testes foram

realizados de acordo com o item 4.2.2.3.

Como podemos observar na FIGURA 138, mesmo nas menores
concentragdes testadas, ja foi possivel observar um efeito téxico dos compostos
pertencentes a classe das zearalenonas. Graficos similares foram obtidos para as
demais toxinas e portanto n&o serdo exibidos aqui. Assim, o calculo dos valores

de ECs foi realizado com concentragdes bem mais baixas.
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FIGURA 138. Efeito das toxinas da classe das zearalenonas para as culturas de células de soja.

Através dos dados apresentados nas FIGURA 139 e FIGURA 140, é

possivel verificar que a toxicidade dos compostos para este sistema € muito maior
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se comparado com a toxidade para as lagartas S. littoralis. Algumas destas
substancias, como no caso do B-zearalenol (17) e do alternariol (76), os valores
de ECsp estdo na faixa de nanomolares, o que evidencia o altissimo carater
citotoxico destas substancias (TABELA 31). E possivel observar que mais uma
vez o0 modelo estatistico se encaixa perfeitamente com os dados obtidos,
apresentando um r?> maior do que 0,98 e um coeficiente de variagdo menor do que
9%.

Como pode-se observar, o perfil de agédo toxica da zearalenona (14)
e da maioria das outras toxinas se repete se compararmos com 0s experimentos
discutidos anteriormente para as lagartas S. littoralis. Entretanto, no caso dos
tricotecenos nivalenol (41) e deoxinivalenol (42), observamos uma inversao no
perfil da curva: enquanto a agéo toxica para as lagartas revelou uma estreita faixa
de concentragdo na qual o nivalenol (41) passa de n&o-toxico a letal, para as
culturas de células de soja a faixa se mostra um pouco maior. No caso do
deoxinivalenol (42), é observado exatamente o oposto. Isso sugere que, embora
estas toxinas sejam muito parecidas estruturalmente, o mecanismo de agé&o toxica
difere entre elas quando avaliadas em modelos diferentes, ou seja, quando

avaliadas suas potencialidades como inseticida e citotdxicas.
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FIGURA 139. Curvas para a determinacao de ECsy nos testes contra culturas de células de soja,
obtidas para as toxinas produzidas por Fusarium: A) zearalenona (14); B) B-zearalenol (17); C) 4-
metoxizearalenone (20); D) acido fusarico (94) ; E) deoxinivalenol (42); F) nivalenol (41). Os testes

foram repetidos 3 vezes (n=4).
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FIGURA 140. Curvas para a determinacao de ECsy nos testes contra culturas de sélulas de soja,
obtidas para as toxinas produzidas por Alternaria: A) alternariol (76); B) alternariol monometil éter
(77); C) altenusin (90); D) MAC50_108 (91); E) MAC50_135 (92). Os testes foram repetidos 3
vezes (n=4).

Como este teste é realizado com culturas de células de soja, é
possivel evidenciar o efeito citotoxico de tais toxinas. Os dados obtidos estédo
aparentemente em concordancia com os reportados por Robbana-Barnat et al.
(1989)%*°, que descreve efeitos citotoxicos na faixa de 0,20 a 0,72 uM para a
substancia deoxinivalenol (42), contra linfomas de ratos. Estes dados também
estdo de acordo com os obtidos por Aly et al. (2008)*'°, que reportam efeitos

citotoxicos nao quantitativos para as substéncias alternariol (76), alternariol
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monometil éter (77) e altenusin (90), também contra células de linfoma de ratos.
Além disso, alguns autores comentam que os alternariols podem apresentar-se
como toéxicos a células humanas®® 2%, A substancia MAC50_108 (91),
aparentemente aqui reportada pela primeira vez, novamente nao apresentou
efeito biologico consideravel, reforcando a constatacdo de que o anel A dos

alternariols é fundamental para conferir toxidade a estas moléculas.

TABELA 31. Dados estatiticos obtidos apds os testes com as toxinas de interesse contra as
culturas de células de soja.

Micotoxinas ECso (uM) CV (+ %) r?
Zearalenona (14) 219 1.7 0.992
B-Zearalenol (17) 0.54 2.3 0.993

4-metoxizearalenone (20) 1.31 4.1 0.988
Acido Fusérico (94) 6.70 57 0.978
Deoxinivalenol (42) 1.86 0.9 0.998

Nivalenol (41) 3.98 25 0.990
Alternariol (76) 0.67 6.6 0.993
Alternariol monometil éter (77) 4.69 8.9 0.993
Altenusin (90) 0.63 4.5 0.985
MAC50_108 (91) > 100000 — 0.675
MAC50_135 (92) 0.11 24 0.989

Porém, do ponto de vista ecoldgico, este € um resultado até certo
ponto contraditorio. Partindo-se do pré-suposto que os testes envolvendo
lagartas, cujos valores de ECsy sao reportados em molalidade (W), podem ser
comparados diretamente com os resultados acima apresentados, em molaridade
(M), entdo esperar-se-ia que valores de ECsp obtidos para os testes envolvendo
as lagartas fossem menores do que os envolvendo as culturas de células. Isso
porque em um contexto ecolégico no qual o fungo se desenvolve em harmonia
com o seu hospedeiro, as substancias por ele produzidas poderiam ser entdo
utilizadas por este mesmo hospedeiro de maneira a repelir ou afastar herbivoros,
por exemplo. Uma abordagem parecida foi confirmada por Carroll (1988)"", que
estudou estes tipos de interagcdo e producédo de toxinas em sistemas envolvendo

microrganismos endofiticos e arbustos.
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Tal cenario quimico-ecologico estaria de acordo com os resultados
obtidos para a produgdo de zearalenonas, por exemplo. Ou seja, assumindo-se
entdo que o fungo, no caso Fusarium, produz substancias toxicas ao hospedeiro,
mas em concentragdes pequenas ao ponto em que a toxicidade ndo seja
observada, estas substancias poderiam indiretamente agir como toxinas para os
herbivoros, protegendo, de certa maneira, o hospedeiro e o fungo. Mas
obviamente que para que isso pudesse ter algum fundamento, os resultados aqui
apresentados deveriam ser aparentemente o inverso do que realmente foram, ou
seja, os valores de ECsg para as culturas de células de soja deveriam ser maiores

do que os valores de ECsq para as largartas.

Entretanto, tal afirmagdo n&o pode ser feita de maneira tdo direta,
pois as culturas de células representam um o6timo modelo para o estudo de
toxicidade de algumas substancias, mas obviamente que tais células sdo muito
mais frageis do que uma planta inteira formada, ou mesmo do que uma plantula
nos estagios iniciais de vida. Assim, seria de se esperar que os valores de ECsg
para culturas de células seriam menores do que os mesmos valores para a planta
como um todo. Desta maneira, este teste fornece resultados muito importantes
com respeito a citotoxidade dos compostos testados, mas nao reflete diretamente
as diferencas de atuacdo destas substancias para herbivoros e plantas de

maneira proxima a encontrada na natureza.

Assim foram realizados, embora de uma maneira semi-quantitativa
(sem a obtencéo dos valores de ECs), testes de toxicidade com plantas in vivo,
usando a planta modelo Arabidopsis thaliana. Na sequéncia, estdo apresentados
os dados obtidos nos testes de fitotoxidade das substancias de interesse para
estas plantas. Vale ressaltar que os dados aqui apresentados, segundo o
levantamento bibliografico realizado, séo inéditos, uma vez que estas substancias

nunca foram ensaiadas frente a culturas de células de soja. ]

Desta maneira, estamos finalizando no momento a elaboragao de
um paper entitulado “Covering a range of toxic effect of Alternaria and Fusarium
metabolites: a chemical ecology point-of-view” que sera em breve submetido a
revista Chemistry and Biodiversity.
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4.3.4.Testes iniciais envolvendo germinacao de plantas no Brasil

Visando o estabelecimento de algumas bases para o estudo da
interacdo planta-fungo bem como um treinamento inicial na condugdo de
experimentos envolvendo cultivo de plantulas, estabelecemos algumas condi¢des
de microcultivo em nossos laboratorios no Brasil, a fim de se obter plantulas em
condicbes assépticas, ideais para os testes com as substancias de interesse. O
crescimento das plantulas foi monitorado diariamente por um periodo de 20 dias e
os resultados obtidos estdo sumarizados na TABELA 32. Além disso, a FIGURA

141 e a FIGURA 142 apresentam fotos do experimento realizado.

Como pode ser observado, a maioria das sementes germinou e o
indice de contaminagéo foi satisfatorio (<10%). Apenas as sementes da planta
“barba-de-bode” ndo germinaram. O interesse nestas sementes se baseia no fato
de que esta planta é considerada uma praga, principalmente para campos
gramados com fins esportivos, € assim a descoberta de substancias que

possivelmente inibam a sua germinagao pode ser de grande valia.

Outro fator bastante interessante é que as sementes de laranja
apresentaram uma germinacdo bem mais lenta do que as demais. Isso
provavelmente porque se faz necessaria a retirada de uma pelicula protetora
desta semente para que a germinagdo possa ocorrer de maneira eficaz. Esta
pelicula ndo foi retirada nestes primeiros experimentos pois havia uma grande
preocupacao com respeito a contaminagcdo destas sementes, uma vez que a
maneira mais adequada de se realizar o microcultivo com sementes de laranja é
abrir a propria fruta em um instante antes da esterilizardo, evitando assim

contaminacgdes e a desidratagao desta semente.
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TABELA 32. Os resultados obtidos em até 20 dias de cultivo das plantulas.

Nome popular

Crescimento (dias)

Caracteristicas

Alface 20 dias.
Arroz 10 dias
Branco -

Capim Barba-de-

Crescimento satisfatério em 10 dias,
porém sem evolugao a partir deste
periodo. Sem contaminagao

2 frascos com contaminacgao e 2 frascos
com crescimento normal.

Todos 3 frascos sem contaminacgao.

Provavelmente estas sementes nao estao

Bode Nenhum. aptas a germinagao
Cevada (BRS Bor.) 15 dias 1 frasco n&o germinou, cresmmento
satisfatorio em 20 dias.
Cevada (BRS Mar.) Nenhum. 1 frasco contaminado.
Feijsio Nenhum. Provavelmente processo _de esterilizagao
muito agressivo.
Milho (BR) 5 dias. Com 20 dias inicio de mortalidade.
. . A partir do 16° dia, crescimento de um
Milho (RG) 5 dias. fungo branco e mortalidade da planta.
Soia Extremamente timido Mortalidade com 10 dias. Provavelmente
! ' idem ao feijao.
Provavelmente existe a necessidade de se
. Dos 6 frascos, apenas 2 :
Laranja ; ; retirar a casca da semente para uma boa
germinaram com 25 dias. s
germinacgao.
. Todos os frascos com crescimento de um
Sorgo 5 dias. f
ungo.
Trigo (BRS 194) 7 dias. Consideravel crescu’pentg sem nenhuma
contaminacgao.
Trigo (BRS Angico) 7 dias. Apenas 1 frasco com contaminagéo.
Trigo (BRS Louro) 7 dias. Apenas 1 frasco ndo germinou.

As sementes de cotiledoneas como o feijado e a soja provavelmente
necessitam de um processo de esterilizagcdo mais brando, uma vez que os
cotilédones se abrem com certa facilidade, levando a morte do embrido e,

consequentemente, ndo ha germinacéo destas sementes.
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FIGURA 141. Sementes em estagio de pré-germinagédo em placas de Petri (zero dias).

FIGURA 142. Sementes em estagio de pré-germinagdo em placas de Petri (apds 5 dias).
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Estes testes foram realizados com o principal objetivo de se adquirir
habilidades no trabalho com plantulas. Desta maneira, foram utilizados o maior
numero de sementes disponiveis em nossos laboratorios. Entretanto, para uma
melhor compreensdao dos estudos de fitotoxidade e também das interacdes
existentes entre plantas e fungos, a melhor abordagem € a utilizagao de plantas
consideradas modelo, ou seja, plantas cuja resposta a fatores de estresse ja é
bem conhecida e também cujo o genoma ja foi mapeado e pode portanto ser
manipulado®® 28, Desta maneira, para a elaboracdo destes estudos no Max
Planck Institut, optou-se pelo uso da planta modelo Arabidopsis thaliana, como

pode ser visto a seguir.

4.3.5. Testes com plantas Arabidopsis thalianain vitro

Uma das maneiras mais diretas de se verificar a toxicidade de um
determinado composto frente a uma dada planta € encontrar maneiras de crescer
esta planta em ambientes estéreis, com condicdes controladas e entdo
administrar as substancias as mesmas. No caso de Arabidopsis, muita atengéo
deve ser tomada com respeito a temperatura, umidade, incidéncia de luz e outros
fatores que podem leva-las a um estresse ndo desejado e, portanto, fornecerem

falsos resultados positivos.

Uma vez controlados todos estes fatores, as plantulas previamente
crescidas em meio MS sem adi¢cao das toxinas foram entéo transferidas para o
meio MS contendo diferentes concentragdes destas (item 4.2.2.5.). Os resultados
foram entdo analisados de maneira visual, pois um dos principais sintomas de
patogenia em Arabidopsis envolve o efeito chamado de clorose, ou seja, quando
as folhas progressivamente perdem clorofila e ficam amareladas, ou até mesmo
esbranquicadas em alguns casos mais drasticos®*® 2*®. Qutro efeito, provocado
pelo acumulo de antocianidinas, leva ao escurecimento das folhas e caules e é
tambem comumente associado ao estresse em Arabidopsis**2. Em alguns casos,

a necrose dos tecidos vegetais também pode ocorrer®*2.
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Como pode ser visto nas FIGURA 143 e FIGURA 144, todas as
substancias pertencentes a classe das zearalenonas, isto €, a zearalenona (14), o
B-zearalenol (17) e a 4-metoxizearalenone (20), apresentaram algum tipo de
resposta toxica as plantulas de Arabidopsis thaliana. No caso das plantulas em
que B-zearalenol (17) foi adicionado ao meio, pode-se claramente observar um
forte efeito de clorose na concentragdo mais alta administrada (50 pg/mL). O
efeito toxico desta micotoxina para Arabidopsis € bastante evidente nesta
concentragdo, embora algum indicio toxico, caracterizado por um leve
amarelamento das folhas, ja possa ser plenamente observado acima de 0,1
ug/mL. Neste sentido, o mesmo pode ser dito dos outros dois analogos, a
zearalenona (14) e a 4-dimetoxizearalenona (20). Entretanto, acima desta
concentragédo foi observado somente o acumulo de antocianidinas, evidenciado

pelo rocheamento das folhas.

De acordo com a pesquisa bibliografica realizada, ndo existem
estudos envolvendo a fitotoxidade de substancias da classe das zearalenonas
para Arabidopsis thaliana. Entretanto, um grande estudo com respeito a resposta
téxica de tricotecenos em Arabidopsis foi feito por Desjardins et al. (2007)%*".
Embora os experimentos realizados por estes autores tenham sido feitos
envolvendo a imersao das folhas em solucbes contendo as toxinas,
diferentemente do nosso modelo que envolve a absorgao das toxinas pelas raizes
de plantas cultivadas em meio de cultura apropriado, os resultados publicados por
eles suportam os obtidos aqui. Estes autores verificaram que 25 diferentes
tricotecenos induzem alguma resposta toxica em 100 uM e que reagdes de

esterificacdo nos grupos hidroxil diminuem a atividade fitotdxica.
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FIGURA 143. Plantulas de Arabidopsis cultivadas em meio MS contendo diferentes concentragbes
de toxinas produzidas por fungos do género Fusarium. Controle equivale ao meio + etanol — 1,8%.
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FIGURA 144. Plantulas de Arabidopsis cultivadas em meio MS contendo diferentes concentragdes
de toxinas produzidas por fungos do género Alternaria. Controle equivale ao meio + etanol — 1,8%.
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Os dois tricotecenos testados, o nivalenol (41) e o deoxinivalenol
(42), apresentaram efeito abaixo de 32 uM (TABELA 33). A unica aparente
contradicdo é que os autores reportam que o deoxinivalenol (42) (ECsp = 23 uM) é
mais toxico do que o nivalenol (41) (ECso = 100 uM), enquanto foi observado que
ambos os triotecenos sdo ativos a baixo de 32 uM. Embora o valor de ECsp n&o
tenha sido calculado, foi determinada uma concentragéo na qual o efeito visual
pode ser indubitavelmente caracterizado. Estes valores podem ser encontrados
na TABELA 33, abaixo.

TABELA 33. Resumo dos valores obtidos nos testes biolégicos das substancias testadas.

. S. littoralis Culturas células de soja A. thaliana
Substancia

ECso (uW) ECso (UM) Chnin* (uM)

2.87 2.19 31.45
21.38 0.54 31.25
21.78 1.31 254.20
3.17 1.86 29.05
30.83 3.98 3.21
30.09 0.67 25.70
101.09 4.69 27.1
10.81 0.63 28.9
> 10000 > 10000 > 10000

MAC50_135 (92) 47.53 0.11 31.4

* Cmin Se refere a minima concentragao testada na qual algum efeito toxico € perceptivel
visualmente

O acido fusérico (94) curiosamente apresentou um pequeno efeito
téxico visivel se comparado com as plantas controle. Assim como no caso dos
testes envolvendo as lagartas S. littoralis, esta substancia ndo se mostrou ativa.
Os alternariols, em contrapartida, apresentaram um efeito téxico bastante
caracteristico, exceto novamente para a substancia MAC50_108 (91). Esta é mais
uma evidéncia da importancia do anel A dos alternariols para a toxidade dos

mesmos.
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As substancias altenusin e MAC50 135 (92) apresentaram efeitos
fitotoxicos similares aos apresentados pelo alternariol e pelo alternariol monometil
eter (77) (FIGURA 144). Para estas substancias, ndo foram realizados testes
acima desta concentracdo de 10 pug/mL, pois ndo havia quantidade suficiente de
tais compostos. Entretanto, devido a altissima toxidade apresentada nos testes
realizados, a quantidade de substancia nao foi um fator limitante para a obtencéao

dos dados.

O resultado mais interessante obtido neste teste foi a constatagao
que, ao menos para as plantas testadas, os alternariois mostraram-se quase tao
téxicos quanto os tricotecenos (FIGURA 143 e FIGURA 144 e TABELA 33). Este
resultado confirma que tais substancias podem atuar como fitotoxinas tanto

quanto os tricotecenos ou zearalenonas.

Os resultados aqui obtidos contribuem para a verificacdo do real
poténcial fitotoxico destas substancias, uma vez que muitas delas ndo tem sido
sistematicamente testadas contra alvos modelos®*" ?**. Embora os resultados aqui
demonstrados tenham sido analisados de maneira visual, isso ndo compromete a
interpretacdo dos mesmos, pois um dos principais sintomas de patogenia em
Arabidopsis envolve o efeito chamado de clorose, ou seja, quando as folhas vao
progressivamente perdendo clorofila e ficam amareladas, até mesmo
esbranquicadas em alguns casos mais drasticos. Outro efeito, provocado pelo
acumulo de antocianidinas, leva ao escurecimento das folhas e do caule e é
também comumente associado ao estresse em Arabidopsis. Em alguns casos, a

necrose dos tecidos vegetais também pode ocorrer.

De acordo com os dados apresentados na TABELA 33, € possivel
observar que em geral todas as toxinas analisadas foram mais toxicas para as
culturas de células de soja do que para as lagartas. Isso evidencia o forte efeito
citotoxico destas substancias, mas nada pode ser dito com relacdo as suas
atividades fitotoxicas, pois estas células sdo muito mais sensiveis do que uma
plantula formada. Quando comparamos os dados de ECsy obtidos nos testes
contra as lagartas com os dados obtidos nos testes de fitotoxidade contra
Arabidopsis thaliana (a concentracéo reportada é a concentragdo onde qualquer
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pequeno efeito de clorose, necrose ou acumulo de antocianidinas foi observado e
nao o valor no qual o efeito € reduzido a metade — ECsp), € possivel notar que
algumas das substancias possuem uma toxidade muito maior para as lagartas do
que as plantas (caso da zearalenona (14), da 4-metoxizearalenona (20) e do

deoxinivalenol (42)).

Estes resultados confirmariam a hipotese de que um fungo pode
viver nos tecidos internos de seu hospedeiro, no caso uma planta, e pode produzir
substancias que sao fitotoxicas. Porém, estas substancias sao produzidas em
concentracdes nas quais nenhum efeito toxico se pronuncia no hospedeiro, mas
sim em possiveis herbivoros (no caso, as lagartas). Desta forma, a planta
forneceria um ambiente propicio para o crescimento fungico, e o fungo, em
contrapartida, auxiliaria no sistema de defesa da planta contra seus patdgenos.
Neste caso, ambos os organismos se desenvolveriam de forma harmoénica e

mutualista.

Entretanto, isso ndo significa que o fungo endofitico permanecera
durante todo o seu ciclo de vida atuando de maneira mutualista. Em algum
periodo de sua vida, este fungo poderia atuar como patégeno para o seu
hospedeiro. Isso poderia ocorrer, por exemplo, quando o sistema de defesa da
planta for muito enfraquecido por acdo de um predador mais agressivo. Dessa
forma, o fungo simplesmente aumentaria a concentragdo das substancias que ja
estariam sendo produzidas e atuaria como um patdégeno, habitando inclusive a
superficie dos tecidos da planta, visando assim a liberacdo de seus esporos para

que novos hospedeiros fossem atacados.

Esta hipétese vem de encontro com muitos dos resultados obtidos
em nossos laboratérios e explicaria uma questao dubia na literatura. Por exemplo,
o fungo Fusarium moniforme, isolado como endofitico neste projeto, foi trabalhado
durante um ano e meio sem que nenhumas das toxinas classicas reportadas por
eles. De acordo com os dados obtidos na sessdao 3.3.4., quando ele foi
comparado com outro fungo da mesma espécie com respeito a produgédo de

zearalenonas, concluiu-se que ele ndo havia deixado de produzir tal substancia,
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mas sim ele havia diminuido drasticamente as quantidades produzidas da

mesma.

Apos todos os testes biologicos realizados neste travalho, os
resultados indicam que este fungo possivelmente ajustou seu metabolismo para
conviver harmonicamente com seu hospedeiro. Mais do que isso, ele possibilitou,
através deste fino ajuste, a possibilidade de estabelecer uma relagdo mutualista
com a planta, pois produzindo zearalenona (14) em pouquissimas quantidades,
ele ainda assim fornece um inseticida natural a planta, protegendo-a de possiveis

herbivoros.

Da mesma maneira, estes resultados explicariam o porqué o fungo
Alternaria, um patdgeno agressivo, dificilmente & isolado como endofitico. Todas
as substancias produzidas por ele se mostraram mais toxicas para Arabidopsis do
que para as lagartas S. littoralis, ou a0 menos se mostraram na mesma faixa de
toxidade (TABELA 33).

Uma ilustragcdo desta hipétese pode ser encontrada na Figura 4.13.
Obviamente que esta hipbétese deve ser checada com relagdo a outros aspectos
também. Por exemplo, é necessario obter informagdes com respeito a capacidade
de detoxificagdo destas substancias por parte do hospedeiro, ou mesmo de saber
se de alguma forma o hospedeiro € quem influencia diretamente a produgao das
substancias por parte do fungo. Estudos em nivel macromolecular, genético e

evolutivo sdo necessarios para uma indubitavel comprovacao desta hipotese.
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FIGURA 145. Esquematizagao da hipotese levantada neste projeto de pesquisas.

Contudo, o intuito deste projeto foi contribuir para a compreensao do
papel ecoldgico destas substancias na interagao fungo-planta-inseto. Além disso,
os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento deste trabalho indicam que
um fungo endofitico que atua como mutualisma pode vir a atuar como patégeno,

dependendo das condi¢bes em que ele se encontra.

Na tentativa de verificar a hipdtese de que um fungo endofitico
mutualista poderia vir a ser um patdégeno simplesmente pelo aumento na
concentracdo das micotoxinas produzidas por ele, alguns experimentos de
reinoculagdo do fungo em plantas-modelo foram desenvolvidos. Estes

experimentos serao discutidos na sequéncia.
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4.3.6. Testes de reinoculacdo fungica em plantas modelo

(Arabidopsis thaliana)

Com o intuito de confirmar a hipdtese levantada neste trabalho,
foram realizados experimentos na tentativa de verificar a potencialidade de um
microrganismo endofitico em induzir sinais de patogénia se reinoculado
novamente em seu hospedeiro. Esta seria uma adaptagdao do postulado de
Koch, que estabelece que um microrganismo patogénico deve ser reinoculado
em seu hospedeiro para a comprovagdo da patogenia®® ?*’, entre outras
caracteristicas ja preenchidas pelo fungo em questdo. Neste trabalho em
especifico, foi investigado se um fungo isolado como endofitico pode, quando

reinoculado no seu hospedeiro ou em plantas modelo, induzir patogenia.

Como o crescimento da planta hospedeira (Melia azedarach) in vitro
e sob condigdes que garantissem a auséncia de outros microrganismos nos
tecidos internos desta planta seria inviavel, principalmente pelo tempo levado para
que esta planta atinja um estado adulto em comparagédo com plantas modelo,
optou-se pela reinoculagdo do fungo em Arabidopsis thaliana. Inicialmente o
método adotado foi o de simplesmente colocar as sementes para crescer em
meio MS juntamente com o fungo. Desta maneira, o fungo poderia infectar a
plantula quando esta comecgasse a germinar e entdo os efeitos de inoculagao

poderiam ser avaliados.

Ao final de 5 dias de experimento, as plantas foram comparadas
com respeito ao tamanho de suas folhas e raizes. Como pode ser observado na
FIGURA 146, as raizes e as folhas das plantas que nao foram submetidas a
inoculacao fungica (branco-controle) apresentaram-se de 2 a 3 vezes maiores do
que as inoculadas com Fusarium graminearum isolado como epifitico patogénico
e também do que as inoculadas com Fusarium moniliforme isolado como
endofitico mutualista. Ambos os fungos apresentaram o mesmo comportamento e
induziram os mesmos efeitos danosos ao crescimento das plantulas, o que em
um primeiro momento poderia ser interpretado como um indicio da atividade

patogéncia de um fungo isolado como endofitico mutualista.
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Entretanto, o grande problema observado neste experimento foi que
o fungo, embora inoculado em um meio de cultura desenvolvido para o cultivo de
plantas (MS), apresentou um crescimento muito rapido, dominando todo o meio
de cultura e impossibilitando as sementes de terem acesso aos nutrientes do
meio. Isso prejudicou de maneira nitida o crescimento das plantulas. Esta
metodologia foi inicialmente adotada por sugestdo da Dr®. Tamara Krigel,
Diretora da Green House do Max Planck Institut fiir chemische Okologie e uma
das maiores especialistas do mundo em crescimento de Arabidopsis. A Dr®.
Krigel ja possuia experiéncia na inoculagao de bactérias em plantas deste género
e, portanto, foi uma colaboradora essencial destes experimentos. Porém, o
método desenvolvido néo forneceu resultados confiaveis, como ja mencionado

acima.

Yo -

Fusarium Fusarium
graminearum moniliforme
(patogeno) (endofitico)

Controle

C)

iminearum
0geno)

F. mon v‘.#’,-
endofitico)

FIGURA 146. A) sementes de Arabidopsis crescidas em meio contendo Fusarium isolado como
mutualista, como patégeno e branco (somente semente € meio de cultura); B) Placa de Petri apos
5 dias de experimento; C) comparagao do crescimento das plantulas depois de 5 dias; D)
disposig¢éo das placas de Petri no inicio do experimento.
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Diante destes resultados, deciciu-se por realizar a inoculagao
fungica através da injegdo de uma solugéo de esporos dos fungos diretamente
nas folhas das plantulas de Arabidopsis. Para isso, as sementes foram
germinadas em condigbes assépticas por 5 dias e entdo inoculadas com auxilio
de uma microseringa. As plantas controle (branco) também foram inoculadas com
uma solugao estéril de agua para garantir que qualquer possivel efeito observado
no crescimento da plantula ndo fosse causado em decorréncia do corte com a
microseringa. A FIGURA 147 ilustra a Camara de Neubauer, utilizada para a

contagem dos esporos, e 0s proprios esporos de Fusarium.

FIGURA 147. A) Camara de Neubauer, utilizada para a contagem dos esporos. A area marcada
corresponde ao local onde a leitura dos esporos é feita; B) Esporos de Fusarium.

Entretanto, quando a solugéo de esporos foi inoculada nas plantulas
de Arabidopsis, inevitavelmente os esporos entraram em contato com o meio de
cultura. Desta forma, o fungo novamente cresceu de maneira rapida,
impossibilitando, em poucos dias, que as plantulas tivessem acesso aos
nutrientes do meio e, assim, fornecendo resultados pouco confiaveis no que diz

respeito a patogenia dos fungos. A FIGURA 148 ilustra o que foi discutido acima.
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Assim sendo, pouco pode ser dito sobre os experimentos realizados em termos
de agao patogénica dos fungos. Visando solucionar este problema, o meio de
cultivo das plantas foi modificado para o proprio solo ao invés dos meios de
cultura artificiais. Em principio, isso dificultaria o completo dominio do meio pelo
fungo e possibilitaria um crescimento uniforme das plantas. Além disso, este
modelo seria muito mais préximo do encontrado no meio ambiente e poderia nos

fornecer informacdes muito interessantes.

Arabidopsis; A) Fusarium moniliforme (endofitico); B) Fusarium graminearum (patégeno); C)
Controle.

Para isso, as sementes de Arabidopsis thaliana foram germinadas
em condi¢cbes assépticas em meio MS até que as plantulas possuem 5 dias de
vida, como ilustrado na FIGURA 149. Entdo, estas plantulas foram transferidas
para vazos contendo terra estéril acrescida de nutrientes. Visando o total controle
deste experimento, foi utilizada uma camara onde variaveis como intensidade

luminosa, temperatura, foto-periodismo e umidade pudessem ser controladas.
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FIGURA 149. A) e B) Plantulas de Arabidopsis thaliana com 5 dias de germinagéo; C) e D) Com 3
dias.

Assim, apos 5 dias crescendo em meio de cultura artificial MS, as
plantulas foram cuidadosamente transferidas para os vazos e, apdés 4 semanas,
estas plantas foram inoculadas com a solugédo de esporos dos fungos de
interesse. Nas plantas controle (branco), foram injetadas a mesma quantidade (3
x 100uL) de uma solugdo de agua estéril. A FIGURA 150, abaixo, mostra as
plantas no dia de sua transferéncia e apés 3 semanas, no meio do seu
crescimento. Pode-se notar que as condigdes utilizadas proporcionaram um
crescimento bastante satisfatério das plantulas, indicando, assim, que estas

condicdes poderiam ser utilizadas para a realizacdo do experimento.

O ajuste destas condigdes € fundamental para evitar falsos
resultados positivo, pois as plantas do género Arabidopsis respondem facilmente
a qualquer tipo de estresse, seja de ordem ambiental, fisiolégica ou infecciosa. O
principal efeito é a florescéncia, que indica que algum dos parametros de cultivo,

como temperatura ou intensidade luminosa, n&o esta regulado.
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/. - Plantulas .
“no dia dojtransplante {4

- b ]

FIGURA 150. Plantulas de Arabidopsis thaliana utilizada nos experimentos.

Apds realizada a inoculagdo dos fungos, as plantulas foram
monitoradas por 1 semana, diariamente. Por volta do terceiro dia, os primeiros
efeitos comegaram a ser registrados e, no sétimo dia, as folhas que sofreram a

inoculagao fungica apresentaram evidentes sinais de clorose (FIGURA 151).
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FIGURA 151. Acima, plantas com sintoma de patogenia inoculada com os fungos de interesse;
abaixo, comparacéo entre as folhas individuais dos experimentos.

E interessante notar que as folhas de Arabidopsis inoculadas apenas
com agua estéril ndo mostraram nenhum sinal de patogenia, confirmando a
eficacia do método proposto. Além disso, todos os fungos inoculados, inclusive o
Fusarium moniliforme isolado como endofitico mutualista, induziram claramente
efeitos de patogenia nas folhas de Arabidopsis. Uma comparacgao direta com o F.
graminearum isolado como epifitico patogénico e com uma cepa de F.
moniliforme isolada também como epifitico patogénico, mostra que o fungo
isolado como endofitico mutualista provoca exatamente o mesmo efeito de
patogenia do que os demais. O fungo F. moniliforme isolado como patégeno nao
foi utilizado nos experimentos anteriores pois houve uma grande dificuldade em
fazé-lo produzir esporos. Felizmente, tal dificuldade foi contornada dias antes da

inoculagao neste experimento.
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Este experimento reforgou a hipotese levantada anteriormente: os
resultados aqui descritos apontam na diregdo de que um fungo, isolado como
endofitico de um determinado hospedeiro aparentemente saudavel e, portanto,
nao atuando como patégeno naquele momento, pode vir a induzir efeitos de
patogenia quando reinoculado em plantas consideradas modelo para este tipo de

estudo (no caso Arabidopsis thaliana).

Mais uma vez, para que seja confirmada tal hipétese, é necessario
um estudo mais aprofundado envolvendo os mecanismos de defesa da planta,
quimica em nivel macromolecular e genética. Entretanto, aqui o enfoque tenta
relacionar o carater da interacao fungo-planta e, em alguns casos, fungo-planta-
inseto em nivel micromolecular, baseando-se principalmente na producédo de
toxinas. Tentou-se, ao longo deste projeto e em trabalhos correlatos, contribuir
para a compreensao do tipo de relagdo ecolégica do ponto de vista

micromolecular.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os estudos com os extratos do fungo Fusarium moniliforme, isolado
como endofitico de Melia azedarach (Meliaceae), ndo revelaram nem a presenca
das toxinas fungicas classicas nem de possiveis novos analogos. Realizando-se
um estudo comparativo com outra cepa desta mesma espécie de fungo, isolada
como patogeno de trigo, foi possivel o isolamento de algumas toxinas da classe
das zearalenonas e dos tricotecenos. A comparagdo com um terceiro fungo,
Fusarium graminearum, isolado também como patégeno de trigo, revelou uma
grande similaridade com respeito as toxinas fungicas produzidas por fungos do

género Fusarium isolados como patdgenos.

Tal resultado levou a formulacdo de duas hipdteses nas quais a
producao de zearalenona, uma das toxinas isoladas de Fusarium moniliforme
patogénico, seria inibida. O desenvolvimento de um método de analises por
HPLC-MS/MS permitiu confiabilidade na obtencédo dos resultados da construgao
de curvas de producao deste composto. Tais curvas foram de encontro com as
hipéteses levantadas. Entretanto, foi observado que nao houve uma completa
inibicdo da producédo de zearalenona por parte do fungo Fusarium moniliforme

isolado como endofitico. Havia ainda uma pequena producéo deste composto.

Estes resultados foram obtidos apdés um sélido estudo dos
mecanismos de fragmentacdo da zearalenona e de outros dois analogos, o -
zearalenol e a 4-metoxizearalenona. Neste estudo, estratégias envolvendo
deuteracdo dos compostos em posigcdes chave destas moléculas foram
realizadas. Andlises envolvendo dinamica molecular (software Hyperchem™)
suportaram os dados experimentais obtidos possibilitando, assim, uma ferramenta
robusta para a identificagcdo dos mecanismos de fragmentagao destas moléculas
por CID-MS/MS.

Os resultados obtidos com os testes biologicos desenvolvidos
sugerem que as toxinas da classe das zearalenonas e dos tricotecenos
(especialmente o deoxinivalenol) podem exercer um papel importante na relagao
inseto-planta-fungo, uma vez que em linhas gerais elas sdo bem mais toxicas a
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lagartas Spodoptera littoralis do que as plantas modelo Arabidopsis thaliana. Esta
talvez seria uma explicagao para a baixa producdo de zearalenona por parte do
fungo Fusarium moniliforme isolado como endofitico se comparado com o
Fusarium moniliforme isolado como patégeno. O fungo endofitico, numa tentativa
de viver harmonicamente com seu hospedeiro (a planta), tem o metabolismo de
suas toxinas diminuido, pois elas podem atuar como fitotoxinas, causando uma

resposta negativa na planta.

Entretanto, a producéo destas toxinas, no caso a zearalenona, nao é
interrompida totalmente. Apenas é diminuida drasticamente, chegando a niveis
que nao sao téxicos a planta, mas que causam efeitos letais a alguns herbivoros,
como a lagarta S. Littoralis. Assim, o fungo estaria, através da biossintese de
algumas toxinas, fornencendo um mecanismo de protegdo ao seu hospedeiro

contra o ataque de algumas pragas.

Embora a hipdtese levantada acima forneca uma explicagao
plausivel para o perfil da producdo de toxinas observado neste presente trabalho,
isso nao significa que o fungo endofitico mantera estes niveis de producdo ao
longo de todo o seu ciclo de vida. Os resultados envolvendo a reinoculagdo do
fungo endofitico em plantas do género Arabidopsis sugerem que € possivel que

este fungo venha a atuar, durante um determinado periodo, como um patogeno.

Assim, o refinado mecanismo que regula estas interagdes é bastante
complexo e deve ser estudo também em nivel macromolecular, genético e
evolutivo. A contribuicdo do projeto em questao foi a de fornecer ferramentas para
o estudo das micromoléculas produzidas nesta interacdo, numa tentativa de se

atribuir algum papel ecoldgico para as mesmas.

O estudo com cepas isoladas como patégenos de Alternaria
alternata possibilitou o desenvolvimento de um método de analises para a
quantificacdo de alternariol e alternariol monometil éter no flavedo e no albedo de
tangerinas com sintomas da patogenia Mancha Marrom de Alternaria. Tal método
revelou que o flavedo, parte amarela externa, funciona como uma barreira para a

penetracao destas substancias nos frutos de tangerina. Além disso, este método
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também nos proporcionou a constru¢cdo de curvas de producdo destas
substancias, sugerindo que ambas competem pelo mesmo precursor na

biossintese destes compostos.

Ainda, a investigacdo dos extratos de Alternaria possibilitou a
deteccéo e identificacdo de ao menos 2 analogos de alternariols que, ao que tudo
indica, ainda nado foram reportados na literatura. O uso da técnica de HPLC-UV-
SPE-NMR possibilitou uma ferramenta altamente poderosa para a separacéo e
caracterizagado de compostos de origem fungica em matrizes complexas. Com ela,

foi possivel a total separagao e caracterizacdo de 6 metabdlitos de Alternaria.

Os testes bioldgicos realizados com estes metabdlitos reforcaram a
suspeita de que os alternariols atuam como fortes agentes citotdxicos, além de
serem muito téxicos também as lagartas S. littoralis. Esta toxidade aparentemente
esta intimamente relacionada com a presenca do anel A nestes compostos.
Entretanto, estas substancias aparentemente ndo exercem um papel ecoldgico na
relacdo inseto-planta-fungo, podendo ser consideradas como toxinas nao

especificas.
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