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RESUMO

Neste trabalho, a composi¢cdo quimica dos liquens Gondwania regalis, Teloschistes
exilis, Xanthoria candelaria, Candelaria fibrosa, Pyxine coccifera, Usnea sp e
Crocodia aurata foi avaliada pela espectroscopia Raman. A analise ndo destrutiva
proporcionou a identificacdo da antraquinona parietina e carotenoides das espécies
Gondwania regalis, Teloschistes exilis, Xanthoria candelaria. Parietina foi identificada
devido & presenca das bandas Raman em 1671 e 1370 cm™ atribuidas aos modos
v(C=0) ¢ v(C-0O) - caracteristicas da porcdao 9,10-dioxiantraceno e fenadis,
respectivamente comuns a antraquinonas. Bandas em torno de 1527, 1158 e 1005 cm™
foram atribuidas ao B- caroteno. Por outro lado, o estudo por espectroscopia Raman das
espécies Candelaria fibrosa e Pyxine coccifera é inédito e a analise vibracional
forneceu evidéncias que comprovam a presenca de derivados de acido pulvinico e
carotenoides. A identificacdo de bandas caracteristicas do acido quiodectdnico e
dilactona pulvinica foi auxiliada pelos calculos DFT de mecanica quéantica. Pigmentos
absorvedores de luz de diferentes classes quimicas dos liquens Usnea sp. e Crocodia
aurata também foram discutidos usando espectroscopia Raman suportada por calculos
de mecanica quantica. Espectros Raman foram obtidos diretamente dos tecidos
liqguénicos e de compostos quimicos purificados a partir dos extratos brutos. O acido
usnico, um quimiomarcador de Usnea spp foi relatado juntamente com um constituinte
minoritario, o &cido estitico, o qual foi inequivocamente identificado por analises
espectrais de RMN de *H e '*C. As estruturas dos pigmentos isolados calicina e
dilactona pulvinica da Crocodia aurata foram confirmadas por difracdo de raios X de
monocristal, bem como os carotenoides por FT- Raman e micro- imagem Raman nos
tecidos de Usnea sp. e C. aurata, respectivamente. O mapeamento Raman revelou a
presenca de uma mistura de carotenoides distribuidos heterogeneamente na camada
superior de C. aurata. Além de metabdlitos secundarios foram também investigados os
polissacarideos, visto que, espécies de fungos liquenizados sdo produtores de grande
quantidade desse metabdlito primario. Portanto, observando a relevancia no estudo dos
polissacarideos liquénicos e na tentativa de estudar as propriedades vibracionais de tais
compostos, 0s polissacarideos de Usnea sp sdo isolados e caracterizados por métodos

analiticos.

Palavras-chave: liquens, espectroscopia Raman, pigmentos, polissacarideos.



ABSTRACT

In the present work, the chemistry of the lichens Gondwania regalis, Teloschistes exilis,
Xanthoria candelaria, Candelaria fibrosa, Pyxine coccifera, Usnea sp e Crocodia
aurata has been recorded by means of Raman spectroscopy. The non-destructive
analysis provided the recognition of parietin anthraquinone and carotenes for the
Gondwania regalis, Teloschistes exilis, Xanthoria candelaria species. Parietin has been
identified by the Raman bands at 1671 and 1370 cm™, respectively assigned to the
v(C=0) and v(C-O) - modes related to the anthracene-9,10-dione and phenyl groups of
the anthraquinone compound. Bands at ca. 1527, 1158 and 1005 cm™ are assigned to
the p-carotene in the FT-Raman spectra. On the other hand, the main compounds of
Candelaria fibrosa and Pyxine coccifera have been investigated for the first time using
FT-Raman spectroscopy and the vibrational analysis provided evidence for the presence
of pulvinic acid derivatives and carotenes. The identification of features arising from
chiodectonic acid and pulvinic dilactone pigments was assisted by the quantum
mechanical DFT calculations. Light-absorbing pigments from different chemical classes
of the lichens Usnea sp. and Crocodia aurata have been also discussed using Raman
spectroscopy supported by quantum mechanical DFT calculations. Raman spectra were
obtained directly from the lichen tissues as well as from chemical compounds isolated
from extracts. Usnic acid, a chemomarker of Usnea spp has been reported together with
a minor constituent, stictic acid, which has been unambiguously identified by *H and
13C NMR spectral analysis. The structures of calycin and pulvinic dilactone isolated
from Crocodia aurata have been confirmed by single crystal X-ray diffraction, as well
as carotenoids have been characterized by FT-Raman and Raman microimaging in the
tissues of Usnea sp. and C. aurata, respectively. The Raman mapping has revealed the
presence of a mixture of carotenoids heterogeneously distributed in the upper layer of C.
aurata. In addition to secondary metabolites, polysaccharides were also investigated,
since lichenized fungus species are producers of large quantities of this primary
metabolite. Therefore, observing the relevance in studying the lichens polysaccharides
and in attempting to study the vibrational properties of such compounds,

polysaccharides from the Usnea sp are isolated and characterized by analytical methods.

Keywords: lichens, Raman spectroscopy, pigments, polysaccharides.
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Apresentacao

Esta tese é dividida em cinco capitulos, e, ap6s um breve capitulo introdutorio
sobre caracteristicas e propriedades de liquens e sobre espectroscopia vibracional —
técnica esta utilizada em todo o trabalho, os demais capitulos descrevem estudos
particulares desenvolvidos com espécies especificas de liquens, e englobam, portanto,
artigos cientificos ja publicados em periodicos ou em fase de finalizacdo e submissao.

Dessa forma, o capitulo 2 descreve o estudo por espectroscopia Raman in situ
das espécies Gondwania regalis, Teloschistes exilis e Xanthoria candelaria, e, as
espécies Candelaria fibrosa e Pyxine coccifera tém seus compostos quimicos
investigados pela espectroscopia vibracional no capitulo 3. O capitulo 4 envolve o
estudo dos pigmentos absorvedores de luz das espécies Usnea sp e Crocodia aurata, e,
o0 capitulo 5 descreve a andlise da composicao polissacaridica da espécie de Usnea.

Ao final destes capitulos, conclusdes gerais sobre o tema sdo abordadas, além da
breve descricdo das perspectivas deste trabalho. O conjunto de referéncias usado para
suportar este trabalho esta listado em secdo anterior aos anexos, e, nestes estdo contidos
os trabalhos provenientes desta tese, bem como os desenvolvidos paralelamente ao tema
central; um resumo do estudo desenvolvido no estagio sanduiche no exterior encontra-

se no final deste documento.



CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL
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1.1  Liquens

Os liguens sdo associagdes simbioticas entre um organismo micobionte
(fangico) com um ou mais parceiros fotobiontes que resultam, dessa forma, em um
talo (Figura 1.1). Assim, os fungos que formam os liquens sdo, em sua grande maioria,
ascomicetos (98%) e o restante, basidiomicetos; as algas envolvidas nesta associacéo

séo as cloroficeas e cianobactérias (Ahmadjian, 1993).

Figura 1.1: Estrutura geral de um liquen e sua organizacdo em camadas: (A) Cortex
superior (fungo), (B) Camada do fotobionte, (C) Medula (fungo) e (D) Cértex inferior
(fungo).
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Fonte: REDON 1985, modificado.

O resultado desse processo de simbiose contribui substancialmente para uma
propagacao, tanto do fotobionte quanto do micobionte para os mais diversos habitats;
fato este que na condicdo de organismos de vida livre ndo seria possivel ou, no
maximo, raro (Gargas et al., 1995; Lutzoni et al., 2001). O fungo beneficia-se dessa
associacdo pelo fato da alga (responsavel pela fotossintese) fornecer carboidratos
necessarios para a respiracao e crescimento, e, em contrapartida, recebe a hidratacéo
que a liquenizacdo proporciona evitando a sua dessecacdo e protegendo contra
intensas luminosidades (Honda e Vilegas, 1999).

Os liguens podem ser encontrados nos mais variados habitats e microhabitats,

caracteristica esta que depende da disponibilidade de fatores fisicos e climaticos para
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que fornecam as condi¢cfes necessarias para seu desenvolvimento. A capacidade de
adaptacdo a condigdes drasticas, principalmente de temperatura, € um aspecto
interessante dos organismos liquénicos, principalmente por serem encontrados na
Antartida e nos desertos (Lindsay, 1978) onde a vida livre dificilmente estaria
presente.

Estudos relatam que a simbiose liquénica é datada de 400 a 600 milhGes de
anos atras, fato este justificado pela descoberta de fosseis envolvendo hifas
filamentosas intimamente associadas a cianobactérias ou algas que foram encontradas
preservadas em fosforita marinha na formacdo de Doushantuo, Weng'an, sul da China.
A descoberta destes fosseis € forte indicativo de que os fungos desenvolveram
parcerias simbioticas com fotoautétrofos antes da evolucdo das plantas vasculares
(Yuan et al., 2005).

Na natureza, a importancia dos liquens é observada no desempenho de um
papel pioneiro na colonizacgdo de substratos desprovidos de organismos vivos. Assim,
como 0s musgos e cianobactérias, os liquens adaptam o habitat para que plantas e
animais possam formar comunidades bem estabelecidas.

Os liquens, com sua quantidade limitada de clorofila - apenas de 10-25 % do
que uma folha possui por unidade de area (Wilhelmsen, 1959), enfrentam processos
incomuns quando comparado aos grupos de plantas. O cOrtex absorve 26-43 % da luz
incidente, em comparacdo com 4-13 % da epiderme das folhas (Wilhelmsen, 1959). A
quantidade e localizacdo da clorofila nos liquens implicariam que elevadas
intensidades de luz fossem necessarias a fim de atingir um ponto de compensacao para
a fotossintese, o que ndo parece ser 0 caso.

Tem-se proposto que o meio que os liquens dispdem para aproveitarem ao
maximo as baixas intensidades de luz disponiveis, seria a producdo de substancias
fluorescentes, o0 que propiciaria um aumento da capacidade do fotobionte em usar a luz
de comprimento de onda menor, e, assim, permitir uma utilizacdo méaxima das baixas
intensidades de luz (Rao e Leblanc, 1965). Mecanismo este que seria de extrema
importancia para os organismos de vida polar devido as escassas fontes de energia
térmica encontradas nestes desertos gélidos.

O talo de um liquen pode ter milhdes de fotobiontes vivendo em simbiose com
um micobionte, podendo até ser compreendido como uma minicomunidade onde
vivem individuos de espécies e reinos diferentes (Y. Asahina e Shibata, 1971).

Ressalta-se, porém, que o talo liquénico é uma estrutura autdbnoma, apresentando

20



morfologia e composicdo quimica caracteristicas de determinada espécie sendo, entdo,
o foco para a identificacdo de liquens. Os principais tipos de talos liquénicos sdo
mostrados na Figura 1.2.

A genética e diversidade fenotipica dos organismos envolvidos na simbiose
representam uma fonte valiosa para o comercio de interessantes compostos (Oksanen,
2006). A aplicacdo dos liquens é bastante ampla e engloba o seu uso na industria de
cosméticos (principalmente perfumes) (Daniel e Raphaél, 2009), em atividades
antibidticas e antitumorais (Shrestha e St. Clair, 2013) e também na datacdo de

determinados substratos (liquenometria) (Richard, 2016).

Figura 1.2: Principais talos liquénicos (A) Talo crostoso: Ochrolechia parella, llha
Rei George, Antartida; (B) Talo filamentoso: Dictyonema sericeum, SP, Brasil; (C)
Talo folioso: Hypotrachyna sp., MG, Brasil; (D) Talo fruticoso de Teloschistes, RS,

Brasil.

(©) (D)
Fonte: SPIELMANN, 2006.
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Desde os anos 1950, os liquens sdo monitorados em muitos paises com o
intuito de avaliar as alteragfes ambientais, principalmente em relacdo aos efeitos da
poluicdo do ar, ja que a maioria dos liquens sdo altamente sensiveis ao SO,
(Hawksworth e Rose, 1970; Seaward, 1993). Porém, outros estudos relatam que
alteracbes observadas em longo prazo nas floras liquénicas parecem estar
significativamente correlacionadas com o aumento da temperatura (Van Herk et al.,
2002; Aptroot e Van Herk, 2007).

1.2  Liquens e a astrobiologia

A astrobiologia aborda os mistérios que envolvem o estudo da origem,
evolucdo, distribuicdo e futuro da vida no universo. Geralmente, 0os experimentos em
astrobiologia focam na demonstracdo da existéncia ou extin¢do da vida em outros
planetas ou ainda na possibilidade da existéncia de vida especialmente adaptada para a
sobrevivéncia em longos periodos no espaco (Sancho et al., 2008).

E aceito que a vida na Terra iniciou-se por volta de 3,8 bilhdes de anos atras no
momento em que as condi¢cBes ambientais na superficie do planeta se tornaram
propicias para tal, e, a0 mesmo tempo € possivel imaginar que Marte possuisse
condicdes semelhantes as apresentadas aqui, possibilitando pensar que a vida também
poderia ter aparecido por |4 em periodo similar (Davis e Mckay, 1996; Mckay, 1997;
Cockell et al., 2000; Holm e Andersson, 2005). Desertos gélidos como na Antértida ou
Avrtico tém sido propostos como os analogos marcianos da Terra (Cockell et al., 2000)
— as baixas temperaturas, atmosferas secas, baixa disponibilidade de alimentos ou
longos periodos sem luz do sol, ndo tém sido obstaculos para a adaptacdo e
proliferacdo dos organismos liquénicos. Essas adaptacGes devem-se as estratégias
organicas e inorganicas (Jorge Villar et al., 2002; Edwards, Moody, et al., 2005; Jorge
Villar et al., 2005) especialmente envolvidas no uso de uma ampla variedade de
pigmentos fotoprotetores (Mueller et al., 2005; Jorge Villar et al., 2006).

Neste contexto, as estratégias de sobrevivéncia desenvolvidas por liquens e
cianobactérias estdo recebendo atencéo devido as suas implicacBes para a exobiologia,
bem como para a deteccdo da extingdo ou existéncia da vida nas superficies
planetérias (Edwards et al., 1997; Edwards e Newton, 1999; Edwards et al., 2000).

As condicOes terrestres mais hostis para a sobrevivéncia dos organismos vivos

é descrita em Dry Valleys, Antartida, que tem sido descrito como o analogo mais
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proximo do ambiente encontrado em Marte (Wynn-Williams, 1999). Assim, é possivel
que algumas colbnias de musgos e liquens, consigam sobreviver em temperaturas
ambientes de —40 °C, a mudltiplos ciclos de congelamento e descongelamento, a
extremos indices de dessecacdo com umidade relativas que se aproximam de 0 % e ao
aumento da exposicao a radiacao ultravioleta devido a deplecdo do ozénio em latitudes
elevadas (Friedmann, 1982), j& que produzem metabolitos secundarios (Huneck e
Yoshimura, 1996) que fornecem esta fotoprotecdo (Solhaug e Gauslaa, 1996;
Nybakken et al., 2004; Kranner et al., 2005). Essa adaptacdo permite aos liquens a
colonizacdo de varios biomas na Terra onde se encontram condi¢des ambientais
adversas - desertos, alpes, regides polares -, sendo possivel, ocasionalmente, formarem
uma biodiversidade dominante (Kappen et al., 1996; Kappen e Schroeter, 1997,
Kappen, 2000; Sadowsky e Ott, 2012).

Devido a estas caracteristicas, os liquens recebem grande atencdo como
modelo para as pesquisas de cunho astrobioldgico (De Vera et al., 2002; De Vera et
al., 2004; De La Torre, 2007; Stoffler et al., 2007; Sancho et al., 2008; Raggio et al.,
2011; Sanchez et al., 2014). Pode-se citar, como exemplo, um estudo recente (Brandt
et al., 2014) em que € investigada a viabilidade da manutencdo das caracteristicas
morfoldgicas e quimicas da espécie liquénica Xanthoria elegans, apds a exposicao as
condi¢cbes ambientais que simulam o ambiente marciano, a fim de estender o

entendimento dos mecanismos de protecao especifica do liquen.
1.3 A Quimica dos liquens

Os liquens foram historicamente identificados com base na cor do talo,
decorrente da producdo de pigmentos. No entanto, atualmente é sabido que varios
metabolitos importantes sdo incolores (Lichen Biology, 2008) e que a cor do talo é
muitas vezes dependente do tipo de ambiente em que o organismo se fixa,
proporcionando dificuldades quanto a taxonomia e criagdo de um banco de dados
espectroscopicos (Edwards, Newton e Wynn-Williams, 2003; Edwards, Newton,
Wynn-Williams, et al., 2003).

As substancias quimicas produzidas por liquens sdo agrupadas, de acordo com
a localizagdo no talo, em produtos intracelulares e extracelulares (Honda e Vilegas,
1999). Sendo o talo liquénico uma estrutura simbiotica, alguns desses produtos séo
sintetizados pelo fungo e outros pela alga (Hale, 1983).
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Os produtos intracelulares (carboidratos, carotenoides, vitaminas, aminoacidos
e proteinas) estdo ligados na parede celular e no protoplasto, e ndo ocorrem somente
em liquens, mas em fungos, algas de vida livre e em plantas superiores (Hale, 1983).
Os produtos extracelulares, também chamados de metabdlitos secundarios, séo
encontrados na medula ou no cértex, e podem ser exemplificados como as substancias
que apresentam cor, como a maior parte das antraquinonas, acido quiodectonico e seus

derivados, bem como os derivados do &cido pulvinico (Figura 1.3).

Figura 1.3: Estruturas quimicas de alguns pigmentos liquénicos: (A) Antraquinona
(Parietina, R; = OMe e R, = Me), (B) Acido quiodectdnico, (C) Dilactona pulvinica e
(D) Calicina.

(A) (B)
OH 0 OH o) OH o
HO
o)
R, r, O
o) OH
0

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

As antraquinonas sdo bastante disseminadas na natureza, sendo encontradas em
varias familias de plantas, fungos, bacterias e insetos; e estdo envolvidas em uma série
de etapas do ciclo da vida geralmente relacionadas a transferéncia de elétrons entre
diversas espécies quimicas (Nelson et al., 2008). Neste contexto, a antraquinona mais

comumente encontrada nas familias das espécies de Teloschistaceae, Brigantiaceae,
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Letroutiaceae e Psoraceae (Solhaug e Gauslaa, 1996; Johansson et al., 2005), e
também em fungos e plantas superiores, € chamada de parietina (1,8-di-hidroxi-3-
metoxi-6-metilantraquinona) (Figura 1.3A), um pigmento amarelo que também age
como forte absorvedor de radiacdo UV.

O acido usnico (Figura 1.4A) € um conhecido e amplamente estudado derivado
do dibenzofurano encontrado, principalmente, em liquens (Ingolfsdéttir, 2002).
Estudos anteriores mostraram que este &cido possui varias propriedades interessantes,
tais como atividades antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria e anti-proliferativa
(Cocchietto et al., 2002). Recentemente, tem-se estudado as suas atividades anti-
tumorais em Vvérias células cancerigenas, incluindo tecidos do pulméo, colon, figado e
ovario (Mayer et al., 2005; Einarsdottir et al., 2010; Tomczyk et al., 2010). Além
disso, outro trabalho (Backorova et al., 2012) confirma que o &cido Usnico também
iniciou a apoptose em células do cancer de mama, apesar do mecanismo de inducao
ndo ter sido totalmente esclarecido.

O composto acido estitico (Figura 1.4B) — proveniente da ciclizacdo do
orselinato, é uma depsidona isolada pela primeira vez da espécie de liquen Lobaria
pulmonaria em 1846 (Knop e Schnedermann, 1846). Derivados de acido estitico tém
sido encontrados em muitas familias de liquens, em particular na Parmeliaceae, além
de estarem envolvidos na protecdo contra os efeitos da radiacdo UV pela formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Lohézic-Le Dévéhat et al., 2007).

Um papel biolégico primario para os pigmentos aromaticos em liquens € a de
absorver e filtrar a radiacdo solar (Wynn-Williams et al., 2002) ja que o sistema de
elétrons € um dos absorvedores de radiacdo UV mais eficazes, justificado pelo fato
de que a sobreposicdo dos orbitais © terem maximos de absor¢do na regido UV. No
caso dos carotenoides, exemplificado na Figura 1.4C pelo B-caroteno — um
carotenoide comum nas espécies de liquens — e outros pigmentos aromaticos
conjugados, a elevada deslocalizacdo dos elétrons atraveés das conjugacbes dos
cromoforos indica que o estado eletronico excitado é relativamente de menor energia
de modo que, em geral, a absorcdo da luz visivel é suficiente para promover as

transicOes eletrbnicas.
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Figura 1.4: Estruturas quimicas de alguns compostos fotoprotetores encontrados em
liquens: (A) Acido Usnico, (B) Acido estitico e (C) Carotenoide (em destaque, f-

caroteno).

(A)

HO

HaC

©)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

As especies liquénicas estudadas neste trabalho, bem como o local de coleta,

assim sdo listados:

v Gondwania regalis (Vainio) Sgchting, Frédén & Arup

Origem: Antéartida, South Shetland Islands, Deception Island.

v Teloschistes exilis (Michaux) Vainio

Origem: Brasil, Rio Grande do Sul, Municipio de Piratini, Cerro do Sandi.
v Xanthoria candelaria (L.) Th. Fr.

Origem: Antartida, South Shetland Islands, Deception Island.

v Pyxine coccifera (Fée) Nyl.

Origem: Brasil, Mato Grosso do Sul, Municipio de Campo Grande.

v Candelaria fibrosa (Fr.) Mall. Arg.

Origem: Brasil, Rio Grande do Sul, Municipio de Piratini, Cerro do Sandi.
v Crocodia aurata e Usnea sp.

Origem: Brasil, Minas Gerais, Municipio Conceigéo de Ibitipoca.
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1.4  Espectroscopia vibracional

A espectroscopia molecular concentra-se nos fendmenos que envolvem a
interacdo entre a radiacdo eletromagnética e matéria visando a determinacdo dos niveis
de energia de &tomos ou moléculas. Os espectros fornecem as transicdes - diferenca de
energia entre os niveis - sendo que, no caso de moléculas, a regido espectral onde as
transicdes ocorrem depende da energia dos niveis envolvidos: eletronico, rotacional ou
vibracional (Sala, 2008).

O espectro vibracional de moléculas poliatdmicas pode ser compreendido pela
aproximacdo do oscilador harménico, onde o ponto chave para este entendimento é a
introducdo do conceito de coordenadas normais. Neste caso, consideram-se as
propriedades de simetria e teoria de grupo para a predicdo do ndmero de modos
normais de vibracdo correspondentes a molécula.

Em uma molécula contendo N atomos, a sua completa especificacdo no espaco
requer 3N coordenadas (trés coordenadas cartesianas para cada atomo) ou 3N graus de
liberdade. Destas 3N coordenadas, trés podem ser usadas para especificar o centro de
massa do sistema, € 0 movimento ao longo destas trés coordenadas corresponde a
translacdo do centro de massa da molécula - graus de liberdade translacionais. A
molécula linear requer duas coordenadas para especificar a rotacdo sobre seu centro de
massa e trés coordenadas para orientar uma molécula ndo linear; denominados graus
de liberdade rotacionais. As coordenadas remanescentes (3N-5 para a molécula linear
e 3N-6 para a molécula ndo linear) especificam os graus de liberdade oriundos do
movimento vibracional.

Para o estudo das transicBes vibracionais duas técnicas se destacam: a
espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho e espectroscopia Raman, e com
estas é possivel obter informacdes sobre as ligagdes quimicas através das constantes de

forca e os valores das frequéncias de vibragéo.
1.4.1 Espectroscopia de absor¢éo no infravermelho

A espectroscopia de absorc¢do no infravermelho consiste no aniquilamento de
um féton com energia igual a energia de uma transigéo vibracional da molécula, apés
a interacdo da radiacdo policromética com a materia (Harris e Bertolucci, 1989). Em

outras palavras, para que ocorra a transigdo vibracional é necessario que a energia do
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foton absorvido seja igual a diferenca de energia entre dois estados vibracionais da

molécula, como mostra a equacéo (1):
hv=E,-E; 1)

A equacdo 1 envolve uma aproximacéo estabelecida pelo modelo do oscilador
harmonico, situacdo na qual o tratamento quéntico impdem que as transicdes
permitidas, em principio, envolvam os niveis de energia vibracionais separados por Av
=+1

A absor¢do ou emissdo de radiagdo por um sistema é devido a variacao
periddica do seu momento de dipolo elétrico, assim, quando uma molécula vibra seu
momento de dipolo pode sofrer variagdes.

As componentes do momento de dipolo ao longo dos eixos de um sistema de
coordenadas cartesianas (X, y e z) é, em geral, funcdo das coordenadas normais Q. A
utilizacdo das coordenadas normais permite fazer uma expansdo em série de Taylor

como segue na Equagio 2.

dp

H=Ho+(ﬁ

) a+ - @
0

onde p, é 0 vetor do momento de dipolo permanente e a derivada é considerada na
posicao de equilibrio.

A equacdo 2 demonstra a primeira condicdo para haver absorcdo no
infravermelho: o momento de dipolo deve variar, a0 menos, em um dos eixos das
coordenadas (X, y e z), ou seja:

du
— %0
dQ;
onde Q; é a coordenada normal associada ao i-ésimo modo normal da molécula

Pela mecénica quéantica, a transicdo entre dois estados, caracterizados pelos

estados vibracionais inicial () e final (W), € descrita pelo momento de transicdo de

dipolo elétrico (p):

m

Mmn = Z f Wi Prdt 3

i=x,y ou z n
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O valor dessa integral esta relacionado com a intensidade da absor¢do no
infravermelho, e, este é proporcional & probabilidade de transic&o (|p,,|°). Assim, para
que uma transicdo seja permitida é necessario que a integral da equacdo 3 seja

diferente de zero, pelo menos para uma das dimensdes (X, y ou z).
1.4.2 Espectroscopia Raman

Uma forma de obter os espectros vibracionais € através do espalhamento
Raman, ou seja, do espalhamento ineldstico de radiacdo eletromagnética
monocromatica que interage com as moléculas. As frequéncias vibracionais sdo
determinadas pelas diferencas entre as frequéncias das radiacGes espalhadas e a da
radiacdo incidente.

O efeito Raman foi previsto teoricamente por Smekal (1923) e descrito
experimentalmente por Raman (1928), e logo despertou interesse no meio cientifico.
Mas, somente a partir da década de 1980, com a superacdo de alguns problemas
fundamentais como a baixa intensidade do sinal e interferéncia da fluorescéncia, que a
técnica Raman surge como uma poderosa ferramenta analitica (Mccreery, 2005).

O campo elétrico da radiacdo incidente promove uma polarizacdo induzida na
molécula, consequentemente esse dipolo induzido irradia a luz espalhada, com ou sem
mudanca de energia da mesma. A intensidade da polarizacdo induzida, P, € um

produto vetorial da polarizabilidade, a, e do campo elétrico incidente, E:
P=aE (4)

Ambos os tratamentos, classico e quéantico, do Espalhamento Raman sao
baseados na equacdo acima, e, 0 primeiro, é correlacionado aos efeitos das vibrages
moleculares a respeito da polarizabilidade, o, na equacao (4). Considerando que o

campo elétrico incidente é regido pela equacéo:
E = Eo cos (2m vot) (5)

onde vg é a frequéncia do laser.
As vibrac6es moleculares sdo usualmente compostas de modos normais, Qj, ao
qual existem em 3N-6 (ou 3N-5 para uma molécula linear) em uma molécula com N

atomos:
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Qj = Q) cos 2m v;t) (6)

onde v; é a frequéncia caracteristica do j-ésimo modo normal.

A polarizabilidade sera modulada pela vibracdo molecular, de modo que:
Sa
a=at+ (=) Qj+... (7)
0 (SQ]_) Qi

A partir da equacdo 4, tem- se que a polarizacdo é um produto escalar das

equacbes5e 7:

cos 2T (vo+ vj)t +cos 21 (vo— vj)

) ®)

P=uag Egcos 2nvot) + Eo Q? (:—g)
]

Posteriormente, assumindo, classicamente, que os elétrons polarizados irdo

irradiar luz na frequéncia de suas oscilacGes, a eq. (8) explicita que a luz sera

espalhada em trés frequéncias:

v

Espalhamento Rayleigh: refere- se ao primeiro termo da equacdo 8, de mesma
frequéncia do laser ¢ a magnitude proporcional a ag a polarizabilidade inerente da
molécula;

Espalhamento Anti- Stokes: ocorre em vo + vj;

Espalhamento Stokes: ocorre em vq - vij.

Embora a equacdo 8 tenha sido obtida classicamente, a mesma fornece

informacdes importantes:

v

Polarizacdo e Espalhamento sdo linearmente dependentes com a intensidade do

laser.

Apenas vibracbes que alteram a polarizabilidade, (5—3) # 0, ocasionam o
]

espalhamento Raman;

O deslocamento Raman pode ser positivo e negativo; a origem do sinal é a
frequéncia do laser, sendo assim possivel medir valores positivos ou negativos em
relacéo a origem;

8

o . . - p- . , .
50 pode variar significamente para diferentes moléculas, ocasionando amplas
j

variacgoes na intensidade do espalhamento Raman;
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« S .
v Embora possa ndo aparentar, 8—(‘; é geralmente muito menor do que oo € O
]

Espalhamento Raman é menos intenso do que o Espalhamento Rayleigh.
1.5  Espectroscopia Raman e os liquens

A espectroscopia Raman apresenta diversas vantagens em relacdo a outros
métodos quando se trata da caracterizacdo de compostos quimicos; os resultados
fornecem informagdes detalhadas e abrangentes com relacdo aos componentes
quimicos de liquens que, por exemplo, podem ser avaliados com sucesso tanto in situ
guanto em extratos brutos e substancias puras. Considerada uma técnica nao
destrutiva, em comparacdo com os métodos analiticos em que, predominantemente,
sdo destrutivos ao material biol6gico e exigem a preparacdo das amostras; vantagem
de particular importancia para materiais bioldgicos.

Ao longo dos anos, alguns estudos foram realizados no ambito da
caracterizacdo de liquens pela espectroscopia Raman (Oliveira et al., 2002; Edwards,
Newton e Wynn-Williams, 2003; Edwards, Newton, et al., 2003; Edwards, Newton,
Wynn-Williams, et al., 2003; Edwards, Seaward, et al., 2003; Edwards, De Oliveira,
et al., 2005; Jorge-Villar et al., 2011). Entre diversos objetivos, a técnica tem sido
utilizada para a elucidacdo dos compostos majoritarios através de métodos quimicos
de extracdo. Particularmente no estudo de liquens, a grande perspectiva para 0 uso da
técnica Raman se encontra na viabilidade da mesma para o auxilio da classificacdo
taxondbmica das espécies liquénicas com base nas caracteristicas espectrais dos
principais quimiomarcadores.

A disponibilidade atual de espectrdmetros Raman portateis visa a facilitacdo
dos estudos para analises de campo, porém a miniaturizacdo necessaria para 0
equipamento pode vir a comprometer respostas instrumentais, como por exemplo,
resolucdo ou faixa espectral. Neste sentido, pode permitir a identificacdo de apenas um
composto ou ainda ser prejudicial por fornecer atribuicdes equivocadas em amostras
complexas.

Contudo, a caracterizagdo espectroscopica Raman in situ de liquens e, assim,
seu uso como ferramenta auxiliar para estudos taxondmicos ainda é pouco difundida,
mesmo que as evidéncias para a elucidacdo dos componentes quimicos produza

respostas eficazes, rapidas e precisas para os estudos quimicos de diversos sistemas.
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1.6 Objetivo geral

Pretende-se estudar as propriedades vibracionais, principalmente através da
espectroscopia Raman, dos compostos quimicos presentes em alguns espécimes de
liguens do Brasil e da Antartida a fim de contribuir com importantes informacbes a
respeito da composicdo quimica dos liquens, e, assim, propor a técnica Raman como

uma possivel ferramenta de auxilio taxondmico para uso in situ.
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CAPITULO 2

ESPECTROSCOPIA RAMAN COMO
FERRAMENTA PARA O ESTUDO IN SITU DE
ESPECIES DE LIQUENS DA ANTARTIDA E DO
BRASIL
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2.1  Gondwania regalis, Teloschistes exilis e Xanthoria candelaria

A familia dos liquens Teloschistaceae é uma das maiores familias de fungos
liquenizados. Atualmente, inclui um género heterogéneo muito amplo, Caloplaca,
com cerca de 1000 espécies de grande variacdo morfoldgica, anatdbmica e na
composic¢do quimica (UIf et al., 2013).

A revisdo mais abrangente da familia, baseada em caracteres morfoldgicos e
anatomicos, foi realizada por Karnefelt (1989) reconhecendo 10 géneros: Apatoplaca,
Caloplaca, Cefalofisia, Fulgensia, loplaca, Seirophora, Teloschistes, Xanthodactylon,
Xanthopeltis e Xanthoria (Kdarnefelt, 1989). Entretanto, o liquen Caloplaca regalis
(\Vain.) Zahlbr., catalogado em 1931, passou a ser identificado como Gondwania
regalis (Vainio) Sgchting, Frodén & Arup, apds a sua identificagdo em 2013 (Arup et
al., 2013).

Os aspectos mais importantes relacionados a adaptacdo do liquen a radiacdo
UVB (280-315 nm) e UVA (315-400 nm) e outras estratégias de protecdo, dependem
de fatores como forma do talo, espessura do cortex e o estado de hidratagdo dos
liguens (Nguyen et al., 2013). Assim, a producdo de alguns compostos como &acido
dsnico, antraquinonas, xantonas e &cido pulvinico, pode ser considerada como um
papel bioldgico primario de pigmentos aromaticos de liquens a fim de descrever sua
capacidade de absorver e filtrar a radiacao solar (Wynn-Williams et al., 2002).

Os carotenoides podem ser encontrados em muitas espécies botanicas e
microbioldgicas, sendo responsaveis pelas estratégias de sobrevivéncia de liquens
expostos ao fotoestresse ambiental e a oxidacdo (Cockell e Knowland, 1999),
particularmente a zeaxantina, violaxantina e astaxantina (Kappen, 1973). Alguns
estudos tém sido desenvolvidos revelando novas informagdes sobre alguns compostos
quimicos de origem liquénica - como o acido lecandrico, &cido Usnico, antraquinonas,
xantonas, derivados de acido pulvinico e depsideos (Oliveira et al., 2002; Edwards,
Newton, Wynn-Williams, et al., 2003; Edwards, Seaward, et al., 2003; De Oliveira et
al., 2009).

Na maioria dos casos, os liquens sdo identificados de acordo com a cor do talo,
0 que sugere a producédo de algum tipo de pigmento. No entanto, varios metabdlitos
liquénicos importantes sdo incolores (Nash, 1996), e, tipicamente dependentes do
habitat da espécie; fator este que pode criar problemas para a construcéo de bancos de

dados espectroscopicos. Muitas espécies de liquens produzem um composto tipico
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chamado antraquinona como metabdlito secundario. Mais especificamente, o
pigmento amarelo chamado parietina (Figura 1.3A) é a antraquinona mais estudada em
liquens por atuar como forte absorvedor de radiagdo UV (Solhaug e Gauslaa, 1996;
Rosso et al., 2003) e por possuir algumas atividades biolégicas importantes, tais como
antibacteriana e antifungica (Agarwal et al., 2000; Ma et al., 2010), e, também ser
relatada como capaz de inibir a proliferacdo de células do cancer humano (Backorova
etal.,, 2011).

Ao observar a relevancia do estudo dos pigmentos liquénicos, em especial 0s
carotenoides e parietina, e na tentativa de estudar as propriedades vibracionais dos
produtos liquénicos, foi realizada uma anélise por espectroscopia Raman de algumas
espécies coletadas na Antértida (Gondwania regalis (Vainio) Sgchting, Frodén &
Arup e Xanthoria candelaria (L.) Th. Fr.) e do Brasil (Teloschistes exilis (Michaux)
Vainio).

A técnica Raman como ferramenta de estudos in situ fornece uma comparagéo
da composicdo quimica de liquens provenientes de diferentes habitats, e, apesar do
estudo Raman in situ das espécies de Xanthoria ja ser descrito na literatura (Edwards
et al., 1998), este foi reexecutado neste trabalho com o objetivo de auxiliar a

caracterizacdo das espécies de Teloschistes e Gondwania.

2.2  Estudo Fotoquimico: supressdo e formacdo de oxigénio singlete

pelo pigmento parietina

As metodologias baseadas na espectroscopia de fluorescéncia e fosforescéncia
sdo aquelas nas quais a excitacdo da molécula é proporcionada pela absorcdo e
emissdo de fotons. Dessa forma, a molécula é excitada para um estado eletronico de
maior energia, cujo retorno ao estado fundamental é acompanhado pela emissao de
radiacdo eletromagnética. Contudo, destaca-se que para a emissdo do foton em
fluorescéncia e fosforescéncia ha o envolvimento de transicdes eletrdnicas diferentes
(Sotomayor et al., 2008).

A energia eletrénica responsavel pela transicdo fluorescente ndo envolve uma
mudanga no numero quantico de spin eletrénico, caracterizando transi¢fes entre
estados eletrdnicos de mesma multiplicidade com consequente emissao de radiacgao até
0s niveis vibracionais do estado eletrénico fundamental. Por outro lado, uma mudanga

no numero quantico de spin eletrébnico acompanha as emissdes fosforescentes,
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envolvendo transi¢Ges proibidas de elétrons provenientes de um estado excitado com
spin diferente do original para o estado fundamental (Figura 2.1).

O oxigeénio singlete (*O,) foi observado pela primeira vez em 1924 (Raymond
et al., 1968) e, em seqguida, foi definido como a forma mais reativa do oxigénio
(Halliwell e Gutteridge, 1989), cujo principal método de producdo é por meio de
reacOes de fotossensibilizagdo (Kearns, 1971). No decorrer desses estudos, tém-se
mostrado que o 'O, é uma espécie prejudicial e intermediaria na oxidacdo de
biomoléculas, e, demonstrou-se ainda que o oxigénio singlete pode reagir com muitos
tipos de moléculas bioldgicas, tais como DNA, proteinas e lipideos (Berneburg et al.,
1999).

O oxigénio molecular em seu estado fundamental é um tripleto (*Zg)
possuindo dois estados singletes conhecidos como Ag (primeiro estado excitado) e
3*g (segundo estado excitado), cujas energias de excitagdo sdo de aproximadamente
23 e 38 kcalmol™ respectivamente (Turro, 1991). Assim, moléculas excitadas, que
possuam energia menor ou igual a 23 kcal mol™, podem ter sua luminescéncia
suprimida atraves da transferéncia de energia para o oxigénio tripleto, produzindo o
oxigénio singlete (*Ag). Por outro lado, o oxigénio singlete pode ser facilmente
formado a partir do processo de transferéncia de energia de um doador adequado,
normalmente um sensibilizador no seu estado excitado triplete, por meio da reacéo

geneérica:
3s* 4+ 30, - So + 10,

A fotoquimica organica, enquanto investigacdo de reacbes quimicas
promovidas pela radiacdo de luz (visivel e ultravioleta), apesar de iniciar-se em
meados do séc. XIX avangou, principalmente, a partir dos anos 1960 com o advento
de técnicas analiticas, quantitativas e qualitativas, rapidas e com exigéncia de apenas
pequenas quantidades de amostra. Ap6s algumas décadas, as novas técnicas com
resolugdo temporal e identificacdo de intermediarios instaveis, permitiram estudos
mecanisticos mais apurados das reacOes (De Lucas et al., 2015).

As quinonas e hidroxiquinonas pertencem a uma classe de grande importancia
biolégica e comercial devido ao fato de que estdo envolvidas em muitos processos de
transferéncia de elétrons em sistemas enzimaticos (Gutiérrez et al., 1997). Neste
sentido, Gollnick e Held (Gollnick e Held, 1993) publicaram um estudo de
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hidroxiantraquinonas como sensibilizadores para formacdo de oxigénio singlete
molecular, e, mais tarde reportaram as propriedades dos mesmos compostos como
sensibilizadores para reagdes de transferéncias de elétrons. J& as antraquinonas, que
sdo sensibilizadoras comumente encontradas no ambiente marinho, sdo empregadas
como mimetizadores naturais dos processos de fotooxidacdo neste tipo de habitat
(Ehrhardt e Petrick, 1985).

As reacOes fotosensibilizadoras, por definicdo, podem ocorrer via reagfes do
Tipo | ou do Tipo Il (Foote, 1991). A primeira etapa para ambas as reacdes € a
absorcéo de luz pelo fotosensibilizador (Sen) (antraquinonas, por exemplo), para a sua
excitacdo a um estado eletronico singlete (S;) de maior energia — estado este que pode
ser rapidamente convertido para um estado triplete (T;) por mecanismos de

cruzamento de intersistemas (Figura 2.1).

Figura 2.1: Diagrama de Jablonski para deteccdo do oxigénio singlete. Legenda: A-

absorcdo; F- Fluorescéncia e Fos — fosforescéncia.

4 % Cruzamento intersistemas

S —

1

r - -
-__'——-——..____’-— T1
:D:
A
F Fos
Fosforescéncia do O,
em 1270 nm
- i .
s =¥ - 0,

Transferéncia de -

F nsibilizador .
otosensibilizado energia

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

O mecanismo | ocorre pela reacdo do estado tripleto excitado com um substrato
redutor pela transferéncia de um atomo de hidrogénio ou um elétron, e, entéo o radical
sensibilizado resultante pode reagir com O, para produzir as espécies reduzidas do O,
O~'ou OH'. No mecanismo do tipo Il, o estado tripleto excitado pode transferir energia
diretamente para o O, gerando o estado singlete excitado *O,. Os mecanismos do tipo

| e Il estdo representados, esquematicamente, na Figura 2.2.
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Figura 2.2: Representacdo esquematica das reacGes fotosensibilizadoras evidenciando

0 tipo de mecanismo pela qual podem ocorrer.

30, Substrato
oxidado

Tipo I

] =
Substrato Sen't + Subs”

70, Substrato
oxidado

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A producio de ‘0%~ pode ser detectada por uma relagdo fotobioldgica indireta
que mede a reducdo do nitroazul de tetrazolio pelo 0%~ quando a antraquinona esta
presente, enquanto que a habilidade de gerar 'O, pode ser determinada pela medicéo
da fosforescéncia do 'O, gerado quando a antraquinona é excitada pela radiacéo do

laser pulsado, metodologia esta que foi adotada neste trabalho.
2.3  Objetivos especificos

A caracterizacdo espectroscopica inequivoca dos compostos quimicos
presentes nos liquens Gondwania regalis, Teloschistes exilis e Xanthoria candelaria é
ferramenta fundamental para o estudo, e, para tal, compostos quimicos devem ser
isolados e purificados a partir de extratos em diferentes solventes.

O estudo fotoquimico via captacdo e supressao de oxigénio singlete sera usado
como suporte ferramental para a compreensdo das propriedades antioxidantes dos

produtos obtidos via extragao.
2.4  Experimental
2.4.1 Amostras de liquens

Os liquens foram obtidos através da cessdo da cole¢do obtida pelo Prof. Dr.
Adriano Spielmann e estdo depositados no herbario da Universidade Federal do Mato

Grosso do Sul, e, foram devidamente identificadas por anélise taxonémica.

v Gondwania regalis (Vainio) Sgchting, Frédén & Arup
Origem: Antéartida, South Shetland Islands, Deception Island, 15.11.2011.
Coordenadas: 63°00'00.5"S, 60°34'55.0"W. Altitude: 30 m.
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Coletores: A.A. Spielmann & B. Resck 9107, 9113.

v Teloschistes exilis (Michaux) Vainio

Origem: Brasil, Rio Grande do Sul, Municipio de Piratini, Cerro do Sandi,
31.V.2013.

Coordenadas: 31°28°58.9”S, 53°11°54.9”W. Altitude: 495 m.

Coletores: A.A. Spielmann, E.S. Lacerda & J. Pedroso 11019.

v Xanthoria candelaria (L.) Th. Fr.

Origem: Antartida, South Shetland Islands, Deception Island, 12.11.2011.
Coordenadas: 62°59°59.6’S, 60°33°49.6”W. Altitude: 125 m.

Coletores: A.A. Spielmann & B. Resck 9061.

2.4.2 Materiais

Todos os solventes foram obtidos da Merck® e o padrdo do pigmento Parietina
foi obtido da Sigma-Aldrich®, sendo especificado como de alto teor de pureza. Foi
utilizado o aparato de Soxhlet para a extracdo do liquen G. regalis e placas
cromatograficas de silica gel Sigma-Aldrich® para determinacdo do numero de
componentes no extrato obtido.

2.4.3 Extracgdo do pigmento parietina

A extracdo do pigmento parietina presente no liquen G. regalis foi realizada
através do extrator de Soxhlet. Adicionou-se 150 mL de acetona em um baldo de uma
via conectado a um condensador, e 3,4 g do liquen em um cartucho de papel filtro.
Manteve-se 0 banho a uma temperatura de 100 °C durante 3 h de extracdo. Apds
secagem completa do material extraido, o mesmo foi recristalizado em hexano.
Obtiveram-se 15 mg de produto final nesta metodologia de extracdo descrita por
Solhaug e Gauslaa (Solhaug e Gauslaa, 1996).

2.4.4 Instrumentacdo

Os espectros Raman foram obtidos através do espectrémetro Bruker RFS 100,
com um laser de Nd**/YAG operando em 1064 nm e detector de germanio resfriado

com N,. As medidas foram feitas com resolucéo de 4 cm™ e faixa espectral de 3500 a

39



400 cm™. A poténcia do laser usada esta entre 80-100 mW e 1024 acumulagdes foram
realizadas. Estes parametros foram previamente ajustados para obter a melhor relacéo
sinal-ruido possivel sem que a integridade fisica e quimica das amostras fosse alterada.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho foi obtido em um
espectrémetro Alpha Bruker FT-IR, na regido de 4000-400 cm™, com a amostra
suportada em pastilha de KBr e resolucio espectral de 4 cm™ com uma média de 64
acumulacdes.

A emissdo da fosforescéncia do oxigénio singlete foi detectada utilizando-se
um Fluorimetro FS920 da Edinburgh Instruments acoplado a um detector no
infravermelho proximo e uma fotomultiplicadora modelo H1033-45 da Hamamatsu.
Como fonte de excitagdo utilizou-se uma lampada de Xe.

Os espectros de RMN *3C e 'H foram obtidos em um equipamento Bruker
Avance 111 HD 500, onde 12 mg da amostra foram dissolvidas em 300 pL de CDCls.

Toda a instrumentacédo citada pertence ao Departamento de Quimica da UFJF,
exceto o Fluorimetro utilizado para o estudo fotoquimico; este pertencente ao Instituto
de Quimica da UFRJ (1Q/ UFRJ).

2.4.5 Parietina como gerador e supressor de oxigénio singlete
2.4.5.1 Rendimento quantico (®,) para a formagao de oxigénio singlete

O @, de formagédo do oxigénio singlete pela parietina foi determinado pelo
monitoramento da fosforescéncia em 1270 nm de solugbes com absor¢des
equivalentes em 355 nm (A=0,2) em relacdo a solugdo padrio (perinaftenona, ®, =1)
(Nonell et al., 1993) em acetonitrila. Como fonte de excitagdo utiliza-se um laser
CryLas Nd:YAG HP 355 nm com pulso de 1.0 ns e energia <150 mJ. Os valores de
@, foram determinados pela inclinacdo de gréaficos de intensidade do sinal de

fosforescéncia do oxigénio singlete versus intensidade da luz de excitacgéo.

2.4.5.2 Determinacdo da constante de velocidade de supressdo do oxigénio

singlete por parietina

A constante de velocidade de supressdo do oxigénio singlete, em 1270 nm, foi
medido na auséncia (lp) e na presenca de diferentes concentracdes de parietina (1).

Uma solucdo estoque do supressor (parietina) foi preparada de modo que fosse
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necessaria a adicdo de poucos microlitros desta solu¢cdo em 3 mL de uma solucdo de
azul de metileno, a fim de obter a concentragdo apropriada do supressor. A constante
de velocidade de supressdo da emissdo do oxigénio singlete por parietina foi obtida a
partir do grafico de Stern-VVolmer.

As medidas fotoquimicas para supressdo e formacdo de oxigénio singlete para
a antraquinona parietina foram feitas através de uma parceria com o Laboratdrio de
Fotoquimica do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(IQ/UFRJ) atraves da Profa. Dra. Nanci Camara de Lucas Garden.

2.5 Resultados e discussoes

2.5.1 Caracterizagdo espectroscopica dos liquens Gondwania regalis,
Teloschistes exilis e Xanthoria candelaria.

Em estudos anteriores (Juliani et al., 1968) foi relatado que alguns metabolitos
secundérios do liquen T. exilis coletados em Sierras Grandes (Argentina) foram
identificados como parietina (C16H1205) e teloschistina (C16H1206) por técnicas de
espectroscopicas UV-VIS, absorcdo no infravermelho e ressonancia magnética
nuclear. Neste sentido, a espectroscopia Raman também tem sido utilizada para
caracterizar a antraquinona parietina por meio dos métodos de extracdo em outras
espécies liquénicas (Edwards, Newton, et al., 2003).

Neste atual estudo, a analise dos espectros FT-Raman realizados in situ
fornecem algumas informac6es valiosas sobre os principais compostos identificados
em G. regalis, T. exilis e X. candelaria. Os espectros FT-Raman das amostras podem
ser vistos nas Figuras 2.3 a 2.6, bem como as tentativas de atribuicdes vibracionais
apresentadas na Tabela 1.

A Figura 2.3 mostra os espectros dos liquens na faixa espectral de 3400-2600
cm™, em que de acordo com a atribuicdo vibracional para o pigmento parietina
proposta por Edwards e colaboradores (2003), as principais informacdes que podem
ser observadas sdo as bandas vibracionais em 3069 cm™ referente aos modos
V(CH)aromaticor 3036 cm™ para v(CH)aromatico, 2919 atribuido ao v(CHg)assimetrico €
V(CHs)simerico €M 2845 cm™ para os liquens T. exilis e X. candelaria.
Experimentalmente, apesar desta regido no espectro apresentar bandas pouco intensas,

0 espectro dos liquens evidencia apenas uma banda forte com maximo em 2912 cm™ .
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Figura 2.3: Espectros FT-Raman in situ das espécies liquénicas a) G. regalis; b) X.

candelaria e c) T. exilis na faixa espectral de 3400-2600 cm™.

2912
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(©
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, -
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Os espectros Raman em uma regido mais rica em informac6es vibracionais,
entre 1800-400 cm™, s&o mostrados nas Figuras 2.4 a 2.6.

A presenca da banda de média intensidade relativa em 1674 cm™ deve-se ao
estiramento do grupamento carbonila intensamente conjugado, bem como a banda
mais fraca em 1634 cm™ também esta relacionada a0 modo estiramento C=0. As
bandas em 1614, 1596 e 1554 cm™ podem ser descritas como provenientes do
estiramento carbono-carbono (C=C) dos anéis aromaticos.

As bandas fracas entre 1460-1430 cm™ sdo caracteristicas do estiramento do
anel aromatico, bem como a banda 1369 cm™ pode ser atribuida ao estiramento (C-O)
do grupo fenil. Por outro lado, uma banda de forte intensidade relativa em 1276 cm™
deve-se ao estiramento de anel e uma banda de média intensidade em 1287 cm™ pode

ser associada ao estiramento (C-O) da metoxila ligada ao anel aromatico. As outras
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bandas de baixas intensidades relativas podem ser atribuidas as deformacdes do
esqueleto e respiracdo dos anéis aromaticos.

De acordo com esta analise preliminar e in situ, pode-se propor a presenga do
pigmento parietina nestas espécies; posteriormente, a extracdo quimica deste pigmento
do liquen G. regalis, e comparacdo com o composto padrdo adquirido comercialmente,
complementam tal afirmativa.

Através da analise destes espectros (Figuras 2.4, 2.5 e 2.6), pode-se observar
que apenas para as amostras de T. exilis e X. candelaria foi possivel constatar as
principais bandas relacionadas a presenca do pigmento carotenoide. Este tipo de
polieno conjugado pode ser caracterizado vibracionalmente por meio da atribuigdo dos
modos v(C=C), v(C-C) e d(C-CHj3); nestes liquens as bandas relativas a estas
atribuicdes vibracionais estdo presentes, respectivamente em, 1527, 1158 e 1005 cm™,
0 que é um indicio de que 0 mesmo carotenoide estd presente em ambos os liquens.
Entretanto, a caracterizacdo estrutural do tipo de carotenoide presente no material,
quando analisado no modo in situ, pode ndo ser precisa visto que dependendo da
maneira com que estas moléculas estejam arranjadas ou associadas a outras moléculas
no tecido ou dentro da célula, podem apresentar deslocamento significativo das bandas
marcadoras; essa variacao espectral tem sido denominada de efeito da matriz bioldgica
(De Oliveira et al., 2011). Estudos anteriores (Edwards et al., 1998; Edwards et al.,
2004), relatam a espectroscopia Raman como ferramenta de caracterizacdo onde é
observada a presenga de f-caroteno em espécies Xanthoria; pode-se indicar que este

carotenoide também esta presente nas espécies estudadas.
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Figura 2.4: Espectro FT-Raman in situ da espécie G. regalis na faixa espectral de
1800- 400 cm™ indicando a presenca do pigmento parietina. A foto do liquen destaca o

ponto onde foi coletado o espectro.
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A espectroscopia Raman tem sido considerada uma ferramenta poderosa para a
investigacdo de moléculas conjugadas como os carotenoides e poliacetilenos néo
substituidos (Veronelli et al., 1995; Stenner, 2005; Schmitt e Popp, 2006). No caso dos
carotenoides, as duas bandas de maior intensidade relativa observadas no espectro séo
os modos v(C=C) ¢ v(C-C) da cadeia poliénica principal, cujo numero de insaturacfes
esta relacionado ao deslocamento Raman. Um estudo recente (Fernandes et al 2015)
revelou que a banda em torno de 1005 cm™ é uma importante evidéncia para a
presenca de carotenoides, enquanto que a mesma banda deslocada para maiores
nimeros de onda (cerca de 1020 cm™) seria uma caracteristica do modo 8(C-CHs) de
polienos desmetilados (parrodienos).

Analisando os espectros Raman in situ apresentados nas Figuras 2.3 a 2.6, bem
como a atribuicdo vibracional descrita na Tabela 1, é possivel confirmar a presenca do
pigmento parietina em T. exilis e X. candelaria, bem como de um carotenoide
possivelmente sendo o [-caroteno; ambos 0s espectros sdo muito semelhantes. No
entanto, o espectro de G. regalis ndo é conclusivo quanto a presenca da parietina, uma
vez que a atribuicdo de alguns modos vibracionais ndo esta presente ou mostrou algum
deslocamento no espectro.

A fim de caracterizar e contribuir com os escassos dados espectroscépicos dos
liquens estudados, a Tabela 1 mostra as tentativas de atribuicdo para os espectros de
absorcdo na regido do infravermelho e Raman da parietina obtida por extracdo, e
também para os espectros obtidos in situ, onde é possivel observar mais claramente as
bandas vibracionais caracteristicas da antraquinona parietina, assim como elucidados

para T. exilis e X. candelaria.
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Figura 2.5: Espectro FT-Raman in situ da espécie T. exilis na faixa espectral de 1800-
400 cm™ indicando a presenca do pigmento parietina e do carotenoide. A foto do

liquen destaca o ponto onde foi coletado o espectro.
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Figura 2.6: : Espectro FT-Raman in situ da espécie X. candelaria na faixa espectral
de 1800- 400 cm™ indicando a presenca do pigmento parietina e do carotenoide. A
foto do liquen destaca o ponto onde foi coletado o espectro.
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Tabela 1: Tentativa de atribuicdo vibracional (cm™) para as principais bandas do

pigmento parietina observadas nos espectros in situ das amostras de liquens X.

candelaria, T. exilis e G. regalis, bem como para o pigmento extraido do liquen G.

regalis e para a parietina padrao.

X. cand. T. exilis G. regalis Parietina
Raman Raman v Modo Vibracional
Raman v
in situ in situ Extracdo Extracdo
3070 w 3069 w v (C=CH) arom
3038 w 3036 w v (CH) arom
2917s 2920 s 2912s 2919 w 2927 w 2919 w 2937 w v (CHj3) assim
2854 s 2850 s 2847 w 2854 w 2845w 2845w v (CHjz) sim
1673 s 1673s 1674 m 1673s 1671s 1675 m v (C=0) conjugado
1633 w 1630 w 1634 w 1631 m 1631 s 1631w 1630 s v (C=0) conjugado
1615s 1615 1614 w 1614 s 1611w 1613 s 1614 s v (C=C) arom
1595 w 1598 w 1596 m 1597 s 1594 w 1594 m v (C=C) arom
1554 m 1555 m 1554 m 1554 s 1572 w 1553 s 1569 m v (C=C) arom
1527 m 1526 s v (C=C) carotenoide
1482 w 1479 w 1479 w 1478 s Estiramento do anel
1452 m 1459 m 1460 s 1451 w 1451 w 1449 w 1452 m Estiramento do anel
1434 w 1431w 1432 w 1440 w 1428 w 1437 m Estiramento do anel
1384 m 1387 m 1376 s 1381 s 1385s 1387 s 1386 s v (C-0) fenil
1371 m 1378 m 1369 s 1369 s 1369 m 1370s 1367 s v (C-O)fenil
1324 w 1326 w 1316 w 1324 m 1321w 1325s Estiramento do anel, no plano
1278 m 1278 s 1278 s 1278 s 1273's 1277 s 1272's Estiramento do anel, no plano
1257 m 1257 m 1258 s 1257 s 1258 sh 1255 m 1256 m v (C-0) metoxila arom
1298 s 1997 s v (C-0); ?)I(Sng) fenil, no
1217 w 1216 w Estiramento do anel
1200 w 1201 w 1202 w 1200 w 1200 w 1198 w 1200 w Estiramento do anel
1182 w 1183 w 1181w 1180 w 1186 w Estiramento do anel
1158 m 1158 s v (C-C) carotenoide
1161w 1164 m 1160 w 1163s & (OH) fenil, no plano
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1136 w 1140 w 1138w 1137w 1137w 8 (C—CH), no plano
1107 w 1106 w 1108 w 1106 w 1102 sh 1104 w 1102 w & (C—CH) no plano
1035 m 1035 w v (C-0O) metoxila arom
1005 w 1005w d (C-CHs,) carotenoide
98lw | 983w | 980w | 98lw 979 w 979w | 976w ReSp”aggfa%%ap'E'r;(f (©H)
928 m 928s 926 s 927s 927 w 926 s 926 w & (C-H) fora do plano
765w 767 w 760 m 765 w 757 s v (=C-H) arom, fora do plano
732w 729 w 729 w 715 m & (OH) fenil, fora do plano
636 w 632 w 632 w 631 m 631 m Deformacédo do esqueleto
612 w 612 w 611w 611 w 611 w 612 m 612 m Deformacéo do esqueleto
573 w 573 m 573 m 573 m 571m 561 w Deformacdo do esqueleto
520 m 523 m 521m 520 m 519 m 518 m Deformacdo do esqueleto
461 m 460 m 461 m 461s 458s 458 w Deformacéo do esqueleto
401w 401w 397 m 398 m 401w Deformacdo do esqueleto

Abreviacgdes: s, strong (forte); m, medium (medio); w, weak (fraco); sh, shoulder
(ombro).
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A avaliacdo da presenca da parietina em G. regalis se deu por meio da extracao
quimica da mesma. Tal procedimento foi realizado apenas nesta espécie, ja que apenas
esta possui biomassa em quantidade suficiente para tal. Dessa forma, foi realizada
extracdo exaustiva com acetona por meio do extrator de Soxhlet; o solvente foi
completamente removido e os cristais observados foram recristalizados em hexano.
Inicialmente, o produto obtido foi identificado qualitativamente por métodos quimicos
de coloragdo bem como caracterizado por espectroscopia de absor¢do no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear e Raman para a correta elucidacédo e
identificacdo da estrutura. Obteve-se 15 mg de produto a partir de 3,4 g do material
bruto.

A reacdo de coloracdo foi baseada na reacdo de Borntrager direta, onde
colocou-se 0,5 mg do produto extraido em um tubo de ensaio e adicionou-se 1 mL de
uma solugdo de NH;OH. A reacdo positiva para antraquinonas se da pela observacéao

da colocacgdo rosea ou vermelha. A partir do resultado positivo para antraquinonas,
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utilizou-se dos métodos espectroscopicos para a correta e mais precisa identificacdo de
quais substituintes se fazem presentes na antraquinona obtida.

O espectro de RMN de **C para o produto obtido (Figura 2.7) mostra os sinais
referentes aos grupos carbonilicos C-6 e C-13 em ¢ 191,05 e 182,29 ppm, e, exceto
para os sinais referentes aos carbonos C-12 e C-2, que ndo foram observados, todos 0s
outros carbonos da molécula foram assinaladas — destacando-se, principalmente, os
carbonos dos grupos substituintes C-15 em ¢ 22,38 referente a um carbono metilado,
e C-16 em ¢ 56,31 ppm que pode ser atribuido ao carbono do grupo metoxila.

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.8) corrobora presenca do pigmento
parietina. E possivel observar a presenca de um simpleto em & 2,46 ppm que pode ser
atribuido aos hidrogénios H-15 referente aos hidrogénios metilénicos, bem como outro
simpleto de H-16 em & 3,94 ppm referente aos hidrogénios do grupo -OCHs. Os
hidrogénios dos anéis podem ser atribuidos pelo dupleto em & 6,69 e 6,70 ppm
referente ao H-10, simpleto em 67,09 de H-2, bem como em 67,64 ppm de H-4.
Outro dupleto em 67,37 e 7,38 ppm para H-8, e, por fim, os hidrogénios da hidroxila
H-A e H-B em 612,12 e 12,32 ppm, respectivamente. Os sinais obtidos para valores
menores que 62,00 devem-se, exclusivamente, a permanéncia do solvente hexano na

amostra analisada.

Figura 2.7: Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCl5)
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

50



Figura 2.8: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls).
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Os espectros de RMN de *3C e *H concordam para que o pigmento parietina
puro tenha sido extraido de forma eficiente. A pureza do composto extraido também
pdde ser comprovada pela técnica de cromatografia de camada delgada (CCD), em
que foi possivel observar apenas um produto apos as revelacdes pela lampada UV e
acido sulfurico. O sistema de eluicdo empregado foi acetato de etila e tolueno (7:3).

Para elucidar por completo a caracterizacdo da parietina, 0s espectros Raman
do produto obtido via extracdo e do adquirido comercialmente, dito com alto grau de
pureza, foram comparados. A Figura 2.9 mostra que ha concordancia entre 0s
espectros da parietina, e que, por meio do uso de técnicas espectroscépicas foi possivel
elucidar com maior clareza a estrutura quimica do pigmento fotoprotetor presente no
liquen G. regalis.

Com o pigmento corretamente caracterizado e constatado o seu grau de pureza
apos a extracdo, o estudo fotoquimico foi realizado para formacdo e supressdo do

oxigénio singlete, com o intuito de avaliar o seu poder antioxidante.
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Figura 2.9: Comparacdo dos espectros Raman da parietina extraida (preto) e da

adquirida comercialmente (vermelho).
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
2.5.2 Estudo fotoquimico

2.5.2.1 Rendimento quantico de formacdo de oxigénio singlete (®,) para o
pigmento extraido parietina

Oxigénio singlete emite na regido do infravermelho proximo, com maximo em
1270 nm e, apesar de ser uma emisséo fraca, pode ser observada utilizando-se um
detector apropriado, sendo este 0 método mais facil e direto de deteccdo de oxigénio
singlete. Este tipo de emissdo é denominado de fosforescéncia e corresponde ao
decaimento do estado singlete do oxigénio ao seu estado fundamental triplete. A
Figura 2.10 mostra o decaimento com o tempo do sinal de fosforescéncia de oxigénio
singlete gerado apds excitagdo em 355 nm quando comparado ao padréo

perinaftenona.
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Figura 2.10: Decaimento do sinal de fosforescéncia de oxigénio singlete gerado apés
excitacdo (355 nm) de solucbes com absorcdo equivalentes de perinaftenona e

parietina.
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Fonte: ELABORADO PELO GRUPO DE FOTOQUIMICA/ IQ- UFRJ

Para o célculo do rendimento quantico, foram construidos graficos lineares a
partir da intensidade do sinal de fosforescéncia para solugdes de perinaftenona -
padrdo, ¢=1,0 (Nonell et al., 1993) e de parietina em acetonitrila, versus intensidade
da luz de excitacdo. Analisando a Figura 2.10, é nitido observar que a intensidade do
sinal da fosforescéncia do oxigénio singlete para a parietina € menor quando
comparado ao padrdo. Em contrapartida, com base nas inclina¢fes das retas ajustadas
dos gréficos obtidos (intensidade da fosforescéncia vs intensidade da luz de excitacao),
pode-se determinar o valor de 0,62 para o rendimento quantico de formacdo de
oxigénio singlete para a parietina, valor este considerado 6timo para antraquinonas.

O rendimento quantico de formagéo do oxigénio singlete é dado pela soma das
contribui¢bes do sequestro de oxigénio singlete pela antraquinona, e o valor obtido
para a parietina esta de acordo com o encontrado para o rendimento quantico da 1,8-
dihidroxi antraquinona, bem como é possivel dizer que, em comparagdo com outras
antraquinonas ja estudadas (Gutiérrez et al., 1997), o seu rendimento quéntico pode

ser considerado elevado (Figura 2.11).
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Figura 2.11: Rendimento quantico de formagdo de oxigénio singlete (d,) para outras
moléculas semelhantes a parietina: (A) Tetrametilbenzoquinona, (B) 2,6-
dihidroxiantraquinona, (C) 1,8-dihidroxiantraquinona e (D) 1,2-dihidroxiantraquinona
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Fonte: ADAPTADO DE GUTIERREZ, 1997.

2.5.2.2 Determinacdo da constante de velocidade de supressdo do oxigénio

singlete por antraquinona padrdo e parietina.

O tempo de vida do oxigénio singlete, em 1270 nm, foi medido na auséncia (lo)
e na presenca de diferentes concentracdes de parietina (1).

A constante de velocidade de supresséo da emissédo do oxigénio singlete pela
amostra foi obtida a partir do grafico de Stern-Volmer, de acordo com a equacgdo

abaixo:

I
— = 1+ Kyu[AQ]
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Os gréaficos baseados na eq. de IO/I se mostraram lineares, permitindo
facilmente a determinacéo de k.

Em uma cubeta de quartzo, adicionou-se o sensibilizador azul de metileno em
cloroférmio e também volumes de uma solucdo estoque da antraquinona padrdo, no
mesmo solvente, de acordo com a Tabela 2. Os espectros de fosforescéncia do
oxigénio singlete foram registrados a cada adic¢ao, e, com o sinal obtido construiu- se o
grafico de lo/ | versus [AQ] para o devido célculo da constante de supressdo do

oxigénio singlete.

Tabela 2: Intensidade do sinal da fosforescéncia do oxigénio singlete de acordo com

volumes adicionados da antraquinona.

Volume

-1
adicionado (uL) [AQ] mol. L lo (u.a) I (ua)
0 0 652,70 652,70

1 2,56. 10 652,70 630,90

5 1,28.10° 630,90 628,10

10 2,56.10° 628,10 614,40

20 5,12.10° 614,40 603,20

40 1,03. 10™ 603,20 594,10

50 1,28.10™ 594,10 569,90

100 2,56.10* 569,90 535,90

150 3,84.10™ 535,90 515,50

Fonte: ELABORADO PELO GRUPO DE FOTOQUIMICA/ IQ- UFRJ

A partir dos volumes adicionados, €, consequente observacdo da diminuicdo da
intensidade do sinal no espectro de fosforescéncia do oxigénio singlete, tornou-se
possivel a construgdo do gréfico lo/l da Figura 2.12

Com os dados obtidos e também com a equacdo de Stern-Volmer ja
mencionada, a constante de supressdo do oxigénio singlete encontrada é 4,6. 10° L

mol ™ st

, valor este que se enguadra nos valores obtidos para outras quinonas ja
estudadas embora muito menor do que os valores encontrados para outras moléculas
como os carotenoides, por exemplo.

Nos ultimos anos, hd um aumento no interesse no que se diz respeito ao
entendimento do papel do oxigénio singlete e radicais livres nos processos de doengas
induzidos pela inativagdo enzimatica, clivagem da cadeia de DNA e oxidagdo da
membrana lipidica, por exemplo. (Sies e Menck, 1992; Stief, 2003; Hirakawa et al.,

2007; Rand e Barclay, 2009; Agnez-Lima et al., 2012).
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Figura 2.12: Grafico de lo/l versus [AQ] para o calculo da constate de velocidade para

supressédo de oxigénio singlete.
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Fonte: ELABORADO PELO GRUPO DE FOTOQUIMICA/ IQ- UFRJ

Em geral, uma das fungdes bioldgicas dos carotenoides é a sua capacidade de
sequestrar 0 oxigénio singlete bem como os radicais livres (Naguib, 2000) através de
processos fisicos e/ou quimicos. Em um estudo recente (Maia et al., 2014), a constante
de sequestro total (k;) para a reagdo com o '0, foi medida para B-caroteno e
astaxantina onde se observou valores de 1,63 x 10 e 2,18 x10'° L.mol™s™,
respectivamente. Como comparacdo, os flavonoides - pigmentos polifenélicos
amplamente presentes nas plantas, também sdo reportados como sequestradores de
vérias espécies oxidantes e possuem a constante de sequestro de 'O, na ordem de 10°
L.mol™.s? (Tournaire et al., 1993). Estes valores comprovam o elevado poder
antioxidante destas moléculas bem como explicam a habilidade dos carotenoides em
ser 0 mecanismo de defesa de diversos organismos.

Desta forma, comparando os dados obtidos para supressdao e formacgédo de
oxigénio singlete, pode-se sugerir que a antraquinona parietina tem como
caracteristica predominante a geracdo de oxigénio singlete, e, em menor escala a
supressdo, ou seja, a sua capacidade antioxidante como é observada em carotenoides

nao é dominante.
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O processo de sequestro de oxigénio singlete, exclusivamente de natureza
fisica, desativa as espécies de oxigénio excitado sem qualquer outra destruicdo do
ndcleo quinona. Em quinonas substituidas, a interagdo 'O, - quinona é impulsionada
pelo radical quinona, apesar dos substituintes nucleares serem potencialmente ativos,
e, mesmo quando a capacidade das quinonas atuarem como receptores de elétrons é
um fato reconhecido, evidéncias experimentais indicam que 0 mecanismo de sequestro
pode envolver um intermediario reversivel de transferéncia de carga e o composto
quinoide atuando como um doador de elétrons. Neste contexto, 0 mecanismo de
sequestro puramente fisico concorda com os baixos valores de k para a antraquinona
estudada quando comparado com os dados observados para supressores doadores de
elétrons (Wilkinson et al., 1995).

2.6 Conclusoes

Os registros dos espectros FT-Raman in situ da parietina e do carotenoide para
os liquens X. candelaria e T. exilis e parietina para G. regalis, forneceu importantes
dados espectroscopicos para a identificagdo de biomarcadores liquénicos. A estrutura
quimica da antraquinona parietina foi investigada pela técnica FT-Raman; no entanto,
este composto é altamente fluorescente — caracteristica que pode ser um fator limitante
a aplicacdo da espectroscopia Raman como ferramenta de caracterizagao.

A extracdo quimica do pigmento parietina no liquen G. regalis propiciou o seu
estudo fotoquimico a partir de experimentos que avaliaram a sua capacidade de gerar
ou suprir a formacdo do oxigénio singlete. Verificou-se que a parietina apresenta
atividade geradora de oxigénio singlete a qual co-ocorre com carotenoides,
amplamente descrito como supressor do mesmo. Esses resultados sdo bastante
intrigantes do ponto de vista bioldgico, ja que cada parceiro do sistema simbidtico
parece contribuir diferentemente para o equilibrio e manutencéo do holobionte.

A identificacdo de carotenoides in situ é dificultada pelo efeito da matriz
bioldgica, onde o ambiente quimico é responsavel por mudangas no deslocamento
Raman, principalmente, da banda referente ao estiramento C=C da cadeia principal
dos carotenoides. Nesse sentido, uma caracterizagdo completa desse pigmento exigiria
um processo de extragcdo e uma eventual comparacdo com os espectros de alguns
pigmentos puros, apesar de estudos anteriores, com a mesma familia de liquens,

mostrarem que o pigmento € o -caroteno.
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CAPITULO 3

ESTUDO DOS ESPECTROS FT- RAMAN DAS
ESPECIES DE LIQUENS CANDELARIA FIBROSA
E PYXINE COCCIFERA
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3.1 Pyxine coccifera e Candelaria fibrosa

O género Pyxine pode ser considerado predominantemente tropical no grupo
Physciaceae, que tem cerca de 70 espécies atualmente aceitas e bem descritas. No
Brasil, este género liquénico tem sido estudado ha mais de um século (Malme, 1897)
e, recentemente, quatro novas espécies foram identificadas (Jungbluth e Marcelli,
2011; Jungbluth et al., 2011) - no total, 34 espécies, sdo tipicamente brasileiras
(Aptroot, 1987; Kalb, 1987).

A Candelariaceae compreende quatro géneros liquénicos que juntos formam o
que € considerado um grupo homogéneo de fungos liquenizados (Hakulinen, 1954;
Poelt, 1974; Hawksworth e Division, 1994). Hakulinen descreveu a familia, que
incluiu Candelaria, Candelariella e Placomaronea, e, é primariamente caracterizada
pela quimica dos derivados do acido pulvinico e pelos seus caracteres anatdmicos
uniformes (Hakulinen, 1954; Poelt J. e B.V., 1969; Poelt, 1974).

Os derivados do acido pulvinico, como calicina e dilactona pulvinica (Figura
1.3), possuem um grupo cromoforo carbonil-oxolano caracterizado por duas bandas de
absorcdo UV de alto coeficiente de absorcdo (Nguyen et al., 2013), sendo que alguns
estudos tém revelado as propriedades fotoquimicas destes compostos como sendo
excelentes filtros para a radiacdo UVA e UVB (Hidalgo et al., 2002; Lohézic-Le
Dévehat et al., 2013). Ja o acido quiodecténico (Figura 1.3), que também é um
pigmento fotoprotetor, teve seu espectro Raman estudado pela Unica vez por Edwards
e de Oliveira (2005) no liquen Cryptothecia rubrocincta (Ehrenb.:Fr.) Thor através de
métodos de extracdo quimica - apesar da investigacdo do espectro no infravermelho
ser relatada por Kuneck e Yoshimura desde 1996 (Huneck e Yoshimura, 1996).

Os espectros Raman dos carotenoides tém sido caracterizados por meio de uma
analise detalhada das bandas vibracionais atribuidas aos modos v (C=C), v (C-C) e &
(C-CH3) (Fernandes et al. 2014). Um importante papel dos carotenoides € a
capacidade de sequestrar a oxigénio singlete (Cardoso, 1997; Maia, Lenize F. et al.,
2014), funcdo esta que pode ser atribuida as ligacGes duplas conjugadas na cadeia
carbbnica principal. Além das atividades bioldgicas (Stevenson et al., 2002; Cockell e
Horneck, 2007; Cazzonelli, 2011), em varios casos eles sdo responsaveis pelas
estratégias de sobrevivéncia de liquens expostos ao fotoestresse ambiental (Cockell e
Knowland, 1999; De Oliveira et al., 2010).

59



3.2  Objetivos especificos

Fornecer a identificacdo ndo destrutiva dos principais pigmentos liquénicos dos
liquens Pyxine coccifera e Candelaria fibrosa através da espectroscopia Raman;
Realizacdo de calculos tedricos de mecénica quantica para auxiliar a

identificacdo dos pigmentos e atribui¢fes das bandas Raman.
3.3  Experimental
3.3.1 Amostras de liquens

Os liquens foram obtidos através da cessdo da colecdo obtida pelo Prof. Dr.
Adriano Spielmann e estdo depositados no herbario da Universidade Federal do Mato

Grosso do Sul, e, foram devidamente identificadas por anélise taxondmica.

v Pyxine coccifera (Fée) Nyl.

Origem: Brasil, Mato Grosso do Sul, Municipio de Campo Grande,
09.1V.2010.

Coordenadas: 20°32°36.7’S, 54°23°57.8”W. Altitude: 555 m.

Coletores: A.A. Spielmann, G.A. Damasceno Junior, S.N Moreira & S.S Lima.

v Candelaria fibrosa (Fr.) Mll. Arg.

Origem: Brasil, Rio Grande do Sul, Municipio de Piratini, Cerro do Sandi,
31.V.2013.

Coordenadas: 31°28'58.9"S, 53°11'54.9"W. Altitude: 495 m.

Coletores: A.A. Spielmann, E.S Lacerda & J. Pedroso.

3.3.2 Instrumentagéo

Os espectros FT - Raman foram obtidos no instrumento Bruker RFS 100 com
laser Nd: YAG, equipado com detector de germanio. Os espectros foram registrados
com resolucdo espectral de 4 cm™ e em 1024 acumulacdes, e obtidos diretamente de
partes especificas das amostras de liquens, onde os pigmentos investigados estdo
claramente contidos; o que significa que as partes coloridas das estruturas liquénicas

foram investigadas.
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Para cada espectro, 0s parametros experimentais foram ajustados para obter a
melhor relagdo sinal-ruido, do mesmo modo que a integridade fisica e quimica das
amostras fosse mantida, ou seja, a posi¢éo e intensidade de cada uma das bandas do

espectro ndo foram alteradas.
3.3.3 Metodologia do célculo tedrico

Os célculos tedricos foram realizados através de uma parceria com Nucleo de
Estudos em Quimica Computacional (NEQC-UFJF) com o uso do programa Gaussian
09. As estruturas calicina, dilactona pulvinica e acido quiodectdnico, foram otimizadas
em fase gasosa ao nivel B3LYP usando a base 6-311 ++ G (d, p). Tais estudos foram
feitos em colaboracdo com o Dr. Gilson Rodrigues Ferreira, do Nucleo de
Espectroscopia e Estrutura Molecular da UFJF.

34 Resultados e discussoes

Nesta investigacdo, a analise FT-Raman in situ fornece informac6es valiosas
sobre os principais compostos quimicos de Candelaria fibrosa e Pyxine coccifera. Os
espectros FT-Raman dessas amostras podem ser vistos nas Figuras 3.1, 3.2 e 3.3 e as
tentativas de atribuicdo vibracionais estdo apresentados na Tabela 3.

A Figura 3.1 mostra o espectro FT-Raman obtido in situ para espécie Pyxine
coccifera (Fée) Nyl com faixa espectral de 1800-200 cm™. A falta de dados na
literatura para as devidas conclusbes a respeito dos espectros Raman sugere a
necessidade de complementar os dados com céalculos tedricos. Para isso, uma pesquisa
detalhada sobre os liquens e habitat foi realizada para que alguns compostos quimicos
fossem pontos de partida para a simulacéo tedrica.

Dessa forma, na Figura 3.2 tém-se o espectro experimental (A) e tedrico (B)
para 0 qual o pigmento acido quiodectbnico é sugerido na composi¢do quimica do
liquen P. coccifera. Tal fato é justificado pelo perfil espectral bem semelhante entre
ambos, baseado, principalmente, na intensidade relativa e valores dos deslocamentos

das bandas Raman.

61



Figura 3.1: Espectro FT-Raman in situ da espécie P. coccifera na faixa espectral de

1800- 400 cm™ indicando a presenca do 4cido quiodectdnico. A foto do liquen destaca

0 ponto onde foi coletado o espectro.
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Fonte: SPIELMANN, 2010.
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As principais bandas observadas nos espetros (experimental e simulado) que
confirmam a presenga do &cido quiodectonico sdo referentes aos modos v(C=0) +
3(CH3) em 1643; v(C=C) + v(C=0) + 8(OH) em 1616; v(C=C) + v(C=0) em 1562;
v(C=C) + &(CHs;) em 1461; v(C=C) + v(C=0) em 1415, v(C-C) + v(C=0) + v(C-
CHs) em 1128 e v(C-C) + v(C=C) + v(O-CHs) em 1070 cm™.

Figura 3.2: Espectros FT-Raman (A) Experimental para P. coccifera (B) Tedrico para

0 &cido quiodectdnico.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Por outro lado, a andlise espectroscépica Raman do liquen C. fibrosa (Figura
3.3) revelou a presenca de trés pigmentos diferentes que em conjunto atuam como
filtros UV, nomeados calicina, dilactona pulvinica e um carotenoide. Este Gltimo foi
caracterizado pela anélise das bandas vibracionais atribuidas aos modos v(C=C), v(C-
C) e 8(C-CHg) que estdo presentes em 1525, 1158 e 1003 cm™ no liquen estudado.

Através do espectro Raman da C. fibrosa € possivel verificar as bandas
caracteristicas da dilactona pulvinica, destacadas em preto, calicina em vermelho e
para um carotenoide, marcadas em azul. As bandas em 1675, 1407 e 505 cm™ sdo
caracterizados como marcadores da dilactona pulvinica no espectro Raman, de
atribuicGes referentes aos anéis das lactonas, respectivamente atribuidos aos modos de

estiramento C=C, C—C da juncdo entre 0s anéis e respiracdo do anel.

63



Por outro lado, o pigmento calicina pode ser identificado atraves da banda em
1716 cm™ assinalado a0 modo de estiramento da carbonila da lactona. O modo
vibracional em 1632 cm™ é caracteristico da vibragdo v(C=C) entre os carbonos
vizinhos aos anéis lactonicos e 0 modo de deformacdo do anel lacténico foi observado
em 960 cm™.

Ressalta-se que estes pigmentos derivados do &cido pulvinico, calicina e
dilactona pulvinica tém sido relatados em estudos que envolvem os liquens
Acarospora spp e Candelariella genus de origem no Deserto do Atacama, Chile
(Villar et al., 2005), bem como em na espécie Candelariela concolor encontrada em

lavas vulcanicas em Kilauea, Havai (Jorge-Villar e Edwards, 2010).

Tabela 3: Tentativa de atribuicdo Raman (cm™) para as principais bandas observadas
nos espectros das amostras de liquens C. fibrosa e P. coccifera, bem como para 0s

pigmentos encontrados.

Candelaria fibrosa Pyxine coccifera
Calicina | D'lactona Acido quiodectonico
pulvinica
Exp. Exp. Teo. Atribuicdes Exp. | Teo. Atribuigdes
1810w | 1827 v(C=0) 1643 m | 1739 | v(C=0) + §(CHs)
1716 w 1756 |  v(C=0) + v(CC) 1616 w | 1684 | v(C=C) + v(C=0)
1632 s 1675s | 1658 | v(C=C)+ v(C-C) 1562 s | 1638 | v(C=C) + v(C=0)
1604 s 1604s | 1619 v(C=C) 1461w | 1573 | v(C=C) + &(CHs)
1456 m | 1456 m | 1449 8(CH) 1415s | 1503 | v(C=C) + v(C=0)
1407m | 1390 | v(C=C)+&(CH) | 1320w | 1437 | v(C=C) + v(C-C)
1342 w 1347 v(C=C) 1180w | 1253 | w(C=C) +v(C-C)
v(C-C) + v(C=0)
1309 w 1304 d(CH) 1128 w | 1207 T v(C-CHa)
~ v(C-C) + v(C=C)
1003 m | 1003 m 992 d(C-C-C) 1070 m | 1077 +v(0-CHy)
960 w 973 | Deformagéo do anel | 613w | 649 3(C-C)
505m | 495 | Respiragdodoanel | o6 | 55 | o)+ v(C=C)
dilactona
536 m | 523 | v(C-C)+ v(C=C)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Abreviagdes: s, strong (forte); m, medium (medio); w, weak (fraco).
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Figura 3.3: Espectro FT-Raman in situ da espécie C. fibrosa na faixa espectral de
1800- 400 cm™ indicando a presenca dos pigmentos dilactona pulvinica (preto)
calicina (vermelho) e do carotenoide (azul). A foto do liquen destaca o ponto onde foi

coletado o espectro
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Em suma, neste trabalho, a quimica dos liquens Candelaria fibrosa e Pyxine
coccifera foi investigada pela primeira vez utilizando espectroscopia FT- Raman com
o0 auxilio de célculos DFT de mecénica quantica, fato este justificado pela falta de
dados espectroscopicos que envolvem estas especies. Tal estudo mostrou a presenca
de diferentes pigmentos nos liquens Candelaria fibrosa e Pyxine coccifera, podendo
ser descritos como calicina e dilactona pulvinica para o primeiro, e 4cido

quiodectdnico para o segundo liquen estudado.
3.5  Conclusodes

O estudo dos espectros vibracionais de derivados do acido pulvinico, tais como
dilactona pulvinica e calicina, é inédito para estes liquens e demonstrou, pela primeira
vez, que a espectroscopia FT-Raman com o auxilio de célculos DFT como suporte
para as atribuicdes espectrais, podem fornecer dados espectroscopicos importantes
para o uso da técnica como ferramenta taxondmica.

A obtencao de espectros Raman in situ € de cunho valioso para a identificacéo
de varios pigmentos liquénicos e, portanto, o potencial de utilizacdo da técnica como
forma de investigar a "impressao digital" destas moléculas, pode ser considerado como

de importante ajuda para a classificacdo taxondmica das espécies de liquens.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO DOS PIGMENTOS
ABSORVEDORES DE LUZ DE LIQUENS DO
BRASIL POR ESPECTROSCOPIA RAMAN
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4.1 Mapeamento e Imagem Raman

Os objetivos fundamentais da bioquimica, biofisica e biologia molecular séo
compreender as complexas interacdes das moléculas bioldgicas nas interfaces, e, para
0 estudo destes mecanismos tem-se usado a imagem celular in vivo e deteccdo de
ensaios in vitro (Fernandez-Friera et al., 2013; Jiang et al., 2018). Metodologias
baseadas na obtencdo de imagens moleculares de células, tecidos e 6rgdos sao capazes
de monitorar varias estruturas ou mecanismos bioquimicos (Fass; Olsen e Ggtzsche,
2001; Armstrong et al., 2007).

A imagem obtida por meio da espectroscopia Raman tem emergido como uma
técnica poderosa no estudo de varios processos quimicos de cunho bioldgico,
principalmente por ser uma técnica ndo invasiva, livre da necessidade de marcadores e
capaz de fornecer com preciséo a identidade molecular do material de interesse (Krafft
etal., 2017).

A imagem Raman visa compreender e visualizar a composicdo quimica do
material estudado, bem como pode ser dita como uma ferramenta para analise das
estruturas moleculares. A obtengdo de dados no modo de imagem maximiza a
compreensdo da constituicdo quimica da amostra visto que cada pixel de imagem
recolhida contém dados quimicos especificos para o objeto de estudo (Stewart et al.,
2012).

O conhecimento da distribuicdo de componentes quimicos é fundamental para
0 monitoramento de processos bioquimicos de diversos sistemas vivos, e 0 objetivo
principal para tal é o uso de uma ferramenta que seja altamente sensivel e especifica
bem como traga pouco ou nenhum dano a amostra. Atualmente, as técnicas que séo
utilizadas para este fim sdo a espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia de
ressonancia paramagnética de elétrons (EPR) (Savitsky e Mobius, 2009) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) (Li et al.,, 2008). Em
contrapartida, nenhum deles preenche todos os critérios necessarios para elucidar
completamente um estudo, e, assim, a espectroscopia Raman é tida como uma
excelente opcéo para obtengdo do “fingerprint” de uma molécula.

A analise de regides devidamente selecionadas das amostras por
microespectroscopia vibracional pode ser realizada de duas maneiras distintas,
mapeamento ou imagem. O mapeamento envolve a obtengédo sequencial dos espectros

em regides adjacentes da amostra por meio da movimentacdo do feixe focal; a
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medicdo é repetida até que toda a regido de interesse tenha sido analisada (Griffiths,
2009).

A imagem vibracional exige que uma imagem da amostra seja focalizada para
0 arranjo de detectores cuja intensidade da radiacdo que atravessa cada regido da
amostra é medida em cada pixel. Existem algumas variacdes de métodos de imagem
para o caso de duas variaveis espaciais, x e y. O perfil ponto-a-ponto € uma sequéncia
de aquisicbes de um U(nico ponto cujo espectro completo para cada ponto é
armazenado para andlise subsequente. Na imagem em linha, o laser é focalizado em
uma linha e entdo o espalhamento é projetado contra um detector, gerando um
conjunto de dados bidimensionais constituidos por intensidade versus deslocamento
Raman e posicdo ao longo da linha. Assim como 0 mapeamento ponto-a-ponto, a
imagem em linha fornece o0s espectros completos de todos os pontos analisados ao
longo da linha. A imagem global, ou imagem direta, € uma técnica em que se ilumina
uma éarea relativamente grande da amostra, coletando espectros resolvidos
espacialmente por toda a area selecionada.

Em contrapartida com os variados trabalhos realizados em células e tecidos
(Matthaus et al., 2006; Hartsuiker et al., 2010; Palonpon et al., 2013; Fu et al., 2014;
Qi e Shih, 2014), o estudo da imagem Raman em liquens é extremamente escasso.
Recentemente (Liao et al., 2010), um estudo baseado em trés espécies do liquen
Cladonia foi feito usando Imagem FTIR e Microscopia Raman. A assinatura espectral
do acido Usnico foi detectada nas estruturas produtoras de esporos dos apotécios do
liquen C. uncialis, bem como em torno das algas na parede apical, e,
consequentemente, as imagens confirmaram os locais em que comumente é
encontrado o &cido Usnico e ainda revelou outros locais; principalmente no talo
circundante as algas que até entdo ndo tinham sido identificadas.

Dessa forma, 0 uso da Imagem Raman é uma ferramenta promissora para a
observacdo da distribuicdo de diversas moléculas nos seus tecidos e células, e a
escassez de dados espectroscopicos provenientes desta técnica pode fornecer uma
gama de possibilidades para o estudo dos componentes dos liquens no que se diz
respeito aos seus pigmentos constituintes, bem como elucidar as estratégias de
sobrevivéncia adotadas por essas espécies. Além disso, a distribuicdo de pigmentos
nas superficies do liquen ndo é homogénea, sendo particularmente importante no que
diz respeito a influéncia de fatores como altitude e umidade, em relacdo a distribuicéo

dos pigmentos.
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4.2 Usnea sp e Crocodia aurata

O éacido Gsnico (Figura 1.4) é um pigmento amarelo biossintetizado por meio
da ciclizacdo da fluoroacetofenona, isolado pela primeira vez em 1844 e encontrado
nos géneros Usnea, Lecanora, Cladonia e Ramalina (Ingélfsdottir, 2002).

O é&cido Usnico tem sido descrito como um bom filtro UV, sendo um dos
compostos liquénicos mais estudados devido a capacidade de absorver amplamente a
luz nas regides espectrais de UVA (315-400 nm) e UVB (280-315 nm) (Cocchietto et
al., 2002). A localizacdo deste acido na superficie do liquen, seguida por suas
caracteristicas quimicas parece ser uma resposta para reduzir os efeitos da luz solar.

Essa molécula tem sido extensivamente estudada devido as suas poderosas
propriedades bioldgicas (Ingolfsdéttir, 2002), como atividade antimicrobiana com
relevancia dermatoldgica (Weckesser et al., 2007), larvicida para os mosquitos A.
aegypti (Moreira et al., 2016) e antiprotozoaria demonstrado por experimentos in vivo
e in vitro (Fournet et al., 1997). O acido Usnico também tem sido sugerido como um
agente antitumoral efetivo contra as células do cancer de mama (Zuo et al., 2015),
bem como para 0 melanoma e cancer de prostata (Galanty et al., 2017).

Por outro lado, o é&cido estitico (Figura 1.4) que vem da ciclizagdo do
orselinato, € uma depsidona p-orcinol isolada pela primeira vez por Knop e
Schnedermann em 1846 da espécie Lobaria pulmonaria (Knop e Schnedermann,
1846). Derivados do é&cido estitico tém sido encontrados em muitas familias de
liquens, em particular nas Parmeliaceae (Gomez-Serranillos et al., 2014), envolvidas
na protecdo contra os efeitos da radiacdo UV (Lohézic-Le Dévéhat et al., 2007).

A fotoprotecdo e diversas atividades biologicas também sdo correlacionadas
aos derivados do &cido pulvinico (Stéphane et al., 2005), como a calicina e a dilactona
pulvinica (Figura 1.3), que sdo pigmentos de cor laranja e amarelo identificados em
espécies de Candelaria fibrosa (Fernandes, et al., 2015) e Crocodia aurata (Moncada
et al., 2014). Além de dibenzofuranos, depsidona e derivados pulvinicos, os liquens
sdo uma rica fonte de carotenoides (Czeczuga et al., 1988; Czeczuga e Lallemant,
1993), pigmentos que fazem parte dos sistemas de captacdo de luz e uma série de
outras funcdes (Echavarri-Erasun e Johnson, 2002).

Em nossos trabalhos anteriores, demonstramos a eficacia da espectroscopia
Raman na identificagdo de pigmentos das especies Teloschistes exilis, Gondwania

regalis, Xanthoria candelaria, Candelaria fibrosa e Pyxine coccifera (Fernandes, et
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al. 2015a; Fernandes, et al. 2015b). Continuando com estudos sobre liquens,
apresentamos os resultados de uma caracterizagdo estrutural abrangente do acido
usnico e estitico para uma espécie de Usnea, bem como calicina e dilactona pulvinica

em Crocodia aurata, e carotenoides em ambas as espécies.
4.3 Objetivos especificos

Caracterizagdo das estruturas quimicas majoritarias das espécies liquénicas por
espectroscopia Raman com auxilio de calculos teoricos, bem como pela técnica de
difracdo de raios X de monocristais. Rastrear os compostos fotoprotetores no talo do
liquen através do uso da analise Raman in situ da espécie de Usnea, e, também
imageamento Raman da espécie C. aurata para investigar a localizacdo e distribuicao
de carotenoides e derivados de acidos pulvinicos em todo o talo liquénico.

4.4  Experimental
4.4.1 Amostras de liquens

Crocodia aurata e Usnea sp. foram coletados pelo Prof. Dr. Adriano A.
Spielmann e Rafaella F. Fernandes no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais,
Brasil (21°42'36,8"S, 43 © 53'44.7"W, 1346m).

4.4.2 Extracdo e purificacdo dos compostos

O liguen Usnea sp. (14,9 g) foi extraido com CHCI3: MeOH (2:1) por trés
vezes consecutivas. Apds remocao dos solventes sob pressdo reduzida, obteve-se 1,30
g de um solido amarelo. Uma aliquota do extrato bruto (400 mg) foi purificada por
cromatografia em coluna de silica gel, eluida com éter, e, posteriormente, CH,Cl,:
CH3OH com proporcdes de 1: 0 a 0: 1. A combinacdo das fragbes resultou em duas
fracGes principais: F1 que foi recristalizada a partir de éter gerando o &cido usnico (90
mg) e F2 recristalizado com hexano, purificando o &cido estitico (10 mg).

O acido usnico foi identificado com base na comparagdo do espectro Raman
com dados da literatura e céalculos DFT para a atribuicdo das bandas vibracionais
Raman. Ja o &cido estitico foi identificado pela comparacdo dos espectros de RMN de
'H e de C com os relatados na literatura (Ismed et al., 2017), bem como por

espectroscopia Raman e calculos DFT.
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O liquen Crocodia aurata (8,7 g) foi extraido com CHCI3: MeOH (2: 1) e ap0s
remocao parcial do solvente obteve-se um residuo de po cristalino (245 mg) e amorfo
(713,2 mg). Ambas as fracOes, po cristalino e amorfo, produziram calicina e dilactona
pulvinica que foram caracterizadas por difracdo de raios X, espectroscopia Raman e

calculos teoricos de mecanica quantica.
4.4.3 Instrumentacao

Os espectros Raman dos liquens foram obtidos pelo modo macro usando um
instrumento Bruker RFS 100 com um laser Nd**: YAG operando em 1064 nm com a
poténcia nominal maxima do laser de 90 mW,; 1024 varreduras espectrais foram
acumuladas com resolucdo espectral de 4 cm™,

As imagens Raman foram realizadas através da aquisi¢do de espectros Raman
consecutivos, ponto a ponto, em diferentes locais da amostra, usando um instrumento
Renishaw inVia Reflex com a linha laser em 532 nm e detector CCD; foram
acumuladas 1036 aquisicbes com 5s de tempo de exposicdo no modo de alta
resolucéo.

Os espectros vibracionais das estruturas cristalinas de calicina e dilactona
pulvinica foram obtidos utilizando um espectrometro Senterra Bruker Raman acoplado
a um microscopio Olympus. A linha de laser de 785 nm foi usada com uma poténcia
de 50 mW nas amostras, assim como uma objetiva de 50x de longa distancia de
trabalho (NA = 0,50) e uma resolucéo de 3-5 cm™ para a aquisicdo dos dados. Os

sinais Raman foram obtidos com um tempo de integracdo de 2s.

Os espectros de RMN C e 'H do 4cido estitico foram obtidos em um
equipamento Bruker Avance |11 HD 500, onde 10 mg da amostra foram dissolvidas em

300 pL de DMSO — de.
4.4.4 Metodologia do célculo tedrico

Os calculos de otimizagdo de geometria, frequéncias harmdnicas e atividade do
espalhamento Raman foram realizados no nivel da teoria do funcional de densidade
(DFT), estabelecendo o B3LYP funcional e a base 6-31 + G (2d, p). Todos os célculos

foram realizados utilizando o programa Gaussian 09 Rev. A.02. Os espectros
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simulados foram ajustados usando uma fungdo de Lorentz com meia largura a meia

altura de 10 cm™.
4.4.5 Difracdo de raios X por monocristal e refinamento estrutural

A medida de difracdo de raios X por monocristais, para as estruturas calicina e
dilactona pulvinica, foi realizada usando um difratbmetro Supernova Agilent com
detector CCD usando radiagdo MoKa ¢ CuKa na temperatura ambiente. A coleta de
dados, refinamento de célula unitaria e correcdo de absorcdo foram obtidos usando o
software Crysalis RED (Oxford Diffraction Ltda, versdo 171.38.41). As estruturas
foram resolvidas e refinadas usando o pacote de programas SHELX-14 e as figuras
foram produzidas usando ORTEP 3 para Windows e MERCURY .

Os calculos tedricos foram realizados em parceira com o Ndcleo de Estudos em
Quimica Computacional (NEQC), e, as elucidagdes estruturais por difracdo de raios X
pelo Grupo de Pesquisa em Quimica de Materiais Porosos, ambos do Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora.
45  Resultados e discussoes
4.5.1 Caracterizacdo espectroscopica: Usnea sp.

O género ascomiceto Usnea é uma fonte rica de acido Usnico, um derivado da
fluoroacetofenona que parece ser um metabo6lito secundario exclusivo de liquens e
comumente presente em grandes quantidades no cortex de todas as espécies de Usnea.
De fato, a anélise feita pela espectroscopia Raman confirmou a presenca do &cido
asnico, e, além disso, € descrita pela primeira vez a caracterizacdo vibracional do
acido estitico, um composto que geralmente ocorre em baixa concentragdo nas
espécies de Usnea (Llansola-Portoles et al., 2017).

O espectro Raman do acido Usnico (Figura 4.1), obtido como cristal amarelo,
mostrou bandas principais em 3093 v(C-H),, 1697 v(C=0, cetona ciclica), 1630
v(C=0, cetona aromatica), 1610 v (C=C),, 1446 5(CH), 1375 v(CCO), 1325 v(CC),,
1290 §(CC)a, 994 v(CO) e 541 cm™ referente a0 modo t(C=0) (Tabela 4). Os

resultados obtidos experimentalmente foram comparados com dados ja descritos na
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literatura para a molécula do acido Usnico (Edwards, Newton e Wynn-Williams, 2003)
e com parametros geomeétricos e frequéncias vibracionais calculados.

O solido branco amorfo caracterizado como &cido estitico e isolado como um
componente minoritario do extrato bruto mostrou, no espectro Raman, bandas
caracteristicas em 3101 v(C-H),, 2852 v(C-H, aldeido), 1768 v(C=0, lactona de 5
membros) 1739 v(C=0, lactona de 7 membros), 1687 v(C=0, aldeido aromaético),
1630 v(C=C), 1605 v(C=C),, 1485 §(C-H, CHj3), 1383 §(C-H, CH3), 1262 v(C-C) e
475 cm™ §(esqueleto) (Figura 4.1). Os calculos DFT foram realizados para suportar as
atribuicbes experimentais, observando-se uma boa correlagdo entre o espectro
calculado e o obtido experimentalmente (Tabela 4).

A seletividade da espectroscopia Raman na andlise de sistemas conjugados
permitiu a identificacdo dos acidos Usnico e estitico pela analise in situ da espécie de
Usnea sp. na superficie do cortex (Figura 4.1). O espectro mostrou bandas
caracteristicas de carotenoides em 1529 v(C=C), 1157 v(C-C) e 1005 cm™ referente ao
modo &(C-CHs), bem como bandas relacionadas a ambos os compostos a 1739 v (C=
0), 1640 a 1590 cm™ v(C=0, C=C), 1379 v(CCO), 1318 v(CC), 1286 §(CC), 1259
v(CC), 541 1(C=0, cetona), 468 cm™ §(esqueleto).

A identificagdo do acido Usnico deve-se a presenca de bandas na faixa de 1640
a 1590 cm™ atribuida ao estiramento das ligacdes duplas carbono-carbono e carbono-
oxigénio, 1325 v(CC), como uma banda larga, 1286 6(CC),r e 541 1(C = O, cetona).
Por outro lado, o sinal em 1739 cm™ pode ser atribuido & lactona de sete membros
presente do &cido estitico, juntamente com as bandas em 1383 3(CH), 1262 v(CC),
475 cm™ & (esqueleto) e bandas na faixa de 1640 a 1590 cm™ v(C=0, C=C) também
comuns ao acido Usnico (Tabela 4).

A estrutura do acido estitico também foi identificada por analises espectrais de
RMN de °C e 'H (Tabela 5), e, as atribuices para os principais sinais da molécula
concordam para que o acido estitico tenha sido extraido de forma eficiente. As
atribuicdes para o produto obtido foram feitas por compara¢do com os sinais obtidos
na literatura (Ismed et al.,, 2017) e mostram o0s sinais referentes aos grupos
carbonilicos das lactonas de 5 e 7 membros em ¢ 166,5 e 160,8 ppm, respectivamente;
a carbonila do grupo aldeido (C8) é assinalada em 186,6 ppm. Destacam-se 0s sinais
dos carbonos dos grupos substituintes O-CHz em ¢ 56,8 e CH3; em 6 9,6.
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Figura 4.1: Espectros FT-Raman da superficie da Usnea (a) e dos compostos
quimicos extraidos: &cido Usnico (b) e &cido estitico (c) nas regides vibracionais (A)
3600-2600 cm™ e (B) 1900-400 cm™. (*) Bandas atribuidas ao carotenoide.
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Tabela 4: Tentativa de atribuicdo vibracional para as principais bandas observadas no

espectro in situ da superficie do liqguen Usnea sp e também para os espectros Raman,

tedrico e experimental, dos compostos quimicos isolados &cido Usnico e estitico.

Tentativa de atribuicdo Raman para as principais bandas/ cm™

Usnea sp. Acido Gsnico Acido estitico
in situ Extracdo | Teo. \':‘gri:;igf; Extracdo Teo. \ﬁgri:;i(;;:;
3093w | 3100 | viuo(CH)u 3101w | 3120 V(C-H)u
2925 m 2929 s 2954
2852 w 2915 | v(C-H, aldeido)
s | o | oo
1739 m 17395 | 1750 | W 3”:]"";:3:;‘
1697s | 1579 v(c;cc)l,ig:)tona 1687s | 1720 V(grzo% é"’t‘:ggdo
fgggs 1630s | 1628 V(grzggfiitao)”a 1630m | 1628 v(C=C)
fgggs 1610s | 1595 Vc(gé)cj 1605m | 1595 v(C=C),
1528 s*
1485 w 1464 8(C-H, O-CHy)
1447m | 1446m | 1463 S(CH)
1383m | 1386 | &(C-H, CHs)
1379m | 1375m | 1380 | v(C-C-O)
1318m | 1325s | 1335 | v(C-Ca
1286s | 1292 |  8(C-Ca
1259 m 1262 m 1247 v(C-C)
1157 m*
1006 w*
994m | 1000 |  v(C-O)
540 m 541m | 542 1(C=0)
469 m 475 m 467 d(esqueleto)

Abreviagdes: s, strong (forte); m, medium (medio); w, weak (fraco).

* Bandas atribuidas ao caroteno.

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Tabela 5: Dados de RMN de *H e 3C para o 4cido estitico (8 em ppm).

Acido estitico

ISMED, 2017 Experimental
DMSO —dg
Posicdo  &¢ OH oc OH
1 113,3 - 113,1 -
2 163,0 - 163,1 -
3 114,6 - 114,4 -
4 162,6 - 162,1 -
5 1129 7,08 (1H,s) 1128 7,12(1H,s)
6 150,8 - 150,9 -
7 160,8 - 160,7 -
8 186,7 10,47 (1H,s) 186,6 10,48 (1H,s)
9 21,5 2,5(3H,9s) 21,5 2,5 (3H, s)
1 109,3 - 109,1 -
2’ 152,0 - 151,9 -
3’ 120,8 - 120,8 -
4 148,1 - 148,1 -
5’ 137,6 - 137,5 -
6’ 135,9 - 136,0 -
7 166,5 - 166,4 -
8’ 9,6 2,19 (3H, s) 9,6 2,21 (3H, s)
9 954  6,62(1H,s) 951 6,63 (1H,5s)
OCHs;-4 56,8 391(3H,s) 56,8 393(3H,5)
OH - 8,19 (1H, s) - 8,22 (1H, s)
OH - 10,11 (1H, s) - 10,11 (1H, s)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

O espectro de RMN de *H também evidencia a presenca do é4cido estitico. E
possivel observar a presenga de um simpleto em 6 7,12 ppm que pode ser atribuido ao
hidrogénio H-5 do anel aromatico, bem como outro simpleto de H-8 em 6 10,48 ppm
referente ao hidrogénio do grupo aldeido. Os trés hidrogénios dos grupos CH3 podem
ser atribuidos pelo simpleto em 62,5 e 2,21 ppm . O hidrogénio H-9’ da lactona de 5

membros é assinalado em 56,63 ppm.
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4.5.2 Difracdo de Raios X: Calicina e Dilactona pulvinica — compostos do

liquen Crocodia aurata

O pigmento calicina foi isolado como cristais laranja e dilactona pulvinica
como de cor amarela, ambos em formato de agulha. A elucidagdo das estruturas foi
realizada por analise de difracdo de raios X por monocristal suportada por dados
Raman experimentais e tedricos.

A fragdo cristalina obtida por meio dos processos de extracdo quimica de C.
aurata forneceu uma mistura de dois cristais morfologicamente distintos. A coleta de
dados dessas duas estruturas cristalinas e os detalhes de refinamento estd resumida na
Tabela 6. A calicina e a dilactona pulvinica cristalizam no sistema ortorrdmbico (nédo-
centrosimétrico; grupo espacial P2;2:2;) e no grupo monoclinico (centrosimétrico;

grupo espacial P2;/c), respectivamente.

Tabela 6: Dados cristalograficos da calicina e dilactona pulvinica.

. Dilactona
Calicina A
pulvinica
Formula molecular C18H1005 C18H1004
Massa molecular/g
mol™ 306.26 290.26
Temperatura/K 293.3 (5) 292.3 (7)
Ndmero de onda/A Mo Ko CuKa
Sistema cristalino Ortorrdmbico Monoclinico
Grupo espacial P21212; P2i/c
alA 6.7968 (3) 5.5582 (3)
b/A 13.0770 (5) 5.3039 (2)
c/A 15.2363 (6) 22.2426 (9)
VIA? 1354.23 (10) 655.49 (5)
Z 4 2
0.060 x 0.088 x 0.062 x 0.323 x
Tamanho/mm 0.218 0.388

Fonte: ELABORADO PELO GRUPO GPQMAP — Grupo de Pesquisa em Quimica de

Materiais Porosos.



As estruturas cristalinas da calicina e dilactona pulvinica sdo mostradas na
Figura 4.2. O empacotamento da unidade assimétrica da calicina possui quatro
moléculas discretas na célula unitéria (Z = 4), enquanto que a dilactona pulvinica tem
duas moléculas discretas na célula unitéaria (Z = 2). Em ambas as estruturas cristalinas,
os aneis furano tém seus grupos carbonila posicionados em C8-03 (calicina) e C10-O1

(dilactona pulvinica) conjugados com C6-C7 e C3-C4, respectivamente.

Figura 4.2: Representagdo ORTEP de (A) estrutura cristalina da calicina. Al e A2 séo
anéis aromaticos e B1 e B2 sdo anéis furano, (B) estrutura cristalina da dilactona
pulvinica. Cédigo de simetria: i = -X, -y, -z. Al e A2 sdo anéis arométicos e B1 e B2

sdo anéis furano.

(A) (i Cl4 \]03
O\Clsf/\ s 1 0_281
/\2 \ c1) C2 /3

(B)

or
Fonte: ELABORADO PELO GRUPO GPQMAP — Grupo de Pesquisa em Quimica de

Materiais Porosos.

Além de informacgGes locais sobre as estruturas cristalinas orgénicas, a anélise
supramolecular forneceu uma melhor compreensdo sobre a construgdo da rede, bem
como mostra algumas evidéncias a respeito das interagdes de contato fracas. A

presenca de grupos carbonila, O-furano e hidroxila favoreceu a formacéo de ligacOes
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de hidrogénio intermoleculares C-H---O ndo convencionais em ambos 0s compostos.
Desiraju (Desiraju, 1991) sugeriu que os contatos C-H---O devem ser considerados nas
estruturas cristalinas de compostos organicos para uma compreensdo completa do
arranjo de empacotamento. A expansdao supramolecular bidimensional na estrutura
cristalina da calicina ao longo do plano bc (Figura 4.3) envolve contatos C-H---O
descritos como C(8)R3(17). Por outro lado, a expansédo supramolecular unidimensional
das ligacOes de hidrogénio C-H---O na dilactona pulvinica (Figura 4.4) envolvem redes

R3(5) e R3(16).

Figura 4.3: Expansdo supramolecular das ligagfes de hidrogénio C-H---O ao longo do

plano bc para a molécula de calicina.

Fonte: ELABORADO PELO GRUPO GPQMAP — Grupo de Pesquisa em Quimica de

Materiais Porosos.
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Figura 4.4: Expansao supramolecular da molécula dilactona pulvinica.

Fonte: ELABORADO PELO GRUPO GPQMAP — Grupo de Pesquisa em Quimica de
Materiais Porosos.

4.5.3 Caracterizacao por espectroscopia Raman: Crocodia aurata

As medidas FT-Raman obtidas diretamente na camada superior da superficie
de C. aurata (in situ) mostraram bandas tipicas de carotenoides em 1527 v(C=C),
1158 v(CC), 1005 cm™ §(C-CHs) e bandas marcadoras relacionadas aos derivados
pulvinicos: 1799 v(C=0), 1722 v(C=0), 1678 v(C=C), 1631 v(C=C), 1603 v(C=C),
1408 v(CC), 1003 v(CCO), 981 &(CC) e 507 cm™ (respiracdo dilactona) (Figura
45A). A comparagdo das bandas Raman da amostra in situ com 0S compostos
extraidos quimicamente (Figura 4.5B) mostrou boa correlagcdo espectral, indicando
que as andlises Raman realizadas diretamente na superficie liquénica podem
identificar, inequivocamente, derivados pulvinicos no liquen C. aurata.

O deslocamento do sinal Raman observado entre os espectros pode ser devido
ao efeito matriz, pois as propriedades fisicas e quimicas da complexa e heterogénea
matriz bioldgica podem influenciar na posi¢do das bandas Raman, comprometendo a
correlacdo das atribuicBes (De Oliveira et al., 2010; De Oliveira et al., 2011).

A calicina e a dilactona pulvinica sdo derivados do &cido pulvinico, e, sdo
estruturalmente correlacionados com grupos funcionais semelhantes, porém com
arranjos distintos. Dessa forma, espera-se, pela analise Raman, a presenca de bandas

vibracionais comuns para ambos e atribuidos aos anéis aromaticos na faixa de 3070-
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3060 v(CH), 1600-1615 v (C=C) cm™ e na regido tipicas das lactonas na faixa de
1800-1700 cm™ (C=0).

A Figura 4.5B mostra os espectros Raman obtidos na linha laser de 785 nm
para um cristal laranja em formato de agulha com bandas Raman em 1793 v(C=0 +
C=C), 1706 v(CO + C=C), 1636 v(C=C), 1613 v(C=C)a, 1380 5(CH), 999 3(CC) e

960 cm™ §(CC) atribuidos, dessa forma, a calicina (Tabela 7).

Tabela 7: AtribuicGes espectrais das bandas observadas nos espectros Raman das
substancias isoladas calicina e dilactona pulvinica usando a linha de excitacdo em 785

nm e da medula e cortex do liquen Crocodia auratan na linha 1064 nm.

Tentativa de assinalamento das principais bandas Raman/ cm™

Calicina Dilactona pulvinica
Extracdo in situ Extracao in situ
785 nm 1064 nm Atribuicéo 785 nm 1064 nm Atribuicao
medula | cOrtex medula | clrtex
1793w | 1812w | 1813w VS((:S_O(%; 1799w | 1797w | 1799w |  v(C=0)
1706w | 1723w | 1720w | V(ETO# 16755 1675s | 1678s v(C=C)
v(C=C)
1636 s 1631m | 1631m v(C=C) 1629w 1631m | 1631m v(C=C)
1613s 1601s 1601s Vv(C=C)qy 1408s 1408w | 1408s v(C-C)
1380 m 1380w | 1378w d(C-H) 1003 w 981m | 981 m v(C-C-0)
999 m | 1003w | 1003 m 5(C-C) 409m | 505w | 5low | Respiracao
do anel
960 s 958w | 958vw 3(C-C)

Abreviacdes: s, strong (forte); m, medium (médio); w, weak (fraco).
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

O cristal amarelo, tambem em formato de agulha, foi identificado como
dilactona pulvinica devido as bandas assinaladas em 1799 v(C=0), 1675 v(C=C),
1601 v(C=C)a, 1408 v(CC), 1000 v(CCO), 980 v(CCO) e 505 cm™ (respiracdo do
anel da dilactona) (Tabela 7). Bandas menos intensas também foram observadas nos

espectros de ambos 0s compostos, que podem pertencer a analogos biossintéticos com
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estruturas intimamente relacionadas e que frequentemente co-ocorrem com essas
moléculas (Stocker-Worgotter, 2008; Dias e Urban, 2009). As atribuicbes espectrais
foram propostas com base em célculos teéricos e comparagdo com dados da literatura
(Edwards, Newton e Wynn-Williams, 2003; Jorge-Villar e Edwards, 2010; Ropret et
al., 2012).

O talo de C. aurata, como muitos outros liquens, € morfologicamente dividido
em cortex superior, camada formada pela alga, medula e cortex inferior (Moncada et
al., 2014) (Figura 1.1). Esta espécie apresenta coloracdes distintas em relacdo a duas
camadas: verde no cértex superior e amarelo brilhante na medula. (Figura 4.6A). O
espectro FT-Raman obtido em um Unico ponto, porém em triplicata, da camada
superficial superior, mostrou a presenca de bandas Raman atribuidas a carotenoides e
derivados pulvinicos, em contrapartida, a camada medular apresentou apenas

derivados pulvinicos (Figura 4.5A).

Figura 4.5: (A) Espectros FT- Raman do liqguen Crocodia aurata e suas camadas:
medula (a) e cortex (b); (B) Espectros Raman na linha de excitacdo 785 nm do cristal

de calicina (a) e de dilactona pulvinica (b). (*) Bandas atribuidas ao carotenoide.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA
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Para investigar a distribuicdo dos compostos nas diferentes camadas, aplicamos
a técnica de mapeamento Raman na linha de excitacdo de 532 nm em um fragmento
do talo onde € possivel observar uma camada externa (verde acastanhada) e uma
interna (amarela) (Figura 4.6A). O gradiente de coloracdo no mapa Raman (Figura
4.6B) foi correlacionado com a intensidade da banda Raman na faixa de 1530 a 1500
cm™ atribuida aos carotenoides, a fim de demonstrar a distribuicdo do pigmento na
superficie.

A intensidade espectral integrada dentro da regido do marcador mostrou que a
distribuicdo de carotenoides ndo é uniforme ao longo das camadas da amostra, bem
como foram observados apenas no cdrtex superior. Além disso, 0 mapeamento Raman
do cortex superior revelou perfis espectrais que poderiam sugerir a presenca de uma

mistura de carotenoides ao longo da area mapeada (Figura 4.6C).

Figura 4.6: (A) Imagem de luz branca da superficie de Crocodia aurata; (B)
mapeamento Raman monitorando a presenca do pigmento carotenoide através da
intensidade da banda v(C=C) em 1530-1530 cm™; (C) Espectros Raman de pontos

selecionados aleatoriamente da area mapeada.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Diferente dos dados obtidos com medi¢cdo de um dnico ponto e na linha de
excitacdo em 1064 nm, onde a banda v(C=C) ocorre em 1527 cm™, a Figura 4.6C
apresenta espectros Raman na linha de laser 532 nm, selecionados em pontos
aleatérios (de A a F), mostrando uma banda larga em 1522 cm™ e um ombro em
menor nimero de onda (cerca de 1510 cm™).

A alta seletividade da linha laser em 532 nm para carotenoides corroborou com
a complexidade do padrdo vibracional destes pigmentos em liquens descritos na
literatura (Czeczuga et al., 1988; Czeczuga e Lallemant, 1993). Entretanto, a
observacdo de pelo menos duas bandas atribuidas ao modo v(C=C) pode ser
enderecada a diferentes fatores: presenca de carotenoides com diferentes ligagOes
duplas conjugadas (Baranski et al., 2005; Maia et al., 2014), arranjos conformacionais
diferentes de um ou mais componentes (Llansola-Portoles et al., 2017) ou efeito
microambiente (efeito matriz) (Papaioannou et al., 2009; De Oliveira et al., 2011).

Sabe-se que 0s carotenoides presentes em ambas as espécies estudadas neste
trabalho estdo envolvidos na transferéncia de energia nos sistemas fotossintéticos,
sequestro do oxigénio singlete e de espécies reativas de oxigénio (Britton, 1995;
Echavarri-Erasun e Johnson, 2002). Nos liquens sdo metabolitos comuns produzidos
por algas (Adams et al., 1993) envolvidas por hifas de fungos (Ahmadjian, 1993) ou
pelos fungos em si (Echavarri-Erasun e Johnson, 2002). A atividade fotossintética do
parceiro algal fornece o carbono necessario para a biossintese dos metabdlitos
secundarios (Stocker-Worgotter, 2008), indicando um processo cooperativo.
Independentemente da fonte de carotenoides, sejam elas algas ou fungos, mostramos
que no liquen C. aurata os derivados da dilactona pulvinica sdo encontrados no cortex
superior e na camada da medula, ao passo que o0s carotenoides ocorrem
exclusivamente no cortex superior do talo exposto a luz solar.

A espécie de Usnea estudada possui 0s carotenoides presentes no talo, e, 0s
acidos usnico e estitico foram identificados apenas no cértex. O &cido Ushico é
geralmente encontrado em alta concentracdo no cértex, no entanto, pode variar de
acordo com o grau de exposicéo a luz (Philippe, 1987). A ocorréncia do acido estitico
tem sido descrita em outras espécies nas quais uma variacdo quantitativa de seus
derivados é dito como dado taxonémico de fundamental importancia.

Como os liquens sdo uma fonte particular de antioxidantes, € interessante usar
uma técnica de facil manipulacdo de amostras para a identificacdo de diferentes

classes de compostos presentes em seus tecidos. A caracterizagdo por espectroscopia

85



Raman tem como objetivo atingir esse propdsito e a utilizacdo de calculos tedricos
para predizer as estruturas de acido Usnico e estitico, calicina, dilactona pulvinica tem
sido realizada a fim de suportar as tarefas experimentais. Os calculos DTF forneceram
informacdes valiosas na descricdo dos modos vibracionais para as moléculas
qguimiomarcadoras presentes nos liquens estudados, e, a analise por difracao de raios X
dos monocristais de calicina e dilactona pulvinica identificou inequivocamente estas
moléculas que ocorrem, frequentemente, como uma mistura, ou outras vezes com

outros compostos de mesma via biossintética.
46  Conclusdes

Cinco pigmentos absorvedores de luz foram identificados inequivocamente por
espectroscopia Raman, suportada por técnicas de ressonancia magnética nuclear e
cristalografia, bem como por célculos teoricos, e, que forneceram informacgoes
adicionais sobre os &cidos estitico e Usnico, calicina e dilactona pulvinica. A andlise
Raman confirmou a ocorréncia esperada de acido Gsnico em Usnea sp. Por outro lado,
a caracterizagdo da estrutura do &cido estitico foi descrita pela primeira vez por
espectroscopia Raman, apesar de ocorrer como um composto minoritario na biomassa
liquénica.

Em C. aurata identificamos a calicina e seu precursor, a dilactona pulvinica,
distribuida ao longo do cértex e da medula. As estruturas cristalinas desses compostos
foram determinadas por difracdo de raios X e estdo de acordo com todas as analises e
atribuicdes vibracionais.

Além de pigmentos aromaticos, identificamos carotenoides no cortex superior
de ambas as espécies e seu padrdo de distribuicdo foi revelado por imagens de
espectroscopia Raman. O mapa Raman mostrou a presenca de uma mistura de
carotenoides que nao sdo distribuidos uniformemente nos tecidos de C. aurata.

Neste trabalho demonstramos o poder da técnica Raman para a caracterizacao
in situ de produtos naturais. No caso dos liquens, foi possivel identificar as moléculas
alvo antes e depois de extracbes quimicas da amostra. Com base nesses resultados,
podemos concluir que a analise in situ é adequada para caracterizar e monitorar

pigmentos da espécie C. aurata e do género Usnea.
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CAPITULO 5

ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE UMA 8-
GLUCANA INSOLUVEL EM AGUA DA ESPECIE
DE USNEA
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5.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo macromoléculas naturais encontradas em Varios e nos
mais distintos organismos vivos, sendo denominado como um grupo de compostos dos
mais abundantes e importantes da biosfera - por exemplo, a celulose e amido nas
plantas e glicogénio nos animais (de Lourdes, 2006).

Este tipo de material polimérico é constituido por unidades monossacaridicas
unidas por ligacdes glicosidicas, onde alguns fatores sdo relevantes para a sua
classificagdo, como por exemplo, a sua unidade bésica de formacdo e o grau de
ramificacdo destas, o tipo de ligagOes que as conectam e o comprimento das suas
cadeias.

Os polissacarideos podem ser classificados em homopolimeros ou
heteropolimeros (Pazur, 1986) - os quais se diferem na natureza da unidade
monossacaridica ou ainda em ramificados e lineares ao avaliarem-se as ligagdes entre
tais unidades (Figura 5.1). O primeiro grupo possui um unico tipo de unidade
monomérica, como por exemplo, os polimeros de glicose, celulose e amido. Os
heteropolissacarideos contém duas ou mais unidades monoméricas distintas, como 0s
peptidoglicanos, que fazem parte da camada rigida da parede celular das células

bacterianas.

Figura 5.1: Representacéo esquematica de homo e heteropolissacarideos.

Homopolissacarideo Heteropolissacarideo
Linear Ramificado Linear  Ramificado

O

1 tipo de unidade 2 ou mais tipos de unidades

monossacaridica monossacaridicas

Fonte: ADAPTADO DE CAMPBELL, Biogquimica, Artmed, 2000.
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Algas, bactérias e fungos, bem como as plantas, produzem diferentes
polissacarideos de importantes aplicacdes biotecnoldgicas. As algas produzem o &gar,
usado como agente gelificante e que tem sido usado para modificar a viscosidade de
fluidos, estabilizar suspensdes, flocular particulas, encapsular materiais e produzir
emulsdes (Sutherland, 1998). Além disso, sdo ainda empregados como agentes de
troca ibnica, filtros moleculares e agentes de recuperacao de 6leos (Glazer e Nikaido,
1995).

5.2  Polissacarideos liquénicos

Os carboidratos podem ser divididos em componentes de baixa e alta massa
molar, dessa forma, entre os carboidratos de baixa massa molar encontram-se 0s
monossacarideos redutores (pentoses, metilpentoses, hexoses e cetoses), polidis e 0s
oligossacarideos. Em contrapartida, os carboidratos de alta massa molar sdo 0s
polissacarideos, sendo as o- glucanas e PB- glucanas (lineares ou com poucas
substitui¢des), galactomananas e galactoglucomananas os mais frequentes em fungos
liquenizados (Gorin et al., 1993; Olafsdottir e Ingolfsdottir, 2001).

Os primeiros estudos a respeito de polissacarideos de fungos liquenizados
iniciaram em 1815 quando Berzelius extraiu de Cetraria islandica uma glucana
chamada liquenana [B-D-glucana (1—3) (1—4)]. Desde entdo, os avangos das técnicas
de biologia molecular em conjunto com a caracterizacdo estrutural de
macromoléculas, tem sido uma importante ferramenta na taxonomia de fungos
liquenizados, pois, ha maioria das vezes, dados relativos apenas a analise morfologica
ndo elucidam por completo a identificacdo das espécies (Honda e Vilegas, 1999).

Polissacarideos encontrados em plantas e outros organismos Vvivos exercem
importantes atividades de interesse bioldgico, principalmente antitumoral e
anticoagulante. Os mesmos estudos baseados nas atividades bioldgicas de
polissacarideos liquénicos tém mostrado que as propriedades bioldgicas séo similares
e vem sendo cada mais utilizadas no &mbito da medicina (Olafsdottir e Ingolfsdottir,
2001).

Apbs os estudos iniciais a espécie Cetraria islandica, em que foram isolados 0s
polissacarideos liquenana e isoliquenana, muitos outros trabalhos hoje descrevem a
composicdo polissacaridica das mais diversas espécies (Cordeiro et al., 2003;
Carbonero, E. R. et al., 2006; Omarsdottir et al., 2006).
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Dentre os polissacarideos liquénicos, as glucanas sdo os homopolimeros
comumente encontrados. A Tabela 8 resume as glucanas atualmente conhecidas e
caracterizadas, onde é possivel verificar que a maioria destas apresenta estruturas
lineares com ligacbGes glicosidicas diferentes, sendo pertencentes as séries

denominadas o ou B.

Tabela 8: Tipos de glucanas encontradas em liquens.

] N Proporcéao entre as
Glucanas Denominagéo pore

ligacOes
11
Nigerana
1.2:1
3:1
3.8:1
a-glucana (1-3), (1—4) Isoliquenana
4:1
6:1
2:3
Acroscifana
2:5
a-glucana (1—4), (1-6) Pustulana 1:1
B-glucana (1—3) Laminarana
B-glucana (1—6) Pustulana
1:2
1:3
B-glucana (1—3), (1—4) Liquenana
31
3:7
B-glucana (1—3), (1—6)

Fonte: Adaptado de CARBONERO, 2005.
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As glucanas s@o polimeros de estruturas variaveis de d-glicopiranose (d-Glcp),
e, apesar da simplicidade da sua composicdo de monossacarideos - de acordo com a
definicdo, contém apenas glicose - pode ser encontrado um conjunto diverso de
estruturas devido as diferentes configuragdes anomericas das unidades de d-Glcp,
posicdo e sequéncia das ligacdes glicosidicas ao longo de uma cadeia, grau de
ramificacdo e conformagdo de cadeia. Glucanas ramificadas podem conter vérias
cadeias, com uma ou mais unidades monossacaridicas em diferentes posigdes.

De acordo com a estrutura anomérica das unidades de d-Glcp, é possivel
distinguir trés grupos principais destes polissacarideos: o-d-glucana, B-d-glucana e
glucanas mistas o e B. Uma discriminacdo adicional pode ser feita com base nas
posicdes da ligacdo glicosidica ou massa molecular, ou seja, glucanas lineares ou
ramificadas e de alta, média ou baixa massa molecular. Os polissacarideos isolados de
liquens sé&o, principalmente, lineares ou pouco substituidos dos tipos a- ou - glucanas
(Figura 5.2), e, em segundo lugar, varias estruturas do tipo galactomananas foram
relatadas (Woranovicz et al., 1997; Carbonero, Cordeiro, et al., 2005; Omarsdottir et
al., 2006).

As glucanas séo os principais polissacarideos encontrados em liquens e 0s mais
difundidos na natureza, e existe uma grande diversidade na massa molar do polimero
de acordo com a fonte original. Este tipo de polissacarideo também possui
propriedades bioldgicas interessantes, e em uma revisdo que abrange os 30 anos
anteriores a ela, Olafsdottir e Ingolfsdottir (Olafsdottir e Ingolfsdottir, 2001)
mostraram que o0s polissacarideos liquénicos, incluindo as glucanas, podem ter
atividades antitumoral, antiviral e imunoldgica em um baixo nivel de toxicidade.

Além disso, as glucanas também sdo importantes para a taxonomia de liquens
ao nivel de género e familia; como por exemplo, a glucana pustulana € caracteristica
da familia Umbilicariaceae, e as do tipo liquenanas sao encontradas nas Parmeliaceae
apenas como P-glucanas. Em contrapartida, a Unica o- glucana isolada de

Cladoniaceae € do tipo nigerana (Carbonero, Montai, et al., 2005).
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Figura 5.2: Representacdo de glucanas comumente encontradas em liquens.

a-glucana (1—3)

B-glucana (1—3)

B-glucana (1—3) (1—6)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

5.3 Caracterizacéo estrutural de polissacarideos de liquens

Muitos métodos tém sido aplicados para a determinacdo exata das estruturas

das glucanas liquénicas, porém a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear € o
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método ndo destrutivo mais eficaz para este tipo de andlise estrutural, e, ¢ amplamente
utilizado na caracterizacdo de glucanas das mais variadas fontes (Gonzaga et al., 2013;
Kono et al., 2017; Rieder et al., 2018). Os deslocamentos quimicos e as constantes de
acoplamento de *H e *C sdo capazes de identificar as formas anoméricas dos residuos
d-Glcp e indicar as posi¢cdes de ligacOes glicosidicas ou dos substituintes (Mulloy,
1996).

A andlise estrutural de polissacarideos é extremamente complexa devido a alta
variedade da composi¢do de monossacarideos, das distin¢des das ligacGes glicosidicas,
conformacéo do anel e da massa molecular (Ruthes et al., 2015). A caracterizacdo de
carboidratos requer conhecimento quimico e bioquimico especializado, além de
técnicas caras, complexas e de resposta demorada. Especificamente no caso de
glucanas, a analise estrutural é impulsionada, principalmente, pelo uso de ferramentas
como cromatografia gasosa e/ ou liquida, espectrometria de massa e ressonancia
magnética nuclear (Jiang e Vasanthan, 2000; Kono et al., 2017; Rong et al., 2017).

Apesar do estudo de polissacarideos ter-se limitado, basicamente, ao uso das
técnicas citadas, a espectroscopia vibracional (Raman e de absorcdo na regido do
infravermelho) tem sido utilizada na caracterizacdo de polissacarideos ao longo dos
anos e nos mais diversos sistemas (Synytsya et al., 2003; Agarwal, 2006; Choi et al.,
2006; Szymanska-Chargot et al., 2011; Chylinska et al., 2014)

A espectroscopia vibracional, como dito anteriormente, € uma ferramenta
poderosa para a analise de polissacarideos por ser sensivel a configuracdo anomeérica
dos mais diversos materiais — cogumelos (Zhang et al., 2018), caules de alface (Nie et
al., 2018), algas (Pereira, 2017) e esponjas marinhas (Maia et al., 2016), sementes de
cominho (Trigui et al., 2018), entre outros.

Duas regides espectrais sdo importantes para a elucidacdo estrutural dos
polissacarideos: a faixa espectral de 1200 a 950 cm™ que é tipica das vibraces de
acucares — estiramento das ligagdes C-OH, C-O-C e C-C das unidades monomeéricas,
e, a regido anomérica na faixa de 950 a 750 cm™ que contém bandas de baixa
intensidade, mas que envolvem vibrages importantes relacionadas a estrutura
anomérica (Zhang, 1994). A Tabela 9 resume dados retirados da literatura onde a
espectroscopia vibracional é utilizada para caracterizar ligagdo C1-H da estrutura

anomérica de monossacarideos.
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Tabela 9: Regides vibracionais caracteristicas para a deformacdo angular da ligacao

anomérica C1- H.

Monossacarideo &/ cm™

o -D-glicose 855-833
B-D-glicose 905-876
o-D-galactose 839-810
-D-galactose 914-866
o-D-manose 843-818
[-D-manose 898-888
a-D-xilose 760-740

B-D ou B-L-arabinose 855-830

Adaptado de ZHANG, 1994.

5.4  Objetivos especificos

Objetiva- se a caracterizacdo espectroscopica de polissacarideos presentes na
espécie de Usnea sp, principalmente as glucanas, devido as suas aplicacdes
biotecnoldgicas e para tal, os mesmos devem ser isolados e purificados através das

metodologias tradicionais ja descritas na literatura.
5,5  Experimental
5.5.1 Amostras de liquens

Usnea sp. foi coletada pelo Prof. Dr. Adriano A. Spielmann e Rafaella F.
Fernandes no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais, Brasil (21°42'36,8"S, 43 °
53'44.7"W, 1346 m).

5.5.2 Extracdo dos polissacarideos
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O liquen foi submetido aos processos sequenciais de extracdo e purificacao,
conforme os itens descritos a seguir. A metodologia adotada é uma adaptacdo da
proposta por Carbonero, 2005:

Extracdo Diclorometano

Ao liguen limpo e seco adicionou- se diclorometano, e, sob refluxo manteve-
se a extracdo por 24 horas na temperatura de 40 °C. Apds este procedimento, o extrato
foi obtido por filtragdo e evaporado em rotaevaporador até secura. O residuo liquénico

foi seco e submetido ao proximo passo de extracéo.

Extracdo Diclorometano: Metanol

O residuo da extracdo anterior foi submetido a extracdo com uma mistura de
solventes de diclorometano: metanol (2:1, v/v), sob refluxo, durante 24 horas, na
temperatura de 50 °C. Decorrido o tempo, os extratos foram obtidos por filtracdo e

evaporados em rotaevaporador.

Extracdo Metanol

A extracdo com metanol ocorreu também sob refluxo na temperatura de 50 °C
por 24 horas. O material liquénico residual, filtrado e seco, é submetido a préxima

etapa de extracdo.

Extracdo Aguosa

O material residual do liquen Usnea sp foi submetido a extracdo aquosa, sob
refluxo a 60 °C por 24 horas, e, ao extrato aquoso filtrado a quente, adicionou- se 10%
de &cido tricloroacético para remocédo de proteinas, que precipitam nesta etapa. Apos
centrifugacdo, ao sobrenadante obtido adicionou- se etanol (3:1, % v/v) para separar as
moléculas de alta massa molar (precipitado) dos componentes de baixa massa molar
(sobrenadante). O precipitado obtido foi dialisado em agua corrente por 48 horas e

liofilizado.

Extracdo alcalina

O liquen residual da extracdo anterior foi extraido com solu¢do aquosa de

hidroxido de potassio (KOH 0,5%, 1% e 2%, sucessivamente), e, extratos obtidos
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foram submetidos a0 mesmo processo para remocdo de proteinas, filtrados por

algodé&o e precipitados com etanol, e, entdo, dialisados e liofilizados.

5.5.3 Purificagdo dos polissacarideos

As amostras obtidas através das extracGes aquosa e alcalinas foram submetidas,
ao processo de purificacdo de gelo e degelo (Gorin e lacomini, 1984). Separadamente,
cada amostra foi resuspendida em &gua destilada e congelada com posterior degelo a
temperatura ambiente. Apos centrifugacdo (7000 rpm por 30 minutos), tém-se fracGes
sollveis (sobrenadante) e insolUveis em agua fria (precipitado). Este processo de gelo
e degelo foi repetido até 0 momento em que 0s sobrenadantes ndo apresentassem mais

precipitado apds a liofilizacéo.
5.5.4 Andlise estrutural dos polissacarideos

Hidrolise &cida e derivatizacdo dos monossacarideos

As amostras de polissacarideos foram hidrolisadas, em capilares, com HCI 6 M
a 100 °C por 2 horas. Apds a hidrdlise, 40 pg de cada amostra, seca e neutralizada,
foram derivatizadas com 5 puL de solugdo de 2-aminoacridona (AMAC) 50 mM em
DMSO: acido acético (85:15). Ap6s 15 minutos em temperatura ambiente, foram
adicionados 5 pL de solugdo de cianoborohidreto de sodio 1 M, e as fragdes foram
incubadas em banho a 37 °C por 16 horas que, em seguida, foram adicionados 5 pL de
glicerol 60%.

Os padrbes escolhidos de monossacarideos — frutose, manose, glicose,
galactose, &cido glucurénico e acido galacturénico foram submetidos as mesmas
condicdes de derivatizacdo com AMAC e cianoborohidreto que as amostras de

polissacarideos.
FACE (Fluorophore assisted carbohydrate electrophoresis)

A FACE foi realizada em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN
Tetra Cell com l&minas de 7,2 cm com espagadores de 0,75 mm. A corrida
eletroforética foi realizada em gel de acrilamida-bisacrilamida 25%, preparados em
sistema-tampéo tris-borato pH 7,0 e 6,8 e a corrida em tampéo tris-Glcina-borato pH

8,3. Solucdo para dois géis de separacdo dos monossacarideos (resolving gel) foi
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preparada a partir de 6,25 mL de solugdo de acrilamida-bisacrilamida (38% de
acrilamida e 2% de bisacrilamida), 2,5 mL de tampao tris-borato pH 7,0 (0,75 M de
tris e 0,5 M de &cido borico) e 1,25 mL de agua destilada. Para iniciar a polimerizagdo
dos géis foram adicionados 70 pL de solugdo de persulfato de amonio 10% (APS) e 7
uL de N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamino (TEMED). Verteu-se a solucdo para o
conjunto de laminas do sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell e foi adicionado butanol
ao topo para total polimerizagdo. Os géis de entrada (stacking gel) foram preparados
com 2,20 mL de solucdo de acrilamida-bisacrilamida (9,75% de acrilamida e 0,25 %
de bisacrilamida), 1,0 mL de tamp&o tris-borato pH 6,8 (0,5 M de tris e 0,5 M de &cido
borico) e 0,8 mL de agua destilada. Depois que o butanol foi removido, adicionou-se
50 uL de APS 10% e 10 uL. de TEMED a solucdo do stacking gel, e em seguida,
verteu-se a mesma sobre o resolving gel, colocando os pentes de amostra para total
polimerizacdo do stacking gel. Decorrido a polimerizacao dos géis, 150 mL de tampéo
de corrida tris- Glicinaborato pH 8,3 (0,12 M tris/ 0,1 M Glcina/ 0,1 M borato) foi
adicionado no anodo, em seguida, 0s pentes de amostra foram removidos e 2-4 uL das
amostras e padrbes foram aplicados. O catodo foi preenchido com aproximadamente
500 mL de tampao de corrida Tris-Glcina-borato e a corrida eletroforética foi realizada
sob uma diferenca de potencial de 100 V por cerca de 20 minutos, em seguida,
aumentada para 220 V até o fim da corrida. A migracdo dos monossacarideos foi
acompanhada utilizando luz UV 320-400 nm (luz negra). Apos a corrida, as imagens
foram digitalizadas em GelDoc-It Imaging System (transluminador UV com filtro em
365 nm e Cémara Scientific Grade CCD GelCam 310), em diferentes tempos de
exposicao.

As andlises de hidrolise e derivatizacdo de monossacarideos, bem como a
FACE foram realizadas no Laboratério de Glicoconjugados no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a supervisdo do Prof. Dr. Jair
Adriano Kopke de Aguiar.

UFLC (Ultra- fast liquid chromatography)

As analises dos monossacarideos foram realizadas em um cromatdgrafo liquido
ultra rapido (Prominence UFLC da Shimadzu), equipado com o software LC Solution,
empregando uma coluna de fase reversa C-18 ZORBAX ODS (150,0 x 4,6 mm, 5
um), com coluna de guarda C-18 ZORBAX ODS (12,5 x 4,6 mm, Sum). Equipado
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com autoamostrador (SIL-20ACHT UFLC) e detector fotométrico UV-VIS (SPD-20A
UFLC) operando em 305 nm.

As andlises de cromatografia liquida foram realizadas no laboratério do Nucleo
de Pesquisa em Instrumentacdo e Separacdes Analiticas (NUPIS), no Instituto de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a supervisdo da Profa.

Dra. Maria Auxiliadora Costa Matos.

Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e Raman

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrometro FT-IR
Alpha Bruker utilizando o modo transmissdo suportado por pastilhas de KBr. Os
espectros foram registrados na regido espectral de 4000 — 400 cm™, com resolucéo de
4 cm™ e uma média de 256 acumulacBes. As medidas Raman foram realizadas em um
equipamento Bruker RFS 100 com laser Nd*¥/YAG operando em 1064 nm; os parametros
utilizados foram resolucdo espectral de 4 cm™, média de 1024 acumulacdes e com

poténcia nominal do laser variando de 80 mW.

Andlise elementar dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio

As medidas dos teores percentuais de C, H e N foram realizadas no aparelho
Perkin Elmer model 2400.

Anédlise termogravimétrica

Anélise termogravimétrica foi realizada em um equipamento Mettler Toledo
TGA/SDTA 851e com acuracia de 10°g. Em atmosfera de nitrogénio, as amostras
foram aquecidas de 25 a 800 °C com uma taxa constante de aquecimento de 10 °C/min
e fluxo de 10 mL.min™.

As medidas de andlises de andlise elementar e termogravimétrica foram

realizadas na faculdade de Quimica da Jagiellonian University, Polonia.
MEV

Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas em
placas de silicio com posterior revestimento com ouro atraves de um microscépio FEI,
modelo Quanta 250 e trabalhando com 30 kV.
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Determinacdo da Massa Molar

As analises para determinacdo da massa molecular foram realizadas utilizando
0 equipamento Malvern Zetasizer Nano-ZS com comprimento de onda de laser em
633nm (laser de 4mW He-Ne) e um termostato 50 com estabilizagdo de temperatura.
Utilizou-se uma cela de vidro quadrada padrdo com um volume de 4,5mL para leitura
da massa molecular, e as amostras foram medidas a 25,2°C e a dispersdo de luz foi
detectada a 90°.

As andlises para determinacdo da massa molecular foram realizadas no
Laboratério de Nanotecnologia — Embrapa Gado de Leite sob a supervisdo do dr.

Humberto de Mello Brandéao.

RMN

Os espectros de RMN **C e 'H da glucana extraida foram obtidos em um
equipamento Bruker Avance |11 HD 500, onde 10 mg da amostra foram dissolvidas em
400 uL de DMSO - dg, e, experimentos envolvendo adi¢do de D,O também foram

realizados.
5.6  Resultados e discussoes

5.6.1 Extracdo, composicdo monossacaridica e  purificacdo  dos

polissacarideos

Neste trabalho, a espécie de Usnea sp foi estudada quanto aos seus
componentes  polissacaridicos. Conforme descrito anteriormente na parte
experimental, o liquen foi submetido ao processo de extracdo e purificacdo que, em
geral, envolve a remocdo de pigmentos, acidos graxos e proteinas para uma melhor
identificacdo dos carboidratos de alta massa molar.

A amostra (34 g) foi tratada, de forma sucessiva e exaustiva, com solventes
organicos e o material residual submetido as extragdes aquosa e alcalina com solucfes
de KOH 0,5; 1 e 2 % sob refluxo em banho com &agua fervente, durante 3 horas.
Possiveis fragcdes proteicas foram removidas nos extratos aquoso e alcalinos atraves da
adicdo de acido tricloroacético 10 %. Os polissacarideos foram obtidos por
precipitacdo com etanol (3:1 % v/v) e dialisados contra 4gua corrente para remogéo de

99



componentes de baixa massa molecular. A Figura 5.3 resume todos esses processos de

extragdes quimicas, e, 0s codigos dados as amostras estdo sumarizados na Tabela 10.

Figura 5.3: Esquemas relacionados a metodologia adotada para a extracdo de

polissacarideos da espécie de Usnea.

Esquema |

Apos remocio de pigmentos e
material lipidico

Usnea sp.

!

Extracio H,O/60°C

Liquen residual

1. TCAL1D:

| Polissacarideos |

—

2. Etanel

1. Didlise
2. Processode gelo/ degelo

1

Precipitado Sobrenadante
(PW) (SW)
Esquema Il

Liquen residual

Extragio 0.5% KOH

Ligquen residual 11

Extracao 1% KOH

|

|

| Liquen residual I11 I |

Solugio I

!

1. Dudlise
2. Processo de gelo/ degelo

Polissacarideos

L. TCA 10%%
v 2. Etanol

Precipitado
(PE.1)

Sobrenadante
(SK1)

|

Solugio

1. TCA 10%

2. Etanol

Polissacarideos

1. Dialise
2. Processo de gelo! degelo

Precipitado
(PKO0.5)

Sobrenadante

(SK0.5)

100



Esquema 11

Liquen residual IIT

l

Extracao 2 % KOH

1

Liquen residual IV Solucdo

1. TCA 10%
2. Etanol

Polissacarideos

1. Dialise
2. Processo de gelo/ degelo

Precipitado Sobrenadante
(PK2) (SK2)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Tabela 10: Cddigos das fracGes polissacaridicas obtidas e as extragdes a qual se

referem.
Extracido Aquosa Extracdes Alcalinas
0,
o Precipitado Sobrenadante /o Precipitados Sobrenadantes
Cadigos KOH
das PW SW 05 PK 0,5 SK 0,5
fracOes ’
1 PK1 SK1
5 PK 2 SK 2

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

As extracbes com solventes orgéanicos facilitam a separacdo completa dos
polissacarideos de outros compostos que podem estar presentes na biomossa liquénica
(Carbonero, Elaine R. et al., 2006; Smiderle et al., 2006; Guerra Dore et al., 2007,
Klaus et al., 2011). A extracdo de polissacarideos &, tradicionalmente, realizada com
agua, e, apods precipitacdo com etanol e centrifugagdo, o sobrenadante é separado do

residuo.
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O residuo liquénico remanescente da extracdo aquosa €, subsequentemente,
extraido com solucgdes aquosas basicas de KOH de concentragcdes 0,5%, 1% e 2%.
Estas concentracOes podem variar de acordo com o objetivo do estudo (Smiderle et al.,
2006; Amaral et al., 2008; Synytsya et al., 2009; Maity et al., 2014). Mas, neste
trabalho, tais condigdes foram propostas a fim de verificar se concentracGes distintas
de solucgdes alcalinas sdo necessarias para a extracdo de diferentes cadeias poliméricas.

A composi¢do monossacaridica das fragdes SW, SK 0,5, SK 1, SK 2 e PW,
PK1, PK2 foi avaliada por Fluorophore Assisted Carbohydrate Electrophoresis
(FACE) conforme ja descrito na literatura (Da Cunha et al., 2015). Apds a hidrolise
dos polissacarideos, a derivatizacdo ocorre com o fluor6foro AMAC (2-
aminoacridona) sensivel a deteccdo de monossacarideos; AMAC é um composto
aromatico altamente fluorescente, que contém uma amina primaria capaz de reagir
com um grupo aldeido da extremidade redutora do carboidrato, e pode detectar niveis
picomolares de monossacarideos.

Os eletrofluorogramas (Figura 5.4) mostram que as fragdes do precipitado (PK
0,5, PK 1 e PK 2) e do sobrenadante (SK 0,5, SK 1 e SK 2) apresentam composicao
monossacaridica similar, com migracdo eletroforética correspondente aos padrdes de
glicose, galactose e pequenas porcGes de &cido urbnico; este ndo identificado uma vez
que o padrdo de migracdo é intermediario aos acidos urbnicos usados como padrdes.
As amostras obtidas por meio da extracdo aquosa apresentaram um tempo de hidrélise
muito baixo quando comparado as demais fracdes, representando fracdes de baixa
massa molecular, ndo sendo, dessa forma, o foco da continuidade deste trabalho.

Etapas de purificacdo adicionais devem ser realizadas para que sejam obtidas
fracdes polissacaridicas puras. Para a purificacdo de glucanas, o0 processo mais comum
¢ o de gelo/ degelo das amostras. Neste processo, a fracdo bruta é congelada e,
lentamente, descongelada a temperatura ambiente (Gorin e lacomini, 1984), e, apos a
centrifugacdo, o precipitado € mais uma vez congelado e descongelado até que nédo é
observada, através do processo de liofilizagcdo do sobrenadante, a formagéo de novos

precipitados (Figura 5.5).
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Figura 5.4. Eletrofluorograma dos monossacarideos das fracdes extraidas e dos
padrées marcados com fluoréforo 2-aminoacridona (AMAC). (A) 1: SW, 2: PW, 3:
Glicose, 4: Galactose, 5: Acido Galacturonico, 6: Acido Glucurénico, 7: SK 2, 8: PK
2; (B) 1: PK 1, 2: SK 1, 3: Glicose, 4: Galactose, 5: Acido Galacturdnico, 6: Acido
Glucurbdnico, 7: SK 0,5, 8: PK 0,5. O: origem.

(A) (B)

|- - .1 - -
| . "

| S -

- | =
| u
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Figura 5.5: Representacdo do processo de purificacdo de congelamento e degelo.

1. Solubilizacdo em dgua de PKO,5 ; PK1; PK2 e SKO0,5 ;SK1; SK2

2. Congelamento ¢ descongelamento,

/

Sobrenadante
Liofilizagdo Pl'e(‘il) itado

Submetido a novo ciclo de gc]o/ dege]o ate

lento, na te mpcrarura ambiente

3.C mtr1fugacao

® que ndo seja observado precipitado na fragdo

do sobrenadante apos liofilizacdo.

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Apo6s os ciclos de gelo/ degelo, as massas obtidas para cada fracéo

polissacaridica seguem:

SKO0,5 (35,8 mg); PKO0,5 (835, 2 mg)

SK1 (68,7 mg); PK1 (800, 2 mg)

SK2 (16,3 mg); PK2 (184, 6 mg) 103




O principio deste método baseia-se nas diferencas entre o0s graus de
ramificacdo das cadeias poliméricas; as moléculas lineares ou com poucas
ramificacOes tendem a permanecer nos precipitados de gelo/ degelo, enquanto que
aquelas com maior grau de ramificacdo permanecem solUveis no sobrenadante (Ruthes
etal., 2013).

As glucanas séo, geralmente, encontradas na fragdo precipitada, e, dessa forma,
as amostras PK 0,5, PK 1 e PK 2 passam a ser investigadas de forma mais contundente
a respeito da presenca de glucanas e suas caracteristicas estruturais — ligacao
glicosidica, conformacéo estrutural, ramificagcdes, morfologia e massa molecular.

A metodologia para a andlise da composicdo de monossacarideos por
cromatografia liquida ultra rapida (Ultra fast liquid chromatography - UFLC) foi
otimizada baseando-se no método descrito por Dornellas (Dornellas, 2009), o qual
determinou glicose, xilose e arabinose em amostras de forrageiras usadas na
alimentacdo de ruminantes.

Os padroes de glicose, galactose e acido galacturénico (acido urdnico) —
composicdo monossacaridica revelada pela eletroforese em gel (FACE) antes do
processo de purificacio de gelo/ degelo — foram derivatizados com PABA (Acido 4-
aminobenzoico); a identificagdo dos monossacarideos foi realizada através da
comparacdo dos tempos de retencdo obtidos pela injecdo de solucGes padrbes
individuais de cada um dos monossacarideos derivatizados, com 0s sinais obtidos para
injecdo das solugdes padrbes em uma mistura, bem como das amostras. O reagente
PABA, assim como o AMAC utilizado na FACE, também permite a formacdo de
grupos cromdforos nos monossacarideos, e, € amplamente utilizado para a analise de
carboidratos por cromatografia liquida (Meyer et al., 2001; Sanz e Martinez-Castro,
2007; Dornellas, 2009; Silva et al., 2013).

A condicdo otimizada para a analise simultanea por UFLC de glicose,
galactose e acido galacturbnico, bem como das amostras poliméricas com
derivatizacdo com PABA para deteccdo no UV, estéa descrita na Tabela 11.

Para a determinacdo da composi¢do monossacaridica por UFLC, as amostras
foram hidrolisadas, e, os padrdes de glicose, galactose e &cido galacturdnico, e
também as amostras de polissacarideos foram derivatizadas com PABA de acordo

com os esquemas da Figura 5.6.
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Tabela 11: Condicdo otimizada para analise dos monossacarideos selecionados por
UFLC.

Condigdes estabelecidas

Coluna Fase reversa C-18
Coluna de guarda Fase reversa C-18
Modo de eluicéo Isocratica
Fase movel ACN/ Solucdo de H3PO4 pH = 2,10 (0,1: 99,9)
Fluxo da fase movel 1,9 mL. min*
Tem;)r?é'i?stsl da 22 minutos
Deteccdo Comprimento de onda de 305 nm

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A derivatizacdo € uma etapa crucial para a identificacdo dos monossacarideos
por UFLC. Atraves deste processo os mondmeros podem ser detectados devido a sua
absorcdo na regido UV (305 nm). A eficicia da derivatizacdo dos padrbes e das
amostras PK 0,5, PK 1 e PK 2 pode ser comprovada pela Figuras 5.7; nela € claro
observar que a derivatizacdo ocorre ap0s a reacdo com o PABA, e, assim, a

identificacdo dos monossacarideos torna- se viavel para as amostras.

Figura 5.6: Esquemas relacionados as metodologias adotadas para a hidrolise e

derivatizacao dos polissacarideos para analise por UFLC.

Esquema I: Hidrolise das amostras de polissacarideos

[ 0,5 mLde H,SO, 12 mol L1 ]—)

Banho ultratermostatico por 1h/ 30 °C

l 4,5mLH,0

Chapa de aquecimento por 1h/ 100 °C

l

Filtro membrana PTFE 0,45 mm

|
| }

Corregio do pH da solugio para Descarte do
2.5 com NaOH residuo sdlido

Balio volumétrico 5 mL,
completado com H,O
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Esquema I1: Derivatizacao dos padrdes de monossacarideos e das amostras

[ 1 mL de amostra ]

1 mL de PABA 0,12 mol.L!
e 30 mg de NaBH,CN

Banho ultratermostatico por
10 min/ 80 °C

Chapa de aquecimento por 1h/
100 °C

[ Baldo volumétrico 10 mL ]

[ Filtro membrana PTFE 0,45 mm ]

UFLC

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Figura 5.7: Sobreposicdo dos cromatogramas dos padrdes ndo derivatizados
(vermelho) e derivatizados (preto) com o reagente PABA para cada analito. (A) Acido
galacturdnico, (B) Glicose e (C) Galactose na concentracdo de 0,5 mg/ mL, com
deteccdo em 305 nm.
(A) UA

250000 4
PABA AC. GAL
200000 H

150000 —

100000 H

50000 A

T T T T T T T T
0 5 10 15 20

Tempo de reten¢do/ min
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(B) UA

300000

GLI
250000 +
PABA
200000 -
150000 -
100000 -
50000
0
J T T T T T T T T
0 5 10 15 20
Tempo de retengdo/ min
© UA
350000 —
GAL
300000 —
250000
200000 -
PABA
150000 -
100000
50000 J
0
T T T T T T T T
0 5 10 15 20

Tempo de retengédo/ min

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A Figura 5.8 mostra um cromatograma de uma mistura dos padrbes dos
monossacarideos — glicose, galactose e acido galacturdnico nas condi¢Bes otimizadas
de separacdo, e dos padrdes injetados individualmente a fim de verificar se as
condicOes adotadas para a analise € capaz de detectar todos 0os monossacarideos foco

deste estudo de forma simultanea.
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Figura 5.8: Sobreposicdo dos cromatogramas de uma mistura dos padrdes de

monossacarideos na concentracdo de 0,5 mg/ mL (preto) e dos padrGes acido

galacturonico (azul), galactose (verde) e glicose (vermelho) injetados individualmente.
UA

700000
PABA

600000 +

500000 4 GAL

400000 «

300000 AC. GAL

200000 <4
GLI

100000 +

0

T Y T T T T T
0 5 10 15 20

Tempo de reteng@o/ min

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Os tempos de retencdo obtidos nas condi¢des otimizadas e a respectiva ordem
de eluicdo obtida para analise em UFLC com deteccdo no UV dos trés analitos, apds

derivatizacdo com PABA, estdo dispostos na Tabela 12.

Tabela 12: Ordem de eluicdo e tempos de retengéo para separacdo por UFLC.

Analito Tempo de retencdo/ min
PABA 7,55
Acido galacturonico 14,90
Galactose 15,63
Glicose 18,50

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A condicdo otimizada para separacdo dos monossacarideos, utilizando
deteccdo na regido do UV, apresentou resultados satisfatorios dos parametros

cromatograficos (Tabela 12), com um tempo total de analise de 22 minutos.
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A eficiéncia do método em separar e identificar os analitos de interesse
permitiu que as amostras também fossem estudadas, no que diz respeito & composi¢do
monossacaridica, sob as mesmas condigdes de hidrolise, derivatizagdo e andlise por
UFLC que os padroes.

Os cromatogramas da Figura 5.9 referem- se as amostras PK 0,5 (vermelho),
PK 1 (azul) e PK 2 (verde). Exceto para a amostra PK 1, que apresentou um pico néo
identificado com tempo de retencdo de 20 minutos, todas as amostras PK 0,5 e PK 2
contém apenas 0 monossacarideo glicose — tempo de retencédo em torno de 18 minutos,
evidenciando a eficacia da metodologia adotada para a purificacdo de glucanas,
principal objeto deste estudo envolvendo os polissacarideos liquénicos. Dessa forma,
0s monossacarideos identificados na FACE, antes do processo de gelo/ degelo —
galactose e acido galacturénico foram separados da glicose com sucesso.

Como previsto, os polimeros de glicose tendem a permanecer no precipitado do
processo de gelo/ degelo, evidenciando que estes, provavelmente, possuem poucas
ramificagdes em sua estrutura. Ressalta- se que a amostra PK 1 também possui glicose

em sua composicdo, mas nao € majoritaria como nas demais fracoes.

Figura 5.9: Sobreposicdo dos cromatogramas das fracdes polissacaridicas PK 0,5
(vermelho), PK 1 (azul) e PK 2 (verde) com a devida identificacdo do analito glicose

(tempo de retencdo ~ 18 minutos).

UA
400000 —
350000 -
PABA
300000 - PK2
250000 PKO0.,5
200000 -
150000
100000 -
50000 < PKJ
, -
T T | T T T T
0 5 10 15 20

Tempo de reten¢do/ min

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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5.6.2 Caracterizagdo  estrutural das fracbes polissacaridicas  por

espectroscopia vibracional

Ressalta-se que todas as caracterizacbes aqui descritas sdo feitas com as
amostras devidamente liofilizadas.

5.6.2.1 Caracterizacao dos sobrenadantes SK 0,5; SK 1 e SK 2

Analise de composi¢do monossacaridica das fracGes SK revelou a presenca dos
monossacarideos glicose, galactose e algum derivado do &cido urénico (Figura 5.4). A
identificacdo da glicose nestas fragcBes sugere que nelas haja glucanas soluveis,
provavelmente de cadeias ramificadas.

A Figura 5.10 mostra os espectros vibracionais na regido do infravermelho
destas fragcdes soltuveis em KOH, onde é possivel identificarmos as principais bandas

referentes aos monossacarideos presentes nas amostras.

Figura 5.10: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para as amostras SK
0,5,SK1eSK?2.

o o) ©—
! S 83 T8 32 3% SK0.,5
™ UN.’ ':—"' :‘9 - Ec': O~ b ot
: : : N
SK2

Transmitancia/ ua

v T Y T Y T v T Y T Y T Y T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

- -1
Numero de onda/ cm

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Os espectros da Figura 5.10 sdo caracteristicos para a presenca de
polissacarideos. Destaca- se as bandas tipicas para este tipo de material na regido de
1430 a 1350 cm™ referente aos movimentos de deformacéo angular dos grupos CH, e
CH. De acordo com Wiercigroch (Wiercigroch et al., 2017), a banda em 1221 cm™,
atribuida ao modo T CHj, pode ser um importante marcador para a presenca de glicose.
A banda em 1030 cm™ é associada & vibracdo da ligacdo C1-O-C5 do anel da
molécula de glicose (Wu et al., 2012), podendo evidenciar a presenca de glucanas
soluveis.

A galactose é um isdmero da glicose com orientacao diferente para o grupo OH
do carbono C-4. Desta forma, a diferenciacdo entre ambas pelo espectro vibracional é
dificultada, apesar de estudos relatarem que a banda 970 cm™ é caracteristica do modo
8(CO) do C-4 da galactose, e em 761 cm™ tem- se 0 modo §(CCC)o plano d0 anel deste
mesmo monossacarideo (Wiercigroch et al., 2017). Em contrapartida, as bandas do
derivado do &cido urénico sdo facilmente observadas em 1728, 1610 e 1416 cm™,

bandas estas caracteristicas do grupamento COOH do anel urénico.

Tabela 13: Tentativa de atribuicdo vibracional para as fracdes SK 0,5, SK 1 e SK 2.

IV/cm™? Modo vibracional
3342 m v(OH)

2909 w Vv(CHy)

1728 w v(C=0) &cido urdnico
1610 w vas(COQ) &cido urdnico
1416 m vs (COO") &cido urdnico
1351 m 3(CHy)

1221w 1(CHy) glicose
1030s v(C1-0O-C5) glicose
970 sh d(CO) C4- galactose
889 w Ligacdo P — glicosidica
761w S(CCC)no plano galactose

Abreviagoes: s, strong (forte); m, medium (médio); w, weak (fraco).
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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A Tabela 13 resume a atribuicdo vibracional das principais bandas dos
monossacarideos SK 0,5, SK 1 e SK 2 — glicose, galactose e acido urénico. Como o
enfoque deste estudo sdo os polimeros de glicose insollveis em &gua, a purificagdo
destas fragcdes para a caracterizacao vibracional ndo é destacada neste trabalho. Mas,
sugere-se que a composicdo monossacaridica destas fracfes €, basicamente, a mesma

independente das concentra¢des de KOH usadas para as etapas de extragéo.

5.6.2.2 Caracterizacdo dos precipitados PK 0,5, PK 1 e PK 2

Os espectros vibracionais no infravermelho, estdo mostrados na Figura 5.11
para as fracdes polissacaridicas PK 0,5, PK 1 e PK 2.

As glucanas a ou B sdo polissacarideos compostos por monémeros de glicose
que diferem apenas na configuracdo da posicdo C1 anomérica, €, 0S espectros
vibracionais, Raman e no infravermelho, na regido de 900- 800 cm™, séo sensiveis &
ligacBes glicosidicas.

Estudos em uma série de mondémeros mostraram que as vibracfes de
deformacao angular do grupo C1-H séo caracteristicas na regido 905-885 cm™ para a
conformacéo B, e para o tipo o, entre 865-835 cm™ (Cael et al., 1974; Corbett et al.,
1991).

Os espectros no infravermelho (Figura 5.11) sdo bastante similares, e,
indicativos da presenca de B- glucanas nas fracGes polissaridicas. A banda larga
centrada em 3430 cm™ é caracteristica do modo v(OH), e o ombro deslocado para
menor nimero de onda, 3258 cm™, pode ser uma evidéncia de interacdes de
hidrogénio intra ou intermolecular. A banda em 2922 cm™ pode ser atribuida a
vibracdes de estiramento do grupo CH; nos aclcares. A Figura 5.12, na faixa espectral
de 1800-400 cm™, mostra com mais detalhes as bandas carateristicas da presenca de f-
glucanas.

A banda em 1639 cm™ caracteristica do modo 8(H,O) pode ser um forte
indicio, juntamente com as bandas ja descritas em 3430 cm™, de que moléculas de
agua estejam presentes na rede polimérica mesmo apos a liofilizacdo dos materiais.

O ombro observado em 1459 cm™ pode ser atribuido ao modo §(CH5) no plano
do grupo CH,OH de acgucares. Wetzel e colaboradores (Wetzel et al., 2003) relataram
que a banda em 1420 cm™ é tipica de p-glucanas apesar de estar presente também nos

polimeros de celulose e hemicelulose.
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As bandas na regido de 1440-1200 cm™ sdo atribuidas, principalmente, s
deformacdes no plano do anel e dos grupos CH e OH (Novék et al., 2012). A regido de
1200-900 cm™ (estiramento das ligaghes COC e CC) sdo caracteristicas dos
polissacarideos e pode ser usado para sua identificacdo (Kacurakova et al., 1998). As
bandas em 1202 e 1156 cm™ sdo tnicas para B-glucanas, e assim, estas podem ser
facilmente diferenciadas de outros biopolimeros. Em 896 cm™, observa-se uma banda
caracteristica da ligacdo B-glicosidica, e a auséncia de banda na regido de 840 cm™
indica auséncia de ligacdes do tipo a- as fracdes polissacaridicas em questdo nédo

possuem ligacdes do tipo mista (o e B).

Figura 5.11: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para as amostras PK
0,5, PK 1 e PK 2 na regido de 4000-400 cm™.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

De acordo com Synytsya (Synytsya et al., 2003), espectroscopia Raman tem
sido amplamente utilizada nas investigacbes de polissacarideos, principalmente por
complementar a andlise estruturais dos carboidratos. As atribui¢des vibracionais,
Raman e no infravermelho, encontram- se resumidas na Tabela 14.

A Figura 5.13 exibe os espectros Raman das amostras PK 0,5, PK 1 e PK 2. As

bandas mais importantes, 895 §(C1-H) e em 424 cm™ — atribuido & deformacdo do

113



esqueleto dos aneis piranosidicos de glucanas (Noothalapati et al., 2016) — concordam

com a identificacdo deste tipo de polissacarideo de glicose.

Figura 5.12: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para as amostras PK

0,5, PK 1 e PK 2 na regido de 1800-400 cm™.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Figura 5.13: Espectros Raman das amostras PK 0,5, PK 1 e PK 2.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Tabela 14: Tentativa de atribuicdo vibracional para as fracdes PK 0,5, PK 1 e PK 2.

Atribuices/ cm™ Modo vibracional
v Raman
3430 v(OH)
3258 sh v(OH) — ligacdo de H
2022m  2921s v(CH)
1639's 8(H20)
1600 m
1459sh 1463 m 3(CHy)
1373 m §(CH,), (OH)
1202 w 8(CH)
1156 m 1113 m v(C-0-C)
1072s 1095 m v(C-0), v(C-C)
1024 s v(C-0), v(C-C)
896 m 895 m 8(C1-H) — ligacéo B glicosidica
424 m Deformacdo do esqueleto — marcado nédo especifico de
glucanas

Abreviacoes: s, strong (forte); m, medium (médio); w, weak (fraco).
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Enquanto as bandas em 1095 e 1113 cm™ sdo relacionadas aos estiramentos
simétricos e assimétricos do grupo C-O-C da ligagdo glicosidica, a banda em 1373
cm™ pode ser atribuida & deformacdo angular dos grupos CH e C3-OH (Mangolim et
al., 2017). Esta regido espectral é claramente diferente para a fracdo PK 1, o que
poderia justificar o aparecimento de outro analito no seu cromatograma (Figura 5.9).
Por fim, a banda em 1463 cm™ é resultado das vibracdes do grupo CH,-OH dos
mondmeros de glicose (Ramazan e Joseph, 2007).

Analisando os espectros Raman das amostras PK 0,5, PK 1 e PK 2, a intensa
banda em 1600 cm™ — comum em todos os espectros — é no minino, intrigante para a

analise dos polissacarideos de glicose. De acordo com o conhecimento dos autores

115



deste trabalho, esta banda apenas havia sido relatada em polimeros de glicose em um
unico estudo, que envolve a influéncia do stress hidrodindmico na composicao
polissacaridica da parede celular de algas. Em tal estudo, os autores atribuem uma
banda larga centrada em 1600 cm™ a vibragdes de grupos carboxil, ndo usuais, no
espectro Raman de celulose.

N&o sendo comum para as glucanas em estudo, a presencga desta banda Raman,
passa a ser foco deste estudo, principalmente no que concerne a sua possivel
correlacdo com a organizacdo estrutural do polimero. Outras técnicas de elucidacao
estrutural serdo descritas para melhor compreensdo do espectro Raman destas fracdes
poliméricas.

A Figura 5.14 resume, apdés as extracdes e purificacbes adotadas, as

caracteristicas dos polimeros obtidos de acordo com a espectroscopia vibracional.

Figura 5.14: Resumo dos polimeros caracterizados pela espectroscopia vibracional.

Usnea sp.

Extracdes

1. TCA10%
2. Etanol

| Polissacarideos |

1. Dialise
2. Processode gelo/ degelo

I 1

Precipitados Sobrenadantes

B — glucanas insolveis B — glucanas sollveis
Derivado do acido urénico
Galactose

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A primeira ideia relacionada a presenca da banda, nos espectros Raman, em
torno de 1600 cm™, é que ela esteja relacionada a solubilidade do material, e, portanto,
intimamente correlacionada a estrutura organizacional destes polimeros de glicose.
Comparando- se os espectros vibracionais (Figura 5.15), do precipitado PK 0,5 com o
precipitado obtido apds liofilizagdo do sobrenadante, apos o 2° ciclo de gelo/ degelo de

PK 0,5, observa- se que ambos correspondem a espectros de - glucanas. Porém, PK
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0,5 contém uma glucana insoltvel em agua, e outra soltvel por ter sido encontrada no
seu sobrenadante liofilizado.

Concentrando a anélise no espectro Raman, observa- se que, a diferenca mais
evidente entre 0s espectros é justamente, a banda em 1600 cm™ — presente para a
glucana insollvel e praticamente ausente para a soltvel. Dessa forma, entende- se que,
apesar de neste momento ainda ser dificil uma tentativa de atribuicdo para a vibragéo
correspondente a esta banda, a mesma esta intimamente relacionada a sua

solubilidade.

Figura 5.15: Espectros vibracionais (A) Raman e (B) na regido do infravermelho do
precipitado PK 0,5 (preto) e do seu sobrenadante liofilizado de segundo ciclo de gelo/

degelo (vermelho).
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
5.6.3 Anélise elementar (%CHN)

A Tabela 15 apresenta as porcentagens observadas de carbono, hidrogénio e
nitrogénio para as fracdes polissacaridicas PK 0,5, PK 1 e PK 2. Os valores estdo
dentro do esperado para 0 monémero de glicose (C¢H1206), apesar da amostra PK 1

apresentar uma baixa porcentagem de nitrogénio em sua composicao.

Tabela 15: Resultados de analise elementar para as fragdes PK 0,5, PK 1 e PK 2.

Teores observados de carbono, nitrogénio e hidrogénio

%C %N %H

PK 0,5 42,06 0 6,492

PK1 41,22 0,02 6,421

PK 2 41,30 0 6,422

Mon()_mero de 40,00 i 6,710
glicose

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Os dados de CHN corroboram para a presenca de polimero de glicose, porém
com a ressalva de que, possivelmente, moléculas de dgua facam parte da constituicdo
do arranjo estrutural do polimero, desempenhando, provavelmente, um papel

importante na estrutura da cadeia polimérica.
5.6.4 Anélise termogravimétrica

As andlises térmicas referentes as fracdes polissacaridicas PK 0,5, PK 1 e PK 2

sdo mostradas nas Figuras 5.16 e 5.17.

Figura 5.16: Andlises térmicas TG e DTG referentes as amostras polissacaridicas.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Podemos observar que todas as trés curvas termogravimétricas apresentam
perfis semelhantes no que se refere as perdas de massa. No geral, uma primeira perda
de massa ocorre em, aproximadamente, 120 °C atribuida a saida de moléculas de agua
(Figura 5.17, ponto 2).

Em seguida, um dnico estagio de perda de massa é observado na curva TG
entre 200 °C e 400 °C - perda de 84,29 % em massa, e confirmados na curva DTG por

um pico em torno de 320 °C. Este Gltimo evento de perda de massa pode ser atribuido
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a degradacéo térmica do polimero resultando na quebra das ligacdes C-C e glicosidica

e consequente formacdo de uma variedade de hidrocarbonetos.

Uma avaliagdo da curva termogravimétrica no ponto 1 em destaque (Figura

5.17), pode inferir sobre uma importante propriedade deste polimero de glicose — a de

adsorver gases em sua estrutura. Observa- se que todas as fracGes polissacaridicas em

questdo apresentaram um ganho de massa no inicio da curva termogravimétrica,

indicando que, o0 gas N inerte utilizado para as medidas, pode ter sido adsorvido e

ocasionando o ganho de massa. Uma melhor avaliacdo da morfologia dos polimeros

sera feita pela microscopia eletrénica de varredura (MEV), no proximo item descritivo

de resultados.

Figura 5.17: Analises térmicas TG, regido de 25 — 300 °C.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

5.6.5 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 5.18 mostra as imagens obtidas por microscopio eletrdnico de

varredura das amostras secas por liofilizacdo e metalizadas com filme de ouro de 10

nm de espessura, examinadas com voltagem de aceleracdo de 30 kV e aumentos de
1000x, 3000x e 5000x.
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Figura 5.18: Imagens de microscopia eletrénica de varredura para as amostras de

polissacarideos.
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Em um estudo recente, micrografias de granulos de B- glucanas obtidas de
cogumelos revelaram a superficie rugosa com vincos e sulcos deste polimero (Ashraf
Khan et al., 2017). Byun et al. (Byun et al., 2008) estudaram a presenca de fissuras
granulares na superficie de uma B-glucana de levedura contendo ligag&o glicosidica do
tipo 1-3, 1-6.

A anélise microscoépica das glucanas (Figura 5.18) presente nas fracdes PK 0.5,
PK 1 e PK 2 mostrou uma morfologia bastante similar entre as amostras,
evidenciando, principalmente, que a estrutura polimérica é altamente porosa — apesar
de observada a diferenca na distribuicdio de tamanho dos poros. A estrutura
morfoldgica reflete a complexidade das interagdes intra e intermoleculares na estrutura
polimérica, e, resultados de vérios estudos sugerem que temperatura e pH das
extragdes tem um efeito significativo sobre as propriedades, quimicas e funcionais das
- glucanas (Ahmad et al., 2010).

Outra evidéncia de que as metodologias de extracdo adotadas podem alterar a
morfologia destes polimeros de glicose € relatada no estudo de Limberger- Bayer e
colaboradores (Limberger-Bayer et al., 2014). Constatou- se que, a morfologia das
amostras analisadas, B- glucanas extraidas e comerciais € semelhante com uma
aparéncia porosa e esponjosa, sem vestigios visiveis da estrutura da parede celular,
apesar das diferencas na distribuicdo de tamanho e forma das particulas - B-glucanas
extraidas tem uma distribuicdo de tamanho de particula irregular e menor formando
clusters, enquanto as B-glucanas comerciais apresentaram aglomerados mais redondos
e homogéneos.

Dessa forma, entende- se que, os métodos de extracdo empregados neste
trabalho, principalmente, concentracdo das extracGes alcalinas e também, a
metodologia de gelo/ degelo adotada para a purificacdo das glucanas, podem ter
alterado a estrutura morfologica destes polimeros, e, provavelmente, intensificado

algumas propriedades fisico- quimicas deste material.
5.6.6 Determinacdo da massa molecular - DLS

A distribuicdo da massa molecular € uma das caracteristicas mais importantes
para as 3- glucanas, apesar dos valores relatados serem bastantes variaveis. Valores de
massa molecular reportados na literatura estdo entre 2,68. 10* e 3.10° kDa para B-

glucanas de cevada e aveia, mas essas diferengas podem ser ainda mais acentuadas de
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acordo com a matéria prima, procedimentos de extracdo e metodos adotados para a
determinacdo (Roubroeks et al., 2000). Em contrapartida, as principais - glucanas
liguénicas, como as liquenanas, pustulanas e laminaranas, sao reportadas com massa
molecular entre 20-62 kDa (Olafsdottir e Ingolfsdottir, 2001).

As anélises para determinacdo da massa molecular foram feitas através da
construcdo de uma curva analitica de concentracdes 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 mg/ mL.
As amostras foram dissolvidas em DMSO (indice de refragdo 1,479) e o tolueno
(indice de refracdo 1,496) foi usado como padrdo de calibracdo do equipamento. As

massas moleculares obtidas estdo descriminadas na Tabela 16.

Tabela 16: Massas moleculares dos polimeros.

Massa molecular/ kDa

PK 0,5 443 £ 32,9
PK1 318 £18
PK?2 371+29,4

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Os resultados mostram que os polimeros sdo, razoavelmente, homogéneos no
que diz respeito as suas massas moleculares — apesar da fracdo PK 0,5 ser da ordem de
400 kDa. Estes valores, quando comparados as massas moleculares de polimeros
liquénicos ja descritos na literatura, sdo indubitavelmente maiores (Olafsdottir e
Ingolfsdottir, 2001). Com esta analise, entende- se que ou a metodologia adotada para
a determinacdo da massa molecular ndo foi a mais adequada para a investigacdo das
mesmas, ou estes polimeros possuem propriedades fisico- quimicas ainda ndo antes

descritas.
5.6.7 Ressonancia magnética nuclear

Espectros de *H de RMN foram obtidos como tentativa de elucidagdo da
estrutura polimérica da - glucana isolada. Aproximadamente 10 mg da amostra PK
0,5 liofilizada foi solubilizada em DMSO-ds para cada experimento. No intuito de

entender o comportamento da amostra na presencga de agua, em alguns experimentos
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foram adicionadas quantidades diferenciadas de D,O, como descrito na Tabela 17.

Todos os espectros foram calibrados em relacdo ao sinal do DMSO-ds

Tabela 17: Experimentos realizados para a obtencéo de espectros de *H de RMN.

Experimento Descricdo

EXP-1 10 mg de amostra em 400 uL. de DMSO- dg
EXP-2 10 mg de amostra em 400 uL. de DMSO- dg + 20 uL de D,O
EXP-3 10 mg de amostra em 400 uL. de DMSO- dg + 40 uL de D,O

EXP-4 10 mg de amostra em 400 uL. de DMSO- dg + 70 uL de D,O

10 mg de amostra aquecida & 120°C/ 2 dias e dissolvida em 400 pL de
DMSO- ds

EXP-6 EXP-5+ 70 uL de D,O

10 mg de amostra aquecida & 200°C/ 2 dias e dissolvida em 400 pL de
DMSO- ds

EXP-8 EXP-7+ 70 uL de D,O

EXP-5

EXP-7

EXP-9 400 puL de DMSO- dg + 70 uL D,O

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A baixa solubilidade do material limitou o uso dos solventes deuterados ao
DMSO-dg, e, assim, para uma melhor compreensdo dos protons da estrutura
polimérica, principalmente que no concerne a identificagdo do grupo OH e do préton
anomeérico, fez- se um estudo relacionado a adicdo de D,O - experimentos 1, 2, 3 e 4
(Tabela 17).

Os espectros de *H de RMN destes experimentos sdo exibidos na Figura 5.19,
bem como os principais deslocamentos quimicos (ppm) na Tabela 18.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear é reconhecida como uma
ferramenta poderosa na analise de polissacarideos, apesar dos sinais dos protons dos
polissacarideos se sobreporem na faixa de e 3,0 a 4,0 ppm, fator que dificulta as suas
atribuicdes (Weller, 2017). Principalmente devido ao efeito de retirada de elétrons do
oxigénio do anel piranosidico, os prétons anoméricos (H-1) dao origem a sinais fora
desta regido dos protons de anel, entre 64.25 e 5.5 ppm. Como 0s protons equatoriais

experimentam uma mudanca de aproximadamente 6-0,5 ppm em relacdo aos sinais de
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préton axiais, protons o anoméricos de D- agUcares tendem a ser encontrados entre &

4.9 e 5.5 ppm, e B protons entre 64.3 e 4.7 ppm (Weller, 2017).

Figura 5.19: Espectros de RMN de 'H dos experimentos 1, 2, 3 e 4, (500 MHz,
DMSO-d6 ou DMSO-d6/D,0).
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EXP-3
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Baseado no espectro do EXP-1 (Figura 5.19) entende-se que o0s prétons
anomericos estdo na faixa de 4.2 a 5.6 ppm, e para a sua correta identificacéo fez-se

0 estudo da mudanca isotopica pela adi¢cdo de D,O. Comparando, nesta faixa espectral,
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0s experimentos 1, 2, 3 e 4, observa- se que 0s Unicos sinais que nao sofreram
alteracOes consideraveis, em termos de intensidade e deslocamento quimico, sdo 0s
prétons em, aproximadamente, 6 4.3 e 4.4 ppm. Dessa forma, sugere- se que 0S
prétons desta regido sejam 0s anomericos, na posicdo p — como previsto pela
espectroscopia vibracional. A presenca de, no minimo, dois sinais aparentes nesta
regido indica a presenca de ligacdes B- glicosidicas envolvendo 2 ou mais carbonos
anoméricos distintos na amostra.

A Tabela 18 resume os principais sinais dos protons da B-glucana isolada para
uma melhor compreensdo das mudancas observadas com o estudo do efeito isotdpico,
e, 0s sinais de uma mistura 400 uL. de DMSO- ds e 70 uL D,0 também sdo mostrados.

A adi¢éo de D,O desdobra o sinal em 64,68 ppm do espectro do EXP- 1 (sem
adicdo de D,0) para ¢ 4,80 e 4,95 ppm, sinais estes com deslocamentos quimicos
quase constantes para 0s espectros dos EXP- 2, EXP-3 e EXP- 4 (com adi¢do de D,0),
com alteracGes apenas na intensidade. Outra mudanca pode ser observada nos sinais
em 65,28 e 5,40 ppm — um alargamento do sinal e distingdo deste em trés sinais, em
aproximadamente, 65,47, 5,52 e 5,60 ppm.

Dessa forma, as alteracbes em deslocamento quimico e intensidade, com a
adicéo de D,0, nos sinais da regido de 64.2 a 5,6 ppm, sugere-se que 0s sinais dessa
regido sejam atribuidos as hidroxilas da cadeia polimérica.

A regido caracteristica dos prétons dos anéis, entre 63,0 e 4,0 ppm, ndo
sofreram alteragdes com adigéo de D,O, exceto o intenso sinal em 63,4 ppm. Nos
experimentos 2, 3 e 4, observa- se um deslocamento para a regido de 63,9 ppm deste
sinal, provavelmente atribuido a presenca de moléculas de H,O na estrutura
polimérica. Esse deslocamento evidencia o aparecimento de outros sinais de prétons

antes ndo visualizados.
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Tabela 18: Principais sinais de *H dos espectros de RMN dos experimentos 1, 2, 3 e 4.

Protons anoméricos em vermelho e em azul, prétons de H,O.

Principais sinais de RMN de *H (em ppm)

EXP-1 EXP- 2 EXP-3 EXP- 4
Sem ‘E‘)dzigéo 20uLdeD,0  40uLdeD,0  70uLdeD,0 O “bgif '\é'zsc?' ds *
3,05 3,01: 3,07 3,05 3,06
3.12 3.16 311 311
321 323 3,19 3,20
3,30 3.34 3,34
3,38 3,42 (ombro) 3,42 (ombro)
3,40
355 351 354 354
3,70 3,65 3,69
379 372 376
3,88: 3,00 3,77;3.87 3,02; 4,04 3,82 8,83; 3,84
4,32; 441 4,26: 4,40 4,30; 4,42 4,28: 443
4,68 4,80; 4,95 477; 4,88 4,84, 4,99
520:540  547;552:560  545;549; 555 5,55; 5,61

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A constatacdo da presenca de moléculas de agua na estrutura polimérica
propiciou outros experimentos envolvendo o aquecimento da amostra como tentativa
de retirada da agua — EXP- 5; EXP- 6, EXP- 7 e EXP- 8. Os espectros referentes aos
experimentos citados encontram- se na Figura 5.20.

A anélise dos espectros (Figura 5.20) indica que mesmo com as tentativas de
remocdo da agua por aquecimento, os sinais referentes aos protons da agua nao se
alteram quando comparados com 0s experimentos anteriores. Os experimentos 5 e 7
mostraram 0 mesmo sinal em ¢ 3,39 ppm como no EXP- 1 e, 0s experimentos com
aquecimento e adicdo de D,O (EXP- 6 e EXP- 8) apresentam deslocamento quimico

de, aproximadamente, ¢ 3,90 ppm, proximos da mistura de DMSO- dgs € D,O (400 uL
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de DMSO- dg + 70 puL D,0). Dessa forma, as tentativas ineficientes para retirada da
agua, para consequente obtencdo de melhores espectros de RMN, indicam que tais

moléculas estejam fortemente envolvidas na estrutura polimérica.

Figura 5.20: Espectros de RMN de *H dos experimentos 5, 6, 7 e 8, (500 MHz,
DMSO-d6 ou DMSO-d6/D,0).
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A morfologia extremamente porosa da - glucana isolada, evidenciada pelas
imagens de microscopia eletrénica de varredura, podem ser um indicativo de que a
estrutura esponjosa seja capaz de aprisionar certa quantidade de agua que os métodos
adotados neste trabalho, liofilizacdo e aquecimento, ndo foram adequados para a sua

remocao.
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5.7 Conclusodes

Neste trabalho, foram aplicadas metodologias para extracdo e purificacdo de
polissacarideos liquénicos, onde uma B- glucana insoltvel em &gua foi isolada e
purificada. A presenca de outros monossacarideos, aléem da glicose, foi confirmada
pela eletroforese em gel e o sucesso do processo de purificacdo adotado, confirmado
por anélises de cromatografia liquida.

A caracterizagdo vibracional indica a presenca de B-glucanas nas fracGes
insolUveis das extragdes alcalinas, principalmente pela atribuicdo da banda em torno
de 896 cm™ referente a0 modo 8(C1-H) da ligacdo B-glicosidica nos espectros Raman
e de absorgdo na regido do infravermelho; e a banda em 424 cm™ atribuida &
deformacdo do esqueleto, um marcador ndo especifico de glucanas, no espectro
Raman.

Uma anélise mais aprofundada com relacéo a banda Raman em 1600 cm™ deve
ser feita, mas entende- se que haja correlacdo entre a presenca da mesma com a baixa
solubilidade do material em estudo, bem como a existéncia de moléculas de H,O de
carater especial envolvidas na estrutura polimérica. Dessa forma, a saida de moléculas
de 4gua, observada na analise termogravimétrica, pode ser atribuida apenas as
moléculas de hidratacdo — possivelmente, outras moléculas de H,O estdo aprisionadas
nos poros da estrutura da B- glucana identificados nas imagens de microscopia
eletronica.

Experimentos usando a espectroscopia de ressonancia magnética com
aquecimento da amostra e adicdo de D,O confirmam a presenga de P-glucanas,
possivelmente, com dois ou mais carbonos anoméricos, além da afirmacdo de que

moléculas de dgua estdo presentes na estrutura do polimero de glicose.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitiram a analise dos principais
quimiomarcadores das espécies liquénicas Gondwania regalis, Teloschistes exilis e
Xanthoria candelaria. Nesta investigacdo, a analise ndo destrutiva por espectroscopia
Raman proporcionou a identificacdo da parietina e carotenoides, para os liquens X.
candelaria e T. exilis e parietina para G. regalis. Assim, este é o primeiro relato, por
espectroscopia Raman, da ocorréncia de parietina e carotenoide nos tecidos de T. exilis
e X. candelaria, bem como da parietina em G. regalis - pigmentos estes altamente
eficazes contra a radiacdo UV. A partir da identificacdo dos constituintes quimicos nos
liquens T. exilis e X. candelaria verificou-se também que a parietina apresenta
atividade geradora de oxigénio singlete a qual co-ocorre com carotenoides
amplamente descrito como supressor do mesmo. Esses resultados sdo bastante
intrigantes do ponto de vista bioldgico, ja que cada parceiro do sistema simbidtico
parece contribuir diferentemente para o equilibrio e manutencéo do holobionte.

A excelente capacidade da parietina em formar oxigénio singlete também pode
estar relacionada a um mecanismo de defesa contra invasores e/ou hospedeiros
indesejaveis, e, desta forma, a presenca do carotenoide poderia ser compreendida
como um controle natural para a ndo formacdo de espécies reativas em quantidade
inadequada, ja que este tipo de pigmento vem sendo amplamente descrito com forte
absorvedor de radicais livres e oxigénio singlete.

A anéalise Raman in situ tem se mostrado muito Util para caracterizar estes tipos
de pigmentos e, assim, pode-se propor que a esta técnica seja utilizada como uma
ferramenta auxiliar na identificagdo taxondmica desses organismos. Como 0s
pigmentos parietina ¢ [-caroteno sdo compostos eficazes contra os radicais livres
gerados pela da radiacdo UV, a identificacdo desses pigmentos por espectroscopia
Raman em espécies que sdo drasticamente expostas a diferentes niveis de isolamento
(Brasil e Antértida) pode fornecer informagdes que auxiliem estudos de
monitoramento ambiental.

A quimica dos liquens Candelaria fibrosa e Pyxine coccifera foi investigada
pela primeira vez através da espectroscopia FT-Raman, e, com o auxilio de calculos de
DFT de mecénica quantica para confirmar atribuicbes das bandas espectrais. A anélise
vibracional ndo destrutiva forneceu evidéncias para a presenca de derivados de acido
pulvinico e carotenoides. A identificagdo de bandas marcadoras caracteristicas do
acido quiodectdnico nas espécies de Pyxine e dos pigmentos de calicina e dilactona

pulvinica em C. fibrosa foi auxiliada pelos célculos de DFT, mas a identificacdo das
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assinaturas espectrais de biomarcadores para estes liquens sem a necessidade de
processos de extracdo quimica reforga o potencial da espectroscopia Raman como
ferramenta auxiliar para o estudo taxonémico de espécies de liquens.

Pigmentos absorvedores de luz de diferentes classes quimicas foram
identificados nos liquens Usnea sp. e Crocodia aurata por meio da espectroscopia
Raman também suportada por célculos de DFT de mecénica quéntica. Espectros
Raman foram obtidos diretamente dos tecidos liquénicos e de substancias isoladas, e,
para o liqguen Usnea sp, o acido Usnico, foi relatado juntamente com um constituinte
minoritario, o acido estitico - inequivocamente identificado por analises espectrais de
RMN de *H e **C. As estruturas da calicina e dilactona pulvinica isoladas de Crocodia
aurata foram confirmadas por difracdo de raios X de monocristal. Os carotenoides
presentes nos liquens Usnea sp. e C. aurata foram caracterizados por FT-Raman e
imagem Raman. O mapeamento Raman revelou a presenca de uma mistura de
carotenoides distribuidos heterogeneamente na camada superior de C. aurata,
demonstrando que a espectroscopia Raman pode ser usada para monitorar pigmentos
poliénicos aromaticos e conjugados em diferentes camadas de tecidos de liquen.

Em uma matriz bioldgica complexa como a dos liquens, metabolitos primarios
tais como os polissacarideos também parecem exercer papel de destaque como
ferramenta auxiliar no estudo taxonémico de fungos liquenizados. Dentro desse
contexto, investigamos a composi¢do polissacaridica da espécie Usnea sp. através de
varias técnicas, principalmente pela espectroscopia vibracional. Metodologias de
extracdo por solventes organicos e extracfes aquosas e alcalinas foram aplicadas para
obtencdo de uma B-glucana insolivel em agua. ApOs 0s processos de extracdo e
purificacdo adotados, analises por UFLC indicam que apenas 0 mondmero de glicose é
0 componente do polissacarideo estudado, confirmando o que a espectroscopia
vibracional ja havia sugerido. Outros estudos devem ser realizados para o completo
entendimento da estrutura polimérica em questdo, principalmente, envolvendo a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear.

A compilacdo destes resultados tem como objetivo principal ampliar e divulgar
0 estudo dos principais compostos quimicos de liquens através da espectroscopia
Raman, propondo a técnica como uma importante ferramenta para auxiliar o estudo e
identificacdo de liquens a partir das bandas quimiomarcadoras de seus principais
componentes. Os manuscritos gerados neste trabalho expdem uma abordagem ampla

acerca do uso da técnica para a compreensao da natureza destes organismos.
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PERSPECTIVAS

As perspectivas deste trabalho envolvem, além da elucidacgéo estrutural da p-
glucana insoltvel em &gua isolada da espécie de Usnea, 0 estudo de suas propriedades
biotecnoldgicas. Entende-se que, através dos resultados obtidos nesta tese, tal material
polimérico possui caracteristicas fisicas e quimicas ainda ndo esclarecidas pela
literatura atual, e com possiveis usos praticos na area de novos materiais.

Trabalhos futuros possuirdo, como motivacao central, o desenvolvimento de
novos filmes poliméricos a base de polissacarideos extraidos quimicamente desta
espécie de Usnea, bem como a avaliagdo, por espectroscopia Raman, da
compatibilidade da formacdo de géis de ions polissacarideos produzidos a partir de
suas solugdes com liquidos idnicos. Além disso, 0s géis de ions serdo convertidos em
materiais sustentaveis de valor agregado, como filmes e hidrogéis, por meio de
procedimentos adequados.

Em termos de liquens, acreditamos que esta tese tenha sido uma boa base para
0 avanco do conhecimento espectroscopico sobre tais sistemas; espera-se que este
assunto continue sendo abordado, tanto em termos do uso de espectroscopia
vibracional para conhecimento de componentes quimicos e suas fungdes bioldgicas,
quanto ao uso das técnicas como ferramenta auxiliar na taxonomia de espécies
conhecidas.

Por fim a aplicagdo de imagem, tanto em Raman como em infravermelho, deve
ser um dos focos futuros na éarea de aplicagBes em liquens, pois imagens permitem
visualizar muito facilmente o que dados espectroscopicos muitas vezes nao permitem

com tanta nitidez.
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Trabalho desenvolvido no exterior — Doutorado sanduiche

Jagiellonian University, Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics (JCET)
Supervisora: Prof. Malgorzata Baranska
Periodo: Abril/2017 — Fevereiro/ 2018.

O propdsito do estagio no exterior envolveu o uso da microscopia Raman como
ferramenta de investigacdo de sistemas celulares, mais precisamente células do
sistema imune, eosinofilos (EOS) e o estudo da influéncia de corpos lipidicos na
producdo da peroxidase eosinofilica.

Eosinofilos compdem um dos trés tipos de granulécitos correspondentes a 2-6
% das células brancas do sangue, e que possuem funcdo na regulacdo dos processos de
inflamacdo e no combate de parasitas. Por outro lado, os corpos lipidicos sdo inclusdes
citoplasmaticas ricas em lipidios com papel fundamental na formacao de mediadores
eicosandides durante a inflamacéo e, capazes de se desenvolver nas células associadas
aos processos de inflamagé&o.

A enzima peroxidase eosinofilica (EPO) esta envolvida no processo de morte
de eosindfilos por parasitas, e, em média, presente na quantidade de 15 pg por célula;
possui como cromaforo a protoporfirina IX.

Neste trabalho, comparou- se, através da espectroscopia Raman, modelos de
culturas de células como a EOL-1, uma linha celular eosinofilica humana, e os
eosindfilos isolados de doadores humanos.

Mapeamentos Raman foram obtidos através de um equipamento Raman WITec
alpha 300 com linha de excitacdo em 532 nm, objetiva aumento em 60x de imersao em
agua, resolucdo de 3 pontos/ 1 um e 0,5s de tempo de integracdo para um Unico
espectro. O processamento de dados envolve a remocdo de raios cosmicos, subtracao
do background (ordem 3) e analise da distribuicdo dos componentes selecionados,
baseados na integracdo das bandas marcadoras, por K- means cluster (KMC).

Eosindfilos foram isolados do sangue periférico de trés doadores, e, como
resultado do isolamento, 670.000 células foram obtidas. As células foram fixadas com
glutaraldeido 0,5% durante 10 minutos e armazenadas em solucdo de PBS.

A principal diferenca entre EOS e EOL-1 é na presenga de EPO, que é
observada em todas células analisadas. A composi¢do quimica do citoplasma para o

EOL-1 ainda é discutida. Apds a ativagdo com PMA, tanto EOS e EOL- 1 produzem
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corpos lipidicos homogéneos em quantidade comparavel, e, de acordo com o0s
espectros Raman obtidos, a composi¢do quimica dos corpos lipidicos ndo depende do
grupo de células (EOL ou EOS) e da ativacdo com PMA.

A Figura S1 exemplifica o tipo de resultado obtido no mapeamento Raman. O
espectro em verde exibe, tipicamente, a presenca de EPO devido & banda em 757 cm™
relacionada ao grupo heme, e, nos demais espectros, a influéncia desta enzima no
espectro do corpo lipidico, e, estas alteracdes exige uma analise mais aprofundada a

respeito da bioquimica deste tipo de célula.

Figura S1: Andlise Raman de célula EOS.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
Trabalho submetido em 08 de Novembro de 2018 para a revista “British

Journal of Haematology” com o titulo “Raman imaging highlights biochemical

heterogeneity of human eosinophils versus human eosinophilic leukemia cell line”.
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