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RESUMO

Cryptocarya mandioccana apresenta quimiotipos caracterizados pela diferenga quali
e quantitativa na capacidade de produzir estirilpironas de cadeias policetidicas de
varios comprimentos. Por isso foi selecionada como modelo para estudos
biossintéticos e ecofisiolégicos, visando o entendimento da formacao e fungao
desses metabdlitos secundarios. Um método cromatogréfico para analise simultanea
dos principais metabdlitos encontrados nas folhas de C. mandioccana foi
desenvolvido. O método foi validado com base nas normas da ANVISA e os
parametros de seletividade, linearidade, precisdo, limite de deteccdo, limite de
quantificacao, exatidao e estabilidade ficaram dentro dos critérios de aceitacao. Esse
método foi utilizado para comparar o perfil metabdlico dos 6rgaos de individuos dos
quimiotipos F e FS. No perfil de brotos, folhas novas e folhas velhas dos dois
quimiotipos foi observado o acumulo de alcaldides e flavondides nas folhas velhas, e
de substancias, ainda nao identificadas, nos brotos. Estirilpironas foram observadas
nas folhas novas do quimiotipo FS e no mesmo 6rgao do quimiotipo F foi detectada
a presenca de substéncias ainda nao identificadas. No perfil de folhas, galhos,
cascas do tronco e raizes dos dois quimiotipos foi observado o acumulo de
alcaldides nas cascas do tronco e raizes, e de flavonoides nas folhas. Estirilpironas
foram observadas nas folhas e em baixas concentracdes nos galhos e raizes do
quimiotipo FS. Experimentos biossintéticos realizados com folhas de plantulas de C.
mandioccana confirmaram a atividade da enzima PAL, que converteu L-fenilalanina
em &cido trans-cinamico. No entanto, nas condi¢gdes experimentais utilizadas para
avaliar a atividade da enzima SPS em folhas das mesmas plantulas nao foi
detectada a formagdo de estirilpironas. Por outro lado, em experimentos de
incorporacao de precursores utilizando extratos enzimaticos de folhas de C.
moschata foi detectado a formagdo de uma substancia que apresentou absorgcao
maxima em A = 275 nm e um ion pseudo-molecular em m/z 315,0587 [M-HJ,
atribuido a um policetideo, de férmula molecular C17H1¢0s¢, possivelmente formado
pela condensagédo de uma unidade de cinamoil SCoA e quatro unidades de malonil
SCoA.



ABSTRACT

Cryptocarya mandioccana presents chemotypes characterized by difference in the
quali and quantitative capacity of producing styrylpyrones of polyketide chain of
various sizes. For that reason, it was selected as model to biosynthetic and
ecophysiologic studies, aiming the acquaintance of formation and function of these
secondary metabolites. A chromatographic method for simultaneous analysis of the
main metabolites found in the leaves from C. mandioccana was developed. The
method was validated based on ANVISA regulations and its parameters of selectivity,
linearity, precision, detection limit, quantification limit, accuracy and stability showed
good results. This method was utilized to compare metabolic profile of the organs of
individuals of the F and FS chemotypes. In the profile of sprout, young leaves and old
leaves of both chemotypes it was observed the presence of alkaloids and flavonoids
in old leaves, and a compound still not identified, in the sprout. Styrylpyrones were
observed in the young leaves of the FS chemotype and in the same organ of the F
chemotype it was observed the presence of a compound still not identified. In the
profile of leaves, branches, trunk barks and roots of both chemotypes it was
observed the presence of alkaloids in the trunk barks and roots, and flavonoids in the
leaves. Styrylpyrones were observed in the leaves and in low concentration in the
brunches and roots of the FS chemotype. Biosynthetic test performed in leaves of
seedlings from C. mandioccana confirmed PAL enzyme activity that converted L-
phenylalanine in cinnamic acid. However, in the test conditions used to evaluate SPS
enzyme activity in leaves of the same seedlings it was not observed the formation of
styrylpyrones. In the precursor incorporation test using enzymatic extract of leaves
from C. moschata it was observed the formation of a compound that presented
maximum absorption in A = 275 nm and ion pseudo-molecular in m/z315,0587 [M-H]
attributed to a polyketide, with molecular formula C17H160s, possibly obtained by the
condensation of one unity of cinnamoil SCoA and four units of malonyl SCoA.
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INTRODUCAO

A quimica dos produtos naturais é, de longa data, fonte de novas moléculas
organicas. A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas, sendo as plantas as principais contribuintes para o
fornecimento de substancias uUteis ao tratamento de doengas que acometem os
seres humanos. A variedade e complexidade de metabdlitos secundarios
biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo de
defesa desses vegetais as condigdes ambientais ricas em microorganismos, insetos,
animais e também as condicdes de adaptacdo e regulagdo. Em fungdo do
desenvolvimento de técnicas analiticas de separacao e elucidagcao estrutural, e de
instrumentos analiticos hifenados, programas de bioprospecgao tornam-se cada vez
mais freqlientes com o intuito de acelerar a descoberta de substancias naturais que
possam servir como modelos para novos medicamentos (MONTANARI; BOLZANI,
2001).

Atualmente, a quimica dos produtos naturais estd associada a programas
genbmicos e protedmicos. Concomitante aos avangos obtidos nas técnicas de
biologia molecular, a gama de alvos da engenharia genética tem expandido
rapidamente, de modo que um crescente numero de genes codificando enzimas do
metabolismo secundario tem sido isolado e clonado (JEZ, et al., 2000a).

Cryptocarya mandioccana, pertencente a familia Lauraceae, foi selecionada
para avancar nos estudos biossintéticos e de variabilidade intraespecifica, ja que
apresenta quimiotipos pela diferenga quali e quantitativa na capacidade de produzir
estirilpironas (NEHME, 2001, NEHME; MORAES; CAVALHEIRO, 2002, MORAES, et
al., 2007). As estirilpironas descritas em C. mandioccana sao resultantes de cadeias
policetidicas de varios comprimentos, incluindo desde tricetideos até hexacetideos.
Essas estirilpironas poderiam ser resultantes de estirilpironas sintases pouco
especificas, com controle pouco preciso da extensdo da cadeia policetidica, ou de
isoenzimas especificas, com diferencas no sitio de alongamento da cadeia
carbbnica. Os quimiotipos de C. mandioccana sao modelos interessantes para
avaliar essas possibilidades, fornecendo subsidios para um melhor entendimento
dos mecanismos envolvidos na biossintese de estirilpironas, principalmente no que
concerne ao controle da extensdo das cadeias carbOnicas dessa classe de

metabolitos secundarios.
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1 — Lauraceae

A familia Lauraceae tem cerca de 2500 espécies incluidas em 52 géneros. E
pantropical com poucos representantes em regides temperadas. Nas Américas
ocorrem cerca de 29 géneros e 900 espécies. A familia é freqliente em florestas
tropicais montanas, com algumas espécies habitando grandes altitudes, mas a
grande diversidade ocorre em terras baixas da Amaz6nia e América Central
(RIBEIRO, et al., 1999).

Espécies dessa familia tém a reputagcdo de ser de dificil identificagao.
Botanicos experientes conseguem identificar plantas estéreis no nivel de género
pela combinacdo de varios caracteres. No nivel de espécie os problemas estao
relacionados principalmente com a falta de monografias e chaves de identificagao
(RIBEIRO, et al., 1999).

As Lauraceae sao tipicamente arbéreas, variando de arbustos a arvores de
dossel. As folhas sdo simples e alterno-espiraladas, sem estipulas, de margem
inteira e freqlientemente agrupadas no apice dos ramos. No campo, Lauraceae pode
ser reconhecida pelo tronco liso e lenticelado, ao corte com odor de 6leo essencial,
muitas vezes também presente nas folhas (RIBEIRO, et al., 1999).

As inflorescéncias podem ser muito ou pouco ramificadas, em geral os ramos
terminais s&o dicasios, terminando com trés ramos ou trés flores nascidas no mesmo
ponto. As flores sdo hermafroditas (mondicas) ou unissexuais (didicas). As espécies
hermafroditas apresentam o comportamento floral basal da familia, a
heterodicogamia, com duas classes de individuos. Alguns individuos (classe A) tém
flores que abrem pela manha, s&o inicialmente femininos e apenas a tarde liberam
pblen, quando o estigma nao estd mais receptivo. Enquanto outros (classe B) tém
flores que abrem a tarde e sdo inicialmente femininos e o pdélen é liberado pela
manha do dia seguinte em sincronia com a fase feminina dos individuos da classe A.
A polinizagédo cruzada €, portanto obrigatéria em todas as espécies de Lauraceae,
pois mesmo nas espécies hermafroditas a autopolinizagdo é pouco provavel devido
a heterodigogamia (RIBEIRO, et al., 1999).

O fruto € uma baga com apenas uma semente, de forma e tamanho muito
variaveis. Frutos de Lauraceae compdem cerca de 80% da dieta de algumas aves.
As bagas maduras sdo em geral negras ou arroxeadas, contrastando com o pedicelo

e cupula fortemente vermelhos, atraindo frugivoros especializados como tucanos. As
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aves engolem a baga e regurgitam a semente promovendo a dispersdo. Outros
animais como esquilos, macacos e peixes sao mencionados como possiveis
dispersores (RIBEIRO, et al., 1999).

Lauraceae é de grande importancia econémica em todo o mundo. Espécies
utilizadas em larga escala sdo o abacate (Persea americana Mill.), a canela
(Cinnamomum verum Presl.) e o louro (Laurus nobilis L.). A casca ou o fruto de
algumas espécies é usado como condimento (Dicypellium caryophyllaceum Mart.
Nees) ou para fazer cha (Licaria puchury-major Mart. Kosterm. e Aniba canelilla
Mez). Substancias aromaticas para perfumaria sdo extraidas de algumas espécies,
como a canela-sassafras (Ocofea odorifera Vell.) e o pau-rosa (Aniba rosaeodora
Ducke). Outras tém uso na medicina popular ou industrial, como a canfora

(Cinnamomum camphora L.) (RIBEIRO, et al., 1999), (Figura 1, pag. 35).

4 N

(@) (b)

\ () C)) /

Figura 1: Importéncia econémica de Lauraceae: (a) — abacate (Persea americana); (b) — canela
(Cinnamomum verum); (¢) — louro (Laurus nobilis); (d) — canfora (Cinnamomum camphora).

2 — Cryptocarya

Cryptocarya € um género pantropical da familia Lauraceae presente na
América do Sul, Africa do Sul, Madagascar, Asia, Australia e Oceania. O género

inclui cerca de 350 espécies, com aproximadamente 18 espécies neotropicais,
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principalmente no sul do Brasil, mas também s&o encontradas no Chile, Guiana,
Guiana Francesa, Surinami, Bolivia, Venezuela, Equador, Peru e Costa Rica
(MORAES, et al., 2007).

Embora vinte e trés espécies tenham sido descritas na América do Sul,
Moraes (2005) em uma revisdo taxondmica de Cryptocarya no Brasil reconheceu,
publicou e validou oito espécies de Cryptocarya, das quais sete sdo endémicas da
Mata Atlantica: Cryptocarya aschersoniana Mez, Cryptocarya citriformis (Vell.) P.L.R.
Moraes, Cryptocarya mandioccana Meisn., Cryptocarya micrantha Meisn.,
Cryptocarya moschata Nees & Mart., Cryptocarya saligna Mez e Cryptocarya
subcorymbosa Mez.

Devido a lectotipificacdo dos nomes de espécies de Cryptocarya no Brasil
estabelecida por Moraes (2005), os nomes Cryptocarya moschata Nees & Mart. e
Cryptocarya aschersoniana Mez, anteriormente usados por Bastos (2003),
Cavalheiro e Yoshida (2000), Mantovani (2004), Nehme (2001), Nehme, Moraes e
Cavalheiro (2002), Nehme e colaboradores (2005), Pascoli (2001), Ricardo e
colaboradores (2004) e Telascrea (2006) tém atualmente o nome de Cryptocarya
mandioccana Meisn. e Cryptocaraya moschata Nees & Mart., respectivamente,
devido aos problemas de nomenclatura.

Muitas espécies de Cryptocarya tém sido estudadas sob enfoque fitoquimico
e farmacologico.

A partir do extrato das cascas do tronco de C. amygdalina foram isolados dois
novos acidos olefinicos: acido criptocarico (1) e acido amidalinico (2) (BORTHAKUR,;
MAHANTA; RASTOGI, 1981), (Figura 2, pag. 36).

COOH
(1) R=—CH =z Z D
TOOH
R @ R- —CH/\/W

Figura 2: Substancias isoladas das cascas do tronco de C. amygdalina.

Bastos (2003) isolou das folhas de C. moschata (ex C. aschersoniana) seis
flavondides derivados da mesma porgdo aglicona flavonoidica: quercetina-3-O-



37

ramnopiranosideo (3), quercetina-3-O-galactopiranosideo (4), quercetina-3-0O-
glicopiranosideo  (5),  quercetina-3-O-xilopiranosideo  (6),  quercetina-3-O-
arabinofuranosideo (7) e quercetina-3-O-6"-acetilalopiranosideo (8); e duas
estirilpironas: goniotalamina (9) e 4’-hidroxi-6’-fenil-1’,5’-hexadienil-5,6-diidro-2-
pirona (10), sendo esta ultima inédita na literatura. Ainda das folhas de C. moschata
(ex C. aschersoniana) foram isoladas por Telascrea (2006) 6-estiril-2-pirona (11),
seu fotodimero simétrico, 1,3-difenil-2,4-di-[6-(2-pironil)]-ciclobutano (12), um
sesquiterpeno, 1,6-diidroxi-4-(15)-eudesmeno (13) e goniotalamina (9). As
substancias (9), (11) e (13) apresentaram atividades contra os fungos fitopatégenos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. A substancia (9) apresentou
ainda significativa atividade contra as linhagens celulares UACC 62 (melanoma),
MCF-7 (mama), 786-0 (renal), PC3 (préstata) e HT-29 (célon) (TELASCREA, 2006).
Trés substancias inéditas na literatura, 4’-hidréxi-6’-fenil-1’,5’-hexadienil-5,6-diidro-2-
pirona (10), éster metilico do acido 3,5-diidréxi-7-fenil-6-heptendico (14), fotodimero
ndo simétrico (15) da substancia 6-estiril-2-pirona (11) e goniotalamina (9) foram
isoladas das folhas de C. moschata (ex C. aschersoniana) por Martinelli (dados nao
publicados). Atividade inibidora de acetilcolinesterase foi observada com as
substancias (9), (10) e (15). As substancias (9), (10), (14) e (15) foram ativas contra
os fungos fitopatégenos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. As
estirilpironas (9) e (10) apresentaram atividades contra os fungos Candida albicans,
C. krusei, C. parapsilosis e Cryptococcus neoformans e o fotodimero ndo simétrico
(15) da substancia 6-estiril-2-pirona (11) apresentou atividade contra os fungos
Candida parapsilosis e Cryptococcus neoformans (MARTINELLI, dados néo
publicados). O fracionamento biomonitorado do extrato etandlico das folhas de
plantulas de C. moschata (ex C. aschersoniana) levou ao isolamento de dois
flavonoides glicosilados, quercetina-3-0O-galactopiranosideo (4) e quercetina-3-0O-
glicopiranosideo (5) que exibiram atividade antioxidante (RICARDO, et al., 2004).
Investigacdes do extrato etandlico da raiz e do caule das plantulas de C. moschata
(ex C. aschersoniana) levaram ao isolamento de uma estirilpirona ativa contra os
fungos fitopatégenos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum,
goniotalamina (9), e duas d-lactona-a,-insaturada, 6-[(4’-etil-9’-oxabiciclo[3.3.1]non-
6’-en-3’-il)metil]-5,6-diidro-2-pirona  (16) e  6-propil-5,6-diidro-2-pirona  (17)
(RICARDO, et al., 2004). As substancias isoladas de C. moschata (ex C.

aschersoniana) estao apresentadas na Figura 3, pag. 38.
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OH (o)

Quercetina-3- O-glicosilada
R=ramnopiranosideo (3)
R=galactopiranosideo (4)
R=glicopiranosideo (5)
R=xilopiranosideo (6)
R=arabinofuranosideo (7)
R=6"-acetilalopiranosideo (8) N OCH,
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15)

s

0 o
(12) 6

Figura 3: Substancias isoladas das folhas e das plantulas de C. moschata (ex C. aschersoniana).

Saidi e colaboradores (2007) isolaram 6,7,8 trimetoxicumarina (18) a partir do

extrato das cascas do tronco de C. bracteolata, (Figura 4, pag. 38).

\

(18)

Figura 4: Substancia isolada das cascas do tronco de C. bracteolata.
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Investigacdes de extratos etandlicos das folhas de C. chinensis resultaram no
isolamento dos alcalbides () romineina (19) (LEE; CHEN; LIU, 1993b), (-) N-éxido-
isocariaquina (20), N-6éxido-B-isoboldina (21) e 1-hidréxi-criproquina (22) (LIN; WU;
WU, 2001). O fracionamento do extrato etandlico das cascas do tronco de C.
chinensis levou ao isolamento de alcaldides pavinicos, neocariaquina (23) (LEE; LIU;
CHEN, 1990), (+) N-6xido-esquicoltizidina (24), (-) 12-hidroxi-criquina (25), (-) 12-
hidréxi-O-metilcariaquina (26) e (-) N-desmetilcriquina (27) (WU; LIN, 2001), de
alcaléides proaporfinicos, (+) criproquina (28) (LEE; CHEN; LIU, 1993b),
isocriproquina (29), prooxocriptoquina (30), isoamuronina (31) e (+) 8,9-
diidroestefarina (32) (WU; LIN, 2001), de alcaléides N-éxidos pavinicos, (-) N-6xido-
isocariaquina B (33), (+) N-O0xido-isocariaquina (34), (-) N-6xido-cariaquina (35), e de
alcaléide isoquinolinico, 6,7-metilenodidxi-N-metilisoquinolinico (36) (LIN; WANG;
WU, 2002). As substancias isoladas de C. chinensis estao apresentadas na Figura 5,
pag. 40.

A partir do extrato etandlico das cascas do tronco de C. crassinervia foi
isolada uma lignana, (-) grandisina (37) que apresentou baixa atividade contra
células tumorais humanas (SAAD, et al., 1991), (Figura 6, pag. 41).

Dumontet e colaboradores (2001) relataram o isolamento € a citotoxicidade da
criptocariona (38), de uma nova diidrochalcona, infectocariona (39), de duas novas
diidroflavanonas, criptocarianona A (40) e criptocarianona B (41), e de oito novos
biflavonoides, bicarianona A (42), bicarianona B (43), bicarianona C (44), bicarianona
D (45), chalcocarianona A (46), chalcocarianona B (47), chalcocarianona C (48) e
chalcocarianona D (49), obtidos a partir do extrato metandlico das cascas do tronco
de C. infectoria. Os mon6meros (38), (39), (40) e (41) foram ativos contra linhagens
celulares do tipo KB. Criptocariona (38) também exibiu citotoxidade contra células
eritroleucémicas K562 e doxorrubicina-resistente K562 (DUMONTET, et al., 2001).
As substancias isoladas de C. infectoria estdo apresentadas na Figura 7, pag. 41.

Lee e colaboradores (1993a) relataram o isolamento da (+) (1R,1aR) 1a-
hidroximagnocurarina (50) do extrato etandlico das cascas do tronco de C. konishii,

(Figura 8, pag. 41).
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Figura 5: Substancias isoladas das folhas e das cascas do tronco de C. chinensis.
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O fracionamento biomonitorado de extratos etandlicos das folhas de C. kurzii
levou ao isolamento de quatro flavanonas, kurziflavolactonas A (51), B (52), C (53) e
D (54), de uma chalcona (55) (FU, et al., 1993a) e de uma &-lactona-a,B-insaturada,
kurzilactona (56) (FU, et al., 1993b). As substancias isoladas de C. kurzii estao

apresentadas na Figura 9, pag. 42.

(53) 25
(54) 2R

OH (o}
(51) 2R
(52) 25

0

(56)

Figura 9: Substancias isoladas das folhas de C. kurzii.

Trés novas &-lactona-a,B-insaturada, (2',4-diacet6xi)-6-pentil-5,6-diidro-2-
pirona (57), (2’,4’,6’-triacetoxi)-6-heptil-5,6-diidro-2-pirona (58) e (2’-acetdxi)-6-hept-
4-enil-5,6-diidro-2-pirona (59) foram isoladas do extrato das cascas do tronco de C.
latifolia (DREWES, et al., 1995, DREWES; HORN; WIJEWARDENE, 1996). Além
dessas substancias dois novos dioxabiciclos, criptocariolona (60) e criptocariolona
diacetato (61) foram obtidos em menor concentracdo do extrato do mesmo 6érgao
dessa planta (DREWES, et al., 1995). As substancias isoladas de C. /atifolia estao
apresentadas na Figura 10, pag. 43.

Uma nova &-lactona-a,pB-insaturada, a estrictifoliona (62), foi isolada das
cascas do tronco de C. strictifolia (JULIAWATY, et al., 2000), (Figura 11, pag. 43).
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Figura 11: Substancia isolada das cascas do tronco de C. strictifolia.

Uma d-lactona-o,B-insaturada, obolactona (63) e trés chalconas,
kurzichalcolactona A (64), kurzichalcolactona B (65) e obochalcolactona (66) foram
isoladas do extrato etandlico das cascas do tronco de C. obovata. Duas flavanonas,
oboflavanona A (67) e oboflavanona B (68) foram isoladas do extrato etandlico dos
frutos. Obolactona (63) e obochalcolactona (66) apresentaram significativa atividade
citotoxica contra linhagens celulares do tipo KB (DUMONTET, et al., 2004). As
substancias isoladas de C. obovata estao apresentadas na Figura 12, pag. 44.

Cinco fenantroindolizidinas, (-) 13a-a-antofina (69), (-) 14-B-hidroxi-13a-a-
antofina (70), (-) 13a-a-6-O-desmetilantofina (71), ficuseptina (72) e (-) N-6xido-10-B-
13a-a-antofina (73) foram isoladas das folhas de C. oubatchensis. Das cascas do
tronco de C. oubatchensis foi isolado um novo alcaldide seco-dibenzopirrocolinico,
oubatchensina (74) além de fenantroindolizidina (69). As fenantroindolizidinas (69-
71) exibiram pronunciada citotoxicidade contra linhagens celulares do tipo KB
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(TORIBIO, et al., 2006). As substancias isoladas de C. oubatchensis estao
apresentadas na Figura 13, pag. 44.

(64) 190 ou 193-OH
(65) 198 ou 19a-OH

67) 25
(68) 2R

Figura 12: Substancias isoladas das cascas do tronco e dos frutos de C. obovata.

(69) Ri;=CH3; R2=CH; R3=CH; R4=H
(70) Ry;=CH; R2=CH; R3=CH; R4=OH

(71) R;=CH; R2=CH; R3=OH R4:=H
(72) R1+R2=CH2 R3=CH3 R4=H

Figura 13: Substancias isoladas das folhas e das cascas do tronco de C. oubatchensis.

Patentes foram registradas para extratos e substancias isoladas de espécies
de Cryptocarya: sao relatados o uso do extrato de C. oubatchensis como agente
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antimicrobiano em composicdes dermatolégicas ou cosméticas (OREAL S. A.,
2000), a atividade bactericida do extrato de C. aromatica (LOTTE
CONFECTIONERY, 2000) e a atividade biolégica, antitumoral e imunomoduladora,
de espirocetais (75) (Figura 14, pag. 45) isolados de Cryptocarya (ECOBIOTICS
LIMITED, 2007).

Figura 14: Espirocetal isolado de Cryptocarya.

Estudos fitoquimicos e farmacolégicos realizados com espécies de
Cryptocarya revelaram a presenga principalmente de alcalbides, flavondides e

estirilpironas com importantes atividades bioldgicas.

3 — Cryptocarya mandioccana Meisner

Cryptocarya mandioccana, popularmente conhecida como noz moscada do
Brasil, € uma espécie arbérea de ampla distribuicdo. Ocorre principalmente nos
estados de Alagoas, Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo (Figura
15, pag. 46), Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. No estado de Sao Paulo
ocorre desde o litoral Norte (Parque Estadual da Serra do Mar-Ndcleo Picinguaba)
até o Pontal do Paranapanema (Parque Estadual do Morro do Diabo, Teodoro
Sampaio-SP) (PASCOLI, 2001).

Seus frutos sao caracteristicos pelo aroma e sabor e possuem propriedades
estomacais. Sdo largamente consumidos por primatas como o grande bugio ruivo
(Alouatta fusca), o macaco-prego (Cebus apella) e 0 mono-carvoeiro ou muriqui
(Brachyteles arachnoides). Suas cascas também apresentam propriedades
estomacais e sdo usadas contra cdlicas e diarréias. O cha de suas sementes raladas
€ usado contra dor de estdbmago e suas folhas esmagadas sdo usadas contra
colicas (MORAES, et al., 2007).
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Figura 15: Ocorréncia de C. mandioccana no estado de Sao Paulo registrada no Atlas Sinbiota.

O individuo adulto e as partes estruturais da C. mandioccana estao

representados na Figura 16, pag. 46.

(a)

(c)

(b)

(d)

Figura 16: Fotos do individuo adulto e das partes da C. mandioccana: (a) — individuo adulto; (b) —
folhas; (¢) — tronco; (d) — fruto.
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3.1 — Estudo fitoquimico e farmacoldgico

Estudos fitoquimicos realizados com C. mandioccana (ex C. moschata)
revelaram a presenca de estirilpironas nas cascas do tronco e dos galhos
(CAVALHEIRO; YOSHIDA, 2000). Foi descrita a ocorréncia de 13 pironas, incluindo
a ja conhecida goniotalamina (9) e criptofoliona (76), e onze novas pironas
denominadas criptomoscatona D1 (77), criptomoscatona D2 (78), criptomoscatona
E1 (79), criptomoscatona E3 (80), criptomoscatona F1 (81), criptopiranomoscatona
A1 (82), criptopiranomoscatona B1 (83), criptopiranomoscatona A2 (84),
criptopiranomoscatona B2 (89), criptopiranomoscatona A3  (86) e
criptopiranomoscatona B4 (87).

Investigacdes fitoquimicas da polpa dos frutos verdes de C. mandioccana (ex
C. moschata) conduziram ao isolamento de um flavonol, 5-hidréxi-3,7,4'-
trimetoxiflavonol (88) e duas estirilpironas inéditas, (+)-(6R)-[(2'R*)-6’-fenil-2’-hidroxi-
3’,5’-hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona  (89) e (+)-(6R)-[(2'S")-6'-fenil-2’-hidrdxi-3’,5'-
hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona (90). Adicionalmente, quatro estirilpironas previamente
descritas, criptofoliona (76), criptomoscatona D1 (77), criptomoscatona E3 (80),
criptomoscatona F1 (81) foram isoladas. As substéncias foram submetidas ao
bioensaio especifico com linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae. A
estirilpirona (90) mostrou atividade fraca, porém seletiva, inibindo o crescimento das
linhagens Rad 6, Rad 52Y e RS 321N de Saccharomyces cerevisiae (PASCOLI,
2001). Ainda dos frutos de C. mandioccana (ex C. moschata) foi isolado um &cido
graxo policiclico, inédito na literatura atual, que foi denominado acido moscético (91)
(MANTOVANI, 2004).

Estudos fitoquimicos realizados com folhas de C. mandioccana (ex C.
moschata) levaram ao isolamento de seis flavondides glicosilados, quercetina-3-O-
ramnopiranosideo (3), quercetina-3-O-galactopiranosideo (4), quercetina-3-0O-
glicopiranosideo  (5),  quercetina-3-O-xilopiranosideo  (6),  quercetina-3-O-
arabinopiranosideo (92), quercetina-3-O-alopiranosideo (93), (NEHME, 2001,
NEHME, et al., 2005). Ainda das folhas de C. mandioccana (ex C. moschata) foram
isolados as estirilpironas criptofoliona (76), criptomoscatona D2 (78),
desacetilcriptocarialactona (94), criptomoscatona Ea (95), criptomoscatona Eb (96),
criptomoscatona Fa (97), criptopiranomoscatona A3 (86), criptopiranomoscatona Ax
(98), criptopiranomoscatona B2 (85), criptopiranomoscatona B4 (87),



48

criptopiranomoscatona X (99), MT2 (100) e os flavonéides quercetina-3-O-
ramnopiranosideo (3), 5-hidréxi-3,7,4’-trimetoxiflavonol (88), 5,3-diidroxi-3,7,4'-
trimetoxiflavonol (101) e 5-hidréxi-7,4’-dimetoxiflavanona (102). As substancias (76),
(94), (95), (96) e (97) apresentaram atividades contra os fungos fitopatdégenos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. A substancia (78) apresentou
ainda significativa atividade contra a linhagem celular 786-0 (renal). A substancia
(94) apresentou significativa atividade contra as linhagens celulares UACC 62
(melanoma) e NCI-ADR/RES (mama resistente). A substancia (100) apresentou
atividade contra a linhagem celular UACC 62 (melanoma) (TELASCREA, 2006).

As substancias isoladas das folhas, frutos verdes, cascas do tronco e dos
galhos de C. mandioccana (ex C. moschata) estao apresentadas na Figura 17, pag.
49.
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Figura 17: Substancias isoladas das folhas, frutos verdes, cascas do tronco e dos galhos de C.

mandioccana (ex C. moschata); * configuragéo relativa.



50

3.2 — Variabilidade de metabdlitos em C. mandioccana

A variabilidade quimica dos metabdlitos polares das folhas de C.
mandioccana (ex C. moschata) foi descrita por Nehme (2001), Nehme, Moraes e
Cavalheiro (2002), e Moraes e colaboradores (2007). Considerando quimiotipos
como fenotipos quimicos diferentes, esse estudo de variabilidade quimica permitiu
caracterizar quatro quimiotipos F, FS1, FS2 e FS3 (Figura 18, pag. 51) pela
diferenca quali ou quantitativa na capacidade de produzir estirilpironas. O quimiotipo
F foi caracterizado pela predominancia de flavondides glicosilados (F1 a F6) e
pequenas quantidades de estirilpironas. O quimiotipo FS foi caracterizado pela
presenga de flavondides e estirilpironas e foram diferenciados em fungéo das
estirilpironas predominantes. No quimiotipo FS1, o pico mais intenso de estirilpirona
foi atribuido a desacetilcriptocarialactona (S5) um tricetideo formado por uma
unidade de cinamato e trés unidades de acetato. No quimiotipo FS2 os trés picos
mais intensos de estirilpironas foram atribuidos a criptomoscatona E3 (S1),
criptomoscatona F1 (S4) e criptomoscatona E1 (S6), formadas por uma unidade de
cinamato e cinco ou seis unidades de acetato. O pico mais intenso de estirilpirona no
quimiotipo FS3 foi atribuido a criptomoscatona D1 (S2), um tetracetideo formado por
uma unidade de cinamato e quatro unidades de acetato. No entanto, o perfil de
flavondides glicosilados parece ser muito similar para todos os quimiotipos, sempre
com quercetrina (F6) como o pico mais intenso.

A variabilidade genética de isoenzimas em populacées de C. mandioccana
(ex C. moschata) foi descrita por Moraes e colaboradores (2007). Esse estudo
permitiu identificar cinco grupos de isoenzimas que podem estar associadas aos
quimiotipos F, FS1, FS2 e FS3.

Estudos mostram que a variabilidade na composicéo quimica de estirilpironas
em C. mandioccana pode estar relacionada a fatores genéticos. Isso é evidenciado
com um par de individuos que estao localizados a poucos metros um do outro e que
pertencem a diferentes quimiotipos. Quimiotipos caracterizados por estirilpironas
diferentes no tamanho da cadeia policetidica podem estar relacionados a policetideo
sintases com diferenca na cavidade do sitio ativo (NEHME; MORAES;
CAVALHEIRO, 2002).

No entanto, hd um indicativo de influéncias ambientais na ocorréncia do

quimiotipo F, pois individuos com baixo nivel de estirilpironas foram mais freqlentes
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em solos com baixos teores de potassio, calcio e magnésio. O quimiotipo F foi
predominante na populacdo de PESM-NP, enquanto que o quimiotipo FS2 foi mais
freqliente nas populagbes de PECB e EEJI-NA. Os raros quimiotipos FS1 e FS3
foram encontrados somente nas populacdes de PESM-NP e PECB, respectivamente
(MORAES, et al., 2007).

5x107 imiotino F Quercetina -3- O-glicosilada
Quimiotipo R=galactopiranosideo (F1)
4x10" R=glicopiranosideo (F2)
R=xilopiranosideo (F3)
A 0l R=arabinopiranosideo (F4)
r R=alopiranosideo (F5)
e R=ramnopiranosideo (F6)
a
X104
Rorene | &x A,
F1 F2 F3 F4 F5 F6 S1 NI1 NI2 NI3 NI4 S2 S3 S4 NI5 NI6 NI7 S5 S6 S7
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8 0 3 x»,
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Figura 18: Quimiotipos caracterizados pela variabilidade quimica em C. mandioccana (ex C.
moschata) (MORAES, et al., 2007).
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3.3 — Biossintese dos metabdlitos secundarios de C. mandioccana

3.3.1 — Biossintese dos policetideos: flavondides e estirilpironas

Os policetideos pertencem a uma classe extraordindria de metabdlitos
secundarios. Além de exibirem uma enorme diversidade estrutural e funcional,
constituem uma fonte significativa de substancias com importantes atividades
farmacolégicas incluindo bactericida, antitumoral, antifingica e antiparasitaria. O
estudo dos policetideos tem avangado enormemente, ndo somente nas pesquisas
de elucidacdo estrutural das moléculas, mas também na clonagem, isolamento e
caracterizacdo das enzimas responsaveis por sua biossintese (STAUNTON;
WEISSMAN, 2001).

Policetideos sao biossintetizados por um grupo de enzimas denominadas
policetideos sintases (PKS) classificadas em Tipo | (multifuncional: uma Unica
enzima com varios sitios ativos), Tipo Il (multienzimas: varias enzimas e cada uma
com um sitio ativo) e Tipo Il (“sitio ativo multifuncional”: uma Unica enzima e um
Unico sitio ativo). As PKS dos Tipos | e Il, presentes em bactérias e fungos, usam a
proteina acil carregadora (ACP) para ativar os substratos acil SCoA. Ja as PKS do
Tipo lll, as policetideos sintases exclusivas de plantas, sdo independentes da ACP e
agem diretamente nos tioésteres de CoA dos acidos carboxilicos. Diferentemente
das PKS dos Tipos | e Il, as PKS do Tipo Ill usam um unico sitio ativo para realizar
uma série de reacoes de descarboxilacdao, condensacao, ciclizagdo e aromatizacao
(STAUNTON; WEISSMAN, 2001, SHEN, 2003).

Chalcona sintase (CHS), a mais bem conhecida representante das PKS Tipo
lll, esta envolvida na biossintese dos flavondides. Os flavondides apresentam
funcbes biolégicas importantes, incluindo pigmentacao, protecdo contra raios UV,
defesa contra patégenos e interagcdo com microorganismos. De grande interesse a
saude humana, os flavondides exibem atividades antioxidantes, antitumorais,
antimalarial e antiasmatica. Sao essas atividades que tém despertado interesse em
caminhos de reengenharia para a producao desses metabdlitos (STAUNTON;
WEISSMAN, 2001, AUSTIN; NOEL, 2003). Ferrer e colaboradores (1999)
determinaram a estrutura cristalina da chalcona sintase (CHS). A CHS funciona
como um homodimero de polipeptideos com 42 KDa. O homodimero contém dois
sitios ativos funcionalmente independentes (Figura 19a, pag. 53). Quatro residuos
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de aminoacidos (Cys164, Phe215, His303 e Asn336) definem o sitio ativo da CHS
(Figura 19b, pag. 53) e sdo conservados em outras enzimas relacionadas com a
CHS.

//” "N \\

NS NS /
K (@ ®) /

Figura 19: Chalcona sintase (CHS): (a) — homodimero de polipeptideos com 42 KDa e sitios ativos*
funcionalmente independentes; (b) — residuos cataliticos (Cys164, Phe215, His303 e Asn336) do sitio
ativo (AUSTIN, et al., 2004, JEZ; BOWMAN; NOEL, 2002).

Chalcona sintase (CHS) catalisa a formagédo de chalcona a partir de uma
unidade de p-cumaroil SCoA e trés unidades de malonil SCoA. A estrutura cristalina
da CHS sugere que os quatro residuos de aminoacidos (Cys164, Phe215, His303 e
Asn336) participam nas reagdes de descarboxilagdo e condensacao catalisadas por
essa enzima. O aminoacido Cys164, ativado pelo aminoacido His 303, funciona
como nucledfilo no ataque ao p-cumaroil SCoA. Os aminoacidos His303 e Asn336
catalisam o atague nucleofilico ao p-cumaroil SCoA, a descarboxilacdo do malonil
SCoA e a reacao de condensacao. O Phe215 orienta os substratos no sitio ativo
durante o alongamento do policetideo (AUSTIN; NOEL, 2003, FERRER, et al., 1999,
JEZ, et al., 2000b) (Figura 20, pag. 54).
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Figura 20: Mecanismo reacional proposto para a chalcona sintase: (a) — ativacdo; (b) —
descarboxilacéo; (¢) — condensagao (AUSTIN; NOEL, 2003).

Estirilpirona sintase (SPS) pode estar envolvida na biossintese de
estirilpironas. Estirilpironas sao constituintes comuns em fungos principalmente em
Hymenochaetaceae (Basidiomycetes), mas também ocorrem em algumas espécies
de pteridéfitas e em familias mais primitivas de angiospermas, como Piperaceae,
Lauraceae, Annonaceae, Ranunculaceae e Zingiberaceae (BECKERT, et al., 1997,
SCHRODER, 1997). As estirilpironas obtidas a partir de espécies do género
Goniothalamus (G. umbrosus, G. andersonii, G. macrophyllus, G. malayanus) da
familia Annonaceae sio potentes agentes antiproliferativos. In vitro, inibiram
seletivamente a proliferacdo de muitas linhagens cancerigenas. In vivo, tiveram
efeitos tumoricidas e tumoristaticos contra tumores mamarios (LEE; AZIMAHTOL;
TAN, 2003). Estirilpironas obtidas a partir de espécies do género Cryptocarya (C.
moschata e C. mandioccana) da familia Lauraceae apresentaram atividades
antifungicas e antiproliferativas (MARTINELLI, dados n&o publicados, RICARDO, et
al., 2004, TELASCREA, 2006). Essas atividades confirmam a importancia biolégica
dessas substancias e despertam o interesse no entendimento dos mecanismos
envolvidos na biossintese desses metabdlitos. Alguns estudos com estirilpironas tém
sido realizados sob enfoque biossintético.

Estudos biossintéticos de estirilpironas em fungos pela incorporacao de
precursores isotopicamente marcados indicaram uma biotransformagéo similar a da
chalcona sintase na etapa inicial da biossintese de flavonoides. Estirilpironas
também foram observadas como produtos liberados in vitro em ensaios com CHS
(BECKERT, et al., 1997).
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Equisetum arvense foi utilizada por Beckert e colaboradores (1997) para
avaliar a ocorréncia de estirilpirona sintase (SPS) sem interferéncia da chalcona
sintase (CHS), ja que essa pteridéfita acumula estirilpironas e flavonéides em érgaos
distintos (VEIT, et al., 1995). Estirilpironas sdo acumuladas em gametofitos e em
rizomas do esporofito como constituinte fendlico majoritario sem presenga de
flavondides e os brotos verdes do esporoéfito contém varios flavonbides, mas
nenhuma estirilipirona. Duas estirilpironas, bisnoriangonina e hispidina foram
observadas como produtos liberados in vitro a partir dos ensaios realizados com
SPS na presenca de malonil SCoA e os substratos p-cumaroil SCoA e cafeoil SCoA
respectivamente (BECKERT, et al., 1997, HERDERICH; BECKERT; VEIT, 1997).
Esse estudo possibilitou a identificacdo da estirilpirona sintase, uma policetideo
sintase de planta, com peso molecular de 56-77 KDa. Beckert e colaboradores
(1997) sugeriram ainda uma relagdo evolucionaria entre CHS e SPS, sendo essa
ultima a mais primitiva.

Jez e colaboradores (2000a) determinaram a estrutura cristalina da 2-pirona
sintase (2-PS), uma enzima que catalisa a formacao da 6-metil-4-hidr6xi-2-pirona a
partir de uma unidade de acetil SCoA e duas unidades de malonil SCoA. As enzimas
2-PS e CHS sao policetideos sintases de plantas que possuem 74% de homologia
na seqléncia de aminoacidos, conservam os mesmos residuos cataliticos que
definem o sitio ativo e possuem o mesmo mecanismo de reagdo. No entanto a

cavidade do sitio ativo na 2-PS é menor que na CHS, (Figura 21, pag. 55).
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Figura 21: Cavidade do sitio ativo: (a) — 2-PS; (b) — CHS (JEZ, et al., 2000a).
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Munidos dessa informacdo, Jez e colaboradores (2000a) mostraram a
conversao da CHS em 2-PS através da reducado da cavidade do sitio ativo onde
ocorre a iniciagdo/alongamento da cadeia policetidica. Esses estudos demonstraram
que o volume da cavidade do sitio ativo influencia tanto na escolha da molécula
iniciadora como no controle do tamanho do policetideo formado.

Ao contrario dos outros organismos que biossintetizam policetideos, em C.
mandioccana foram descritas estirilpironas resultantes de cadeias policetidicas de
varios comprimentos, mais longas, incluindo desde tricetideos até hexacetideos.
Essas estirilpironas poderiam ser resultantes de estirilpironas sintases pouco
especificas, com controle pouco preciso da extensdo da cadeia policetidica, ou
policetideos com cadeias de comprimentos diferentes poderiam estar relacionados a
isoenzimas especificas, com diferencas no sitio de alongamento da cadeia
carbbnica. Os quimiotipos de C. mandioccana sao modelos interessantes para
avaliar essas possibilidades, fornecendo subsidios para um melhor entendimento
dos mecanismos envolvidos na biossintese de estirilpironas, principalmente no que
concerne ao controle da extensdao das cadeias carbbnicas dessa classe de
metabodlitos secundarios. Futuramente esses estudos poderiam possibilitar a
producao biotecnolégica desses metabdlitos, ja que possuem importantes atividades
bioldgicas.

Em resumo, chalcona sintase (CHS) estaria envolvida na biossintese de
flavondides das folhas de C. mandioccana, enquanto que estirilpirona sintase (SPS)
poderia estar envolvida na biossintese de estirilpironas e sua expressao poderia
estar relacionada aos quimiotipos encontrados em C. mandioccana.

A biogénese desses metabdlitos é baseada em uma rota biossintética mista
envolvendo a via do chiquimato na formagao das unidades Cs-C3 e a via do acetato
responsavel pela extensdo da cadeia carbdnica (DEWICK, 1997a) (Figura 22, pag.
57). A L-fenilalanina é precursor de um grande numero de produtos naturais. A trans-
desaminacao da L-fenilalanina, catalisada pela PAL, gera o acido trans-cinamico.
Esta reagdo é de fundamental importancia, uma vez que o &cido trans-cinamico €
responsavel pela formacdo de uma gama de metabdlitos secundarios. ApGs reagao
de hidroxilagdo o 4&cido ftrans-cindmico resulta no acido p-cumarico. Esses
precursores estdo diretamente envolvidos na biossintese de muitas substéancias
acumuladas em plantas, dentre elas estirilpironas e flavondides. A partir da

biossintese dos precursores fenilpropanoidicos, estes sado esterificados a tioésteres
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de CoA, pelas SCoA ligases, os quais por meio de condensacdes com unidades de
malonil SCoA, catalisadas por SPS e CHS seriam responsaveis pela formagéao dos
diversos esqueletos carbénicos de estirilpironas e flavonodides respectivamente

encontrados em C. mandioccana.
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Figura 22: Biogénese de flavondides e estirilpironas em C. mandioccana; * configuragao relativa.
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3.3.2 — Biossintese de alcaloides

Alcaléides, geralmente definidos como moléculas naturais contendo
nitrogénio, sdo metabdlitos secundarios abundantes em plantas, mas que também
ocorrem em microorganismos e animais. Um ou mais atomos de nitrogénio estao
presentes, tipicamente como aminas primarias, secundarias ou terciarias. Alcaloides
contendo um sistema quaternario também sao encontrados na natureza (DEWICK,
1997b, STEVIGNY:; BAILLY; QUETIN-LECLERCQ, 2005). Esses metabdlitos
possuem muitas atividades farmacoldgicas incluindo antitumoral, bactericida,
fungicida, inseticida, antioxidante, antimalarial, antiparkinsoniana e anti-HIV
(KASHIWADA, et al., 2005, TORIBIO, et al., 2006, ZHANG, et al., 2007). Os
alcaléides sao biossintetizados a partir de aminoacidos precursores. Entre esses
aminodacidos estdo a ornitina, a lisina, o acido nicotinico, a tirosina, o triptofano, o
acido antranilico e a histidina (DEWICK, 1997b). Alcal6ides aporfinicos quaternarios
encontrados em C. mandioccana tém como precursor a (S)-reticulina, uma
tetraidrobenzilisoquinolina derivada do esqueleto formado a partir de duas unidades
de tirosina. A condensacao dessas duas unidades, catalisada pela (S)-norcoclaurina
sintase, gera a (S)-norcoclaurina. O-metilagéo seguido de N-metilacao leva a (S)-N-
metilcoclaurina. Hidroxilagdo e posterior metilagdo levam a (S)-reticulina, a
intermediaria chave na formagdo dos alcaldides aporfinicos. Os aporfinicos sao
formados em plantas pelo acoplamento oxidativo intramolecular da (S)-reticulina nas
posicdes orto-orto, formando o esqueleto com padrdao de substituicdo da (S)-
menisperina ou na posi¢ao orto-para dando origem ao esqueleto com padrdo de
substituicdo da (S)-xantoplanina (DEWICK, 1997b, STEVIGNY; BAILLY; QUETIN-
LECLERCQ, 2005). A biogénese dos alcaldides aporfinicos encontrados em C.

mandioccana esta apresentada na Figura 23, pag. 59.
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3.3.3 — Enzimas

A fonte de uma enzima é em geral um tecido animal, vegetal ou célula
microbiana. As células precisam ser rompidas e a enzima obtida em uma solu¢ao
chamada de extrato enzimatico. Uma vez pronto o extrato enzimético, estao
disponiveis varios métodos para a separagao das enzimas presentes no mesmo. Os
métodos cromatograficos para separar as enzimas aproveitam-se das propriedades
exibidas pelas mesmas, como a carga elétrica, o tamanho e a solubilidade, as quais
variam de uma enzima para outra. Os métodos ndo cromatogréficos incluem a
precipitacao seletiva de enzimas com sais, acidos ou altas temperaturas. Outro
importante método existente para a separacao de enzimas baseia-se na migragao
das mesmas em um campo elétrico, um processo chamado eletroforese. Sua
vantagem é que as enzimas podem ser separadas e visualizadas permitindo
determinar rapidamente o grau de pureza de uma preparacao particular de enzimas.
A eletroforese permite também a determinacdo de propriedades cruciais de uma
enzima, tais como o seu ponto isoelétrico e seu peso molecular aproximado. Quando
desejamos purificar uma enzima é essencial dispormos de um ensaio capaz de
detectar e quantificar esta enzima, mesmo quando ela esta misturada com muitas
outras (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

3.3.3.1 — Preparacao de extrato enzimatico de plantas

No processo de extragdo enzimatica, o rompimento das células da planta
libera enzimas no meio exterior. O método utilizado no rompimento das células pode
variar de acordo com a matriz utilizada. Por possuirem parede celular, as células
vegetais sdo geralmente mais dificeis de serem rompidas do que as células animais.
O método mais apropriado para romper a parede celular é triturar o tecido vegetal
juntamente com materiais abrasivos, como silica ou areia. Este processo pode ser
facilitado utilizando Ny liquido para congelar o material vegetal antes de tritura-lo. A
adicao de tampao e centrifugacao para facilitar a separacdo do material insoltvel
sdo as etapas seguintes para se obter o extrato enzimatico (SILVA, 2004). Em
qualquer experimento que vise a determinagdo da atividade enzimdtica, alguns
critérios devem ser monitorados, a fim de evitar a perda da atividade enzimatica

durante o rompimento de tecidos ou células incluindo:
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Controle do pH

A maioria das enzimas € ativa em uma determinada faixa de pH e, quando
expostas a pHs fora desta faixa podem perder irreversivelmente suas atividades.
Para assegurar uma extracdo enziméatica eficiente é necessaria a utilizacdo de uma
solugéo tampao pré-estabelecida na faixa de pH desejada. Na escolha do tampao, é
importante observar se este mostra algum efeito sobre a agdo da enzima de
interesse (SILVA, 2004).

Controle da temperatura

Durante o rompimento celular, a temperatura pode variar consideravelmente.
Para evitar que isso ocorra, € aconselhavel que se utilize banho de gelo para
dissipar o calor gerado durante a extragdo enzimatica. E aconselhavel que a
temperatura nao ultrapasse 4°C, para minimizar a desnaturacdo das enzimas e
reduzir a atividade das proteinases. Entretanto, existem algumas enzimas que
podem sofrer inativacao e dissociacdo se submetidas a baixas temperaturas. Dessa
maneira, € importante que se saiba qual o efeito da temperatura sobre a enzima de
interesse (SILVA, 2004).

Controle da protedlise

O controle da degradacédo das enzimas por proteinases enddgenas durante
ou apdés a extracdo é um dos problemas mais dificeis de serem contornados.
Quando ocorre a protedlise, a proteina ou a enzima € isolada em quantidade
desprezivel, ha perda da atividade enzimatica durante o experimento e até mesmo,
discrepancias entre as propriedades das enzimas isoladas e aquelas relatadas na
literatura. Para controlar a protedlise é necessario trabalhar em baixas temperaturas
ou adicionar inibidores especificos de proteinases. Para a inibigdo de serina e
cisteina, proteinases de tecido vegetal, é adicionado PMSF (fluoreto de
fenilmetanosulfonila), DCI (3,4-dicloroisocumarina), EDTA (acido
etilenodiaminotetraacético) ou E64 (L-trans-epoxisuccinil leucilamido (4-guanidino)
butano) (BERGAMO, 2003, DEUTSCHER, 1990, GEGENHEIMER, 1990, SILVA,
2004).
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Protecao dos grupos tidis

Durante o processo de extracdo, os grupos tidis da cisteina presentes nas
enzimas podem sofrer modificagdes quimicas. Para proteger os grupos tidis das
enzimas, sdo adicionados ao extrato reagentes contendo grupos tidis, como o 2-
mercaptoetanol ou o 1,4-ditiotreitol (DTT). A inten¢do é que os grupos tidis presentes
nestes reagentes sofram reacdo com o0 oxigénio ao invés dos grupos tidis da
cisteina. O 2-mercaptoetanol é usado geralmente em uma concentracdao de 10-20
mM e é bastante téxico. O DTT, por sua vez, devido ao seu poder redutor efetivo
pode ser utilizado em concentracées menores (1 mM) e € bem menos téxico do que
0 2-mercaptoetanol. A principal desvantagem do uso do DTT é o seu prego elevado.
(GEGENHEIMER, 1990, SILVA, 2004).

Protecao contra metais pesados

Metais pesados, tais como Cu, Pb, Hg ou Zn podem inibir enzimas,
principalmente por reagirem com a cisteina. A adicao de EDTA (< 1mM) no meio
extrator minimiza o efeito destes metais pesados; entretanto, é importante verificar
se 0 EDTA nao ird remover algum ion metalico essencial para a atividade da enzima.
Neste caso, pode ser necessario utilizar concentragdes menores de EDTA, ou
suplementar o meio com o ion metélico requerido pela enzima (BERGAMO, 2003,
SILVA, 2004).

Efeitos de diluicao

Quando as proteinas sao extraidas de um tecido ou célula, pode haver
diluicdo. A concentracdo protéica, estimada em 500 mgmL' em compartimentos
celulares, pode ser reduzida a 5 mgmL™" em extratos celulares e até mesmo a 5
ugmL™" na solugéo da enzima pura. Estudos realizados mostram que muitas enzimas
perdem suas atividades se armazenadas em solucdes diluidas. Este efeito pode ser
minimizado pela adigdo de uma proteina inerte, tal como albumina sérica bovina (1-
10 mgmL™) na solugcdo. A proteina adicionada age como substrato de sacrificio
frente a atividade das proteinases, protegendo dessa maneira a estabilidade da
enzima de interesse. Existem relatos de que a presenca de poliéis, tais como glicerol
e sacarose, aumenta a estabilidade das enzimas, principalmente se estas tiverem

que ser submetidas ao congelamento para serem estocadas (SILVA, 2004).
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3.3.3.2 — Precipitacado de proteinas

Ha varios métodos de concentracdo de proteinas, entre eles a precipitagao
(POHL, 1990). As proteinas podem ser precipitadas através de alteracbes causadas
no solvente, que consistem em variagcdo de pH, de forga ibnica ou de temperatura.
Além disso, as propriedades dos solventes podem ser modificadas pela adicao de
altas concentracdes de determinados sais ou solventes organicos misciveis em agua
(ENGLARD; SEIFTER, 1990).

Uma das técnicas mais utilizadas € a precipitagdo provocada pela adigédo de
sais em altas concentracoes e com alta forga ibnica. A precipitagdo ocorre pela
neutralizagéo das cargas da superficie do sal, pela reducao da atividade quimica da
enzima e/ou pela diminuicdo da concentragédo efetiva da agua. A concentracdo de
qualquer sal necessario para a precipitacdo de uma proteina em particular esta
relacionada ao nimero e distribuicdo de cargas e de grupos polares nao ibnicos na
superficie da proteina, embora o tamanho e a forma da proteina também contribua
com a precipitacao da proteina (BERGAMO, 20083).

O sulfato de aménio é o agente precipitante mais utilizado. Suas principais
vantagens s&o:

1. saturacdo: em altas concentragdes provoca a precipitagdo da maioria das

proteinas;

2. calor de solucdo: ndo possui um grande calor de solugdo, sendo assim o

calor gerado é facilmente dissipado;
3. baixa densidade (1,235 gcm™®): mesmo em solucdo saturada (4,04M a

20°C) nao interfere na sedimentagdo da maioria das proteinas;
4. em solugdes concentradas previne e/ou diminui o crescimento da maioria

das bactérias;

3.3.3.3 — Determinacéao da concentracao de proteinas

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) incluindo:
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quantidade de proteina disponivel para o ensaio
concentragao da proteina
especificidade do ensaio

presenca de substancias quimicas que possam interferir no ensaio

o M b=

confiabilidade do ensaio

O método de Bradford (BRADFORD, 1976) foi baseado na observacao de
que o corante Coomassie Brilliant Blue G25 existe em duas diferentes cores,
vermelha e azul. A ligagdo do corante com a proteina provoca o deslocamento no
maximo de absorcdo do corante de 465 nm para 595 nm. O complexo corante-
proteina formado tem uma alta absortividade conduzindo assim a uma excelente
sensibilidade. Embora a intensidade da cor seja totalmente dependente do pH,
solucbes tampao apropriadas permitem a determinacdo da concentracdo de
proteina, com nivel de deteccéo de 0,1 g de proteinas. A simplicidade do método de
Bradford estd associada a sua alta sensibilidade, configurando-se no método
geralmente escolhido (BERGAMO, 2003).

3.3.3.4 — 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 separagdo de macromoléculas. Como ferramenta
analitica, a eletroforese € simples e relativamente rapida (BERGAMO, 2003).

A eletroforese de macromoléculas é normalmente conduzida pela aplicagao
de uma fina camada de 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 separagéo
(BERGAMO, 2003).

Os géis de agarose e poliacrilamida apresentam ligagdes cruzadas formando
estruturas como esponjas. O tamanho dos poros desses géis é similar ao tamanho

da maioria das proteinas e acidos nucléicos. O movimento das moléculas através do
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gel pela aplicacdo da corrente elétrica permite que as moléculas maiores sejam
retidas pelo gel em detrimento das menores (BERGAMO, 2003).

Uma vez finalizado o experimento, o gel pode ser analisado quali ou
guantitativamente. A maioria das proteinas e todos os acidos nucléicos usualmente
ndo sao diretamente visiveis, portanto devem ser processados para determinar a
localizacao e quantidade de moléculas presentes. O procedimento analitico mais
utiizado é o tingimento do gel. As proteinas sdo usualmente reveladas com
Coomasie Brilliant Blue em uma solugéo fixadora, ou depois das proteinas serem
fixadas ao gel, podem ser reveladas com nitrato de prata por um processo
semelhante a revelacao fotografica. Com Coomasie Brilliant Blue é possivel detectar
aproximadamente 1 pug de proteina em uma banda, enquanto que a revelagdo com
prata € 100 vezes mais sensivel, detectando aproximadamente 10 ng de proteina,
(BERGAMO, 2003).



Objetivos
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OBJETIVOS

1 - Geral

Considerando os quimiotipos encontrados em C. mandioccana pela diferenga
quali e quantitativa na capacidade de produzir estirilpironas com cadeias
policetidicas de varios comprimentos, pretende-se usar C. mandioccana como
modelo nos estudos de biossintese e de ecofisiologia, visando o entendimento da
funcdo e o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos para a produgao de
metabolitos secundarios de interesse.

2 - Especificos

v' Otimizar e validar um método cromatografico para andlise simultanea dos
principais metabdlitos encontrados nas folhas de C. mandioccana: alcaléides,
flavondides e estirilpironas;

v' Identificar alcal6ides presentes nas folhas de C. mandioccana;

v" Verificar a composigdo e o teor de alcaldides, flavondides e estirilpironas
durante o desenvolvimento das folhas de individuos dos quimiotipos F e FS e
avaliar se ha paralelo com o perfil de estirilpironas observadas em folhas;

v’ Verificar a composicdo e o teor de alcaléides, flavonoides e estirilpironas em
diferentes érgdos de individuos dos quimiotipos F e FS e avaliar se héa
paralelo com o perfil de estirilpironas observadas em folhas;

v" Verificar a presencga de estirilpironas em plantulas de C. mandioccana;

v' Estudar a biossintese de estirilpironas em folhas de plantulas de C.
mandioccana através da avaliagao da atividade da PAL e da SPS.



Desenvolvimento




Capitulo 1
Desenvolvimento e
Validacdo de Método Cromatogrdfico
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PARTE EXPERIMENTAL

1 — Materiais e Equipamentos

1.1 — Materiais

¢ Material vegetal:

Folhas do individuo CB 353 do quimiotipo FS de Cryptocarya mandioccana
Cascas do tronco dos individuos CB 231, 283, 301, 314, 354 do quimiotipo F e
dos individuos CB 230, 300, 302, 316, 353 do quimiotipo FS de Cryptocarya

mandioccana

e Padroes:

Menisperina e xantoplanina isoladas a partir das cascas do tronco de C.

mandioccana, quercetina-3-O-galactopiranosideo, quercetina-3-O-
glicopiranosideo, quercetina-3-O-xilopiranosideo, quercetina-3-O-
arabinopiranosideo, quercetina-3-O-alopiranosideo, quercetina-3-O-

ramnopiranosideo isoladas a partir das folhas de C. mandioccana,
criptomoscatona  E3,  criptomoscatona D1,  criptomoscatona  F1,
desacetilcriptocarialactona, criptomoscatona E1 isoladas a partir das cascas do
tronco e folhas de C. mandioccana e goniotalamina isolada a partir das folhas
de C. moschata.

* Solventes:
Hexano, MeOH e CHCI3 (Synth, grau analitico)
ACN e MeOH (J.T.Backer, grau HPLC)
H2O (ultrapura preparada em sistema Mili-Q)
CD30OD (Cambrigde Isotope Laboratories)

e Reagentes:
Acido Acético, Acido Fosférico e Hidroxido de Aménio (Synth)

Trietilamina (Vetec)



e Adsorventes:
Silica gel 60 (Merck 40-63 um)

e Softwares:
Star Chromatography Workstation 5.52
Statistica 6.0
ChemSketch 4.0
Microcal Origin 5.0
Microsoft Office Excel

1.2 — Equipamentos

¢ Balanca:
Analitica — Mettler Toledo, modelo AG245

¢ Ultra-som:

Elma, modelo Transsonic 570, freqiiéncia 35 KHz

e Centrifuga:
Celm, modelo Combate, rotagcdao 2800 rpm (1200 g)

¢ Rotaevaporador:
Buch, modelo R-114

e CLAE-DAD:
Médulos: 1-Bomba: ProStar 240 Solvent Delivery Module; 2-Detector: ProStar
330 Photodiode Array Detector; 3-Injetor Automatico: ProStar 410 Auto-

Sampler; 4-Integrador: Microcomputador (processador Pentium Ill, 500 MHz),

”

com “software” “Star Chromatography Workstation”

¢ Colunas cromatograficas:

Coluna Phenomenex Luna® C18, 5 um, 250 mm x 4,6 mm
Coluna Phenomenex Luna® C8, 5 um, 250 mm x 4,6 mm

Coluna Phenomenex Luna® Fenil-Hexil, 5 um, 250 mm x 4,6 mm
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e RMN:
Varian Inova 500 (11,7 T)

o Polarimetro:

Polarimiter P-1020 Jasco

2 — Metodologia

Para o estudo da variabilidade intraespecifica de estirilpironas em quimiotipos
de C. mandioccana avaliando a producao desses metabdlitos em diferentes érgaos
e em extratos enzimaticos foi necesséario desenvolver um método cromatografico
para analise simultdnea dos principais metabdlitos encontrados nas folhas de C.
mandioccana (alcaléides, flavondides e estirilpironas) e identifica-los. Considerando
a importancia desses estudos, tornou-se necessario validar o método proposto para
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

2.1 — Desenvolvimento de método cromatografico para analise simultinea de
alcaloides, flavonoides e estirilpironas em folhas de C. mandioccana

Métodos analiticos sdo necessarios para analisar os metabolitos secundarios
de C. mandioccana nos estudos de variabilidade intraespecifica de estirilpironas em
quimiotipos dessa espécie. Um método cromatografico para analise de flavondides
glicosilados e estirilpironas em espécies de Cryptocarya foi desenvolvido por Nehme
e colaboradores (2005). Uma coluna cromatografica Cg (5 wm, 250 mm x 4,6 mm)
foi usada no sistema CLAE-DAD. A fase movel foi composta de A (Tampéao: 7,2 mM
de TEA e 17,0 mM de H3PO4, pH=2,0) e B (ACN). A separacao foi realizada em um
sistema gradiente de 85:15 (A:B) a 60:40 (A:B) em 45 min seguida por uma eluicdo
isocratica com 60:40 (A:B) por 10 min em um fluxo de 1,0 mLmin™". No entanto, sob
essas condi¢coes, alguns picos permaneceram mal resolvidos. Dentre eles,
encontram-se 0s picos atribuidos aos alcaléides aporfinicos. Para aumentar a
resolucdo cromatografica, o desenvolvimento de um novo método em CLAE-DAD
para analise simultanea de alcaldides, flavondides e estirilpironas em folhas de C.

mandioccana foi proposto e envolveu etapas que compreenderam:



73

2.1.1 — Coleta e preparacao do material vegetal

Folhas do individuo CB 353 do quimiotipo FS de C. mandioccana foram
coletadas no Parque Estadual Carlos Botelho em Sao Miguel Arcanjo — SP. As
folhas coletadas foram secas em estufa a 40°C, com circulagao de ar, por 24 horas,
moidas e estocadas a 25°C. O individuo coletado foi identificado pelo Dr. Pedro L.
R. Moraes. Exsicatas foram depositadas no Herbario do Instituto de Botanica de Sao
Paulo (IBSP).

2.1.2 — Extracao

Foi realizado um protocolo de exiracdo e pré-tratamento da amostra
estabelecido por Nehme e colaboradores (2005) com pequenas modificagoes.

1. Pesagem com exatidao de 100 mg de folhas secas e moidas de C.
mandioccana em um tubo de vidro (10,0 mL) para centrifuga, com tampa.
Adicao de 4,0 mL de hexano.

Extragdo em ultra-som por 30 min.

Adicao de 4,0 mL de MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v).

Extragdo em ultra-som por 30 min.

Centrifugacao por 10 min a 1200 g.

Retirada de uma aliquota (1,5 mL) da fase hidroalcodlica.

©® N o o bk~ w0 DN

Filtracdo da amostra em membrana Millipore® (0,45 um) e

acondicionamento em frasco para inje¢cdo automatica (CLAE).

2.1.3 — Desenvolvimento cromatografico

O método cromatogréfico estabelecido por Nehme e colaboradores (2005) foi
utilizado como ponto de partida para o desenvolvimento do novo método em CLAE-
DAD para analise simultanea de alcal6ides, flavonéides e estirilpironas em folhas de

C. mandioccana. O desenvolvimento cromatogréfico foi conduzido em duas etapas:
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2.1.3.1 — Desenvolvimento cromatografico: Etapa |

Fatores avaliados

A separacdo cromatografica das substancias é influenciada por diversos
fatores incluindo tipo de fase estacionéria, composigéo, fluxo e pH da fase moével.

A retencdo de substancias com grupos acidos e basicos é complexa e
depende do pH da fase mével (Figura 24, pag. 74). Em pH < pKa ha inibicdo da
ionizagado das substancias acidas que se tornam menos hidrofilicas e mais retidas na
fase reversa. Por outro lado, substancias basicas séo protonadas, tornando-se mais
hidrofilicas e menos retidas na fase reversa. O controle do pH da fase mével pode

ser feito pela adicdo de tampao.

/

~

HA 2 H + A
B + H z BH*
hidrofébico hidrofilico
mais retido na fase reversa menos retido na fase reversa

- /

Figura 24: Retengao de substancias acidas e basicas.

Além disso, substancias catibnicas podem interagir com silandis residuais. A
adicao de modificadores orgéanicos diminui essa interacao bloqueando os silanodis
residuais, diminuindo assim, a retencdo das substancias catiénicas (SNYDER;
KIRKILAND; GLAJCH, 1997).

Experimentos foram conduzidos para avaliar a influéncia da concentragédo de
trietilamina (TEA), um modificador organico, a influéncia da concentragdo de acido
fosférico (HsPO4), em uma fase moével composta de A (tampéo, pH=2) e B (ACN) e a
influéncia do tipo de fase estacionaria na separacao dos metabdlitos presentes nas

folhas de C. mandioccana utilizando um planejamento fatorial composto central.

Planejamento fatorial composto central
Um planejamento fatorial composto central ou planejamento em estrela
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001c, GALDAMEZ, 2002) foi realizado
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para otimizar as condicbes cromatograficas de andlise dos metabdlitos de C.
mandioccana. Esse planejamento consistiu de um fatorial 2 mais 2k pontos axiais e
n pontos centrais, onde k representa o numero de fatores avaliados. A configuragéao
de um experimento fatorial composto central com dois fatores (k=2) pode ser
visualizada pela Figura 25, pag. 75. O quadrado com circulos amarelos nas arestas
representa o fatorial 22, o circulo amarelo no centro representa o ponto central n, e 0
losango com quadrados azuis nas arestas representa os pontos axiais do

experimento fatorial composto central.

N

0,5

0,0

0,5

Figura 25: Representagdo grafica do planejamento fatorial composto central ou planejamento em
estrela.

Os niveis dos fatores (concentragdo de TEA e concentragdo de H3PQO4) foram
codificados pela Equacao 1, pag. 76, para facilitar a construcdo do planejamento
experimental, remover as unidades de medidas dos fatores, colocar a origem do eixo
das varidveis no valor intermediario e definir uma nova escala (Tabela 1, pag. 76).
Variaveis codificadas proporcionam também facilidade computacional, com aumento
da exatidao na estimativa dos coeficientes do modelo e facilidade de interpretacao
desses coeficientes, pois todas as variaveis estdo sendo estudadas dentro de um
mesmo intervalo (TAQUEDA; COSTA; FARIA; 1998). A partir do planejamento
fatorial composto central foram realizados 9 experimentos em triplicata para cada
coluna cromatografica (Tabela 2, pag. 76).
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x=(T-T)/AT/2) (1)

sendo que:
x € o valor codificado da variavel

T é o valor original da variavel a ser codificado

T é a média entre os valores do nivel alto e do nivel baixo da variavel original

AT é a variagao entre os valores do nivel alto e do nivel baixo da variavel original

Tabela 1: Niveis codificados para concentragao de TEA e H;PO,
Niveis codificados |
Fatores | -1,4 | 1,0 | 0 | +1,0 | +1,4 |
[TEA*mM | 58 | 72 | 108 | 145 | 159 |
[HsPO* mM | 69 | 87 | 130 | 170 | 19,1 |

*[TEA]=concentragdo de TEA e [H3PO4]=concentragédo de HzPO,

Tabela 2: Experimentos realizados (x) em colunas Phenomenex Luna® (C8, C18 e fenil-hexil)

| +14 | | x| | |
TEApmM HO X x| |
0 | x| x| x|

-1,0 | X X |

1.4 | | X | |

14 ] 10| o0 | +#1,0 | +1,4 |

‘ [HsPO,]* mM |

*[TEA]=concentracdo de TEA e [HsPOs]=concentra¢éo de HzPO,

Condicoes cromatograficas

As amostras foram analisadas em CLAE-DAD para obtengdo do perfil
cromatogréfico. As condicbes cromatogréaficas utilizadas nesse estudo estao
descritas na Tabela 3, pag. 77.
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Tabela 3: Condi¢des cromatogréaficas para desenvolvimento cromatografico: Etapa |

Parametro Condicao |
Fase Estacionaria C8, C18 e fenil-hexil |
Fase Mével: Gradiente Linear:
(Tampao pH=2)* 15-40% de B em 45 min
B (ACN) 40% de B em 15 min

l

|

40-15% de B em 3 min
Tempo de Equilibrio (min) | 15

|

|

|

Fluxo (mLmin™") 1,0 \

A (nm) 254 \
Volume de injegéo (uL) | 20 \

* [TEA] e [H3PO,] estabelecidos no planejamento fatorial composto central

Resolucao cromatografica

Para estabelecer uma comparacdo entre as diferentes condigdes
cromatogréficas, a resolugdo cromatogréfica, qualidade da separacédo entre dois
picos, foi avaliada (SNYDER; KIRKILAND; GLAJCH, 1997).

A resolugéo cromatografica pode ser calculada pela Equagéo 2, pag. 77:

2(t2 —t)
W, +W,

Rs = (2)

sendo que:
Rs é a resolugao cromatografica

t, € t,580 os tempos de retengéo do primeiro e segundo pico

W, e W, sdo as larguras da linha base do primeiro e segundo pico

A Equagéo 2, pag. 77, pode ser usada para a medida da resolugdo quando os
picos sdo bem separados para que os tempos de retencdo e as larguras da linha de
base possam ser determinadas com confianga. A determinagdo manual da largura
da linha de base envolve a constru¢ao de tangentes para cada lado de cada pico e a
medida da distancia entre as interseccoes dessas tangentes com a linha de base.
Essa medida pode determinar um Rs impreciso. Uma alternativa aproximada da

mais confianca aos valores de Rs, usando largura a meia altura, Equacéo 3, pag. 78:
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Rs= 18 1) (3)
WO.S,I + WO,S,Z
sendo que:

Rs é a resolugao cromatografica

t, € t, sao os tempos de retencdo do primeiro e segundo pico

W,s. € W, s@o as larguras a meia altura do primeiro e segundo pico

No entanto, calculos de Rs usando as Equacbes 2 e 3, pag. 77 e 78,
respectivamente, podem néo ser confidveis quando Rs for menor que 1.

A comparacdo de dois picos adjacentes com curvas de resolugdo padrdo
pode também ser usada para determinar os valores de Rs. Essa aproximacao nao
requer nenhum calculo, é bastante conveniente e aplicada a sobreposigées de picos
(0,4<Rs<1,3). Representacdes ideais de dois picos sobrepostos pode ser calculado
como fungdo do tamanho relativo do pico e resolucdo. Picos reais sobrepostos
podem ser comparados com curvas ideais 0 mais proéximo possivel.

Uma outra maneira de estimar Rs, baseada na altura do vale entre dois picos
adjacentes, pode ser usada para 0,8<Rs<1,5. Esse procedimento resulta em valores
mais precisos de Rs, mas requer mais esfor¢o que a curva de resolugao padrao.

Por ser mais conveniente, 0 método de curvas de resolugdo padréao (Figura
26, pag. 79) foram utilizadas para estimar a resolugdo cromatografica entre dois
picos sobrepostos em um cromatograma através da comparagao. A resolugcao
cromatogréfica global (RsG) foi calculada pela razao entre a soma das resolugdes de
cada par de pico dividido pelo numero total de picos analisados, Equagéao 4, pag. 78.

> Rs

n

RsG =

(4)

sendo que:
RsG € aresolugao cromatografica global
Rs é a resolucdo para os pares de picos sobrepostos

n € o0 numero de picos analisados
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Figura 26: Curva de resolugéo calculada para diferentes valores de Rs e pares de bandas com uma
razao de 4rea de: (a) — 1:1; (b) — 2:1; (¢) — 4:1; (d) — 8:1; (e) — 16:1 (SNYDER; KIRKILAND; GLAJCH,

1997).

Analise dos resultados
A influéncia da concentragdo de TEA, da concentracao de H3PO4 e do tipo de

fase estacionaria na analise dos metabdlitos das folhas de C. mandioccana foi
avaliada através de superficies de respostas. Superficies de respostas foram
construidas separadamente para cada coluna cromatografica ajustando-se modelos
quadraticos as respostas obtidas pelo planejamento fatorial composto central através
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do programa Statistica (Equacao 5, pag. 80). As superficies de respostas foram
estudadas na regiao de interesse tendo como objetivo determinar os niveis 6timos
do sistema investigado através da localizagdo do ponto estacionério, conjunto de

pontos (x, y) para os quais as derivadas parciais da Equacao 5, pag. 80, se igualam
a zero.

2=by,+bx+b,y +b,xy +bl,x2+b22y : (5)

sendo que:
z € aresposta

x € y sao os fatores experimentais
x y € ainteracao entre fatores experimentais

by, b,, b,, b,,, b,, € b,, 580 0s coeficientes do polinébmio

O ponto estacionario pode representar um ponto de maximo, um ponto de
minimo ou um ponto de sela conforme apresentado na Figura 27, pag. 80.

T N

\ (:) (:) () /

Figura 27: Ponto estacionario de uma superficie de resposta quadratica: (a) — ponto de maximo; (b) —
ponto de minimo; (¢) — ponto de sela.
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Andlise de variancia (ANOVA) foi usada para avaliar se 0 modelo construido

foi realmente adequado ao sistema descrito (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001b).

O coeficiente de determinagdo do modelo, R*,foi calculado pela Equagéo 6,
pag. 81.

S0, 2.(3-Y)

R* = = 6
S0, Y.(y-y° ©

sendo que:

R’ é o coeficiente de determinagdo do modelo

SQ, é a soma quadratica devido a regresséo

SQ, é a soma quadratica em relagdo a média total
y € aresposta observada

y € a resposta média global

y é a resposta estimada pelo modelo

O valor maximo de R®> é 1. Quanto mais perto de 1 estiver o valor de

R* melhor ter sido o ajuste do modelo as respostas observadas.

-~ M . ~
Pode-se usar um teste F da razéo M—QR para avaliar se a regressao é

r

estatisticamente significativa:

S0,
MQ, V, . ) - o
se = > Fv v entdo ha uma regressao estatisticamente S|gn|f|cat|va
Mo~ SQ, " VVs
v

r

sendo que:
MQ, é a média quadratica devido a regressao

MQr é a média quadratica residual
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SQ, é a soma quadratica devido a regressao

SQ. € a soma quadratica residual

V. € o numero de graus de liberdade da SQg (p*- 1)
Vr é 0 nimero de graus de liberdade da SQ;, (n** - p%)

F, , € ovalortabelado da distribuigéo F no nivel de confianga desejado

* p=nUmero de parametros
** n=nimero de observagdes

O valor de F, , pode ser encontrado com o auxilio da Tabela apresentada

no Anexo 1, pag. 214 no nivel de 95% de confianga, na intersecgao da coluna v; =
vr com a linha correspondendo a vo = V, .

A melhor condi¢cao cromatogréafica encontrada foi testada experimentalmente.
A partir dos valores experimentais de RsG foram calculados os limites inferiores e
superiores da RsG no intervalo de 99% de confianga (Equacdo 7, pag. 82)
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001a). O valor de RsG estimado foi
avaliado para verificar a exatidao da superficie de resposta.

— , DP
RsG,, =RsG tt— (7)
Jn
sendo que:
RsG,, sao os limites inferiores e superiores da RsG

RsG € a média experimental das RsG
t € 0 numero de Studant
DP ¢é o desvio padrao das RsG experimentais

n € 0 nimero de experimentos

O valor de t foi encontrado com o auxilio da Tabela apresentada no Anexo 2,
pag. 215, no nivel de 99% de confianca com o numero de graus de liberdade (v)

dado por (n-1).
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2.1.3.2 — Desenvolvimento cromatografico: Etapa |l

Fator avaliado

Apos selecao da fase estaciondria e das concentragdes de TEA e HzPOy4,
experimentos foram conduzidos para otimizar a seletividade da fase movel na
separagao dos metabdlitos presentes nas folhas de C. mandioccana utilizando um

planejamento experimental.

Planejamento experimental

Partindo da condi¢do estabelecida no desenvolvimento cromatografico: etapa
I, coluna cromatografica Cg (5 um, 250 mm x 4,6 mm) e fase movel composta de A
(Tampao: 11,9 mM de TEA e 14,3 mM de H3PO4, pH=2,0) e B (ACN) em um sistema
gradiente de 85:15 (A:B) a 60:40 (A:B) em 45 min seguida por uma elui¢cao isocratica
com 60:40 (A:B) por 15 min, um planejamento experimental foi realizado para
otimizar a seletividade da fase mével na andlise dos metabdlitos presentes nas
folhas de C. mandioccana. Mantendo a forca de eluicdo do desenvolvimento
cromatografico: Etapa | e avaliando a seletividade, experimentos foram conduzidos

variando a composicao do solvente organico (ACN, ACN:MeOH, MeOH).

Condicoes cromatograficas

As amostras foram analisadas em CLAE-DAD para obtengdo do perfil
cromatogréafico. As condigbes cromatogréficas utilizadas nesse estudo estéo
descritas na Tabela 4, pag. 83. Foram analisados cinco gradientes em triplicata

(Tabelas 5 a 9, pag. 84) variando a composicao da fase mével.

Tabela 4: Condi¢des cromatograficas para desenvolvimento cromatografico: Etapa Il

Parametro | Condicédo \
Fase Estacionaria | Cs \
Fase Movel:
(Tampao pH~2 Gradiente Linear:
B (MeOH) Tabelas 5a 9
C (ACN)
Tempo de Equilibrio (min) | 15 |
Fluxo (mLmin™") | 1,0 \
A (nm) | 254 \
Volume de injegdo (ul) | 20 \

* [TEA]=11,9 mM e [HsPO,]=14,3 mM



Tabela 5: Gradiente Linear |

Gradiente Linear |

Tempo | % Tampéo | % MeOH | % ACN

|
I
‘ 0
|
|

|

|

| 85 | 0 | 15 |

45 | 60 | 0 | 40 |
60 | 60 | 0 | 40 |
63 | 85 | 0 | 15 |

Tabela 7: Gradiente Linear IlI

Gradiente Linear lll

Tempo | %Tampéo | % MeOH | % ACN

|

|

0 | 79 | 13 | 8 |

| 45 | 55 | 25 | 20 |
| 60 | 55 | 25 | 20 |
|6 | 79 | 13 | 8 |

Tabela 6: Gradiente Linear Il

84

|
}
|
|

Gradiente Linear Il

Tempo | % Tampdo | % MeOH | % ACN

\
|
0 | 83 | 6 [ 11
45 | 57 | 13 | 30 |
60 | 57 | 13 | 30 |
63 | 83 | 6 [ 11

Tabela 8: Gradiente Linear IV

Gradiente Linear IV

Tempo | % Tampdo | % MeOH | % ACN

|
|
0 \ 77 \ 19 | 4 |
45 | 52 | 38 | 10 |
60 | 52 | 38 | 10 |
63 | 77 | 19 | 4 |

Tabela 9: Gradiente Linear V

Gradiente Linear V
Tempo | % Tampdo | % MeOH | % ACN

|
|
0o | 75 | 25 | o |
45 | 50 | 50 | o |
60 | 50 | 50 | o |
63 | 75 | 25 | o |

Para o célculo da % de MeOH equivalente a forca de eluicdo do

desenvolvimento cromatografico: etapa | foi utilizada a Equacéo 8, pag. 84:

%MeOH =1,22+137(%ACN)-0,004(%ACN)* (8)

Resolucao cromatografica
Para estabelecer uma comparacdo entre as diferentes condigbes
cromatogréficas, a resolugdo cromatogréfica, qualidade da separacédo entre dois
(SNYDER; KIRKILAND; GLAJCH, 1997).

conveniente, curvas de resolucdo padrao (Figura 26, pag. 79) foram utilizadas para

picos, foi avaliada Por ser mais

estimar a resolugcdao cromatografica entre dois picos sobrepostos em um
cromatograma através da comparacdo. A resolugdo cromatografica (Rs) ou a
resolucdo cromatogréfica global (RsG), razdo entre a soma das resolugdes de cada
par de pico dividido pelo niumero total de picos analisados (Equacao 4, pag. 78), foi
calculada para o alcaléide, alcal6ide e flavondides, e estirilpironas em cada condicao

cromatografica. Um novo gradiente foi estabelecido em funcéo da melhor resolucao
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cromatografica (Rs) ou resolucdo cromatografica global (RsG) estabelecida para o

alcaloide, alcaldide e flavondides, e estirilpironas.

Analise dos resultados
Folhas de C. mandioccana foram analisadas nas condi¢des estabelecidas no
desenvolvimento cromatografico: etapas | e Il e os cromatogramas foram

comparados.

2.2 — Identificacao dos principais metabdlitos de C. mandioccana

Alcaldides (menisperina e xantoplanina) obtidos a partir das cascas do tronco
de C. mandioccana (item 2.2.1, pag. 85), flavondides (quercetina-3-0O-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-glicopiranosideo, quercetina-3-O-
xilopiranosideo, quercetina-3-O-arabinopiranosideo, quercetina-3-0O-alopiranosideo
e quercetina-3-O-ramnopiranosideo) obtidos a partir das folhas de C. mandioccana
(NEHME, et al., 2005) e estirilpironas (criptomoscatona E3, criptomoscatona D1,
criptomoscatona F1, desacetilcriptocarialactona e criptomoscatona E1) obtidos a
partir das cascas do tronco e folhas de C. mandioccana (CAVALHEIRO e YOSHIDA,
2000, TELASCREA, 2006) e identificados por UV e RMN foram utilizados como
padroes para identificacdo dos metabdlitos secundarios das folhas de C.
mandioccana. O extrato bruto das folhas de C. mandioccana preparado segundo o
item 2.1.2, pag. 73, e os padrdes solubilizados em MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v) foram
analisados em CLAE-DAD no método cromatografico desenvolvido e a identificagéo
foi realizada comparando tempo de retencéo e espectros na regiao do UV.

2.2.1- Isolamento e identificacao de alcaléides aporfinicos quaternarios

Cryptocarya apresenta compostos bioativos tais como alcaléides (TORIBIO, et
al., 2006), flavonoides e pironas (DUMONTET, et al., 2001, DUMONTET, et al.,
2004, RICARDO, et al., 2004). Estudos fitoquimicos das cascas de C. mandioccana
tém mostrado que estirilpironas sdo os metabdlitos secundarios tipicos presentes
nessa espécie (CAVALHEIRO e YOSHIDA, 2000). Flavondides glicosilados, bem
como estirilpironas tém sido detectados em folhas (NEHME, et al., 2005). Nenhuma

investigagdo quimica de C. mandioccana resultou no isolamento de alcaldides; no
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entanto, estudos fitoquimicos de outras espécies de Cryptocarya tém relatado a
presenca desses metabdlitos em folhas e cascas do tronco (LEE, et al., 1993a, LEE;
CHEN; LIU, 1993b, LIN; WANG; WU, 2002, WU; LIN, 2001). Muitos deles sao
antitumorais, bactericidas, fungicidas, inseticidas ou antioxidantes (TORIBIO, et al.,
2006).

Cascas do tronco dos individuos CB 231, 283, 301, 314, 354 do quimiotipo F
e dos individuos CB 230, 300, 302, 316, 353 do quimiotipo FS de C. mandioccana
secas e moidas (100 g) foram extraidas com 800 mL de hexano em ultra-som por 30
min, seguida pela adi¢do de 800 mL de MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v) em ultra-som por
mais 30 min. Depois de filtrada, a fase hidroalcodlica foi separada da fase hexéanica
em funil de separacdo e concentrada em rota evaporador resultando em 12 g de
extrato hidroalcodlico |. Parte desse extrato (989 mg) foi submetido a extragao
liquido-liquido com CHCIls/MeOH/HAc 10% 2:1:1 (v/v) resultando em 470 mg de
extrato hidroalcoolico Il. Esse extrato foi fracionado por coluna cromatografica em
silica gel (25,0 x 1,2 cm; 40-63 um) eluida usando um sistema gradiente com
CHCI3/MeOH/NH4OHcone 70:30:10 a 63:37:10% (v/v) resultando no isolamento dos
alcaloides 1 (38,0 mg) e 2 (7,7 mg), Figura 28, pag. 86.

fase hexanica
casca

100 . -
( 9) fase hidroalcélica
Concentracao
CHCI3
extrato hidroalcélico I Aliquota de 989 mg
CHCI3/MeOH/HAC 10% 2:1:1 (v/v, . .
(12 g) : W) extrato hidroalcodlico IT
(470 mg)
Coluna de silica gel (25,0 x 1,2 cm; 40-63 pm)
CHCly/MeOH/NH;OH,,nc 70:30:10 a 63:37:10% (v/v)
1 2
(38,0 mg) (7.7 mg)

Figura 28: Isolamento de alcaléides aporfinicos quaternarios.
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2.3 — Validaciao de método cromatografico para analise simultinea de
alcaloides, flavonoides e estirilpironas em folhas de C. mandioccana

A validacao deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. A estratégia aplicada para a validacao do método cromatografico seguiu
as normas propostas pela ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003). Um protocolo de validagdo foi estabelecido e critérios de
aceitacao foram definidos para os parametros de seletividade, linearidade, precisao
(repetibilidade e precisao intermediaria), limite de deteccao, limite de quantificacao,
exatiddo e estabilidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003,
RIBANI, et al., 2004).

2.3.1 - Condicoes cromatograficas

O sistema cromatografico empregado foi um cromatografo liquido Varian
ProStar acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD). Uma coluna
Phenomenex Luna® Cg (5 wm, 250 mm x 4,6 mm) foi usada no sistema CLAE-DAD.
A fase movel foi composta de A (Tampao: 11,9 mM de TEA e 14,3 mM de H3POQOy,,
pH=2,0), B (MeOH) e C (ACN). A separacao foi realizada em um sistema gradiente
(Tabela 10, pag.87) em um fluxo de 1,0 mLmin™. O espectro no UV foi registrado
entre 200 e 400 nm e o comprimento de onda especifico monitorado foi 254 nm.
Uma aliquota de 20 plL foi injetada no sistema e as analises foram conduzidas em

temperatura ambiente.

Tabela 10: Gradiente da composicao ternaria

Tempo | %Tampdo* | %MeOH | %ACN |
o | 83 | 06 | 11 |
10 | 77 | 08 | 15 |
20 | 67 | 19 | 14 |
30 | 61 | 22 | 17 |
40 | 59 | 14 | 27 |
45 | 50 | 50 | 0 |
60 | 50 | 50 | 0 |
63 | 83 | 06 | 11 |

*[TEA]=11,9 mM e [HsPO4]=14,3 mM
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2.3.2 — Preparacao dos padroes e das amostras

2.3.2.1 — Preparacao dos padroes

Solugbes estoque de menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona (400 pgmL™) foram preparadas dissolvendo 2,0 mg de
cada analito em 5,0 mL de MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v).

Solucdo estoque de padrdo interno, goniotalamina, (400 ugmL) foi
preparada dissolvendo 2,0 mg do analito em 5,0 mL de MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v).

2.3.2.2 — Preparacao das amostras

Solucdes contendo 10, 15, 20, 30, 50, 75, 150 e 300 plgmL'1 de menisperina,
quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona foram preparadas
pela diluicdo apropriada das solugdes estoque. Em cada solu¢do foram adicionados
75 ugmL" de goniotalamina pela diluigdo apropriada da solucéo estoque.

Goniotalamina, estirilpirona obtida a partir das folhas de C. moschata
(TELASCREA, 2006), ausente no extrato de folhas de C. mandioccana (Figura 29,
pag. 88), foi utilizada como padréo interno. A utilizagéo de padrao interno € o método

utilizado com maior confiabilidade nas determinagdes cromatogréaficas quantitativas.

Extrato de €. mandioccana

XN o

*
0000000000 OPOOPNOIOIOOIOINOIOONPOIPOINTODOE

*goniotalamina

Figura 29: Auséncia de goniotalamina, utilizada como padrao interno, no extrato de C. mandioccana.
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2.3.3 — Parametros validados
A proposta de validagdao do método cromatografico desenvolvido em CLAE-
DAD para andlise simultanea de alcal6ides, flavonoides e estirilpironas estabelecida

neste trabalho envolveu pardmetros que compreenderam:

2.3.3.1 — Seletividade

Em métodos cromatograficos deve-se tomar as precaugdes necessarias para
garantir a pureza dos picos cromatograficos. A utilizacdo de testes de pureza de
pico, com auxilio de detector de arranjo de diodos, é interessante para demonstrar
que o pico cromatografico é atribuido a um s6 componente (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003, RIBANI, et al., 2004). A seletividade foi
verificada pela andlise em CLAE-DAD do extrato de folhas de C. mandioccana
preparada segundo o item 2.1.2, pag. 73, e dos padrdes menisperina, quercetina-3-
O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona solubilizados em MeOH:HAc 10%
1:1 (v/v). A pureza dos picos de menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona na amostra foi verificada através do Software do detector
de arranjo de diodos (PolyView) pela andlise do espectro na regidao do UV em

diferentes regides dos picos.

2.3.3.2 — Linearidade

A linearidade de um método analitico é a capacidade de uma metodologia
analitica de demonstrar que os resultados obtidos s@o diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003, RIBANI, et al., 2004).

A linearidade foi avaliada através dos coeficientes de correlagdo da curva
analitica na faixa de concentragdo de 15 a 300 ugmL™" para menisperina, quercetina-
3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona. A curva analitica com
padronizacao interna, 75 ugmL™ de goniotalamina, e com padronizagdo externa foi
construida com 7 niveis de concentragéo (15, 20, 30, 50, 75, 150 e 300 ugmL™) e as

andlises foram realizadas em triplicata.
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2.3.3.3 — Precisao

A precisdo de um procedimento analitico expressa a aproximagdo de
resultados de uma série de medidas obtidas de uma amostra (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003, RIBANI, et al., 2004). A precisdo foi estimada
pela medida da repetibilidade e da precisdo intermediaria em trés niveis de
concentragdo (15, 50 e 300 ugmL™) para cada analito.

Para a padronizacao interna, na avaliagdo da repetibilidade amostras foram
analisadas em triplicata no mesmo dia. Na avaliacdo da precisdo intermediaria
amostras foram analisadas em ftriplicata em trés dias consecutivos. A precisao foi
expressa pelo desvio padrdao relativo (DPR) da concentragdo de menisperina,
quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona e desvio padréo (DP)
do tempo de retencao relativo médio (razdo entre tempo de retencdo do analito e
tempo de retengéo do padrao interno) em cada nivel.

Para a padronizagédo externa, na avaliacao da repetibilidade amostras foram
analisadas em triplicata no mesmo dia. Na avaliagdo da precisao intermediaria
amostras foram analisadas em ftriplicata em trés dias consecutivos. A precisdo foi
expressa pelo desvio padrdao relativo (DPR) da concentragdo de menisperina,
quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona e desvio padrao (DP)
do tempo de retengcao médio dos analitos em cada nivel.

2.3.3.4 — Limite de Deteccao

O limite de detecgao (LD) representa a menor concentragdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003, RIBANI, et al., 2004). O LD foi estimado pelo método visual.

2.3.3.5 — Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da
substdncia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003, RIBANI, et al., 2004). O LQ foi estimado pelo método visual.
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2.3.3.6 — Exatidao

A exatidao de um procedimento analitico representa o grau de concordancia
entre os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e o valor de
referéncia aceito como verdadeiro (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003, RIBANI, et al., 2004). A exatiddo foi avaliada pelo método de
adicdo padrao. Esse método é utilizado quando é dificil ou impossivel preparar um
branco da matriz sem a substancia de interesse. Extratos de C. mandioccana nao
fortificados e fortificados com menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona em trés niveis de concentracdo (15, 50 e 300 pgmL™)
foram analisados em triplicata. A exatidao foi expressa pela relagao percentual entre
a concentragdo média de cada analito determinada experimentalmente e a

concentragao tedrica correspondente em cada nivel.

2.3.3.7 — Estabilidade

Para a padronizagao interna e externa, a estabilidade da amostra foi avaliada
em trés niveis de concentracdo (15, 50 e 300 ugmL™") em intervalos regulares de 24

horas durante trés dias. Durante esse periodo, a amostra foi estocada a 4°C.

RESULTADOS

1 — Desenvolvimento de método cromatografico para analise simultanea de
alcaldides, flavondides e estirilpironas em folhas de C. mandioccana

1.1 — Desenvolvimento cromatografico: Etapa |

Os cromatogramas assim como as resolu¢des cromatograficas globais (RsG)
obtidos pelos experimentos realizados com as colunas cromatogréaficas C8, C18 e
fenil-hexil estdo apresentados nas Figuras 30 a 32, pag. 92 a 94, respectivamente.
Com as resolucdes cromatograficas globais (RsG) foram construidas superficies de
respostas quadraticas em funcdo das concentragbes de TEA e H3PO4 para cada

coluna cromatografica (Figura 33, pag. 95).



[TEA)=10,8
[H3P04]=6, 9
Rs6=0,807

[TEAJ=10,8
[HsPO,]=19,1
Rs6=0,889

[TEA]=14,5
[H:P0,]=17.0
Rs6=0,921

[TEA)=7.2
[H3P04]= 17,0
Rs6=0,868

[TEA]=5.,8
[H3P04]=13,0
Rs6=0,882

[TEA]=10,8
[H:P0O4]=13,0
Rs6=0,939

[TEA)]=14,5
[HsPO.)=8,7
Rs6=0,853

[TEAJ=7,2
[H3PO.]=8,7
Rs6=0,875

TEA]=15,9
[H3PO4]=13,0
Rs6=0,904

Fase Moével:

A (Tampdo, pH=2)
B (ACN)
Gradiente Linear:
15-40% de B em 45 min
40% de B em 15 min
40-15% de B em 3 min
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Figura 30: Cromatogramas e resolugdes cromatograficas globais (RsG) obtidas pelos experimentos

com coluna cromatografica C8.
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[TEA]=10,8
[H3sPO,)=6,9
Rs6=0,664

[TEA)=10,8
[HsPO,)=19,1
Rs6=0,611

[TEA)=14,5
[H3sPO,)=17,0
Rs6=0,643

[TEA)=7,2
[H:PO,)=17,0
Rs6=0,604

[TEA]=5,8
[HsPO,)=13,0
Rs6=0,582

[TEA)=10,8
[HsPO,)=13,0
Rs6=0,643

[TEA]=14,5
[HsPO,)=8,7
Rs6=0,661

[TEA]=7.,2
[HsPO,)=8,7
Rs6=0,636

[TEA])=15,9
[H:PO,)=13,0
Rs6=0,575

Fase Moével:

A (Tampdo, pH=2)
B (ACN)
Gradiente Linear:
15-40% de B em 45 min
40% de B em 15 min
40-15% de B em 3 min

Figura 31: Cromatogramas e resolu¢des cromatograficas globais (RsG) obtidas pelos experimentos

com coluna cromatografica C18.



[TEA]=10,8
[H3PO4]=6,9
Rs6=0,525

[TEA]=10,8
[H3PO4]=19, 1
Rs6=0,525

[TEA]=14,5
[HsPO,]=17,0
Rs6=0,539

[TEA)=7,2
[H3P04]= 17,0
Rs6=0,493

[TEA]=5,8
[HsPO4])=13,0
Rs6=0,493

[TEA]=10,8
[H3PO4] =13 ' 0
Rs6=0,489

[TEA)=14,5
[HsPO,)=8,7
Rs6=0,507

[TEAJ=7.,2
[HsPO.)=8,7
Rs6=0,493

[TEA]=15,9
[HsPO4)=13,0
Rs6=0,511

Fase Mével:

A (Tampdo, pH=2)
B (ACN)
Gradiente Linear:
15-40% de B em 45 min
40% de B em 15 min
40-15% de B em 3 min
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Figura 32: Cromatogramas e resolugdes cromatograficas globais (RsG) obtidas pelos experimentos

com coluna cromatogréfica fenil-hexil.
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A resolugcao cromatografica global (RsG) foi fortemente influenciada pelo tipo
de coluna cromatogréfica utilizada. O estudo das superficies de respostas (Figura
33, pag. 95) possibilitou a localizagdo do ponto estacionario (ponto onde as
derivadas parciais da equacdo de regressao da superficie de resposta sdo iguais a
zero). Para a coluna cromatografica C18 um ponto de sela (Figura 33b, pag. 95) foi
obtido como ponto estacionario com 11,6 mM de TEA, 19,5 mM de H3PO4 e RsG de
0,63 (Tabela 11, pag. 96). Um ponto minimo (Figura 33c, pag. 95) foi obtido como
ponto estacionario para a coluna cromatogréfica fenil-hexil com 6,5 mM de TEA, 13,9
mM de H3PO4 e RsG de 0,48 (Tabela 11, pag. 96). A melhor condigéo estimada para
a andlise de metabdlitos de folhas de C. mandioccana dada pelo ponto maximo
estacionario (Figura 33a, pag. 95) envolveu 11,9 mM de TEA, 14,3 mM de H3;PO,
com coluna cromatogréafica C8 e RsG de 0,94 (Tabela 11, pag. 96). Seus valores

criticos estao dentro do intervalo experimental.

Tabela 11: Ponto estacionario (concentragdo de TEA e concentragdo de Hz;PO,) determinados a
partir da superficie de resposta e RsG estimados para cada coluna cromatografica e verificacdo do
modelo da superficie de resposta quadratica®

‘ Colunas |  Ponto Estacionario | Valores Estimados® | R? |
‘ Cromatogréficas‘ [TEA] | [HPO, | RsG | |
| c8 11,9 | 143 | 0,94 | 0,96 |
| C18 116 | 195 | 0,63 | 0,73 |
\ Fenil-hexil | 65 | 13,9 \ 0,48 | 0,88 |

27 = a+a,X+aY + a4X2 +a, XY + a6Y2 onde Z = varidvel dependente, representando a resolugdo cromatografica
global (RsG) e X e Y = variaveis independentes representando a concentracdo de TEA e a concentragdo de HsPO4

®Valores estimados foram calculados a partir da respectiva superficie de resposta usando os pontos estacionarios

Andlise de variancia (ANOVA) foi usada para avaliar se o0 modelo construido
estava realmente adequado ao sistema descrito. O coeficiente de determinacao do
modelo, R?, foi calculado para cada superficie e 0 melhor ajuste foi encontrado com
a coluna cromatogréfica C8 (R*> mais proximo de 1), (Tabela 11, pag. 96). A
superficie de resposta para a coluna cromatografica C8 foi estatisticamente
significativa de acordo com o teste F ao nivel de 95%. A condi¢ao 6tima estimada foi
testada experimentalmente e o valor estimado foi avaliado para verificar a exatidao
da superficie construida. O valor estimado de RsG esteve dentro dos limites
inferiores e superiores da RsG experimental no intervalo de 99% de confianga
(Tabela 12, pag. 97).
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Tabela 12: Teste da condigao 6tima determinada pela superficie de resposta

Limite inferior Valor Limite superior Valor
intervalo de 99% | experimental | intervalo de 99% estimado?®
de confianca (n=3) de confianca
RsG | 0,74 \ 0,85 \ 0,96 \ 0,94 |

# Determinado pelo ponto estacionario com base no modelo quadrético (ver Tabela 11, pag.96).

1.2 — Desenvolvimento cromatografico: Etapa Il

Os cromatogramas expandidos, a partir dos quais foi calculada a resolugéao
cromatografica (Rs) entre menisperina (pico 1) e o pico adjacente em cada condicao
cromatografica, estdo apresentados na Figura 34, pag. 99. A resolucao
cromatogréfica (Rs) foi calculada entre menisperina (pico 1) e o pico adjacente em
cada condicao cromatografica (Figura 34, pag. 99). A melhor condi¢ao
cromatogréafica encontrada para a resolucdo entre menisperina (pico 1) € o pico
adjacente foi o gradiente linear Il (Figura 34b, pag. 99, Tabela 13, pag. 102).

Os cromatogramas expandidos, a partir dos quais foi calculada a resolugéao
cromatogréfica global (RsG) entre xantoplanina (pico 2), quercetina-3-O-
galactopiranosideo (pico 3), quercetina-3-O-glicopiranosideo (pico 4), quercetina-3-
O-xilopiranosideo (pico 5), quercetina-3-O-arabinopiranosideo (pico 6), quercetina-3-
O-alopiranosideo (pico 7) e quercetina-3-O-ramnopiranosideo (pico 8) em cada
condigdo cromatografica, estdo apresentados na Figura 35, pag. 100. A resolucao
cromatografica global (RsG) foi calculada entre xantoplanina (pico 2), quercetina-3-
O-galactopiranosideo (pico 3), quercetina-3-O-glicopiranosideo (pico 4), quercetina-
3-O-xilopiranosideo (pico 5), quercetina-3-O-arabinopiranosideo (pico 6), quercetina-
3-O-alopiranosideo (pico 7) e quercetina-3-O-ramnopiranosideo (pico 8) em cada
condicdo cromatografica (Figura 35, pag. 100.). A melhor condicdo cromatografica
encontrada para a resolugdo entre xantoplanina (pico 2), quercetina-3-O-
galactopiranosideo (pico 3), quercetina-3-O-glicopiranosideo (pico 4), quercetina-3-
O-xilopiranosideo (pico 5), quercetina-3-O-arabinopiranosideo (pico 6), quercetina-3-
O-alopiranosideo (pico 7) e quercetina-3-O-ramnopiranosideo (pico 8) foi o gradiente
linear Il (Figura 35c, pag. 100, Tabela 13, pag. 102).

Os cromatogramas expandidos, a partir dos quais foi calculada a resolugéao
cromatogréfica global (RsG) entre as estirilpironas do grupo |: criptomoscatona Ej
(pico 9), criptomoscatona Dy (pico 10), pico ndo identificado 1 (pico Nly) e pico ndo
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identificado 2 (pico NIlo) e entre as estirilpironas do grupo Il: criptomoscatona F;
(pico 11), desacetilcriptocarialactona (pico 12), criptomoscatona E¢ (pico 13) e pico
nao identificado 3 (pico NI3) em cada condigdo cromatogréfica, estdo apresentados
na Figura 36, pag. 101. A resolugédo cromatografica global (RsG) foi calculada entre
as estirilpironas do grupo I: criptomoscatona Es (pico 9), criptomoscatona D1 (pico
10), pico nao identificado 1 (pico NIy) e pico nao identificado 2 (pico NIo) e entre as
estirilpironas do grupo Il: criptomoscatona F;{ (pico 11), desacetilcriptocarialactona
(pico 12), criptomoscatona E; (pico 13) e pico ndo identificado 3 (pico Nl3) em cada
condigdo cromatogréfica (Figura 36, pag. 101). A melhor condigdo cromatogréfica
encontrada para a resolucdo entre as estirilpironas do grupo I: criptomoscatona Ej
(pico 9), criptomoscatona D¢ (pico 10), pico ndo identificado 1 (pico Nly) e pico ndo
identificado 2 (pico NlIy) foi o gradiente linear Il (Figura 36b, pag. 101, Tabela 13,
pag. 102) e a melhor condigcdo cromatografica encontrada para a resolucao entre as
estirilpironas do grupo Il criptomoscatona Fy (pico 11), desacetilcriptocarialactona
(pico 12), criptomoscatona E1 (pico 13) e pico ndo identificado 3 (pico Nl3) foi o
gradiente linear V (Figura 36e, pag. 101, Tabela 13, pag. 102).
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Gradiente Linear I
Rs=1,25

Gradiente Linear IT
Rs>1,25

(@)

Gradiente Linear III
Rs=1,0

Gradiente Linear IV
Rs=1,25

()

(©

Gradiente Linear V
Rs=1,25

(e

(d)

Figura 34: Cromatogramas expandidos e resolugbes cromatograficas (Rs) calculadas entre
menisperina (pico 1) e o pico adjacente em cada condi¢gdo cromatografica.
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1 Gradiente Linear I
Rs6=1,09 8
|
| 3
| 42 567
(a)
Gradiente Linear ITI
RsG=1,25 8
1
3
A 2 507
()
| Gradiente Linear V
Rs6=1,11
1
] 3
2 456 7
(a)

| Gradiente Linear II
'Rs6=0,99 8

3

i ) 2.456

7

®)

Gradiente Linear IV

Rs6=1,14

2 4 56 7

(d)

Figura 35: Cromatogramas expandidos e resolugdes cromatograficas globais (RsG) calculadas entre
xantoplanina (pico 2), quercetina-3-O-galactopiranosideo (pico 3), quercetina-3-O-glicopiranosideo

(pico 4), quercetina-3-O-xilopiranosideo

(pico  5),

quercetina-3-O-arabinopiranosideo

quercetina-3-O-alopiranosideo (pico 7) e quercetina-3-O-ramnopiranosideo (pico 8)

condicao cromatografica.

(pico  6),
em cada
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Gradiente Linear I

|6radiente Linear IT

(e

12.13.NI- i
RsGI*=1,00 | Rs6I*=1,13 10
Rs6II**=0,38 1© RSGIT**=0,69
13,NI;
9 9
11 11
| 12
NI, NI, NI, NI,
(a) (b)
" Gradiente Linear IIT | |6radiente Linear IV
Rs6I*=0,93 Rs6I*=1,06
RsGII**=0,75 10 Rs6II**=0,75 '°
13,NI;
9 9 13
11
11 12 12
NI;
NI, NI, NI,
NII
() (C)]
| |Gradiente Linear V

Rs6I*=0,83
RsGII**=0,89 10

9 13

11 12
NI, NI, NI;

RsGI*=Resolugdo cromatogrdfica global para estirilpirona grupo I (picos 9, 10, NI; e NI;)
RsGIT**= Resolugdo cromatogrdfica global para estirilpirona grupo IT (picos 11,12 , 13 e NI3)

NI;=pico ndo identificado 1
NI;=pico ndo identificado 2
NIs=pico ndo identificado 3

Figura 36: Cromatogramas expandidos e resolugdes cromatograficas globais (RsG) entre as
estirilpironas do grupo I: criptomoscatona E; (pico 9), criptomoscatona D; (pico 10), pico nao
identificado 1 (pico NIly) e pico nao identificado 2 (pico Nl,) e entre as estirilpironas do grupo Il
criptomoscatona F; (pico 11), desacetilcriptocarialactona (pico 12), criptomoscatona E; (pico 13) e
pico nao identificado 3 (pico Nl3) em cada condigdo cromatografica.



102

Tabela 13: Melhor resolugdo cromatogréafica (Rs) ou resolugdo cromatografica global (RsG) para
alcaloide, alcalbide e flavondides, e estirilpironas grupo | e

Alcaldide Alcaldide e Estirilpironas Estirilpironas
flavonoides grupo | grupo |l
Rs ou RsG | >1,25 | 1,25 | 1,13 | 0,89 |
Gradiente | I \ Il | I | v |

Um novo gradiente com composigao ternaria (Tabela 14, pag. 102) foi
estabelecido em fungdo da melhor resolugdo cromatografica (Rs) ou resolugéao
cromatogréfica global (RsG) estabelecida para o alcalbide, alcaldide e flavonéides, e
estirilpironas (Tabela 13, pag. 102).

Tabela 14: Novo gradiente e sua composicao ternaria

Tempo | % Tampdo* | % MeOH | % ACN |
0 | 83 | 06 | 11 |
10 | 77 | 08 | 15 |
20 \ 67 | 19 | 14 |
30 | 61 | 22 | 17 |
40 \ 59 | 14 | 27 |
45 | 50 | 50 | 0 |
60 | 50 | 50 | 0 |

* [TEA]=11,9 mM e [H;PO,]=14,3 mM

Folhas de C. mandioccana foram analisadas na condigcdo estabelecida no
desenvolvimento cromatogréfico: etapa I, coluna cromatogréfica Cg (5 um, 250 mm x
4,6 mm) e fase mével composta de A (Tampao: 11,9 mM de TEA e 14,3 mM de
HsPO4, pH=2,0) e B (ACN) em um sistema gradiente de 85:15 (A:B) a 60:40 (A:B)
em 45 min seguida por uma elui¢do isocratica com 60:40 (A:B) por 15 min, e na
condicdo estabelecida no desenvolvimento cromatografico: etapa I, coluna
cromatogréfica Cg (5 um, 250 mm x 4,6 mm) e fase movel composta de A (Tampao:
11,9 mM de TEA e 14,3 mM de H3PO,, pH=2,0), B (MeOH) e C (ACN) em um
sistema gradiente (Tabela 14, pag.102). Os cromatogramas obtidos nas duas
condicdes foram comparados e estdo apresentados na Figura 37, pag. 103.
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10

12,13,NIs

& (b)

13,NI;

11
3 12

2 4 6 NI; NIz

Figura 37: Cromatogramas de folhas de C. mandioccana analisadas nas condi¢cdes estabelecidas no:
(a) — desenvolvimento cromatografico: etapa I; (b) — desenvolvimento cromatografico: etapa Il.

Através da andlise dos cromatogramas (Figura 37, pag. 103), a melhor
resolugcdo foi encontrada com a condicdo estabelecida no desenvolvimento
cromatografico: etapa Il (Figura 37b, pag. 103). Portanto, coluna cromatografica Cg
(5 um, 250 mm x 4,6 mm) e fase movel composta de A (Tampéo: 11,9 MM de TEA e
14,3 mM de H3;PO4, pH=2,0), B (MeOH) e C (ACN) em um sistema gradiente (Tabela

14, pag. 102) foram selecionados para andlise dos metabdlitos de C. mandioccana.

2 - Identificacao dos principais metabodlitos de C. mandioccana

Alcal6ides (menisperina e xantoplanina) obtidos a partir das cascas do tronco
de C. mandioccana (item 2.1, pag. 106), flavonodides (quercetina-3-O-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-glicopiranosideo, quercetina-3-O-
xilopiranosideo, quercetina-3-O-arabinopiranosideo, quercetina-3-0O-alopiranosideo
e quercetina-3-O-ramnopiranosideo) obtidos a partir das folhas de C. mandioccana
(NEHME, et al., 2005) e estirilpironas (criptomoscatona E3, criptomoscatona D1,
criptomoscatona F1, desacetilcriptocarialactona e criptomoscatona E1) obtidos a
partir das cascas do tronco e folhas de C. mandioccana (CAVALHEIRO e YOSHIDA,
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2000, TELASCREA, 2006) e identificados por UV e RMN foram utilizados como
padroes para identificacdo dos metabdlitos secundarios das folhas de C.
mandioccana. O extrato bruto das folhas e os padrées foram analisados em CLAE-
DAD no método cromatografico desenvolvido e a identificacdo foi realizada
comparando tempo de retencdo e espectros na regido do UV. De acordo com a
Figura 38, pag. 105, os picos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11, 12 e 13 sdo menisperina,
xantoplanina, quercetina-3-O- galactopiranosideo, quercetina-3-O-glicopiranosideo,
quercetina-3-O-xilopiranosideo, quercetina-3-0O-arabinopiranosideo, quercetina-3-0O-
alopiranosideo, quercetina-3-O-ramnopiranosideo, criptomoscatona ES,
criptomoscatona D1, criptomoscatona F1, desacetilcriptocarialactona e

criptomoscatona E1.
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2.1—Isolamento e identificaciao de alcaldides aporfinicos quaternarios

A partir do extrato hidroalcodlico das cascas do tronco de C. mandioccana
foram isolados dois alcaldides aporfinicos quaternarios, menisperina (1) e
xantoplanina (2) (Figura 39, pag. 106).

NOESY €+—>»

Figura 39: Alcal6ides aporfinicos quaternarios, menisperina (1) e xantoplanina (2), isolados das
cascas do tronco de C. mandioccana.

2.1.1- Menisperina

Os espectros de UV, RMN de 'H e RMN de '*C sugeriram que a substancia
(1) era um alcaléide aporfinico quaternario (DWUMA-BADU, et al.,, 1980,
MARSAIOLL, et al., 1979).

O espectro no UV mostrou trés bandas de absorgao em A=222, 271 e 304 nm.

O espectro de RMN de 'H em CD3zOD da substancia (1) (Anexo 3, pag. 216 e
Tabela 15, pag. 108) apresentou sinais em & 7,04 (1H, s), 6 7,02 (1H, d, J=8,0 Hz) e
6 7,00 (1H, d, J=8,0 Hz) que foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-3,
H-9 e H-8 do anel aromatico. Os sinais em & 3,97 (3H, s), 5 3,90 (3H, s) e 4 3,75 (3H,

s) foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios (2-OCHs), (10-OCHs) e (1-
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OCHj3) dos grupos metoxilicos. A presenca de sinais em 6 3,45 (3H, s) e 6 3,06 (3H,
s) foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios (N-CHseq) € (N-CHsax) dos
grupos metilicos. O conjunto de sinais em § 4,44 (1H, dd, J=3,0; 13,0 Hz), & 3,36
(1H, dd, J=3,0; 13,0 Hz,) e & 2,88 (1H, t, J=13,0 Hz,) foram atribuidos
respectivamente aos hidrogénios H-6a, H-7H, e H-7H,, cujas multiplicidades e
constantes de acoplamento foram determinadas a partir do espectro de HOMODEC
(Anexos de 4 a 7, pag. 217 a 220 e Tabela 15, pag. 108). O conjunto de sinais em §
3,10 (1H, m), & 3,40 (1H, m), & 3,70 (1H, m) e & 3,80 (1H, m) foram atribuidos
respectivamente aos hidrogénios H-4H,, H-4H,, H-5H, e H-5H, através da analise
dos espectros de HMQC (Anexos 8 e 9, pag. 221 e 222 e Tabela 15, pag. 108) e
COSY (Anexo 10, pag. 223 e Tabela 15, pag. 108).
O espectro de RMN de "*C em CD3;OD da substancia (1) (Anexos 11 a 13, pag.

224 a 226 e Tabela 15, pag. 108) apresentou sinais em & 112,46, 6 113,35 e &
120,68 que foram atribuidos respectivamente aos carbonos C-3, C-9 e C-8 do anel
aromatico. Os sinais em 6 56,67, 6 56,82 e § 62,49 foram atribuidos respectivamente
aos carbonos (2-OCHgs), (10-OCHs;) e (1-OCHjs) dos grupos metoxilicos. A presenga
de sinais em & 54,30 e 6 43,88 foram atribuidos respectivamente aos carbonos (N-
CHseq) € (N-CHsay) dos grupos metilicos. O sinal em & 145,31 foi atribuido ao
carbono C-11 ligado a hidroxila e os sinais em & 70,77 e & 31,76 foram atribuidos
respectivamente aos carbonos C-6a e C-7.

Os espectros de NOE (Anexo 14 a 17, pag. 227 a 230 e Figura 39, pag. 106)
possibilitaram a confirmacao da estrutura da substancia (1).

Esses dados comparados com os dados descritos na literatura (DWUMA-
BADU, et al, 1980, MARSAIOLI, et al., 1979, NISHIYAMA, et al, 2004) e
[a]7” =+199,3° sdo indicativos de que a substancia (1) é a (+)-menisperina, com

configuracdo S no C-6a (Figura 39, pag. 106).
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Tabela 15: Dados de RMN de °C e 'H da substancia (1) em CD,OD (11,7T)

Posicdo | 3™C | &'H | Multiplicidade | J (Hz) \
1 | 145,55 - | |
1a | 127,21] | | |
ib | 122,34 | | | |
2 | 154,82 -] | \
3 | 11246 7,04 | s | \
3a | 126,76 -] | \
4 | 24,92 | 3,10/3,40 | m/m | \
5 | 62,22 | 3,70/3,80 | m/m | |
6a | 70,77 | 444 | dd | 3,0e13,0 \
7 | 31,76 | 2,88/3,36 | t/dd | 13,0/30e13,0 |
7a | 127,06 - | |
8 | 120,68| 7,00 | d | 8,0 \
9 | 113,35| 7,02 | d | 8,0 \
10 | 151,04 - | |
11 | 145,31 | - | | \
11a | 120,08 | - | | \

(N-CHzo) | 54,30 | 345 | s | \

(N-CH5,,) | 43,88 | 3,06 | s | \

1-OCH; | 62,49 | 3,75 | s | \

2-OCH; | 56,67 | 3,97 | s | |
10-OCH; | 56,82 | 3,90 | s | |

2.1.2- Xantoplanina

Os espectro de UV, RMN de 'H e RMN de *C sugeriram que a substancia (2)
também era um alcaléide aporfinico quaternario (LEE, et al., 1993a, MARSAIOLI, et
al., 1979).

O espectro no UV mostrou trés bandas de absor¢cao em A=220, 283 e 304 nm.

O espectro de RMN de 'H em CD30D da substancia (2) (Anexos 18 e 19, pag.
231 e 232 e Tabela 16, pag. 109) difere da substancia (1) por apresentar sinais em &
6,89 (1H, s), 8 6,86 (1H, s) e 6 8,0 (1H, s) que foram atribuidos respectivamente aos
hidrogénios H-3, H-8 e H-11 do anel aromatico. As multiplicidades e constantes de
acoplamento dos hidrogénios H-6a, H-7H, e H-7H, foram determinadas a partir do
espectro de HOMODEC (Anexo 20 a 23, pag. 233 a 236 e Tabela 16, pag. 109). O
conjunto de sinais dos hidrogénios H-4H,, H-4H,, H-5H, e H-5H, foram
determinados a partir dos espectros de HMQC (Anexo 24, pag. 237 e Tabela 16,
pag. 109) e COSY (Anexo 25, pag. 238 e Tabela 16, pag. 109).
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O espectro de RMN de ®C em CD3;OD (Anexos 26 a 28, pag. 239 a 241 e
Tabela 16, pag. 109) da substancia (2) difere da substancia (1) por apresentar sinais
em & 148,14 e & 113,34 que foram atribuidos respectivamente aos carbonos C-9,
ligado a hidroxila, e C-11 do anel aromatico.

Os espectros de NOE (Anexo 29 a 32, pag. 242 a 245 e Figura 39, pag. 106)
possibilitaram a confirmagao da estrutura da substancia (2).

Esses dados comparados com os dados descritos na literatura (LEE, et al.,
1993a, MARSAIOLI, et al., 1979, NISHIYAMA, et al., 2004) e [«]) =+331° s&o
indicativos de que a substéancia (2) é a (+)-xantoplanina, com configuracdo S no C-
6a (Figura 39, pag. 106).

Tabela 16: Dados de RMN de "C e 'H da substancia (2) em CD;OD (11,7T)

Posicdo | §C | &'H | Multiplicidade | J (Hz) |
1 | 146,96 | - | | |
1a | 129,06 | - | | |
1b | 120,62 - | |
2 | 155,41 | - | | |
3 | 111,69| 6,89 | s | |
3a | 126,06 | - | | |
4 | 24,97 | 3,10/3,40| m/m | |
5 | 62,68 | 3,70/3,80 | m/m | |
6a | 70,82 | 458 | dd | 3,75e 13,5 |
7 | 30,01 | 2,96/3,25 | t/dd | 13,5/3,75e135 |
7a | 127,03] - | | |
8 | 116,07| 6,86 | s | |
9 | 148,14 - | | |
10 | 148,53 - | | |
11 | 113,34 8,0 | s | |
11a | 123,58] - | | |

(N-CHse) | 54,22 | 3,44 | s | |

(N-CH3,) | 43,94 | 3,09 | s | |

1-OCH; | 60,67 | 3,71 | s | |

2-OCH; | 56,51 | 393 | s | |
10-OCH; | 56,67 | 3,90 | s | |
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3 - Validacao de método cromatografico para analise simultanea de alcaldides,
flavondides e estirilpironas em folhas de C. mandioccana

A estratégia aplicada para a validagdao do método cromatografico seguiu as
normas propostas pela ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003). Um protocolo de validagdo foi estabelecido e critérios de
aceitagado foram definidos para os parametros de seletividade, linearidade, preciséo
(repetibilidade e precisao intermediaria), limite de deteccéo, limite de quantificagao,
exatidao e estabilidade.

3.1 — Parametros validados

A proposta de validagdao do método cromatografico desenvolvido em CLAE-
DAD para andlise simultanea de alcal6ides, flavonéides e estirilpironas estabelecida

neste trabalho envolveu parametros que compreenderam:

3.1.1 — Seletividade

Teste de pureza de pico com auxilio de detector de arranjo de diodos foi
utilizado para demonstrar que os picos cromatograficos foram atribuidos a um sé
componente. A seletividade foi verificada pela analise em CLAE-DAD do extrato de
folhas de C. mandioccana e dos padrées menisperina, quercetina-3-O-
ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona. A pureza dos picos de menisperina,
quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona no extrato foi
confirmada através do Software do detector de arranjo de diodos (PolyView) pela
andlise do espectro no UV em trés pontos distintos do pico de menisperina,
guercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona (Figura 40, pag. 111)

e nenhum interferente foi observado.
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Figura 39: Espectro no UV em trés pontos distintos dos picos de menisperina (1), quercetina-3-O-
ramnopiranosideo (2) e desacetilcriptocarialactona (3) em: (a) — cromatograma do extrato; (b) —
cromatograma da menisperina; (¢) — cromatograma da quercetina-3-O-ramnopiranosideo; (d) —
cromatograma da desacetilcriptocarialactona.

3.1.2 — Linearidade

A curva analitica com padronizacdo interna, 75 ugmL" de goniotalamina, foi
construida com 7 niveis de concentragdo na faixa de 15 a 300 ugmL"' para
menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona (Figura

41, pag. 113). A equacgao de regressao encontrada foi y = - 0,02563 + 0,00394x com

coeficiente de correlagcado de r
0,01953 + 0,00714x, com coeficiente de correlacdo de r = 0,9999 e DPR < 1,5%
para quercetina-3-O-ramnopiranosideo e y= - 0,01466 + 0,00624x, com coeficiente

0,9964 e DPR < 3,0% para menisperina, y= -

de correlagédo de r = 0,9998 e DPR < 1,3% para desacetilcriptocarialactona.
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A linearidade da curva analitica com padronizacao interna foi avaliada através
dos coeficientes de correlagcédo da curva na faixa de concentragao de 15 a 300 ugmL”
! para menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona.
A relacdo entre area do pico do analito/area do pico do padrao interno e
concentragdo do analito foi linear no intervalo considerado para todos os
metabdlitos. Os coeficientes de correlacao lineares estiveram dentro do critério de
aceitacao (r=0,99).
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A curva analitica com padronizacao externa, foi construida com 7 niveis de
concentragdo na faixa de 15 a 300 ugmL" para menisperina, quercetina-3-O-
ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona (Figura 42, pag. 115).

A equacéo de regresséo encontrada foi y = - 0,27 + 0,06081x com coeficiente
de correlacao de r = 0,9967 e DPR < 4,0% para menisperina, y= - 0,02356 +
0,1099x, com coeficiente de correlacdo de r = 0,9999 e DPR < 3,6% para
quercetina-3-O-ramnopiranosideo e y= - 0,03459 + 0,09607x, com coeficiente de
correlagao de r = 0,9999 e DPR < 4,4% para desacetilcriptocarialactona.

A linearidade da curva analitica com padronizacdo externa foi avaliada
através dos coeficientes de correlacao da curva na faixa de concentracdo de 15 a
300 pugmL™ para menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona. A relagéo entre area do pico do analito e concentragao
do analito foi linear no intervalo considerado para todos os metabdlitos. Os

coeficientes de correlacao linear estiveram dentro do critério de aceitagéo (r=0,99).
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3.1.3 — Precisao

A precisdo, considerando a padronizagao interna, foi estimada pela medida da
repetibilidade e da precisao intermediaria em trés niveis de concentragdo (15, 50 e
300 ugmL™") para cada analito. A precisao foi expressa pelo desvio padrao relativo
(DPR) da concentragdo de menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona e desvio padrdao (DP) do tempo de retencdo relativo
médio (razao entre tempo de retencado do analito e tempo de retencao do padrao
interno) em cada nivel.

Na avaliacdo da repetibilidade amostras foram analisadas em triplicata no
mesmo dia. Os resultados estdo apresentados na Tabela 17, pag. 117. A partir da
Tabela 17, pag. 117, o desvio padréo relativo (DPR) da concentracdao de
menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona néo
excederam 0,48, 1,58 e 1,16% respectivamente, considerando os trés niveis de
concentragdo. O desvio padrdao (DP) do tempo de retengéo relativo médio (razao
entre tempo de retencdo do analito e tempo de retencado do padréo interno) nao foi
maior que 0,006, 0,005 e 0,003 respectivamente para menisperina, quercetina-3-O-
ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona considerando os trés niveis de
concentragao.

Na avaliagcdo da precisdo intermediaria, amostras foram analisadas em
triplicata em trés dias consecutivos. Os resultados estdo apresentados na Tabela 17,
pag. 117. A partir da Tabela 17, pag. 117, o desvio padrao relativo (DPR) da
concentragao de menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona ndo excederam 3,83, 2,90 e 4,53% respectivamente,
considerando os trés niveis de concentragdo. O desvio padrao (DP) do tempo de
retencao relativo médio (razdo entre tempo de retencdo do analito e tempo de
retencdo do padrao interno) nao foi maior que 0,005, 0,005 e 0,002 respectivamente
para menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona
considerando os trés niveis de concentracdo. A precisao esteve dentro do critério de
aceitacado (DPR<5%).
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Tabela 17: Repetibilidade e precisdo intermediaria em trés niveis de concentragéo para menisperina®,
quercetina-3-O-ramnopiranosideo® e desacetilcriptocarialactona® com padronizagéo interna

Repetibilidadade

|
| n=3 | n=3 ‘ n=3 ‘
| (300 pgmL™) | (50 pgmL™) | (15 pgmL™) |
‘ Conc* ‘ tg relativo*** Conc* tg relativo** Conc* tg relativo***
(DPR)** + DP*** (DPR)** | +DP** (DPR)** + DP***
alcaléide® | 0,28 | 0,24+0,005| 046 | 024+0,001| 048 | 0,24+0,006 |
flavonéide” | 0,89 | 0,47+0,005| 1,58 | 0,47+0,001| 029 | 0,480,005 |

estirilpirona®| 055 | 0,88+0,002| 0,39 | 0,88+0,001| 1,16 | 0,88+0,003 |
Precisao Intermediaria

| n=9 | n=9 ‘ n=9 ‘
| (300 pgmL™) | (50 pgmL™) | (15 pgmL™) l
‘ Conc* ‘ tg relativo*** Conc* tg relativo** Conc* tg relativo***
(DPR)** + DP**** (DPR)** | +DP*** | (DPR)* + DP***
alcaléide® | 1,74 | 0,23+0,005| 345 | 023+0,004 3,83 | 0,23+0,005|
flavonoide® | 0,74 | 0,47+0,003| 2,33 | 0,47+0,004| 290 | 0,47 +0,005 |
estirilpirona®| 261 | 0,88+0,002| 257 | 0,87+0,001| 453 | 0,88+0,002 |

*Conc=concentragao

**DPR = desvio padrao relativo (%)

***tg relativo= tg analito/ tg padrao interno
****DP = desvio padrdo, n=3 e 9

A precisao, considerando a padronizagdo externa, foi estimada pela medida
da repetibilidade e da preciséo intermediaria em trés niveis de concentragéo (15, 50
e 300 ugmL™) para cada analito. A precis&o foi expressa pelo desvio padréo relativo
(DPR) da concentragdo de menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona e desvio padrao (DP) do tempo de retengdo médio dos
analitos em cada nivel.

Na avaliagdo da repetibilidade amostras foram analisadas em ftriplicata no
mesmo dia. Os resultados estdo apresentados na Tabela 18, pag. 118. A partir da
Tabela 18, pag. 118, o desvio padrao relativo (DPR) da concentracdao de
menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona nao
excederam 2,43, 3,45 e 4,22% respectivamente, considerando os trés niveis de
concentracao. O desvio padrdao (DP) do tempo de retencdo médio dos analitos nao
foi maior que 0,39, 0,43 e 0,50 respectivamente para menisperina, quercetina-3-O-
ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona considerando os trés niveis de

concentragdo. A repetibilidade esteve dentro do critério de aceitagdo (DPR<5%).
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Na avaliagdo da precisdo intermediaria, amostras foram analisadas em
triplicata em trés dias consecutivos. Os resultados estdo apresentados na Tabela 18,
pag. 118. A partir da Tabela 18, pag. 118, o desvio padréo relativo (DPR) da
concentragdo de menisperina e desacetilcriptocarialactona excedeu 5,0%,
considerando os trés niveis de concentragdo. O desvio padrdao (DP) do tempo de
retencdo médio dos analitos nao foi maior que 0,36, 0,39 e 0,49 respectivamente
para menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona

considerando os trés niveis de concentragao.

Tabela 18: Repetibilidade e precisdo intermediaria em trés niveis de concentragéo para menisperina®,
quercetina-3-O-ramnopiranosioleob e desacetilcriptocarialactona® com padronizacédo externa

Repetibilidadade |
| n=3 ‘ n=3 | n=3 ‘
| (300 pgmL™) | (50 pgmL™) | (15 pgmL™) |
‘ Conc* ‘ tg analito*** |  Conc* | tganalito** | Conc* | tg analito*™*

(DPR)* +DP** | (DPR)* | +DP** | (DPR)** | +DP***
alcaldide® | 1,11 | 11,21+0,34| 1,42 | 10,99+0,02| 2,43 | 11,06+0,39]
flavondide® | 1,72 | 22,14+043| 2,18 | 22,06+0,06| 345 | 22,21+0,43]
estirilpirona®| 0,79 | 41,31+048| 096 | 40,83+0,13| 422 | 40,86+0,50 |
Preciséo Intermediaria \
| n=9 ‘ n=9 | n=9 |
| (300 pgmL™) | (50 pgmL™) | (15 pgmL™) l

‘ Conc* ‘ tg analito*** |  Conc* | tganalito** | Conc* | tg analito*™*

(DPR)™ +DP** | (DPR)™ | +DP™* | (DPRy™ | +DP*
alcaléide® | 537 | 10,80+0,36| 4,02 | 10,73+0,22| 4,84 | 10,82+0,33]
flavonoide” | 3,91 | 21,86+0,33| 2,34 | 21,82+0,24| 3,85 | 21,84+0,39]
estirilpirona®| 2,12 | 40,76 +0,49| 3,45 | 4057+022| 7,27 | 40,50+0,39 |

*Conc=concentragao

**DPR = desvio padr&o relativo (%)

***tg analito= tempo de retencéo do analito
****DP = desvio padrdo, n=3 e 9

Considerando a avaliagdo da precisao intermediaria para a padronizagao
externa em trés dias consecutivos, o desvio padrao relativo (DPR) da concentragéao
de menisperina e desacetilcriptocarialactona excede 5,0%, considerando os trés
niveis de concentracao (Tabela 18, pag. 118 e Figura 43b, pag. 119) ndo estando
dentro do critério de aceitacdo (DPR<5%). No entanto, considerando dois dias
consecutivos de andlise, o desvio padrdao relativo (DPR) da concentracdo de
menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona néo
excedem 5,0% considerando os trés niveis de concentracdo estando dentro do

critério de aceitagdo (DPR<5%) (Figura 43, pag. 119).
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Figura 43: Desvio padrdo relativo (DPR) da concentragdo de *menisperina, **quercetina-3-O-
ramnopiranosideo e ***desacetilcriptocarialactona considerando os trés niveis de concentragdo em
dois e trés dias consecutivos de andlise na avaliagdo da precisao intermediaria: (a) — padronizacdo
interna; (b) — padronizacao externa.

3.1.4 - Limite de Deteccao

O limite de deteccao (LD) foi estimado pelo método visual e o resultado foi 10

ugmL™ para cada metabdlito.

3.1.5 - Limite de Quantificagcao

O limite de quantificacao (LQ) foi estimado pelo método visual e o resultado

foi 15 ugmL" para cada metabdlito.

3.1.6 — Exatidao

A exatiddo, considerando a padronizagao interna, foi avaliada utilizando o
método de adicao padrao. Extratos de C. mandioccana nao fortificados e fortificados
com menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona em
trés niveis de concentracdo (15, 50 e 300 ugmL™") foram analisados em triplicata. A
exatidao foi expressa pela relagdao percentual entre a concentracdo média de cada
analito determinada experimentalmente e a concentracao teérica correspondente em

cada nivel. Os resultados estdo apresentados na Tabela 19, pag. 120. A partir da
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Tabela 19, pag. 120, a exatidao para a determinacdo de menisperina, quercetina-3-
O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona esteve no intervalo de 80-120%
considerando os trés niveis de concentracdo, exceto para quercetina-3-O-

ramnopiranosideo em 15 pgmL™.

Tabela 19: Exatiddo em trés niveis de concentracdo para menisperina®, quercetina-3-O-
ramnopiranosideo® e desacetilcriptocarialactona® com padronizagao interna

Exatidao (%) |

l n=3 | n=3 ‘ n=3 |

| (300 pgmL"") | (50 pgmL™) | (15 pgmL”") |

alcaléide® | 1154 | 1065 | 1133 |
flavonoide® | 111,6 | 1072 | 1242 |
estirilpirona® | 81,5 | 96,5 \ 93,8 |

A exatiddo, considerando a padronizacdo externa, foi avaliada utilizando o
método de adicao padrédo. Extratos de C. mandioccana nao fortificados e fortificados
com menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona em
trés niveis de concentracdo (15, 50 e 300 ugmL") foram analisados em triplicata. A
exatidao foi expressa pela relagdo percentual entre a concentragdo média de cada
analito determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente em
cada nivel. Os resultados estao apresentados na Tabela 20, pag. 121. A partir da
Tabela 20, pag. 120, a exatidao para a determinagdo de menisperina, quercetina-3-
O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona estiveram no intervalo de 80-120%

considerando os trés niveis de concentracao.

Tabela 20: Exatiddo em trés niveis de concentracdo para menisperina®, quercetina-3-O-
raminopiranosideo® e desacetilcriptocarialactona® com padronizacio externa

Exatidao (%)

|

‘ n=3 | n=3 ‘ n=3 |

| (300 ugmL") | (50 pgmL"") | (15 ugmL") |
alcaléide® | 109,7 | 88,6 \ 925 |
|

|

flavonéide” | 1043 | 86,7 | 1130
estirilpirona° | 83,2 | 84,5 \ 105,9
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3.1.7 — Estabilidade

A estabilidade da amostra, considerando a padronizacgao interna, foi verificada
em trés niveis de concentragdo (15, 50 e 300 ugmL'") para menisperina, quercetina-
3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona em intervalos regulares de 24
horas durante trés dias (Figura 44, pag. 122). As amostras permaneceram estaveis
em 72h (DPR<5%) com desvio padrdo relativo (DPR) da concentracdo de
menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona néo
excedendo 3,83, 2,90 e 4,53% respectivamente considerando os trés niveis de
concentragao.

A estabilidade da amostra, considerando a padronizagdo externa, foi
verificada em trés niveis de concentracdo (15, 50 e 300 pgmL™") para menisperina,
quercetina-3-O-ramnopiranosideo e desacetilcriptocarialactona em intervalos
regulares de 24 horas durante trés dias (Figura 45, pag. 123). As amostras
permaneceram estaveis em 48h (DPR<5%) com desvio padrao relativo (DPR) da
concentragao de menisperina, quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
desacetilcriptocarialactona ndo excedendo 3,75, 3,98 e 4,22% respectivamente

considerando os trés niveis de concentracao.
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Figura 44: Estabilidade  para  *menisperina,  **quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
***desacetilcriptocarialactona em intervalos regulares de 24 horas durante trés dias, para a
padroqizagéo interna, em trés niveis de concentragdo: (a) — 300 ugmL™; (b) — 50 pgmL™; (b) - 15
ugmL .
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Figura 45: Estabilidade  para  *menisperina,  **quercetina-3-O-ramnopiranosideo e
***desacetilcriptocarialactona em intervalos regulares de 24 horas durante trés dias, para a
padroqizagéo externa, em trés niveis de concentragdo: (a) — 300 ugmL™"; (b) — 50 ugmL™"; (b) — 15
ugmL .
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A determinagcao cromatografica quantitativa utilizando padronizacao externa é
simples e mais rapida, considerando a prepara¢ao da amostra, porém mais sensivel
a erros de injecao (DPR maiores) (Figura 46, pag. 124). A utilizagdo de padronizagéo
interna € extremamente Util, especialmente porque corrige esses erros (DPR
menores) (Figura 46, pag. 124), mas tem como inconveniente o fato de ser
demorada, considerando a preparagdo da amostra, e implica na disponibilidade de
padrao interno. Nos dois métodos propostos nesse trabalho, os parametros
validados estiveram dentro dos critérios de aceitacdo. A escolha do método a ser
utilizado estard em fungdo da quantidade de amostras a serem analisadas e da
disponibilidade de padrao interno.

Um método cromatografico para analise simultdnea dos principais metabdlitos
encontrados nas folhas de C. mandioccana (alcalbides, flavondides e estirilpironas)
foi desenvolvido e validado (Capitulo |) para ser utilizado nos estudos de
variabilidade intraespecifica (Capitulo 1l) e nos estudos de biossintese (Capitulo Ill).
Considerando a grande quantidade de amostras a serem analisadas e a néo
disponibilidade de grande quantidade de padrdo interno, a determinagao
cromatografica quantitativa com padronizagcdo externa foi escolhida ja que os
parametros validados estiveram dentro dos critérios de aceitagéo.

B Padronizagdo Interna . . .| EPadronizagdo Inferna
Repetibilidade L Precisdo Intermedidria L
B Padronizagdo Externa B Padronizagdo Externa

8-

S~ O o N

DPR (%)

14

0+

Alcaldide Flavondide  Estirilpirona Alcaldide Flavonéide”™ Estirilpirond ™
(a) (b)

Figura 46: Desvio padrao relativo (DPR) da concentracdo de *menisperina, **quercetina-3-O-
ramnopiranosideo e ***desacetilcriptocarialactona considerando os trés niveis de concentragdo na
padronizacéo interna e externa para: (a) — repetibilidade; (b) — precisdo intermediaria.




Capitulo IT

Variabilidade Intraespecifica
de Metabolitos em C. mandioccana
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PARTE EXPERIMENTAL

1 — Materiais e Equipamentos

1.1 — Materiais

¢ Material vegetal:

Brotos, folhas novas, folhas velhas, galhos, cascas de troncos e raizes dos
individuos do quimiotipo F (CB 231, 283, 301, 314, 354) e dos individuos do
quimiotipo FS (CB 230, 300, 302, 316, 353) e folhas de plantulas de
Cryptocarya mandioccana do quimiotipo FS

Hexano e MeOH (Synth, grau analitico)
ACN e MeOH (J.T.Backer, grau HPLC)

H.O (ultrapura preparada em sistema Mili-Q)

e Reagentes:
Acido Acético e Acido Fosférico (Synth)
Trietilamina (Vetec)

e Softwares:
Star Chromatography Workstation 5.52
ChemSketch 4.0
Microcal Origin 5.0

Microsoft Office Excel

1.2 — Equipamentos

e Geo-referenciamento por Satélite:

GPS Il Personal Navigator, Garmin

e Balanca:
Analitica — Mettler Toledo, modelo AG245



127

e Ultra-som:

Elma, modelo Transsonic 570, freqiéncia 35 KHz

e Centrifuga:
Celm, modelo Combate, rotacdo 2800 rpm (1200 g)

e CLAE-DAD:
Médulos: 1-Bomba: ProStar 240 Solvent Delivery Module; 2-Detector: ProStar
330 Photodiode Array Detector; 3-Injetor Automético: ProStar 410 Auto-

Sampler; 4-Integrador: Microcomputador (processador Pentium Ill, 500 MHz),
com “software” “Star Chromatography Workstation”

e (Colunas Cromatograficas:

Coluna Phenomenex Luna® C8, 5 um, 250 mm x 4,6 mm

2 — Metodologia

2.1 — Variabilidade intraespecifica dos metabdlitos em quimiotipos de C.
mandioccana em diferentes 6rgaos

A proposta de avaliar a variabilidade intraespecifica dos metabdlitos em
quimiotipos de C. mandioccana em diferentes 6rgados envolveu etapas que
compreenderam:

2.1.1 — Amostragem dos individuos estudados, coleta e preparacao do
material vegetal

Com o conhecimento prévio dos quimiotipos existentes na populacdo de C.
mandioccana localizada no Parque Estadual Carlos Botelho em Sao Miguel Arcanjo -
SP (NEHME, 2001, NEHME; MORAES; CAVALHEIRO, 2002), dez individuos de C.
mandioccana foram amostrados, distribuidos em uma &rea de cerca de 15 km?,
sendo cinco do quimiotipo F e cinco do quimiotipo FS. Brotos, folhas novas, folhas
velhas, galhos, cascas de troncos e raizes foram coletados (Figura 47, pag. 128). C.
mandioccana € uma espécie arbérea com aproximadamente 25 a 30 m de altura.

Portanto, para coletar suas folhas foi necessario escalar as arvores, o que foi
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realizado por um coletor usando equipamentos de seguranca e tesoura de alta poda,
acompanhado pela equipe envolvida nesse estudo. Todo o material vegetal coletado
foi seco em estufa a 40°C, com circulacao de ar, por 24 horas, moido e estocado a
25°C.

(a) ®
(3]

(@
Q)] ()]

Figura 47: Fotos dos érgdos coletados de C. mandioccana: (a) — broto; (b) — folha nova; (c) — folha
velha; (d) — casca do tronco; (e) — raiz; (f) — galho.
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Os individuos amostrados, seus quimiotipos, suas posicoes e a data da coleta
estdo descritos na Tabela 21, pag. 129.

Tabela 21: Individuos amostrados, seus quimiotipos, suas posi¢oes e a data da coleta

Individuo | Quimiotipo | Latitude (sul) | Longitude (oeste) | data |
Cm230 | FS3 | 24°0342,0° | 47°59'253” | 12/11/05|
Cm231 | F | 24°03'39,9" |  47°59'26,5” | 12/11/05|
Cm283 | F | 24°03'37,2" | 47°57°18,3” | 12/11/05]
Cm 300 | FS2 | 24°03'49,8” |  47°57'56,77 | 12/11/05|
Cm301 | F | 24°03'57,7" |  47°57°46,77 | 12/11/05|
Cm302 | FS2 | 24°03'46,7" | 47°58 250" | 12/11/05]
Cm314 | F | 24°03'54,7” |  47°59 40,0 | 12/11/05|
Cm316 | FS2 | 24°03'58,0" |  47°59'42,6” | 12/11/05 |
Cm353 | FS3 | 24°03'27,0" |  47°59'32,3" | 13/11/05|
Cm354 | F | 24°03'27,0° |  47°59'36,0” | 13/11/05|

2.1.2 — Extracao

Foi realizado um protocolo de exiracdo e pré-tratamento da amostra
estabelecido por Nehme et al. (2005) com pequenas modificagoes.

1. Pesagem com exatiddo de 100 mg dos 6rgaos secos e moidos de C.
mandioccana em um tubo de vidro (10,0 mL) para centrifuga, com tampa.
Adicao de 4,0 mL de hexano.

Extragdo em ultra-som por 30 min.

Adicao de 4,0 mL de MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v).

Extragdo em ultra-som por 30 min.

Centrifugacao por 10 min a 1200 g.

Retirada de uma aliquota (1,5 mL) da fase hidroalcodlica.

© N o 0 Bk~ W DN

Filtracdo da amostra em membrana Millipore® (0,45 um) e

acondicionamento em frasco para inje¢cdo automatica (CLAE).
2.1.3 — Analise cromatografica

As amostras foram analisadas em CLAE-DAD para obtengdo do perfil
cromatografico. As condicbes cromatograficas utilizadas nesse estudo estao
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descritas na Tabela 22, pag. 130 e foram pré-estabelecidas como descrito no

Capitulo I.

Tabela 22: Condigbes cromatogréficas para andlise dos metabdlitos de C. mandioccana em
diferentes érgaos

Parametro | Condicdo |
Fase Estacionaria | C8 \
Tempo | % Tamp&o* | % MeOH | % ACN |
Fase Mével: 0_| 83 | 06 1
< o 10 | 77 | 08 | 15 |
A (Tampéo pH=2)
B (MeOH) 20 | 67 | 19 | 14 |
C (ACN) 30 | 61 | 22 | 17 |
40 | 59 | 14 | 27 |
45 | 50 \ 5 | o |
60 | 50 | s0 | o |
Tempo de Equilibrio (min) | 15 \
Fluxo (mLmin™") | 1,0 \
A (nm) | 254 \
Volume de injegao (uL) | 20 \

* [TEA]=11,9 mM e [HsPO4]=14,3 mM

2.1.4 - Quantificacao de alcaldides, flavondides e estirilpironas em
orgaos de C. mandioccana

Considerando a grande quantidade de amostras para o estudo da
variabilidade intraespecifica dos metabdlitos em quimiotipos de C. mandioccana em
diferentes érgéos, foi escolhida a determinacdo cromatografica quantitativa com
padronizagéo externa conforme descrito no Capitulo .

Alcal6ides foram quantificados em funcdo da equacao de regressao da curva
analitica da menisperina (y = - 0,27 + 0,06081x), flavonoides foram quantificados em
funcdo da equacdo de regressdo da curva analitica da quercetina-3-O-
ramnopiranosideo (y= - 0,02356 + 0,1099x) e estirilpironas foram quantificadas em
funcdo da equagéo de regressdo da curva analitica da desacetilcriptocarialactona
(y=- 0,03459 + 0,09607x).
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2.2 — Verificacao da presenca de estirilpironas em plantulas

Experimentos foram realizados para avaliar a presenca de estirilpironas em
folhas de plantulas de C. mandioccana para que os estudos de biossintese fossem
conduzidos. A verificagcao de estirilpironas em folhas de plantulas de C. mandioccana
envolveu etapas que compreenderam:

2.2.1 — Coleta e preparacao do material vegetal

Foram coletadas folhas de 4 plantulas novas e de 2 plantulas velhas de C.
mandioccana cultivadas na casa de vegetagdo do IQ-UNESP-Araraquara. Essas
folhas foram trituradas em N liquido.

2.2.2 — Extracao

O procedimento de extragéo foi realizado conforme o item 2.1.2 (pag. 129).

2.2.3 — Analise cromatografica

As amostras foram analisadas em CLAE-DAD para obtencdo do perfil
cromatogréafico. As condi¢cdes cromatograficas para CLAE-DAD utilizadas nesse

estudo estdo descritas na Tabela 23, pag. 131.

Tabela 23: Condigdes cromatogréaficas para CLAE-DAD na andlise de plantulas de C. mandioccana

Parametro | Condigéo |
Fase Estacionaria | Cs |
Fase Mével: Gradiente Linear:
A (tampéo pH=2) * 15-40% de B em 45min
B (ACN) 40% de B em 15min
40-15% de B em 3min
Tempo de Equilibrio (min) | 15 |
Fluxo (mLmin™) | 1,0 |
A (nm) | 254 |
Volume de injegdo (uL) | 20 |

* [TEA]=11,9 mM e [HsPO4]=14,3 mM
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RESULTADOS

1 - Variabilidade intraespecifica dos metabdlitos em quimiotipos de C.
mandioccana em diferentes orgaos

A proposta de avaliar a variabilidade intraespecifica dos metabdlitos em
quimiotipos de C. mandioccana em diferentes 6rgaos envolveu etapas que

compreenderam:

1.1 — Variabilidade ontogenética dos metabolitos em quimiotipos de C.
mandioccana

A variabilidade ontogenética dos metabdlitos em quimiotipos de C.
mandioccana foi avaliada para verificar a composi¢cdo e o teor de alcaldides,
flavondides e estirilpironas em folhas de diferentes idades e avaliar se ha paralelo
com o perfil de estirilpironas observadas em folhas.

Brotos, folhas novas e folhas velhas de dez individuos de C. mandioccana,
sendo cinco do quimiotipo F (CB 231, 283, 301, 314 e 354) e cinco do quimiotipo FS
(CB 230, 300, 302, 316 e 353), foram analisados.

A composicdo quali e quantitativa dos metabdlitos em C. mandioccana foi
diferente quando considerado o estagio de desenvolvimento das folhas e os
individuos do quimiotipo F ou FS.

Nos individuos do quimiotipo F (CB 231, 283, 301, 314 e 354), caracteristicos
pela predominancia de flavonoides glicosilados em suas folhas, e nos individuos do
quimiotipo FS (CB 230, 300, 302, 316 e 353), caracteristicos pela presenca de pelo
menos um pico intenso atribuido a estirilpironas, foi observado o acumulo de
flavondides no decorrer do desenvolvimento das folhas, desde os brotos até as
folhas velhas, com maior concentracdo desse metabdlito nas folhas velhas (Figura
48, pag. 134).

Nos brotos, em maior concentracao, e nas folhas novas dos individuos dos
dois quimiotipos foi encontrado um grupo de substancias G1 (Figura 48, pag. 134),
ainda nao identificado, que apresenta polaridade e perfil no UV semelhantes ao do
acido caféico (Figura 49, pag. 135).

Alcalbides estdo significativamente presentes nas folhas velhas dos dois
quimiotipos (Figura 48, pag. 134).
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Em nenhum estagio do desenvolvimento das folhas dos individuos do
quimiotipo F foi observada a presencga de estirilpironas (Figura 48a, pag. 134). Esses
metabdlitos foram observados no decorrer do desenvolvimento das folhas somente
dos individuos do quimiotipo FS, com maior concentracdo desse metabdlito nas
folhas novas (Figura 48b, pag. 134).

Nos brotos e principalmente nas folhas novas apenas dos individuos do
quimiotipo F, com auséncia de estirilpironas, foi observado o acumulo significativo de
um grupo de substancias G2 (Figura 48a, pag. 134). Esse grupo de substancias G2
ainda nao identificado apresenta uma absorgao maxima em Anax=285 nm (Figura 50,
pag. 135).

Estirilpironas foram encontradas apenas nos individuos do quimiotipo FS.
Esse quimiotipo é subdividido nos quimiotipos FS2 (caracteristico pela presenca de
trés picos intensos de estirilpironas atribuidos a criptomoscatona ES3,
criptomoscatona F1 e criptomoscatona E1) e FS3 (caracteristico pela presenga de
um pico intenso de estirilpirona atribuido a criptomoscatona D1). Através da Figura
51, pag. 136 podemos observar que o perfil de estirilpironas no quimiotipo FS,
considerando os quimiotipos FS2 e FS3, nédo sofreu alteracdo no decorrer do
desenvolvimento das folhas, no entanto o acumulo de estirilpironas foi mais

significativo em folhas novas.
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Figura 48: Variabilidade ontogenética dos metabdlitos em quimiotipos de C. mandioccana: (a) —
quimiotipo F; (b) — quimiotipo FS.
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Figura 49: Espectro no UV dos picos da substancia do grupo G1 (1) e do acido caféico (2) em: (a) —
cromatograma do broto; (b) — cromatograma do acido caféico.

Figura 50: Espectro no UV dos picos da substancia do grupo G2 (*) no cromatograma da folha nova.



40 +

30 +

20

10

Massa analito/Massa seca (ugmg-!)

136

Quimiotipo FS2

0 o
]

O Criptomoscatona E3
B Criptomoscatona D1
B Criptomoscatona F1
O Desacetilcriptocarialactona
O Criptomoscatona E1

Broto

L T
Folha Nova

- .
Folha Velha

O Criptomoscatona E3
B Criptomoscatona D1
B Criptomoscatona F1
@ Desacetilcriptocarialactona
O Criptomoscatona E1

(a)
Quimiotipo FS3

25 —
'
S 204
3
o
Q
Q
“ 151 ]
2
$
E 104
©
<
S
o 5
7]
g - —‘ |_‘
= 4 4 t L +—— |

Broto Folha Nova Folha Velha
(b)

Figura 51: Perfil de estirilpironas no quimiotipo FS de C. mandioccana no decorrer do
desenvolvimento das folhas considerando os subtipos: (a) — FS2; (b) — FS3.

1.2 — Ocorréncia de metabodlitos secundarios em 6rgaos de quimiotipos de C.

mandioccana

A ocorréncia de metabdlitos secundarios em 6rgaos de quimiotipos de C.

mandioccana foi avaliada para verificar a composi¢cdo e o teor de alcaldides,

flavonoides e estirilpironas e avaliar se ha paralelo com o perfil de estirilpironas

observadas em folhas.
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Folhas velhas, galhos, cascas do tronco e raizes de dez individuos de C.
mandioccana sendo cinco do quimiotipo F (CB 231, 283, 301, 314 e 354) e cinco do
quimiotipo FS (CB 230, 300, 302, 316 e 353),foram analisados.

A composicdo quali e quantitativa dos metabdlitos em C. mandioccana foi
diferente quando considerado o 6rgéo e os individuos do quimiotipo F ou FS.

Nos individuos do quimiotipo F e FS foi observado o acumulo de flavonéides
somente nas folhas (Figura 52, pag. 138).

Alcaldides estao presentes em todos os érgaos dos individuos do quimiotipo F
e FS, principalmente nas cascas do tronco e raizes, onde esse metabolito se
encontra em alta concentracao (Figura 52, pag. 138).

Em nenhum ¢érgao dos individuos do quimiotipo F foi observada a presenca
de estirilpironas (Figura 52a, pag. 138). Esses metabdlitos foram observados
significativamente nas folhas, e em baixas concentragcdes em galhos e raizes dos
individuos do quimiotipo FS, estando ausente nas cascas do tronco (Figura 52b,
pag. 138).

Através da Figura 53, pag. 139 podemos observar que o perfil de estirilpironas
no quimiotipo FS, considerando o quimiotipo FS2, ndo sofreu alteracdo nos
diferentes érgdos analisados, porém foi observada redugdo significativa no teor
desses metabdlitos nos galhos e nas raizes em comparagdo com o teor observado
em folhas. No quimiotipo FS3 o perfil de estirilpironas foi observado somente em
folhas.
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Figura 53: Perfil de estiripironas no quimiotipo FS de C. mandioccana nos diferentes 6rgaos
considerando os subtipos: (a) — FS2; (b) — FS3.

1.2.1 — Ocorréncia dos alcaldides menisperina e xantoplanina em oérgaos
de quimiotipos de C. mandioccana

Alcalbides aporfinicos constituem um largo grupo de isoquinolinicos com mais
de 500 estruturas relatadas na literatura. Muitos aporfinicos naturais possuem
atividades  farmacoldgicas, incluindo antioxidante, bactericida, fungicida,

antiplaquetaria, antitumoral, anticonvulsivante, antiplasmodial, antineoplastica,
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antimalarica, citotoxica, antiparkinsoniana e anti HIV (CHIA, et al., 1999, JANTAN, et
al., 2006, KASHIWADA, et al., 2005, STEVIGNY; BAILLY; QUETIN-LECLERCQ,
2005, ZHANG, et al., 2007, ZHAO; ZHAO; WANG, 2006). No entanto, seus
derivados quaternarios parecem ser relativamente raros e pouco é conhecido sobre
sua farmacologia (ITURRIAGA-VASQUEZ, et al., 2007). Alcaléides aporfinicos
quaternarios possuem estrutura similar a da tubocurarina, o que os torna potentes
bloqueadores de receptores acetilcolinicos nicotinicos. lturriaga-Vasquez e
colaboradores (2007) relataram significativa atividade bloqueadora de receptores
acetilcolinicos nicotinicos para alguns alcal6ides aporfinicos quaternarios, entre eles
a xantoplanina. Receptores acetilcolinicos  nicotinicos s8o receptores
neurotransmissores excitatorios em vertebrados e invertebrados. Em insetos, esses
receptores sao o sitio alvo para muitos compostos sintéticos e de ocorréncia natural
que exibem potente atividade inseticida. Esses receptores sdo alvos de muitas
drogas antiparasitarias usadas em saude humana. Muitos compostos isolados a
partir de plantas sdo potentes agonistas ou antagonistas desses receptores,
sugerindo que esses podem estar envolvidos em um mecanismo de defesa contra
insetos e outros herbivoros (MILLAR; DENHOLM, 2007).

A ocorréncia dos alcaléides aporfinicos quaterndrios menisperina e
xantoplanina em 6rgaos de quimiotipos de C. mandioccana foi avaliada para verificar
se 0 acumulo desses metabdlitos tem paralelo com o perfil de estirilpironas
verificado em folhas de C. mandioccana.

Folhas velhas, galhos, cascas do tronco e raizes de dez individuos de C.
mandioccana sendo cinco do quimiotipo F (CB 231, 283, 301, 314 e 354) e cinco do
quimiotipo FS (CB 230, 300, 302, 316 e 353), foram analisados.

Um teste t (MORGAN, 1991) foi aplicado para comparar a composi¢cao dos
alcaléides nos individuos dos quimiotipos F e FS e nos diferentes 6rgaos. Nenhuma
diferencga significativa na composicao quali e quantitativa dos alcal6ides aporfinicos
quaternarios, menisperina e xantoplanina, foi observada quando considerados os
individuos do quimiotipo F e FS (Figura 54, pag. 141), o que indica que nédo ha
paralelo entre o acumulo dos alcalbides e o perfil de estirilpironas observado em
folhas. No entanto, significativas diferengas quantitativas desses compostos foram
verificadas entre os diferentes 6rgaos (Figura 54, pag. 141). Ambos alcaléides foram
encontrados em maior concentracdo em raizes e cascas dos troncos, quando

comparados com folhas velhas e galhos.
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Figura 54: Variabilidade de menisperina (a) e xantoplanina (b) com relagdo aos quimiotipos de
estirilpironas em C. mandioccana nos diferentes érgaos.
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2 — Verificacao da presenca de estirilpironas em plantulas

Folhas de plantulas novas e velhas de C. mandioccana foram analisadas com
o intuito de avaliar a presenca de estirilpironas para que os estudos de biossintese
fossem conduzidos.

Plantulas novas e velhas apresentaram composi¢cdo e teor semelhante em
termos de alcaldides, flavonéide e estirilpironas (Figura 55, pag. 143). A identificacao
dos metabdlitos foi realizada pelo perfil no UV. O pico 1 foi identificado como
alcaléide, o pico 2 como flavondide e os picos 3 a 7 como estirilpironas.

Através dos estudos de variabilidade intraespecifica dos metabdlitos em
quimiotipos de C. mandioccana em diferentes érgaos (Capitulo IlI) foi possivel
observar que estirilpironas estao presentes principalmente nas folhas dos individuos
do quimiotipo FS. Com essa informacdo, assim como com a confirmagdo da
presenca de estirilpironas em plantulas, os experimentos de biossintese desse
metabdlito foram conduzidos com folhas de plantulas e folhas de individuos adultos
(Capitulo IlI).
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PARTE EXPERIMENTAL

1 — Materiais e Equipamentos

1.1 — Materiais

¢ Material vegetal:

Folhas de plantulas de C. mandioccana

Folhas de C. moschata (ex C. aschersoniana)

e Padrdes:
Desacetilcriptocarialactona isolada a partir das folhas de C. mandioccana e
goniotalamina isolada a partir das folhas de C. moschata (ex C. aschersoniana)

e Solventes:
AcOEt, Acetona, Hexano e MeOH (Synth, grau analitico)
ACN e MeOH (J.T.Backer, grau HPLC)
H>O (ultrapura preparada em sistema Mili-Q)

e Reagentes:
Acido acético, acido fosférico, acido cloridrico, bicarbonato de sodio e

ascorbato de sodio (Synth)

Acido bérico e borax (Hexis)

Trietilamina (Vetec)

PVPP (Acros)

L-fenilalanina, &acido trans-cinamico, malonil SCoA, N-hidroxisuccinimida,
Coenzima A e DCC (Sigma)

DTT (Plusone)

Fosfato de potassio monobasico e fosfato de potassio dibasico (J.T.Baker)
EDTA (Mallinckrodt)

e Adsorvente:
Amberlite IR-120 (Synth)
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e Softwares:
Star Chromatography Workstation 5.52
ChemSketch 4.0
Microcal Origin 5.0
Microsoft Office Excel

1.2 — Equipamentos

e Balanca:
Analitica — Mettler Toledo, modelo AG245

e Ultra-som:

Elma, modelo Transsonic 570, freqiiéncia 35 KHz

e Centrifuga:
Celm, modelo Combate, rotagcdo 2800 rpm (1200 g)

Centrifuga refrigeradora — Sorvall RC 5C plus

Microcentrifuga — Denver Instrument

e CLAE-DAD:
Médulos: 1-Bomba: ProStar 240 Solvent Delivery Module; 2-Detector: ProStar
330 Photodiode Array Detector; 3-Injetor Automéatico: ProStar 410 Auto-
Sampler; 4-Integrador: Microcomputador (processador Pentium Ill, 500 MHz),

com “software” “Star Chromatography Workstation”

¢ Colunas Cromatograficas:

Coluna Phenomenex Luna® C18, 5 um, 250 mm x 4,6 mm

Coluna Phenomenex Luna® C8, 5 um, 250 mm x 4,6 mm

e RMN:
Espectrometro Brucker AC-200 F operando a 200 MHz para 'H
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o IV:
Nicolet, modelo Impact 400, software Omnic 120

e Espectrometro de Massa:

Espectrémetro quadrupolar do tipo time of flight UtrOTOF-Q, Bruker Daltonics

e Espectrofotdmetro UV-Vis:
Ultrospec 2100 Pro

e pHmetro:
Denver Instrument UB-10, Ultra Basic

e Liofilizador:
Savant Micro Modulyo

e Freezer —86°C:

Forma Scientific

e Cuba da eletroforese:
Hoefer Mighty Small Dual Gel Caster; Mighty Small SE250/SE260 Mini Vertical
Unity, Fonte Eletcrophoresis Power Supply EPS 301.

e Scanner:

Magic Scan 32 V-4,6 da marca Amersham Biosciences
2 — Metodologia
A proposta de avaliar a biossintese de estirilpironas (Figura 22, pag. 57)

estabelecida nesse trabalho envolveu o estudo de dois modelos: C. mandioccana e
C. moschata.
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2.1 — C. mandioccana

O estudo biossintético de estirilpironas em C. mandioccana estabelecido
neste trabalho envolveu a determinacdo da atividade da PAL, a sintese de cinamail

SCoA e a determinacao da atividade da SPS.

2.1.1 — Determinacao da atividade da PAL

Experimentos foram realizados para determinar a atividade da enzima
fenilalanina-amoénia-liase (PAL) em C. mandioccana responséavel pela producio de
acido frans-cindmico a partir de fenilalanina (Figura 22, pag. 57) Foi utilizado um
protocolo de extragdo enzimatica, dessalinizagdo, ensaio enzimatico e andlise

cromatografica utilizado por Silva (2004) com pequenas modificagdes.

2.1.1.1 — Extracdo enzimatica

Todas as etapas foram conduzidas mantendo-se a temperatura entre 0 a 4°C.
1. Pesagem de 1,0 g de folhas de plantulas de C. mandioccana coletadas no
IQ — UNESP - Araraquara.

2. Lavagem e trituragdo em N liquido, com ajuda de almofariz, juntamente
com 0,02 g de PVPP, 0,01 g de silica gel-60 e 12,5 mL de tampao* borato
(0,05 M e pH=8,4) até completa homogeneizacao.

3. Filtragao do extrato enzimatico em gaze.

4. Centrifugagao do filtrado a 4°C durante 20 minutos a 10000 rpm.

* O tampao foi preparado de acordo com o protocolo descrito por Stoll e Blanchard (1990)

2.1.1.2 — Dessalinizacao do extrato enzimatico

1.Condicionamento da coluna PD-10 (Sephadex G-25) com 25,0 mL de
tampéo borato (0,05 M e pH=8,4).

2. Aplicagao de uma aliquota de 2,5 mL do extrato enzimatico na coluna PD-
10 (Sephadex G-25) e eluigdo com aproximadamente 3,5 mL do eluente.

3. Coleta do extrato enzimatico em tubo de ensaio, imerso em banho de gelo.



2.1.1.3 — Ensaio enzimatico

1. Adigado em ependorff de:

1000 pL de tampéo borato (0,05 M e pH=8,4)

300 uL de L-fenilalanina (10 mM)
200 uL de extrato enzimatico

2. Incubagéo por 32 horas a 46°C.

3. Interrupgéo da reacao com adi¢ao de 100 pL de &cido cloridrico 6 M.

4. Centrifugagao por 10 minutos a 10000 rpm.

5. Retirada de uma aliquota do sobrenadante.

6.Filtracao

acondicionamento em frasco para injecao automatica (CLAE).

da amostra em membrana Millipore®

(0,45 pm)

Controle: adicao de 100 pL de acido cloridrico 6 M antes da incubacéo.

2.1.1.4 — Analise cromatografica
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e

O controle da reagéo, o produto do ensaio enzimético e o padréo de acido

trans-cinamico foram analisados em CLAE-DAD para obtencdo do perfil

cromatografico. As condicbes cromatograficas para CLAE-DAD utilizadas nesse

estudo estdo descritas na Tabela 24, pag. 149.

Tabela 24: Condigbes cromatograficas para CLAE-DAD na analise da PAL em folhas de plantulas de

C. mandioccana

Parametro | Condicéo |
Fase Estaciondria | c18 |

Fase Mével: Isocratico

A (H,0:HAC - 99:01) A:B
B (MeOH) 60:40

Tempo de Equilibrio (min) | 15 |
Fluxo (mLmin™) | 1,0 |
A (nm) | 275 |
Volume de injegdo (ul) | 20 |

2.1.2 — Sintese de cinamoil SCoA

Para determinar a atividade da enzima estirilpirona sintase (SPS) em C.

mandioccana responsavel pela producado de estirilpironas a partir dos precursores
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cinamoil SCoA e unidades de malonil SCoA (Figura 22, pag. 57) foi necessario
realizar a sintese de cinamoil SCoA. A proposta de sintese de cinamoil SCoA
envolveu duas etapas que compreenderam a sintese de N-cinamoilsuccinimida a
partir de acido trans-cinamico e a sintese de cinamoil SCoA a partir da
transesterificagdo da N-cinamoilsuccinimida (Figura 56, pag. 150). O procedimento
experimental de cada etapa esta descrito abaixo.

o]
o. OH o o\N
= ] =
bee ©
—>

+ HO—N

o)

dcido trans-cin@mico N-hidroxisuccinimida N-cinamoilsuccinimida

O; Olf> O; SCoA
ZRe; =
. HSCoA -

kwnmoilsuccinimidn cinamoil SCoA

Figura 56: Sintese de cinamoil SCoA e de seus derivados.

2.1.2.1 — Etapa I: Sintese de N-cinamoilsuccinimida a partir de acido
trans-cinamico

Foi utilizado um protocolo de sintese de N-cinamoilsuccinimida a partir de
acido trans-cinamico estabelecido por Stockigt e Zenk (1975) com pequenas
modificagdes.

1.Dissolugdo de 1,5 mmol de acido trans-cindmico sob aquecimento (60°C)

em AcOEt absoluto e adicdo lenta e total de 2,0 mmol de N-

hidroxisuccinimida.

2.Resfriamento a 30°C e adicdo de 2,0 mmol de dicicloexilcarbodiimida

(DCC).
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3.Separacao da dicicloexiluréia por filtracdo apods 24 horas de reacao.

4. Extracao do filtrado com bicarbonato de sédio 1M.

5.Evaporagéao do solvente organico.

O rendimento da reacdo foi calculado e a identificacdo do produto foi
realizada através de:

1.Ponto de Fuséao

2.Espectro no Infravermelho

3.Espectro de RMN de 'H

4.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/ Espectro no Ultra Violeta

5.Espectro de Massas

2.1.2.2 — Etapa ll: Sintese de cinamoil SCoA a partir da transesterificacao
da N-cinamoilsuccinimida

Foi utilizado um protocolo de sintese de cinamoil SCoA a partir da
transesterificacdo da N-cinamoilsuccinimida estabelecido por Stockigt e Zenk (1975)
com pequenas modificagdes.

1.Adicdo de 130 umol de bicarbonato de sédio e 65 umol de N-

cinamoilsuccinimida em 2 mL de solucdo aquosa de 13 umol de SCoA

borbulhada com No.

2.Adicao de acetona até formar uma Unica fase.

3.Evaporacéao do solvente organico com N. apés 24 horas de reacao.

4.Filtragado do precipitado.

5.Dessalinizac&o da fase aquosa com Amberlite IR-120.

6.Extracédo da fase aquosa com AcOEt.

7.Liofilizagao da fase aquosa.

O rendimento da reagédo foi calculado e a identificagdo do produto foi
realizada através de:

1.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/ Espectro no Ultra Violeta

2.1.3 — Determinacao da atividade da SPS

Experimentos foram realizados para determinar a atividade da enzima
estirilpirona sintase (SPS) em C. mandioccana responsavel pela producdo de
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estirilpironas a partir de cinamoil SCoA e unidades de malonil SCoA (Figura 22, pag.
57). Foi realizado um protocolo de extragdo enzimdtica e ensaio enzimatico utilizado
por Beckert e colaboradores (1997) com pequenas modificacbes e andlise

cromatogréfica.

2.1.3.1 — Extracdo enzimatica

Todas as etapas foram conduzidas mantendo-se a temperatura entre 0 a 4°C.
1. Pesagem de 4,0 g de folhas de plantulas de C. mandioccana coletadas no
IQ — UNESP — Araraquara.

2. Lavagem e trituracdo em N liquido, com ajuda de almofariz, juntamente
com 3,0 g de PVPP, 20 mL de tampao fosfato (0,1 M e pH=6,8), 14 mM de
DDT, 40 mM de ascorbato de sédio e 3 mM de EDTA até completa
homogeneizacao.

3. Filtragao do extrato enzimatico em gaze.

4. Centrifugagéo do filtrado a 4°C durante 40 minutos a 1000 rpm.

* O tampao foi preparado de acordo com o protocolo descrito por Stoll e Blanchard (1990)

2.1.3.2 — Ensaio enzimatico

1.Adigdo em ependorff de:

70 uL de tampao fosfato (0,5 M e pH=6,8)

5,0, 7,5 ou 10,0 uL de malonil SCoA (30 mM)

10 pL de cinamoil SCoA (4 mM)

15 uL de extrato enzimatico
2.Incubacgéo por 30 minutos a 30°C.
3.Interrupcéo da reacdo com adicdo de 100 uL de MeOH.
4.Centrifugacao por 10 minutos a 10000 rpm.
5.Retirada de uma aliquota do sobrenadante.
6.Filtracdo da amostra em membrana Millipore® (0,45 um) e
acondicionamento em frasco para inje¢cdo automatica (CLAE).
Controles: (1) adicao de todos os reagentes exceto o extrato enzimatico

(2) adicao somente de extrato enzimatico e tampéao
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Os experimentos realizados estdo apresentados na Tabela 25, pag. 153.

Tabela 25: Experimentos biossintéticos realizados em folhas de plantulas de C. mandioccana para
avaliar a atividade da enzima SPS

Tampéao Extrato Cinamoil | Malonil
Experimento Fosfato Enzimatico 4 mM 30 mM [Cinamoil]f | [Malonillf | Cinamoil:
(ub) (ub) (nb) ((T18)] Malonil

1 (controle 1) | 70 | - | 10 | 5 | 047 | 1,76 | 1:3 |
2 (controle 2) | 70 \ 15 | - | - \ - | - | - |
3 (ensaio enzimético) | 70 \ 15 | 10 | 5 | 040 | 150 | 1:3 |
| | | | | | | |
4 (controle 1) | 70 | - | 10 | 10 | 0,44 | 333 | 17|
5 (controle 2) | 70 | 15 | - | - - | - | - |
6 (ensaio enzimatico) | 70 | 15 | 10 | 10 | 038 | 286 | 1.7 |
| | | | | | | |
7 (controle 1) | 70 \ - | 10 | 75 | 0,46 | 257 | 1:5 |
8 (controle 2) | 70 | 15 | - | | - | - | |
9 (ensaio enzimatico) | 70 | 15 | 10 | 75 | 03 | 220 | 155 |

2.1.3.3 — Analise cromatografica

Os dois controles da reacao, o produto do ensaio enzimatico e os padrbes de
estirilpironas foram analisados em CLAE-DAD para obtengdo do perfil
cromatografico. As condicbes cromatograficas utilizadas nesse estudo estdo

descritas na Tabela 26, pag.153.

Tabela 26: Condig6es cromatograficas para CLAE-DAD na andlise da SPS em folhas de plantulas de
C. mandioccana

Parametro | Condigdo |
Fase Estacionaria | C8 |
Tempo | % Tamp&o* | % MeOH | % ACN |
Fase Movel: 0| 83 | 06 1
~ s 10 | 77 08 | 15 |
A (Tampé&o pH=2)
B (MeOH) 20 | 67 | 19 | 14 |
C (ACN) 30 | 61 |22 | 17 |
40 | 59 | 14 | 27 |
45 | 50 | 5 | o |
60 | 50 | 50 | o |
Tempo de Equilibrio (min) | 15 |
Fluxo (mLmin™") | 1,0 |
A (nm) | 254 |
Volume de injegéo (uL) | 20 |

* [TEA]=11,9 mM e [HzPO,]=14,3 mM
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2.2 — C. moschata

Considerando a necessidade de material vegetal em abundancia e de facil
acesso para otimizar extracdo e ensaio enzimatico na determinagao da atividade da
SPS foi escolhida uma espécie modelo j& que as plantulas de C. mandioccana
cultivadas na casa de vegetacao do IQ-UNESP-Araraquara foram insuficientes para
esse estudo e a coleta desse material tornou-se inviavel pela distancia.

C. moschata foi selecionada como espécie modelo para os estudos
biossintéticos na determinagdo da atividade da SPS. Essa espécie pertence ao
mesmo género da espécie objeto desse trabalho e tem como produto majoritario
apenas uma estirilpirona, a goniotalamina. Além disso, € uma planta abundante e de
facil acesso estando localizada na cidade de Ibaté, proxima a Araraquara.
Experimentos foram realizados para determinar a atividade da enzima estirilpirona
sintase (SPS) em C. moschata responsavel pela producao de goniotalamina a partir
de cinamoil SCoA e duas unidades de malonil SCoA (Figura 57, pag. 154). O estudo
biossintético de estirilpironas em C. moschata (Figura 57, pag. 154) envolveu a
andlise circadiana de estirilpironas e a aplicacao de protocolos envolvendo extracao
enzimatica, precipitacao salina, dessalinizagdo, ensaio enzimatico, determinagéo de

proteinas totais e eletroforese.

K o) o} 0 \
SCoA ligase
©/\|)L OH Ll’ ©/\)kOH —g> X SCoA
NH,

L-fenilalanina dcido trans-cindmico cinamoil SCoA

. SPS ) (o] o]

o o

2% o )J\/U\SCOA goniotalamina
K malonil SCoA /

Figura 57: Biogénese de goniotalamina em C. moschata.

2.2.1 — Analise circadiana de estirilpironas em folhas de C. moschata

Para garantir a coleta das folhas de C. moschata no periodo de maior

producao de estirilpironas foi realizada uma andlise circadiana desse metabdlito. A
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andlise circadiana de estirilpironas em folhas de C. moschata, estabelecida nesse

trabalho, envolveu etapas que compreenderam:

2.2.1.1 - Construcdo da curva analitica para quantificacado de
goniotalamina

Preparacao dos padroes

Solucéo estoque de goniotalamina (200 ugmL™) foi preparada dissolvendo 2,0
mg do analito em 10,0 mL de MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v).

Solucdo estoque de padrdo interno, desacetilcriptocarialactona, (300 pgmL™)
foi preparada dissolvendo 3,0 mg do analito em 10,0 mL de MeOH:HAc 10% 1:1
(V/V).

Preparacao das amostras

Solucdées contendo 25, 50, 75, 100 e 125 pgmL'1 de goniotalamina,
substancia obtida a partir das folhas de C. moschata (TELASCREA, 2006) foram
preparadas pela diluicdo apropriada da solugao estoque. Em cada solugéo foi
adicionado 60 pugmL' de desacetilcriptocarialactona pela diluicdo apropriada da
solucao estoque.

Desaceticriptocarialactona, substancia obtida a partir das folhas de C.
mandioccana (TELASCREA, 2006) e ausente no extrato de C. moschata foi utilizada
como padrao interno. A utilizacdo de padrao interno é o método utilizado com maior

confiabilidade nas determinagdes cromatograficas quantitativas.

Curva analitica

A curva analiica com padronizagdo interna, 60 ugmL' de
desacetilcriptocarialactona, foi construida com 5 niveis de concentracdo de
goniotalamina (25, 50, 75, 100 e 125 ygmL") e as andlises foram realizadas em
triplicata.

Analise cromatografica
A analise cromatografica foi realizada conforme o item 2.1.3.3, pag. 153.
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2.2.1.2 — Quantificacao de goniotalamina em folhas de C. moschata

Coleta e preparacao do material vegetal
Folhas de C. moschata foram coletadas na cidade de Ibaté, de 4 em 4 horas,
durante 24 horas. Essas folhas foram secas em estufa a 40°C, com circulagdo de ar,

por 24 horas e moidas.

Extracao

Foi realizado um protocolo de extracdo e pré-tratamento da amostra
estabelecido por Nehme e colaboradores (2005) com pequenas modificacdes.

1. Pesagem com exatiddo de 100 mg de folhas secas e moidas de C.
moschata em um tubo de vidro (10,0 mL) para centrifuga, com tampa.
Adicao de 4,0 mL de hexano.

Extracdo em ultra-som por 30 min.
Adicao de 4,0 mL de MeOH:HAc 10% 1:1 (v/v).
Extracao em ultra-som por 30 min.

Centrifugacao por 10 min a 1200 g.

© o o A~ 0N

Retirada de toda fase hidroalcodlica.
Solugbes foram preparadas com adicdo de 60 ugmL' de
desacetilcriptocarialactona usada como padrao interno.

Analise cromatografica
A andlise cromatografica foi realizada conforme o item 2.1.3.3, pag. 153.

Para dar continuidade aos estudos biossintéticos, utilizando C. moschata
como modelo, uma coleta de grande quantidade de material vegetal foi realizada no

horério de sua maior producdo. Esse material foi armazenado a -80°C.
2.2.2 — Aplicacao de protocolos

Experimentos foram realizados para determinar a atividade da enzima
estirilpirona sintase (SPS) em C. moschata responsavel pela producado de
goniotalamina a partir de cinamoil SCoA e duas unidades de malonil SCoA (Figura

57, pag. 154). C. moschata foi utilizada como modelo em diversos protocolos
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envolvendo extragcdo enzimatica, precipitacdo salina, dessalinizacdo, ensaio
enzimatico, determinacao de proteinas totais e eletroforese com a finalidade de
encontrar a atividade da enzima estirilpirona sintase.

Abaixo seguem as descricoes basicas de cada etapa para o estudo da
enzima estirilpirona sintase: extracao enzimatica, precipitagédo salina, dessalinizacao,
ensaio enzimatico, determinacédo de proteinas totais e eletroforese. Na Tabela 27,
pag. 157, estao destacadas as alteracoes realizada nos diferentes protocolos (1, Il e
[ll) que envolveram essas etapas.

Tabela 27: Alteragdes realizadas nos diferentes protocolos (I, Il e Ill) envolvendo as etapas de
extragdo enzimatica, precipitagao salina, dessalinizagdo, ensaio enzimatico, analise cromatografica,
dosagem protéica e eletroforese

Etapa \ | Protocolo!l | Protocololl | Protocolo il |
Extracao mfolha/vtampéo 30 g/100 mL 30 g/200 mL 30 g /200 mL
Enzimatica
aglcar - - sacarose
volume extrato 40 mL 100 mL 100 mL
Preg'a’}i':‘?“ massasal (g) | 4,24;4,52; 10,6; 11,3; 10,6; 11,3;
6,12 e 3,88 15,3¢e9,7 15,3e9,7
Vv ressuspensao 2,5 mL* 3,5 mL** 3,5 mL**
D Snd IV*** - D D

Dessalinizacado fragoes (F1)

dessalinizadas (F2) (F2) (F2)

utilizadas (F3)

Malonil SCoA 20 mM 20 mM 20 mM
Cinamoil SCoA 4 mM 4 mM 4 mM
Ensaio Enzimatico

extrato 15 L 15l 45 ul

interrupgéo método A método A método B
Analise Cromatografica | Fase Estacionaria Cc18 Cc8 Cc8
Dosagem Protéica *
Eletroforese )

*ppt ressuspendido em 2,5 mL de tampéo (2,5 mL dessalinizado=D)

** ppt ressuspendido em 3,5 mL de tamp&o (1,0 mL n&o dessalinizado=ND e 2,5 mL dessalinizado=D)
*** D Snd IV=dessalinizagao do sobrenadante IV
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2.2.2.1 — Extracao enzimatica

A extragdo enzimatica foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Beckert e colaboradores (1997) com pequenas modificacoes.

Todas as etapas foram conduzidas mantendo-se a temperatura entre 0 a 4°C

1. Pesagem de folhas de C. moschata coletadas na cidade de Ibaté.

2. Lavagem e trituracdo em N liquido, com ajuda de almofariz, juntamente

com 50% (m/v) de PVPP, tampéo fosfato (0,1 M e pH=6,8), 14 mM de DDT,

40 mM de ascorbato de sédio ou &cido ascérbico, 3 mM de EDTA, com e sem

adicao de 5% de sacarose (m/v) até completa homogeneizagao.

3. Agitacao por 15 minutos em banho de gelo.

4. Filtragé@o do extrato enzimatico em gaze.

5. Centrifugagéo do filtrado a 4°C durante 40 minutos a 10000 rpm.

O precipitado obtido foi descartado, uma aliquota do sobrenadante foi
congelada a —80°C e o restante foi submetido ao procedimento de precipitacao

salina.

* O tampao foi preparado de acordo com o protocolo descrito por Stoll e Blanchard (1990)

2.2.2.2 — Precipitacao salina

A precipitacao salina com gradiente de saturacao de (NH;).SO, foi realizada
de acordo com o protocolo descrito por Englard e Seifter (1990), (Tabela 28, pag.
158 e Figura 58, pag. 159). Os precipitados com 20, 40, 65 e 80% de saturacao e o
sobrenadante IV foram congelados a —80°C.

Tabela 28: Precipitacdo com (NH,),SO,4 — quantidade de sal a ser adicionado a 0°C

|
153 |
65-80 97 |

| Saturagdo (%) | (NH,),SO, (gL™) |
| 0-20 \ 106 |
| 20-40 | 113

| 40-65 \

| |
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extrato

Adicéo de sal
Agitacao 30 min em banho de gelo
Centrifugagao 30 min 4°C 10000 rpm

Precipitado Sobrenadante
20% saturagdo I

Adicao de sal
Agitagao 30 min em banho de gelo
Centrifugagao 30 min 4°C 10000 rpm

Precipitado Sobrenadante
40% saturagdo IT

Adicao de sal
Agitagao 30 min em banho de gelo
Centrifugagao 30 min 4°C 10000 rpm

Precipitado Sobrenadante
65% saturagdo III
Adicao de sal

Agitagdo 30 min em banho de gelo
Centrifugagao 30 min 4°C 10000 rpm

Precipitado Sobrenadante
80% saturagdo v

Figura 58: Precipitacéo salina fracionada do extrato enzimatico das folhas de C. moschata.

2.2.2.3 — Dessalinizacao do extrato enzimatico

Todos os precipitados foram ressuspendidos em 2,5 ou 3,5 mL de tampéo
fosfato (0,1 M e pH=6,8). Uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante IV também foi
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dessalinizada em alguns protocolos. As amostras com intuito de serem
dessalinizadas foram eluidas por uma coluna PD-10 (Sephadex G-25).
1. Condicionamento da coluna PD-10 (Sephadex G-25) com 25 mL de tampéao
fosfato (0,1 M e pH=6,8).
2. Aplicagdo de uma aliquota de 2,5 mL de amostra na coluna PD-10
(Sephadex G-25).
3. Eluigdo com 7,0 mL de tampé&o fosfato (0,1 M e pH=6,8).
4. Coleta do extrato enzimatico em trés fragdes: (F1) 2,5 mL, (F2) 3,5 mL e
(F3) 3,5 mL.

2.2.2.4 — Ensaio enzimatico

O ensaio enzimatico foi realizado de acordo com o protocolo descrito por
Beckert e colaboradores (1997) com pequenas modificagoes.
As amostras submetidas aos ensaios enzimaticos para os protocolos |, Il e lll
estdo descritas nas Tabelas 29, 30 e 31, pag. 161, 162 e 163, respectivamente.
1. Adigcdo em ependorff de:
70 uL de tampao fosfato (0,1 M e pH=6,8)
5 uL de malonil SCoA (20 mM)
10 pL de cinamoil SCoA (4 mM)
extrato enzimatico
2. Incubagéo por 30 minutos a 30°C.
3. Interrupgéo da reacao pelos métodos A ou B
A) Adicéo de 100 puL de MeOH.
Centrifugacao por 10 minutos a 10000 rpm.
Retirada de uma aliquota do sobrenadante.
B)  Adigao de 200 uL de CHCl;.
Agitacéo.
Centrifugacao por 10 minutos a 10000 rpm.
Retirada de uma aliquota da fase orgéanica (150 pL).
Retirada de uma aliquota da fase aquosa (100 uL).
Secagem da fase organica e dissolugao em 100 puL de MeOH.

4.Acondicionamento em frasco para injecao automatica (CLAE).
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Controles: (1) adicao somente de extrato enzimatico

(2) adicao de todos os reagentes exceto o extrato enzimatico

2.2.2.5 — Analise cromatografica

Os controles da reagdo, o produto do ensaio enzimatico e o padrdao de
goniotalamina foram analisados em CLAE-DAD segundo as condicbes do item
2.1.3.3, pag. 158.

Tabela 29: Experimentos biossintéticos com C. moschata no protocolo |

Tampao Extrato Cinamoil Malonil Cinamoil:
Experimento fosfato Enzimatico 4 mM 20 mM [Cinamoil]f [Malonil]f Malonil
(nL) (uL) ((1L3)] (uL)

|
Controle | 85 | - | 10 | 5 | 04 | 1 | 1:2 |
|
8 | 15 | - ] - - - -
Extrato bruto 70 | 15 | 10 | 5 | 0,4 | 1 | 12 |
|
ppt 20% 85 | 15 | - | -] - | - -
saturago (D) 70 | 15 | 10 | 5 | 0,4 | 1 | 12|
|
ppt 40% 85 | 15 | - | - | - | - -
saturagéo (D) 70 | 15 | 10 | 5 | o4 | 1 12 ]
|
ppt 65% 85 | 15 | - | - | - | - -
saturagéo (D) 70 | 15 | 10 | 5 | 0,4 | 1 | 1:2 |
|
ppt 80% 85 | 15 | - | - | - | - | - |
saturagéo (D) 70 | 15 | 10 | 5 | 0,4 | 1 | 12|
|
Sobrenadante 85 | 15 | - | - | - | - | - |
IV (ND) 70 | 15 | 10 | 5 \ 0,4 | 1 | 12|




Tabela 30: Experimentos biossintéticos com C. moschata no protocolo |l
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Tampao Extrato Cinamoil Cinamoil:
Experimento fosfato Enzimatico 4 mM [Cinamoil]f Malonil
(pL) ((118)] ((119)]

|
Controle | 85 - 10 0,4 12|
|
85 15 - - -
Extrato bruto 70 15 10 0.4 12|
|
ppt 20% 85 15 - - - |
saturagio (ND) 70 15 10 0,4 12|
|
ppt 20% 85 15 - - - |
saturago (D) 70 15 10 0,4 12|
|
ppt 40% 85 15 - - - |
saturagéo (ND) 70 15 10 0,4 1:2 |
|
ppt 40% 85 15 - - -
saturagdo (D) 70 15 10 0,4 12|
|
ppt 65% 85 15 - - - |
saturag@o (ND) 70 15 10 0,4 12|
|
ppt 65% 85 15 - - - |
saturagéo (D) 70 15 10 0,4 12|
|
ppt 80% 85 15 - - - |
saturagéo (ND) 70 15 10 0,4 12|
|
PPt 80% 85 15 - - - |
saturagéo (D) 70 15 10 0,4 12 |
|
Sobrenadante 85 15 - - - |
IV (ND) 70 15 10 0,4 12 |
|
Sobrenadante 85 15 - - - |
v (D) 70 15 10 04 12 |
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Tabela 31: Experimentos biossintéticos com C. moschata no protocolo llI

Tampao Extrato Cinamoil Malonil Cinamoil:
Experimento fosfato Enzimatico 4 mM 20 mM [Cinamoil]f [Malonil]f Malonil
(nL) (uL) (nL) (nL)
|
Controle | 115 | - | 10 \ 5 \ 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
85 | 45 | - | - | - | - | -
Extrato bruto 70 | 45 | 10 | 5 ‘ 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
ppt 20% 85 | 45 | - | - - | - -
saturac@o (ND) 70 | 45 | 10 | 5 | 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
ppt 20% 85 | 45 | - | - | - | - -
saturacéo (D) 70 | 45 | 10 ‘ 5 ‘ 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
ppt 40% 85 | 45 | - | - | - | - | -
saturag&o (ND) 70 | 45 | 10 | 5 | 03 | 08 | 12|
|
ppt 40% 85 | 45 | - | - - | - | -
saturagéo (D) 70 | 45 | 10 | 5 | 03 | o8 | 12 |
|
ppt 65% 85 | 45 | - | - | - | - | - |
saturacéo (ND) 70 | 45 | 10 | 5 | 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
ppt 65% 85 | 45 | - | - | - | - -
saturacao (D) 70 | 45 | 10 ‘ 5 ‘ 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
ppt 80% 85 | 45 | - | - | - | - | - |
saturacdo (ND) 70 | 45 | 10 | 5 | 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
PPt 80% 85 | 45 | - | - | - | - | |
saturacéo (D) 70 | 45 | 10 ‘ 5 | 0,3 | 0,8 | 1:2 |
|
Sobrenadante 85 | 45 | - \ - | - | - | - |
IV (ND) 70 | 45 | 10 | 5 | 03 | 08 | 12|
|
Sobrenadante 85 | 45 | - | - | - | - | - |
IV (D) 70 | 45 | 10 | 5 | 03 | 08 | 12|

2.2.2.6 — Dosagem protéica

A determinacdo da concentragcdo de proteinas totais nas amostras foi
realizada utilizando-se o método de Bradford modificado (BERGAMO, 2003).

Amostras de 50 uL contendo 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0
mgmL™ de albumina bovina foram preparadas pela diluicdo apropriada da solugédo
estoque (albumina bovina 1,0 mgmL™) em cubetas. A essas amostras foi adicionado
1,0 mL de H,O deionizada e 1,0 mL do reagente de Bradford. A amostra foi
homogeneizada e apdés 5 minutos, a temperatura ambiente, a medida de

absorbancia foi realizada a A=595 nm.
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O branco foi realizado com adi¢ao de 1,0 mL de H>O deionizada e 1,0 mL do
reagente de Bradford em 50 uL de H,O. A amostra foi homogeneizada e apds 5
minutos, a temperatura ambiente, a medida de absorbéancia foi realizada a A=595
nm.

A curva analitica foi construida com absorbancia em funcao da concentragao
de albumina bovina.

Para determinacdo da concentragdo de proteinas totais nas amostras o
mesmo protocolo foi aplicado. As concentracées das amostras foram obtidas através
da equagéao da reta da curva analitica.

2.2.2.7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A) Preparacdo das amostras e dos padrdes

Preparacao das amostras

-Diluicdo das amostras a uma concentragéo de aproximadamente 0,1 mgmL™.
-Adicao de 20 pL da amostra.

-Adicao de 10 yL de solugao loading buffer™.

-Agitacéo.

-Aquecimento a 100°C durante 5 minutos.

-Centrifugacao por 30 segundos a 10000 rpm.

-Aplicacao de 10 yL no gel.

Preparacao dos padroes

-Adicao de 5 L de solucao de enzimas™.
-Adicao de 25 L de H,O deionizada.

-Adicado de 10 L de de loading buffer *.
-Agitacao.

-Aguecimento a 100°C durante 5 minutos.
-Centrifugacao por 30 segundos a 10000 rpm.
-Aplicagéo de 7,5 pL no gel.
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*Os reagentes e volumes utilizados na preparacao do loading buffer estao
apresentados na Tabela 32, pag. 165. As enzimas presentes na solugao de enzimas
estao apresentadas na Tabela 33, pag. 165.

Tabela 32: Reagentes e quantidades utilizados na preparagao do loading buffer*

Reagente | Qunatidade \
TRIS 1,5 M (pH 6,8) | 0,83 mL |
Glicerol \ 4 mL |

SDS | 4mL |

EDTA \ 37,2 mg \

Azul de Bromofenol | 0,4 mg \
H,0 deionizada | completar para 10 mL |

*Esta solugéo foi armazenada a —20°C em aliquotas de 290 uL, sendo que antes do uso foram adicionados 13,5
uL de 0,5 M DTT

Tabela 33: Enzimas presentes na solugao padrao utilizada na eletroforese e suas respectivas massas
moleculares

Enzima | Massa Molecular (KDa) |
fosforilase p | 97,4 \
albumina sérica | 66,2 |
ovalbumina | 45,0 |
anidrase carbonica | 31,0 \
inibidora de tripsina | 21,5 |
a-lactalbumina | 14,4 \

B) Preparacéo, desenvolvimento e revelacdo do gel

Preparacao do gel

Sao necessarios dois tipos de géis, o gel de separagdo e o gel de
concentragao.

Os reagentes e volumes utilizados na preparacao do gel de separacao 12%

estdo apresentados na Tabela 34, pag. 166.
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Tabela 34: Reagentes e volumes utilizados na preparacao do gel de separacao 12%

Reagente | Volume \
Tampéo de separagéo pH 8,8
TRIS1,5M 1,25 mL

SDS 0,4% (m/v)
Solucéo acril-bisacrilamida

acrilamida 30% (m/v) 2,0 mL
bisacrilamida 0,8% (m/v)
H,0 | 1,72 mL |
PSA (10% m/v)’ | 50 pL \
TEMED | 7L |

*

Deve ser preparado na hora

Os reagentes e volumes utilizados na preparagao do gel de concentragdo
estdo apresentados na Tabela 35, pag. 166.

Tabela 35: Reagentes e volumes utilizados na preparagéo do gel de concentragéo

Reagente | Volume |
Tampao de concentracédo pH 8,8
TRIS 0,5M 375 L

SDS 0,4% (m/v)
Solugéo acril-bisacrilamida

acrilamida 30% (m/v) 150 pL
bisacrilamida 0,8% (m/v)
H.0 | 770 pL |
Bisacrilamida 2% (m/v) | 100 pL |
PSA (10% m/v)’ | 15 pL |
TEMED | 2,5l |

Deve ser preparado na hora

Apoés a preparacgao dos géis, estes foram aplicados no suporte.

Desenvolvimento do gel
Para o desenvolvimento da eletroforese foi adicionado o tampé&o de corrida®,
aplicado uma intensidade de corrente de 20 mA e aplicado padrdes e amostras.

*Os reagentes e volumes utilizados na preparacao do tampao de corrida pH
8,3 estao apresentados na Tabela 36, pag. 167.



167

Tabela 36: Reagentes e volumes utilizados na preparacao do tampao de corrida pH 8,3

\ Reagente | Concentragio |
\ TRIS | 3,025 gL (0,025 M) |
| Glicina | 144 9L7 (0,192 M) |
| SDS | 1gL” \

Revelacao do gel
Ao final da eletroforese o gel foi desmontado e foi iniciado o processo de

TCA
10%

Agitagao 60min
Descarte

H,O
destilada

Agitacao 30min
Descarte

DTT 0,065 M
(10ug/mL)
Agitagao 30min
Descarte

A9N03
01%

Agitagao 30min
Descarte

Na,CO; 3%
HCHO 0,24%

Agitagao até escurecimento
Descarte

NGch3 3%
HCHO 0,24%

Agitagéo até revelagdo das bandas
Adigao 4cido citrico 2,3 M

Gel
revelado

Figura 59: Etapas envolvidas na revelagdo do gel SDS-PAGE utilizando AgNO; como agente
revelador.

revelacao (Figura 59, pag. 167).
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RESULTADOS

1 — Biossintese de estirilpironas

A proposta de avaliar a biossintese de estirilpironas em quimiotipos de C.

mandioccana envolveu dois modelos: C. mandioccana e C. moschata.

1.1 — C. mandioccana

A proposta do estudo biossintético de estirilpironas em C. mandioccana
estabelecida neste trabalho envolveu a determinacdo da atividade da PAL
(fenilalanina aménia liase), a sintese de cinamoil SCoA e a determinagcdo da

atividade da SPS (estirilpirona sintase). Os resultados estdo apresentados abaixo.

1.1.1 — Determinacao da atividade da PAL

A enzima fenilalanina-aménia-liase (PAL) tem a habilidade de desaminar a L-
fenilalanina transformando-a em acido frans-cindmico (Figura 22, pag. 57).
Experimentos foram realizados para confirmar a presenga da enzima fenilalanina-
amoénia-liase em folhas de plantulas de C. mandioccana. Protocolos de extracdo
enzimatica, dessalinizagdo e ensaio enzimdtico foram aplicados. O controle da
reacdo, o produto do ensaio enzimatico e o padrao de acido trans-cindmico foram
analisados conforme o item 2.1.1.4, pag. 149, e seus cromatogramas assim como 0s
teores de cada pico verificados estdo apresentados na Figura 60, pag. 169.

Através da Figura 60b, pag. 169, foi possivel observar a formagao do acido
trans-cinamico produzido pela reacdao do extrato enzimatico de folhas de plantulas
de C. mandioccana com o precursor L-fenilalanina, cuja auséncia dessa substancia
foi notada no controle da reagéo Figura 60a, pag. 169.

O experimento realizado, portanto, confirmou que a enzima PAL estava ativa
em folhas de plantulas de C. mandioccana e converteu L-fenilalanina em acido trans-

cinamico.
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Figura 60: Cromatogramas e teores dos picos: (a) — controle; (b) — reagdo; (c) — &cido trans-
cinamico.

1.1.2 — Sintese de cinamoil SCoA

A enzima estirilpirona sintase (SPS) pode estar envolvida na biossintese de
estirilpironas (Figura 22, pag. 57). Experimentos foram realizados para confirmar a
presenga da enzima estirilpirona sintase em C. mandioccana. Para realizar a
biossintese de estirilpironas a partir dos precursores cinamoil SCoA e unidades de
malonil SCoA (Figura 22, pag. 57) foi necessario realizar a sintese de cinamoil
SCoA.

A proposta de sintese de cinamoil SCoA, a partir de acido trans-cinamico
estabelecida neste trabalho envolveu duas etapas que compreenderam (l) a sintese
de N-cinamoilsuccinimida a partir de acido trans-cinamico e (Il) a sintese de cinamoil
SCoA a partir da transesterificacdo de N-cinamoilsuccinimida. Os resultados estao
apresentados abaixo.
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1.1.2.1 — Etapa I: Sintese de N-cinamoilsuccinimida a partir de acido
trans-cindmico

Foi realizado um protocolo de sintese de N-cinamoilsuccinimida a partir de
acido trans-cinamico estabelecido por Stockigt e Zenk (1975) com pequenas
modificacées. Foram adicionados 222,24 mg de acido frans-cinamico e 230,20 mg
de N-hidroxisuccinimida em AcOEt. Com a adicdo de 412,66 mg de DCC
(dicicloexilcarbodiimida) houve a formagéao dos produtos N-cinamoilsuccinimida e
dicicloexiluréia (ppt branco). Apds 24 horas de reacao, a dicicloexiluréia foi filtrada e
o filtrado foi extraido com bicarbonato de sédio. A massa esperada para a N-
hidroxisuccinimida (produto 1) foi de 367,50 mg de acordo com a estequiometria da

reacao (Figura 61, pag. 170).

0,
o o 0
N HO—N CgHyy—N=—=C—N—Cg¢H,, . NH NH
OH
©/\)J\ " Scc » AN O——N - O/ \n/ \O
2,0 mmol °

dcido trans-cinamico N-hidroxisuccinimida 412,66 mg N-cinamoilsuccinimida cicloexiluréia (ppt)
1,5 mmol 2,0 mmol 1,5 mmol 1,5 mmol
222,24 mg 230,20 mg 367,50 mg 336,00 mg

Figura 61: Sintese de N-cinamoilsuccinimida a partir do 4cido trans-cindmico.

O mecanismo da reacao estda apresentado na Figura 62, pag. 171. A
dicicloexilcarbodiimida (DCC) reage com o grupo carboxila do acido trans-cinamico
formando um intermediério reativo. Esse intermediario, que apresenta um bom grupo
abandonador, reage com a N-hidroxisuccinimida (nucle6filo) numa reacdo de

substituicao nucleofiica produzindo a N-cinamoilsuccinimida e a dicicloexiluréia.
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N NH—CH,
T NH —CgHy, 4
Ox N 0 cicloexiluréia (ppt)
T f N-cinamoilsuccinimida

Figura 62: Mecanismo da reacdo de sintese de N-cinamoilsuccinimida a partir do &cido trans-

cinamico (SOLOMONS; FRYHLE, 2004).
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O rendimento da reacéao foi de 73,9%. Esse rendimento foi considerado bom
devido ao rendimento conseguido por Stockigt e Zenk (1975) de 81%.
Experimentos foram realizados para identificagdo da N-cinamoilsuccinimida

(produto 1) formado e os resultados estao apresentados abaixo.

1.Ponto de fuséo

Foi realizada a medida do ponto de fusdo do produto formado (produto |) e o
resultado foi comparado com o ponto de fusdo obtido por Stockigt e Zenk (1975). O
produto (I) apresentou ponto de fusdo entre 178-180°C. Essa faixa de temperatura
foi muito proxima da faixa apresentada por Stockigt e Zenk (1975) para a N-

cinamoilsuccinimida entre 180-182°C.

2.Espectro na regido do Infravermelho

Foi obtido o espectro no infravermelho do produto formado (produto I) para
identificar os grupos funcionais presentes em sua estrutura. O espectro de
infravermelho do produto formado (produto I) e a estrutura da N-cinamoilsuccinimda

estdo apresentados na Figura 63, pag. 172.

1,2

1,0 H
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3000 2500 2000 1500 1000 500 0
p -1
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Figura 63: Espectro na regido do infravermelho do produto formado (produto |) a partir do acido trans-
cindmico. Ao lado inferior esquerdo apresenta-se a estrutura da N-cinamoilsuccinimida.
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Através da Figura 63, pag. 172, podemos observar absorcoes caracteristicas
de alguns grupos funcionais presentes na N-cinamoilsuccinimida: a banda A
representa deformagcédo axial de C-H aromético em aproximadamente 3000 cm™, a
banda B representa deformacéo axial de C=O em aproximadamente 1750 cm™, a
banda C representa deformagdo axial da ligagdo C-C do anel aromético em
aproximadamente 1600 cm™, a banda D representa deformagéo axial da ligacdo C-C
do anel aromatico em aproximadamente 1400 cm', a banda E representa
deformacéo axial de C(=0)-O de em aproximadamente 1250 cm™.

Através desse experimento foi possivel identificar grupos funcionais presentes

na estrutura da N-cinamoilsuccinimida.

3.Espectro de RMN de 'H

Foi obtido o espectro de RMN de 'H do produto formado (produto I) em um

espectrémetro operando a 200 MHz para identificagdo da sua estrutura. O espectro
de RMN de 'H desse produto esta apresentado na Figura 64, pag. 173.

2.89

7.26

6.64

7.46

1 1
7.89
7.55

~6.56

1
797

1.60

Figura 64: Espectro de RMN de 'H do produto formado (produto 1) a partir do &cido trans-cinamico.
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O espectro de RMN de 'H em CDCl; (Figura 64, pag. 173) do produto formado
(produto 1) apresentou sinais em 6 6,60 (1H, d, J=16Hz) e 6 7,93 (1H, d, J=16Hz) que
foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-2 e H-3. Os sinais entre § 7,46
e o 7,55 foram atribuidos aos hidrogénios do anel aromatico. A presenca do sinal em
0 2,89 (4H, s) foi atruibuido aos hidrogénios H-3” e H-4".

Esses dados sao indicativos de que o produto formado (produto I) é a N-

cinamoilsuccinimida (Figura 65, pag.174).

~

&

N

Figura 65: Estrutura da N-cinamoilsuccinimida.

4.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/Espectro no Ultra Violeta

O produto formado (produto 1) foi analisado em CLAE-DAD (item 2.1.3.3, pag.
153) para obtencao do perfil cromatografico e do espectro no UV. O cromatograma
com o espectro no UV estado apresentados na Figura 66, pag. 174.

*Amax=285 nm

Figura 66: Cromatograma e UV da N-cinamoilsuccinimida.
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Através da Figura 66, pag. 174, pode-se observar o cromatograma do produto
(I) formado. O cromatograma apresenta um pico majoritario* que possui absorgcao
maxima no ultravioleta em A=285nm. Esse comprimento de onda esta muito préximo
do comprimento de onda encontrado na literatura A=286 nm (STOCKIGT; ZENK,
1975) para a N-cinamoilsuccinimida.

5.Espectro de Massas

Foi realizada analise do espectro de massas de alta resolugdo no modo
positivo do produto formado (produto ) para obtencéo do peso molecular do produto.
O espectro de massas do produto formado (produto |) (Figura 67, pag. 176) também
possibilitou a confirmagédo da obtencao de N-cinamoilsuccinimida, pois apresentou o
pico do ion pseudo-molecular m/z 268,0624 [M+Na]*, correspondente a férmula
molecular C13H1{NO4.

Através desses experimentos de identificacao foi possivel confirmar que o
produto formado (produto |) na reagéo sintese de N-cinamoilsuccinimida a partir de

acido trans-cindmico trata-se da N-cinamoilsuccinimida.
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Figura 67: Espectro de massas do produto formado (produto I).

1.1.2.2 — Etapa ll: Sintese de cinamoil SCoA a partir da transesterificacao
da N-cinamoilsuccinimida

Foi utilizado um protocolo de sintese de cinamoil SCoA a partir da
transesterificacdo da N-cinamoilsuccinimida estabelecido por Stockigt e Zenk (1975)
com pequenas modificagbes. Foram adicionados 1590 mg de N-
cinamoilsuccinimida, 10,00 mg de CoA e 10,90 mg de bicarbonato de s6dio em meio
aquoso. Acetona foi adicionada até formar uma unica fase. Houve a formagédo dos
produtos cinamoil SCoA e N-hidroxisuccinimida. Apés 24 horas de reagao, a fase
organica foi evaporada formando um precipitado que foi separado por filtragcdo. A
fase aquosa foi dessalinizada com Amberlite IR120, extraida com AcOEt e liofilizada.
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A massa esperada para o cinamoil SCoA (produto Il) era de 11,67 mg de acordo

com a estequiometria da reagéo (Figura 68, pag. 177).

I Ne NS T]/\/ 130 pmol o R
N ° o 10,9 mg N
0—N + ﬁ — SCoA + HO—1

o -0—p——0——— 4
. . A o N, l cinamoil ScoA
N-cinamoilsuccinimida 7 N l 13 pmol N-hidroxisuccinimida
65 pmol N_ o o—p==0 11,67 mg 13 pmol
15,90 mg W | ' 1,50 mg
o OH
-0—pP=—0

coenzima A (CoA)
13 pmol
10,00 mg

Figura 68: Sintese de cinamoil SCoA a partir da transesterificagdo da N-cinamoilsuccinimida.

O mecanismo da reagdo esta apresentado na Figura 69, pag. 178. O
bicarbonato de s6dio € a base que retira o hidrogénio &cido da coenzima A
tornando-a um nucledfilo forte para atacar a carbonila da N-cinamoilsuccinimida
numa reacao de substituicdo nucleofilica formando o cinamoil SCoA e a N-
hidroxisuccinimida.
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NaHCO, . o - 5
I * Na* + H0 + €O,

-0—P=—o0 -0—P=—o0
o- o-

coenzima A (CoA) SCoA

o— cinamoil ScoA i ) .
N-hidroxisuccinimida

ScoA

Figura 69: Mecanismo da reagao de sintese de cinamoil SCoA a partir da transesterificacao da N-
cinamoilsuccinimida.

O rendimento da reacdo foi de 23,0%. Embora baixo, o rendimento foi
considerado bom devido ao rendimento conseguido por Stockigt e Zenk (1975) de 30
a 50%.

Experimentos foram realizados para identificacdo do cinamoil SCoA e os
resultados estdo apresentados abaixo.

1.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/Espectro no Ultra Violeta

O produto formado (produto Il) foi analisado em CLAE-DAD (item 2.1.3.3, pag.
153) para obtencao do perfil cromatografico e do espectro no UV. O cromatograma

com o espectro no UV estédo apresentados na Figura 70, pag. 179.
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*Aix=265 e 304 nm

Figura 70: Cromatograma e UV do cinamoil SCoA.

Através da Figura 70, pag. 179, pode-se observar o cromatograma do produto
(I) formado. O cromatograma apresenta um pico majoritario* que possui duas
bandas de absor¢do no ultravioleta em A=265 e 304 nm. Esses comprimentos de
onda estdo muito proximos dos comprimentos de onda encontrados na literatura
(STOCKIGT; ZENK, 1975) para os derivados de cinamoil SCoA.

Através desse experimento de identificagdo foi possivel confirmar que o
produto formado (produto IlI) na reacdo sintese de cinamoil SCoA a partir da

transesterificacdo da N-cinamoilsuccinimida trata-se do cinamoil SCoA.

1.1.3 — Determinacao da Atividade da SPS

A enzima estirilpirona sintase (SPS) pode estar envolvida na biossintese de
estirilpironas (Figura 22, pag. 57). Experimentos foram realizados para determinar a
atividade da enzima estirilpirona sintase em C. mandioccana responsavel pela
producao de estirilpironas a partir de cinamoil SCoA e unidades de malonil SCoA
(Figura 22, pag. 57). Um protocolo de extracdo enzimatica e ensaio enzimatico foi
realizado.

Partindo da hipétese de que as estirilpironas de C. mandioccana apresentam
diferengca no niumero de unidades de acetato que se condensam com o cinamoil
SCoA, experimentos foram realizados utilizando trés concentragées do malonil
SCoA. Os dois controles da reagao, o produto do ensaio enzimatico e os padrdes de
estirilpironas foram analisados conforme o item 2.1.3.3, pag. 153.
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Nos ensaios realizados ndo foram observadas formacdes de estirilpironas.
Alguns fatores desde a coleta do material vegetal até a analise do produto formado
podem justificar esses resultados. A coleta das folhas de plantulas de C.
mandioccana podem ter sido realizadas no periodo de menor producdo de
estirilpironas. A extragdo enzimatica pode nao ter sido eficiente na proporgéo (massa
de folha e volume de tampéo) selecionada. O grau de pureza e a concentragao da
enzima podem ter influenciado na atividade enzimatica. Além disso, a diluicdo da
amostra para andlise em CLAE-DAD pode ter sido excessiva.

Para contornar essa situagdo, novos experimentos foram realizados com um

novo modelo: C. moschata.

1.2 — C. moschata

Considerando a necessidade de material vegetal em abundéancia e de facil
acesso para otimizar extragdo e ensaio enzimatico na determinagédo da atividade da
SPS, foi escolhida uma espécie modelo, ja& que as plantulas de C. mandioccana
cultivadas na casa de vegetacao do IQ-UNESP-Araraquara foram insuficientes para
esse estudo e a coleta de material adicional tornou-se inviavel pela distancia. A
espécie escolhida como modelo, C. moschata, € uma planta abundante e de facil
acesso estando localizada na cidade de Ibaté, proxima a Araraquara e tem como
produto majoritario uma estirilpirona, a goniotalamina. O estudo biossintético de
estirilpironas em C. moschata (Figura 57, pag.154) envolveu a andlise circadiana de
estirilpironas e a aplicagdo de protocolos envolvendo extracdo enzimatica,
precipitacdo salina, dessalinizagdo, ensaio enzimatico, determinacao de proteinas
totais e eletroforese.

1.2.1 — Analise circadiana de estirilpironas em folhas de C. moschata
Para garantir a coleta das folhas de C. moschata no periodo de maior

produgéao de estirilpironas foi realizada uma andlise circadiana desse metabdlito e os

resultados estdo apresentados abaixo.
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1.2.1.1 — Construcdao da curva analitica para quantificacdo de
goniotalamina

A curva analica com padronizacdo interna, 60 pugmL' de
desacetilcriptocarialactona, foi construida com 5 niveis de concentracdo na faixa de
25 a 125 pgmL" goniotalamina (Figura 71, pag. 181) A equacdo de regressao

encontrada foi y = - 0,043 + 0,027x com coeficiente de correlagdo de r = 0,999 e

DPR < 5%.
/ 85T y=-0,043+0,027x° - '\

L y=- 00 o l
30 |- r= 0,99 // i
‘A L /'/ |
< 25 pd E
N I e ]
£ 20} y e .
e
S s y ]
£ 15 / .
° s
S 1of e -
< | e |
sk " 1
0,0 I n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 |

’ 0 20 40 60 80 100 120 140
Concentragdo de goniotalamina (ugmL1)

a = equacao da reta

b = coeficiente de correlagéo linear

Figura 71: Curva analitica para a goniotalamina na faixa de 25 a 125 ugmL'1.

1.2.1.2 — Quantificacao de goniotalamina em folhas de C. moschata

Folhas de C. moschata coletadas para andlise circadiana foram analisadas. A
goniotalamina foi quantificada utilizando a equag¢do da reta da curva analitica
apresentada na Figura 71, pag. 181. Na Figura 72, pag. 182 esta apresentado um

gréfico de barras relacionando concentragcao de goniotalamina e horario da coleta.
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Figura 72: Gréfico de barras para concentragao de goniotalamina nos horarios de coleta.

A partir do teste t (MORGAN, 1991) aplicado para comparar os horarios de
coleta em relacdo a concentracao de goniotalamina (Figura 72, pag. 182) pode-se
observar que a producdo de goniotalamina é estatisticamente semelhante nos
horarios de 4 e 8 horas (a), 12 e 20 horas (b) e 16 e 24 horas (c). No entanto, nesses
horarios ha diferencas estatisticamente significativas na concentracdao desse
metabdlito. A maior produgéao de goniotalamina é encontrada as 12 e 20 horas.

Para dar continuidade aos estudos biossintéticos, utilizando C. moschata
como modelo, uma coleta de grande quantidade de material vegetal foi realizada as

11:30, horario de sua maior produgéo. Esse material foi armazenado a -80°C.

1.2.2 — Aplicacao de Protocolos

Experimentos foram realizados para determinar a atividade da enzima
estirilpirona sintase (SPS) em C. moschata responsavel pela producdo de
goniotalamina a partir de cinamoil SCoA e duas unidades de malonil SCoA (Figura
57, pag. 154). C. moschata foi utilizada como modelo em diversos protocolos
envolvendo extragdo enzimatica, precipitacdo salina, dessalinizagdo, ensaio
enzimatico, determinacao de proteinas totais e eletroforese com a finalidade de
encontrar a atividade da enzima estirilpirona sintase. Abaixo seguem os resultados

obtidos em cada protocolo.
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1.2.2.1 — Protocolo |

No primeiro protocolo avaliado foram realizados extragdo enzimatica,
precipitacao salina e dessalinizagdo. O extrato bruto, os precipitados com 20, 40, 65
e 80% de saturacdo depois de dessalinizados e o0 sobrenadante IV sem
dessalinizagao foram submetidos ao ensaio enzimatico. Os controles da reacao, o
produto do ensaio enzimatico e o padrdao de goniotalamina foram analisados
conforme o item 2.1.3.3, pag. 153.

Apenas no ensaio enzimatico realizado com o sobrenadante IV nao
dessalinizado houve a formagdo de um produto. Os cromatogramas assim como 0s
teores de cada pico verificados com os experimentos realizados com o sobrenadante
IV ndo dessalinizado estdo apresentados na Figura 73, pag. 184. Através da Figura
73c, pag. 184, foi possivel observar a formagao do pico 1 produzido pela reacao do
extrato enzimatico de folhas de C. moschata com os precursores cinamoil SCoA e
malonil SCoA, cuja auséncia dessa substancia foi notada nos controles 1 e 2 da
reagdo Figura 73a e 73b, pag. 184, respectivamente.

No entanto, o produto formado néo foi o esperado, a goniotalamina, Figura
73d, pag. 184. A unica informagéo obtida sobre o produto formado € o seu espectro
no UV com absorcao maxima em Ansx=275 nm.

Através dos experimentos realizados no protocolo | foi possivel observar que
houve reacdo apenas no ensaio realizado com o sobrenadante IV que n&o foi
submetido a dessalinizacdo. Esses resultados podem estar relacionados com a
retencdo de enzimas ou algum cofator na coluna PD-10 (Sephadex G-25), o que
justifica a nao formacao de produto nos ensaios com os precipitados com 20, 40, 65
e 80% de saturacao que foram submetidos a dessalinizacao.
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1.2.2.2 — Protocolo Il

Devido aos resultados obtidos com o protocolo I, algumas alteracdes nos
procedimentos de extracdo enzimatica e precipitacdo salina foram realizadas. Um
volume maior de tampdo extrator foi utilizado na extragdo enzimdtica e a
precipitacdo salina foi realizada com um volume maior de extrato enzimatico.
Diferentemente do protocolo |, todos os precipitados foram ressuspendidos em 3,5
mL de tampéo fosfato (0,1 M e pH=6,8). Uma aliquota de 1,0 mL foi guardada a —
80°C e uma aliquota de 2,5 mL foi dessalinizada. Neste protocolo uma aliquota de
2,5 mL do sobrenadante IV também foi dessalinizada. Através desse procedimento
foi possivel obter amostras com 20, 40, 65 e 80% de saturagédo dessalinizadas (D) e
ndo dessalinizadas (ND), amostras do sobrenadante IV dessalinizadas (D) e néo
dessalinizadas (ND) e avaliar a influéncia da coluna PD-10 (Sephadex G-25)
utilizada no procedimento de dessalinizagao.

O extrato bruto, os precipitados com 20, 40, 65 e 80% de saturacao nao
dessalinizados (ND) e dessalinizados (D), o sobrenadante IV ndo dessalinizado (ND)
e dessalinizado (D) foram submetidos aos ensaios enzimaticos. Os controles da
reacdo, o produto do ensaio enzimatico e o padrdao de goniotalamina foram
analisados conforme o item 2.1.3.3, pag. 153.

Os mesmos picos 1, 2, 3 e 4 da Figura 73, pag. 184, foram monitorados nos
produtos dos ensaios enzimaticos. Apenas nos ensaios enzimaticos realizados com
os precipitados com 20, 40, 65 e 80% de saturacdo e o sobrenadante IV que néo
foram dessalinizados houve a formagao de um produto. Os cromatogramas assim
como os teores de cada pico verificados com os experimentos realizados com os
precipitados com 20, 40, 65 e 80% de saturacéo e o sobrenadante IV que ndo foram
dessalinizados estdo apresentados nas Figuras 74 a 78, pag. 187 a 191. Através
das Figuras 74b a 78b, pag. 187 a 191, foi possivel observar a formagao do pico 1
produzido pela reacdo do extrato enzimdtico de folhas de C. moschata com os
precursores cinamoil SCoA e malonil SCoA, cuja auséncia dessa substancia foi
notada nos controles 1 e 2 da reagao Figura 74a a 78a e 74b a 78b, pag. 187 a 191,
respectivamente.

No entanto, o produto formado nao foi o esperado, a goniotalamina, Figura

74d a 78d, pag. 187 a 191. Assim como nos experimentos do protocolo I, a Unica
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informacao obtida sobre o produto formado é o seu espectro no UV com absorcao
maxima em Amax=275 nm.

Através dos experimentos realizados no protocolo Il foi possivel observar que
houve reacdo apenas nos ensaios realizados com os precipitados com 20, 40, 65 e
80% saturagédo e o sobrenadante IV que ndo foram submetidos a dessalinizacao.
Esses resultados novamente podem estar relacionados com a retencao de enzimas
ou algum cofator na coluna PD-10 (Sephadex G-25), o que justifica a ndo formacao
de produto nos ensaios com os precipitados com 20, 40, 65 e 80% de saturagédo que

foram submetidos a dessalinizacao.
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Através da andlise das areas do pico 1 formado nos produtos dos ensaios
enzimaticos realizados com os precipitados com 20, 40, 65 e 80% saturagao e o
sobrenadante IV que nédo foram dessalinizados (Figuras 74c a 78c, pag. 187 a 191)

foi possivel observar que a maior formacado do pico 1 foi verificada com 80% de

m] pptZO)

m ppt 40%
m ppt 65%
m ppt 80%
g snd

saturacao (Figura 79, pag. 192).
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Figura 79: Teor do pico 1 nos produtos dos ensaios enzimaticos realizados com os precipitados com
20, 40, 65 e 80% saturagéo e o sobrenadante IV que nao foram dessalinizados no protocolo Il

1.2.2.3 — Protocolo Il

Devido aos resultados obtidos com o protocolo I, algumas alteracées no
procedimento de dessalinizagdo foram realizadas. Assim como no protocolo |, todos
os precipitados foram ressuspendidos em 3,5 mL de tampéo fosfato (0,1 M e
pH=6,8). Uma aliquota de 1,0 mL foi guardada a —80°C e uma aliquota de 2,5 mL foi
dessalinizada. Neste protocolo uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante IV também
foi dessalinizada. Mas diferentemente do protocolo Il, as amostras submetidas a
dessalinizacao foram eluidas e coletadas em trés fragbes F1, F2, e F3. O extrato
bruto, os precipitados com 20, 40, 65 e 80% de saturagao nao dessalinizados (ND),
suas fracoes F2 e F3 dessalinizadas (D), o sobrenadante IV ndo dessalinizado (ND)
e suas fragbes dessalinizadas (D) foram submetidos a dosagem protéica para avaliar

a retencao de enzimas na coluna PD-10 (Sephadex G-25).
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A concentracao de proteinas totais nas amostras foi determinada através das
equacdes de regressdao das curvas de calibragdo (Figura 80, pag. 193) para
albumina bovina: y; = - 0,021 + 0,765x com coeficiente de correlagdo de r = 0,996 e
y> = 0,146 + 0,486x, com coeficiente de correlacdo de r = 0,990. Os resultados estao
apresentados na Figura 81, pag. 193.
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Figura 80: Curva de calibragédo construida para determinagéo de proteinas totais.
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Figura 81: Concentracdo de proteinas totais do extrato bruto, dos precipitados com 20, 40, 65 e 80%
de saturagdo nado dessalinizados (ND), de suas fragdes F2 e F3 dessalinizadas (D) do sobrenadante
IV ndo dessalinizado (ND) e de suas fragdes dessalinizados (D).
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Com os resultados apresentados na Figura 81, pag. 193, foi possivel observar
que na fracao F3D coletada na dessalinizagdo nao foi observada nenhuma proteina
em nenhuma amostra. Toda proteina foi eluida na fragdo F2D coletada na
dessalinizagdo. No entanto, a concentracdo de proteinas totais € muito baixa em
todas as amostras, inferiores & 0,25 mgmL™".

Com base nos resultados de dosagem protéica algumas alteragdes no
procedimento do ensaio enzimatico foram realizadas. O extrato bruto, os
precipitados com 20, 40, 65 e 80% de saturacdo ndo dessalinizados (ND) e
dessalinizados (D), o sobrenadante IV ndo dessalinizado (ND) e dessalinizado (D)
foram submetidos aos ensaios enzimaticos com um volume maior de enzima (45
uL). Com o intuito de identificar o peso molecular do produto formado (pico 1) por
espectrometria de massas, a interrupcéo da reagao foi realizada com MeOH e uma
particdo com CHCI; foi conduzida na tentativa de obter o produto na fase organica.
Esse procedimento facilitaria a andlise do produto formado, ja que a fase aquosa,
tamponada com fosfato de potéssio, danificaria o espectrometro de massa. Na
seqliéncia, os controles da reagdo, o produto do ensaio enzimatico das fases
aquosa e organica e o padrao de goniotalamina foram analisados conforme o item
2.1.3.3, pag. 153.

Assim como no protocolo |, os mesmos picos 1, 2, 3 e 4 da Figura 73, pag.
184, foram monitorados nos produtos dos ensaios enzimaticos. Novamente, apenas
nos ensaios enzimaticos realizados com os precipitados com 20, 40, 65 e 80%
saturacado e o sobrenadante IV que nao foram dessalinizados houve a formacao de
um produto na fase aquosa. Foi possivel observar a formacdo do pico 1 produzido
pela reacdo do extrato enzimatico de folhas de C. moschata com os precursores
cinamoil SCoA e malonil SCoA, cuja auséncia dessa substancia foi notada nos
controles 1 e 2 da reagdo. No entanto, o produto formado nao foi o esperado, a
goniotalamina. Assim como nos experimentos dos protocolos | e Il, a Unica
informacao obtida sobre o produto formado é o seu espectro no UV com absorcao
maxima em Ams=275 nm. Através dos experimentos realizados no protocolo Il foi
possivel observar que nenhuma enzima fica retida na coluna PD-10 (Sephadex G-
25) e que a concentracdo de proteinas totais € muito baixa. A ndo formagao do
produto com os precipitados com 20, 40, 65 e 80% saturacdo e o sobrenadante IV
submetidos a dessalinizagdo pode estar relacionada com a retengdo de algum
cofator na coluna PD-10 (Sephadex G-25). O produto formado no ensaio enzimatico
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nao foi detectado na fase organica, ndao havendo necessidade de realizar uma
particdo com cloroférmio.

Através da andlise das areas do pico 1 formado nos produtos dos ensaios
enzimaticos realizados com os precipitados com 20, 40, 65 e 80% saturagdo e o
sobrenadante IV que ndo foram dessalinizados foi possivel observar que a maior
formagéao do pico 1 foi verificada com 65% de saturagao (Figura 82, pag. 195).
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Figura 82: Teor do pico 1 nos produtos dos ensaios enzimaticos realizados com os precipitados com
20, 40, 65 e 80% saturacéo e o sobrenadante IV que ndo foram dessalinizados no protocolo II.

Para verificar o peso molecular da enzima responsavel pela formagao do
produto (pico 1) obtido nos ensaios enzimaticos foi realizado eletroforese.

Cada precipitado (20, 40, 65 e 80% saturacdo) dessalinizado e o
sobrenadante IV dessalinizado foram submetidos a eletroforese, (Figura 83, pag.
196).
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Figura 83: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Pd: padrdo de proteinas, 1: precipitado
com 20% de saturagao (D), 2: precipitado com 40% de saturagéao (D), 3: precipitados com 65% de
saturagdo (D), 4: precipitado com 80% de saturacéo (D), 5: sobrenadante IV (D).

Através da Figura 83, pag. 196 foram observadas bandas no intervalo de 56-
77 KDa, referentes ao peso molecular da estirilpirona sintase (Beckert, et al., 1997).

Para determinar o peso molecular do produto formado no ensaio enzimatico
com 40% saturacao a amostra foi analisada por CLAE-EM.

O cromatograma da amostra (Figura 84, pag. 197) contém um pico (*) que
apresenta absor¢cdo maxima em A=275 nm. Essa absorcao é semelhante a absorgéao
do pico formado na reacao do ensaio enzimatico.

Através da analise do espectro de massas de alta resolugcdo em modo
negativo da substancia correspondente ao pico (*) foi possivel propor a estrutura da
substancia formada na reacdo enzimatica. Esse espectro de massas (Figura 85,
pag. 197) apresentou o pico do ion pseudo-molecular em m/z 315,0587 [M-HJ
correspondente a formula molecular C17H1s0s que foi tentativamente atribuida a um

policetideo formado pela condensacdo de uma unidade de cinamoil SCoA e quatro
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unidades de malonil SCoA catalisada pela enzima SPS. Por motivos ainda
desconhecidos, ndo ocorrem as etapas subseqlentes de redugdo das carbonilas e
lactonizagdo, que levariam a formacado de uma estirilpirona. No entanto, as
condicbes de andlise utilizadas para CLAE-EM foram diferentes das condi¢cdes de
andlise empregadas em CLAE-DAD dificultando analise mais conclusiva. Mas sem
duvida, ha indicios muito fortes de que pelo menos as reagcées de condensacao

tenham ocorrido.

4 N

N /

Figura 84: Cromatograma da amostra com 40% saturagao.

Figura 85: Espectro de massas do pico da amostra com 40% saturagéo.
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CONCLUSAO

Um método cromatografico para andlise simultdnea dos principais metabdlitos
encontrados nas folhas de C. mandioccana foi desenvolvido. As condicbes
estabelecidas incluem fase estacionaria Cg (5 um, 250 mm x 4,6 mm) e eluicao no
modo gradiente, utilizando fase moével ternaria composta de A (Tampéao: 11,9 mM de
TEA e 14,3 mM de H3PO4 pH = 2,0), B (MeOH) e C (ACN). Utilizando estas
condigdes cromatograficas foi possivel obter excelente resolugado para alcalbides,
flavondides e estirilpironas.

Os principais metabdlitos encontrados nas folhas de C. mandioccana foram
alcaléides  (menisperina e  xantoplanina), flavondides  (quercetina-3-O-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-glicopiranosideo, quercetina-3-O-
xilopiranosideo, quercetina-3-O-arabinopiranosideo, quercetina-3-0O-alopiranosideo
e quercetina-3-O-ramnopiranosideo) e  estirilpironas  (criptomoscatona ES3,
criptomoscatona D1, criptomoscatona F1, desacetilcriptocarialactona e
criptomoscatona E1).

O método desenvolvido foi validado com base nas normas da ANVISA e os
parametros de seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade e precisao
intermediaria), limite de detecgao, limite de quantificacdo, exatidao e estabilidade
estiveram dentro dos critérios de aceitagao.

Esse método foi utilizado para comparar o perfil metabdlico dos 6rgaos de
individuos dos quimiotipos F e FS.

Na comparagéao do perfil de brotos, folhas novas e folhas velhas dos dois
quimiotipos foi observado o acumulo de alcaléides e flavondides nas folhas velhas, e
de substancias, ainda nao identificadas, nos brotos. Estirilpironas foram observadas
nas folhas novas do quimiotipo FS e no mesmo 6rgéo do quimiotipo F foi detectada
a presenga de substancias ainda nao identificadas. Na comparagdo do perfil de
folhas, galhos, cascas do tronco e raizes dos dois quimiotipos foi observado o
acumulo de alcaléides nas cascas do tronco e raizes, e de flavonodides nas folhas.
Estirilpironas foram observadas nas folhas e em baixas concentragdes nos galhos e
raizes do quimiotipo FS.

Experimentos biossintéticos realizados com folhas de plantulas de C.
mandioccana confirmaram a atividade da enzima PAL, que converteu L-fenilalanina

em &cido trans-cinamico. No entanto, nas condi¢cdes experimentais utilizadas para
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avaliar a atividade da enzima SPS em folhas das mesmas plantulas nao foi
detectada a formacdo de estirilpironas. Por outro lado, em experimentos de
incorporacao de precursores utilizando extratos enzimaticos de folhas de C.
moschata foi detectado a formagcdo de uma substancia que apresentou absorcao
méaxima no UV em A = 275 nm e um ion pseudo-molecular em m/z 315,0587 [M-HJ,
atribuido a um policetideo, de férmula molecular C17H1¢O0¢, possivelmente formado
pela condensacao de uma unidade de cinamoil SCoA e quatro unidades de malonil
SCoA.

Através desse estudo pode-se concluir que estirilpironas estdo
significativamente presentes em folhas de C. mandioccana, sendo portanto, o érgao
mais indicado para realizar os estudos biossintéticos desse metabdlito. Para a
determinacéo da atividade da SPS € necessario otimizar condi¢gdes de extracao e

reacao enzimatica inclusive avaliar a presenca de SPS na fragdo microssomal.
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Anexo 1: Valores de F no nivel de 95% de confianca

214

2 |

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 |

1 | 161,4| 199,5| 2157 | 2246 | 230,2 | 234,0 | 236,8 | 238,9 | 240,5 | 241,9 |
2 | 18,51 | 19,00 | 19,16 | 19,25 | 19,30 | 19,33 | 19,35 | 19,37 | 19,38 | 19,40 |
3 | 10,13| 955 | 928 | 9,12 | 9,01 | 894 | 889 | 885 | 881 | 879 |
4 | 771 | 694 | 659 | 639 | 6,26 | 6,16 | 6,09 | 6,04 | 6,00 | 596 |
5 | 661 | 579 | 541 | 519 | 505 | 495 | 488 | 482 | 477 | 474 |
6 | 599 | 514 | 476 | 453 | 439 | 428 | 421 | 415 | 4,10 | 4,06 |
Vv, 7 | 559 | 474 | 435 | 412 | 397 | 387 | 3,79 | 373 | 368 | 3,64 |
8 | 532 | 446 | 407 | 384 | 369 | 358 | 350 | 344 | 339 | 335 |
9 | 512 | 426 | 386 | 363 | 348 | 337 | 329 | 323 | 3,18 | 3,14 |
10 | 496 | 410 | 3,71 | 348 | 333 | 322 | 314 | 3,07 | 3,02 | 2,98 |
11 | 484 | 398 | 359 | 3,36 | 320 | 3,09 | 301 | 295 | 290 | 285 |
12 | 475 | 389 | 349 | 326 | 3,11 | 3,00 | 291 | 285 | 280 | 275 |
13 | 467 | 381 | 341 | 318 | 303 | 292 | 283 | 277 | 271 | 267 |
14 | 460 | 3,74 | 334 | 311 | 296 | 2,85 | 276 | 2,70 | 2,65 | 2,60 |
15 | 454 | 368 | 329 | 3,06 | 290 | 279 | 271 | 264 | 259 | 2,54 |
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Anexo 2: Valores de t com v graus de liberdade

v Area de Probabilidade |

0,05 | 0,025 | 0,01 | 0,005 |
1 | 631 | 12,71 | 31,82 | 63,66 |
2 | 292 | 430 | 697 | 9,92 |
3 | 235 | 318 | 454 | 584 |
4 | 213 | 2,78 | 3,75 | 4,60 |
5 | 202 | 257 | 337 | 4,03 |
6 | 1,94 | 275 | 314 | 3,71 |
7 | 190 | 236 | 3,00 | 350 |
8 | 18 | 231 | 290 | 336 |
9 | 1,83 | 226 | 282 | 325 |
10 | 1,81 | 223 | 276 | 3,17 |
11 | 180 | 220 | 272 | 3,11 |
12 | 1,78 | 2,18 | 268 | 3,05 |
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Anexo 3: Espectro de RMN de 'H da substancia 1.
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Anexo 4: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H da substancia 1.
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Anexo 5: Espectro de HOMODEC da substancia 1 com irradiagcédo em 82,88.

irradiacao
52,88

sinal afetado
63,36

sinal afetado
54,44
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Anexo 6: Espectro de HOMODEC da substancia 1 com irradiagédo em & 3,36.
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Anexo 7: Espectro de HOMODEC da substancia 1 com irradiagdo em 3§ 4,44.
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Anexo 8: Ampliacao 1 do espectro de HMQC da substancia 1.
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Anexo 9: Ampliacdo 2 do espectro de HMQC da substéncia 1.
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Anexo 10: Espectro de COSY da substancia 1.
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Anexo 11: Espectro de RMN de °C da substancia 1.
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Anexo 12: Ampliacéo 1 do espectro de RMN de '°C da substancia 1.




226

Anexo 13: Ampliacéo 2 do espectro de RMN de '°C da substancia 1.
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Anexo 14: Espectro de NOE da substancia 1com irradiagcédo em 3 3,97.
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Anexo 15: Espectro de NOE da substancia 1com irradiagao em & 3,90.
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Anexo 16: Espectro de NOE da substancia 1com irradiacdo em & 3,95.
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Anexo 17: Espectro de NOE da substancia 1com irradiagao em & 3,06.
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Anexo 18: Espectro de RMN de 'H da substancia 2..




Anexo 19: Ampliacéo 1 do espectro de RMN de 'H da substancia 2.
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Anexo 20: Ampliacdo 2 do espectro de RMN de 'H da substancia 2.
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Anexo 21: Espectro de HOMODEC da substéancia 2 com irradiagédo em o 2,96.
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Anexo 22: Espectro de HOMODEC da substéancia 2 com irradiagéao em § 3,25.
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Anexo 23: Espectro de HOMODEC da substancia 2 com irradiagao em 6 4,58.
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Anexo 24: Espectro de HMQC da substancia 2.
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Anexo 25: Espectro de COSY da substancia 2.
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Anexo 26: Espectro de RMN de '°C da substancia 2..
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Anexo 27: Ampliagéo 1 do espectro de RMN de °C da substancia 2.
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Anexo 28: Ampliacéo 2 do espectro de RMN de °C da substancia 2.
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Anexo 29: Espectro de NOE da substancia 2 com irradiagao em 6 3,93.
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Anexo 30: Espectro de NOE da substancia 2 com irradiagao em 6 3,90.
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Anexo 31: Espectro de NOE da substancia 2 com irradiagao em 6 3,71.
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Anexo 32: Espectro de NOE da substancia 2 com irradiagao em 4 6,86.
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