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RESUMO
Os liquens produzem muitos compostos e se destacam aqueles da via policetidica;
sdo compostos fendlicos, a maior parte exclusiva desses organismos, além de acidos
graxos de cadeia longa. Esses compostos possuem um papel importante na
quimiotaxonomia dos liquens, pois servem como marcadores quimicos para
identificagdo em diferentes niveis taxondmicos. Neste trabalho, 151 exsicatas de
liguens do género Stereocaulon coletados no Brasil, Antartica, Chile e Argentina,
foram analisadas através das técnicas de cromatografia em camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com espectrémetro de massa,
microcristalizacéo e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *3C. Foram identificados
24 compostos: os acidos rangiférmico, pseudonorrangiférmico, vinapraesorediosico B
e bourgeanico (acidos graxos); os &acidos lobérico, norstitico, menegaziaico,
hipoconstitico, colenséico, estitico (depsidonas); atranorina, acidos giroforico,
anziaico, estenosporico, 2-O-metilnorestenosporico e perlatélico (depsideos),
estrepsilina (dibenzofurano), lobarina (éter difenilico), oxisifulina (cromona) e cinco
novos compostos, o depsideo -1"-oxo-eno”-eno’ perlatélico ou eno”’eno”
glomeliférico ou eno”-eno’ miriquidico e as depsidonas, acidos 2”-eno lobarico, 3”-

eno lobarico, 4”eno lobarico e eno’ lobarico.

A composicdo quimica juntamente com a analise morfoldgica de cada espécime
permitiu identificar as espécies: Stereocaulon corticatulum, Stereocaulon alpinum (3
grupos quimicos), Stereocaulon melanopotamicum (2 grupos quimicos), Stereocaulon
implexum, Stereocaulon tomentosum (4 grupos quimicos), Stereocaulon tomentosum
var. capitatum (2 grupos quimicos), Stereocaulon ramulosum e Stereocaulon argus.
Os extratos das espécies S. corticatulum, S. alpinum, S. tomentosum e S. ramulosum
foram avaliados quanto atividade antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (cepa
clinica e padrdo), Enterococcus faecium (cepa clinica) e Escherichia coli (cepa
padréo), e antioxidante frente ao radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). O
extrato de S. ramulosum foi o mais ativo, com CMI de 31,25 ug/mL frente as duas
cepas de S. aureus; a bioautografia mostrou que todas as substancias presentes no
extrato foram responsaveis pela atividade. Os extratos das outras espécies
apresentaram CMI > 125 ug/mL.

A avaliagéo da atividade antioxidante dos extratos indicou mais de dez substéncias
ativas. Nossos resultados representam uma contribuicdo para o conhecimento

detalhado da composicdo quimica de 09 espécies de liquens do género Stereocaulon.



Palavras-chave: Stereocaulon, liquens, quimiotaxonomia, atividade antibacteriana,

atividade antioxidante.



ABSTRACT
Lichens produce many compounds and those of the polyketide pathway stand out; are
phenolic compounds, most of which are exclusive to these organisms, in addition to
long-chain fatty acids. These compounds play an important role in the chemotaxonomy
of lichens, as they serve as chemical markers for identification at different taxonomic
levels. In this work, 151 exsiccates of lichens of the genus Stereocaulon collected in
Brazil, Antarctica, Chile and Argentina were analyzed using thin layer-chromatography,
high performance liquid chromatography coupled with mass spectrometer,
microcrystallization and Nuclear Magnetic Resonance of 'H and 'C. 24 compounds
were identified:  rangiformic, pseudonorrangiormic, vinapraesorediosic B and
bourgeanic acids (fatty acids); lobaric, norstictic, menegazziaic, hypoconstictic,
colensoic, stictic acids (depsidones); atranorin, gyrophoric acid, anziaic acid,
stenosporic acid, 2-O-methylnorstenosporic acid and perlatolic acid (depsides);

strepsilin (dibenzofuran); lobarin (diphenylether), oxysiphulin (chromone) and five new

compounds: the depside 1 ""-oxo -ene"-ene" perlatolic acid or -ene"-ene" glomelliferic
acid or -ene"-ene™ miriquidic acids and the depsidones: 2"-ene lobaric, 3"-ene lobaric
and 4"-ene lobaric and -ene””" lobaric acids.

The chemical composition together with the morphological analysis of each specimen
allowed to identify the species: Stereocaulon corticatulum, Stereocaulon alpinum (3
chemical groups), Stereocaulon melanopotamicum (2 chemical groups), Stereocaulon
implexum, Stereocaulon tomentosum (4 chemical groups), Stereocaulon tomentosum
var. capitatum (2 chemical groups), Stereocaulon ramulosum and Stereocaulon argus.
Extracts of the species S. corticatulum, S. alpinum, S. tomentosum and S. ramulosum
were evaluated for antibacterial activity against Staphylococcus aureus (clinical and
standard strain), Enterococcus faecium (clinical strain) and Escherichia coli (standard
strain), and antioxidant against the free radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl).
The extract of S. ramulosum was the most active, with MIC of 31.25 ug/mL against the
two strains of S. aureus; bioautography showed that all substances present in the
extract were responsible for the activity. The extracts of the other species showed MIC
> 125 ug/mL.

The evaluation of the antioxidant activity of the extracts indicated more than ten active
substances. Our results represent a contribution to the detailed knowledge of the

chemical composition of 09 species of lichens of the genus Stereocaulon.



Keywords: Stereocaulon, lichens, chemotaxonomy, antibacterial activity, antioxidant

activity.
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1 INTRODUCAO

Liguens sao ecossistemas formados por fungos e algas verdes ou
cianobactérias. Estudos recentes indicaram que existem comunidades microbianas
que podem participar da constituicdo ou desempenhar papéis essenciais nesses
ecossistemas (CALCOTT et al. 2018; HAWKSWORTH & GRUBE, 2020). Na maioria
dos casos, os fungos pertencem ao filo Ascomycota, embora também existam aqueles
pertencentes aos filos Basidiomycota e Deuteromycota. Com relagcéo as algas verdes
presentes nos liquens, destacam-se aquelas dos géneros Trentepohlia, Trebouxia e
Pseudotrebouxia, presentes em quase metade dos liquens, e Nostoc e Scytonema,
no caso das cianobactérias (MARCELLI, 2006; FRIEDL & BUDEL, 2008;
HONEGGER, 2008).

As algas verdes e cianobactérias sdo chamadas de fotobiontes por realizarem
a fotossintese, enquanto os fungos sdo os micobiontes. O fotobionte e o micobionte
formam uma estrutura estdvel e especifica chamada liquen que apresenta
caracteristicas fenotipicas diferentes dos parceiros que o compde (NASH, 2008;
HONEGGER, 2012). Cerca de 50 a 90% do talo do liquen é constituido pelo fungo
(HONEGGER, 2012).

Os liguens podem apresentar diferentes tamanhos, formas e cores. Algumas
espécies do género Usnea, chamadas de “barba-de-velho” (Figura 1), podem chegar
a 4 metros de comprimento, mas a maior parte dos liqguens sdo medidos em
centimetros (1-30 cm), e existem aqueles menores com poucos milimetros. Os liquens
podem colonizar varios substratos, dentre eles: cortex de arvores, rochas, solo, folhas.
Em um Unico substrato, pode ocorrer o crescimento de uma ou de multiplas espécies
(HALE, 1973; MARCELLI, 2006, ZEDDA & RAMBOLD, 2015).

Os talos dos liquens podem ser do tipo crostoso, achatado e bem aderido ao
substrato, como € o caso do liqguen do género Haematomma indicado na Figura 2.
Outros séo do tipo folioso, com o corpo também achatado, porém menos aderido ao
substrato, como a espécie Parmotrema tinctorum mostrada na Figura 3. Existem
também aqueles do tipo fruticoso, como algumas espécies de Usnea (Figura 1),
dentre outros tipos, sendo especifico de cada espécie (MARCELLI, 2006; BUDEL &
SCHEIDEGGER, 2008).
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Figura 1 - Espécie do género Usnea, RS, Brasil

Fonte: (SPIELMANN, 2006)

Figura 2 - Espécie do género atomma, sobre tronco de arvore, SC, Brasil

ch

06

Fonte: (SPIELMANN, 20

Figura 3 - Espécie Parmotrema tinctorum, SC, Brasil

Fonte: (SPIELMANN, 2006)

Até 2017 existiam 19.409 espécies de liquens distribuidas em mais de 1002
géneros e 119 familias (LUCKING et al. 2017). Atualmente esses nimeros devem ser
maiores. Os liquens séo considerados 0s primeiros representantes a colonizar a Terra,
mostram resisténcia e adaptacdo a situacbes ambientais adversas e extremas
(temperatura, umidade, altitude), sendo encontrados em regides tropicais e até
mesmo em regides polares, mostrando assim, a eficacia da simbiose (NASH, 2008).

Liguens produzem substancias necessarias para a sua sobrevivéncia,

crescimento e correlacionadas a sua protecéo fisica e biolégica. Essas substancias
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sdo oriundas do metabolismo primario ou secundério desses organismos. As
substancias provenientes do metabolismo priméario incluem os carboidratos,
proteinas, aminoacidos, carotendides e vitaminas, sendo produzidas pelo fungo e pela
alga. Tais substancias nao séo exclusivas dos liquens, podendo ser encontradas em
outras fontes naturais, tais como fungos e algas de vida livre e plantas superiores
(HUNECK,1999; ELIX & STOCKER-WORGOTTER, 2008; RANKOVIC & KOSANIC,
2015).

Grande parte das substancias presentes nos liguens € proveniente do
metabolismo secundario, sendo muitas delas exclusivas desses organismos e
produzidas pelo fungo apenas quando o mesmo se encontra na forma liquenizada.
Essas substancias sédo geralmente insolUveis em agua, mas podem ser extraidas com
solventes organicos e desempenham papel significativo no mecanismo de protecédo e
defesa dos liguens, como contra herbivoros, radia¢cdes UV e no controle de umidade.
S&8o conhecidos mais de 1000 compostos do metabolismo secundéario de liquens,
produzidos pelas vias biossintéticas acetil-polimalonil, do acido chiquimico e do acido
mevalénico (ELIX & STOCKER-WORGOTTER, 2008; RANKOVIC & KOSANIC, 2015;
CALCOTT et al. 2018).

A via acetil-polimalonil conduz a formacéo da maior parte dos compostos do
metabolismo secundario, como pode ser observado na Figura 4. Sao compostos
alifaticos, como os acidos graxos de cadeia longa, e compostos fendlicos, das classes
dos depsideos, depsidonas, depsonas, ésteres benzilicos, éteres difenilicos,
dibenzofuranos, acidos Usnicos, cromonas, xantonas, naftoquinonas, antronas e
antraquinonas. A via do &cido chiquimico produz pigmentos da classe das
terfenilquinonas e derivados do acido pulvinico, como os acidos polipérico e vulpinico,
respectivamente, enquanto terpenos e esteréis sdo oriundos da via do &cido
meval6nico e ndo sdo tdo comuns em liquens. (ELIX & STOCKER-WORGOTTER,
2008; RANKOVIC & KOSANIC, 2015).
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Figura 4 - Diversidade dos compostos produzidos pelos liqguens

Fonte: propria autora

Os depsideos representam uma das classes de compostos mais abundantes,
formados pela esterificacdo de duas unidades do orcinol (acido orselinico) ou do (-
orcinol (adcido B-metil-orselinico), através da carboxila da primeira unidade com uma
hidroxila da segunda unidade localizadas nas posi¢cées meta (meta-depsideos) ou
para (para-depsideos) a carboxila. De uma maneira geral, as unidades do orcinol e g-
orcinol podem apresentar diversos substituintes, como cadeias alquilicas de diferentes
tamanhos e estados de oxidacdo, uma ou mais hidroxilas metiladas, a carboxila
esterificada, dentre outras modificagBes estruturais, 0 que torna essa classe de
compostos bastante numerosa (ELIX & STOCKER-WORGOTTER, 2008; CALCOTT
et al. 2018).

O acido lecandrico e o acido 4-O-desmetilbarbatico sdo para-depsideos. O
primeiro € formado pela esterificacdo de duas unidades do acido orselinico e o
segundo é formado pela esterificacdo de duas unidades do acido S-metil orselinico.
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A atranorina € um outro exemplo de p-depsideo derivado do B-metil orcinol e

apresenta um grupo aldeido na posicéo 3 do primeiro anel e a carboxila (C7") sob a

forma de éster metilico. O &cido perlatélico (p-depsideo derivado do orcinol) apresenta

a cadeia alifatica com cinco atomos de carbono em cada anel e um grupo metoxila na

posicéo 4.

#CH; 7COOCH;

Atranorina

Acido perlatélico

O acido glomeliférico apresenta um grupo cetbnico no carbono 2 da cadeia

alquilica do primeiro anel e o acido glomélico apresenta o grupo cetdnico nas duas

cadeias alquilicas.
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Acido glomeriférico Acido glomélico

Ha também compostos formados por trés unidades fendlicas, chamados de

tridepsideos, como o &cido giroférico.

CH, 0] CHj

COOH
O OH

HO OH O OH
CH; O

Acido giroférico

As depsidonas representam outra classe de compostos com estrutura quimica
relacionada aos depsideos. Apresentam, além da ligacéo éster, uma ligacdo éter entre
as unidades, geralmente entre as posi¢coes 2 e 5, formando um sistema policiclico
estavel, como é caso dos &cidos divarbnico e convirénsico. Ha depsidonas que

apresentam um anel lactol em sua estrutura, como os acidos norstitico e criptoestitico.

CH; 7 COOH

Acido divarénico Acido convirénsico
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Acido norstitico Acido criptoestitico

As depsonas, menos abundantes, apresentam uma ligacéo éster e uma ligagédo
entre os carbonos 1 e 5. Os acidos picroliquénico e superpicroliquénico sdo depsonas
encontradas no género Pertusaria e apresentam cadeia alifatica com cinco e sete
atomos de carbono em cada unidade, respectivamente (HUNECK & YOSHIMURA,
1996).

77

Acido picroliquénico Acido superpicroliquénico

Os acidos usnicos e dibenzofuranos apresentam caracteristicas estruturais
semelhantes: uma ligacdo carbono-carbono e uma ligacdo éter entre as duas
unidades aromaticas, porém podem ser classificados em grupos diferentes pois
apresentam diferentes precursores biossintéticos (CULBERSON, 1969; HALE, 1973;
CORDOBA, 1975). O &cido Gsnico e o acido didimico s&o exemplos de compostos
dessas classes. O acido Usnico é um dos compostos mais comuns encontrados nos

liquens e pode existir sob a forma de dois enantiomeros (COCCHIETTO et al. 2002).
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CH,0

Esteres benzilicos e éteres difenilicos também podem ser encontrados nos

liquens, como o acido barbatdlico e loxodinol, respectivamente.

CHs O HO
0
OCH:  cooH Ko COOCH,
HO OH o o on
CHO
HO

oH CHO

Acido barbatélico Loxodinol

Outros compostos fendlicos como cromonas, xantonas, naftoquinonas,
antronas e antraguinonas também ocorrem nos liquens, porém muitos sao idénticos
agueles produzidos por outros organismos. Ja os acidos graxos, apesar de alguns
serem iguais aos produzidos por outros organismos, como por exemplo os acidos
oleico e linoleico, outros séo exclusivos dos liquens, como os &cidos liquesterinico e
rocelarico (acidos o-lactonas), além dos &acidos caperético, bourgeanico e
norrangiformico (STOCKER-WORGOTTER, 2008).

HOOC CHs, HOOC CHj
”ﬁ “Qi
(@) (0] (0] (0]
CH3(CHy)42 CH3-CHy(CH3)14

Acido liquesterinico Acido rocelarico
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Acido bourgeanico

Todos esses compostos do metabolismo secundario de liquens tém importante
papel na quimiotaxonomia, pois servem como marcadores quimicos para identificacdo
em diferentes niveis taxondmicos, combinados as caracteristicas morfolégicas de
cada espécie. Em muitos casos, é dificil determinar certo nivel taxonémico baseado
apenas nos dados morfoldgicos e se faz necessario utilizar informacdes quimicas para
conduzir a uma definicdo taxondmica mais segura e precisa (CULBERSON, 1986;
HONDA & VILEGAS, 1998; KARUNARATNE et al. 2005; STOCKER-WORGOTTER,
2008).

Informacdes sobre a composicdo quimica dos liquens, em relacdo aos
compostos do metabolismo secundario, podem ser obtidas através do teste de
coloracdo (spot test), cromatografia em camada delgada (CCD), microcristalizacao,
ressonancia magnética nuclear (RMN), cromatografias liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e gasosa (CG), e essas técnicas acopladas a espectrometria de massas
(CLAE-EM e CG-EM).

A andlise da composicao quimica de liquens para fins taxondmicos foi iniciada

por Nylander em 1866. Ele desenvolveu a técnica chamada de spot test ou teste de
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coloracdo, que é utilizada rotineiramente até os dias de hoje, pelos liquenologistas.
Essa técnica consiste na aplicacdo de gotas de solucdes reagentes sobre um
fragmento do liqguen e a cor desenvolvida depende da natureza da(s) substancia(s)
presente(s) (NYLANDER, 1866 apud VITIKAINEN, 2001; ELIX & STOCKER-
WORGOTTER, 2008).

As solucdes de hidroxido de potassio, hipoclorito de sédio ou de caélcio e p-
fenilenodiamina sdo as mais usadas. A solucdo de hidroxido de potassio quando
aplicada ao talo do liguen promove a hidrélise da ligacdo éster de depsideos,
depsidonas e outros compostos e dependendo da disposi¢cdo dos grupos ligados ao
anel aromatico pode ocorrer a formacao de estruturas quinoidais com colorac¢des que
variam do amarelo ao vermelho intenso. A solucéo de hipoclorito promove a oxidacéo
de hidroxilas fendlicas livres que estdo presentes em posi¢cdo meta uma a outra, e
formam quinonas com coloracéo laranja e vermelha. O p-fenilenodiamina reage com
grupo aldeido formando derivados de cor amarela, laranja ou vermelha (HALE, 1983).

Outra técnica também utilizada na quimiotaxonomia é a microcristalizacao,
desenvolvida pelo quimico japonés Asahina em 1936, que permite a identificacdo de
varios compostos provenientes do metabolismo secundério de liquens. Muitas dessas
substancias quando tratadas com solugdes apropriadas podem formar estruturas
cristalinas caracteristicas. A identificacdo dessas estruturas é feita por observacédo ao
microscopio e comparacao com estruturas resultantes da cristaliza¢éo de substancias
isoladas ou presentes em extratos de composi¢cédo conhecida ou com fotos disponiveis
na literatura. Para a realizacdo desta técnica sdo usadas solucdes de cristalizacédo
contendo glicerina e acido acético; glicerina, agua e etanol; glicerina, etanol e o-
toluidina, entre outras (HUNECK & YOSHIMURA, 1996; SHIBATA, 2000; ELIX &
STOCKER-WORGOTTER, 2008).

A cromatografia é uma das técnicas mais utilizadas na quimiotaxonomia de
liquens, em particular a CCD, que é amplamente empregada por ser uma técnica
sensivel, rapida e simples. Diversas misturas eluentes foram desenvolvidas e sdo
amplamente usadas para a separacdo de substancias presentes em um extrato
(CULBERSON & KRISTINSSON, 1970; CULBERSON, 1972; CULBERSON &
JOHNSON, 1976; CULBERSON et al. 1981).

A separacao, visando a identificacdo de substancias presentes em um extrato
pode ser feita também usando a técnica de CCD de alta eficiéncia (HPTLC — high

performance thin layer chromatography) e pela Cromatografia Liquida de Alta
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Eficiéncia (STRACK etal. 1979; ARCHER, 1981; ARUP et al. 1993; FEIGE et al. 1993;
YOSHIMURA et al. 1994; GUPTA et al. 2007; TABBABI & KARNOUS, 2016).

A espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa (CG-EM) ou a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-EM) também é utilizada nas analises
de substancias de liguens. O uso da cromatografia gasosa, no entanto, € mais
limitado, pois muitos compostos de liquens sdo termoinstaveis e podem degradar
durante a volatilizacdo, dificultando a execucdo da analise (ELIX & STOCKER-
WORGOTTER, 2008; SANTOS et al. 2015; KONOREVA et al. 2019). J4 a CLAE-EM
permite a analise de compostos de baixa estabilidade térmica, o que torna a técnica
bastante utilizada nas analises de varios compostos de liquens (CORNEJO et al.
2016; MUSHARRAF et al. 2017; OLIVER-JIMENEZ et al. 2019; REDDY et al. 2019;
NOROQUZI et al. 2020).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C tem sido aplicada néo s6
na elucidacao estrutural de substancias produzidas pelos liqguens como também na
analise na composicdo de extratos (HONDA et al. 2016a, 2016b; RAVAGLIA et al.
2014).

Todos esses métodos descritos acima sao importantes ferramentas que
auxiliam na andlise da composi¢cdo quimica de extratos e sdo de grande valia ha area
da taxonomia de liguens. Um exemplo sdo os liquens do género Stereocaulon, que
pertencem a classe Ascomycetes, subclasse Ascomycetidae, ordem Lecanorales, e
familia Stereocaulaceae (LAMB, 1977), sdo amplamente distribuidos pelo mundo,
sendo encontrados em diferentes latitudes geogréficas e apesar de sua ampla
distribuicdo geografica o estudo desse género é ainda limitado e representa um
desafio para liquendlogos, pois € considerado um género de dificil trabalho
taxondmico devido a grande variabilidade de caracteristicas morfolégicas (RIDDLE,
1910; LAMB, 1951,1977; RINCON-ESPITIA & MATEUS, 2013; PARK et al. 2018).

Os primeiros trabalhos de taxonomia do género Stereocaulon foram relatados
a partir de 1910 com liquens da América do Norte (RIDDLE, 1910; LAMB, 1951). Este
género apresenta cerca de 130 espécies relatadas e muitas delas ndo foram
amplamente estudadas quanto a sua composi¢cao quimica.

Cerca de 75 compostos ja foram relatados no género Stereocaulon. O depsideo
atranorina € comum praticamente em todas as espécies e as depsidonas acidos
lobarico e estitico estdo entre 0s compostos mais presentes nas espécies deste

género. Outros depsideos, como os acidos lecandrico, miriquidico, perlatélico,
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anziaico, e também outras depsidonas, como por exemplo os &cidos peristitico,
menegaziaico, criptoestitico, constitico, vesuvianico e norstitico, também séo
relatados no género. Ja os compostos da classe dos éteres difenilicos (por exemplo,
lobarina e metil sakisakaulon), dibenzofuranos (por exemplo, estrepsilina e acido
porfirilico) e acido graxos alifaticos (por exemplo, &cidos bourgeanico e rangiférmico)
também sé&o reportadas nas espécies de Stereocaulon, porém sdo menos frequentes
(LAMB, 1977; BOEKHOUT, 1982; YOUN et al. 2018).

Assim, visando auxilar na identificacdo taxondmica de espécies do género
Stereocaulon, realizamos neste trabalho o estudo quimico de 151 espécimes

coletados na Antértica, Argentina, Chile e no Brasil.

Atividade Bioldgica

Os liguens produzem muitos compostos que tem sido estudados quanto as
suas atividades biolégicas como, por exemplo, as atividades antitumoral,
antibacteriana, antifangica, antiviral, anti-inflamatéria, antioxidante, inseticida,
herbicida, entre outras (MOLNAR & FARKAS, 2010; HUNECK, 1999; MULLER, 2001;
BOUSTIE & GRUBE, 2005; MALHOTRA et al. 2007; SHUKLA & JOSHI, 2010;
ZAMBARE & CHRISTOPHER, 2012; RANKOVIC & KOSANIC, 2015;
BHATTACHARYYA et al. 2016; ELKHATEEB et al. 2021; THAKUR & CHANDER,
2021).

Algumas espécies de liguens do género Stereocaulon tém sido avaliadas
guanto a atividade bioldgica. S. alpinum é uma das espécies mais estudadas desse
género e a atranorina e o acido lobarico sdo os compostos presentes nessa espécie.
Compostos tais como, lobarina, sakisacaulon A, lobastina e outros, sdo também
relatados, porém, ocorrem em menor propor¢ao. O acido lobarico e a lobastina sdo os
compostos mais estudados do género Stereocaulon quanto as suas atividades
biol6gicas (SMITH & @VSTEDAL, 1991; SEO et al. 2008a, 2008b; OSET, 2014).

O acido lobarico apresenta varias atividades biolégicas, tais como as atividades
anticancerigena, antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria, entre outras
(INGOLFSDOTTIR et al. 1996; OGMUNDSDOTTIR et al. 1998; BUCAR et al. 2004;
HARALDSDOTTIR et al. 2004; KOKUBUN et al. 2007; SEO et al. 2009; MORITA et
al. 2009; BRISDELLI et al. 2012; BHATTARAI et al. 2013; JOO et al. 2016; HONG et
al. 2018; CARPENTIER et al. 2018). Ogmundsddttir et al. (1998) verificaram que o

acido lobarico inibiu o crescimento celular em 50% em doses de 14,5 pyg/mL a 44,7
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pMg/mL sobre trés linhagens de células malignas (carcinomas de mama T-47D e ZR-
75-1 e eritroleucemia K-562) sem afetar a proliferacdo de células normais de
fibroblastos de pele em doses de até 30 ug/mL. Haraldsdaéttir et al. (2004) avaliaram
o efeito antiproliferativo do acido lobarico sobre doze diferentes células de cancer
humano: Capan-1, Capan-2 e PANC-1 (pancreas), T-47-D (mama), PC-3 (prostata),
NCI-H1417 (pulmé&o), NIH:OVCAR-3 (ovério), AGS (estbmago), WiDr (colorretal), HL-
60, K-562 e JURKAT (leucemia promielocitica aguda, eritroleucemia e leucemia de
células T). Os valores de CEso (concentracao efetiva para inibir 50% do crescimento
celular) variaram entre 15,2 + 3,5 ug/mL e 63,9 £ 2,2 ug/mL. O acido lobarico e a
lobastina inibiram significativamente a proliferagdo de linhagens celulares humanas
de adenocarcinoma de colo de utero (HeLa) e carcinoma de célon (HCT116), com Clso
(concentracao inibitéria para inibir 50% do crescimento celular) de 78,0 + 7,1 uM e
93,2 £ 0,2 uM, respectivamente (BRISDELLI et al. 2012; HONG et al. 2018).

A lobastina também apresentou efeito toxico seletivo as células tumorais
cerebrais de glioblastoma (TG98G), resistentes a tratamentos de radioterapia e
quimioterapia, na concentracdo de 40 yM e sem efeito sobre células normais de
fibroblasto humano (KIM et al. 2013).

O acido lobéarico e a lobastina mostraram também acéo inibidora diante de
algumas moléculas biolégicas que sado alvos terapéuticos no tratamento de certas
doencas desencadeadas por processos inflamatorios, incluindo a 5-lipoxigenase e a
12-lipoxigenase. Essas enzimas participam da formacao de mediadores inflamatorios
a partir do acido araquidonico (WISASTRA et al. 2014). O &cido lobarico provou ser
um potente inibidor, in vitro, da 12-lipoxigenase de plaquetas humanas, com Clso de
28,5 uM. Essas substancias promoveram, in vitro, a supressao significativa da
expressdo da VCAM-1 em células vasculares lisas, estimuladas pela TNF-a, via
sinalizacdo da NF-kB e MAPK. O aumento da expressao dessa enzima esta associado
ao desenvolvimento da arterosclerose, doenca inflamatéria crénica desenvolvida nas
grandes artérias. O &cido lobarico também inibiu a producdo de mediadores pro-
inflamatérios em macréfagos estimulados por lipopolissacarideo, mediado pela
supressao das vias de sinalizacdo MAPKs e NF-kB. Essas vias controlam diversos
processos celulares e estao envolvidas na indugao da inflamacao (KNON et al. 2016;
LEE et al. 2016; CARPENTIER et al. 2018; LEE et al. 2018; INGOLFSDOTTIR et al.
1996; BUCAR et al. 2004; HARALDSDOTTIR et al. 2004; MORITA et al. 2009).
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O acido lobérico é antagonista do receptor ativado por protease (PAR2),
enzima que esta intimamente relacionada a inflamagdo na dermatite atopica.
Antagonistas do PAR2 podem interromper sintomas relacionados a dermatite atopica,
doenca inflamatéria cronica da pele (JOO et al. 2016). Esse acido e os éteres
difenilicos sakisacaulon A e metil lobarina apresentam atividade inibitéria da proteina
tirosina fosfatase 1B (PTB-1B), que possui papel critico na regulacdo da via de
sinalizacdo da insulina. O acido lobarico foi o componente mais ativo dentre os
compostos avaliados (Clso de 0,87 uM) e mais ativo que o acido ursdlico utilizado
como controle positivo (Clso de 3,08 uM). A inibicdo ou a redugéo da expressao da
PTB-1B melhora a sensibilidade a insulina e tem demonstrado ser uma estratégia
eficaz para o tratamento de diabetes tipo 2 e de obesidade (SEO et al. 2009).

O acido lobéarico e a lobastina também possuem atividade antibacteriana, sendo
ativos frente a bactéria Staphylococcus aureus com concentracdo minima inibitoria
(CMI) de 88 uM e 44 uM, respectivamente (BHATTARAI et al. 2013). Este acido
também apresentou atividade contra diferentes linhagens bacterianas de S. aureus,
gue por sua vez sao resistentes a meticilina e outras drogas antibacterianas, com
valores de CMI entre 17,5 uM e 140 uM (KOKUBUN et al. 2007).

A lobastina mostrou moderada atividade antioxidante na eliminagéo do radical
livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) em comparagcdo com o padrdo
comercial sintético hidroxianisol de butila (BHA), (BHATTARAI et al. 2013).

O acido estitico isolado da espécie S. graminosum apresentou moderada
atividade citotéxica diante de células humanas do tipo adenocarcinoma de mama
(MCF-3) e carcinoma escamosa oral (HSC-3), com Clso de 95,78 uM e 39,50 uM,
respectivamente (HUSNUNNISA et al. 2019). Esse acido também inibiu o crescimento
de células de adenocarcinoma de célon humano (HT-29) (Clso de 75,88 uM) e
apresentou baixa inibicdo do crescimento de células normais de fibroblasto de pulméo
fetal (MRC-5) (Clso de 6.420,73 uM), sendo, portanto 84,6 vezes mais seletivo para as
células HT-29 (PEJIN et al. 2017).

O acido porfirilico, isolado de S. strictum, apresentou toxicidade com Clso< 218
MM para as linhagens celulares humanas de adenocarcinoma do colo do utero (HelLa),
eritroleucemia (K562) e queratinécitos (HaCaT); e Clso < 223 uM para células
carcinoma de mama humana (MCF-7) (PERICO-FRANCO et al. 2015).

A avaliacdo da atividade antibidtica e antioxidante de extratos de liquens do

género Stereocaulon também tem sido relatada, entretanto, a maioria ndo indica as
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substancias responsaveis pela atividade. As informacdes obtidas da atividade de
extratos podem auxiliar na selecdo de novas substancias com propriedades
terapéuticas, que podem servir de prototipos para producdo de medicamentos em
processos de sintese em laboratério ou biotecnolégicos.

Pensando nisso, o presente trabalho selecionou alguns extratos acetonicos de

Stereocaulon para a analise das atividades antioxidante e antibacteriana.
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2 OBJETIVOS GERAIS
Estudar o perfil quimico dos extratos obtidos dos liquens do género
Stereocaulon para identificagdo das espécies e realizar avaliagdo da atividade

antibidtica e antioxidante desses extratos visando a busca de compostos bioativos.

2.1 Objetivos especificos

- ldentificar as substancias presentes nos extratos aceténicos de liquens do
género Stereocaulon utilizando as técnicas de cromatografia em camada delgada
(CCD), microcristalizacdo, Ressonancia Magnética Nuclear de H e 3C e de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e
espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM);

- Fornecer os dados da composi¢ao quimica para o Prof. Dr. Adriano Spielmann
para a identificacdo taxondmica das espécies;

- Realizar os ensaios de atividade antibidtica dos extratos acetdnicos
selecionados de Stereocaulon frente as bactérias Staphylococcus aureus, S. aureus
(cepa clinica), Enterococcus faecium (cepa clinica) e Escherichia coli utilizando a
técnica de microdiluicdo em caldo e bioautografia;

- Avaliar os extratos acetdnicos de Stereocaulon quanto a capacidade de

reduzir o radical DPPH pela técnica de bioautografia.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

As pesagens foram realizadas em balanca analitica da marca BIOPRECISA,
modelo FA-2104N com precisao + 0,0001g.

Os solventes utilizados foram de grau P.A. (Dinamica, Merck, Quimex, Synth e
Vetec), previamente destilados e secos.

Para as andlises cromatogréficas foram utilizadas cromatofolhas de aluminio
recobertas com silica gel da marca MACHEREY-NAGEL G/UV2sa.

Para visualizacdo das formas cristalinas nos processos de microcristalizagéo
foi utilizado microscopio binocular da marca Nikon Eclipse modelo E200.

Os experimentos de RMN foram realizados em um espectrdmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear de 300 MHz da marca BRUKER de 7,05 Tesla,
modelo DPX300 (300,13 MHz para a frequéncia do hidrogénio e 75,48 MHz para *3C)
no INQUI/UFMS.

As analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos e espectrdmetro de massas (CLAE-DAD-EM) foram realizadas no
equipamento com as seguintes especificacdes: UFCL LC-20AD Shimadzu
Prominence acoplado ao espectrometro de massas de alta resolugdo com fonte
ionizadora eletrospray (MicrOTOF-Q IlI- Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). O
UV/VIS foi monitorado entre 240-800 nm e utilizada a coluna Kinetex C18 (2,64,100
A, 150X 2,1 mm, Phenomenex) e foram realizadas no Laboratério de Produtos
Naturais (Lapnem) na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo da
UFMS.

3.2 Liquens

Espécimes do género Stereocaulon (151 exsicatas) foram fornecidas pelo Prof.
Dr. Adriano A. Spielmann (Instituto de Biociéncia da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul — INBIO / UFMS) e foram coletadas em regides do Brasil, Antartica,
Chile e Argentina. A identificacdo das espécies foi realizada pelo Prof. Dr. Adriano A.

Spielmann e M.Sc. Jean Marc Torres Pineda.

3.3 Preparacéo dos extratos
De cada exsicata foram retirados pequenos fragmentos de talos do liquen que

foram limpos utilizando uma pequena escova e, quando necessario, foi utilizado agua
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destilada para auxiliar na remoc¢éo dos residuos aderidos aos talos. Os talos foram
secos a temperatura ambiente em capela de exaustdo por aproximadamente 3 dias.
Para a analise quimica preliminar, cerca de 50-100 mg de talo limpo de cada
espécime foi colocado em frasco de vidro, fragmentado com auxilio de tesoura e
bastdo de vidro e a seguir tratado com acetona destilada e seca. A extracdo com
acetona (3-10 mL) foi repetida quatro vezes, sob repouso, e o tempo de extragdo em
cada etapa foi de aproximadamente 30 minutos. Os extratos foram reunidos e apos

evaporacao do solvente foram armazenados em dessecador.

3.4 Cromatografia

Para a andlise cromatografica os extratos foram solubilizados em acetona e
aplicados em placas de silica gel. Apos avaliacdo preliminar de varios eluentes, foram
selecionadas as seguintes misturas: tolueno: acetato de etila: acido acético (6:4:1
v/IVIV); tolueno: acetato de etila: acido férmico (139:83:8 v/v/v); tolueno: dioxano: 4cido
acético (90:25:4 v/viv); tolueno: dioxano: acido acético (180:45:5 v/v/v); tolueno: acido
acético (85:15 v/v); tolueno: acido acético (100:15 v/v); éter etilico: acido acético
(100:1 v/v); n-hexano: éter etilico: acido férmico (5:4:1 viviv).

A visualizagédo das manchas nos cromatogramas foi realizada sob a luz UV 254
nm, solucao de acido sulfarico a 10% em metanol e aquecimento, posteriormente com
solucdo de p-anisaldeido/acido sulftrico e reaquecimento. A nebulizacdo com agua
foi utilizada para revelacdo de acidos graxos. A migracdo cromatografica dos
constituintes presentes nos extratos foi comparada com dados da literatura (HUNECK
& YOSHIMURA, 1996; ELIX, 2014), com o comportamento cromatografico de
substancias puras e daqueles presentes em extratos de composi¢cdo conhecida. Os
valores de Rf foram multiplicados por 100 para comparacdo com os valores citados
na literatura.

Foram utilizadas para comparacdo cromatografica as substancias de
referéncia: os acidos Usnico, norstitico, lobarico, estitico, perlatélico e atranorina. A
atranorina e 0 4cido Usnico sdo substancias corticais comumente encontradas em
varias espécies de liquens. O acido norstitico e a atranorina foram utilizados por
CULBERSON & KRISTINSSON (1970) como substancias de referéncia para
comparacdo da migracdo cromatografica de outras substancias. O acido lobarico é
uma substancia encontrada em varias espécies do género Stereocaulon, assim como

0 acido estitico e o acido perlatolico.
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3.5 Microcristalizagéo

Os extratos solubilizados em acetona foram aplicados sobre laminas para
microscopio, com auxilio de um capilar, e tratados, separadamente, com as solucdes
GE 1:3 - Glicerol: a&cido acético (1:3 v/v), GE 3:1- Glicerol: &cido acético (3:1 v/iv), GAW
- Glicerol: etanol: agua (1:1:1 v/v/iv) e GAOT - Glicerol: etanol: o-toluidina (2:2:1 v/viv).
ApoOs a adicdo das solucdes, cada mistura foi coberta com laminula e, foram
brandamente aquecidas sobre chama de lamparina a alcool, com excecdo das
laminas com GAoT (HUNECK & YOSHIMURA, 1996).

As laminas foram observadas em microscépio logo apdés o preparo e em
intervalos de tempos até um maximo de 7 dias. As estruturas cristalinas das
substancias presentes nos extratos foram comparadas com fotos da literatura
(HUNECK & YOSHIMURA, 1996) ou com aquelas produzidas pela cristalizacdo das
substéancias puras ou de extratos de composi¢céo conhecida.

3.6 Obtencdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H
e 13C

Os extratos analisados por RMN H e 3C foram solubilizados em dimetil-
sulfoxido deuterado e sinais deste solvente foram utilizados para calibracdo dos
espectros. Os espectros de RMN de 'H (SFO1=300,13 MHz) foram obtidos utilizando-
se a sequéncia de pulso zg, largura espectral (SWH) média de 21 ppm, tempo de
aquisicdo (AQ) 5,19s, numero de pontos na aquisicdo (TD) 64K, tempo de espera
entre cada aquisicdo (d1) 1,2s, sendo acumulados (ns) 8 FIDs. Eles foram
processados com zero-filling (SI=TD) e com multiplicacdo exponencial (LB= 0,3 Hz).
Os espectros de RMN de B¥C (SFO1= 75,48 MHz) foram obtidos utilizando-se a
sequéncia de pulso zgpg30. Foi utilizada uma largura espectral (SWH) média de 250
ppm, tempo de aquisicao (AQ) e numero de FIDs acumulados (ns) variavel, tempo de
espera entre cada aquisicao (d1) 0,15s e foram processados sem zero-filling (SI<TD)
e com multiplicagdo exponencial (LB=1 Hz). Os espectros foram processados com o
software TopSpin 4.0.1.
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3.7 Obtencéao dos espectros de massas

Os extratos acetdnicos selecionados foram avaliados quanto a sua composicéo
qguimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a detector de arranjo de
diodos e espectrometro de massas.

Os dados dos espectros de massas foram obtidos por CLAE-DAD-EM/EM
ionizados no modo negativo, utiizando o0 equipamento com as seguintes
especificacdes: UFCL LC-20AD Shimadzu Prominence acoplado ao espectrémetro de
massas de alta resolucdo com fonte ionizadora eletrospray (MicrOTOF-Q IlI- Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA). O UV/VIS foi monitorado entre 240-800 nm. Foi
utilizada coluna Kinetex C18 (2,644,100 A, 150X 2.1 mm, Phenomenex).

As amostras foram solubilizadas em acetonitrila e duas gotas de agua
destilada, preparadas na concentracdo 300ug/mL, filtradas em filtros PTFE (Millex
0,22 mm x 13 mm, Millipore) e 1 pL foi injetado no sistema cromatogréafico sob
temperatura de 50° C e fluxo de 0,3 mL/minuto. A fase mével utilizada foi acetonitrila
(B) e &4gua (A) ambos acrescidos com &cido férmico 0,1 % (v/v). A eluicao foi realizada
em modo gradiente nas seguintes concentracdes: 0 a 8 minutos 3% de B, 8 a 30
minutos 3 a 25% de B, 30 a 60 minutos 25 a 80% de B, 60 a 63 minutos 80% de B, 64
a 68 minutos 3 a 80% de B.

O nitrogénio foi usado como gas nebulizador (4 bar) e gas de secagem (9
L/min), aplicando a voltagem capilar de 2500 kV. Para identificacdo dos compostos
foram utilizadas massas moleculares (FM) e os fragmentos obtidos foram comparados
com os dados da literatura. Todos os cromatogramas das amostras foram ajustados
na mesma intensidade. Foram identificadas as substancias compativeis aquelas do

metabolismo secundario de liquens.

3.8 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e bioautografia

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos foi realizada através da
determinacdo da CMI pelo método de microdiluicdo em caldo e bioautografia. Placas
de 96 pocos foram preparadas colocando-se 100 uL de caldo Mueller- Hinton em cada
poco. Cada extrato acetdnico seco (grupos | — CGMS 80218, 1l - CGMS 80157, Il —
CGMS 61847 e IV — CGMS 61198) foi ressuspendido em DMSO na concentracao de
2 mg/mL. 100 yL dessa solucéo foi adicionada ao primeiro poco e adicionado 100 yL
de DMSO. Entado, 100 yL deste pocgo foi transferido para o segundo e sucessivas

diluicbdes 1:1, atingindo concentra¢cées nos pog¢os no intervalo entre 7,8 ug/mL até
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1000 pg/mL, com volume final de 100 pyL em cada pogo. Para gentamicina a
concentragao final nos pogos variou entre 60 ug/mL e 0,5 ug/mL. O in6culo bacteriano
se constituiu de uma cultura de 24 horas de cada espécie bacteriana [Staphylococcus
aureus (NEWPO0023 e cepa clinica, resistente a macrolideos e penicilina G),
Enterococcus faecium (cepa clinica resistente a vancomicina, teicoplanina,
quinolonas, penicilinas e macrolideos) e Escherichia coli (NEWP0022)] em agar
Mueller-Hinton diluida em solucéo salina estéril (0,45%) a uma concentracédo de 108
UFC/mL. Esta solucdo foi diluida 1/10 em solugdo salina estéril e 5 pyL foram
adicionados em cada poco. Todos os testes foram realizados em triplicata e as placas
foram incubadas a 36°C por 18 horas. Apés este periodo, 20 yL de uma solugéao
aguosa (0,5 %) de cloreto de trifenil tetrazdlio (TTC) foram adicionados a cada poco e
as placas foram incubadas novamente a 36°C por 2 horas. Nos pocos onde o
crescimento bacteriano ocorreu, houve uma mudanga de coloragéo, de incolor para
vermelho. A CMI foi definida como a menor concentracdo de cada extrato onde néo
ocorreu mudanca de coloracdo da solucao.

Para bioautografia, foram preparadas solucdes de cada extrato acetonico de
Stereocaulon (grupos | — CGMS 80218, Il - CGMS 80157, Ill - CGMS 61847 e IV —
CGMS 61198) em acetona na concentracédo de 2 mg/mL e aplicados 50 uL (100 ug)
em placas de CCD. As CCDs dos extratos dos grupos |, Il e IV foram eluidas em
tolueno: &cido acético (85:15 v/v) e do grupo lll foi eluida em tolueno: dioxano: acido
acético (90:25:4 v/viv). Apos a eluicao, as placas foram secas em capela e em seguida
colocadas em placas de Petri contendo agar Mueller—Hinton e recobertas com cerca
de 2mm de agar liquido. Apds solidificacdo do meio, os in6culos (108 UFC/mL) foram
espalhados e as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Uma solucdo aquosa (0,5%)
de cloreto de trifenil tetrazolio (TTC) foi pulverizada sobre as placas contendo S.
aureus e a auséncia de mudanca de cor indica manchas contendo substancias ativas.
Para a identificacdo das substancias foram preparados cromatogramas (CCDs) dos
mesmos extratos (grupos | — CGMS 61885, Il - CGMS 61833, Ill - CGMS 12543 e
IV — CGMS 61201) sob as mesmas condi¢cdes acima e reveladas com luz ultravioleta
em 250 nm (UV2s0), metanol/H2SO4 aquecimento, p-anisaldeido/H2S04 aquecimento

ou agua.
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3.9 Atividade antioxidante — bioautografia

Os extratos acetonicos de Stereocaulon (grupos | — CGMS 61965, Il — CGMS
80162, lll - CGMS 61871 e IV — CGMS 61196) foram aplicados em placas de silica
gel e eluidos em tolueno: acido acético 85:15 v/v (grupos |, II, IV) e em tolueno:
dioxano: &cido acético 90:25:4 v/v (grupo lll). ApGs a eluicdo, as placas foram secas
em capela e entdo nebulizadas com solucdo do radical livie DPPH a 0,5 mg/mL em
metanol. As placas foram examinadas 30 minutos apds a aplicacdo do revelador,
sendo que os compostos ativos apareceram como manchas amarelo-claro sobre o
fundo purpura. Para cada extrato foi preparada uma placa sob as mesmas condi¢des
mencionadas acima e revelada com luz UV 254nm, nebulizacdo com solucéo de acido
sulfarico a 10% em metanol e aquecimento e/ou posteriormente com solucao de p-
anisaldeido/ acido sulfarico e reaquecimento. O extrato do grupo | foi também
revelado com agua para identificacdo das manchas correspondentes aos &cidos
graxos presentes. A identificacdo das substancias com atividade sequestradora de
radical livre DPPH foi realizada mediante comparacdo dos perfis cromatograficos
visualizados com DPPH, metanol/acido sulfurico, p-anisaldeido/ &cido sulfdrico e/ou

agua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espécimes foram previamente avaliados quanto a morfologia pelo Prof.
Adriano A. Spielmann e enquadrados no género Stereocaulon. Para a identificagéo a
nivel de espécie, além das caracteristicas morfolégicas é necessario dispor de dados
da composi¢do quimica de cada espécime. Para isso, foram preparados os extratos
acetonicos de fragmentos retirados de cada exsicata os quais foram analisados
preliminarmente por cromatografia em camada delgada (CCD) e microcristalizacao.
Dos resultados dessas analises, os 151 extratos foram agrupados de acordo com a
composi¢do quimica observada, como segue: grupo | (13 exsicatas) contendo
atranorina e acidos graxos; grupo Il (71 exsicatas) com atranorina, acido lobarico e
outros compostos; grupo Il (48 exsicatas) com atranorina, acido estitico e outros
compostos e grupo IV (19 exsicatas) com atranorina, acido perlatolico e outros
compostos.

Visando obter mais informacg8es sobre a composi¢cédo quimica, além daquelas
obtidas da analise por CCD e Microcristalizacdo, foram selecionados extratos
representativos de cada grupo quimico e analisados por RMN de 'H e 13C e CLAE-
DAD-EM. A Figura 5 resume os procedimentos de analise quimica realizados e os
resultados obtidos junto com a analise morfolégica (analise taxondémica) que
conduziram a identificagdo das espécies. A identificacdo foi conduzida pelo Prof. Dr.

Adriano A. Spielmann e pelo Msc. Jean Marc Torres.



Figura 5 - Resumo das andlises quimicas, resultados obtidos e identificacdo das espécies de Stereocaulon.

[ Espécimes do género Stereocaulon ]

1-CCD

2- Microcristalizagao
Grupo | - 13 exsicatas Grupo Il - 71 exsicatas Grupo lll - 48 exsicatas Grupo IV - 19 exsicatas .

Atranorina Atranorina Atranorina Atranorina 3-RMN de 'He 13C
Acido rangiférmico Acido lobarico Acido estitico Acido perlatélico
Acido ) Outros compostos Acido menegazidico Acido anzidico 4- CLAE-DAD-EM
pseudonorrangiférmico Acido norstitico Outro(s) composto(s
- : . Acido hipoconstitico
1 exsicata : 5 exsicatas! :

1 . H
1exsicata : |1 exsicata |

—rr—

1 exsicata lj exsicata ’

3 4 . I - 3 4
Substancias identificadas @lbstancias identiﬁca‘%
Atranorina Atranorina Substancias identificadas Substancias identificadas
Acido rangiférmico Acidos lol.::'trico Atranorina .Atranorina_
Acido pseudonorrangiférmico Estrepsilina Aci : Acn‘!o perlatdlico
Lobarina cioo/estiies Acido anziaico
Oxisifulina Acido menegazidico Acido estenospérico

o T Acido bourgeanico Acido norstitico Acido 2-O-metilnorestenospérico
Analise taxonomica Acido giroférico Acido hipoconstitico
4 Acido vinapraesorediésico B

Stereocaulon corticatulum Acido colenséico Andlisetaxonsmica
5 novos compostos (1 depsideo 1!
Stereocaulon sp. k e 4 depsidonas) Aodlisataxohdimica
P 5 B v
Anélise taxonomica Stereocaulon ramulosum

Stereocaulon tomentosum (4 grupos quimicos)

Stereocaulon tomentosum var. capitatum SMaraos s Sl

Stereocaulon alpinum (3 grupos quimicos)
(2 grupos quimicos)

Stereocaulon melanopotamicum (2 grupos quimicos)
Stereocaulon glabrum (3 grupos quimicos)
Stereocaulon implexum

Fonte: propria autora

oY
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Ser4 apresentado a seguir o detalhamento da andlise da composicédo quimica

de cada grupo de amostras.

4.1 - Grupo | - Atranorina e Acidos rangiférmico e pseudonorrangiférmico

O grupo | é composto de treze exsicatas. Todas elas apresentaram 0 mesmo
perfil cromatogréafico. As cromatografias em camada delgada do extrato aceténico de
um espécime representativo desse grupo (I) estéo representadas nas Figuras 6, 7 e
8.

Figura 6 - Cromatografia em camada delgada do extrato acetdnico de um espécime
representativo do grupo | de Stereocaulon no eluente tolueno: dioxano: acido acético
(90:25:4 viviv) — revelacdo para compostos fendlicos.

B

- B 5
Sal Nor Atr  Ext.

— e

Fonte: prépria autora.

Visualizacdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm (A); revelacdo com &cido sulfarico
10% em metanol e aquecimento até o completo aparecimento das manchas (B); Sal: Acido
salazinico; Nor: Acido norstitico; Atr: Atranorina; Ext.: Extrato.

A revelacdo cromatogréfica com luz UVzss (Figura 6A) e metanol / acido
sulfarico (Figura 6B) indicou apenas uma mancha com Rf e cor semelhante a
atranorina aplicada no cromatograma como substancia de referéncia.

Um extrato representativo do grupo | foi novamente cromatografado e revelado
com agua (Figura 7). Atranorina é observada na revelacdo UV2s4 € na revelacdo com
agua aparecem duas manchas com valores de Rf 12 e 34, respectivamente.
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Figura 7 - Cromatografia em camada delgada do extrato acetdnico de um espécime
representativo do grupo | de Stereocaulon no eluente tolueno: dioxano: acido acético
(90:25:4 viviv) — revelacdo para acidos graxos.

Fonte: prépria autora.
Visualizacdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm (A); revelacdo com agua a
temperatura ambiente (B). Cap, Atr: Acido caperatico e Atranorina; Ext.: Extrato.

A substancia de Rf menor (Rf 12) tem migrac&o muito proxima daquela do acido
caperatico usado como substancia de referéncia. Para melhor conclusdo sobre a
identidade dessa substancia, os extratos foram recromatografados no eluente tolueno:
acido acético (85:15 v/v). A CCD do extrato representativo desse grupo é apresentada

na Figura 8.
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Figura 8 - Cromatografia em camada delgada do extrato acetdnico de um espécime
representativo do grupo | de Stereocaulon no eluente tolueno: acido acético (85:15
VIv).

Fonte: propria autora.
Visualizagdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm (A); revelagdo com agua a
temperatura ambiente (B). Cap, Atr: Acido caperatico e Atranorina; Ext. Extrato.

A andlise do cromatograma (Figura 8B) indica que a substancia de menor
valor de Rf, presente na mistura, ndo apresenta comportamento cromatografico
semelhante ao &cido caperatico usado como referéncia.

A analise cromatogréfica dos extratos acetdnicos dos espécimes de
Stereocaulon permitiu identificar o depsideo atranorina e dois acidos graxos,
sendo que o &cido graxo de Rf maior esti presente em maior proporgdo. A
presenca dessas substancias foi investigada também pela técnica de
microcristalizacdo. A Figura 9 mostra as fotos das formagdes, observadas ao

microscoépio, apds tratamento com as solugdes de cristalizagao.
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Figura 9 - Fotos da microcristalizacdo do extrato acetdnico dos espécimes
representativo do grupo | de Stereocaulon (aumento de 10x).

Fonte: propria autora.
Cristalizagdo em GAoOT (A). Formagdes observadas em GE 1:3 (B e C).

As estruturas cristalinas desenvolvidas pelo tratamento do extrato com solugéo
GAoT (Figura 9A) sdo semelhantes aquelas observadas da cristalizagdo de
atranorina e com fotos da literatura (HUNECK & YOSHIMURA, 1996).

As estruturas observadas em GE 1:3 comparadas com fotos da literatura
(HUNECK & YOSHIMURA, 1996) sugerem a presenca dos acidos rangiférmico
(Figura 9B) e pseudonorrangiférmico (Figura 9C) no extrato analisado.

O extrato acetonico representativo desse grupo | de liquens (CGMS 80216) foi
também analisado através dos espectros de RMN de *H e de 3C.
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No espectro de RMN de 'H (Figuras 10), é possivel observar um conjunto de
dez sinais principais, permitindo definir alguns grupos, dentre eles: 10,18 ppm
(singleto), caracteristico de hidrogénio aldeidico ou fendlico (HUNECK &
YOSHIMURA, 1996); 6,64 ppm e 6,35 ppm (singletos), de hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos; 3,87 ppm e 3,75 ppm (singletos) de hidrogénios de grupo
metoxila; 2,37 ppm, 2,34 ppm e 2,03 ppm (singletos) de provaveis metilas ligadas a
anel aromatico, 1,23 ppm (singleto intenso e largo) caracteristico de hidrogénios
metilénicos de cadeia alquilica longa e 0,85 ppm (tripleto, J= 6,95 Hz), compativeis a
grupos metilicos de cadeia alquilica. Assim, é possivel esperar que nesses extratos
estejam presentes uma ou mais substancias aroméaticas e substancias com cadeia

alquilica longa.

Figura 10 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato aceténico de
Stereocaulon, representativo do grupo | (CGMS 80216).
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Fonte: prépria autora
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No espectro de RMN de 3C (Figuras 11), destaca-se um conjunto de
dezessete sinais, permitindo identificar alguns grupos: 175,1 ppm, 174,3 ppme 172,1
ppm (mais intensa), de grupos carboxilicos e/ou carbonilas; em 110,6 ppm e 107,4
ppm, de possiveis carbonos metinicos aromaticos; em 52,1 ppm e 51,6 ppm, de
carbonos tipicos de metoxilas; em 31,4 ppm a 22,2 ppm, compativeis a carbonos
metilénicos e 14,0 ppm e 8,1 ppm de provaveis grupos metila.

Figura 11 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato acetonico
de Stereocaulon, representativo do grupo | (CGMS 80216).
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Fonte: propria autora

A atranorina, previamente identificada na microcistalizagdo e na analise
cromatografica, foi confirmada também pela presenca de sinais nos espectros de
RMN de 'H e de 13C. No espectro de RMN de 'H (Figura 10) o singleto em 10,18 ppm
refere-se ao hidrogénio aldeidico (H8), os dois singletos em 6,64 ppm e 6,35 ppm

correspondem aos dois hidrogénios ligados a carbonos aromaticos (H3 e H5"), os trés
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singletos 2,37 ppm, 2,34 ppm e 2,03 ppm das metilas (H8", H9 e H9") e o singleto em
3,87 ppm pode ser atribuido a metoxila do éster metilico (H10").

Nos espectros de RMN de 13C (Figura 11), ndo foi possivel observar a grande
maioria dos sinais dos carbonos da atranorina. Esse depsideo estd em baixa
proporcao no extrato e apresenta muitos carbonos sem hidrogénios, que geralmente
geram sinais menos intensos. Entretanto, € possivel observar dois sinais em 110,6
ppm e 107,4 ppm referentes aos dois carbonos aromaticos metinicos (C5 e C57), além
do éster metilico (C10") em 52,1 ppm, menor sinal dessa regido, e os sinais em 23,5

ppm e 8,1 ppm referente as metilas ligadas ao anel aromético (C9, C9” e C8").

SCH3 @]

8§ CHy 7COOCH;
Atranorina

A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C indica também a presenca de
compostos de cadeia longa com carboxilas e carbonila de éster metilico em suas
estruturas. As carboxilas foram identificadas pelos sinais mais desblindados do
espectro de RMN de *3C: em 175,1 ppm, 174,3 ppm e a carbonila em 172,1 ppm com
deslocamento quimico que sugere carbonila de éster, juntamente com o sinal em 51,6
ppm, sinal que pode ser atribuido ao carbono CHs do grupo COOCHSs, além dos sinais
ja mencionados (31,4 ppm a 22,2 ppm), compativeis a carbonos metilénicos que
sugerem a presenca de 4cidos graxos.

A analise cromatogréafica e a microcristalizacdo indicam a presenca de dois
acidos graxos. Comparando com dados da literatura (ELIX, 2014), o acido de Rf maior
pode ser o acido rangiféormico. O outro 4cido de Rf menor por comparacéo das fotos
das estruturas cristalinas em GE 1:3 com aquelas da literatura (HUNECK &
YOSHIMURA, 1996) € compativel aquelas do acido pseudonorrangiférmico. Este
acido ndo possui estrutura quimica descrita na literatura (HUNECK & YOSHIMURA,
1996), somente € indicada a férmula molecular C20H360s, sendo, um isdmero do acido

norrangiformico.
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COOH

H3CWW/COOCH3

HOOC

Acido rangiférmico (BENN et al. 1998)
Férmula Molecular: C21H380s

COOH

H3CWCOOH

) HOOC
Acido norrangiférmico
Formula Molecular: C20H3606

Esses dois &cidos apresentam estruturas quimicas semelhantes, por isso
muitos dos sinais sobrepdem-se nos espectros de RMN.

O extrato acetbnico foi analisado também por CLAE-DAD-EM a qual fornece
informacBes sobre o ion [M-H]" e fragmentos caracteristicos que possibilitaram

confirmar as estruturas das substancias contidas nos extratos analisados.

Figura 12 -Cromatograma do pico base obtido por CLAE-DAD-EM do extrato
acetonico de Stereocaulon representativo do grupo | (CGMS 61885), no modo
negativo.
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Fonte: propria autora.
1-3 representam substancias do extrato acetdnico analisado.

O cromatograma obtido (Figura 12) indica a presenca de trés substancias
detectadas no extrato acetdnico, representadas pelos picos 1, 2 e 3.

A substéncia eluida no pico 1 apresentou ion molecular desprotonado ([M-H])
de m/z 371,2461 (C20H3506) € gerou fragmentos (EM/EM) de m/z 265,2547 e m/z
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353,2346 (tabela 1). Os acidos pseudonorrangiformico e norrangiférmico séo
isdmeros (C20H3606) € estédo entre as possibilidades para identificacdo deste pico (1).

COOH

}hc/\\/”\v/\\/”\V/\\/A\//\T/(\/COOH

HOOC

Acido norrrangiférmico

Analisando os fragmentos obtidos no espectro de massas e considerando que
os acidos norrangiformico e pseudonorrangiférmico sao isbmeros, é provavel que a
diferenca entre as estruturas seja com relacdo a posicdo dos grupos carboxilas. A

estrutura proposta para o acido pseudonorrangiférmico é representada abaixo:

COOH
H3C/\/\/\/\/\/\/T<COOH
COOH

Estrutura proposta para o acido pseudonorrangiférmico

As Figuras 13 e 14 indicam propostas de fragmentacdo dos acidos
norrangiformico e pseudonorrangiformico, respectivamente. Estes acidos podem
apresentar o mesmo padrao de fragmentacdo que envolve a perda de uma molécula
de agua e consecutiva perda de duas moléculas de CO2, gerando fragmentos de
mesmos valores de m/z 353,2346 e m/z 265,2547, respectivamente, seguindo
proposta semelhante aquela indicada por BRAKNI et al (2018). Assim, ndo é possivel
determinar através da andlise desses fragmentos gerados qual &cido esta presente
neste extrato. Entretanto, as estruturas formadas na microcristalizcdo dos extratos
acetonicos de Stereocaulon do grupo I, apresentam semelhanca com aquelas
mostradas em fotos da microcristalizagdo do acido pseudonorrangiformico (Huneck &
Yoshimura, 1996); assim consideramos que o acido pseudonorrangiformico é a

substancica eluida no pico 1 (Figura 12).



Figura 13 - Proposta da fragmentacdo do acido norrangiférmico
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Fonte: adaptado de BRAKNI et al. 2018.

Figura 14 - Proposta da fragmentacdo do acido pseudonorrangiférmico.
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H H H
] ]
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O (@)
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l-zco2
-H
C14Hag
/
/
@)
m/z 265,2547

Fonte: propria autora
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O pico 2 apresentou uma substancia de [M-H]- de m/z 373,0941 de formula
Ci19H170s. A fragmentacdo desse ion gerou os fragmentos de m/z 195,0673 [M-
CoH704-H],, m/z 177,0195 [M-Ci0H1104-H]" e m/z 163,0410 [M-CoH704-CH30OH-H]
(tabela 1). Esses fragmentos confirmam a estrutura do depsideo atranorina. A

fragmentacado da atranorina é indicada na Figura 15.

Figura 15 - Fragmentacao da Atranorina.

i
CH;, g 7
CH
\ 3
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CHO COOCH,
Atranorina G
m/z 373,0941
H -H -H
1 ] CH, B
G= HO OH -CH;OH o
—
HO o COOCH, Co
CHO CHs CHs
m/z 177,0195 m/z 195,0673 m/z 163,0410

Fonte: adaptado de LATKOWSKA et al. 2015; MUSHARRAF et al. 2015.

A substancia eluida no pico 3 apresentou [M-H] de m/z 385,2628 de férmula
C21H370s e produziu o fragmento de m/z 265,2547 (tabela 1). Os acidos rangiférmico
e isorrangiférmico apresentam essa mesma formula molecular, sdo acidos alifaticos

de estruturas muito parecidas que diferem apenas na posi¢cdo do grupo éster metilico.

COOH
Hac/W\/vW/COOCH3
) HOOC
Acido rangiformico
Formula Molecular: C21H370s6
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COOCH,

H3CNWVWCOOH

) HOOC
Acido isorrangiférmico
Formula Molecular: C21H370s

Estes dois acidos podem gerar o fragmento de m/z 265,2547 pela perda de
uma molécula de CH3OH e a perda consecutiva de duas moléculas de CO2, como
mostra a Figura 16, ndo sendo possivel definir através desses dados espectrais qual
destes acidos foi eluido no pico 3. A analise por microcristalizagdo mostrou a formacao
de estruturas compativeis com aquelas mostradas em fotos da literatura da
microcristalizacdo do acido rangiférmico (HUNECK & YOSHIMURA, 1996), mas nao
dispomos de imagens das estruturas formadas pela microcristalizagdo do é&cido

isorrangiféormico. Entretanto, € provavel que estes acidos tenham formacgfes

diferentes, pensando assim, o acido rangiformico é a substancia eluida no pico 3.

Figura 16 - Propostas de fragmentacéo dos acidos rangiférmico e
isorrangiférmico.

Acido Acido
rangiféormico isorrangiférmico
-
Ci4Hag COOH i 0
Gysblog COOCH;4
HOOC COOCH;,
m/z 385,2628 HORC G
m/z 385,2628
l-CHaoH l-CH3OH
-H H
CoHyy ~ COOH | o
>—<\_//O CiqHag >:<
(@]
HQO0C HOOC COOH
l -2€0, l -2c0,
-H H
C14Hyg | _O |
mo C14H29 t(
m/z 265,2547 m/z 265,2547

Fonte: adaptado de XU et al. 2017; BRAKNI et al. 2018.



Tabela 1 - Dados de CLAE-DAD-EM do extrato acetdnico de Stereocaulon representativo do grupo |I.

Tempo

de Formula 1ot )= Estrutura quimica
Pico Retencio [M-H]"(m/z)  Molecular Fragmento (s) Identificacdo da Substancia q
ne [M-H] MS/MS (m/z)

(min)
353,2346 COOH
(C20H3305) Acido H3CMCOOH

1 52,5 371,2461  CyoH3s06 o COOH

265,2547 pseudonorrangiférmico
(C1sH330)

CH; O

195,0673
(C10H1104) ) © FHa
2 52,7 373,0941 Cjy9H170g Atranorina OH
177,0195 (C9H504) HO OH
CHO
C

163,0410 (CoH703) Hy COOCH,

265,2547 o o COOH
3 56,1 385,2628 C21H3706 Acido rangiformico HsC COOCH;
(C18H330) HOOC

Fonte: propria autoria.

€S
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Nos extratos acetdnicos de liguens do grupo | foi possivel identificar através
das técnicas de cromatografia em camada delgada, microcristalizacdo, RMN de H e
de 13C e espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM), a atranorina e os acidos
pseudonorrangiférmico e rangiférmico. A Figura 17 representa o perfil cromatografico

das substancias identificadas no grupo |.

Figura 17 - Perfil cromatografico das substancias identificadas no grupo
l.

Eluente: tolueno: acido acético (85:15 v/v).

A

- — Atranorina

| — Ac. rangiférmico

— Ac. pseudonorrangiférmico

*

A: Visualizagdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm

B: Revelagdo com 4gua a temperatura ambiente

Fonte: propria autora.

Todas as 13 (treze) exsicatas de liquens deste grupo apresentaram 0 mesmo
perfil quimico e 12 (doze) dessas foram identificadas como Stereocaulon corticatulum;
um espécime ficou sem definicdo da espécie (Stereocaulon sp.). Segue abaixo
informacdes dos espécimes analisados (composicéo quimica, local de coleta, nUmero
do coletor e nimero de herbario (CGMS)).

Stereocaulon corticatulum Nyl. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Atranorin, rangiformic and pseudonorrangiformic acids. Specimens
analysed collected in Santa Cruz, ElI Chalten, PTG-6, Argentina: A.A. Spielmann
12532, 12539 and 12847 (CGMS 80216, 80218 e 80220), 49°4'47.83"S,
72°53'15.35”W. Collected in Torres de Paine, Patagonia, PTG-9, Chile: A.A.
Spielmann 12544 (CGMS 80217), 51°6'54.68”S, 73°6'51.79”W. Collected in Tierra del
Fuego, Ushuaia, Argentina: M.J. Kitaura 4108, 4109 and 4110 (CGMS 61864, 61965
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and 61866), 54°51°1”S, 68°32'26”W; M.J. Kitaura 4121 (CGMS 61869), 54°51°'29”S,
68°30'24”W. Collected in Santa Cruz, El Chalten, Argentina: M.J. Kitaura 4207, 4211
and 4221 (CGMS 61882,61883 and 61885), 49°4°'21”S, 72°53'27”W. Collected in
Torres del Paine, Patagonia, Chile: M.J. Kitaura 4237 (CGMS 61888), 51°6’40”S,
73°6’44”W.

Stereocaulon sp. Chemical composition:  Atranorin, rangiformic  and
pseudonorrangiformic acids. Specimen analysed collected in Torres de Paine,
Patagonia, PTG-9, Chile: A. A. Spielmann 12528 (CGMS 80219), 51°6’54.68”S,
73°6’51.79”W
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4.2 Grupo Il - Atranorina, Acido lobarico e outros compostos

Este grupo é composto por 71 (setenta e uma) exsicatas de liquens do género
Stereocaulon. A Figura 18 mostra o perfil cromatografico de um extrato representativo
do conjunto de amostras analisadas neste grupo juntamente com substancias de

referéncia, atranorina, acido Usnico, acido norstitico e acido lobarico.

Figura 18 - Cromatografia em camada delgada do extrato aceténico de um
espécime representativo do grupo Il de Stereocaulon no eluente tolueno: acido
aceético (85:15 v/iv).

Fonte: propria autora.

Visualizacdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm (A); revelacdo com &cido
sulfarico 10% em metanol e aguecimento até o completo aparecimento das manchas (B);
Ext.: extrato acetonico de um espécime de Stereocaulon representativo do grupo II; Atr +
Lob.: extrato contendo atranorina e &cido lobarico; Nor.: &cido norstitico; Usn.: acido
asnico.

A revelagdo com luz UV2ass (Figura 18A) indica uma mancha com migracao
semelhante a atranorina usada como referéncia (Rf 68) e outra equivalente ao acido
lobarico (Rf 48). Na revelacdo com metanol/acido sulfurico (Figura 18B) observa-se

gue a mancha de Rf 48 é composta de pelo menos duas manchas sobrepostas.
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A andlise dos cromatogramas acima (Figura 18) indicou que o extrato
acetbnico dos espécimes do grupo Il, contém possivelmente atranorina, acido
lobarico e outras substancias. Outras técnicas de analise, descritas a seguir, foram
utilizadas para a elucidacdo da composicéao do grupo Il.

O tratamento do extrato aceténico com solu¢cdes de GAoT, GE e GAW em
condi¢cbes adequadas, resultou na formacao de estruturas cristalinas que confirmaram
a presenca de atranorina e acido lobarico (Figura 19). As estruturas observadas de
atranorina sdo iguais as que ja foram relatadas no grupo I|. A identificacdo das
estruturas cristalinas foi feita por comparacdo com a cristalizacdo de extrato de

composicao conhecida e com fotos da literatura (HUNECK et al. 1996).

Figura 19 - Fotos da microcristalizagdo do extrato acetonico de um
espécime representativo do grupo Il de Stereocaulon (aumento de 10x).
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Fonte: propria autora.
Formaco®es cristalinas observadas com o tratamento do extrato com solucdes:
GE 1:3 (A), GE 3:1 (B) e GAW (C).
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A analise por microcristalizagdo confirmou a presenca de atranorina e &acido
lobarico, identificados preliminarmente por cromatografia em camada delgada. Outras
substancias presentes nos extratos nao apresentaram formacoées cristalinas, seja por
estarem presentes em baixa concentracdo ou por nao cristalizarem nas condicoes
especificadas.

Foram obtidos os dados espectrais de RMN de 'H e 13C do extrato acetonico
do espécime analisado representativo desse grupo Il (CGMS 80161).

O espectro de RMN de 'H (Figura 20) apresentou um singleto que pode
caracterizar a presenca de hidroxila fendlicade em 12,45 ppm, dois singletos de
provaveis hidrogénios aldeidicos ou de fenéis em 10,52 ppm e 10,21 ppm. Na regido
entre 8 e 6 ppm € possivel visualizar dois dubletos em 7,11 ppm (J=2,1 Hz) e 6,98
ppm (J=2,1 Hz); trés singletos em 6,65 ppm, 6,63 ppm e 6,42 ppm. Na regido mais
blindada do espectro é possivel observar a presenca de dois singletos intensos em
3,90 ppm e 3,88 ppm, além de um conjunto de sinais, dentre 0os mais intensos estao
trés singletos em 2,39 ppm, 2,34 ppm e 2,04 ppm. Ha também um tripleto em 2,85
ppm (J=7,1 Hz), um singleto em 1,23 ppm que pode ser atribuido a hidrogénios
metilénicos e um sinal 0,88 ppm que aparenta serem dois tripletos e ainda dois
multipletos na regido de 1,57 a 1,32 ppm.
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Figura 20 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato acetdnico
de Stereocaulon, representativo do grupo Il (CGMS 80161).
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Fonte: propria autoria.

O espectro de RMN de 13C (Figura 21) apresentou sinais em 203,1 ppm e 193,9
ppm, na regido mais desblindada do espectro que séo caracteristicos de carbonilas
de cetonas e aldeidos. Na regido de 169,7 ppm a 161,5 ppm podem ser observados
sete sinais atribuiveis a carbonilas de acidos carboxilicos e/ou ésteres e/ou de
carbonos aromaticos. Na faixa entre 157,4 ppm a 136,5 ppm existem seis sinais e oito
sinais entre 116,3 ppm a 105,7 ppm que podem estar relacionados a carbonos
aromaticos.

Observa-se ainda os sinais 56,5 ppm e 52,3 ppm de provaveis grupos metoxila,
além de doze sinais na faixa de 31,4 ppm a 9,3 ppm de grupos CH2z e CHs, indicando

a presenca de cadeia alquilica alifatica e de metilas ligadas a anel aromatico.
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Figura 21 - Espectro de RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato
acetbnico de Stereocaulon representativo do grupo Il (CGMS 80161).
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Fonte: propria autoria.

No espectro de RMN de 'H (Figura 20), o singleto em 12,45 ppm e um dos
singletos na regido de 10 ppm (10,21 ppm ou 10,52 ppm) podem ser atribuidos as
hidroxilas fendlicas ligadas ao C-4 e C-2'da atranorina ou a C-2 e C2" do acido
lobarico. O outro singleto na regido de 10 ppm refere-se a um hidrogénio aldeidico da
atranorina (H8). Existem também dois singletos na regido de 6 ppm, correspondentes
a dois hidrogénios ligados a carbonos aromaticos (H5 e H5"), um singleto em 3,88
ppm de éster metilico (H10") e trés singletos em 2,39 ppm, 2,34 ppm e 2,04 ppm das
metilas (H8", H9 e H9") que podem ser atribuidos também a atranorina.

Observa-se ainda nessa Figura 20 dois dubletos em 7,11 ppm (J= 2,1 Hz) e
6,97 ppm (J= 2,1 Hz) que podem ser atribuidos aos hidrogénios H3 e H5 da estrutura
do acido lobarico; além de um singleto na regido de 6 ppm que pode ser atribuido ao
hidrogénio H3". Na regido de menor deslocamento quimico aparece um singleto em
3,90 ppm referente aos hidrogénios da metoxila (H8); um tripleto em 2,85 ppm (J=7,1

Hz) que pode ser atribuido aos hidrogénios H2”; dois multipletos na regido de 1,57 a
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1,32 ppm; um singleto largo em 1,23 ppm e um possivel tripleto em 0,88 ppm podem
ser atribuidos aos hidrogénios H3”, H4”, H5” e H1’”’, H2”, H3"”, H4"”, H5"” desta
depsidona.

No espectro de RMN de 13C (Figura 21) os sinais em 193,9, 52,3 e 9,3 ppm
podem ser atribuidos a carbonila de aldeido (C8), a éster metilico (C10") e a grupo
metila (C9") ligada a anel aromético, respectivamente. Esses sinais podem ser
atribuidos a carbonos do depsideo atranorina. Ha um conjunto de 22 sinais entre 169,7
ppm a 105,7 ppm que sdo compativeis aos carbonos aromaticos e carbonilas do acido
lobarico e da atranorina. No espectro de RMN de *3C seria esperado um total de 27
(vinte e sete) sinais dessas substancias: 13 deles s&o referentes aos carbonos dos
dois anéis aromaticos da atranorina e a carbonila que participa da ligacdo éster entre
esses dois anéis (C7). Outros 14 sinais sao referentes aos dois anéis aromaticos do
acido lobarico, a carbonila que participa da ligacao entre esses dois anéis (C7) e do
carbono do grupo carboxilico (C7°) desta depsidona. Entretanto, sdo observados
apenas 22 sinais. E possivel que alguns sinais se sobreponham e/ou que sejam
menos intensos e Nnao aparecem Nno espectro.

Outros sinais também foram atribuidos ao &cido lobarico: o sinal em 56,5 ppm
correspondente a metoxila C8, em 203,1 ppm referente a carbonila ceténica (C17),
juntamente com os sinais 41,0 ppm, 31,4 ppm, 30,5 ppm, 27,0 ppm, 25,4 ppm, dois
sinais na regido de 21 ppm, 13,9 ppm e 13,8 ppm atribuidos aos carbonos da cadeia
alifatica ligada ao anel aromatico desta depsidona (C1”", C3”",C4"",C5",C1"", C2"",
C3", Ca" e C57)

sCH; O

§CH; 7COOCH;
Atranorina
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Acido lobarico

A analise cromatografica e de microcristalizacdo indicou a presenca da
atranorina e do acido lobarico como componentes principais no extrato. A analise dos
espectros de RMN de 'H e 3C indicou sinais compativeis a essas substancias,
entretanto ndo foi possivel identificar outros componentes em menor proporcao, seja
pela presenca de sinais muito proximos ao ruido que nao sao reconhecidos, e/ou pela
similaridade estrutural com a atranorina e o acido lobarico, o que tornaria muitos dos
sinais com 0 mesmo deslocamento quimico com sobreposi¢cdo nos espectros.

Foram selecionados cinco extratos de Stereocaulon que apresentaram
pequenas diferencas na analise cromatografica (CCD) para para analise por CLAE-
DAD-EM utilizando ionizacéo eletrospray. Os cromatogramas destes extratos estéo

representados na Figura 22.



Figura 22 - Cromatogramas do pico base obtidos por CLAE-DAD-EM dos extratos acetonicos de Stereocaulon (CGMS 61833,
61337, 61351, 61306 e 61835) representativos do grupo Il, no modo negativo.

-

0 L " Tieme [min)

Fonte: propria autoria.
1-13 representam substancias do extrato acetdnico analisado.

€9
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A analise dos cromatogramas aponta 13 substancias nos extratos aceténicos
de Stereocaulon analisados, as quais foram identificadas através dos dados
espectrais de massas mostrados na tabela 2. A Figura 22 mostra que 0s cinco
espécimes de Stereocaulon (CGMS 61833, 61337, 61351, 61306 e 61835)
apresentam os picos 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 e 13, indicando composi¢ao quimica
semelhante entre eles e diferindo entre si com relacdo a proporcdo destes
constituintes. O pico 1 ndo aparece ha amostra CGMS 61306 e o pico 11 esta presente
somente nas amostras CGMS 61831 e 61835.

No pico 1 foi eluida uma substancia de [M-H]- m/z 269,0453 (C1sHo0O4) € um
unico fragmento de segunda ordem de m/z 197,0602 (tabela 2). As antraquinonas
emodina e islandicina, além da estrepsilina — um dibenzofurano, apresentam essa

mesma férmula molecular de C1isH100a.

OH O OH OH O  OH
SO0, 0,
(0] O OH
Emodina Islandicina
Férmula Molecular: C1sH1004 Formula Molecular: C15H1004
CH, Q
(@)
HO O (@] O OH
Estrepsilina

Formula Molecular: C1sH1004

N&o foi possivel propor, através da analise do fragmento de m/z 197,0602 [M-
C203-H] qual destas substancias poderia gera-lo. Porém, foi possivel notar na analise
cromatografica (CCD) de algumas exsicatas, apds a revelacdo com acido sulfarico e
aguecimento, o aparecimento de uma mancha acinzentada e de Rf compativel com a
estrepsilina, o que permitiu atribuir esse pico como sendo este dibenzofurano. Essa
informacéo é ainda reforgada pelo fato de que os outros possiveis isdbmeros, emodina
e islandicina, nas mesmas condi¢des, seriam reveladas com coloracdo laranja.
Adicionalmente, a estrepslina ja foi relatada no género Stereocaulon (GONZALEZ et
al. 1992; VU, 2014).
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No pico 2 foi eluida uma substancia de [M-H]" m/z 473,1821 de férmula
molecular de C2sH2909 (tabela 2). Sdo duas possibilidades: o loxidinol e a lobarina —
sdo substancias da classe éter difenilico com semelhanca estrutural. O loxodinol
apresenta suas hidroxilas livres e a carboxila esterificada, enquanto a lobarina

apresenta uma hidroxila metilada e a carboxila na forma livre.

HO © HO Q
o) o)
HO HO
HO o H,CO o
OH OH
COOCH;, COOH
Loxodinol Lobarina
Formula Molecular: C2sH2909 Formula Molecular: C2sH2909

Espera-se que espectro de massas de compostos da classe do tipo éter
difenilico apresentem fragmentos originados da quebra da ligacao éter, além daqueles
gerados por desidratacdo e/ou descarboxilacdo, entre outros (FOO & GALLOWAY,
1979; LE POGAM et al. 2015).

A andlise dos fragmentos gerados indica que a substancia eluida no pico 2 é a
lobarina, pois apenas a lobarina pode gerar, através da quebra da ligacdo éter, os
fragmentos de m/z 251,0920 e m/z 239,0903, como é indicado na Figura 23. E ainda,
a lobarina pode gerar o fragmento de m/z 383,1851 formado pela perda de duas
moléculas de CO2, uma proveniente do anel lactol e do grupo carboxila, além de uma
molécula de H2. A Figura 24 indica a proposta de fragmentacdo da lobarina

considerando os demais fragmentos observados.
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Figura 23 - Propostas de fragmentacg&o da lobarina e loxodinol.
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HO

Lobarina Loxodinol

[M-H]-m/z 473,1821 [M-H]-m/z 473,1821

Fonte: propria autoria.

Figura 24 - Proposta da fragmentacao da lobarina.

| H T \ H
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COOH
m/z 473,1821 m/z 429,1908 m/z 411,1809
-co,
-H, ‘ —-H
I
Of‘]
= HO
HACO Sy
__)—OH
m/z 383,1851

Fonte: propria autoria.

No pico 3 foi eluida uma substancia de [M-H]" m/z 467,0974 de férmula
C24H19010 (tabela 2). Essa foérmula sugere o &cido giroforico. Este acido € um
tridepsideo, formado por trés unidades do &cido orselinico ligados por duas ligacdes
ésteres. Compostos desta classe geralmente geram fragmentos pela quebra de uma
ou mais ligacdo éster (HOLZMANN & LEUCKERT 1990; MUSHARRAF et al. 2015;
CORNEJO et al. 2016; CASTRO et al. 2017). O acido girofdrico desprotonado, através
da quebra da ligacéo éster, produz o fragmento m/z 317,0672 que pela quebra de
outra ligacdo éster produz o fragmento m/z 167,0359. Este fragmento por
desidratacéo produz o fragmento m/z 149,0262. Esses fragmentos sao observados

para a substancia eluida no pico 3 e confirmam a identificagdo do acido giroférico. A
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Figura 25 representa a fragmentacdo do &cido giroférico de acordo com HOLZMANN
& LEUCKERT (1990).

Figura 25 - Fragmentacao do acido giroférico.

CH3 -H
COOH—‘
OH
o OH
CH; O
Acido giroférico
m/z 467,0974
4 CHs H
COOH
HO OH
CH; O
m/z317,0672 " H
9
CH3 CHS 0
COOH loig
-H,0
HO OH HO o
m/z 167,0359 m/z 149,0262

Fonte: adaptado de HOLZMANN & LEUCKERT, 1990.

No pico 4 foi eluida uma substancia de [M-H] de m/z 441,1551 de férmula
C24H250s (tabela 2). Essa formula corresponde a oxisifulina, uma cromona derivada
da sifulina. Os dados espectrais de EM/EM mostraram fragmentos de valores de m/z
de 397,1632 [M-CO2-H]; 369,1761 [M-CO2-CO-H] e 353,1536 que confirmam a
presenca da oxisifulina nos extratos acetonicos de Stereocaulon do grupo Il. A via de

fragmentacao proposta para a oxisifulina € mostrada na Figura 26.
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R=H, OH
Oxisifulina — (HUNECK & YOSHIMURA, 1996)

Formula Molecular: C24H250s

Figura 26 - Via de fragmentacéo proposta para oxisifulina.

-H -H H
CH 7 1 1
7715 C7H15 CHis
MOO —
COOH
R= H, OH
oxisifulina m/z 397,1632 m/z 369,1761

m/z 441,1551

Fonte: prépria autoria.

A seguir, serdo comentadas a identificacdo da substancia eluida no pico 9, na
sequéncia aquelas eluidas nos picos 6, 7, 8 e 5, pois sdo compostos de estrutura e
fragmentacdes relacionadas:

A substancia eluida no pico 9 apresentou [M-H] de m/z 455,1661 de férmula
C2sH270s foi identificada como o acido lobarico (tabela 2). Esse ion gerou os seguintes
fragmentos: m/z 411,1808 [M-COz2-H], m/z 393,1707 [M-CO2-H20-H], m/z 384,1562
[M-CsH11-H];, m/z 367,1920 [M-2CO2-H], m/z 352,1697 [M-2CO2-CHs-H], m/z
296,1067 [M-2CO2-CsHi1-H]" e m/z 281,0824 [M-2CO2-CHs3-CsHi1-H] que
confirmaram a estrutura dessa depsidona (MUSHARRAF et al. 2015; CORNEJO et al.
2016; CASTRO et al. 2017; TORRES-BENITEZ et al. 2017; JIN et al. 2018; SALGADO

et al. 2018). A fragmentac&o do acido lobarico € mostrada na Figura 27.
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Figura 27 - Proposta de fragmentacdo do acido lobarico
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Fonte: adaptado de MUSHARRAF et al. 2015; JIN et al. 2018.

As substancias eluidas nos picos 6, 7 e 8 apresentaram o mesmo [M-H] de m/z
453,1556; 453,1544 e 453,1566, respectivamente, todas de férmula C2sH250s (tabela

2). Nao foi encontrada nenhuma substancia de origem natural, com a férmula

molecular C2sH260s, descrita na base de dados SciFinder que poderia gerar esses

fragmentos. Porém, esses isdbmeros apresentam uma unidade a mais do indice de

Deficiéncia de Hidrogénio (IDH) que o acido lobarico e seguem o mesmo padréao de
fragmentacdo (m/z 409 (M-CO2-HJ, 382 [M-CsH11-H]" 365 [M-2CO2-H] e 350 [ M-
2C02-CHs-HJ e 294 [M-2C0O2-CsHi11-H]) indicando que estes isdbmeros apresentam

uma dupla ligacdo a mais que o acido lobarico. Os fragmentos m/z 382, gerado pela

perda da cadeia —CsH11, e 0 de m/z 294 formado através da perda de duas moléculas

de CO2 e um grupo —CsHa1 indicam que essa dupla ligacéo esté localizada na cadeia

alquilica com o grupo cetbnico (anel A), nas posi¢des a, B e y ao grupo ceto de cada

uma das depsidonas. A posicao do grupo cetbnico foi considerada a mesma do acido

lobarico (17). Sendo assim, essas substancias eluidas nestes picos (6, 7 e 8) foram

nomeadas: &cidos 2”-eno lobarico, 3" "-eno lobarico e 4" "-eno lobéarico. Nao foi

possivel, no momento, definir a estereoquimica da dupla ligagéo.
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AN
L o o
o) o)
CH30 o OH CH30 o OH
COOH COOH
Acido 2""-eno lobarico Acido 3""-eno lobarico
Formula Molecular: C2sH250s Foérmula Molecular: C2sH250s
\
o) o)
o)
CH;0 0 OH
COOH

Acido 4" "-eno lobarico
Formula Molecular: C2sH250s

No pico 5 foi eluida uma substancia com [M-H] de m/z 453,1561 correpondente
a C2sH250s (tabela 2) igual as substancias eluidas nos picos 6, 7 e 8. A presenca dos
fragmentos de menor valor m/z (m/z 231,0656, m/z 193,0861 e m/z 165,0921)
sugeriram que a substancia seja um depsideo, pois compostos desta classe geram
fragmentos pela quebra da ligag&o éster entre os dois anéis aromaticos.

A analise dos fragmentos de m/z 409,1634 [M-CO2-H]', m/z 377,1384 [M-CO2-
CH3OH-H] e m/z 231,0656 [M-Ci12H1303-H20-H]" permitiram indicar que a substancia
seja um depsideo com estrutura semelhante a do acido lobarico, porém com uma

dupla ligacdo em cada uma das cadeias alifaticas.
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O fragmento de m/z 231,0656 foi essencial para determinar que as duplas
ligacbes estdo nas diferentes cadeias alifaticas. Nao € possivel determinar a
localizacdo dessas duplas ligagdes e a posicao do grupo cetbnico (C=0). O grupo
cetbnico pode estar localizado no C1” (um depsideo correspondente ao acido
lobarico, chamado de acido 1"-oxo perlatélico), como também nas posi¢cdes 2 " e 37,
como os acidos glomeliférico e miriquidico, respectivamente. Os &cidos perlatélico,
glomeliférico e miriquidico sdo relatados no género Stereocaulon (LAMB, 1977).
Sendo assim, € possivel que o grupo cetbnico deste depsideo esteja em posicdo C1™,
C2” e C3” e que as duplas ligacbes estejam localizadas em diferentes posi¢cées nas
cadeias alifaticas (C17- C4”" e C1 """- C4""). As estruturas possiveis para este
depsideo estéo representadas na Figura 28. Nao foi possivel, no momento, definir a
estereoquimica da dupla ligacdo. A proposta de fragmentacédo € indicada na Figura

29.

Ry

CH30 OH on Ri=GCsH0
Rz = CsHyg

R, COOH

Depsideo eluido no pico 5
Formula Molecular: C2sH260s
Acido 1”-oxo -eno”-eno’” perlatdlico ou
Acido -eno” -eno’ glomeliférico ou
Acido -eno” -eno’” miriquidico
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Figura 28 - Possiveis estruturas do depsideo eluido no pico 5 (Férmula C2sH260s)
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Figura 28 - Possiveis estruturas do depsideo eluido no pico 5 (Férmula C2sH260s)
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Figura 28 - Possiveis estruturas do depsideo eluido no pico 5 (Férmula C2sH260s)

(concluséo)
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Figura 29 - Proposta de fragmentacdo do depsideo (C2sH260s) eluido com tempo
de retencgao 48,5 min (pico 5).
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Fonte: propria autoria.

Nesse mesmo pico (5) foi eluida uma outra substancia que apresenta
fragmentos tipicos de depsidona, formados pela perda consecutiva de duas moléculas
de COz2, como o de m/z 365,1775 [M-2CO2-H], 350,1601 [M-2CO2-CHs-H]", 333,1468
[M-2CO2-HOCHs3-H],, além do m/z 391,1476 [M-CO2-H20-H]. A analise desses
fragmentos sugere a estrutura de uma depsidona de estrutura semelhante ao acido
lobarico com uma dupla ligacdo na cadeia alifatica, porém também néo é possivel
indicar a localizag&o do grupo cetonico e da dupla ligagdo. Para identificacdo desta
depsidona sera considerado que o0 grupo ceto esteja na posicdo C1” como o acido
lobarico. Assim, como ja foram descritas as depsidonas isbmeras: acido 2°"-eno
lobarico, acido 3" -eno lobarico e 4cido 4" -eno lobarico, propomos que a dupla ligacao

dessa nova substancia esteja na cadeia alquilica do anel B, podendo ser um dos

rrs rrs rrs

seguintes &cidos: 1”""-eno lobarico, 2"""-eno lobarico, 3"""-eno lobarico ou 0 4 ""-eno
lobarico, mostradas na Figura 30. A Figura 31 ilustra a proposta para formacao dos
fragmentos para esses acidos. Nao foi possivel, no momento, definir a estereoquimica
da dupla ligacéo.

Sendo assim, provavelmente existem dois isdbmeros coeluindo no pico 5:

v um depsideo: o acido 1 “"-oxo - eno”, -eno’’perlatdlico ou &cido - eno”,

-eno’” miriquidico ou acido - eno”, -eno’”’ glomeliférico;

v uma depsidona: o acido 1”""-eno lobarico, ou o acido 2" -eno lobarico,

rrs rrrs

ou o acido 3"7"-eno lobarico ou o acido 4°""-eno lobarico.



Figura 30 - Possiveis estruturas da depsidona eluida no pico 5
(Formula C2sH260s)
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Fonte: propria autoria.

Figura 31 - Proposta de fragmentacdo da depsidona eluida com
tempo de retengéo 48,5 min (pico 5).
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As substancias eluidas nos picos 5, 6, 7 e 8 apresentam estruturas proximas
ao acido lobarico e devem apresentar comportamento cromatografico semelhante a
este acido, podendo entéo corresponder as manchas sobrepostas ao acido lobarico,
comentadas anteriormente, quando da interpretacdo dos resultados da CCD dos
extratos acetdnicos do grupo de espécimes de Stereocaulon em estudo.

A substancia eluida no pico 10 apresentou [M-H] de m/z 373,0934 e formula
C19H170s (tabela 2). A fragmentacdo EM/EM levou aos fragmentos de m/z 195,0672
[M-CoH704-H], m/z 177,0197 [M-C10H1104-H] e m/z 163,0401 [M-CoH704-CH3OH-H]
. Esses fragmentos confirmam a estrutura do depsideo atranorina. O padrdo de
fragmentacdo da atranorina ja foi apresentado na andlise do extrato acetbnico de
liquens do grupo | representada na (Figura 15).

A substancia eluida no pico 11 apresentou [M-H] de m/z 395,2801 de férmula
C23H300s (tabela 2). Essa substancia foi identificada como o &cido
vinapraesorediosico B, que € um acido graxo lactonizado com 17 atomos de carbono

na cadeia saturada alifatica.

CH,
HOOC

23

Acido vinapraesoredidsico B
Formula Molecular: C23H00s5

Os fragmentos m/z 351,2941 [M-CO2-H]" e m/z 323,3018 [M-CsHsO-H]
confirmaram sua estrutura. A proposta para formacao desses fragmentos € indicada

na Figura 32.
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Figura 32 - Proposta de fragmentacéo do acido vinapraesorediosico B.
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Fonte: propria autoria.

No pico 12 foi eluida uma substancia com [M-H] de m/z 385,2972 de férmula

C22H410s (tabela 2) identificada como o acido bourgeanico.

H3C COOH
OH (0]

H3C 0] CH3

CHy CHs ¢y, CH; CHg

Acido bourgeanico
O fragmento observado de m/z 201,1499 confirma sua estrutura e é formado

através da quebra da ligacéo éster, como é indicado na Figura 33.

Figura 33 - Proposta de fragmentacédo do acido
bourgeanico.

m/z201,1499
[M-Cy;H,,05]

HsC CHjs

CHs CHs ¢, CH; CHs

m/z201,1499
[M-Cy;H,,05]

Acido bourgeanico
m/z 385,2972

Fonte: propria autoria.
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No pico 13 foi eluida uma substadncia que apresentou ion molecular
desprotonado de m/z 441,1910 (CzsH2907). Esta formula corresponde a duas

substancias, o acido colenséico e o acido picroliquénico.

0 0
o) 0
o)
OCHj OH CH50 0] OH
COOH COOH
Acido picroliquénico Acido colensoico
Férmula Molecular: C2sHz007 Férmula Molecular: C2sH3007

Porém, observando os fragmentos (pico 13 - tabela 2), é provavel que os
fragmentos de m/z 397,2059 [M-CO2-H]', m/z 370,1751 [M-CsHi2-H]", m/z 353,2151
[M-2CO2-H] e m/z 338,1868 [M-2CO2-CHzs-H]- m/z 353 [M-2CO2-H] e m/z 338 [M-
2CO02-CHs-H] sejam formados a partir do acido colensdéico, como mostra a Figura 34.
O &acido picroliguénico ndo gera os fragmentos de m/z 353 e 338, pois envolvem a
perda de duas moléculas de CO2. Assim, a substancia eluida no pico 13 é o acido

colensodico.

Figura 34 - Proposta de fragmentacdo do acido colensaico.

\/ 1H / T 4 H
) ¢ §
( Vi /
I Y & )
e -0 -co, AN~ ou [‘/ N——\~OH
AN = [\ B \ /\/[‘J |
H,CO o /F\:%OH — HyCo” P o0 '\*f_ o H,CO” 20 S
W, /" COOH fg,ﬁ [
/ 4 \/
Acido colenséico m/z397,2059 m/z397,2059

m/z441,1910 l -co,

| -CgHy, / H { T

v \> /

H (
(o]
A ﬂ/‘\\“g“,'\\ﬁ,on
j \,I 0 i [ N “CHy o ~2N ol o)
HyCO™ N0 xh‘§—0H O~ N \*n’A\;’" 3 o //r
= S |
/—/ COOH ‘ [/
— _
[ m/z338,1568
m/z370,1751 m/z353,2151

Fonte: propria autoria.



Tabela 2 - Dados de CLAE-DAD-EM dos extratos acetdnicos de Stereocaulon representativos do grupo Il (continua).

fon (s) - Fragmento
(s) MS/MS (m/z)

Identificacdo da

Substancia Estrutura quimica

197,0602 (C13H9O2)

CH, Q
- o}
Estrepsilina O O
HO OH

429,1908 (C24H2907)
411,1809 (C24H2706)
383,1851 (C23H270s)
251,0920 (C13H150s)
239,0903 (C12H150s)

Lobarina ng
H,CO

317,0672 (C16H1307)
167,0359 (CsH7O4)
149,0262 (CsHsO3)

COOH
Acido giroférico \@lﬁ
H

CH; O

Tempo de ) Férmula

: ~ [M-H]
Pico Retencéo (m/z) Molecul
(min) ar [M-H]
1 32,7 269,0453 C15H90s
2 43,9 473,1821  Ca25H2909
3 455 467,0974  C24H19010
4 475 441,1551  C24H250s

397,1632 (C23H2506)
369,1761 (C22H2505)
353,1536 (C22H2504)
329,1728 (C20H2504)

Oxisifulina

08



Tabela 2 - Dados de CLAE-DAD-EM dos extratos acetdnicos de Stereocaulon representativos do grupo Il (continua).

Tempo de Féormula - - ~
: ~ [M-H] lon (s) - Fragmento (s) Identificagdo o
Pico Retencéo (m/z) Molecul_ar MS/MS (m/z) da Substancia Estrutura quimica
(min) [M-H]
Acido 1-"oxo CsH70
-eno’”’, -eno’”’ o
perlatélico ou
409,1634 (C24H2506) Acido -eno” CH30 OH OH
391,1476 -eno’”’
377,1384 (C23H2105) glomeliférico ou CeHy COOH
365,1775 (C23H2504) Acido -eno”
5 48,5 453,1561 C25H2508 350,1601 -eno’”’
333,1468 (C22H2103) miriquidico
231,0656 (C13H1104) o
193,0861 (C11H1303) 2
165,0921(C10H1302) o} OH
s O
Acido eno’” HaCO Oi;if
lobarico CsHo OH
|
|
409,1663 (C24H250s) °
382,1416
6 50,2 453,1556 C25H2508 365,1775 (C23H2504)
350,1537 Acido 2" -eno CH,0 OH
294,0952 (C11H17009) lobérico S
409,1663 (C24H2506) Acido 3""-eno o,
7 50,5 453,1544 Ca2s5H250s8 365,1775 (C23H2504) lobarico
382,1416
350,1537

CH30 o H
COoH

18



Tabela 2 - Dados de CLAE-DAD-EM dos extratos aceténicos de Stereocaulon representativos do grupo Il (continua).

Formula fon (s) -
Molecular Fragmento (s)
[M-H] MS/MS (m/z)

Tempo de
Pico Retencéo
(min)

[M-H]
(m/z)

Identificacdo da
Substancia

Estrtuturas quimica

409,1663 (C24H2506)
365,1775 (C23H2504)
382,1416
350,1537

8 50,8 453,1566 CasH250s8

Acido 4 -eno
lobarico

A
o)

0

o
CH30 0 OH
COOH

411,1808 (C24H2706)
393,1707 (C24H2505)
384,1562
367,1920 (C23H2704)
352,1697
339,1852 (C18H270s)
309,1156 (C19H1704)
296,1067
281.0824 (C17H1304)

9 52,0 455,1661 C25H270s Acido lobérico

o o
0 OH
HaCO o o
OH

195,0672 (C10H1104)
177,0197 (CoHs04)
163,0401 (CoH703)

10 52,7 373,0934 C19H180s Atranorina

CH; O

o} CH;
HO oH oH
CHO

CH; COOCH,

8



Tabela 2 - Dados de CLAE-DAD-EM dos extratos acetdnicos de Stereocaulon representativos do grupo Il (concluséo).

Tempo de ] Formula fon (s) - —
Pico Retencéo [('\rﬂn/g Molecular Fragmento (s) Id?&gggﬁi?ada Estrtuturas quimica
(min) [M-H] MS/MS (m/z)
351,293% (3c0212g|3903) Acido o Hooc [
, . Lo o
11 54,1 395,2801 Ca23H3905 305,2867 (C21H370) vmapraesgredmsmo o
291,2684 (C20H350)
H,C COOH
OH (0]
12 56,2 385,2972 C22H4105 201,1499 (C11H2103) Acido bourgeanico HSCWO CHs
CH3; CH3 CHg CH3 CHs
397,2059 (C24H290s) o
370,1751
353,2151 (C23H2903) A ey O
13 56,3 441,1910 Ca2s5H2007 338,1868 Acido colensoéico
295,1360 (C19H1903) CH30 0 OH

267,1035 (C17H1503)

COOH

Fonte: prépria autoria.
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As andlises por microcristalizacdo e cromatografia em camada delgada
permitiram identificar a atranorina (pico 10) e o acido lobérico (pico 9) no extrato
acetonico de espécimes do grupo Il. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C
indicou sinais compativeis a essas substancias.

Na microcristalizacdo, as demais substancias contidas no extrato ndo foram
observadas seja pela baixa concentracdo ou por n&o cristalizarem nos meios
utilizados. A estrepsilina (pico 1), a lobarina (pico 2), o acido giroforico (pico 3), a
oxisifulina (pico 4), o depsideo acido 1""-oxo” -eno” -eno’’perlatdlico ou acido -eno™
-eno””” glomeliférico ou acido -eno”” -eno””” miriquidico, as depsidonas acido 2”-eno
lobarico, acido 3”-eno lobérico, &cido 4”-eno lobarico e &cido -eno’ lobérico (picos 5,
6, 7 e 8), os acidos vinapresoredidsico (pico 11), bourgeéanico (pico 12) e o &cido
colensoico (pico 13) nao foram identificados nos cromatogramas (CCDs) seja porque
apresentam valores de Rf proximos ao do &cido lobarico ocorrendo sobreposicéo das
manchas, seja pela nao revelacdo de algumas dessas substancias devido a baixa
proporcéo de algumas delas no extrato.

A analise dos cromatogramas de pico base obtidos por CLAE-DAD-EM dos
extratos deste grupo (Figura 22) permite identificar trés grupos quimicos bastantes
semelhantes entre si, diferindo na presenca/ auséncia da estrepsilina e/ou do acido
vinapraesorediésico B:

Grupo quimico A: contendo estrepsilina (pico 1), lobarina (pico 2), acido
giroférico (pico 3), oxisifulina (pico 4), &cido 1 “"-oxo -eno” -eno’ perlatolico ou acido
-eno”” -eno””” glomeliférico ou acido -eno”” -eno””” miriquidico, -eno”” lobarico, -eno’™”
lobarico (picos 5, 6, 7, 8), acido lobéarico (pico 9), atranorina (pico 10), acido
bourgeanico (pico 12), &cido colensadico (pico 13);

Grupo quimico B: contendo lobarina (pico 2), acido giroférico (pico 3),
oxisifulina (pico 4), &cido 1 ""-oxo -eno” -eno’” perlatdlico ou acido -eno”” -eno™”
glomeliférico ou acido -eno”™” -eno””” miriquidico, -eno”” lobarico, -eno’” lobarico (picos
5, 6, 7, 8), acido lobarico (pico 9), atranorina (pico 10), acido bourgeanico (pico 12),
acido colensobico (pico 13);

Grupo quimico C: contendo estrepsilina (pico 1), lobarina (pico 2), acido
girofdrico (pico 3), oxisifulina (pico 4) acido 1”"-oxo -eno” -eno’” perlatdlico ou acido
-eno”” -eno””” glomeliférico ou &cido -eno”” -eno””" miriquidico, -eno”” lobarico, -eno’™

lobarico (picos 5, 6, 7, 8), acido lobarico (pico 9), atranorina (pico 10), acido
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vinapraesorediosico B (pico 11), acido bourgeéanico (pico 12), acido colensadico (pico
13).

A Figura 35 mostra os trés grupos quimicos dos extratos acetbnicos de
Stereocaulon do grupo I, a partir dos cromatogramas de pico base obtidos por CLAE-
DAD-EM.



Figura 35 - Cromatogramas de pico base dos extratos acetdnico de Stereocaulon indicando trés grupos quimicos (A, B e C).

- ﬁ 12
Grupo Quimico A 2 2 . 45 ¢8
A PO < A

13
6o 7 12
Grupo Quimico B 2 3 45 68|10 1
- 1 " % 12
Grupo Quimico C L 2 3 5 & 11 43
L T T T T I A T ST

Fonte: propria autoria.
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A lobarina (pico 2), acido giroforico (pico 3), oxisifulina (pico 4), &cido 1”-oxo
-eno” -eno’” perlatdlico ou acido -eno” -eno’ glomeliférico ou acido -eno” -eno’
miriquidico, -eno” lobarico, -eno’ lobarico (picos 5, 6, 7, 8), acido lobarico (pico 9),
atranorina (pico 10), acido bourgeanico (pico 12) e o acido colensdéico (pico 13) estédo
presentes nas cinco exsicatas analisadas (CGMS 61833, 61337, 61351, 61306,
61835).

A partir das informacdes sobre a composicéo quimica e da analise morfolégica
as 71 exsicatas desse grupo, foram identificadas a nivel de espécie e separadas em
grupos quimicos: Stereocaulon alpinum (3 grupos quimicos — A, B e C), Stereocaulon
melanopotamicum (1 grupo quimico — B) e Stereocaulon implexum (1 grupo quimico
- B).

Segue abaixo, a identificacdo das exsicatas, com sua respectiva composi¢cao
quimica, local de coleta, nimero de coletor e numero de herbéario (CGMS).
Stereocaulon alpinum Laurer. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo quimico A - strepsilin, lobarin, gyrophoric acid, oxysiphulin, lobaric
2”-en, lobaric 3”-en, and lobaric 4”-en acids, lobaric en””” acid, 1""-oxo -en” -en’”’
perlatolic acid or -en” -en’” glomelliferic acid or -en” -en” miriquidic acid, lobaric acid,
atranorin, bourgeanic acid colensoic acid. Specimens analyzed collected in Cievo
Point (Primavera base surrounding, Argentina) ASPA 134, Antarctica: M.C. Scur 750
(CGMS 61337), 64°5'36.35”S, 60°34°27.34”W. Danco Coast, Cievo Point, Musgo
Island, Antarctica: M.C. Scur 843 (CGMS 61351), 64°10°3.50”S, 61°2'48.50”"W.
Stereocaulon alpinum Laurer. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo quimico B - lobarin, gyrophoric acid, oxysiphulin, lobaric 2”-en,
lobaric 3”-en, and lobaric 4”-en acids, lobaric en””” acid, 1""-oxo -en” -en’” perlatolic
acid or -en” -en’” glomelliferic acid or -en” -en’” miriquidic acid, lobaric acid, atranorin,
bourgeanic acid and colensoic acid. Specimens analyzed collected in South Shetland
Islands, King George Island, Keller peninsula, Antarctica: A.A. Spielmann 488 (CGMS
80157), 62°04'40.5”’S, 58°25'25.5"W. Collected in South Shetland Islands, Liningston
Island, Byers Peninsula, Antarctica: A.A. Spielmann 3419 (CGMS 80158),
62°40'18.7”S, 61°06°'18.1”"W; Spielmann 3523, 3722 (CGMS 80159, 80161),
62°40'19.3”S, 61°06'23.9”"W; A.A. Spielmann 3878 (CGMS 80162), 62°40’23.9”S,
61°06’44.2”W; A.A. Spielmann 3933 and 4664 (CGMS 80163, 80166), 62°40°20.6”S,
61°06'28.9”W; Spielmann 4019 and 4040 (CGMS 80164, 80165), 62°40'16.6”S,
61°06°20.8"W. Collected in South Shetland Islands, King George Island, Admiralty
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Bay, Antarctica: A.A. Spielmann 5178 and 12178 (CGMS 80167, 80171),
62°10'45.2”S, 58°26°54.1”W. Collected in South Shetland Islands, King George Island,
Potter Peninsula Stranger Point, Antarctica: A.A. Spielmann 7405 (CGMS 80169),
62°15'29.5”S, 58°36’51.6”W. Collected in South Shetland Island Deception Island,
Operantar XXIX, Antarctica: A.A. Spielmann 9200 (CGMS 80170), 62°59'18.56"S,
60°40’0.06”W. Collected in Tierra del Fuego, Chile: A.A. Spielmann 12530 (CGMS
80174), 54°48°'43.10”S, 68°32°23.40”"W; A.A. Spielmann 12614, 12659 and 12689
(CGMS 80175, 80176, 80177), 54°49'8.27"S, 68°30°36.22”"W. Collected in Point 32,
Elephant Point, Livingston Island, South Shetlands, Antarctica: A.P. Lorenz-Lemke
270 (CGMS 61803), 62°41°09.6”S, 60°51°'38.5”"W. Collected in Point 43, Spark Point,
Greenwich Island, South Shetland, Antarctica: A.P. Lorenz-Lemke 432 and 433
(CGMS 61821 and 61822), 62°26’43.5”S, 59°44°09.5"W. Collected in Rip Point,
Nelson Island, South Shetlands, Antarctica: A.P. Lorenz-Lemke 784 (CGMS 61836),
62°14'26.8”S,58°58’45.8”"W. Collected in Hennequin Point, King George Island, South
Shetlands, Antarctica: C. Bernardo 500, 502 and 504 (CGMS 80178, 80179, 80181),
62°7°17.58”S, 58°23’39.06”W. Collected in Peninsula Marton, King George lIsland,
South Shetland, Antarctica: C. Bernardo 503 (CGMS 80180), 62°4’18.42"S,
58022°27.30”W. Collected in Ardley Island, Antarctica: Diogo 153 and 166 (CGMS
80182, 80183), 62°12'49.5”’S, 58°56'22.3"W. Collected in Refugio 2 Keller Peninsula,
King George Island, South Shetlands, Antarctica: M. C. Scur 26 and 28 (CGMS 61294
and 61295), 62°04°00.8”S, 58°24°'59.7”W; M.C.Sur 39 (CGMS 61296), 62°04'25.7"’S,
58°24°46.4”W. Collected in Ullmam Point, Keller Peninsula, King George Island, South
Shetlands, Antarctica: M.C. Scur 165 and 194 (CGMS 61301 and 61303),
62°04'49.1”S, 58°21°06.8”"W. Collected in Cievo Point ( Primavera base surrounding,
Argentina) ASPA 134, Antarctica: M.C. Scur 757 (CGMS 61338), 64°5'36.35”'S,
60°34'2.34”W; M.C. Scur 836 (CGMS 61347), 64°9’34.301”S, 60°56’10.9”W.
Collected in Tierra del Fuego National Park, Cerro Guanaco, upper part, exposed site
TFA17, Argentina: M.J. Kitaura 4055 and 4056 (CGMS 61857 and 61858),
54°49'06.50”S, 68°30'37.70”W. Collected in Tierra del Fuego National Park, Cerro
Ganaco, part with undergrowth, TFA18, Argentina: M. J. Kitaura 4059, 4060, 4063,
4067 and 4069 (CGMS 61859, 61860, 61861, 61862 and 61863), 54°49°'08.52”S,
68°30°35.04”W. Collected in Tierra del Fuego National Park, Cerro Guanaco, high part,
left peak at the end of the trail, TFA30, Argentina: M; J. Kitaura 4149 (CGMS 61873),
54°48'38.05”S, 68°32'28.60”"W. Collected in Tierra del Fuego National Park, Cerro
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Guanaco, high part, base of the left hill, TFA29, Argentina: M. J.Kitaura 4150 (CGMS
61874), 54°48°38.05”S, 68°32'28.60”"W. Collected in Antarctica: N.M. Koch 5172
(CGMS 80184), 62°27'36.2”S, 59°30°32.0"W. Collected in Shetland Islands,
Antarctica: T. D. Barbosa 407, 423 and 462 (CGMS 80185, 80186, 80187),
62°7°12.78”S, 58°23'42.00"W; T.D. Barbosa 584 (CGMS 80188), 62°05’03.7”S,
57°56'59.9”W. Collected in Shetland Islands (Greenwich), Antarctica: T. D. Barbosa
609 (CGMS 80189), 62°26’40.25”S, 59°43'43.30”W. Collected in Shetland Islands
(Punta Harmony): T.D.Barbosa 611, 612, 613 and 614 (CGMS 80190, 80191, 80192,
80193), 62°18°22.3”S, 59°11'565.3”"W. Collected in Shetland Islands (Robert Island),
Antarctica: T.D. Barbosa 615 (CGMS 80194) 62°27°36.2”S, 59°30’°32.0”"W. Collected
in North Plateau, Stinker Point, Elephant Island, Antarctica: W.S. Fava 123 and 125
(CGMS 61249 and 61250), 61°13’'13.0”S 55°22’16.8"W; W.S. Fava 262 (CGMS
61272), 61°12’53.4”S, 55°22’06.3”"W. Collected in Ullmam Point, Keller Peninsula,
King George Island, South Shetlands, Antarctica: M.C. Scur 193 (CGMS 61302),
62°04'49.1”S 58°21°06.8”W. Collected in South Shetland Islands, liningston lIsland,
Byers Peninsula, Antarctica: A.A. Spielmann 3602 (CGMS 80160), 62°40'19.3”S
61°06'23.9”"W. Collected in South Shetland Islands, King George Island, Potter
Peninsula, Stranger Point, Antarctica: A.A. Spielmann 7388 (CGMS 80168),
62°15°29.5”S, 58°36°51.6”W. Collected in Rip Point, Nelson Island, South Shetlands,
Antarctica: A. P. Lorenz-Lemke 765 and 791 (CGMS 61832 and 61837), 62°14'26.8”'S,
58°58'45.8”"W. Collected in Cievo Point (Primavera base, Argentina) Danco Coast,
Antarctica: M.C. Scur 206 (CGMS 61306), 64°09’50.6”S, 60°56°57.9”W.
Stereocaulon alpinum Laurer. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo quimico C - strepsilin, lobarin, gyrophoric acid, oxysiphulin, lobaric
2”-en, lobaric 3”-en, and lobaric 4”-en acids, lobaric en””” acid, 1""-oxo -en” -en’”’
perlatolic acid or -en” -en’” glomelliferic acid or -en” -en” miriquidic acid, lobaric acid,
atranorin, vinapraesorediosic acid B, bourgeanic acid and colensoic acid. Specimens
analyzed collected in Rip Point, Nelson Island, South Shetlands, Antarctica: A. P.
Lorenz-Lemke 767 (CGMS 61833), 62°14'26.8”S, 58°58'45.8"W and Rip Point,
Nelson Island, South Shetlands, Antarctica: A. P. Lorenz-Lemke 782 (CGMS 61835),
62°14'26.8”S, 58°58'45.8”"W.

Stereocaulon melanopotamicum |.M. Lamb. Identified by J.M. Torres & A.A.
Spielmann. Chemical composition: Grupo Quimico B- lobarin, gyrophoric acid,

oxysiphulin, lobaric 2”-en, lobaric 3”-en, and lobaric 4”-en acids, lobaric en””" acid, 1""-
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oxo -en” -en’” perlatolic acid or -en” -en”™ glomelliferic acid or -en” -en’” miriquidic
acid, lobaric acid, atranorina, bourgeanic acid colensoic acid. Speciemens collected in
Tierra del Fuego National Park, close to the visitor center, Lapataia Bay, TFA31,
Argentina: M.J. Kitaura 4166 (CGMS 61876), 54°50'41.42’S, 68°33'62.31”W. Tierra
del Fuego National Parkm Lapataia river, TFAO6, Argentina: M.J.Kitaura 3337 (CGMS
61844) 54°50°'34.44’S, 68°34°05.52”W.

Stereocaulon implexum Th. Fr. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo Quimico B - lobarin, gyrophoric acid, oxysiphulin, lobaric 2”-en,
lobaric 3”-en, and lobaric 4”-en acids, lobaric en””” acid, 1""-oxo -en” -en’”’ perlatolic
acid or -en” -en’” glomelliferic acid or -en” -en” miriquidic acid, lobaric acid, atranorina,
bourgeanic acid and colensoic acid. Specimens collected in Los Glaciares National
Park, Cerro El Chatén, Desert Lake, PAO5, Argentina: M.J. Kitaura 4228 (CGMS
61886), 49°04°20.74”S, 72°53'27.32”W. Collected in Torres del Paine Park, Gray
Glacier lookout trail, PCO1, Chile: M.J. Kitaura 4238 (CGMS 61889), 51°06’39.78"S,
73°06'43.95”W.
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4.3 Grupo lll - atranorina, acidos estitico, norstitico, menegaziaico e

hipoconstitico.

Este grupo é representado por 52 (cinquenta e duas) exsicatas de liquens. A
Figura 36 mostra o perfil cromatografico de um extrato representativo do conjunto de
amostras analisadas neste grupo juntamente com extratos de composi¢ao conhecida,
contendo atranorina, &acido norstitico, acido salazinico, acido estitico e &cido

constitico, no eluente tolueno: dioxano: acido acético (90:25:4 v/iviv).

Figura 36 - Cromatografia em camada delgada do extrato aceténico de um
espécime representativo do grupo Il de Stereocaulon no eluente tolueno:
dioxano: acido acético (90:25:4 v/iviv).

B

Atr.

Est.
..
sal. X
o
¥ v
o
+
Sal. Cons. .

Fonte: prépria autoria.

Visualizacdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm (A); revelacao com &cido sulfarico
10% em metanol e aquecimento até o completo aparecimento das manchas (B); Nor + Sal.:
extrato contendo os acido norstitico e salazinico; Est + Cons.: extrato contendo os acidos
estitico e constitico; Ext.: extrato acetdnico de um espécime de Stereocaulon representativo
do grupo llI; Atr.: Atranorina. X: Substancia X presente no extrato aceténico; Y: Substancia Y
presente no extrato acetonico.
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A analise cromatografica do extrato acetbnico de Stereocaulon (Figura 36)
indicou a presencga de cinco manchas (36A), sendo trés delas com comportamento
cromatografico compativeis a atranorina, ao acido norstitico e ao acido estitico, além
das manchas, X e Y. O acido norstitico esta presente em baixa concentracdo, assim
s6 foi possivel detectar a sua presenca na revelagdo com luz UV.

O extrato acetonico de Stereocaulon foi recromatografado em outro eluente
[tolueno: acetato de etila: acido formico (139:83:8 v/v/v)]. O cromatograma é mostrado
na Figura 37. Observa-se neste cromatograma que X esta migrando junto ao acido

estitico, e Y com Rf proximo ao do &cido salazinico.

Figura 37 - Cromatografia em camada delgada do extrato acetonico de
um espeécime representativo do grupo lll de Stereocaulon no eluente
tolueno: acetato de etila: acido formico (139:83:8 v/v/v).
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Nor.
55
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Fonte: prépria autoria.

Visualizacdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm (A); revelacdo com &cido sulfarico
10% em metanol e aquecimento até o completo aparecimento das manchas (B); Atr:
Atranorina; Sal + Consal: extrato contendo os acidos salazinico e consalazinico; Nor.+ Est. +
Cons.: Extrato contendo os &cidos norstitico, estitico e constitico; Ext.: extrato acetdnico de
um espécime de Stereocaulon representativo do grupo lll. X: Substancia X presente no extrato
acetonico; Y: Substancia Y presente no extrato aceténico.
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Os acidos norstitico, estitico e salazinico sdo depsidonas que apresentam em
sua estrutura um anel lactol. Além dessas, outras depsidonas lactonizadas séo
conhecidas. Visando identificar as substancias X e Y nos cromatogramas deste grupo
[l foi elaborada uma compilacdo de dados da literatura referentes aos valores de Rf e

cor apresentada por depsidonas lactonizadas, apos revelagédo quimica (tabela 3).

CH; O
@) Rj
R.0 o OH
R> H
O
R4O O
Tabela 3 - Valores de Rf e cor observada na revelacdo quimica de depsidonas com
anel lactol.

< s 5 Cor da
Acido R1 R> Rs Rs  Eluente Eluente R g

1 5 evelacao
a- acetilconstitico  CHs  CHO CHz- H 16 23 laranja

OCOCH3

a- CHo-
acetilhipoconstitico CHe  CHe OCOCHs H 34 46 vermelho
a-acetilsalazinico H CHO CH20COCHs3 H 29 40 laranja
conorstitico H CH20H CHs H 11 26 laranja
consalazinico H CH20H CH20H H 2 6 laranja
constitico CHs CHO CH20H H 7 9 marrom
criptoestitico CHs CH:0H CHs H 14 27 laranja
hipoconstitico CHs CHs CH20H H 15 28 vermelho
hiposalazinico H CHs CHs H 34 44 vermelho
hipostitico CHs CHs CHs H 50 61 vermelho
menegaziaico CHs OH CHs H 19 36 cinza
metilestitico CHs CHO CHs CHs 50 49 laranja
norstitico H CHO CHs H 40 57 amarelo
salazinico H CHO CH20H H 10 26 laranja
estitico CHs CHO CHs H 32 34 marrom
substitico CHs CHO H H 13 23 marrom

Fonte: adaptado de (HUNECK & YOSHIMURA, 1996 e ELIX, 2014).
1- Tolueno: dioxano: acido acético (180:45:5 v/v/v); 2- Tolueno: acetato de etila: acido férmico
(139:83:8 v/viv); * acido sulfarico 10% e aquecimento.
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Na Figura 37B a substancia X mostrou cor acinzentada na revelacao com acido
sulfarico. Dentre as depsidonas citadas na tabela 3, apenas o acido menegaziaico
apresenta cor cinza apos revelacdo com acido e aguecimento.

No eluente tolueno: acetato de etila: acido formico (139:83:8 v/v/v), o acido
menegaziaico apresenta valor de Rf muito préximo ao valor do &cido estitico (36 e 34,
respectivamente). A Figura 37 mostra a CCD do extrato acetdnico de Stereocaulon
nesse eluente e observa-se a sobreposicdo das manchas correspondentes ao acido
estitico e a substancia que revela cinza. Considerando o comportamento
cromatografico dessa substancia (Figuras 36 e 37) € possivel sugerir que a
substancia X seja 0 acido menegaziaico.

A substancia Y (Figura 37) mostra migracao cromatografica proxima aquela do
acido salazinico (padrdo cromatografico). Os acidos criptoestitico, conorstitico e
hipoconstitico apresentam valores de Rf proximos aquele do acido salazinico no
eluente considerado, entretanto, somente o &cido hipoconstitico revela com cor
rosado/avermelhado. Dessa forma, comparando o perfil cromatografico da substancia
Y, com os dados da tabela 3, é possivel sugerir que Y seja o0 acido hipoconstitico.

A andlise da microcristalizacao do extrato aceténico de Stereocaulon em GAoT
mostrou estruturas cristalinas caracteristicas do depsideo atranorina e da depsidona
acido estitico. As estruturas observadas de atranorina sao iguais aquelas que ja foram
relatadas no grupo | conforme foi mostrado na Figura 9A. A Figura 38 apresenta a

foto dos cristais do acido estitico cristalizado em GAOoT.

Figura 38 - Foto das formac®es cristalinas do &cido estitico observadas pela
cristalizagao do extrato acetdnico de liguens do grupo Il em GAoT.

Fonte: prépria autoria.
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Foram obtidos espectros de RMN de 'H (Figura 39) e 13C (Figuras 40) do extrato

acetbnico de Stereocaulon do espécime analisado representativo do grupo Il (CGMS

61845).

Figura 39 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato
acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo Il (CGMS 61845).
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Fonte: propria autoria.

No espectro de *H (Figuras 39) observou-se um singleto alargado em 12,44 ppm,

gue pode ser de hidrogénio de hidroxila fendlica; trés singletos proximos a 10 ppm

(10,53 ppm, 10,46 ppm e 10,21 ppm) de provaveis hidrogénios aldeidicos ou fendlicos,

além de um singleto alargado em 8,23 ppm, sugerindo a presenca de hidroxila de anel

lactol de depsidonas. J& na regido intermediaria do espectro foram observados quatro

singletos em 7,10 ppm, 6,86 ppm, 6,65 ppm e 6,42 ppm. Na regido mais blindada sé&o

encontrados além de um singleto em 4,45 ppm, trés singletos em 3,91 ppm, 3,87 ppm

e 3,84 ppm indicando metoxilas. Existem também seis sinais, todos singletos na

regiao de 2,39 ppm, 2,34 ppm, 2,19 ppm, 2,14 ppm, 2,08 ppm, 2,04 ppm, podendo

representar metilas ligadas a anel aromatico, dois singletos em 1,48 ppm (sinal largo)
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e 1,22 ppm sinalizando provaveis grupos metilénicos, além de um sinal que aparenta

ser um multipleto em 0,85 ppm.

Figura 40 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato
acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo Il (CGMS 61845).
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Fonte: prépria autoria.

Os espectros de RMN de 3C do extrato acetdnico sdo mostrados na Figura

40. Observando o espectro a partir da regido mais desblindada, é possivel notar os

sinais 193,9 ppm e 186,7 ppm, regido tipica de carbonilas de aldeidos. Em seguida,

sdo observados sete sinais: 169,7 ppm, 166,5 ppm, 164,5 ppm, 163,4 ppm, 162,4

ppm, 161,5 ppm e 160,8 ppm que podem ser de carbonilas de ésteres, acidos
carboxilicos além de carbonos aromaticos. Na regido de 157 ppm até 100 ppm, ha um

conjunto de vinte sinais. Todos esses sinais estao presentes em regido de carbonos
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aromaticos e/ou alcenos. O sinal 95,1 ppm pode ser de carbono ligado a um
heteroatomo mais eletronegativo. Na faixa de 75 ppm a 50 ppm existem dez sinais
que podem ser atribuidos a carbonos ligados a heteroatomo. Entre 35 ppm a 0 ppm
encontra-se quinze sinais de provaveis carbonos de grupos alquila.

No espectro de RMN de 'H (Figura 39) aparecem sinais que podem ser
atribuidos a 4tomos presentes nas estruturas da atranorina e dos acidos estitico,
norstitico, menegaziaico e hipoconstitico. O espectro apresentou os sinais 10,53 ppm,
10,46 ppm e 10,21 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios aldeidicos (H-8) da
atranorina e dos &acidos norstitico e estitico. O singleto em 12,44 ppm pode ser
atribuido a uma ou mais hidroxilas fendlicas e o sinal alargado em 8,23 é caracteristico
de hidroxila do anel lactol presente nessas depsidonas (C9° dos acidos estitico,
norstitico e menegaziaico). Os sinais 7,10 ppm, 6,86 ppm, 6,65 ppm e 6,42 ppm séo
atribuiveis aos H5 e H9" dos acidos estitico (Est.), norstitico (Nor.) e menegaziaico
(Men.) e H5 e H5" da atranorina (Atr.). Ja os sinais 3,91 ppm, 3,87 ppm e 3,84 ppm
sao referentes aos hidrogénios das duas metoxilas (H10- Est. e Men.) e do éster
metilico da atranorina. Os singletos 2,39 ppm, 2,34 ppm, 2,19 ppm, 2,14 ppm, 2,08
ppm, 2,04 ppm podem ser sinais das nove metilas ligadas ao anel aromatico da
atranorina e também dos acidos estitico, norstitico e menegazidico. O sinal em 4,45
ppm pode ser atribuido aos hidrogénios H8 do &cido hipoconstitico (mancha Y) e os

sinais 1,22 ppm e 0,85 ppm pode ser de alguma cera presente no extrato.

sCH; O

8CH; 7COOCH;

Atranorina Acido estitico
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Acido norstitico

N7
Acido hipoconstitico

O espectro de RMN de 3C (Figura 40) também apresentou sinais compativeis a
atomos ou grupos ligados a estrutura da atranorina (Atr.) e aos acidos estitico (Est.),
norstitico (Nor.) e menegaziaico (Men.). Os sinais 193,9 ppm e 186,7 ppm podem ser
atribuidos as carbonilas aldeidicas (C8 — Atr., Est. e Nor.). Ja os sinais 169,7 ppm,
166,5 ppm, 164,5 ppm, 163,4 ppm, 162,4 ppm, 161,5 ppm e 160,8 ppm podem indicar
as carbonilas de ésteres (C7 - Atr, Est., Nor. e Men.), (C7"- Est., Nor. e Men.) e dos
carbonos aromaticos oxigenados (C2, C4, C2" — Atr e C2 e C4 — Est., Nor. e Men.).

Os vinte sinais na regido de 160 ppm até 100 ppm podem ser correspondentes
aos carbonos aromaticos C1, C3, C4, C1’, C3'- Est., Nor. e Men. e C1, C3, C1’, C3’,
C5’- Atr). E possivel que os sinais de alguns desses carbonos se sobreponham no
espectro e/ou que apresentam sinal muito préximo ao ruido. O sinal em 95,1 ppm é
atribuido a um ou mais carbonos de anel lactol (C9"- Est., Nor. e Men.), caracteristicos
de depsidonas que possuem esse grupo funcional na sua estrutura.

Os sinais 56,8 e 56,2 ppm podem ser atribuidos as metoxilas (C10- Est. e C8-
Men.) e 0 52,3 ppm do éster metilico (C10-Atr.). Na regido, entre 35 ppm a 0 ppm,
sete sinais (24,5; 22,1; 21,6; 21,2; 21,1; 9,6; 9,5 e 9,3 ppm) dos quinze presentes
podem ser atribuidos as metilas ligadas aos anéis aromaticos (C9 e C8 -Atr., Est.,
Nor. e Men. e C9"-Atr.).
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Nos extratos acetdnicos de liqguens do grupo lll foi possivel identificar, através da
andlise por CCD a atranorina, 0s Aacidos estitico, megaziaico, norstitico e
hipoconstitico. A microcristalizacdo confirmou o depsideo atranorina e a depsidona
acido estitico. Os espectros de RMN de *H e 13C apresentaram sinais compativeis a
atranorina e os acidos acido estitico, megaziaico e norstitico.

Os extratos acetonicos 12543 e 12672 foram analisados por CLAE-DAD-EM
utilizando ionizacéo eletrospray. Os cromatogramas obtidos estdo representados na

Figura 41.

Figura 41 - Cromatograma do pico base obtido por CLAE-DAD-EM dos
extratos acetbnicos de Stereocaulon (A.A. Spielmann 12543 e 12672)
representativos do grupo lll, no modo negativo.
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Fonte: prépria autoria.
1-5 representam as substancias dos extratos acetbnicos analisados.

A analise dos cromatogramas aponta 5 substancias no extrato aceténico de
dois espécimes de Stereocaulon, os quais foram avaliados através dos dados
espectrais de massas. Os cromatogramas (Figura 41) mostram que o extrato de dois
espécimes de Stereocaulon apresentam 0s mesmos picos, portanto, apresentam a
mesma composi¢cdo, entretanto, diferem entre si com relacdo a propor¢cdo dos
constituintes presentes.

No pico 1 foi eluida uma substancia que apresentou [M-H]- de m/z 387,0730
de férmula CisH150g¢ (tabela 4). Duas depsidonas apresentam essa mesma formula:
0s acidos criptoestitico e hipoconstitico. A diferenca estrutural destes acidos se da na

posicdo dos grupos metila e hidroximetileno. No &cido criptoestitico, o grupo
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hidroximetila esté ligado ao carbono na posicéo 3 e a metila (8") na posicao 3", e no
acido hipoconstitico ocorre a inversdo da localizagdo desses dois grupos, 0 grupo

hidroximetila esté ligada na posicédo 3" e a metila no carbono 3.

HOCH2

CH; O CH; O
. CH2OH
CH30 CH,0
H

Acido criptoestl’tico Acido hipoconstl’tico

A substancia eluida no pico 1 apresentou os seguintes fragmentos de segunda
ordem de m/z 343,0855 [M-CO2-H],, m/z 299,0926 [M-2CO2-H]', m/z 284,0691 [M-
2C02-CHs-H], m/z 266,0553 [M-2C0O2-CHs-H20-H] e m/z 256,0728 [M-2CO2-CHs-
CO-H] (tabela 4). Esses fragmentos podem ter sido gerados tanto pelo acido
criptoestitico quanto pelo acido hipoconstitico como mostra a Figura 42, ndo sendo
possivel identificar qual deles representa a substancia eluida no pico 1. Entretanto, a
analise conjunta com os resultados observados na CCD, que apontam a presenca do
acido hipoconstitico no extrato, reforcam a atribuicdo dessa depsidona a substancia

eluida no pico 1.
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Figura 42 - Propostas de fragmentacéo dos acidos hipoconstitico e
criptoestitico.
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Fonte: propria autoria.

No pico 2 foi eluida uma substancia de [M-H] de m/z 385,0576 (C19H1309) que
gerou fragmentos de segunda ordem de m/z 297,0766, m/z 282,0522, m/z 267,0305,
m/z 254,0585 e m/z 238,0631 (tabela 4). O &cido estitico apresenta esta formula
molecular (C19H1409) € a andlise dos fragmentos de m/z 297,0766 [M-2CO2-H], o de
m/z 282,0522 [M-2C0O2-CHs-H] e 0 de m/z 267,0305 [M-2CO2-OCH2-H] confirmaram
sua estrutura (LE POGAM et al. 2015; TORRES-BENITEZ et al. 2017; KUMAR et al.
2018; SALGADO et al. 2018).

Uma substancia de [M-H] de m/z 373,0572 e formula C1sH1309 foi eluida no
pico 3. Além disso, apresentou os fragmentos de segunda ordem de m/z 329,0657,
m/z 314,0424, m/z 299,0214, m/z 286,0502, m/z 270,0523 e m/z 255,0295 (tabela 4).
Os acidos conorstitico e menegaziaico sdo depsidonas que apresentam a mesma
férmula molecular de CisH1409. As diferencas estruturais se dao nos grupos ligados
aos carbonos nas posicdes 3 e 4 de cada substancia. O acido menegaziaico apresenta
um grupo hidroxila ligado ao carbono 3 e um grupo metoxila ligado ao carbono 4,
enguanto o acido conorstitico, apresenta o grupo hidroximetileno ligado ao carbono 3
e uma hidroxila na posigéao 4.
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CH; O CH; O
CH3O/4§>51\
H HOCH,
Acido menegaziaico Acido conorstitico

A analise dos fragmentos indica que os de m/z 329,0657 [M-CO2-H] e m/z
299,0214 [M-CO2-OCH2-H] podem ter sidos gerados tanto pelo acido menegaziaico
quanto pelo acido conorstitico, porém os de m/z 314,0424 [M-CO2-CHs-H], m/z
270,0523 [M-2C0O2-CHs-H] e m/z 286,0502 [M-CO2-CH3-CQO]J envolvem a perda de
uma metila, que provavelmente seja proveniente do grupo metoxila presente apenas
no acido menegaziaico o que permite indicar que a substancia eluida no pico 3, seja
o acido menegazidico. A proposta de fragmentacao do acido menegaziaico é indicada

na Figura 43.

Figura 43 - Proposta de fragmentacao dos acido menegaziaico.
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Fonte: propria autoria.
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A substancia eluida no pico 4 apresentou [M-H] de m/z 371,0424 (C1sH11009) €
fragmentos de segunda ordem de m/z 327,0514, m/z 283,0609, m/z 255,0591, m/z
243,0309 e m/z 227,0342 (tabela 4). A analise desses fragmentos (m/z 327,0514 [M-
CO2-H], m/z 283,0609 [M-2CO2-H]' e m/z 255,0591 [M-2CO2-CO-H], permitiu
identificar o acido norstitico (PARROT et al. 2013; XU et al. 2017; BRAKNI et al. 2018).
A fragmentacao do &cido norstitico é indicada na Figura 44.

Figura 44 - Proposta de fragmentacao do acido norstitico.
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Fonte: adaptada de PARROT et al. 2013; XU et al. 2017.

A substancia eluida no pico 5 possui [M-H] de m/z 373,0936 (C19H170s) € 0s
fragmentos de segunda ordem de m/z 195,0672, m/z 177,0194 e m/z 163,0397
(tabela 4). A analise desses fragmentos (m/z 195 [M-CoH7Os4-H]:, m/z 177 [M-
C10H1104-H] e m/z 163 [M-CoH704-CH30OH-H]") confirma a estrutura da atranorina. Os

dados espectrais de massas das substancias sao indicados na Tabela 4.



Tabela 4 - Dados de CLAE-DAD-EM dos extratos acetbnicos de Stereocaulon

representativos do grupo lll.

Tempo de
Pico  Retencéo
(min)

Formula
Molecular
[M-H]

[M-H]
(m/z)

fon (s) - Fragmento (s)

MS/MS (m/z)

Identificacdo da

Substancia

Estrutura quimica

1 35,3

387,0730 C19H1509

343,0855 (C18H1507)
299,0926 (C17H1505)
284,0691
266,0553
256,0728.

Acido
hipoconstitico

CH; O
8 CH,OH

o OH

H,CO o o)

(e}

2 36,2

385,0576 C19H1309

297,0766 (C17H130s)
282,0522
267,0305 (C15H705)
254,0585
238,0631

Acido estitico

H3;CO o)

3 36,4

373,0572 C18H1309

329,0657 (C17H1307)
314,0424
299,0214
286,0502
270,0523

255,0295 (C14H70s).

Acido
menegaziaico

HsCO 0

4 39,2

371,0424 C18H1109

327,0514 (C17H1107)
283,0609 (C16H110s)
255,0591
243,0309(C13H70s)
227,0342(C13H704)

Acido norstitico

CH; O

5 52,6

373,0936 C19H170s

195,0672 (C10H1104),
177,0194(CoHs04),
163,0397(CoH703)

Atranorina

CH; COOCH;

Fonte: prépria autora.

0T



105

A concentracdo das substancias presentes nos extratos acetbnicos analisados
variou como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 41. Os &cidos
hipoconstitico (pico 1), menegaziaico (pico 3) e norstitico (pico 4) estdo em maior
concentracdo no extrato 12672 do que no 12543.

A anadlise cromatogréafica (CCD) das 52 exsicatas deste grupo Il permitiu
identificar cinco grupos quimicos (A, B, C, D e E) mostrados na Figura 45. Todos 0s
grupos apresentaram em sua composi¢ao atranorina e acido estitico, com excec¢éao do
grupo E, que apresentou apenas atranorina e &cido norstitico. A diferenca da
composicdo entre 0s grupos quimicos com o &cido estitico (A, B, C e D), deve-se a
presenca ou ndo dos &cidos menegaziaico, norstitico e hipoconstitico. O grupo
quimico A apresentou: atranorina, acidos norstitico, estitico, menegazidico e
hipoconstitico, o grupo quimico B: atranorina, acidos norstitico, estitico e
menegaziaico; grupo quimico C: atranorina, acidos norstitico e estitico; grupo quimico

D: atranorina, 4cidos estitico e hipoconstitico.

Figura 45 - Cromatogramas dos diferentes perfis quimicos (A, B, C, D e E) dos
extratos aceténicos do grupo Il em tolueno: acetato de etila: acido férmico (139:83:8
VIVIV).

Fonte: prépria autora.
Manchas observadas com revelacao luz Ultravioleta em 254 nm. Atr.: atranorina; Nor.: acido
norstitico; Est.: 4cido estitico; Men.: &cido menegaziaico; Hipo.: &cido hipoconstitico.
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Com base na andlise morfologica e informagdes da composicao quimica, foram
identificadas neste grupo as seguintes espécies: Stereocaulon tomentosum (4 grupos
quimicos; A, B, C e D), Stereocaulon tomentosum var. capitatum (2 grupos quimicos:
A e B) e Stereocaulon glabrum (3 grupos quimicos (A, B e E).

Segue abaixo as espécies identificadas com suas respectivas exsicatas,
composi¢cdo quimica, numero de coletor, numero de herbario (CGMS) e local de
coleta:

Stereocaulon tomentosum Fr. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo Quimico A - atranorin, stictic, menegazziaic, norstictic and
hypoconstictic acids — Specimens analyzed collected in Tierra del Fuego, Chile: A. A.
Spielmann 12534 (CGMS), 54°50°35.47”’S, 68°34'2.07”W; A. A. Spielmann 12540
(CGMS), 54°48’35.24”S, 68°27°'19.83"W; A. A. Spielmann 12543 (CGMS),
54°49°47.54”S, 68°28'53.86”"W. Collected in Patagonia, Argentina: A. A. Spielmann
12535 (CGMS), 49°4°'47.83”S, 72°53’'15.35”"W; A. A. Spielmann 12538 (CGMS),
51°6'54.68”S, 73°6'51.79”W. Collected in Tierra del Fuego, National Park, Rio
Lapataia without trails, TF06, Argentina: M.J. Kataura 3330, 3331 and 3332 (CGMS
61839, 61840 and 61841), 54°50'34.44”S, 68°34°05.52”"W. Collected in Tierra del
Fuego, National Park, sand Pampa alto, trail edge, open forest, TFAQ9, Argentina: M.
J. Kitaura 3377 (CGMS 61845), 54°49’47.84”S, 68°28'53.87”W. Collected in Tierra del
Fuego National Park, sandero Pampa alto, trail edge, clearing in the high part, TFA12,
Argentina: M. J. Kitaura 3390 (CGMS 61847), 54°49'59.81”S, 68°29'58.68”W.
Collected in Tierra del Fuego National Park, shore of the Beagle Channel, rocks and
forest edge, TFA16, Argentina: M. J.Kitaura 4009 (CGMS 61852), 54°51°19.26”'S,
68°34'54.49”W. Collected in Tierra del Fuego National Park, low part, 50m from the
rock trail covered with undergrowth, TFA26, Argentina: M. J. Kitaura 4124 and 4130
(CGMS 61871 and 61872), 54°51°28.53”S, 68°30°'23.83”W. Collected in Terra del
Fogo National Park, near the visitor center, Lapataia Bay, TFA31, Argentina: M. J.
Kitaura 4182 and 4189 (CGMS 67877 and 61878), 54°50'41.42”’S, 68°33'52.31”W.

Stereocaulon tomentosum Fr. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo Quimico B - atranorin, stictic, menegazziaic and norstictic acids —
Collected in Tierra del Fuego, National Park, Rio Lapataia without trails, TFO06,
Argentina: M. J. Kitaura 3333 (CGMS 61842), 54°50'34.44”S, 68°34’05.52”W.
Collected in Tierra del Fuego National Park, shore of the Beagle Channel, rocks and
forest edge, TFA16, Argentina: M. J. Kitaura 4005 (CGMS 61848), 54°51°19.26”S,
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68°34'54.49"W. Collected in Tierra del Fuego National Park, low part, 50m from the
trail, rock covered with undergrowth, TFA26, Argentina: M. J. Kitaura 4123 (CGMS
61870); 54°51°28.53”S, 68°30'23.83”"W. Collected in Torres del Paine Park, Gray
Glacier lookout trail, PCO1, Chile: M. J. Kitaura 4249 (CGMS 61890), 51°06’39.78”S,
73°06'43.95”W. Collected in Tierra del Fuego, Chile: A. A. Spielmann 12637 (CGMS),
54°49'47 .54”S, 68°28°'53.86"W.

Stereocaulon tomentosum Fr. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo Quimico C - atranorin, stictic and norstictic acids — Collected in
Tierra do Fogo National Park, sand Pampa alto, trail edge, clearing with a big tree,
TFAL1, Argentina: M. J. Kitaura 3383 (CGMS 61846), 54°49°’52.59”S, 68°29°22.48"W.
Collected in Tierra del Fuego, Chile: A. A. Spielmann 12673 (CGMS), 54°50’°39.89”S
68°33'54.99”W.

Stereocaulon tomentosum Fr. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann. Chemical
composition: Grupo Quimico D - atranorin, stictic and hypoconstictic acids — Collected
in Patagonia, Argentina: A.A. Spielmann 12537 (CGMS), 49°4'47.83"S,
72°53'15.35"W.

Stereocaulon tomentosum var. capitatum I.M. Lamb. Identified by J.M. Torres &
A.A. Spielmann. Chemical composition: Grupo Quimico A - atranorin, stictic,
menegazziaic, norstictic and hypoconstictic acids — Collected in Tierra del Fuego
National Park, low part, 50m from the rock trail covered with undergrowth, TFA26,
Argentina: M.J. Kitaura 4116 (CGMS 61867), 54°51°28.53”S, 68°30°23.83"W.
Stereocaulon tomentosum var. capitatum I.M. Lamb. Identified by J.M. Torres &
A.A. Spielmann. Chemical composition: Grupo Quimico B — atranorin, stictic, norstictic
and menegazziaic acids — Collected in Tierra del Fuego National Park, low part, 50m
from the rock trail covered with undergrowth, TFA26, Argentina: M.J. Kitaura 4117
(CGMS 61868), 54°51°28.53”S, 68°30'23.83”W.

Stereocaulon glabrum (Mull. Arg.) Vain. J.M. Identified by J.M. Torres & A.A.
Spielmann. Chemical composition: Grupo Quimico A - atranorin, stictic, menegazziaic,
norstictic and hypoconstictic acids — Collected in Tierra del Fuego, National Park, Rio
Lapataia without trails, TF06, Argentina: M.J. Kitaura 3336 (CGMS 61843),
54°50'34.44”S, 68°34°05.52”W. Collected in Tierra del Fuego National Park, shore of
the Beagle Channel, rocks and forest edge, TFA16, Argentina: M.J. Kitaura 4006 4007
and 4008 (CGMS 61849, 61850 and 61851), 54°51'19.26”S, 68°34'54.49”W.
Collected in Tierra del Fuego National Park, Cerro Guanaco, peak, exposed site
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TFCerro, Argentina: J.M. Kitaura 4011 and 4015 (CGMS 61853 and 61854),
54°49'02.69”S, 68°30'37.71"W. Collected in Tierra del Fuego National Park, Cerra
Guanaco trail, high part, left peak at the end of the trail, TFA30, Argentina: M. J. Kitaura
4155 (CGMS 61875), 54°48°20.46”S, 68°33'21.16”W. Collected in Martial Glacier,
upper part, Argentina: M.J. Kitaura 4193 and 4198 (CGMS 61879 and 61881),
54°47'12.95”S, 68°24'11.02”W. Collected in Los Glaciares National Park, Cerro El
Chaltén, Lago del Desierto, PAO5, Argentina: M. J.Kitaura 4213 (CGMS 61884),
49°04°20.74”S, 72°53727.32”W. Collected in Torres del Paine Park, Gray Glacier
lookout trail PCO1, Chile: M. J. Kitaura 4236 and 4253 (CGMS 61887 and 61891),
51°06°39.78”S, 73°06’43.95”W. Collected in Rip point, Nelson Island, Southern
Shetlands, Antarctica: A. Lorenz 760 (CGMS 61831), 62°14°26.8”S, 58°58’45.8”W.
Collected in Tierra del Fuego, Chile: A.A. Spielmann 12664 (CGMS), 54°49’8.27"’'S,
68°30'36.22"W; A.A. Spielmann 12672 and 12687 (CGMS), 54°48°25.88"S,
68°32’'55.49”"W. Collected in South Shetland Islands, Livingston Island, Byers
Peninsula, Antarctica: A.A. Spielmann 3564 (CGMS), 62°38'12.7”S, 61°05'04.5”W.
Collected in South Shetland Islands, King George Island, Potter Peninsula, Antarctica:
A.A. Spielmann 7313 (CGMS), 62°14'47.3”S, 58°40°41.1”W. Collected in South
Shetland Islands, Deception Island, Crater Lake, Antarctica: A.A. Spielmann 13483
(CGMS), 62°59°10.50”’S, 60°39'55.95”W. Collected in King George Island, Peninsula
Marton, near King Sejong Station, Antarctica: M.J. Kitaura 2279 (CGMS 51427),
62°13'55”S, 58°46'40”W.

Stereocaulon glabrum (Mull. Arg.) Vain. J.M. Identified by J.M. Torres & A.A.
Spielmann. Chemical composition: Grupo Quimico B - atranorin, stictic, menegazziaic,
and norstictic acids — Collected in Tierra del Fuego, Chile: A.A. Spielmann 12541
(CGMS), 54°48°'43.10”'S, 68°32'23.40”W. Collected in Tierra del Fuego National Park,
Cerro Guanaco, peak, exposed site, TFCerro, Argentina: M.J. Kitaura 4038 (CGMS
61856), 54°49°02.69”S, 68°30’37.71"W.

Stereocaulon glabrum (Mdll. Arg.) Vain. J.M. Identified by J.M. Torres & A.A.
Spielmann. Chemical composition: Grupo Quimico E - atranorin and norstictic acid —
Collected in Patagonia, Argentina: A.A. Spielmann 12545 (CGMS), 51°6’°39.61”S,
73°6'44.90"W.
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4.4 Grupo IV- Atranorina, Acidos perlatélico, anzidico e outro(s)
composto(s).

Este grupo é representado por 19 (dezenove) exsicatas de liquens do género

Stereocaulon. A Figura 46 mostra o perfil cromatografico de um extrato representativo

do conjunto de amostras analisadas neste grupo juntamente com o extrato contendo

atranorina e acidos perlatolico e anzidico.

Figura 46 - Cromatografia em camada delgada do extrato acetbnico
de um espécime representativo do grupo IV de Stereocaulon no
eluente tolueno: 4cido acético (85:15 v/v).

Fonte: prépria autora.

Visualizacdo das manchas na luz Ultravioleta em 254 nm (A e C); revelacdo com acido
sulfarico 10% em metanol e aquecimento até o completo aparecimento das manchas (B e D);
Ext.: extrato acetdnico de Stereocaulon representativo do grupo IV.; Atr + Perl. + Anz.: extrato
contendo atranorina, acido perlatolico e acido anziaico.

A andlise cromatografica (Figura 46) do extrato acetbnico (Ext.) indicou a
presenca de manchas com comportamento cromatogréafico idéntico a atranorina, aos
acidos perlatélico e anziaico, além de outra mancha de Rf menor que nao foi

identificada (mancha X).
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Os extratos acetdnicos de Stereocaulon também foram avaliados pela técnica
de microcristalizagdo. A analise da microcristalizagdo em GAoT mostrou estruturas
cristalinas caracteristicas da atranorina e em GE 1:3 do acido perlatélico. As estruturas
observadas de atranorina sdo iguais as daquelas que ja foram relatadas no grupo |
conforme foi mostrado na 9A. A Figura 47 apresenta a foto dos cristais formados do

acido perlatdlico.

Figura 47 - Fotos das formag0es cristalinas resultantes do tratamento do
extrato acetonico de Stereocaulon (grupo IV) com solugdes de
cristalizacao.
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Fonte: prépria autora.
Solugéo GE 1:3 (A), solugéo GE 3:1 (B).

O extrato acetdnico representativo do grupo IV foi avaliado quanto seus dados
espectrais de RMN de 'H e 3C para andlise da composicdo quimica. A Figura 48
mostra os espectros de RMN de 'H de um extrato aceténico de Stereocaulon

representativo do grupo IV.



Figura 48 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato
acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo IV (CGMS 61166).
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Fonte: propria autora.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 48) apresentou trés sinais na regido mais

desblindada do espectro: trés singletos em 10,55 ppm, 10,27 ppm e 10,22 ppm, que
podem ser atribuidos a hidrogénios aldeidicos e fendlicos. Entre 6 e 7 ppm, regiao
tipica de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos, € possivel notar seis sinais: um
pequeno singleto em 6,65 ppm, trés dubletos em 6,57 ppm (J=1,7 Hz), 6,50 ppm
(J=1,7 Hz), 6,48 ppm (J=1,9 Hz), dois singletos em 6,43 ppm e 6,36 ppm. Na regiao
mais blindada do espectro existem dois singletos em 3,88 ppm e 3,74 ppm que podem
ser assinalados a grupos metoxilas. E possivel notar um sinal largo (multipleto) em
2,63 ppm que sugere a presenca de um grupo metilénico vizinho a grupo alquila.
Préximo a esse sinal, na mesma regiao espectral, & possivel visualizar trés singletos

em 2,39; 2,35 e 2,04 ppm que indicam a presenca de metilas ligadas a anel aromatico.
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Existem dois multipletos em 1,55 ppm e 1,28 ppm de possiveis grupos
metilénicos vizinhos a outros grupos metilénicos, e ainda, dois singletos em 0,93 e

0,90 ppm e um multipleto em 0,85 ppm.

Figura 49 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato
acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo IV (CGMS 61166).
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Fonte: propria autora.

Os espectros de RMN de 13C do extrato aceténico sdo mostrados na Figura
49. Observando o espectro a partir da regido de maior deslocamento quimico, &
possivel notar o sinal 193,9 ppm, regido tipica de carbonila aldeidica. A direita deste

sinal, é observado um sinal intenso em 169,8 ppm que pode ser atribuido a uma
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carbonila de grupo éster. E também observado um grupo sinais na faixa de 171 ppm
a 100 ppm, caracteristicos de carbonos arométicos e/ou alcenos. Dois sinais, um
intenso em 55,2 ppm e outro de menor intensidade em 52,3 ppm, podem representar
grupos metoxilas. Na faixa entre 36 a O ppm existem dezenove sinais de provaveis
carbonos de grupos alquila.

Os sinais no espectro de RMN de 'H (Figura 48) podem ser atribuidos as
estruturas da atranorina (Atr) e dos acidos perlatélico (Per) e anziaico (Anz). Os trés
sinais na regiao de 10 ppm pode ser atribuido ao hidrogénio aldeidico H8-Atr e as as
hidroxilas fendlicas (Atr, Per e/ou Anz). E provavel que os singletos de menor
intensidade 6,65 ppm e 6,43 ppm sejam atribuidos aos hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos H5- e H5 - Atr, o singleto em 3,88 ppm seja do éster metilico H10 - Atr. e
os singletos 2,39 ppm, 2,35 ppm e 2,04 ppm sejam relacionados as metilas ligadas ao

anel aromatico H9, H8 e H9 - Atr.

9
CH; O

COOCH;
7 10°

Atranorina

Os trés dubletos em 6,57 ppm (J=1,7 Hz), 6,50 ppm (J=1,7 Hz), 6,48 ppm (J=1,9
Hz) e um singleto intenso em 6,36 ppm séo correspondentes aos hidrogénios ligados
a carbonos aroméaticos H5-Per, H3-Per, H5-Anz e H3-Anz. O intenso singleto em 3,74
ppm se refere aos hidrogénios da metoxila H8-Per. O multipleto 2,63 ppm deve
corresponder aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica H1"-Per e H1"""- Anz,
os multipletos em 1,55 ppm e 1,27 ppm sao dos hidrogénios metilénicos H2""-Per,
H3""-Per, H4"-Per, H2"""-Anz, H3"""-Anz e H4"""- Anz, e o multipleto em 0,85 ppm do

grupo metila da cadeia H5"-Per e H5"""-Anz.
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Acido perlatdlico Acido anziaico

O espectro de RMN de 3C (Figura 49) também apresentou sinais que
compativeis as estruturas da atranorina (Atr) e dos acidos perlatélico (Per) e anziaico
(Anz). O sinal mais desblindado do espectro pode ser atribuido para o carbono
aldeidico C8-Atr. O sinal mais intenso do espectro, 169,8 ppm, pode ser resultado de
sobreposicao de sinais referentes ao C2-Atr, C7-Atr, C7-Per e C7-Anz. Os sinais
encontrados entre 167 ppm e 99 ppm sdo compativeis com os carbonos das trés
substancias. N&o € possivel atribuir todos os sinais aos carbonos especificos, pois
muitos deles apresentam valores de deslocamento quimico muito préximos, pois sao
depsideos com estruturas parecidas, principalmente os acidos perlatélico e anziaico.
Além disso, devido a baixa concentra¢do do acido anziaico no extrato, alguns sinais
de deslocamento quimico ndo aparecem nos espectros. O 4cido perlatélico esta em
maior proporcao no extrato. Os sinais 55,2 ppm e 52,3 ppm podem ser atribuidos as
metoxilas C8-Per e C10"-Atr, respectivamente. O sinal 55,2 ppm bem mais intenso
que o 52,3 ppm indica que o o &cido perlatélico esta em maior proporcdo no extrato
que a atranorina. Na regido entre 36 a 0 ppm foram observados os sinais: 35,8; 33,8;
33,4; 31,3; 31,1; 30,8; 30,4; 29,1; 24,2; 21,2; 21,1; 22,0 e 21,9 ppm que sado
compativeis aos carbonos metilénicos da cadeia alifatica dos acidos perlatélico e
anziaico e metilas da atranorina (C9 e C8"). Os sinais 13,9 ppm e 13,9 ppm podem
ser atribuidos as metilas da cadeia alifatica dos acidos perlatolico e anziaico e o sinal
9,3 ppm da metila ligada ao anel aromatico da atranorina (C9").

Um extrato acetbnico do grupo IV foi analisado também por CLAE-DAD-EM
utilizando ionizacao eletrospray. O cromatograma obtido esta representado na Figura
50.
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Figura 50 - Cromatograma do pico base obtido por CLAE-DAD-EM do
extrato acetonico de Stereocaulon (CGMS 61201) representativo do
grupo 1V, no modo negativo.
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Fonte: propria autora.
1- 4 representam substancias do extrato acetonico analisado.

A andlise do cromatograma (Figura 50) aponta 4 substéncias no extrato
acetbnico de Stereocaulon (61201), as quais foram avaliadas através dos dados
espectrais de massas (tabela 7).

A substancia eluida no pico 1 apresentou [M-H] de m/z 429,1919 de férmula
C24H2007, além dos seguintes fragmentos de segunda ordem de m/z 223,0973, m/z
205,0874 e m/z 179,1059 (tabela 7). O éter difenilico metil-norlobariol e os depsideos:
acidos anziaico, 2-O-metilestenospérico, 2°-O-metilestenospérico e 2°-O-
metilimbricarico apresentam a mesma formula molecular e estdo entre as

possibilidades para a identificacdo da substancia eluida nesse pico (1).

HO OH H3CO OCHj

OH OH

COOH COOH

Acido anziaico Acido 2-O-metilestenosporico
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0
o o)
o)
HsCO OH OCHj
HsCO OH OCHj
COOH
COOH

Acido 2"-O-metilestenospérico Acido 2"-O-metilimbricarico

H5CO o

0 HoO OH
HO

Pseudo éster metilnorlobariol

Fazendo a correlagdo entre as possiveis estruturas com base na férmula
molecular C24H3007 e os fragmentos gerados pela fragmentacéo da substancia eluida
no pico 1, ttm-se que o fragmento de m/z 223,0973 pode ser gerado pela quebra da
ligacdo éster entre os dois anéis aromaticos provavelmente somente dos &cidos
anziaico e 2-O-metilestenospdrico. Os fragmentos de m/z 205,0874 e m/z 179,1059
podem ter sido produzidos pela desidratacdo (-H20) e descarboxilacdo (-CO2) do
fragmento anterior, respectivamente. A Figura 51 mostra as propostas de

fragmentacao destes depsideos.
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Figura 51 - Proposta de fragmentacéo dos acidos anziaico e 2-O-
metilestenospaorico.
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Fonte: propria autora.

Embora a andlise espectral de massas indique duas substancias possiveis para
0 pico 1 (acidos anziaico e 2-O-metilestenospdrico), a analise cromatografica confirma
a presenca do acido anziaico no extrato de Stereocaulon. O acido 2-O-metil
estenosporico apresenta valor de Rf maior que os acidos anziaico no eluente tolueno:

acido acético (85:15 v/v), tabela 5.

Tabela 5 - Dados cromatograficos dos &cidos anziaico, 2-O-metilestenosporico e
perlatdlico no eluente tolueno: acido acético (85:15 v/v).

A Cor da
Nome das substancias Rf revelacio”
Acido anziaico 33 amarelo
. alaranjado
Acido 2-O-metilestenospérico 49 amarelo
o . amarelo
Acido perlatélico 54 alaranjado

Fonte: adaptado de ELIX, 2014.
* cor observada apos revelagdo com &cido sulfarico 10% e aquecimento.

A substancia eluida no pico 2 possui [M-H] de m/z 373,0878 (C19H170s) € 0s
fragmentos de segunda ordem de m/z 177,0194 e m/z 163,0397 (tabela 7). A analise
desses fragmentos (m/z 177 [M-Ci0H1104-H] e m/z 163 [M-CgH70O4-CH30OH-H])

confirma a estrutura da atranorina.



118

A substancia eluida no pico 3 possui [M-H] de m/z 415,1759 (C23H2707) e
fragmentos de segunda ordem m/z 223,0974, m/z 205,0856 e m/z 179,1085 (tabela
7). Para essa formula molecular existem 8 possiveis estruturas: o éter difenililco
norlobariol, e os depsideos: esferoforina e os &acidos: 2,2"-dimetildivaricatico,

imbricarico, isosférico, 2-O-metilnorimbricarico, 2-O-metilnorestenospodrico e

estenospdrico.
CH; O
HO 0 /@fko
H4CO OH
o OH
OH
HO /\/\o:@\ COOH
OH
Norlobariol Esferoforina
o o)
o o)
HsCO OCHj3 OCH, HsCO OH OH
COOH COOH
Acido 2,2 -dimetildivaricatico Acido imbricérico
e} (@)
o 0
H5CO OH oH HO OCH, OH
H,C  COOH COOH

Acido isosférico Acido 2-O-metilnorimbricarico
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(0] O
@) 0O
HO OCHj3 OH HsCO OH OH
COOH COOH
Acido 2-O-metilnorestenosporico Acido estenosporico

Entre essas substancias, apenas o0s &acidos estenospérico e 2-O-
metilnorestenosporico podem gerar o fragmento de m/z 223, pela quebra da ligacao
éster, que por desidratacdo e descarboxilacdo sequencial desse fragmento da origem
aos fragmentos m/z 205 e m/z 179, respectivamente. Seguindo a mesma proposta de
fragmentacao para os acidos anzidico e 2-O-metilestenospérico (Figura 51) néo foi
possivel definir qual substancia esta eluindo no pico 3, porém, comparando dados
cromatograficos citados na literatura para esses compostos (tabela 6) com a CCD da
Figura 46, € possivel que esses dois acidos (&cidos estenospoérico e 2-O-
metilnorestenosporico) estejam coleuindo no pico 3 e assim estejam presentes no
extrato acetonico representativo do grupo IV.

O &cido estenosporico possui um Rf ligeiramente menor que o acido perlatdlico,
podendo a mancha se sobrepor junto ao acido perlatdlico. A mancha correspondente
deste acido é evidenciada no cromatograma realizado para avaliacdo da atividade
antioxidante com solucdo de DPPH (Iltem 4.5.2).

Além desse &cido, € possivel notar nos cromatogramas do extrato (Figura 46)
que substancia indicada como X apresenta Rf compativel ao &cido 2-O-
metilnorestenospodrico. Sendo assim, consideraremos que o0s acidos estenosporico e
2-O-metilnorestenosporico estejam presentes no extrato acetbnico de Stereocaulon

do grupo IV.
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Tabela 6 - Dados cromatogréaficos dos acidos perlatélico, 2-O-
metilnorestenospaorico e estenosporico no eluente tolueno: acido acético (85:15

V/V).
Nome das substancias Rf Cor darevelagao’
Acido perlatolico 54 Amarelo alaranjado
Acido 2-O-metilnorestenospdérico 29 amarelo palido
Acido estenospérico 52 laranja

Fonte: adaptado de ELIX, 2014.
* cor observada apos revelacdo com acido sulfirico 10% e aquecimento.

A substancia eluida no pico 4 apresenta [M-H] de m/z 443,2082 de formula
C2sH3107 e fragmentos de segunda ordem de m/z 223,0965, m/z 205,0862 e m/z
179,1078 (tabela 7). Ha cinco possibilidades de substancias encontradas em liquens
para formula molecular C2sH3207, os depsideos: acidos 2-2"-Di-O-metilimbricarico, 2-
2°-Di-O-metilestenospérico, 2-O-metilanzidico, 2°-O-metilanziaico e perlatolico

levando em conta a férmula molecular.

O
0 0]
@)
COOH
COOH
Acido 2-2"-Di-O-metilimbricéarico Acido 2-2"-Di-O-metilestenosporico
O o)
O O
HO OCHj,4 HO OH
OH OCHj
COOH COOH

Acido 2-O-metilanziaico Acido 2"-O-metilanziaico
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COOH

Acido perlatdlico

Analisando os fragmentos gerados para esta substancia (pico 4), apenas 0s
acidos 2-O-metilanziaico, 2’-O-metilanziaico e perlatélico podem gerar o fragmento de
m/z 223 que contém uma cadeia alifatica -CsHi11, duas hidroxilas e uma carboxila
ligadas a um anel aromatico. Este fragmento através da desidratacdo e
descarboxilacdo sequencial do fragmento m/z 223 produz os fragmentos m/z 205 e
m/z 179, respectivamente. A formacao destes fragmentos segue a mesma proposta
ilustrada na Figura 51. Assim, analisando apenas os dados espectrais de massas nhao
€ possivel identificar qual dos depsideos foi eluido no pico 4. Entretanto, o acido
perlatolico ja havia sido identificado através das andlises cromatogréaficas, de
microcristalizacdo e de RMN. Dessa forma podemos inferir que no pico 4 foi eluido o

acido perlatdlico.



Tabela 7 - Dados de CLAE-DAD-EM do extrato acetdnico de Stereocaulon representativo do grupo IV (continua).

| Tempo Sle IM-H]- Férmula lon (s) - Identificacdo da imi
Pico Retencéo (mi2) Molecul Fragmento (s) Substancia Estrutura quimica
(min) ar [M-H] MS/MS (m/z)
223,0973 (C12H1504) Acido i
1 51,7 429,1919 CzH2s0; 205,0874 (C12H150s) anziéico °
179,1059 (C11H1502) HO OH OH
COOH
CH3 O
2 527 3730898 CiHy0p /70194 (CoHsOl) Atranorina

163,0397 (CoH70O3)

0 CH,
HO OH OH
CHO
Hj

CH; COOCH,

223,0974 (C12H1504)
3 54,6 415,1759 CaH»70; 205,0856 (C12H130s) Acidos estenospérico
179,1085 (C11H1502)

o}
o
HsCO OH o
COOH

et



Tabela 7 - Dados de CLAE-DAD-EM do extrato acetonico de Stereocaulon representativo do grupo IV (concluséo).

_ Tempode ., Formula lon (s) - Identificacdo da -
Pico Retencéo (mi2) Molecul Fragmento (s) Substancia Estrutura quimica
(min) ar [M-H] MS/MS (m/z)

0
o
2-O-
metilnorestenosporico HO OCHg OH
COOH

0]
223,0965 (C12H1504)
4 57,9 443,2082 CsH3:07 205,0862 (C12H13O3) ACidO perlatélico O
179,1078 (C11H1502) H,CO OH OH
COOH

Fonte: propria autora.

ect



124

As 18 exsicatas de liquens deste grupo IV apresentaram a mesma composicao
quimica e 17 foram identificadas como a espécie Stereocaulon ramulosum e uma
como Stereocaulon argus.

Segue abaixo as espécies identificadas com suas respectivas exsicatas,
composicdo quimica, numero de coletor, numero de herbario (CGMS) e local de
coleta:

Stereocaulon ramulosum Raeusch. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann.
Chemical composition: Atranorin, perlatolic, anziaic, stenosporic e 2-O-
methylnorstenosporic acids. Specimen analysed collected in Minas Gerais, Brazil: C.
Valério-Junior 16 (CGMS 61125), 20° 25" 0.12"S, 41° 49’ 18.84"W. Collected in Minas
Gerais, Brazil: C. Valério-Junior 24 (CGMS 61133), 20° 25' 12"S, 41° 48" 19.8"W.
Collected in Minas Gerais, Brazil: C. Valério-Junior 38 (CGMS 61147), 20°24'24.84"S,
41°50'14.28"W. Collected in Minas Gerais, Brazil: C. Valério-Junior 39 (CGMS
61148), 20°24' 24.84"S, 41°50'14.28"W. Collected in Espirito Santo, Brazil: C. Valério-
Junior 56, 57 (CGMS 61165, 61166), 20°27'57.49"S, 41°48'33.94"W. Collected in
Espirito Santo, Brazil: C. Valério-Junior 65, 66 (CGMS 61174, 61175) 20°27'34.73"S,
41°48'36.41"W. Collected in Espirito Santo, Brazil: C. Valério-Junior 71, 77 (CGMS
61180, 61181), 20°29'21.01"S, 41°49'18.35"W. Collected in Minas Gerais, Brazil: C.
Valério-Junior 87 (CGMS 61196), 22°22'57.73"S, 44°41'6.51"W. Collected in Minas
Gerais, Brazil: C. Valério-dunior 89 (CGMS 61198), 22°21'35.77"S, 44°44'13.56"W.
Collected in Minas Gerais, Brazil: C. Valério-Junior 92 (CGMS 61201), 22°21'52.17"S,
44°43'29.05"W. Collected in Minas Gerais, Brazil: C. Valério-Junior 96 (CGMS
61205), 22°21'35.77"S, 44°44'13.56"W. Collected in Minas Gerais, Brazil: C. Valério-
Junior 99 (CGMS 61208), 22°22'0.87"S, 44°44'20.98"W. Collected in Minas Gerais,
Brazil: C. Valério-Junior 101 (CGMS 61210), 22°22'7.34"S, 44°44'54.95"W. Collected
in Rio Grande do Sul, Brazil: A.A. Spielmann 10191 (CGMS 40957), 29°09'27.3"S,
50°04'49.8"W.

Stereocaulon argus Hook. f. & Taylor. Identified by J.M. Torres & A.A. Spielmann.
Chemical composition: Atranorin, perlatolic, anziaic, stenosporic e 2-O-
methylnorstenosporic acids. Specimen analysed collected in Terra del Fuego, Chile:
A.A. Spielmann 12542 (CGMS), 54°51°'29.22”S, 68°30731.85”"W.
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4.5 Atividade bioldgica

4.5.1- Atividade antibacteriana

Os extratos de Stereocaulon avaliados frente as bactérias S. aureus, E. faecium
e E. coli apresentaram atividade antibacteria e os valores de CMI sdo mostrados na
tabela 8.

Tabela 8 - Valores da CMI (ug/mL) de extratos de Stereocaulon frente a quatro
linhagens de bactérias.

CMI (pg/mL)

Extrato de Stereocaulon S. aureus S.aureus  E. faecium (EIE?/?/IIID
(NEWP0023) (clinico) (clinico) 0022)

Grupo | 2500 250 250 2250

Grupo |l 250 250 125 2250

Grupo Il 250 250 250 2250

Grupo IV 31,25 31,25 125 2250
gentamicina <0,5 <0,5 3,75 =500

Fonte: propria autora.

Os resultados da atividade antibiética (tabela 8) mostram que todos os extratos
acetonicos de Stereocaulon (grupos I, 11, lll e IV) apresentaram CMI = 250 ug/mL para
bactéria Gram negativa E. coli. Entre os extratos, o do grupo IV foi 0 mais ativo, com
CMI de 31,25 pg/mL para as duas cepas de S. aureus (clinica e NEWP0023). Os
demais extratos apresentaram CMI de 125 pg/mL e 250 pg/mL para as bactérias
Gram-positivas (S. aureus e E. faecium), com excecao do extrato do grupo | que
apresentou CMI = 500 ug/mL frente a S. aureus (NEWP0023). De acordo com KUETE
(2010), extratos com valores de CMI abaixo de 100 pg/mL possuem significativa
atividade antibacteriana. Sendo assim, dos quatro extratos testados, apenas o do
grupo |V apresentou atividade antibacteriana relevante (S. aureus — cepa clinica e
NEWP0023).

Os extratos também foram avaliados qualitativamente quanto a atividade
antibacteriana usando a técnica de bioautografia para obter informacdes das
substéancias ativas dos extratos. A bioautografia dos extratos e os cromatogramas sao

mostrados nas Figuras 52, 53, 54 e 55.
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Figura 52 - Bioautografia do extrato aceténico de Stereocaulon do grupo | frente a

Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium e revelacédo cromatografica.

S. aureus S. aureus E. faecium . .
NEWP0023 (clinico) (clinico) Ultravioleta 250 om  p.anisaldeido/H,SO, Agua

Fonte: propria autora.

Staphylococcus aureus (A e B) (revelagdo com solucdo de trifenil tetrazolio); Enterococcus
faecium (C). Revelagdo com UV (D), p-anisaldeido/H.SO4 e aquecimento (E), revelacéo
com agua (F). Eluente: tolueno: acido acético (85:15 v/v). Atr.: Atranorina; Rang.: acido
rangiférmico; Pseudo.: &cido pseudonorrangiférmico.

Figura 53 - Bioautografia do extrato aceténico de Stereocaulon do grupo Il frente a
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium e revelagédo cromatogréfica.
S. aureus S. aureus E. faecium Ultravioleta 250 nm  p-anisaldeido/H,SO,

(NEWP0023) (clinico) (clinico)
Fonte: propria autora.

Staphylococcus aureus (A e B) (revelacdo com solucdo de trifenil tetrazélio); Enterococcus
faecium (C). Revelacdo com UVass (D), p-anisaldeido/H.SO. e aquecimento (E). Eluente:
tolueno: Acido acético (85:15 v/v). Atr.. Atranorina; Lob.": &cido lobarico e/ou outra(s)
substancia(s) presente(s) no extrato; Subs. | e Subs. Il.: substancia(s) presente(s) no extrato:
estrepsilina e/ou lobarina e/ou oxisifulina e/ou acido giroférico e/ou acido vinapraesorediésico
el/ou acido bourgeanico e/ou acido colenséico e/ou outras substancias presentes no extrato.
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Figura 54 - Bioautografia do extrato acetdnico de Stereocaulon do grupo lll frente a
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium e revelacédo cromatografica.

S. aureus S. aureus E. faecium .
(NEWP0023) (clinico) (clinico) Ultravioleta 250 nm Metanol/ H,SO,

, Fer, &
Fonte: prépria autora.
Staphylococcus aureus (A e B) (revelacdo com solucdo de trifenil tetrazolio); Enterococcus
faecium (C). Revelacdo com UV (D), p-anisaldeido/H.SO. e aquecimento (E). Eluente:
tolueno: acido acético (85:15 v/v). Atr.: Atranorina; Nor.: 4cido norstitico; Est.: acido estitico;
Men.: &cido menegaziaico; Hipo.: &cido hipoconstitico.

Figura 55 - Bioautografia do extrato aceténico de Stereocaulon do grupo IV frente a
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium e revelacédo cromatogréfica.

S. aureus S. aureus E. faecium ) anisaldeido/H.SO
(NEWP0023) Ultravioleta 250 nm p- S0,

(clinico)

_(clinico)

Fonte: prépria autora.

Staphylococcus aureus (A e B) (revelagdo com solugdo de trifenil tetrazdlio); Enterococcus
faecium (C). Revelacdo com UVzss (D), p-anisaldeido/H.SO. e aquecimento (E). Eluente:
tolueno: é&cido acético (85:15 v/v). Atr.: Atranorina; Per.: acido perlatolico; Est.: &cido
estenosparico; Anz.: acido anziaico; 2-O-met.: &cido 2-O-metilnorestnosparico.
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E possivel notar nas Figuras 52, 53, 54 e 55 que a atranorina, presente em
todos os extratos, inibiu o crescimento das duas cepas da bactéria S. aureus
(NEWPO0023 e clinico). O acido rangiférmico presente no extrato do grupo | foi ativo
contra as duas bactérias: S. aureus (NEWP0023 e clinico) e Enterococcus faecium
(clinico). Ja o é&cido pseudonorrangiférmico foi ativo apenas para S. aureus
(NEWPO0023 e clinico), embora a CMI do extrato do grupo | tenha sido de 250 a = 500
Mg/mL.

Do grupo Il, o acido lobérico foi ativo também somente frente a bactéria S.
aureus (NEWPO0023 e clinico). Neste extrato, aléem do acido lobéarico e atranorina,
estdo presentes também outras substancias ndo reveladas nos cromatogramas,
algumas delas de Rf muito préximos ao acido lobérico. E possivel notar na Figura
53A e B que a mancha de inibicdo do acido lobérico (Lob.) € mais extensa que aquela
da revelacéo quimica (Lob.- Figura 53D e E), fato que levou a pensar que a inibicéo
do acido lobarico frente a bactérias S. aureus (NEWP0023 e clinico) pode
corresponder ndo s6 a acdo desse acido,como também de uma ou mais substancias
presentes no extrato e com migracdo cromatografica préxima a do acido lobarico.

A mancha de inibicao frente a cepa clinica de S. aureus, observada na Figura
53B, localizada entre a atranorina e o acido lobarico (Subs.l) e também proximo ao
ponto de aplicagéo (Subs. Il), corresponde a(s) outra(s) substancia(s) presente(s) no
extrato.

As substancias presentes no extrato do grupo lll, com excec¢ao da atranorina,
nao puderam ser avaliadas quanto a atividade antibacteriana frente a bactéria S.
aureus (NEWPO0023 e clinico), pois nao foi possivel observar o crescimento bacteriano
em toda placa, como pode ser observado na Figura 54.

Os acidos perlatélico e estenosporico apresentam valores de Rf muito préximos
no eluente tolueno: acido acético (85:15 v/v), com valores de 54 e 52,
respectivamente. Observando a Figura 55, é possivel notar que a mancha de inibicdo
do acido perlatélico é extensa, chegando aquela do acido anziaico. Esse fato pode
indicar que o acido estenospérico também é ativo frente as duas cepas de S. aureus
(NEWPO0023 e clinico), assim como os acidos anzidico e 2-O-metilnorestenospérico
presentes no extrato do grupo IV.

Nao foi possivel avaliar a atividade antibacteriana por bioautografia da
atranorina e das substancias dos grupos I, Il, lll e IV para a bactéria Enterococcus

faecium (clinico), devido a falta de nitidez do crescimento bacteriano sobre a placa
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cromatografica, entretanto é possivel notar uma pequena mancha de inibicdo do acido
rangiférmico, presente no extrato do grupo | na Figura 52C, indicando que esse acido
é ativo frente essa bactéria.

Atabela 9 apresenta as substancias ativas de cada extrato analisado de acordo

com as analises realizadas de bioautografia.

Tabela 3 - Substancias ativas presentes nos extratos de Stereocaulon (grupos |, 1,

Il e IV) frente as bactérias S. aureus (NEWP0023 e clinico) e E. faecium (clinico).
Substéncias ativas

Extrato S. aureus S. aureus E. faecium
(NEWP0023) (clinico) (clinico)
. i e atranorina, ac. rangiférmico
atranorina, &c. rangiférmico e . . L
Grupo | e ac. ac. rangiformico

ac. pseudonorrangiférmico N
pseudonorrangiférmico

Atranorina, ac. lobarico e

Grupo Il atranorina e 4c. lobérico outras substancias -
presentes no extrato
Grupo 1l atranorina atranorina -
atranorina
atranorina, ac. perlatdlico, ac. ac. perlatolico e/ou ac.
Grupo IV estenosparico, ac. anziéico e estenospadrico e -
ac. 2-O-metilnorestenosporico ac. anziaico

Fonte: propria autora.

O extrato do grupo IV foi o extrato mais ativo, com CMI de 31,25 pug/mL e todas
as substancias presentes no extrato sao responsaveis pela atividade frente as duas
cepas de S. aureus (clinica e NEWP0023): atranorina, os acidos perlatélico,
estenosporico, anziaico e 2-O-metilnorestenosporico.

O trabalho de MICHELETTI et al. (2021) avaliaram a atividade antibiotica do
extrato acetdbnico de S. ramulosum frente as bactérias S. aureus e E. faecalis.
Verificaram que atranorina, os acidos perlatélico e anziaico foram as substancias
responsaveis pela atividade antibidtica do extrato e determinaram que o &cido
perlatélico € um potencial antibacteriano com CMI entre 3,9 a 7,8 ug/mL para essas

bactérias.
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4.5.2 - Atividade antioxidante

Extratos de Stereocaulon (grupos |, I, 1l e IV) foram avaliados quanto a
atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH. O DPPH é um radical estavel de
nitrogénio de coloracdo purpura e por acdo do antioxidante (AH) é reduzido (DPPH-
H) mudando de cor para amarelo-clara (KARADAG et al. 2009; GULCIN, 2012),
conforme mostra a Figura 56.

Figura 56 - Reacédo de reducdo do DPPH por um antioxidante

(AH).
X : W :
N 5 N-H _
O5N NO, AH 05N NO» + A
N02 N02
DPPH DPPH-H
coloragéao purpura amarelo-claro

Fonte: prépria autora.

A Figura 57 mostra os cromatogramas de um extrato representativo de cada
grupo (1, II, lll e IV). A identificacdo das substancias antioxidantes foi feita com base
em cromatogramas dos mesmos extratos revelados sob luz UVa2ss, H2SOs

aguecimento e/ou p-anisaldeido com reaquecimento.
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Figura 57 - Cromatogramas dos extratos de Stereocaulon dos grupos |, II, lll e IV,
30 minutos ap0s a revelacado com solucao de DPPH.
| A B A A
Atr.
Atr.
Atr. Atr.
Subs.
Per.
Nor. Esten.
Lob.
Rang' e outros
Est. Anz.
Men. \
Subs. 2-O-met.
Hipo.
[ - \ i v

Fonte: propria autora.

I- Extrato do grupo I; Il — Extrato do grupo II; 1ll — Extrato do grupo IllI; IV — Extrato do grupo
IV, Atr.- Atranorina, Rang.- acido rangiférmico, Lob. e outros- Acido lobarico e outras
substancias, Sub.- outras substancias presentes no extrato, Nor.- Acido norstitico, Est.- Acido
estitico, Men.- Acido menegaziaico, Hipo.- Acido hipoconstitico, Per.- Acido perlatdlico,
Esten.- Acido estenosporico, Anz.- Acido anzidico, 2-O-met.- Acido 2-O-
metilnorestenosporico, A- tolueno: acido acético (85:15 v/v) e B- tolueno: dioxano: acido
acético (90:25:4 viviv).

A analise dos resultados da atividade antioxidante dos extratos de Stereocaulon
(Figura 57) indicou que a atranorina, presente em todos os extratos (grupos I, II, lll e
IV), possui atividade antioxidante frente a DPPH. Dos acidos graxos presentes no
grupo I, apenas o rangiférmico foi ativo.

No extrato do grupo Il foi possivel identificar que o acido lobarico apresenta
atividade antioxidante. Como o0s extratos do grupo Il contém substancias
estruturalmente relacionadas ao acido lobarico que devem apresentar valores de Rf
préximos aquele do acido lobéarico, ndo é possivel determinar se a atividade
antioxidante apresentada é devida apenas ao acido lobarico ou também as outras
substancias. Neste extrato, € possivel notar também que ha outras manchas amarelas
esbranquicadas, uma logo abaixo da mancha da atranorina, e varias outras abaixo do

acido lobérico, indicando que ha outras substancias ativas presentes.
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No extrato do grupo lll, todas as substancias presentes apresentaram atividade
antioxidante: os acidos norstitico, estitico, menegaziaico e hipoconstitico. Todas as
substancias presentes no extrato do grupo IV - acidos perlatolico, estenospdérico,
anziéico e 2-O-metilnorestenospérico — foram ativas. No cromatograma deste grupo é
possivel identificar a presenca do acido estenosporico que migra muito proximo ao
acido perlatdlico.

N&o foi possivel quantificar a atividade antioxidante dos extratos devido devido
ao pouco material disponivel. O tamanho das amostras (parte de exsicatas) foi uma
parte muito desafiadora do trabalho. Ainda assim, dados da literatura indicam que
alguns desses compostos apresentam fraca atividade sequestradora do radical
DPPH, como os &cidos norstitico e estitico isolados da espécie Stereocaulon
montagneanum e o &cido lobéarico presente em S. alpinum (ISMED et al. 2017,
BHATTARAI et al. 2013).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A analise quimica dos extratos acetonicos das 151 exsicatas de Stereocaulon
realizadas pelas técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD),
microcristalizacdo, RMN de 'H e 13C e por CLAE-DAD-EM/EM permitiiu identificar 24
substancias, das quais quatro sdo acidos graxos, seis depsidonas, seis depsideos,
um dibenzofurano, um éter difenilico, uma cromona (oxisifulina), além de 5 compostos
ainda ndo citados na literatura — os acidos 2”-eno lobarico, 3”-eno lobarico e 4”-eno
lobarico (depsidonas) e duas substancias de estruturas néo definidas.

As informac¢des sobre a composicdo quimica e a andlise morfolégica de cada
uma das 151 exsicatas permitiu a identificacdo em 9 taxons diferentes: Stereocaulon
corticatulum, Stereocaulon alpinum, Stereocaulon melanopotamicum, Stereocaulon
implexum, Stereocaulon tomentosum, Stereocaulon tomentosum var. capitatum,
Stereocaulon glabrum, Stereocaulon ramulosum e Stereocaulon argus.

A avaliacao da atividade antibacteriana dos extratos mostrou que apenas o do
grupo IV apresentou atividade significativa, com CMI de 31,25 pg/mL frente as duas
cepas de S. aureus (clinica e NEWP0023). A atranorina, os acidos perlatolico,
anziaico, estenospérico e 2-O-metilnorestenosporico sdo as substancias
responsaveis pela atividade frente a essa bactéria. Os demais extratos, apesar de
apresentarem uma ou mais substancias ativas para S. aureus apresentaram CMI de
125 pg/mL a 250 pug/mL para as bactérias Gram-positivas (S. aureus e E. faecium),
com excecgao do extrato do grupo | que apresentou CMI = 500 ug/mL frente a S.
aureus (NEWP0023).

A avaliagdo dos extratos quanto a atividade antioxidante com DPPH indicou
mais de dez substancias ativas, entre elas atranorina, acidos lobarico, norstitico,
estitico, menegazidico, hipoconstitico, perlatélico, estenospoérico, anziaico, 2-O-
metilnorestenosparico.

Concluindo, reiteramos que as informacgdes sobre a composicdo quimica de
liquens, especialmente com relacdo aos compostos do metabolismo secundario séo
importantes para a definicdo taxondmica das espécies. Na maioria dos casos 0 uso
de spot test, cromatografia em camada delgada e microcristalizacdo sao suficientes
para definir a composicdo quimica, entretanto, no caso de liquens do género
Stereocaulon, especialmente as espécies que contém acido lobarico, a definicdo mais
precisa da composi¢do exige o uso de técnicas mais avangadas como a EM. Neste

trabalho, embora com estruturas de duas substancias ainda a serem confirmadas,
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apresentamos uma definicAo mais precisa da composi¢cdo quimica, em termos de

substancias do metabolismo secundario, de nove espécies do género Stereocaulon.
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Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo | (CGMS 80216)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo Il (CGMS 80161)
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Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato aceténico de Stereocaulon, representativo do grupo Il (CGMS 80161)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo Il (CGMS 61845)
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Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo Il (CGMS 61845)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo IV (CGMS 61166)
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Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) do extrato acetonico de Stereocaulon, representativo do grupo IV (CGMS 61166)
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