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RESUMO

A pesquisa por candidatos a farmacos pelas industrias farmacéuticas e o
desenvolvimento no Brasil de novos produtos aplicados a area da saude humana e
animal sdo processos que requerem otimizacdo continua. A metabol6mica,
particularmente, tem contribuido efetivamente no planejamento de estratégias
eficientes aplicadas a bioprospeccdo de produtos naturais. Nesse contexto, 2H-
cromenos e cromanos que mostram acumulo em espécies de Piper aduncum e
Peperomia obtusifolia (Piperaceae) foram selecionados para o desenvolvimento de uma
abordagem tedrica/experimental aplicada ao estudo de matrizes complexas. Para
tanto, métodos computacionais com base na teoria do funcional de densidade foram
aplicados para predizer grandezas termoquimicas de benzopiranos, incluindo
afinidade protonica, basicidade em fase gasosa e diagramas de energia da
coordenada de reacdo. As grandezas termoquimicas obtidas pela aplicacdo de
guimica computacional foram empregadas em sinergia com os dados de ESI(+)-
MS/MS, visando descrever o perfil de fragmenta¢ao do nucleo benzopirano do tipo 2H-
cromeno e cromano, incluindo a descricdo de mecanismos de fragmentacao classicos
e dissociacdes especificas para cada subclasse. Além disso, uma abordagem
metabolémica mimetizando etapas de um estudo de bioprospeccao foi realizada com
a finalidade de validar o perfil de fragmentacdo proposto para os 2H-cromenos e
cromanos. Os resultados mostraram que a estrutura quimica dos benzopiranos confere
caracteristicas intrinsecas ao equilibrio acido-base que representa as espécies
protonadas. Entre esses aspectos, o 2H-cromeno prenilado mostrou que a adi¢do do
proton na ligagao dupla da unidade prenila esta de acordo com um estado de transi¢gao
de 6 membros. Além disso, as grandezas termoquimicas mostraram que a
nucleofilicidade do anel pirano dos cromanos depende dos substituintes ligados ao C2.
Assim, o aumento da contribuigdo por hiperconjugacdo favoreceu a clivagem
heterolitica da ligagdo O-C2 do anel pirano. Consequentemente, uma bifurcagdo na
fragmentagao do nucleo benzopirano dos derivados de cromanos naturais justificou
adequadamente a formagéao do ion diagndstico apds a perda de 122 u. Na maioria dos
trabalhos, essa fragmentagdo € explicada atendendo ao mecanismo concertado de
retro Diels Alder. Nessa perspectiva, o padrédo de fragmentagdo de 2H-cromenos e
cromanos corroborou com a distribuicdo de ions na curva de energia, e com o perfil de

energia mensurado no modelo B3LYP/6-31+G(d,p). Usando as reagdes de



fragmentagao estudadas por ESI(+)-MS/MS, propostas de identificagao estrutural de
2H-cromenos e cromanos foram descritas a partir da analise de espectros de massas
adquiridos em mistura. Portanto, o presente trabalho confirmou que o uso integrado de
ferramentas analiticas e computacionais se configura em uma abordagem eficiente para

a pesquisa de substancias naturais em misturas complexas.

Palavras-chave: Piperaceae. Piper aduncum. Peperomia obtusifolia. Benzopiranos.
lonizacao por electrospray. Termoquimica computacional. Hiperconjugacao. Reacéo
retro Diels-Alder.



ABSTRACT

The research for new drug candidates by pharmaceutical companies and the
development in Brazil of new products applied to human and animal health are
processes that require continuous optimization. The metabolomics have contributed
effectively to plan efficient strategies applied to the bioprospecting of natural products.
In this context, 2H-chromenes and chromanes that show accumulation in Piper
aduncum and Peperomia obtusifolia (Piperaceae) were selected for the development
of a theoretical/experimental approach applied to the study of complex matrices. For
this purpose, guantum-chemical calculations based on density functional theory were
applied to predict some thermochemical parameters of benzopyrans, including proton
affinity, gas-phase basicity and reaction coordinate energy diagrams. Such
computational parameters were employed in synergy with the ESI(+)-MS/MS data,
aiming to describe the fragmentation profile of the 2H-chromene and chromane,
including the description of classical fragmentation mechanisms and specific
dissociations for each subclass. Among these aspects, the prenylated 2H-chromene
showed that the addition of the proton at the double bond of the prenyl unit is related
to a 6-member transition state. Besides that, the thermochemical parameters have
shown that the nucleophilicity of the pyran ring of the chromans depends on the C2-
linked substituents. Thus, increased contribution by hyperconjugation favored the
heterolytic cleavage of the O-C2 bond of the pyran ring. Consequently, a bifurcation in
the fragmentation of the chromane derivatives justified adequately the formation of the
diagnostic ion after the loss of 122 u. In most works, this fragmentation is explained by
the concerted mechanism of retro Diels Alder. In this perspective, the fragmentation
pattern of 2H-chromenes and chromanes corroborated with the ion distribution in the
energy-resolved plot, and with the energy profile measured in the B3LYP/6-31+G(d,p)
model. Using the fragmentation reactions studied by ESI(+)-MS/MS, structural analysis
and identification for 2H-chromenes and chromanes were described from the analysis
of mass spectra acquired in the mixture. Therefore, the present work confirmed that
the integrated use of analytical and computational tools are efficient approaches for

identification of natural compounds in complex matrices.



Keywords: Piperaceae. Piper aduncum. Peperomia obtusifolia. Benzopyrans.
Electrospray ionization. Computational thermochemistry. Hyperconjugation. Retro

Diels-Alder reaction.
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1 INTRODUCAO

1.1 A importanciados produtos naturais

Ao longo do processo de desenvolvimento da civilizacao e novas perspectivas
de qualidade de vida da sociedade, os recursos naturais tém sido fonte de matéria-
prima imperativa para a manutencao das mais diversas necessidades basicas. Nesse
contexto, as plantas se configuram em excelentes fontes para suprir a demanda de
itens essenciais, incluindo moradia, mobiliario, vestuario, combustivel (biomassa),
alimentacdo e medicamentos. Nessa perspectiva, um dos maiores pilares no
desenvolvimento da humanidade pode ser atribuido ao uso das espécies vegetais
para a prevencao e o tratamento de doencas que acometem o homem, permitindo
consolidar a melhoria da salde e a expectativa de vida da populagédo*°.

Documentos datados de 2600 anos a.C. registraram o uso da medicina
tradicional na regido da Mesopotamia, corroborado pelo desenvolvimento de
sofisticadas formulagdes liquidas com propriedades terapéuticas produzidas a partir
de extratos vegetais. Por exemplo, essa “extratoteca” contemplava o preparo de 6leos
essenciais de espécies de Cedrus, Cupressus, Glycyrrhiza, Commiphora e Papaver,
perfazendo um conjunto de formulacbes que poderiam ser indicadas para o
tratamento de inflamacdes, infeccdes parasitarias, resfriados e para o alivio das
dores*’.

Historicamente, o documento egipcio (1500 a.C.) conhecido como "Papiro de
Ebers", relata um namero significativo de enfermidades e o emprego de formulacdes
empiricas, de origem animal e vegetal, para os mais variados fins medicinais. Além
disso, outros documentos na China e na india datados de 1000 a.C., registraram
também o uso da medicina tradicional, cujo acervo contava com centenas de produtos
naturais (PNs) oriundos de plantas’.

A evolucéo da ciéncia e a difusdo do conhecimento ao longo de muito tempo
(p. ex., sélida medicina tradicional documentada em farmacopéias), especialmente a
partir do inicio do século XIX, impulsionaram o isolamento de inUmeras substancias
farmacologicamente ativas obtidas a partir de plantas medicinais=>’. Neste sentido,

os primeiros exemplos de PNs isolados de plantas medicinais foram: emetina (1817);
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colchicina (1820); quinina (1820); salicina (1827); atropina (1831); morfina (1832);
quinidina (1833); codeina (1848) e efedrina (1887), como esbog¢ado na Figura 14°.

Nesta vertente, o arranjo sistematico desses resultados associado com o
acesso a instrumentacao analitica robusta e precisa permitiu 0 desenvolvimento de
formulagbes e o inicio de uma nova era na medicina. Neste momento, 0s
medicamentos poderiam ser administrados aos pacientes em doses precisas. Um
exemplo classico é o caso da Morfina®, um potente analgésico lancado no mercado
pela empresa E. Merck, em 1926. A morfina € o principio ativo desse medicamento
(Figura 1), um produto natural extraido de Papaver somniferum (Papaveraceae)’ .

Outro exemplo de destaque dos avancos cientificos do século XIX pode ser
ilustrado com o desenvolvimento da Aspirina, um analgésico e antipirético
comercializado pela empresa Bayer a partir de 1899. O principio ativo da aspirina, 0
acido acetilsalicilico (Figura 2), é uma substancia pura obtida via semi-sintese com
efeitos colaterais leves e eficacia terapéutica comprovada®8°.

No contexto historico, em 1828, o farmacéutico alemé&o J. A. Buchner concluiu
gue o glicosideo do alcool salicilico era o principal principio ativo da planta Salix alba
(Salicaceae), a qual as cascas eram utilizadas popularmente para alivio das dores e
febre. Em 1860, os quimicos alemées H. Kolbe e E. Lautemann sintetizaram o acido
salicilico a partir do fenol inspirados pela estrutura quimica deste glicosideo,
contribuindo para que o quimico aleméao, F. Hoffmann, propusesse a obtencdo do
acido acetilsalicilico via acetilagdo da hidroxila do acido salicilico, em 18981682,
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emetina colchicina quinina
OH
HO/," ‘\\\OH
o
o 0 O Y
l o)
HO OH
salicina atropina morfina

OH
wNH

quinidina codeina efedrina

* Esse alcaloide de importancia milenar e com acao analgésica foi originalmente isolado
de Papaver sommiferum (Papaveraceae), em 1804, pelo farmacéutico alemao Friedrich
Wilhelm e é conhecido como o marcador de tempo da Quimica de Produtos Naturais®®.

Figura 1 - Estruturas quimicas de alguns dos produtos naturais isolados no século XIX:
emetina, colchicina, quinina, salicina, atropina, morfina,* quinidina, codeina e
efedrina.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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acido acetilsalicilico

* A aspirina é o farmaco mais usado no mundo. Além de apresentar eficiéncia comprovada,
os efeitos colaterais da aspirina sdo leves quando comparados a outros farmacos de
interesse’.

Figura 2 — Estrutura quimica do acido acetilsalicilico.*

Fonte: Elaborada pelo autor.

As décadas 1930-1950 estabeleceram um novo marco importante da ciéncia
para o provimento de salde e bem-estar humano, por meio do desenvolvimento de
novos medicamentos antimicrobianos a partir de PNs. Este periodo, denominado de
“‘décadas dos antibitticos”, foi consagrado com a descoberta da penicilina (1939); da
actinomicina (1942); da estreptomicina (1943); do cloranfenicol (1947); da neomicina
(1949) e da eritromicina A (1950)%°.

A contribuicdo dos PNs para o planejamento de novos medicamentos também
se mostrou extremamente importante para a quimioterapia antineoplasica. Os
alcaloides vincristina e vimblastina, ambos isolados de Catharanthus roseus
(Apocynaceae); o paclitaxel, isolado de cascas de éarvores de Taxus brevifolia
(Taxaceae); a daunorubicina e o seu analogo hidroxilado doxorrubicina, ambos
isolados de Streptomyces sp. sédo exemplos que devem ser destacados®-1°,

Mais recentemente, em 2016, uma revisdo sistematica realizada por Newman
e Cragg reforgou a importancia dos PNs nos avangos para descoberta de novos
farmacos!'. Um dado relevante do estudo conduzido por esses pesquisadores
englobou a terapéutica antineoplasica e antimicrobiana, no periodo de 1940 a 2014.
De acordo com esses autores, no intervalo avaliado, os PNs e derivados
semissintéticos - inspirados em PNs — representaram 41% e 65%, dos farmacos
aprovados para o desenvolvimento de novos medicamentos com acgdo frente a
diversos tipos de tumores e doencas infecciosas, respectivamente!l. Portanto, essa
breve contextualizacdo corrobora na perspectiva que a natureza € uma fonte
inestimavel de principios ativos, que podem ser usados na producdo de

medicamentos eficazes para a cura de doencas que acomentem o homem?-6:811.12,
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Em contrapartida, apesar dos inegaveis avancos alcangcados no campo dos
medicamentos oriundos de PNs, as analises sistematicas tém indicado os desafios
dos estudos de bioprospeccdo e, até mesmo, um acentuado declinio nos
investimentos em programas de pesquisa voltados ao uso sustentavel da
biodiversidade. Entre os fatores que levaram a esse retrocesso, destaca-se o tempo
demasiado necessario para a conclusao desse tipo de ciéncia; a grande demanda de
investimentos em recursos humanos qualificados e, ndo menos importante, a infra-
estrutura de ponta que é indispensavel?611-14,

Nesse contexto, a Quimica de Produtos Naturais tem ganho relevancia com o
desenvolvimento das ciéncias “6micas”, incluindo a gendmica, transcriptbmica, a
protebmica e a metabolémica. A metabolémica, particularmente, tém contribuido
efetivamente no planejamento de estratégias eficientes aplicadas a bioprospecc¢éo de
PNs, integralizando as etapas de aquisicdo, mineracéao e interpetagcéo do conjunto de

dados gerados durante os delineamentos experimentaist>—20,

1.2 Metaboldmica

A metabolémica é o termo usado para definir as analises de carater qualitativo
e quantitativo acerca de todos os metabdlitos de uma determinada matriz de origem
bioldgica (incluindo células, tecidos ou organismos), sob um conjunto de condi¢fes
bidticas e abidticas especificas!®. No entanto, 0 mapeamento completo da composicdo
metabdlica - analise metabolémica - de uma dada matriz, requer o uso de estratégias
analiticas altamente sensiveis. Consequentemente, esse parametro € responsavel por
originar limitacdes ao planejamento de estudos metabolémicos!®1721.22 Apesar disso,
novas ferramentas — mais robustas e precisas — tém sido desenvolvidas e vém sendo
aplicadas com sucesso na pesquisa em PNs.

Com a finalidade de sistematizar as oportunidades da metabolémica no
contexto dos PNs, os estudos metabol6micos podem ser classificados em quatro
diferentes abordagens: i) metabolémica, ii) impressdo digital metabdlica, iii) perfil

metabdlico e iv) andlise alvo'®16.22.23,

)] Metabolémica é o estudo que visa identificar e quantificar o conjunto de
todos os metabalitos produzidos e/ou modificados por um organismo,

célula ou tecido especifico, sob condicbes bidticas ou abibticas
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previamente definidas. No entanto, as aplicacdes dessa abordagem
ainda apresentam limitacdes, pois determinados organismos podem
produzir numerosos metabdlitos. Consequentemente, a deteccdo
guatitativa e simultanea de todos os metabdlitos torna-se inviabilizada
pelo uso de uma Unica técnica analitica. Adicionalmente, no contexto de
elaboracao de respostas, a interpretacao da infinidade de dados gerados
na metabolémica também é desafiadoral’~1922.24,

As analises com énfase na impresséao digital metabdlica consistem em
comparar um panorama geral do metaboloma de amostras distintas.
Nesse tipo de abordagem, o objetivo € indicar diferencas na composicéo
metabodlica das amostras selecionadas. Assim, a capacidade para
identificar e quantificar todos os metabdlitos presentes nas matrizes em
estudo ndo é um requisito para o desenvolvimento desse tipo de
proposta. Por exemplo, a impresséo digital metabdlica pode ser utilizada
no controle de qualidade de plantas medicinais. O conhecimento
prelimiar sobre o metabolismo da espécie alvo, permite definir os
métodos instrumentais e os modelos estatisticos mais adequados para
aquisicdo, tratamento e interpretacdo de dados'6:19.21.22,

O perfil metabdlico por sua vez, € uma abordagem com objetivo de
determinar variacbes qualitativas e quantitativas nas substancias
detectadas, de acordo com a técnica analitica de trabalho. Nessa
proposta, a percepcao de variagdes especificas em uma ou mais classes
de substéancias, auxilia no entendimento da influéncia de fatores bi6ticos
e/ou abioticos sobre a dindmica metabdlica dos individuos estudados.
Por exemplo, o perfil metabdlico pode ser utilizado para monitorar as
respostas bioquimicas de individuos modificados
geneticamentel’19.22.25,

A quarta abordagem metabolémica € denominada de analise alvo, que
consiste na determinacdo qualitativa ou quantitativa de metabdlitos
especificos ou marcadores bioldégicos produzidos por um dado
organismo, célula ou tecido. Os parametros que alicercam a analise alvo
estdo em acordo com os principios fundamentais relacionados a
prospeccdo de PNs bioativos. Por exemplo, espécies vegetais

previamente investigadas podem ser estudadas com a finalidade de
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identificar substancias inéditas. Paralelamente, analises comparativas
de individuos que pertencem ao mesmo género ou familia podem auxiliar
a prospectar fontes alternativas de PNs de interesse terapéutico. Dessa
forma, a otimizagao dos processos de extracao, associados ao emprego
de métodos de separacao e deteccado, com especificidade para os PNs
alvos, pode auxiliar no desenvolvimento de modelos experimentais

eficientes e versateis no estudo de matrizes complexast®17:19.22.24,

1.3 Processo de extracdo para estudos metabolémicos

Na quimica de produtos naturais, a metodologia de extracdo € uma estratégia
chave para otimizar o delineamento experimental, uma vez que o protocolo de
extracdo pode priorizar a representatividade amostral ou a seletividade de grupos de
substancias. Assim, € importante ressaltar que a escolha do processo extrativo tem
consequéncias diretas sobre a definicdo do perfil metabdlico de referéncia. Além
disso, os estudos metabolémicos séo constituidos, em sua maioria, por um namero
expressivo de amostras. Nessa perspectiva, para a selecdo ou adequacdo de um
protocolo de extracdo do metaboloma, a metodologia deve considerar o objetivo
analitico associado a executabilidade e a minimizacéo de processos de degradacéo,
modificacdo estrutural e perda de analitos!’22:26,

Na busca por PNs utilizando-se de métodos classicos, ou abordagens mais
sofisticadas de metabolémica, varios processos de extracdo tém sido investigados,
como a extracao por solventes, extracao por arraste a vapor, extracdo por fluido
supercritico e liquidos ibnicos. A extracdo por maceracao com solventes organicos €
a metodologia empregada com maior frequéncia nos estudos metabolémicos de
subtancias bioativas, tanto para matrizes vegetais, quanto para fungos, bactérias e
outros animais?”-28,

A principal vantagem do uso de solventes organicos para o preparo de
extratos brutos é a possibilidade de otimiza¢do da capacidade de extragdo, uma vez
gue tanto a polaridade quanto a seletividade podem nortear a solubilidade do meio
extratort”29-32,

Em termos qualitativos (diversidade estrututural) e quantitativos (quantidade

de analitos alvos), o uso da extracdo com solventes orgéanicos pode orientar para a
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escolha de abordagens metabolémicas representativas ou simplesmente seletivas.
Além disso, a polaridade do solvente extrator pode ser estabelecida a partir de
misturas homogéneas, que combinam grupos especificos de solventes organicos,
bem como solventes organicos e agua®?7:33,

Outra vantagem que justifica o numero de trabalhos descritos avaliando-se o
uso de solventes organicos (ou mistura de solventes) como meio extrator, é a
compatibilidade com a maioria dos métodos analiticos utilizados nas abordagens
metabolémicas, incluindo a cromatografia liquida de alta e ultra eficiéncia, a
ressonancia magnética nuclear e a espectrometria de massas com fonte de ionizagéo

por electrospray?0:22:25.28,

1.4 Espectrometria de massas com fonte de ionizacdo por electrospray

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica analitica em que os ions
presentes em uma determinada amostra sdo gerados no estado gasoso e,
posteriormente, separados por meio da razdo massa/carga (m/z)3*.

Em termos do fendbmeno de geracdo de ions durante a execucdo dos
experimentos por MS de amostras liquidas, os processos que caracterizam a
transferéncia dessas espécies da fase liquida para gasosa (Figura 3) podem ser
sistematizados em trés principais transformacfes quimicas: i) 0s processos de
remocao/adicdo de um elétron e posterior formacgéo de ions radicais (M* ou M™); ii)
0s eventos de protonacdo ou desprotonacao que ocorrem por reacdes acido-base,
gerando espécies protonadas ([M+H]*) ou desprotonadas ([M-H]); e iii) a formagéo de
espécies cationizadas (p. ex. [M+Na]*) ou anionizadas (p. ex. [M+CI]")34-36,

Particularmente, as analises por espectrometria de massas com fonte de
ionizacdo por electrospray (ESI-MS) sdo compostas, em sua maioria, por espécies
protonadas ([M+H]*) ou desprotonadas ([M-H]). Nesse contexto, as analises por ESI-
MS permitem escolher o modo de ionizagdo que sera utilizado nos experimentos
(positivo ou negativo). Além do modo de ionizagao positivo e negativo, os modernos
espectrOmetros de massas podem ser empregados para determinar a m/z do analito
em alta resolucdo, dependendo da tecnologia do analisador de massas.
Consequentemente, a m/z de subtancias de interesse podem ser mensuradas em alta
resolucao por ESI-MS, incluindo analises diretas ou hifenadas a cromatografos liquidos

de alta e ultra €ficiéncia. Outra contribuicdo do desenvolvimento dos analisadores de
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massas ao campo da MS é a possibilidade de execugcado de experimentos em modo
sequencial (p. ex. ESI-MS/MS)17:21,22,34-36

Nesse contexto, os analitos previamente ionizados no espectrémetro de
massas (denominados de ions precursores) podem ser analisados em um segundo
estagio. Nesse préximo estagio, os ions precursores selecionados serdo submetidos ao
processo de ativagao de ions, o qual consiste em aumentar a energia interna do ion
precursor e, consequentemente, favorecer a ocorréncia de processos de dissociagao
em fase gasosa, os quais convertem um dado ion precursor em ions fragmentos'”22:3%-
37,

A técnica de ativacao de ions utilizada com frequéncia na area de PNs ¢é a
dissociagao induzida por colisdo (CID-MS/MS). Nessa técnica a transferéncia de
energia ocorre a partir da colisdo induzida do ion precursor com o gas de colisdo (p. ex.:

géS N2)1 7,22,35-38

— M
Fragmentacao: mecanismos estudados na ionizacdo por elétrons
— M

— [MJrMetal]+ ---------------------------------------------------------------

[M+H]"

M Fonte: ESI .

2 Os fons precursores obtidos nas andlises por ESI-MS podem ser do tipo: M*, M,
[M + Metal]*, [M + H]*, [M—H] e [M —CI]".

b Os fons precursores (carga positiva ou negativa) podem ser conduzidos a um segundo
estagio analitico usando instrumentos de ESI-MS/MS ou ESI-MS".

¢ Esse préximo estagio corresponde ao processo de ativacao de ions. Dependendo do tipo
de ion gerado e da técnica de ativacdo de ions empregada, os ions fragmentos séo
produzidos de acordo com trés principais classes de reac¢des: mecanismos classicos
(derivados da ionizacao por elétrons); e mecanismos com retencao e migracao de carga.

Figura 3 - Representacdo dos ions positivos e negativos que podem ser produzidos nas
andlises por ESI-MS.2b¢

Fonte: Adaptado de Demarque et al.*® (2016).
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Dessa forma, a intepretagao dos processos reacionais envolvidos na formacgao
dos ions fragmentos € uma ferramenta valiosa para a identificacdo estrutural de PNs
previamente isolados. Além disso, a técnica de CID-MS/MS pode ser utilizada para
propor estruturas quimicas de classes de substancias em misturas, fato que tem
contribuido para o uso crescente da técnica de ESI-MS/MS no desenvolvimento de
propostas de estudos metabolémicos, tanto focados em impressao digital metabdlica,
quanto em perfil metabdlico e analise alvo'722:25.35.36,39

Em contrapartida, a auséncia de bases de dados pode ser um fator limitante na
interpretacédo dos espectros de ESI-MS/MS, o que normalmente pode requerer o uso
de padrdes de referéncia para confirmar a identidade das substancias. Nessa
perspectiva, o uso integrado da técnica de ESI-MS/MS e quimica computacional surge
como uma excelente alternativa no desenvolvimento de estratégias para a prospecc¢ao
de PNs bioativos3%:36:40.41,

1.4.1 Intepretracdo de dados de ESI-MS/MS assistida por quimica

computacional

As etapas elementares envolvidas nas reac¢des quimicas que formam as
espécies protonadas ([M+H]*) e desprotonadas ([M-H]), com base no fenbmeno da
ionizacdo por electrospray, podem ser interpretadas a partir da teoria acido/base de
Bronsted-Lowry.3%36:42_ Por outro lado, na maioria das vezes, os produtos naturais sdo
substancias organicas polifuncionais e, consequentemente, o sitio de protonacéo ou
desprotonacdo pode ser representado por um ou mais grupos funcionais. Para
exemplificar, a Figura 4 apresenta as espécies protonadas de um benzopirano,
caracterizada por um equilibrio quimico entre trés possiveis sitios de reatividade
molecular3%:36:42,

Em principio, o sentido do equilibrio 4cido-base encontra-se deslocado para
o sitio de maior carater basico, a carboxila. No entanto, a transferéncia para a fase
gasosa ou a colisdo com gas inerte pode promover a migracao do proton para regioes
de menor carater basico. Diante das perspectivas apresentadas, o sitio de protonacéo
ndo pode ser denominado uma regido exata da estrutura quimica para iniciar a(s)
proposta(s) de fragmentacéo por ESI-MS/MS. Do ponto de vista de proposta de

identificacao estrutural, esses eventos quimicos governam o perfil de dissociacdo em
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fase gasosa, 0 que torna a interpretacdo da quimica de fragmentacao
desafiadora3®>36:40.42-44,

Nessa perspectiva, a literatura tem comprovado que a quimica computacional
demonstra ser uma ferramenta valiosa na predicdo de propriedades termodinamicas
de substancias orgéanicas por célculos de acidez, basicidade, energia de dissociacdo
de ligacdo, barreira de energia envolvida em um dado estado de transicdo e
outros*>48, Dentre os varios métodos computacionais que podem ser empregados
para predizer as grandezas termoquimicas citadas, a teoria do funcional de densidade
(DFT), em sinergia com a quimica organica, tem sido o modelo mais amplamente
utilizado para interpretar e correlacionar os resultados obtidos por ESI-MS/MS35:39-
41,43,44,47—49_

Nos ultimos dez anos, esses estudos de emprego de DFT em ESI-MS/MS tém
sido realizados, principalmente: i) na predi¢do da reatividade de cada sitio molecular
em funcéo da adi¢do do préton; ii) na predicdo do perfil de energia relativa dos ions
produtos (perfil de energia relativo ao ion precursor); e iii) na estimativa do perfil de
energia da coordenada de reacdo de um dado rearranjo intramolecular e/ou de um
dado mecanismo de fragmentacéo. Adicionalmente, o uso de descritores apropriados
exercem um papel fundamental na descricdo de etapas reacionais que ocorrem via
um comportamento ndo classico*°:46:50-52,

Nesse contexto, 0 uso integrado da técnica de ESI-MS/MS e quimica
computacional € uma estratégia inovadora no estudo de matrizes complexas, uma vez
gue o entendimento dos fendbmenos decorrentes dos experimentos por ESI-MS/MS

permitem otimizar as etapas de aquisicéo, tratamento e interpretacéo de dados.

. ®(|DH o) 0
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Figura 4 - Proposta para a formacao de espécies protonadas de um benzopirano genérico
com base no equilibrio acido-base de Bronsted-Lowry.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.5 A familia Piperaceae

A familia Piperaceae é um importante taxon vegetal que engloba arvores,
arbustos e plantas suculentas. Suas espécies sdo distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do planeta. Nessa familia estdo classificados cinco géneros e
aproximadamente 4300 espécies. Dentre 0s géneros, 0s mais abrangentes sédo Piper
(L.) e Peperomia (Ruiz e Pavon), com 2000 e 1700 espécies, respectivamente>3-5,
Os géneros de menor representatividade em numero de espécies identificadas séo
Manekia (Trel.)%, Zippelia (Blume) e Verhuellia (Miq.)>".

Do ponto de vista de estudos quimicos das espécies de Piperaceae, uma
variedade de classes de PNs tém sido isolados e identificados, incluindo lignanas,
secolignanas®®, flavonoides®®%°, alcaloides®®, derivados do &cido benzoico®461,
amidas alifaticas e aromaticas®?-%4 e benzopiranos®>-7°,

O metabdlito secundario mais conhecido na familia Piperaceae é a piperina,
uma amida biossintetizada pela espécie Piper nigrum, popularmente conhecida por
pimenta-do-reino (Figura 5). E importante destacar que, do ponto de vista econémico,
a exportacdo de pimenta-do-reino no Brasil alcancou o patamar de 35.000 toneladas
no ano de 2014, sendo o estado do Paré o principal produtor desta especiaria’®"2.

Do ponto de vista da importéancia farmacolégica, a espécie Piper methysticum
desempenha um papel que deve ser destacado pela descoberta e comercializagcéo do
Ansiopax®, um medicamento desenvolvido com base no extrato seco e padronizado
da espécie. Comumente conhecido como Kava-Kava, esse medimento foi
regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo
indicado para o tratamento de distirbios do sistema nervoso central, como a
ansiedade, a insbnia e a hiperatividade”®74. Além disso, é importante ressaltar que a
espécie Piper umbellata (sinon. Pothomorphe umbellata) foi inscrita na primeira edicéo

da Farmacopéia brasileira, publicada em 19297,
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coanae

* A principal fonte de acumulo da piperina - isolada em 1819 pelo quimico e fisico
dinamarqués Hans Christian Oersted - é o fruto da pimenta-do-reino, Piper nigrum
(Piperaceae)’.

Figura 5 - Estrutura quimica da piperina.*

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacdo aos estudos de bioprospeccédo, o isolamento de substancias
majoritarias dos extratos vegetais de Piper e Peperomia conjugados a ensaios
biolégicos in vitro, tém indicado que o taxon Piperaceae € uma fonte promissora para
a pesquisa de novos bioativos com a¢do de inibicdo enzimética, antimicrobiana, anti-
inflamatéria, citotéxica e antiprotozodria. Particularmente, os benzopiranos constituem
um grupo de PNs farmacologicamente ativos biossintetizados por espécies de Piper

e Peperomia®3-55.62.65,
1.5.1 Benzopiranos

Os cromenos e cromanos sao substancias heterociclicas caracterizados pela
presenca de um nucleo benzopiranico, ou seja, um anel benzeno fundido a um anel
pirano, com diferentes niveis de saturacdo’®. Diferentemente dos cromanos, 0S
cromenos sao caracterizados pela presenca de insatura¢do no nucleo 1-benzopirano,
gue pode estar localizada entre os carbonos C2 e C3 ou C3 e C4, sendo denominados

de 4H-cromeno e 2H-cromeno, respectivamente (Figura 6)7.

4
@) o 2 @)
8
cromano 2H-cromeno 4H-cromeno

Figura 6 - Estruturas quimicas e nomenclatura de 1-benzopiranos, incluindo cromano, 2H-
cromeno e 4H-cromeno. Esses heterociclicos sédo o nicleo base de uma extensa
variedade de produtos naturais.

Fonte: Elaborada pelo autor.



38

Na natureza, além dos cromanos e cromenos, o0 nucleo benzopiranico pode
estar presente como subunidade em um numero significativo de substancias
responsaveis por diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo chalconas,
cumarinas, flavonas, tocoferéis (vitamina E) e tetraidrocanabinoides’®’®. A
potencialidade farmacoldgica associada aos benzopiranos € atribuida, principalmente,
a seletividade da ligacédo do farmaco a determinadas classes de receptores protéicos
com alta afinidade. Essa propriedade ocorre em funcédo do carater lipofilico desses
farmacos, que confere certa eficiéncia em atravessar o ambiente lipidico hidrofébico
da membrana plasmatica celular’®80,

Conjugado a esses aspectos, 0s benzopiranos permitem a introducdo de
variados substituintes por meio de sintese em fase solida, incluindo estruturas
guimicas com um ou mais anéis heterociclicos. Uma reviséo da literatura demonstrou
gue cerca de 12.000 substancias naturais, ou origindrias de sintese planejadas,
contém o nlcleo benzopirano em sua estrutura quimica’®8!, Além disso, nos ultimos
anos, ensaios in vitro tém mostrado o potencial de substancias com nucleo
benzopirano para o desenvolvimento de medicamentos com acdo antitumoral®?,
antimicrobiana®, anticoagulante®* e antitripanossoma®®.

Com relacdo aos aspectos quimicos, biologicos e biossintéticos dos
2H-cromenos e cromanos presentes em espécies de Piperaceae (Figura 7), varios
estudos tém sido realizados®>86. Em se tratando de estudos de bioprospeccédo dessas
duas classes de metabdlitos da familia Piperaceae, a atividade tripanocida tém tido o
maior destaque. No trabalho publicado por Batista Junior et al.8” (2008), o cromeno,
acido gaudichaudianico, isolado como mistura racémica do extrato etandlico de folhas
de Piper gaudichaudianum, e o0 seu respectivo analogo obtido por modificacdo
molecular (Figura 8), demonstraram apresentar potente atividade tripanocida frente a
forma epimastigota da cepa Y de Trypanossoma cruzi. Nesse trabalho, os autores
também evidenciaram o potencial tripanocida de outros 2H-cromenos, incluindo
aqueles caracteristicos da espécie P. aduncum. Paralelamente, Mota et al.®® (2009),
ao estudarem a composicao quimica do extrato etandlico obtido de partes aéreas de
Peperomia obtusifolia, verificaram que a mistura racémica dos cromanos também é

ativa frente a cepa Y de T. cruzi (Figura 9).
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* Esses 2H-cromenos sdo biossintetizados em espécies de Piperaceae®.
Figura 7 - Estruturas quimicas de alguns 1-benzopiranos naturais.*

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nessa perpectiva, estudos com a mistura racémica do acido gaudichaudianico
fol um marco importante para entender a relacdo entre atividade tripanocida e
benzopiranos oriundos da familia Piperaceae. Assim, Batista Junior et al.®®> (2011)
descreveram ensaios da mistura racémica do acido gaudichaudianico, e dos seus
respectivos enantiomeros frente ao parasita T. cruzi. Os resultados demonstraram a
origem de sinergismo na acao tripanocida, uma vez que a atividade foi mais
pronunciada para a mistura 50:50, quando comparada ao desempenho de cada um
dos enantiémeros separadamente®.

Aliado a esses aspectos, 0 estudo da fracdo lipofilica do extrato bruto de
Peperomia obtusifolia culminou no isolamento, elucidacao estrutural e determinacéao
da configuracdo absoluta dos enantidmeros e diasteroisomeros do cromano acido,
esterificados com monoterpenos endo-borneol e endo-fenchol (Figura 10)%:¢7. Vale
ressaltar que os derivados esterificados com monoterpenos do tipo endo-fenchol sdo
constituintes minoritarios. Consequentemente, a descricdo acima corrobora que a
familia Piperaceae pode fornecer alvos farmacol6gicos promissores no cenario de

desenvolvimento de novos medicamentos.
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* Ensaio bioldgico in vitro foi realizado com a mistura racémica desses 2H-cromenos frente
a cepa Y de Trypanossoma cruzi®’.

Figura 8 - Estruturas quimicas do 2H-cromeno &cido gaudichaudianico isolado do extrato
etandlico de Piper gaudichadianum (Piperaceae) e, do derivado esterificado
obtido por modificagdo molecular.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em contrapartida, do ponto de vista de biogénese, a formagdo de 2H-
cromenos e cromanos em plantas é determinada por duas rotas biossintéticas
distintas. Assim, as porc¢des aromaticas dos benzopiranos que mostram acumulo em
espécies de Piper e Peperomia sdo correlacionadas com as vias do chiquimato e
policetidica, respectivamente®8¢ (Figura 11). Consequentemente, os 2H-cromenos e
cromanos de espécies de Piperaceae podem ser distinguidos com base no nivel de
saturacdo do anel pirano e no respectivo padréo de substituicdo do anel aromatico.
Além disso, estudos quimicos tém mostrado a predominancia de benzopiranos do tipo
2H-cromeno e cromano em espécies de Peperomia. No entanto, estudos apontam
gue as espécies de Piper sdo caracterizadas apenas por benzopiranos do tipo 2H-

cromeno®3:55.85.86

HO

* A mistura racémica de cada cromano foi ativa frente frente a cepa Y de Tripanossoma
165
cruzi®.

Figura 9 - Estruturas guimicas dos cromanos isolados do extrato etandlico de partes aéreas
Peperomia obtusifolia (Piperaceae).*

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Estruturas quimicas dos cromanos esterificados com monoterpenos do tipo endo-
borneol e endo-fenchol, isolados da fracao lipofilica do extrato etandlico das
partes aéreas de Peperomia obtusifolia (Piperaceae).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Diante da abundancia de benzopiranos na familia Piperaceae e na
particularidade das estruturas quimicas de cada subclasse, novos questionamentos
merecem ser elucidados a respeito do perfil de fragmentagédo por ESI(+)-MS/MS de
2H-cromenos e cromanos. Com base na potencialidade dos métodos computacionais
baseados na DFT para o calculo de grandezas termoquimicas de PNs, esse trabalho
tem por objetivo investigar se as duas subclasses podem ser descritas a partir de um
modelo de dissociacdo em fase gasosa em comum. Naturalmente, devido a
particularidade das estruturas quimicas, os resultados podem trazer subsidios para
descrever um perfil de fragmentacdo para cada subclasse (Figura 11). Além disso,
com a finalidade de avaliar a eficiéncia do perfil de fragmentacdo descrito para 2H-
cromenos e cromanos, uma abordagem metabolomica em matrizes complexas foi

estudada visando mimetizar as etapas de um estudo de bioprospeccgéo.

Espécies de Peperomia

(i) via dos policetideos O OH

R{=0OH |, | o HO
R, = CHj acido orselinico
O

(iii) ciclizagao
// cromanos
O R4 (0] R4

I
HO)J]@\ DMAPP HO
R oH (ii) prenilagéo Ry OH

2
o)

(iiii) ciclizagédo HO SN
R4 =R2=H | 4cido p-hidroxibenzéico o

2H-cromenos

benzopiranos

(i) via do acido chiquimico
Espécies de Piper

Figura 11 — Proposta biossintética de benzopiranos em espécies de Piper e Peperomia.

Fonte: Adaptado de Batista et al.5 (2018).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, 2H-cromenos e cromanos previamente isolados de extratos
vegetais de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia foram analisados por ESI(+)-
MS/MS aplicando-se a técnica de dissocia¢ao induzida por colisdo. Com a finalidade de
propor a quimica de fragmentacdo do anel benzopirano, grandezas termoquimicas
foram calculadas usando métodos baseados na DFT. Nesse contexto, a reatividade dos
possiveis sitios de protonacdo foi investigada pela analise do mapa de potencial
eletrostatico molecular, cargas atbmicas, orbital molecular ocupado de maior energia,
afinidade protonica, basicidade em fase gasosa e diagramas de energia.

Dessa forma, os dados experimentais conjugados aos valores estimados para
afinidade protonica e basicidade em fase gasosa indicaram que o padrdo de
substituicdo do anel aromatico influenciou na etapa de protonacéo. Além disso, o perfil
de energia calculado para a transferéncia do préton, entre o atomo de oxigénio do
anel pirano e a unidade prenila, corroborou que a etapa de protonacdo na ligacao
dupla descreve um estado de transicdo de 6 membros.

Concomitantemente, os parametros termoquimicos confirmaram que a etapa
de protonagdo nos cromanos ocorre preferencialmente no a&tomo de oxigénio do anel
pirano. Nessa perspectiva, os dados tedricos revelaram que o aumento dos valores
de afinidade protdnica e basicidade em fase gasosa na série dos cromanos podem
ser correlacionados ao(s) substituinte(s) ligado(s) ao C2. Esse comportamento é
explicado por meio da estabilidade de carbocétions, uma vez que a ocorréncia de
interagBes hiperconjugativas contribuiu para diminuir a energia do ion precursor.
Consequentemente, para algumas substancias da série, o estudo de otimizacao de
geometria sinalizou a clivagem heterolitica da ligacdo O-C2 do anel pirano.

A interpretacdo da reatividade dos possiveis sitios de protonacdo auxiliou na
descricédo das rotas de fragmentacao de 2H-cromenos e cromanos. Particularmente,
0 mecanismo de fragmentacao do nucleo benzopirano dos cromanos pode ocorrer por
meio de uma bifurcacdo, em concordancia com a geometria de menor energia do ion
precursor alvo. Para todos os cromanos protonados, a formacédo de ions diagnosticos
pode ser explicada com base em uma clivagem induzida por assisténcia do
heteroatomo adjacente ou no mecanismo de retro Diels Alder. Além disso, analises

de extratos vegetais de espécies de Piperaceae por ESI(+)-MS/MS corroboraram com
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0 padrao de fragmentacdo descrito para 2H-cromenos e cromanos.
Consequentemente, os resultados apresentados estdo em conformidade com a
reatividade dos sitios de protonacdo, incluindo as rotas de fragmentacdo, a
distribuicdo de ions nas curvas de energia e o perfil de energia termodindmico
calculado no nivel B3LYP/6-31+G(d,p).

Portanto, o uso integrado da técnica de dissociacdo induzida por colisdo e
guimica computacional auxiliou no desenvolvimento de uma abordagem
metaboldmica com vistas a identificar benzopiranos bioativos em matrizes complexas.
Adicionalmente, o aperfeicoamento de estratégias inspiradas no modelo estudado
pode contribuir para o avanco da pesquisa em quimica de produtos naturais, incluindo
o desenvolvimento de propostas com escopo direcionado a ensaios bioldgicos in vitro,

a procedimentos biotecnoldgicos e a estudos de bioprospeccao.
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