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RESUMO

Piper arboreum é conhecida por acumular amidas pirrolidinicas com potente atividade
antifingica, antileishimanicida, inseticida entre outros, sendo, portanto, importantes
substancias alvos para estudos biossintéticos. A partir dos extratos das folhas e frutos
desta espécie, foram isoladas trés amidas pirrolidinicas e dois precursores
fenilpropanoidicos, sendo que piperilina foi utilizada como padrdao para os estudos
biossintéticos. A proposta biossintética para a formagao dessas amidas segue uma
biossintese mista, que deriva da via do chiquimato e via do acetato. Unidades Ce-Cs,
condensam-se com malonil-CoA e a ornitina para a producao destes metabdlitos. Os
estudos biossintéticos foram iniciados com a incorporagao de CH3z'*CO2Na em folhas
de P. arboreum. Este experimento teve como objetivo estabelecer a biossintese da
extensao final da cadeia lateral das amidas pirrolidinicas em relacdo ao derivado
fenilpropanoidico. A analise por espectrometria de massas confirmou a incorporacao
do is6topo 3C na piperilina, indicando que a extensdo da cadeia ocorre via acetato.
Para verificar se a formacao do grupo metilenodioxilico ocorre antes ou depois da
formagéo da porgdo amidica, foram sintetizados os precursores fenilpropanoidicos: o
acido ferulico e o 3’,4’-metilenodioxicinamico, bem como seus analogos marcados
com isétopos estaveis: o acido[1-OD, 2-D]-fertlico e o acido[1-OD, 2-D]- 3',4’-
metilenodioxicinamico. Os precursores sintetizados marcados com deutério foram
incorporados, separadamente, na fracdo enzimatica soluvel, juntamente com os
precursores L-ornitina, e acido malénico. Os produtos formados foram monitorados
por CLAE-DAD utilizando-se a piperilina como padrdo. A formacao do produto foi
identificado por CLAE-DAD. A analise do extrato protéico das folhas e frutos em gel
poliacrilamida permitiu atribuir as bandas mais expressivas as enzimas ribulose-
bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCo; 55 - 14 kDa), fenilalanina aménia-liase
(PAL; 77- 83 kDa) e policetideo sintase (PKS; 45 - 30 kDa). A piperilina isolada de P.
arboreum foi submetida a avaliacdo do potencial de inativacdo da enzima tirosinase,
mostrando potente atividade no ensaio in vivo. O extrato etandlico das folhas de P.

arboreum apresentou importante atividade antifingica, anti-inflamatéria e inseticida.

Palavras-chave: biossintese, piperilina, reacao enzimatica, atividade biolégica.



ABSTRACT

Piper arboreum is known to accumulate amides with potential antitumoral,
antimicrobial, antifungal, antileishmanial and insecticidal activities, being targeted
compounds for biosynthetic studies. From leaves and fruits extracts, three pyrrolidinic
amides and two phenylpropanoids precursors were isolated and the piperilina amide
was used as standard for biosynthetic studies. The biosynthetic proposal for piperiline
precusors formation follows a mixed biosynthesis, which is derived from the shikimate
and acetato are which Ce-Cs units which condense with malonyl-CoA and ornithine for
the production of the amides. The biosyntetic studies were initiated with the
incorporation of CH3'3CO:2Na in leaves of P. arboreum. Analysis by mass spectrometry
confirmed incorporation of 3C isotope indicating that extention chain of piperilina is
product via acetate. To determine formation of the methylenedioxy group occurs before
or after the amide portion, were if the synthesized phenylpropanoids precursors ferulic
acid and 3’,4’-methylenedioxycynamic acid as well the same compounds labeled with
stable isotopes: [1-OD, 2-D]-ferulic acid and [1-OD, 2-D]- 3’,4’-methylenedioxycynamic
acid. The synthetized labeled precursors were incorpored into the soluble fraction of
the enzymatic extraction, together with precursors L-ornithine and malonic acid. The
products were analyzed by liquid chromatography and mass espectrometry using
piperline amide as standard. Analysis of the protein extract from de leaves and fruits
using 1D polyacrylamide gel allowed to assing the most significant bands: the RuBisCo
(55 - 14 kDa), PAL (77- 83 kDa) and PKS (45 - 30 kDa) enzimes. The piperiline amide
isolated from P. arboreum were submetted to inativation assay of the enzyme
tyrosinase and showed powerful in vitro activity. The etanolic extracts from leaves from

P. arboreum showed important antifungal, anti-inflammatory and inseticidal activities.

Keywords: biosynthesis, piperiline, enzimatic reaction, biological activities.
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1 INTRODUCAO

1.1 Quimica de produtos naturais

O conhecimento sobre as plantas medicinais e seu uso é tao antigo quanto a
espécie humana, sendo muitas vezes 0 Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al, 2002).

As primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem estédo
registradas nas escrituras sagradas e no papiro de Ebers. Durante o periodo anterior
a era crista muitos filésofos se destacaram por suas obras sobre a histéria natural.
Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, utilizou os recursos naturais
como guia na escolha de remédiosTeofrasto (372 a.C) escreveu varios livros sobre a
histéria das plantas sendo responsavel pelo registro da utilizacdo da espécie botanica
Papaver somniferum, cujo principio ativo é a morfina. O isolamento das primeiras
substancias puras do reino vegetal, principalmente acidos organicos e alcalbides
ocorreram nos séculos XVIII e XIX, com o isolamento da morfina, quinina e estricnina.
No entanto foi no século XX que ocorreu a primeira sintese dos alcaloides, quinina,
estricnina e reserpina (PINTO et al, 2002).

Os recursos naturais tém sido utilizado, até os dias atuais, como fonte de novas
drogas. Devido suas propriedades estruturais, tem papel importante para a descoberta
e desenvolvimento de processos para obtencao de farmacos. A modificacao estrutural
nos esqueletos dos produtos naturais ativos, tem levado a formacao de novos agentes
gue desempenham importantes atividades bioldgicas. (NEWMAN e CRAGG, 2012).

Segundo Cragg e Newman (2013) 65% da populacdo mundial utilizam plantas
para curar suas enfermidades. O estudo quimico e farmacolégico das plantas
medicinais possibilitou a obtencao de novos compostos com propriedades relevantes,
como o taxol (anticancerigeno), a forscolina (anti-hipertensivo), a artemisinina
(antimalarico), a morfina (analgésico), a emetina (anti-protozoario), a galangina
(antibacteriano), a colchichina (antiiflamatério) (figura 1, p.26). Apesar do grande
avanco cientifico, das 300 mil espécies existentes no planeta, apenas 6% foram
investigadas e descritas quanto ao seu potencial farmacolégico, e 15% delas tem sido
estudadas do ponto de vista fitoquimico. Uma menor porcentagem, é avaliada sob os
aspectos biolégicos (CRAGG e NEWMAN, 2013; CSEKE et al., 2006; CECHINEL
FILHO e YUNES, 1998).
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Figura 1: Substancias com propriedades farmacoldgicas isoladas de plantas.
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O estudo sistematico de plantas medicinais envolvendo diversas areas do
conhecimento possibilita a elucidagédo dos metabdlitos presentes na espécie vegetal,
sua constituicdo genética e os fatores que interferem na variagéo do teor de principios
ativos (CASTRO et al, 2004; Di STASI, 1996). Com o uso de ferramentas
biotecnoldgicas associadas aos métodos de quimica medicinal novas moléculas com
atividades bioldgicas podem ser planejadas e desenvolvidas (GUIDO et al, 2010).

1.2 Familia Piperaceae

Considerada uma familia predominantemente tropical, a Piperaceae é
considerada uma das mais primitivas entre as Angiospermas, pertencente a ordem
Piperales e ao clado Magnoliideas. Esta familia foi descrita no século XVIII por
Linnaeus, que lhe atribuiu quatro géneros, sendo o género Piper descrito em 1737
(KATO e FURLAN, 2007).

Atualmente, sdo reconhecidos cinco géneros (Figura 2), subdividos em trés
subfamilias: Peperomia Ruiz & Pavon e Piper L. (Piperoideae). Verhuellia Mig.
(Verhuellioideae), Manekia Trel.e Zippelia Blume. (Zippelioideae), com mais de 3.600
espécies e distribuicao pantropical (QUIJANO-ABRIL et al., 2006; WANKE et al., 2007;
SAMAIN et al. 2008; SMITH et al 2008).

Figura 2: Géneros da familia Piperaceae.

Piper Peperomia Manekia Zippelia Verhuellia

Com excecao do género monotipico Zippelia, que ocorre predominantemente
na Asia tropical, todos os demais géneros estdo bem representados na regido
neotropical (MELO et al.,, 2014; SUWANPHAKDEE e CHANTARANOTHAI, 2009;
TEBBS 1993). Peperomia Ruiz & Pavon e Piper L., sdo os géneros mais
representativos da familia, com aproximadamente 1500 espécies cada, encontradas
principalmente na América do Sul (Figura 3, p. 28), em florestas Umidas e regiao
amazonica (SAMAIN et al., 2008; GUIMARAES et al., 2015).
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Figura 3: Distribuicdo geografica da familia Piperaceae.

Estudos taxonémicos de espécies de Piperaceae tém sido desenvolvidos no
Brasil e, com isso, estabelecida as diretrizes para o entendimento das diferencas
morfolégicas desta familia (ALBIERO et al., 2006; GUIMARAES & GIORDANO, 2004).
Esta familia representada por aproximadamente 450 taxons, distribuidos em quatro
géneros, apresenta maior diversidade na Mata Atlantica e Amazénia com cerca de
280 e 230 taxons, respectivamente (GUIMARAES et al., 2015).

As espécies desta familia, sdo geralmente arbustivas e herbaceas, podendo
ocorrer em diversas formas, sendo observadas também como pequenas arvores. As
folhas podem ser simples, alternadas, opostas ou verticiladas, de margem inteira e
geralmente com odor caracteristico. As inflorescéncias sdo em espigas, solitarias ou
n&o, axilares, terminais ou opositifoliais (GUIMARAES et al., 2015; DYER e PALMER,
2004; JARAMILLO et al., 2004; PARMAR et al., 1997; CRONQUIST, 1981).

Muitas espécies da familia Piperaceae sdao economicamente importantes,
sendo cultivadas para fins ornamentais (Peperomia pellucida), para culinaria, como
especiarias (Piper nigrum), como fitoterapico (Piper methysticum), sendo ainda de
grande importancia para a industria farmacéutica de cosméticos e de defensivos
agricolas (PESSINI et al., 2003; SILVA e MACHADO, 1999).
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A investigacdo fitoquimica de espécies de Piperaceae tem revelado uma
grande variedade de compostos bioativos. As principais classes de compostos
descritos séo as lignanas/neolignanas (PARMAR et al., 1997; BENEVIDES et al. 1999;
FELIPPE et al, 2008; FELIPPE et al, 2011), derivados do acido benzéico (LAGO et al.,
2004; BALDOQUI et al., 1999; BERGAMO et al., 2005; MORANDIM et al., 2005;
LOPES et al., 2008), cromanos e cromenos prenilados (BALDOQUI et al. 1999;
BATISTA JUNIOR et al., 2008; MOTA et al., 2009), amidas alifaticas e aromaticas
(SILVA, et al., 2002; NAVICKIENE et al., 2000; COTINGUIBA et al. 2009), policetideos
(CHENG et al., 2003) e piperolideos (LAGO et al., 2004; MARQUES et al., 2008), além
de produzir 6leos essenciais compostos por monoterpenos, sesquiterpenos e
arilpropandides (SANTOS et al., 2001; NAKAMURA et al., 2006; POTZERNHEIM et
al., 2006).

Os metabdlitos secundarios isolados da familia Piperaceae mostraram potente
atividade frente ao Trypanossoma cruzi (REGASINI et al, 2009b; BATISTA JUNIOR
et al., 2008; SAUDE-GUIMARAES e FARIA, 2007), antifingica (MORANDIM et al.,
2010; REGASINI et al., 2009a; NAVICKIENE et al.,, 2006; SILVA et al., 2002;
NAVICKIENE et al., 2000), antibacteriana (CUNICO et al., 2006), antileishmania
(ESTEVEZ et al., 2007; NAKAMURA et al., 2006), ansiolitica (AMORIM et al., 2007)
anticonvulsante e anti-inflamatéria (BARBOSA-FILHO et al., 2006; QUINTANS-
JUNIOR et al., 2008), contra hepatite C (JARDIM et al., 2015).

1.3 Género Piper

O género Piper teve o seu primeiro estudo quimico em 1819 (ZACHARIAH et
al., 2008), quando foi isolada a piperamida piperina, um principio ativo pungente de
Piper nigrum (pimenta-do-reino). Este género apresenta aproximadamente 2.000
espécies (QUIJANO-ABRIL et al., 2006; WANKE et al., 2007), distribuidas em regides
tropicais e subtropicais, comum em matas de galerias. Encontradas como arbustos ou
arvores, sublenhosos com espigas opostas as folhas e que podem ser reconhecidas
em seu estado vegetativo pela presenca de noés foliares geniculados. As folhas
apresentam base bastante assimétrica e os frutos uma drupa, séssil ou pedicelado
(GUIMARAES e GIORDANO, 2004). Exemplares de Piper sdo mostrados na Figura
4, pagina 30.
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Figura 4: Exemplares de espécies do género Piper encontradas no Brasil.

Piper longum Piper auritum Piper nigrum Piper crassinervium

As semelhancas morfolégicas encontradas entre espécies de Piper dificultaram
a identificacao, permitindo a troca e até mesmo falsificacdo quando as espécies sao
coletadas e comercializadas como medicinais (PESSINI et al., 2003; ALBIERO, 2005;
ALBIERO, 2006), Desta forma, as -caracteristicas quimiotaxondmicas podem
corroborar para o estudo de taxonomia, ecologia e controle de qualidade desta
espécie (SOUZA et al., 2009).

Um ndmero significativo de espécies do género Piper tem aplicagbes
medicinais, importancia comercial e econdmica devido a producao de 6leos essenciais
(MONZOTE et al., 2010; POTZERNHEIM et al., 2006), que sao utilizados na industria
de condimentos, farmacéutica e inseticidas. A analise de algumas espécies mostrou
a presenca de compostos com importantes atividades biolégicas, como atividade
antileshimania (BOSQUIROLI et al, 2015; CONDE-HERNANDEZ e GUERRERO
BELTRAN, 2014; RUIZ et al., 2011; MONZOTE et al, 2010; MISRA et al.; 2009),
tripanocida (HAMEDT et al., 2014; REGASINI et al., 2009b), antifungica (SPEROTTO
et al., 2013; REGASINI et al. 2009a; GUERRINI et al., 2009; PESSINI et al., 2005;
SILVA et al, 2002), antibacteriano (NASCIMENTO et al, 2015; NOVAES et al.,2014;
MALAMI et al., 2014; SILVA JUNIOR et al, 2014; SOUZA, 2010; BENITEZ et al.,
2009), antiparasitaria e antioxidante (PARMAR et al., 1997; NAVICKIENE et al., 2000;
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KATO e FURLAN, 2007; COTINGUIBA et al., 2009), anti-inflamatéria (PERAZZO, et
a.l, 2013; LIMA et al.,, 2012), antiviral (JARDIM, et al, 2015), antidepressivo e
antinoceptivo (XIE et al., 2011; YAO et al., 2009), antiveneno (SHENQY et al, 2014),
antitumoral (BEZERRA et al, 2013), larvicida (KANIS et al., 2013), schistossomicida
(MORAES et al., 2012), antituberculose e antiplaquetaria (CHEN et al, 2013).

A investigacgao fitoquimica do género Piper levou ao isolamento de metabdlitos
secundarios pertencentes as classes das amidas (NAVICKIENE et al., 2000; SILVA
et. al, 2002; NAVICKIENE et al., 2006), derivados de acido benzdico e hidroquinonas,
cromenos, lignanas, neolignanas, flavonéides e alcaléides (LAGO et al.,, 2004;
FELIPPE et al., 2008; RAMOS E KATO, 2009; BALDOQUI et al., 2009) e éleos
essenciais como monoterpenos e sesquiterpenos (MONZOTE et al.,, 2010;
POTZERNHEIM et al., 2006; MUNDINA et al, 1998; GOTTLIEB et al, 1981). Alguns
exemplos de metabdlitos isolados de Piper, estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Metabolitos isolados do género Piper.

o Atividade a
Nome Espécie biolégica Referéncias
o
O ap s .
i | antifungico |\ ASCIMENTO
Piper arboreum antimicrobiano
o etal., 2015.
piperetina
o
0 S . REGASINI et
< P. arboreum antifingica al.,, 2009a;
o ' SILVA et al.,
2002.
piperilina
o
O - —
< O '
o o ALECIO et al.,
5 P. hispidum antifangica 1998.
N-[7-(3’,4’-metilenodiox)-2(Z),4(Z)-heptadienoil]
pirrolidina




AT,
O

Z-antiepilepsirina
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(o]
SORRRe
O
SILVA et al,,
piperina o 2002;
antifungica NAVICKIENE
tripanocida et al.. 2000:
P. tuberculatum antitlcera BURCI et al.,
0 o 2013.
\O
/O
diidropiplartina
(0]
° N N tribanocida KANIS et al.,
< | P. ovatum inpseticida 2013; SANTOS
o ; etal., 2013.
piperlonguminine
OTITT T
\ - MADHU et al.,
o H P. longum larvicida 5011,
pipiaiina
o Z NN . antinociceptivo
< ﬁ/ P. laetispicum antidepressivo YAO etal,
o 2009.
laetispicina
(0]
O\/\’r@
[0 [¢]
kaousina
P. capense antimalérico KAOU etal,
-cap 2010.
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citotoxica RAZ% 1e1t .al. ’
antimalarico .
P. chaba antituberculose RUKACHAISIR
IKUL et al.,
2002.
chabamida
(0]
\ H
P. taiwanense antituberculose CHEN etal.,
HO 2013.
OH
Aldeido trans-caféico
o
\
AN o o P. fuliginum antiviral JARI;(I)I\{ISet al.,
desmetoxiangonina (5,6-deiidrokavaina)
OH (0]
P = DANELUTTE et
antifungica, al., 2003;
P crassinervium antioxidante LOPEZ et al.,
) tripanocida 2010;
YAMAGUCHI
oHt et al., 2006.

1,4-diidroxi-2-(3’,7’-dimetil-1’-0x0-2’,6'-
octadienil)benzeno
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MeO. o
> . . . MARTINS et
oo g P. solmsianum tripanocida al., 2003.
OMe
rel-(7R,8R,7’R,8’'R)-3’,4’-metilenodioxi-3,4,5,5-
tetrametoxi- 7,7’-epoxilignana
p BATISTA
o tripanocida JUNIOR et al.,
gaudichaudianum 2008.
2-metil-2-(4’-metil-3’-pentenil)-8-(3”-metil-2”-
butenil)-2H-1- cromeno-6-carboxilico
(o]
HO N BATISTA
P. aduncum tripanocida JUNIOR et al.,
o 2008.
acido 2,2-dimetil-2H-1-cromeno-6-carboxilico
o}
MeO o
W
H P. antileucémica FREITAS et al.,
carniconnectivum 2014.
MeO
o}

5-hidroxi-2-(1’-hidroxi-4’-oxo-ciclohex-2’-en-1’-il)-
6,7 dimetoxi-2,3-diidro-4H-cromeno-4-ona




Introdugdo .
OMe
HO
////,, (0]
MeO ,
Hi,,,
Lo
" P. wallichii antitrombética SHletal,,
oM 2015.
R
[6) &
OH
OMe
(—)-siringaresinol
o)
OH
< OH
O "
BALDOQUI et
P. umbellata - . 2008.
o)
v/
sesamina
P. cf. cumanense antifungica PAR?@ gt al.,

acido 4-hidroxi-3 (E)--(3,7-dimetil-1-ox0-2,6
octadienil)-5-(3-metil-2-butenil)benzoico




Introdugdo 36
. . SCODRO et
P. reganelli antituberculose al., 2013
eupomatenodide-3
(0]
P. cf. cumanense antifungica PARRA et al,
2011.
acido-2,2-dimetil-8-(3’,7’-dimetil-octa-2’,6’-
dienil)-2H-1-benzopirano-6-carboxilico
CYSNE et al.
OH . ;
P. arboreum 5005,
Eremoligenol
HO
P. arboreum
X AN Z P. claussenianum leishimanicida Mgﬁ%%f? et

(E)-Nerolidol
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/
— GOTTLIEB et
P. arboreum - al., 1981.
CHa
HsC
Biciclogermacreno
H
/ P. arboreum
| P. ottonoides _ GOTTLIEB et
H\\*‘ al., 1981.
(E)-cariofileno
o] / .
P. marginatum
aIJ  colecsm HoNzorE
0 P. E'p;‘f'l'ﬂgr‘;“m - GOTTLIEB et
’ al., 1981.
safrol
\O
o O\
< . - SILVA et al.,
9 P. aduncum inseticida 2007
X
dilapiol
P. ottonoides
P. crassinervium - GOTTLIEB et
al., 1981.

a-pineno B-pineno
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Plantas do género Piper tém como principal polinizador e dispersor de
sementes o morcego Carollia perspicillata (Figura 5). Os morcegos usam uma
combinacao de ecolocalizacédo (forma, estrutura da superficie) e olfagdo (aroma) para
localizar os frutos maduros. Os frutos de Piper permanecem esverdeados quando
maduros, sdo moles, exalam odor caracteristico e sdo rapidamente consumidos pelos
morcegos. Através sucessivas coletas do fruto maduro durante a noite, a maior parte
das sementes ingeridas sao defecadas e dispersadas propagando, desta forma, a
espécie (CAMPQOS et al., 2012; DYER e PALMER, 2004; THIES et al., 1998), sendo
entao, um importante recurso alimentar para esse quiréptero, rico em proteinas e com
baixo teor de fibras, correspondendo a aproximadamente 70% de sua dieta (MIKICH,
2002).

Figura 5: Morcego (Carollia perspicillata).

Fonte: Dyer e Palmer, (2004) Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/carollia

1.4 Espécie Piper arboreum

Piper arboreum (Figura 6, p. 39) € um arbusto com aproximadamente 2 a 4
metros de altura, com hastes cilindricas e nodosas de coloracdo marrom claro e folhas
com base bastante assimétrica (SOUZA et al., 2009; GUIMARAES e GIORDANO,
2004), é conhecida popularmente como pimenta longa, condorcillo (DUKE e
VASQUES, 1994), alecrim-de-angola ou pau-de-angola (GUIMARAES e GIORDANO,
2004). Na Amazbnia, P. arboreum € popularmente utilizada sob a forma de chéa para
bronquites, resfriados e gripes fortes. Nessa regido sua raiz é conhecida como raiz-
de-pahim (VAN DEN BERG, 1993).
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Figura 6: Piper arboreum

Fonte: arquivo pessoal.

1.5 Classificacao botanica geral

A classificagédo botanica geral de Piper arboreum segue o sistema de arranjos
de Cronquist (1981) (Tabela 2).

Tabela 2: Classificagao botanica geral de acordo com o arranjo de Cronquist (1981).

Reino Plantae
Divisao Angiosperma A. Braun & Doill (Magnoliophyta)
Classe Dicotiledonae
Subclasse Magnolidae
Ordem Piperales
Familia Piperaceae Agardth
Género Piper
Espécie Piper arboreum

Estudos anteriores realizados por SILVA (2004), mostraram que P. arboreum
acumula amidas pirrolidinicas, sendo, portanto, consideradas marcadores na espécie.
Foram também identificados monoterpenos e sesquiterpenos nos éleos essenciais da
espécie (NAVICKIENE et al.,, 2006). Recentemente, Nascimento e colaboradores
(2015) isolaram a amida piperetina das raizes desta espécie e avaliaram a atividade
dos extratos das fracdes e Oleos essenciais frente a bactéria Staphylococcus aureus
e aos fungos Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum, mostrando potente

atividade antibacteriana e antifungica.
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As amidas pirrolidinicas apresentam diversas atividades biolégicas,
destacando-se a atividade antifungica frente aos fungos oportunistas Cladosporium
sphaerospermum (SILVA et al, 2002), Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans (REGASINI, et al., 2009a). Apresentam também atividades
carminativa e emoliente (DUKE E VASQUEZ, 1994).

1.6 Elucidacao de vias biossintéticas

A Dbiotecnologia nas suas mais diferentes abordagens tem criado novas
perspectivas para o melhoramento vegetal visando a producao em grande escala de
metabdlicos com potencial famacolégico, utilizando técnicas de transferéncia de
genes em plantas, contribuindo significativamente para o aumento da qualidade,
produtividade, resisténcia a doencas e pragas, e tolerancia as condicbes ambientais
(SANTAREM, 2000). O desenvolvimento de novas biotecnologias para producéo ou
modificagao de produtos, o aperfeicoamento de plantas ou animais e a descoberta de
microorganismos para usos especificos abriu inUmeras oportunidades para o
investimento sustentavel dos recursos genético nas areas de interesse quimico,
farmacéutico, agricola e industrial (ALBAGLI, 1998).

A elucidacao das vias metabdlicas de espécies vegetais tem despertado grande
interesse da comunidade cientifica, pois permite o entendimento dos mecanismos de
formacao de inumeras substancias biologicamente ativas (ENGLARD e SEIFTER,
1990). Quando a estrutura de um metabdlito secundario € elucidada, usualmente é
possivel propor a biogénese para a formacdo do mesmo a partir de substancias
derivadas do metabolismo primario, tais como acetato, mevalonato, chiquimato e/ou
acidos aminados (DEWICK, 2009).

A confirmacgéao da rota biossintética proposta, pode ser feita por dois caminhos.
Um deles é através da incubagao de precursores (marcados ou nao) em extratos
enzimaticos (in vitro). Nesta técnica, as enzimas que atuam na formag&o do metabdlito
de interesse sao extraidas do organismo em estudo e incubadas com 0s possiveis
precursores (BACHER et al., 1999). Outro caminho € a incorporacao de precursores
(isotopicamente marcados ou ndao) em organismos intactos, tais como plantulas,
o0rgaos vegetais e cultura de células (in vivo). Neste procedimento, a enzima
responsavel pela sintese do metabdlito de interesse utiliza todo o maquinario celular

para produzi-lo. Sendo assim, ndo € necessario fornecer condicées especiais para
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que a enzima expresse sua atividade, sendo necessario apenas manter o organismo
vivo durante o estudo (BACHER et al., 1999). Uma das formas de confirmacao da
incorporagdo dos precursores marcados, pode ser realizada pela analise dos
espectros de RMN de '3C, que apresenta o sinal aumentado do carbono que foi
marcado. Outra forma de confirmacao pode ser realizada pela anélise dos espectros
de massas (MACEDO JUNIOR, 2007; LOBO e LOURENGCO, 2007).

Apés o estabelecimento do caminho biossintético, a proxima etapa € identificar
as enzimas envolvidas na biossintese proposta. Muitas vezes, esta etapa € limitante,
pois muitas enzimas apresentam baixa atividade, ou séo dificeis de serem extraidas
da planta matriz. Para aquelas etapas da via biossintética nas quais nao se conhecem
os intermediarios, a determinacgéo da atividade enzimatica pode ser dificultada. Nestes
casos, o estudo das proteinas (proteoma) pode ser o caminho que fornecera novas
perspectivas na identificacdo das enzimas envolvidas em determinadas etapas do
metabolismo secundario (CORSINO et al., 2000, MORANDIM et al., 2005).

O crescente interesse pelo proteoma esta associado as informagdes geradas
pelos diferentes programas de sequéncia gendmica, informacdes estas que
promovem subsidios para antecipar os elementos estruturais relacionados a um dado
metabdlico cognato e descodificar seu maquinario biossintético. O uso da sequéncia
gendmica tornou-se uma ferramenta de rotina em todos os laboratérios do mundo
permitindo a identificacdo de um grande numero de clusters de genes biossitéticos
com potencial para direcionar a produ¢dao de novos produtos naturais, além de
possibilitar a elucidacdo de inumeras vias biossintéticas. Com base nessas
ferramentas, Oliveira e colaboradores (2013) relataram a importancia do estudo
interdisciplinar, envolvendo a quimica e biologia, principalmente a biologia molecular,
para um melhor entendimento da quimica de produtos naturais, em especial de micro-
organismos.

As principais técnicas utilizadas para separar uma mistura complexa de
proteinas sao a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), e a
espectrometria de massas. A eletroforese bidimensional foi desenvolvida inicialmente
por O'FARREL (1975). Nesta técnica as proteinas sao separadas em duas dimensdes
de acordo com duas propriedades independentes. Na primeira dimensao, focalizacao
isoelétrica (IEF), as proteinas sdo separadas de acordo com seus pontos isoelétricos

(pl). Na segunda dimensao, eletroforese em gel poliacrilamida com dodecil sulfato de
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sédio (SDS-PAGE) separa as proteinas de acordo com suas massas moleculares.
Uma vez determinado o complexo protéico, este pode ser comparado com programas
ja disponiveis para analise de gel, onde as manchas visualizadas sdo analisadas por
espectrometria de massas, utilizando a técnica MALDI-TOF (PASTERNAK, 2012;
ROCHA et al, 2005).

A identificacdo das proteinas é baseada na analise da sequéncia de
aminoacidos, ou no mapeamento da cadeia peptidica através da digestdo de
polipeptideos (impressao digital). Para tanto, os pesos moleculares e a sequéncia dos
peptideos obtidos sédo utilizados como base de dados para busca em um banco,
permitindo a identificacdo de proteinas ja conhecidas (CANTU et al, 2008; WILKINS
et al., 1998; WILM et al., 1996). Muitas vezes é possivel identificar e determinar a
funcdo de uma determinada proteina, sendo que a informagdo da sequéncia de
aminoacidos pode ser utilizada para clonagem de genes. As principais etapas
envolvidas na analise do proteoma estdo descritas na Figura 7.

Figura 7: Etapas fundamentais para analise do prote6ma.

Amostra de culturade | ___J tecidosExtracao e
células ou remogao dos interferentes
Revelagdo com Commassie | Eletroforese SDS- | Focalizagao isoelétrica;
blue e nitrato de prata A PAGE b ponto isoelétrico
7 7

Espectrometria de massas

L ]

Banco de dados J

Sequenciamento
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1.7 Proposta biossintética para formacao das piperamidas em espécies Piper.
As amidas pirrolidinicas apresentam biogénese baseada em uma via mista
envolvendo o chiquimato na formacgdo das unidades Cg-C3, 0 acetato, responsavel

pelo grupo acetil no final da extensao da cadeia carbdnica, e a ornitina que fornece o
anel pirrolidinico. As enzimas oxidoredutases do tipo citocromo P450 e S-adenosil

metionina estao envolvidas na formagéo do grupo metilenodioxilico (Figura 8).

Figura 8: Biogénese das amidas pirrolidinicas
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fenilpropandides
L-ornitina

1.7.1 Formacao dos fenilpropanoides (Cs-Cs)

O acido chiquimico é um intermediario chave na biossintese de aminoacidos
aromaticos, sendo a fenilalanina importante na formacao dos fenilpropandides e
precursor de diversas classes de metabdlitos secundarios como flavondides, acido
hidroxicinamicos, antocianinas, dentre outros metabdlitos, que desempenham
diversas fungdes na biologia e ecofisiologia das plantas. O &cido cinamico foi o
primeiro precursor fenilpropanoidico, obtido pela trans-desaminacao da L-fenilalanina
pela acao da enzima fenilalanina aménia liase (PAL). Esse acido € convertido para
acido p-cumarico pela acdo da enzima cinamato 4-hidroxilase (C4H), em reacao
dependente da enzima citocromo do tipo P450. Em uma série sequencial de reacoes,
outros fenilpropandides, sdo obtidos por meio de reagdes de hidroxilagdes e
metilacées controladas pela hidroxilases, SAM O-metiltransferases, e deidratases
(LANDOLINO e COOK, 2010; DEWICK, 2009), (Figura 9, p. 44).
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Figura 9: Proposta biossintética para os precursores fenilpropanoidico em P. arboreum (Dewick,
2009).
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E2- cinamato-4-hidroxilase

E3- cumarato 3-hidroxilase
E4- acido caféico O-metiltransferase

1.7.2 Extensao da cadeia lateral

A ativacdo dos derivados hidroxicinamicos e acetato livre, pela acdo das
enzimas ligases e transferases, em seus derivados tioéster, se configura no substrato
para biossintese de uma diversidade de metabdlitos secundarios. A partir de uma
unidade iniciadora, malonil-CoA, via enzima poliacetil sintase (PKSs), a cadeia é
extendida. A enzima poliacetil sintase é responsavel por catalisar as reagdes de
hidrélise e descarboxilacao (DEWICK, 2009) (Figura 10, p. 45).
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Figura 10: Ativagao dos derivados do &cido cindmico em derivados tioéster (DEWICK, 2009).
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1.7.2 Formacao do grupo metilenodioxilico

O grupo metilenodioxilico, muito comum na classe dos fenilpropanoides (Ce-
Cs), resulta da interacdao entre um grupo metoxila e um grupo hidroxila vicinal. As
enzimas que participam da formagéao do anel metilenodioxilico sdo: a monoxigenase
do tipo citocromo P450 e S-adenosilmetionina que utilizam NADPH e O2 como
cofatores (LOBO e LOURENGO, 2007). Primeiramente, a enzima citocromo P450
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hidroxila o metoxi formando um intermediario hemiacetal, posteriormente cicliza
formando a ponte metilenodioxi (DEWICK, 2009) (Figura 11).

Figura 11: Formacgéao do grupamento metilenodioxilico (DEWICK, 2009).
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1.7.3 Formacao do anel pirrolidinico.

A proposta de formacao da porcao amidica das amidas pirrolidinicas € baseada
na formacao do anel pirrolidinico a partir da ornitina e posterior condensagéo ao
tioéster obtido apds a extensao da cadeia lateral.

A formacéo do anel pirrolidinico a partir de ornitina é dependente de piridoxal
fosfato (PLP), cofator de todas as aminotransferases. Para isso, a ornitina acopla com
PLP, seguida da eliminacao concertada de CO2 com a captagcdo de um préton.
Posteriormente, ocorre a hidrélise da base de Schiff para formar putrescina e
restabelecer o piridoxal fosfato (2). Em seguida, a putrescina sofre desaminacgao
oxidativa para formar o aldeido. A partir do aldeido, ocorre a formacao da base de
Schiff, seguida de uma reducéao, que vai gerar o anel pirrolidinico (3) (Figura 12, p.
47).
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Figura 12: Formagao do anel pirrolidinico em Piper arboreum
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Experimentos in vivo utilizando &cido malénico marcado com radiois6topo, e
ornitina marcada com carbono quatorze (SILVA, 2004) confirmaram que o anel
pirrolidinico presente nas amidas pirrolidinica tem origem na via ornitina 1 — 4 (Figura
13).

Figura 13: Estruturas quimicas das amidas pirrolidinica e fenilpropandides isolados de Piper
arboreum Aublet (Piperaceae)

oo oy
sspanclicenans

~ 5- R=CH3s
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Fonte: SILVA et al., 2004.
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Esses experimentos permitiram postular novas questdes em relacdo a
biossintese das amidas, cruciais para o entendimento da sequéncia das reagdes
envolvidas e consequente modulacdo enzimatica das mesmas. A primeira questao
esta relacionada as etapas de oxidacao do anel aromatico, se acontecem na etapa
anterior a condensacao da unidade fenilpropanoidica e malonil-CoA, ou apds. A
mesma questdo também permanece sem resposta em relacdo a condensacao da
ornitina. Todos esses aspectos serdao fundamentais para determinar ndo somente a
sequéncia de reacoes, mas também os sistemas enzimaticos envolvidos. A proposta

biossintética de formacgao da piperilina esta inserida na Figura 14, p. 50.
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Figura 14: Proposta biossintética de formagéo da piperilina em Piper arboreum.
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2 OBJETIVOS

- Determinar a sequéncia biossintética envolvida na formacao da amida pirrolidinica
pela administracdo de precursores marcados e avaliacao dos produtos formados, por

técnicas cromatograficas e espectrométricas;

- Caracterizar as enzimas envolvidas nas etapas biossintéticas da amida pirrolidinica
por eletroforese (SDS-PAGE 1D e 2D);

- Avaliar a acao dos extratos e amidas pirrolidinicas em diferentes matrizes biol6gicas.
3 MATERIAL E METODOS

3.1 Solventes e equipamentos basicos

Para extracao e andlises das substancias foram utilizados solventes padroes
analiticos (PA) das marcas Synth, Dinamica, Vetec, agua ultra-pura obtida no sistema
Milli-Q Plus e solventes J. T. Baker para andlises via CLAE. Os extratos e fracdes
foram concentrados em evaporador rotatério (Buchi R-114), sob pressao reduzida. A
dissolucéo dos extratos e fracdes foi realizada em banho de ultrassom (Unique), e as
massas medidas em balanca analitica (Kern 410 e Digimed KN5000L) ambas da
Marconi. Para extragcdo das enzimas foi utilizada centrifuga refrigerada e para

armazenamento freezer — 80.

3.2 Cromatografia em camada delgada

As placas utilizadas para cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC) foram Alugram (Macherey-Nagel), 0.2 mm, silica gel 60 com indicador
fluorescente UV2s4, tamanho 20x20 cm, que foram posteriormente recortadas no
tamanho 5x5 cm.

Para revelacdo das substancias as cromatoplacas foram expostas a vapores
de iodo, irradiagdo de luz ultravioleta em 254 e 366 nm em gabinete CAMAG,
nebulizacdo com anisaldeido sulfurico e dragendorff. O aquecimento das
cromatoplacas borrifadas com reveladores foi realizado em estufa Gehaka G4023D a
temperatura de 100°C por 5 min. Para cromatografia em coluna (CC) foi utilizada silica
gel 60 Mesh.
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3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para andlise via CLAE foram utilizados os sistemas Varian ProStar (sistema
ternario modelo 410 e detector UV-Diodo Array modelo 330) e Shimadzu LC-10AD,
nos modos analiticos e preparativos (sistema binario com auto injetor Shimadzu SIL-
10A e detector UV-Diode Array). Foram utilizadas colunas Phenomenex Gemini C18
analitica (250 mm x 4,60 mm, 5 um); Phenomenex Luna C18 analitica (250 mm x 4,60
mm, 5 pum); Phenomenex Kinetex C18 analitica (250 mm x 4,60 mm, 5 ym) e
Phenomenex Luna preparativa (250 mm x 21,20 mm, 10 ym). O clean-up das
amostras para injecao em CLAE foi realizado utilizando cartuchos preenchidos com
silica de fase reversa (C18), seguido de filtracdo em membrana de teflon (0,20 um) e

as solucdes das amostras foram acondicionadas em frascos de 2,0 mL.

3.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos nos espectrdmetros Varian Inova,
operando nas frequéncias de 500 e 300 MHz para o nucleo de 'H e de 125 e 75 MHz
para o nlcleo de '3C, respectivamente. Os solventes deuterados utilizados na
dissolucédo das amostras foram DMSO-ds, CDCl3 e CD3OD, sendo utilizado TMS como

referéncia interna.

3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
massas (CLAE-EM)

As andlises por CLAE-EM foram realizadas em um cromatdgrafo Shimadzu
CBM-20 com as seguintes especificagdes: detector de UV (Shimadzu SPD-M20A),
bombas de alta pressao (Shimadzu LC-20AD), desgaseificador (Shimadzu DGU-20A-
5) e bomba de infusdo Cole Parmer acoplado ao Espectrémetro de Massas LCQ
FLEET (Thermo Scientific®), equipado com dispositivo de insercdo direta da amostra
via anadlise por inje¢cdo em fluxo continuo (FIA).

A condicao cromatografica utilizada foi em gradiente de 60-100% MeOH em 60
minutos, coluna Phenomenex C18-Luna (250 x 4,6mm, 4um) a temperatura ambiente,
fluxo de 1,0 mL min', volume de injecdo de 20 pL. As matrizes estudadas foram
analisadas no modo de ionizacdo por electrospray (ESI) e as fragmentagcbes em
multiplos estagios (MS?, MS3, MS") realizadas em uma interface do tipo ion-trap. A

faixa de aquisicao foi de m/z 50-1000, com dois ou mais eventos de varredura
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realizados simultaneamente no espectrdmetro de massas LCQ. O primeiro evento foi
uma varredura completa (full-scan) do espectro de massas para adquirir os dados de
ions na faixa m/z estabelecida. O software Xcalibur (Thermo Scientific®) foi utilizado
durante a aquisi¢ao e processamento dos dados espectrométricos.

As analises por CLAE EM/EM foram realizadas em um cromatografo Agilent
1200 Series, autosampler 1200 Series, detector DAD 1260, bomba quaternaria 1200,
e forno para coluna 1200 Series. A coluna utilizada foi Phenomenex Kinetex C18 (250
x 4.6 mm) 5 uym, e os solventes utilizados como fase mével foram H20 + 0.1% de &cido
formico e metanol. O tempo de andlise foi de 55 min, volume de inje¢ao de 20 pL,
fluxo de 1 mL.min"! e temperatura da coluna 40 °C.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrémetro de massas 3200
QTRAP (Quadrupolo-ion trap linear), AB SCiex. lonizagéo por eletrospray (Turbo fon
Spray) modo positivo. Parametros da fonte de ionizagdo no modo positivo: ion Spray:
5500 V, Curtain gas:15 psi, temperatura: 550°C, gas 1: 45 psi, gas 2:40 psi, Interface
heater: ON, DP (Declustering Potencial), 56.0 V, EP (Entrance Potencial) 4.5 V. Modo
de varredura de ions: 150-550 Da. Energia de colisdo: 25.0 V.

3.6 Eletroforese mono e bidimensional

A andlise de eletroforese SDS-PAGE 1D foi realizada utilizando-se a cuba
Hoefer Mightly Small Mini-vertical Units SE 260. Para eletroforese 2D foi utilizando o
sistema o Multiphor Il para a focalizacao das proteinas. As tiras de gradiente de pH
imobilizados (IPG) foram comercialmente obtidas na forma desidratada (GE
Healthcare) e reidratadas em bandeja especifica (DryStrip Reswelling) Tray, antes de
serem utilizadas. Na segunda dimenséo foi utilizada uma cuba de eletroforese SE 600

Ruby system.
3.7 Material vegetal

Os frutos e as folhas da espécie Piper arboreum Aublet sdo materiais utilizados
como fonte de enzimas e foram coletadas nas dependéncias do Instituto de Quimica,
UNESP- Araraquara. A identificacdo da espécie foi realizada pelo Prof. Dr. Guillermo
E.D. Paredes da Universidade Pedro Ruiz Gallo (Peru). Uma exsicata (Cordeiro-1936)
esta depositada no Herbario do Instituto de Botanica, Sao Paulo, SP.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Preparo, extracao e analise das folhas e frutos de Piper arboreum.

O estudo fitoquimico das folhas e frutos da planta adulta de Piper arboreum foi
realizado com o objetivo de isolar a piperilina, que foi utilizada como padrédo
cromatografico nos experimentos de biossintese.

Para verificagdo do acumulo da piperilina, foram utilizadas folhas e frutos in
natura, coletados nas dependéncias do Instituto de Quimica em Araraquara. O
material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e extraido com acetato de etila,
utilizando banho ultrassom. Em seguida o solvente da fracdo acetato de etila foi
evaporado a pressao reduzida. Os extratos das folhas e frutos foram analisados em
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando diferentes sistemas de eluicéo,
com a finalidade de se observar a presenca da amida de interesse. Para revelacao
das placas, foram utilizados reveladores como vapores de iodo, ninhidrina e
Dragendorff.

Ap6és verificacdo do acumulo da amida por cromatografia planar, realizou-se
analise por CLAE-UV-DAD, utilizando um gradiente exploratério com a finalidade de
avaliar o perfil cromatografico dos extratos das folhas e frutos. Para isto, fez-se uma
extracdo em fase solida (SPE), em cartuchos (Supelco®) de fase reversa (C18),
ativados com 3,0 mL de MeOH e ambientados com 3,0 mL de MeOH 95%. Em
seguida, as fragbes foram filtradas em discos de 0,2 um de poro (Millipore®) e
analisadas em CLAE-DAD, utilizando um gradiente 5-100% MeOH em 60 min., fluxo:
1,0 mL.min"', volume de injecédo, 20,0 uL; A = 254 nm; Coluna C18, Phenomenex-
Kinetex (4,6 x 250 mm, 5 ym).

O pico de interesse (piperilina) nos extratos das folhas e frutos, foi analisado
utilizando uma nova metodologia, que consistiu das seguintes condi¢des: injecdo da
amostra: 20,0 yL, modo isocratico MeOH/H20, fluxo: 1,0 mL.min"', A = 254 nm; Coluna
C18, Phenomenex-Kinetex (4,6 x 250 mm, 5 ym).

A partir da otimizagao do método cromatografico foram coletadas folhas e frutos
com o intuito de obter maior massa do padrao. Esses materiais foram secos em estufa
a 30 °C, triturados em moinho e extraidos por maceragcao em etanol. Foram feitas trés
extragdes em aproximadamente sete dias. O extrato etandlico, depois de filtrado e
solvente evaporado a pressao reduzida, foi colocado em capela de exaustao até que
estivesse completamente seco. Posteriormente, o extrato etandlico das folhas foi
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submetido a particao liquido-liquido e o extrato dos frutos, submetido a coluna
cromatografica utilizando-se como suporte gel 60 eluida com solvente Hex:AcOEt em
gradiente de polaridade. A quantidade de material fresco, seco e extrato etandlico esta

descrita na Tabela 3.

Tabela 3: Massa dos extratos etanélicos de Piper arboreum Aublet.

Parteda Massa fresca Massa seca Massa do extrato Rendimento

planta (9) (9) (9) (%)
Folha 3000,00 690,00 39,55 5,73
Fruto 250,00 35,00 4,11 11,74

Dos 39,55 g provenientes do extrato etandlico das folhas, 20,00 g foi entao
solubilizada em MeOH:H20 (4:1) e submetida a uma particdo liquido-liquido com
hexano, acetato de etila, metanol, hidroalcodlico. Foram obtidos 1,85 g de fracédo
hexanica; 0,88 g de fracao acetato de etila, 1,85 g de fracdo metandlica e 2,33 g de
fracdo hidrometandlica. A fracdo hexanica (1,85 g) foi submetida a coluna
cromatografica, utilizando como fase estacionaria silica gel 60 mesh e sistema de
solvente Hex:AcOEt em gradiente. Foram recolhidas 52 fracdes, sendo as fracdes 19-
36, (m = 79,6 mg), provenientes do sistema Hex:AcOEt (2:3), reunidas por
apresentarem o mesmo perfil quando analisadas em CCD. Esta fracao foi submetida
a CLAE-preparativo no modo isocratico (condi¢cdes: coluna Phenomenex Cts, 10 um
(250 x 21,2 mm); eluente: MeOH:H20 (3:2); fluxo: 10 mL.min""; tempo de analise: 60
min e A = 254 nm). Foram coletadas 7 fracdes, as quais foram analisadas em CLAE-
DAD modo analitico, sendo que a fracao 4 (7,0 mg), apresentou-se pura quando
analisada por CCD (Esquema 1, p. 56).

O extrato etandlico dos frutos (4,0 g), foi submetido a coluna cromatografica,
utilizando-se como suporte, silica gel 60 mesh e eluente Hex:AcOEt em gradiente de
polaridade. Foram preparadas duas colunas, na primeira, foram recolhidas 38 fragdes,
que apds analise por CCD, foi observada a presenca da piperilina, porém, em mistura.
Foi preparada entdo uma nova coluna com as fragées 13-16 (0,5806 g), onde foram
recolhidas 35 fragdes. Apds anélise em CCD, verificou-se uma unica mancha que foi
atribuida a amida, nas fragdes 11-17. Estas fragcoes foram reunidas e apds secagem
apresentou massa de 0,0448 g (Esquema 2, p. 57).
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A piperilina isolada das folhas e frutos de P. arboreum foi confirmada pelas

andlises de RMN e EM e comparagéo com dados da literatura (SILVA et al, 2002).

Esquema 1: Extracdo em etanol e particdo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de Piper

.arboreum.
Extrato etandlico das
folhas
m=20¢g
- MeOH:H:0 (4:1)
-Particao liquido-liquido
-300mLx3
Fr. Hexanica Fr. acetato de etila Fr. metandlica Fr. hidroalcodlica
m=1,85¢g m=0,88¢g m=1,85g m=2,33¢g
-CC silica gel 60 (70-230 mesh)
Hex/AcOEt em gradiente
o}
Fr. (19-36) Hex/AcOEt 2:3 CLAE-preparativo
m=0,075g prep > 0 NN Ny
MeOH:H20 (3:2) <
F = 1ml/min, A = 254nm 0 .
Coluna Cis piperilina

Fr. 4 (m =0,0079)



Procedimento Experimental 57

Esquema 2: Fracionamento cromatografico do extrato etandlico dos frutos de Piper arboreum.

Extrato bruto etandlico

m=4,0g
CC silica gel 60 (70-230 mesh)
Hex/AcOEt em gradiente
V=500 mL
38 fragoes
Fr.13-16 CC silica gel 60 (70-230 mesh)
m = 0,5806 g Hex/AcOEt em gradiente

Fr. 11-17

(o)
(o)

piperilina
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4.2 Analise sazonal e circadiana da piperilina (1)

Os estudos de analise sazonal e circadiana foram realizados visando
determinar a época do ano e o horario de maior producdo da amida, piperilina (1).
Esses dados sdo importantes para a extracao enzimatica e analise da biossintese.
Folhas de P. arboreum foram coletadas mensalmente nas dependéncias do Instituto
de Quimica, em Araraquara, de janeiro a dezembro de 2013, sempre no periodo da
manha. A variagdo circadiana foi monitorada no més de junho nos horarios de 8, 11,
14, 17, 20, 23, 2 e 5 h. Os dados de temperatura e precipitagdo foram obtidos do
Instituto de Pesquisa Meteorolégica de Bauru — SP.

Amostras contendo aproximadamente 2,0 g de material vegetal foram trituradas
em nitrogénio liquido, e extraidas em banho de ultrassom por 20 min., utilizando-se
como solvente acetato de etila (200 mL). Depois de filtrado o solvente foi evaporado
a pressao reduzida. Os extratos (10 mg) foram solubilizados em 3 mL de MeOH/H20
4:1, e submetidos a um clean up em cartucho de extracao em fase sélida (SPE).

Para andlise em CLAE foram utilizadas amostras com concentragdo de 1
mg.mL-, filtradas em membrama de teflon (0,2 pm) e acondicionadas em frascos do
auto-injetor do sistema CLAE-DAD, utilizando-se as seguintes condicdes: injecdo da
amostra: 20,0 pL, modo gradiente MeOH/Hz20 (3:2), fluxo: 1,0 mL.min"!, A = 254 nm;
Coluna C18, Phenomenex-Kinetex (4,6 x 250 mm e particulas de 5 um). O tempo e
porcentagem de MeOH estao descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Gradiente de eluicao utilizados para as analises por CLAE

Tempo (min) Percentagem de B

0,01 60
15 70
25 85
37 100
42 100
45 60

55 60
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Para quantificar a piperilina nos extratos, foi preparada uma curva de calibragcao
utilizando uma solucdo de 1,0 mg.mL" do padréo (piperilina). A partir desta solucéo,
foram realizadas diluicdes seriadas em solugdo MeOH/H20 4:1, obtendo-se solugdes
nas concentragcées de 300, 200, 100, 80, 60, 40, 20, 10 e 5 pg/mL. As analises
cromatograficas foram feitas em ftriplicata utilizando as condi¢des descritas
anteriormente para as demais amostras. A linearidade foi avaliada nos meses de
janeiro a dezembro e durante 24 h, estimada pela anadlise de regressao linear através
do método dos minimos quadrados.

A partir dos cromatogramas obtidos, calculou-se a concentragcdo da amida em
cada més (andlise sazonal) e durante um dia (anélise circadiana). Para tanto, utilizou-
se as areas dos picos cromatograficos referentes a amida presente na amostra. A
equacéo obtida na curva de calibragéo foi y = 202411x — 791903.

4.3 Estudos biossintéticos

Para a realizacao do experimento de incorporagao (Figura 15) foram utilizadas
folhas da plantas adultas de P. arboreum, coletadas no periodo da manha nas
dependéncias do Instituto de Quimica. Em cada folha foi realizado um corte
transversal no peciolo e colocadas em um eppendorf contendo 200 pL de uma solugéo
de CH3'3CO2Na/H20 (1,0 mg.mL"). O experimento foi realizado em triplicata e
mantido por 8, 24, 48 e 72 h., adicionando-se agua sempre que necessario para

manter o sistema hidratado.

Figura 15: Incorporagao de acetato de sddio marcado em folhas adultas de Piper arboreum.
- ] . : n :

Fonte: Arquivo pessoal.
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Apbs o tempo previamente estabelecido, as folhas foram maceradas em N2
liquido, extraidas com acetato de etila utilizando banho de ultrassom (20 min.), em
seguida o solvente foi filtrado e concentrado. Depois de seco em capela, os extratos
foram submetidos a clean-up utilizando cartucho de C18 e analisado por CLAE-
analitico. A piperilina foi isolada por CLAE-preparativo, e analisada por massas, nao
apresentando a incorporacao de acetato marcado para esta analise. Desta forma, um
novo experimento foi montado, seguindo o protocolo anterior. O extrato obtido desta
analise, (66,7 mg) foi submetido a coluna cromatografica de silica gel 60 (70-230
mesh), utilizando como eluentes hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade.
Foram recolhidas 64 fracdes, sendo reunidas as fracbes 35-45, por apresentarem o
mesmo perfil quando analisadas em CCD. Depois de seca em capela de exaustao, a
amostra (5,3 mg) foi analisada por RMN e EM, confirmando a estrutura da piperilina,
bem como a sua incorporacdo com acetato marcado.

Em outro momento, foi realizado um experimento com a planta na fase jovem.
Para isso sementes de P. arboreum foram coletadas nas dependéncias do Instituto
de Quimica e colocadas em placa de Petri para verificar a viabilidade das sementes.
Observou-se que as sementes estavam viaveis com 60% de germinacédo. Apdés a
germinacao, foi feita a semeadura em bandeja de isopor apropriada para producao de
mudas e, posteriormente, transferidas para saquinhos apropriados (Figura 16).
Mensalmente foram coletadas folhas e raizes das mudas e submetidas a anédlise em
CLAE-DAD para verificagao do acumulo da amida por um periodo de 8 meses.

Figura 16: Exemplar de Piper arboreum: teste de germinagéo (A), semeadura em células (B) e mudas em
saquinhos (C).

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

4.4.1 Obtencao do extrato enzimatico

As folhas e frutos de P. arboreum, utilizadas para analise de eletroforese em
gel de poliacrilamida, foram coletadas nas dependéncias do Instituto de Quimica-
UNESP - Araraquara. Para a extragdo enzimatica foram utilizadas trés solucoes
tampao: acetato de aménio, 10 mM, pH = 6,8; fosfato de sédio 0,1 M, pH = 7,0 e borato
de sédio, 0,1 M, pH = 8,8. A solucéo extratora foi preparada a partir de 30 mL de
tampao contendo polivinilpirrolidona (PVPP 20%), ditiotreitol (DTT 10 mM), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA 1 mM). Esta solucdo foi adicionada ao material
vegetal (m = 6 g) previamente triturado em presenga de nitrogénio liquido. A solugao
foi agitada em banho de gelo por aproximadamente 15 min e, apés completa
homogeneizacdo, filtrada em gaze. O material foi transferido para um frasco
apropriado, centrifugado por 10 min a 10.000 rpm, e temperatura de 4 °C. O

sobrenadante contendo o extrato enzimatico foi utilizado como fonte de enzimas.

4.4.2 Dosagem protéica — Ensaio de Bradford modificado

A determinacdo da concentracédo de proteina total das folhas jovens, adultas e
frutos (Tabela 5, p. 62) foi realizada utilizando o método de Bradford modificado. O
reagente foi preparado utilizando 500 mL de HCI 0,6 M pela adicdo de Coomassie
Brilliant Blue G-250 suficiente para alcangar um valor de 1,3-1,5 unidades de
absorbancia em 465 nm (branco de H20). Para a construgéo da curva de calibracao
foram preparadas diluicées sucessivas, partindo de uma solucao padréao de albumina
bovina comercial contendo 1 mg.mL"". Desta forma, foram avaliadas solugdes de 1,00;
0,50; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031 e 0,016 mg.mL™".

Em cubetas de poliestireno foram adicionados 50 pL destas solucdes, e
misturados com 1 mL de H20 deionizada e 1 mL do reagente de Bradford. Ap6s
homogeneizacao por inversao, e transcorridos 5 min. de incubacao a temperatura
ambiente, foi determinada a absorbancia em 595 nm. A calibragdo do valor 0 foi
realizada com a mistura do reagente de Bradford e H20. A curva de calibracéao
apresentou boa linearidade (R? = 0,9927) como demonstrado na Figura 17, p.62).
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Figura 17: Curva de calibragéo utilizando albumina como padréo protéico.
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Tabela 5: Concentracao proteica dos extratos enzimaticos das folhas e frutos de Piper arboreum.

Fracao Soluvel Concentracao mg.mL""
Folha jovem 0,4690
Folha adulta (11 h) 0,3110
Folha adulta (23 h) 0,3235
Fruto 0,3127

4.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
4.4.3.1. Solugdes e reagentes necessarios

- Tampao de Separacéao (pH 8,8)

TRIS 1,5M
SDS 0,4% piv

- Tampao de Concentracao (pH 6,8)

TRIS 0,5M
SDS 0,4% p/v

62



Procedimento Experimental 63

- Solucao Acrilamida-Bisacrilamida

acrilamida 30% p/v
bisacrilamida 0,8% p/v

- Bisacrilamida 2% p/v

5. Solugado tampao de corrida (pH 8,3)

TRIS 3,025 g/L (0,025 M)
Glicina 14,4 g/L (0,192 M)
SDS 1g/L
- Loading buffer
Reagente Quantidade
TRIS 0,83 mL (1,5M - pH 6,8)
glicerol 4 mL
SDS 4 mL
EDTA 37,2 mg
azul de Bromofenol 0,4 mg
H20 deionizada Completado com 10 mL

Esta solucao foi armazenada a -20 °C em aliquotas de 290 uL, sendo que antes
do uso foram adicionados 13,5 pL de uma solucéo 0,5 M de DTT.

4.4.4 Preparo das amostras e dos padroes

Apés a determinacgao da concentracao protéica nas folhas e frutos, as amostras
foram submetidas a andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida. Inicialmente, as
fragoes foram diluidas para uma concentragido proxima a 1 mg.mL'. As amostras
foram preparadas misturando-se 20 pyL destas com 10 yL de solucado tampéo de
corrida (loading buffer) e aquecidas a 100 °C, durante 5 min. Estas solugbes foram
entao centrifugadas a 9.000 rpm por 30 s e aplicadas ao gel. Como padrao foi utilizado
5 uL de uma solugao de soro albumina bovina (Tabela 6, p. 64). A esta solucao foram
adicionados 25 pL de H20 deionizada e 10 pyL de loading buffer. Os mesmos
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procedimentos de aquecimento e centrifugacdo descritos para as amostras foram
realizados para a solucao padrao. O volume de cada aplicacao no gel foi de 5 pL para
as amostras e de 10 yL (eletroforese 1D) e 10 L (eletroforese 2D) para os padrées.

Tabela 6: Padréo protéico de soro de albumina bovina, utilizado no experimento de eletroforese e suas
respectivas massas moleculares (KDa).

Enzima MM (KDa)
Fosforilase 97,0
Albumina sérica 66,0
Ovalbumina 45,0
Anidrase carbonica 30,0
Inibidora de tripsina 20,1
a-lactalbumina 14,4

4.4.5 Preparo, desenvolvimento e revelacao do gel

Foram utilizados dois tipos de géis, o gel de concentracao e o gel de separacao.
As proporcdes dos reagentes necessarios para a preparacao do gel estao listadas a

sequir.

1 - Gel de separacéao

Reagente Gel 12%
Tampao de separacéao 1,25 mL
Solucao acril-bisacrilamida 2 mL
H20 1,72 mL
PSA (10% p/v)* 50 pL
TEMED 7 uL

* Preparou-se no momento da utilizacéo.
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2 - Gel de concentragao

Reagente Quantidade
Tampao de concentragcao 375 uL
Solucgao acril-bisacrilamida 150 uL
H20 770 uL
bisacrilamida 2% 100 pL
PSA (10% p/v)* 15 pL
TEMED 2,5 uL

* Preparou-se no momento da utilizacao.

Cada gel foi transferido para a cuba de eletroforese 1D e foi adicionado o
volume necessario da solugao tampao de corrida, sendo aplicada uma intensidade de
corrente de 40 mA (20 mA para cada gel). A voltagem utilizada foi de 300 V constante
até o final da corrida, o qual foi verificado quando a linha de frente do corante (azul de
bromofenol, para o caso de migracao anddica, polo positivo) atingiu quase o final do
gel de separacado (tempo estimado de 2 hora e 30 min). Posteriormente, o gel foi
retirado da cuba eletroforética e iniciou-se o processo de revelacdo com nitrato de
prata (AgNO3).

Para revelacdo o gel foi colocado em uma solucdo de 10% de acido
tricloroacético (etapa de fixacao), na qual permaneceu por 60 min sob agitacao. Esta
solucao foi entdo descartada e o gel lavado trés vezes com agua destilada (etapa de
lavagem) permanecendo sob agitacao por aproximadamente 30 min. A solucéo foi
entao descartada e adicionou-se uma solucdo de DTT (0,5 M), na qual o gel ficou sob
agitacao por mais 30 min (etapa de reducéo).

Posteriormente, esta solucao foi descartada e adicionou-se uma solucao 0,1%
de nitrato de prata, a qual foi descartada apds 30 min. Em seguida, foi adicionada uma
solucdo de carbonato de s6dio 3%, contendo 0,085% de formaldeido (etapa de
revelacdo), sendo que apo6s 10-30s esta solugao foi descartada, adicionando-se outra
vez a mesma solucao.

Apoés o aparecimento das bandas relativas as proteinas, a reacao foi finalizada
adicionando-se uma solucao 2,3 M de acido citrico (etapa de interrupcao) até nao se
observar mais o desprendimento de COz2. A solucéo foi descartada, o gel lavado com



Procedimento Experimental 66

agua destilada por trés vezes, e posteriormente digitalizado no equipamento Image

Scanner.
4.4.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (2D SDS-PAGE)

Para a analise por eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE), as proteinas
foram submetidas a dois processos consecutivos (duas dimensdes) de separacao,
baseados nas diferentes propriedades das proteinas. Desta forma, na primeira
dimensao, focalizacao isoelétrica (IEF), as proteinas sdo separadas em um gel
poliacrilamida, que forma um gradiente de pH, e migram até atingirem uma posicao
estacionaria onde possuam carga liquida zero (ponto isoelétrico). Na segunda
dimensao, as proteinas separadas pela IEF sao submetidas a uma eletroforese
desnaturante em gel poliacrilamida, que separa as proteinas de acordo com suas

massas moleculares.

4.4.6.1 Solucoes

A. Tampao de reidratacao (aliquotas de 2,5 mL foram estocadas a -20 °C)

Reagentes Concentracao Quantidade
uréia 7M 10,5¢
tiouréia 2M 3,89
CHAPS 2% (m/v) 0,59
azul de bromofenol (1%) 0,002% (m/v) 50 puL
H20 deionizada para 25 mL

B. Tampéao de equilibrio (aliquotas de 5 mL foram estocadas a -20°C)

Reagente Concentracao Quantidade
TRIS-HCI, pH 8,8 (solucéao E) 50 mM 10 mL
uréia 6 M 72,07 g
glicerol (87 v/v) 30% (V/v) 69 mL
SDS 2% (m/v) 40¢
azul de bromofenol (1%) 0,002% (m/v) 400 puL

H20 deionizada para 200 mL
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C. Solugao estoque de acrilamida/bisacrilamida

Reagente Concentracao Quantidade
acrilamida 30% (m/v) 60 g
bisacrilamida 0,8% (Mm/v) 1,6 ¢
H20 deionizada para 200 mL

D. Tampao de resolucao

Reagente Concentracao Quantidade
TRIS 1,5M 181,7 ¢

H20 deionizada 750 mL

HCI Ajustar o pH para 8,8
H20 deionizada para 1L

E. Tamp&o de corrida

Reagente Concentracao Quantidade
TRIS 25 mM 30,39
glicina 192 mM 144 g
SDS 0,1% 10 ¢
H20 deionizada para 10 L

F. Solucao estoque de bromofenol

Reagente Concentracao Quantidade
azul de bromofenol 1% 100 mg
tris-base 50 mM 60 mg

H20 deionizada 0,002% (m/v) para 10 mL
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G. Solucao 10% SDS

Reagente Concentracao Quantidade
SDS 10% (M/v) 0,1g
H20 deionizada para 1 mL

H. Solugéo de persulfato de aménio 10%

Reagente Concentracao Quantidade
persulfato aménio 10% (m/v) 0,19
H20 deionizada para 1 mL

I. Solugéo de agarose

Reagente Concentracao Quantidade
Tampao de corrida 100 mL
agarose 0,5% 0,59
azul de bromofenol (1%) 0,002% (m/v) 200 pL

4.4.6.2 Limpeza das amostras

A limpeza das amostras foi realizada utilizando o kit 2-D clean-up da Amersham
Biosciences. Este procedimento envolve a combinacao de agentes precipitantes que
eliminam os interferentes, tais como sais e acidos nucléicos, que prejudicam a
resolucao dos géis.

Em tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL, transferiu 1-100 ul de uma solugéo contendo
300 ug de proteina e 300 uL da solucao precipitante. A amostra foi mantida sob a
agitacdo em vortex e banho de gelo. Adicionou-se 300 pL da solugédo co-precipitante
e aguardou-se 15 min.

A mistura foi centrifugada por 10 min. a 5.000 x g. Apéds, descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi centrifugado. Em seguida, adicionou-se 40 uL da
solucéo e centrifugou-se a 5.000 xg por 5 min. Descartou-se o sobrenadante.

Adicionou-se 25 uL de agua deionizada ao precipitado e agitou-se em vortex

até dispersar o precipitado (5-10s). Adicionou-se 1 mL de Tampao de Lavagem
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(resfriado a -20°C por pelo menos 1h, prévio ao uso) e 5 uL de Aditivo de Lavagem.
Agitou-se o tubo em vortex durante 20-30s. Em seguida centrifugou-se a 10.000 x g
por 10 min. Descartou-se o sobrenadante.

Depois de seco, o precipitado foi ressuspendido em 248,75 uL em tampéao de
reidratacdo, (acrescida de 2,8 mg de DTT para cada 1 mL de tampéao de reidratacao)
e 1,25 uL de Pharmalyte (3-10), perfazendo um volume total de 250 uL. Este foi
submetido a agitacdo em vértex e as particulas insoluveis foram removidas por

centrifugacédo a 13.000 RPM por 10 min.

4.4.6.3 Reidratacao das tiras de IPG (Immobilized pH Gradient)

Apbs os procedimentos de clean-up das amostras, efetuou-se a separagao
eletroforética. Primeiramente, as proteinas foram separadas pelo ponto isoelétrico em
fitas de IPG de 13 cm, com pH variando entre 3 e 10, as quais foram reidratadas na
bandeja de DryStrip Reswelling Tray com 248,75 uL de tampéo de reidratacao e 1,25
uL de Pharmalyte (3-10), perfazendo um volume de 250 uL. Em seguida, as fitas foram
colocadas em contato com as amostras e cobertas com 6leo mineral.

O periodo de reidratacdo foi de 14-20 h a temperatura ambiente. Apds a
reidratacao, as tiras foram transferidas ao equipamento de focalizacao isoelétrica
Ettan™ IPGphor II.

4.4.6.4 Primeira dimensao: focalizacao isoelétrica

As tiras foram colocadas no Strip Holder conforme especificado pelo fabricante.
A focalizacéo foi realizada a 20 °C sendo aplicados 50 pA por tira. O gradiente utilizado
esta descrito na Tabela 7, p. 70. Depois de focalizadas, as tiras foram armazenadas
a -80 °C até serem submetidas a segunda dimensao SDS-PAGE.



Procedimento Experimental 70

Tabela 7: Protocolo de focalizacao isoelétrica.

Etapa Voltagem (V) Volts-hora Tempo (h)
1 100 100 4
2 500 500
3 1000 1000
4 5000 5000
5 8000 KV Variavel (4-6)
6 100 16

Vale ressaltar que todos os parametros, especialmente o tempo de focalizacéo,
sao muito particulares a espécie e ao tipo de tecido que se pretende analisar, e por

isso precisam ser avaliados e ajustados de acordo com cada matriz.

4.4.7 Segunda dimensao: SDS-PAGE
4.4.7.1 Preparo do gel de poliacrilamida 12,5%

Para aplicar tiras de IPG de 13 cm de comprimento, foram preparados géis em
placas de 18x16 cm com espacadores de 1,5 mm de espessura e 1 cm de largura.
Estes géis foram preparados pela adicdo dos reagentes (Tabela 8).

Tabela 8: Reagentes necessarios para preparar 100 mL de gel poliacrilamida 12,5%

Reagente Volume (mL)
Solucgéo de acrilamida/bisacrilamida 41,7
Tampao de resolucéao 25,0
Solugao SDS 10% 1,0

H20 deionizada 31,8
persulfato de aménio 10% 0,5
TEMED 0,033

Para favorecer a polimerizacao rapida, os primeiros quatro reagentes foram
misturados e desaerados em ultrassom. Apds essa etapa, foram adicionados
persulfato de aménio e TEMED. A solucao foi mantida em agitacao por alguns minutos
antes da aplicacao.
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4.4.7.2 Equilibrio das tiras

Antes de serem aplicadas no gel, as tiras foram submetidas a um tratamento
com DTT e iodoacetamida no tampéo de equilibrio para reduzir as pontes de dissulfeto
das proteinas e alquilar os grupos tidis, evitando assim processos de reoxidarao
durante o experimento de eletroforese.

As tiras foram colocadas em um tubo contendo 5 mL de tampéao de equilibrio e
50 mg de DTT, mantidas sob agitagdo por 15 min. Essa solucéo foi descartada e
substituida por 5 mL de tampao de equilibrio contendo 125 mg de iodoacetamida,

mantida por 15 min, sob agitacao.

4.4.7.3 Aplicacao das tiras e desenvolvimento da SDS-PAGE

Apos equilibrio das tiras e antes de serem aplicadas no gel, as fitas foram
lavadas em tampao de corrida (uma vez) para retirar o excesso da solugcdo de
equilibrio. Posteriormente foram aplicados 10 uL da solugédo estoque dos padrdes de
peso molecular em papel absorvente, o qual foi colocado a esquerda do gel, préximo
ao extremo acido da tira. Em seguida, o gel foi selado com solucdo de agarose
contendo 100 mL de tampao de corrida.

O gel foi colocado na cuba de eletroforese (SE 600 Ruby system) refrigerada a
10-12°C, previamente preenchida com 4 litros de tampéao de corrida, e submetido a
uma corrente inicial de 45 mA, a 4°C, por aproximadamente 2h30min, com voltagem
maxima em 600 V. A corrente foi interrompida quando o azul de bromofenol migrou

até 0,5 cm da parte inferior do gel.

4.5 Sintese de precursores biossintéticos

A sintese do acido cinamico e ferulico foi realizada através da reacdo de
Knoevegenal, que envolve a condensacdo do acido malénico com aldeidos na
presenca de aminas primarias e secundarias como base. No grupo metileno ativado,
o anion formado ataca o centro eletrofilico do aldeido piperonal e da vanilina, tendo
como resultado uma reacdo de eliminacdo e a formacdo de um alceno com

configuragéo E (Figura 18, p.72).
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Figura 18: Proposta de mecanismo para reagdo de Knoevenagel (CUNHA e SANTANA, 2012).
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4.5.1 Sintese do acido 3’,4’-metilenodioxicinamico

Para a sintese do acido 3’,4’-metilenodiéxicindmico (Figura 19) foi utilizado um
baldo de 50 mL onde foram adicionados 50 mg (0,33 mmol) de aldeido piperonal e
12,4 mL de piridina, deixados sob agitacdo até completa dissolucdo do aldeido.
Posteriormente, adicionou-se 75 mg (0,72 mmol) de acido malénico e trés gotas de
piperidina. A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitacado por 4 h, sendo a
reagao monitorada em cromatoplaca.

A reacao foi finalizada com a adicdo de 3,0 mL de gelo e 3,0 mL de HCI
concentrado, formando um precipitado marrom. O sistema foi resfriado a temperatura
ambiente, levado ao banho de gelo, e entdo submetido a filtracdo a vacuo.

O precipitado foi lavado trés vezes com 7 mL de etanol absoluto e em seguida,
seco por 4 h em dessecador. O material depois de seco apresentou massa de 0,0058
g, com rendimento de 9,15 %. A amostra foi solubilizado em solvente deuterado e
enviado para obtencao dos dados de RMN 'H e RMN de '3C.

Figura 19: Reacgéo de condensacao de Knoevenagel do aldeido piperonal com o acido malbnico, e a
formacao do acido 3’,4’-metilenodibéxicinamico.
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4.5.2 Sintese do acido 3’,4’-metilenodioxicinamico marcado com deutério

Para a sintese do 3’,4’-metilenodiéxicinamico marcado (Figura 20), foi utilizada
a mesma quantidade dos reagentes como descrito anteriormente para o acido
cindmico nao marcado, substituindo apenas o acido maldnico, pelo equivalente
deuterado. Apds secagem e purificacdo em coluna de silica gel 60, o material
apresentou massa de 1,8 g, com rendimento de 2,81% foi encaminhado para analise
por RMN de 'H.

Figura 20: Reacao de condensacao de Knoevenagel do aldeido piperonal com o acido malbnico, e a
formacao do acido 3’,4’-metilenodiéxicindmico marcado.
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4.5.3 Sintese do acido ferulico

Para sintese do acido ferulico (Figura 21) foram adicionados em um balédo de
50 mL, 100 mg (0,65 mmol) de vanilina e 3 mL de piridina. Apos a dissolugao total do
aldeido foram adicionados 150 mg (1,44 mmol) de acido malbnico e trés gotas de
piperidina. A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitacdo por 4 h, a reacéo foi
acompanhada por CCD. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado
15 mL de agua destilada e HCI, até pH 3. O produto precipitou na forma de cristais
amarelados. Os cristais foram trés vezes lavados com 10 mL de agua, submetidos a
filtracdo a pressao reduzida e seco em dessecador. Depois de seco e pesado (17 mg),
foi calculado o rendimento (27,10%). O produto foi enviado para andlise por RMN 'H
e RMN de '3C.

Figura 21: Reagéo de condensagéo de Knoevenagel da vanilina com &cido maldnico.
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4.5.4 Sintese do acido ferulico marcado com deutério

Para a sintese do acido ferulico marcado (Figura 22), foi utilizada a mesma
quantidade dos reagentes como descrito para o acido ferdlico ndo marcado,
substituindo apenas o acido malénico, pelo equivalente deuterado. Apds secagem e
purificacdo em coluna de silica gel 60, o material apresentou massa de 24 mg, com
rendimento de 38,26%. O produto foi submetido a analise por RMN de 'H.

Figura 22: Reagéo de condensagéo de Knoevengel da vanilina com &acido mal6nico deuterado.
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4.6 ReacoOes enzimaticas

As folhas da planta adulta de P. arboreum (50g) foram coletadas nas
dependéncias do Instituto de Quimica, Unesp-Araraquara, imediatamente imersas em
nitrogénio liquido e trituradas utilizando gral e pistilo.

Foram adicionados 150 mL de solugcédo tampao borato de sédio 0,1M pH 8,8
contendo 20% do PVPP, 1 mM EDTA e 10 mM DTT e 2mM de &cido ascérbico. A
suspensao obtida foi agitada suavemente por 30 min. em banho de gelo com auxilio
de um agitador magnético, filtrada em gaze, e centrifugada a 20000 rpm g por 20 min
a4-°C.

O precipitado obtido foi descartado e o sobrenadante submetido a precipitacao
salina com sulfato de aménio até 80% de saturagao para concentracao das proteinas
soluveis do extrato. O material foi novamente centrifugado a 13000 rpm, por 10 min a
4 °C. O precipitado resultante da centrifugacédo foi ressuspendido em 3,5 mL de
tampao borato de sodio (0,1 M; pH 8,8) e submetido a uma coluna de Sephadex G-25

para dessalinizacao e retirada de substancias endoégenas (Esquema 3, p. 75).
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Esquema 3: Extracao enzimatica das folhas de Piper arboreum.

Folhas de Piper arboreum (50g)

Trituragdo em N2; 150 mL de tampao borato de sédio 0,1 M pH 8,8, contendo PVPP,
DTT, EDTA e acido ascérbico.

Suspensao

Agitacdo por 30 min., 4 °C, Fitracdo em gase e centrifuga¢do a 20000 rpm por 20
min.

4 A

Precipitado Sobrenadante (fonte de enzimas)

Precipitacdo salina com 80% de sulfato de amonio;
centrifugacdo a 10000 rpm por 10 min.

Precipitado

Ressuspendido em 3, 5 mL de tampdo e submetido a coluna
Sephadex — G25.

Extrato enzimatico (fonte de enzimas)

O extrato enzimatico dos frutos foi obtido seguindo o mesmo protocolo utilizado
para as folhas (esquema 3), porém utilizando menor quantidade de material (6 g) e
consequentemente um menor volume de solugao extratora (25 mL).

A quantificacdo dos extratos enzimaticos das folhas e frutos foi realizada por
meio do espectrofotdbmetro de UV utilizando o método de Bradford (A = 595 nm). Ap6s
a quantificacao, os extratos foram submetidos a reagdo enzimatica adicionando-se 0s

reagentes descritos na Tabela 9, p. 76.
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Tabela 9: Quantidade de reagentes utilizados para reagao enzimatica.

Tampéao

4cido 4cido 4cido " Extrato Reagao
Planta adulta bosrggci)ode ferdlico cinAmico MgCl2 maldnico Ornitina NADH ATP CoA enzimatico
© 940F70 Ir?wzsmLJ) 410 L 50 uL - 50 uL 50 uL 50 uL s0uL  fopl  1opL 320 pL 1
© 940F7o ::Zsmm) 410l 50 ub 50 uL 50 uL 50 uL s0uL  1opl  fopl 320 L 2
0.9 4()F7°'n'lzsm|__1) 360 L 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 10 pL 10 pL 320 pL 8
Frutos 4
(0,7193 mg.mL-1) 422 L 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 10 pL 10 pL 278 uL
Planta jovem
Folhas
(0,4270 mg.mL-1) 530 pL 50 uL - 50 L 50 pL 50 pL 50 pL 10 pL 10 pL 200 pL 1
Folhas 10 UL 2
530 pL - 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 10 pL 200 pL

(0,4270 mg.mL-1)

Branco enzimatico: adicdo de todos os reagentes, menos o extrato enzimatico;
Branco precursor: Adicao de todos os reagentes, menos 0s precursores.
A quantidade de proteinas utilizada nos ensaios enzimaticos foi de 0,2 mg.mL".

76
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4.6.1 Ensaio enzimatico

Os reagentes foram colocados em eppendorfs. A contagem do tempo de
incubacgéo teve inicio a partir da adicdo do extrato enzimatico, sendo o meio reacional
mantido a 31°C por 90 min. Apds esse intervalo de tempo, adicionou-se 2 mL de
acetato de etila para cessar a reacéo.

O material extraido (produto da reagdo) foi seco em capela de exaustao,
solubilizado em metanol e analisado em CLAE-DAD, utilizando-se coluna Kinetex C18
(25 cm x 4,6 mm, 5 um), fase mével composta por metanol (contendo 0,1% de acido
formico) e agua de Milli-Q, em gradiente de 60-100% de metanol. A andlise
cromatografica foi realizada no tempo de 55 min, com inje¢ao de 20 uL e fluxo de 0,75

mL.min"', monitorado em comprimento de onda 344 nm.

5 ATIVIDADE BIOLOGICA

Os ensaios biolégicos foram realizados em colaboracdo com outros
laboratérios. Os testes para a avaliacao da atividade antifungica foram realizados no
Laboratoério de Micologia Clinica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Unesp-
Araraquara, sob orientagdo da Prof. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida; os de atividade
antiinflamatéria foram realizados no Laboratério de Ciéncias, Unesp-Bauru, sob
orientagdo da Prof. Dra. Maria Sueli Pereira de Arruda; os testes de atividade
antioxidante foram realizados pela Dra. Lidiane Gaspareto Felippe, e a atividade
inseticida realizada no Laboratério de Fitossanidade do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso - campus Caceres, sob orientagao do Prof. Dr.
Alexandre dos Santos.

Foram utilizados extratos das folhas de Piper arboreum para 0s ensaios
antifangicos, antiinflamatério e inseticida. Para o ensaio antioxidante, foi utilizada a

piperilina isolada.

5.1. Atividade antifungica

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com o documento M27-
A2 (2002) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) com modificagcoes
(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 1996). O meio de cultura utilizado para a realizacao dos
testes de sensibilidade e diluicdo das drogas sintéticas foi o RPMI-1640 com L-

glutamina sem bicarbonato de sédio e acrescido de 2% de glicose, tamponado com
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MOPS 0,165 M, pH 7,0. A concentragéo da suspensio flngica na placa foi de 5,0x102
—2,56x10% UFC/mL.

Como controles foram utilizadas as drogas sintéticas anfotericina B e
fluconazol. As leituras visuais foram realizadas apés 48 h de incubagao, assim como
a leitura espectrofotométrica a 490 nm. A concentragdo inibitéria minima foi
considerada a menor em que se observou inibicdo do crescimento fungico. Para os
extratos que apresentaram uma CIM menor que 75 pg/mL, a atividade antifungica foi
considerada forte, entre 75 a 150 pg/mL a atividade antifingica é considerada
moderada, entre 150 a 250 pg/mL atividade fraca e maior que 250ug/mL inativo
(SCORZONI et al., 2007).

Para avaliacdo da atividade antifungica utilizou-se 5 mg de extrato das folhas
de P. arboreum. As cepas de fungos patégenos humanos utilizadas nas analises
foram: Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida glabrata e
Cryptococcus neoformans. Esses microorganismos foram obtidos pelo Laboratério de
Micologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas Unesp/Araraquara. Os
fungos foram cultivados em Agar dextrogene sabouro durante a noite em temperatura
ambiente. A concentragdo inibitéria minima (CIM) para o extrato etandlico de Piper
arboreum foi determinada pelo método de microdiluicdo segundo o comité European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing document EDef 7.1 (2008) com
modificacées (EUCAST. Clin Microbiol Infect, 15, 2009).

5.2 Atividade antiinflamatoria
5.2.1 Bioensaios in vivo

Para o ensaio antiinflamatério foram utilizados camundongos Suicos, machos,
com 45 dias, provenientes do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu.
Durante a fase experimental, os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de
Imunopatologia Experimental do Departamento de Ciéncias Biolégicas, Faculdade de
Ciéncias, UNESP-Bauru, recebendo racao balanceada e agua ad-libitum. Todos os
procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Ciéncias, UNESP-Bauru.
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5.2.2 Sacrificio e coleta do material.

Foram utilizados seis camundongos eutanasiados por inalacao de diéxido de
carbono (COz2). Apds a morte, 0 abdome foi umedecido e a pele removida de modo
que a musculatura abdominal ficasse a mostra. A fim de proceder a lavagem e
recuperacao das células presentes na cavidade peritoneal, (lavado intraperitoneal —
LIP), essa musculatura foi pincada, erguida, e 10,0 mL de solugcédo PBS estéril e gelado
foram nela injetados. O baco foi retirado e macerado com tampao fosfato salino (PBS)
estéril, constituindo uma suspensao celular. Parte das suspensdes do baco e do LIP
foram ainda submetidas aos procedimentos para cultura celular.

5.2.3 Obtencao de macroéfagos peritoneais e de células esplénicas.

As células do peritbnio foram obtidas através do LIP. Para tanto, o LIP foi
centrifugado e o pellet celular formado, ressuspenso em 1,0 mL de meio de cultura
completo (meio RPMI-1640 contendo 10% de soro bovino fetal e antibi6tico). As
células do baco foram obtidas por maceracao do 6rgao e os eritrocitos lisados com
tampao de lise ACK (Invitrogen); em seguida, as células foram lavadas duas vezes
por centrifugagcdo com solu¢cdo Hanks e o pellet celular ressuspenso em 1,0 mL de
meio de cultura completo. As suspensdes de células assim obtidas foram ajustadas
para conter 2,0 x 108 células/mL, utilizando o corante vermelho neutro 0,2%. A
viabilidade das células foi determinada pelo corante azul tripan 0,1%.

5.2.4 Cultura de células.

Foram distribuidos 100 pl suspenséo de células em placas de cultura celular
com 96 po¢os e incubados em estufa de COz2 5,0%, a 37°C. As culturas foram diluidas
nas seguintes concentracdes do extrato bruto: 0,391, 0,195 e 0,097 mg/mL de PBS.
Apéds 24 h de cultivo, os macréfagos foram avaliados quanto a producao de perdxido
de hidrogénio (H202) e 6xido nitrico (NO) e, a cultura de células esplénicas avaliadas
quanto a linfoproliferacao pela técnica do MTT (brometo de (3-(4,5-dimetietiazol-2y1)-
2,5-difeniltetrazélio bromido). Como controles positivos para a produgao de H20z2, foi
utilizado acetato de forbol miristato (PMA - 20 ug/ml), para a produgdo de NO,
lipopolissacarideo  (LPS-10 pg/ml), para o ensaio de linfoproliferacéo,
fitohemaglutinina (PHA - 35 pg/ml) e Concanavalina (ConA - 1 mg/ml).
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5.2.5 Determinacao da producao de H20:.

A determinagcdo do peroxido de hidrogénio foi realizada pela técnica
desenvolvida por Pick & Mizel (1981) e modificada por Russo et al (1989). Este ensaio
€ baseado na oxidagao do vermelho de fenol por meio da acao catalitica da enzima
HRP. Esta oxidagdo converte o vermelho fenol em um composto cromogénico que
apresenta absorbancia em 600-610 nm. Assim, apds incubacdo e remogao do
sobrenadante, acrescentou-se 100 plL/pog¢o da solugdo contendo glicose (1%),
vermelho fenol (1% Sigma), HRP (Sigma P-8250 5 uni). Nos pog¢os onde a liberagao
de H20:2 foi avaliada em células estimuladas, acrescentou-se 10 yL de PMA de uma
solucdo de PMA (4 pg/ml) em RPMI, preparada no momento de uso a partir de uma
solucao estoque contendo 1 mg/mL PMA em DMSO. A placa foi incubada por 2 h a
37°C em 5% CO:2 e a producgéo de H20:2 interrompida pela adicdo de 10 yL de NaOH
(1M). A leitura foi realizada em leitor de microplacas com filtro de 620 nm (EL800, BIO-
TEK Instruments, INC). A concentracao de H202 nas amostras foi calculada de acordo
com uma curva analitica (0,5 — 8,0 nM de Hz202).

5.2.6 Determinacao dos niveis de oxido nitrico (NO).

A determinagao do NO foi realizada de acordo com Green (1981) que utiliza o
fato do NO decompor-se em nitrito (NOz2’) e nitrato (NOs’), produtos que possibilitam
sua deteccdo, mesmo que indireta, nas solugcdées. No presente estudo, o NO foi
determinado através da medida de nitritos no sobrenadante de culturas de
macrofagos. Para tanto, 100 uL do sobrenadante dessas culturas foram transferidos
para a placa de 96 pogos, onde havia 100 pL do reagente de Griess. Apds 15 min, a
placa foi lida em leitor de ELISA a 540 nm. Os valores de leitura foram comparados
com uma curva padrao de NaNOz2, e o branco constituido por Griess mais 100 pul de

RPMI. Os resultados foram expressos em uM de nitrito liberado por 10° células.

5.2.7 MTT (Brometo de (3-(4,5-dimetietiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio bromido).

O sal MTT é soluvel em agua, e reage com as desidrogenases mitocondriais
presentes apenas em células metabolicamente ativas, isto é, células vivas, resultando
na producgao de cristais de Formazan de cor roxa, insolUveis em agua. Esse sal é,
portanto, utilizado para verificar a viabilidade celular. Ap6s incubacao, acrescentou-se
20 pL de MTT (5 mg/mL) ao sobrenadante de cultura de células esplénicas. A placa
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foi incubada por 2h a 37°C em 5% CO:2 e, apos este periodo, centrifugada por 5 min
a 1500 rpm. O sobrenadante foi retirado e acrescentou-se 100 pL de Dimetilsulféxido
(DMSOQ) por poco. Apéds cinco minutos, a placa foi lida em leitor de ELISA a 540 nm.

O indice de viabilidade foi calculado de acordo com a equacao abaixo:

Viabilidade celular (%) = estimulado — branco x 100

controle — branco

O branco foi constituido por pocos que passaram pelos mesmos procedimentos
sem conter células, e o controle constituido de células cultivadas sem estimulos.

5.3 Atividade Antioxidante
5.3.1 Ensaio Tirosinase

A atividade antioxidante utilizando-se a enzima tirosinase foi realizada em placa
de 96 pocos foi dividida em quatro grupos contendo o seguinte:

- Grupo A: 120 uL 1/15 M tampéo fosfato (NaH2PO4/Naz2HPO4), pH 6,8 e 40 uL
tirosinase de cogumelos (92 Units/mL) no mesmo tampao;

- Grupo B: 160 uL 1/15M tampao fosfato;

- Grupo C: 80 pL 1/15M tampéao fosfato, 40 yL de amostra (piperilina) foi
dissolvida no mesmo tampdo e 40 pL tirosinase de cogumelos (92 Units/mL) no
mesmo tampao.

- Grupo D: 120 pyL 1/15 M tampao fosfato e 40 yuL de amostra dissolvida em
tampao.

O conteudo de cada poco foi incubado por dez minutos a 23 °C, adicionando-se
posteriormente, 40 pL de 2.5 mM L-DOPA do mesmo tampao. Apds a incubacéo a
23 °C por cinco minutos, fez-se a leitura da absorbancia em 475 nm. O experimento
foi realizado em triplicata.

Como mostrado anteriormente cada amostra € medida sem a adicao de tirosinase
para corrigir a absorcao causada pelo composto ou pela L-DOPA de auto oxidacao.
O &cido kojico foi usado como controle. A porcentagem de inibicao para atividade da
tirosinase foi calculada pela seguinte equacéao: {[(A-B)-(C-D)]/(A-B)}x100.

Preparacao da L-DOPA: 10 mg L-DOPA em 20 mL tampéo fosfato — vortex e

centrifugacédo em 2.900 rpm for 10 min. Coleta-se o sobrenadante.
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Preparacao da Tirosinase: Solucao estoque — preparar uma solugéao de 92U/ml
em tampao fosfato.

5.4 Atividade inseticida frente a Atta sexdens
5.4.1 Atividade dos extratos via ingestao

Para avaliacdo da atividade inseticida dos extratos das folhas, utilizou-se a
metodologia de BUENO et al. (1997) para o preparo de dieta, sendo que para cada
100 mL de agua destilada foram adicionados 5 g de glicose, 1 g de peptona
bacteriolégica, 1,5 g de agar e 0,1 g de levedo de cerveja. Os extratos vegetais foram
solubilizados na dieta a 1% (peso/volume).

O bioensaio foi constituido por extrato etandlico de folhas P. arboreum, e
testemunha. Tanto os extratos (tratamento) quanto testemunha foram incorporados
as dietas e fornecidos as formigas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco
repeticdes, sendo cada uma constituida por uma placa de Petri, forrada com papel-
filtro e contendo um cubo de dieta de 1 cm? e dez operarias de Atta sexdens adultas.
Foi avaliada a mortalidade dos insetos a cada 24 h, durante cinco dias.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de sobrevivéncia de
Weibull, que descreve a relagédo entre a sobrevivéncia estimada (S) em fungdo do
tempo. Posteriormente, as equacdes foram submetidas ao teste de contraste de
modelos (x?; p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas com o emprego do
programa R (RDCT, 2008) e do pacote estatistico survival (THERNEAU, 2009).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos precedentes da espécie Piper arboreum (SILVA, 2004), revelaram que
as amidas pirrolidinicas sdo os constituintes principais dos extratos de média
polaridade sendo, portanto, considerados marcadores desta espécie. Esta classe de
metabdlito apresenta importante atividade biolégica, destacando-se a atividade
antifungica contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum (SILVA et al.,, 2002), fungos de importancia médica Candida
albicans, C. krusei, C. parapsilosis e Cryptococcus neoformans (REGASINI, et al.,
2009a) e antitripanossomo (REGASINI et al, 2009b)

A piperilina (1), isolada e identificada por Silva (2004), foi reisolada no presente
trabalho, com o objetivo de ser usada como padrao para avaliar a dindAmica metabdlica
no periodo de doze meses e, também, durante a variagdo de um dia. A coleta destes
dados foram importantes para o estudo da producdo das amidas pirrolidinicas na
espécie. Para tanto, foi desenvolvido um método cromatografico que possibilitou o
isolamento da piperilina (1), bem como a verificagdo do seu acumulo nos extratos das
folhas e frutos da planta adulta e no extrato das folhas das plantas jovens. A analise
cromatografica também permitiu verificar o acumulo de anélogos hidrogenados da
piperilina.

A andlise do acumulo da piperilina em diversas partes e fases da planta,
permitiu 0 seu isolamento para utilizagdo como padrao na extracdo enzimatica bem

como no estudo de analise protéica e biossintético em Piper arboreum.

6.1 Perfil cromatografico dos extratos das folhas e frutos de Piper arboreum.

Inicialmente comparou-se o perfil cromatografico dos extratos das folhas e
frutos, obtidos via CLAE, com o perfil cromatografico de estudos realizados por Silva
(2004). A andlise comparativa dos cromatogramas revelou a presenca da piperilina
nas partes aéreas da planta (folhas e frutos) (Figura 23, p.84). A partir dessa analise,
desenvolveu-se um método cromatografico que possibilitou o isolamento da piperilina
dos extratos dos frutos. Essa amida foi utilizada como padrdao em todas as analises
realizadas no decorrer do estudo
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Figura 23: Cromatograma obtido via CLAE: (A) extrato das folha da planta jovem; (B) extrato dos frutos da planta adulta (C); extrato das folhas da planta
adulta (D) padrao isolado dos frutos da planta adulta. Condigao de andlise: Coluna C18: phenomenex — Kinetex, Eluente: agua/metanol — 60% de MeOH.

Tempo: 60 min; Fluxo: 1,0 mL/min.
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Pela analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, foi
possivel confirmar a presenca da piperilina, bem como os seus analogos reduzidos
(Figura 24).

Figura 24: Amida pirrolidinica (1 - 3) presentes nas folhas e frutos de P. arboreum.

<ZW O <ZM~Q

6.2 Identificacao estrutural da piperilina (1)

A caracterizacdo da piperilina (1) isolada de Piper arboreum, foi auxiliada pela
andlise de IES-EM no modo positivo. A massa molecular C16H17NOs, foi confirmada
pela analise dos espectros de massas, que apresentou um pico ion molecular com
m/z 272 [M+H]* (Figura 25, p. 86). O espectro EM/EM mostrou pico em m/z 201 que
foi atribuido ao cation acilio. As principais fragmentacdes estao detalhadas na Figura
26, p. 87.
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Figura 25: Espectro de massas (EM-IES (+) da piperilina (1).
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Figura 26: Espectro de EM/EM da piperilina (1).
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A proposta de fragmentacao para piperilina sugere que o pico com m/z 201
pode seguir duas vias de fragmentacao. A primeira seria a eliminagédo do CO (28 u)
resultando na formacéao do ion fragmento de m/z 173. Esta proposta leva a formacgao
de um carbocation alilico estavel. A segunda via de fragmentagao a partir do ion acilio
com m/z 201, seria um rearranjo do grupo metilenodioxifenilico e a eliminagdo neutra
de formaldeido (CH2=0, 30 u), resultando na contracdo do anel e na formacgédo de um
epoxido de m/z 171. A partir deste fragmento poderia entdo ser formado m/z 143 com
perda de CO (28 u). Outra eliminagdo de CO leva a formacgéo do ion fragmento m/z
115 (Figura 27, p. 89).
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Figura 27: Proposta de fragmentagéo dos principais ions fragmento da piperilina (1).
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A identificacdo da substancia 1 (Figura 28) também foi feita pela analise do
espectro de RMN 'H (Figura 39, p. 92). A andlise do espectro permitiu observar sinais
o 6,45, 7,37, 6,89 e 6,90, referentes aos hidrogénios, H-2, H-3, H-4 e H-5,
respectivamente, enquanto que os sinais em & 3,63, 1,93, 2,03 e 3,51 referentes aos
hidrogénios H-1’, H-2’, H-3’, H-4’, respectivamente. A presenca do anel aromatico tri-
substituido foi confirmada pela presenca dos hidrogénios metinicos H-2”, H-5" e H-6"
com sinais em & 7,12, 6,82 e 6,99 respectivamente, enquanto que 0 grupo
metilenodioxilico apresentou sinal em & 5,96.

Vale ressaltar que, que através de experimentos TOCSY 1D o sinal irradiado
em O 3,63 (2H, m), mostra a correlagdo dos hidrogénios metilénicos do anel
pirrolidinico (Figura 30, p. 93). O irradiado em & 6,45 (H-2, d, J2;3 (trans) = 15) evidencia
a correlacdo com & 7,37 (H-3,dd, Jsz2 (rans) = 15 Hz e Js4 = 10 Hz) confirmando o
sistema de acoplamento em trans (Figura 31, p.94). O sinal irradiado em & 6,82,
atribuido a H-5", mostra o acoplamento entre os H-2” (5 7,12, d, J2"6" (meta) = 1,8) € H-
6 (5 6,99, dd, Je"2” meta) = 1,8 Hz € J&" 5" (ort0) = 8,4) do sistema aromatico (Figura 32, p.
95).

O espectro RMN '3C (Figura 34, p.96) permitiu atribuir o sinal em 165,07 ao
grupo carbonilico da amida, e os sinais em & 46,5, 24,3, 26,0 e 45,9, aos carbonos
metilénicos do anel pirrolidinico, C-1’, C-2’, C-3’ e C-4’, respectivamente. Os carbonos
aromaticos C-17, C-2”, C-3”, C-4”, C-5” e C-6” foram correlacionados com 0s sinais em
o 131,1, 105,9, 148,3; 148,3, 108,3 e 124,9, respectivamente, enquanto o carbono
metilenodioxilico foi correlacionado ao sinal em & 101,3. Os dados espectrais (Tabela
10, p. 91) comparados aos da literatura, confirmam a estrutura da piperilina (SILVA,
2004).

Figura 28: Estrutura quimica da piperilina (1).
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Tabela 10: Dados de RMN de 'H (600 MHz, CDs0OD) e '3C (125 MHz, CD3s0D) da piperilina (1).

Posicao & 'H (H, multiplicidade, J (Hz)) 513C
T 3,63 (2H, m) 45,9
2 1,93 (2H, m) 24,3
3’ 2,03 (2H, m) 26,0
4 3,51 (2H, m) 46,5
1 - 164,9
2 6,45 (1H, d, 15,0) 121,0
3 7,37(1H, dd, 10,0 e 15,0) 141.,6
4 6,89 (1H, dd, 10,0 e 15,0) 122,5
5 6,90 (1H, d, 15,0) 138,8
17 - 131,1
2” 7,12 (1H, d, 1,8) 105,9
3" - 1483
4 - 148,3
5” 6,82 (1H, d, 8,4 Hz) 108,3
6" 6,99 (1H, dd, 1,8 e 8,4 Hz) 124,9

OCH:z0 5,96 (2H, s) 101,3
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Figura 29: Espectro e expansdes de RMN 'H (600 MHz, CDsOD) da piperilina (1).
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Figura 30: TOCSY 1D da piperilina (1) em CD3s0OD, 600 MHz (sinal irradiado: 6H 3,63).
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Figura 31: TOCSY 1D da piperilina (1) em CD30OD, 600 MHz (sinal irradiado: 6H 6,45).
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Figura 32: TOCSY 1D da piperilina (1) em CD30OD, 600 MHz (sinal irradiado: dH 6,82).
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Figura 33 Espectro de RMN 3C (CDsOD, 125 MHz) da piperilina (1).
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6.3 Dinamica sazonal e circadiana da Piper arboreum

A sucessao de dias e noites em ciclos de 24 horas constitui um dos fatores
ambientais desde o inicio da histéria da vida na Terra. Todos 0s organismos Vvivos
exibem oscilagdes bioldgicas enddégenas com o periodo de aproximadamente 24
horas, e contam o tempo com reldgio sincronizado por sinais externos, como as
variacdes ambientais, principalmente as de luz e temperatura. A regulacéo de funcdes
bioldgicas pelo relégio circadiano tem a finalidade de otimizar os processos celulares
e fisiologicos em antecipacdo a modificacbes periddicas no ambiente de um
organismo (KERBAUY, 2008).

As plantas possuem um relégio circadiano que lhes permitem coordenar
eventos biolégicos internos com mudancgas diarias externas. O reldgio circadiano
fornece a capacidade de antecipar a previsao diaria e as mudancas sazonais que
ocorrem no ambiente como uma consequéncia da rotagéao da terra (IMAIZUMI, 2010;
FU et al., 2014), e apresentam duas caracteristicas essenciais: o arrastamento para
um ciclo ambiental e sustentabilidade ritmica sob condi¢des constantes (GUERRIERO
et al., 2012).

Alguns fatores ambientais como temperatura, disponibilidade hidrica, solo,
sazonalidade, desenvolvimento da planta, altitude, entre outros, podem influenciar
diretamente na dinamica envolvida na producdo de um metabdlito secundario
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007). As reacOes enzimaticas decorrentes do
metabolismo estéo relacionadas diretamente com a luz e a temperatura (GOTTLIEB,
et al 1996; GOTTLIEB e BORIN, 2012).

A analise das variagdes circadiana e sazonal na espécie Piper arboreum mostra
0 acumulo da piperilina no periodo de um dia e durante um ano, respectivamente.
Para isto, foi construida uma curva de calibragéo utilizando-se sete pontos da solugéo
padrdao em metanol nas concentragdes de 5 a 100 pg/mL O coeficiente de correlagao
médio da concentragao foi 0,9985. A curva de calibragdo obtida pelo método dos
minimos quadrados foi expressa pela equacdo y = 202411x — 791903 (Figura 34,
p.98).
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Figura 34: Curva calibracdo para quantificacao da piperilina (1).
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A quantificacao da piperilina, nas folhas de P. arboreum, foi realizada com base
nas area relativas para cada pico (area do pico/area do padrao). A concentracdo da
amida foi calculada inserindo as areas relativas na equacéao obtida para a curva de
calibracdo. Os cromatogramas (Figura 35, p. 99; Figura 36, p. 100) mostram o
resultado destas analises, e possibilitaram a verificacdo do acumulo da amida no

periodo de um dia e durante um ano.
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Figura 35: Cromatogramas (UV 344 nm) para quantificagao circadiana da piperilina (1) nos extratos das folhas de P. arboreum.
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Figura 36: Cromatogramas (UV 344 nm) para quantificagdo sazonal da piperilina (1) nos extratos das folhas de P. arboreum.
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A variacao sazonal da concentragdo da amidas pirrolidinicas, pode estar
relacionada com a precipitacdo média anual (periodo de chuva) observada para o
periodo da coleta das folhas. No més de janeiro observou-se um maior volume de
chuva e consequentemente um aumento expressivo da piperilina nas folhas de P.
arboreum. No entanto, para o més de agosto, ocorreu uma menor precipitacao, sendo
observado, também, um menor acumulo do metabdlito (Figura 37-A, p. 103).

A variacdo na concentracdo da piperilina, no decorrer do ano, deve estar
relacionada ao estresse hidrico, uma vez que a agua é essencial para as funcoes
fisiologicas da planta, sendo o recurso mais abundante para o crescimento e
funcionamento dos vegetais (PIMENTA, 2008). Assim, fatores fisioldgicos criticos, tais
como fotossintese, abertura e fechamento dos estdbmatos, mobilizacdo de reservas,
expansao foliar e crescimento, podem ser alterados pelo estresse hidrico e
consequentemente pode levar a variagdes no metabolismo secundario (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007).

Variagcbes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as proporc¢des
relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um
controle genético, a expressao pode sofrer modificagcdes resultantes da interacao de
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (LINDROTH et al., 1987;
HARTMANN, 1996).

A andlise do ritmo sazonal (Figura 37-A, p. 103) mostra um aumento
significativo na concentracdo da piperilina nos meses de janeiro, marco, junho,
novembro e dezembro, enquanto o ritmo circadiano mostra um maior acumulo da
amida nos horarios de 11 h e 23 h (Figura 37-B, p. 103). Estes horarios estao
perfeitamente acoplados aos turnos de visitacdo dos polinizadores e dispersores de
espécies vegetais, dentre estes a avifauna (CAMPOS et al.,, 2012; MACHADO e
ROCCA, 2010) que tem o habito diurno de visitagdo na grande maioria das espécies,
e a quiropterofauna (CAMPOS et al., 2012; CARVALHO e TAVOLONI, 2007) que tem
o habito noturno de visitacao. Um dos fatores importantes, no estudo da sazonalidade,
€ a época de coleta das partes organograficas envolvidas, uma vez que a quantidade
e, até mesmo, a natureza dos constituintes ativos sofrem uma grande variabilidade
durante o ano (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
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Neste sentido, quase todas as classes de metabdlitos secundarios sofrem
alteracées no seu conteudo, em fungcdo da variagdo sazonal, como exemplo, 0s
alcaloides (ROBINSON, 1974; ELGORASHI, et al., 2002; WU, et al., 1996). Além
disso, tem sido mostrado que estresses ambientais, tais como luz elevada,
temperaturas frias, irradiacido UV e infeccdo patogénica estimulam a producédo de
compostos fendlicos, tais como os flavondides e fenilpropandides em plantas (GRACE
et al., 1998; BHARTI e KHURANA, 1997), por exemplo, a fenilalanina-amdnia liase
(PAL) que aumenta sua atividade em resposta ao estresse de refrigeracdo e/ou
congelamento (LEIVA et al., 1995), ou sinais oxidativos intracelulares em resposta ao
ataque de patégenos e, possivelmente, outras formas de estresses (LEVINE et al.,
1994).

A andlise dos dados circadiano e sazonal em P. arboreum, permitiu inferir que
os teores da piperilina estdo relacionados a variacdo da precipitacdo, ou seja, ao
conteudo hidrico da planta, e que os metabdlitos sdo acumulados nos periodos mais
frescos do dia (Figura 38, p. 103). As concentrac¢des para quantificagcdo da piperilina
estao listadas nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.

Tabela 11: Dados da quantificagéo da analise sazonal da piperilina (1).

MES COLETA [ 1mg/mL %m/m
Jan 0,0956 9,56
Fev 0,054 5,40
Mar 0,0855 8,55
Abr 0,0456 4,46
Mai 0,0358 3,58
Jun 0,0660 6,60
Juh 0,0234 2,34
Ago 0,0155 1,55
Set 0,0310 3,10
Out 0,0499 4.99
Nov 0,0669 6,69

Dez 0,0794 7,74




Resultados e Discussdo 103

Tabela 12: Dados da quantificacdo da analise circadiana da piperilina (1).

HORA COLETA [ Img/mL %m/m
8h 0,0663 6,63
11h 0,0917 9,17
14h 0,0671 6,71
17h 0,0513 5,13
20h 0,1102 1,10
23h 0,1485 1,48
2h 0,0562 5,62
5h 0,0623 6,23

Figura 37: Grafico da variacdo sazonal (A) e grafico da variagao circadiana(B) da piperilina (1) presente
nas folhas adultas de P. arboreum.
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Figura 38: Grafico da temperatura média (A) e precipitagdo média (B) anual em Araraquara-SP, no ano de
2013.

10 A 300 B
25 _ 250
E
20 E 200
— .2
£ 1s ¥ g 150
= B
‘o 100
10 E
5 50
o 0
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Juh Ago Set Out Mov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Juh Ago Set Out Nov Dez

6.4 Experimentos biossintéticos em Piper arboreum.

A biossintese de produtos naturais € uma d&rea recente na quimica,
representando a intersecdo com a biologia molecular. Neste sentido, a engenharia
metabdlica se apresenta como uma importante alternativa para aumentar, de forma

significativa, a produgdo de metabdlitos secundarios. A possibilidade de promover a
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reconstrucdo in vitro favorece a caracterizacao de etapas individuais, a identificagéo
de intermediarios biossintéticos, além de permitir um melhor entendimento de como
as etapas metabdlicas podem ser manipuladas para a producdo de analogos
estruturais. Por meio da manipulagdo in vitro € possivel alcangar um nivel de
diversificagao inalcangavel naturalmente (OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos biossintéticos de piperamidas estdo bem estabelecidas pelo nosso
grupo pesquisa (NAVICKIENE, 2002; COTINGUIBA, 2011; PIOLI, 2014; SILVA,
2004). No entanto, ainda existem muitas etapas e enzimas que precisam ser
conhecidas na biossintese destas amidas. Com base nestes questionamentos a
proposta do presente trabalho foi investigar a rota biossintética para formacédo da
piperilina (1), principalmente quanto ao aumento da extensédo da cadeia lateral e a
formacao do grupo metilenodioxilico. Sabendo que a formacado deste grupo é
dependente da enzima oxidoredutase do tipo P450, é importante conhecer em qual
etapa este grupo é formado ao longo da biossintese da piperilina.

A proposta biossintética das amidas pirrolidinicas em Piper arboreum envolve
rota mista, com intermediarios fenilpropanoidicos como precursores da unidade Ce-
Cs, a L-ornitina pela unidade pirrolidinica, e acetil-CoA pelo prolongamento da cadeia
carbébnica.

A piperilina (1) é composta por um grupo 1,3- benzodioxola (subunidade A), ao
lado da cadeia pentadienoico (subunidade B) e o fragmento pirrolidina (subunidade C)
(Figura 39, p.) O grupo fenilpropanoidico da molécula (subunidade azul) tem como
precursor o derivado cinamoil-CoA, o qual é biossintetizado a partir do acido
chiquimico, apresentando padrao de oxigenacao 3,4-metilenodioxi, auxiliados pelas
enzimas citocromo do tipo P450 e S-adenosil-metionina. Apds reacado do derivado
cinamoil-CoA com uma unidade de malonil-CoA, seguida da reducao da enona e de
uma B-eliminacao (desidratacdo), obtém o tioéster piperoil-CoA, que reage com a
pirrolidina, formando a piperilina (1) (Figura 40, p. 105).

Figura 39: Estrutura quimica de (1).
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Figura 40: Precursores envolvidos na rota biossintética da piperilina (1) (DEWICK, 2009).
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Com intuito de verificar a participacdo de precursores e enzimas envolvidas na
formagdo da piperilina (1), foram realizados experimentos de incorporacdo de
precursores, acetato de sédio (CHs'*CO:2Na), acido [1-OD, 2-D]-ferdlico, acido [1-OD,
2-D]-3', 4' metilenodioxicindmico, reagdes enzimaticas e analise em gel de
eletroforese mono e bidimensional.

A proposta de incorporagdo do acetato de sddio (CH3'3CO:2Na) era de realizar
o experimento com as folhas jovens e adultas de P. arboreum, no entanto, o
experimento foi realizado apenas com as folhas adultas devido a interacéo
interespecifica entre as espécies ocorrida pela proximidade das mesmas, 0 que
prejudicou a incorporacao na fase jovem da planta.

A partir dos extratos obtidos da incorporagdo com acetato de soédio
(CH3'3CO2Na), a piperilina foi isolada por CLAE preparativo e analisada por
espectrometria de massas. O ion m/z 273 foi observado apds a inspecao dos dados
(Figura 41, p.107) bem como os seus ions fragmentos (Figura 42, p. 108). A
incorporacao do acetato marcado foi confirmada pelo aumento de uma unidade de
massa, m/z 272 para m/z 273, confirmando que a extensado da cadeia carbbnica da
piperilina é oriunda da via acetato. A proposta de fragmentacao pode ser vista na
Figura 43, p.109.



Resultados e Discussdo

107

Figura 41: Espectro de massas do extrato das folhas enriquecido com CH;'*CO:2Na.
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Figura 42: Espectro de massas das fragmentagdes do extrato das folhas enriquecido com CHs'3CO2Na.
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Figura 43: Proposta de fragmentagao da piperilina marcada com CHs'3CO2zNa.
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6.5 Analise por eletroforese monodimensional do extrato enzimatico do fruto e
folhas de Piper arboreum (SDS-PAGE)

Uma forma de determinar a massa molecular de proteinas de um determinado
organismo € através de andlise em gel poliacrilamida monodimensional, onde as
proteinas sdo separadas por sua massa molecular utilizando-se soro albumina bovina
como padrao. Para isso, os extratos enzimaticos dos frutos, folhas jovens e adultas
de P. arboreum foram preparados seguindo a metodologia descrita anteriormente.

Apés revelagdo do gel de poliacrilamida com nitrato de prata, os extratos
enzimaticos das folhas (2-4) e frutos (5), foram analisados e comparados com o
padrao (P), sendo possivel verificar semelhancas nos pesos moleculares de enzimas
presentes nas folhas e frutos (Figura 44, p. 111). As bandas entre 55 e 14 kDa foram
atribuidas a enzima ribulose bifosfato carboxilase/oxidase (RubisCQO). Esta enzima é
encontrada em elevada quantidade nos tecidos fotossintéticos de plantas superiores
e responsavel pela de formacao de moléculas organicas a partir da fixagcao de carbono
atmosférico (KERBAUY 2008). Também foi observada bandas entre 66 e 97 kDa, que
pode ser atribuido a enzima fenilalanina aménia-liase (PAL). Essa enzima € um
tetrdmero com subunidades de 77-83 KDa, sendo uma das enzimas mais estudas no
metabolismo de plantas, por ser a enzima chave na formacao do acido cinamico,
precursor de fenilpropandides, metabdlitos essenciais para fisiologia e patologia de
plantas. Estudos visando a clonagem desta enzima podem colaborar para
manipulacdo da biossintese de fenilpropandides em plantas usando processos
biotecnolégicos (HASHEMITABAR et al, 2014; HELDT & PIECHULLA, 2011).
Também foi observado bandas expressivas que podem estar relacionadas com a
extensdo da cadeia da amida piperilinica. Essas bandas podem ser atribuidas a
enzima policetideo sintase do tipo Il (PKS- Ill). As chalconas sintase (CHS) e estilbeno
sintase (STS), fazem parte desta superfamilia e apresentam subunidades entre 40 e
47 KDa. Estas enzimas catalisam as condensacdes usando unidades de acetato,
atuando diretamente nos substratos acil-CoA como unidades iniciadoras. Estas
enzimas tém sido observadas em todos os tipos de plantas e desempenham
importante papel na formacdo dos metabdlitos secundarios (FLORES-SANCHEZ e
VERPOORTE, 2009; MOORE e HOPKE, 2001).
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Figura 44: Gel SDS-PAGE dos extratos enziméticos da folha jovem (2), folha adulta coletada as 11h
(3), folha adulta coletada as 23h (4), fruto (5) de P. arboreum. Gel revelado com nitrato de prata.
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6.6 Analise por eletroforese bidimensional (2D SDS-PAGE) do extrato enzimatico
das folhas e frutos de Piper arboreum.

Como as bandas protéicas tendem a se sobrepor, os métodos unidimensionais
como a eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-PAGE), podem separar um namero
relativamente pequeno de proteinas (geralmente menos de 50). A eletroforese
bidimensional ao combinar dois processos distintos de separacédo pode ser usada
para separar mais de mil proteinas em um unico gel. Na primeira dimensao (IEF) as
proteinas sao separadas pelas suas cargas e na segunda dimensao separadas de
acordo com sua massa molecular. O resultado final consiste em um gel com diversos
pontos (spots) dispersos, cada um correspondendo a uma proteina em particular.

Para determinar as regides com predominio de proteinas, as amostras foram
preparadas como descritas anteriormente. Apds focalizacao isoelétrica e separacao
em gel de poliacrilamida, fez-se a revelacao utilizando-se nitrato de prata. Na figura
45, p. 112, sdo apresentados os géis 2D SDS-PAGE das folhas e frutos de P.
arboreum.

A andlise do gel permitiu observar a presenca de inumeros spots mais
proeminentes entre 45 a 14 kDa. No gel dos frutos as proteinas foram melhor
reveladas. Os géis das folhas e frutos apresentam semelhancas, porém no fruto existe
conjunto de proteinas observadas entre 30 — 40 kDa. Moore e Hopke (2001) relataram
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que as enzimas PKS do tipo lll estdo inseridas nessa faixa de peso molecular, e

constituem enzimas importantes para a formacao de diversos metabdlitos.

Figura 45: 2D SDS-PAGE das folhas (A) e frutos (B) de P. arboreum. Separacéo entre pl 3-10 (IPG 3-
10 Linear) e padrdo de MW entre 14 e 97 kDa. Massa aplicada: 250 ug de proteina total.
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6.7 Sintese de precursores biossintéticos
6.7.1 Determinacao estrutural dos precursores sintetizados.

A identificacao dos precursores sintetizados (acido 3’,4’-metilenodioxicinamico
e acido ferulico) foi realizada por meio de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H). A comparagao dos dados obtidos com a literatura corroborou
para confirmacdo das substancias sintetizadas. Dados experimentais da sintese dos

compostos marcados e ndo marcados estao descritos na parte experimental.

6.7.1.1 Acido 3’,4’-metilenodioxicinamico

O acido 3’,4’-metilenodioxicinamico (Figura 46, p.113) apresentou-se como um
solido amorfo de coloracdo amarela. Seu espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 300
MHz) apresentou sinais caracteristicos de hidrogénio Ha e HB a carbonila com valores
em 0 6,38 e & 7,49, respectivamente. Os sinais em & 7,36, 6,94 e 7,15 relativos aos
hidrogénios H-2’, H-5 e H-6’ respectivamente, confirmaram a presenca do anel
aromatico tri-substituido enquanto o singleto em & 6,06 é referente ao hidrogénio
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metilenodioxilico (Figura 47, p. 114). No espectro de RMN de '3C, foi possivel observar
um sinal em & 168,2 atribuido ao C-1’ da carboxila, além de cinco sinais em 6 117,5,
144,3, 108,9, 107,1 e 125,1 relativos aos carbonos sp? da dupla e do anel aromatico
respectivamente. O sinal em & 101,1 foi atribuido ao C-7’ metilenodioxifenilico e os
trés sinais em 6 129,1, 148,4 e 149,5, sao relativos aos carbonos sp do anel aroméatico
C-1’, C-3’ e C-4’ respectivamente (Figura 48, p. 115). Os dados obtidos (Tabela 13),
comparados com a literatura (FERREIRA, 2006), confirmam a estrutura do &cido

ferdlico para molécula sintetizada.

Figura 46: Estrutura quimica do acido 3’,4’-metilenodioxicindmico

Tabela 13: Dados de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) e *C (75 MHz, DMSO-ds) do &cido 3’,4'-
metilenodioxicindmico comparados com dados da literatura (FERREIRA, 2006).

Dados experimentais Dados da literatura
Posicdo &'H (H, multiplicidade, J (Hz) &™C  d'H (H, multiplicidade, J (Hz) &'C
1 - 168,2 - 168,9
2 6,38(1H, d,15,9) 117,5 6,32 (1H, d,15,7) 117,3
3 7,49 (1H, d,15,9) 1443 7,48 (1H, d,16,01) 144,0
1’ - 129,1 - 128,9
2’ 7,36 (1H, d, 1,5) 108,9 7,36 (1H, d, 1,5) 108,6
3 - 148,4 - 148,2
4 - 149,5 - 149,3
5 6,94 (1H, d, 8,1) 107,1 6,86 (1H, d, 8,0) 106,9
6’ 7,15 (1H,dd, 1,5 e 8,1) 125,1 7,08 (1H, dd, 1,5 e 8,0) 124,8
7 6,06 (2H, s) 101,1 6,10 (2H, s) 101,7
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Figura 47: Espectro e expansdo de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do acido 3’,4’- metilenodioxicinamico.
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Figura 48: Espectro e expansao de RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds) do &cido 3’,4’- metilenodioxicindmico.
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6.7.1.2 Acido ferulico

O &cido ferulico (Figura 59), foi obtido como um sélido amorfo de coloracéo
branca. Seu espectro de RMN de 'H (DMSO de, 500 MHz), apresentou dois dubletos
caracteristicos de alcenos em sistemas aromaticos Ces-Cs, com sinais em &+ 6,36 e dH
7,49, com constante de acoplamento 15.9 Hz respectivamente. Os sinais em & 7,28,
6,79 e 7,08 foram atribuidos aos hidrogénios H-2”, H-5" e H-6" respectivamente,
confirmando a presenca do anel aromatico tri-substituido. A presenca dos hidrogénios
da metoxila foram confirmados pela presenga de um singleto em & 3,82 (Figura 50, p.
118). O espectro de RMN de '3C apresentou um sinal caracteristico de carboxila em
0 168,4 atribuido ao C-1, além dos sinais em & 123,2, 116,1 e 111,6 relativos aos
carbonos sp?do anel aromatico. Os sinais em & 144,9 e 5115,9 sdo caracteristicos de
carbonos sp? alfa e beta, em relagdo a carbonila, respectivamente, enquanto o sinal
em 0 56,1 é relativo ao carbono de metoxila (Figura 51, p. 119). Os dados obtidos,
comparados com a literatura (REGASINI et al., 2008), confirmam a estrutura do acido

ferdlico para molécula sintetizada (Tabela 14, p. 117).

Figura 49: Estrutura quimica do acido ferulico
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Tabela 14: Dados de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) e '3C (125 MHz, DMSO-ds) do acido ferulico
comparados com os dados da literatura (REGASINI et al, 2008).

Dados experimentais Dados da literatura

Posicéo & 'H (H, multiplicidade, J (Hz) 5C  &'H (H, multiplicidade, J (Hz)

1 - 168,4 -

2 6,36 (1H, d,13,5) 115,9 6,23 (1H, d,16,0)

3 7,49 (1H, d,13,5) 144,9 7,53 (1H, d,16,0)

1’ - 126,2 -

2’ 7,28 (1H, d, 1,5) 111,6 07,12 (1H, d, 2,5)

3 - 149,5 -

4 - 148,3 -

5 6,79 (1H, d, 7,0) 116,1 6,85 (1H, d, 8,5)

6’ 7,08 (1H, dd, 1,5e 7,0) 123,2 7,04 (1H, dd, 2,5 € 8,5)

7 3,82 (3H, s) 56,1 63,90 (3H, s)
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Figura 50: Espectro e expansao de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) do &cido ferulico.
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Figura 51: Espectro de RMN '3C (125 MHz, DMSO-ds) do &cido ferdlico.
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6.7.2 Determinacao estrutural dos precursores marcados.

6.7.2.1 Acido [1-OD,2-D]- 3’,4’-metilenodioxicinamico

A analise acido [1-OD, 2-DJ- 3', 4' metilenodioxicinamico (Figura 52), mostrou
sinais de RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) em & 7,36, 6,94 e 7,15, relativos aos
hidrogénios metinicos H-2’, H-5’ e H-6’ respectivamente, confirmando a presenca do
anel aromatico tri-substituido, enquanto o hidrogénio do grupo metilenodioxilico
mostrou sinal em & 6,07. O padrdo de marcacao para o composto sintetizado foi
confirmado através da modificagdo da multiplicidade do sinal em 6 7,50 (J = 13,5 Hz)
de um dupleto para um singleto (& 7,49) (Figura 53, p.121). Este resultado esta
relacionado a mistura de compostos marcados e ndo marcados, uma vez que o acido
malbnico deuterado nado era totalmente puro. Dados espectrais podem ser visto na
Tabela 15.

Figura 52: Estrutura quimica do acido [1-OD, 2-D]-3', 4' metilenodioxicinamico.

Tabela 15: Dados de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) e 3C (125 MHz, DMSO-ds) do acido [1-OD,2-
D]- 3’,4’-metilenodioxicinamico.

Posicao 5 'H (H, multiplicidade, J (Hz)
3 7,49 (1H, s)
2 7,36 (1H, d, 1,0)
5 6,94 (1H, d, 6,5)
6 7,15 (1H, dd, 1,0 € 6,5)
7 6.07 (2H, s)
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Figura 53: Espectro e expansdo de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) do &cido [1-OD,2-D]- 3',4’-metilenodioxicinamico.

L

%09

-3
8LE9~_ .
oy [
-
©
o - ©

s
N N
)
¥ @
N - ©
a
LE 669 K
5697 2
@ Iy }
AN ~ 0ST'L - N
Top'L -~ o £91'L N
8 B
T e e 5
S e -
B 9By~ .
N (A==
o ersr] o
n N

N
LR




Resultados e Discussdo 122

6.7.2.2 Acido [1-OD,2-D]- ferulico

A andlise de RMN 'H para o acido [1-OD,2-DJ- fertlico (Figura 54), mostrou
sinais em & 7,27, 6,78 e 7,07 relativos aos hidrogénios H-2’, H-5 e H-6
respectivamente, confirmando a presenca do anel aromatico tri-substituido. A
presenca do hidrogénio de metoxila foi observada em & 3,80. O padrdo de marcagao
foi confirmado através do sinal em & 7,46, como um singleto atribuido ao hidrogénio
H-3 (Figura 55, p. 123). Entretanto, observa-se ainda no espectro um dubleto em &
6,35 (J = 15,9 Hz) também atribuido ao H-3 (Tabela 16). Este fato esta relacionado
a mistura de compostos marcados e nao marcados, visto o acido malénico deuterado

nao tinha grau de pureza de 100%.

Figura 54: Estrutura quimica do acido [1-OD,2-D]- ferulico

Tabela 16: Dados de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) do acido [1-OD,2-D]- ferdlico.

Posicao 3 'H (H, multiplicidade, J (Hz)
3 7,46 (1H, s)
2 7,27 (1H, d, 1,8)
5 6,78 (1H, d, 8,1)
6 7,07 (1H, dd, 1,8 € 8,1)
7 3,82 (3H, s)
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Figura 55: Espectro e expansdo de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do &cido [1-OD,2-D]- ferdlico.
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6.8 Reacao Enzimatica

Ensaios para incorporacao de precursores nos extratos enzimaticos em Piper
tem sido alvo de pesquisa por algum tempo em nosso grupo. A partir de extratos
enzimaticos da espécie Piper arboreum, Silva (2004) monitorou as atividades das
enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL), acetil coenzima A (CoA) e formacdo da
amida pela administragcdo de precursor marcado L-fenilalanina-[U-'*C]. Em Piper
tuberculatum, Navickiene (2002) mostrou que a enzima SCoA-ligase esta envolvida
na ativacao do acido cinamico, sugerindo que este metabdlito € o precursor da
unidade Ce-C3, e que a oxidacado do anel ocorre via enzimas oxidoredutases do tipo
citocromo P450. Esta espécie também foi investigada por Cotinguiba (2011) que
monitorou as atividades de diversas enzimas presentes nesta espécie, que sao
chaves para reagdes iniciais da via fenilpropanoidica, como a fenilalanina aménia-
liase (PAL) e cinamato 4-hidroxilase (C4H) e a atividade da enzima oxidoredutase do
tipo citocromo P-450 na conversdo do 4&cido ferdlico ao acido 3,4-
metilenodioxicinamico.

Com o intuito de determinar a participacao do acido ferulico e do acido 3’,4’
metilenodioxicinamico como intermediarios na biossintese das amidas pirrolidinicas,
foi realizado um experimento para sintese desses intermediarios marcados com
deutério. Os precursores, acido malénico e L-ornitina, foram adicionados nos extratos
enzimaticos juntamente com os precursores marcados. A condigdo da otimizagéo in
vitro foi realizada utilizando protocolos realizados pelo grupo de pesquisa com
algumas modificagdées. A melhor condigdo encontrada foi utilizando-se a temperatura
de 31 °C e tempo reacional de 90 minutos.

A confirmacao do produto foi realizado através de comparacao dos tempos de
retencao e UV obtidos com seus padrdes injetados em CLAE nas mesmas condicoes.

A analise dos resultados utilizando a fracdo enzimatica das folhas jovens
(Figura 56, p. 126), mostrou que ndo houve formacao do produto. Este resultado pode
ser justificado pela falta das enzimas responsaveis pela formacao do produto nesta
fase da planta, ou pela presenca de algum outro interferente.

Para as fragbes enzimaticas utilizando as folhas da planta adulta e os
precursores separadamente, foi observado a formagdo do produto com o mesmo
tempo de retencdo e UV do padrao (tr=13,04) (Figura 57, p. 127). O mesmo

experimento foi realizado com o frutos da planta adulta, no entanto, ndo foi observado
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a formacéao do produto esperado (Figura 58, p. 128). Em outro experimento utilizando
os dois precursores juntos com a fracdo enzimatica das folhas da planta adulta, foi
observado a formagédo do produto com mesmo tempo de retencdo e UV do padréao
(tr=12,81) (Figura 59, p. 129). De acordo com os dados experimentais, 0s
precursores: o acido ferulico e o acido 3’,4’-metilenodioxicindmico participam da rota
biossintética da piperilina sendo dependentes de enzimas ativas para formacédo do

produto.
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Figura 56: Reagao enzimatica utilizando as folhas da planta jovem e os precursores marcados, &cido ferulico e 3,4’ metilenodioxicindmico.
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Figura 57: Reagao enzimatica utilizando as folhas planta adulta e os precursores marcados, acido ferulico e 3’,4’ metilenodioxicinamico
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Figura 58: Reagao enzimatica utilizando os frutos planta adulta e os precursores marcados, acido ferulico e 3’,4’ metilenodioxicindmico
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Figura 59: Reagédo enzimatica utilizando as folhas planta adulta e os precursores marcados, acido ferulico e 3’,4’ metilenodioxicinamico.
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6.9 Atividade Bioldgica

Algumas classes de substancias presentes em espécies de Piperaceae tém
despertado interesse da comunidade cientifica por apresentar importantes atividades
bioldgicas, além de serem utilizadas para fins industriais e como farmacos. A industria
alimenticia tem utilizado 6leo essencial de Piper auritum como condimento e as folhas
para alimentacgao de peixes (CONDE-HERNANDEZ e GUERRERO-BELTRAN, 2014).

As lignanas isoladas de Peperomia blanda, foram ativas em ensaios com
tripanossoma (FELIPPE et al, 2008) e apresentaram importante atividade frente o
virus hepatite C, assim como as kavalactonas isoladas de Piper fuligineum, (JARDIM,
et al, 2015). Extratos, fragcdes e Oleos essenciais das folhas de P. arboreum foram
avaliados frente a bactéria Staphylococcus aureus e frente aos fungos Microsporum
gypseum e Epidermophyton. Floccosum, mostrando potente atividade
(NASCIMENTO et al, 2015). Os metabdlitos isolados de Piper carniconnectivum
mostraram potente atividade antileucémica (FREITAS et al, 2014). Muitas espécie de
Piper tem mostrado atividade antileishmania, destacando-se Piper nigrum, Piper
augustifolium, Piper clausseniaum, Piper betle (FERREIRA et al., 2012; BOSQUIROLI
et al, 2015; MARQUES et al, 2011; MISRA et al.; 2009).

As piperamidas sao metabdlitos ja4 estudados pelo nosso grupo de pesquisa e
seus derivados foram ativos em ensaios com tripanossoma (COTINGUIBA et al,
2009). P.arboreum e P. tuberculatum quando avaliadas apresentaram importantes
atividade antifungica, antitripanossoma e antioxidante (REGASINI et al, 2009a;
REGASINI et al, 2009b, REGASINI et al, 2008; SILVA et al, 2002).

A avaliacdo dos extratos etandlicos das folhas, galhos e frutos de Piper
arboreum mostraram significante atividade fungitéxica em ensaios contra fungos

patogénicos (Tabela 17, p. 131).
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Tabela 17: Atividade antifungica dos extratos de Piper arboreum.

Candida Candida Candida Candida Cryptococcus
Extrato : : o ;
EtOH albicans krusei parapsilosis glabrata neoformans
ATCC 90028 ATCC 6258 ATCC 22019 ATCC 90180 ATCC 90012
Folhas 31,2 62,5 31,2 125 62,5
Galhos 250 125 250 125 125
Fruto 250 62,5 250 62,5 31,2

CIM*- Concentracao Inibitéria Minima (pg/mL); Controle positivo: Fluconazol e anfotericina B

Todas as amostras testadas foram capazes de inibir o crescimento dos fungos
com concentracao inibitéria minima com valor entre 31 a 125 pug.mL-". O extrato bruto
das folhas mostrou atividade fungicida para C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans, com valores de 31,2 ug.mL™", 62,5 pg.mL", 31,2 ug.mL"1
e 62,5 pg.mL", respectivamente. O extrato dos frutos apresentou potente atividade
contra C. krusei, C. glabrata e Cryptococcus neoformans, com valores de 62,5 ug.mL"
1.62,5 ug.mL" e 31,2 ug.mL™", respectivamente. O extrato dos frutos mostrou potente
atividade contra Cryptococcus neoformans quando comparado com o exirato das
folhas com valores de 31,2 ug.mL" e 62,5 ug/mL, respectivamente. De acordo com
os resultados obtidos, o extrato etandlico de Piper arboreum mostrou ser promissor
para a pesquisa de novas moléculas bioativas especialmente contra algumas cepas
de fungos oportunistas.

Para avaliagdo antiinflamatéria, o extrato etandlico de P. arboreum, na
concentracao de 0,097 mg/mL, desencadeou linfoproliferacdo de células do baco e a
dose abaixo de 0,196 mg/mL prejudicou a liberacdo de NO. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas na producdo de H202. A inibicado da producdo de NO pelo
extrato bruto etandlico de P. arboreum destaca o seu potencial como uma opcéo
interessante no tratamento de imunoterapia.

A piperilina, isolada dos frutos de P. arboreum, apresentou inibicdo de
aproximadamente 50% da atividade da enzima tirosinase utilizando a concentracao
final de 150 ug.mL-', demonstrando ser potente antioxidante.

O controle de formigas cortadeiras tem sido feito, preferencialmente, por
inseticidas quimicos, no entanto, estes sdo geralmente caros, causam sérios efeitos
contaminantes no ambiente, tem efeitos téxicos indesejaveis sobre espécies nao-alvo
e, por vezes, os resultados ndo sao satisfatérios (HEBLING et al, 2000). Por outro
lado, os agentes de controle biolégicos conhecidos ndo tém sido muito eficientes na
superacao das defesas bioldgicas e comportamentais das formigas. Por estas razdes,



Resultados e Discussdo 132

a busca de métodos alternativos de controle, eficientes, seletivos e amigos do
ambiente € uma necessidade constante.

Neste sentido tem sido estudadas varias espécies de plantas que causam
repeléncia, perturbagcdo comportamental, efeito toxico sobre as formigas e/ou um
efeito inibitério sobre o fungo simbiodtico, devido a presenca de metabolitos
secundarios (QUINTANA et al., 2013).

A atividade inseticida de P. arboreum sobre formigas cortadeiras (Atta sexdens)
foi avaliada através da oferta de dietas artificiais solidas preparadas com extrato bruto
de P. arboreum (Figura 60). Outrossim, segundo Bueno et al (1997), o emprego de
dietas artificiais, para bioensaios de laboratério, constitui a melhor opcao quando se
trabalha com formigas cortadeiras.

A andlise de variancia mostrou que a sobrevivéncia de formigas cortadeiras
diferiu entre os tratamentos (X? = 8,484; p = 0,0035). O tratamento constituido pelo
extrato testado provocou maior mortalidade quando comparado a testemunha (Figura
61, p. 133). Estes resultados corroboram com os encontrados por Bicalho et al. (2011)
e Penaflor et al. (2009), que observaram, em seus estudos, atividade inseticida de
extratos bruto de plantas sobre as formigas cortadeiras A. sexdens. Compostos
produzidos pelo metabolismo secundario de plantas sao fontes potenciais para o
desenvolvimento de inseticidas de baixo risco, que diferem dos inseticidas sintéticos
convencionais por sua baixa toxicidade aos mamiferos, rapida degradacao, e
disponibilidade local (ISMAN, 2006, 2008; REGNAULT-ROGER et al 2012)

Figura 60: Atividade inseticida: testemunha (A) e tratamento (B)

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 61: Curva de sobrevivéncia de operarias Atta sexdens mantidas com dietas artificiais sélidas.
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Estes metabdlitos podem ter varios efeitos sobre os insetos, incluindo acao
inseticida, repeléncia, dissuasao de alimentagdo e oviposicdo e inibicdo do
crescimento (EBADOLLAHI, 2013). Entretanto, um grande numero de insetos €
relatado alimentando-se de Piperaceae (RAUT e BHATTACHARYA, 1999). Portanto,
apesar das evidéncias de que Piper spp. contém esses compostos naturais de defesa,
aparentemente, parece que alguns herbivoros de Piper podem alimentar-se com
sucesso, até mesmo da fruta. No entanto, piperamidas isoladamente, ou mais
importante, em combinacdo, ainda poderia substituir inseticidas de contato,
especificamente compostos neurotdxicos, tais como carbamatos, organofosforados e
piretrdides, para os quais 0s insetos desenvolveram resisténcia. Uma combinagao
destas amidas, dentro de uma formulacao botanica, poderia, assim, fornecer inimeras

vantagens no controle de insetos (SCOTT et al., 2007).
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7 CONCLUSOES

O isolamento da piperilina (1), utilizada como padrao, permite o monitoramento
da producao da amida em todas as partes da planta e revela um maior acumulo nos
frutos. A analise sazonal e circadiana por CLAE-DAD mostra que o acumulo da
piperilina ocorre nos periodos de maior disponibilidade hidrica.

Experimentos de biossintese, utilizando-se acetato de sodio marcado
(CH3'3CO2Na) e folhas da planta adulta de P. arboreum, permitiram estabelecer que
o acetil no final da extensao da cadeia, na estrutura, tem origem na via do acetato. A
participacao dos precursores marcados, acido [1-OD, 2-D]-ferulico e acido [1-OD, 2-
D]-3', 4' metilenodioxicindmico como intermediarios biossintético, pode ser
evidenciada nas reacdes enzimaticas, com a formacao da amida.

A analise do gel em poliacrilamida das folhas e frutos de P. arboreum, mostra
a presenca de bandas caracteristicas de enzimas envolvidas nos metabolismos
primario e secundario. No primario, as bandas em 55 e 14 KDa sao indicativos da
Rubisco, enzima presente no estroma dos cloroplastos que catalisa as reacdes de
carboxilagdo/oxidagéo no ciclo de Calvin. No metabolismo secundario, as bandas em
77-83 atribuidas a fenilalanina aménia-liase (PAL), enzima chave na formacao do
acido cinamico, precursor de fenilpropanoidicos, compostos importantes para a
fisiologia e protegéo de plantas; As bandas em 40 a 47 KDa podem ser relativas as
poliacetil sintases, enzimas que catalisam a condensacdo de unidades de acetato
promovendo a extensdo da cadeia. Com base nessas evidéncias experimentais, uma
possivel rota biossintética para formacao da piperilina esta sendo proposta (Figura 62,
p. 135).

O extrato etandlico das folhas mostra potente atividade para as cepas fungicas
oportunistas C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e Cryptococcus neoformans,
enquanto o extrato do fruto, atividade contra C. krusei, C. glabrata e Cryptococcus
neoformans. O ensaio in vitro da piperilina frente a enzima tirosinase mostra inibi¢cao
de 50% da atividade da enzima, destacando importante atividade antioxidante. O
extrato das folhas avaliado frente a atividade antiinflamatéria e inseticida destaca o
seu potencial como uma opcgdo interessante no tratamento de doencgas

imunosupressoras e controle de pragas respectivamente.
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Figura 62: Nova proposta biossintética para formagao da piperilina.
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