UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUiMICA ORGANICA E INORGANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ANA GABRIELLE DO NASCIMENTO CAMARA

PIGMENTOS PRODUZIDOS PELO FUNGO BASIDIOMICETO Pisolithus tinctorius:
DESREPLICACAO, ISOLAMENTO E ESTUDO DO POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

FORTALEZA
2022



ANA GABRIELLE DO NASCIMENTO CAMARA

PIGMENTOS PRODUZIDOS PELO FUNGO BASIDIOMICETO Pisolithus tinctorius:
DESREPLICACAO, ISOLAMENTO E ESTUDO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica da Universidade
Federal do Ceard, como requisito a obten¢ao do
titulo de Mestre em Quimica.

Area de concentra¢do: Quimica Organica.

Orientadora: Profa. Dra. Maria da Concei¢ao
Ferreira de Oliveira.

Coorientadora: Profa. Dra. Fatima Miranda
Nunes.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catal ogag&o na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catal og, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Cl72p  Camara, Ana Gabrielle do Nascimento.
Pigmentos produzidos pel o fungo basidiomiceto Pisolithus tinctorius: desreplicacdo, isolamento e estudo
do potencial biotecnolégico / Ana Gabrielle do Nascimento Camara. — 2023.
91f.:il. color.

Dissertacéo (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias, Programa de P6s-Graduagéo
em Quimica, Fortaleza, 2023.

Orientacdo: Profa. Dra. Maria da Conceicéo Ferreirade Oliveira

Coorientagdo: Profa. Dra. Fatima Miranda Nunes.

1. Pigmentos naturais. 2. Pisolithus tinctorius. 3. Derivados do acido pulvinico. 4. Desreplicacdo. 5.
Potencia biotecnoldgico. |. Titulo.
CDD 540




ANA GABRIELLE DO NASCIMENTO CAMARA

PIGMENTOS PRODUZIDOS PELO FUNGO BASIDIOMICETO Pisolithus tinctorius:
DESREPLICACAO, ISOLAMENTO E ESTUDO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica da Universidade
Federal do Ceara, como requisito a obten¢do do
titulo de Mestre em Quimica.

Area de concentragdo: Quimica Organica.

Aprovadaem: [/ [/

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria da Conceicdo Ferreira de Oliveira (orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Fatima Miranda Nunes (coorientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)

Profa. Dra. Idalina Maria Moreira de Carvalho
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Cecilia Maria Alves de Oliveira
Universidade Federal de Goias (UFG)



“Comece fazends o uecessdnio, depois o gue
€ posscwel e de rnepente wocé estard fasendo o

Sao Frauncisco de Aesis



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da minha vida.

A minha familia, pelo apoio e pelo amor.

A minha tia Fatima, pela paciéncia, compreensdo, apoio, amor e por me ensinar a
enfrentar os desafios de todos os dias com perseverancga e da melhor maneira possivel.

A Professora Fatima, pela orientacdo, pelo ensinamento, pelo apoio e compreensio.
Pelas risadas, pela amizade. Obrigada pela atengdo, principalmente nos momentos mais dificeis,
sempre com ricos conselhos. Obrigada por me mostrar que ¢ incrivel trabalhar com o que se
gosta.

A Professora Conceigio, pela orientagdo, pelos ensinamentos, pelos conselhos e
pela oportunidade que me deu de desenvolver uma pesquisa que, apesar das dificuldades, me
trouxe muita felicidade e aprendizado. Agrade¢o por me fazer me apaixonar pela quimica
organica.

As Professoras Cecilia e Lucilia, da Universidade Federal de Goiania, pelas analises
de espectrometria de massas, por todo o apoio, pela atencao e carinho.

Ao Professor Jair Mafezoli, pela ateng@o e ajuda na caminhada.

Ao professor Daniel Esdras, pela ajuda com as analises experimentais do RMN e a
todos os professores do departamento pelo apoio na caminhada.

Ao CENAUREM, pela aquisicdo dos espectros. Em especial ao Gledson, pelos
espectros, pelo apoio e pela amizade.

Aos meus amigos, pelo companheirismo, pela amizade e por estarem comigo nos
momentos felizes e tristes. Obrigada por todo o apoio. Em especial a todos os amigos do LABS,
por tudo.

Ao Monilson e Gabriel, pela ajuda com os experimentos e pela amizade.

A Raquel e ao tio César, pela amizade e pelas risadas toda semana no laboratorio.

A todos os que ajudaram no desenvolvimento da pesquisa.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



RESUMO

O basidiomiceto Pisolithus tinctorius (ordem Boletales) se caracteriza como um fungo
micorriza, desenvolvendo-se em simbiose com plantas dos géneros Eucaliptus ¢ Pinus. Os
pigmentos derivados do acido pulvinico sdo um dos principais metabdlitos secundarios
produzidos por esse fungo, sendo responsaveis pela coloragdo amarela, laranja e marrom
caracteristicas dessa espécie. Os metabdlitos norbadiona A, badiona A, bisnorbadioquinona A
e pisoquinona sao exemplos de pigmentos produzidos pelo P. tinctorius. Neste contexto, este
trabalho descreve o estudo do perfil quimico de pigmentos da classe derivados do acido
pulvinico no fungo P. tinctorius, coletado no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara
(UFC), bem como a investigacao do potencial biotecnologico das fracdes H2O-MeOH e MeOH
obtidas. As andlises de absor¢do na regido UV-Vis e infravermelho apresentaram sinais
caracteristicos do esqueleto basico dos derivados do acido pulvinico. Além disso, analises
termogravimétrica e de fluorescéncia foram usadas para caracterizagdo das fragdes, indicando
estabilidade térmica e propriedade fluorescente das amostras. A analise de desreplicagao das
fragdes HoO-MeOH e MeOH foi realizada por cromatografica liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e pelo estudo de redes moleculares, usando
a plataforma online GNPS. Foi possivel propor a presenga de 7 derivados do acido pulvinico ja
relatados na literatura, dentre os quais 4 sdo identificados pela primeira vez em P. tinctorius,
além de moléculas pertencentes a outras classes de compostos. O estudo também permitiu
sugerir a presenca de 7 novos compostos. Norbadiona A, conhecida como um dos principais
compostos responsaveis pela pigmentagdo de P. tinctorius, foi isolada da fragio HoO-MeOH e
identificada através de FTIR, UV-Vis, EM e RMN 'H e '3C. As fracdes HoO-MeOH e MeOH
apresentaram capacidade antioxidante, com ICsp de 22 e 105 ug mL"!, respectivamente. O fator
de protegdo solar de ambas as fragdes também foi investigado, sendo 23,19 para a fragdo H>O-
MeOH, e 20,34 para a MeOH. Além disso, a fragdo H>O-MeOH nao apresentou citotoxicidade
frente a linhagens de células normais. Esses resultados indicam um grande potencial
biotecnoldgico das fragdes, possibilitando sua aplicagdo em produtos de consumo humano,

€como cosSmeéticos.

Palavras-chave: Pigmentos naturais; Pisolithus tinctorius; derivados do acido pulvinico;

desreplicacdo; potencial biotecnologico.



ABSTRACT

Basidiomycete Pisolithus tinctorius (order Boletales) is a mycorrhizal fungus, which grows in
symbiosis with Eucalyptus and Pinus trees. Pulvinic acid derivatives are major secondary
metabolities produced by this fungus, responsable for its yellow, orange and brown colors.
Norbadione A, badione A, bisnorbadioquinone A and pisoquinone are exemples of pigments
molecules produced by P. tinctorius. In this context, this work describes the chemical profile of
pulvinic acid derivatives pigments in Pisolithus tinctorius collected in Campus do Pici, at Ceara
Federal University, as well as the investigation of the biotechnological potential of fractions
H>0-MeOH and MeOH. The UV-vis and infrared absorption analysis showed characteristics
sinals of the basic skeleton of pulvinic acid derivatives. Furthermore, the termogravimetric and
fluorescence analysis were used for characterization of fractions, which presented termal
stability and fluorescence properties. Dereplication analysis of fractions was developed using
high performance liquid Chromatography coupled with mass Spectrometry (HPLC-MS) and
molecular networking, at GNPS online platform. That was possible to propose the presence of
7 pulvinic acid derivatives already reported in the literature, among which 4 were identified for
the first time in P. tinctorius, besides other molecules belonging to different class of compounds.
This study also allowed the proposition of 7 novel compounds. Norbadione A, known as the
major pigment of P. tinctorius, was isolate from fraction H-O-MeOH and identified by FTIR,
UV-Vis, MS and NMR 'H and "*C. Fractions H2O-MeOH and MeOH showed antioxidante
capacity, with ECso 22 e 105 pg mL™!, respectively. The solar protection factor of fractions was
also investigated, with 23,19 for fraction H,O-MeOH and 20,34 for MeOH. Besides that,
fraction H>O-MeOH had no citotoxicity against normal cells. This results indicate the great
biotechnological potential of fractions, enabling its aplication in human consuption products,

such as cosmetics.

Key-words: Natural pigments; Pisolithus tinctorius; pulvinic acid derivatives; dereplication;

biotechnological potential.
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1 INTRODUCAO

Os pigmentos naturais t€ém atraido a atencao de diversos ramos industriais devido
ao seu alto potencial biotecnoldgico, principalmente como antioxidantes, antitumorais e
fotoprotetores (PEREIRA; VALENTAO; ANDRADE, 2014, DUDAS et al., 2013, VAROL,
2018). Na natureza sao produzidos por uma variedade de espécies de insetos, plantas e fungos.
As pterinas sao moléculas de pigmento produzidas por algumas espécies de borboletas, como
a borboleta branca da couve. As betalainas sdo encontradas nas flores e frutos e conferem uma
coloracdo lilas intensa. Alguns fungos sdo caracterizados por apresentar pigmentagdo. Esses
pigmentos podem atuar em diversas fun¢des, como antibidticos ou como protetores contra
radiagdo solar. Os fungos do género Fusarium produzem a aurofusarina, responsavel por sua
cor vermelha (SHAMIM et al., 2014; POLTURAK; AHARONI, 2018; HANSON, 2008).

O basidiomiceto Pisolithus tinctorius ¢ um fungo cosmopolita que pertence a ordem
Boletales. E caracterizado como uma micorriza, ou seja, se desenvolve em simbiose com
espécies dos géneros Eucaliptus e Pinus, sendo esta associacdo benéfica para ambos. Seus
corpos de frutificacdo possuem uma pigmentacdo amarela intensa, devido a presenca de
moléculas derivadas do acido pulvinico, que € um dos principais metabolitos secundarios de P,
tinctorius. (KNIGHT; PATTENDEN, 1976; DE SOUZA, 2000).

Os derivados do 4cido pulvinico sdo moléculas biossintetizadas pela via do acido
chiquimico e estdo presentes principalmente em espécies de fungos da ordem Boletales,
conferindo coloracdo amarela e laranja aos seus basidiocarpos (HANSON, 2008). Até o
presente momento, quatro derivados do acido pulvinico foram relatados para Pisolithus
tinctorius: norbadiona A, badiona A, bisnorbadioquinona A e pisoquinona (GILL, KIEFEL,
1994; GILL, LALLY, 1985). Apesar das diversas pesquisas sobre P. tinctorius, estudos
relacionados aos derivados de acido pulvinico nesta espécie sdo limitados.

A identificacao de pigmentos utilizando técnicas cromatograficas classicas pode ser
um processo lento e caro em fun¢do da complexidade dos extratos obtidos a partir da extracao
com solventes. A desreplicacdo ¢ uma técnica de identificacdo de compostos que permite a
comparagao entre moléculas conhecidas e compostos novos, sem a necessidade de isolamento.
Técnicas hifenadas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (CLAE-EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a ressonancia
magnética nuclear (CLAE-RMN), sdo amplamente utilizadas nas metodologias de

desreplicacdo. Com o avango destas tecnologias, a desreplicagdo se torna uma poderosa
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ferramenta para busca de novas substancias bioativas e no direcionamento para o isolamento
de substancias de interesse (GAUDENCIO; PEREIRA, 2015).

A espectrometria de massas (EM), em particular a realizagdo da fragmentacao de
ions especificos (EM/EM), pode ser usada na desreplicagdo associada a base de dados
especificas. Dentre as diversas bases de dados utilizadas em estudos de desreplicacdo destaca-
se a Global Natural Product Social Networking (GNPS), uma plataforma online e de livre

acesso, para o calculo de redes moleculares a partir de dados de espectrometria de massas.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Importancia dos pigmentos

Desde a antiguidade a cor esta presente na vida do homem e, através de relatos
histéricos, ¢ possivel perceber sua influéncia no desenvolvimento humano. No periodo pré-
historico, o homem utilizava pinturas como forma de comunica¢do com os membros de seu
grupo ou de outros. Atritavam plantas e pedacos de rochas nas paredes das cavernas como forma
de marcar seu territorio ou para indicar uma fonte de alimento. Essas pinturas eram feitas com
os ocres, que eram misturas de 6xido de ferro com argila e silica, de cor marrom (PEARSE,
MILLER, BARNETT; 2017). Antraquinonas também foram evidenciadas na Era Glacial e seus
tons de vermelho e purpura foram usados no antigo Egito e em obras do notavel pintor holandés
Vincent van Gogh (MELO; CLARO, 2010).

A historia narra a importancia dos pigmentos, porém esta vai muito além de estética
e arte, desenvolvendo importantes papéis em diversos organismos. Os insetos produzem
pigmentacdo em determinadas partes de seu corpo com diversas fungdes, como se comunicar
com membros da mesma espécie (um tipo de reconhecimento intraespecifico) ou de espécies
distintas (camuflagem usada contra predadores), além de ser importante em processos
fisiologicos como fotoprotecdo e termorregulacdo (WITTKOPP; BELDADE, 2009). As
clorofilas sdo os pigmentos mais abundantes em plantas e estdo diretamente ligadas a absor¢ao
de luz, para realizag@o da fotossintese, essencial a sobrevivéncia (STREIT et al., 2005). Alguns
fungos possuem pigmentos em seus corpos de frutificagdo com o objetivo de atrair vetores para
disseminar seus esporos € também como protecao contra radiagdo solar (HANSON, 2008).

Os pigmentos naturais t€ém ganhado nos tltimos anos a aten¢do das industrias téxtil,
alimenticia e farmacéutica. A curcumina, pigmento amarelo-alaranjado produzido pela planta
Curcumina longa, apresenta diversas propriedades medicinais, como anti-inflamatoria,
analgésica, antioxidante e antitumoral. Esses estudos revelaram que a curcumina tem atividade
contra células tumorais através da inibi¢do ou diminuicdo do crescimento celular (DUDAS et
al., 2013). Os carotenoides, um grupo de pigmentos amarelos, laranja e vermelhos encontrados
principalmente em plantas, sdo amplamente utilizados para conferir cor a alimentos, sdo
moléculas precursoras da vitamina A e possuem propriedades antioxidantes (SCHIOZER;
BARATA, 2007). Além disto, os pigmentos naturais tém sido uma alternativa de agentes
corantes em indastrias de papel, plastico e de impressio (ARULDASS; DUFOSSE; AHMAD,
2018).
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2.2 Pigmentos naturais

Os pigmentos naturais sdo moléculas que possuem grupos cromoéforos em sua
estrutura molecular, responsavel pela caracteristica da cor (PEREIRA; VALENTAO;
ANDRADE, 2014). Os cromo6foros se caracterizam por absorver energia nas regides UV e
visivel e essa absor¢do ocasiona transi¢des eletronicas que ocorrem do orbital ocupado de mais
alta energia (HOMO) para o orbital desocupado de mais baixa energia (LUMO). Uma absor¢ao
na regido do ultravioleta implica em transi¢des eletronicas entre orbitais m (ligante) para ©°
(antiligante) ou de n (orbital ndo ligante) para ©*, por isso muitos dos grupos cromodforos de
compostos organicos apresentam insaturagdes. Além disso, a presenca de heterodtomos como
halogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre pode ocasionar transi¢des eletronicas entre orbitais n
ec eentrenen quando estes estio em associacdo a ligagdes duplas, formando sistemas
conjugados (NGUYEN et al, 2013).

O reino vegetal ¢ um grande produtor de pigmentos, podendo ser encontradas
variagoes de verdes, amarelos, vermelhos, laranja e rosa nas folhas, frutos, flores e outros
tecidos vegetais. Diversas classes de moléculas naturais destacam-se como pigmentos, entre
elas estdo os flavonoides. Sdo amplamente encontrados em plantas, flores e frutos e constituem
a classe de pigmentos que promovem uma coloragdo mais atrativa aos tecidos vegetais. Nas
flores sdo atribuidos a fun¢do de atrair insetos polinizadores e dispersores de suas sementes,
papel importante no ciclo de vida. As antocianinas sdo um exemplo desta classe de moléculas
e conferem uma pigmentacao lilas, estando presente também na uva (1, Figura 1, Pag. 19)
(UPADHYAY, 2018). Diversas pesquisas desenvolvidas a fim de observar as propriedades das
antocianinas revelaram atividades antioxidantes e preventivas contra doengas cardiovasculares
e cancer. Sua forte pigmentacdo, além de seu potencial nutritivo, desperta o interesse da
industria alimenticia, a qual tem utilizado as antocianinas para corar alimentos e bebidas (HE;
GIUSTI, 2010).

As betalainas, como a gromfenina V (2, Figura 1, Pag. 19) sdo outra classe de
pigmentos naturais encontrados em plantas, conferindo colora¢des vermelha, lilds e amarela as
flores e frutos. Participa de fungdes bioldgicas funcionando como atrativo para polinizadores e
frugivoros, auxiliando assim na dispersao de suas sementes. Suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, anticancer e antidiabética demonstram grande potencial biotecnolégico,
sendo uma opg¢do de pigmento natural utilizado em industrias alimenticias (POLTURAK;

AHARONI, 2018).
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Figura 1. Pigmentos isolados de plantas.
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O reino Animalia ¢ também uma fonte importante de pigmentos naturais. As
antraquinonas sao uma classe de compostos presentes em algumas espécies de insetos,
atribuindo-lhes coloracdes amarela, carmesim e vermelha. Sdo moléculas de defesa quimica
contra predadores, especificamente formigas, além de possuirem propriedades antibacterianas
e antifingicas. A emodina (3, Figura 2) é um exemplo desta classe de pigmentos, encontrada
em insetos do género Eriococcus (SHAMIM et al., 2014). Outro exemplo de antraquinona é o
acido carminico (4, Figura 2), pigmento vermelho extraido das fémeas do inseto cochonilha
(Dactylopius coccus), extensivamente utilizado na industria alimenticia como corante de
alimentos e bebidas (SHAMIM et al., 2014).

Pterinas sdo compostos ciclicos nitrogenados responsaveis pela pigmentacao de
muitas espécies de borboletas. A pigmentagdo branca caracteristica da Pieris brassicae,
borboleta branca da couve, ¢ atribuida a molécula leucopterina (5, Figura 2), a primeira desta

classe de compostos a ser elucidada estruturalmente (SHAMIM et al., 2014).

Figura 2.Pigmentos isolados de insetos.
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Algumas espécies de fungos apresentam uma pigmentacdo caracteristica, muitas
vezes utilizada como uma forma de identificacdo das espécies. Os pigmentos produzidos por
estes microorganismos, principalmente os macrofungos, apresentam func¢des especificas, como

absor¢ao de luz UV, protegendo seus corpos contra os danos causados pelos raios solares.
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Outros pigmentos atuam como antibacterianos e antifingicos, evitando o ataque de predadores.
A maioria dos pigmentos fingicos sdo quinonas ou moléculas semelhantemente conjugadas e
a maioria sdo derivadas das vias metabodlicas do acetato ¢ do acido chiquimico (HANSON,
2008).

A falconensonas A (6, Figura 3) e B (7, Figura 3), dois pigmentos amarelos, foram
extraidos de extratos metanolicos de espécimes de Emericella falconensis isolado do solo.
Ambos 0s compostos apresentaram atividade apoptética contra células de leucemia HL60 e
outras linhagens de células tumorais. Estudos posteriores levaram ao desenvolvimento de
derivados de falconensonas com maior atividade biologica (TAMAGAWA et al., 2001).

Fungos do género Fusarium sdo caracteristicos por apresentarem coloracao
vermelha. A aurofusarina (8, Figura 3), uma naftopirona, ¢ a molécula responsavel pela
pigmentacdo do fungo Fusarium graminearum, aparecendo na forma de dimero (HANSON,
2008).

No fungo Suillus grevillei (ordem Boletales) foram reportados 11 pigmentos em seu
corpo de frutificagdo. As moléculas desses pigmentos sdo derivadas do acido pulvinico (9,
Figura 4, Pag. 22) que representam a maioria dos pigmentos presentes em fungos da ordem
Boletales. O derivado descarboxilado do acido pulvinico, 3,4,4-trihidroxipulvinona (14, Figura

4, Pag. 22), é o pigmento majoritario neste fungo (VELISEK; CEJPEK, 2011).

Figura 3. Pigmentos isolados de fungos.
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2.3 Pigmentos derivados do acido pulvinico

O é4cido pulvinico e seus derivados (9 — 35, Figura 4, Pag. 22) sdo pigmentos
produzidos pela via metabdlica do acido chiquimico. Encontrados principalmente em espécies
de fungos pertencentes as familias Boletaceae ¢ Gomphidiaceae, sdo responsaveis pela
pigmentacdo amarela e laranja de seus corpos de frutificacdo (KNIGHT; PATTENDEN, 1976).

O 4cido pulvinico (9, Figura 4, Pag. 22) ¢ a molécula base ndo substituida desta

classe de compostos. O seu derivado éster metilico, dcido vulpinico (15, Figura 4, Pag. 22), ¢
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comumente encontrado em diversas espécies de liquens, e ficou conhecido na histdria por ser
usado como um veneno contra lobos. Katawa et al isolaram o acido vulpinico de espécimes de
Letharia vulpina e ensaios com mitocondrias oriundas de figado de camundongo revelaram que
esta molécula age como desacoplador da fosforilagao oxidativa (ABO-KHATWA ; AL-ROBALI;
AL-JAWHARI, 1996). Outras atividades bioldgicas também foram atribuidas ao acido
vulpinico, como atividade antibidtica contra algumas bactérias aerobicas e anaerobicas e
potencial anti-inflamatdrio em ratos com artrite. Apesar de apresentar-se como uma molécula
promissora, sua alta citotoxicidade impediu o desenvolvimento de novos estudos para fins
medicinais (VIEWEG et al., 2014).

Os derivados mais simples desta classe de compostos apresentam substitui¢des nos
anéis aromaticos, geralmente hidroxilas. Os dacidos variegatico (23, Figura 4, Pag. 22),
xerocodmico (20, Figura 4, pag. 22), e atroméntico (16, Figura 4, Pag. 22) foram isolados de
Suillus bovinus e Boletus calopus, cogumelos comestiveis pertencentes a ordem Boletales.
Testes revelaram que os trés derivados apresentam efeito inibitério ndo especifico em
Citocromo P450, sendo os 4cidos variegitico e xerocOmico os que apresentaram maior
potencial (HUANG et al., 2009).

Outros derivados sdo formados por mais de uma unidade de 4cido pulvinico, como
por exemplo a badiona A (34, Figura 4, pag. 22) e a norbadiona A (31, Figura 4, pag. 22). Estes
derivados naftalenoides sdo encontrados na sua forma de sal, geralmente de sodio e potassio, €
apresentam propriedade de quelar ions metalicos (ZHOU; LIU, 2010). O fungo Xerocomus
badius, pertencente a ordem Boletales, ¢ caracterizado por apresentar estes pigmentos como
principais responsaveis pela sua coloragdo marrom-alaranjada. Basidiocarpos do fungo
coletado em areas proximas a Chernobyl, apds o acidente nuclear, apresentaram concentracdes
significantes de césio-137. Experimentos revelaram que o nuclideo radioativo encontrava-se
complexado com moléculas de badiona A e norbadiona A. Estes resultados levaram a novos
testes de complexacao com derivados mais simples, dcido xerocomico e acido atromeéntico, os
quais revelaram um poder complexante muito menor que os derivados naftalendides. A
presenca de duas unidades de 4cido pulvinico nas moléculas de badiona A e norbadiona A
contribuiram espacialmente para a melhor complexacdo com o ion metalico (AUMANN et al,
1989).

Os derivados do 4cido pulvinico apresentam também propriedades fotoquimicas
interessantes. Suas unidades cromo6foras permitem a absor¢ao de radiagdo UV com bandas de
absorcao de alto coeficiente. A producdo desses pigmentos nos corpos de frutificacdo de fungos

e liquens esta concentrada nas regides onde ha maior incidéncia de luz solar, assim atuam como
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protetores contra possiveis danos provocados pela radiagdo. Desta forma, entende-se que esses
pigmentos sdo biossintetizados como uma estratégia de proteg¢do, para melhor sobrevivéncia
dos organismos em locais extremos. (NGUYEN et al., 2013). Estes compostos demonstram
grande potencial biotecnoldgico, uma vez que apresentam diversas propriedades fisico-
quimicas que permitem a sua utilizagdo e abre o leque de possibilidades de aplicagdes.

Diversos estudos t€ém sido desenvolvidos ao longo dos anos no isolamento de
compostos provenientes de fungos e liquens, os quais revelaram uma riqueza em pigmentos
desta classe. A Figura 4 exemplifica as estruturas moleculares destes compostos.

A epanorina (27, Figura 4) ¢ um derivado de acido pulvinico que contém nitrogénio
em sua estrutura molecular. Palacios-Moreno et al. demonstraram o potencial antioneoplastico
deste composto, utilizando nos ensaios a linhagem celular de cancer de mama MCF-7 e de
fibroblastos humanos. A sua capacidade em inibir a proliferagdo das células tumorais e nao

provocar mutacdo no DNA tornam a epanorina um candidato a drogas anti-cancer

(PALACIOS-MORENO et al., 2019).

Figura 4. Estruturas moleculares dos derivados do acido pulvinico.
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O derivado naftalendide norbadiona A apresentou potencial protetivo contra
radiacdo ionizante, o que levantou hipoteses do uso deste composto em tratamento de
radioterapia. Células linfoticas pré-tratadas com norbadiona A mostraram pequena reducao na

morte celular induzida por radia¢do. O estudo in vivo em células de camundongo corroborou
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com este resultado. Desta forma, o estudo de analogos de norbadiona A pode ser uma alternativa
para o desenvolvimento de compostos menos toxicos (LE ROUX et al., 2011). Outras
propriedades como antioxidante e capacidade de protegao de DNA contra radiagdo y (Meunier
et al, 2004) demonstradas pelo composto evidencia o seu potencial promissor para estudos e
aplicacdes futuras.

A radiagdo ultravioleta, proveniente dos raios solares, ¢ dividida em 3 regides: UVA
(315 —400 nm), UVB (280 — 315 nm) e UVC (100 — 280 nm). Os raios UVC sdo absorvidos
pela camada de 0zonio na estratosfera, mas os raios UVB e UVA atingem a superficie da Terra.
A absor¢ao desta radiagdo pela pele desencadeia uma série de reagdes que prejudicam a saude
e estdo diretamente relacionadas ao envelhecimento precoce e cancer de pele. Os protetores
solares ajudam a diminuir esses danos e tém sido cada vez mais utilizados em produtos como
cremes, shampoos, maquiagem e lo¢des para skin care (DUTRA et al, 2004; YANG et al, 2018).
O constante uso de protetores solares a base de 6xido de zinco e dioxido de titdnio tem causado
prejuizos a satude. Por isso, ¢ cada vez mais intensa a busca por compostos naturais capazes de
atuarem como fotoprotetores (SHARMA et al, 2020). As propriedades fotoprotetivas de alguns
derivados do 4cido pulvinico foram investigadas por Varol (2018) através de um estudo in silico
visando aplicagdo em produtos cosméticos para protecao solar. O acido pinastico (17, Figura 4,
pag. 22) e outros 5 derivados apresentaram os resultados mais promissores (VAROL, 2018).
Um estudo in vitro mostrou que os acidos pindstrico e vulpinico atuam como antioxidantes e
bloqueadores de radiagdo UVA e UVB. Além disso, apresentaram-se estaveis e ndo citotoxicos,
o que revela o potencial promissor destes dois derivados para utilizagdo em produtos de

consumo humano (LEGOUIN et al., 2017).

2.3.1 Biossintese de metabdlitos secundarios derivados do dacido pulvinico

A via do 4cido chiquimico estd presente em plantas e microorganismos, mas nao
em animais, e ¢ responsavel pela producao de aminoacidos e diversos metabolitos secundarios
como antraquinonas, chalconas, flavonoides, e os acidos arilpirtivicos, os quais sdo precursores
de diversos pigmentos presentes em macrofungos (SANTOS-SANCHEZ et al., 2019).

Através de reagdes e rearranjos, os acidos arilpiruvicos dao origem a moléculas de
terfenilquinonas, grevellins, precursores do acido cromapédico, de retipolides e da involutina
(Figura 6). O acido poliporico e a atromentina (36, Figura 5) sdo terfenilquinonas precursoras
dos derivados de 4cido pulvinico, pigmentos caracteristicos da maioria dos fungos

basidiomicetos (HANSON, 2008), em associacdo com o aminodcido fenilalanina, que atua



como um intermedidrio na biossintese desses compostos (RUNDEL, 1978).

Figura 5. Estrutura molecular da atromentina (36).

OH

HO

36

25

A Figura 6 mostra as diversas classes de metabolitos secundarios produzidos pelos

acidos arilpiruvicos.

Figura 6. Metabolitos secundarios biossintetizados a partir dos 4cidos arilpirtivicos.
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Estudos realizados por Gill e Kiefel (1994) sugeriram uma rota biossintética para

os derivados naftalendides badiona A, norbadiona A, pisoquinona e bisnorbadioquinona A

(Figura 7, Pag.27). A molécula de badiona A ¢ originada através da oxidag¢do e subsequente

acoplamento Diels-Alder nos anéis catecol de duas moléculas de acido xerocomico, seguido de
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tautomerizagao e lactonizagdo do intermediario 1. J4 a molécula de norbadiona A ¢ formada a
partir do intermedidrio 1, formando o acido carboxilico correspondente (intermediario 2),
seguido de tautomerizacao e perda de agua. Ainda, a descarboxilagao seguida de oxidagao do
intermediario 2 dara origem a molécula de bisnorbadioquinona A. De modo andlogo, a

tautomerizacdo seguida de oxidac¢do do intermedidrio 2 formard a molécula de pisoquinona

(GILL; KIEFEL, 1994).
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Figura 7. Biossintese de norbadiona A, badiona A, bisnorbadioquinona A e pisoquinona, sugerida por Gill e Kiefel.
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2.4  Pisolithus tinctorius como fonte de pigmentos derivados do acido pulvinico

O fungo basidiomiceto Pisolithus tinctorius pertence a ordem Boletales e se
caracteriza como uma micorriza, ou seja, desenvolve-se em simbiose com plantas, no Brasil
preferencialmente as do género Eucalyptus. (DE SOUZA, 2000).

Uma micorriza € caracterizada por sua associacdo simbiontica benéfica com seu
hospedeiro. Essa associacao ¢ formada através da interagdo intercelular do micélio fingico com
o cortex da raiz da planta, formando um manto fingico. A colonizagdo das raizes da hospedeira
traz modificagdes fisioldgicas e bioquimicas, que provocam a melhor absor¢do de agua e
nutrientes, aumento da tolerancia a acidez ¢ a metais pesados, contribuindo assim para o
melhoramento do sistema radicular da planta. Essa caracteristica faz da micorriza uma
excelente opcao para o processo de reflorestamento (DE SOUZA, 2000).

Gill et al. estudaram espécimes de P. tinctorius e relataram a presenga abundante de
norbadiona A, badiona A, pisoquinona e bisnorbadioquinona A, pigmentos derivados do acido
pulvinico. Essas moléculas constituem a coloragdo marrom e amarela intensa dos corpos de

frutificacdo de espécies deste fungo (GILL, KIEFEL, 1994; GILL, LALLY, 1985).

2.5 GNPS: uma ferramenta para desreplicacio de compostos

Devido a complexidade de amostras como extratos de produtos naturais, o
isolamento e a identificagdo de compostos se tornam uma tarefa dificil. A desreplicagdo ¢ uma
técnica rapida de identificacdo e comparacdo de moléculas conhecidas ou novas, sem a
necessidade de isolamento e surge como uma alternativa eficaz para anélise de metabdlitos
secundarios em matrizes complexas (CALDAS; ZIED; SARTORELLI, 2022).

Com o avango da tecnologia, diversas técnicas tém sido usadas para a desreplicagao.
Dentre elas se destacam as técnicas hifenadas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a ressondncia magnética nuclear (CLAE-RMN). Em associacdo a estas técnicas,
plataformas online para tratamento de dados tem atuado como importante ferramenta na
desreplicacdo. A Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) ¢ uma
plataforma online de livre acesso, baseada em dados de espectrometria de massas para
identificacao de compostos e formagao de redes moleculares. Na plataforma, os dados inseridos
sdo analisados e os espectros de massas semelhantes sdo conectados, formando redes
moleculares. Além disso, dispde de uma biblioteca virtual para identificacdo de moléculas a

partir da semelhanca espectral com o banco de dados (WANG et al, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer o perfil de pigmentos derivados do &cido pulvinico no fungo

basidiomiceto Pisolithus tinctorius e avaliar o seu potencial biotecnoldgico.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a desreplicacdo dos extratos do fungo e analisar os compostos presentes;

e Isolar os pigmentos dos extratos do fungo;

e Caracterizar estruturalmente os pigmentos isolados;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos do fungo;

e Determinar o Fator de Protecdo Solar (FPS) dos extratos do fungo;

e Avaliar a atividade citotoxica dos extratos do fungo frente a linhagens de células

normais € tumorais.
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4  PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Analises cromatograficas

4.1.1 Cromatografia em camada delgada analitica

As andlises cromatograficas em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
em cromatofolhas de aluminio cobertas com silica de fase reversa Cis Fos4 - MACHEREY-
NAGEL® com espessura de 0,15 mm. A revelagio das substancias nas placas foi feita com gés

amonia.

4.1.2 Extracio em Fase Solida

A extracdo em fase soOlida foi realizada utilizando cartucho de fase reversa
(Supelclean™ ENVI™-18 SPE Tube bedwt. 10 g e volume 60 mL) da Supelco Sigma-Aldrich®.

O cartucho foi previamente ativado com metanol e em seguida acondicionado com agua.

4.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas
em um equipamento SHIMADZU LC® com detector DAD. A coluna empregada e as condi¢des

de injecdo estdo descritas no item 4.8.1.

4.1.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas com

Ionizacgdo por Eletrospray (CLAE-IES-EM)

Nas analises dos extratos foi utilizado um Cromatografo Liquido Ultimate 3000,
ThermoScientific, com coluna Zorbax Eclipse Plus fenil hexil — Agilent (4,6 x 100mm; 3,5 pm),
acoplado ao espectrometro de Massas de Alta Resolucao Q-Exactive, ThermoScientific, com
fonte H-ESI, operando em modo negativo. As condi¢cdes do espectrdmetro de massas e o

método cromatografico estdo descritos no Item 4.9.
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4.2 Solventes

Os solventes utilizados nas extragdes e separagdes, assim como nas analises
cromatograficas foram de procedéncias PA - SYNTH® e NEON®. As analises por CLAE foram
feitas com solventes grau CLAE - TEDIA®.

4.3 Analises espectroscopicas

4.3.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros no UV-VIS foram obtidos em espectrofotometro UV-Vis-NIR Cary
5000 Varian®. As solugdes foram analisadas em uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho

optico, utilizando metanol como solvente. As analises foram feitas em temperatura de 25°C.

4.3.2 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

Os espectros de absor¢@o na regido do IV foram obtidos em um espectrometro ABB
Bomem FTLA 2000-102, com transformada de Fourier para conversdo dos espectros. Foram
utilizadas pastilhas de KBr para dispersdo das amostras e uma varredura de 400 a 4500 cm™.

Os experimentos foram realizados em temperatura de 25°C.

4.3.3 Anadlise de Fluorescéncia

As andlises de fluorescéncia foram realizadas em equipamento Fluorimetro
Estaciondrio QM-40 (PTI). As amostras foram dissolvidas em metanol e analisadas em cubeta

de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico, em temperatura de 25°C.

4.4  Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em um instrumento TGA
Q50 (TA Instruments) numa faixa de temperatura de 25 — 800 °C, com uma taxa de aquecimento
de 10 °C min’!, sob atmosfera inerte. Taxa de purga da amostra (nitrogénio) de 60 mL min™' e

taxa de gés de equilibrio (nitrogénio) de 40 mL min™.
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4.5 Coleta do fungo

O fungo basidiomiceto Pisolithus tinctorius foi coletado na Universidade Federal
do Ceard, Campus do Pici, em Fortaleza (3° 44° 20,9 de latitude Sul, 38° 34’ 19,1 de longitude

Oeste), proximo a plantacdes de Eucalyptus.

4.6 Preparacio do extrato acetona

O fungo coletado (1,51 Kg) foi submetido a extragao com 2 litros de acetona PA
por 30 dias. O extrato acetona obtido foi filtrado a vacuo e concentrado sob pressdo reduzida

obtendo-se 152,31 g (10,10% de rendimento).

4.7 Particao liquido-liquido do extrato acetona

Uma amostra de 1,0073g do extrato acetona foi solubilizada em 100 mL de 4dgua
destilada e submetida a parti¢ao liquido-liquido com AcOEt (3x50 mL). A fase orgénica foi
reservada e a fase aquosa remanescente foi acidificada com HCI 10% até pH proximo de 2. A
fase aquosa acidificada foi submetida a uma nova parti¢ao liquido-liquido com AcOEt (7x50
mL), o que levou a obtengdo do extrato acetato acido (492,9 mg), apos a evaporacdo do

solvente, denominado AcA.

4.8 Fracionamento do extrato AcA por SPE

199,9 mg do extrato AcA foi fracionado em cartucho cromatografico de fase
reversa, utilizando agua destilada, agua/metanol 1:1 e metanol como eluentes resultando em

trés fragdes descritas no Fluxograma 1.

Fluxograma 1. Obtencao das fracdes em SPE.

199,9 mg

Extrato AcA .
100 mL H»O destilada Fragio H,0 5,6 mg

Extracdo em fase solida 400 mL H,O/MeOH 1:1

(SPE) em cartucho C18

Fragao H,O-MeOH 185 mg

100 mL. MeOH Fracdo MeOH 9,0 mg
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4.8.1 Analise das fracoes obtidas em SPE por CLAE

Aliquotas das fragcdes H>O, H2O-MeOH e MeOH, provenientes do fracionamento
em cartucho C18, foram dissolvidas em CH3CN grau HPLC de forma a se obter solu¢des com
concentragdo de 1,0 mg/mL. Essas amostras foram analisadas em Cromatografo Liquido de
Alta Eficiéncia - Shimadzu® utilizando coluna cromatografica Luna C18, Phenomenex®, de 5u
e 100 A e dimensoes de 250 por 4,6 mm, na temperatura de 40°C. Os eluentes utilizados para a
analise foram CH3CN e uma solucao de H3PO4 0,085% com fluxo de 1,00 mL/min. O método
utilizado foi iniciado com 10% de CH3CN e em 25 minutos atingiu 50%. Em 45 minutos
alcangou 100% de CH3CN voltando a 10% quando chega ao término da analise, em 60 minutos.

O volume de inje¢do foi de 20 pL.

4.9 Analise das fracdes H20-MeOH e MeOH em cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray (CLAE-IES-

EM/EM)

Amostras das fragoes HoO-MeOH e MeOH foram enviadas a Universidade Federal
de Goias (UFG) para analise em CLAE-IES-EM/EM (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas com Ionizacao por Eletrospray). Os eluentes da fase
movel foram agua e metanol e o fluxo foi de 0,3 mL/min. O método cromatografico iniciou
com 10% de metanol, atingindo 70% em 40 minutos. Em 42 minutos a concentra¢ao de metanol
aumenta para 95%, permanecendo até 47 minutos, término da corrida. Os comprimentos de
onda utilizados na analise foram 254, 365 e 480 nm. Foi utilizada voltagem do spray 3,5 kV,
gas de bainha 15, gés auxiliar 10, temperatura do capilar 320°C, temperatura de gas auxiliar
250 °C, tube lens 55 e faixa de massas m/z 290 — 900. Para as fragmentacgdes foram utilizadas

energias de colisdo de 15 e 30 NCE.

4.10 Identificacdo dos compostos

Os dados obtidos foram processados na plataforma GNPS (Global Natural Product
Social Molecular Networking) a fim de agrupar em redes moleculares os espectros de massas
e assim auxiliar na identificagdo dos compostos. Os mesmos dados de EM/EM foram tratados
no software Xcalibur® e a identificagio dos compostos foi feita através da anélise dos ions

quasi-moleculares [M-H]", padrdes de fragmentacao dos espectros EM/EM, absor¢des no UV



34

e dados da literatura.

4.10.1 Pardmetros utilizados na andlise de redes moleculares na plataforma GNPS

As redes moleculares foram criadas a partir da analise do perfil quimico das fragdes
H>0-MeOH e MeOH, na plataforma online de livre acesso Global Natural Product Social
Molecular Networking (https://gnps.ucsd.edu). Os arquivos brutos da analise em CLAE-IES-
EM/EM foram convertidos para formato mzXML, usando o programa MSConvert
ProteoWizard® 2.1 e exportados para a plataforma GNPS, usando o software WinSCP®.

As toleréncias de massa do ion precursor e de fragmento de ion EM/EM foram de
0.02 Da. O minimo valor de cosseno foi fixado em 0.7 e a correspondéncia de picos entre 0s
espectros similares de no minimo 4. Esses parametros foram usados para formacdo da rede
molecular e para a comparacdo com os espectros contidos na biblioteca da plataforma. As redes
moleculares formadas foram visualizadas através do programa Cytoscape 3.9.1%.

4.11 Fracionamento cromatografico de H2O-MeOH: isolamento de norbadiona A
A fragao HoO-MeOH foi cromatografada em coluna Sephadex LH-20, utilizando
metanol como eluente. Um sélido amarelo puro foi obtido, e apds analises de UV-vis, IV, EM,

RMN 'H e 3C, foi identificado como o composto Norbadiona A.

4.12 Analise de atividade antioxidante das fracoes H2O-MeOH e MeOH

A atividade antioxidante das amostras H2O-MeOH e MeOH foi avaliada através de
ensaio com DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). A anélise foi feita em espectrofotometro
SHIMADZU® UV mini-1240, utilizando comprimento de onda de 515 nm. As fragdes foram
solubilizadas em metanol (4mg/mL) e diluidas nas concentragdes 0,0625 mg/mL, 0,03125
mg/mL, 0,01563 mg/mL, 0,00781 mg/mL, 0,0039 mg/mL e 0,00195 mg/mL. O experimento
consistiu na adi¢ao de 2mL de cada solucdo a 2mL de solucdo de DPPH 60uM. As solugdes
finais foram armazenadas em local escuro por 30 minutos para posterior leitura das
absorbancias. Acido ascorbico e Trolox foram usados como controle positivo e a atividade

antioxidante foi calculada através da equagao:

Abss15nm (DPPH)—Abssq7nm(amostra)
AbSs1snm(DPPH)

x 100

Atividade antioxidante =
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4.13 Determinacao do fator de protecao solar (FPS) das fracoes H2O-MeOH e MeOH

As fragoes H2O-MeOH e MeOH foram solubilizadas em etanol ¢ uma curva de
calibracdo foi feita com as concentragdes 35,29 pg mL!, 33,33 pg mL!, 34,58 ug mL!, 30,0
ng mL!, 28,57 ug mL!, 27,27 ug mL™!, 26,09 pg mL, 25 pg mL! e 24 ug mL™!, a fim de se
obter a absortividade relativa de cada fracao. Com este resultado, obteve-se a absorbancia de
cada fracdo na concentragdao de 0,2mg/mL, para os comprimentos de onda de 290, 295, 300,
305,310, 315 e 320 nm. Os valores de FPS para cada fragao foram entdo calculados, de acordo

com a equac¢ao desenvolvida por Mansur et al/ (1986):
320
FPS = CF x Z EE; x I; x Abs;
290

Onde EE: espectro de efeito eritematoso;

I: espectro de intensidade solar;

CF: fator de correcao (igual a 10);

Abs: absorbancia da amostra;

CF e a multiplicagdo de EE x I s3o constantes predeterminadas para os
comprimentos de onda de 290 a 320 nm (SHARMA; BANSAL, 2020).

As absorbancias foram obtidas em espectrofotometro UV-Vis-NIR Cary 5000

Varian®.

4.14 Analise de atividade citotoxica da fracao H2O-MeOH

Amostra de 5,0mg da fracdo H.O-MeOH foi submetida a ensaio de atividade
citotoxica pelo método MTT, no Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade
Federal do Ceard. Os ensaios foram realizados frente a linhagens de células normais 1929
(fibroblasto murino ndo tumoral), HACAT (queratindcito humano ndo tumoral), e tumorais

humanas SBN-19 (glioblastoma), PC-3 (prostata), HCT-116 (c6lon), HL-60 (leucemia).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise das fracdes obtidas em SPE por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica (CCDA)

O fracionamento do extrato AcA em cartucho de fase reversa (Item 4.8, Pag. 32)
resultou em 3 fragdes, as quais foram analisadas em CCDA de fase reversa, utilizando vapor de
amonia como revelador. Os derivados do &cido pulvinico sdo pigmentos flngicos
caracterizados pela cor amarela e laranja, (VELISEK; CEJPEK, 2011), ¢ ao avaliar as manchas
desenvolvidas nas placas cromatograficas apos eluicdo apenas as fragdes H-O-MeOH e MeOH
apresentaram manchas amarelo-alaranjado, enquanto que a fragdo H>O apresentou uma mancha
amarelo-clara bem discreta. Dessa forma, os derivados de acido pulvinico devem estar

majoritariamente presentes nas fracdes H O-MeOH e MeOH.

5.2 Anailise das fracoes H20, H20-MeOH e MeOH por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

A andlise dos cromatogramas das fragdes H>O, HO-MeOH e MeOH por CLAE
(Item 4.8.1, P4g. 33), mostrou certa semelhanga entre os picos observados, no que se refere a
faixa do tempo de retencao que eluem. O pico com tempo de reten¢do 25 min estd presente em
todas as fragdes, o que pode indicar a presenga de um composto comum entre as amostras,
porém na fragdo H>O a intensidade ¢ muito mais baixa que nas demais fra¢des. A fragao H>O-
MeOH (Figura 9) apresentou 7 picos, enquanto as fracdes H>O e MeOH apresentaram 5 e 4

picos em seus cromatogramas, respectivamente (Figuras 8 e 10).

Figura 8. Cromatograma da fragdo H>O.
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Figura 9. Cromatograma da fragdo H>O-MeOH.
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Figura 10. Cromatograma da fragio MeOH.
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5.3 Analise dos espectros de UV-vis das fracoes H2O-MeOH e MeOH

O espectro UV-vis da fragdo HoO-MeOH (Figura 11, Pag. 38), apresentou bandas
em 226, 265,360 e 417 nm. J4 o espectro de absorcao na regido UV-vis da fragdo MeOH (Figura
11, Pag. 38), apresentou bandas em 226, 268, 325 e 417 nm. Segundo Gill e Lally (1985), o
derivado norbadiona A apresentou bandas em 268, 368 ¢ 416 nm, valores proximos aos
observados para as duas fracdes. Os derivados do &cido pulvinico apresentam bandas
caracteristicas na regido do UV e visivel que compreende as faixas de 236 — 291 nm e 316 —
389 nm, com elevados coeficientes de absorcao, dessa forma pode-se inferir que as absor¢des
observadas indicam a presenca desses derivados (NGUYEN et al., 2013).

Moléculas que apresentam boa absor¢do nas regidoes UVA e UVB possuem
sistemas conjugados em sua estrutura molecular. As transigdes eletronicas responsaveis por esta

absorgio de luz ocorrem entre orbitais T = ©° oun = ', tipicos de compostos que contém
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. ~ . * ,

insaturagdes, ¢ aindan 2 o , para o caso de compostos que possuem heteroatomos (NGUYEN
et al., 2013). Os derivados do 4cido pulvinico apresentam sistemas conjugados e atomos de
oxigénio em sua estrutura molecular, permitindo assim a ocorréncias dessas transi¢oes

eletronicas.

Figura 11. Espectros de absor¢do UV-vis da fragdo H2O-MeOH (A) e MeOH (B).
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5.4 Anadlise dos espectros de fluorescéncias das fracoes H2O-MeOH e MeOH.

Para as anélises de fluorescéncia (Item 4.3.3, P4g. 31), os comprimentos de onda de
excitagdo foram escolhidos de acordo com o espectro de absor¢do UV-vis das amostras.

A figura 12 (Pag. 39) apresenta os espectros de emissdo da fracdo H,O-MeOH. A
excitacdo da amostra em 417 nm gerou uma banda de emissdo em 478 nm ¢ a excitagdo em 360
nm, originou duas bandas de emissdo, em 446 € 474 nm com intensidades menores.

A excitacdo de amostra da fragdo MeOH em 325 nm, apresentou 3 bandas de
emissdo em 361, 444 e 472 nm (Figura 12, Pag. 39). Ja a excitagdo em 417 nm, originou uma
banda de emissao em 476 nm, apresentando o mesmo perfil da fracdo H.O-MeOH. Este
resultado indica que existe semelhanga na composi¢ao da fragao HoO-MeOH e MeOH. A banda
de emissdao de maximo em 444 nm foi a mais intensa observada para a fragdo MeOH.

O composto norbadiona A, descrito como um dos principais pigmentos do fungo P.
tinctorius, apresenta um maximo de absor¢ao em 417 nm (GILL; LALLY, 1985). O grupo
naftaleno presente em sua estrutura molecular a torna rigida, fazendo com que a molécula

apresente menos niveis vibracionais e tenha mais chances de emitir fluorescéncia. Desta forma,
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pode-se propor que o espectro de emissdo em 478 nm pode indicar a presenca de derivados

desta classe nas amostras.

Figura 12. Espectros de fluorescéncia das fracdes H2O-MeOH (C) e MeOH (D).
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5.5 Analise dos espectros de infravermelho das fracoes H20-MeOH e MeOH

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho da fragdo H,O-MeOH (Figura
13, P4g. 40) apresentou uma banda intensa e larga em 3400 cm™', caracteristica de estiramento
O-H (von). Sinais proximos a este foram encontrados por Gill e Lally (GILL; LALLY, 1985)
para o composto norbadiona A. Além disso, este resultado corrobora com a estrutura molecular
dos derivados de acido pulvinico que contém grupamentos hidroxila fenolicos e de acidos
carboxilicos. A banda em 1750 cm™ pode ser atribuida a estiramento de ligagdo C=0 (vc=0) de
éster. As bandas em 1607, 1507 e 1441 cm™ podem ser atribuidas a estiramento C=C (vc=) de
aromaticos. A banda em 1274 cm™! indica estiramento de ligagio C—O (vc-o0). A banda em 1057
cm’! pode indicar a vibragdo de estiramento da ligagio C—O (vc_o) do fenol. Ja a banda em 839
cm’! pode ser proposta como vibragdo de dobramento C—H fora do plano, indicando uma para-
substituigao em anel aromatico.

O espectro de absor¢ao na regido do infravermelho da fragdo MeOH (Figura 14,
Pag. 40) apresentou uma banda larga em 3426 cm™, caracteristica de estiramento O—H (von). A
presenca de bandas intensas em 2925 e 2854 cm™! indica estiramento da ligagio Cspy>~H (Vesp'-
1). Os sinais em 2925 e 2854 cm™! estdio associados a estiramentos de ligagio C—H de carbono
sp’ (Vcsps-n), indicando assim a presenga de compostos que contém carbono saturado em sua

estrutura molecular. A banda em 1716 cm™ foi atribuida ao estiramento de ligagio C=0O (vc=0)
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de acido carboxilico. As bandas em 1607, 1457 e 1365 cm™' foram atribuidas a estiramentos

C=C (Ve=c) de aromatico e a banda em 1232 cm™ indica estiramento C—O (vc_o).

Figura 13. Espectro de infravermelho da fragdo H>O-MeOH.
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5.6 Resultado da Anailise Termogravimétrica (TGA) das fracées H20-MeOH e MeOH

Com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica das fragdes H.O-MeOH e MeOH,
foi realizada a andlise termogravimétrica. De acordo com a curva de TGA da fragao H.O-MeOH
e a sua primeira derivada (Figura 15 (E)), a amostra apresentou 3 estagios de decomposi¢do. O
primeiro ocorre de 40°C a aproximadamente 100°C, com perda de 18,97% de sua massa,
indicando perda de agua residual da amostra. O segundo estagio de decomposicao ¢ lento e
ocorre na faixa de 200°C a 600°C, com perda de massa de 33,70%. Por fim, o terceiro estagio
ocorre entre 600 e 900 °C, com perda de 39,49% de massa. Desta forma, ¢ possivel constatar
que a fracdo H2O-MeOH apresenta estabilidade térmica, podendo ser aplicada em condi¢des de
até 200°C, sem sofrer degradacao.

J& para a fracdo MeOH, a curva de TGA e sua primeira derivada (Figura 15 (F))
apresentam 3 estdgios de decomposi¢ao, sendo a temperatura de 267°C onde ocorre a maior
perda de massa. O primeiro estagio ¢ semelhante ao da fracdo H,O-MeOH, ocorrendo entre
39°C e 100°C, ocasionado pela perda de dgua residual da amostra (consumo de 4,14% de sua
massa inicial). O segundo estagio ¢ lento e ocorre de aproximadamente 150°C a 450°C, com
perda de 77,76% de sua massa. O terceiro estagio ocorre entre 800°C e 900°C, com perda de
6,52% de massa e gerando um residuo de 0,027mg. Assim, a fragdo MeOH apresenta

estabilidade térmica até 150°C, onde inicia seu processo de decomposicao.

Figura 15. Curvas de TGA e primeira derivada das fracdes H2O-MeOH (E) MeOH (F).
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5.7 Desreplicagdo das fracoes H20-MeOH e MeOH

As fracoes H,O-MeOH e MeOH foram submetidas a desreplicagdo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Item 4.9, Pag. 33). As energias de
ionizacdo para a obtencao dos espectros de EM/EM foram de 15 e 30 NCE e a faixa de massa
detectada no experimento foi de 200,0000 — 900,0000 Da, obtendo-se o cromatograma de ions
totais apresentado na Figura 17 (Pag. 44).

A identificagcdo dos compostos foi feita através da analise dos ions guasi-molecular
[M-H]J', dos padroes de fragmentagdo, dados de UV-vis, dados da literatura e andlise na
plataforma GNPS. A Tabela 1 (Pag. 45) apresenta os compostos identificados em ordem de
eluicdo, de acordo com o cromatograma de ions totais obtido no experimento, para cada fracao.
A analise dos espectros UV-vis de cada pico mostrou absor¢cdes maximas na faixa de 226420,
0 que, segundo a literatura, esta de acordo com o encontrado para derivados do acido pulvinico
(NIGUYEN et al, 2013). Foram tentativamente identificados 7 derivados do 4cido pulvinico,
dentre os quais norbadiona A (31), bisnorbadioquinona A (30) e pisoquinona (33) ja sdo
relatados para P. tinctorius e o-metil pulviquinona A (26), acido xerocomico (20), acido
atroméntico (16) e xerocomorubina (19) sdo relatados pela primeira vez para a espécie. Também
foi possivel identificar compostos de outras classes: a atromentina (36), uma terfenilquinona
precursora dos derivados do &cido pulvinico, e duas pulvinonas (44 e 45). Através da
desreplicacdo ainda foi possivel propor 7 novas moléculas (37, 38, 39, 40, 41, 42 ¢ 43).

Os dados obtidos pela analise em CLAE-EM/EM foram tratados na plataforma
GNPS para anélise de redes moleculares (Item 4.10.1, Pag. 34). As redes moleculares sao
formadas por nos, que correspondem aos espectros EM/EM, e por linhas, que os ligam. Os nos
sdo conectados de acordo com a semelhanga entre eles, que € expressa pelo valor do cosseno.
Quanto mais préximo de 1 for o cosseno, mais semelhante sao os espectros EM/EM conectados.
Além disso, o valor do cosseno também ¢ um parametro utilizado para comparagdo com a
biblioteca da plataforma, sendo 0.7 o valor minimo para uma combinagdo satisfatoria. Os
resultados do fluxo de trabalho mostraram a formagao de 5 redes e 49 no6s individuais foram

observados (Figura 16, Pag. 43).
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Figura 16. Redes moleculares de dados EM/EM das fragdes H2O-MeOH e MeOH obtidos na

plataforma GNPS.
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Nenhum composto foi anotado por semelhanca espectral na biblioteca do GNPS, o
que pode significar a falta de dados relacionados a classe dos derivados do acido pulvinico na
plataforma. Apesar disto, as 5 redes moleculares formadas permitiram agrupar os compostos e
auxiliar na identificagdo. Cada n6 ou anotacao indica um espectro de EM/EM e todas as ligacdes
entre eles se deu com cosseno igual ou acima de 0,7.

As redes A e B, formadas por 12 e 10 noés, respectivamente, mostraram a
semelhanca entre os espectros dos ions m/z 311, m/z 339, m/z 353, m/z 355, m/z 491 e m/z 505.
A andlise dos fragmentos de massa permitiram a identificacdo desses compostos como sendo
derivados do 4cido pulvinico, com exce¢do do 311 [M-H], que foi proposto como um derivado
da involutina. E importante ressaltar que a involutina é uma molécula formada na mesma via
metabolica que os derivados do 4cido pulvinico.

A rede C apresentou 6 nos e permitiu agrupar os ions precursores m/z 677, m/z 649
e m/z 693, os quais, através da analise de fragmentos de massas, foram identificados como
norbadiona A, bisnorbadioquinona A e pisoquinona. Esses compostos sdo denominados
derivados naftalendides do 4cido pulvinico e foram detectados em espécies de Pisolithus, sendo
os principais pigmentos produzidos por este fungo. A rede molecular sugeriu a semelhanca de
espectro do ion m/z 705 com os derivados naftalendides e através do padrao de fragmentacgao

foi proposto que o ion se trata de um derivado da norbadiona A.



44

A rede E apresentou 3 nos. Através do padrao de fragmentacao, o ion m/z 433 foi
identificado como o-metil pulviquinona A e o ion m/z 355, como o 4cido xerocomico. J& o ion
m/z 4477 que apresenta semelhanca com o m/z 433, também ¢ agrupado com os ions m/z 491 e
m/z 505 (rede D). A andlise dos fragmentos de massa destes ions permitiu a proposi¢ao de 3

estruturas moleculares derivadas da o-metil pulviquinona A, ainda ndo relatadas na literatura.

Figura 17. Cromatograma de ion totais da fracio H.O-MeOH (A) e MeOH (B) obtido por
CLAE-DAD-ESI-EM/EM.
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Tabela 1. fons [M-H] observados, tempo de retengio (t;) de acordo com figura 17, Amax (nm), fragmentos EM/EM e compostos identificados.

Pico tr(min) A tr(min) B [M-HJ [M-H] Amax EM/EM Formula Erro Composto identificado
observado tedrico (nm) molecular  (ppm)
1 3,07 - 693,0530  693,0521 226,318, 675,0424; 649,0632; 631,0525; 605,0731; C35His016 1,2502 Pisoquinona (33)
470 577,0783; 559,0672; 533,0880; 443,0409
2 20,12 - 721,0831  721,0834 224,269, 703,0728; 689,0573; 677,0933; 645,0674; C37H2,016 0,5041 D-P (39)
3 326,374 617,0721; 589,0775; 573,0826; 411,0508
3 2798 - 295,0614  295.0612 266, 346 133.0285 C17H1205 0.7675 Isoaspulvinona E (45)
4 29,76 - 311,0563  311,0561 266,350 149,0235 Ci7H 1206 0,6959 D-1(37)
5 29,79 - 355,0464  355,0459 266, 350 311,0564; 149,0235 CisH 1208 0,2916 Acido xerocomico (20)
6 32,73 - 691,0735  691,0735 262,318 673,0627; 647,0834; 615,0569; 619,0881; 587,0622  C3sH20015 0,9065 D-NBAT1 (38)
7 33,03 34,99 649,0634  649,0623 262,318 631,0526; 605,0732; 587,0630; 561,0834; C34H13014 1,6739  Bisnorbadioquinona A (30)
533,0890; 443,0415; 399,0512
8 33,13 - 339,0513  339,0510 262,326 295,0613; 133,0285 CisH1.07 0,8154 Acido atroméntico (16)
9 33,16 - 295,0613  295,0612 258, 326 133,0285 Ci7H 1205 0,7675 Aspulvinona E (44)
10 33,53 35,31 353,0307  353,0302 258,322 309,0408; 133,0285 CisH100s 1,2647 Xerocomorubina (19)
1 34,59 36,13 705,0887  705,0885 226,270, 673,0627; 617,1089; 589,1141; 571,1035 C37H2,015 0,2503 D-NBA2 (40)
354,420
12 35,75 37,35 677,0574  677,0572 224,269, 659,0481; 589,0776; 615,0568; 561,0826; C3sHis015 0,2163 Norbadiona A (31)
351,417 543,0723; 517,0928; 427,0458
13 39,12 e 491,0619  491,0619 226,270, 447,0721;419,0772;404,0536; 359,0561; 285,0404  CysHis0n 0,0683 D-OMP1 (41)
326
14 41,70 - 323,0565  323,0561 270,350 295,0622; 161,0236 CisH 1206 1,2891 Atromentina (36)
15 41,78 - 433,0562  433,0565 224,267, 389,0667;361,0717;374,0430; 346,0482; 227,0345  CxH1409 0,2853 o-metil pulviquinona A
323,369 (26)
16 42,34 e 505,0777  505,0776 226, 266, 433,0927; 446,0644; 418,0694; 285,0404 Ca6Hi13011 0,2899 D-OMP2 (42)
326
17 43,03 - 447,0720  447,0721 226,270, 403,0819;388,0585;375,0871; 360,0639; 227,0344  Ca4H 1609 0,2763 D-OMP3 (43)

314
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O método cromatografico desenvolvido (Item 4.9, Pag. 33) apresentou uma
separagao razoavel dos picos, no qual foi possivel observar compostos de diferentes classes. Os
cromatogramas dos ions produtos se encontram no Anexo B.

O pico 1 (t- = 3,07 min) apresentou um ion gquasi-molecular [M-H]" de m/z
693,0530, compativel com a formula molecular C3sH1s016, atribuido ao composto pisoquinona
(33). Através da investigagdo de espécies de Pisolithus em areas distintas na Australia ocidental,
Gill e colaboradores isolaram pela primeira vez este derivado (GILL; KIEFEL, 1994). O
espectro de ion produto (Figura 18) do pico apresentou fragmentos m/z 675,0424 [M-H>O-H]
e m/z 649,0632 [M-CO,-HJ, justificados respectivamente pela perda de 18 e 44 Da da molécula.
Também foi possivel observar os fragmentos m/z 605,0731 e m/z 443,0409, originados do
fragmento m/z 649,0632 pela perda de uma molécula de CO (43,9902 Da) e um grupo C10HsOs
(206,0223 Da), respectivamente. Ainda, o fragmento m/z 577,0783 foi formado a partir da perda
de uma molécula de CO (27,9948 Da) do fragmento m/z 605,0731. A Figura 19 apresenta o

mecanismo de fragmentacao para pisoquinona.

Figura 18. Espectro de ion produto e estrutura molecular da pisoquinona (33).
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Figura 19. Mecanismo de fragmentagao proposto para pisoquinona (33).

m/7 649,0632

m/7 605,0731

m/7 693,0530

O pico 2 (tr = 20,12 min) apresentou um ion gquasi-molecular [M-H]" de m/z
721,0831, compativel com a formula molecular C37H22016. O espectro ion produto (Figura 20)
do pico apresentou os fragmentos m/z 703,0728 [M-H,O-H]", m/z 689,0573 [M-CH4O-H] e m/z
677,0933 [M-CO»-HJ, justificados pela perda de 18, 32 e 44 Da da molécula. Outro fragmento
também foi observado, m/z 645,0674, originado pela perda de CO2 (43,9899 Da) do fragmento
m/z 689,0573. E importante notar que a perda de uma molécula de H,O ¢ uma de CO; do ion
quasi-molecular também foi observada para a molécula de pisoquinona. Ja o fragmento m/z
617,0721 advém do fragmento m/z 645,0674 pela perda de CO (27,9952 Da). O pico de maior
intensidade no espectro de massa, de m/z 573,0826 ¢ originado pela perda de CO2 (43,9895 Da)
do fragmento m/z 617,0721. Ainda foi possivel observar o fragmento m/z 411,0508, originado
do fragmento m/z 573,0826 através da perda de um grupamento CoHeO3 (162,0319 Da). Através
da andlise do padrdo de fragmentagdo foi proposta uma estrutura molecular inédita derivada da
pisoquinona, acido 3-((E)-5-(carboxi(4-hidroxifenil)metileno)-4-hidroxi-2-oxo-2,5-
dihidrofuran-3-il)-5-((E)-4-hidroxi-5(2-metoxi- 1 -(4-metoxifenil)-2-oxoetilideno)-2-o0xo0-2,5-
dihidrofuran-3-il)-7,8-dioxo-7,8-dihidronaftaleno-1-carboxilico, a qual recebeu o cddigo D-P

(39, Figura 20). A Figura 21 apresenta o mecanismo de fragmentagdo para este composto.
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Figura 20. Espectro de ion produto e possivel estrutura molecular para D-P (39).
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Figura 21. Mecanismo de fragmentagao proposto de D-P (39).

m/z721,08307

Os picos 3 (t:=27,98 min) e 9 (t:= 33,16 min) apresentaram um ion quasi-molecular
[M-H] de m/z 295,0614, compativel com a formula molecular Ci7H120s5. O espectro de ion
produto (Figura 22) dos picos apresentou o fragmento m/z 133,0285 [M-CoHsO3-H], justificado
pela perda de 162 Da da molécula. De acordo com a féormula molecular e o padrio de
fragmentacdo observados, € possivel propor a presenca de duas pulvinonas diastereoisoméricas:

aspulvinona E (44) e isoaspulvinona E (45). A Figura 23 apresenta o mecanismo de
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fragmentacdo proposto para os dois diastereoisomeros.

Figura 22. Espectro de ions produto e estruturas moleculares de aspulvinona E (44) e
isoaspulvinona E (45).
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Figura 23. Fragmentacao proposta para aspulvinona E (44) e isoaspulvinona E (45).
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O pico 4 (tr = 29,76 min) apresentou um ion guasi-molecular [M-H] de m/z
311,0563, compativel com a formula molecular C17H1206. O espectro de ion produto (Figura
24) do pico apresentou um fragmento com m/z 149,0235 [M-CoH¢O3-H], justificado pela perda

de 162 Da na molécula. Conforme discutido no Item 2.3.1 (Pag. 24), o acido arilpulvinico ¢ um



50

precursor importante ndo s6 na biossintese do 4cido pulvinico e seus derivados, mas também
de moléculas precursoras do Involutin (Figura 6). Assim, foi possivel sugerir que o pico 2 trata-
se também de um derivado inédito do involutin, 5-(3,4-dihidroxifenil)-4-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)ciclopent4-ene-1,3-diona, o qual recebeu o codigo D-I (37, Figura 24). A Figura

25 apresenta o mecanismo de fragmentacdo proposto para este metabodlito secundario.

Figura 24. Espectro de ion produto e estrutura molecular do D-I (37).
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Figura 25. Mecanismo de fragmentacao proposto para D-I (37).
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O pico 5 (tr = 29,79 min) apresentou um ion gquasi-molecular [M-H]" de m/z
355,0464, compativel com a férmula molecular CisHi20g, o qual foi atribuido ao acido
xerocodmico (20). O espectro ion produto (Figura 26) do pico apresentou os fragmentos m/z

311,0565 [M-CO2-H] e m/z 149,0234 [M-C10HsOs-H], justificados pela perda de 43 e 206 Da,
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respectivamente. Cabe ressaltar que, o primeiro fragmento corresponde ao pico base do espectro
de massas. Davoli e Weber (2002) isolaram o acido xerocomico do basidiomiceto Xerocomus
parasiticus, cujo espectro de massas para esse composto também apresentou o fragmento m/z
311 como pico base. Este foi justificado pela perda de uma molécula de CO, (DAVOLI,
WEBER, 2002). Curiosamente, o espectro de massas relatado por esses autores se restringiu ao
pico m/z 311, ndo sendo observados outros fragmentos. A Figura 27 apresenta o mecanismo de

fragmentacao proposto para o acido xerocomico.

Figura 26. Espectro de ion produto e estrutura molecular de acido xerocomico (20).
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Figura 27. Fragmentacgao proposta para o dcido xerocomico (20).
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O pico 6 (t = 32,76 min) apresentou um ion quasi-molecular [M-H] de m/z
691,0735, compativel com a formula molecular C3H20015. O espectro de ion produto (Figura
28) do pico apresentou fragmentos m/z 673,0627 [M-H,O-H] e m/z 647,0834 [M-CO»-H]
justificados pela perda de 18 e 44 Da da molécula. Também foi possivel observar os fragmentos
m/z 615,0569, m/z 619,0881 e m/z 587,0622, originados do fragmento m/z 647,0834 através da
perda de uma molécula de CH4O (32,0265 Da), uma molécula de CO (27,9954 Da) e um grupo
CoH402 (60,0212 Da), respectivamente. A partir da formula molecular e do padrao de
fragmentacao foi possivel propor a estrutura molecular de um novo derivado da norbadiona A,
acido (E)-2-(3-hidroxi-4-(8-hidroxi-5-(1-(4-hidroxifenil)-2-metoxi-2-oxoetilideno)-2-0x0-2,5-
dihidrofuran-3-il)-2-oxo-2H-nafto[ 1,8-bc]furan-4-il)-5-oxofuran-2(5H)-lideno)-2-(4-
hidroxifenil) acético , o qual recebeu o codigo de D-NBA1 (38, Figura 28).Vale ressaltar que o
fragmento m/z 615,0569 ¢ o pico base do espectro de massas, justificado pela perda de uma
molécula de CO; seguida da perda de uma molécula de CH4O, o qual auxiliou na proposta da
estrutura molecular para o ion observado (Figura 28). A Figura 29 mostra a fragmentacao para

este composto.

Figura 28. Espectro de ion produto e estrutura molecular do D-NBAT1 (38).
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Figura 29. Mecanismo de fragmentagao proposto para D-NBA1 (38).
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O pico 7 (t- = 33,03 min) apresentou um ion guasi-molecular [M-H] de m/z
649,0634, o qual foi tentativamente identificado como bisnorbadioquinona A (30). O espectro
de ion produto (Figura 30) do pico apresentou os fragmentos m/z 631,0526 [M-H,O-H]", m/z
605,0732 [M-CO2-H] e m/z 443,0415 [M-C10H6sOs-HJ, justificados pela perda de 18, 44 e 206
Da da molécula. Ja os fragmentos m/z 587,0630 e m/z 561,0834 sdo originados do fragmento
m/z 605,0732 a partir da perda de uma molécula de H>O (18,0109 Da) e de uma molécula de
CO2 (43,9899 Da), respectivamente. Ainda foi possivel observar os fragmentos m/z 533,0890 e
m/z 399,0512, que advém do fragmento m/z 561,0834, pela perda de uma molécula de CO
(27,9944 Da) e um grupamento CoHsO3 (162,0322 Da), respectivamente. A Figura 31 apresenta

os mecanismos de fragmentacgao propostos para bisnorbadioquinona A.



Figura 30. Espectro de ion produto e estrutura molecular de bisnorbadioquinona A (30).
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O pico 8 (t- = 33,13 min) apresentou um ion quasi-molecular [M-H] de m/z

339,0513, compativel com a formula molecular Ci18H1207, indicando a presenca do composto

acido atroméntico (16). No espectro de ion produto (Figura 32) do pico foram observados os
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fragmentos m/z 295,0614 [M-CO;-H], como pico base, e m/z 133,0283 [M-CioHsOs-HJ",
justificados pela perda de 44 e 133 Da da molécula. O fragmento m/z 295, originado pela perda
de CO», também foi observado por Davoli ¢ Weber, como pico base para a molécula de acido
atroméntico (DAVOLI; WEBER, 2002). Além disto, o mesmo padrao de fragmentacdo foi
encontrado para o derivado acido xerocomico (Figura 26), o que auxiliou na identificacdo

estrutural. A Figura 33 apresenta o mecanismo de fragmentagao para este composto.

Figura 32.Espectro de ion produto e estrutura molecular de acido atroméntico (16).
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Figura 33. Mecanismo de fragmentagdo proposto para o acido atroméntico (16).
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O pico 10 (tr = 33,53 min) apresentou um ion guasi-molecular [M-H]" de m/z
353,0307, compativel com a féormula molecular Ci1gH100s, o qual foi atribuido ao composto
xerocomorubina (19). No espectro de ion produto (Figura 34) do pico foi possivel observar os
fragmentos m/z 309,0408 [M-CO»-H] e m/z 133,0285 [M-C10H406-H], justificados pela perda

de 44 e 220 Da da molécula. A Figura 35 apresenta a fragmentac¢do para o composto.

Figura 34. Espectro de ion produto e estrutura molecular de xerocomorubina (19).
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Figura 35. Fragmentagdo proposto para xerocomorubina (19).
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O pico 11 (t: = 34,59 min) apresentou um ion guasi-molecular [M-H]" de m/z
705,0887. No espectro de ion produto (Figura 36) do pico foram observados os fragmentos m/z
673,0627 [M-CH40-H] e m/z 617,1089 [M-2CO»-H], justificados pela perda de 32 ¢ 89 Da da
molécula. Além desses, observou-se os fragmentos m/z 589,1141 e m/z 455,0774, originados
do fragmento m/z 617,1089 através das perdas de uma molécula de CO (27,9948 Da) e um
grupo CoHsO3 (162,0316 Da), respectivamente. Vale ressaltar que a perda de duas moléculas
de CO; seguida da perda de um grupamento CoHsO3 também foi observada para a molécula de
norbadiona A (31, Figura 38). Desta forma, através do padrao de fragmentacao e da formula
molecular encontrados, foi possivel propor uma estrutura molecular derivada da norbadiona A,
até o presente momento ndo descrita na literatura, acido (2E, 2’E)-2,2°-(4,4’-(8-hidroxi-2-oxo0-
2H-nafto[1,8-bc]furan-4,6-diil)bis(3-metoxi-5-oxofuran-4(5H)-il-2(5H)-ilideno))bis(2-(4-
hidroxifenil) acético, atribuida ao cédigo D-NBA2 (40, Figura 36). A Figura 37 apresenta o

mecanismo de fragmentacao proposto para a molécula.

Figura 36. Espectro ion produto e estrutura molecular do D-NBA?2 (40).
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Figura 37. Mecanismo de fragmentagao proposto para D-NBA2 (40).

Formacio do m/z 673,0627

OH

OH
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Formacio do m/z 455,0774 (pico base)

OH
m/z 705,0887 m/z 617,1089 m/z 455,0774

O pico 12 (t; = 35,75 min) apresentou um ion guasi-molecular [M-H]" de m/z
677,0574, compativel com a formula molecular C3sH1s015, 0 qual foi atribuido ao composto
norbadiona A (31). No espectro ion produto (Figura 38) do pico sdo observados os fragmentos
m/z 659,0481 [M-H>O-H] e m/z 589,0776 [M-2CO.-HJ, justificados pela perda de 18 e 89 Da
da molécula. Outro fragmento observado, m/z 615,0568, foi originado do fragmento m/z
659,0481 pela perda de uma molécula de CO2 (43,9913 Da). Pode-se ainda propor que os
fragmentos m/z 561,0826 e m/z 427,0458 sdo originados do fragmento m/z 589,0776 pela perda
de CO (27,9951 Da) e de um grupo CoHeO3 (162,0319 Da), respectivamente. Ja os fragmentos
m/z 543,0723 e m/z 517,0928 sao originados do fragmento m/z 561,0826 pelas perdas de H.O
(18,0103 Da) e CO2 (43,9898 Da), respectivamente. A Figura 39 apresenta a proposta de

fragmentacao.
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Figura 38. Espectro ion produto e estrutura molecular da norbadiona A (31).
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Figura 39. Mecanismo de fragmentagao proposto para norbadiona A (31).
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O pico 13 (t: = 39,12 min) apresentou um ion gquasi-molecular [M-H]" de m/z
491,0619, compativel com a féormula molecular C2sHi16011. O espectro ion produto (Figura 40)
do pico apresentou fragmentos m/z 447,0721 [M-CO2-H] e m/z 285,0404 [M-C10HsOs-HJ",
justificados pela perda de 44 e 206 Da da molécula. Além destes, também foram observados os

fragmentos m/z 419,0772, originado a partir do fragmento m/z 447,0721 pela perda de CO
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(27,9949 Da), e m/z 404,0536, originado do fragmento m/z 419,0772, pela perda de um radical
CH; (15,0235 Da). E possivel ainda observar um fragmento m/z 359,0561, originado do
fragmento m/z 419,0772 através da perda de um grupo C,H40O; (60,0211 Da). O padrao de
fragmentacao permitiu a proposta de uma estrutura inédita, derivada da o-metil pulviquinona
A, 4cido 2-(3-hidroxi-4-(6-metoxi-4-(metoxicarbonil)-5,8-dioxo-5,8-dihidronaftalen-2-il)-5-
0x0-2,5-dihidrofuran-2-il)-2-(4-hidroxifenil) acético, a qual recebeu o codigo D-OMP1 (41,

Figura 40). A Figura 41 apresenta o mecanismo de fragmentagao para o composto.

Figura 40.Espectro de ion produto e estrutura molecular de D-OMP1 (41).
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Figura 41.Mecanismo de fragmentagdo proposto para D-OMP1 (41).
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O pico 14 (t. = 41,70 min) apresentou um ion guasi-molecular [M-H]" de m/z
323,0565, compativel com a formula molecular CigHi206, 0 qual foi tentativamente
identificado como atromentina (37). No espectro de ion produto (Figura 42) do pico foram
observados os fragmentos m/z 295,0622 [M-CO-H] e m/z 161,0236 [M-CoHsO3-H]J,
justificados pela perda de 28 ¢ 162 Da da molécula. Vale ressaltar que o fragmento m/z 295,
justificado pela perda de uma molécula de CO, também foi observado por Gaylord e Brady
(1971), para este composto (GAYLORD; BRADY, 1971). A Figura 43 apresenta 0 mecanismo
de fragmentacdo. O composto atromentina pertence a classe das terfenilquinonas, compostos
biossintetizados na via do acido chiquimico. Estudos mostraram que a atromentina estd
associada na biossintese dos derivados do acido pulvinico, atuando como precursora de algumas

moléculas (VELISEK; CEJPEK, 2011).

Figura 42.Espectro de ion produto e estrutura molecular da atromentina (37).
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Figura 43. Mecanismo de fragmentagao proposto para atromentina (37).
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O pico 15 (tr = 41,95 min) apresentou um ion guasi-molecular [M-H]" de m/z

433,0562, compativel com a férmula molecular C23H1409, 0 qual foi tentativamente identificado

como o-metil pulviquinona A (26). O espectro ion produto (Figura 44) do pico apresentou m/z

389,0667 [M-CO2-H] como pico base, justificado pela perda de 44 Da da molécula. Os

fragmentos m/z 374,0430 e m/z 361,0717 sdo originados do fragmento m/z 389,0667 pela perda
de um radical CH3 (15,0235 Da) e uma molécula de CO (27,9949 Da), respectivamente. Outro

fragmento,

m/z 346,0482, advém do fragmento m/z 374,0430 através da perda de uma molécula

de CO (27,9950 Da). Pode-se ainda observar o fragmento m/z 227,0345, que também ¢&

originado do fragmento m/z 389,0667 pela perda de um grupo CoHeOs. A Figura 45 apresenta

o mecanismo de fragmenta¢do para o composto. Vale ressaltar que o composto o-metil

pulviquinona A nao foi descrito para espécies de Pisolithus até o momento.

Figura 44. Espectro ion produto e estrutura molecular da o-metil pulviquinona A (26).
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Figura 45. Mecanismo de fragmentagao proposto para o-metil pulviquinona A (26).
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O pico 16 (t: = 42,34 min) apresentou um ion [M-H] de m/z 505,0777. O espectro
de ion produto (Figura 46) do pico apresentou fragmentos m/z 446,0644 [M-C,H30,-H] e m/z
285,0404 [M-C11HgOs-H], justificados pela perda de 59 e 220 Da da molécula. O fragmento
m/z 433,0927 também ¢ originado do ion quasi-molecular justificado pela saida de uma
molécula de CO, seguida da saida de uma molécula de CO>. Outro fragmento observado, m/z
418,0694, advém do fragmento m/z 446,0644 pela perda de uma molécula de CO (27,9950 Da).
De acordo com o perfil de fragmentagdo, foi proposta outra molécula inédita, metil 3-(4-
hidroxi-5-(1-(4-hidroxifenil)-2-metoxi-2-oxoetil)-2-0x0-2,5-dihidrofuran-3-il)-7-metoxi-5,8-
dioxo-5,8-dihidronaftaleno-1-carboxilato, a qual recebeu o codigo D-OMP?2 (42, Figura 46). A

Figura 47 apresenta um mecanismo de fragmentagdo para este composto.

Figura 46. Espectro de ion produto e estrutura molecular de D-OMP2 (42).
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Figura 47. Mecanismo de fragmentagao proposto para D-OMP2 (42).

m/z 505,0777 m/z 446,0644 m/z 418,0694

O pico 17 (t: = 40,76 min) apresentou um ion quasi-molecular [M-H]" de m/z
447,0720. O espectro ion produto (Figura 48) do pico apresentou os fragmentos m/z 388,0585
[M-C2H302-H] e m/z 227,0344 [M-C11HgOs-H], justificados pela perda de 59 e 220 Da da
molécula. O fragmento m/z 375,0871 também ¢ originado do ion quasi-molecular, através da
perda de uma molécula de CO, seguida da perda de uma molécula de CO,. Vale ressaltar que
este padrao de fragmentacdo também foi observado para o derivado VI, mostrando a
semelhanca entre os compostos ¢ auxiliando na elucidagdo estrutural. Observou-se ainda o
fragmento m/z 360,0639, proveniente do fragmento m/z 388,0585 através da perda de outra
molécula de CO (27,99546 Da). De acordo com a andlise da formula molecular e do padrao de
fragmentagdo, pode-se propor outra molécula inédita derivada do composto o-metil
pulviquinona A, metil 2-(3-hidroxi-4-(6-metoxi-5,8-dioxo-5,8-dihidronaftalen-2-il)-5-ox0-2,5-
dihidrofuran-2-il)-2-(4-hidrofenil) acetato, a qual recebeu o cddigo D-OMP3 (43, Figura 48).

A Figura 49 apresenta o mecanismo de fragmentacdo para este composto.

Figura 48. Espectro de ion produto e estrutura molecular do D-OMP3 (43).
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Figura 49. Mecanismo de fragmentagao proposto para D-OMP3 (43).

m/7 447,0720

m/z 375,0871

E importante notar que até o momento apenas os derivados naftalendides do 4cido
pulvinico foram relatados para P. tinctorius, sendo os compostos responsaveis pela pigmentacao
do fungo. Porém, através da andlise de desreplicacdo do extrato do fungo pela técnica de CLAE-
EM/EM foi possivel identificar a presenca de derivados mais simples do acido pulvinico (acido
xerocodmico, acido atroméntico, xerocomorubina e o-metil pulviquinona A) e ainda de

compostos precursores na rota biossintética.

5.8 Isolamento de norbadiona A (31)

O fracionamento por exclusdo de tamanho da fracio H>O-MeOH (42,1 mg), em
Sephadex LH20, utilizando metanol como eluente, possibilitou o isolamento de norbadiona A

(5,7 mg) como um soélido amarelo.

5.8.1 Identificacio de norbadiona A (31)

O espectro de absor¢ao na regido do UV-visivel (Figura 50) de norbadiona A foi
obtido em temperatura de 25°C, utilizando acetonitrila como solvente. Foi possivel observar
bandas em 270, 371 e 419 nm. Bandas muito préximas a estas, em 268, 368 e 416 nm, foram

observadas para o mesmo composto (GILL; LALLY, 1985).
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Figura 50. Espectro de absor¢do na regido UV-visivel de norbadiona A (31).
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O espectro de absor¢do da regido do infravermelho (Figura 51) apresentou uma
banda intensa e larga em 3256 cm™!, caracteristica de estiramento de ligagio O—H (von) de 4cido
carboxilico. J4 a banda em 3626 cm™ pode indicar estiramento O—-H (von) de fenol. Também
foi possivel observar uma banda de intensidade média em 1759 cm™!, a qual pode ser atribuida
a estiramento C=0 (vc=0), juntamente com as duas bandas observadas em 1183 ¢ 1131 cm™"",
indicando o estiramento C—O (vc.o). Trés bandas intensas em 1572, 1523 e 1397 cm™! indicam
a presenca de estiramento C=C (vc=c) de aromadticos. A banda em 1717 cm™ é caracteristica de
estiramento C=0 de 4cido carboxilico (vc=0) e a banda de intensidade média em 1245 cm™ ¢

gerada pelo estiramento C—O(vc-o).

Figura 51.Espectro de absor¢@o na regido do infravermelho de norbadiona A (31).
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O espectro de emissdo de norbadiona A (Figura 52) confirmou o padrido de
fluorescéncia da molécula. E interessante notar que tanto a excitagio em 270 nm quanto em
371 nm originaram uma banda de emissao em 421 nm, sendo a ultima mais intensa. Ja a

excitacdo em 419 nm, originou uma banda de emissdao em 535 nm, menos intensa que as demais.

Figura 52.Espectro de emissao de norbadiona A (31).
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O espectro de massas da norbadiona A (Figura 53) mostra o pico do ion quasi-
molecular [M-H] em m/z 677,0573, compativel com a formula molecular C3sHisO1s. E possivel
observar os fragmentos m/z 659,0469 [M-H,O-H] e m/z 633,0673 [M-CO»-H], justificados
pela perda de 18 e 44 Da da molécula. Ja os fragmentos m/z 615,0568 e m/z 589,0778 sdo
originados do fragmento m/z 633,0673 pela perda de uma molécula de H>O (18,0105 Da) e uma
molécula de CO2 (43,9899 Da), respectivamente. Ainda foi possivel observar os fragmentos m/z
561,0824 e m/z 427,0461, formados pelo fragmento m/z 589,077 através da perda de uma
molécula de CO (27,9954 Da) e um grupo CoHsO3 (162,0317 Da), respectivamente. A Figura

54 apresenta o mecanismo de fragmentacao para a norbadiona A (31).
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Figura 53. Espectro de Massas de Norbadiona A (31).
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Figura 54. Mecanismo de fragmentagao de norbadiona A (31).
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A Figura 55 apresenta os resultados da anélise de RMN H. O espectro de RMN 'H
da norbadiona A mostrou a presenca de hidrogénios de anel aromatico para-substituido em §
7,11 (d,J=8,5,2H), § 7,07 (d, J= 8,5 Hz, 2H), 5 6,80 (d, J= 8,6 Hz, 2H) e 5 6,78 (d, J= 8,6 Hz,
2H). Os sinais & 8,95 (s, 1H), 5 8,86 (s, 1H) € 5 7,29 (s, 1H) foram atribuidos aos hidrogénios
ligados aos carbonos do anel naftalénico da molécula.

O espectro de RMN '3C (Figura 55) da norbadiona A apresentou 28 sinais, sendo &
170,70 e 6 170,50 associados as carbonilas do acido carboxilico. Ja os sinais em & 170,26, &
169,89 e 6 169,11 sdo referentes as trés carbonilas de lactona da molécula. Os carbonos
insaturados ligados & OH foram detectados em 6 156,23, & 156,19 e & 136,98. Os carbonos 10
e 11 (Figura 55), carbonos insaturados ligados a oxigénio, foram detectados em & 152,56 e &
152,30. Ja os carbonos 34 e 35 (Figura 55) também sdo carbonos insaturados, mas ligados a
carbonila do éster ciclico, sendo detectados em 6 97,36 e 6 97,31. Os carbonos dos anéis
aromaticos para-substituidos foram associados aos sinais em & 131,92, 6 131,19, 6 115,05 ¢ &
115,02. J& os sinais em 6 130,47, 6 129,72, 6 127,20, 6125,99, 6 131,95, $6120,39, 6 126,31 e 5
123,96 foram associados aos carbonos do anel naftalénico da molécula. Os carbonos

insaturados ligados ao carbonila do acido foram associados ao sinal em 6 118,93.

Figura 55. Espectro de RMN 'H e RMN 3C de norbadiona A (31) e marcagdes de acordo

com a Tabela 2.
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H e '*C da norbadiona A (31).

5 lHa S lHlitb 5 13ca S 13C1itb

1 170,70 174,2

2 170,50 173,3

3 170,26 167,2

4 169,89 166,8

5 169,11 166,7

6 156,23 163,2

7 156,23 162,6
8e9 156,19 158,5
10 152,56 154

11 152,30 154,4
12 136,98 138,1
13 131,95 133,6
l4e16 7.11(d,J=85Hz, 2H) 737 (d,J=8,8Hz, 2H) 131,92 132,6
15e¢17 7,07(d,J=85Hz,2H) 7,32(d,J=8,8Hz,2H) 131,19 132,6
18 8,95 (s, 1H) 9,08 (d, 1H) 130,47 131,9
19 129,72 131,0
20 127,20 129,3
21 7,29 (s, 1H) 7,56 (s, 1H) 126,31 126,6
22 8,86 (s, 1H) 8,92 (d, 1H) 125,99 126,6
23e24 124,57 124,8
25 123,96 124,3
26 120,39 123,8
27 120,09 120,5
28 €29 118,93 118,6
30e32 6,80 (d,J=86Hz,2H) 6,92 (d,J=88Hz 2H) 115,05 115,5
31e33 6,78(d,J=8,6Hz,2H) 6,90 (d, /=88 Hz,2H) 115,02 115,5
34 97,36 103,7
35 97,31 103,7

3CD3;COCD3/D20, 500 MHz
5CD;COCD;/D,0, 99,55 MHz.
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5.9 Analise de atividade antioxidante das fracoes H20-MeOH e MeOH

As fragdes HO-MeOH e MeOH foram submetidas a ensaio de atividade
antioxidante (Item 4.11, Pag. 34), através do método do DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil). A molécula de DPPH ¢ um radical livre estavel devido a deslocalizacdo de elétrons
em toda sua estrutura molecular, a qual confere uma coloragdo violacea. O teste se baseia na
capacidade da amostra em doar um atomo de H ao DPPH, que ¢ convertido a hidrazina,
mudando sua cor de violeta para amarela. Esta mudanca ¢ observada pela diminui¢ao da banda
de absor¢do do DPPH na faixa de 515 a 528 nm (SOUSA, 2012). A quantificag¢do da atividade
antioxidante ¢ obtida a partir do calculo da quantidade de amostra necessaria para consumir
50% da concentragdo de DPPH inicial (ICso).

Os resultados do ensaio mostraram que as fracdes H>O-MeOH e MeOH sao capazes
de reagir com o DPPH, ou seja, tém capacidade antioxidante, apresentando I1Cso = 22 pg mL!
e 105 pg mL™!, respectivamente. Os valores de ICsy sdo moderados quando comparados aos
controles positivos acido ascorbico (ICso = 2,1 ug mL™!) e Trolox (ICsp = 3 pg mL™'. Legouin
et al. analisaram a atividade antioxidante pelo método do DPPH dos acidos vulpinico e
pinastrico, dois derivados do 4acido pulvinico, encontrando os valores ICso = 55,0 pg mL! e
ICso = 80,0 pg mL™!, respectivamente (LEGOUIN et al., 2017). Com isto, pode-se inferir que a
capacidade antioxidante das fragdes analisadas ¢ proxima as de alguns derivados do acido
pulvinico relatados como substancias antioxidante.

Além da andlise de atividade antioxidante, ¢ importante ressaltar que as duas
fragdes também apresentaram estabilidade térmica. Estes dois resultados apontam um potencial

uso das fragdes como aditivos em biodiesel, atuando na retardagdo dos processos oxidativos.

5.10 Determinacio do Fator de Proteciao Solar (FPS) das fracoes H20-MeOH e MeOH

O teste de FPS indica quantitativamente a efetividade de uma formulagdao de
protetor solar, podendo ser realizado in vivo ou in vitro. Os testes in vivo, apesar de apresentarem
alta precisdo, sdo dispendiosos e requerem um longo tempo de analise. J& os métodos in vitro
geralmente sao rapidos e baratos, além de evitar os problemas com a ética de testes em humanos
e animais. A determinacao do FPS in vitro ¢ realizada através de medidas espectroscopicas das
solucdes amostra e uso da equagao desenvolvida por Mansur ef a/ (DUTRA et al, 2004).

As fragdes H,O-MeOH e MeOH foram submetidas a teste de determinacao de Fator
de Protecao Solar (item 4.13, Pag. 35), apresentando valores de FPS 23,19 e 20,34,
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respectivamente. Este resultado esta de acordo com o FPS indicado para média prote¢ao
(LIONETTI; RIGANO, 2017). Além disto, o resultado de ndo citotoxicidade das fragcdes em
conjunto com o valor FPS evidencia o seu potencial para aplicagdo como agentes fotoprotetores

em formula¢des cosméticas.

5.11 Analise de atividade citotéxica da fracado H2O-MeOH

O método do MTT ¢ uma analise colorimétrica que se baseia na conversao do MTT
em azul de formazan, através de enzimas presentes somente em células metabolicamente ativas.
A fracdo HoO-MeOH foi submetida a ensaio de citotoxicidade, mostrando-se nao citotoxica,
tanto para as células tumorais quanto para as células normais testadas (Anexo A). Este resultado
implica que a fragdo ndo apresenta potencial antitumoral, porém confirma um grande potencial
biotecnoldgico para uso em produtos de consumo humano, uma vez que ndo apresenta

citotoxicidade em células normais.
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6 CONCLUSAO

As andlises espectroscopicas (FTIR, UV-Vis, Fluorescéncia) e espectrométricas
(CLAE-EM/EM) indicaram a presenga dos compostos derivados do acido pulvinico nas fragdes
H>0O-MeOH e MeOH, apresentando sinais caracteristicos desta classe de compostos. Ambas as
fragdes apresentaram maximos de absor¢do nas regioes UVB e UVA, na faixa de 220 — 420 nm
e os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho mostraram sinais de acido carboxilico,
fenol e compostos aromaticos, corroborando com as estruturas moleculares dos derivados do
acido pulvinico. As fragdes apresentaram propriedades fluorescentes compativeis com o
esperado, devido a presenca de pigmentos derivados do 4cido pulvinico. Além disso,
apresentaram elevada estabilidade térmica, com temperatura de degradacao acima de 200°C.

Através da desreplicagdo das fragdes H2O-MeOH e MeOH, foi possivel propor a
presenca de 13 derivados do acido pulvinico. Dentre eles a norbadiona A (31), pisoquinona (33)
e bisnorbadioquinona A (30), chamados derivados naftalenodides, ja foram relatados para P.
tinctorius. Xerocomorubina (19), acido atroméntico (16), o-metil pulviquinona A (26) e acido
xerocomico (20) foram relatados pela primeira vez na espécie, além dos novos derivados
propostos (38, 39, 40, 41, 42 ¢ 43). Além destes, outros compostos da mesma via biossintética
foram tentativamente identificados (36, 44 e 45) e um novo derivado do involutin foi proposto
(37). Desta forma, a técnica CLAE-EM/EM, através da fragmentacdo de ions especificos, em
conjunto com o estudo de redes moleculares, permitiu enriquecer o conhecimento acerca do
perfil de derivados do acido pulvinico no fungo, mostrando a presenca dos derivados mais
simples, antes nao relatados para espécies de Pisolithus, e possibilitou a proposta de compostos
inéditos. Além disso, a partir da fragdo H,O-MeOH foi isolada a molécula norbadiona A,
descrita como o principal pigmento produzido por P. tinctorius

Os testes de Fator de Protecao Solar (FPS), citotoxicidade e atividade antioxidante,
além do facil acesso ao fungo, mostram o grande potencial biotecnologico das duas fragdes,
representando uma possibilidade de aplicagdo em produtos para consumo humano. As fragdes
H,O-MeOH e MeOH apresentaram atividade antioxidante, com ICso de 22 ug mL! e 105 pg
mL! respectivamente, e fator FPS moderado, de 23,19 e 20,34. A fragio H,O-MeOH
apresentou-se nao citotoxica frente a linhagens de células normais, tornando-a 6tima candidata

para uso em cosméticos, promovendo cor e prote¢ao solar.
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ANEXO A
AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DA FRACAO H20-MeOH

Laboratdrio responsavel: Laboratorio de Oncologia Experimental (LOE)
Pesquisadores responsaveis: Manoel Odorico de Moraes, MD, MSc, PhD (odorico@ufc.br),
Claudia do O Pessoa, MSc, PhD (cpessoa@ufc.br), Bruno Marques Soares, MSc, PhD,

(brunomsoares@gmail.com)
MATERIAL

Células: foram utilizadas as linhagens tumorais humanas SNB-19 (glioblastoma), PC-3
(prostata), HCT-116 (co6lon), HL-60 (leucemia), L929 (fibroblasto murino ndo tumoral) e
HACAT (queratindcito humano ndo-tumoral), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI1640, suplementados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COx.
Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril. Para determinacdo da CI50, as
amostras foram testadas em concentragdes crescentes em diluicdo seriada com maior

concentragdo de 25 pg/mL para células tumorais.

METODO

6
As células foram plaqueadas na concentracdo de0,1 x10 cél/mL para as linhagens SNB-19,

PC-3, L-929 e 0,7 x105céI/mL HCT-116, 0,3 x106 para a linhagem HL-60. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 100 xL da solugéo
de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apos a
dissolugéo do precipitado com 150 xL de DMSO em espectrofotdmetro de placa a 595 nm. Os

resultados da analise estdo dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Citotoxicidade (Clso) da amostra H.O-MeOH em quatro linhagens tumorais e duas néo

tumorais. Os valores sdo apresentados em pg/mL e respectivos intervalos de confianca.

Amostra HL-60 HCT-116 SNB-19 PC-3 L-929 HACAT
H,O-MeOH  >25 >25 >25 >25 >25 >25
CONCLUSAO

A amostra ndo apresentou citotoxicidade frente as linhagens testadas.



ANEXO B

CROMATOGRAMAS DE IONS PRODUTO

Figura Al. Cromatograma de ion produto de m/z 693,0530 na fragdo H>O-MeOH.
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Figura A2. Cromatograma de ion produto de m/z 721,0831 na fracdo H,O-MeOH.
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Figura A3. Cromatograma de ion produto de m/z 295,0614 nasgr%gﬁo H>O-MeOH.
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Figura A4. Cromatograma de ion produto de m/z 311,0563 na fragdo HoO-MeOH.
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Figura AS. Cromatograma de ion produto de m/z 355,0464 na fragdo H>O-MeOH.
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Figura A6. Cromatograma de ion produto de m/z 691,0735 na fracdo H,O-MeOH.
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Figura A7. Cromatograma de ion produto de m/z 649,0634 na fragdo H>O-MeOH.
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Figura A8. Cromatograma de ion produto de m/z 339,0513 na fracdo H,O-MeOH.
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Figura A9. Cromatograma de ion produto de m/z 353,0307 na fragdo H>O-MeOH.
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Figura A10. Cromatograma de ion produto de m/z 705,0887 na fragao HoO-MeOH.
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Figura A1l. Cromatograma de ion produto de m/z 677,0574 na fragdo H,O-MeOH.
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Figura A12. Cromatograma de ion produto de m/z 491,0619 na fracdo H>O-MeOH.
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Figura A13. Cromatograma de ion produto de m/z 323,0565 na fragdo HoO-MeOH.
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Figura A14. Cromatograma de ion produto de m/z 433,0562 na fragao HoO-MeOH.
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Figura A15. Cromatograma de ion produto de m/z 505,0777 na fragdo HoO-MeOH.
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Figura A16. Cromatograma de ion produto de m/z 447,0720 na fragdo HoO-MeOH.
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Figura A 17. Cromatograma de ion produto de m/z 649,0634 na fracdo MeOH.
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Figura A18. Cromatograma de ion produto de m/z 353,0307 na fracdo MeOH.
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Figura A19. Cromatograma de ion produto de m/z 705,0887 na fracdo MeOH.

36,13

o nar 45,11

= 636 892 |1242 18,01
s0d 083 1 sso 13,73 21,18 2401 3150 33,10 9 oos
cc 285 82 24,80 apo7

2764

Relative Abundance
©en
[=]

r r r~r | v 1 1 r [ r 111 [ T T 11 [ T T 1t 11 I 1t 1 1t [ 1 1T T T [ ° ° T 1T [T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Time {min}

Figura A20. Cromatograma de ion produto de m/z 677,0574 na fracdo MeOH.
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