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RESUMO

ASPECTOS DA ECOLOGIA QUIMICA DE Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.), Epicoccum nigrum E Tetragonisca angustula

Autora: Francisca Diana da Silva Araujo

Orientadora: Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

Aspectos distintos da ecologia quimica de bactéria, fungo e abelha foram
investigados e abordados em trés capitulos. O primeiro capitulo descreve o estudo
das moléculas sinalizadoras envolvidas no processo de quorum-sensing da bactéria
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), que resultou na identificacdo de trés
acil-homosserina lactonas (acil-HSLs): (S)-(-)-N-heptanoil-HSL, (S5)-(-)-N-
dodecanoil-HSL e (S5)-(-)-N-tetradecanoil-HSL. Estes semioquimicos foram
degradados por enzimas de Bacillus cereus. No segundo capitulo o estudo do fungo
Epicoccum nigrum possibilitou o isolamento de meleina, 4,5-dimetil-resorcinol,
flavipina e de um novo metabdlito, denominado epicolactona. O monitoramento
destas substancias em trés mutantes de E. nigrum apontou para a produgdo de 5-
hidroxi-meleina, ausente no fungo selvagem, indicando que a rota biossintética de
policetideos em E. nigrum foi alterada, ativando a acdo de uma mono-oxigenase
responsdvel pela oxidacdo da meleina. No terceiro capitulo, foram investigados
feromonios produzidos por diferentes castas da abelha social Tetragonisca
angustula. Bioensaios com as rainhas indicaram que lipidios cuticulares sdo
possiveis responsaveis pela induc¢do da copula nos machos. Operéarias fundadoras e
guardas foram diferenciadas quimicamente por compostos presentes em seus
extratos cefalicos e abdominais. Extratos cefalicos de machos em diferentes ciclos

de vida mostraram-se semelhantes.
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ABSTRACT

ASPECTS OF THE CHEMICAL ECOLOGY OF Enterobacter sakazakii

(Cronobacter spp.), Epicoccum nigrum AND Tetragonisca angustula

Author: Francisca Diana da Silva Aratjo

Advisor: Prof. Dr. Anita Jocelyne Marsaioli

Different aspects of bacteria, fungus and bee chemical ecology were investigated
and discussed in three chapters. First chapter describes the study of signaling
molecules involved in the Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) quorum
sensing process that resulted in the identification of three acyl-homoserine lactones
(acyl-HSLs): (S)-(-)-N-heptanoyl-HSL, (S5)-(-)-N-dodecanoyl-HSL and (S)-(-)-NV-
tetradecanoyl-HSL. These semiochemicals were modified by Bacillus cereus
enzymes. Second chapter describes the study of Epicoccum nigrum (fungus)
revealing the isolation of mellein, 4,5-dimethylresorcinol, flavipin and of a novel
metabolite, named epicolactone. Monitoring these compounds in three E. nigrum
mutants pointed to the production of 5-hydroxymellein, absent in wild fungus
strain, indicating that biosynthetic route of polyketides in E. nigrum has been
modified, activating a monooxygenase responsible for mellein oxidation. Third
chapter describes pheromones produced by different castes of Tetragonisca
angustula social bee. Bioassays with queens indicated that cuticular lipids might be
responsible for copulation induction in males. Cephalic and abdominal extracts of
founded and guard workers were chemically different, while cephalic extracts of

males at different life cycles were similar.
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A Ecologia Quimica € um ramo interdisciplinar da ciéncia, desenvolvida
desde a década de 1970, que estuda as interagdes inter- e intra-especificas entre os
organismos vivos mediada por substincias quimicas (Dicke e Sabelis, 1988; Mori,
2000). Apesar de grande parte das pesquisas nesta drea serem principalmente em
plantas e insetos, a comunicagdo através de substancias quimicas esti presente em
todos os reinos da natureza (Sbarbati e Osculati, 2006; Stowers e Marton, 2005).

O termo semioquimico € normalmente o mais utilizado para definir as
substincias quimicas envolvidas nas intera¢des dos organismos (Nordlund e Lewis,
1976; Hick et al., 1978). Este termo leva em consideracio o critério de organismo
produtor, por este motivo, Dicke e Sabelis (1988) propuseram o termo infoquimico
no lugar de semioquimicos, priorizando o critério de emissor e levando em
consideracdo o cardter benéfico ou prejudicial das substiancias quimicas nestas
interagoes.

Desta forma, Dicke e Sabelis (1988) definiram infoquimicos como
substancias que, no contexto natural, transmitem informacdoes em uma interacao
entre individuos, evocando no receptor uma resposta comportamental ou fisioldgica
que € adaptativamente favordvel a qualquer um dos integrantes, ou a ambos.
Subdividem-se em dois grupos principais, feromonios e aleloquimicos.

Feromonios sdo substincias quimicas que mediam uma interagdo entre
organismos da mesma espécie, onde o beneficio € para o organismo emissor
(feromdnio +/-), para o organismo receptor (feromdnio -/+), ou para ambos
(feromdnio +/4). Podem ser classificados em feromonios de agregac¢do, dispersao,
sexuais, trilha, oviposi¢do, alarme, dentre outros (Shorey, 1973). O primeiro

semioquimico isolado e caracterizado foi o bombicol, hexadeca-10E,12Z-dien-1-ol,
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feromOnio sexual liberado pela fémea do bicho-da-seda, Bombyx mori L., para

atrair machos (Butenandt et al., 1961). Desde entdo, diversos feromoOnios

especificos de espécies foram descobertos, e muitas das descobertas estavam

relacionadas com o monitoramento ou supressao de insetos-pragas (Norin, 2007).

Wilson e Bosset (1963) classificaram os feromo6nios como modificadores (do
inglés primer) e desencadeadores (do inglés releaser). Os feromonios primers sdao
substancias quimicas que provocam uma cadeia de mudangas fisiolégicas no
receptor, sem no entanto causar modificacdes imediatas de comportamento. Ja
os feromoOnios releaser produzem uma resposta imediata e reversivel no
comportamento do receptor.

Aleloquimicos sao infoquimicos que mediam interagdes entre individuos
pertencentes a espécies diferentes, e estdo classificados em quatro categorias
(Dicke e Sabelis, 1988):

e Alomonios (+/-): substincias quimicas pertinentes a biologia de um organismo
(organismo 1) e que, quando em contato com um individuo de uma outra espécie
(organismo 2), evocam no receptor uma resposta fisiolégica ou comportamental
que € adaptativamente favordvel ao organismo 1 mas ndo ao organismo 2, por
exemplo, quando insetos-pragas sdo atraidas por volateis de plantas;

e Cairomonios (-/+): substancias quimicas pertinentes a biologia de um organismo
(organismo 1) que, quando em contato com um individuo de outra espécie
(organismo 2), evocam no receptor uma resposta fisiolégica ou comportamental
que € adaptativamente favordvel ao organismo 2 mas ndo ao organismo 1. Sdo
exemplos de cairomoOnios as secrecOes de defesa liberadas por alguns insetos
para impedir o ataque de predadores;

e SinomoOnios (+/+): aleloquimicos pertinentes a biologia de um organismo

(organismo 1) que, quando em contato com um individuo de outra espécie
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(organismo 2), evocam no organismo receptor uma resposta fisioldgica ou
adaptativamente favordvel a ambos organismos 1 e 2. Um exemplo tipico sdo os
volateis emitidos pelo milho Zea mays que ao ser atacado por lagartas da
mariposa Spodoptera exigua, atraem f€meas da vespa Cortesia marginiventris,
que é um parasitdide natural destas lagartas (Schroder 1998).

Este trabalho encontra-se dividido em trés capitulos que abordam diferentes
tipos de semioquimicos em organismos distintos. No primeiro capitulo realizou-se
o estudo das moléculas sinalizadoras de comunicacao célula-célula produzidas pela
bactéria Gram-negativa Enterobacter sakazakii, e as modificacOes sofridas nestes
semioquimicos durante o co-cultivo desta bactéria com uma bactérica Gram-
positiva, Bacillus cereus. No segundo capitulo foram realizados o isolamento e
caracterizacdo quimica de alguns metabdlitos secunddrios produzidos pelo fungo
endofitico isolado da cana-de-acicar, Epicoccum nigrum, bem como o0
monitoramento da producdo de alguns destes metabdlitos em cepas modificadas
geneticamente. E no terceiro capitulo foram investigados feromonios produzidos

pelas diferentes castas da abelha social Tetragonisca angustula.
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CAPITULO 1.
N-acil-homosserina lactonas de Enterobacter sakazakii (Cronobacter

spp.) e co-cultivo de Enterobacter sakazakii e Bacillus cereus

1.1. Introducao

Embora as bactérias sejam organismos unicelulares, elas podem agregar-se
em comunidades multicelulares e co-ordenar processos de colonizagdo e associagao
com os organismos superiores que seriam de dificil execucdo isoladamente. O
comportamento de tais comunidades € largamente controlado por um sistema de
sinalizacdo célula-célula denominado quorum-sensing ou autoinducdo (Geske et
al., 2008).

O processo quorum-sensing se baseia na producdo, liberacdo e deteccao de
substancias sinalizadoras de baixa massa molecular, denominadas autoindutores
(AI) ou feromonios, cujas concentragdes extracelulares estdo relacionadas com a
densidade populacional do micro-organismo. Devido ao fato destas moléculas
sinalizadoras serem difusiveis através de membranas, suas concentra¢des dentro e
fora das células sdo aproximadamente iguais. Ao atingir uma determinada
concentragao critica, tais moléculas podem ativar ou ligar-se a receptores dentro da
célula bacteriana, que podem alterar a expressdo de genes e induzir a populagdo a
iniciar uma ag¢do coordenada para expressdo de um fendtipo (antibidtico, corante,
etc.) (Antunes et al., 2010; Whitehead et al., 2001).

Diferentes classes de compostos podem ser empregadas pelas bactérias como

substancias sinalizadoras, alguns destes encontram-se sumarizados no Quadro 1.
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Quadro 1. Exemplos de moléculas sinalizadoras de quorum-sensing.

Exemplos de organismos

Autoindutor Estrutura geral Referéncias
produtores
0 Agrobacterium tumefaciens Fuqua et al. 1994
N-acil-homosserina NH R
Vibrio fischeri Engebrecht et al. 1984
lactona (AI-1) Q \H/
0 Pseudomonas aeruginosa Passador et al. 1993
HO_ ~ OH
5 HO CH, Vibrio harveyi Chen et al. 2002
Autoindutor 2 (AI-2) HO! (ciy. HOM il OH Vibrio cholerae Miller et al. 2002
i | 3
- bo) HOW™" O Salmonella thypimurium Miller et al. 2004
ComX ADPITRQWGD Staphylococcus aureus Jietal. 1995
CSP EMRLSKFFRDFILQRKK

Oligopeptideos

AIP-1 YSTCDFIM ]

AIP-2  GVNACSSLF
AIP-3 INCDFLL
AIP-4 YSTCDFIM

Bacillus subtilis

Streptococcus pneumoniae

Ansaldi et al. 2002
Pestova et al. 1996

Fator de sinal difusivel

COOH

Y\/\/\/\:/

Xanthomonas campestris
Xanthomonas fastidiosa

Stenophomonas maltophilla

Barber et al. 1997
Simionato et al. 2007
Huang et al. 2007

10
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OH
Butirolactonas © Streptomyces griséus Chater et al. 2003
o 0
Proteus mitabilis
Dicetopiperazinas Citrobacter freundii Holden et al., 1999

Enterobacter agglomerans

(0] OH
3-H1dr9x1-hexadecanoato o - Ralstonia solanacearum Flavier et al. 1997
de metila
(CHy)1n
Sinal de quinolona de i
OH
Pseudomonas (PQS) | Pseudomonas aeruginosa Pesci et al. 1999
N
H
NH

Bradioxetina (estrutura

proposta)

H,N

Bradyrhizobium japonicum

Loh et al. 2002
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1.1.1. Quorum-sensing em bactérias Gram-negativas

A comunicacdo célula-célula em bactérias Gram-negativas é mediada
principalmente por acil-HSLs. Estas moléculas possuem em sua estrutura genérica
uma lactona (por¢ao homosserina) ligada a uma cadeia acila saturada ou insaturada,
podendo conter no dtomo de carbono 3 uma carbonila ou hidroxila (Figura 1)

(Fuqua e Greenberg, 2002).

R 0
J\)L 0
/\(CHz)n N

H
R =-H, -OH ou =O; n = 3-11

Figura 1. Estrutura genérica de acil-homosserina lactonas.

A autoinducdo mediada por acil-HSL foi descrita pela primeira vez na
regulacdo da bioluminescéncia na bactéria Vibrio fischeri, observada em interacoes
simbidticas com algumas espécies de peixes e moluscos. O exemplo mais estudado
desta simbiose ocorre entre V. fischeri € o molusco Euprymna scolopes, que vive
nas superficies rasas de areias e corais no arquipélago do Hawai e tem hdébito
alimentar noturno. E. scolopes apresenta bioluminescéncia em ambientes escuros
devido a manutencdo de uma alta densidade populacional de V. fischeri em um
6rgio de luz especializado (10'°-10"" células mL™"). O molusco usa a luz fornecida
pelas bactérias para mascarar a sua sombra e evitar a predacao, e, em contrapartida,
a bactéria também € beneficiada pelos nutrientes presentes no 6rgao que permite a
sua proliferacao (Waters e Bassler, 2005; Whitehead et al., 2001).

O grupo de genes bioluminescentes de V. fischeri consiste de oito genes [ux

(luxA-E, luxG, luxl e luxR) . Os produtos dos genes luxl e [uxR funcionam como

12
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reguladores de bioluminescéncia. Em V. fischeri, o produto da expressao do gene
luxI é enzima LuxI que, juntamente com a enzima transportadora de acila (ACP) e
a S-adenosil-metionina, € responsivel pela sintese de N-(3-oxo-hexanoil)-HSL, a
qual pode difundir livremente através da membrana celular. Em baixa densidade
populacional de V. fischeri, o gene luxl é expresso em nivel basal, desta forma, a
concentracdo de N-(3-oxo-hexanoil)-HSL no meio permanece baixa, aumentando a
medida em que aumenta a densidade populacional celular. Em concentracdes
criticas de N-(3-oxo-hexanoil)-HSL ocorre a sua ligacdo com a proteina LuxR,
resultante da expressdo do gene [uxR e situada no citoplasma. Esta proteina €
subsequentemente ativada, provavelmente pela inducdo de uma mudancga
conformacional mediada pela molécula sinalizadora. O complexo LuxR-(acil-HSL)
ativa o operon da enzima luciferase levando a expressdo da bioluminescéncia
(Figura 2) (Fuqua e Greenberg, 2002; Whitehead et al., 2001).

Pesquisas adicionais revelaram que além de N-(3-oxo-hexanoil)-HSL, V.
fischeri produz mais dois autoindutores com atividade no sistema lux, N-hexanoil-
HSL, também dependente de [ux] para sua sintese, e N-octanoil-HSL, cuja sintese €
dependente do gene ainS, e constitui um segundo sistema de autoinduc¢do para
regulacdo da expressdao do gene [ux, e possivelmente outros genes nesta bactéria. A
presenca de multiplos sistemas de autoindu¢do de acdo cruzada em V. fischeri,
quimicamente e geneticamente distintos, indica uma complexidade inesperada para
a autoinducdo como mecanismo regulatério de genes e sinalizacdo dentro de uma

Unica bactéria (Kuo et al., 1994).
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Figura 2. Regulagdo da bioluminescéncia em V. fischeri, mediado por N-(3-oxo-hexanoil)-HSL
(3-0x0-C6-HSL). Em baixa densidade celular, a transcricdo de genes € fraca e insuficiente para
emissdo de luz, devido a baixa concentracdo de 3-oxo-C6-HSL. Em alta densidade celular, a
concentragdo critica de 3-0x0-C6-HSL € atingida e ocorre a ligacdo com LuxR estimulando a
transcri¢do de genes que regulam a emissao de luz (Whitehead et al., 2001).

Homodlogos do sistema LuxI-LuxR foram identificados em outras bactérias,
regulando a transcricdo de diversos genes envolvidos em uma variedade de
fenotipos (Eberhard et al., 1994). Dentre os principais fatores fenotipicos
observados encontram-se a expressdao de enzimas e antibiticos em Erwinia

carotovora, producdo de pigmento em Chromobacterium violaceum, producao de
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fatores de viruléncia (agressdo ao hospedeiro) em Pseudomonas aeruginosa,
formacdo de biofilme e exoprotease em Aeromonas hydrophila, a conjugacio
(transferéncia de genes entre duas bactérias através de contato) em Agrobacterium
tumefaciens e Enterococcus faecalis, expressdao de toxinas em Staphylococcus
aureus, dentre outros (Bosgelmez-Tinaz et al., 2003). O mecanismo de
comunicagao célula-célula constitui, portanto, uma importante drea de estudo para
o controle de fendtipos expressos por bactérias, podendo ser uma estratégia
interessante no dominio de infeccoes patogénicas ou fitopatogénicas causadas por
micro-organismos.

Sistemas de quorum-sensing dependentes de acil-HSLs requerem uma
variedade de moléculas sinalizadoras. Embora diversas espécies de bactérias
produzam o mesmo tipo de acil-HSL, estas moléculas sdao responsdveis pela
regulacdo de diferentes processos. Por exemplo, 3-oxo-hexanoil-HSL estd
envolvida na producdo de exoenzimas e antibidticos carbapenémicos por
Pectobacterium carotovorum (Erwinia carotovora), exopolissacarideo em Pantoea
(Erwinia) stewartii, € bioluminescéncia de V. fischeri (Czajkowski e Jafra, 2009;
von Bodman et al., 1998; von Bodman e Ferrand, 1995; Pirhonen et al.,, 1993;
Bainton et al., 1992; Eberhard et al., 1981).

Bactérias da mesma espécie também podem produzir acil-HSLs distintas
dependendo da cepa. Este fendmeno foi observado, por exemplo, para diferentes
cepas de Rahnella aquatilis, onde um dos isolados da rizosfera do tomate produz 3-
oxo-hexanoil-HSL e 3-oxo-octanoil-HSL, enquanto outra cepa produz somente 3-
oxo-hexanoil-HSL (Czajkowski e Jafra, 2009; Steidle et al., 2001).

Alguns sistemas de quorum-sensing sdo organizados de uma forma
hierdrquica e controlam o metabolismo em mais de um nivel. Além de V. fischeri,

este fendmeno também foi detectado no patégeno humano P. aeruginosa, onde dois
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tipos distintos de moléculas sinalizadoras, 3-oxo-dodecanoil-HSL e butanoil-HSL,
estdo envolvidos na regulacdo de fatores determinantes da patogenicidade. A
sintese da acil-HSL de cadeia curta é dependente do mecanismo de quorum-sensing
mediado pela acil-HSL de cadeia longa. Este sistema duplo de quorum-sensing
asseguraria que genes alvos seriam expressos somente sob condi¢des ambientais
muito especificas e em uma adequada densidade populacional bacteriana. Contudo,
pesquisas adicionais demonstraram que a regulacdo da patogenicidade de P.
aeruginosa € mais complexa, uma vez que envolve outros tipos de autoindutores
(Czajkowski e Jafra, 2009; Diggle et al., 2003; de Kievit e Iglewski, 2000;

Reimmann et al., 1997).

1.1.2. Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), uma bactéria Gram-negativa
pertencente a familia Enterobacteriaceae, € um patdégeno oportunista associado a
casos de meningite, enterocolite necrosante, bacteremia e septicemia em bebés
prematuros e pacientes imunocomprometidos de qualquer idade. Por essa razao,
essa bactéria ganhou atencdo de autoridades de satde publica e pesquisadores em
diversos paises (Iversen et al., 2008; Bowen e Braden, 2006; Gurtler et al., 2005;
Lehner et al., 2005; Iversen et al., 2003).

O primeiro caso de meningite neonatal causada por E. sakazakii foi reportado
em 1958, na Inglaterra, resultando na morte de dois recém-nascidos (Nazarowec-
White e Farber, 1997; Urmenyi e Flanklin, 1961). Desde entdo diversos casos
foram documentados em intimeros paises ao redor do mundo (Drudy et al., 2006;
Gurtler et al., 2005; van Acker et al., 2001). A taxa de mortalidade varia de 10-80%

e os sobreviventes da meningite sofrem severas seqiielas neuroldgicas, tais como
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hidrocefalia, tetraplegia e desenvolvimento neural retardado (Iversen et al., 2004;
van Acker et al., 2001).

No Brasil existem poucos relatos de infec¢des por E. sakazakii, o mais
recente foi um caso de meningite que acometeu um bebé de 14 dias de vida, em
aleitamento materno exclusivo, atendido no Hospital Universitario da Universidade
de Sao Paulo (Figura 3). A bactéria foi detectada na cultura do liquor, com
resisténcia a ampicilina e ceftazidima, provocando no recém-nascido convulsao,
hipertensdo intracraniana, edema cerebral e extensa hemorragia, evoluindo para
coma arreativo, abaulamento acentuado de fontanela e disjun¢do de suturas
cranianas, que levou a crianca a falecer no 15° dia de internagdo, ndo sendo

indicada a causa da contaminacao (Barreira et al., 2003).

Figura 3. Aspecto de recém-nascido com meningite por E. sakazakii (Barreira et al., 2003).

A ocorréncia de surtos intra-hospitalares de infec¢des por E. sakazakii levou
a pesquisa de uma fonte comum de contaminac¢do. Alguns relatos mostraram a
contaminacdo de férmulas l4acteas em pd, tanto em latas fechadas como no leite
reconstituido, assim como em utensilios utilizados no preparo das férmulas
(Giovanni et al., 2008; Friedemann, 2007; Iversen e Forsythe, 2003; van Acker et
al., 2001; Biering et al., 1989). Apesar destes produtos serem aquecidos durante o
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processamento, observou-se que a bactéria apresenta termotolerancia, podendo
sobreviver ao processo de pasteurizacdo e permanecer no produto seco (Iversen et
al., 2004).

A presenca de E. sakazakii em equipamentos e utensilios pode ser decorrente
de sua capacidade de aderir as mais diversas superficies, incluindo silicone, latex,
policarbonato (usado na confec¢do de mamadeiras) e aco inoxidavel, formando
biofilme (Friedemann, 2007; Lehner et al., 2005; Zogaj et al., 2003).

Os biofilmes sdo constituidos por uma comunidade estruturada de micro-
organismos aderentes a uma superficie inerte ou viva, embebidos em uma matriz de
exopolissacarideos, possibilitando uma barreira fisica que protege as células do
estresse causado pelo ambiente tais como luz UV, estresse osmaético, calor, fome,
acidos, detergentes, antibidticos, anticorpos, fagdcitos e bacteriéfagos (van Houdt
et al., 2004).

Certos processos envolvidos na formacdo de biofilme sdo mediados por
quorum-sensing. Baseado nisso, Lehner et al. (2005) investigaram a capacidade de
E. sakazakii em produzir acil-HSL, e verificaram a presenca de 3-0xo-C6-HSL e 3-
0x0-C8-HSL, utilizando a técnica de cromatografia em camada fina. Pinto et al.
(2007) também detectaram acil-HSLs de cadeia curta em cepas de E. sakazakii,
através o ensaio de produgdo de violaceina com o biossensor Chromabacterium
violaceum CV026. Contudo, o isolamento e a caracterizacdo quimica completa

destas moléculas nao foram realizados.
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1.1.3. Bacillus cereus

Bacillus cereus, bactéria Gram-positiva pertencente a familia Bacillaceae, €
um micro-organismo que produz acil-HSL lactonase (Medina-Martinez et al., 2007;
Zao et al., 2002; Dong et al., 2002), bem como peptidases (Tran et al., 2010). E
largamente distribuida no ambiente, podendo ser isolada facilmente de produtos
agricolas e alimentos, bem como solo, vegetacdo e dguas naturais (Schoeni et al.,
2005; Kotiranta et al., 2000). Devido a sua capacidade de formar esporos, apresenta
resisténcia a elevadas temperaturas e valores de pH, a desidratacido e irradiacao.
(Vidal-Martins et al., 2006; Casadei et al., 2001).

B. cereus € responséavel por envenenamento alimentar (Kotiranta et al., 2000;
Drobniewski et al., 1993), e uma variedade de infeccOes sist€micas, tais como
meningite (Evreux et al., 2007; Gaur et al., 2001; Tokieda et al., 1997). Muitas das
infec¢Oes ndo-gastrointestinais sao manifestadas em grupos de alto risco, tais como
pacientes com baixa imunidade, usuérios de drogas de injecdo, neonatos e pacientes
com desvios intraventriculares (Gaur et al., 2001; Drobniewski et al., 1993).
Meningoencefalite causada por B. cereus em neonatos € bastante rara, € em muitos
casos a infeccdo € fatal devido aos danos extensivos e necrose do tecido infectado,
causado por toxinas produzidas pela bactéria (Lequin et al., 2005; Chu et al., 2001).

Semelhantemente a E. sakazakii, B. cereus também afeta a qualidade de leite
e seus derivados (Larsen e Jorsensen, 1999; Crielly et al., 1994; Christiansson et
al., 1989). Sua capacidade de formar esporos e crescer em temperatura de
refrigeracdo torna dificil o seu controle. Esta bactéria tem se mostrado capaz de
formar biofilme em pléstico, 1a de vidro e a¢o inoxidavel, ocasionando um impacto
na saude publica e na economia, uma vez que diminui a qualidade e seguranca dos

alimentos (Hsueh et al., 2006; Vidal-Martins et al., 2006).
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Ambos os géneros Bacillus e Enterobacter co-ocorrem em ambientes
industriais e em produtos de leite pasteurizado e sdo responsdveis pela deterioracao
dos alimentos, juntamente com outros micro-organismos que co-existem em
biofilmes (Simdes et al., 2010; Sharma e Anand, 2002). Desta forma, a existéncia
de biofilme de espécies multiplas motivou a presente investigacdo sobre a
comunicagao célula-célula via acil-HSL de uma bactéria Gram-negativa (E.

sakazakii) co-ocorrendo com uma bactéria Gram-positiva (B. cereus).

1.1.4. Interferéncia no mecanismo de quorum-sensing via acil-HSLs

Todo processo que interfere no mecanismo de quorum-sensing é denominado
quorum-quenching. A estratégia de quorum-quenching ndo tem como objetivo
matar a bactéria ou limitar o seu crescimento, mas afetar a expressdo de uma
funcdo especifica. Desta forma, trata-se de uma ferramenta valiosa para o
desenvolvimento de biocontrole sustentdvel ou procedimentos terapéuticos, tendo
em vista o atual contexto de resisténcia aos antibiéticos (Uroz et al., 2009;
Czajkowski e Jafra, 2009; Dong et al., 2007).

As acil-HSLs sao derivadas de duas rotas biossintéticas (Figura 4), a cadeia
acila € sintetizada via biossintese de acido graxo, e a homosserina € proveniente da
S-adenosilmetionina. Diversas proteinas foram identificadas na biossintese de acil-
HSLs, incluindo as proteinas transportadoras de acila (ACP), a enoil-ACP redutase
(Fabl) e acil-HSL sintase (enzima do tipo-LuxI). Fabl reduz enoil-ACP a acil-ACP,
que reage com S-adenosilmetionina catalisada pela acil-HSL sintase, para produzir
a acil-HSL. Outra proteina importante envolvida na biossintese de acil-HSL € o

fator transcricional do tipo-LuxR, que é requerida para ativacdo da producdo de
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acil-HSL dependente de quorum-sensing (Zhang 2003; Hoang et al., 1999;
Schaefer et al., 1996).

Ciclo do ACP Fabl
citrato > Acetil-CoA — Enoil-ACP —> Acil-ACP

acil-HSL

Metionina + ATP — S-adenosilmetionina sintase

R

0O
0)
5'-metiltioadenosina + N
n H

O
acil-HSL

Figura 4. Rota biossintética de acil-HSL. Abrevia¢des: ACP, proteina carreadora de acila; acil-
HSL, acil-homosserina lactona; CoA, coenzima A; Fabl, enoil-ACP redutase. Simbolos: n = 3-
12; R = H, OH ou O (Zhang, 2003).

O quenching ou supressdao do quorum-sensing pode ser realizado por trés
mecanismos: 1) interferindo na biossintese da molécula sinalizadora, 2) degradando
a molécula sinalizadora, e 3) inibindo a proteina receptora do sinal (Uroz et al.,
2009; Dong et al., 2007). Dentre estas estratégias, a degradacdo enzimdtica das
acil-HSLs tem sido proposta como uma alternativa promissora para o silenciamento
do quorum-sensing, e serd discutida com mais detalhes no presente trabalho.

Quorum-quenching enzimatico pode ser promovido por dois grupos
principais de enzimas degradantes de acil-HSLs: 1) acil-HSL lactonases, que

clivam o anel lactonico sem afetar o restante da estrutura da molécula; e 2) acil-
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HSL acilases (sin. acil-HSL amidases) [EC 3.1.1.81], que clivam a cadeia acila
para produzir homosserina lactona e acido graxo (Figura 5) (Czajkowski e Jafra,

2009; Dong et al., 2007; Dong e Zhang, 2005).

. R O
acil-HSL lactonase OH
N OH
n H
R 0] o)

/NM O 4 H,0< acil-HS
n i
0
acil-HSL \—>WOH H,N

acil-HSL acilase

acido graxo

Figura 5. Rotas de degradacdo enzimadtica de acil-HSL (Dong e Zhang, 2005).

1.1.4.1. Acil-HSL lactonases

As enzimas de quorum-quenching mais caracterizadas sdo as acil-HSL
lactonases, que sdo metaloproteinas pertencentes a superfamilia metalo-beta-
lactamase (Liu et al., 2007). A atividade de degradacdo da acil-HSL lactonase foi
inicialmente descoberta em espécies de Bacillus spp., cepa 240B1 (Dong et al.,
2000), mas € relativamente comum em diversas bactérias e também em células
eucaridticas.

A expressao do aiiA em Erwinia carotovora SCG1, gene que codifica a acil-
HSL lactonase em Bacillus sp., reduziu significativamente a liberacao de acil-
HSLs, diminuindo as atividades de enzimas pectoliticas extracelulares e atenuando
a patogenicidade sobre batata, beringela, couve chinesa, cenoura, aipo, fumo e
couve-flor (Dong et al., 2000). Plantas transgénicas expressando acil-HSL

lactonase exibiram um melhoramento significativo na resisténcia a infecc¢ao por E.
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carotovora, bem como um atraso no desenvolvimento de sintomas da doenca
(Dong et al., 2001).

Estirpes de Bacillus thuringiensis produzem acil-HSL lactonase, que podem
suprimir a viruléncia dependente de quorum-sensing de E. carotovora, uma
bactéria patdégena de plantas (Dong et al., 2004). E. carotovora produz e responde a
presenca de acil-HSLs na producdo de antibioticos e expressdao génica de fatores de
viruléncia, que sdo fungdes que poderiam ser de importdncia critica para este
patdégeno em competi¢ao por nichos ecoldgicos, em competi¢ao micrébio-micrébio
e interacoes patdgeno-hospedeiro. Estes dados indicam claramente que acil-HSL
lactonase desempenha um papel significativo na obtencdo de vantagens
competitivas para o produtor sobre os seus competidores em ecossistemas naturais
(Dong e Zhang, 2005; Dong et al., 2004).

Interessantemente, acil-HSL lactonases foram encontradas em bactérias que
fazem uso do mecanismo de quorum-sensing dependente de acil-HSLs. Em A.
tumefaciens, o gene attM, homdlogo de aiiM de Bacillus sp. e codante de acil-HSL
lactonase, foi identificado e caracterizado. Entretanto, a expressao da enzima acil-
HSL lactonase parece ser bem regulada nesta bactéria, uma vez que € expressa
somente quando as células bacterianas encontram-se na fase estaciondria de
crescimento. Desta forma uma investigacdo mais aprofundada dos mecanismos
moleculares de regulacdo genética pode levar a identificagdo e concep¢ao de novas
formas de ativar antecipadamente a degradacdo do sinal de quorum-sensing,
portanto, bloqueando a expressdo do fator de viruléncia dependente do guorum-
sensing (Zhang et al., 2002).

Resultados semelhantes foram obtidos com o patégeno humano P.
aeruginosa PAO1, que tem sua viruléncia controlada pela densidade celular via

acil-HSLs (N-3-oxo-dodecanoil-HSLL. e N-butanoil-HSL). A cepa mutante
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expressando um gene homologo de aiiA reduziu a quantidade de N-3-oxo-
dodecanoil-HSL e preveniu completamente a acumulacdo da segunda molécula
sinalizadora, N-butanoil-HSL, consequentemente, diminuindo a expressdo e
producdo de diversos fatores de viruléncia. Contudo, esta mutagdo ndo interferiu na
colonizacdo de superficies (Reimamm et al., 2002).

A atividade de acil-HSL lactonase também foi reportada em diferentes
eucariotos € em soro de mamiferos. As lactonases de soro, ao contrario das acil-
HSL lactonases, sio dependentes de Ca**, um traco consistente com estas enzimas
que sao paraoxonases com atividade lactonase. Trés paraoxonases Ponl, Pon2 e
Pon3 mostraram atividade de degradacdo de acil-HSL em soro de mamiferos,
interferindo com a regulacdo de quorum-sensing em biofilmes de P. aeruginosa
(Uroz et al., 2009; Ozer et al., 2005; Dragonov et al., 2005; Yang et al., 2005; Chun
et al., 2004).

1.1.4.2. Acil-HSL acilases

As acil-HSL acilases sd@o encontradas em procariotos e eucariotos (Uroz et
al., 2009), e foram descritas pela primeira vez na bactéria Gram-negativa
Variovorax paradoxus, cepa VAI-C (Leadbetter e Greenberg, 2000). Quando esta
bactéria cresce na presenca de acil-HSL, libera no meio de crescimento a
homosserina lactona e dcido graxo como produtos de degradagdo, este tltimo é
utilizado para gerar energia. Leadbetter e Greenberg (2000) sugeriram que apos a
hidrdlise da ligagdo acil-amida, a proxima etapa na rota degradativa poderia
envolver a acdo de desaminases via eliminag¢do-o,y gerando a-cetobutirato e NH,"

(Figura 6).
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Alternativamente, a acil-HSL lactonase poderia converter HSL em
homosserina, entretanto, esta tltima hipétese parece inconsistente para a cepa de V.
paradoxus VAI-C, tendo em vista que a mesma utiliza homosserina, mas nao HSL
(adicionada exogenamente ou derivada de acil-HSLs), como fonte de carbono.
Contudo, a clonagem do gene responsavel pela degradacio de acil-HSLs ainda ndo
foi realizada, por esse motivo, a atividade enzimaética envolvida na diminuicdo da
concentracdo de acil-HSL por V. paradoxus é pouco caracterizada (Czajkowski e
Jafra, 2009).

O Co,

O O)
/\)k [B-oxidagdo I~ ~ +
o — O — O
0O 2 H,0
/\)k o O acil-HSL, /\
% acilase
NH

H
o)

homosserina lactona

Figura 6. Rota de degradacao hipotética de C4-HSL. Os asteriscos indicam a posi¢ao do carbono
marcado com C14 (baseado em Leadbetter e Greenberg, 2000).

Os genes codantes de acil-HSLs acilases sdo comuns em bactérias, tanto em
Gram-negativas, tais como aiiD de R. eutropha (Lin et al., 2003), pvdQ e quiP de
P. aeruginosa (Huang et al., 2003; 2006), como em Gram-positiva (ahlM de
Streptomyces (Park et al., 2005), bem como na cianobactéria Anabaena sp., gene
all3924 (Romero et al., 2008).

Em Streptomyces sp. a proteina AhIM, codificada pelo gene ahiM e
identificada como uma acil-HSL acilase, € a tinica conhecida como sendo secretada

para fora da célula bacteriana . Esta proteina € capaz de degradar ndo somente acil-
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HSLs como também penicilina G, o que revela sua baixa especificidade (Park et
al., 2005).

A acilase de rins suinos, que anteriormente era conhecida por sua capacidade
de hidrolisar uma variedade de N-acil-; -aminodcidos, mostrou-se capaz de degradar

acil-HSLs com cadeia acila variando de quatro a oito carbonos (Uroz et al., 2009;

Xu et al., 2003).
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1.2. Objetivos

1.2.1. Gerais

Tendo em vista que ambos os géneros Bacillus e Enterobacter ocorrem nos
mesmos ambientes, o objetivo do presente trabalho foi realizar o estudo quimico
das substancias sinalizadoras produzidas por E. sakazakii, e avaliar as modificacdes

que acontecem nestas moléculas durante o co-cultivo com o B. cereus.

1.2.2. Especificos

e Avaliar a producdo de acil-HSLs em E. sakazakii, utilizando o biossensor A.
tumefaciens NTL4(pZLR4);

e Realizar extragdo, purificagdo e caracterizacdo espectroscopica das acil-HSLs
de E. sakazakii;

e Sintetizar as substincias identificadas;

e Determinar a configuracdo absoluta das acil-HSLs naturais;

e Avaliar as modificacdes que ocorrem nas acil-HSLs durante o co-cultivo de E.
sakazakii com B. cereus, utilizando o biossensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4)

e técnicas de cromatografia e massas.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Deteccao de acil-HSL em E. sakazakii

A producio de acil-HSLs em E. sakazakii (Cronobacter spp.) foi
inicialmente investigada utilizando-se o biossensor Agrobacterium tumefaciens
NTLA4(pZLR4).

A. tumefaciens NTL4(pZLLR4) é um mutante que teve o gene tral, homoélogo
de luxl, silenciado, sendo, portanto, incapaz de produzir acil-HSLs, mas podendo
detectar a presenca destes metabdlitos em produtos naturais e sintéticos. Isso €
possivel porque o sistema de deteccdo foi inserido pelo plasmideo pTiC58, que
contém o gene fraR (homologo de luxR) e uma fusdo traG::lacZ. Desta forma, acil-
HSLs exdgenas ligam-se a proteina receptora TraR e o complexo formado [TraR-
(acil-HSL)] regula a expressdo do gene lacZ, responsavel pela sintese de uma B-
galactosidase capaz de degradar o reagente -D-galactopiranosideo de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil (X-Gal), gerando um derivado de indigo de coloracdo azul (Figura
7). Dessa forma, a presenga de acil-HSLs pode ser monitorada visualmente pela
mudanca de coloracio do meio de amarelo para verde (coloracdo resultante da
mistura da cor azul do corante com a cor amarelo do meio de cultivo), caso a
concentragdo desse metabdlito seja suficiente para ativar o biossensor. O mutante
A. tumefaciens NTL4(pZLLR4) apresenta uma ampla faixa de sensibilidade para
acil-HSLs com diferentes comprimentos de cadeia acila e substituintes do tipo -0xo

e -hidroxi (Berg et al., 2002; Ravn et al., 2001; Cha et al., 1998).
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Figura 7. Reacdo de degradacdo do reagente X-Gal e formagdo do derivado de indigo de
coloracdo azul por acdo da enzima B-galactosidase (Berg et al., 2002).

Neste ensaio preliminar observou-se que a suspensao de células de E.
sakazakii apresentou uma coloracdo verde na presenca de A. tumefaciens
NTL4(pZLR4) e X-gal (Figura 8), fornecendo indicios de que o biossensor
detectou acil-HSLs de E. sakazakii.

ikl e

>

Figura 8. Bioensaio com A. tumefaciens NTL4(pZLR4). A. Suspensdo de células de E.
sakazakii; B. Controle negativo. Ensaios realizados em duplicata.

Tendo em vista que a ocorréncia natural de B-galactosidase em E. sakazakii
poderia hidrolisar o X-gal e produzir um resultado falso positivo, o biossensor A.
tumefaciens NTL4(pZLR4) foi utilizado em um teste com o extrato acetato de etila
de E. sakazakii, o qual deu origem a uma coloragdo verde no meio de cultura apds
24 h, confirmando a presenga de acil-HSL, que € consistente com os resultados

empregando suspensdes de células (Figura 9). O controle negativo com A.
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tumefaciens NTL4(pZLR4) foi desenvolvido com suspensdes de células em meio

LB contendo X-gal e a coloracdo verde ndo foi observada.

Figura 9. Bioensaio com A. tumefaciens NTL4(pZLR4). A. (S)-dodecanoil-HSL (controle
positivo). B. Controle negativo. C. Extrato acetato de etila de E. sakazakii. Ensaios realizados em
duplicata.

A interpretacdo de dados baseados em biossensores de acil-HSL precisa ser
cautelosa, por esse motivo, a presenca das acil-HSLs foi comprovada a partir do

isolamento e identificacdo das moléculas sinalizadoras produzidas por E. sakazakii.

1.3.2. Purificacao e caracterizacao estrutural de acil-HSL

O extrato obtido a partir de 8 L de meio de cultivo de E. sakazakii foi
submetido a um fracionamento bioguiado utilizando os biossensores A. tumefaciens
NTL4(pZLR4) e, adicionalmente, com Chromobacterium violaceum CV026. C.
violaceum CV026 é um mutante que ndo produz acil-HSLs e violaceina (Figura
10), pigmento regulado por quorum-sensing. A presenca de acil-HSLs exdgenas,
com cadeias laterais de quatro a oito carbonos, ativa a producdo deste corante

(fendtipo) tornando o meio roxo (Cha et al., 1998; McClean et al., 1997).
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Figura 10. Estrutura da violaceina.

As fracoes F50-64, eluidas com hexano:acetato de etila (50%) e acetato de
etila puro, mostraram atividade positiva frente a A. tumefaciens NTL4(pZLR4).
Adicionalmente, as fracdes F50 e F56-62 responderam a C. violaceum CV026,
indicando a presenca de acil-HSL de cadeia curta nestas fracoes, e de cadeia longa
nas demais que ativaram o biossensor A. fumefaciens.

As fragOes bioativas foram analisadas por CG-EM, monitorando os sinais
com padrdes de fragmentacdo caracteristicos das acil-HSLs, como m/z 143, 128,
102, 101, 100 e 85 (Figura 11) (Pomini et al., 2005; Chhabra et al., 1993). N-
heptanoil-HSL (1) (M™ m/z 213) (Figura 12) foi detectada nas fra¢des F56-F61.
Uma cadeia lateral ndo-substituida foi sugerida pelo decréscimo nas abundancias
relativas de -CH,CH,CH3;, m/z 156 (13%), e —-CH,CHj;, m/z 170 (4%). Verificaram-
se ainda os sinais em m/z 143, pico base resultante do rearranjo de McLafferty com
a carbonila da cadeia acila, m/z 125 (21%) (m/z 143 — H,0), m/z 128 (5 %),
fragmentacao a a carbonila da cadeia acila, m/z 100 (7%) e suas formas protonadas
m/z 101 (16 %) e 102 (12%) correspondentes ao fragmento homosserina lactona, e
o sinal em m/z 113 (13%), referente a perda do grupo homosserina lactona (M™ -

C,HgNO,).
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Figura 11. Fragmentos caracteristicos de acil-HSLs por espectrometria de massas (IE, 70 eV).
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Figura 12. A. Cromatograma de fons totais (IE, 70 eV) da fragdo F59 (0,5 mg) do extrato acetato
de etila de E. sakazakii. B. Espectro de massas de N-heptanoil-HSL (1).
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N-Dodecanoil-HSL (2) (M™ m/z 283) e N-tetradecanoil-HSL (3) (M™ m/z
311) foram detectadas nas fracdes F63-F64 (Figura 13) e F52-F56 (Figura 14)
respectivamente, ambas apresentando no espectro de massas o pico base

caracteristico das acil-HSLs em m/z 143 (Pomini et al., 2005).
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Figura 13. A. Cromatograma de ions totais (GC-EM, IE, 70 eV) da fracdo F63 (3,0 mg) do
extrato acetato de etila de E. sakazakii. B. Espectro de massas de N-dodecanoil-HSL (2).
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Figura 14. A. Cromatograma de ions totais (GC-EM, IE, 70 eV) da fracao F55 (0,5 mg) do
extrato acetato de etila de E. sakazakii. B. Espectro de massas de N-tetradecanoil-HSL (3).

As C7- e C12-HSLs (racémicas e enantidmero-S) foram sintetizadas de
acordo com metodologia previamente descrita (Pomini et al., 2005; Pomini e
Marsaioli, 2008), enquanto a C14-HSL se encontrava disponivel no laboratorio
(Pomini et al., 2009). Todos os produtos sintetizados foram caracterizados por CG-
EM, RMN de 'H, °C (CPD, DEPT 135° e 90°) e correlacdo heteronuclear 'H, BcC
a uma ligacao (gHSQC) (Figuras 1A-10A).

Os compostos detectados foram co-injetados com estas acil-HSLs sintéticas,
revelando padrio de fragmentacdo de massas e tempos de retencdo cromatograficos

correspondentes (Figuras 15 a 17).
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Figura 15. Cromatograma de fons totais (CG-EM, IE, 70 eV). A. Fracdo F59 do extrato acetato
de etila de E. sakazakii. B. (£)-N-heptanoil-HSL. C. Co-injecdo da fracdo F59 com produto

sintético.
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sintético.
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1.3.3. Configuracao absoluta das acil-HSLs

A configuracdo absoluta das acil-HSLs produzidas por E. sakazakii foi
determinada usando um cromatégrafo a gis equipado com uma coluna quiral
Chrompack (Chirasil cyclodextrin CB) e um detector de ionizacdo em chama. (+)-
N-heptanoil-HSL sintética foi utilizada para otimizar as condi¢cdes analiticas a fim
de se obter uma boa descriminacdo enantiomérica de (R) e (S) (Figura 18, IA). A
(S)-N-heptanoil-HSL sintética eluiu 66,75 min, permitindo-se concluir que no
produto racémico este enantidmero correspondia ao pico em 66,78 min, com
enantiomero (R) em 66,54 min. Dessa forma, a configuracdo da N-heptanoil-HSL
presente na fragdo F59 (66,73 min) foi correspondente ao enantidmero (§) devido a
proximidade em seus tempos de retencdo. Uma co-injecdo do produto natural com
o padrdo racémico sintético produziu um acréscimo na abundancia relativa do pico
(S) (66,73 min) em relacdo ao enantidmero (R) (66,53 min), confirmando esta
hipotese. A configuracao (S) da N-dodecanoil-HSL em F63 e N-tetradecanoil-HSL
em F55 também foi confirmada (Figura 18, II e III) (Pomini e Marsaioli, 2008;
Pomini et al., 2009).
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Figura 18. Configuracdo absoluta de (S)-N-heptanoil-HSL (I), (S)-N-dodecanoil-HSL (II) e (S)-
N-tetradecanoil-HSL (III) por CG-DIC usando coluna quiral. A. N-acil-HSL sintética racémica;
B. (S)-N-acil-HSL sintética; C. N-acil-HSL natural; D. Co-eluicio de N-acil-HSL sintética
racémica e N-acil-HSL natural.

1.3.4. Deteccao de acil-HSL em co-cultivo de E. sakazakii e B. cereus

ATCC 14579.

O bioensaio com A. tumefaciens NTL4(pZLR4) realizado com a suspensao
de células do co-cultivo de E. sakazakii e B. cereus ATCC 14579, forneceu
resultado negativo (Figura 19), indicando a auséncia de acil-HSL ou degradacdo
das mesmas. Portanto, este biossensor foi novamente utilizado com o extrato
acetato de etila do cultivo misto de E. sakazakii e B. cereus ATCC 14579 (livre de
enzimas) fornecendo uma resposta andloga (Figura 20). Estes resultados foram

interpretados como degradacdo das acil-HSLs de E. sakazakii pelas enzimas do B.
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cereus. Para confirmar esta hipétese, realizou-se um monitoramento das acil-HSLs
no extrato acetato de etila do co-cultivo de E. sakazakii e B. cereus ATCC 14579 e
investigou-se a atividade de hidrolases em diferentes cepas de B. cereus. O
bioensaio realizado apenas com a suspensdo de células de B. cereus ATCC 14579
forneceu uma resposta negativa, o que ja era esperado tendo em vista que se trata
de uma bactéria Gram-positiva que emprega outro tipo de molécula sinalizadora na

sua comunica¢ao quimica.

_—

-

Figura 19. Bioensaio com A. tumefaciens NTL4A(pZLR4). A. Suspensdo de células de B. cereus
ATCC 14579; B. Suspensao de células do co-cultivo de E. sakazakii e B. cereus ATCC 14579; C.
Controle negativo. Ensaios realizados em duplicata.

Figura 20. Bioensaio com A. tumefaciens NTL4(pZLR4). A. (S)-N-dodecanoil-HSL (controle
positivo); B. Controle negativo; C. Extrato acetato de etila do cultivo misto de E. sakazakii e B.
cereus. Ensaios realizados em duplicata.
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Uma estratégia de desreplicacdo (separacdo cromatogrifica bioguiada) foi
aplicada as fracdes cromatogrificas com A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e C.
violaceum CV026, revelando que uma tnica fracdo (M42) forneceu uma resposta
positiva com A. tumefaciens NTL4(pZLR4) (Figura 21). As andlises por CG-EM
em modo SIM (single ion monitoring, m/z 143) revelou a presenga de quantidades
tracos de (S)-N-dodecanoil-HSL (Figura 22), confirmando que a maioria das acil-
HSLs foram degradadas pelas enzimas de B. cereus ATCC 14579. Este fendmeno
de degradacdo de moléculas sinalizadoras de quorum-sensing, dependente de acil-
HSLs, pela atuacdo de acil-HSL lactonases ja foi reportada na literatura para as
espécies Erwinia carotovora e Yersinia enterocolitica (Zhao et al., 2008). Contudo,
a degradacdo de acil-HSL poderia seguir dois caminhos: a hidrolise da lactona ou a
hidrélise da ligacdo N-acil, demandando uma melhor investigacdo do mecanismo

de degradacao de acil-HSL.

Figura 21. Bioensaio com A. tumefaciens NTL4(pZLR4). Da esquerda para a direita: Tubo 1:
controle positivo usando (§)-N-dodecanoil-HSL; Tubo 2: Controle negativo. Os demais tubos s@o
fracdes do extrato AcOEt do co-cultivo de E. sakazakii e B. cereus, eluidas em AcOEt puro.
Ensaios realizados em duplicata.
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Figura 22. Cromatograma de fons totais (CG-EM, IE, 70 eV) da fracdo M42 (3,7 mg) do extrato
acetato de etila do co-cultivo de E. sakazakii e B. cereus, com expansdo do pico da (S)-N-
dodecanoil-HSL.

1.3.5. Mecanismo de degradacao de acil-HSL por enzimas de B.

cereus

Para detectar tais reagOes enzimadticas primeiramente foi selecionada e
otimizada a metodologia de espectrometria ESI-MS-MS pelo uso de misturas de

acil-HSL, 4cido graxo e homosserina em diferentes concentracdes (Tabela 1).

Tabela 1. Solu¢des utilizadas para calibrar a resposta de andlises por ESI-MS e

MS? (umol/L).

Homosserina (S)-N-Dodecanoil- Acido
Amostra
lactona homosserina lactona dodecanodico
A 422.48 271,33 383,88
B 211,30 678,56 -
C 1026,65 - 192,00
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A homosserina e a acil-HSL foram melhores detectadas no modo positivo em
niveis de 422,48 e 271,33 umol/L. Contudo, o 4cido graxo e, consequentemente, a
acil-HSL aberta (este padrao ndo foi disponivel) foram detectados eficientemente
no modo negativo em 383,88 pmol/L.

A bioreacdo para detectar as atividades de acil-HSL lactonase e/ou acil-HSL
acilase em B. cereus a fim de explicar as degradagdes sofridas pelas acil-HSLs em
co-cultivo de E. sakazakii e B. cereus foi desenvolvida com (§)-N-dodecanoil-HSL
e células de B. cereus em solu¢do tampdao. A solucdo livre de células desta
bioreacdo foi monitorada por ESI-MS-MS no modo negativo, em intervalos de 1, 3,
5 e 8 h, porém (S)-N-dodecanoil-HSL (2), N-dodecanoil homosserina (4), acido
dodecandico (5) e homosserina (6) (Figura 23) ndo foram detectados possivelmente
devido a supressdo dos sinais. Consequentemente, bioreagdes usando duas cepas
diferentes de B. cereus (ATCC 14579 e CCT 4060) foram monitoradas por 3 h,
sendo extraido previamente com acetato de etila para analise ESI-MS-MS no modo
negativo.

A bioreacdo com B. cereus CCT 4060 e (S)-N-dodecanoil-HSL (2) produziu
N-dodecanoil-homosserina (4), sugerido pela presenca do ion quasi-molecular (M-
H) de m/z 300,2183, indicando que 18 u foram adicionados a (§)-N-dodecanoil-
HSL por acdo enzimatica. Isto estd de acordo com a N-dodecanoil-homoserina (4),
confirmando a presenca de acil-HSL lactonase (Figura 23). Adicionalmente, os
ions quasi-moleculares de m/z 199,1702 e 118,0507 revelaram a formacao de 4cido
dodecandico (5) e homosserina (6), respectivamente, que sdo os produtos esperados
de uma acil-homoserina acilase sobre (§)-N-dodecanoil-homosserina (4) (Figura
23). Estes compostos ndo foram detectados nos extratos de acetato de etila das
reacOes controle com e sem células de B. cereus CCT 4060 em tampao fosfato

(Figura 24).
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Figura 23. Monitoramento da biorreacdo por ESI-MS. A. Origem esquematica de 4, 5 e 6. B.
Espectro e compostos 4, 5 e 6 indicados com setas.
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Figura 24. A) Espectro do experimento controle usando extrato de acetato de etila do tampao
fosfato e células umidas. B) Espectro do experimento controle usando tampao fosfato e substrato
((S)-N-dodecanoil-HSL).

A fragmentacdo MS® do fon quasi-molecular m/z 300,2183 produziu os fons
de m/z 282,2068, caracteristico da perda de uma molécula de 4gua, de m/z
256,2275, atribuida a perda de CO,, fragmento de m/z 198,1857, referente a
clivagem da ligacdo N-C, e ifon de m/z 118,0504, correspondente a perda da
unidade homosserina. A fragmentacdo MS* do fon de m/z 118,0507 produziu o fon

de m/z 100,0401 pela perda de uma molécula de dgua (Figura 25).
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Os genes que codificam enzimas inativadoras de acil-HSLs foram detectados
e estudados (Dong et al., 2002), mostrando que eles estdo presentes em varios
micro-organismos. Além disso, bases de dados de genomas sequenciados mostram
organismos que possuem dominios conservados para acil-HSL lactonase e acil-
HSL acilase (Deinococcus, Streptomyces, Hyphomonas, Photorhabdus e
Ralstonia), contudo o género Bacillus apresentou dominios somente para acil-HSL
lactonase (Kalia et al., 2011). A atividade de acil-HSL acilases/acil-homosserina
acilase nunca foi reportada anteriormente em Bacillus, no entanto, baseado na
promiscuidade enzimatica (Khersonsky e Tawfik, 2010), que se refere a uma
enzima aceitar mais de um substrato, e no fato de que peptidases foram detectadas
no genoma do B. cereus (Tran et al., 2010), estes resultados sdo novos, mas nao
inesperados.

Finalmente, em B. cereus ATCC 14579 somente lactonase foi detectada,
contudo, nenhuma atividade de acil-HSL acilase/acil-homosserina acilase, ou

peptidase, foi observada.
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1.4. Conclusoes parciais

Este trabalho revelou que a cepa de E. sakazakii produz trés acil-HSLs: (S)-
N-heptanoil-HSL, (S)-N-dodecanoil-HSL e (S)-N-tetradecanoil-HSL, resultado nao
reportado anteriormente para esta espécie. A identificacdo e caracterizagdo destas
estruturas foram importantes nesta primeira etapa, contudo, mais pesquisas serao
necessdrias para identificar as funcdes reguladas por estas moléculas em E.
sakazakii.

O presente trabalho também forneceu evidéncia da degradacdo de acil-HSLs
durante o co-cultivo de uma bactéria Gram-negativa (E. sakazakii) com uma
bactéria Gram-positiva (B. cereus). A investigacdo mais aprofundada deste
fendOmeno revelou uma cascata de reagOes enzimaticas com uma acil-HSL
lactonase e acil-HSL acilase/acil-homosserina acilase ou peptidase, em operagao
sincronizada, que sdo responsdveis pela degradacdo efetuada pelo B. cereus,

levando a ruptura do sistema de comunicacao via acil-HSL.
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CAPITULO 2.
Metabdlitos secundarios de Epicoccum nigrum e monitoramento de

suas producoes em cepas mutantes

2.1. Introducao

As plantas vivem associadas a diversos micro-organismos, € entre estas
associacdes encontram-se as mutualisticas com fungos micorrizicos e bactérias
fixadoras de nitrogénio, € com micro-organismos endofitos (do grego endon, no
interior, phyton, planta), os quais tém proporcionado novas perspectivas para o
estudo da interacdo planta/micro-organismo (Schulz e Boyle, 2005; Azevedo,
1999).

Os micro-organismos endofiticos, geralmente fungos e bactérias, habitam
sistematicamente no interior das plantas, sendo encontrados em 6rgaos e tecidos
vegetais como folhas, ramos e raizes, sem causar dano aparente aos seus
hospedeiros. As distin¢cdes entre fungos endofiticos, fitopatogénicos (que causam
doencgas nas plantas), e epifiticos (que vivem na superficie dos vegetais) sdo apenas
de natureza didética, uma vez que um fungo endofitico pode tornar-se um patdégeno
dependendo das condicdes ambientais ou equilibrio com outros endofiticos, assim
como um micro-organismo epifitico pode penetrar no tecido da planta e
permanecer por certo periodo, causando ou nao prejuizos (Arnold, 2007; Schulz e
Boyle, 2005; Strobel et al., 2004; Azevedo, 1999).

Estes micro-organismos endofiticos sdo potencialmente tteis na agricultura e
na industria, particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados
como vetores para introducdo de genes de interesse nas plantas (Berde et al., 2010;

Taghavi et al., 2005), como agentes biocontroladores de pragas e patogenos
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(Sandhu et al., 2012; Ryan et al., 2008) e como fontes de metabdlitos primarios
(Rajulu et al., 2011) e secundarios de interesse, como o agente antitumoral taxol
(Stierle et al., 1993), e diversos outros antibidticos.

Apenas uma pequena fracdo de aproximadamente 300.000 espécies de
plantas existentes foi investigada quanto ao potencial metabdlico da microbiota
endofitica cultivavel, consequentemente, a oportunidade de encontrar novas
espécies de micro-organismos endofiticos entre a miriade de plantas em diferentes
ecossistemas € muito grande. Desta forma, a bioprospec¢do de endofitos €
considerada uma estratégia inteligente para busca de novos compostos, permitindo
identificar novas moléculas e condi¢des fisiologicas para a sua produgdo (Yu et al.,

2010; Strobel e Daisy, 2003).

2.1.1. Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo fontes promissoras de novos produtos naturais
(Schultz e Boyle, 2005; Strobel e Daisy, 2003). Sdo representados por dois grupos
principais, os endofitos clavicipitaceous (C-endofitos) que infectam algumas
gramineas, € os endofitos ndo-clavicipitaceous (NC-endofitos), que podem ser
encontrados em tecidos de plantas ndo vasculares, gimnospermas e angiospermas
(Rodriguez et al., 2009).

A biodiversidade dos fungos endofiticos é composta por representantes dos
filos  Ascomycota, Zygomycota, Basidiomycota, Glomerulomycota e
Dothideomycete (Arnold, 2007; Huang et al., 2001), incluindo uma diversidade de
géneros como Fusarium, Neotyphodium, Epicoccum, Colletotrichum, Alternaria,

Neotyphodium, dentre vérios outros (Almeida et al., 2005).
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Todas as plantas em seus ecossistemas naturais parecem ocorrer de forma
simbidtica com fungos endofiticos (Schultz e Boyle, 2005). A interacdo bioldgica
mais simples neste sistema € a relacdo mutualistica, onde a planta fornece
nutrientes ao fungo e, em contrapartida, este fornece algum tipo de protecao
(Schultz e Boyle, 2005; Backman e Sikora, 2008; Castillho et al., 2007). Dentre os
beneficios que a planta recebe, os micro-organismos endofitos podem melhorar a
absorcdo de nutrientes das plantas hospedeiras, promover o seu crescimento,
aumentar a tolerdncia a estresses abidticos e resisténcia a patdgenos, e
eventualmente proporcionar um aumento da biomassa das plantas (Mei e Flin,
2010). A energia perdida pelo vegetal na producdo de biomassa endofitica €
integralmente compensada pela melhoria da saude da planta pela presenca destes
micro-organismos mutualisticos (Backman e Sikora, 2008; Mei e Flin, 2010).

Uma proporg¢ido elevada de fungos endofiticos (80%) produziram compostos
biologicamente ativos em testes para atividade antibacteriana, fungicida e
herbicida. Apesar das plantas colonizadas por fungos endofiticos ndo exibirem
sintomas evidentes de doencas, dos isolados de plantas saudaveis, 43%
expressaram atividades herbicidas (Schultz e Boyle, 2005; Schulz et al., 1999).

Tan e Zou (2001) revisaram uma diversidade de metabdlitos que foram
isolados de fungos endofificos, enfatizando seus possiveis papéis ecologicos. As
raizes de plantas colonizadas por endoéfitos crescem mais rapidamente do que
aquelas ndo infectadas, devido a liberacdo de fitohormoOnios e outras substancias
promotoras de crescimento pelos fungos simbiontes (Schultz e Boyle, 2005).

Existe uma chamada geral para a descoberta de novos antibidticos mais
eficazes no combate de doencas, assim como agentes quimioterapéuticos que
tenham baixa toxicidade e agroquimicos que apresentem menor impacto ambiental.

Esta pesquisa € impulsionada pelo desenvolvimento de micro-organismos
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infecciosos  resistentes (por exemplo, Staphylococcus, Mycobacterium,
Streptococcus) aos tratamentos existentes (Strobel et al., 2004 e 2003). Estudos
demonstraram que 51% de compostos bioativos isolados de fungos endofiticos
possuem estrutura quimica desconhecida, tratando-se de novos compostos
bioativos. Refor¢a-se, portanto, o grande potencial para a descoberta de substincias
antimicrobianas novas, altamente bioativas e de baixa toxicidade (Schutz et al.,
2001).

Uma diversidade de metabdlitos secundérios isolados de fungos endofiticos
foi descrita nos ultimos anos, incluindo peptideos, alcaldides, quinonas,
terpendides, esterdides, flavondides, fenodis, dentre outros. Estes produtos naturais
de fungos endofiticos mostraram inibir ou matar uma ampla variedade de micro-
organismos nocivos, tais como fitopatégenos, bactérias, virus e protozodrios que
afetam seres humanos e animais (Yu et al., 2010; Strobel et al., 2004). Basicamente
estes metabdlitos secundarios sdo derivados de quatro classes de enzimas:
policetideo sintases (PKS), peptideo sintases ndo ribossomicas (NRPS), terpeno
sintases (TS) e dimetilalil difosfato triptofano sintases (DMATS), sendo que cada
uma destas classes utiliza metabolitos simples como substrato, que sdo rearranjados
ou condensados em moléculas mais complexas, como policetideos, peptideos nao-
ribossdmicos, terpenos e alcaldides (Fox e Howlett, 2008; Keller et al., 2005).

O taxol (Paclitaxel®) (Figura 26), um diterpendide altamente funcionalizado
com potente atividade antitumoral e de alto valor no mercado internacional, isolado
originalmente das cascas da planta Taxus brevifolia, era inicialmente conhecido
como produzido somente a partir de algumas espécies vegetais. Stierle et al. (1993)
demonstraram que o mesmo poderia ser produzido pelo fungo endofitico
Taxomyces andreanae, isolado da casca da arvore Taxus brevifolia. Estudos

desenvolvidos por Li et al. (1996) revelaram que o fungo endofitico Pestalotiopsis
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microspora de Taxus wallichiana, planta nativa do Nepal, também produzia taxol.
Desta forma, um grande nimero de fungos endofiticos produzem taxol, mostrando
que esta molécula € de distribuicio mundial e ndo confinada simplesmente a
endofiticos de arvores da familia das taxaceas (Liu et al., 2009).

A vincristina (Figura 26), outra droga com atividade antitumoral e
originalmente obtida de Catharanthus roseus (Apocynaceae), também foi detectada
em culturas de um endofito, Fusarium oxysporum, na mesma planta (Lingqi et al.,
2000; Johnson et al., 1963). Este alcaléide é terapeuticamente utilizado no
tratamento de vérias doengas neoplésicas (Mann, 2002; Owellen e Donigian, 1972).

Os alcal6ides chaetoglobosinas A e C (Figura 26) foram isolados e
caracterizados da cultura de Chaetomium globosum, proveniente originalmente das
folhas de Ginkgo biloba. Estes metabodlitos mostraram significativa atividade contra
Mucor miehei e Artemia salina (Qin et al., 2009). As chaetoglobosinas A e C,
juntamente com outras micotoxinas, agentes quimicos e particulados, foram
apontadas como responsdveis pela diminui¢do da qualidade do ar em interiores de
edificios, causando a "Sindrome dos Edificios Doentes" (Fogle et al., 2007).

Acido torreiénico, uma quinona dimérica seletivamente citotGxica e agente
anticancerigeno, foi isolado do fungo endofitico Pestalotiopsis microspora de
Torreya taxifolia, arvore em extincdo (Figura 26). Este composto foi testado em
diversas linhagens de células cancerigenas, demonstrando ser 5 a 10 vezes mais
potente nas linhagens sensiveis aos agonistas de proteina quinase C (Li et al., 2003;
Lee et al., 1996).

Cryptosporiopsis cf. quercina foi isolado como endéfito de Tripterigeum
wilfordii, planta medicinal nativa da Eurasia, e demonstrou uma excelente atividade
antifingica contra alguns patégenos humanos, incluindo Candida albicans e

Trichophyton spp. Um tnico peptideo antimicético denominado criptocandina foi
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isolado e caracterizado de C. quercina, contendo um numero peculiar de acidos
hidroxilados além de um novo aminodcido, a 3-hidroxi-4-hidroxi-metil-prolina
(Figura 26). Criptocandina também ¢ ativa contra um numero de fungos
patogénicos de plantas incluindo Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea, e
atualmente estd sendo considerada para o uso contra um nimero de fungos que
causam doencas de pele e unhas (Strobel et al., 1999).

Sun et al. (2011) isolaram trés novos metabdlitos com esqueleto carbonico
contendo um anel espiro-5,6-lactona (Figura 26), do fungo endofitico Massrison sp.
associado com Rehmannia glutinosa, uma importante erva tradicional da China
utilizada no tratamento de aftas e carcinoma de mama. Estes compostos mostraram-

se ativos contra fungos patogé€nicos e c€lulas tumorais.
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2.1.2. Epicoccum nigrum

Fungos do género Epicoccum sdo encontrados em plantas, solo, ar, pele
humana e insetos. Sua dissemina¢do ocorre por meio de esporos secos conduzidos
pelo vento (Martini et al., 2009; Camatti-Sartori et al., 2005; Almeida et al., 2005;
Wittig et al., 1997). Até 1959 aproximadamente 70 espécies do género Epicoccum
foram descritas, as quais foram reavaliadas e unificadas em uma unica espécie
variavel, a Epicoccum nigrum Link (sinonimia Epicoccum purpurascens Ebrenb.
ex. Schlecht.) (Schol-Schwaz, 1959). Contudo, recentemente Favaro et al. (2011)
desenvolveram uma analise por meio de abordagem polifdsica e sugeriram a
ocorréncia de espécies ocultas dentro de E. nigrum e também que muitas das
sequéncias depositadas como E. nigrum no GenBank e cole¢do de cultura de cepas
microbianas deveriam ser reclassificadas, incluindo a cepa CBS 161.73
sequenciada por estes pesquisadores. Os compostos encontrados neste género estao
sumarizados no Quadro 2.

A espécie E. nigrum (Figura 27) € responsdvel pela produgcdo de uma
diversidade de metabdlitos secundarios (Quadro 2) que apresentam as mais
variadas atividades bioldgicas, tais como antifingica, antioxidante, antitumoral,

bactericida, etc.

Figura 27. Epicoccum nigrum Link. Fonte: http://www.mycology.adelaide.edu.au.
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Dentre os compostos encontrados em E. nigrum, a flavina apresenta
toxicidade contra fungos, sendo fracamente ativo contra bactérias (Raistrick e
Rudman, 1956; Bamford et al., 1961; Brown et al., 1987; Madrigal e Melgarejo,
1995). A epirodina, nome dado a mistura das epirodinas A e B interconversiveis em
solu¢do, sdo moléculas capazes de inibir o crescimento de Saccharomuces
cerevisiae e promover a hemolise de eritrocitos (Ikawa et al., 1978). A triornicina €
um sider6foro que apresenta atividade antitumoral (Frederick et al., 1981). A
epicoccina A mostrou atividade contra Bacilus subtilis (Zhang et al., 2007), e as
epicorazinas A e B foram ativas contra Staphylococcus aureus (Baute et al., 1978)
e os fungos Phytophthora spp. € Pythiwn spp. (Brown et al., 1987). O orevactaeno
inibe a ligacdo entre a proteina regulatéria Rev de HIV-1 e seu sitio de ligacdo ao
RNA viral, inibindo a replicacdo do HIV (Shu et al., 1987). A epicocconona é um
fluoréforo utilizado na coloragdo de membranas de células e géis de proteina e
comercialmente disponivel como LavaCell™ (ActiveMotif) e como Deep Purple™
Total Protein Stain (GE Healthcare) (Bell e Karuso, 2003).0 composto D8646-2-6
fo1 1solado como 1nibidor de telomerase pelo grupo Mitsubishi Pharma Corporation
(Kanai et al., 2007). A epicoccalona ¢ inibidora de serino protease do tipo a-
quimotripsina (Wangun et al., 2008). As epicoccinas G e H, bem como a
difenilalazina A, apresentaram inibi¢do contra a replicacdo de HIV-1 em células
C8166 (Guo et al., 2009). Epicoccinas E, M, S e ent-epicoccina G mostraram uma
potente atividade in vitro contra a liberacdo de B-glucuronidase em leucdcitos
polimorfonucleares de ratos induzidos pelo fator de ativacdo plaquetdria (Wang et
al., 2010).

A interacdo endofitica de E. nigrum com plantas € extremamente util no
biocontrole de fitopatégenos que prejudicam vérios tipos de culturas, tendo em

vista que este fungo € particularmente importante como produtor de antibioticos
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(Almeida et al., 2005). E. nigrum € um componente comum da microflora residente
(Park, 1982; Melgarejo et al., 1985), servindo como sapréfito primdrio sobre
diferentes 6rgaos de plantas vivas e secas.

E. nigrum demonstrou atividade contra Monilinia laxa, um fungo
fitopatogénico que causa doenca em culturas de frutas de carocos (Madrigal et al.,
1991; Madrigal e Melgarejo, 1995). Também foi relatada sua atividade de inibicao
contra patdgenos de uva como Plasmopara viticola (Kortekamp, 1997), bem como
contra Pythim spp., que afetam plantas de algodao (Hashem e Ali, 2004). E. nigrum
também foi descrito como antagonista de véarios fitopatdogenos aéreos, tais como
Leucostoma cincta (Biggs e Alm, 1992) e Sclerotinia sclerotiorum (Zhou et al.,
1991; Pieckenstain et al., 2001). Pesquisas desenvolvidas por Musseti et al. (2011)
mostraram que a inoculacao de E. nigrum melhorou a resisténcia de Cantharanthus

roseus contra fitoplasmas.
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Quadro 2. Metabdlitos secundarios produzidos por Epicoccum spp.

Espécie Compostos Referéncia
o)
HO
E. nierum Bamford et al.,
- nig HO 1961
OH O
Flavipina
. T . .. Ikawa et al.,
E. nigrum Epirodina (estrutura indefinida) 1978
E nierum Diffieux et al.,
. nig | 1978
i
(0]
Epicorazina A
) Deffieux et al.,
E. nigrum

Epicorazina B

1978
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E. nigrum

Friederick et
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Epicoccum sp.
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] Lee et al.,
E. nigrum o
E. nigrum Zha;goe; al.,

Epicoccinas A-D

64




Capitulo 2
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E. nigrum
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2.2. Objetivos

2.2.1. Gerais

Linhagens do fungo endofitico E. nigrum, isoladas de cana-de-agucar, foram
avaliadas quanto a sua capacidade de inibir diferentes patégenos de interesse
clinico e agrondmico pela equipe do Prof. Dr. Welington Luiz de Araujo
(Esalq/USP-Piracicaba e Laboratério de Biologia Molecular e Ecologia
Microbiana/USP-Sdo Paulo). A linhagem que apresentou maior atividade inibitéria
(P16 selvagem) foi submetida a uma transformacao mediada por A. tumefaciens,
com inser¢ao do gene hph, que confere resisténcia a higromicina, e do gene gfp,
que leva a fluorescéncia sob luz UV. Devido ao fato desta insercdo ser aleatdria,
aproximadamente 1000 mutantes foram avaliados, dos quais 12 perderam em maior
ou menor grau a atividade inibitéria frente aos diferentes patégenos (Favaro, 2009).
Desta forma, o objetivo da presente pesquisa foi monitorar alguns metabdlitos

secunddrios produzidos por E. nigrum selvagem e mutantes.

2.2.2. Especificos

e  Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos acetato de etila das linhagens
de E. nigrum selvagem e trés mutantes P16-47set, P16-17 e P16-91;

e [solar e caracterizar estruturalmente alguns metabdlitos secunddrios presentes
no extrato acetato de etila de E. nigrum P16 selvagem e monitord-los nos

extratos dos mutantes.
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2.3. Resultados e Discussao

As linhagens de E. nigrum P16-selvagem e os mutantes P16-47set, P16-17 e
P16-91 foram cultivados em larga escala e apds cultivo os sobrenadantes foram
extraidos com acetato de etila fornecendo os extratos brutos que foram avaliados
quanto aos seus potenciais antimicrobianos mediante a determinacdo das
concentragdes inibitorias minimas contra os micro-organismos representativos de
bacilo (Bacillus subtilis), bactéria Gram-negativa (Eschericha coli) e bactéria
Gram-positiva (Staphylococcus aureus). A presenca de compostos bioativos foi
indicada por manchas claras sob o fundo azul escuro, apds revelagdo com brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) (Figura 28). Na
presenca de células vivas, o MTT € reduzido a formazana (azul), permanecendo
amarelo onde o crescimento das células foi inibido (Bicalho er al., 2003).

Todos os extratos de acetato de etila dos mutantes mostraram-se incapazes de
inibir o crescimento de E. coli na faixa de concentracdo de 500 a 3,91 ppm,
enquanto o extrato do fungo selvagem inibiu a uma concentracdo minima de 250
ppm. As concentracdes inibitorias minimas dos extratos dos mutantes P16-47set e
P16-91 frente aos micro-organismos S. aureus € B. subtilis foram semelhantes as
do fungo selvagem, em contrapartida, o extrato do mutante P16-17 apresentou
menor potencial antimicrobiano. O controle do branco, realizado com agua e
dimetilsulféxido, foi incapaz de inibir o crescimento de S. aureus, mas afetou B.
subtilis e E. coli na concentracdo de 500 ppm, enquanto o controle positivo com
cloridrato de ciprofloxacino foi bastante eficiente inibindo o crescimento de todos

0s micro-organismos na faixa de concentracao de 500 a 3,91 ppm (Tabela 2).

68



Capitulo 2

Tabela 2. Concentragdo

selvagem e mutantes.

minima inibitéria (ppm) dos extratos de E. nigrum

Extratos S. aureus B. subtilis E. coli
Agua/DMSO 20% NI 500 500
Antibidtico <391 <391 <391
Selvagem 250 125 250
Mutante P16-47set 250 125 NI
Mutante P16-17 250-500 250 NI
Mutante P16-91 250 125 NI

*NI = ndo inibiu o crescimento do micro-organismo.

MTT
(amarelo)

Formazana
(azul)

Figura 28. Reacdo de redu¢ao de MTT (amarelo) em formazana (azul) pelas células microbianas.

O extrato acetato de etila de E. nigrum selvagem foi submetido a purificagdo

por cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando hexano, acetato de etila,

metanol, em ordem crescente de polaridade, finalizando com éter etilico/dcido

féormico. Foram obtidas 27 fracdes que depois de analisadas por CCD foram

reagrupadas em 14 fragdes, das quais F2 a F7 e FI1 mostraram atividade

antimicrobiana por bioautografia contra S. aureus. As fracdoes F3, F5 e F6 foram
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submetidas a um novo processo de purificagdo cromatografica visando o

isolamento de compostos bioativos.

2.3.1. Elucidacao estrutural das substancias isoladas

2.3.1.1. Meleina

OH O
81 8a 1
7 02
6 3
5 4a 4 9

Figura 29. (a) Estrutura da meleina (7).

A purificacdo da fracdo F3 resultou no isolamento da meleina (3,4-di-hidro-
8-hidroxi-3-metil-isocumarina) (7, Figura 29), que foi isolada como um sélido
branco com a férmula molecular C,yH;(O;. O espectro de massas de 7 apresentou
fon molecular m/z 178 (M", 100%) (Figura 11A em anexo). As andlises dos
espectros de RMN de 'H, Be (CPD, DEPT 135° e DEPT 90°), correlacdo
homonuclear 'H, 'H (gCOSY) e correlagio heteronuclear 'H, °C a uma ligacio
(gHSQC) de 7 (Tabela 3 e Figuras 12-16A em anexo) mostraram que O0s
deslocamentos quimicos foram de acordo com os valores da literatura para a (3R)-
meleina, isolada originalmente da espécie Aspergillus melleus (Nishikawa, 1993).
Dentre outras fontes, a meleina também foi reportada em fungos endofiticos
(Floerke et al., 2006), plantas (Rukachaisirikul et al., 2005), como feromoénio de
trilha da formiga Lasius fuliginosus (Kern et al., 1997), em secrecoes mandibulares

de formigas Carpenter (Brand et al., 1973) e secrecdes de defesa de cupins (Blun et
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al., 1982), apresentando uma variedade de atividades bioldgicas, tais como
bactericida, fungicidade e algicida (Efdi et al., 2007; Hoelker e Simpson, 1999; Sun
e Toia, 1993), o que justifica a atividade observada na fracdo da qual foi isolada.
Este € o primeiro relato de ocorréncia de meleina em E. nigrum, porém, alguns
derivados ja haviam sido encontrados como a (-)-(3R,45)-4-hidroxi-meleina e a (-)-

(3R)-5-hidroxi-meleina em Epicoccum sp. (Abdel-Lateff et al., 2003).

Tabela 3. Dados de RMN de 'H e de °C para a meleina (7) em CDCl;.

Atribuicao Oc (ppm) On (ppm) J (Hz)
1 170,1, C - _
3 76,3, CH 4,74 (m) J=6,0
4 34,8, CH, 2,93 (d) J=1,5
4a 139,3,C - -
5 118,1,CH 6,69 (d) J=1,5
6 136,3, CH 7,41 (dd) J=85¢e8,0
7 116,5, CH 6,89 (d) J=28,5
8 1624, C - ,
8a 108,5, C - -
9 21,0, CH; 1,53 (d) J=6,0
8-OH - 11,03 (s) -

Estudos biossintéticos mediante incorporacdo de precursores contendo
atomos marcados revelaram a origem policetidica da meleina (Sun e Toia, 1993;
Abell et al., 1983; Holker e Simpson, 1981). A primeira etapa na sintese desta

isocumarina consiste na condensa¢do de uma unidade acetil-CoA com quatro
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unidades de malonil-CoA pela a¢do de uma policetideo sintase (Figura 30) (Ringot

et al., 2006; O’Callanghan et al., 2003).
OH 0
o)

Acetil- CoA policetideo sintase
> O 0O —>

+
4 Malonil-CoA OH

Figura 30. Biossintese da meleina.

2.3.1.2. 4,5-Dimetil-resorcinol

OH
1
6 2
5 3
H3C 4 OH
5 Cn,
7

Figura 31. Estrutura de 4,5-dimetil-resorcinol (8).

A purificagcdo da fragdo F5 resultou no isolamento do 4,5-dimetil-resorcinol
(4,5-dimetil-benzeno-1,3-diol) (8, Figura 31), com férmula molecular CgH;,0,. O
espectro de massas de 8 apresentou fon molecular m/z 138 (M™, 9%) (Figura 17A
em anexo).

O espectro de RMN de 'H de 8 (Figura 18A - anexo) apresentou um dupleto
em Oy 6,24 (J = 2,0 Hz) correspondente a um hidrogénio acoplado ao hidrogénio
em Oy 6,18 (J = 2,0 Hz), com acoplamento meta de hidrogénio em anel aromético,

dois simpletos correspondes a duas metilas em &y 2,13 e oy 2,00 e dois simpletos
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referentes aos hidrogénios hidroxilicos em oy 7,78 e 7,92 (Tabela 4). As anélises
dos espectros de RMN de "°C (CPD, DEPT 135° ¢ DEPT 90°) e correlagio
heteronuclear 'H, °C a uma ligacdo (gHSQC) de 8 indicaram a presenca de 8 sinais
referentes a 2 CH3, 2 CH e 4 C quaternérios (Tabela 4 e Figuras 19-21A em anexo).
O espectro de diferenca de NOE (Figura 32) apresentou incrementos de
0,06% e 0,08% nos sinais dos hidrogénios de H-8 (0y 2,13) e OH-3 (dy 7,92),
respectivamente, quando a metila H-7 em 6 2,00 foi irradiada, concluindo-se, que
a mesma encontrava-se ligada ao carbono 4 (6¢ 114,4). A vizinhanga da metila H-8
em Oy 2,13 ao H-6, em oy 6,18, foi confirmada pelo incremento de 0,53% no sinal
do hidrogénio H-6 quando esta metila foi irradiada, observando-se adicionalmente
o incremento de 0,67% no sinal de H-7. A irradiacdo do hidrogénio da hidroxila em
Oy 7,92 provocou os incrementos de 1,51 e 0,01 nos sinais de H-2 (dy 6,24) e H-7
(8 2,00), respectivamente, confirmando as atribuicdes apresentadas na Tabela 4.
4,5-Dimetil-resorcinol foi isolado do fungo Penicillum spinulosum
(Verachter e Hanssens, 1975). Este composto foi responsdvel pela inibi¢cdo da
secrecao de CI de ratos (Ogata e Shibata, 2004). Estudos de marcacdo isotopica
demonstraram que [14C]—0rci1aldeid0 é convertido a 4,5-dimetil-resorcinol (Better e

Gatenback, 1977).
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(A)

0,06%
0,08%
N B
OH
/@\OH -100%
e
(B)
0,67% 0,53%
| |
OH
: -100%
\ OH
(©)
L31% 0,01%
,01%
7-\\ = LM FWN\—/\;"
l\ (T’_v(w OH 7-
-100%
OH

Figura 32. Espectro de RMN de '"H (NOESY 1D) (499,88 MHz, CDCl;, TMS) de 4,5-dimetil-
resorcinol (8), obtido por irradiacdo dos simpletos em (A) 6 2,00 (CH3), (B) 6 2,13 (CH3) e (C) o

7,92 (OH).
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H e de "°C para 4,5-dimetil-resorcinol (8) em

acetona-dg.
Atribuicio  RMN de °C (ppm) RMN de 'H (ppm) J (Hz)
1 156,4; C - -
2 101,0; CH 6,24 (d) J=2,0
3 156,7; C ] _
4 114,3; C ; _
5 137,5; C - -
6 109,2; CH 6,18 (d) J=2,0
7 11,1; CH; 2,00 (s) -
8 20,3; CH; 2,13 (s) -
1-OH - 7,78 (s) -
3-OH - 7,92 (s) -

2.3.1.3. Flavipina

H™ 80

Figura 33. Estrutura da flavipina (9).
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A purificacdo da fracdo F6 resultou no isolamento da flavipina (3,4,5-tri-
hidroxi-6-metil-benzeno-1,2-dicarboxaldeido) (9, Figura 33), com férmula
molecular CoHgOs. O espectro de massas de 9 apresentou ion molecular m/z 196
(M™, 88%) (Figura 22A em anexo). O espectro de RMN de 'H (Figura 23A em
anexo) apresentou seis simpletos equivalentes a uma metila em 0Oy 2,51, dois
hidrogénios de aldeidos em oy 10,39 e 10,58, e trés hidrogénios hidroxilicos em
oy 9,05,9,24 e 12,60. Nos espectros de RMN de BC (CDP) e correlacdo
heteronuclear 'H, ""C a uma ligagio (gHSQC) (Figura 24-25A - anexo)
observaram-se 9 sinais referentes a 6 carbonos quaternarios, 1 CH; e 2 CH, e a
atribuicdio completa dos sinais de RMN de 'H e de "°C foi finalizada pela andlise do
espectro de correlacio heteronuclear 'H, "°C a ligagdes miltiplas (gHMBC) (Tabela
5, Figura 26 A em anexo).

A flavipina foi isolada pela primeira vez das espécies de Aspergillus flavipes
e A. terreus (Raistrick e Rudman, 1956), sendo posteriormente encontrada em
Epicoccum nigrum (Bamford et al., 1961), bem como Chaetomium globosum
(Serika et al., 1982). Este composto apresenta fortes propriedades antifiingicas,
sendo fracamente toxico contra bactérias (Raistrick e Rudman, 1956; Bamford et
al., 1961; Brown et al., 1987; Madrigal e Melgarejo, 1995). Foi descrita como
substancia responsavel pelo biocontrole do fungo Monilinia laxa, um patdgeno de
plantas inibido na presenca de E. nigrum (Madrigal et al., 1991), e também como
antagonista de Meloidogyne incognita e Heterodera glycines, nematéides parasitas
de plantas (Nitao et al., 2002). Bioquimicamente, a flavipina inibe o transporte de
elétrons, a fosforilagdo oxidativa e a sintese de proteinas, possivelmente como
resultado da ligacdo cruzada dos grupos orto-dialdeidos aromadticos com os

residuos de lisina na proteina citocromo C e membranas mitocondriais (Nitao et al.,

2002; Madrigal e Melgarejo, 1994; White e Elliott, 1972, 1980).
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H, C e gHMBC da flavipina (9) em acetona-dg.

Atribuicfo 8¢ (ppm) Ou (ppm) HMBC (H > C#)

1 128,9; C - -

2 113,1; C - ]

3 151,7; C - -

4 136,6; C - -

5 150,4; C - ]

6 124,7, C - _

7 192,9; CH 10,58 (s) 6,5 4¢e3

8 197,5; CH 10,39 (s) 4,3e2

9 10,2; CH; 2,51 (s) 6,5,4,2e1l
3-OH - 12,60 (s) -
4-OH - 9,05 (s) -
5-OH - 9,24 (s) -

Arpergillus flaviceps produz &acido 5-metil-orselinico como precursor da

flavipina (9) (Figura 34). Estudos biossintéticos utilizando unidades de acetato e

metionina marcados, bem como precursores aromaticos, forneceram evidéncias de

que ocorre uma metilacdo apds a cadeia tetracetidica ter sido formada (Herbert,

1989).
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1 x Acetil-CoA
+ 3 x Malonil-CoA

HO

O (0] O O
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j S-adenosil-metionina
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Cl
0 0 0 0
Wqﬁ)\ﬁ;{% —
H;C CGS < ST Enz
CHO HO
-
CHO COH
OH 3 OH

Flavipina Acido 5-metil-orselinico

Figura 34. Biossintese da flavipina (9).

2.3.1.4. Epicolactona

Figura 35. Estrutura da epicolactona (10).

A purificacdo da fracdo bioativa F6 possibilitou o isolamento do novo
produto natural (1R*,5S*,9S* 13R*,14R*)-11,14,16-trihidroxi-10,17-dimetil-3,7-
dioxapentaciclo[11.4.0.0'.0>?.0°'*]heptadeca-10,16-dieno-4,12,15-triona, que foi
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denominada de epicolactona (10, Figura 35). Este metabdlito foi isolado como
cristais brancos, ao qual foi atribuido a férmula molecular C;H;¢Og (10 graus de
insaturacdo) baseado em HR-ESI-MS (m/z 347,0748 [M - H] para C7H;cOg
347,0772) em combinacdo com dados de RMN de 'He BC.

A andlise dos dados de RMN de 'H, °C (CPD, DEPT 135° e DEPT 90°), e
correlacido heteronuclear 'H, °C a uma ligacio (gHSQC) (Tabela 6, Figuras 29-
32A em anexo) de (10) mostrou a ocorréncia de 3 simpletos em oy 6,07, 8,50, e
8,61, com nenhuma correlagdo aos carbonos e, portanto, atribuidos a OH, dois
grupos metilas, trés oximetilénicos com hidrogénios diastereotdpicos, um metino, e
11 carbonos ndo ligados a hidrogénios, trés dos quais eram carbonos carbonilicos.
O espectro de correlagdo homonuclear 'H, '"H (gCOSY) (Figuras 33A em anexo)
confirmou a presenca dos trés sistemas de spins atribuidos a dois hidrogénios
oximetilénicos diastereotopicos. Os nove hidrogénios remanescentes mostraram
nenhum acoplamento escalar ou correlagdes. Estas informagdes combinadas com a
andlise de cristalografia de raio-X, desenvolvida pelo grupo do Prof. Dr. Ricardo
Aparicio (Unicamp), revelou uma molécula quasi-simétrica com nenhum esqueleto

semelhante na literatura (Figura 36).
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Figura 36. Representacio ORTEP da epicolactona mostrando elipséides de deslocamentos
desenhados no nivel de 50% de probabilidade. Atomos de H sdo apresentados como esferas
pequenas de raio arbitrdrio.

As atribui¢des dos sinais d¢ RMN de 'H e de "’C da epicolactona foram
concluidas com a andlise do espectro de correlacio heteronuclear 'H, °C a ligacdes
multiplas (gHMBC) (Tabela 6 e Figura 34A em anexo). O sinal do hidrogénio
oximetilénico em dy 4,51 (H-2) correlaciona-se com os sinais em oc 128,7 (C-17),
71,3 (C-13) e 50,1 (C-1), enquanto o sinal em oy 4,16 (H-2’) apresenta correlacao
com o¢c 71,3 (C-13), 68,3 (C-5), 176,0 (C-4) e 50,1 (C-1). O sinal em Jy 3,70 (H-6)
correlaciona-se com o¢ 66,6 (C-8), 176,0 (C-4) e 50,1 (C-1), e o sinal em oy 3,53
(H-6°) com o¢c 176,0 (C-4) e 50,1 (C-1). Adicionalmente, o hidrogénio
oximetilénico em dy 3,90 (H-8) apresenta correlacdo com d¢ 90,9 (C-14), 73,0 (C-
6) e 68,3 (C-5), e o sinal dy 3,65 (H-8’) com oJ¢ 90,9 (C-14) e 127,5 (C-10). O
hidrogénio metinico em dy 3,06 (H-13) mostrou correlacdo com os sinais em Jc

128,7 (C-17), 192,8 (C-15), 90,9 (C-14), 190,1 (C-12), 146,6 (C-11), 67,7 (C-9) e
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50,1 (C-1). Os hidrogénios hidroxilicos em oy 8,50 (11-OH) e 8,61 (16-OH)
apresentaram correlagdes com o¢c 190,1 (C-12), 146,6 (C-11) e 127,5 (C-10), e com
oc 128,7 (C-17), 145,9 (C-16) e 192,8 (C-15), respectivamente, enquanto o terceiro
hidrogénio hidroxilico em dy 6,07 (14-OH) correlacionou-se com dc 192,8 (C-15),
90,9 (C-14), 71,3 (C-13) e 67,7 (C-9). O sinal em oy 1,79 (H-18) correlacionou-se
com Jc 190,1 (C-12), 146,6 (C-11), 127,5 (C-10) e 67,7 (C-9), e o sinal em oy 1,96
(H-19) correlacionou-se com oc 128,7 (C-17), 145,9 (C-16), 192,8 (C-15), 67,7 (C-
9) e 50,1 (C-1).

As correlacdes no espectro NOESY (Figura 35A em anexo) entre H-2 e H-
19, H-2” e H-13, e entre H-8” e H-18, forneceram mais suporte a estas atribuicdes,

bem como as correlagcdes entre 11-OH e 14-OH, e 16-OH e 14-OH (Figura 37).

= NOESY
Figura 37. Correlagdes NOESY da epicolactona (10).
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H, °C e correlacio heteronuclear 'H, "°C a ligacdes
multiplas (gHMBC) para a epicolactona (10) em DMSO-d.

Atribuicdo Jc (ppm)

on (ppm) HMBC (H > C#)

1

10
11
11-OH
12
13
14
14-OH
15
16
16-OH
17
18
19

50,1, C - -
H-2 4,51): 17,13 ¢ 1
H-2’ (4,16): 13,5,4¢ 1
176,0, C - -
68,3, C - -
H-6 (3,70): 8, 4 ¢ 1
H-6" (3,53): 4 e |
H-8 (3,90): 14,6 ¢ 5
H-8° (3,65): 14 € 10

672,CH, 4,51 (d), 4,16 (d),J=9,6 Hz

73,0, CH, 3,70 (d), 3,53 (d), J=10,4 Hz

66,6, CH, 3,90 (d), 3,65 (d),J=9,8 Hz

67,7, C - -
127,5,C ; ]
146,6, C - -
- 8,50 (s) 12,11 ¢ 10
190,1, C - -
71,3, CH 3,06 (s) 17,15, 14,12, 11,9 ¢ 1
90,9, C - -
- 6,07 (s) 15, 14,13 €9
192,8, C - -
145,9, C - -
- 8,61 (s) 17,16 € 15
128,7, C - -
14,4, CH, 1,79 (s) 12,11,10€9
13,0, CH; 1,96 (s) 17,16, 15,9 ¢ 1
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Um aspecto incomum em relacdo a epicolactona € que o grupo de espago do
cristal (P1) contém um centro de inversdo como um elemento de simetria, contudo
a epicolactona é quiral e a existéncia de uma simetria impropria implica que ambos
0s enantidmeros estdo presentes no cristal. A razdo enantiomérica nio foi
determinada, mas o baixo valor de rotacdo dptica sugere uma razao de quase 1:1. O
1solamento de metabdlitos secundarios racémicos nao € incomum, hd precedentes
como o ipsdienol, feromonio produzido por machos de besouros do pinheiro, o qual
ocorre em diferentes razdes enantiOmericas, que tem a funcdo de distinguir os
individuos de diferentes populagdes destes insetos (Miller et al., 1989). O gossipol
¢ outro exemplo de metabdlito secunddrio que ocorre naturalmente rac€mico
(Huang, 1988; Freedman et al., 2003).

A epicolactona foi avaliada quanto a sua atividade antimicrobiana contra os
S. aureus, B. subtilis, E. coli, e, adicionalmente, contra C. albicans, por meio da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima. Entretanto, este metabodlito nao

foi ativo contra nenhum destes micro-organismos (Figura 36 A em anexo).

2.3.2. Monitoramento da producido dos compostos isolados em E.

nigrum selvagem nas cepas mutantes

Com a finalidade de verificar se compostos que foram isolados no presente
trabalho em E. nigrum selvagem encontravam-se nas cepas mutantes P16-47set,
P16-17 e P16-91, 20 mg dos seus extratos (dissolvidos em acetato de etila) foram
eluidos em placa de CCD preparativa, utilizando como eluente benzeno/acetato de
etila (6:4). Apo6s elui¢do, os compostos arrastados pelo solvente foram separados
dos que permaneceram na base, e, em seguida, extraidos da silica com acetato de

etila e acetonitrila, e analisados por CG-EM (Figura 38).
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benzeno/acetato de etila (6:4) do extrato de E. nigrum selvagem (A), mutantes P16-47set (B),

P16-17 (C) e P16-91 (D).
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Em todos os mutantes foi verificada a ocorréncia dos trés compostos que
foram isolados no fungo selvagem (meleina 7, 4,5-dimetil-resorcinol 8 e
epicolactona 10), contudo, em diferentes propor¢des. Observou-se um acimulo da
producdo de meleina e diminui¢do nas abundancias relativas de 4,5-dimetil-
resorcinol e da epicolactona, a qual foi encontrada em quantidades tracos no
mutante P16-91. Interessantemente, foi observado o acimulo de um composto
adicional, a 5-hidroxi-meleina (11), que ndo foi produzido pelo fungo selvagem e
somente pelos mutantes. Estas modificagOes sinalizaram a alteracdo dos genes
envolvidos na rota biossintética destes metabolitos. O monitoramento da presenca
de flavipina (9) por ESI-MS (m/z 195,0295 [M - HJ, calc. para CoHgOs 195,0372)
permitiu verificar sua presenca em todos os mutantes.

Uma rédpida avaliagdo das rotas biossintéticas de 7, 8 e 9 indicou que estes
compostos tém origem policetidica comprovada. A origem policetidica da 5-
hidroxi-meleina (11) estd atrelada a meleina, portanto, é possivel sinalizar que os
transformantes sofreram alteracdo do cluster PKS (policetideo sintase) ativando a
acao de uma P450 sobre a meleina, como comprovado pelos estudos paralelos
realizados pela equipe do Prof. Dr. Welington L. Aratjo.

A 5-hidroxi-meleina (3,4-dihidro-5,8-dihidroxi-3-metil-isocumarina) (11,
Figura 39) foi isolada como um s6lido branco com a férmula molecular C(H¢O,4 €

espectro de massas com fon molecular de m/z 194 (M™, 100%) (Figura 37A em
anexo). Os dados de RMN de 'H de 11 (Figura 38 A em anexo) foram semelhantes

aos da literatura para (-)-(3R)-5-hidroxi-meleina, isolada originalmente de madeira
podre infectada por um fungo ndo identificado, e também do fungo Septoria
nodorum (Devys et al., 1994; Alvarenga et al., 1978). A completa confirmagdo
estrutural de 11 foi efetuada pela andlise dos espectros de RMN de "°C (CDP,
DEPT 135° e 90°), correlagdes homonucleares 'H, 'H (gCOSY) (Tabela 7 e
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Figuras 39-41A em anexo) e NOE diferencial (Figura 40), onde foi possivel
comprovar a presenga de um substituinte no carbono 5, ou seja, uma hidroxila. Este
€ o primeiro relato deste metabdlito em E. nigrum, contudo a (-)-(3R)-5-hidroxi-

meleina j4 foi encontrada em Epicoccum sp. (Abdel-Lateff et al., 2003).

OH O

Figura 39. Estrutura da 5-hidroxi-meleina (11).

Tabela 7. Dados de RMN de 'H e de "°C para a 5-hidroxi-meleina (11) em acetona-

de.
Atribuicdo dc (ppm) On (ppm) J (Hz)
1 170,9, C . -
3 77,0; CH 4,75 (m) -
4 21,1;CH, 2,65(dd)e3,19(dd) J=169e34eJ=169¢ 11,5
4a 125,7; C - -
5 146,4; C - -
6 124,8; CH 6,71 (d) J=38.9
7 116,2; CH 7,41 (d) J=28)9
8 156,3; C - -
8a 109,2, C - -
9 20,3; CH; 1,50 (d) J=63
OH - 8,38 (s) -
OH - 10,57 (s) -
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Figura 40. Espectro de RMN de '"H (NOESY 1D) (400,13 MHz, acetona-d¢) de 5-hidroxi-
meleina (11), obtido por irradiag¢do dos sinais em (A) oy 2,65, (B) 3,19 e (C) 6,71.
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2.4. Conclusoes parciais

O estudo quimico do extrato acetato de etila do fungo E. nigrum permitiu o
isolamento dos compostos ja conhecidos na literatura: meleina, 4,5-dimetil-
resorcinol e flavipina. Adicionalmente foi identificado o novo produto natural que
denominamos epicolactona, o qual foi inativo contra os micro-organismos S.
aureus, B. subtillis, E. coli e C. albicans.

A alteracio na produgcdo de meleina e 4,5-dimetil-resorcinol nos trés
transformantes em comparacdo ao fungo selvagem confirmou a ocorréncia da
mutacdo no cluster PKS, corroborando com os resultados obtidos pela equipe do
Prof. Dr. Welington L. Aradjo (USP).

O monitoramento da producdo da epicolactona permitiu verificar que este
metabdlito foi praticamente inexistente no mutante P16-91, levando-se a concluir
que genes presentes na rota biossintética desta molécula, possivelmente também

relacionados ao cluster PKS, foram alterados neste mutante.
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CAPITULO 3.
Feromonios produzidos por individuos da espécie Tetragonisca

angustula

3.1. Introducao

Os insetos estdo inseridos em um grande filo zool6gico (Insecta) dividido em
varias ordens, dentre as quais se encontra a ordem Hymenoptera, que compreende
as formigas (Formicoidea), as vespas (Vespoidea) e as abelhas (Apoidea)
(Nogueira-Neto, 1997). A superfamilia Apoidea na qual todas as abelhas estdo
reunidas encontra-se subdividida em onze familias: Melittidae, Ctenoplectridae,
Colletidae, Stenotritidae, Andrenidae, Oxaeidae, Megachilidae, Fideliidae,
Halictidae, Anthophoridae e Apidae. A familia Apidae, por sua vez, subdivide-se
em quatro subfamilias: Euglossinae (abelhas das orquideas), Bombinae
(mamangavas), Apinae (abelhas do mel) e Meliponinae (abelhas sem ferrdao)
(Figura 41) (Michener, 2007; Nogueira-Neto, 1997; Camargo e Pedro, 1992;
Roubik, 1989).

Figura 41. Exemplos de espécies pertencentes as subfamilias (da esquerda para a direita):
Euglossinae (Euglossa cordata), Bombinae (Bombus hypnorum), Apinae (Apis mellifera) e
Meliponinae (Tetragonisca an(g'ustula).1

" Euglossa cordata, disponivel em http://flickriver.com/groups/fotografiamacro/pool/random/. Bombus hypnorum,
disponivel em http://www.wildaboutbritain.co.uk/pictures/showphoto.php/photo/79118/size/big. Apis mellifera,
disponivel ~em  http://calphotos.berkeley.edu/cgi/img query?enlarge=0000+0000+0506+0034.  Tetragonisca
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As espécies da familia Apidae possuem como caracteristica comum o fato
das abelhas utilizarem cera ou cerume’ na construcdo de ninhos, células de cria ou
células ou depositos de alimento. Outra caracteristica comum entre estas quatro
subfamilias Apidae, com algumas excecoes, € a presenca de uma concavidade
denominada corbicula, situada nas tibias das patas traseiras das fémeas, cuja fungdo
€ carregar o polen das flores ou outras substancias para os seus ninhos (Figura 42).
Entre os individuos destas subfamilias que ndo possuem corbicula estdo as rainhas
de Meliponinae e Apinae, bem como as fémeas das espécies parasitas € os machos
de todos esses quatro grupos (Michener, 2007; Silveira et al., 2002; Nogueira-Neto,
1997).

Figura 42. Espécie de Bombinae (Bombus sp.) com pdlen na cérbicula (em destaque).3

Estima-se que existam cerca de 30 mil espécies de abelhas distribuidas nas
diferentes regides do mundo (Michener, 2007), com aproximadamente 5000 sendo
encontradas no Brasil (Santos, 2002). Dentre esta diversidade de espécies
descritas, 85% sao solitarias (Batra, 1984) e outras vivem em coldnias, conhecidas

como sociais (Michener, 2007).

angustula, disponivel em http://abelhasdobrasil.blogspot.com/2011/03/fotos-incriveis-da-abelha-jatai-dentro.html.
Acessos em 03/03/2012.

? Cerume: mistura de cera pura e branca, secretada pelas abelhas, com o prépolis que elas retiram dos eventuais
ferimentos que algum acidente ou corte causou a uma drvore ou arbusto.

3 Corbicula, disponivel em http://pt.encydia.com/es/Polen, acessado em 03/03/2012.
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Uma colonia consiste de duas ou mais fémeas adultas que vivem em um
unico ninho, independentemente de suas relacdes. Frequentemente, as fémeas de
uma colonia podem ser divididas em: (1) operarias, que realizam a maioria ou
todo o trabalho de forrageamento, cuidado do ninho, guarda, etc., € muitas vezes
ndo sdo acasaladas; e (2) uma rainha, que faz a maioria ou a totalidade da postura
de ovos, a qual € acasalada. A rainha € frequentemente maior do que as operarias
(Michener, 2007).

Dentre as espécies que vivem em coldnias, existem as abelhas altamente
eussociais, onde as rainhas e operdrias sdo morfologicamente muito diferentes, e a
rainha € incapaz de viver sozinha, bem como as operdrias, que ndo formam
colonias viaveis por si sO. Tais abelhas sempre vivem em colonias e sdo

pertencentes somente a duas subfamilias: Apinae e Meliponinae (Michener, 2007).

3.1.1. Abelhas sem ferrao

Todos os machos da ordem Hymenoptera apresentam ferrao atrofiado (6rgao
de defesa), entretanto, na subfamilia Meliponinae, da qual deriva o nome
meliponineo, as f€meas também sdo caracterizadas especificamente por nao
possuirem ferrdo. Por esse motivo as espécies pertencentes aos meliponineos sao
também conhecidas popularmente como abelhas sem ferrdo, e por serem
tradicionalmente manejadas por povos indigenas, também sdo chamadas de abelhas
indigenas (Nogueira-Neto, 1997).

Os meliponineos constituem um importante grupo de abelhas com cerca de
400 espécies pertencentes a, aproximadamente, 50 géneros (Velthuis, 1997). Sao
classificados em duas tribos: Meliponini e Trigonini. A tribo Meliponini possui

unicamente o género Melipona, enquanto a tribo Trigonini constitui um grupo
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muito diversificado, com dezenas de gé€neros (Nogueira-Neto, 1997; Camargo e
Pedro, 1992; Wille, 1983; Moure 1961 e 1951).

O género Melipona é composto por cerca de 40 espécies, sendo 36
encontradas no Brasil (Michener, 2007; Silveira et al., 2002), com muitas destas
ocorrendo na regido amazonica (Cortopassi-Laurino et al., 2007). Sao abelhas
relativamente grandes e diversas espécies sao criadas para a produ¢ao de mel em
populagdes rurais. As espécies do género Melipona coletam alimentos ao longo do
ano preferindo visitar plantas das familias Leguminosae, Solanaceae, Myrtaceae e
Melastomataceae (Cortopassi-Laurino et al., 2007; Wilms & Wiechers, 1997;
Ramalho et al., 1990) e também Orquidaceae (Cortopassi-Laurino et al., 2007;
Reis, 2005). Possuem como caracteristica comum, a auséncia de favos especiais
para criagdo das rainhas, chamados de células reais, ou seja, todos os individuos
destas espécies (rainhas, operarias e machos) sdo criados no mesmo tipo de célula.
Outra caracteristica que distingue esta tribo estd relacionada com a entrada dos
ninhos, que se encontra quase sempre no centro de uma estrutura construida de
terra ou geoprépolis® (Nogueira-Neto, 1997).

Ao contrario da tribo Meliponini, quase todas as espécies pertencentes a
Trigonini constroem células reais, as quais sao maiores que as células destinadas a
operdrias ou machos. Porém, existem algumas excecdes, como as espécies de
Frieseomelitta spp. e, as vezes, Leurotrigona, que apesar de possuirem rainhas
grandes que emergem de casulos reais, estas ndo constroem tais estruturas uma vez
que esporadicamente uma larva perfura a célula de cria vizinha, consome o seu
alimento e assim, devido ao seu tamanho maior, tece um casulo real (Nogueira-

Neto, 1997). Algumas das células muito ocasionalmente podem originar machos

4 , . . . .
Geopropolis: argila e resinas vegetais.
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(Nogueira-Neto, 1997; Imperatriz-Fonseca e Zucchi, 1995) e operarias gigantes
(Imperatriz-Fonseca e Zucchi, 1995; Oliveira e Imperatriz-Fonseca, 1973).

As abelhas indigenas sem ferrdo ocorrem tipicamente nas regides tropicais €
algumas regioes de clima temperado subtropical do planeta. Assim, estas abelhas
sdo encontradas na maior parte da América Neotropical, além de Austrilia,
Indonésia, Maldsia, India e Africa (Nogueira-Neto, 1997; Camargo e Pedro, 1992).

Com excecdo das espécies carnivoras Trigona crassipes, T. hypogea e T.
necrophaga, a maioria das espécies de abelhas sem ferrdo alimenta-se de pdlen,
fonte de proteina, e néctar, fonte de energia (Nieh, 2004; Nogueira-Neto, 1997;
Velthuis, 1997). Neste sentido, a0 mesmo tempo em que estas abelhas recebem
suas recompensas florais, as flores sao beneficiadas com a polinizacao.

Provavelmente a atividade mais importante das abelhas em termos de
beneficios ao homem, € a sua contribui¢do a poliniza¢do da vegetacdo, assegurando
a perpetuacdo de milhares de plantas nativas e das exdticas cultivadas (Michener,
2007, Kerr et al., 1996). No Brasil existem cerca de 300 espécies de abelhas
indigenas sem ferrdo espalhadas por todo territdrio nacional (Nogueira-Neto, 1970,
1997), as quais sdo responsaveis por 40 a 90% da polinizacdo cruzada em florestas
tropicais, sendo as 60 a 10% restantes polinizadas pelas abelhas solitdrias,
borboletas, coledpteros, morcegos, aves, alguns mamiferos, dgua, vento, e pelas
abelhas africanizadas (Thakur, 2012; Kerr et al., 1996). Apesar disso, no Brasil
muitas espécies de abelhas sem ferrdo estdo ameacadas de extin¢do devido as
alteracdes de seus ecossistemas, como o desmatamento, uso indiscriminado de
agrotoxico e acao predatdria de meleiros (Kerr et al., 1996). Além da contribui¢do a
polinizagdo, estas abelhas também sdo importantes do ponto de vista nutricional e
terapéutico do seu mel, e fabricagcdo de cera (Thakur, 2012; Kerr et al., 1996).

Os meliponineos vivem em coldnias perenes construidas, geralmente, em

cavidades pré-existentes em ocos de arvores (Roubik, 2006; Nogueira-Neto, 1997).

95



Capitulo 3

As colonias sdo compostas por uma rainha, operarias ¢ machos recém-emergidos.
A rainha € responsavel pela postura dos ovos que vao dar origem as fémeas
(rainhas e operdrias) e machos, sendo denominada rainha fisogastrica. Colonias
de Melipona bicolor com grandes populagdes pode conter até cinco rainhas
fisogastricas envolvidas simultaneamente na oviposicdo, € aparentemente sem
qualquer comportamento agonistico (Imperatriz-Fonseca e Zacchi, 1995). As
operdrias realizam as tarefas de construcio e manutencdo da estrutura fisica da
colonia, coleta e processamento do alimento, cuidado com a cria e defesa. Os
machos sdo produzidos em grande numero em certas €pocas do ano e,
normalmente, alguns dias apds emergirem, sdao expulsos da coldnia.
Esporadicamente estes individuos realizam algumas tarefas dentro da colonia, e sdo
responsaveis por fecundarem as rainhas virgens, durante o voo nupcial (Michener,
2007; Kerr et al., 1996 ; Roubik, 1989). Em algumas espécies de meliponineos, ha
indicacdes de producdo de machos pelas operarias, denominadas operarias
poedeiras, as quais tém a capacidade de desenvolver ovdrios, mesmo na presenca
de rainhas (Cruz-Landim, 2009).

A constante producdo de rainhas € uma caracteristica marcante do
comportamento reprodutivo das abelhas sem ferrdo. O sistema de provisionamento
de massa para a alimentacdo larval em meliponineos ndo permite uma resposta
rdpida as perdas das abelhas, e como resultado, rainhas de substitui¢do precisam
estar disponiveis o tempo todo. Se houver perda de rainha no ninho de Apis
mellifera Linnaeus, por exemplo, larvas de operdrias jovens podem ser criadas para
se tornarem rainhas de emergéncia, através da alteracdo da dieta larval. Contudo,
no caso de abelhas sem ferrdo, geralmente hd dois sistemas para producido de
rainha. Em colonias de Trigona, onde as rainhas sdo criadas em células reais,
somente algumas rainhas virgens sdo produzidas. Elas podem permanecer vivas

pelas operdrias por um tempo consideravel e em algumas espécies, rainhas
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emergentes sdo “presas” em células de armazenamento de alimento vazias
(Sommeijer et al., 2003). Em contraste, nas espécies de Melipona a determinagao
das castas é em parte genética, tendo em vista que ha uma combinacdo de fatores
genéticos e troficos (Michener, 2007).

Na tribo Meliponi, rainhas virgens emergem durante todo o ano, e sdo
menores do que as operdrias, sendo normalmente mortas por estas ultimas. Estas
rainhas apresentam caracteristicas semelhantes em seu repertério comportamental,
pois elas tém uma ontogenia mais curta do que as operarias (dados para Melipona
marginata € M. quadrifasciata), e normalmente emergem sem atratividade, isto €,
elas ndo liberam respostas especificas em operarias. No inicio da atratividade elas
se movem mais rapidamente ao redor do ninho, pedindo comida as operarias pelo
contato com as antenas ajudadas por suas patas dianteiras, sendo esta a fase em que
provavelmente comeca a producdo de feromdnio. No auge de sua capacidade de
atracdo, elas expdoem seu abdome inchado para a maioria das operérias ao redor,
através de movimentos circulares, podendo, entdo, serem mortas ou aceitas.
Quando a rainha € aceita, ela ajuda as operéarias a eliminar as outras rainhas virgens
(Imperatriz-Fonseca e Zacchi, 1995). Pesquisas desenvolvidas com Melipona
favosa (Fabricius) mostraram que as rainhas virgens desta espécie sdo capazes de
deixar o ninho caso ndo sejam aceitas pelas operdrias na coldnia-mde. Ao
abandonar seus ninhos, estas rainhas se alimentam em flores, e podem visitar sitios
de congregacdo de machos. Tais rainhas virgens buscam outras colOnias de sua
propria espécie, conseguindo passar pelas guardas e entrar nos ninhos (Sommeijer
et al., 2003).

As atividades desempenhadas pelas rainhas virgens no momento de
emergéncia, na tribo Trigonini, diferem de espécie a espécie. Em algumas espécies,
muitas rainhas nascem ndo atrativas e ndo pigmentadas, como por exemplo,

Scaptotrigona, Paratrigona, Schwarziana e Nannotrigona, enquanto em outras elas
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j& nascem apresentando atratividade, como em Plebeia, Frieseomelitta,
Tetragonula, Meliponula e Friesella. Feromonios de atragdao emitidos pela rainha
recém-emergida causam mudancas no comportamento intranidal, que pode até
mesmo alterar o processo de construcdo de células de cria, desencadeando
respostas especificas de operarias. Em casos excepcionais, a rainha pode ser tdo
atraente que pode substituir a rainha dominante do ninho, como acontece com
Plebeia remota (Imperatriz-Fonseca e Zacchi, 1995).

Nos meliponineos, apds a copula a genitdlia do macho fica presa a da fémea,
obstruindo sua abertura genital, sendo removida apds alguns dias,
consequentemente, nessas abelhas a rainha € inseminada por um tnico macho (Kerr
e Krause, 1950). Rainhas j4 inseminadas, apds iniciarem a postura, se
acidentalmente, sdao expostas a machos maduros (quando da manipulacdo de
colméia, por exemplo) podem copular com estes. Em alguns casos, varios machos
tentam copular com a rainha e podem feri-la, ocasionando sua morte (Melo e
Campos, 1990). Os machos de abelha sem ferrdo nunca procuram aleatoriamente o
ambiente das fémeas, mas concentram suas atividades na forma de aglomerados
tempordrios nos provaveis locais em que elas podem ocorrer, permanecendo perto
da entrada das coldnias ou na vizinhanga, onde aguardam o voo nupcial da rainha
virgem (Velthuis et al., 2005; Sommeijer e Bruijin, 1995; Eickwort e Ginsberg,
1980). Este aglomerado comeca poucos dias antes do voo nupcial e se dispersa

alguns dias depois (Velthuis et al., 2005).
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3.1.2. Comunicaciao quimica em abelhas sociais

A comunicacdo em abelhas sociais, bem como nos insetos em geral, é
mediada por varios canais sensoriais, usando sinais visuais, acusticos, tateis,
algumas vezes magnéticos, e principalmente pela acdo de sinais quimicos, que sao
feromonios produzidos por uma variedade de glandulas exdcrinas, distribuidas aos
longo de todo o corpo dos insetos (Billen, 2011 e 2006).

As glandulas exdcrinas sdo muito numerosas nos insetos sociais, uma vez
que diversas atividades dentro da colOnia sdo reguladas por feromonios produzidos
pelas mesmas. Billen (2006) distinguiram um total de 105 diferentes glandulas
exdOcrinas entre estes insetos. Na Figura 43 estdo distinguidas as glandulas

exocrinas de abelhas, cujas secrecoes liberadas desempenham diferentes funcdes na

comunicacao quimica.
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Figura 43. Glandulas exdcrinas presentes no corpo das abelhas (Billen, 2006).

A glandula Dufour, acesséria do aparelho de veneno e descrita pela
primeira vez por Dufour (1834), é encontrada em todas as fémeas dos himendpteros

aculeados, sendo sua func¢do, em grande parte, desconhecida nas abelhas sociais.
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Em meliponineos e outras espécies de abelhas, esta glandula apresenta-se mais
desenvolvida nas rainhas que nas operdrias, e na maioria das espécies de abelhas
sem ferrdo encontra-se ausente nas operarias (Cruz-Landim, 2009; Abdalla e Cruz-
Landim, 2001).

Pesquisas desenvolvidas por Katzav-Gozansky et al. (1997) mostraram que a
secrecao da glandula de Dufour em operarias poedeiras e rainhas de Apis mellifera
¢ composta de hidrocarbonetos e €steres, enquanto que em operarias nao-poedeiras
€ composta apenas por hidrocarbonetos. De acordo com estes pesquisadores, tais
ésteres servem para marcar os ovos da rainha a fim de prevenir sua eliminagao,
durante a atividade de inspe¢do das operarias. Adicionalmente, os mesmos ésteres
foram encontrados na secrecdo de operdrias poedeiras de colonias orfas, os quais
provavelmente sdao usados por elas para mimetizar os ovos da rainha, impedindo
que os mesmos sejam ingeridos por outras operdrias da col6nia. Este fato sugere
que a rota biossintética dos ésteres estd presente em ambas as castas, mas, de
alguma forma, € inibida nas operdrias na presenca da rainha. Desta forma, a
marcacdo do ovo pela rainha é considerada como um dos meios para distinguir
ovos produzidos pela rainha daqueles produzidos pelas operarias poedeiras
(Oldroyd et al., 2002; Katzav-Gozansky et al., 1997), porém a funcdo exata desta
glandula ainda € contestada.

Abdalla et al. (2004) investigaram as diferencas na composi¢do quimica da
secrecao da glandula de Dufour de rainhas virgens e fisogastricas de Melipona
bicolor, e observaram que a secre¢do da glandula de rainhas virgens consiste de
hidrocarbonetos, enquanto a das rainhas fisogdstricas contém, além de
hidrocarbonetos, uma variedade de outros compostos, tais como ésteres isobutiricos
e acéticos. Adicionalmente, foi verificado que a secrecdo da glandula de Dufour de
M. bicolor pode ser usada para as operdrias identificarem a rainha fisogdstrica.

Bioensaios demonstraram que extratos desta glandula provoca a atracdo de
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operdarias, enquanto que as rainhas virgens sdo repelidas, principalmente se estes
extratos forem depositados na drea de cria do ninho (Cruz-Landim, 2009; Abdalla,
2004).

Nos meliponineos geralmente a constituicdo da glandula de Dufour ¢é
diferente nas rainhas virgens e fisogdstricas. Tendo em vista que a composicdo dos
hidrocarbonetos € semelhante aos hidrocarbonetos cuticulares, e parece variar com
a alimentacdo da colOnia, foi levantada a hipdtese de que estes possam ser de
origem exogena e ndo secretados pela glandula (Cruz-Landim, 2009; Neil et al.,
1994).

As glandulas mandibulares em Apis mellifera sao responsaveis pela
producdo do feromodnio sexual, 4cido 9-oxo-frans-dec-2-endico, liberado pela
rainha virgem (Gary, 1962). Rainhas de A. mellifera também utilizam as glandulas
mandibulares (Butler e Simpson 1958), bem como tergais (Vierling e Renner,
1977) e pré-tarsais (Lensky e Slabezki, 1981) na sinalizacdo da sua presenca para
as operdrias. A secre¢do da glandula de Nasanov, localizada no sétimo tergito em
operarias de A. mellifera, € usada por estes individuos como feromonio de
reconhecimento e recrutamento (Boch, 1962; Williams et al., 1981).

Schorkopf et al. (2009) estudaram os extratos das secrecoes das glandulas
mandibulares de Trigona spinipes e Scaptotrigona aff. depilis (‘postica’). Os
componentes majoritarios dos extratos foram heptan-2-ol (em ambas as espécies),
nonanal (7. spinipes), benzaldeido e tridecan-2-ona (S. aff. depilis). O efeito de
extratos das glandulas mandibulares e de componentes individuais sobre o
comportamento das operdrias, tanto préximo aos seus ninhos como em suas fontes
de alimentos, foram consistentes e indicaram que independente da quantidade
aplicada dos extratos nestes locais, as operdrias reagiram agressivamente

apresentando comportamento defensivo. Ambas as espécies de abelhas sdao capazes
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de usar as secre¢Oes de suas glandulas mandibulares para comunicagdo intra- e
interespecifica de defesa e agressao.

Feromonios de trilha de Trigona recursa (Jarau et al., 2006 e 2004), Trigona
spinipes (Schorkopf et al., 2007) e Geotrigona mombuca (Stangler et al., 2009)
foram secretados de glandulas labiais das operdrias forrageiras. O decanoato de
hexila foi o componente majoritario em glandulas labiais de Trigona recurca,
atuando como um composto que desencadeia o comportamento de acompanhar a
trilha nas operarias. Entretanto, a capacidade de atragdo reduzida deste éster em
comparagdao com 0s extratos naturais, indicou que o feromonio de trilha é composto
pela mistura (Jarau et al., 2006). Em Trigona spinipes, o octanoato de octila foi o
unico composto predominante nas secrecoes das glandulas labiais, e foi tdo
eficiente quanto o extrato natural (Schorkopf et al., 2007). O feromonio de trilha de
Geotrigona mombuca foi constituido de uma mistura de ésteres, com o butanoato
de farnesila como componente majoritario, porém, a investigacdo isolada da
atuacdo de cada um destes compostos ainda ndo foi realizada (Stangler et al.,
2009).

As glandulas de cera dos meliponineos estdo localizadas do terceiro ao
sexto tergito e apresentam a organizacdo ultraestrutural semelhante em todos eles
(Cruz-Landim, 2009). Koedam et al. (2002) observaram que rainhas virgens de
Melipona bicolor produzem cera como as operdrias, contudo, as operéarias
produzem cera de glandulas localizadas no quarto ao sétimo tergito, enquanto as
rainhas secretam cera das glandulas epidermais no terceiro tergito somente. A
andlise da cera produzida pela rainha mostrou composicao semelhante a produzida
pelas operdrias e constituida essencialmente por ésteres de cadeia longa (acetatos
de triacontanila e octacosanila), pequenas quantidades de alcanos (C21 a C31) e

alcenos, e ainda quantidades minoritdrias de aldeidos linerares e isobutiratos.
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A cuticula, células epidérmicas que cobrem todo o exterior do corpo do
inseto formando o exoesqueleto, € constituida por uma camada muito fina chamada
epicuticula, sobre a qual estd depositada uma camada de cera constituida
principalmente por hidrocarbonetos importantes (Cruz-Landim, 2009). Os
hidrocarbonetos cuticulares sdao importantes para evitar a desidratacdo do inseto e
também funcionam como feromonios de superficie (Nunes et al., 2009; Tannure-
Nascimento et al., 2009; Howard e Blomquist, 2005).

Em espécies de abelhas sem ferrdo, alguns trabalhos indicaram que ha uma
variagdo dos hidrocarbonetos entre diferentes colOnias, castas e individuos de
deferentes idades (Nunes et al., 2009 e 2008). Jungnickel et al. (2004) observaram
que a composi¢ao dos hidrocarbonetos em operarias de Scaptotrigona postica
diferem de uma coldnia para outra e podem ser a base da agressiao intercolonial
verificada na espécie. Nunes et al. (2008) realizaram um estudo comparativo dos
perfis de hidrocarbonetos cuticulares das guardas de Frieseomelita varia em
relacdo as forrageiras de mesmo ninho e ninhos diferentes, heteroespecificos
(Lestrimelitta limao) e conspecificos, e verificaram que forrageiras de mesmo
ninho foram quase invariavelmente aceitas, enquanto as de ninhos diferentes foram

rejeitadas em taxas relativamente altas.

3.1.3. Tetragonisca angustula

Tetragonisca angustula (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae) (Figura 44),
conhecida popularmente como jatai, € uma abelha social sem ferrdo que se adapta
facilmente as diferentes condicdes de nidificacdo, como troncos ocos de arvores,
buracos de muros e pedras. Esta espécie apresenta importancia econdmica, uma vez
que o extrativismo de mel, cerume e resinas é amplamente disseminado,

principalmente no norte e nordeste do Brasil, e também importante papel ecoldgico,
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devido a sua contribuicdo significativa como agentes polinizadores (Oliveira et al.,

2004).

Figura 44. Da esquerda para a direita, entrada do ninho de Tetragonisca angustula (van Zweden
et al., 2011), rainha fisogéstrica e opere’lria.5

De acordo com Nogueira-Neto (1997), a T. angustula apresenta grande
potencial como agente polinizador de flores ndo polinizadas por Apis mellifera.
Nascimento et al. (2011) realizaram a identificacdo das abelhas visitantes das flores
em pomar de tangerina (Citrus reticulata) em Salinas-MG, e verificaram que 7.
angustula, juntamente com Apis mellifera e Trigona spinipes, foram as espécies de
maior predomindncia em todos os horarios amostrados. A criacdo racional de
abelhas jatai € econdmica e ecoldgica, ndo necessitando de grandes investimentos e
possibilitando a reproducdo de muitas espécies vegetais através da polinizagdo
cruzada (Kerr et al., 1996).

O ninho de jatai € construido em forma de disco contendo uma média de sete
favos sobrepostos e ligados entre si por pequenas colunas. As rainhas nascem de
células maiores (células reais), que se localizam na borda dos discos. A

diferenciac@o no desenvolvimento de uma operdria e uma rainha € exclusivamente

Tetragonisca  angustula, disponivel em  http:/www.ufv.br/Dbg/bee/rainha.htm e  http://www.ame-
rio.org/2010/05/abelha-jatai-tetragonisca-angustula.html. Acesso em: 07/03/2012.
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devido a oferta de alimento para a larva, maior para a rainha e menor para a
operdria, permitindo o completo desenvolvimento do sistema reprodutor (Kerr et
al., 1996; Nogueira-Neto, 1997). As operarias possuem a coloragdo clara quando
mais novas, realizando neste estidgio somente trabalhos internos na colméia. Na
medida em que estas amadurecem, vao ficando mais escuras e fazem o trabalho
fora da colméia (Grosso e Bego, 1992). As operarias campeiras, ou forrageiras,
marcam o caminho entre a colméia e a fonte de alimento com feromodnio para que
as outras abelhas, e elas mesmas, possam encontrar o alimento. Cada vez que
fazem o voo até sua fonte alimentar, elas reforcam as marcas na trilha (Lindauer e
Kerr, 1960).

Recentes pesquisas indicaram que 7. angustula apresenta uma estratégia
inédita de defesa (Griiter et al., 2012 e 2011; Zweden et al., 2011). Nesta espécie a
defesa do ninho é realizada por dois grupos de guardas, uma pairando perto da
entrada do ninho e outra em pé no tubo de entrada. Ambos os tipos de guardas sao
30% mais pesadas do que as forrageiras e possuem formatos diferentes: as
forrageiras t€m cabecas relativamente maiores, enquanto que as guardas tém pernas
maiores. As operdrias que removem o lixo do ninho sdo de tamanho intermediério,
sugerindo que elas podem representar uma casta desconhecida. As guardas ou
soldados sdo criados em numero reduzido, mas suficiente (1-2% das operarias
emergentes), considerando que menos de 1% geralmente executa esta tarefa.
Quando desafiadas pela abelha Lestrimelitta limao, um importante inimigo natural,
as operdrias de maior porte sdo capazes de lutar por mais tempo antes de serem
derrotadas. Esta descoberta abre oportunidades para o estudo comparativo das

castas em insetos sociais.
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3.2. Objetivos

3.2.1. Gerais

Investigar os feromonios produzidos pelas diferentes castas da abelha sem

ferrdo Tetragonisca angustula.

3.2.2. Especificos

e Investigar os ferobmonios sexuais de 7. angustula e identificar as glandulas
responsaveis por sua producao nestes individuos;

e Diferenciar quimicamente castas de operarias de T. angustula;

e Diferenciar quimicamente extratos cefdlicos de machos de 7. angustula em

diferentes ciclos de vida.

106



Capitulo 3

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Investigacao do feromonio sexual de T. angustula

Com a finalidade de identificar o feromonio sexual responsavel pela atracdo
dos machos, testes de campo foram conduzidos utilizando-se rainhas virgens
atrativas (12-14 dias de idade) e fisogéstricas de 7. angustula.

Nestes bioensaios, as rainhas foram apresentadas em frascos de vidro aos
machos dentro do aglomerado e a cinco metros de distancia do mesmo da seguinte
maneira: (1) em frasco de vidro completamente vedado; (2) em frasco de vidro
semi-aberto, perfurado parcialmente para permitir a saida de voldteis, mas nao a
entrada dos machos; (3) frasco de vidro completamente aberto contendo apenas o
odor deixado pela rainha.

Os machos apresentaram uma distinta atracdo em relagdo as rainhas virgens
atrativas e fisogdstricas. No caso (1) todos os individuos ignoraram ambas as
rainhas, embora estas pudessem ser aparentemente visualizadas. No caso (2) foi
observada a atracdo de alguns machos a ambas as rainhas, com um maior nimero
sendo atraido pela rainha fisogastrica. Ap0s retirar a rainha do frasco (caso 3),
verificou-se uma forte atragcdo da nuvem de machos, os quais se projetavam
vigorosamente sobre os recipientes demonstrando forte estimulo sexual. Este
resultado foi extremamente importante, pois possibilitou a comprovacdo da atragao
da nuvem de machos pelo odor da rainha, anulando qualquer hipétese de estimulo
visual.

Os resultados obtidos nos testes de campo desenvolvidos em aglomerados de
machos de 7. angustula, pertos de ninhos ativos ou em fundacdo, onde os machos

foram atraidos tanto pelas rainhas virgens como também pelas fisogastricas,
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também foram observados recentemente por Fierro et al. (2011). A atragdo dos
machos pelos odores liberados pela rainha virgem indica provavelmente que estes
volateis desempenham papel reprodutivo durante o voo nupcial. Adicionalmente, as
rainhas fisogéstricas de 7. angustula também atrairam os machos, indicando que os
feromOnios das rainhas fecundadas possivelmente tem outra func¢ido dentro do
ninho.

Quando uma rainha fisogdstrica morta foi apresentada livremente aos
machos, estes ficaram extremamente agitados e avancaram sobre a mesma, sendo

constatado posteriormente que um dos individuos conseguiu efetuar a coOpula

(Figura 45).

Figura 45. (1) macho (destaque para a estrutura da genitdlia); (2) rainha fisogdstrica apés copula
com o macho (destaque para a estrutura da genitdlia do macho que permanece na rainha apds a
copula); (3) abdome da rainha fisogdstrica pds-cOpula com a estrutura da genitalia do macho; (4)
genitdlia do macho retirada do abdome da rainha. Foto gentilmente cedida pelo Bidlogo Charles
Santos (colaborador) no Departamento de Biologia, secio de Entomologia da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto da USP.

Os voldteis liberados pelas rainhas virgens atrativas e fisogastricas foram
coletados durante 2 horas (N=1, triplicata) através da técnica de headspace
dindmico, possibilitando a identificagdo de dois ésteres liberados pela rainha

fisogdstrica, o hexanoato de isopropila (0,7988 pg/h para uma abelha com massa

média de 393 mg, R2=O,9824) e hexanoato de hexila (2,5815 pg/h, R2:0,9921),
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enquanto a rainha virgem sexualmente atrativa produziu somente o hexanoato de
1sopropila (0,0257 pg/h para uma abelha com massa média de 100 mg).

Fierro et al. (2011) verificaram que as rainhas virgens de 7. angustula foram
caracterizadas por uma abundincia de hexanoato de isopropila, uma pequena
quantidade de hexanoato de butila, e tragos de hexanoato de hexila. Desta forma, as
pequenas quantidades hexanoato de butila e hexila obtidas por estes pesquisadores
explicam o fato de ter sido encontrado apenas o hexanoato de isopropila nas rainhas
virgens por meio do método de headspace dinamico, desenvolvido no presente
trabalho com um unico individuo. O mesmo foi observado para a rainha
fisogéstrica, onde a pequena quantidade de hexanoato de butila observada por
Fierro et al. (2011) justificou o fato de termos encontrado no nosso trabalho
somente os hexanoatos de isopropila e hexila.

A fim de se verificar a parte corporal da rainha em que estavam localizadas
as glandulas responsdveis pela producdo dos hexanoatos de isopropila e hexila,
foram realizadas analises por CG-EM dos extratos cefalicos e abdominais das
rainhas fisogéstricas (N=1, triplicata), uma vez que é mais dificil a obtencdo de
rainhas virgens in vitro. Através destas andlises verificou-se que os compostos
encontrados nos volateis coletados por headspace dindmico, estavam presentes no
abdome (Tabela 8). Adicionalmente aos hexanoatos de isopropila e hexila, foram
identificados no extrato do abdome da rainha fisogéstrica: nonanol; nonadecanona;
os acidos estearico, oléico e linoléico; alcanos (n-C21, n-C23, n-C25, n-C27 e n-
C29); isdomeros de metil-alcanos (metil-C23, -C25, -C27, -C29 e -C31); alcenos
(C25:1, C27:1, C29:1, C31:1 e C33:1); alcadienos (C31:2 e C33:2); dimetil-alcano
(9,13-dimetil-C25) e quatro esterdides.
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Tabela 8. Composi¢do quimica dos extratos cefélicos, abdominais e cuticulares de rainhas de 7. angustula.

R R Rainha fisogastrica Rainha virgem

No. Compostos (cale.)  (lit.) Cabecas (%)*  Abdome (%)" Lipidios da Cabegas (%)° Lipidios da
cuticula (%)* cuticula (%)?*

Alcanos
1 Heneicosano 2100 2100 - 0,27+0,11 - - 0,20+0,28
2 Tricosano 2300 2300 5,59+0,67 12,3444 91 11,8743,01 - 8,08+1,60
3 Pentacosano 2500 2500 2,39+0,41 5,61£1,49 6,2618,84 - 20,03+3,83
4 Heptacosano 2700 2700 1,94+0,24 4,75+1,23 16,7243,99 - 17,32+054
5 Nonacosano 2900 2900 - 0,65+0,13 2,73+0,82 - 2,5840,56
Metil-alcanos
6 9-, e 11-metil-tricosano® 2338 - 2,46+0,69 3,60+0,48 2,5240,98 - 0,65+0,10
7 9-, 11-, e 13-metil-pentacosano® 2536 - 2,56+0,72 4,87+1,47 1,76+0,61 - 1,04+0,05
8 9-, 11-, e 13-metil-heptacosano® 2735 - 1,79£0,44 3,93+1,72 4,4613,43 - 0,91£0,06
9 9-, 11-, 13-, e 15-metil-nonacosano® 2935 - 1,7240,28 3,45+1,26 4,3842,45 - 0,50%0,32
10 11-, 13-, e 15-metil-hentriacontano® 3133 - 2,55+0,99 3,70+2,44 4,25+0,47 - 0,70£0,95
Alcenos
11 9-,10-, 11- e 12-Pentacoseno® 2471 - 0,9240,15 1,72+0,44 6,19£7,54 - 3,12+£2,17
12 9-,10-, 11-, 12- e 13-Heptacoseno® 2671 - 0,4240,11 0,66£0,24 0,63£0,90 - 2,11£1,59
13 10-, 11-, 12-, 13- e 14-Nonacoseno® 2876 - 2,24+0,39 3,87+0,95 3,62+0,32 - 6,51+1,58
14 Hentriacontadieno 3048 - 5,22+1,38 6,49+4,61 6,76+0,13 - 10,13+3,83
15 10, 11-, 12-, 13-, 14- ¢ 15-Hentriaconteno® 3067 - 7,01£0,58 11,374£5,17 11,84+1,78 - 13,2144,29
16  Tritriacontadieno 3286 - 5,8610,18 5,9613,67 6,95+2,13 - 2,76£3,91
17 11-,12-, 13-, 14-, 15- e 16-Tritriaconteno® 3312 - - 2,19£1,11 1,98+1,77 - 1,04£1,47
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Dimetil-alcano

18  9,13-dimetil-pentacosano
Acidos

19 Acido hexadecanéico

20  Acido octadec-9-endico + octadecadiendico®
21 Acido octadecanéico
Alcoois

22 Nonanol

23 Nerol’

Cetonas

24 Nonadecanona

Esteres

25  Hexanoato de isopropila®
26  Hexanoato de butila

27  Hexanoato de hexila®
Esteroides

28  Ergostadien-3f3-ol

29  Campesterol

30  B-Sitosterol

31 Fucosterol

Compostos desconhecidos

Total

2564

1969
2137
2149

1169
1266

2104

1035
1188
1383

3282
3290
3419
3447

1984
2161
2124

1171
1228

2106

1040
1188
1352

3305
3408

0,56£0,72

0,23+0,11
31,06+8,92
4,64+1,24

1,09+0,70

2,5540,11
4,37£3,78
5,6412,24
7,10£1,60
0,09
100

0,98+0,69

0,31+0,54
6,84£10,52
1,98+2,68

0,36+0,39

3,25+0,47

0,42+0,69
0,12+0,22
1,48+1,78

3,69+2,95
4,87+3,67
0,27
100

0,22+0,32

1,07+0,89

5,79
100

92,45%5,68

7,45
100

0,54+0,15

4,57+2,12

4,00
100

IR (calc.) = indice de retengdo calculado; IR (lit.) = indice de retencdo da literatura (http://www.pherobase.com/). 1> Média (abundancias relativas em %) + DP de
rainhas de 7. angustula de duas colonias (a) e trés coldnias (b). © Compostos co-eluidos em um tnico pico. ¢ Padrdes sintéticos foram usados para confirmacao

destas estruturas.
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O hexanoato de isopropila foi anteriormente relatado no extrato hexanico de
machos das espécies de moscas Drosophila putrida Sturtevant e Drosophila recens
Wheeler (Jaenike et al., 1992). Testes de campo realizados com estes extratos
aumentaram significativamente o nimero de Drosophila spp. no ambiente. Jaenike
et al. (1992) concluiram, portanto, que compostos presentes nestes extratos
poderiam funcionar como feromonios de agregacao. Contudo, ndo foram realizados
testes com os compostos sintéticos. O hexanoato de hexila foi o componente
majoritario encontrado na glandula de Dufour das rainhas fisogastricas de um ano
de idade da espécie Scaptotrigona mexicana (Conesa et al., 2007). Pesquisas
desenvolvidas com Apis mellifera mostraram que ésteres sao os principais
componentes identificados nas secre¢des da glandula de Dufour da rainha e podem
funcionar como feromoénio de discriminacdo de ovos ou como sinalizacdo quimica
de fertilidade da rainha para as operéarias (Katzav-Gozansk et al., 2001). De acordo
com Conesa et al. (2007) ésteres presentes nesta glandula podem funcionar como
feromoOnios que atraem operdrias para realizar o processo de provisao da rainha.

Para investigar a funcdo dos hexanoatos de isopropila e hexila nas rainhas
virgens atrativas e fisogastricas de 7. angustula, estes ésteres foram sintetizados
(Neises e Steglich, 1978), e caracterizados por RMN de 'H e de °C (CDP) (Figuras
42-45A em anexo). Os testes de campo foram desenvolvidos ao lado de ninhos em
condi¢des normais e realizados na Universidade Estadual de Campinas, em junho
de 2011, e na Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto-SP, em setembro de 2011.

Foram preparados extratos hexanicos com o hexanoato de isopropila e hexila
e os mesmos foram adicionados a tiras de papel de filtro colocadas dentro de placas
de Petri. As tiras foram monitoradas durante 10 min para cada um dos compostos,
mistura 1:1 dos ésteres e o controle (hexano). Ao final dos testes foi observada a
presenca de machos (3 individuos), ndo sendo possivel distinguir se estes foram

atraidos pelos compostos puros ou mistura dos dois. Entretanto, Fierro et al. (2011)
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observaram que o hexanoato de isopropila, composto mais abundante na rainha
virgem e um dos mais abundantes na rainha fisogastrica, foi identificado como um
dos compostos que elicitou uma resposta na rainha por Cromatografia Gasosa
acoplada a Eletroantenografia, e também foi demonstrado que atraiu machos nos
testes de campo. No teste de campo utilizando hexanoato de isopropila sintético, foi
observado que os machos eram atraidos até o ninho, mas niao apresentavam
qualquer comportamento de induc¢do de cépula. Dessa forma, provavelmente os
ésteres identificados por Fierro et al. (2011) atuam de modo secundério ou
sinergistico aos feromodnios sexuais, sendo responsiveis pela atracdo a média
distancia, havendo a necessidade da presenca de um segundo composto (ou mais)
para induzir a copula (Flach et al., 2006; Ayasse et al., 2000).

Baseado na atracdo que foi observada dos machos aos compostos deixados
pelas rainhas nos frascos de vidro em que elas estiveram aprisionadas, andlises dos
lipidios cuticulares da rainha fisogéstrica foram realizados por CG-EM. Os
compostos foram identificados por comparagdo de seus espectros de massas com
dados da biblioteca Wiley275 do equipamento, bem como por meio dos indices de
retencdo e co-eluicdo com padrdes. Nesta analise verificou-se a presenga de alcanos
(n-C23, n-C25, n-C27 e n-C29); alcenos (C25:1, C27:1, C29:1, C31:1 e C33:1);
1someros de metil-alcanos (metil-C23, -C25, -C27, -C29 e -C31); dimetil-alcano
(9,13-dimetil-C25) e uma cetona (nonadecanona). A rainha virgem sexualmente
atrativa também apresentou os mesmos hidrocarbonetos em sua constitui¢do,
incluindo o n-C21 (Tabela 8).

A funcdo primordial dos lipidios cuticulares € proteger os insetos da
dissecacdo, porém eles também podem ser utilizados em sistemas de
reconhecimento de ambos os insetos solitdrios e sociais, permitindo o inseto
reconhecer e, possivelmente, discriminar a sua propria espécie, sexo ou castas do

de outros insetos, podendo ainda funcionar como atrativos sexuais (Singer, 1998).

113



Capitulo 3

O estudo do comportamento de pseudocépula no sistema abelha Andrena-
Ophrys mostrou que tanto a abelha como a orquidea possuem constituintes
alcanos/alcenos semelhantes e esta mistura, presente tanto na rainha virgem desta
espécie como na orquidea, € responsavel por este comportamento de pseudocdpula
(Schiestl e Ayasse; 2002). Flach et al. (2006) demonstraram que a similaridade
entre série homologa de alcanos/9-alcenos presente nas flores de Mormolyca
ringens e na cera das rainhas virgens de Scaptotrigona sp. podem ser responsaveis
pelo fendmeno da pseudocépula em machos. Estes pesquisadores sugeriram que
alcandis sdo sinais responsaveis pela atracdo de machos a longa distancia, enquanto
a série homologa de alcanos/9-alcenos atua como um sinal a curta distancia de
indugdo da copula em Scaptotrigona sp. Ayasse et al. (1999) também observaram
que alcanos e alcenos produzidos pela fémea da abelha Lasioglossum malachurum
foram atrativos para machos.

Baseado nestes dados foi levantado a hipdtese de que os hidrocarbonetos
identificados nas rainhas poderiam ser os responsaveis pela indu¢do dos machos a
cOpula. Para tanto, realizou-se o fracionamento do extrato lipidico da cuticula da
rainha fisogastrica em coluna cromatografica de silica impregnada com nitrato de
prata separando-se a mistura de alcenos da mistura de alcanos e metil-alcanos, que
co-eluiram (Figuras 46A em anexo). Estas fracdes serdo submetidas futuramente a
testes de campo em aglomerados de machos.

Quase todos os hidrocarbonetos encontrados no abdome da rainha
fisogastrica também estiveram presentes no extrato da cabeca, com excecdo do
C21, C29 e C33:1 que foram exclusivos do abdome, isso pode ser decorrente do
fato destes hidrocarbonetos estarem presentes na cuticula deste inseto. O extrato da
cabeca da rainha virgem foi constituido majoritariamente de nerol (Tabela 8). O

nerol foi o componente majoritirio em cabecas de operdarias de Trigona
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fulviventris, demonstrando em testes de campo a fung¢do de feromo6nio de alarme
(Johnson e Wiemer, 1982).

A presenca de dois isomeros dos alcenos foi observada nos extratos de
lipidios cuticulares, cefdlicos e abdominais das rainhas, podendo se tratar de
isomeros contendo uma ligacdo dupla em diferentes posicdes ou ainda de isOmeros
geométricos. Dessa forma, os extratos das ceras foram submetidos a derivatizagao
com dissulfeto de dimetila/iodo (DMDS/I,) e analisados por CG-EM, onde foi
possivel se observar a presenca de um unico pico para cada alceno, os quais
apresentaram espectros de massas bastante complexos.

A anilise do espectro de massa do derivado DMDS do pentacoseno (M m/z
144, Figura 46), por exemplo, permitiu verificar a ocorréncia de cinco isdmeros,
com as ligacOes duplas localizadas na posicdo 9, confirmada pelos pares de
fragmentos de m/z 173 e 271, posi¢cao 10, pelos pares de fragmentos de m/z 187 e
257, posi¢ao 11, pelos pares de fragmentos majoritarios de m/z 243 e 201, e posicao
12, pelos fragmentos de m/z 229 e 215. Os isomeros dos derivados DMDS dos
alcenos heptacoseno, nonacoseno, hentriaconteno e tritriaconteno também tiveram
as posicoes de suas ligacOes duplas determinadas (Tabela 8 e Figuras 47-51A em

anexo).
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Figura 46. Espectro de massas e fragmentacdes dos derivados DMDS dos isdmeros de
pentacoseno.
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Além dos alcenos, a mistura isomérica de monometil-alcanos também foi
observada nos extratos das ceras das rainhas (Tabela 8). Alcanos ramificados sao
identificados em espectrometria de massas por seu fon molecular caracteristico e
pela sua clivagem caracteristica na posi¢do da ramificacdo. Contudo, outro
fragmento caracteristico pode ser observado, o qual € resultante da transferéncia de
hidrogénio que ocorre no ion fragmento decorrente da clivagem na posi¢ao da
ramificacdo, dando origem ao um pico C,H,, cuja intensidade é maior que a do
correspondente pico C,H,,+1 (impar) quando este ion fragmento tem uma cadeia
alifitica longa, com sete ou mais atomos de carbono (Nelson et al., 1972;
McCarthy et al., 1968).

Na Figura 47 encontra-se o espectro de massas dos isomeros 9- e 11-metil-
tricosano (M" m/z 338). Os quatro picos caracteristicos de m/z 140, 168, 196 e 224,
indicaram que dois isdmeros monometil-alcanos estavam presentes. A posi¢do da
ramificacdo no primeiro isomero da mistura foi estabelecida como sendo no
carbono 9 pelos pares de picos de {ons secundarios caracteristicos de m/z 224 e 225,
conclusdo suportada pela presenca dos pares de fragmentos de fons primdrios com
8 carbonos de m/z 112 e 113 (n3o mostrado na figura), e dos pares de picos de
fragmentos de ions secundarios de m/z 140 e 141 resultantes da clivagem do outro
lado do ponto de ramificacdo da molécula. Neste tltimo caso os pares de picos de
m/z 196 e 197 (ndo mostrado na figura) para o fragmento de ions primarios de 15
carbonos ndao foram considerados devido as contribuicdes dessas massas ao
fragmento de ion secundario do isOmero 11-metil. Por este mesmo motivo 0s
fragmentos de ions primarios do outro isOmero também nao foram considerados. O
isdmero 11-metil apresentou pares de picos de fons secundérios de m/z 168 e 169 e
m/z 196 e 197. Desta forma, baseado nos fragmentos caracteristicos de monometil-

alcanos e no fato da mistura apresentar tempo de retencdo compativel com o
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esperado para um monometil-alcano (ver indice de retengcdo na Tabela 8), concluiu-

se que se tratava, de fato, da mistura isomérica de 9- e 11-metil-tricosano.
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Figura 47. Espectro de massas e fragmentacio dos isdmeros 9- e 11-metil-tricosano.

As andlises dos espectros de massas dos demais monometil-alcanos
indicaram a presenca das misturas isoméricas de 9-, 11- e 13-metil-pentacosano
(Figura 52A em anexo); 9-, 11- e 13-metil-heptacosano (Figura 53A em anexo); 9-,
11-, 13- e 15-metil-nonacosano (Figura 54A em anexo); e 11-, 13- e 15-metil-
hentriacontano (Figura 55A em anexo), ressaltando-se que nos casos de 13-metil-
pentacosano e 15-metil-nonacosano, que sao moléculas simétricas, ndo foi possivel

distinguir se os fragmentos de fons secundarios de m/z 196 e 224, respectivamente,
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sdo de fato resultantes das fragmentacOes destes isOmeros ou correspondem a
fragmentos de ions primdarios dos isOmeros 11-metil-pentacosano e 13-metil-
nonacosano, respectivamente.

9,13-Dimetil-pentacosano (M™ m/z 380) (Figura 48) também foi identificado
nos extratos de lipidios cuticulares das rainhas, o que foi evidenciado pelo tempo
de reten¢cdo compativel para um dimetil-alcano (ver indices de reten¢do na Tabela
8) e fragmentacdes caracteristicas. As clivagens nas posicdes 8 e 13 geraram os
fragmentos de ions secunddrios impares de m/z 267 e 211, respectivamente. Por sua
vez, as clivagens nas posi¢oes 9 e 12 deram origem aos picos de fragmentos de ions
secunddrios pares de m/z 140 e 196, uma vez que estes ions t€ém uma de cadeia

linear longa.
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Figura 48. Espectro de massas e fragmentacdo do 9,13-dimetil-pentacosano
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3.3.2. Analises das glandulas de Dufour e tergais de rainhas virgens

atrativas e fisogastricas de 7. angustula

As extracoes das glandulas de Dufour e tergais de rainhas virgens e
fisogéstricas foram realizadas pelo doutorando Charles Santos (USP-SP), a partir
de individuos removidos imediatamente das placas de Petri de criacdo e das
colOnias, respectivamente, e prontamente mortos por resfriamento em freezer. As

glandulas dissecadas (Figuras 49 e 50) foram imediatamente injetadas em CG-EM.

" Glandula de Dufour

Espermateca

:

G| indula de Dufour
:

1 mm

Figura 49. Da esquerda para a direita: (A) Aparelho reprodutivo de rainhas fisogastricas de 7.
angustula; (B) Detalhe da espermateca e glandula de Dufour. Foto gentilmente cedida pelo
Bidlogo Charles Santos (colaborador) no Departamento de Biologia, secdo de Entomologia da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da USP.
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3

P Triqueas

y . landula de Dufour
,.,,g oy Glandula 0.1 mm
Espermateca de Dufour i

Figura 50. Da esquerda para a direita: (A) Aparelho reprodutivo de rainhas virgens de T.
angustula; (B) Detalhe da espermateca e glandula de Dufour. Foto gentilmente cedida pelo
Bidlogo Charles Santos (colaborador) no Departamento de Biologia, secdo de Entomologia da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da USP.

Nas secrecoes das glandulas de Dufour das rainhas fisogéstricas foram
encontrados ésteres, incluindo os hexanoatos de isopropila e hexila, com acetato de
tetradecila (21,63%) e butirato de tetradecila (21,83%) como majoritarios. Foram
observadas co-elui¢des de dodecanoato de butila e butirato de dodecila. Na
glandula de Dufour das rainhas virgens sugeriu-se a presenca do octadecenoato de
octadecila como componente majoritario (67,34%) (Tabela 9), contudo, a
confirmagdo desta estrutura serd efetivada em estudos posteriores do grupo de
pesquisa. Adicionalmente, foi ainda observada uma porcentagem significativa de
pentacosano (19,22%) na glandula de Dufour das rainhas virgens, provavelmente
proveniente da cuticula deste individuo (Cruz-Landim, 2009; Neil et al., 1994).

Nas glandulas tergais de ambas as rainhas foram encontrados os hexanoatos
de isopropila e hexila, além de nonanol, nonadecanona, alcanos, alcenos, isOmeros
de metil-alcanos e 9,13-dimetil-C25. Heneicoseno, acetato de dodecila e
octadecenoato de octadecila foram encontrados somente nas glandulas tergais das

rainhas virgens, enquanto que isdmeros de tritriaconteno, triacontadieno, 9,13-
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dimetil-C25 e hexanoato de butila foram detectados apenas nas glandulas tergais
das rainhas fisogéastricas (Tabela 9).

A existéncia de hexanoatos de isopropila e hexila em ambas as glandulas de
Dufour e tergais de rainhas fisogastricas de 7. angustula foi um fato interessante
observado no presente trabalho. Alguns estudos apontaram que compostos
semelhantes podem ser encontrados em glandulas diferentes de um mesmo
individuo, provavelmente podem ter sido absorvidos da hemolinfa desses insetos
(Abdalla et al., 1999; Katzav-Gozansky et al., 1998). Apesar de ndo se poder
afirmar quais das glandulas (ou talvez as duas) foram responsaveis por liberarem
estes compostos, devido ao fato da rainha virgem liberar hexanoatos de isopropila e
este composto estd ausente em sua glandula de Dufour, possivelmente as glandulas

tergais de ambas as rainhas sejam os responsdveis por sua producao.
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Tabela 9. Composi¢do quimica dos extratos glandulares de rainhas de 7. angustula.

Rainha fisogastrica

Rainha virgem

IR IR
No. Compostos (calc) (lit) Glandulade )  Glandulade )
Dufour (%)" Glandula tergal (%) Dufour (%)" Glandula tergal (%)

Alcanos
1 Heneicosano 2100 2100 - 0,33+0,09 - 0,66%0,15
2 Tricosano 2300 2300 0,96%1,35 10,27£1,51 - 3,89+1,61
3 Pentacosano 2500 2500 1,9243,33 5,15+1,63 19,22+15,31 44,82+4.,87
4 Heptacosano 2700 2700 2,3844,12 5,64+2,31 - 7,31+£3,73

Nonacosano 2900 2900 - 1,06+0,73 - 0,2340,23
Metil-alcanos
6 9-,e 1l-metil-tricosano” 2338 - - 2,39+1,53 - 0,42+0,24
7 9-,11-, e 13-metil-pentacosanob 2536 - - 2,37+1,15 - 1,15+0,71
8 9-,11-, e 13—metil—heptacosanob 2735 - - 1,90+0,39 - 0,58+0,18
9 9-,11-, 13-, ¢ 15-metil-nonacosano® 2935 - - 2,72+0,81 - 0,09+0,15
10 11-, 13-, ¢ 15-metil-hentriacontano® 3133 - - 4.27+1,15 - 0,47+0,43
Alcenos
11 Heneicoseno - - - - - 0,10+0,16
12 Tricoseno - - - 0,39+0,34 - 0,11+0,18
13 9-,10-, 11-¢ 12-Pentacoseno” 2471 - - 2,56+1,73 - 2,46+1,07
14 9-,10-, 11-, 12-¢ 13-Heptacosen0b 2671 - - 0,82+0,41 - 2,94+1,05
15 10-, 11-, 12-, 13-¢ 14-Nonacoseno® 2876 - - 6,06+3,17 - 3,11+£2,04
16 Hentriacontadieno 3048 - - 12,7743,48 - 1,37+1,51
17 10-, 11-, 12-, 13-, 14-¢ 15-Hentriaconteno® 3067 - - 19,8449,88 - 4,43+2,59
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19

Tritriacontadieno

11-, 12-, 13-, 14-, 15- e 16-Tritriaconteno®

Dimetil-alcano

20 9,13-dimetil-pentacosano
Alcoois

21 Nonanol

Cetonas

22 Nonadecanona

Esteres

23 Hexanoato de etila

24  Hexanoato de isopropila®
25  Hexanoato de butila

26  Hexanoato de hexila®

27  Acetato de decila

28  Dodecanoato de etila

29  Acetato de dodecila

30  Dodecanoato de isopropila
31 Dodecanoato de butila + butirato de dodecila”
32 Acetato de tetradecila

33 Tetradecanoato de isopropila
34  Hexanoato de dodecila

35 Butirato de tetradecila

36  Acetato de hexadecila

37  Hexanoato de tetradecila
38  Butirato de hexadecila

3286
3312

2564

1169

2104

1035
1188
1383

1603
1623
1783
1805

1978
1985
2004
2177
2183

1171

2106

1040
1188
1352
1408
1595
1609

0,24£0,25

0,10£0,13
0,25+0,20
0,64+0,13
0,90£0,85
0,08+0,11
0,05+0,07
14,13£6,86
1,76x1,73
6,1212,16
21,6345,13
0,11£0,16
14,91+4,65
21,83+3,98
0,95%0,75
5,7212,69
1,03£0,97

11,5243,11
3,41+1,84

0,48+0,56

1,33+1,28

3,22+1,81

0,33£0,36
0,0320,05
1,16£1,26

0,0320,05

14,9549,26

0,03£0,06

0,10+0,14

0,13£0,19
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39  Hexanoato de hexadecila

40  Dodecanoato de dodecila

41 Dodecanoato de tetradecila
42 Tetradecanoato de tetradecila
43 Octadecenoato de octadecila’

Compostos desconhecidos
Total

2373
2565

2764
2803

0,14£0,15
1,69+1,11
0,85+0,69
0,114+0,15
1,50

100

100

67,34+24,73
13,44
100

2,761+2,40
7,86
100

IR (calc.) = indice de retengdo calculado; IR (lit.) = indice de retengdo da literatura (http://www.pherobase.com/). * Média (abundéncias relativas em %) + DP de

. N N b , L. . ~ .. J ~
rainhas de T. angustula de trés colonias. ° Compostos co-eluidos em um tnico pico. ¢ Padrdes sintéticos foram utilizados para confirmagdo destas estruturas.

Sugestdo de estrutura a ser confirmada em trabalhos posteriores do grupo de pesquisa.
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3.3.3. Diferenciacao quimica entre castas de operarias 7. angustula

Durante a fundacdo de ninhos em abelhas sem ferrdo hi a participacdo de
diversas operdrias e, pouco tempo depois de iniciada, varios machos aparecem para
se acasalarem com uma rainha virgem prestes a chegar para essa nova colonia.
Acredita-se que uma parte dessas operdrias poderia ter entrato em contato com a
rainha e adsorvido os feromOnios sexuais da fémea reprodutiva e quando se
dirigisse para o local do ninho em fundacdo, os feromonios da rainha virgem se
espalhariam pelo ambiente, formando uma trilha de odor e atraindo os machos
proximos, os quais se dirigem para o ninho em fundacdo e aguardam a chegada da
rainha virgem, evento que ocorre poucos dias apOs a chegada dos machos. Uma
segunda hipdtese seria a de que as prdprias operdrias fundadoras € que, de fato,
seriam as responsaveis por liberar tais compostos que atraem os machos, uma vez
que estes sdo atraidos sem que a rainha virgem esteja presente. Desta forma, a fim
de contribuir na investigacdo deste fendmeno identificaram-se as substancias
quimicas presentes nos extratos das cabecas e abdomes das operdrias fundadoras, e
adicionalmente, operdrias guardas de ninhos Orfdos também tiveram seus extratos
cefalicos e abdominais analisados, a fim de comparar seus compostos com aqueles
encontrados nas fundadoras.

O extrato cefdlico das operdrias fundadoras de 7. angustula foi constituido
por 6 acidos (32,57%), 4 alcanos (24,82%), 1 alceno (0,16%), 8 alcoois (7,42%), 4
aldeidos (7,06%), 4 ésteres (5,79%) e 4 esterdides (18,98%). A andlise do extrato
das secrecoes cefdlicas de operdrias guardas desta mesma espécie, coletadas de
ninhos oOrfaos, revelou a presenca de 6 acidos (57,21%), 3 alcanos (5,79%), 7
alcoois (5,20%), 4 aldeidos (6,29%), 6 ésteres (5,82%) e 4 esterdides (11,88%)
(Tabela 10).
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Francke et al. (2000) analisaram os constituintes volateis das secrecoes
cefalicas de operdrias forrageiras de 7. angustula e encontraram uma mistura de 9
alcoois, 3 cetonas, 8 4cidos carboxilicos, 15 ésteres e 1 composto aromético. Os
alcodis tetradecanol, hexadecenol e octadecenol foram compostos comuns as
operdrias forrageiras, fundadoras e guardas, bem como os 4cidos tetradecandico,
hexadecanoico, oléico, linoléico e estearico, os ésteres butirato de tetradecila e
hexadecila, e o fenilacetaldeido. Entretanto, os extratos cefdlicos das operéarias
forrageiras do estudo desenvolvido por Francke et al. (2000) mostraram uma maior
variedade de ésteres e alcodis, e ainda a presengca de cetonas, as quais nao
estiveram presentes nas operdrias guardas e fundadoras analisadas neste trabalho.
Em contrapartida, os terpenos nerol, neral, geraniol e geranial foram encontrados
somente nas secrecoes cefélicas das operdrias guardas e fundadoras, assim como os
esteroides, alcool benzilico, benzaldeido e acido benzdico. Os butiratos de benzila e
dodecila estiveram presentes somente nas operdrias guardas, € nonacoseno e

hentriancontano apenas nas operdrias fundadoras.

Tabela 10. Composicdo quimica dos extratos cefdlicos e abdominais de operarias

fundadoras e guardas de 7. angustula.

R R Operarias fundadoras Operarias guardas
No. Compostos . Cabecas Abdomes Cabecas Abdomes
(calc.) (lit.)
(%)* (%) (%) (%)*
Acidos
1 Acido benzéico 1174 - 0,29+0,41 - 0,30+0,11 0,18+0,26
2 Acido tetradecandico 1789 1720  0,14+0,19 - 0,16%0,00 -
3 Acido hexadecendico 1998 1938  0,21x0,30 - 0,08+0,11 -
4 Acido hexadecanéico 2028 1984  0,45+0,07 1,33+0,76 2,04+0,75 1,33+0,19
Acidos octadecendico +
5 b 2238 2161 22,39+17,52 50,27+5,57 38,6543,39 16,18+6,88
octadecadiendico
6 Acido octadecandico 2248 2200  9,09+5,13 18,93+2,48 15,98+5,20 4.69+43,11
Alcanos
7 Pentacosano 2500 2500 14,48+16,75 15,88+13,30 4,13+0,36 1,68+0,46
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8 Heptacosano

9 Nonacosano

10 Hentriacontano

Alcenos

11 Nonacoseno

Alcoois

12 Alcool benzilico

13 Benzenoetanol

14 Nerol°

15 Geraniol®

16 Tetradecanol

17 Hexadecenol

18 Octadecenol

19 Eicosenol

Aldeidos

20 Benzaldeido®

21 Fenilacetaldeido

22 Neral

23 Geranial

Esteres

24 Butirato de benzila

25 Butirato de dodecila

26 Butirato de tetradecila

27 Octadecenoato de etila

28 Butirato de hexadecila

29 Octadecanoato de etila

30 Desconhecido

31 Acetato de geranil-
farnesila

Esteroides

32 Ergostadien-3[3-ol

33 Campesterol

34 B-Sitosterol

35 Fucosterol

Compostos desconhecidos

Total

2700
2900
3100

1016
1112

932

1027
1251
1283

1362
1774
2053
2202
2220
2227
2785

2816

3250
3258
3374
3398

2700
2900
3100

1032
1110
1228
1255

961

1043
1240
1270

1345

3305
3408

6,88+8,77
1,51+2,13
1,95+2,75

0,16+0,23

1,01£1,25
1,67£1,94
Tracos

Tracos

0,06+0,08
1,81+2,56
0,18+0,26
2,69+3,80

5,76£2,58
0,80+0,36
0,10+0,14
0,40+0,56

2,36£2,17
2,26£3,19
1,00+0,39
0,17+0,24

4,65+3,96
5,21+2,71
5,08+1,21
4,04+0,43
3,20

100

4,76+3,52
1,04+1,47

6,00+8,48

0,08+0,11
1,70+2,41

100

1,43+0,17
0,2320,06

0,34+0,17
0,66+0,28
0,04£0,05
0,14£0,19
0,59+0,01
2,84+0,88
0,59+0,37

4,30+0,98
1,2440,40
0,27£0,08
0,48+0,27

0,04£0,06
0,14+0,04
2,204+0,06
2,36+3,33
0,79+0,47
0,29+0,41

2,95+0,59
3,2440,25
3,05+0,67
2,6410,43
7,81
100

1,16+0,24

0,64+0,90

48,40+1,95

9,71+2,45

16,03
100

IR (calc.) = indice de retengdo calculado; IR (lit.) = indice de retencdo da literatura (http://www.pherobase.com/).
*Média (abundancias relativas em %) + DP de operarias de T. angustula (N=6) de duas colénias.bCompostos co-
eluidos em um tnico pico. ‘Padrdes sintéticos foram usados para confirmagao destas estruturas.
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Os extratos abdominais das operdrias guardas de 7. angustula foram
constituidos de 5 acidos (22,38%), 2 alcanos (2,84%), 2 ésteres (10,35%) e 1
composto de estrutura desconhecida (58,11%) indicado na Figura 51 como
composto 13. A identificagdo do acetato de geranil-farnesila (14) foi realizada
através da andlise do seu espectro de massas (Figura 51) que evidenciou
fragmentagOes caracteristicas de sua estrutura (Figura 52), anteriormente relatado

nas secre¢oes das glandulas labiais de machos da espécie Bombus semenoviellus

(Hovorka et al., 2006).
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Figura 51. Cromatograma de ions totais (IE, 70 eV) da secrecao abdominal das operarias guardas
e espectro de massas do acetato de geranil-farnesila (14).
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M*- 400 (C,;H,,0,) m/z 340

M* 400 (C,;H,,0,)

Figura 52. Algumas fragmentacdes de massas do acetato de geranil-farnesila (14).

O composto 13, majoritario no extrato cefalico das operarias guardas de T.
angustula, apresentou em seu espectro de massas (Figura 53) fon molecular com
duas unidades de massas a mais que o acetato de geranil-farnesila (13), podendo se
tratar deste composto com uma de suas duplas ligacdes reduzida. Tendo em vista
que os fragmentos m/z 69 e 205 foram observados, concluiu-se que as duas ligacdes

duplas das duas unidades de isoprenos terminais encontravam-se intactas, e devido

ao fato de ndo se observar o fragmento m/z 342 (M™-60) resultante da perda de
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C,H,0,, sugeriu-se que a ligacdo dupla que encontrava-se reduzida era a da

unidade de isopreno inicial, ligada ao acetato. Esta estrutura seria correspondente

ao acetato de citronelil-farnesila, contudo, a confirmagao e caracterizagdo quimica

completa desta molécula serd objeto de futuros estudos no grupo de pesquisa.

abundance

804

B0

40

20

néz--

EH40

& M*-69

+.
|1E1'D R 265.1 e ?l/lozat
Ll || b I||5 L A N M AT L G, TR M 7L L LT AR
50 100 150 200 250 300 380 4o 450
OY
(0]
+
)\/ +
m/z 69 X

> |

m/z 205

M+ 402 (C,;H,.0,)

Figura 53. Espectro de massas (IE 70 eV) e fragmentagdes do composto 13.

Os extratos abdominais das operdrias fundadoras apresentaram 4 4cidos

(70,53%), 3 alcanos (21,68%), 2 esterdides (1,78%) e o composto 13 (acetato de

citronelil-farnesila) (6,00%) (Tabela 10). O acetato de geranil-farnesila nao esteve

ausente nestes individuos, bem como o octadecenoato de etila.
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3.3.4. Diferenciacao quimica entre os extratos cefalicos de machos de

T. angustula em diferentes ciclos de vida

Dentre os diferentes estagios dos ciclos de vida dos machos de 7. agustula,
héa uma fase no interior do ninho onde eles permanecem parados e agrupados juntos
em um local denominado arena. Apds este estdgio a outra fase € no exterior do
ninho, quando eles sdao observados em aglomerados proximos de colonias
conspecificas a espera do voo nupcial da rainha virgem. Tendo em vista a auséncia
de informagdes relacionadas ao estudo dos compostos quimicos presentes nestes
individuos em seus diferentes ciclos de vida, realizou-se um estudo preliminar
objetivando a comparagdo dos extratos cefalicos de machos de dentro e fora dos
ninhos.

Os machos presentes em aglomerados apresentaram extratos cefdlicos
constituidos por 3 alcanos (16,40%), 4 aldeidos (1,18%), 2 ésteres (1,25%), 4
esterdides (15,49%), 4cidos graxos (54,16%), um unico alceno (0,05%) e
quantidades tragos de nerol e geraniol. Os extratos cefdlicos dos machos de dentro
dos ninhos (arena) foram constituidos por 2 alcanos (2,59%), 4 aldeidos (3,32%), 1
éster (0,52%), 4 esterdides (13,73%), acidos (76,50%) e os terpenos nerol e
geraniol (Tabela 11). Aplicando-se o teste t de Student observou-se que nao houve
diferencas significativas entre estes extratos. Tendo em vista que em meliponineos
os machos sdo expulsos dos ninhos quando adquirem maturidade sexual, esta
similariade observada nos extratos cefdlicos de machos dentro e fora do ninho pode
ser um indicio de que os machos presentes na arena ja estdo sexualmente maduros.

Adicionalmente foram analisados os abdomes dos machos de aglomerados e

verificou a ocorréncia da maioria dos compostos que estiveram presentes nas
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cabecas destes individuos: 2 alcanos (15,79%), 5 acidos (73,65%), 2 ésteres
(2,91%) e 1 esterdide (5,46%) (Tabela 11).

Os extratos dos lipidios cuticulares dos machos capturados dos aglomerados
foram constituidos majoriariamente por n-alcanos (n-C25, n-C27, n-C29 e n-C31),
os quais também foram encontrados nas rainhas virgens e fisogéstricas desta
espécie (Tabela 8). Os hidrocarbonetos n-C25 e n-C27 que estiveram presentes
tanto nos extratos cefdlicos como nos abdomens destes individuos podem, portanto,
terem sido provenientes da cuticula dos mesmos, uma vez que estes
hidrocarbonetos correspondem a 87,91% da abundancia relativa do extrato
cuticular. Tais hidrocarbonetos provavelmente sdo utilizados para reconhecimento

da espécie (Singer, 1998), uma vez que foram encontrados em todas as castas.

Tabela 11. Composi¢do quimica dos extratos cefalicos de machos de T. angustula

em diferentes ciclos de vida, e extratos cuticulares e abdominais de machos

maduros.
Machos
Machos em aglomerado
imaturos
IR IR
No. Compostos Lipidios
(cale.) (lit.) Cabecas Abdomes Cabecas
) ) cuticulares .
(%) (%) . (%)*
(%)*
Acidos
1 Acido benzoico 1174 - 0,10+0,14 - - 0,96+0,22
2 Acido decanéico - - 0,04+0,05 - - -
3 Acido dodecandico 1582 1568  2,21%2,55 1,69+1,16 - 3,77+0,47
4 Acido tetradecendico 1763 - 0,39+0,55 - - 0,3620,10
5 Acido tetradecanéico 1789 1720  4,62+4,89 3,11+1,41 - 8,74+0,78
6 Acido hexadecenéico 1998 1938  0,67+0,94 - - 1,46+0,14
7 Acido hexadecandico 2028 1984  3,16%3,91 2,6440,46 - 6,83+0,43
8 Acido heptadecandico - - 0,03+0,04 - - -
Acidos octadecendico +

9 2238 2161  37,64+36,16 51,52+25,84 - 46,11+0,52

. L. b
octadecadiendico
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10 Acido octadecandico
Alcanos

11 Pentacosano®

12 Heptacosano®

13 Nonacosano®

14 Hentriacontano®
Alcenos

15 Pentacoseno

Alcoois

18 Nerol®

19 Geraniol®

Aldeidos

21 Benzaldeido®

22 Benzenoacetaldeido
23 Neral

24 Geranial

Esteres

25 Butirato de tetradecila
26 Acetato de hexadecila
27 Octadecenoato de etila
Esteroides

32 Ergostadien-3f3-ol

33 Campesterol

34 B-Sitosterol

35 Fucosterol

Compostos desconhecidos

Total

2248

2500
2700
2900
3100

932

1027
1251
1283

1985
2004

3250
3258
3374
3398

2200

2500
2700
2900
3100

1228
1255

961

1043
1240
1270

2009

3305
3408

5,30+6,68

15,37+18,62
0,57+0,81
0,46+0,39

0,05+0,07

Tracos

Tracos

0,64+0,58
0,32+0,16
0,08+0,12
0,14+0,20

0,7240,80

0,53+0,75

1,66+2,35
6,91+£9,77
6,83+9,66
0,09+0,12
11,46

100

14,69+2 .48 - 8,27+2,28

10,29+11,40  48,89+3,78 1,67+0,18
5,5045,85 38,90+2,49 0,92+0,06
- 7,81£1,09 -
- 4,39+0,19 -

- - Tracos

- - Tracos

- - 2,19+0,71
- - 0,58+0,04
- - 0,19+0,12
- - 0,36+0,18

- - 0,52+0,08
0,65+0,92
2,26£3,19

- - 4,08+0,98
- - 3,05+0,11
5,467,772 - 3,44+0,37
- - 3,16+0,18
2,19 - 3,33
100 100 100

IR (calc.) = indice de retengdo calculado; IR (lit.) = indice de retencdo da literatura (http://www.pherobase.com/).
*Média (abundincias relativas em %) + DP de machos de T. angustula (N=6) de duas colénias.bCompostos co-
eluidos em um tinico pico. . “Padrdes sintéticos foram usados para confirmacdo destas estruturas.
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3.4. Conclusoes parciais

O estudo dos compostos liberados pela rainha fisogastrica de 7. angustula
indicou a presenca de dois ésteres, os hexanoatos de isopropila e hexila, os quais
foram encontrados no abdome da rainha, mais precisamente nas glandulas de
Dufour e tergais. Somente o hexanoato de isopropila foi detectado nos voléteis
coletados da rainha virgem sexualmente atrativa, entretanto ambos os ésteres foram
encontrados na sua glandula tergal. Os bioensaios preliminares realizados com as
rainhas apontaram para a possivel func¢do dos lipidios cuticulares como
responsaveis pela inducdo da copula nesta éspecie.

As operdrias fundadoras e guardas apresentaram extratos cefdlicos
constituidos por uma variedade de compostos comuns a ambas, entretanto 0s
butiratos de benzila e dodecila foram exclusivos das operdrias guardas, enquanto o
eicosanol, nonacoseno e hentriancontano estiveram presentes somente nas operarias
fundadoras. Diferentes compostos majoritarios foram identificados nos extratos
abdominais destas operarias.

As composi¢des dos extratos cefdlicos das populacdes de machos de dentro
(arena) e fora de ninhos foram signicativamente semelhantes e constituidos
majoritamente de dcidos. A ocorréncia dos n-alcanos C23, C25, C27 e C29 nas
rainhas, operérias e machos de 7. angustula sugere que tais compostos possam ser

responsaveis pelo reconhecimento da espécie.
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CONCLUSOES FINAIS

No presente trabalho trés topicos distintos dentro da drea de semioquimicos
foram abordados, tendo como objetos de estudos: bactérias patogénicas, fungos
endofiticos e abelhas sociais.

A pesquisa de moléculas sinalizadoras produzidas pela bactéria Gram-
negativa E. sakazakii, resultou na identificacdo de (S)-(-)-N-heptanoil-HSL, (S)-(-)-
N-dodecanoil-HSL. e (§)-(-)-N-tetradecanoil-HSL, fornecendo uma importante
contribuicdo para a compreensdao do mecanismo de comunicagdo deste micro-
organismo patogénico, bem como subsidios para futuras pesquisas relacionadas
com o controle de doencas causadas pelo mesmo. O estudo do co-cultivo de E.
sakazakii e B. cereus mostrou a interferéncia na comunicacdo mediada por acil-
HSL, provocada por enzimas do B. cereus.

O estudo quimico de alguns metabodlitos secunddrios produzidos por E.
nigrum, um fungo isolado da cana-de-acucar, implicou no isolamento de quatro
compostos, um dos quais foi inédito na literatura e apresentando um esqueleto
carbOnico totalmente novo. A andlise de trés mutantes deste fungo demonstrou a
alteracdo de genes presentes na rota biossintetica da epicolactona, inspirando a
investigacao em trabalhos futuros de outros genes envolvidos na biossintese deste
metabdlito, a fim de tracar a sua rota biossintetica. Todos os mutantes estudados
apresentaram em sua constituicdo a 5-hidroxi-meleina, substancia que ndo esteve
presente no fungo selvagem. Este resultado sugeriu a ativacdo de genes reguladores
de uma citocromo-P450 nestes transformantes.

Na terceira parte do trabalho investigaram-se ferdmonios sexuais da espécie 7.
angustula, onde se verificou a atuacdo da rainha fisogastrica que, assim como as
rainhas virgens sexualmente atrativas, produzem feromonios que atraem machos

para o processo de copula. Esteres de cadeia curta foram identificados como o0s
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compostos responsaveis pela atracdo de machos a média distancia, havendo a
necessidade de outro(s) composto(s) para realizar a indug¢do da copula. Diferentes
castas de operarias foram analisadas e diferenciadas quimicamente, assim como
machos de dentro e fora de ninhos de T. angustula.

Adicionalmente as contribui¢des cientificas revelantes para a literatura, o
presente trabalho possibilitou a doutoranda o aprendizado de metodologias e
técnicas essenciais a pesquisa na drea da Quimica de Produtos Naturais, e mais

especificamente na Ecologia Quimica.
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PARTE EXPERIMENTAL

Solventes, reagentes e demais materiais

e Solventes

Todos os solventes utilizados foram da marca Synth ou Merck. Os solventes
acetato de etila e hexano foram destilados ou bidestilados antes do uso, € o
diclorometano empregado nas sinteses foi seco sob refluxo e destilagdo, usando
CaH,.

Nas analises de RMN utilizaram-se como solventes: cloroférmio deuterado,

da Cambridge Isotope Laboratories; DMSO-dg, da Fluka; e acetona-dg, da Merck.

e Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: bromidrato de (%)-a-amino-y-
butirolactona, bromidrato de (S)-(-)-a-amino-y-butirolactona, dcido heptandico e
hexandico todos provenientes da Aldrich; cloridrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida, da Sigma; o 4dcido dodecandico foi adquirido da
Cognis; trietilamina, proveniente da Merck, foi destilada e mantida sob KOH
(Synth); iodo (Rothyl); dissulfeto de dimetila (Acros Organics); sulfato de
magnésio anidro (Nuclear); sulfato de sddio anidro (Synth); tiossulfato de sodio
(Vetec); p-anisaldeido (Sigma-Aldrich); 4cido acético glacial (Synth); &cido
sulfurico (Nuclear); hexanol; isopropanol (Tedia); diciclohexil-carbodiimida, DCC

(Merck); dimetilamino-piridina, DMAP (Aldrich); benzaldeido (Fisher);
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permanganato de potéassio (Nuclear), X-gal (Sigma); brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio, MTT (Merck).

e Cromatografia em coluna aberta (CC)

As purificagdes em colunas cromatograficas foram realizadas com gel de
silica da Acros Organics (0,035-0,070 mm). Em alguns casos realizou a
cromatografia flash em coluna, utilizando-se pressdo com gas nitrogénio para

permitir velocidade de fluxo através da silica.

e (Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises por CCD foram feitas em placas de gel de silica 60 F,s4 ou 60 RP-
18 Fys4 (Merck) suportadas sobre aluminio, utilizando-se como reveladores a
exposicado a luz ultravioleta (254 nm) e revelacdo quimica com as solugdes de: (1)
p-anisaldeido (5 %); (2) KMnQy; e (3) 4cido fosfomolibdico. As placas foram
imersas em tais solucdes e, posteriormente, submetidas a aquecimento das placas
até aparecimento de manchas coloridas. Também se fez uso de iodo como

revelador em alguns casos.

Equipamentos

e Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
As andlises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foram realizadas em cromatégrafo a gds Agilent 6890, acoplado a um

detector de massas Hewlett-Packard 5973 operando por impacto de elétrons a 70
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eV. O cromatégrafo estava equipado com coluna capilar de silica fundida (DBS5, 30
m x 0,25 mm x 0,25 pm). Utilizou-se hélio de alta pureza como gis de arraste
(fluxo de 1 mL/min). As andlises foram realizadas com interface a 280 °C. Os
espectros de massas foram registrados no intervalo de m/z 40-600 em 3,54 scans/s.
As amostras foram diluidas em acetato de etila na concentracdo de 0,5 mg/mL, para
produtos sintéticos, € 1 mg/mL para produtos naturais. As seguintes programacgoes

de temperatura foram empregadas:

Programa 1: temperatura inicial da coluna de 100 °C, com rampa de aquecimento
de 10 °C/min, e 10 min isotermicamente a 290 °C. Injetor funcionando a 250 °C.

Amostras injetadas com volume de 1 puL. e no modo split 10:1.

Programa 2: temperatura inicial da coluna de 50 °C, com incrementos de
temperatura de 12 °C/min, permanecendo a 290 °C por 20 min. Injetor funcionando

a 240 °C. Amostras injetadas com volume de 1-2 pLL e no modo splitless.

Programa 3: temperatura inicial da coluna de 50 °C, com incrementos de

temperatura de 4 °C/min, permanecendo a 290 °C por 20 min. Injetor funcionando

a 240 °C. Amostras injetadas com volume de 1 plL e no modo splitless.
Programa 4: temperatura inicial da coluna de 50 °C, com incrementos de

temperatura de 12 °C/min, permanecendo a 290 °C por 60 min. Injetor funcionando

a 240 °C. Amostras injetadas com volume de 1 ulL e no modo splitless.

145



Parte Experimental

e Cromatografia gasosa acoplada a detecgdo por ionizacdo em chama (CG-DIC)

As andlises de cromatografia gasosa com detector de detec¢do por ionizagao
em chama e fase estacionaria quiral foram feitas em cromatdgrafo a gias marca
Agilent modelo 6890, operando com coluna do tipo Chrompack chirasil
ciclodextrina CB (25 m x 0,25 pum x 0,25 pm). Empregou-se hidrogénio de alta
pureza como gés de arraste, fluxo de 1 mL/min. Os volumes injetados foram de 1

uL com concentracao de solutos a 1 mg/mL, com divisao de fluxo de 1/100.

Tabela 12. Programacdes de temperatura utilizadas nas andlises das N-acil-HSL

por CG-DIC.
Parametro N-C7-HSL N-C12-HSL N-C14-HSL
Forno 50°C-180°C Isotermicamente a Isotermicamente a
(2°C/min), mantido por 180 °C durante 150 180 °C durante 200
5 min em 180°C min min
Injetor 220°C 240 °C 220°C
Detector 250 °C 280 °C 240 °C

e Espectrometria de massas por ionizagdo eletrospray (ESI-MS)

Todos os experimentos foram desenvolvidos usando um espectrometro de
massas hibrido LTQ-Orbitrap (Thermo Fischer Scientific, Bremen, Germany). O
nitrogénio foi usado como gds para nebulizacdo, dessolvatagdo e dissociagdo
induzida por colisdo (CID). As amostras foram diluidas em metanol ou acetonitrila,
acrescentou-se 0,1% de hidroéxido de amonio para o modo negativo, e submeteu-se

a injecdo direta em pressao atmosférica e em velocidade de fluxo de 10 uL/min.
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O modo de ionizagdo positivo foi melhor para detectar a (S)-N-dodecanoil-
HSL, “sheat gas” = 8, voltagem do spray = 3,5 kV, voltagem do capilar = 43 V,
temperatura do capilar = 275 °C. O modo de ionizagao positivo foi mais apropriado
para monitorar a degradacao da acil-HSL, com “sheat” gas = 10, voltagem do spray
= 3,8 kV, voltagem e temperatura do capilar em -38 V e 275 °C, respectivamente.
Os experimentos de varredura completa (full scan) (m/z 50-800) foram
desenvolvidos tanto em trap linear como no orbitrap. As massas foram adquiridas
como um perfil de dados em uma resolugao de 30.000 em m/z 400. O controle de
ganho automaético da populacdo alvo de ions em varredura completa foi de 30.000
para LTQ-MS e 300.000 para o Orbitrap-MS, e a populagdo alvo de ions para MSn
foi 10.000 para o LTQ-MS. Os dados de massas foram analisados pelo software
Xcalibur 2.0.5 (Thermo Electron Corporation).

® Ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de '"H, RMN de "C (CPD e DEPT), NOE diferencial,
NOESY e espectros bidimensionais (gHSQC, gHMBC e gCOSY) foram obtidos
em equipamento Varian Inova-500 (11 Tesla) e Bruker Avance-400 (9,4 Tesla),
com campo de, a temperatura ambiente, equipados com sonda de 5 mm ou
nanosonda. Foram utilizados como solvente CDCl; com trimetilsilano (TMS) (6 0,0
ppm) como referéncia interna; acetona-dg (oy = 2,05 ppm; Oc = 29,92 e 106,68
ppm) ou DMSO-dy (8 = 2,50 ppm; dc = 39,51 ppm), utilizando o sinal do solvente
como referéncia interna. Os valores de deslocamentos quimicos (6) foram obtidos
em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Alguns espectros de

diferenca de NOE foram obtidos em temperatura de 30 °C.
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o Ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros de UV-vis foram obtidos em equipamento Varian Cary 50.
e Rotagdo otica especifica (ap)

A rotacdo Optica foi medida em um espectropolarimetro Jasco J-720 com
cela de 3 cm’ e 0,1 cm de caminho 6tico. Utilizou-se metanol (grau HPLC) como
solvente.

o Manipulacdo de micro-organismos
Utilizou-se capela de fluxo laminar Veco VLF 509, centrifuga Harrier MSE

18/80, autoclave Phoenix LV30, BOD da Quimis, para cultivo dos micro-

organismos, € incubadora Shaker Marconi MA 420.

e Demais equipamentos

Fez-se uso de evaporador rotativo Buchi B-480, sob pressdo reduzida com
bombas de vacuo Brinkmann B-169; ultrassom Thornton T4; balanga analitica
Sartorius BL120S; balanca técnica Mettler PJ4000; geladeira e freezer da

Eletrolux; vidrarias em geral.
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Material bioldgico e meios de cultivos

e Bactérias

A cepa de E. sakazakii DUP 18623 foi cedida pelo Laboratorio de
Microbiologia da Universidade de Sao Paulo, Brasil, tendo sido isolada de
mamadeiras pertencentes a um bercario da regido da Grande Sdo Paulo. B. cereus
ATCC 14597 foi fornecido pelo Laboratorio de Higiene e Legislagdo da
Universidade Estadual de Campinas, Brasil. Ambas as cepas foram mantidas em
tubo Eppendorf contendo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (80:20) a -80 °C.

B. cereus CCT 4060 foi comprado da Colecdao de Cultura André Tosello,
Campinas-SP, e permaneceu em meio Luria-Bertani (LB), preparado através da
adicdo de 1% de peptona (Oxoid), 0,5% de NaCl (Sigma) e 0,5% de extrato de
levedura (Oxoid) a 100 mL de dgua destilada. Os meios sélidos foram preparados a
partir da adi¢do de 2% de agar bacterioldgico (Sigma).

A cepa de A. rumefaciens NTL4(pZLR4) foi mantida em meio LB e
suplementado com gentamicina (50 pg/mL). C. violaceum CV026 também foi
mantida em meio LB suplementado com 20 pL./mL de canamicina em 25 °C por 24
horas.

Escherichia coli CCT 5050, Staphylococcus aureus CCT 4295 e Bacillus
subtilis CCT 0089 adquiridas da Colecao de Cultura André Tosello, Campinas-SP,
foram inoculadas em meio TSB. Também foram utilizadas cepas de E. coli, S.
aureus, B. subtilis e Xanthomonas albilineans obtidas do banco de linhagens do
Laboratorio de Genética de Micro-organismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo”,

Esalq/USP, Piracicaba, Sao Paulo.
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e Fungos e leveduras

Linhagens de E. nigrum foram isoladas da cana-de-acucar (Saccarum
officinarum) pela equipe do Prof. Dr. Welington Luiz de Aratjo (Laboratério de
Biologia Molecular e Ecologia Microbiana, USP, Sdo Paulo), e a linhagem P16
selvagem foi selecionada para o presente trabalho, a partir da qual foram obtidas
cepas mutantes. Todos estes micro-organismos foram mantidos em meio de cultura
BDA (Difco). Candida albicans CCT 0776, obtida da Colecdo de Cultura André

Tosello, Campinas-SP, foi inoculada em meio PDA.

o Abelhas

As rainhas fisogdstricas de 7. angustula foram obtidas de colonias ativas,
enquanto as rainhas virgens (12-14 dias de idade) foram criadas artificialmente em
laboratorio ou obtidas a partir de células reais, em colaboracdo com o doutorando
Charles Santos e a Profa. Dra. Vera Licia Imperatriz-Fonseca, USP, Sao Paulo-SP.

As operarias de T. angustula foram capturadas de ninhos disponiveis na
Universidade de Sdao Paulo, USP, no municipio de Ribeirdo Preto-SP, e os machos

foram capturados de aglomerados nas proximidades destes ninhos.

Bioensaios com A. tumefaciens NTL4(pZLR4) utilizando as cepas de
E. sakazakii, B. cereus ATCC 14597 e co-cultivo de E. sakazaki e B.
cereus ATCC 14597

Os 1noculos de E. sakazakii, B. cereus ATCC 14597 e co-cultivo de ambas as

bactérias, foram preparados a partir do repique de cada microorganismo em tubos
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de ensaio contendo 2 mL de meio liquido LB, os quais, posteriormente, foram
incubados em BOD a 30 °C por 24 horas. Apds esse periodo realizaram-se o0s
seguintes experimentos em tubos de ensaio: tubo teste 1 (controle): 20 pL. de A.
tumefasciens NTL4(pZLR4), 20 uL. de X-Gal (50 mg/mL em DMF), 2 mL de meio
LB; tubo teste 2: 20 uL de E. sakazakii, 20 uL. de X-Gal, 2 mL de meio LB; tubo
teste 3: 20 uL. de B. cereus ATCC 14597, 20 pL de X-Gal, 2 mL de meio LB; tubo
teste 4: 20 uL de E. sakazakii + B. cereus ATCC 14597, 20 uL. de X-Gal, 2 mL de
meio LB. Todos os experimentos foram realizados duplicata. Em seguida, os tubos
foram mantidos sob incubacdo em BOD a 30 °C, e apds 24 horas avaliaram-se

visualmente as mudancas de coloracao (Pomini et al., 2005).

Preparacao dos extratos de E. sakazakii, B. cereus ATCC 14597 e co-
cultivo de E. sakazakii e B. cereus ATCC 14597

E. sakazakii, B. cereus ATCC 14597 e co-cultivo foram inoculados em tubos
de ensaio contendo 10 mL de meio liquido LB e mantidos em incubagdo a 30 °C,
em BOD, por 24 horas. Em seguida, os cultivos foram transferidos, separadamente,
para erlenmeyers (2 L) contendo 1 L de meio liquido LB e incubados sob agitacao
de 100 rpm, a 30 °C, por 24 horas. Realizou-se a centrifugacdo dos meios a 5000
rpm por 20 minutos, e, apds a separacdo das células, adicionou-se uma colher de
NaCl e extraiu-se com acetato de etila destilado (3 x 300 mL). As fases organicas
combinadas foram secas com sulfato de magnésio anidro, filtradas com algodao
tratado e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, produzindo os extratos
brutos de E. sakazakii (87,5 mg), B. cereus ATCC 14579 e cultivos misto de E.
sakazakii e B. cereus ATCC 14579 (89,2 mg). Um experimento controle foi feito a
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partir do meio de cultivo LB estéril (1 L), o qual foi extraido com acetato de etila
conforme descrito acima, produzindo 80,5 mg.

Os extratos dos cultivos dos micro-organismos foram dissolvidos em etanol
(2 mg/mL) e 20 uL de cada solugdo foi usado no bioensaio com A. tfumefaciens

NTL4(pZLR4) para detectar a expressao de 3-galactosidase.

Purificacdo das acil-homosserina lactonas dos extratos de E.

sakazakii e cultivo misto de E. sakazakii e B. cereus ATCC 14597

O procedimento de cultivo e extracdo com acetato de etila, apresentado no
item 4.5, foi repetido oito vezes, obtendo-se 700,2 e 713,2 mg, respectivamente, de
extratos de E. sakazakii e cultivo misto. Estes extratos foram purificados por
cromatografia em coluna de gel de silica (coluna com 2 cm de didmetro; 15 g de
silica 0,035-0,070 mm de granulometria), utilizando hexano, acetato de etila e
metanol, em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 81 e 56 fracoes,
respectivamente para os extratos de E. sakazakii e cultivo misto. O fracionamento
foi bioguiado utilizando os biossensores A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e C.
violaceum CV026, além disso, também foi realizado o acompanhado por CCD.

Os bioensaios das fracdes foram desenvolvidos pela adicdo de 2 pl. da
suspensdo de cé€lulas do biossensor a 20 pL de solugdo etandlica de cada fracdo (2
mg/mL) em tubos testes contendo 2 mL. de meio LB, incubado a 25 °C por 24 h.
Um experimento controle para o biossensor C. violaceum CV026 foi desenvolvido
pela adi¢cdo de 20 pL da suspensdo de células, crescida por 24 h, a 20 ulL da
solucdo etandlica da (S)-N-heptanoil-HSL sintética (2 mg/mL), e o
desenvolvimento da coloracdo violeta indicou a presenca de acil-HSLs de cadeia

curta. O experimento controle para A. tumefaciens NTL4(pZLLR4) foi desenvolvido
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pela adi¢do de 20 pL da suspensdo de células crescidas por 24 h a 20 pL da solucdo
de (S)-N-dodecanoil-HSL sintética (2 mg/mL), e o desenvolvimento da coloragao
verde (mistura da cor amarela do meio de cultivo com a cor azul do corante)

indicou a presenca de acil-HSL.

Sinteses de acil-homosserinas lactonas

Realizaram-se as sinteses de (%)-N-heptanoil-HSL, (S)-N-heptanoil-HSL,
(£)-N-dodecanoil-HSL e (S)-N-dodecanoil-HSL, através do procedimento
desenvolvido por Pomini et al. (2005), relatado a seguir:

Adicionou-se em um baldo de 5 mL, trietilamina (0,105 mmol), bromidrato
de (#)-a-amino-y-butirolactona ou (S)-o-amino-y-butirolactona (0,105 mmol) e
acido heptanodico ou dodecanéico (0,157 mmol), dissolvidos em 2,5 mL de 4gua
ultra  pura. Posteriormente, adicionou-se cloridrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (0,157 mmol). A mistura reacional permaneceu
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 horas, sendo, em
seguida, transferida para um funil de separacdo onde se realizou a extragdo com
acetato de etila (3 x 10 mL). A fase organica combinada foi lavada com solugdo de
bicarbonato de sédio 10 % (2 x 10 mL), bissulfato de s6dio 1 mol/L (10 mL) e
solucdo saturada de cloreto de s6dio (10 mL). O solvente foi seco com sulfato de
magnésio anidro, filtrado e evaporado sob pressao reduzida.

Os compostos  (£)-N-tetradecanoil-homosserina  lactona e  (S)-N-
tetradecanoil-homosserina lactona foram sintetizados previamente pelo Dr.
Armando Mateus Pomini durante o desenvolvimento de sua tese de doutorado

(Pomini et al., 2009).
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® (£)-N-heptanoil-homosserina lactona

4 5
7 s 3 A
|1' N 2 2 O
6 4 2 | \
H O

Rendimento: 6,7 mg; 30,0 %.

CG-EM (IE 70 eV) m/z: 213 M™, 1 %), 184 (1 %), 170 (4 %), 156 (13 %),
143 (100 %), 128 (5 %), 125 (21 %), 113 (14 %), 102 (13 %), 101 (17 %), 100 (6
%), 85 (18 %), 83 (16 %), 5T (61 %), 43 (56 %).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS): § 0,88 (t, 3H, J 6,8 Hz, H-7°), 1,29
(m, 6H, H-4°, H-5’, H-6"), 1,64 (quint, 2H, J 7,5 Hz, H-3"), 2,14 (m, 1H, H-4), 2,25
(t, 1H, J 8,0 Hz, H-2"), 2,85 (m, 1H, H-4), 4,28 (ddd, 1H, J 6,0; 9,5; 11,0 Hz, H-5),
4,47 (t, 1H, J 9,0 Hz, H-5), 4,55 (ddd, 1H, J 5,5; 8,5; 12,0 Hz, H-3), 6,08 (s, NH,
largo).

RMN de "C (125,71 MHz, CDCl;, TMS): § 14,0 (C-7"); 22,5 (C-6°); 25,4
(C-3°); 28,9 (C-5°); 30,7 (C-4); 31,5 (C-4°); 36,2 (C-2°); 49,3 (C-3); 66,1 (C-5);
173,8 (C-1°); 175,6 (C-2).

e (S)-(-)-N-heptanoil-homosserina lactona

Rendimento: 11,1 mg; 49,6 %. [alp> -34,00° (c. 0,05 MeOH). Dados

espectroscopicos idénticos a (*)-heptanoil-homosserina lactona.

e (£)-dodecanoil-homosserina lactona

45
1 9' 7 5 3 1
1|' A0
12' 10' 8 6 4' 2 | \\
H 0]
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Rendimento: 33,9 mg; 76,30 %.

CG-EM (IE 70 eV) m/z: 283 (M™, 4 %), 183 (2 %), 170 (2 %), 156 (20 %),
143 (100 %), 128 (5 %), 125 (15 %), 102 (17 %), 101 (11 %), 100 (3 %), 85 (6 %),
83 (13 %), 57 (40 %), 43 (19 %).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS): § 0,88 (t, 3H, J 7,0 Hz, H-12"),
1,25 (m, 16H, H-11" a H-4"), 1,63 (quint, 2H, J 7,0 Hz, H-3"), 2,13 (m, 1H, H-4),
2,25 (t, 1H, J 7,8 Hz, H-2"), 2,86 (m, 1H, H-4), 4,28 (ddd, 1H, J 6,0; 9,5; 11,5 Hz,
H-5), 4,46 (t, 1H, J 9,0 Hz, H-5), 4,56 (ddd, 1H, J 6,0; 9,0; 11,5 Hz, H-3), 6,13 (d,
NH, J 4,5 Hz).

RMN de "C (125,71 MHz, CDCl;, TMS): & 14,1 (C-127); 22,6 (C-11); 24,8
(C-10%); 25,4 (C-9°); 29,1 (C-8°); 29,2 (C-7°); 29,3 (C-5°); 29,4 (C-4’); 29,6 (C-3°);
30,6 (C-4); 31,9 (C-6°); 36,2 (C-2°); 49,2 (C-3); 66,1 (C-5); 173,9 (C-1°); 175,6 (C-
2).

o (S)-(-)-N-dodecanoil-homosserina lactona

Rendimento: 30,5 mg; 68,65 %. [alp™ -18,33° (c. 0,30 MeOH). Dados

espectroscopicos idénticos a (*)-dodecanoil-homosserina lactona.

Co-injecao dos produtos sintéticos com os produtos naturais

As estruturas das acil-HSLs detectadas nas fracdes do extrato bruto de E.
sakazakii foram confirmadas pela co-injecio em CG-EM (Programa 1) com

padrdes sintéticos previamente sintetizados.
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Determinaciao das configuracoes absolutas das acil-HSLs naturais

A configuracdo absoluta das AHSLs naturais foi determinada por GC-DIC
equipado com uma coluna Chrompack Chirasil ciclodextrina aplicando as
condicoes cromatograficas, previamente descritas, para discriminar ambos
enantiomeros dos padrdes enantiomeros (S) e racémico sintético: 66,54 min = (R)-
N-heptanoil-HSL, 66,75 min = (5)-N-heptanoil-HSL (Pomini et al., 2008); 77,49
min = (R)-N-dodecanoil-HSL, 78,75 min = (5)-N-dodecanoil-HSL; e 169,81 min =
(R)-N-tetradecanoil-HSL, 172,60 min = (§)-N-tetradecanoil-HSL (Pomini et al.,
2009). O produto natural foi determinado pela injecdo das fracoes e padroes usando

as mesmas condi¢des e pela co-inje¢cdo com produtos sintéticos racémicos.

Biotransformacao de (S)-N-dodecanoil-HSL por B. cereus

A cepa de B. cereus CCT 4060 foi inoculada em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio liquido LB e mantida em incubacdo a 30 °C, em BOD, por 24 horas.
Ap06s o periodo de incubacdo, os meios de cultura foram centrifugados a 5000 rpm
por 20 minutos, para separacdo das células. Em seguida, foram adicionados a tubos
falcon de 50 mL, solucdo tampao fosfato estéril (5 mL, pH 7,0), células (100 mg,
peso imido) e (S)-N-dodecanoil-HSL (1 mg dissolvidos em etanol). A suspensio
resultante foi agitada em shaker a 220 rpm, mantendo-se a temperatura em 29 °C.
Ap6s 3 horas de reacdo, efetuou-se extracdo com acetato de etila (3 x 5 mL),
secagem com sulfato de s6dio anidro, filtracdo com algoddo tratado e evaporacdo
do solvente sob pressdo reduzida. Um experimento controle foi feito com solugdo
tampao fosfato estéril (5 mL) e células de B. cereus (100 mg, peso imido), o qual

fo1 extraido com acetato de etila conforme descrito acima. As amostras foram
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analisadas por espectrometria de massas por ionizacdo eletrospray (ESI-MS) e
também acompanhadas por CCD de gel de silica, utilizando anisaldeido sulftrico

como revelador.

Obtencao dos extratos de E. nigrum selvagem e cepas modificadas

geneticamente

As linhagens de E. nigrum P16-selvagem e os mutantes P16-17, P16-47set e
P16-91, foram crescidas em placas de Petri a 28 °C utilizando meio PDA, por 15
dias, em BOD no escuro. Apds crescimento, um fragmento do &4gar de
aproximadamente 1 cm?® foi recortado, com lamina de bisturi esterilizada, e
inoculado em erlenmeyer contendo 500 mL de meio caldo batata. Os cultivos
foram incubados a 28 °C, na auséncia de luz, por 60 dias, sem agitacdo. Ao todo
foram 12 litros de meio de cultivo para a cada linhagem. As culturas foram
filtradas, e os micélios foram condicionados em refrigerador, para posterior
extracdo. Este procedimento inicial foi realizado pela equipe do Prof. Dr.
Welington Luiz de Aradjo (Esalg/USP e Laboratério de Biologia Molecular e
Ecologia Microbiana/USP, Sao Paulo). Os sobrenadantes de cada linhagem foram
extraidos com acetato de etila (3 x 300 mL/L de meio), as fases organicas foram
combinadas, secas com MgSO, anidro, filtradas utilizando algoddo tratado e
concentradas sob pressdao reduzida a 40 °C. A linhagem P16-selvagem, apds
extracdo com AcOEt, foi extraida com n-butanol, e, posteriormente, o extrato foi
liofilizado, devido a presenca significativa de dgua apds evaporacdo do solvente.
Obtiveram-se 8,3 g de extrato AcOEt e 4,6 g do extrato n-butanol de P-16
selvagem, e 0,5 g, 0,5 g e 0,3 g de extrato AcOEt para as linhagens P16-17, P16-
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47set e P16-91, respectivamente. Somente os extratos obtidos em acetato de etila

foram estudados no presente trabalho.

Concentracao inibitéria minima dos extratos de E. nigrum selvagem

e mutantes

Os bioensaios foram desenvolvidos com as bactérias S. aureus, B. subtillis e
E. coli. Os in6culos destes micro-organismos foram preparados em placas contendo
meio caldo nutriente s6lido, crescidos a 30°C por 24 horas em BOD. As células de
cada micro-organismo foram removidas e suspensas em dgua destilada estéril (10
mL), até a obtengio de uma suspensdo com turbidez equivalente a 3 x 10* UFC/mL,
de acordo com uma escala de McFarland. Em seguida, 5 mL desta suspensao foram
adicionados a 50 mL de meio Miiller-Hinton e 100 pul foi pipetado para a
microplaca de 96 pocos estéreis. No topo de cada coluna foram pipetados 100 uL
de cada solucdo a ser testada (branco, controle positivo e solu¢des dos extratos),
homogeneizados e diluidos em série, sendo descartados os 100 ul. de solucdo ao
final das diluicdoes. As solugdes dos extratos foram preparadas em 4gua
destilada/DMSO 20% (estoque a 1 mg/mL), utilizando tubos de ensaio estéreis. O
controle negativo (branco) foi preparado com dgua destilada/DMSO 20%, e o
controle positivo com cloranfenicol ou cloridrato de ciprofloxacino comerciais e
agua destilada/DMSO 20% (estoque a 1 mg/mL).

As placas foram incubadas em BOD durante 24 horas a 30°C, e, apds este
periodo, adicionaram-se nos pocos 100 ul. de solucdo de MTT (0,025 % em dgua
destilada). As placas foram avaliadas visualmente e fotografadas 1 hora apds a

adicdo do corante. Nos pocos em que o desenvolvimento microbiano foi normal,
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observou-se a formacao de coloragio roxa ou azul, e nos po¢os onde o crescimento

foi inibido, observou-se coloracao amarelada.

Fracionamento bioguiado do extrato acetato de etila de E. nigrum

selvagem

O extrato acetato de etila foi purificado por cromatografia em coluna de gel
de silica (coluna com 4 cm de diametro; 150 g de silica 0,035-0,070 mm de
granulometria), utilizando hexano, acetato de etila, metanol, em ordem crescente de
polaridade, e por fim, éter etilico/acido formico (1:1). Foram obtidas 27 fracoes,
que depois de analisadas por CCD foram reagrupadas em 14 fracOes. Todas as

fracdes foram monitoradas por CCD e bioautografia contra S. aureus.

Avaliacao da atividade antimicrobiana das fracoes dos extratos de E.

nigrum selvagem por bioautografia

Prepararam-se solu¢des de concentragdo conhecida com as fracdes do extrato
acetato de etila de E. nigrum selvagem. Em seguida, aliquotas destas solucdes
foram aplicadas em placas de CCD de gel de silica (2 x 5 cm) e eluidas em
hexano:acetato de etila (1:1), acetato de etila, acetato de etila:metanol (1:1) ou
metanol. Apdés completa evaporacdo do solvente, as placas de CCD foram
transferidas para placas de Petri esterilizadas, sobre as quais foi vertido
aproximadamente 20 mL do indculo de S. aureus, preparado através da adig¢do de 1
mL do inéculo em 100 mL do seu respectivo meio contendo 4gar. Iniciada a
solidificacdo dos meios, as placas foram tampadas e incubadas a 30 °C e ap6s 24 h,

borrifou-se sobre as mesmas uma solucdo de MTT (0,05 % em 4gua destilada).
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Purificacao da fracao 3

A fragdo 3 (7,4 mg) foi analisada por CG-EM (Programa 1), RMN de 'H, "°C
(CPD, DEPT 135° € 90°), correlacio homonuclear 'H, 'H (gCOSY) e de correlagao
heteronuclear 'H, °C a uma ligacio (gHSQC). Em virtude de impurezas ainda
presentes na amostra, esta foi submetida a derivatizacdo com diazometano, que
facilitou a sua purificacdo por coluna se gel de silica (coluna com 1 cm de
diametro; 220 mg de silica 0,035-0,070 mm de granulometria), utilizando hexano e
acetato de etila, em ordem crescente de polaridade, resultando no isolamento da
3,4-dihidro-metil-8-hidroxi-isocumarina ou meleina pura (0,7 mg), a qual foi

caracterizada por RMN de 'H e de "°C utilizando nanosonda.

o Meleina. 3,4-Di-hidro-metil-8-hidroxi-isocumarina (7)

OH O
1
8a 02
3
5 4a 4 9

CG-EM (70 eV): m/z 178 (M™, 100%), 160 (40%), 149 (20%), 134 (78%),
121 (4%), 106 (16%), 78 (16%), 63 (5%), 51 (8%), 43 (3%).
Dados de RMN de 'H e de "°C ver tabela 3.

Purificacao da fracao 5
A fracdo 5 (20,9 mg) foi submetida a purificacdo em coluna de gel de silica

(coluna com 1 cm de diametro; 630 mg de silica 0,035-0,070 mm de
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granulometria), utilizando hexano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente
de polaridade, resultando na obtencdo a fracdo F9-13-18 (10 mg), contendo o
composto 4,5-dimetil-benzeno-1,3-diol impuro, que foi analisado por CG-EM
(Programa 1), RMN de 'H e de “C (CDP, DEPT 135° e 90°), ¢ RMN de
correlacdo heteronuclear 'H, °C a uma ligagio (gHSQC). Este composto foi
novamente purificado em coluna de gel de silica dando origem a fracao I-13 pura

(0,5 mg), que foi analisada por RMN de 'H e de "°C utilizando nanosonda.

o 4 5-dimetil-resorcinol (8)

OH
1
6 2
5 3
CH,4

CG-EM (IE 70 eV): m/z 139 (9%), 138 (M™, 100%), 137 (48%), 124 (7%),
123 (92%), 121 (6%), 109 (7%), 95 (8%), 91 (10%), 79 (6%), 77 (6%), 69 (9%), 53
(6%), 41 (5%).

Dados de RMN de 'H e de "°C ver tabela 4.

Purificacao da fracao 6

A fracdo 6 (723,7 mg), eluida em 100% de acetato de etila, foi
cromatografada em coluna de gel de silica (22 g de silica; coluna com 2 cm de

diametro), utilizando um gradiente de hexano-acetato de etila que resultou em 55

fracoes (10 mL), combinadas em 20 fragdes. A subfracdo F6-C9 (385,60 mg),
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eluida em 100% de acetato de etila , foi sujeita a purificagdes adicionais por coluna
de gel de silica (12 g de silica, coluna de 2 cm de diametro) usando eluicdo em
gradiente de hexano-diclorometano-AcOEt, que forneceu 30 fracoes (10 mL)
combinada em 15 fracdes. A subfracio F6-C9-9 (89,1 mg) eluida em
CH,Cl,:AcOEt (80:20), continha um precipitado parcialmente insolivel em acetato
de etila e totalmente insolivel em metanol. O precipitado foi isolado rendendo a
epicolactona (11 mg). A subfracdo F6-C9-12 (108,7 mg) eluida em CH,Cl,:EtOAc
(1:1) e, em parte, em acetato de etila puro foi mais fracionada dando origem a
flavipina (7,0 mg). Estas moléculas foram caraterizadas por CG-EM (Programa 1),
RMN de 'He de *C (CDP, DEPT 135° e 90°), correlacdo heteronuclear 'H, BC a
uma ligacao (gHSQC) e ligacdes multiplas (gHMBC), e adicionalmente para a
epicolactona utilizou-se RMN de correlacio homonuclear 'H, 'H (gCOSY), UV-
vis, rotacdo Optica e difracdo de raio-X, sendo esta ultima anélise desenvolvida pelo

grupo do Prof. Dr. Ricardo Aparicio (Unicamp, Sdo Paulo).

e Epicolactona (10)

Cristais brancos; [()L]D20 -2,50° (c. 0,20 acetonitrila). UV (acetonitrila) A

280, 244 nm;
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CG-EM (IE 70 eV): m/z 348(38), 329(1), 300(1), 284(1), 272(1), 256(1),
244(1), 215(1), 197(17), 179(4), 167(4), 153(100), 139(2), 124(11), 107(3), 95(4),
T7(7), 53(5), 43(5).

Dados de RMN de 'H e 13C, e dados de HMBC, ver tabela 6; HR-ESIMS
347,0748 [M - H] (calcd. para C7H;605347,0772).

o Flavipina (9)

CG-EM (70 eV): m/z 196 (M™, 88%), 167 (100), 152 (10), 139 (33), 122
(12), 111 (6), 93 (10), 77 (6), 65 (14), 53 (9), 43 (4).
Dados de RMN de 'H e *C, e dados de HMBC, ver tabela 5.

Monitoramento da producao dos compostos isolados em E. nigrum

selvagem nos mutantes P16-47set, P16-17 e P16-91

Um total de 20 mg dos extratos acetato de etila dos mutantes P16-17, P16-
47set e P16-91, bem como do fungo selvagem, foram dissolvidos em acetato de
etila e aplicados em placa de CCD preparativa. A placa foi eluida em
benzeno/acetato de etila (6:4). Em seguida os compostos arrastados pelo solvente
foram separados dos que permaneceram na base, extraidos da silica com acetato de

etila e acetonitrila, e analisados por CG-EM.
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Isolamento do intermediario presente nos extratos dos mutantes

Tendo em vista que foi observada a presenca de um composto adicional nos
mutantes € que nao esteve presente no fungo selvagem, realizou-se o isolamento e
identificacdo deste composto a partir do mutante P16-91. A fracdo resultante da
eluicdo em benzeno/acetato de etila utilizando CCD preparativa (ver se¢ao anterior,
6.19) foi novamente submetida a eluicdo mediante mesma metodologia. Compostos
de diferentes Rfs foram extraidos e analisados em CG-EM, verificando-se a
presenca do composto de interesse em Rf = 0,5, o qual era referente a 5-hidroxi-

meleina (1,0 mg).

o S5-Hidroxi-meleina (11)

CG-EM (70 eV): m/z 194 (M™, 100%), 176 (58), 165 (39), 150 (25), 137 (5),
121 (20), 105 (5), 91 (13), 77 (5), 65 (10), 53 (6), 43 (4).
Dados de RMN de 'H e de "°C ver tabela 7.
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Testes de campo para investigacao do feromonio sexual das rainhas

Os testes de campo foram realizados na Universidade de Sdo Paulo (USP),
Ribeirdo Preto-SP, no periodo de novembro de 2010 a maio de 2011.

A um aglomerado de machos nas proximidades de ninhos ativos ou em
fundacdo, bem como a cinco metros de distincia do mesmo, foram apresentadas
rainhas virgens e fisogdstricas nas seguintes situacoes:

(1) frasco de vidro vedado e contendo a rainha;
(2) frasco de vidro com tampa perfurada, contendo rainha;
(3) frasco totalmente aberto com odor da rainha.

Cada tratamento foi realizado durante 2 min, com um intervalo de 10 min
entre eles, e em triplicata. Ao final destes testes de campo apresentou-se livremente
ao aglomerado de machos uma rainha fisogéstrica morta e observou-se o

comportamento dos machos.

Headspace dinimico das rainhas de 7. angustula

Os volateis liberados por rainhas virgens sexualmente atrativas (12-14 dias) e
fisogastricas vivas, foram coletados através da técnica de headspace dinamico
utilizando porapak-Q, durante o periodo de 2 horas, ao final do qual se devolveu as
rainhas ao ninho. Os volateis foram extraidos dos porapaks utilizando-se 2 mL de
hexano e 2 mL de acetato de etila bidestilados. O solvente foi evaporado com um
leve fluxo de nitrogénio até atingir o volume de 30 pL. Posteriormente, as amostras
foram analisadas por CG-EM (Programa 2) utilizando heptadecano (I mg/mL)

como padrao interno.
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Obtencao de extratos cuticulares de machos, rainhas virgens e

fisogastricas de T. angustula

Os individuos de 7. angustula (machos, rainhas e operdrias) foram
sacrificados no freezer (T = -18 °C) e, em seguida, lavados com 1 mL de hexano
bidestilado por 1 min, para retirada dos lipidios cuticulares. Os extratos hexanicos
das rainhas e machos foram concentrados em um leve fluxo de nitrogénio até
atingir o volume de 30 pL, e, entdo, analisados por CG-EM (Programa 2). Uma
identificacdo prévia dos componentes das amostras foi feita por comparacdo com

os espectros de massas da biblioteca Wiley presente no equipamento.

Obtencao dos cefalicos e abdominais das rainhas, machos e

operarias de 7. angustula

Ap6s banho com hexano, os extratos das cabecas e abdomes de rainhas (N=1,
triplicata), machos (N=6, duplicata) e operarias (N=6, duplicata) foram preparados
por meio de maceracdo de cada uma das partes com 30 pl. de acetato de etila

bidestilado, e analisados por CG-EM (Programa 2).

Obtencao dos extratos glandulares das rainhas virgens e

fisogastricas

A extragdo das glandulas de Dufour e tergais das rainhas virgens e
fisogdstricas foi feita a partir de individuos removidos imediatamente das placas de
Petri de criacdo e das colOnias, respectivamente, € prontamente mortas por

resfriamento em freezer (T = -18 °C) durante 10 minutos. Os individuos foram
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dissecados sob lupa Quimis em placa de Petri, contendo dgua de Milli-Q, e
resfriadas com gelo seco para impedir a perda dos compostos mais volateis. As
glandulas dissecadas foram imediatamente injetadas em CG-EM (N=1, triplicata).
Adicionalmente as glandulas foram fotografadas pelo doutorando Charles Santos,
no Departamento de Biologia, secdo de Entomologia da Faculdade de Filosofia,

Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto da USP.

Sintese de hexanoato de isopropila e hexanoato de hexila

Os ésteres hexanoato de hexila e hexanoato de isopropila foram sintetizados
de acordo com a metodologia de Steglich, descrita a seguir (Neises e Steglich,
1978).

Em um balao de fundo redondo adicionou-se diclorometano (10 mL), acido
hexandico (10 mmol), DMAP (30-110 mg) e hexanol ou isopropanol (20-40
mmol), e submeteu-se a agitagdo constante. Apds homogeneizacido resfriou-se a
reacdo até 0 °C e adicionou-se DCC (10 mmol), sob agitacdo, por 5 min. Em
seguida, a reacdo permaneceu a temperatura ambiente por 3 horas. Ao final deste
periodo, filtrou-se a mistura reacional para eliminagdo da uréia precipitada, extraiu-
se com HCI 0,5 mol/L (3 x 10 mL) e NaHCO; saturado (3 x 10 mL). A fase
organica foi reunida, seca sobre sulfato de magnésio anidro, filtrada com algodao
tratado e o solvente evaporado sob pressdo reduzida, obtendo-se um liquido
incolor.

O produto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica (30 g;
coluna com 2 cm de diametro) utilizando hexano e acetato de etila em polaridade

crescente. As substancias de interesse foram eluidas em hexano.
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e Hexanoato de isopropila

O 3'
5 3 1 J\
4 2 2'
6 (@]

Rendimento global: 24,2%.

CG-EM (IE, 70 eV) m/z 143 (M, 6), 117 (43), 99 (75), 87 (14), 71 (22), 60
(44), 55 (12), 43 (100), 41 (29).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS): & 0,90 (t, 3H, J 7,0 Hz, H-6); 1,23
(d, H-1’ e H-2"); 1,31 (m, H-5 e H-4); 1,62 (quint, H-3); 2,25 (t, J 7,5 Hz, H-2);
5,00 (sept, H-17).

RMN de "°C (125,69 MHz, CDCl;, TMS): § 13,9 (C-6); 21,9 (C-2’ e C-3°);
22,3 (C-5); 24,7 (C-4); 31,3 (C-3); 34,7 (C-2); 67,3 (C-1°); 173,5 (C-1).

e Hexanoato de hexila

Rendimento global: 73,3%.

CG-EM (IE, 70 eV) m/z 129 (M, 4), 117 (100), 99 (73), 84 (63), 71 (25), 69
(24), 61 (16), 56 (49), 43 (78), 41 (37).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS): § 0,89 e 0,90 (2t, 3H, J 7.0 Hz, H-
6 e H-6"), 1.32 (m, H-3’, H-4, H-4’, H-5 ¢ H-5’), 1.62 (m, H-3 e H-2"), 2.29 (t, J
7.5 Hz, H-2), 4.06 (t, J 7.0 Hz, H-1").
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RMN de "°C (125,69 MHz, CDCls, TMS): & 13,9 ¢ 14,0 (C-6 ¢ C-6"); 22,3
(C-5), 22,5 (C-5); 24,7 (C-4); 25,6 (C-4); 28,6 (C-2°); 31,4 (C-3); 31,5 (C-3");
34,4 (C-2); 64,4 (C-1°); 174,0 (C-1).

Quantificacao do hexanoato de isopropila e hexanoato de hexila nos

volateis das rainhas

As quantificagOes relativas destes dois compostos nos volateis das rainhas
virgens e fisogdstricas foram realizadas através do método do padrdo interno,
obtendo-se uma curva de calibracdo para cada éster (concentracdes usadas: 0,25;
0,5; 1,0; 3,0 e 5,0 ug/1d), e utilizando-se heptadecano como padrio interno (Raffa e
Steffeck, 1988).

Indices de retencao

Realizou-se a co-injecdo de todos os extratos de 7. angustula com a mistura
de n-alcanos padriao (C9-C32) por CG-EM (Programa 3), e os indices de retenc¢ao
dos compostos foram calculados de acordo com a equacdo de van den Dool e

Kratz. Os valores obtidos foram comparados com dados da literatura.

t -t
IR = 100z + 100|—X) _R®

tRex+1) - RRZ)

Onde:

z = nimero de dtomos de carbono do n-alcano que elui antes da substancia analisada (X);
tr(x) = tempo de retencdo da substincia analisada;

trz) = tempo de retengdo do n-alcano que elui antes da substincia analisada;

triz+1) = tempo de retengdo do n-alcano que elui depois da substancia analisada.
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Os indices de reteng¢do dos n-alcanos padroes (C9-C32) foram considerados
como nudmeros inteiros de 900 a 3200. O padrdo de n-alcanos foi obtido a partir do
petréleo bruto (50 mL) purificado por cromatografia em coluna de gel de silica

(200 g), utilizando hexano bidestilado como eluente.

Derivatizacao com DMDS/I,

As amostras foram solubilizadas em 2 mL de hexano bidestilado e tratadas
com 200 pL de dissulfeto de dimetila (DMDS) e 100 pL da solugdo de iodo (32 mg
de I, em 2 mL de éter étilico destilado), permanecendo em agitacdo magnética e
temperatura de 50 °C por 24 horas, sob refluxo. As reagdes foram interrompidas
com 2 mL da soluc@o aquosa de tiossulfato de sodio (1g de Na,S,0; em 10 mL de
agua destilada). A fase orgénica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada
com algoddo tratado e evaporada em atmosfera de nitrogénio. As amostras
derivatizadas foram solubilizadas em hexano bidestilado analisadas por CG-EM

(Programa 4) (Buser et al., 1983).

Fracionamento dos hidrocarbonetos de extratos cuticulares da

rainha de 7. angustula

Os hidrocarbonetos cuticulares do extrato de lipidios cuticulares da rainha (1
mg) foram separados pelo grau de insaturacdo utilizando coluna de silica
impregnada com nitrato de prata (AgNO5/Si0O, 20%, 6,0 g, coluna de 1 cm de
didmetro interno). A elui¢do foi realizada utilizando gradiente de hexano/éter
etilico (100:0, 95:5, 90:10, 50:50 e 0:100, 6 mL cada). A composi¢ao das fracdes

foi determinada por CG-EM (Programa 2), verificando-se que os n-alcanos e
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monometil-alcanos eluiram conjuntamente na fragdo hexanica e os alcenos eluiram
no segundo eluente (Krokos et al., 2001). Estas fracdes serdo submetidas

futuramente a testes de campo em aglomerados de machos de 7. angustula.

Metilacao de amostras contendo acidos carboxilicos

A amostra foi solubilizada em éter etilico e, em seguida, adicionou-se gotas de
solucdo etérea de diazometano até ndo mais se observar efervescéncia, que ocorre
devido ao desprendimento de nitrogénio na reagao.

CH,N, (1) + RCOOH (s) 2N, (g) + RCOOCH; (s)
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Figura 1A. Espectro de massas (IE 70 eV) da (£)-N-heptanoil-HSL sintética.
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Figura 2A. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl3, TMS) da (£)-N-heptanoil-HSL sintética.
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Figura 3A. Espectro de RMN de e (125,71 MHz, CDCl;, TMS) da (£)-N-heptanoil-HSL sintética.

221 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 4A. Espectro de RMN de *C DEPT 135° ¢ DEPT 90° (125,71 MHz, CDCls, TMS) da (+)-N-heptanoil-HSL

sintética.
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Figura 5A. Mapa de contornos de RMN 2D (CDCl;, TMS) de correlagdes 'H (499,88 MHz); °C (125,71 MHz) 'J

HSQC da (£)-N-heptanoil-HSL sintética.
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Figura 6A. Espectro de massas (IE 70 eV) da (+)-N-dodecanoil-HSL sintética.
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Figura 7A. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS) da (+)-N-dodecanoil-HSL sintética.
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Figura 8A. Espectro de RMN de Bc (125,71 MHz, CDCl;, TMS) da (+)-N-dodecanoil-HSL sintética.
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Figura 9A. Espectro de RMN de 3C DEPT 135° e DEPT 90° (125,71 MHz, CDCl;, TMS) da (%)-N-dodecanoil-HSL
sintética.
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Figura 10A. Mapa de contornos de RMN 2D (CDCl;, TMS) de correlacdes 'H (499,88 MHz); "°C (125,71 MHz) 'J
HSQC da (£)-N-dodecanoil-HSL sintética.
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Figura 11A. Espectro de massas (IE 70 eV) da meleina.
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Figura 12A. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS) da meleina (impura).
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Diana A3-5 CDC13/nanc out04dsaC
File: data/espectros/inova/2010/cutl0/cut0ddsacC.fid

Pulse Sequence: s2pul

Selvent: dZe
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: rmn
File: out0ddsaC
INOVA-300 "nmrsparc.igm.unicamp.br”

Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.300 sec

Width 26169.4 Hz

20000 repetitions

OBSERVE C13, 125.6955927 MHz
DECOUPLE H1, 499.8865406 MHz
Power 40 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz

FT size 131072

Total time 15 hr, 36 min, 28 sec

OH O

160 140

T T 5 T T
120 100 80

Figura 13A. Espectro de RMN de e (125,71 MHz, CDCl;, TMS) da meleina pura (nanosonda).

Diana A3-5 CDC13/nanc out04dsaD
File: data/espectros/inova/2010/outl0/cut04dsaD.fid
Pulse Sequence: dept
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Figura 14A. Espectro de RMN de '*C DEPT 135° e DEPT 90° (125,71 MHz, CDCl;, TMS) da meleina pura
(nanosonda).
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Figura 15A. Mapa de contornos de RMN 2D (CDCl5) de correlacdes 'H (499,88 MHz); "°C (125,71 MHz) 'J HSQC

de meleina (impura).
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Figura 16A. Mapa de contornos de RMN 2D (CDCI;) de correlacdes 'H,'HJ (gCOSY) (499,88 MHz, CDCI3,

TMS) da meleina (impura).
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Figura 17A. Espectro de massas (IE 70 eV) de 4,5-dimetil-resorcinol.
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Figura 18A. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, acetona-ds) de 4,5-dimetil-resorcinol puro.
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Diani

File

Puls:

Sol;

Temg
operd
File

I13/acetona novZ2ajme
data/espectros/inava/2010/nevl0/nov2Zainc. £id

Sequence: sZpul
ent: toluene
25.0C/ 298.1 K
btor: nmrsaiel
nov22aijmc

Rel
Pul
Acg
wid
134,

oBSE

DECOY
Powe
con
WAL

iam b

% delay 2 000 see
e 45.0 degrees

time 1.300 sec

h 30165.9 Hz

6 repetitions

WE €13, 125.6961504 Mz
PLE Hl, 499 8853308 MHz
x 40 dB

tinueusly en

Z-16 modulated

DATA| PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz

FT sjze 131072

Tota] time 13 hr, 47 min, 21 sec

OH

100

OH

80

20 PPm

Figura 19A. Espectro de RMN de e (125,71 MHz, acetona-ds) do 4,5-dimetil-resorcinol puro (nanosonda).

Diana I13/acetons nov2Zajmd
File: data/espectros/inava/2010/novl0/nova2ajmD. fid

Pulse Sequence: dept

Figura 20A. Espectro de RMN de 3C DEPT 135° ¢ DEPT 90° (125,71 MHz, acetona-dg) 4,5-dimetil-resorcinol puro
(nanosonda).
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Diana F9-13/F9-18/acetona/penta ago09dasHSOC
File: data/espectros/inova/2010/agel0/ago09dasHSQC. fid

Pulse Sequence: gHSQC
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Figura 21A. Mapa de contornos de RMN 2D (acetona-ds) de correlagdes 'H (499,88 MHz); Bc (125,71 MHz) ly

HSQC do 4,5-dimetil-resorcinol impuro.
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Figura 22A. Espectro de massas (IE 70 eV) da flavipina.
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Figura 23A. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, acetona-ds) da flavipina.
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Figura 24A. Espectro de RMN de C (100,61 MHz, acetona-d) da flavipina.
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Figura 25A. Mapa de contornos de RMN 2D (acetona-de) de correlacdes "H (400,13 MHz); *C (100,61 MHz) 'J
HSQC da flavipina.
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Figura 26A. Mapa de contornos de RMN 2D (DMSO-dy) de correlagdes 'H (400,13 MHz); "*C (100,61 MHz)
HMBC da epicolactona.
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Figura 27A. Espectro de massas (IE 70 eV) da epicolactona.
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Figura 28A. Espectro na regido de ultraviolta-visivel da epicolactona.
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Figura 29A. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, DMSO-d¢) da epicolactona.
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Figura 30A. Espectro de RMN de °C (100,61 MHz, DMSO-de) da epicolactona.
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Figura 31A. Espectro de RMN de 3C DEPT 135° e DEPT 90° (100,61 MHz, DMSO-d¢) da epicolactona.
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Figura 32A. Mapa de contornos de RMN 2D (DMSO-de) de correlagdes 'H (400,13 MHz); °C (100,61 MHz) 'J
HSQC da epicolactona.
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Figura 33A. Mapa de contornos de RMN 2D (DMSO-d¢) de correlagdes 'H, 'H 'y (gCOSY) (400,13 MHz) da
epicolactona.
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Figura 34A. Mapa de contornos de RMN 2D (DMSO-dy) de correlacdes 'H (400,13 MHz); "*C (100,61 MHz)
HMBC da epicolactona.
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Figura 35A. Espectros de RMN de 'H (NOESY 2D) (499,88 MHz, DMSO-d¢) da epicolactona.

Figura 36A. Determinacdo da concentragdo minima inibitdria da epicolactona (Ep) contra S.

coli e C. albicans. CP: controle positivo. CN: controle negativo
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Figura 37A. Espectro de massas (IE 70 eV) da 5-hidroxi-meleina.
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Figura 38A. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, acetona-de) da 5-hidroxi-meleina.
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Figura 39A. Espectro de RMN de Bc (100,61 MHz, acetona-dg) da 5-hidroxi-meleina.
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Figura 40A. Espectro de RMN de "*C DEPT 135° e DEPT 90° (100,61 MHz, acetona-ds) da 5-
hidroxi-meleina.
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Figura 41A. Mapa de contornos de RMN 2D (acetona-de) de correlagdes H,'HJ (gCOSY)
(400,13 MHz) da 5-hidroxi-meleina.
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Figura 42A. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl3;, TMS) do hexanoato de isopropila.
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Figura 43A. Espectro de RMN de "*C (125,71 MHz, CDCls, TMS) do hexanoato de isopropila.
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Figura 44A. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS) do hexanoato de hexila.
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Figura 45A. Espectro de RMN de Bc (125,71 MHz, CDCl;, TMS) do hexanoato de hexila.
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Figura 46A. A. Cromatograma de fons totais (IE, 70 eV) do extrato de lipidios cuticulares da
rainha fisogastrica de 7. angustula. B. Fracdao da mistura de alcanos e monometil-alcanos. C.
Fragdo da mistura de alcenos.
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Figura 47A. Espectro de massas e fragmentacdo do derivado DMDS do écido 9-oléico.
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Figura 48A. Espectro de massas e fragmentacdes dos derivados DMDS dos isémeros 9-, 10-, 11-
, 12- e 13-heptacoseno.
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Figura 49A. Espectro de massas e fragmentacdes dos derivados DMDS dos isomeros 10-, 11-,
12-, 13- e 14-nonacoseno.
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Figura S0A. Espectro de massas e fragmentdes dos derivados DMDS dos isémeros de 10-, 11-,
12-, 13-, 14- e 15-hentriaconteno.
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Figura 51A. Espectro de massas e fragmentdes dos derivados DMDS dos isomeros de 11-, 12-,
13-, 14-, 15- e 16-tritriaconteno.
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Figura 52A. Espectro de massas e fragmentacdes dos isdmeros 9-metil-pentacosano, 11-metil-
pentacosano e 13-metil-pentacosano
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Figura 53A. Espectro de massas e fragmentacdes da mistura isomérica de 9-metil-heptacosano,

11-metil-heptacosano e 13-metil-heptacosano.
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Tabela 1A. Espectros de massas dos compostos encontrados nas rainhas, operdrias e machos de

Tetragonisca angustula.
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ANEXOS
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ANEXOS
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