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RESUMO

O estudo quimico das partes aéreas de Peperomia blanda resultou no isolamento de
quinze substancias, incluindo cinco lignanas tetraidrofurancias (rel-(7R,8S,7°S,8’S)-
4,5,4’5’-dimetilenodioxi-3,3’-dimetoxi-7,7’-epoxilignana, rel-(7R,8S,7°S,8’S)-4’,5’-
metilenodioxi-3,4,5,3’-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana, rel-(7R,8S,7’S,8°S)-4-hidroxi-
4’ 5’-metilenodioxi-3,5,3’-trimetoxi-7,7’-epoxilignana,  rel-(7R,8S,7°S,8’S)-4’-hidroxi-
3,4,5,3’,5’-pentametoxi-7,7’-epoxilignana, rel-(7R,8S,7°S,8’S)-9-hidroxi-4’,5’-metileno-
dioxi-3,4,5,3’-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana), cinco secolignanas ((2S,3R)-2-metil-3-
[bis(4’,5’-metilenodioxi-3’-metoxifenil)metil]butirolactona,  rel-(2S,3R)-2-metil-3-[bis
(3’,4°,5°-trimetoxifenil)metil]butirolactona, rel-(2R,3R)-2-metil-3-[bis(3’,4’,5’-trimetoxi-
fenil)metil]butirolactona, (2S,3R,5R)-2-metil-3-[5-(3,4’,5’-trimetoxifenil)-5-(4"",5’-
metilenodioxi-3’’-metoxifenil)metil]butirolactona, (2R,3R,5R)-2-metil-3-[5-(3,4’,5’-tri-
metoxifenil)-5-(4"’,5”’-metilenodioxi-3’’-metoxifenil)metil]butirolactona), duas flavonas
(5-hidroxi-4’,7,8-trimetoxiflavona,5-hidroxi-3’,4’,7,8-tetrametoxiflavona) e trés
policetideos (proctoriona C, surinona A, surinona C). As estruturas quimicas das
substancias foram determinadas utilizando técnicas espectrométricas, incluindo RMN 1D
e 2D. As estereoquimicas relativas das lignanas tetraidrofuranicas e das secolignanas
foram determinadas através de experimentos de NOESY 1D e as estereoquimicas
absolutas das secolignanas foram determinadas através de dicroismo circular. Todas as
substancias estdo sendo descritas pela primeira vez nessa espécie vegetal, sendo que as
lignanas tetraidrofuranicas apresentaram estruturas quimicas com estereoquimicas
inéditas e as secolignanas haviam sido obtidas apenas de forma sintética. Todas as
lignanas tetraidrofuranicas apresentaram potente atividade tripanocida com Clsy entre
23,9 e 58,7 uUM. Ao contrario das lignanas tetraidrofuranicas, as secolignanas néo
apresentaram significante atividade. Os policetideos se mostraram mais potentes que as
lignanas tetraidrofuranicas frente a forma epimastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi,
apresentando valores de Clsg entre 16,2 e 18,3 uM. Os estudos biossintéticos foram
iniciados com a incubagdo de fenilalanina em extratos enziméaticos de folhas de
Peperomia blanda. A analise dos resultados mostrou a conversdo da fenilalanina em

acido cindmico. Com o intuito de estabelecer um protocolo para a purificacdo da enzima,



foi feita precipitagdo fracionada com sulfato de aménio. A analise da atividade da enzima
mostrou estar concentrada na fragdo 25-55% de saturagdo. A conversdo da fenilalanina
em &cido cindmico foi observada por CLAE utilizando-se padrdo. O extrato enzimatico
bruto e as fragcdes obtidas na precipitacdo salina foram analisada por SDS-PAGE, sendo

que a fracdo ativa apresentou uma banda proeminente entre 45 e 62 KDa.



ABSTRACT

The phytochemical investigation of aerial parts of Peperomia blanda yielded
fifteen compounds, identified as five tetrahydrofuran lignans (rel-(7R,8S,7°S,8’S)-
4,5,4’ 5’-dimethylenedioxy-3,3’-dimethoxy-7,7’-epoxylignan, rel-(7R,8S,7°S,8’S)-4’,5’-
methylenedioxy-3,4,5,3’-tetramethoxy-7,7’-epoxylignan, rel-(7R,8S,7°S,8’S)-4-hydroxy-
4’ 5’-methylenedioxy-3,5,3’-trimethoxy-7,7’-epoxylignan, rel-(7R,8S,7°S,8°S)-4’-
hydroxy-3,4,5,3’,5’-pentamethoxy-7,7’-epoxylignan, rel-(7R,8S,7°S,8’S)-9-hydroxy-
4’ 5’-methylenedioxy-3,4,5,3’-tetramethoxy-7,7’-epoxylignan), five secolignans
((2S,3R)-2-methyl-3-[bis(4’,5’-methylenedioxy-3’-methoxyphenyl)methyl]butyrolactone,
rel-(2S,3R)-2-methyl-3-[bis(3’,4’,5’-trimethoxyphenyl)methyl]butyrolactone, rel-
(2R,3R)-2-methyl-3-[bis(3’,4’,5’-trimethoxyphenyl)methyl]butyrolactone, (2S,3R,5R)-2-
methyl-3-[5-(3",4°,5’-trimethoxyphenyl)-5-(4°’,5*’-methylenedioxy-3’’-methoxyphenyl)
methyl]butyrolactone and  (2R,3R,5R)-2-methyl-3-[5-(3",4°,5’-trimethoxyphenyl)-5-
(47°,57"-methylenedioxy-3’’-methoxyphenyl)methyl]butyrolactone), two flavones (5-
hydroxy-4’,7,8-trimethoxyflavone, 5-hydroxy-3’,4’,7,8-tetramethoxyflavone) and three
polyketides (proctorione C, surinone A, surinone C). The chemical structures were
elucidated by interpretation of their spectroscopic data, including 1D and 2D NMR. The
relative configurations of tetrahydrofuran lignans and secolignans were determined using
NOESY analyses and the absolute configurations were defined by CD spectra. All
compounds were described at the first time in this species and all tetrahydrofuran lignans
showed novel stereoisomers and the secolignans were previously published as synthetic
products. The tetrahydrofuran lignans showed powerful trypanocidal activity, with 1Cs
between 23.9 and 58.7 uM. Despite of tetrahydrofuran lignans, the secolignans did not
showed significant activity. The polyketides were more potent than the tetrahydrofuran
lignans against espimastigote front of Tryponosoma cruzi strain Y, showing 1Cso between
16.2 and 18.3 uM. When phenylalanine were incubated with cell free extracts obtained
from leaves of P. blanda, it was observed the formation of cinnamic acid. Preliminary
purification of the enzyme was started by saline precipitation with (NH3);SO4. The
analysis of the activity showed to be concentrated in the 25-55% fraction. The
biotransformation of phenylalanine in cinnamic acid was analyzed by HPLC using
standard compound. The cell free extracts and fractions obtained by salt precipitation
were analysed by SDS-PAGE, and the 25-55% fraction showed a prominent spot
between 45 and 63 KDa.
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1. INTRODUCAO

1.1. Produtos Naturais

Produtos naturais sdo investigados e utilizados para aliviar enfermidades desde o inicio
da histéria humana. O processo de evolucdo da "arte da cura" se deu de forma empirica, em
processos de descobertas por tentativas, de erros e acertos. Apos a identificacdo de espécies e
de géneros que se adequavam ao uso medicinal, vieram as técnicas de extrair sucos, secar
folhas e raizes, triturar sementes e técnicas de conservacao que configuraram um corpo teérico-
pratico do conhecimento que constituia a medicina do homem primitivo. Esse processo foi
lento e longo, no qual a intuicdo, aliada ao ensaio, vagarosamente converteu a experiéncia do
saber em memodria coletiva (Gottlieb e Kaplan, 1993). No inicio do século XIX, antes da “Era
Sintética”, 80% de todos os medicamentos eram obtidos de raizes, cascas e folhas. Somente a
partir do século XX, os farmacéuticos e quimicos, contando com equipamentos, técnicas e uma
fundamentacdo tedrica mais avancada, conseguiram isolar e realizar experimentos com
substancias semipuras ou puras encontradas em plantas (Simdes et al., 1999).

Nos tempos mais recentes, produtos naturais continuam sendo matrizes significantes
para farmacos e protétipos. Seu papel principal é evidente em aproximadamente 60% de
compostos anticancer e 75% de farmacos para doencas infecciosas que ainda sdo produtos
naturais ou derivados destes (Newman et al., 2003, Cragg et al., 2005). Apesar deste sucesso,
durante o passar de décadas, pesquisas em produtos naturais tém vivenciado um constante
declinio global. A introducdo de sinteses totais mais direcionadas e da quimica combinatdria,
com suas promessas de aparentes suportes mais baratos e de imensas bibliotecas de compostos,
contribuiram para este declinio de interesse na investigacdo de produtos naturais pelas
empresas farmacéuticas (McChesney et al., 2007).

Porém, nem todos os produtos naturais podem ser totalmente sintetizados a custos
competitivos devido as estruturas complexas. Estes incluem farmacos como a penicilina,

morfina, e paclitaxel (Taxol®) (figura 1, p. 2)
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Figura 1: Estrutura quimica do paclitaxel, da morfina e da penicilina G.

Procedimentos semi-sintéticos, as vezes, podem ser a solucdo destes problemas. Isto
geralmente envolve a obtencdo de um intermediario biossintético da fonte natural, em vez do
produto final em si. O intermediario pode entdo ser convertido para o produto final através de
algumas etapas sintéticas. As penicilinas semi-sintéticas sdo um exemplo desta abordagem.
Outro exemplo recente é o do paclitaxel, extraido das cascas de Taxus brevifolia .Essa espécie
vegetal demora cerca de 100 a 200 anos para atingir a maturidade, encontra-se em extincao e
que possui um baixo rendimento em massa do composto de interesse. Uma solucdo para este
problema foi encontrada nas folhas da &rvore Taxus baccata, da qual se pode extrair a
substancia 10-desacetilbacatina-I11 que por apresentar o esqueleto basico e as funcionalidades
do paclitaxel pode ser convertida a esse Gltimo via semi-sintese e em poucas etapas (figura 2,
p. 3; Souza, 2004).

Além dos problemas encontrados para a sintese de tais substancias complexas, muitas
vezes estes compostos isolados funcionam de forma diferente do que no extrato original de
fontes naturais. Esta propriedade, conhecida como sinergia, pode combinar, por exemplo,
compostos antimicrobianos com compostos que estimulam diferentes percursos do sistema

imunolégico (EI-Shemy et al., 2007).
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Figura 2: Semi-sintese do paclitaxel (Souza, 2004).

Nos dias de hoje, embora o foco da industria farmacéutica seja a sintese combinatdria, a
quimica de produtos naturais continua sendo a base para investigacdo de novos farmacos
(Phillipson, 2001; Ortholand e Ganesan, 2004). A pesquisa académica tem um papel
importante na descoberta de novos farmacos, visto que esse tipo de trabalho abrange
conhecimentos multidisciplinares que séo frequentemente alcancados dentro das Universidades
(Phillipson, 2001).

Comercialmente, algumas das mais importantes utilizacbes das descobertas e
desenvolvimentos em produtos naturais estdo na area farmacéutica, agroguimica, cosmética e
nutricional. Os requisitos para desenvolvimento e comercializacdo na area farmacéutica séo
geralmente bem conhecidos. O tempo para o desenvolvimento de compostos farmacéuticos
pode variar de alguns anos a até mais de duas décadas. A estrutura quimica do paclitaxel foi
reportada e identificada pela primeira vez como constituinte principal da atividade citotoxica
do extrato de Taxus brevifolia em 1971 (Wani et al., 1971), mas o Taxol® foi aprovado como
um agente quimioterapéutico para o cancer no final de 1992, 20 anos depois. Na média, novos
compostos farmacéuticos levam uma década para desenvolvimento e comercializacdo
(McChesney et al., 2007).

Considerando este elevado tempo para o desenvolvimento de farmacos a partir de
fontes que tem sido historicamente 0s maiores meios de agentes farmacoldgicos, as
preparacOes caseiras a partir de produtos naturais sdo, ainda hoje, fonte de mais de 90% das
classes terapéuticas e o mais interessante é que, por volta de dois tergos ou mais da populagéo
mundial ainda utilizam plantas medicinais como primeiros cuidados farmacéuticos
(McChesney et al., 2007).

Esses fatos indicam que a medicina natural é ainda bastante promissora, e que a

humanidade pode aprender a utilizar o que a natureza oferece de forma mais adequada. A
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biotecnologia é uma das ferramentas deste aprendizado, por meio da qual, principios ativos sdo
descobertos e estratégias de exploracdo e preservacao de espécies vegetais sao desenvolvidas.
Estas estratégias envolvem a bioprospeccéao, baseado na diversidade bioldgica e geografica e
no estudo das vias biossintéticas responsaveis pela formacdo das substancias bioativas,
permitindo assim a manipulacdo das rotas metabdlicas para 0 aumento da producdo das
substancias de interesse (Stafford e Warren, 1991).

A investigacdo de novos metabdlitos de interesse farmacoldgico ou econémico por
parte dos pesquisadores é de suma importancia. Entretanto, para que ndo ocorra a escassez
dessa valiosa fonte natural, é necessario que a exploracdo dessas espécies vegetais ocorra de
forma racional, contribuindo para preservacdo e uso sustentavel das espécies. Segundo a
Comissdo Mundial de Desenvolvimento e Meio Ambiente da ONU, desenvolvimento
sustentavel é aquele que busca satisfazer as necessidades do presente sem comprometer a
capacidade das geracdes futuras para alcancar suas proprias necessidades. Isto significa utilizar
0s recursos naturais de forma a ndo esgotad-los e propiciar sua manutencao
(http://ww.wwf.org.br, 28/04/2008).

H& uma estimativa que haja aproximadamente 300.000 espécies de plantas superiores
no planeta, mas que apenas 10.000 possuam uso medicinal documentado (McChesney et al.,
2007). Na velocidade em que ocorre o fendmeno de extin¢ao das espéecies vegetais, um enorme
namero de plantas com propriedades medicinais corre o risco de desaparecer antes de ter seu

valor reconhecido, o que torna ainda mais urgente intensificar os investimentos nesta area.

1.2. Piperaceae — Peperomia

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales, que é considerada uma das mais
primitivas das dicotileddneas. Recentemente, Jaramillo e colaboradores (2004) propuseram
uma classificacdo alternativa para esta familia baseada em analises genéticas. De acordo com
esta nova organizacao, Piperaceae compreende quatro géneros, os grandes géneros Peperomia,
com cerca de 1700 espécies (Wanke et al., 2006) e Piper com aproximadamente 2000 espécies
(Quijano-Abril et al., 2006), e os pequenos géneros Manekia, considerado um novo nome para

Sarcorhachis (Arias et al., 2006) e Zippelia.
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Espécies de Piperaceae tém sido utilizadas na alimentacdo (como condimento — Piper
nigrum) (Ravindran, 2000), reportadas como inseticidas (Navickiene et al., 2003; Debonsi et
al., 2007) e também na medicina tradicional (Arrigon-Blank et al., 2004). Em relacdo ao
metabolismo secundario, a familia Piperaceae apresenta-se como uma das mais versateis
familias botanicas. Os metabdlitos acumulados por espécies desta familia caracterizam-se por
serem oriundos de diferentes classes de metabdlitos, tais como as amidas (Giesbrecht et al.,
1981; Alécio et al., 1998; Navickiene et al., 2000; Silva et al., 2002), substancias de baixo peso
molecular de 6leos essenciais (Maia et al., 1987; Gurib-Fakin, 1994; Tirillini et al., 1996),
pironas e flavondides (Danelutte et al., 2003), fenilpropandides e cromenos (Diaz et al., 1986;
Burke e Nair, 1986; Baldoqui et al., 1999; Lago et al., 2004, Morandim et al., 2005), ligndides
(Chang et al., 1985; Tyagi et al., 1993; Badheka et al., 1986; Benevides et al., 1999; Martins et
al., 2003, Felippe et al., 2008) e outros metabdlitos de biossintese mista.

Espécies do género Peperomia apresentam folhas providas de tecido especializado em
reserva de agua, e essa alta capacidade de armazenar 4gua compensa 0s periodos de seca que
sd80 muito comuns para espécies de habito epifitico e rupicola (Takemori et al., 2003).

Por apresentarem uma folhagem vistosa, muitas espécies de Peperomia sdo utilizadas
como plantas ornamentais (Mustard, 1986; Judd et al., 1999) (figura 3, p. 6). As espécies de
Peperomia desenvolvem-se melhor em temperaturas entre 25 e 30 °C. Mesmo quando nao se
encontram em crescimento ativo, requerem uma temperatura minima de 13°C para

conseguirem o maximo desenvolvimento.
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Figura 3: Espécies de Peperomia utilizadas como plantas ornamentais.
A =Peperomia mantadiana; B =Peperomia asperula; C =Peperomia pruinosifolia;
D =Peperomia caperata; E =Peperomia glabella; F =Peperomia obtusifolia

http://biology.ugent.be/peperomia (maio de 2008).

Existem na literatura relatos do uso de espécies de Peperomia na medicina tradicional,
tais como, antiinflamatorio, antiasmatico, analgésico, antibacteriano, no tratamento de Ulcera
gastrica e da esterilidade (Arrigoni-Blank et al., 2004). Apesar de ser o segundo maior género
de Piperaceae em numero de espécies, € 0 menos estudado sob o ponto de vista quimico, sendo
que apenas 23 espécies foram investigadas até 2007. Os principais compostos encontrados no
género Peperomia séo flavondides (Aquil et al., 1993), secolignanas (Monache e Compagnone,
1996), substancias fendlicas preniladas (Tanaka et al., 1998; Salazar et al., 2005), cromenos
(Seeram et al., 1998), policetideos (Seeram et al., 2000), substancias com anel ciclobutanico
(Bayma et al., 2000) e lignanas tetraidrofuranicas (Wu et al., 2005; Felippe et al., 2008).
(tabela 1, p.7).
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Tabela 1: Alguns metabdlitos isolados de espécies de Peperomia.

Classe Estrutura Espécie Referéncia
o\
oo L |
B O Peperomia Aquil et al.,
Flavondide .
oH o pellucida 1993
acacetina
O O _o
or H.\ H
Monache &
Secolignana Q\ P. glabella Compagnone,
(0]
o 1996
peperomina A
=
HO OH
Benzeno | o Tanaka et al.,
) P. obtusifolia
prenilado 1998
\
piperogalina
o Seeran et al.,
Cromeno P. clusiifolia
1998
clusifoliol
H3CO . OCH;s
) ) ‘ O ) Bayma et al.,
di-nor-lignana HsCO OCHs P. pellucida 2000
OCHs OCHj
pelucidina
OH O
o s | Seerametal.,
Policetideo o P. proctorii
OH 2000
proctoriona B
OH
Lignana Felippe et al.,
) J ) P. blanda PP
tetraidrofuranica Hecd v/ 2008
rel-(7R,8S,7’S,8’S)-9-hidroxi-4’,5’-metilenedioxi-
3,4,5,3’-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana.
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1.3. Peperomia blanda

Figura 4: Fotos de Peperomia blanda com seus frutos.
http://botany.cs.tamu.edu/FLORA/dcs420/mil5/mil5044.jpg (15/06/2007)

A espécie Peperomia blanda (figura 4, p. 8) é uma erva rupestre, tomentosa, pequena,
encontrada nas Antilhas e na América do Sul. No Brasil é encontrada nos estados de Roraima,
Goiéas (Brasilia — DF), Ceara, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul
(Guimaraes e Giordano, 2004). Existe relato na literatura do estudo quimico dos componentes
volateis (Santos et al., 2001) e um estudo recente mostra a presenca de cromenos nesta espécie
(Velozo et al., 2006).

1.4. Atividade tripanocida

A busca por substancias bioativas de plantas da biodiversidade brasileira também
deve enfocar doencas tropicais que ndo sdo de interesse de grandes grupos farmacéuticos.
Entre estas doencas pode-se citar a doenca de Chagas, que afeta milhares de brasileiros todos
o0s anos (dados retirados do site do World Health Organization, www.who.int).

A doenca de Chagas é endémica na America Latina, afetando 17 milhdes de
pessoas. Cerca de 100 milhdes de pessoas estdo sob risco de infecgéo, acarretando em torno de
45 mil mortes por ano (dados retirados do site do World Health Organization, www.who.int).

A figura 5 (p. 9) mostra 0 mapa de incidéncia mundial da doenca de Chagas.
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Figura 5: Mapa de incidéncia mundial da doenca de Chagas (em vermelho)

geo.arc.nasa.gov (maio/2008)

Apesar da doenca de Chagas crbnica ser um problema epidemiolégico apenas em
alguns paises da América Latina, a migracdo crescente de populacdes aumentou o risco de
transmisséo por transfusdo de sangue até mesmo em outros paises.

O agente etiolégico é o parasita hemoflagelado Trypanosoma cruzi (familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida) (Hoare e Wallace, 1966), cujo ciclo de vida (figura
6, p. 10) envolve obrigatoriamente a passagem através de um hospedeiro vertebrado
(mamiferos, incluindo o homem) e invertebrado (insetos triatomineos hemato6fagos). A forma
tripomastigota ingerida pelo inseto diferencia-se na forma proliferativa epimastigota, que
alcancando a porcéo final do intestino transforma-se na forma tripomastigota metaciclica. Essa
altima forma, seguida da invasdo nas células do hospedeiro vertebrado, diferencia-se em
amastigota, a qual apds uma série de ciclos reprodutivos transforma-se novamente em

tripomastigotas, a forma responsavel pela disseminacédo da infec¢éo.
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Figura 6: Ciclo do protozoério flagelado Trypanosoma cruzi

A doenca foi descoberta em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Chagas. Até os
dias atuais foram realizadas inUmeras tentativas de tratamento sem obter-se, entretanto, um
medicamento que fosse totalmente eficaz. Em 1961, iniciou-se um periodo de tentativas de
tratamento que resultou, principalmente, nos dois medicamentos atualmente utilizados e que
atuam sobre todas as formas do parasita: 0 Nifurtimox® e o Benznidazol® (fig. 7, p. 11),
estando apenas o ultimo disponivel no Brasil. Apesar de estes medicamentos serem utilizados
no combate a parasitose, sua capacidade curativa encontra-se ainda sob avaliacdo do
xenodiagnostico (critério parasitoldgico), e das provas sorodiagndsticas (critério sorolégico),
uma vez que se apresentam poucos ativos na fase aguda, inativos na fase cronica, aléem de
ocasionarem severos efeitos adversos, tais como: anorexia, alteracdes psiquicas, excitabilidade,
néuseas, vomitos, célica intestinal e diarréia (Nifurtimox®), hipersensibilidade, dermatites com
erupcgdes cutaneas, edema generalizado, febre, linfoadenopatia, dores musculares e articulares,
depressdo da medula dssea, trombocitopenia purpura, agranulociose, polineuropatia, parestesia

e polineurites de nervos periféricos (Benznidazol®) (Coura e de Castro, 2002).
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Figura 7: Benznidazol (Rochagan®)

Diante dos problemas apresentados, faz-se necessario a pesquisa de novos agentes
para tratamento da enfermidade. Para tanto, produtos naturais, principalmente os oriundos de
plantas tém se mostrado promissores contra T. cruzi, como por exemplo, as lignanas
tetraidrofurénicas isoladas de espécies da familia Piperaceae (Lopes et al., 1998; Martins et
al., 2003; Felippe et al., 2008).

1.5. Elucidacéo de vias biossintéticas

1.5.1. Consideracdes Gerais

Quando a estrutura de um metabdlito secundario é elucidada, usualmente € possivel
propor a biogénese para a formacdo do mesmo a partir de substancias derivadas do
metabolismo primario, tais como, acetato, mevalonato, chiquimato e/ou &cidos aminados. A
elucidacdo das vias metabolicas de uma espécie vegetal tem despertado grande interesse na
comunidade cientifica, pois permite o entendimento dos mecanismos de formacdo destes
metabdlitos, em especial, se eles apresentam atividades bioldgicas. As reagdes enzimaticas sdo
altamente especificas, favorecendo assim determinadas vias biossintéticas. Uma das técnicas
que pode ser utilizada para a confirmacdo da rota proposta € atraves da incubacdo de
precursores marcados ou ndo em extratos enzimaticos (in vitro). Nesta técnica, as enzimas que
atuam na formacdo do metabdlito de interesse sdo extraidas do organismo em estudo e
incubadas com os possiveis precursores. No interior das células, as enzimas possuem todas as
condicdes necessarias para expressarem sua atividade, por isso, durante e depois da liberacao
destas do interior das células, cuidados especiais devem ser tomados para preservar a atividade
da enzima de interesse. Além disso, durante a incubacdo da enzima com o0s possiveis

substratos, deve-se utilizar as condicGes ideais para que esta expresse sua atividade, ou seja,
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deve-se conhecer o pH 6timo, temperatura 6tima, cofatores necessarios, entre outros (Eisenthal
e Seifter, 1990).

E importante ressaltar que a compreensdo da planta como um complexo sistema
quimico e biologico intrinsecamente correlacionado € o primeiro passo para a compreensao
geral do mecanismo que leva a formagédo dos metabdlitos secundarios de importancia cada vez
maior para 0 homem e que ja ultrapassa as barreiras do mundo cientifico e extravasa para o

nosso cotidiano.

1.5.2. Experimentos in vitro

1.5.2.1. Extracdo de enzimas solaveis

As enzimas sdo encontradas na natureza em misturas complexas, usualmente em
células, as quais contém cem ou mais enzimas diferentes além de outros componentes celulares
(Dixon e Webb, 1964), e para estuda-las é preciso extrai-las deste meio.

Uma variedade de procedimentos sdo utilizados para obter o extrato enzimatico de
enzimas sollveis de plantas superiores, que podem ser classificados dentro de trés grupos

principais (Bernard, 1955):

Método 1: os extratos de tecidos suculentos, tais como, cenoura e batata, podem ser preparados
triturando o tecido em um liquidificador com solucao tampdo. Este é entdo filtrado

obtendo-se conseqiientemente o extrato enzimatico;

Método 2: a preparacdo de extratos de folhas e meristemas é obtida através da trituracao destes
em gral e pistilo com solugéo tamp&o. Posteriormente a mistura é centrifugada em

centrifuga refrigerada a 4°C em tempo pré-estabelecido;

Método 3: a preparacao de extratos de folhas pode também ser obtida através da trituracdo das
folhas com acetona congelada. A pasta resultante é filtrada, e o residuo é seco a

temperatura ambiente. Posteriormente, este residuo € extraido segundo 0 método 2.
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1.5.2.2.. Preservacao da atividade enzimética

Alguns processos bioquimicos podem ser severamente afetados por uma variagdo
minima na concentragdo de ions. Durante uma reacdo enzimdtica protons podem ser
consumidos ou liberados, sendo que o pH deve ser mantido estavel quando se trabalha com
enzimas. Devido a esse fato, é importante o uso de tampdes adequados durante o processo de
extracdo enzimatica (Johnson, 1971).

O tampdo utilizado na homogeneizacdo de tecidos de plantas deve conter altas
concentracOes de agentes redutores, inativadores de polifendis e inibidores de proteases. 1sso
deve ser feito para garantir a estabilidade da enzima durante o processo de extracéo
(Gegenheimer, 1990).

As células vegetais apresentam uma grande quantidade de compostos fenolicos, que
podem inibir direta ou indiretamente a atividade da enzima que esta sendo estudada, uma vez
que estes podem formar ligacbes de hidrogénio com o oxigénio da ligacdo peptidica. As
cadeias laterais dos acidos aminados, que sdo susceptiveis a este ataque, sdo as hidroxilas, 0s
tiois e as aminas primarias. Os compostos fendlicos podem ser removidos do extrato bruto
através da complexacdo destes com polivinilpolipirrolidona (PVPP), pela adicdo de agentes
redutores fortes para a inativagdo das fendis oxidases ou por filtracdo em gel (Gegenehimer,
1990).

As proteinas intracelulares freqlientemente apresentam grupos tidis expostos e estes
podem sofrer oxidacdo durante o processo de extracdo enzimatica, uma vez que o potencial
redox do citosol é mais baixo do que no extrato, devido a presenca do oxigénio do ar. Esses
grupos podem ser protegidos por agentes redutores, tais como o 1,4-ditiotreitol (DTT), 1,4-
ditioeritrol (DTE) e o mercaptoetanol (tabela 2, p. 14) (Janson e Rydén, 1989).
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Tabela 2: Agentes redutores usualmente utilizados na extracéo de enzimas.

Agentes redutores Estrutura
mercaptoetanol HS\/\OH
CHO
H——OH
DTE (1,4-ditioeritrol) H——0oH
CH,SH
CHO
H—F—OH
DTT (1,4-ditiotreitol) HO——H
CH,SH

A presenca de metais pesados pode ser prejudicial a estabilidade da enzima
principalmente por dois motivos: podem promover a oxidagcdo dos grupos tiois pelo oxigénio
molecular, e/ou podem formar complexos com grupos especificos na superficie da enzima. Os
metais pesados podem ser removidos por agentes quelantes. O agente mais utilizado é o
EDTA, mas também pode ser utilizado o EGTA, o qual é mais especifico para o calcio (Janson
e Rydén, 1989). Entretanto, o principal problema para a estabilidade da proteina durante o
processo de extracdo esta centrada na presenca das proteases. O procedimento mais simples a
ser adotado contra a degradacdo proteolitica é trabalhar em baixas temperaturas.
Alternativamente ou como precaucdo adicional, podem ser adicionados ao tampao extrator
alguns inibidores de proteases (tabela 3, p. 15). Em geral os inibidores de proteases séo caros, 0
que pode limitar seus uso em aplicacdes em larga escala. Além disso alguns sdo extremamente

toxicos, como é o caso do fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (Janson e Rydén, 1989).
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Tabela 3: Inibidores de proteases.

Inibidor Enzimas inibidas Concentracéao

fosfato de diisopropilfluor . -
proteases serinicas

(DFP)
fluoreto de fenilmetilsufonil .. 0,5-1 mM
proteases serinicas
(PMSF)
EDTA proteases ativadas por metais 5mM
substancias que reagem com cisteina proteases sulfidrilicas -
pepstatina A proteases acidas 0,1 um

1.5.2.3. Precipitacao de proteinas

Embora a precipitacdo de proteinas de fluidos biologicos tenha sido utilizada por
séculos, como por exemplo a precipitacdo da caseina do leite por é&cido diluido, o
fracionamento e a classificacdo de proteinas com base na solubilidade tornaram-se mais
conhecidos na metade do século passado (Englard e Seifter, 1990).

As proteinas podem ser precipitadas através de alteragdes provocadas no solvente, que
consistem em: variagdo de pH, da forca i6nica ou de temperatura. Além disso, as propriedades
dos solventes podem ser modificadas pela adi¢do de altas concentracGes de determinados sais
ou solventes organicos misciveis em agua (Englard e Seifter, 1990).

Uma das técnicas mais utilizadas € a precipitacdo provocada pela adicdo de sais em
altas concentragdes e com alta forca i6nica. A precipitacdo ocorre pela neutralizacdo das cargas
da superficie do sal, pela reducdo da atividade quimica da enzima, e/ou pela diminuicdo da
concentracdo efetiva da dgua. A concentracdo de qualquer sal necessario para a precipitacéo de
uma proteina em particular esta relacionada ao nimero e a distribuicdo de cargas e de grupos
polares ndo ibnicos na superficie da proteina, embora o tamanho e a forma da proteina também
contribua para a precipitacdo da proteina (Scopes, 1987).

O sulfato de amonio € o agente precipitante mais utilizado. Suas principais vantagens
sdo (Englard e Seifter, 1990):

1. a saturagdo - em altas concentraches provoca a precipitagdo da maioria das

proteinas;
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2. calor de solugdo - ndo possui um grande calor de solucdo, sendo assim o calor
gerado é facilmente dissipado;

3. baixa densidade (1,235 g/cm®) - mesmo em solucdo saturada (4,04 M a 20°C) néo
interfere na sedimentacdo da maioria das proteinas;

4. em solugbes concentradas previne e/ou diminui o crescimento da maioria das

bactérias

1.5.2.4. Determinacdo da concentracao de proteinas totais - Método de Bradford

Muitos métodos utilizados na determinacdo de proteinas podem ser encontrados e a
escolha correta do método a ser utilizado depende principalmente de cinco critérios (Stoscheck,
1990):
quantidade de proteina disponivel para o ensaio;
concentracdo da proteina;
especificidade do ensaio;
presenca de substancias quimicas que possam interferir no ensaio;

confiabilidade do ensaio

o~ w D

O método de Bradford foi baseado na observacdo de que o corante Coomassie Brilliant
Blue G-25 existe em duas diferentes cores, vermelha e azul. A ligagcdo do corante com a
proteina provoca o deslocamento no maximo de absor¢do do corante de 465 nm para 595 nm.
O complexo corante-proteina formado tem um alta absortividade (€) conduzindo assim a uma
excelente sensibilidade (Bell, 1988).

Embora a intensidade da cor seja totalmente dependente do pH, solugbes tampéo
apropriadas conduzem a precisa estimativa da concentracéo de proteina, com nivel de detec¢édo
de 0,1 g de proteinas. A simplicidade do método de Bradford estd associada a sua alta
sensibilidade configurando-se no método geralmente escolhido (Bell, 1988).

Entretanto, este método tem mostrado que uma variedade de moléculas de baixo peso
molecular, tais como CsCl e guanidina-HCI, interferem na formacdo da cor, e isto pode
conduzir a grandes erros na determinacdo da concentracdo de proteinas. Por outro lado,
substancias tais como o TRIS e o ditiotreitol ndo interferem no método de Bradford, enquanto
que as mesmas apresentam um efeito significativo no método de Lowry, outro método bastante

utilizado na determinacdo de proteina (Bell, 1988).
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1.5.2.5. Eletroforese

Eletroforese é o processo de movimento de moléculas carregadas sobre a influéncia de
um campo elétrico. Devido ao fato das moléculas moverem-se com uma velocidade
dependente de suas cargas, forma e tamanho, a eletroforese tem sido extensivamente utilizada
na separacdo de macromoléculas. Como ferramenta analitica a eletroforese é simples e
relativamente rapida (Janson e Rydén, 1989).

A eletroforese de macromoléculas é normalmente conduzida pela aplica¢do de uma fina
camada da amostra em uma matriz porosa. A matriz pode ser composta de diferentes materiais
incluindo papel, celulose, acetato, ou géis feitos de poliacrilamida, agarose ou amido. Em géis
de poliacrilamida e agarose, a matriz também atua como uma peneira seletiva por tamanho
durante a separacdo (Hoefer Scientific Instruments, 1994).

Os géis de agarose e poliacrilamida apresentam ligacGes cruzadas formando estruturas
como esponjas. O tamanho dos poros destes géis é similar ao tamanho da maioria das proteinas
e acido nucléicos. O movimento das moléculas através do gel pela aplicacdo da corrente
elétrica permite que as moléculas maiores sejam retidas pelo gel em detrimento das menores
(Hoefer Scientific instruments, 1994).

Uma vez finalizado o experimento, o gel pode ser analisado qualitativamente ou
quantitativamente. A maioria das protéinas e todos os acidos nucléicos usualmente ndo sdo
diretamente visiveis, portanto devem ser processados para determinar a localizacdo e a
quantidade de moléculas presentes. O procedimento analitico mais utilizado é o tingimento do
gel. As proteinas sdo usualmente reveladas com “Coomasie Brilliant Blue” em uma solucdo
fixadora, ou depois das proteinas serem fixadas ao gel, podem ser reveladas com nitrato de
prata por um processo semelhante a revelacdo fotografica. Com “Coomasie Briliiant Blue” é
possivel detectar aproximadamente 1 ug de proteina em uma banda, enquanto que a revelagéo
com prata € 100 vezes mais sensivel, detectando aproximadamente 10 ng de proteina (Hoefer

Scientific instruments, 1994).
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1.6. Estudo biossintético de Peperomia blanda
1.6.1. Biossintese de lignanas — consideracdes gerais

O termo lignana foi introduzido por Haworth (1936) para descrever um grupo de dimeros
de fenilpropandides, onde as unidades fenilpropanoidicas estavam ligadas pelos carbonos C-
8/C-8 (figura 8, p. 19). McCredie e colaboradores (1969) propuseram a extensdo do termo
para todo produto natural de baixo peso molecular que ocorra do acoplamento oxidativo de
unidades de p-hidroxifenilpropeno. O termo neolignana foi introduzido por Gottlieb (1972)
para substdncias compostas de duas unidades de fenilpropano que apresentavam ligacdo
diferente de C-8/C-8’, contudo, este termo foi redefinido como sendo dimeros de unidade alil-
e/ou propenilfenil, enquanto que o termo lignana ficou restrito a dimeros de alcoois cinamilicos
e/ou acidos cinamicos (Gottlieb, 1978). Apesar destas redefinicdes, estes termos tém sido
utilizados amplamente, sendo adotados no ano de 2000 pela IUPAC. A IUPAC finalmente
definiu que, lignanas sdo dimeros de CgC3 unidos pela ligacdo entre os carbonos C-8/C-8’,
enquanto que as neolignanas sdo dimeros cuja unido entre as duas unidades seja diferente de C-
8/C-8’(Moss, 2000).

As lignanas e neolignanas sdo metabdlitos secundarios de ocorréncia restrita em plantas
vasculares (Gottlieb, 1984) e formadas pela dimerizacdo (acoplamento oxidativo) de duas
unidades fenilpropanoidicas (C¢Cs3). Esses fenilpropandides sdo provenientes da via do
chiguimato e resultantes da desaminacéo da fenilalanina e/ou tirosina (Dewick, 1998; Knaggs,
2001), levando a producédo de acidos cindmicos e, por reducdo destes, a alcoois cinamilicos
substituidos. Etapas posteriores de reducdo resultam finalmente em alil- e fenilpropandis, os
quais, através de acoplamentos oxidativos iniciados por peroxidases ou lacases, produzem um

grande numero de lignoides.
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Figura 8: Ligacgéo dos carbonos 8 e 8’ de duas unidade C¢C3 para formacéo das lignanas.

Estas substancias desempenham fungées especificas na interacdo planta-planta, planta-
inseto, planta-fungo e na defesa contra patdgenos e predadores (Ghisalberti, 1997; Ward et al.,
1984; Kuo et al., 1993).

Os primeiros relatos envolvendo biossintese de lignanas surgiram em 1965 (Neish,
1965). Ao lado dos compostos derivados da via do acetato e dos flavondides, as lignanas sdo
um grupo de metabdlitos secundarios que tem sua biossintese bastante estudada. Isto se deve
ao fato destes compostos terem apresentado um grande nimero de atividades bioldgicas
importantes, como por exemplo, antitumoral, antimitético, e antiviral (Macrae e Towers, 1984;
Aires e Loike, 1990; Umezawa, 1996). Sua rota de formacéo esta estritamente relacionada com

a dos alil- e propenilfendis, bem como as ligninas.
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Figura 9: Via fenilpropanoidica geral de formacdo das lignanas e neolignanas.

As ligninas sdo polimeros naturais cujas unidades basicas sdéo 0s mesmos monolignois

responsaveis pela biossintese das lignanas e propenil- e alilfendis (Sarkanen e Ludwig, 1972).

O acoplamento oxidativo que leva a formacdo das lignanas e ligninas na natureza ocorre de

modo diferente. No caso das lignanas, existe a acdo de enzimas com alto controle régio- e
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estereosseletivo levando a produtos oticamente ativos, enquanto que o acoplamento oxidativo
que ocorre na biossintese de ligninas da origem a produtos racémicos.

Por se tratarem de fendis, os monoligndis que constituem as unidades formadoras de
lignanas e ligninas sofrem acdo das peroxidases e lacases formando os chamados
intermediarios quinona-metideos, que, posteriormente, entram ressonancia. As posi¢des onde 0
radical se estabelece nas formas canonicas sao preferencialmente 1, 3, 5 e 8 (figura 10, p.21).
Esses radicais sofrerdo acoplamentos oxidativos e vao dar origem a variadas formas de

esqueletos basicos das lignanas e neolignanas.

R
s X R,
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Rs R
3 R
= 7 Rl \ Rl 3 ° \ Rl
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Figura 10: Formacao de um radical fendxido iniciado por peroxidases e lacases e suas

estruturas de ressonancia.

Apesar do numero de esqueletos carbonicos serem limitados para as lignanas
(acoplamento 8-87), elas apresentam uma grande diversidade de estruturas quimicas, inclusive
de estereoquimica, devido aos diferentes precursores monomericos que geram novos subgrupos
de lignanas por ciclizagdes e/ou modificagcdes nos esqueletos carbonicos (Agrawal e Thakur,
1985; Lee e Xiao, 2003; Umezawa, 2003; Fuss, 2003).
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1.7. Fenilalanina-aménia-liase (PAL)

A enzima fenilalanina-amonia liase (PAL) é tida como uma das mais importantes
enzimas envolvidas no metabolismo fenilpropanoidico. A etapa mediada pela PAL é a
iniciadora da sequiéncia de reacfes que produzirdo os diversos metabolitos desta via, como
fenilpropandides, flavonoides e lignanas, assim como também é responsavel por produtos do
metabolismo priméario, como as ligninas (EI-Shora, 2002). A PAL atua na conversdo do
aminoacido fenilalanina em &cido cinamico (figura 12, p. 23), que sofre uma série de
transformac0es posteriores como hidroxilagdes, metilagcdes, oxidacdes e redugdes que vao dar
origem aos produtos naturais acima citados (Jones, 1984).

A fenilalanina-amonia-liase (PAL) foi detectada pela primeira vez por Kuokol e Conn
(1961) e a estrutura de uma de suas isoformas pode ser observada na figura 11 (p. 22). Esta
enzima esta localizada no citoplasma (Shaw et al., 1990) e catalisa a eliminacdo de amdnia e
do hidrogénio 3-pro-S da fenilalanina para formar acido trans-cinamico (Rettig et al., 2000)
(figura 12, p. 23).

Figura 11: Estrutura da fenilalanina-amonia-liase (PAL)
http://stevens.scripps.edu/pku_ar.html (15/06/2007)

A PAL desempenha um papel importante na cor e aroma de frutos, assim como na
resisténcia da planta (Mauch-Mani e Slusarenko, 1996). Além de plantas (Whetten e Sederoff,
1992; Kuokol e Conn, 1961), esta enzima foi encontrada também em cultura de células
(Campbell e Ellis, 1992) e fungos, mas ndo em bactérias e tecidos animais (Kim et al., 1996).

Estas enzimas usualmente apresentam estruturas do tipo tetramero, com peso molecular
muito variado, mas em sua maioria estdo entre 280000 e 330000 daltons (Dubery e Smit,
1994).
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A producdo da PAL é regulada durante o crescimento vegetal, mas também é induzida
em células vizinhas ao local de infec¢do por varios estimulos ambientais, como ferimentos,
contaminagdo por metais pesados, luz e reguladores de crescimento (Pinheiro et al., 1999;
Hahlbrock e Scheel, 1989; Kombrink e Somssich, 1995).
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Figura 12: Mecanismo de reacdo da transformacéo de L-fenilalanina em &cido trans-cinamico

catalisada pela enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL) (Rettig et al., 2000).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do projeto foram determinar o perfil do metabolismo
constitutivo das partes aéreas de Peperomia blanda e dar inicio aos estudos do proteoma
envolvido na biossintese dos metabdlitos aromaticos isolados.

Objetivos especificos:

« lIsolar e identificar compostos presentes nas partes aéreas de Peperomia blanda.

« Submeter as substancias isoladas a ensaio bioldgico.

« Determinar atividade enzimatica da PAL (fenilalanina aménia-liase) presente nas folhas

de P. blanda, a qual é a enzima iniciadora das rotas biossintéticas das lignanas

estudadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta do material botanico

As partes aéreas e raizes de Peperomia blanda utilizados nos estudos quimicos foram
coletadas na Reserva Ecoldgica da Ripasa, no municipio de Sdo Carlos — SP, sendo que para a
obtencdo do primeiro extrato, a coleta foi realizada em janeiro de 2005 e, para a obtencdo do
segundo extrato, em janeiro de 2007. O material vegetal foi identificado previamente pela Dra.
Elsie Franklin Guimaraes, e a exsicata foi depositada no Instituto de Biociéncia da USP, Séo
Paulo (Kato-547).

Para realizar os experimentos com a enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL), foram
utilizadas folhas de plantas adultas de Peperomia blanda coletadas na casa de vegetacdo do

Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara.

3.2. Cromatografia

3.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para a andlise do extrato obtido foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
analitico VARIAN ProStar com sistema quaternario de bombas modelo 240, detector UV —
visivel Diode Array modelo 230 e injetor auto Sampler modelo 410, mantido em ambiente
climatizado a 25°C. A coluna analitica utilizada foi de silica de fase reversa (C-18),
Phenomenex, com tamanho de 4,6 x 250 mm e particulas de 5 um.

Para cromatografia preparativa, foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia
da marca VARIAN ProStar equipado com duas bombas modelo SD-1 PrepStar e detector UV-
Vis modelo 320. A coluna preparativa utilizada foi Phenomenex, Phenyl-Hexyl, com tamanho
250 x 21,20 mm e particulas de 10 um.

Para cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala analitica para analises
biossintéticas foi utilizado um cromatografo SHIMADZU, constituido por quatro bombas
SHIMADZU modelo LC-10 e um detector UV-Visivel SHIMADZU modelo SPD-10. A

coluna utilizada foi de silica de fase reversa Supelcosil LC -18, 250 x 4,60 mm, 5 um, Supelco.
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3.2.2. Eletroforese

A cuba utilizada na eletrofere SDS-PAGE foi uma Hoefer Mightly Small Mini-vertical
Units SE 260.

A eletroforese 2D foi realizada utilizando o sistema o Multiphor Il para a focalizagédo
das proteinas, sendo que as tiras de gradiente de pH imoblizados (IPG) foram comercialmente
obtidas na forma desidratada e antes de serem utilizadas foram reidratadas na bandeja de
reidratacdo (DryStrip Reswelling Tray). Na segunda dimensdo foi utilizada uma cuba de

eletroforese SE 600 Ruby system.

3.3. Solventes

Os solventes utilizados na obtencédo e fracionamento dos extratos foram de grau P.A. e

para cromatografia liquida de alta eficiéncia foram grau HPLC da marca J.T.Baker®.

3.4. Espectrofotometria UV/Visivel

As analises no UV foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro UV/Visivel
modelo “Ultrospec 2100 pro UV/Visible”, sendo que os dados foram manipulados utilizando o
software “Swift I1”.

3.5. Espectrometria

3.5.1. Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Varian INOVA-500, operando a
500 MHz para 'H e 125 MHz para **C. Como solvente foi utilizado CDClz (99,8 %). Os

deslocamentos quimicos foram expressos o (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.
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3.5.2. Espectros de massas

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em espectrdmetro Fisons-
Platform 11, via ionizag&o por electrospray. Gés nebulizador He.

Os espectros de massas foram obtidos no espectrometro Bruker Daltronics, Billerica,
MA modelo ultrOTOFQ ESI-TOF com as seguintes especificacGes de andlise: voltagem da
sonda do eletrospray 3 kV; voltagem do cone 25 V; nitrogenio foi usado como gas nebulizante
a 345 L/h e 27 L/h, respectivamente), acoplado a um aparelho de CLAE da marca Varian
PrepStar modelo SD-1 LC/UV/VIS com coluna C-18 Supelcosil (250 x 21.2 mm, Supelco).

3.6. Equipamentos

A centrifuga refrigerada utilizada durante o processo de extracdo enzimatica é da marca
SORVALL® RC PLUS.

O Freezer —-86°C utilizado para o armazenamento dos extratos enzimaticos e fracdes é
da marca FORMA Scientific.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Estudo quimico de Peperomia blanda

4.1.1. Perfil cromatografico

Peperomia blanda (figura 13, p. 28) é uma planta pequena que pode atingir até 30 cm de
altura e que possui raizes ndo muito profundas (plantnet.rbgsyd.nsw.gov.au, 13/03/2008),
tornando possivel e facil o estudo das raizes separadamente das partes aéreas. Flores e frutos
ocorrem no apice da planta e seus extratos também foram analisados para comparacao de seus

componentes.

Figura 13: Foto de Peperomia blanda inteira (autoria da foto: Lidiane G. Felippe).

O perfil cromatografico foi realizado com extratos de partes aéreas, raizes e frutos da
espécie. Para obtencdo dos extratos foram utilizados 200 mg dos materiais vegetais secos e
moidos, os quais foram extraidos com 8 mL de acetato de etila em ultrassom, durante 30
minutos. Este procedimento foi realizado trés vezes. A solucdo foi filtrada e concentrada em
rotaevaporador. Apds secagem dos extratos, a massa obtida para as partes aéreas foi de 21,8
mg, para as raizes foi de 2,4 mg e para os frutos a massa obtida foi de 12,5 mg.

Todos os extratos analisados foram submetidos a uma extracdo em fase sélida prévia
para retirada de compostos apolares. Para isso utilizou-se cartuchos SPE Strata (C-18-E 500
mg/3 mL), os quais foram ativados com 3 mL de metanol e depois condicionados em

MeOH:H,0 na proporcdo 4:1. Os extratos foram dissolvidos em 1 mL da mesma fase movel de
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condicionamento do cartucho EFS e aplicados neste, sendo que para elui¢do da amostra foram
adicionados mais 4 mL de fase movel.

A condicdo utilizada em CLAE foi de gradiente com acetonitrila (35% ACN —100%
ACN) em 40 minutos e mais 15 minutos com acetonitrila 100%, com fluxo de 1 mL/min.

Foram injetados 50 pL de cada extrato (esquema 1, p. 29).

Material vegetal seco e moido
m = 200 mg

8,0 ml de Acetato de etila
Ultrassom 30 minutos (3 vezes)

extrato AcOEt

Extracdo em fase solida

Analise por
CLAE

Esquema 1: Procedimento geral para analise do perfil quimico dos extratos de partes aéreas,

raizes e frutos de Peperomia blanda.

4.1.2. Extragéo e purificacdo de substancias

As partes aéreas de Peperomia blanda foram secas em estufa a 40°C e trituradas em
moinho Wiley. Posteriormente, as partes aéreas secas e trituradas (86 g) foram submetidas a
extragcdo com acetato de etila (5 vezes — 300 mL), por maceragdo. O extrato obtido (8,5 g) foi
dissolvido em MeOH:H,0 na proporc¢éo 8:2 (100 mL) e a solucdo obtida foi colocada em um
funil de separacdo. Uma parte do extrato de massa 2,6 g ndo foi sollvel na fase movel citada e
foi reservada.

Foi realizada extragdo liquido-liqguido com a parte solivel do extrato com hexano (3
vezes — 50 mL) e a solucdo obtida na extracdo foi concentrada em rotaevaporador (3,5 g). A
fracdo MeOH:H,0 restante foi entdo extraida com CH,ClI; (3 vezes — 50 mL) e concentrada em

rotaevaporador (1,9 g). Por altimo a fracdo MeOH:H,0O foi extraida com AcOEt (3 vezes - 50
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mL) e concentrada em rotaevaporador (0,080 g). A fragcdo hidroalcodlica foi concentrada em

rotaevaporador (0,175 g) (esquema 2, p. 30).

Partes aéreas secas e moidas
m=286¢g

Acetato de etila
(5 vezes)

Extrato AcOEt
m=85¢g

MeOH :H,0 (8:2)

(100 mL)
Parte sol(vel I Parte insolavel
m=26g
Hexano

(3 vezes - 50 mL )

fracdo hexanica
m=35g

fracdo
MeOH :H,0

CH.CI,
(3vezes - 50 mL)

fracdo
fracdo CH,Cl, MeOH :H,0

m=19g¢g

AcOEt
(3vezes -50 mL)

fracdo AcOEt
m=0,080¢g

fracdo hidroalcoolica
m=0,175¢g

Esquema 2: Partigdo liquido-liquido do extrato AcOEt 1 das partes aéreas de P. blanda.

Iniciou-se o estudo fitoquimico pela fragdo CH,Cl,, a qual foi submetida a uma CC de
silica gel 60 de 5 cm de altura e 4 cm de didmetro eluida com Hex:AcOEt, em proporc6es
crescentes de polaridade (100% Hex — 100% AcOEt), sendo coletadas 15 fragdes.

As fracbes 3 e 6 apresentaram precipitados amarelos, os quais foram separados por
centrifugacdo e posteriormente recristalizados em metanol, sendo identificados

respectivamente como as substancias 11 (0,035 g) e 12 (0,046 g).
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O sobrenadante da fracdo 3 foi concentrado em rotaevaporador (0,400 g) e
posteriormente submetido a uma coluna de silica (23 cm de altura e 2 cm de didmetro) eluida
com Hex:AcOEt, em proporcOes crescentes de polaridade (100% Hex — 100% AcOEt),
obtendo-se 60 fracdes. Estas subfracdes foram analisadas por CCDC e observou-se que as
fragdes 3-20 e 3-43 estavam puras e foram identificadas como sendo as substancias 1 (m =
0,010 g) e 2 (m =0,042 @), respectivamente. A fragdo 4 (0,220 g) também foi fracionada
utilizando uma coluna de silica (16 cm de altura e 2 cm de diametro) eluida com Hex:AcOEt,
em proporcdes crescentes de polaridade (100% Hex — 100% AcOEt), obtendo-se 37 fragGes.
A subfracdo 4-23 foi fracionada em CLAE preparativo, utilizando como fase mdvel
MeOH:H,O na proporcdo 58:42, originando 4 fragdes na qual a subfracdo 4-23-1 foi
identificada como sendo a substancia 3 (0,007 g). As fracdes 7 e 8 foram reunidas (0,350 g) e
submetidas a uma coluna de silica (20 cm de altura e 2 cm de diametro) eluida com
Hex:AcOEt, em proporcdes crescentes de polaridade (100% Hex — 100% AcOEt), obtendo-se
152 fracGes que foram analisadas por CCDC e observou-se que a subfracdo 7-140 estava pura e
foi identificada como sendo a substancia 5 (0,004 g) e a subfracdo 7-79 foi fracionada em
CLAE preparativo, sendo a fase mével MeOH:H,0 na proporcdo 50:50, originando 4 fracdes
na qual a subfracdo 7-79-4 foi identificada como sendo a substancia 4 (0,009 g) (esquema 3, p.
32).

Com o intuito de isolamento de maior quantidade das substancias encontradas
previamente, bem como na obtencdo e identificacdo de novas substancias, uma nova coleta foi
realizada e um segundo extrato foi obtido a partir de 380 g de partes aéreas de Peperomia
blanda secas e moidas. O extrato foi obtido pelos mesmos procedimentos anteriormente
descritos, obtendo-se entdo 28,6 g do extrato AcOEt bruto. Foram também realizados os
mesmos procedimentos de particionamento liquido-liqguido com solventes de polaridades
diferentes, tomando o cuidado de utilizar volumes proporcionais a nova massa de extrato. A
massa ndo solivel do extrato no solvente de partida para o particionamento foi de 5 g . A
massa da fracdo hexanica foi de 14,3 g, da fracdo CH,ClI, foi de 7,9 g, da fracdo AcOEt foi de
0,290 g e finalmente da fragdo hidroalcoodlica foi de 0,680 g (esquema 4, p. 33).
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Fracdo CH,ClI,
m=19g¢g

CCsilica gel 60
Gradiente (Hex:AcOEt)

|

Fracéao 6
0,091¢

Precipitacdo

Centrifugacao

15 fracdes

Fracéo 4 l
0,220 g

CCssilica
(Hex: AcOEt)

Fragédo 3
0,440¢

Precipitacdo

Fracdo 7+8
0,350 g

CC silica
Hex: AcOEt)

152 fragBes

- 37 fragOes
Centrifugacéo

Fr;%éo Precipitado
Precipitado l Impuro
impuro ok
P CLAE Recristalizagéo
preparativo

em metanol

Precipitado
0,046 g

Recristalizagéo
em metanol

CLAE
preparativo

4 fracOes

Precipitado

0,035¢g 4 fracOes

Fr 7-79-4
0,009 g

Sobrenadante n

Concentragdo
CCsilica Fr 7-140
(Hex: AcOEt) 0,004 g

60 fragdes E

Esquema 3: Fracionamento cromatogréafico da fragdo CH,Cl, do extrato AcOEt 1 das partes

aéreas de P. blanda.
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Partes aéreas secas e moidas
m=380g

Acetato de etila
(5 vezes)

extrato AcOEt
m=268¢g

MeOH:H,0 (8:2)
(300 mL)

parte sollvel l

Hexano
(3 vezes - 150 mL)

Parte insolUvel
m=5¢g

fracdo hexanica
m=143¢

fragéo
MeOH:H,0

CH,CI,
(3 vezes - 150 mL)

fragéo
fragdo CH,Cl, MeOH:H,0

m=79g

AcOEt
(3 vezes - 150 mL)

fracdo AcOEt
m=0,290 g

fracdo hidroalcodlica
m = 0,680 g

Esquema 4: Particdo liquido-liquido do extrato AcOEt 2 das partes aéreas de P. blanda.
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A fracdo CH,Cl, foi entdo novamente submetida a uma CC de silica gel 60 de 20 cm de
altura e 6 cm de didmetro eluida com Hex:AcOEt, em proporgdes crescentes de polaridade
(100% Hex — 100% AcOEt), sendo coletadas 20 fracGes de 600 mL.

As fragOes 5 e 8 apresentaram 0s mesmos precipitados amarelos do extrato anterior, 0s
quais foram separados por centrifugacdo e posteriormente recristalizados em metanol, sendo
identificados respectivamente como as substancias 11 (0,060 g) e 12 (0,110 g), previamente
encontradas na espeécie. A fracdo 4 (0,120 g) foi identificada como a substéncia 1 ja isolada do
extrato anterior. O sobrenadante da fragcdo 5 foi concentrado (2,5 g) e submetido a uma coluna
de silica (27 cm de altura e 4 cm de diametro) eluida com Hex:AcOEt, em propor¢des
crescentes de polaridade (100% Hex — 100% ACcOEt), obtendo-se 25 fracbes que foram
analisadas por CCDC utilizando como fase mével Hex:AcOEt (6:4) e agrupadas de acordo
com seus Ry, resultando em 13 fracdes. A subfracdo 5-3 foi identificada como sendo a
substancia 2 (0,069 g) também ja isolada de partes aéreas de Peperomia blanda. A subfracédo 5-
4 foi fracionada em CLAE preparativo, utilizando como fase mével MeOH:H,0 na proporcao
52:48, originando 5 fragOes na qual a fragdo 5-4-1 foi identificada como sendo a substancia 3
(0,009 g) também ja isoladas da espécie e a fracdo 5-4-5 como sendo uma mistura das
substancias 7 e 8 (massa da fracdo = 0,012 g). A subfracdo 5-6 foi identificada como sendo a
substancia 6 (0,120 g). Finalmente a fracdo 5-10 também foi submetida a cromatografia em
CLAE preparativo, utilizando como fase mével MeOH:H,0 na proporc¢do 60:40, originando 6
fracdes na qual a fracdo 5-10-1 foi identificada como sendo a substancia 9 (0,053 g) e a fracdo
5-10-2 como a substancia 10 (m = 0,075 g). O sobrenadante da fracdo 8 também foi
concentrado obtendo-se 0,290 g e submetido a fracionamento em CLAE preparativo,
originando 3 fragbes na qual a subfracdo 8-3 foi identificada como sendo a substancia 13
(0,022 g). A fracdo 15 (m = 0,597 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica (25 cm
de altura e 3 cm de didmetro) eluida com Hex:AcOEt, em proporcdes crescentes de polaridade
(100% Hex — 100% ACcOEt), obtendo-se 28 fracdes. A subfracdo 15-8 foi fracionada em
CLAE preparativo, utilizando como fase mével MeOH:H,0 na propor¢éo 65:35 , originando 2
fracdes na qual a fragdo 15-8-2 foi identificada como sendo a substéncia 14 (0,011 g) (esquema
5, p. 35).
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Fracdo CH,CI,
m=79g

CC silica gel 60
Gradiente (Hex:AcOEt)

Fragdo 8
0,415¢

Precipitacdo

20 fragoes

Fragdo 15
0,597

Fracéo 4 Fracéo 5
m=0,120g 2,590 ¢

Precipitacdo

Precipitado
impuro

Recristalizacéo
em metanol

CC silica
(Hex:AcOEt)

Centrifugacédo 28 fracOes

Centrifugacao

Fragdo 8

Precipitado
impuro

CLAE
preparativo

Recristalizagéo
em metanol -
2 fragdes
Precipitado
0,110 g

Precipitado
0,060 g

Fr 15-8-2
0,011 ¢

L IIIIIIII= Z
-
| ]
Sobrenadante F ) Sobrenadante E
Concentracdo CLAE

CCsilica )
(Hex: AcOEY) preparativo

3 fragdes

Fragdo 10

CLAE
preparativo

CLAE
preparativo

Fr5-10-1
0,053 g

o [ I

Esquema 5: Fracionamento cromatogréafico da fragdo CH,Cl, do extrato AcOEt 2 das partes

aéreas de P. blanda.
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Deste ultimo extrato, iniciou-se também o estudo da fracdo hexénica, a qual foi
submetido a um fracionamento inicial em coluna de silica (20 cm de atura e 3 cm de diametro),
utilizando como fase movel Hex:AcOEt, em propor¢des crescentes de polaridade (100% Hex
— 100% ACcOEt). Deste fracionamento obteve-se 56 amostras, as quais foram analisadas por
CCDC. A subfracdo 48 (m = 1,3 g) foi entdo submetida a novo fracionamento, utilizando
coluna de silica (24 cm de altura e 3 cm de diametro) e gradiente de Hex:AcOEt como fase
movel (100% Hex — 100% AcOEt). Deste fracionamento obteve-se 65 fracGes, onde a fracdo

48-3 foi identificada como sendo a substancia 15 (0,029 g) (esquema 6, p. 36).

Fracdo Hexanica
m=143¢g

CC silica
(Hex:AcOEt)

56 fracoes l

Fragdo 48 l
1,300 ¢

CC silica
(Hex: AcOEt)

Esquema 6: Fracionamento cromatogréfico da fracdo hexanica do extrato AcOEt 2 das partes
aereas de P. blanda.
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4.2. Atividades biologicas

4.2.1. Ensaio tripanocida in vitro

Para a realizacdo dos testes tripanocidas foi utilizada a forma epimastigota da cepa Y de
Trypanosoma cruzi mantida em meio de cultura LIT, incubado a 28°C (Bernacchi et al., 2002).

As substancias avaliadas foram diluidas em 3,0 uL de &gua esterelizada (podendo
conter até 3% de DMSO) que foi somado a 72,0 uL de meio LIT. O volume final de 75,0 pL
continha concentracdo da substancia teste igual a 0,333 mg/mL e 10° células/pogo. A menor
diluicdo encontrava-se no primeiro poco de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (ELISA).
A partir deste foram efetuadas diluigdes seriadas, de ordem 3, com a transferéncia sucessiva de
25uL para os pogos subseqientes até o 7°. Em outras duas colunas foram efetuados o controle
negativo, o qual continha as mesmas condi¢Ges da coluna teste, exceto pela auséncia da
substancia a ser avaliada e o controle positivo benznidazol, isolado a partir do medicamento
Rochagan® (Roche), através de solubilizacdo em AcOEt. A pureza e integridade do padrdo
positivo foram evidenciadas através de anélise por RMN de 'H e C. As placas tampadas
foram incubadas a 28°C por 72 horas e utilizou-se, para a visualizacdo da atividade tripanocida,
a contagem do namero de parasitas viaveis em camara de Neubauer.

Os testes foram realizados pela equipe da Profa. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli,
no Laboratério de Imunologia, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da Unesp, em Araraquara.



Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda 38

4.3. Estudo biossintético de Peperomia blanda

4.3.1. Determinacédo da atividade enzimética da PAL em folhas de plantas

adultas de Peperomia blanda

4.3.1.1. Extracdo enzimatica

A extracdo da enzima PAL envolvida na primeira etapa da biossintese das lignanas foi
realizada utilizando-se folhas de Peperomia blanda. 25 g de folhas foram trituradas em N,
liquido utilizando-se gral e pistilo. Posteriormente, foi adicionado 100 mL de solucdo tampéo
borato 0,1M (pH 8,8). A solucdo tampédo continha PVPP (10% m/m), sacarose (0,25 M), &cido
ascorbico (40 mM), EDTA (1 mM) e DTT (5 mM).

A suspensdo obtida foi agitada por 15 minutos em banho de gelo antes do experimento.
Apdbs homogeneizacdo com tampdao, o extrato foi filtrado em gaze para um tubo de centrifuga
mantido a 4°C e centrifugado a 11.950 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi armazenado em

banho de gelo e o precipitado foi descartado (esquema 7, p. 39).
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Folhas

Trituragdo com N, liquido

Tampao (4mL/1g) + PVPP (10% m/m), sacarose (0,25 M),
acido ascorbico (40 mM), EDTA (1 mM) e DTT (5 mM)

Suspensao

Agitacao por 15 minutos (4C)

Filtracdo em gaze

Extrato enziméatico + restos celulares

Centrifugacao a 11.950 x g (20 minutos)

Sobrenadante

Precipitagdo fracionada

Esquema 7: Obtencdo do extrato enzimatico de folhas de Peperomia blanda.

4.3.1.2. Precipitacdo fracionada

Apds obtencédo da solucdo enzimatica, foi realizada uma precipitacao fracionada com o
intuito de obter fracGes mais concentradas da enzima PAL. A quantidade de sulfato de amonio
a ser adicionada para atingir a saturacdo desejada foi determinada utilizando a tabela descrita
por Englard (1990) (tabela 4, p. 39). Primeiramente foi adicionado sulfato de amonio para
atingir a saturacdo de 25%. Apos todo o sal ter sido adicionado, a solugdo foi mantida sob
agitacdo por 30 minutos a 4°C e posteriormente foi centrifugada a 16.300 x g por 30 minutos.
O precipitado foi congelado a -20°C e o sobrenadante foi levado a 55% de satura¢do, como
descrito anteriormente. Uma Ultima adi¢do de sulfato de amonio foi realizada para que o
sobrenadante atingisse 80% de saturacdo (esquema 8, p. 40).

Tabela 4: Precipitacdo com sulfato de aménio — quantidade de sal a ser adicionado a 0°C.

saturacéo (%) | sulfato de amonio (g/L)
0-25 134
25-55 179
55-80 161




Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda 40

EXTRATO
ENZIMATICO

Agitacao leve a 4C
Adicao de sulfato de aménio (0-25% de saturagéo)

[
solucéao

Agitacdo a 4C por 30 minutos
Centrifugacao a 16.300 x g (30 min)

Precipitado 0-25 % J Sobrenadante J
Agitacao leve a 4C
' Adicdo de sulfato de aménio (25-55% de saturagéo)
Congelado a -20°C

N
solucédo

Agitacdo a 4C por 30 minutos
Centrifugacéo a 16.300 x g (30 min)

Precipitado 25-55 J Sobrenadante J

Agitacao leve a 4C
: J Adicéo de sulfato de amdnio (55-80% de

Congelado a -20°C saturacao)
N
solucéao

Agitacdo a 4C por 30 minutos
Centrifugacédo a 16.300 x g (30 min)

Precipitado 55-80 Sobrenadante J

Congelado a -20°C J Congelado a -20°C J

Esquema 8: Precipitacdo fracionada com sulfato de aménio.

4.3.1.3. Dessalinacao

Os precipitados obtidos na precipitacdo fracionada foram ressuspendidos em 3 mL

solugéo tampao borato 0,1M (pH 8,8).
As fracOes obtidas foram dessalinizadas utilizando-se coluna PD-10, sendo que para

cada fracdo foi utilizada uma coluna diferente. As colunas foram equilibradas com 25 ml de
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solucdo tampdo borato 0,1M (pH 8,8). Posteriormente, foi adicionada uma aliquota de 2,5 ml
da solucdo a ser dessalinizada e esta descartada. A eluicdo das fragdes foi feita utilizando-se

3,5 ml de solucéo tampéo.

4.3.1.4. Determinacao da concentragéo protéica

A determinacdo da concentracdo de proteina foi realizada utilizando-se 0 método de
Bradford modificado. O reagente foi preparado utilizando 500 uL de HCI 0,6 M onde foi
adicionado Coomassie blue até que foi observado uma absorbancia entre 1,3 e 1,5 a 465 nm. A
curva padréo foi realizada utilizando albumina bovina (fragdo V) (1 mg/mL). Foram utilizados
volumes de 5 a 50 uL dessa solugéo, os quais foram colocados em uma cubeta de poliestireno e
incubados com 1 mL de agua e 1 mL do reagente de Bradford. Apds 5 minutos foram feitas
leituras a 595 nm.

O teste foi realizado utilizando-se 10 uL das fracGes dessalinizadas, 1000 pL de 4gua e
1000 pL do reagente Coomassie Blue. A solugéo foi agitada e transferida para uma cubeta de 1
cm. Ap6s 5 minutos a leitura das absorbancias a 595 nm foi anotada. A determinagdo da
concentracdo protéica foi realizada em triplicata.

4.3.2. SDS-PAGE

Apdbs as fracdes serem dessalinizadas e as concentracdes protéicas definidas, estas
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. Primeiramente as fragdes foram
diluidas para uma concentracdo proxima a 1 mg/mL. As amostras foram preparadas
misturando-se 15 mL destas fracdes com 5 mL de solucdo tampao de corrida (loading buffer),
o0 qual foi preparado da seguinte maneira:

- 0,83 mL de solucdo tampédo TRIS-HCI 1,5 M (pH 6,8)

- 4,0 mL de glicerol

- 4,0 mL de SDS 20%

- 37,22 mg de EDTA

- 0,4 mg de azul de bromofenol

- 0 volume foi completado até 10 mL com &gua destilada, e esta solugdo foi
armazenada a -20°C em aliquotas de 290 uL, sendo que antes do uso foi adicionado 13,5 pL de
DTT (0,5 M)
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Apos as fracdes serem misturadas com a solucdo tampdo de corrida, foram aquecidas
em banho a 100°C por 5 minutos. Estas solucdes foram entdo centrifugadas a 14.000 rpm por
alguns segundos e posteriormente aplicadas no gel.

Removeu-se cuidadosamente o pente do gel e adicionou-se solucdo tampdo até
preencher todos os espacos. A solucdo tampéo foi preparada segundo o protocolo descrito
abaixo:

- 0,025 M TRIS

- 0,192 M de glicina

-0,1% de SDS

-pH=8,3

- foram preparados 4 litros de solugdo, os quais foram armazenados a 4°C.

Aplicou-se todas as amostras ao gel, de forma que cada uma foi colocada em uma
janela do gel. A solucéo padréo (10 uL) foi adicionada pelo menos em uma das janelas do gel,
geralmente na primeira e na ultima.

Como padréo foi utilizado 3 mL de uma solucdo que continha as enzimas descritas na
tabela 5 (p. 42). A esta solucdo foram adicionados 25 mL de agua destilada e 10 mL de tampéo
de corrida. O mesmo procedimento de aquecimento e centrifugacdo descrito para as amostras
foi realizado com a solugdo padrdo. Cerca de 10 uL deste padrdo foram aplicados na primeira

janela do gel.

Tabela 5: Enzimas presentes na solucéo padrao utilizada na eletroforese e seus respectivos
massas moleculares

Enzimas massa molecular (daltons)
fosforilase b 97.400
albumina sérica 66.200
ovalbumina 45.000
anidrase carbdnica 31.000
inibidora de tripsina 21.500
o-lactalbumina 14.437
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Ao gel foi entdo aplicado uma corrente de 20 mA e quando o tampao de corrida atingiu
o final do gel, a fonte de corrente foi desligada. Neste momento, o gel foi retirado do suporte e
iniciou-se o processo de revelacao.

O gel foi colocado em uma solucdo 10% de &cido tricloroacético, na qual permaneceu
por uma hora, sob agitacéo. Esta solucdo foi entdo descartada e adicionou-se agua destilada. O
gel ficou sob agitacdo em &gua destilada por 30 minutos. A solugdo foi entdo descartada e
adicionou-se uma solugdo de DTT (5 ug/ml), na qual o gel ficou sob agitacdo por mais 30
minutos. Posteriormente, esta solucdo foi descartada e adicionou-se uma solugéo 0,1% de
nitrato de prata, a qual foi devidamente descartada apds 30 minutos. Em seguida foi adicionada
uma solucdo de carbonato de soédio 3%, que continha 0,085% de formaldeido, apds 10-30
segundos esta solucdo foi descartada, adicionando-se outra vez a solugdo de carbonato de sédio
e formaldeido. Apds o aparecimento das bandas relativas as proteina, a reacdo foi finalizada
adicionando-se uma solucdo 2,3 M de &cido citrico até ndo se observar mais o desprendimento
de CO,. Apds 1 hora esta solucao foi descartada, o gel foi lavado com agua destilada por trés

vezes (esquema 9, p. 44).
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GEL

I
Acido tricloroacético J
solucdo 10%

agitacao (1 hora)

descarte da solugéo

Agua destilada J

agitacao (30 min)
descarte da agua destilada

[
DTT J
Solucéo de (5 p g/ml)

agitacao (30 min)
descarte da solugéo

I
Nitrato de prata J
solucao 0,1%

agitacao (30 min)
descarte da solugéo

Carbonato de sodio (solugéo 3%)
+ Formaldeido (0,085%)

agitacao (10-30 segundos)
acido citrico (2,3 M)

[
GEL REVELADO J

Esquema 9: Revelagédo do gel utilizando nitrato de prata.



Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda 45

4.3.3. Ensaio enzimatico

4.3.3.1. Procedimento geral

O ensaio enzimatico foi iniciado adicionando-se a um eppendorf 250 uL de tampdao
borato 0,1M (pH 8,8), 125 uL de solucdo enzimatica e deixando esta solucdo em banho a 40°C
por cinco minutos. A reacdo foi entdo iniciada com a adi¢do de 150 uL de fenilalanina (10mM)
e incubada a 40°C sob agitacdo. Apds 60 minutos a reagdo foi finalizada com a adigdo de 25
uL de HCI (6M). A solucdo foi agitada e centrifugada a 14.000 rpm por alguns segundos

(esquema 10 p. 45). Este experimento foi realizado em triplicata.

250 uL de tampéo borato 0,1M (pH 8,8)

125 pL de solugéo enzimética

Banho a 40T por 5 minutos. J

150 pL de fenilalanina (10mM)

[
Incubacéo a 40C por 60 minutos. J

25 uL de HCI (6M)

I
Produto J

Agitacao
Centrifugacgéo

Andlise via CLAE J

Esquema 10: Ensaio enzimatico - procedimento geral.
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Condicdes de analise via CLAE:
volume de amostra injetado: 10 uL
fluxo = 1,0 mL/min
A =275nm
coluna: supelcosil LC-18 (25 cm X 4,6 mm, 5 um)
fase movel: MeOH:H,0 (+0,1% de HAc) — 60:40

Preparou-se também brancos utilizando-se somente o extrato enziméatico ou somente 0s
substratos em duplicata para controle da andlise. Os brancos foram submetidos aos mesmos

tratamentos das reagdes completas.

4.3.3.2. Variagao da concentragéo de fenilalanina

Para a variacdo de substrato foi utilizada a fracdo 25-55% obtida da precipitacao
fracionada com sulfato de aménio. Foram utilizadas as concentracdes de: 0,5, 5, 10 e 20 mM.
Esses ensaios foram realizados em triplicata, sendo que para todas as variagbes foram

realizados brancos utilizando-se somente o0 extrato enzimatico e somente os substratos.

4.3.3.3. Variacdo do tempo de reacdo

O procedimento descrito no esquema 10 (p. 45) foi repetido em diferentes tempos: 10,
30 minutos, 1, 2, 4 e 24 horas. Esses ensaios também foram realizados em triplicata, e em cada
tempo foram realizados os experimentos controles, utilizando-se somente a o0 extrato

enzimatico e somente com 0s substratos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo quimico de Peperomia blanda

5.1.1. Perfil cromatogréfico

Para analise do perfil cromatogréafico da espécie foram obtidos extratos das partes aéreas,
raizes e frutos de Peperomia blanda com AcOEt, ja que os compostos de interesse a serem
analisados sdo de média polaridade. As analises via CLAE destes extratos foram obtidas com a
finalidade de compara-los quanto suas composi¢des e seguiram a condi¢do cromatogréafica
descrita no item 4.1.1 (p. 28).

Considerando que as trés partes analisadas sdo dos mesmos individuos e que foram
submetidas as mesmas condi¢cdes de secagem, moagem, extracdo, extracdo em fase solida e
analise, foi possivel identificar apenas algumas diferencas nestes cromatogramas quanto a
variacdo na concentracdo dos seus metabdlitos (figura 14, p. 48). Por apresentarem grande
semelhanca quanto & composicdo das amostras, apenas as partes aéreas de P. blanda foram
coletadas para obtencdo dos extratos maiores, conservando assim a espécie no local de coleta,
ja que a permanéncia das raizes levam ao novo desenvolvimento dos individuos.

E importante ressaltar, porém, que as diferencas observadas nos extratos sio especificas
para as amostras coletada no més de janeiro e podem variar ao longo do estudo sazonal e/ou

circadiano.
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Figura 14: Cromatogramas obtidos via CLAE das partes aéreas, raizes e frutos de Peperomia

blanda. (CondicGes de andlise: 35% ACN — 100% ACN em 40 minutos e mais 15 minutos em

100% de ACN, fluxo de 1 mL.min’

)
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5.1.2. Determinac0es Estruturais

5.1.2.1. Lignanas tetraidrofuranicas

5.1.2.1.1. Consideragdes gerais

Cinco lignanas inéditas da classe tetraidrofuranica foram isoladas da fracdo CH,Cl, do
extrato AcOEt das partes aéreas de Peperomia blanda (figura 15, p. 49)

Os espectros de RMN de H (espectros 1, 20, 41, 62 e 83, p. 117, 128, 140, 152 e 164;
tabela 6, p. 61) das substancias 1-5 sdo caracteristicos de lignanas tetraidrofuranicas
assimétricas, pois exibem um par de dupletos em 6 0,63 + 0,05 (CH3-9) e 1,04 + 0,04 (CH3-9’)
que correspondem aos grupos metilicos. Um segundo grupo de dupletos em 6 5,03 + 0,02 (H-
7) e 4,32 + 0,03 (H-7") que foram atribuidos aos grupos metinicos oxibenzilicos, e multipletos
em 62,18 + 0,03 e 1,69 + 0,03 associados, respectivamente com os hidrogénios H-8 e H-8’. Os
dados de RMN de *C (espectros 5, 23, 44, 65 e 87, p. 119, 130, 142, 154 e 166) (tabela 7, p.

62) confirmaram a presenca dos sistemas tetraidrofuranicos de cada substancia.

Figura 15: Estruturas quimicas das lignanas tetraidrofuranicas de P. blanda.
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Como previamente reportado por Biftu e Stevenson (1987), a magnitude das constantes
de acoplamento dos H-7 e H-7" indica a configuracdo destes. A constante de acoplamento de
8,5 e 9,0 Hz para dupletos em & 5,05, e 4,33 Hz para H-7 e H-7’, respectivamente, indica que
estes hidrogénios estdo em configuracdo cis em relacdo ao H-8 e em trans em relacdo ao

adjacente H-8’ em um anel tetraidrofuranico (tabela 8, p. 50).

Tabela 8: Deslocamentos quimicos () do hidrogénio oxibenzilico H-7.

Configuracdo de H-7 em relacdo a H-7’
Relacdo entre Ar-7 e Me-8 cis trans
trans 4,3-4)55 455-47
cis 50-5,15 5,30 -5,55

As diferencas observadas nos espectros de RMN para as cinco lignanas tetraidrofurancias

sdo resultantes das diferencas nos padrdes de substituicdo nos anéis aromaticos.

5.1.2.1.2. Lignana tetraidrofuranica 1

Figura 16: Estrutura quimica de 1.

A férmula molecular da substancia 1 (figura 16, p. 50) foi estabelecida como Cj,H24,07
por espectrometria de massas de alta resolucdo (espectro 19, p. 127) que apresentou ion quasi
molecular [M+H]" em 401.

O espectro de RMN de *H (espectros 1-4, p. 117-118; tabela 6, p. 61) apresenta quatro
sinais entre & 6,52 e 6,69 (S) que correspondem aos hidrogénios H-2, H-6 e H-2’, H-6’ de dois
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anéis aromaéticos 1,3,4,5-tetrassubstituidos. Os sinais referentes aos substituintes dos anéis
podem ser observados em & 5,97 (s, 2H) e & 5,96 (s, 2H) que correspondem a dois grupos
metilenodioxilicos ligados aos carbonos 4/5 e 4°/5°, respectivamente. Foram também
observados simpletos em & 3,93 (3H) e 6 3,90 (3H) correspondentes a duas metoxilas, ligadas
aos carbonos 3 e 3°. Em 6 5,05 (J = 8,5 Hz) e em 6 4,33 (J = 9,0 Hz) s@o observados dois
dupletos caracteristicos de hidrogénios oxibenzilicos (H-7 e H-7). Além disso, sdo observados
dois multipletos em 6 2,20 e 1,72 , atribuidos a dois grupos metinicos (H-8 e H-8’), e dois
dupletos em & 0,68 (J = 7,0) e 1,06 ( J = 6,5) correspondentes a dois grupos metilicos (H-9 e
H-9").

No espectro de RMN de *C (espectro 5, p. 119) observam-se sinais em & 101,3 e 101,4
atribuidos aos grupos metilenodioxilicos e em & 56,6 observa-se o sinal das metoxilas. Os
sinais correspondentes aos carbonos oxibenzilicos (C-7 e C-7") podem ser observados em &
83,1 e 87,4, sinais de carbonos metinicos (C-8 e C-8’) em 6 48,2 e 46,0 e sinais de carbonos
metilicos em 6 15,0 e 14,9 (C-9 e C-9’) (tabela 7, p. 62).

As correlacbes observadas no mapa de contorno gHMBC (espectros 6-9, p. 120-121)
revelam a posicdo dos anéis aromaticos. Neste espectro é possivel observar a correlacdo do
carbono em & 83,1 (C-7) com hidrogénios em & 0,68 (H-9), 6 6,52 e 6 6,54 (H-2 e H-6), e do
carbono em 6 87,4 (C-7’) com os hidrogénios em 6 1,06 (H-9’), 6,68 (H-2) e 6,69 (H-6),
indicando a ligacéo dos anéis aromaticos aos carbonos C-7 e C-7’ (figura 17, p. 52).

Nos espectros de NOESY 1D (espectros 13-18, p. 123-126) observa-se que, ao se
irradiar o H-7 (8 5,05), houve aumento dos sinais correspondentes ao H-8 (6 2,20), H-6 (6
6,54) e H-7" (6 4,33) mostrando que estes hidrogénios estdo do mesmo lado da molécula.
Quando o H-7" (5 4,33) € irradiado, observa-se aumento dos sinais correspondentes ao H-7 (5
5,05), H-8 (6 2,20), H-2’, H-6" e H-9’, e ao se irradiar no H-8’, aparecem o0s sinais
correspondentes aos H-2, H-2” e H-9 (figura 18, p. 52), sugerindo que a metila C-9” aparece
em posicao trans em relacdo a metila C-9 e que, juntamente com os dados da literatura (Biftu,
1987), confirmam a configuragéo relativa desta substancia.

Analisando estes dados, a identidade da substancia 1 foi entdo estabelecida como sendo
rel-(7R,8S,7°S,8°S)-4,5,4’,5’-dimetilenodioxi-3,3’-dimetoxi-7,7’-epoxilignana.
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Figura 17: Correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC del.

Figura 18: Correlagdes observadas no experimento de NOESY 1D de 1.
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5.1.2.1.3. Lignana tetraidrofuréanica 2

HzCO

Figura 19: Estrutura quimica de 2.

A substancia 2 (figura 19, p. 53) apresentou sinais de RMN bastante semelhantes ao da
substancia 1. Sua férmula molecular foi estabelecida como sendo C,3H2s07 por espectrometria
de massas de alta resolucdo (espectro 40, p. 139) que apresentou ion quasi molecular [M+H]"
em 417.

E possivel verificar que esta substancia difere da substancia 1 quanto aos substituintes
de um dos anéis aromaticos. No espectro de RMN de *H (espectros 20-22, p. 128-129; tabela 6,
p. 61) observa-se a presenca de trés simpletos entre 6 3,76 e 3,84 (12 H), que se referem a 4
metoxilas ligadas aos carbonos C-3, C-4, C-5 e C-3’ e um sinal em & 589 (s, 2H)
correspondente a um grupo metilenodioxilico ligado aos carbonos C-4’, C-5°. O espectro de
RMN de 3C (espectro 23, p. 130; tabela 7, p. 62) apresenta sinal em & 101,3 referente ao grupo
metilenodioxilico e em & 56,0, 60,7 e 56,6 observam-se os sinais das metoxilas ligadas aos
carbonos C-3/C-5, C-4 e C-3’. Os sinais correspondentes aos carbonos oxibenzilicos podem ser
observados em 6 83,2 e 87,3, sinais de carbonos metinicos (C-8 e C-8") em 6 45,8 e 47,8 ¢
sinais de carbonos metilicos (C-9 e C-9’) em 6 15,0 e 14,8.

As correlacdes observadas no mapa de contorno de gHMBC (espectros 24-29, p. 131-
133; figura 20, p. 54) sdo semelhantes as observadas para a substancia 1, bem como as
correlacBes do experimento de NOESY 1D indicando a mesma estereoquimica relativa da
primeira lignana (espectros 34-39, p. 136-138; figura 21, p. 54).

Analisando os dados citados, propds-se a identificacdo da substancia 2 como sendo rel-
(7R,8S,7°S,8’S)-4’ 5’ -metilenodioxi-3,4,5,3’-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana.
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Figura 20: Correlacbes observadas no mapa de contorno gHMBC de 2.

Figura 21: Correlacdes observadas no experimento de NOESY 1D de 2.
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5.1.2.1.4. Lignana tetraidrofuréanica 3

Figura 22: Estrutura quimica de 3.

A substancia 3 (figura 22, p. 55) também apresentou uma grande semelhanca com as
lignanas anteriores. Sua formula molecular foi estabelecida como sendo CyHz60; por
espectrometria de massas de alta resolucdo (espectro 61, p. 151) que apresentou ion quasi
molecular [M+H]" em 403.

Pelo espectro de RMN de 'H (espectros 41-43, p. 140-141; tabela 6, p. 61) o0s
substituintes puderam ser identificados como sendo trés metoxilas com deslocamentos
quimicos em & 3,80 e 3,84 (s, 9H) ligados aos carbonos C-3/C-5 e C-3' e um grupo
metilenodioxilico em & 5,89 ligado aos carbono C-4’ e C-5’. O substituinte ligado ao carbono
C-4 foi identificado como sendo uma hidroxila. O espectro de RMN de **C (espectro 44, p.
142; tabela 7, p. 62) apresenta sinal em 6 101,4 referente ao grupo metilenodioxilico e em 6
56,3 e 56,7 observam-se o0s sinais das metoxilas ligadas aos carbonos C-3/C-5 e C-3’. Os sinais
correspondentes aos carbonos oxibenzilicos podem ser observados em 6 83,3 e 87,4, sinais de
carbonos metinicos (C-8’ e C-8) em 6 46,0 e 47,9 e sinais de carbonos metilicos (C-9 e C-97)
em o6 14,9e15,1.

As correlacGes observadas nos espectros de gHMBC (espectros 45-50, p. 143-145;
figura 23, p. 56) sdo semelhantes as observadas para as outras substancias, bem como as
correlagcdes do experimento de NOESY 1D (espectros 55-60, p. 148-150; figura 24, p. 56),
indicando a mesma estereoquimica relativa das demais.

Analisando os dados acima citados, propds-se a identificacdo da substancia 3 como

sendo rel-(7R,8S,7°S,8’S)-4-hidroxi-4’,5’-metilenodioxi-3,5,3” -trimetoxi-7,7’-epoxilignana.
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Figura 23: Correlacgdes observadas no mapa de contorno gHMBC de 3.

Figura 24: Correlagdes observadas no experimento de NOESY 1D de 3.
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5.1.2.1.5. Lignana tetraidrofuréanica 4

Figura 25: Estrutura quimica de 4.

Assim como para as outras lignanas, a substancia 4 (figura 25, p. 57) teve sua formula
molecular estabelecida por espectrometria de massas de alta resolugéo (espectro 82, p. 163) e
determinada como sendo Cx3H3007, apresentando ion quasi molecular [M+H]" em 419.

E possivel verificar que esta substancia também difere das demais quanto aos
substituintes dos anéis aromaticos. No espectro de RMN de *H (espectros 62-64, p. 152-153;
tabela 6, p. 61) observa-se a presenca de simpletos entre & 3,76 e 3,83 correspondentes a cinco
metoxilas ligadas aos carbonos C-3, C-4, C-5, C-3’ e C5’. No espectro de RMN de *C
(espectro 65, p. 154; tabela 7, p. 62) observam-se sinais em & 56,0, 56,6 e 60,8 correspondentes
as metoxilas.

As correlacGes observadas nos espectros de gHMBC (espectros 66-71, p. 155-157;
figura 26, p. 58) sdo semelhantes as observadas para as demais lignanas, bem como as
correlagbes do experimento de NOESY 1D indicando a mesma estereoquimica relativa
(espectros 76-81, p. 160-162; figura 27, p. 58).

Analisando os dados citados, chegou-se a identificacdo da substancia 4 como sendo rel-
(7R,8S,7°S,8’S)-4’-hidroxi-3,4,5,3’,5’-pentametoxi-7,7’-epoxilignana.
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OCHj 4 OCHj

Figura 26: CorrelagOes observadas no mapa de contorno gHMBC da substancia 4.

Figura 27: Correlacdes observadas no experimento de NOESY 1D para a substancia 4.
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5.1.2.1.6. Lignana tetraidrofuréanica 5

Figura 28: Estrutura quimica de 5.

A substéncia 5 difere da lignana 2 pela presenca de um grupo hidroxila ligado ao C-9.
Este grupo foi identificado no espectro de RMN de *H (espectros 83-86, p. 164-165, tabela 6,
p. 61) pela a presenca do sinal em 6 3,40 (2H, d) e do sinal em & 1,08 (referente a apenas um
grupo metila), no espectro de RMN de *3C (espectro 87, p. 166, tabela 7, p. 62) pelo sinal em &
62,5 e pelo experimento de gHMBC (espectros 88-93, p. 167-169; figura 29, p. 60) que
mostrou correlacdo entre o H-9 e C-7. A formula molecular da substancia 5 (figura 28, p. 59)
foi estabelecida como sendo C,3H,50g por espectrometria de massas de alta resolucéo (espectro
104, p. 175).

As correlacbes observadas no experimento de NOESY 1D (espectros 99-103, p. 172-
174; figura 30, p. 60) indicam a mesma estereoquimica relativa das demais lignanas.

Analisando os dados acima, prop0s-se a identificacdo da substancia 5 como sendo rel-
(7R,8S,7°S,8°S)-9-hidroxi-4’,5’-metilenedioxi-3,4,5,3’-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana.
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Figura 29: Correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC da substancia 5.

Figura 30: Correlacdes observadas no experimento de NOESY 1D para a substancia 5.
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Tabela 6: Dados de RMN de *H (500 MHz, CDCls) das substancias 1-5.
Posicdo ! 2 3 4 >
Oy (mult; J/Hz) 64 (mult; J/HZ) &y (mult; IIHZ) &y (mult; I/HZ) oy ( mult; J/HZ)
2 6,52 () 6,48 () 6,49 (s) 6,49 (s) 6,61 (s)
6 6,54 () 6,48 () 6,49 (s) 6,49 (s) 6,61 (S)
7 5,05(d; 8,5 5,02(d;8,5) 5,00(d;85) 503(d;90) 5,07(d;8,0)
8 2,20 (m) 2,16 (m) 2,15 (m) 2,18 (m) 2,31 (m)
9 0,68 (d; 7,00 0,61(d;7,5 0,59(d;7,00 0,62(d;7,00 3,40(d;6,0)
2’ 6,68 (s) 6,61 (s) 6,61 (s) 6,67 (S) 6,59 (d; 1,5)
6’ 6,69 (s) 6,65 (s) 6,64 (s) 6,67 () 6,63 (d; 1,5)
7 4,33(d; 9,00 4,30(d; 9,00 4,29(d;9,5) 4,34(d;9,5 4,29(d; 8,5)
8’ 1,72 (m) 1,68 (m) 1,67 (m) 1,71 (m) 1,93 (m)
9’ 1,06 (d; 6,5) 1,01(d;6,5) 1,00(d;6,5 1,02(d;6,5) 1,08 (d;7,0)
O,CH, (4,5) 5,97 (s) - - - -
O,CH, (4°,5") 5,96 (s) 5,89 (s) 5,89 (s) - 5,91 (s)
OCHgs (3) 3,93 (s) 3,77 (s) 3,80 (s) 3,76 (s) 3,80 (s)
OCHs (4) - 3,76 (s) - 3,77 (s) 3,77 (s)
OCHjs (5) - 3,77 (s) 3,80 (s) 3,76 (s) 3,86 (s)
OCH3 (3’) 3,90 (s) 3,85 (s) 3,84 (s) 3,84 (s) 3,86 (s)
OCHj3 (57) - - - 3,84 (s) -
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Tabela 7: Dados de RMN de *C (125 MHz, CDCl5) das substancias 1-5.

Posicao ! 2 3 4 >
3¢ dc ¢ dc dc

1 135,4 137,0 132,2 136,7 134,9

2 106,6 104,5 103,8 104,2 103,5

3 143,5 152,8 146,7 152,9 153,4

4 134,2 136,6 133,8 136,7 137,5

5 149,0 152,8 146,7 152,9 153,4

6 101,2 104,5 103,8 104,2 103,5

7 83,1 83,2 83,3 83,2 81,3

8 48,2 45,8 47,9 45,9 53,8

9 15,0 15,0 15,1 15,2 62,5

1’ 135,8 135,4 135,6 1319 135,0

2’ 106,5 106,6 106,7 103,4 106,7

3’ 143,2 143,4 143,5 147,0 143,5

4 134,7 134,6 134,7 134,4 135,0

5 148,6 149,0 149,0 147,0 149,1

6’ 100,5 100,3 100,4 103,4 100,4

7 87,4 87,3 87,4 87,5 87,6

8’ 46,0 47,8 46,0 47,7 441

9’ 14,9 14,8 14,9 14,8 16,2
O,CH; (4,5) 101,3 - - - -

0,CH, (4°,57) 1014 101,3 1014 - 1014

OCHj3 (3) 56,6 56,0 56,3 56,0 56,1

OCHs (4) - 60,7 - 60,8 60,9

OCHgs (5) - 56,0 56,3 56,0 56,1

OCHs; (3%) 56,6 56,6 56,7 56,3 56,7
OCHs (5%) - - - 56,3 -
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5.1.2.2. Secolignanas

5.1.2.2.1. Consideragdes gerais

Substancias pertencentes a classe de secolignanas foram isoladas pela primeira vez de
Peperomia japonica (Chen et al, 1989). Segundo a IUPAC, o prefixo seco- indica a clivagem
de uma ligacdo em um anel com a corre¢do apropriada do nimero de hidrogénios na estrutura

(http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/lignan/) (figura 31, p. 63).

Figura 31: Exemplo da estrutura quimica de uma 1,7-seco-2,7'-ciclolignana.

Uma série especial de secolignanas encontradas apenas em espécies de Peperomia,
conhecidas como peperominas, desperta grande interesse por apresentarem significativas
atividades antitumorais (Wu et al., 2006). Da fracdo CH,Cl, do extrato AcOEt das partes
aéreas de Peperomia blanda foram isoladas cinco secolignanas deste tipo (figura 32, p. 63), e

estdo descritas a seguir.

Figura 32: Estruturas quimicas das secolignanas isoladas de Peperomia blanda.
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Os espectros de RMN de 'H das substancias 6-10 mostraram a presenca de sinais
compativeis com um anel butirolacténico. Os hidrogénios metinicos H-2 e H-3 deste anel estao
em configuracdo cis para as substancias 6, 7 e 9, apresentando sinais em & 2,64 + 0,01 e & 3,29
* 0,04, respectivamente. Os hidrogénios do grupo metilico H-6 aparecem em 6 1,05 = 0,01
para esta configuracdo. As substancias 8 e 10 possuem configuragéo trans para os hidrogénios
H-2 e H-3, atribuida em funcdo dos deslocamentos quimicos em & 2,29 + 0,01 e & 2,85,
respectivamente. Na configuracdo trans os hidrogénios do grupo metilico H-6 mostram sinal
em & 0,88. as principais diferencgas nos espectros de RMN das secolignanas estdo centrados nos

padrdes de substituicdo dos anéis aromaticos (figura 32, p. 63).

5.1.2.2.2. Secolignana 6

Figura 33: Estrutura quimica de 6

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia forneceu a formula molecular
C2H2,0g (espectro 125, p. 186).

O espectro de RMN de *H (espectros 105-108, p. 176-177, tabela 9, p. 75) da
substancia 6 (figura 33, p. 64) exibe sinais caracteristicos de dois grupos metilenodioxilicos em
6586 (2H,dd, J=15e25Hz)e 65,84 (2H, dd, J = 1,5 e 8,5 Hz) ligados aos carbonos C-
4’/C-5" e C4”’/C-5"", respectivamente, além de dois grupos metoxilicos com simpletos em &
3,82 e 3,83 (3H cada) ligados aos carbonos C-3” e C-3”°. Os sinais dos hidrogénios H-2’, H-6,
H-2’’ e H6’” aromaéticos foram observados em 6 6,28, 6,31, 6,35 e 6,41 (todos com J = 1,5 Hz,
4H), respectivamente. Os sinais em 6 3,96 (m) e 3,84 (m) foram atribuidos aos hidrogénios

geminais H-4a e H-4b do grupo metilénico do anel butirolactonico e em & 3,59 (1H, d, J = 12,0



Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda 65

Hz) e 1,04 (3H, d, J = 8,0 Hz) foram observados os sinais dos H-5 e H-6, respectivamente, um
grupo metinico e um metilico. Os deslocamentos em 6 2,63 (1H, dg, J=8,0 e 7,5 Hz) e & 3,25
(1H, m) foram atribuidos aos hidrogénios metinicos H-2 e H-3.

As interacOes espaciais observadas nos experimentos de NOESY 1D (espectros 119-
123, p. 183-185; figura 35, p. 66) entre os hidrogénios em & 2,63 (H-2) e 8 3,25 (H-3), indicam
a configuracdo cis entre estes, confirmados pelas interagdes observadas entre o hidrogénio em
8 3,59 (H-5) e a metila com hidrogénios em & 1,04, sendo assim determinada sua configuracéo
relativa.

O espectro de RMN de 3C (espectros 109, p. 178, tabela 10, p. 76), apresenta um sinal
de carbonila em & 179,9 do anel butirolactonico. Os sinais em & 43,0, 37,2 e 70,3
correspondem aos carbonos C-2, C-3 e C-4 e do mesmo anel, e o sinal em 6 10,4, ao grupo
metila C-6 ligado ao carbono C-2. Observa-se também um sinal em & 50,2 atribuido a um
carbono metinico C-5 onde os trés anéis da estrutura estdo ligados. Os grupos metoxilicos
ligados na posicdo 3’ e 3’ dos anéis aromaticos exibem sinais em & 56,9 e 57,0,
respectivamente, enquanto que os dois grupos metilenodioxilicos apresentam sinais em 6
101,4.

O mapa de contorno de gHMBC (espectros 110-115, p. 179-181; figura 34, p. 66)
confirma a unido dos trés anéis no C-5. Neste mapa é possivel observar a correlagdo do
hidrogénio em 6 3,59 (H-5) com os carbonos em & 37,2 (C3) e 70,3 (C-4) do anel
butirolacténico e com os carbonos em 6 101,0 (C-6’), 101,1 (C-6’") e 107,4 (C-2°/2’’) dos
anéis aromaticos.

A configuracdo absoluta da molécula foi determinada através de experimento de
dicroismo circular (DC) (espectro 124, p. 186) onde é possivel observar um efeito Cotton
positivo em 245-255 nm e um negativo em 275-280 nm. A atividade Optica a 25°C também foi

medida, apresentando um valor médio de [«]? = - 54,75°, em CHCls.

A comparacéo destes dados aos disponiveis na literatura (Chen et al., 1989), nas mesmas
condigOes, possibilitou a identificagdo da substancia 6 como sendo a (2S,3R)-2-metil-3-

[bis(4’,5’-metilenodioxi-3’-metoxifenil)metil]butirolactona.
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Figura 35: Correlacdes observadas no experimento de NOESY 1D de 6.

5.1.2.2.3. Seco-lignanas 7 e 8

As substancias 7 e 8 foram identificadas em uma mistura de dois diastereoisomeros na
proporcdo aproximada de 2:1. Algumas pequenas varia¢cdes nos deslocamentos quimicos nos
espectros de *H e *C foram observadas e puderam ter seus sinais atribuidos a cada substancia
de acordo com a integracdo de cada sinal e as correlagdes nos mapas de contorno de gHMQC e
gHMBC.

Estas substancias apresentam similaridade & substancia 6 quanto aos sinais de RMN de
'H, sendo que as diferencas observadas estdo apenas nas substituicdes dos anéis aromaticos. Os
substituintes foram identificados como sendo seis metoxilas nas posi¢des C-3’, C-3’°, C-4, C-
4’ C-5eC-5".

Os experimentos de NOESY 1D (espectros 144-146, p. 196-197) foram realizados para
a mistura, sugerindo uma configuracdo cis para a substancia 7, majoritaria na mistura, e trans

para a substancia 8.
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As correlagdes observadas no mapa de contorno de gHMBC (espectros 132-137, p. 190-
192; figuras 37 e 40, p. 68 e 69) para as duas substancias sdo semelhantes as da substancia 6,
confirmando também a ligacéo dos trés anéis no C-5, caracteristico das peperominas.

O espectro de massas da mistura foi realizado confirmando a férmula molecular das duas
substancias como sendo C,4H300g (espectro 147, p. 197).

A atividade Optica a 25°C da mistura também foi medida, apresentando um valor médio

de [@]Z = - 18,4, em CHCl;. N&o foi possivel determinar a configuragdo absoluta destas

substancias.

. Secolignana 7

Figura 36: Estrutura quimica de 7.

Para a substancia 7, os sinais de RMN de *H (espectros 126-130, p. 187-188; tabela 9, p.
75) em 6 6,36 e 6,45 (4H) foram atribuidos aos hidrogénios H-2’/H2’’ e H-6’/H6’’ aromaticos.
Os sinais em & 3,96 (dd, J =8,0e 1,5 Hz) e 4,2 (dd, J = 8,0 e 2,0 Hz) foram atribuidos aos
hidrogénios geminais H-4a e H-4b do grupo metilénico do anel butirolactonico e em ¢ 2,65
(1H, qui, J= 7,5 Hz), 6 3,33 (1H, m) e 6 3,67 (1H, d, J = 12,0 Hz) foram observados 0s sinais
atribuidos aos grupos metinicos H-2, H-3 e H-5, respectivamente.

O espectro de RMN de *C (espectro 131, p. 189, tabela 10, p. 76) apresentou um sinal de
carbonila em 8 179,9 do anel butirolactonico. Os sinais em 6 43,1, 37,4 e 70,4 correspondem
aos grupos C-2, C-3 e C-4, e o sinal em 4 10,4, ao grupo metilico C-6 ligado ao carbono C-2.
Observa-se também um sinal em 6 50,7 atribuido ao carbono metinico C-5.

As interacOes espaciais observadas nos experimentos de NOESY 1D (espectros 144-
145, p. 196; figura 38, p. 68) entre os hidrogénios em 6 1,06 (H-6) e 6 3,67 (H-5) e entre os
hidrogénios em 6 2,65 (H-2) e & 3,33 (H-3) sugerem configuracdo relativa cis entre H-2 e H-3.
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Com base nos dados apresentados e comparados aos da literatura (Chen et al., 1989) é
possivel identificar a substancia 7 como sendo rel-(2S,3R)-2-metil-3-[bis(3’,4’,5’-

trimetoxifenil)metil]butirolactona.

OCHs,

Figura 38: Correlacdes observadas no experimento de NOESY 1D de 7.

. Secolignana 8

Figura 39: Estrutura quimica de 8.
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A substancia 8 apresenta sinais de RMN de *H (espectros 126-130, p. 187-188, tabela 9,
p. 75) muito semelhantes aos do seu diateroisdbmero, sendo que as maiores diferencas séo
encontradas nos sinais em 6 0,88 (3H, d, J = 7,0 Hz) atribuido aos hidrogénios do grupo metila
na posicéo 6 e nos sinais dos hidrogénios do anel butirolactonico: os hidrogénios metinicos H-
2 e H-3 apresentam sinais em & 2,30 (1H, qui, J = 7,5 Hz) e 6 2,85 (1H, m), respectivamente, e
0s sinais em & 3,78 (m) e 3,89 (t, J = 9,0) foram atribuidos aos hidrogénios geminais H-4b e H-
4a do grupo metilénico.

Os dados de RMN de **C (espectro 131, p. 89, tabela 10, p. 76) possuem maiores
diferencas também na mesma regido: o sinal em & 15,7, foi atribuido ao grupo metila C-6
ligado ao carbono C-2, o sinal em & 56,6 atribuido ao C-5 e os sinais em & 40,2 e 47,3
atribuidos aos grupos metinicos C-2 e C-3.

As interagOes espaciais observadas nos experimentos de NOESY 1D (espectro 146, p.
197; figura 41, p. 70) entre os hidrogénios em 6 0,88 (H-6) e 6 2,85 (H-3) sugerem a
configuracao relativa trans H-2 e H-3.

Com base nos dados apresentados e comparados aos da literatura (Chen et al., 1989) é

possivel identificar a substancia 8 como sendo rel-(2R,3R)-2-metil-3-[bis(3’,4’,5’-

trimetoxifenil)metil]butirolactona.

OCH;q

Figura 40: Principais correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC de 8.
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OCH,

Figura 41: CorrelacGes observadas no experimento de NOESY 1D de 8

5.1.2.2.4. Secolignana 9

Figura 42: Estrutura quimica de 9.

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia 9 foi realizado indicando a
férmula molecular C3H2605 (espectro 168, p. 208).

A substancia 9 também apresenta similaridade as substancias anteriores. Os sinais de
RMN de 'H (espectros 148-151, p. 198-199, tabela 9, p. 75) mostram que as maiores
diferencas estdo nas substituicdes dos anéis aromaticos. Os substituintes da secolignana 9
foram identificados como sendo quatro metoxilas, em & 3,75 (s, 3H), 3,79 (s, 6H) e 3,83 (s,
3H) ligadas aos carbonos C-4’, C-3’/C-5’ e C-3’’, respectivamente. Apresenta também um
grupo metilico em 6 1,04 (3H, d, J = 7,5 Hz), sinais em & 3,87 (t, J = 9,5 Hz) € 6 3,97 (dd, J =
1,5 e 9,0 Hz) atribuidos aos hidrogénios geminais H-4a e H-4b do grupo metilénico do anel
butirolacténico e em 6 2,65 (1H, qui, J= 7,5 Hz), 6 3,30 (1H, m) e 6 3,65 (1H, d, J = 12,0 Hz)
foram observados os sinais de H-2, H-3 e H-5, respectivamente.
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Os dados de RMN de *3C (espectro 152, p. 200, tabela 10, p. 76) apresentam um sinal de
carbonila em & 179,9 do anel butirolactdnico. Os sinais em & 43,0 e 37,4 foram atribuidos aos
grupos metinicos C-2 e C-3 deste mesmo anel, e o sinal em & 10,4, ao grupo metila C-6 ligado
ao carbono C-2. Observa-se também um sinal em & 50,4 atribuido ao carbono metinico C-5
onde o anel butirolactonico se une aos dois anéis aromaticos da moléecula.

As correlagdes observadas nos mapa de contorno gHMBC (espectros 153-159, p. 201-
204; figura 43, p. 71) mostram correlacBes semelhantes as encontradas para as demais
substancias, confirmando a ligacdo dos trés anéis no C-5.

As interagdes espaciais observadas nos experimentos de NOESY 1D (espectros 163-166,
p. 206-207; figura 44, p. 72) para esta substancia, sugere configuracéo cis entre os hidrogénios
em & 2,65 (H-2) e & 3,30 (H-3), configuracdo relativa também confirmada pelas interacdes
espaciais observadas entre o hidrogénio em & 3,65 (H-5) e a metila com hidrogénios em 6 1,04.

A configuracdo absoluta da molécula foi estabelecida atraveés de experimento de
dicroismo circular (DC) (espectro 167, p. 208) onde é possivel observar o efeito Cotton
positivo em 245-255 nm e negativo em 275-280 nm. A atividade Optica a 25°C apresentou um
valor médio de [«]% = -55,32°, em CHCls.

Comparando estes dados aos disponiveis na literatura (Chen et al., 1989; Sibi, et al.,
2001), nas mesmas condic@es, foi possivel identificar a substancia 9 como sendo a (2S,3R,5R)-
2-metil-3-[5-(3’,4’,5’-trimetoxifenil)-5-(4",5*-metilenodioxi-3’’-

metoxifenil)metil]butirolactona.

Figura 43: Principais correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC de 9.
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Figura 44: Correlac6es observadas no experimento de NOESY 1D de 9.

5.1.2.2.5. Secolignana 10

Figura 45: Estrutura quimica de 10.

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia 10 foi realizado mostrando se
tratar de um diasteroisbmero da substancia 9, indicando a mesma férmula molecular de
Ca3H260s (espectro 192, p. 221).

A substancia 10 apresenta sinais de RMN de *H (espectro 169-172, p. 209-210; tabela 9,
p. 75) muito semelhantes ao do seu diasteroisbmero, sendo que as maiores diferencas séo
encontradas nos sinais em & 0,88 (3H, d, J = 7,5 Hz) atribuido aos hidrogénios do grupo metila
da posicéo 6 e nos sinais dos hidrogénios do anel butirolacténico: os hidrogénios metinicos H-
2 e H-3 apresentam sinais em & 2,28 (1H, qui, J = 7,5 Hz) e 6 2,85 (1H, m), respectivamente, e
0s sinais em 6 3,77 e 4,25 (dd, J = 2,0 e 8,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios geminais H-

4a e H-4b do grupo metilénico.
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Os dados de RMN de *C (espectro 173, p. 211, tabela 10, p. 76) apresentam maiores
diferencgas também no grupo metinico C-5 em 4 56,3, no grupo metila C-6 com sinal em & 15,8
e na regido do anel butirolactonico: sinais em o 40,2 e 47,2 correspondentes aos grupos
metinicos C-2 e C-3 e o sinal em & 70,2 do grupo metilénico C-4.

As interacOes espaciais observadas nos experimentos de NOESY 1D (espectros 186-190,
p. 218-220; figura 47, p. 74) para esta substdncia sugere configuracdo trans entre os
hidrogénios em & 2,28 (H-2) e 6 2,85 (H-3), configuracdo relativa também confirmada pelas
interacdes espaciais observadas entre o hidrogénio em & 3,55 (H-5) e a metila com hidrogénios
em 6 0,88.

O experimento de dicroismo circular (DC) (espectro 191, p. 220) também foi realizado
para a determinacdo da configuracdo absoluta da molécula, onde foi possivel observar o efeito
Cotton positivo em 245-255 nm e também positivo em 275-280nm. A atividade éptica a 25°C
apresentou um valor médio de [o]]? = + 21,88°, para concentragdo da amostra de 4,9 mg/ml
em CHCls.

Comparando estes dados aos disponiveis na literatura (Chen et al., 1989; Sibi, et al.,
2001), nas mesmas condicdes, € possivel identificar a substancia 10 como (2R,3R,5R)-2-metil-

3-[5-(3’,4’,5’-trimetoxifenil)-5-(4"’,5”’-metilenodioxi-3’’-metoxifenil)metil]butirolactona.
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Figura 46: Principais correlagdes observadas no mapa de contorno gHMBC de 10.

Figura 47: CorrelagOes observadas no experimento de NOESY 1D de 10.
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Tabela 9: Dados de RMN de *H (500 MHz, CDCls) das substancias 6 — 10.

_ 6 7 8 9 10
POSICAO
Oy (mult; J/IHZ) 8y (mult; IIHZ) &y (mult; I/HZ) Sy (mult; J/Hz) &y (mult; J/HZ)
2 2,63(dq; 8,0,7,5) 2,65 (qui; 7,5) 2,30 (qui; 7,5) 2,65(qui; 7,5) 2,28 (qui; 7,5)
3 3,25 (m) 3,33 (m) 2,85 (m) 3,30(m) 2,85 (m)
4 -Ha 3,96 (M) 3,96 (dd; 8,0, 1,5) 3,89 (;9,0) 3,97 (dd; 1,5,9,0) 4,25 (dd; 2,0,8,0)
4 —-Hb 3,84 (m) 4,2(dd; 8,0,2,0) 3,78 (sobreposto) 3,87 (t,9,0) 3,77 (sobreposto)
5 3,59(d, 12,00  367(d, 12,00  3,57(d, 11,0) 3,65(d, 12,0) 3,55 (d, 11,5)
6 1,04 (d, 8,0) 1,06 (d, 7,5) 0,88 (d, 7,0) 1,04 (d, 7,5) 0,88 (d, 7,5)
2’ 6,28 (d, 1,5) 6,36 (5) 6,41 (s) 6,42 (s) 6,39 ()
6’ 6,31 (d, 1,5) 6,45 (s) 6,42 (s) 6,42 (s) 6,39 (s)
2" 6,35 (d, 1,5) 6,36 (5) 6,41 () 6,31 (d, 1,5) 6,36 (d, 1,5)
6" 6,41 (d, 1,5) 6,45 (s) 6,42 (s) 6,34 (d, 1,5) 6,42 (d, 1,5)

OCH,0 (4°/5”) 5,86 (dd, 1,5, 2,5)

OCH,0 (4’/5"") 5,84 (dd, 1,5, 8,5) 5,85 (dd, 1,5, 7,0) 5,87 (dd, 0,5, 1,5)
OCH; (3" 3,82 (s) 3,79 () 3,79 () 3,79 () 3,78 (s)
OCH; (3") 3,83(s) 3,79(5) 3,79 () 3,83 (s) 3,85 (5)
OCH; (4") 3,73(s) 3,74 (s) 3,75 (5) 3,74 (s)
OCH; (4”) 3,76 (s) 3,74 (s)

OCH; (5") 3,76 (5) 3,77 () 3,79 (5) 3,78 ()

OCH; (5”) 3,76 (s) 377 ()
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Tabela 10: Dados de RMN de *C (125 MHz, CDCls) das substancias 6-10.

Posicéo 0 ! 8 ) 10
dc dc dc dc dc

1 179,9 179,9 179,7 179,9 179,5

2 43,0 43,1 40,2 43,0 40,2

3 37,2 37,4 47,3 37,4 47,2

4 70,3 70,4 70,3 70,4 70,2

5 50,2 50,7 56,6 50,4 56,3

6 10,4 10,4 15,7 10,4 15,8

N 136,3 137,1 137,1 137,3 136,1

2’ 107,4 104,4 104,9 104,4 104,9

3 143,6 153,5 153,5 153,6 153,5

4 134,3 137,4 137,4 136,5 137,5

5 149,5 153,6 153,6 153,6 153,5

6’ 101,0 104,6 105,0 104,4 104,9

1 136,5 137,1 137,1 137,2 136,1

2" 107,4 104,4 104,9 107,5 108,1

3” 143,7 153,5 153,5 143,5 143,6

4 134,3 137,4 137,4 134,3 134,2

5 149,5 153,6 153,6 149,4 149,5

6" 101,1 104,6 105,0 101,0 101,2
OCH,0O’ 101,4

OCH,0O”’ 101,4 101,4 101,4
OCHj;(3%) 56,9 56,3 56,3 56,3 56,3
OCHj; (3") 57,0 56,3 56,3 57,0 57,0
OCHj; (4%) 60,7 60,8 60,8 60,8
OCH; (4°) 60,8 60,8
OCH;(5%) 56,2 56,3 56,3 56,3
OCH;(5”) 56,2 56,3
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5.1.2.3. Flavonodides

5.1.2.3.1. Consideragdes gerais

Os flavonoides compdem uma grande classe de metabdlitos secundarios derivados da via
do chiquimato e policetidica. Sdo encontrados na natureza quatro diferentes tipos de esqueletos
carbbnicos, os quais sdo ilustrados na figura 48 (p. 77).

Por conveniéncia os anéis foram denominados de A, B e C. O anel A € caracterizado pelo
padrdo de hidroxilacdo do fluoroglucinol ou resorcinol, e deriva da via do acetato, e 0 anel B
geralmente ¢ hidroxilado nas posi¢des 4’ ou 3’ e 4’ ou 3’, 4’ e 5’ e deriva da via do chiquimato
(Dewick, 1998).

E 0

5 4
chalconas e diidrochalconas ﬂavanas, Catequinas, ﬂavan'3,4‘di0|,
flavononas, flavonas, antocianinas,

flavonol e flavanol

() c
P

auronas isoflavonas

Figura 48: Tipos de esqueletos carbdnicos de flavonoides

Dois flavondides da classe das flavonas foram isolados do extrato AcOEt das partes
aéreas de Peperomia blanda. Os espectros de RMN de *H de flavonas apresentam um simpleto
entre 6 6,0 e 8,0 caracteristico do hidrogénio ligado ao C-3, sendo que no espectro de RMN de
3C o sinal correspondente esta entre & 90,0 e 135,0 (Agrawal e Bansal, 1989). As flavonas,
assim como os outros flavonodides podem ser encontrados na forma de agliconas, O-glicosideos
e de C-glicosideos. As flavonas encontradas em partes aéreas de Peperomia blanda séo

agliconas e ja foram previamente isolados de Peperomia sui. (Cheng et al., 2003).
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5.1.2.3.2. Flavona 11

OH O

Figura 49: Estrutura quimica de 11.

O espectro de RMN de 'H (espectro 193, p. 222; tabela 11, p. 80) da substancia 11
apresentou um sinal em 6 6,58 (1H, s) atribuido ao hidrogénio ligado ao C-3, o qual caracteriza
essa substancia como sendo uma flavona. O sinal em 6 6,42 (1H, s), foi atribuido ao hidrogénio
do um anel aromético penta substituido (anel A) e os dois dupletos em 6 7,04 e 7,90 (J = 9,0
Hz, 2H cada), foram atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-6" e H-3’, H-5" do anel B. Os
simpletos em 6 3,90, 3,94 e 3,95 (3H, s) indicaram a presenca de trés metoxilas ligadas aos
carbonos C-4’, C-8 e C-7.

O espectro de RMN de **C (espectro 194, p. 223; tabela 12, p. 81) apresentou um sinal
em $ 182,6 que corresponde ao carbono carbonilico C-4. Os sinais dos trés grupos metoxilicos
foram observados em & 61,6, 56,3 e 55,5, ligados aos carbonos C-7, C-8 e C-4°,
respectivamente. Associados aos dados da literatura (Cheng et al, 2003), os espectros
apresentados confirmaram a estrutura da substancia 11 como sendo a 5-hidroxi-4’,7,8-
trimetoxiflavona (figura 49, p. 78).

5.1.2.3.3. Flavona 12

OH O

Figura 50: Estrutura quimica de 12.
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A substancia 12 apresenta espectro de RMN de *H (espectro 195, p. 224; tabela 11, p. 80)
muito semelhante ao da substancia 11. O sinal em 6 6,51 (1H, s) foi atribuido ao hidrogénio
ligado ao carbono C-3, o qual caracteriza esta substancia como sendo uma flavona. O sinal em
6 6,35 (1H, s), foi atribuido ao hidrogénio H-6 ligado ao anel aromatico pentassubstituido (anel
A). O anel B foi identificado como sendo trissubstituido devido a presenca de um sinal em &
7,36 (d, J= 2,0 Hz, 1H) atribuido ao hidrogénio H-2’, o qual esta acoplando com o hidrogénio
H-6" em 6 7,52 (dd, J = 8,0 e 2,0 Hz, 1H). O hidrogénio H-5 apresentou sinal em 6 6,93 (d, J
= 8,0 Hz) mostrando acoplamento orto com o H-6’. Os simpletos em & 3,87, 3,88, 3,89 e 3,91
(12H) indicaram a presenca de quatro metoxilas ligadas aos carbonos C-7, C-8, C-3’ e C-4’.

O espectro de RMN de **C (espectro 196, p. 225; tabela 12, p. 81) apresenta sinal em &
182,6 referente ao carbono carbonilico C-4. A presenca dos quatro grupos metoxilicos foi
observada em & 61,5, 56,3, 56,0 e 56,1 que estdo ligados aos carbonos C-7, C-8, C-3’ e C-4’,
respectivamente. Assim como para a substancia 11, a estrutura da substancia 12 foi confirmada
com auxilio dos dados da literatura (Cheng, 2003), e determinada como sendo 5-hidroxi-
3’,4’,7,8-tetrametoxiflavona (figura 50, p. 78).
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Tabela 11: Dados de RMN de *H (500 MHz, CDCls) das substancias 11 e 12.

11 12
H
On (mult; J/Hz) On (mult; J/Hz)
3 6,58 (s, 1H) 6,51 (s, 1H)
6 6,42 (s, 1H) 6,35 (s, 1H)
2’ 7,90 (d, 9,0) 7,36 (d, 2,0)
3 7,04 (d, 9,0) ---
5 7,04 (d, 9,0 6,93 (d, 8,0)
6’ 7,90 (d, 9,0 7,52 (dd, 2,0 e 8,0)
OCHj3 (7) 3,95 (s) 3,87 (s)
OCHjs (8) 3,94 (s) 3,88 ()
OCHj3 (3%) --- 3,89 (s)

OCH; (4”) 3,90 (s) 3,91 (s)
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Tabela 12: Dados de RMN de **C (125 MHz, CDCls) das substancias 11 e 12.

11 12
Posicao
dc dc
2 163,9 163,8
3 103,8 104,0
4 182,6 182,6
5 1494 149,4
6 95,7 95,7
7 158,5 158,6
8 129,0 129,0
9 157,5 157,5
10 104,8 104,8
r 123,6 123,8
2’ 1145 108,9
3 128,0 149,4
4’ 162,7 152,4
S 128,1 111,3
6’ 114,6 120,1
OCHgs (7) 61,6 61,5
OCHs (8) 56,3 56,3
OCHs (3’) 56,0

OCH; (4) 55,5 56,1




Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda

82

5.1.2.4. Policetideos

5.1.2.4.1. Consideragdes gerais

Policetideos se configuram em uma classe de produtos naturais com atividades

bioldgicas diversas e atuam como antibidtico, antifngico, imunossupressor, antiparasitario,

antitumoral e também estdo disponiveis comercialmente como promotores de crescimento

animal e como inseticida natural (Hranueli et al., 2001).

HO O
‘ 14 O
O
OH
HO (0]
O
OH

Figura 51: Estruturas quimicas dos policetideos de P. blanda

Trés policetideos foram isolados das partes aéreas de Peperomia blanda (figura 51, p.

82). As substancias 13, 14 e 15 apresentaram no espectro de RMN *H (espectros 197, 211 e

228, p. 226, 234 e 243) um sinal de hidrogénio excepcionalmente desprotegido em 6 18,15 +

0,01, caracteristico de hidrogénio de um enol quelado com uma pg-dicetona (Silverstein et al.,

1981). A maioria dos sinais em RMN 'H destas substancias aparecem em uma regido mais

protegida do espectro, indicando a presenca de uma cadeia alifatica saturada, o que foi

corroborado pelos espectros de RMN de *C (espectros 201, 215 e 232, p. 228, 236 e 245) e
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DEPT (espectros 202, 216 e 233, p. 229, 237 e 246) que mostram a presenca de pelo menos 15
grupo metilénicos. Outros sinais no espectro de RMN *H (espectros 197, 211 e 228, p. 226,
234 e 243; tabela 14, p. 89) séo comuns entre as substancias 13-15, como os sinais em & 2,90 £
0,01 e 6 3,01 £ 0,02 que foram atribuidos aos hidrogénios Ha-2’ e Hb-2’, respectivamente. Os
multipletos em & 1,55 + 0,01 foram atribuidos aos hidrogénios da posi¢do 3’. Os sinais
observados em 6 4,01 + 0,01 foram atribuidos aos H-4, os sinais em 6 1,73 + 0,01 e 6 2,30
0,01 foram atribuidos aos hidrogénios H-5ax e H-5eq, respectivamente, e 0s sinais em 6 2,71
foram atribuidos aos H-6.

Os espectros de RMN de *3C (espectros 201, 215 e 232, p. 228, 236 e 245; tabela 15, p.
90) das substancias 13-15 também apresentaram grandes semelhancas na regido do anel. Os
sinais em 6 195,5 + 0,1 e 8 206,0 £+ 0,1 foram atribuidos as carbonilas das posi¢es C-3 e C-1’,
respectivamente e os sinais em 6 197,7+ 0,1 aos C-1. Os carbonos C-4, ligados a hidroxilas,
exibem sinais em 71,5 + 0,1. Os sinais em 6 110,2 + 0,1 foram atribuidos aos carbonos C-2, 0s
sinais em 6 26,9 + 0,2 e & 31,3 £ 0,5 foram atribuidos aos carbonos metilénicos C-5, C-6, e 0s
sinais observados em 6 40,2 + 0,1 e 6 24,4 + 0,1, foram atribuidos aos carbonos, também
metilénicos, C-2’, C-3’, respectivamente.

As cadeias laterais das substancias 13 e 15 apresentaram uma insaturacdo, cujo carbonos
olefinicos exibiram sinais no espectro de RMN de *C em & 129,8 e § 129,7, que sdo
compativeis aos valores tedricos dos deslocamentos encontrados na literatura para duplas
ligagdes com configuracdo cis. De acordo com Breitmaier e Voelter (1990), os carbonos
olefinicos de isdmeros cis apresentam deslocamentos quimicos ligeiramente menores dos que
os em configuracdo trans, sendo estes valores calculados a partir da equacdo: 6c = 122,1 +
Y AL + S, onde AL € o incremento adicionado de acordo com a posicao da dupla ligagdoe S é a

corregdo para isbmeros em cis (tabela 13, p. 84).
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Tabela 13: Incrementos dos deslocamentos quimicos dos carbonos oleofinicos observados em

policetideos.
Posicédo Incremento

(L) AL
Oy 11,0
Bn -7,1
Bo 6,0
Vx 1,9
Yo '1,0
O 1,1
O 0,7
S -1,2

Sendo assim, o valor calculado para 0 C-11" da substancia 13 é:
OH O

dc11r =122,1+(11,0-7,1-19+1,1+6,0-1,0+0,7) - 1,2 =129,7

Este valor € o0 mesmo para o C-12’ da substancia 13, bem como para os carbonos
olefinicos da substancia 15, indicando a configuracdo cis para as mesmas.

Os carbonos alilicos da dupla ligacdo também confirmam a configuracdo cis. Estes
carbonos apresentam deslocamentos em & 27,1, que sao iguais aos carbonos alilicos de dupla
encontrados na literatura (Breitmaier e VVoelter, 1990) e significativamente diferentes de dupla
trans que tem seu deslocamento em aproximadamente & 32,6.

Os mapas de contorno gHMBC (espectros 203, 217, 234, p. 229, 237, 246) obtidos para
os policetideos 13-15 apresentam semelhantes correlagdes. E possivel observar nestes mapas as
correlagdes dos hidrogénios das hidroxilas da posi¢do 1 em 6 18,15 + 0,01 com os carbonos em
631,3+0,5(C-6), 6 110,3+0,1 (C-2), 6 206,0 £ 0,1 (C-1") e 6 40,2 + 0,1 (C-2"), indicando a
ligagdo das cadeias alifaticas na posicéo 2 dos anéis. Observa-se também correlacdes entre 0s
hidrogénios em & 2,90 + 0,01 e 6 3,01 £ 0,01, atribuidos aos hidrogénios H-2’a e H-2’b, e os
hidrogénios H-3” em & 1,55 £ 0,01, com os carbonos C-1" em & 206,0 £ 0,1.
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5.1.2.4.2. Policetideo 13

Figura 52: Estrutura quimica de 13

A analise dos espectros de RMN de H e de *C realizada no item anterior mostrou
grande semelhancas estruturais entre os policetideos 13-15. A substdncia 13 difere, nos
espectros de RMN de H (espectros 197-200, p. 226-228; tabela 14, p. 89), quanto aos sinais de
hidrogénios metilénicos nas posi¢cdes H-4’-H-9” e H-14’-H-17’, que exibem sinais em & 1,18-
1,28 (20H, m) e o sinal em & 5,27 (m) atribuido aos hidrogénios da dupla ligacdo da cadeia
alifatica, H-11" e H-12’. A metila na posicéo H-18" exibe sinal em 6 0,82 (t, J = 7,0 Hz).

As diferencas observadas para a substancia 13 no espectro de *C (espectro 201, p. 228:
tabela 15, p. 90) estdo nos sinais dos carbonos metilénicos da cadeia alifatica nas posicdes C-
4’-C9’ e C14’-C-15’ observados em & 29,2-29,7. Os carbonos olefinicos C-11" e C-12” exibem
sinais em ¢ 129,8.

Foi realizada a espectrometria de massas de baixa resolucéo para a substancia 13, na qual
foi possivel observar o pico do ion quasi molecular [M-H]_ = 391 (100%) sugerindo a formula
molecular Cy4H4004 (espectro 210, p. 233).

A estereoquimica na posicdo 4 pode ser determinada apds medida a atividade ética da
substancia que apresentou um valor de [a]p?® = -20,9° com concentracdo de 0,1 mg/ml, em
EtOH que foi comparada a da literatura (Cheng, et al, 2003), e também pela constante de
acoplamento alta (J = 13,0 Hz) entre H-5 (y-axial) e H-4, sugerindo que a hidroxila OH-4 esta
na posicao -equatorial.

Estes dados comparados aos dados disponiveis na literatura (Cheng, et al, 2003; Seeram
et al., 2000) levaram a identificacdo da substancia 13 (figura 52, p. 87) como sendo a

Proctoriona C, isolada pela primeira vez de Peperomia proctorii.
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Figura 53: Correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC de 14

5.1.2.4.3. Policetideo 15

Figura 54: Estrutura quimica de 15

A substancia 15 difere da substancia 13 apenas pelo acréscimo de dois grupos
metilénicos na cadeia alifatica, que foram identificados pelo espectro de massas da molécula.
Com a espectrometria de massas de baixa resolucdo foi possivel observar o pico do ion quasi
molecular [M-H]f = 419 (100%) sugerindo a férmula molecular CysH44O4 (espectro 244, p.
251).

Desta forma o espectro de RMN de 'H (espectros 228-231, p. 243-244; tabela 14, p. 89)
apresentou os sinais dos hidrogénios metilénico H-4’-H-12° e H-17’-H-19 em 6 1,18-1,29
(24H, m) e o sinal em 4 5,31 (2H, m) foi atribuido aos hidrogénios da dupla ligacdo da cadeia
alifatica, H-14" e H-15". O espectro de *C (espectro 232, p. 245; tabela 15, p. 90) apresentou
0s sinais dos carbonos metilénicos C-4’-C-12" e C-17" em $ 29,1-29,6 e os sinais dos carbonos
olefinicos, agora nas posi¢fes C-14’ e C-15’, exibem sinais em & 129,7.

A atividade ética da substancia 15 ndo foi medida, mas por apresentar o mesmo valor alto
da constante de acoplamento (J = 13,0 Hz) entre H-5 (y-axial) e H-4, podemos sugerir

novamente que a hidroxila OH-4 esta na posicao y-equatorial.
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Estes dados comparados aos dados disponiveis na literatura (Cheng, et al, 2003; Seeram
et al., 2000) levaram a identificacdo da substancia 15 (figura 54, p. 88) como sendo a Surinona

C, isolada de Peperomia sui.

HO H

Figura 55: Correlagdes observadas no mapa de contorno gHMBC de 15.

5.1.2.4.4. Policetideo 14

Figura 56: Estrutura quimica de 14.

A diferenca encontrada para a substancia 14 no espectro de RMN de *H (espectros 211-
214, p. 234-235; tabela 14, p. 89) esta na presenca de um anel aromatico ligado a cadeia
alifatica, na posicao 15°, com isso o H-15" apresenta um sinal em 62,44 (t, J = 7,5 Hz, 2H). Os
hidrogénios aromaéticos aparecem em & 6,59 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 6 6,63 (d,J=7,5Hz, 1H) e &
6,53 (dd, J = 1,5 e 7,5 Hz, 1H), atribuidos respectivamente aos H-17°, H-20" e H-21’,
caracterizando um anel orto,meta tri-substituido. O sinal observado em & 5,83 (s, 2H),
confirma o grupo metilenodioxilico como substituinte do anel aromatico nas posicdes 18°/19’.

A anélise do espectro de **C (espectro 215, p. 236; tabela 15, p. 90) confirmou a presenca
do anel aromético com sinais em & 136,8, & 108,8, & 1453, & 147,4, & 108,0 e & 121,0,
atribuidos respectivamente aos C-16" - C-21". O grupo metilenodioxilico substituinte exibe seu
sinal em 6 100,6.
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As correlagOes observadas no mapa de contorno gHMBC (espectros 217-223, p. 237-240;
figura 57, p. 88) sdo as mesmas observadas para a substancia 13, contudo pode-se acrescentar
as correlacdes observadas entre o carbono em & 35,6 (C-15") e os hidrogénios aromaticos em &
6,53 (C-21") e 8 6,59 (C-17"), o0 que permite concluir a ligacdo da cadeia alifatica ao C-16" do
anel aromatico, e também a correlagdo dos hidrogénios do grupo metilenodioxila em & 5,83
com os carbonos em & 145,3 (C-18’) e 6 147,4 (C-19’) deste mesmo anel.

Na espectrometria de massas de baixa resolucdo foi possivel observar o pico do ion quasi
molecular [M-H]_ = 471 (100%) sugerindo a férmula molecular C,sH40Os (espectro 227, p.
242).

A estereoquimica na posicdo 4 pdde ser determinada ap6s medida a atividade Otica da
substancia que apresentou um valor de [a]p?® = -21,1° com concentracdo de 0,6 mg/ml, em
CHC I3, e também pela constante de acoplamento alta (J = 13,0Hz) entre H-5 (y-axial) e H-4,
sugerindo que a hidroxila OH-4 esta na posicao y-equatorial.

Estes dados comparados aos dados disponiveis na literatura (Cheng, et al, 2003; Seeram
et al., 2000) levaram a identificacdo da substancia 14 (figura 56, p. 89) como sendo a Surinona

A, isolada de Peperomia sui. (Cheng et al., 2003).

Sy

Figura 57: Correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC da substancia 14
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Tabela 14: Dados de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) das substancias 13-15.

- 13 14 15
Posicao
On (mult; J/Hz) On (mult; J/Hz) on ( mult; J/HZ)

1 _— _— _—

2 _— _— _—

3 _— _— _—

4 4,01 (dd; 5,5 13,0) 4,01 (dd; 5,5 13,0) 4,00 (dd; 5,5 13,0)
5Ha  1,73(ddt, 7,0,11,5,13,0) 1,74 (ddt, 7,0, 11,0, 13,0) 1,74 (ddt, 7,0, 11,0, 13,0)
5 Heq 2,30 (m) 2,31 (m) 2,31 (m)

6 2,71 (m) 2,71 (m) 2,71 (m)

1’ _— _— _—

2’H; 2,90 (ddd, 6,0, 9,0,16,0) 2,91 (ddd; 6,0, 8,5, 16,0) 2,89 (ddd; 6,0, 9,0, 15,0)
2’H,  3,01(ddd, 6,0,9,0,16,0) 2,99 (ddd; 6,0, 8,5, 16,0) 2,99 (ddd; 6,0, 9,0, 15,0)

3 1,55 (m) 1,54 (m) 1,55 (m)

&0 A 2

5

6’

7 > 1,18 - 1,28 (m)

8’ > 1,18 - 1,29 (m)

o’ > 1,18 - 1,31 (m)

/
10 1,94 (m)
11’ 5,27 (m)
12’ 5,27 (m) )
13’ 1,93 (m) Y, 1,95 (m)
14’ 1,54 (m) 5,31 (m)
15’ 2,44 (t; 7,5) 5,31 (m)
1,18-1,28 (m)
16’ 1,95 (m)
17’ 6,59 (d; 1,5)
18’ 0,82 (t, 7,0) 1,18-1,29 (m)
19°
20° 6,63 (d; 7,5) 0,82 (t; 7,0)
21 6,53 (dd; 1,5, 7,5)
22’ 5,83 (s)
OH (4) 3,95 (s)
OH (1) 18,15 (s) 18,16 () 18,16 (s)




Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda

90

Tabela 15: Dados de RMN de **C (125 MHz, CDCls) da substancias 13-15.

- 13 14 15
Posicao
Sc Sc Sc
1 197.8 197.8 197.7
2 110,3 110,3 110,2
3 1955 1955 195.4
4 71,6 71,6 715
5 26,9 27.1 26.8
6 31,3 31,3 31,8
1’ 206,0 206,0 205.9
2’ 40,2 40,2 40,1
3’ 245 245 24 4
¥ )
5’
6’
, % 29,2-29,7
.
8’ > 29,1-29.6
, > 29,1-29,6
9 J
10’ 27.1
11’ 129.8
12’ 129.8
13’ 27.1 27.0
14’ 31,7 129,7
29,2-29.7
15’ 35,6 129.7
16’ 31,9 136,8 27.0
17’ 22.3 108,8 29.1-29.6
18’ 13.9 145.3 31,1
19’ 147,4 222
20’ 108,0 13,8
21’ 121,0
22’ 100,6
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5.3. Andlise do perfil cromatografico do extrato AcOEt das folhas de

Peperomia blanda.

As substancias isoladas foram identificadas nos cromatogramas dos extratos AcOEt,
utilizando as mesmas condicOes de anélise usadas para o estudo inicial de perfil cromatografico
apresentadas no item 4.1.1 (p. 28).
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Figura58: A — Cromatograma do extrato AcOEt das partes aéreas de Peperomia blanda.
B — Ampliacdo com identificacdo das substancias isoladas (1-15). (Condi¢des de anélise: 35%
ACN — 100% ACN em 40 min e mais 15 min em 100% de ACN, fluxo de 1 mL.min™).
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Os célculos dos rendimentos em massa de cada substancia em relacéo ao extrato bruto e

fracOes estdo descritos nas tabelas 16 e 17 (p. 92).

Tabela 16: Rendimentos das substancias isoladas do extrato AcOEt 1.

Massa do extrato Massa da o Massa da Rendimento em
bruto 1 (g) fracdo DCM (g) Substancia substéncia (g)  relagdo ao extrato (%)
1 0,010 0,118
2 0,042 0,494
3 0,007 0,082
8,5 19 4 0,009 0,106
5 0,004 0,047
11 0,035 0,412
12 0,046 0,541

Tabela 17: Rendimentos das substancias isoladas do extrato AcOEt 2.

Massa do extrato Fracdo® - L Massa da Rendimento em
bruto 2 (g) massa (g) Substancia substancia (g)  relacdo ao extrato (%o)
1 0,120 0,447
2 0,069 0,257
3 0,009 0,033
6 0,120 0,447
7+8 0,012 0,045
DCM-79 9 0,053 0,198
26,8 10 0,075 0,279
11 0,060 0,224
12 0,110 0,410
13 0,022 0,082
14 0,011 0,041
Hexanica -
143 15 0,029 0,108

% FragGes da particdo liquido-liquido
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5.2. Avaliacao da atividade tripanocida

Todas as lignanas tetraidrofuranicas isoladas foram submetidas a bioensaio in vitro
frente a forma epimastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi e o0s respectivos valores de Clsg

sdo apresentados na tabela 18 (p. 93).

Tabela 18: Atividade tripanocida das lignanas tetraidrofuranicas 1-5 isoladas de Peperomia

blanda frente a forma epimastigota de T. cruzi.

Substancia Clso (uM)
1 23,9
2 30,3
3 46,2
4 56,6
5 58,7
Benznidazol® 33,5

& Controle positivo

Todas as lignanas tetraidrofurénicas apresentaram potente atividade tripanocida. A
substancia 1, que possui dois grupos metilenodioxilico, foi mais ativa que as outras lignanas
que possuem apenas um ou henhum grupo metilenodioxilico.

Ao contrério das lignanas tetraidrofuranicas, as secolignanas ndo apresentaram
atividades significantes, com Clsp, maiores de 200 uM frente a este mesmo ensaio.

Os policetideos mostraram ser uma classe com atividades muito interessantes frente a
forma epimastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi. As substancias 13-15 foram submetidas
aos mesmos ensaios anteriores e apresentaram valores de Clsp menores, sendo mais potente

que as lignanas tetraidrofuranicas (tabela 19, p. 94).
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Tabela 19: Atividade tripanocida dos policetideos 13-15 isolados de Peperomia blanda frente a

forma epimastigota de T. cruzi.

Substancia Clso (uM)
13 18,3
14 17,3
15 16,2
Benznidazol® 33,5

& Controle positivo
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5.3. Estudo biossintético de Peperomia blanda

5.3.1. Obtencéo da PAL de folhas de Peperomia blanda

A fenilalanina-amonia liase (PAL) é a enzima iniciadora da sequéncia de reacdes que
produzirdo as lignanas, além de estarem também envolvidas na biossintese do anel A dos
flavonodides. Sendo assim foram realizados experimentos buscando caracterizar essa enzima
nas folhas de P. blanda, uma vez que foram isoladas lignanas e flavonas dos extratos obtidos
desse 6rgao vegetal.

Geralmente, a PAL € extraida de espécies vegetais e de microorganismos utilizando
tampdo borato (Cunha et al., 1996; Fritz, 1976). Para preservar a atividade enzimatica, 0s
experimentos foram realizados a baixa temperatura. Os processos de oxidacdo foram inibidos
pela adicdo de DTT e de &cido ascorbico. O DTT foi escolhido devido ao fato de ser menos
toxico do que o mercaptoetanol, outro agente antioxidante comumente utilizado. Além disso, é
necessario apenas 1 mM de DTT, enquanto que sdo necessarios 20 mM de mercaptoetanol para
se obter 0 mesmo efeito.

A complexacdo dos compostos fendlicos foi feita pela adicdo de PVPP, além disso a
solucdo tampéo extratora continha DTT, um agente oxidante forte que inibe a acdo das fenois
oxidases. Para a complexacdo dos metais foi utilizado EDTA devido ao fato deste complexar
com a maioria dos ions, enquanto que EGTA ¢ especifico para o calcio.

A sacarose foi adicionada a solucdo tampéo extratora para aumentar a estabilidade da
enzima durante os processos de congelamento.

Para a clarificacdo do extrato foi realizada centrifugacdo a 16.300 x g por trinta
minutos. Nesta centrifugacdo séo retirados dos extratos restos celulares, tais como: pedacos de
membranas, organelas, ndcleo, enzimas insollveis e todas as outras substancias celulares
insolUveis na solucdo tampdo extratora.

A purificacdo da PAL foi iniciada utilizando a técnica de precipitacdo salina. A
precipitacdo de proteinas pela alta concentracdo de sais € um processo importante para a
separacdo de misturas complexas de proteinas, uma vez que a solubilidade da proteina é
devida, em grande parte, a distribuicdo de residuos hidrofilicos e hidrofobicos na superficie da
molécula e, desta maneira, proteinas diferentes respondem de modo distinto para agentes
precipitantes. Foram obtidas as fracdes de 0 a 25%, de 25 a 55%, de 55 a 80% de saturacao,

sendo que esses valores foram escolhidos com base em trabalhos de purificacdo da PAL de
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outras espécies vegetais e microorganismos que mostram que esta enzima usualmente precipita
quando a saturacao da solugdo esta entre 25 e 55% (Chen, et al., 1988, Hao, et al., 1996).

Os precipitados obtidos na precipitacdo fracionada foram ressuspendidos em 3 mL de
solugéo tampéo borato 0,1M (pH 8,8) e submetidos a dessalinizagdo em coluna de PD-10 para
a eliminacéo da alta concentracdo de sulfato de aménio que pode vir a interferir na atividade da
enzima.

Primeiramente foi determinada a concentracdo protéica do extrato bruto e das fracdes
obtidas na precipitacdo fracionada através do método de Bradford modificado. Optou-se por
trabalhar com o método de Bradford modificado, no qual o reagente é preparado com acido
cloridrico, ao contrario do método tradicional, onde € utilizado &cido fosforico. Neste método a
impregnacdo do corante nas cubetas é menor do que no método tradicional, o que aumenta o
tempo de vida util das mesmas. A curva padrdo foi obtida utilizando uma solucdo de albumina

bovina (fracdo V) na concentracdo de 1 mg/mL (figura 59, p. 96).

0.8 —
0.7 —
0.6 —
i Reta 2
0.5 - [pl’OtEI’na] = (A595nm = 0,231)/ 0,516
£ i
o 0.4 —
2
o
0.3 —
7 Reta 1:
0.2 [proteina] = (Asgsnm + 0,011)/ 0,878
0.1 —
0.0 T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 o.a 1.0

[proteina] (mgfml)

Figura 59: Curva analitica da ovoalbumina bovina (fracdo V).

A leitura das absorbancias de cada fracdo foi realizada adicionando-se um volume de
10 pL de solugdo. Um exemplo dos calculos feitos para a quantificacdo das proteinas nas

amostras esta na tabela 20 (p. 97).
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Tabela 20: Calculo das concentracdes de proteina, estimada pelo método de Bradford, das
fracOes obtidas na precipitacéo fracionada com sulfato de amonio e apos dessalinizagéo.

Amostras Ay A, média A | [proteina] | conc. (mg/mL)*
0-25% 0,049 | 0,048 | 0,048 0,042 0,210
25-55% 0,634 | 0,627 | 0,630 0,773 3,866
55-80% 0,222 | 0,221 | 0,221 0,239 1,196

Sobrenadante (80%) | 0,013 | 0,011 0,012 0,001 0,005

*célculo: conc. = ([proteina]*50)/volume da amostra adicionada

5.3.2. Ensaios enzimaticos

O extrato bruto e as fracOes obtidas na precipitacdo fracionada foram incubadas com
fenilalanina para a avaliacdo da atividade da PAL. Ap0s a incubacao por 24 horas, a reacao foi
interrompida pela adi¢cdo de uma solucdo de HCI 6M, centrifugada e analisada por CLAE. A
reacdo foi acompanhada pela observacdo do aparecimento do pico do acido cinamico em
aproximadamente 4,1 minutos (figura 60, p. 98). A identificacdo do pico foi realizada através
da comparacdo dos cromatogramas obtidos com o obtido pela injecdo de solugdo de &cido
cindmico puro nas mesmas condicoes.

A quantificacdo do &cido cinamico produzido em cada ensaio foi feita através da curva
analitica obtida em diferentes concentracdes deste (figura 61, p. 99), sendo que as injecdes
foram realizadas nas mesmas condi¢cOes experimentais das reacgoes.

A atividade da enzima foi maior na fracdo 25-55% de saturacao, sendo observada em

menor grau nas demais fragdes, exceto no sobrenadante (tabela 21, p. 97).

Tabela 21: Concentracao de acido cinamico formado nas reagcdes com extrato bruto e fragdes
da precipitacéo salina.

Fracdes [acido cinamico] uM | [&cido cinamico] uM/mg de proteina
bruto 0,82 1,57
0-25% 3,58 10,23
25-55% 133,63 46,27
55-82% 3,92 2,63
sobrenadante
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Figura 60: A — Cromatograma obtido apos a incubacéo da fracdo 25-55% de saturacéo

(amostra dessalinizada) com o precursor fenilalanina 20 mM em tampé&o borato 0,1M (pH 8,8).
Condigoes de analise: T = 40°C, tempo de incubagéo de 24 horas. B — Cromatograma obtido
apos a incubacéo da fracdo 25-55% de saturacdo (amostra dessalinizada) com o precursor
fenilalanina 20 mM em tampao borato 0,1M (pH 8,8) na presenca de HCI 6M, nas mesmas
condicOes de anélise de A. C - Cromatograma obtido da injecdo do acido cinamico nas

mesmas condicGes experimentais.
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Figura 61: Curva analitica do &cido cindmico

O extrato bruto e as fracdes obtidas na precipitacdo salina foram diluidas para uma
concentracdo aproximada de 0,2 mg/mL, tratadas como descrito em materiais e métodos e
aplicadas ao gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). Apos a eluicdo, o
gel foi submetido a revelacdo com nitrato de prata, uma vez que este método € muito mais
sensivel do que o método de revelagdo com Coomassie Blue.

O método de tingimento com nitrato de prata baseia-se na ligacdo dos ions de prata com
os grupos sulfidrila e carbonila das proteinas. As proteinas foram fixadas ao gel utilizando-se
acido tricloroacético e reduzidas com DTT. Em uma etapa posterior foi adicionada a solucéo
de carbonato de sddio/formaldeido para a revelacdo das proteinas.

Apo6s a adicdo do carbonato de soédio/formaldeido, sais de prata se formaram
rapidamente tornando a solugdo amarelada. Esta foi descartada para prevenir que o precipitado
de prata fosse adsorvido na superficie do gel, e uma nova solucdo de carbonato de
sodio/formaldeido foi adicionada. O carbonato de sédio é utilizado para tornar o gel alcalino e
assim o formaldeido pode reduzir os ions de prata para a forma metélica. Além disso, o acido
férmico produzido também é tamponado pela adigdo do carbonato de sodio (Merril, 1984).

A fracgdo ativa (25-55%) apresenta uma banda entre 45.000 e 66.200 daltons (figura 62,
p. 100), a qual provavelmente é referente a enzima PAL. E possivel observar que esta banda
aparece no extrato bruto e muito fracamente na fragcdo 0-25%, 0 que corrobora a atividade

enzimatica observada.
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97.400 2 — extrato bruto
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3 -0-25%
45.000

4 — 25-55%
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5 —-55-80%
21.500
14.437

Figura 62: Gel de poliacrilamida obtido por eletroforese das fracdes preparadas por

precipitacdo fracionada, revelado com nitrato de prata.

Geralmente a PAL ¢é descrita como uma enzima tetramérica, com pesos moleculares
entre 150000 Da a 330000 Da (Hao, et al., 1996). No entanto, o gel apresentado foi realizado
com a enzima desnaturada, e a banda visualizada em aproximadamente 52000 Da deve ser
referente a um mondmero da enzima. Seu tetramero mostraria, portanto, um peso molecular de
aproximadamente 208000 Da.
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5.3.3. Caracterizacéo da PAL de P. blanda

Um dos principais fatores que afetam a velocidade de uma reagéo in vitro, catalisada
por uma enzima, é a concentracdo do substrato. Sendo assim, foi realizado um experimento
variando-se a concentracdo de substrato, onde foram utilizadas as concentracdes de 0,5, 2,5,
5,0, 10,0 e 20,0 mM de fenilalanina e em diferentes tempos de reacdo (10, 30, 60, 120, 240 e
1440 minutos), mantendo-se a concentracdo de proteina constante em todos 0s experimentos
(2,0 mg/mL).

Os ensaios foram realizados em triplicada, sendo obtida a &rea média dos picos. A
tabela 22 (p. 101) mostra os calculos da média das areas, desvio padrdo e concentracdo do
acido cindmico formado para a reacao utilizando fenilalanina a 0,5 mM e tempos de 10, 30, 60,
120, 240 e 1440 minutos. Os desvios apresentados ndo foram maiores que 3%, 0 que indica
uma boa reprodutibilidade. Esses mesmos calculos foram feitos para as demais concentracdes

de fenilalanina.

Tabela 22: Célculos do desvio padréo e da concentracdo de acido cinamico formado na reagéo
utilizando fenilalanina 0,5 mM em tempos diferente.

; ; . . . Concentracéo
Tempo de reacéo Area Area Area Area Desvio ]
) o de acido
(minutos) 1 2 3 media padréo .
cindmico (mM)
10 38217 39020 38042 38426 1,36 0,0048
30 87865 88359 91645 89290 2,30 0,0112
60 140469 140035 142623 141042 0,98 0,0176
120 276472 290863 279988 282441 2,66 0,0353
240 499380 529022 510245 512882 2,92 0,0641
1440 1268391 | 1286733 | 1235976 | 1263700 2,03 0,1420

Estudar os efeitos da concentracdo do substrato é complicado pelo fato de que este varia
durante o curso de uma dada reagdo, & medida que o substrato € convertido em produto. Uma
abordagem simplificada em experimentos cinéticos € medir a velocidade inicial quando a
concentracdo de substrato € muito maior que a concentracdo da enzima. Assim, se o tempo for
suficientemente curto, as variacdes de concentragdo do substrato serdo despreziveis, e

consideradas constante.
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A partir da concentragdo do acido cinamico formado para os primeiros minutos da
reacdo, construiu-se graficos de [acido cindmico] x tempo, para cada ensaio (como na figura
63, p. 102). Utilizando-se regressdo linear pode-se determinar as respectivas velocidades
iniciais de reagéo (Vo). A partir do coeficiente angular da reta, obteve-se a velocidade inicial de

formacéo do &cido cindmico para cada ensaio (tabela 23, p. 102).
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Figura 63: Variacdo da concentracao de acido cinamico formado em relacdo ao tempo de
reacdo quando foram utilizadas uma concentracao de 0,5 mM de fenilalnina e a fracéo

enzimatica semipurificada (1 mg/mL).

Tabela 23: Velocidade inicial em cada ensaio enzimatico de acordo com a concentragdo real de
substrato adicionado.

[S]* (mM) Vo (MM/min)
0,136 0,257
0,680 0,344
1,363 0,386
2,727 0,416
5,454 0,464

* Concentracéo real de fenilalanina na solucéo final de cada reagéo.
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O efeito da concentracdo de substrato na velocidade inicial de uma reagéo catalisada

enzimaticamente pode ser representada graficamente (figura 64, p. 103).

0.40+

0.35

Wl rnin)

0.30

0.25

1] 1 2 3 4 3 G

[fenialaning] (mbd)

Figura 64 : Gréfico de Michaelis-Menten construido para a reacdo enzimatica da PAL de P.

blanda.

E possivel verificar através deste grafico que essa reacdo segue o modelo da cinética de
Michaelis-Menten, no qual é verificado o efeito da variacdo da concentracdo do substrato na
velocidade inicial de uma reacdo enziméatica quando a concentracdo de enzima é mantida
constante. Em concentragdes de substrato muito baixas, a velocidade da reacdo é muito baixa,
mas ela aumentard com um aumento da concentracdo de substrato. Com o aumento da
concentracdo de substrato, observa-se que o aumento da velocidade sera cada vez menor,
chegando a um ponto além do qual havera apenas acréscimos despreziveis desta. Ndo importa
0 quanto seja aumentada a concentracdo do substrato além deste ponto, a velocidade da reacéo
se aproximara de um patamar constante, sem nunca atingi-lo de fato. Neste patamar, chamado
de velocidade maxima (Vmax), @ €nzima estd saturada com o substrato e nao pode funcionar
mais rapido. Sendo assim, o gréfico de Michaelis-Menten nos d& uma estimativa da velocidade
méaxima atingida pela reacdo, em aproximadamente 0,45 mM/min. No entanto, é possivel
determinar a velocidade maxima com maior precisao, utilizando o grafico de Lineweaver-

Burk ou duplo-reciproco do grafico de Michaelis-Menten, representado pela figura 65 (p. 104).
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Figura 65: Gréafico de duplo-reciproco construido para a reacdo enzimatica da PAL de P.

blanda.

A reta obtida no grafico de duplo-reciproco nos da, em seu ponto de interseccdo com
eixo y, 0 valor do 1/ Vmax, Sendo calculado Via igual a 0,469 mM.min™. Com este grafico
também é possivel determinar o valor da constante de Michaelis-Menten (Ky,), que sera o
inverso do valor encontrado na intersec¢do da reta com o eixo x (1/Ky), sendo Ky, calculado
igual a 253uM. A constante de Michaelis-Menten pode ser definida como a concentragdo de
substrato especifico na qual ume enzima produz metade de sua velocidade méxima, o que
significa de forma geral que, quanto maior o valor de K., maior serd a concentracdo de
substrato necessaria para atingir a metade da velocidade maxima da reacdo. O valor de Ky, foi
comparado aos encontrados na literatura, sendo que Sarma e Sharma (1999) apresentaram K,
de 500uM para PAL de sementes de arroz e Hao (1996) mostrou que para PAL de Ocimum
basilicum, o valor de K, é 3,29uM.

E importante ressaltar, que apesar da fracdo enzimatica conter grande concentracdo da
enzima PAL, ela ndo se encontra totalmente pura, sendo estes valores encontrados de K, e

Vmax, UMa estimativa proxima dos valores reais da rea¢do com a enzima pura.
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CONCLUSOES

O estudo quimico das folhas de Peperomia blanda resultou no isolamento de quinze
substancias, entre as quais cinco lignanas tetraidrofuranicas, cinco secolignanas, duas flavonas
e trés policetideos.

As configuraces relativas das lignanas tetraidrofuranicas foram determinadas através
de experimentos de NOESY 1D, e todas apresentaram estruturas quimicas inéditas. As
secolignanas também tiveram suas estereoquimicas relativas determinadas por experimentos de
NOESY 1D, e as estereoquimicas absolutas foram determinadas por dicroismo circular. As
secolignanas isoladas foram previamente obtidas por sintese, sendo que todas estdo sendo
descritas pela primeira vez como produto natural de planta. As flavonas e os policetideos ja
foram encontrados em outras espécies de Peperomia.

A analise do extrato bruto das folhas de P. blanda por CLAE e a compara¢do deste com
0s cromatogramas obtidos para as subtancias puras mostrou que praticamente todas as
subtancias que ocorrem em P. blanda foram isoladas.

Todas as lignanas tetraidrofuranicas apresentaram potente atividade tripanocida, sendo
que a mais ativa foi a substancia 1 com um Clso de 23,9 uM. Ao contrério das lignanas
tetraidrofuranicas, as secolignanas ndo apresentaram significante atividade, apresentando Clsg
maiores que 200 uM. Os policetideos foram mais potentes que as lignanas tetraidrofurénicas,
frente a forma epimastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi, apresentando Clsg entre 16,2 e
18,3 uM, menores que o do padrdo utilizado no experimento, benznidazol que mostrou Clsg de
33,5 uM.

A variedade de classe de metabolitos secundarios encontrados na espécie vegetal
estudada e as potentes atividades tripanocida da maioria destas substancias mostraram a
importancia da ampliacdo do estudo quimico e biolégico do género Peperomia, que ainda é
pouco explorado em relacdo aos outros géneros da familia Piperaceae.

Visto que essa espécie mostra o acimulo de uma grande variedade de lignanas e
flavonas, foram realizados experimentos para determinar a atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), enzima envolvida na primeira etapa da biossintese destas classes de
substancias. A PAL foi extraida das folhas utilizando tamp&o borato. A incubacéo do extrato

obtido com fenilalanina levou a formagéo do &cido cinamico.
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A purificacdo da PAL das folhas de P. blanda foi baseada em experimentos de
precipitacdo salina utilizando sulfato de amonio, sendo que a fracdo de 25-55% mostrou-se a
mais ativa.

A analise do extrato bruto e das fragdes obtidas na precipitacéo salina por SDS- PAGE
mostrou uma banda proeminente na fragdo ativa entre 45.000 e 66.200 Da, a qual
provavelmente é referente a enzima PAL, uma vez que suas formas tetraméricas ja foram
descritas na literatura em pesos moleculares que variam de 150.000 a 330.000 Da.

Ensaios realizados com a fracdo mais ativa levaram a uma estimativa da atividade
enzimatica da PAL. Foi possivel verificar que a reacdo segue o modelo da cinética de
Michaelis-Menten, uma vez que foi verificado o efeito da variagdo da concentracdo do
substrato na velocidade inicial de uma reacdo enzimatica quando a concentracao de enzima foi
mantida constante. Com os dados obtidos no estudo da cinética utilizando a fracdo enriquecida
com a enzima de interesse, foi possivel estimar valores para a velocidade maxima (Vmax) €
constante de Michaelis-Menten (K.) da reacdo, iguais a 0,469 mM.min® e 253 uM,
respectivamente. Sendo assim, este trabalho contribui também com a ampliacdo dos
conhecimentos sobre esta enzima, fundamental na via de formagdo de compostos

fenilpropanoidicos.
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Espectro 17: Experimento de NOESY 1D da substancia 1.
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Espectro 18: Experimento de NOESY 1D da substancia 1.
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Espectro 19: Espectro de massas de alta resolucéo da substéncia 1
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Espectro 20: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia 2
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Espectro 21: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia 2 — expansao.
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Espectro 22: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia 2 — expans&o.
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Espectro 23: Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) da substancia 2.
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Espectro 25: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 2 — expans&o.
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Espectro 26: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 2 — expanséo.
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Espectro 27: Mapa de contorno gHMBC da substancia 2 — expanséo.
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Espectro 28: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 2 — expanséo.
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Espectro 29: Mapa de contorno gHMBC da substancia 2 — expanséo.
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Espectro 30: Mapa de contorno gHMQC da substancia 2.
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Espectro 31: Mapa de contorno gHMQC da substancia 2 — expansao.



Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda 135

3 P = == = = - -1
H H r ‘ ‘ H .
ra = o L - ) = @
FTTTTUNTTTIERe T [ TRUTTRPURTTRURRRTA INURTCTPVI FYTTI ANTPUFETUCELRL

guliisiapiilansaisnsalsns

50 a5 41 as 30 25 20 15
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Espectro 33: Mapa de contorno gHMQC da substancia 2 — expansao.
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Espectro 35: Experimento de NOESY 1D da substancia 2
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Espectro 36: Experimento de NOESY 1D da substancia 2
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Espectro 37: Experimento de NOESY 1D da substancia 2
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Espectro 39: Experimento de NOESY 1D da substancia 2
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Espectro 40: Espectro de massas de alta resolucéo da substéncia 2
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Espectro 41: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) da substancia 3
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Espectro 42: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia 3 — expansao.
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Espectro 43: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia 3 — expansao.
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Espectro 44: Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDClIs;) da substancia 3.
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Espectro 46: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 3 — expanséo.

28




Estudo metabolémico e protebmico em Peperomia blanda 144

"sp as 80 75 70 65 ] 55 51 4% a0
F1 [ppm)

Espectro 47: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3 — expanséo.
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Espectro 48: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3 — expanséo.
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Espectro 49: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3 — expanséo.
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Espectro 50: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3 — expanséo.
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Espectro 52: Mapa de contorno gHMQC da substancia 3 — expansao.
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Espectro 53: Mapa de contorno gHMQC da substancia 3 — expansao.
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Espectro 54: Mapa de contorno gHMQC da substancia 3 — expansao.
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Espectro 56: Experimento de NOESY 1D da substancia 3
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Espectro 58: Experimento de NOESY 1D da substancia 3
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Espectro 60: Experimento de NOESY 1D da substancia 3
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Espectro 61: Espectro de massas de alta resolucdo da substancia 3
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Espectro 62: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da substancia 4
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Espectro 63: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClIs) da substancia 4 — expansao.
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Espectro 64: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia 4 — expansao.
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Espectro 65: Espectro de RMN de *3C (125 MHz, CDCI5) da substancia 4.
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e 8s 80 75 70 E5 60 55 50 a5
F1 (ppm)

Espectro 67: Mapa de contorno gHMBC da substancia 4 — expanséo.
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Espectro 68: Mapa de contorno gHMBC da substancia 4 — expanséo.
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Espectro 69: Mapa de contorno gHMBC da substancia 4 — expanséo.
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Espectro 71: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 4 — expans&o.
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Espectro 73: Mapa de contorno gHMQC da substancia 4 - expansao
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Espectro 75: Mapa de contorno gHMQC da substancia 4 - expansao
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Espectro 77: Experimento de NOESY 1D da substancia 4
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Espectro 82: Espectro de massas de alta resolucdo da substancia 4
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Espectro 83: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da substancia 5
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Espectro 86: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia 5 — expansao.
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Espectro 87: Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDClIs) da substancia 5.
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Espectro 89: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 5 — expanséo.
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Espectro 90: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 5 — expansao.
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Espectro 91: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 5 — expans&o.
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Espectro 93: Mapa de contorno gHMBC da substéncia 5 — expanséo.
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Espectro 94: Mapa de contorno gHMQC da substancia 5.
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Espectro 95: Mapa de contorno gHMQC da substancia 5 - expansao
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Espectro 97: Mapa de contorno gHMQC da substancia 5 — expanséo
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Espectro 98: Mapa de contorno gHMQC da substancia 5 — expansao.
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Espectro 99: Experimento de NOESY 1D da substancia 5
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Espectro 101: Experimento de NOESY 1D da substancia 5
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Espectro 103: Experimento de NOESY 1D da substancia 5
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Espectro 104: Espectro de massas de alta resolugédo da substancia 5.
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