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RESUMO

Cromanos e cromenos sao metabdlitos secundarios comumente encontrados em
espécies dos géneros Piper e Peperomia, pertencentes a familia Piperaceae. Séo
caracterizados pela presenga de um nucleo benzopiranico (um anel benzeno fundido
a um anel pirano). Essa classe de substancias € importante do ponto de vista
farmacolégico, uma vez que apresenta vasta gama de atividades bioldgicas,
incluindo antifungica, tripanocida, antioxidante e antiparasitaria. Os benzopiranos
isolados de espécies de Piper e Peperomia apresentam diversidade quanto aos
substituintes da unidade aromatica de suas estruturas quimicas. Baseado no
exposto, rotas biossintéticas distintas foram propostas. Em espécies de Piper essas
rotas envolveriam a via do acido chiquimico pela atuacdo do acido para-
hidroxibenzdico, enquanto que em espécies de Peperomia estaria operando a via do
acetato. O presente trabalho teve como objetivo estudar a relagao biossintética dos
benzopiranos presentes nas espécies Piper aduncum e Peperomia obtusifolia, bem
como a determinacado da dindmica metabdlica envolvida na formagao dos mesmos,
tanto em nivel metabdlico como enzimatico, uma vez que os cromenos isolados de
Piper aduncum descrevem ritmo circadiano bem determinado. Estudos de variagao
circadiana realizados em Peperomia obtusifolia com o objetivo de acompanhar a
formacgao do cromano acido 3,4-diidro-5-hidréxi-2,7-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2-(4-
metil-1,3-pentadienil)-2H-1-benzopirano carboxilico (4) ndo demonstraram ritmo
uniforme, do tipo sigmoidal, comum aos cromenos isolados de P. aduncum. O
acumulo do cromano 4 mostrou um maximo as 18h00, mas outros picos de
concentracdo do mesmo foram observados as 06h00 e 15h00 e corroboram para o
estabelecimento de um ritmo aleatério. Para a avaliagcdo da origem biossintética de
4, foram realizados experimentos de incorporagao utilizando precursor enriquecido
com isétopos estaveis (acetato-[2-"°C] de sddio) em folhas de P. obtusifolia. Estudos
de incorporagao in vivo empregando o mesmo precursor foram realizados utilizando
plantulas de P. obtusifolia. Os extratos enriquecidos foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, sendo
que os resultados ndo mostraram a incorporacdo deste precursor no cromano 4.
Associado a esses resultados foram realizados experimentos visando a extracao
enzimatica das folhas de P. obtusifolia e P. aduncum, acompanhados por dosagem

proteica e analise por gel de eletroforese monodimensional dos extratos enzimaticos



obtidos, principalmente com analise focada nas enzimas preniltransferases e/ou
subclasse das geraniltransferases, envolvidas na biossintese dos cromanos e
cromenos de P. obtusifolia e P. aduncum. A dosagem protéica e analise por
eletroforese monodimensional mostraram maior concentragdo de proteinas em P.
aduncum, principalmente aquela relacionada a banda de eletroforese
correspondente a massa molecular que caracteriza as preniltransferases. Esses
resultados até entdo obtidos mostraram que os cromanos de P. obtusifolia nao
apresentam dinamica metabodlica bem estabelecida e descrevem rotas metabdlicas
distintas daquelas identificadas para os cromenos isolados de espécies do género
Piper e que o0s experimentos biossintéticos realizados nao demonstraram
especificidade quanto ao sitio de reagdo dos cromanos. Com isso, analise do ponto
de vista de diversidade quimica da populacdo endofitica que habita as folhas e
caules de P. obtusifolia foi realizada. Os enddfitos foram isolados e crescidos em
meio de cultivo de batata-dextrose-agar (BDA), e os mesmos mantidos na
Universidad Nacional de Rosario, Argentina. A analise das substancias produzidas
nas culturas de endofitos, por cromatografia em camada delgada comparativa e
espectrometria de massas, mostrou indicios da presenca de substancias com perfil
quimico identificado em P. obtusifolia sugerindo que esta via metabdlica pode estar

também ativa nos fungos endofiticos associados a planta.

Palavras-chave: Piperaceae, Piper aduncum, Peperomia obtusifolia, cromeno,

cromano, biossintese, fungos endofiticos.



ABSTRACT

Chromanes and chromenes are secondary metabolites commonly found in species of
the genera Piper and Peperomia, belonging to the Piperaceae family. They are
characterized by the presence of a benzopyran core showing a benzene ring fused to
a pyran ring. This class of compounds is pharmacologically important, since they
from shown a broad range of biological activities including antifungal, trypanocidal,
antioxidant and anti-parasitic. The benzopyrans isolated from Piper and Peperomia
species showed diversity biosynthetic pathways, mainly related to the aromatic
moieties. The biosynthesis of Piper species involve the shikimic pathway showing as
the first precursor the p-hydroxybenzoic acid, whereas in Peperomia species would
be operating the route of acetate. The present work aimed to study the biosynthetic
relationship of benzopyrans present in Piper aduncum and Peperomia obtusifolia as
well as to determine the metabolic dynamics involved in their formation related to
metabolic and enzymatic levels, since the chromenes isolated from Piper aduncum
describe well-defined circadian rhythm. Studies of circadian rhythm performed in
Peperomia obtusifolia, aiming to follow the formation of chromane 3,4 -dihydro- 5 -
hydroxy -2 ,7- dimethyl-8- (3-methyl -2- butenyl) -2 - (4 -methyl -1 ,3- pentadienyl )-
2H -1- benzopyran carboxylic acid (4) from P. obtusifolia showed no uniform
sigmoidal curve, common to the chromenes isolated from Piper aduncum. The
accumulation of the chromane 4 showed a maximum at 18:00 pm, but others peaks
of the same concentration were observed at 06:00 am and 15:00 pm, corroborating
to establish a random pace. To evaluate the biosynthetic origin of the chromane 4,
feeding experiments were conducted using a precursor enriched with stable isotopes
(ethyl [2-"°C J-sodium acetate) in the leaves of P. obtusifolia. Experiments were
performed using seedlings of P. obtusifolia. The enriched extracts were analyzed by
high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS).
The results showed no incorporation of the precursor in the chromane 4. Associated
with these results experiments were conducted to the enzymatic extraction of the
leaves of both species, accompanied by protein dosage and analysis by one-
dimensional electrophoresis gel, showing higher concentration of prenyltransferases
enzymes in P. aduncum, which are involved in the biosynthesis of chromans and
chromenes in this species. These results obtained so far have shown that chromanes
of P. obtusifolia not have well-established metabolic dynamics and describe



metabolic routes different when compared with those chromenes of Piper genus and
that the biosynthetic experiments showed no specificity related to the site of the
chromanes biosynthesis. Based on this, the chemical diversity of endophytic
population that inhabits the leaves and stems of P. obtusifolia was analysed.
Endophytes fungi were isolated and grown in culture medium of potato-dextrose-agar
(PDA). These experiments were conducted in the National University of Rosario,
Argentina. The cultures were analysed by chromatographic and spectrometric
techniques showing evidences of the presence of chemical compounds with the
same profile identified in P. obtusifolia, suggesting that this metabolic pathway may

also be active in endophytic fungi associated to plant.

Key-words: Piperaceae, Piper aduncum, Peperomia obtusifolia, chromene,

chromane, biosynthesis, endophytic fungi.
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1 INTRODUGAO

1.1 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae, juntamente com Aristolochiaceae, Saururaceae e
Lactoridaceae, pertencem a ordem das Piperales e estio classificadas entre as mais
primitivas das Angiospermas basais (KATO; FURLAN, 2007). Esta familia
compreende mais de 4000 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais,
sendo que a maioria de seus exemplares sdo arbustos ou trepadeiras que se
agarram aos troncos das arvores por meio de raizes adventicias e, raramente, sao
arbéreas (LOPEZ et al., 2010).

As espécies da familia Piperaceae estao distribuidas em cinco géneros, dos
quais os mais abrangentes sao: Piper (L.) e Peperomia (Ruiz e Pavon) com
aproximadamente 2000 e 1700 espécies, respectivamente. Completando a familia,
0s géneros menos representativos sdo Manekia (Trel.) (anteriormente chamada de
Sarcorhachis), Zippelia (Blume) (WANKE et al., 2007) e Verhuellia (Miqg.), descrito
recentemente (SAMAIN et al., 2010).

Estudos da constituicdo quimica, dos aspectos biolégicos e biossintéticos
dos metabdlitos secundarios de espécies de Piperaceae podem contribuir para
estabelecer os padrdes evolutivos que dominam essa importante familia (KATO;
FURLAN, 2007).

Estudos quimicos realizados anteriormente mostraram que espécies de
Piperaceae apresentam constituicdo quimica diversificada, com acumulo de
diferentes classes de metabdlitos secundarios e entre as principais classes descritas
estdo lignanas/neolignanas (MARTINS et al., 2003; FELIPPE et al., 2008; FELIPPE
et al., 2011; FELIPPE el al., 2012), amidas alifaticas e aromaticas (ALECIO et al.,
1998; NAVICKIENE et al., 2000; SILVA et al., 2002; COTINGUIBA et al., 2009),
policetideos (CHENG et al., 2003), piperolideos (LAGO et al., 2005), derivados do
acido benzodico (BALDOQUI et al., 1999; LAGO, et al., 2004; BERGAMO et al., 2005;
MORANDIM et al., 2005, LOPES et al., 2008; FLORES et al., 2009), alcaléides
(DODSON et al., 2000) e benzopiranos (BALDOQUI et al., 1999; LAGO et al., 2004;
MORANDIM et al., 2005; SALAZAR et al., 2005, KITAMURA, et al., 2006; BATISTA
JUNIOR et al., 2008; BATISTA JUNIOR, et al., 2009; MOTA et al., 2009; BATISTA
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JUNIOR et al., 2010; BATISTA JUNIOR et al., 2011a; BATISTA JUNIOR et al.,
2011b; BATISTA JUNIOR, et al., 2012).

1.2 Os géneros Piper e Peperomia

As espécies do género Piper encontram-se largamente distribuidas nos dois
hemisférios (KATO; FURLAN, 2007). Extensivamente exploradas nos ultimos anos,
os estudos quimicos das espécies de Piper revelaram uma diversidade de
substancias biologicamente ativas, incluindo compostos nitrogenados (amidas e
alcaldides), lignoides, flavonoides, derivados prenilados do acido benzdico e
cromenos (PARRA; DELGADO; CUCA, 2011). As principais atividades biologicas
atribuidas as substancias isoladas sao antifungica, inseticida, bactericida,
antitumoral, tripanocida, antiparasitaria, antimicrobiana, antiprotozoaria,
antiinflamatdria e antioxidante (SILVA et al., 2002; LAGO et al., 2004; LOPES et al.,
2008; REGASINI et al.,, 2008; COTINGUIBA et al., 2009; FLORES et al., 2009,
LOPEZ et al., 2010; PARRA; DELGADO; CUCA, 2011).

O género Peperomia, apesar de ser o segundo maior da familia Piperaceae
em numero de espécies, foi menos estudado do ponto de vista quimico (SALAZAR
et al.,, 2005; KATO; FURLAN, 2007; MOTA et al., 2009). Suas espécies sao
utilizadas predominantemente como plantas ornamentais e alguns estudos
etnofarmacolégicos demonstraram seu potencial para o tratamento de inflamagdes,
asmas, Ulceras gastricas, analgésicos e antibacterianos (ARRIGON-BLANK et al.,
2004; FELIPPE et al., 2008). As substancias isoladas do género Peperomia estao
concentradas nas seguintes classes: flavonas e lignanas de Peperomia obtusifolia
(MOTA et al.,, 2011), lignanas tetraidrofuranicas, cromenos e policetideos de
Peperomia blanda (FELIPPE et al., 2008; FELIPPE et al., 2011; FELIPPE et al.,
2012) e benzopiranos de Peperomia villipetiola, Peperomia serpens e Peperomia
obtusifolia (MOTA et al., 2009; BATISTA JUNIOR et al., 2011a; BATISTA JUNIOR et
al., 2011b; BATISTA JUNIOR et al., 2012).
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1.3 A espécie Piper aduncum (L.)

Piper aduncum € uma espécie arbérea de pequeno porte, com altura
aproximada de seis a dez metros a qual é distribuida na Asia e América do Sul,
principalmente em locais umidos (Figura 1, pag. 33). Esta espécie, popularmente
conhecida no Brasil como aperta-rudo ou pimenta de macaco, € muito empregada
na medicina tradicional como antiséptica, bactericida (contra infec¢des vaginais),
diurética, cicatrizante, anti-hemorragica e no tratamento de diarreia (ORJALA et al.,
1993; MORANDIM, 2004). Estudos quimicos realizados com folhas e caules de
Piper aduncum resultaram no isolamento de trés diidrochalconas, dois flavondides,
um fenilpropandide, trés derivados do acido benzdico prenilados, bem como quatro
cromenos, dos quais, o derivado prenilado 2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-
cromeno-6-carboxilato de metila apresenta potente atividade antifungica frente a
Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides (MORANDIM et al., 2005;
LAGO et al., 2009).

Figura 1 - Piper aduncum (L.)

Fonte: Fotografado por Amauri Alves de Souza Junior, 2013
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1.4 A espécie Peperomia obtusifolia (L.) A. Dietr.

A espécie Peperomia obtusifolia apresenta distribuicdo desde o México até a
Ameérica do Sul (MOTA et al., 2009), além do sul da Flérida (Figura 2, pag. 34). Essa
espécie cresce em grandes rochas como uma litéfita, mas também pode ser
encontrada no solo, ou ainda desenvolve-se como uma epifita, crescendo sob os
troncos das arvores (FONDOM; CASTRO-NAVA; HUERTA, 2009). Estudos
fitoquimicos realizados com folhas e caules de Peperomia obtusifolia evidenciaram a
presenga de amidas, lignanas, flavonoides, cromanos, megamastigano glicosilado,
(MOTA et al., 2011), diidrochalconas, benzoquinonas, derivados do acido orselinico
prenilados (TANAKA; ASAI; IINUMA, 1998), benzopiranos (MOTA et al., 2009;
BURKE et al., 2003; BATISTA JUNIOR et al., 2011a; BATISTA JUNIOR et al., 2012),
além de sesquiterpenos, predominantes como constituintes do 6leo essencial das
folhas (MORANDIM-GIANNETTI et al., 2010). Dentre os relatos quanto a
potencialidade biolégica tanto dos extratos como dos constituintes quimicos isolados
da espécie, destaca-se a atividade antifungica frente a fitopatogenos (MOTA et al.,
2011), antibacteriana (LENTZ et al., 1998) e tripanocida (MOTA et al.,, 2009;
BATISTA JUNIOR et al., 2011b).

Figura 2 - Peperomia obtusifolia (L.) A. Dietr.

Fonte: Fotografado por Amauri Alves de Souza Junior, 2013
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1.5 Bioatividade dos benzopiranos

Cromenos e cromanos sao metabdlitos secundarios heterociclicos
comumente encontrados em espécies dos géneros Piper e Peperomia (Figura 3,
pag. 35). Esta classe é caracterizada pela presenga de um nucleo benzopiranico, ou
seja, um anel benzeno fundido a um anel pirano com diversos substituintes que
podem apresentar diferentes niveis de saturagao e oxidagao (TANG et al., 2010).

Privilegiado do ponto de vista da quimica medicinal, o nucleo benzopiranico
esta presente como subunidade em um numero significativo de moléculas naturais,
tais como: chalconas, cumarinas, flavonas, vitamina E (tocoferdis) e
tetraidrocanabinoides, as quais sao responsaveis por diversas propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas, incluindo diurética e anticoagulante (TANG et al., 2010).

Inumeras moléculas com atividade anti-hipertensiva (ASHWOOD et al.,
1986), inibidoras da enzima aldose redutase (LIPINSKI et al., 1992), moduladora dos
canais de potassio do miocardio (GADWOOD et al., 1993; ATWAL et al., 1995),
vasodilatadora coronariana (CHO et al., 1996) e hipolipémica (KOYAMA et al., 2005)

apresentam em comum o nucleo benzopirano em sua estrutura quimica.

Figura 3 - Cromenos e cromanos isolados de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia
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A exploragdo de substancias contendo o nucleo benzopirano tem sido
crescente para aplicagéo no tratamento de doengas neurodegenerativas, entre elas:
sindrome de Down, Alzheimer, Parkinson, deméncia associada a AIDS e
esquizofrenia (TANG et al., 2010; BONACORSO et al., 2012; KHOOBI et al., 2012).
Esta potencialidade farmacolégica associada aos benzopiranos € atribuida,
principalmente, a sua capacidade de se ligar a multiplas classes de receptores
protéicos com alta afinidade, além de ser suficientemente lipofilico, tornando-o mais
eficiente quanto a sua capacidade para atravessar membranas celulares.
Consequentemente, estima-se que mais de 12.000 substancias naturais ou
originarias de sintese planejadas contém o nucleo benzopirano (NICOLAOU et al.,
2000).

Nesse contexto, € importante destacar que além das atividades relacionadas
ao sistema cardiovascular e enddcrino, cromanos e cromenos apresentaram
atividade antitumoral (PARMAR et al., 2003), antimicrobiana (KATO; FURLAN, 2007;
SABRY et al.,, 2011), tripanocida (MOTA et al., 2009; BATISTA JUNIOR et al.,
2011b), anti HIV-1 (MA et al.,, 2008), antioxidante, antiviral (MORI et al., 2006),
antitlcera (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2010) e leishmanicida (NAZARIAN et al.,
2010).
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1.6 Origem biogenética dos cromenos e cromanos nos géneros Piper e

Peperomia, respectivamente

A formagdo de cromanos e cromenos em plantas, baseado nos estudos
quimicos realizados, € determinada por duas rotas biossintéticas distintas. Em
espécies do género Piper, os cromenos devem ter como precursor base derivados
do acido benzoico, especialmente o acido para-hidroxibenzoéico ou protocatecuico. A
biogénese dessa classe de metabdlitos envolve a condensagdo de uma unidade C6-
C1 (acido para-hidroxibenzoico) e uma unidade isoprénica (IPP e/ou DMAPP). Uma
posterior etapa de ciclizagao origina o anel oxibenzilico (LOPES et al., 2007) (Figura
4, pag. 37). O nucleo benzopirano pode ainda sofrer reagdes adicionais, tais como

esterificacdes e prenilagdes.

Figura 4 - Biogénese dos cromenos 1, 2 e 3 isolados de Piper aduncum
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As enzimas responsaveis pelas reag¢des de prenilagdo desses compostos,
as preniltransferases, catalisam também as condensagdes das unidades isoprénicas
(IPP e DMAPP) formando moléculas aciclicas que s&o precursoras de mais de
20.000 terpenoides. Dentre essas classes, destacam-se: esteroides, carotenoides,
terpenoides, cromenos, cromanos, quinonas, catequinas e flavonas. As unidades
isoprénicas podem a partir de reagcdes de alquilagao, dar origem aos compostos
prenilados (LOPES, 2008).

Cabe ressaltar que existe uma gama de preniltransferases que atuam nas
reacoes de C- e/ou O-prenilagcbes em compostos aromaticos. E na atualidade sao
conhecidos mais de 700 metabdlitos prenilados (LOPES, 2008). As condi¢des de
extragdo oOtima das preniltransferases sugerem pH que varia de 7,5 até 10,0 e
temperatura do meio reacional de 35,0 até 40,0° C, o que permite afirmar que se
trata de uma classe de enzima estavel. Além disso, as mesmas podem ter sua
atividade potencializada na presenca de cations bivalentes, Mg®* ou Mn?*, que
atuam como cofatores (MORANDIM, 2004; MORANDIM et al., 2005; LOPES, 2008).

As unidades isoprénicas eram classicamente conhecidas como derivadas da
via do mevalonato. No entanto, no inicio dos anos 2000 foi proposta uma via
alternativa em plantas para a biossintese de unidades isoprénicas, denominada via
do metileritritol 4-fosfato (ROHMER, 2010). Inumeros estudos utilizando glicose
marcada com carbono "*C, mais especificamente glicose-[1-'>C], demonstraram que,
essencialmente em plantas, as unidades isoprénicas derivadas da via do MVA
participam da formacao dos sesquiterpenos e triterpenos, enquanto que a via do
MEP participa da biossintese dos monoterpenos, diterpenos, e tetraterpenos
(carotenoides) (ROHMER, 2010).

Um dos aspectos mais interessantes relacionados a essas duas vias
metabdlicas € que se apresentam compartimentalizadas; a via do MVA se encontra
compartimentalizada no citoplasma, enquanto a via alternativa (MEP) nos plastidios.
Estudos demonstraram também que as unidades de IPP/DMAPP poderiam transpor
os intersticios celulares e uma biossintese cruzada poderia ocorrer (LOPES et al.,
2007, LEITE et al., 2007).

Mais recentemente, Rohmer (2010) demonstrou que a via MEP
aparentemente segue um ritmo circadiano diurno. Por outro lado, ndo ha indicios na

literatura de que a via do MVA também descreve ritmo circadiano padréo.
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Estudos desenvolvidos pelo grupo da Prof? Dr* Maysa Furlan demonstrou
que o cromeno prenilado 2 (Figura 3, pag. 35) isolado de Piper aduncum, apresenta
um ritmo circadiano diurno. Esses estudos circadianos também foram realizados
com enfoque na preniltransferase envolvida na prenilagdo do cromeno 1 (Figura 4,
pag. 37) mostrando que a mesma também tem seu maximo de atividade coincidente
com a produgcdo dos cromenos 1 e 2 (MORANDIM et al.,, 2005). Estudos
complementares foram realizados para a comprovagao da origem biossintética das
unidades IPP/DMAPP em Piper aduncum, os quais demonstraram que a prenilagao
do 4&cido para-hidroxibenzoico ocorre via MEP, enquanto que a prenilacdo
subsequente ocorre via MVA (LEITE et al., 2007). Porém, o ritmo circadiano da
ciclase em Piper aduncum envolvida na formagao do anel oxibenzilico ainda é
desconhecido, assim como o ritmo circadiano dos cromanos de Peperomia
obtusifolia.

Diferentemente dos cromenos provenientes do género Piper, os cromanos e
cromenos encontrados em espécies do género Peperomia apresentam biogénese
baseada na via policetidica, tendo como precursor o &acido orselinico, cuja
biossintese é semelhante aos dibenzenofurano e derivados do acido Usnico
produzidos por liquens, via condensacao alddlica (Figuras 5 e 6, pags. 40 e 41)
(SALAZAR et al., 2005; KITAMURA et al., 2006; KATO; FURLAN, 2007; MOTA,
2007). Os substituintes do anel aromatico nos cromanos de Peperomia, mais
especificamente, um grupo metilico e a presenca de uma hidroxila fendlica em
posicdo meta entre si, corroboram para que a biossintese dos cromanos no género
Peperomia seja por uma via metabdlica diferente daquela presente em espécies do
género Piper.

A posicao da metila aromatica é determinada pela ligagao da unidade prenila
ou geranila que ira produzir a ciclizagdo do anel pirano. Quando a unidade
isoprénica (como por exemplo, prenila) esta substituida no carbono 4 do acido
orselinico, o cromeno produzido tera a metila ligada ao anel aromatico no carbono 5,
como observado para os cromenos de Peperomia villipetiola e P. choloriana,
respectivamente (Figura 5, pag. 40) (MOTA, 2007). Consequentemente, quando a
unidade isoprénica (como por exemplo, geranila) estiver substituida no carbono 6, o
cromano formado tera a metila ligada ao anel aromatico no carbono 7, como
observado para os cromanos que mostram acumulo em Peperomia obtusifolia

(Figura 6, pag. 41) (MOTA, 2007). Outro aspecto importante é estudar a elucidagao
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da origem biossintética das unidades isoprénicas responsaveis pela prenilagdo do
acido orselinico e formagao dos cromanos em espécies do género Peperomia. Essa
etapa € importante uma vez que as unidades isoprénicas, IPP/DMAPP, podem ser
originarias de vias biossintéticas distintas, incluindo a via do MVA e do MEP
(BERGAMO et al., 2005; LEITE et al., 2007; LOPES et al., 2007).

Figura 5 - Biogénese para os cromenos isolados de Peperomia villipetiola e Peperomia choloriana,

unidade de ciclizagao ligada ao carbono 4 do acido orselinico
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Figura 6 - Biogénese para os cromanos 4, 5 e 6 isolados de Peperomia obtusifolia, unidade de

ciclizagéo ligada ao carbono 6 do acido orselinico
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Hipoteses foram postuladas quanto a biossintese dos cromenos e cromanos
de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia e novas perspectivas se abriram
permitindo varios questionamentos que merecem ser elucidados. Todos os aspectos
envolvidos na biossintese dos cromenos e cromanos precisam ser investigados em
Piper aduncum e sistematizados em Peperomia obtusifolia, sendo ainda proposto
um modelo de biogénese diferenciada, a policetidica, cuja biossintese e etapas de
prenilagdo nao foram ainda estudadas.

Portanto, experimentos visando o estabelecimento da dindmica de formacéao
dos cromanos de Peperomia obtusifolia e da preniltransferase envolvida nas etapas
de prenilacdo podem trazer subsidios importantes para a elucidagcao desta rota

biossintética.
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2 OBJETIVO

e Determinar a relagao biossintética dos cromenos e cromanos provenientes das
especies de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia, incluindo a determinagao
do ritmo de formacado dos mesmos em nivel metabdlico e enzimatico e analisar

os extratos enzimaticos obtidos por eletroforese monodimensional.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

As espécies Piper aduncum e Peperomia obtusifolia sdo mantidas na casa
de vegetagdo do Instituto de Quimica, UNESP, Araraquara, SP, Brasil. Ambas
espécies foram identificadas pela Dr® Inés Cordeiro do Instituto de Botanica (IBt de
Sé&o Paulo, SP, Brasil) e suas exsicatas estdo depositadas no Herbario do Instituto
de Botanica (USP — SP) exsicata Kato 0057 e no Herbario do Estado “Maria Eneyda

P. Kaufmann Fidalgo” (Sao Paulo) exsicata Kato 070, respectivamente.
3.2 Reagentes

- acetato-[2-"°C] de sédio 99% de abundancia isotépica (Sigma-Aldrich);
- acido para-hidroxibenzoico (Sigma-Aldrich);

- difosfato de dimetilalila (DMAPP - Sigma-Aldrich);

- Coomassie Birilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich);

3.3 Meio de cultura empregado no desenvolvimento dos fungos endofiticos

isolados de Peperomia obtusifolia

O cultivo dos enddfitos foi realizado em um unico meio de cultura comercial
composto de: batata, dextrose e agar (Britania®) com adigdo de CaCOs (0,1 g.L ") e
MgSO4 (0,1 g.L ™).

3.4 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

Para a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foram
utilizadas placas comerciais de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UV2s4)
de 0,2 mm (Sorbent). As revelagdes das cromatoplacas foram efetuadas pela
inspegcao em camara com luz ultravioleta (UV) (Solab), nos comprimentos de onda
de 254 e 365 nm e também mediante o0 uso dos seguintes reveladores: iodo
sublimado e/ou solugdo de anisaldeido (0,5 mL de anisaldeido, 10 mL de acido
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acético glacial, 8,5 mL de metanol e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado), mantido

em estufa por 5 min.
3.5 Cromatografia em coluna

Para a cromatografia em coluna (CC) foram utilizadas colunas de vidro, de
didmetros variados, preenchidas com silica gel 60 de granulometria entre 70 - 230
Mesh (63 — 200 um) e 230 — 400 Mesh (40 — 63 pm) (Sigma-Aldrich).

3.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
3.6.1 Solventes empregados

Metanol grau CLAE (Mallinckrodtt, J.T. Baker e Tedia) e H,O deionizada (18
mQ; Milli-Q, Millipore), os quais foram acidificados com acido acético glacial grau P.
A..

3.6.2 Cromatografos
e Analitico 1/Preparativo 1: cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®

(Kyoto, Japao) equipado com duas bombas LC-6AD, detector DAD modelo
CBM-20A, injetor automatico modelo SIL-10AF (analitico), inje¢do manual
(preparativo) e software LC-Solution (1.23 SP1).

e Analitico 2: cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® (Kyoto, Jap3o)
equipado com uma bomba LC-10Ai, detector UV-vis modelo SPD-10A VP,
injetor automatico modelo SIL-10Ai e software CLASS-VP.

3.6.3 Colunas cromatograficas
e Analitica 1: coluna Phenomenex, Onyx® Monolitica C1g (100 x 4,6 mm, de 2-5

um) e uma pré-coluna: Phenomenex, Onyx® C1g (50 x 4,6 mm);

e Analitica 2: coluna Phenomenex Gemini® C+g (250 x 4,6 mm, de 5 ym);



45

e Analitica 3: coluna Phenomenex Kinetex® Cqs (150 x 4,6 mm, de 5 um) e uma
pré-coluna: Phenomenex Kinetex® Cyg (50 x 4,6 mm);

e Semi-preparativa: coluna Phenomenex, Luna® C1g (150 x 21,20 mm, 5 pm).
3.6.4 Condigoes de analises

v Condicdo 1 — modo analitico: a fase movel utilizada foi
MeOH:H,O/HOAc 0,1% em elui¢cado gradiente de 40 a 100% de MeOH em 30
min e 100% de MeOH até 40 min. O volume injetado foi de 30 uL, o fluxo de
1,5 mL.min'1, os comprimentos de onda analisados foram de 270 e 320 nm e
temperatura do forno de 30°C.

v Condicdo 2 - modo analitico: a fase movel utilizada foi
MeOH:H,O/HOAc 0,1% em eluicdo gradiente de 43 a 85% de MeOH de 0 a 4
min, mantendo nesta proporgéo até 7 min, chegando a 100% em 13 min e
mantendo até 16 min. O volume injetado foi de 20 pL, o fluxo de 1 mL.min™",
os comprimentos de onda analisados foram de 254 nm e temperatura do
forno de 30°C;

v Condicadto 3 - modo analitico: a fase moébvel utilizada foi
MeOH:H,O/HOAc 0,1% em eluigdo gradiente de 43 a 85% de MeOH em 15
min, mantendo nesta proporg¢ao até 35 min, chegando a 100% em 40 min e
mantendo até 55 min. O volume injetado foi de 20 pL, o fluxo de 1 mL.min™",
os comprimentos de onda analisados foram de 270 e 320 nm e temperatura
do forno de 30°C;

v Condicdo 4 — modo preparativo: a fase mével utilizada foi MeOH:H,O
em eluicdo gradiente de 73 a 90% de MeOH em 45 min e a 100% em 50 min.
O volume injetado foi de 500 pL, o fluxo de 10 mL.min™", os comprimentos de
onda analisados foram de 270 e 320 nm.

v Condicdto 5 - modo analitico: a fase mobvel utilizada foi
MeOH:H,O/HOAc 0,5% em eluicao isocratica 88% de MeOH em 20 min. O
volume injetado foi de 20 pL, o fluxo de 1,3 mL.min™', o comprimento de onda

analisado foi de 270 nm e temperatura do forno de 40° C;
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3.6.5 Cartuchos e membranas de filtragao para extragcao em fase soélida

e Cartuchos de fase reversa Strata C1g (500 mg, 3 mL, Phenomenex®);
e Microfiltro de polipropileno (25 mm, 0,22 um, Chromafil® Xtra RC-20/25).

3.7 Técnicas espectroscopicas e espectrométricas
3.7.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrometro Varian INOVA 300 (7,0 Tesla), operando em frequéncia de 300 MHz
na frequéncia para o nucleo de hidrogénio. O solvente utilizado foi CDCI3 (99,8%)

com tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
3.7.2 Espectrometria de massas/espectrometria de massas (EM/EM)

As analise de espectrometria de massas em alta resolucido e sequencial
foram obtidas em um espectrémetro Bruker Daltonics® modelo ultrOTOFq ESI-TOF
(Billerica, MA, EUA), operando em modo negativo. As amostras foram solubilizadas
em MeOH e introduzidas utilizando uma seringa (100 yL) adaptada a uma bomba de
infusdo com fluxo de 100 pL.h™". O capilar foi aquecido a 150° C com fluxo de gas
nebulizante 4L.min™ e 4 kV. Para a aquisicdo de dados foi utilizado o software
Bruker Data Analysis, versdo 3.2. A calibragao interna foi realizada utilizando uma
solugdo de Na-TFA (10 mg.mL™).

Também foi utilizado o espectrébmetro de massas de alta resolugcao Bruker
Daltonics® modelo micrOTOF-Q Il, operando em modo negativo. As amostras foram
solubilizadas em MeOH e introduzidas utilizando uma seringa (100 pL) adaptada a
uma bomba de infusdo com fluxo de 100 pL.h™. O capilar foi aquecido a 180° C com
fluxo de gas nebulizante 4L.min" e 4 kV. Para a aquisicao de dados foi utilizado o
software Bruker Data Analysis, versao 3.2. A calibragdo interna foi realizada

utilizando uma solugéo de Na-TFA (10 mg.mL™).
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3.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-DAD-EM)

Alta resolucdo (CLAE-EM): CLAE da marca Shimadzu® (Kyoto, Jap&o)
equipado com duas bombas LC-20AD, injetor automatico modelo SIL — 20 A e
software LC-Solution (1.23 SP1) e detector de DAD modelo SPD-M20A, acoplado ao
espectrdmetro Bruker Daltonics® ultrOTOFq ESI-TOF (Billerica, MA, EUA), operando
no modo negativo. Nitrogénio foi usado como gas de dessolvatacdo e nebulizagdo
em fluxo de 265 e 27L.h", respectivamente. As condigdes instrumentais utilizadas
foram: sonda eletrospray de 3 kV e cone de 25 V;

Baixa resolugdo (CLAE-EM e CLAE-EM-EM): CLAE da marca Agilent
Technologies equipado com uma bomba quartenaria Agilent 1200, injetor automatico
Agilent 1200 e detector de DAD Agilent 1260 acoplado ao espectrébmetro de massas
3200 QTRAP (Linear lon Trap Quadrupole LC-MS-MS Mass Spectrometer),
operando em modo negativo e ionizagdo por IES. Os parédmetros de operagéo
instrumental para aquisicdo dos dados foram: energia do capilar: 4,500 KkV;

temperatura de dessolvatagao: 450° C; gas de nebulizagao: 10 psi.
3.9 Espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV)

Os espectros na regiao do UV foram obtidos a partir dos detectores de DAD,
acoplados aos equipamentos de CLAE utilizados nas separagcdes cromatograficas.
As determinagdes da concentracao proteica foram realizadas utilizando um

espectrofotometro UV/visivel modelo “Ultrospec 2100 Pro UV/Visible™.
3.10 Demais equipamentos

v A cuba utilizada na eletroforese SDS-PAGE foi uma Hoefer Mighty
Small Dual Gel Caster; Fonte Eletcrophoresis Power Supply EPS 301;

v As imagens dos géis foram obtidas em um Scanner Magic Scan 32 V-
4,6 (Amersham Biosciences);

v Centrifuga refrigerada para o processo de extragdo enzimatica
(SORVALL® RC PLUS) e Microcentrifuga empregada no preparo das

amostras para eletroforese SDS-PAGE (Denver Instrument Force 7).
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Isolamento do cromeno 2 de Piper aduncum
4.1.1 Obtenc¢ao do extrato vegetal

As folhas (1200 g) de Piper aduncum foram coletadas na casa de vegetagao
do Instituto de Quimica de Araraquara e secas em estufa de ar circulante a 40° C por
cinco dias. Em seguida, as folhas foram pulverizadas em moinho de facas tipo Willey
e submetidas a extragdo por maceragao (1,5 L x 3, com intervalo de quatro dias)

com AcOEt a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi concentrado a

pressao reduzida (Figura 7, pag. 48).

Figura 7 - Preparacgéo do extrato AcOEt de folhas de Piper aduncum

|j Extrato bruto (88 g — 7%) ]

[ *Material vegetal (1200 g)

* Folhas
Torta ] a — trés extracdes simples com AcOEt (1,5 L x 3)
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4.1.2 Particao liquido-liquido do extrato bruto AcOEt de Piper aduncum

O extrato bruto AcOEt de Piper aduncum (88 g) foi resuspendido em 300 mL
MeOH:H,0 4:1 (v.v'1) e submetido ao processo de particdo liquido-liquido com Hex
(100 mL x 3), sendo os solventes evaporados posteriormente em rotaevaporador a

pressao reduzida (Figura 8, pag. 49).
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Figura 8 - Particao liquido-liquido do extrato AcOEt de Piper aduncum

Fragéo hexanica
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* Folhas

a — resuspensao em MeOH:H,0O

b — particao liquido/liquido com Hex (100 mL x 3)

A fracdo hexanica (5,5 g) foi submetida a CC a presséao reduzida (17 x 4,5
cm) (média pressdo), utilizando silica-gel como fase estacionaria em modo de
eluicdo gradiente, empregando como fase mével Hex:AcOEt (95:05) até 100% de
MeOH. As fragdes coletadas foram comparadas por CCDC, originando-se assim um
total de quatro subfragbes. A subfragdo 1 (F-1, 0,8 g, 0,07%) foi submetida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em modo preparativo conforme a condigao 4
descrita no item 3.6.4 (pag. 45) e empregando a coluna semi-preparativa (item 3.6.3,
pag. 44). Foram coletadas cinco bandas cromatograficas, das quais a terceira banda
(B-3) resultou no cromeno 2 (0,0759 g, 0,006%). A figura 9 (pag. 50) resume o

fracionamento cromatografico realizado com a fragado hexanica.



Figura 9 - Fracionamento cromatografico da fragdo hexanica de folhas de Piper aduncum

Fragcao hexanica

m=55g

CC silica gel 70—230 Mesh de média pressao
(17 x 4,5 cm)
Eluicdo gradiente Hex-AcOEt-MeOH

F-2 F-3 F-4
0,90¢g 109 109

CLAE preparativo em modo fase reversa

5 bandas (B)

y y y
B-1 B-2 B-3 B-4 B-5
0,0118g 0,0026 g 0,0759 g 0,0122 g 0,0187 g

2

(0,0759 g, 0,006%)

50
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4.2 Isolamento do cromano 4 de Peperomia obtusifolia
4.2.1 Obtencgao do extrato vegetal

Folhas de Peperomia obtusifolia foram coletadas na casa de vegetagao do
Instituto de Quimica de Araraquara e secas em estufa de ar circulante a 40° C por
cinco dias. Em seguida, as folhas foram pulverizadas em moinho de facas tipo Willey
e submetidas a extracdo por maceracgéo (1 L x 3, com intervalo de quatro dias) com
AcOEt a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi concentrado a pressao

reduzida (Figura 10, pag 51).

Figura 10 - Preparagéo do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia

Extrato bruto (21 g — 4,9%) ]
[ *Material vegetal (430 g) a

* Folhas
Torta
] a — trés extragdes simples com AcOEt (1 L x 3)

4.2.2 Processo cromatografico

O extrato bruto AcOEt de Peperomia obtusifolia (5 g) foi submetido a
cromatografia em coluna a pressado reduzida (28 x 3,5 cm) (média presséo),
utilizando silica-gel como fase estacionaria, em modo de eluicdo gradiente,
empregando como fase moével Hex:AcOEt (95:05) até 100% de MeOH. As fracdes
foram comparadas por CCDC, o que originou um total de quatro fragées (Figura 11,
pag. 52). A fragao 1 (1,20 g, 1,2%) foi submetida a uma segunda CC (17 x 3,0 cm), a
pressao reduzida, utilizando silica-gel como fase estacionaria, em modo de eluicao
gradiente, empregando como fase movel Hex:AcOEt (95:05) até 100% de MeOH.
Para cada subfracdo foram coletados 20 mL. As subfragcées que corresponderam a
mistura de solventes entre 80 a 70% de Hex:AcOEt, apds analise por CCDC, foram
reunidas (0,20 g, 0,19%) e submetidas a extracdo em fase sodlida utilizando fase
movel MeOH:H,O (95:05). Este ultimo procedimento resultou no isolamento do
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cromano 4 (0,5 g, 0,05%). A figura 11 (pag. 52), resume o fracionamento

cromatografico realizado com o extrato AcOEt das folhas de Peperomia obtusifolia.

Figura 11 - Fracionamento cromatografico do extrato AcOEt de Peperomia obtusifolia

Extrato Folhas

m=5g

CC silica gel 70 - 230 Mesh de média presséao (28 x 3,5 cm)

Eluicéo gradiente Hex-AcOEt-MeOH

A 4
4 Fracgdes

A 4
Fragao 1

(1,20 g — 1,2%)

CC silica gel 220—440 Mesh de baixa presséo (17 x 3,0 cm)

Eluicédo gradiente Hex-AcOEt-MeOH

A 4
4 subfragdes

A 4

Subfracdo 3

(0,20 g — 0,19%)

Extracdo em fase sélida: cartucho C4s (1 x 0,5 cm, 55 pm)

Eluicdo MeOH:H,0 (95:05)

\4
Solido amorfo
branco

4

(0,05 g, 0,05%)
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4.3 Extragao enzimatica das folhas de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia

A extracdo enzimatica com vista a determinar o perfil proteico foi realizada
utilizando-se folhas de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia. Folhas frescas de
Piper aduncum (10 g) foram trituradas em nitrogénio liquido (N2), utilizando gral e
pistilo. Posteriormente, foram adicionados 30 mL de solugdo tampéao KPi (3 mL.g'1;
0,1 M; pH 7,8). A solugdo tampao continha PVPP (10% m.m™), DTT (5 mM) e EDTA
(1 mM). A suspenséo obtida foi agitada suavemente por 15 min em banho de gelo.
Apos homogeneizagdo com tampao, o extrato foi filtrado em gaze, transferido para
tubo de centrifuga mantido a 4° C e centrifugado a 10.000 x g por 5 min (4° C). O
sobrenadante resultante (Sf) foi congelado a -20° C e reservado para os ensaios de
dosagem proteica e eletroforese (Figura 12, pag. 53). O mesmo procedimento foi

realizado com as folhas de Peperomia obtusifolia (10 g).

Figura 12 — Extracao enzimatica das folhas de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia

Folhas frescas

1)  Trituragdo com N,

2) Tampao KPi (3 mL.g™; 0,1 M; pH 7,8) + PVPP (10 % m.m™) +
DTT (5 mM) + EDTA (1 mM)

A 4

Suspenséao

1) Agitagao por 15 min (4° C)

2) Filtragdo em gaze

A 4

Extrato enzimatico + restos celulares

Centrifugagéo a 10.000 x g a 4° C (5 min)

\4 v
Sf Restos celulares
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4.4 Determinacgao da concentragao proteica dos extratos enzimaticos

A determinacao da concentracédo de proteina total nas amostras foi realizada
utilizando-se o método de Bradford com algumas modificacbes (STOSCHECK,
1990).

O reagente foi preparado utilizando 500 mL de HCI (0,6 mol.L™") ao qual foi
adicionado Coomassie Birilliant Blue G-250 suficiente para atingir valores de 1,3 - 1,5
unidades de absorbancia, medidas a 465 nm.

Uma curva analitica foi construida a partir de uma solugdo padrao de
albumina bovina (BSA, na concentragdo 1 mg.mL™"). Foram utilizados volumes de 5
a 50 uL da solucdo de BSA, os quais foram colocados em uma cubeta de
poliestireno e incubados com 1000 L de agua e 1000 uL do reagente de Bradford.
Ap6s homogeneizagdo e mais 5 min de incubagdo a temperatura ambiente, os
valores de absorbancia foram determinados a 595 nm. A calibragdo do valor O foi
realizada com uma solugdo contendo apenas uma mistura do reagente e H,O. O
teste foi realizado utilizando-se 10 pyL dos extratos enzimaticos, 1000 pyL de agua e
1000 pyL do reagente de Bradford. A solugao foi agitada e transferida para uma
cubeta de poliestireno. Apés 5 min a leitura das absorbancias foi realizada a 595 nm.
Cada valor de absorbancia foi determinado em duplicata. A partir da equagao de
regressao linear obtida na curva analitica de BSA e com base nas absorbéancias das

amostras estimou-se a concentragao proteica do extrato enzimatico.



4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

4.5.1 Preparo das solugoes

- Tampao de separacgao (pH 8,8)

TRIS 1,5M
SDS 0,4% p.v
- Tampao de concentragao (pH 6,8)
TRIS 0,5M
SDS 0,4% p.v"
- Solugao acrilamida-bisacrilamida
acrilamida 30% p.v''
bisacrilamida 0,8% p.v"'
- Solugao bisacrilamida
bisacrilamida 2% p.v'
- Solugao tampao (loading buffer) *
TRIS-HCI1,5M (pH 6,8) 0,83 mL
glicerol 4,0 mL
SDS (20%) 4,0 mL
EDTA 37,22 mg
azul de bromofenol 0,4 mg

H»O deionizada

Completar para 10 mL

55

* Esta solugéo foi armazenada a -20° C em aliquotas de 290 L, sendo que antes do uso foram adicionados 13,5 yL de DTT

(0,5 M).



- Solugao tampao de corrida (pH 8,3) **
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TRIS 0,025 M
glicina 0,192 M
SDS 0,1%

** Esta solugao foi armazenada a -20°C.

4.5.2 Preparo do gel de eletroforese

S&o0 necessarios dois tipos de geéis, o gel de separagcdo e o gel de

concentragdo. Estdo indicadas abaixo as propor¢cées dos reagentes que foram

necessarias para preparar o gel de separagéo 12%.

- Preparo do gel de separacao 12%

Reagente Volume

Tampao de separagao 1,25 mL

Solugao acrilamida-bisacrilamida 2 mL

H>O 1,72 mL
PSA (10% p.v')*** 0,050 mL
TEMED 0,007 mL

*** Deve-se preparar no momento de ser utilizado.

- Preparo do gel de concentragao

Reagente

Tampao de concentragao
Solugao acrilamida-bisacrilamida
H.O

Bisacrilamida 2%

PSA (10% p.v7)****

TEMED

Volume
0,375 mL
0,150 mL
0,770 mL
0,100 mL
0,015 mL
0,0025 mL

**** Deve-se preparar no momento de ser utilizad
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4.5.3 Preparo e aplicagdo dos extratos enzimaticos de folhas de Piper

aduncum e Peperomia obtusifolia e do padrao no gel de eletroforese

Apos a determinagdo da concentracdo proteica dos extratos enzimaticos,
estes foram submetidos a analise por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida.
Inicialmente, as fragdes foram diluidas para uma concentragéo préxima a 1 mg.mL'1.
As amostras foram preparadas misturando-se 20 uL de cada fragao proteica com 10
ML de solugao tampao (loading buffer, item 4.5.1, pag. 55) e aquecidas em banho a
100° C, durante 5 min. Estas solugdes foram entédo centrifugadas a 9000 x g por 30
segundos e posteriormente aplicadas no gel. Removeu-se cuidadosamente o pente
do gel e adicionou-se solugédo tampao até preencher todos os espagos. Aplicaram-se
as amostras ao gel (10 uL), de forma que cada uma foi colocada em uma janela do
gel. A solugcdo padrdao também foi adicionada na primeira janela do gel. Como
padrao foi utilizado 5 yL de uma solugcdo que continha as enzimas descritas na
tabela 1, pag. 57. A esta solugao foram adicionados 25 yL de H,O deionizada e 10
ML de tampao (loading buffer, item 4.5.1, pag. 55). Os mesmos procedimentos de
aquecimento e centrifugacdo descritos para as amostras foram realizados com a
solucdo padréo. Foram aplicados 10 yL da solugdo padrao na primeira e ultima

janela do gel.

Tabela 1 - Enzimas presentes na solugéo padrao utilizada na eletroforese e suas respectivas massas

moleculares
Enzima Massa molecular (kDa)
fosforilase b 97,4
albumina sérica 66,2
ovoalbumina 45,0

anidrase carbbénica 31,0
inibidora de tripsina 21,5

a-lactalbumina 14,4

4.5.4 Desenvolvimento e revelagao do gel de eletroforese
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Para o desenvolvimento da eletroforese SDS-PAGE o gel foi
homogeneizado sobre o suporte, o volume da solugao tampéo de corrida (item 4.5.1,
pag. 55) completado, e entdo, ao gel foi aplicado uma corrente constante de 20 mA
(120 V). Quando o tampéao de corrida atingiu o final do gel, a fonte de corrente foi
desligada (cerca de 60 min). Ao término, o gel foi retirado do suporte e iniciou-se o
processo de revelagcdo. O reagente utilizado para revelagao foi o nitrato de prata
(AgNO3). Ao gel foi adicionada uma solugdo 10% de acido tricloroacético e
submetido a agitacdo por 60 min. Esta solugdo foi entdo descartada e adicionou-se
agua destilada. O gel foi submetido a agitagcdo em agua destilada por 30 min. A
solugdo foi entdo descartada e adicionou-se uma solucdo de DTT (5 pg.mL™") com
posterior agitagdo, por mais 20 min. Posteriormente, esta solugéo foi descartada e
adicionou-se uma solucdo de 0,1% de AgNOs, a qual foi devidamente descartada
apo6s 30 min. Em seguida foi adicionada uma solugéo de carbonato de sédio 3%,
que continha 0,085% de formaldeido. Apés 1 min esta solugado foi descartada,
adicionando-se outra vez a solugcdo de carbonato de sodio e formaldeido. Apds o
aparecimento das bandas relativas as proteinas, a reacao foi finalizada adicionando-
se uma solugao de HOAc 5% até nao se observar mais o desprendimento de COa,.
Ao término, esta solugao foi descartada, e o gel foi lavado com agua destilada por
trés vezes. O procedimento empregado na revelagdo com AgNOj esta descrito na

tabela 2, pag. 58. Foi preparado o volume de 100 mL das respectivas solugdes.

Tabela 2 - Etapas envolvidas na revelagéo do gel de eletroforese utilizando AgNO3 (0,1%) como

agente revelador

Etapas Nome Tempo
(Agitacao)

1 - solugéo 10% de C,HO,Cl3 Fixacao 60’

2 - H,0 deionizada Lavagem 30°

3 - solugao de DTT (5ug/mL) Reducao 200

4 - solucao 0,1% de AgNO3; Reagdo com Ag® 30’

5 - solugéo de Na,CO3 3% + 0,085% de CH,O Revelacao 1

6 - solugéo de Na,CO3 3% + 0,085% de CH,0O Revelacao -

7 - HOAc 5% (etapa de interrupcéao) Interrupcao -

8 - H,0 deionizada Lavagem 5
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4.6 Extragao enzimatica para ensaio da enzima preniltransferase

A extracdo direcionada ao ensaio da enzima preniltransferase envolvida na
etapa de biossintese dos cromenos foi realizada utilizando-se folhas de Piper
aduncum. Folhas frescas de Piper aduncum (25 g) foram trituradas em N utilizando
gral e pistilo. Posteriormente, foram adicionados 100 mL de solugdo tampao KPi (4
mL.g'1 folhas; 0,1 M; pH = 7,8). A solugéo tampéao continha PVPP (10% m.m'1), DTT
(5 mM) e EDTA (1 mM). A suspensao obtida foi agitada suavemente por 15 min em
banho de gelo. Apés homogeneizagao com tampao, o extrato foi filtrado em gaze,
transferido para tubo de centrifuga mantido a 4° C e centrifugado a 10.000 x g por 5
min (4° C). Apos obtengdo da solugdo enzimatica, foi realizada uma precipitagdo
fracionada. Inicialmente foi adicionado sulfato de aménio ao sobrenadante resultante
(Sf) para atingir a saturagdo de 80% (474 g.L™' de sulfato de aménio). Apds todo o
sal ter sido adicionado, a solugcédo foi mantida sob agitacdo por 30 min a 4° C e
centrifugada a 18.000 x g por 25 min (4° C). O precipitado resultante (Pf) foi

congelado a -20° C e reservado para os ensaios enzimaticos (Figura 13, pag. 60).
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Figura 13 — Extracéo enziméatica de folhas de Piper aduncum

Folhas frescas

1)  Trituragdo com N,

2) Tampdo KPi (4 mL.g"; 0,1 M; pH = 7,8) + PVPP (10% m.m")
+DTT (5 mM) + EDTA (1 mM)
\4

Suspenséo

1) Agitagéo por 15 min (4° C)

2) Filtragdo em gaze
v

Extrato enzimatico + restos celulares

Centrifugagéo a 10.000 x g a 4° C (5 min)

JV A 4

Sobrenadante Restos celulares

1) Agitagéo leve a 4° C

2) Adigéo de sulfato de aménio (80% de saturagéo)

1) Agitagdo a 4° C por 30 min
2) Centrifugacdo a 18.000 x g a 4° C (25 min)

v v

Pf 80% — congelado a -20° C Sobrenadante

4.6.1 Dessalinizagao

Para o processo de dessalinizacdo, apos etapa de precipitacdo salina foi
empregada coluna PD-10, a qual foi inicialmente equilibrada com 25 mL de solugéo
tampéo KPi 0,1 M (pH = 7,8). Assim, o Pf obtido como indicado no item 4.6 pag. 59,
foi resuspendido em 3 mL de solugao tampao KPi (0,1 M, pH = 7,8) e uma aliquota
de 2,5 mL desta solugao foi aplicada na coluna PD-10 e esta descartada. A eluigao
da fragao de interesse foi feita com aplicagdo de uma segunda aliquota de 3,5 mL de

solucao tampao, a qual foi reservada para os ensaios enzimaticos.
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4.6.2 Ensaio enzimatico

Para o ensaio enzimatico foram adicionados em um tubo de eppendorf 100
ML de tampéo KPi 0,1 M (pH 7,8), 35 pL de solugédo enzimatica e 100 yL de cofator.
Este meio reacional foi mantido em banho a 38° C, por 5 min. A reagao foi entdo
iniciada com a adi¢ao de 15 pL do acido para-hidroxibenzdico e 15 uL de DMAPP e
incubada a 38° C sob agitagdo. Também foram preparados dois tipos de brancos
para controle da analise, os quais foram submetidos aos mesmos tratamentos das
reagdes completas: sendo um contendo o substrato e ndo apresentando a enzima, e
o segundo branco o inverso do anterior. Os brancos foram submetidos as mesmas
condigdes reacionais das amostras. Transcorridos o tempo de incubag¢do (60 min), a
reacao foi finalizada e os produtos extraidos com a adigdo de 500 pL de AcOEt.
Posteriormente, as amostras foram mantidas sob agitagdo por 10 segundos, e
entdo, centrifugada a 9.000 x g por 5 min e 450 pL da fase organica foram coletados
(o processo de extracdo foi realizado trés vezes). Apos, evaporagao do solvente, as
amostras foram resuspendidas em 200 yL de MeOH e analisadas por CLAE-UV,
empregando-se a condicado 2 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna 2 (item 3.6.3, pag. 44)

com a = 254 nm. A tabela 3 pag. 61, descreve os experimentos da reacao

enzimatica.
Tabela 3 - Ensaio enzimatico em Piper aduncum
Tipo Tampao Substrato DMAPP MgCl, Extrato proteico
KPi (0,1M; pH = 7,8) (folhas)
Branco enzima (BE) 100 pl - 15l 100 pl 35 ul
Branco substrato (BP) 100 pl 15 ul 15 ul 100 -
1° reacao 100 pl 15 ul 15 ul 100 35 ul
2° reagao 100 pl 15 ul 15 ul 100 pl 35 ul
3° reacao 100 pl 15 ul 15 ul 100 ul 35 ul

Substrato: 0,15 mg.mL'1; DMAPP: 10 mM; MgCl,: 10 mM
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4.7 Experimentos de incorporacdo in vivo do precursor acetato-[2-'°C] de sédio

em Peperomia obtusifolia

Para a incorporagdo de acetato-[2-'°C] de sddio, os peciolos com folhas
foram excisados de plantas jovens e mergulhados em 200 pL de uma solugéo
aquosa de acetato-[2-">C] de sédio 0,1% m/v (Figura 14, pag. 62). Quando toda a
solugdo foi absorvida, foram adicionados mais 200 pL de agua e iniciou-se a
contagem do tempo. Para avaliar o periodo de metabolizagdo do precursor na planta
foram realizados experimentos de incubacgéo nos periodos de: 8, 12, 16, 24, 48 e 72
h; todos realizados em duplicata (n = 2), a 25° C e sob as mesmas condic¢des. Para
garantir que os peciolos se mantivessem vivos durante a incubagdo, os
experimentos foram monitorados frequentemente, adicionando-se agua quando
necessario.

Ao término de cada periodo de incubagdao avaliado, os peciolos foram
retirados da agua, pesados, imersos em nitrogénio liquido e macerados até
granulometria fina com auxilio de gral e pistilo. Apds, adicionou-se 25 mL de AcOEt
ao material vegetal, o qual foi mantido em banho de ultrassom por 15 min. Em
seguida, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Para cada amostra foram realizadas trés extracbes com intervalos de quatro dias

cada (Figura 15, pag. 63).

Figura 14 - Foto ilustrativa dos experimentos de incorporagao de acetato-[2-13C] de sddio em

peciolos com folhas de Peperomia obtusifolia

Fonte: Fotografado por Amauri Alves de Souza Junior, 2012
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Figura 15 - Incorporagéo do precursor acetato-[2-1‘°’C] de sdédio em peciolos com folhas de Peperomia

obtusifolia

Folhas

1) Exciséo
2) 200 L do precursor (0,1%, m.v"')

A 4
Absorcao da solugao

1) 200 pL de agua deionizada
2) Contagem do tempo de metabolizagdo do precursor

A 4

Absorcao de agua

1) Mantidas nos Eppendorf (dgua deionizada)
2) Incubagéo por 8, 12, 16, 24, 48, 72 h

A 4

Folhas apds absorgéo do
precursor

1) Adicéo de N; liquido
2) Maceragéo em gral e pistilo

A
Folhas trituradas

v Extragdo com AcOEt (25 x mL x 3, ultrassom por 10 min)

EACOEt

4.7.1 Preparo das amostras para analise por CLAE-DAD-EM/AR

Apos etapa de extracdo, as amostras foram submetidas ao processo de
EFS, a pressao reduzida, utilizando cartuchos com fase estacionaria silica gel Cys,
previamente ativados com MeOH e condicionados com MeOH:H,O (4:1 v.v"). 25,0
mg de extrato foi dissolvido em 1,0 mL da mistura MeOH:H,O (4:1 v.v"). Esta
solugéo foi aplicada ao cartucho de EFS e eluida com 3,0 mL de MeOH:H,O (4:1 v.v°
"), posteriormente, mais 3,0 mL de MeOH:H,0 (95:05 v.v'") foi aplicada no cartucho
de EFS, apenas a segunda fragdo foi monitorada por CLAE-DAD-EM. Apéds a
secagem, as amostras foram resuspendidas em MeOH e filtradas em microfiltro de
poros de 0,22 um (Figura 16, pag. 64). Nessas analises foram empregadas a
condigao 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44).
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Figura 16 - Fluxograma do processo de EFS dos EACOEt

EACOEt (25 mg)

Resuspender em 1 mL de MeOH:H,0 (4:1 v.v")

v
Solugéo hidroalcodlica

EFS: 3 mL x 2 MeOH:H;0 (4:1)

22 eluicao 12 e_Iui(;é~o
1)  Eluigdo: 3 mL 1)  Aplicagédo: 3 mL
2)  Eluiggo: 3 mL
A 4 \ 4
Fracao hidroalcodlica Fracao hidroalcodlica
MeOH:H,0 (95:05 v.v'") MeOH:H,0 (4:1 v.v'™)

Evaporagéao do solvente

EMeOH

A\ 4

1)  Resuspender em 3 mL de MeOH
2)  Filtradas

Andlise CLAE-DAD-EM

4.7.2 Experimentos de incorporagdo in vivo do precursor acetato-[2-'°C] de
sédio em Peperomia obtusifolia — estudo de biossintese “de novo” do

cromano 4

Com intuito de melhor avaliar a metabolizacdo de acetato-[2-°C] de sédio
nos estudos de biossintese do cromano 4 em folhas de Peperomia obtusifolia, o
experimento de incorporagéo in vivo com acetato de sédio enriquecido com "*C foi
realizado novamente. Nesta fase, a planta com folhas, caules e raizes foi retirada do
solo e mantida em agua, em frasco ambar, para diminuir a incidéncia direta de luz
nas raizes. Apos o desenvolvimento das raizes, cerca de sete dias, a solugdo de
acetato-[2-">C] de sodio (200 pL, 0,1%) foi aplicada sequencialmente nos quatro dias

de metabolizagdo, em intervalos de 24 h, no que se denominou de biossintese de
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novo. Ao término do periodo de incubacgédo, os 6rgaos vegetais foram separados,
pesados, imersos em N, e macerados com auxilio de gral e pistilo. As folhas
trituradas foram submetidas a secagem em liofilizador e entéo, iniciou-se o processo
de extracdo com AcOEt a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, em banho de
ultrassom por 15 min (trés extragcbes com intervalos de quatro dias). Este
procedimento esta exemplificado através da figura 17, pag. 66. Posteriormente, 5 mg
de extrato AcOEt foram submetidos ao processo de EFS (Figura 17, pag. 66) para
analise por CLAE-UV empregando a condicdo 3 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna
analitica 2 (item 3.6.3, pag. 44). Ap6s esta analise, 500,0 mg do extrato foram
submetidos ao processo cromatografico para isolar o cromano 4 (Figura 18, pag.
67). Paralelamente ao experimento de incorporacdo in vivo, foi conduzido um
controle sob as mesmas condi¢des, simulando o ambiente de estresse ao qual a

planta foi mantida durante o periodo de incubagao.



Figura 17 - Incorporagao do precursor acetato-[2-13C] de sddio em Peperomia obtusifolia
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Figura 18 - Processo cromatografico para purificagdo do cromano 4 de Peperomia obtusifolia ap6s

incorporagéo in vivo
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- CC (5,0 x 1,4 cm) utilizando silica gel (70-230 mesh),
em eluicdo gradiente, empregando como fase movel
Hex:AcOEt (95:05) até 100% MeOH, obtendo-se um total
de cinco fragdes.
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4.8 Analise da variabilidade circadiana do cromano 4 em folhas de Peperomia

obtusifolia

Para realizar o estudo de variabilidade circadiana em Peperomia obtusifolia,
foi monitorada a produgéo do cromano em folhas de um espécime jovem mantido na
casa de vegetacao no Instituto de Quimica, UNESP, Araraquara, SP, Brasil. Assim,
folhas foram coletadas durante 48 h, no intervalo de 3 h, totalizando 16 horarios.
Durante a coleta as folhas foram imediatamente imersas em N, e, posteriormente,
mantidas em freezer a temperatura de -80° C. Ao término, as amostras foram
liofilizadas, moidas em moinho de facas, distribuidas em peneiras granulométricas e
mantidas novamente em conservagdo sob a temperatura de -80° C até o processo
de extracgao.

As andlises do padrdo (cromano 4 - isolado de folhas de Peperomia
obtusifolia) e extratos obtidos das folhas de Peperomia obtusifolia foram realizadas
por CLAE-UV visando verificar a diferenca no teor do cromano durante o periodo de
48 h. Para estas analises foram empregadas a condi¢do 5 (item 3.6.4, pag. 45) e

coluna analitica 2 (item 3.6.3, pag. 44).
4.8.1 Construgao da curva analitica

A curva analitica foi construida a partir da solugéo estoque de 1000 ug.mL™’
do cromano 4 (padrao isolado das folhas de Peperomia obtusifolia). Aliquotas foram
retiradas da solugao estoque com micropipetas de alta precisao e diluidas em balbes
volumétricos de 5 mL. Os volumes retirados foram de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,
750 e 1000 pL para as concentragdes de 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 150 e 200 pg.mL”.
Para o preparo da solugdo com concentragdo de 0,5 ug.mL™, aliquota de 25 pL foi
retirada da solucédo de 100 pg.mL'1 e diluida em baldo volumétrico de 5 mL. Cada
uma das solucdes de 0,5 a 100 ug.mL™" foi filtrada em microfiltro de polipropileno
(0,22 pm; 25,0 mm) e injetadas em ftriplicatas no cromatografo. As areas foram
obtidas a partir da integracdo dos picos no cromatograma a 270 nm.



4.8.2 Preparo das amostras

4.8.2.1 Extrato metandlico (EMeOH)
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Para preparagao dos extratos das folhas de Peperomia obtusifolia foram

pesadas para as 16 amostras, exatamente 100,0 mg do material

vegetal

homogeneizado. Posteriormente, foi extraido em MeOH (5 mL), em banho de

ultrassom durante 15 min, centrifugado, pipetado 3 mL da solugédo hidroalcodlica e

seco em capela, o qual originou o extrato metandlico (EMeOH, figura 19, pag. 69).

Figura 19 - Fluxograma de preparacado dos EMeOH das folhas de Peperomia obtusifolia

100,0 mg folhas secas e moidas

1)
2)

Adigdo de 5 mL de MeOH
Banho Ultrassom 15 min

Suspensao

Centrifugagéo
Filtragdo

v

Evaporagao do solvente

\ 4

Material sélido

EMeOH




4.8.2.2 Extracao em fase solida (EFS)

Para a remocéao de interferentes foi realizado clean-up por meio da técnica
de EFS utilizando-se cartuchos de C4g, previamente ativados com 5 mL de MeOH e
condicionados com 5 mL de MeOH:H,0 (95:05 v.v'"). As fragdes de cada EMeOH
foram resuspendidos em 3,0 mL da solugdo MeOH:H,0 (95:05, v.v'') e aplicados no
cartucho de C4g. Para garantir a eluicdo completa dos constituintes de interesse
foram aplicados uma segunda aliquota de 3 mL de MeOH:H,0 (95:05, v.v'"). Apds,
as amostras foram secas, resuspendidas em 3 mL da solugdo MeOH:H,O (95:05,
v.v'") e filtradas em microfiltro de polipropileno. Aliquotas de 20 pL provenientes de
cada amostra foram analisadas em triplicata por meio de CLAE-UV (Figura 20, pag.

70) empregando a condigcéo 5 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 3 (item 3.6.3,

pag. 44).

Figura 20 - Fluxograma do processo de EFS do EMeOH
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4.8.2.3 Identificagao e quantificagao

A identificagdo do cromano 4 no EMeOH foi feita por comparag¢ao do tempo
de retencgao (fr) e espectro no UV nos 16 periodos avaliados com aqueles obtidos
para o cromano 4 (padrao) previamente isolado de folhas de Peperomia obtusifolia.
Para a quantificagdo dos analitos empregou-se o método de calibragdo externa: na
qual a quantidade dos analitos em cada amostra foi determinada a partir da
integracdo das areas dos picos no cromatograma no comprimento de onda de 270
nm. Através da equacao de regressao linear obtida para as solug¢des de referéncia

do cromano 4 determinou-se a concentragao relativa do cromano 4 nos extratos.
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4.9 Avaliagao da presenga de cromanos e/ou cromenos em extratos de fungos

endofiticos isolados de folhas e caules de Peperomia obtusifolia

Este trabalho foi desenvolvido em colaboragdo com o grupo de pesquisa da
Prof® Dr? Silvia Noeli Lopez, na Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas

da Universidad Nacional de Rosario, Rosario, Argentina.
4.9.1 Coleta do material vegetal

A espécie Peperomia obtusifolia foi coletada em Rosario, Santa Fe,
Argentina (exsicata Specimen Gattuso (901) 2032, UNR).

4.9.2 Isolamento dos fungos endofiticos

O isolamento dos fungos foi realizado pela aluna de doutorado Nathalie Ruiz
Mostacero e a estagiaria Melisa Barolo sob a supervisdo da Prof® Dr? Silvia Noeli
Lopez.

Foram empregados neste estudo tanto folhas quanto caules de Peperomia
obtusifolia. Inicialmente, o material vegetal (folhas e caules) foi excisado da planta e
submetido ao procedimento de lavagem empregando sabdo neutro e agua corrente.
Apods, o material vegetal foi desinfetado superficialmente através da imersdao em
solucdo de hipoclorito de sédio (1% v.v') durante 5 min, em condigées de
esterilidade. Posteriormente, foi imerso em etanol 70% durante 1 min. Em seguida,
foram realizados trés enxagues com agua esterilizada. Para controle da eficacia do
método de esterilizagdo, uma aliquota de agua do ultimo enxague foi reservada para
posterior controle.

O material vegetal esterilizado foi fragmentado com uso de pinga e bisturis
cirurgicos estéreis. As folhas foram cortadas em quadrados de aproximadamente 0,5
cm e, entao, transferidas para placas de Petri contendo o meio de cultura de BDA
(Batata-Dextrose-Agar). Ja para os caules, primeiramente, removeram-se as partes
das superficies, a partir dos quais foram empregados cortes longitudinal e
transversal. Os fragmentos obtidos foram também transferidos para placas de Petri

contendo o meio de cultura de BDA.
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As placas de Petri, contendo os indculos, foram mantidas em estufa com
temperatura entre 28 e 30° C durante 40 dias, os quais foram inspecionados
diariamente.

Apods isolar, os fungos foram mantidos em placas de Petri contendo meio de
BDA a temperatura ambiente, em modo estatico. Aos sinais de crescimento fungico,

0s mesmos foram submetidos ao processo de extragdo com AcOEt.

4.9.3 Obtencdo dos extratos AcOEt de fungos endofiticos de Peperomia

obtusifolia

Para o processo de extragdo os fungos endofiticos foram imersos em Ny e
submetidos ao processo de extracdo por maceracdo empregando AcOEt, a
temperatura ambiente. Visando a obtencéo do extrato bruto, foram realizadas duas
extragdes consecutivas em banho de ultrassom por 15 min, as quais foram

concentradas a presséao reduzida (Figura 21, pag. 73).

Figura 21 - Preparo dos extratos

Extrato bruto ]
[ Microrganismo a

Tort a — duas extragdes com AcOEt — 15 min
orta
em banho de ultrassom (100 mL)

4.9.4 Comparagao dos perfis cromatograficos dos extratos de fungos
endofiticos de Peperomia obtusifolia por CCDC

Os extratos obtidos foram resuspendidos, analisados e comparados por
CCDC a 254 e 365 nm, bem como a partir da revelagdo com nebulizagcado de para-
anisaldeido. Foram empregadas dois sistemas de fase mével. O primeiro constou de
uma mistura de Hex:AcOEt (7:3) e o segundo MeOH:H,O:AcOEt (1,3:1:10),
denominados de FM1 e FM2, respectivamente.
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4.9.5 Analise dos extratos de fungos endofiticos de Peperomia obtusifolia por

espectrometria de massas

Apds secagem, as amostras foram resuspendidas em MeOH, filtradas em
microfiltro de poros de 0,22 ym e submetidas a analise por espectrometria de
massas. As analises foram feitas empregando as condigdes descritas no item 3.7.2,
pag. 46.



75

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificagao estrutural do cromeno 2 isolado de Piper aduncum

A identificacao estrutural de 2 (Figura 22, pag. 75) foi realizada pela analise
do espectro de RMN 'H, o qual permitiu identificar 11 sinais no espectro (Figura 23,
pag. 76). O padrdo de substituicdo do anel aromatico da substancia 2 foi
determinado a partir dos sinais de RMN 'Hem 57,62 (1H, d, J = 2,2 Hz) e 6 7,47
(1H, d, J = 2,2 Hz), com constantes de acoplamento caracteristicas de relagdo meta
entre os hidrogénios H-7 e H-5, respectivamente. Os substituintes do anel aromatico
foram caracterizados como um éster metilico pelo sinal dos hidrogénios do grupo
metoxilico em & 3,80 (3H, s) e um grupo isopentenila caracterizado pelos sinais em &
3,22 (2H, d, J = 7,4 Hz) referente aos hidrogénios H-1’, 5,20 (1H, m) referente ao
hidrogénio H-2’. Além disso, o sinal em & 1,67 (6H, s) foi atribuido aos hidrogénios
metilicos, H-4’ e H-5’ do grupo isopentenila. Os sinais em & 5,57 (1H, d, J=9,9 Hz) e
0 6,27 (1H, d, J = 9,9 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios vinilicos, H-3 e H-4,
respectivamente. Em & 1,38, encontram-se os hidrogénios metilicos (6H, s)
correspondente a H-9 e H-10. A comparacéo dos dados de RMN 'H (Tabela 4, pag.
77) com aqueles descritos na literatura (MORANDIM, 2004) possibilitou confirmar a
estrutura quimica proposta, como sendo 2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-

cromeno-6-carboxilato de metila (2).

Figura 22: Estrutura quimica do cromeno 2 isolado de Piper aduncum
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Figura 23: Espectro de RMN 'H do cromeno 2 (300 MHz, CDCly)
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Tabela 4 - Dados de RMN "H do cromeno 2 (11,7 T, CDCl,)

Posigao 542, (m®, J° 542, (m®, J°) (Morandim, 2004)
2 - -
3 5,57, (d, 9,9) 5,57, (d, 9,5)
4 6,27, (d, 9,9) 6,27, (d, 9,5)
4a - -
7,47, (d, 2,2) 7,47, (d, 2,5)
7,62, (d, 2,2) 7,62, (d, 2,5)
8a - -
9 1,38, (s) 1,39, (s)
10 1,38, (s) 1,39, (s)
1’ 3,22, (d, 7,4) 3,22, (d, 7,5)
2 5,20, (m) 5,19 (m)
3’ - -
& 1,67, (s) 1,67 (s)
5’ 1,67, (s) 1,67, ()
OCH; 3,80, (s) 3,80, (s)

b

? deslocamentos quimicos (8) em ppm; °m = multiplicidade; ° constantes de acoplamento (J) expressas em Hz
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5.2 Identificagao estrutural do cromano 4 isolado de Peperomia obtusifolia

A substancia 4 (Figura 24, pag. 79) foi obtida como um solido amorfo branco
e foi submetida a analise por espectrometria de massas (EM) em alta resolugéo
utilizando ionizagao por electrospray, e operando em modo negativo. A estrutura foi
proposta a partir da analise do EM em alta resolugdo, onde foi observado um pico
correspondente a molécula desprotonada em m/z 369,2069 [M-H], calculado para
Ca3H2904 com erro de 0,5 ppm (Figura 25, pag. 79 e Figura 27a, pag. 80). Portanto,
foi possivel estabelecer a férmula molecular C,3H3004, com indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH) igual a nove. A molécula desprotonada (m/z 369,2069) foi
submetida a analise por IES-EM/EM, com variagao de energia de 5 a 40 eV. Com o
aumento de energia sobre a molécula desprotonada (m/z 369) a intensidade deste
ion diminuiu, enquanto o fragmento em m/z 247 aumentou (Figura 26, pag. 79).
Além disso, observa-se a formacgao de ions com m/z 351 e 325. Com base nestes
dados, foi proposta a fragmentagéo do cromano 4 (Figura 27b, pag. 80), que segue
um mecanismo de fragmentagao do tipo retro Diels-Alder no anel pirano fundido ao
sistema aromatico, resultando em um fragmento [M-H-122]", m/z 247. A formacao do
ion m/z 351 corresponde a perda neutra de H,0O, resultando em um fragmento [M-H-
18], e o ion m/z 325 corresponde a perda neutra de CO,, resultando em um
fragmento [M-H-44].

A andlise do espectro de RMN 'H do cromano 4 (Figura 28, pag. 81),
permitiu inferir a presenca de um anel aromatico totalmente substituido, e identificar
0s principais sinais: com a presenca de uma metila em & 2,46 (3H, s, H-10),
caracterizando o padrao de substituicdo no anel aromatico de substancias derivadas
do acido orselinico, que encontra-se em posicdo meta a hidroxila. Um grupo
isopentenilico foi caracterizado pelos sinais em 6n, 3,40 (1H, dd, J = 6,6 e 15,1 Hz),
Onp 3,26 (1H, dd, J = 6,6 e 15,1 Hz) referentes a H-1” e & 5,02 (1H, m) referente a H-
2”. Além dos sinais em & 1,72 (3H, s) e & 1,61 (3H, s) atribuidos aos grupos
metilicos H-4” e H-5", respectivamente. Foram ainda identificados sinais
relacionados a um grupo metilico em & 1,39 (3H, s) atribuido a H-6' e uma unidade
isopentadienilica caracterizada pelos sinais em 6 5,48 (1H, d, J = 15,3 Hz), § 6,23
(1H, dd, J=10,8 e 15,3 Hz) € 6 5,70 (1H, d, J = 10,8 Hz) referentes a H-1’, H-2’, H-
3’, respectivamente. Os grupos metilicos dessa unidade foram atribuidos com base
nos sinais em & 1,68 (3H, s) e & 1,60 (3H, s), atribuidos a H-5 e H-7’,
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respectivamente. Além dos sinais em 6 2,65 e 2,44 atribuidos Ha e Hb, ligados ao C-
4 e os sinais em & 1,88 e 1,72 que foram atribuidos aos hidrogénios Ha e Hb ligados
ao C-3. Os dados de RMN "H estdo de acordo com aqueles descritos na literatura e
sdo apresentados na tabela 5, pag. 82. Portanto, foi possivel identificar 4 como
sendo 3,4-diidro-5-hidroxi-2,7-dimetil-8-(-3-metil-2-butenil)-2-(4-metil-1,3-
pentadienil)-2H-1-benzopirano carboxilico (BURKE et al., 2003).

Figura 24 - Estrutura quimica do cromano 4 isolado de Peperomia obtusifolia

Figura 25 - IES-EM em alta resolugado do cromano 4, operando em modo negativo
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Figura 27 - Proposta de fragmentacdo do cromano 4 de Peperomia obtusifolia: a — formagéao da
molécula desprotonada m/z 369; b — proposta de fragmentagao da molécula desprotonada m/z 369:
formacao do ions m/z 351, 325 e 247
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Figura 28 - Espectro de RMN 'H do cromano 4 (300 MHz, CDCly)
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Tabela 5 - Dados de RMN "H do cromano 4 (11,7 T, CDCl,)

Posigao 547, (m®, J° 542, (m®, J°) (BURKE et al., 2003)
2 - -
3 a 1,88, (m) a 1,94, (m)
b 1,72, (m) b 1,78, (m)
4 a 2,65, (m) a2,72,(m)
b 2,44, (m) b 2,50, (m)
4a - -
8a - -
9 - -
10 2,46, (s) 2,53, (s)
1 5,48, (d, 15,3) 5,53, (d, 15,3)
2 6,23, (dd, 15,3, 10,8) 6,29, (dd, 15,3, 10,9)
3 5,70, (d, 10,8) 5,76, (d, 10,9)
4’ - -
5 1,68, (s) 1,73, (s)
6 1,39, (s) 1,45, (s)
7 1,60, (s) 1,66, (s)
1” a 3,40, (dd, 15,1, 6,6) 3,47, (dd, 15,1, 7,1)
b 3,26, (dd, 15,1, 6,6) 3,33, (dd, 15,1, 6,6)
2” 5,02, (m) 5,08, (m)
3” - -
4” 1,72, (s) 1,78, (s)
5” 1,62, (s) 1,68, (s)

2 Deslocamentos quimicos (&) em ppm; °m = multiplicidade; ° constantes de acoplamento (J) expressas em Hz
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5.3 Extragcao enzimatica das folhas de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia

De acordo com a biogénese proposta para a formagao de cromenos (Figura
4, pag. 37) e cromanos (Figuras 5 e 6, pags. 40 e 41), as preniltransferases estéo
envolvidas nas reagdes de C-alquilagdo no anel aromatico utilizando as unidades
isoprénicas (IPP, DMAPP) como substratos. Apds a etapa de prenilagdo na unidade
aromatica, as enzimas responsaveis pela ciclizacdo (ciclases) atuam na via
biossintética para a formacdo do anel oxibenzilico, dando origem aos cromenos e
cromanos. Com base nessa proposta biossintética, foram realizados experimentos
para determinar a atividade das enzimas chave, preniltransferases e ciclases, nas
folnas de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia, visto que os cromenos e
cromanos mostram acumulo neste 6rgao vegetal. As preniltransferases geralmente
sdo enzimas localizadas nas membranas, microssomais e sao insoluveis. No
entanto, como ja relatado no estudo de prenilagdo do cromeno 1 de Piper aduncum
para produgdo do cromeno 2 (prenilado) (Figura 30, pag. 88), a preniltransferase foi
determinada na fragao soluvel das folhas de P. aduncum. Esse estudo demonstrou
que a preniltransferase envolvida na etapa de prenilagdo tem seu maximo de
atividade quando extraida com tampao fosfato de potassio, pH 8,0. Para melhor
preservacdo da atividade enzimatica, os experimentos foram realizados a baixa
temperatura (4° C).

Com intuito de inibir os processos de oxidagao aos quais as amostras estao
suscetiveis foi adicionado DTT. E importante salientar que o DTT foi selecionado
pois apresenta menor toxicidade em relagdo ao mercaptoetanol, outro agente
oxidante comumente utilizado. Além disso, sd0 necessarios apenas 5% da
concentracdo de mercaptoetanol para se obter o mesmo efeito empregando DTT. A
complexacao dos compostos fendlicos foi suprimida pela presenga de PVPP e de
DTT na solugdo tampao extratora, uma vez que um agente oxidante forte contribui
para inibir a agcdo das fendis oxidases. A complexacdo dos metais foi realizada
empregando EDTA, agente complexante universal para ions.

Inicialmente, foi determinada a concentragao de proteina total dos extratos
brutos das espécies de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia pelo método de
Bradford com poucas modificagdes. Optou-se por trabalhar com esse método, no
qual o reagente é preparado com acido cloridrico, ao contrario do método tradicional

que é utilizado acido fosforico. Neste método a impregnacao do corante nas cubetas
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€ menor do que no metodo tradicional, o que aumenta o tempo de vida util das
mesmas. A curva padrao foi obtida utilizando uma solugéo de albumina bovina na
concentracdo de 1 mg.mL™". Os calculos feitos para a quantificacdo das proteinas
nas amostras estao na tabela 6, pag. 84 e demonstraram que a espécie Peperomia
obtusifolia apresenta uma menor concentragao proteica quando comparada a Piper

aduncum.

Tabela 6 - Calculo das concentragdes de proteina estimada pelo método de Bradford; Equagao:
[proteina] = (Abssgs — 0,011)/0,878

Espécie Massa Abs; Abs, Média [proteina] (ug) Conc (mg.mL™)*
(9)

Piper aduncum 10 0,269 0,279 0,274 0,299 1,50

Peperomia obtusifolia 10 0,088 0,099 0,093 0,093 0,47

*calculo: conc.=([proteina] x 50 /volume da amostra adicionada)
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5.4 Andlise dos extratos enzimaticos obtidos de Piper aduncum e Peperomia

obtusifolia por eletroforese monodimensional

Com o intuito de avaliar os perfis proteicos das espécies estudadas, foi
realizada analise utilizando eletroforese monodimensional, SDS-PAGE, para os
respectivos extratos enzimaticos obtidos das folhas de Piper aduncum e Peperomia
obtusifolia. O gel foi revelado com nitrato de prata e apresentou resolugdo adequada
(Figura 29, pag. 86). A analise do gel, aliado a comparagdo com uma mistura de
padrdes de proteinas com diferentes massas moleculares demonstrou que na regiao
entre 45,0 e 66,2 KDa caracteristica das preniltransferases observa-se a presenca
de bandas. A analise ainda permite destacar que a regido caracteristica das
preniltransferases se encontra mais concentrada nos extratos enzimaticos de P.
aduncum (Figura 29, pag. 86). Esses resultados corroboram com aqueles
anteriormente demonstrados pela dosagem proteica no qual a concentragédo
determinada para os extratos de P. aduncum é superior ao encontrado para P.
obtusifolia. Como descrito anteriormente, a etapa de prenilacdo envolvida na
biossintese do cromeno 2 em P. aduncum, assim como sua dindmica metabdlica ja
foi descrita (MORANDIM, 2004; MORANDIM et al., 2005). Porém as etapas de
prenilagdo para a formacdo dos cromanos em P. obtusifolia ainda estdao sendo
estudados e continuam um problema biossintético importante, uma vez que os
cromanos que mostram acumulo nessa espécie vegetal descrevem uma rota
biossintética unica e envolvem precursores aparentemente distintos daqueles
envolvidos na biossintese dos cromenos de P. aduncum (Figura 6, pag. 41). E
importante destacar que os cromanos de P. obtusifolia sao geranilados e, em
estudos anteriores geraniltranferases mostraram massa molecular em torno de 33,2
KDa (LOPES, 2008). A analise do gel de eletroforese (Figura 29, pag. 86) dos
extratos enzimaticos de P. obtusifolia ndo mostrou bandas relativas a essa classe de
enzima. Com isso, os resultados das dosagens proteicas, aliado a analise dos géis
de eletroforese monodimensional realizado para as duas espécies apontam para
uma dicotomia quanto a presenca e auséncia das preniltranferases nas fracoes
enzimaticas de P. aduncum e P. obtusifolia, respectivamente, indicando que as
preniltranferases de P. obtusifolia podem ser oriundas de uma fonte heterdloga.
Como ja determinado para P. aduncum, a dindmica metabdlica € um fator

preponderante para as etapas de prenilacdo dos cromenos presentes nesta espécie
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e neste sentido (Figura 30, pag. 88) (MORANDIM et al., 2005), experimentos foram
realizados para a determinacdo do mesmo parametro em Peperomia obtusifolia.
Para tanto, os extratos enzimaticos das folhas da espécie foram obtidos e a
dindmica metabdlica das preniltransferases envolvidas na biossintese dos cromanos

da espécie foi determinada como descrito no préximo item.

Figura 29 - Gel de poliacrilamida obtido das fragdes provenientes do extrato bruto de Piper aduncum

e Peperomia obtusifolia, revelado com nitrato de prata
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5.5 Determinacao da dindmica metabdlica das etapas de prenilagdo dos
cromenos isolados de Piper aduncum (MORANDIM, 2004; MORANDIM et al.,
2005)

Para tentar compreender a biossintese dos cromenos em folhas de Piper
aduncum, estudos biossintéticos foram conduzidos de acordo com a biogénese
proposta (Figura 4, pag. 37). Os resultados obtidos demonstraram que a etapa de
prenilacdo do acido 4-hidroxibenzdico descreve um ritmo circadiano diurno. Estudos
posteriores demonstraram também a origem biossintética das unidades isoprénicas
envolvidas na biossintese dos cromenos de P. aduncum. Os estudos de
incorporacéo de glicose-[1-">C] em folhas de P. aduncum descritos por LEITE et al.,
2007, demonstraram que as unidades isoprénicas IPP/DMAPP envolvidas na
biossintese dos cromenos 1 e 2 (Figura 31, pag. 88), demonstraram que a
prenilagao inicial no anel aromatico do acido para-hidroxibenzoico é originaria da via
do MEP e que a prenilagdo posterior, que dara origem ao cromeno 2 é resultante da
via do MVA. Como o cromeno 1 apresenta seu maximo de produg¢ao as 6:00 h
propde-se também que as ciclases também descrevem ritmo metabdlico diurno
(Figura 30, pag. 88). Com base nestes resultados, experimentos foram planejados
para a determinagéo da via metabdlica das unidades isoprénicas (IPP e/ou DMAPP)
envolvidas nas etapas de prenilacdo dos cromanos de Peperomia obtusifolia com o
intuito de avaliar se as preniltransferases também descreveriam dindmica metabdlica

similar aquelas encontradas em P. aduncum.



Figura 30 — Ritmo circadiano do cromeno prenilado de Piper aduncum
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Figura 31 — Biossintese das unidades isoprénicas (IPP/DMAPP) em Piper aduncum
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5.6 Determinacdao da dindmica metabdlica das etapas de prenilagao do

cromano 4 em Peperomia obtusifolia

Estudos visando a determinacdo do mesmo ritmo circadiano das
preniltransferases em Peperomia obtusifolia foram planejados, uma vez a
determinacao do ritmo circadiano de formagdo de um determinado metabdlito é
essencial para avaliagao de sua biossintese como demonstrado na biossintese dos
cromenos de Piper aduncum (MORANDIM et al., 2005). E importante destacar que
ritmos metabdlicos indicam muitas vezes que a produgdo de um determinado
metabdlito pode estar relacionada a uma rede de sinalizagdo que otimiza a resposta
da planta ao meio ambiente. A incidéncia ou ndo de um ritmo metabdlico na
biossintese de um determinado produto natural pode configurar em uma importante
informagao sobre o metaboloma e o proteoma da espécie vegetal em estudo.

Assim, a anadlise da presenca e/ou auséncia do cromano 4 e seu possivel
ritmo circadiano (Figura 3 pag. 35) foram descritos pela analise e quantificagao
relativa realizados utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia. Inicialmente, foi
construida uma curva analitica do cromano 4 isolado da espécie de P. obtusifolia por
meio de CLAE-UV no comprimento de onda de 270 nm. A curva apresentou
coeficiente de correlacdo (R?) de 0,998 para o cromano 4 (Figura 32 e tabela 7, pag.
90). Esses valores indicam boa relagao linear da area do pico com a concentragao,
cujo valor minimo recomendado pela ANVISA para analises de principios ativos em
matéria-prima vegetal é de 0,99 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003). A partir dos parametros extraidos da curva analitica foi possivel
determinar os limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) do sistema por CLAE-
UV, bem como a determinacdo da equacdo de regressao linear envolvida na

quantificacdo do cromano 4 (Tabela 7, pag. 90).
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Figura 32 — Curva analitica do cromano 4
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Tabela 7 — Pardmetros da curva analitica do cromano 4

Desvio padrao 98684,2
Limite de deteccgéao 0,5
Limite de quantificacao 33,1

R? 0,99812

Y = 29782,9 (+457,5) X + (-31765,1) (+39758,7)

Apds, estabelecidos os parametros envolvidos na deteccédo e quantificacdo
do cromano por CLAE-UV, foi determinado o teor do cromano 4 nos extratos de
folhas de Peperomia obtusifolia durante 48 h, em intervalos de 3 h.

A analise dos resultados, apesar da ocorréncia de uma oscilagdo em alguns
horarios durante as 48 h avaliadas, permitiu observar que a biossintese do cromano
4 nas folhas de P. obtusifolia (Figura 33, pag. 91) ndo descreve uma dindmica
circadiana, mas ha um maior teor de 4 no periodo compreendido entre 15h:00min e
18h:00min, ou seja, no final da tarde. E importante destacar que este periodo
contrasta com o periodo observado para a formagao dos cromenos 1 e 2 nas folhas

de Piper aduncum, os quais apresentaram um maior teor no periodo entre
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01h:00min e 06h:00min da manha (Figura 30, pag. 88) que coincide com o periodo
de maior expressdo da enzima preniltransferase envolvida na prenilagdo dos
cromanos 1 e 2 (Figura 30, pag. 88). De toda forma, a dinamica metabdlica do
cromano 4 em P. obtusifolia ndo demonstrou um ritmo circadiano uniforme do tipo
sigmoidal, mas sim bastante aleatorio. Estes dados experimentais mostram
diferengas metabdlicas importantes na biossintese dos cromanos que sao

acumulados em P. obtusifolia, quando comparado aos cromenos de P. aduncum.

Figura 33 — Produg&o do cromano 4 durante 48 h em folhas de Peperomia obtusifolia
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5.7 Determinagdo da origem biossintética dos cromanos de Peperomia
obtusifolia: experimentos de incorporagdo in vivo do precursor acetato-[2-'°C]

de sédio

Com base nos resultados da analise circadiana do cromano 4 nas folhas de
Peperomia obtusifolia que indicam a possibilidade de ritmo aleatorio e,
consequentemente, biossintese distinta dos cromenos em Piper, foram planejados
experimentos de incorporagao do primeiro precursor da via do acetato marcado com
isotopo estavel, o acetato-[2-1‘°’C] de sddio, supostamente envolvido na biossintese
dos cromanos de P. obtusifolia. As fracdes obtidas apds incorporagcado do precursor
(tem 4.7, pag. 62) foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em alta resolucdo (CLAE-DAD-EM) e os
tempos de retencdo observados foram comparados com aquele observado para o
cromano 4. O tempo de retencéo de 4 (tg) foi de 27,59 min na condigdo de analise
empregada (Figura 34, pag. 93). As principais bandas de absorgdo no espectro na
regidao do UV s&o 223, 272 e 315 nm (Figura 34, pag. 93). O espectro de massas em
alta resolucédo do cromano 4 (padrdo), modo negativo, forneceu o pico com m/z
369,2070 com erro de 0,5 ppm, correspondente ao pico da molécula desprotonada
[M-H]" para Cy3H2904 (Figura 35, pag. 93). A andlise do espectro de massas
ampliado de 4 (Figura 35, pag. 80) mostra picos [M-H] (m/z 369,2070), [M+1-H]
(m/z 370,2095), [M+2-H] (m/z 371,2123) e [M+3-H] (m/z 372,2153), com
abundancia isotépica de 100,00, 24,80, 3,90 e 0,51%, respectivamente (Tabela 8,
pag. 102).

Posteriormente, foi realizada a analise dos extratos obtidos apos
incorporagao e metabolizacdo do precursor nos tempos 8, 12, 16, 24, 48 e 72 h (item
4.7, pag. 62, todos em duplicatas) utilizando CLAE-DAD-EM em alta resolucédo. O
perfil cromatografico do extrato de folhas de P. obtusifolia apés o experimento de
incorporacdo de acetato-[2-'>C] de sddio no periodo de oito horas esta ilustrado na
figura 36, pag. 94. Apesar da complexidade do perfil cromatografico da amostra, &
possivel reconhecer o pico referente ao cromano 4, nos dois experimentos, com tg =
27,64 (Figura 36 a, pag. 94) e 27,57 min (Figura 36 b, pag. 94). Além disso, observa-
se a similaridade nas bandas de absorgao entre os espectros na regido do UV de 4
(padréao, Figura 34, pag. 93) com aquele referente ao cromano 4 presente no extrato

(tr = 27,64 min, Figura 37, pag. 94), bem como os respectivos espectros de massas
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em alta resolucdo para [M-H] de m/z 369,2090 (g = 27,64) e 369,2078 (tr = 27,57),
respectivamente, o que permite estabelecer com clareza a identidade da substancia
(Figura 38, pag. 95).

Figura 34 - TIC do cromano 4
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* Condigao 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44); Espectro na regido do UV do cromano 4

Figura 35 - IES-EM em alta resolugdo do cromano 4 (tzr = 27,59 min), operando em

modo negativo
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Figura 36 - TIC do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagao de 8 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2
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* Condigao 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44)

Figura 37 - Espectro na regido do UV do pico com fg = 27,64 min (a). Extrato de folhas de Peperomia

obtusifolia: tempo de incubagéo de 8 h
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Figura 38 - IES-EM do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagéo de 8 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2, operando em modo negativo
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*Ampliagdo do espectro de massas tg = 27,62 e 27,55 min para (a) e (b), respectivamente

A mesma analise realizada para o experimento relativo ao intervalo de oito
horas foi aplicada para os demais periodos de incubag¢do. O perfil metabdlico
quando a presencga ou auséncia do cromano 4 nos intervalos de 12, 16, 24, 48 e 72
h, foi o mesmo, e o cromano 4 foi detectado nos cromatogramas com tempos de
retengdo de 27,49, 27,52, 27,52, 27,52, 27,54 min, respectivamente para os
experimentos da primeira replicata (Figuras 39a — 43a, pags. 96 - 98), e 27,50,
27,54, 27,59, 27,54, 27,51 min, respectivamente para os experimentos da segunda
replicata (Figuras 39b — 43b, pags. 96 - 98). Assim, as condigdes experimentais
juntamente com as condi¢gdes de analises empregadas foram reprodutiveis. As
bandas de absor¢cdo na regido do ultravioleta para os extratos também
apresentaram o mesmo padrao (dados nao apresentados) observado para o
cromano 4. Somado a esses dados, os espectros de massas em alta resolucao

referentes aos tempos de retengdo do cromano 4, nos cromatogramas dos extratos,
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forneceu subsidios para confirmar a identidade do mesmo. As respectivas razbes de
m/z de [M-H] correspondentes aos tempos de incubacao de 12, 16, 24, 48 e 72 h
foram de m/z 369,2081, 369,2096, 369,2097, 369,2100 e 369,2118 para a primeira
replicata (Figuras 44a — 48a, pags. 99 - 101) e 369,2075, 369,2074, 369,2098,
369,2093, 369,2098 para a segunda replicata (Figuras 44b — 48b, pags. 99 - 101).
Como existe uma abundancia natural dos isétopos M+1 e M+2, ja era esperado um
aumento na intensidade relativa dos mesmos. A tabela 8, pag. 102, apresenta as
abundancias relativas dos isétopos [M-H], [M+1-H], [M+2-H] e [M+3-H] do cromano
4 (padrao) e dos respectivos intervalos de metabolizagdo avaliados. A analise geral
dos resultados dos diferentes intervalos de incorporagcdo do precursor mostraram
que nao houve variagao significativa da intensidade dos sinais quando comparados
aos do padrao, indicando que nao houve incorporacdo do acetato no cromano 4
(Tabela 8, pag. 102).

Figura 39 - TIC do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagao de 12 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2
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* Condigéo 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44)
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Figura 40 - TIC do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagéo de 16 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2
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* Condigéo 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44)

Figura 41 - TIC do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubacao de 24 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2
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* Condigéo 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44)
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Figura 42- TIC do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubacéo de 48 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2
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* Condigéo 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44)

Figura 43 - TIC do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubacéo de 72 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2

Intens.
x108]

(a)

1.54

21.33 min
15.08 min

054 19.37 min

0.0 £ T

25.96 min

S

20

_/\./\ - '
0 5 10 15

4'0 Time [min]

[—— EXP-INC-ACET2-13-PO_72HR204_09_1-18_01_1084.d: BPC 49.0000-1201.0000 -

x106 ]

(b)

1.5

0.5+

15.04 min

A

0.0 T

*

21.26 min

27.51 min

4

T T
0 5 10 15

35 Time [min]

[—— EXP-INC-ACET2-13-PO_72HR304_09_1-19_01_1085.d: BPC 49.0000-1201.0000 -

* Condigéo 1 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 1 (item 3.6.3, pag. 44)
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Figura 44 - IES-EM do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagéo de 12 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2, operando em modo negativo
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Figura 45 - IES-EM do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagao de 16 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2, operando em modo negativo

ln;e:oss I 45, 27.50min #1643 “MS, 27.42-27.69min #(1638-1654)
(a) s 369.2096
6 -
44
761.4083
371.2136
24
Lt T T T L T
B0 371 372 373 miz
401.1990 451.2126
141.0167 279.2339 533.0157
0 1 | N A N
T T T { T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
'”“‘3‘1’556 J 370.p095 WS, 27.54min #1645 -MS, 27.54min #1645
X
1.0 (b) 369.2074
0.8
0.6
0.4+ 371.2129
761.4048
3722188
0.2+ 370.0 3705 3710 3715 3720 3725 miz 401.1969
279'12323 451.2100
0.0 1. "
T T T } T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mwz

*Ampliagcao do espectro de massas tz = 27,50 e 27,54 min para (a) e (b), respectivamente




100

Figura 46 - IES-EM do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagéo de 24 h (a)

experimento 1 e (b) experimento 2, operando no modo negativo
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Figura 47 - IES-EM do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagao de 48 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2, operando no modo negativo
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Figura 48 - IES-EM do extrato de folhas de Peperomia obtusifolia: tempo de incubagéo de 72 h; (a)

experimento 1 e (b) experimento 2, operando no modo negativo
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Baseado nos resultados negativos relacionados aos estudos de

incorporacdo in vitro do precursor acetato-[2-'°C] de sddio desenvolvidos para a

determinacao da biossintese da unidade aromatica do cromano 4, foi planejado um

experimento biossintético denominado “de novo”, no qual quantidades do precursor

(acetato-[2-13C] de sdédio) sdo adicionados a reagdo enzimatica para que haja

disponibilidade constante do precursor. A adicdo de alta concentracdo do precursor

pode gerar um estresse metabdlico que ira induzir a utilizagdo do mesmo em

processos biocataliticos (LOPEZ et al., 2010). Os resultados obtidos nesses

experimentos estdo demonstrados no item 5.8, pag. 103.
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Tabela 8 - Abundancias isotépicas do cromano 4 (padrdo) e dos extratos de folhas apos

administragao de acetato-[2-13C] de sédio a partir das analises por CLAE-DAD-EM em alta resolugéo

Padrao (cromano 4) Experimento de incorporagao
Tempo de metabolizagao Tempo de retengao
m/z % . m/z %
(h) (min)

M- HJ 369,2070 100,00 M-HJ 369,2077 100,00
[M#1-H]  370,2095 24,80  [M+1-HJ . 762 370,2142 25,16
[M¥2-H]  371,2123 3,90 [M+2 - HI ' 371,2143 4,15
[M#3-H]  372,2153 0,51 [M+3 —HJ 372,2172 0,61

M-HJ 369,2078 100,00
[M+1 - HJ 370,2103 25,18
) 8 27,55
[M+2 - H] 371,2137 4,15
[M+3 — H 372,2171 0,56
M-HI 369,2066 100,00
[M+1 - H 370,2091 24,37
12 27,47
[M+2 - HI 371,2123 4,03
[M+3 —HJ 372,2158 0,57
M-HI 369,2075 100,00
[M+1 - HJ 370,2098 24,70
12 27,50
[M+2 - HI 371,2135 4,04
[M+3 —HJ 372,2167 0,56
M-HI 369,2082 100,00
[M+1 - H 370,2107 24,65
16 27,50
[M+2 - HI 371,2136 3,87
[M+3 — HT 372,2170 0,51
M-H 369,2074 100,00
[M+1 - H 370,2098 24,50
16 27,54
[M+2 - HI 371,2129 3,92
[M+3 — HT 372,2168 0,51
M-HI 369,2083 100,00
[M+1 - HJ 370,2110 24,55
24 27,50
[M+2 - HI 371,2140 4,03
[M+3 — HJ 372,2169 0,55
M-HI 369,2098 100,00
[M+1 - HJ 370,2122 24,66
24 27,59
[M+2 - HI 371,2152 3,96
[M+3 — HJ 372,2197 0,51
M-HI 369,2087 100,00
[M+1 - H 370,2116 25,00
. 48 27,52
[M+2 - H] 371,2151 4,17
[M+3 — HT 372,2119 0,64
M-H 369,2093 100,00
[M+1 - HJ 370,2119 24,53
48 27,54
[M+2 - HI 371,2147 3,96
[M+3 — HT 372,2188 0,59
M-H 369,2118 100,00
[M+1 - HJ 370,2131 25,39
72 27,51
[M+2 - HI 371,2170 4,24
[M+3 — HT 372,2196 0,63
M-HJ 369,2098 100,00
[M+1 - HJ 370,2126 24,91
) 72 27,52
[M+2 - H] 371,2165 4,68

[M+3 - H] 372,2212 0,67
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5.8 Experimentos de incorporacio in vivo do precursor acetato-[2-'>C] de sédio

em Peperomia obtusifolia — estudo de biossintese “de novo” do cromano 4

Os experimentos de biossintese “de novo” consistiram em reinvestigar a
atuacdo do precursor acetato-[2-13C] de sodio na biossintese do cromano de
Peperomia obtusifolia pela administracdo constante de uma solugdo do precursor
enriquecido com '*C nas plantulas, durante o periodo previamente estabelecido de
96 horas. Apds o processo de extragdo em fase solida (Figura 16, pag. 64), os
extratos obtidos apds a administragao in vivo empregando acetato-[2-"°C] de sédio e
controle, foram analisados por CLAE-UV e comparados com o perfil cromatografico
do extrato obtido das folhas coletadas da planta in natura. Em todas as analises o
cromano 4, previamente isolado das folhas de P. obtusifolia foi utilizado como
padrdo (Figura 49, pag. 104). E importante destacar que o perfil metabdlico para os
trés extratos obtidos apos administragcdo do precursor, incluindo aquele obtido apds
o experimento sem adicdo constante do precursor para gerar um estresse
metabdlico (controle), aquele do controle in natura (controle) e o obtido apds o
experimento de adicao constante do precursor foram semelhantes na regiao préxima
ao tempo de retengao do cromano 4 (Figuras 49a, 49b e 49c, respectivamente, pag.
104), e possibilitaram a identificacdo do cromano 4 no cromatograma, com tr de 44,5
min (Figura 49d, pag. 104).
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Figura 49 - a — Pefis cromatogréficos por CLAE-UV: a - controle: planta submetida ao estresse na

auséncia de precursor; b — controle: planta ndo submetida ao estresse (in natura); ¢ — planta

submetida ao estresse e incubada com o precursor acetato-[2-13C] de sodio; d — padrao: cromano 4
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* Condigéo 3 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna analitica 2 (item 3.6.3, pag. 44)
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Apos o isolamento do cromano 4 (Figura 18, pag. 67) do extrato proveniente
do experimento de incorporagcdo in vivo, a amostra foi submetida a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas,
buscando avaliar o aumento na intensidade de is6topos M-H+1, M-H+2, M-H+3,...,
M-H+n em relagdo aos is6topos naturais. Inicialmente, o experimento consistiu em
obter o perfil cromatografico do cromano 4 isolado das folhas de Peperomia
obtusifolia in natura, ndo submetida aos experimentos de incorporagao do precursor.
A figura 50, pag. 105, apresenta o cromatograma de ions totais (TIC) obtido para o
cromano oriundo de plantas ndo submetidas as etapas de incorporagédo do
precursor. Apesar de detectar algumas bandas cromatograficas, as quais ndo foram
detectadas na analise por CLAE-UV entre 11,0 e 12,0 min, as mesmas nhao
influenciaram na deteccdo da banda cromatografica referente ao cromano 4 em
11,42 min (Figura 50, pag. 105). Além disso, a identidade da substancia foi
confirmada pela analise do espectro de massas (Figura 51, pag. 105), visto que o
fragmentograma da banda em 11,42 min mostra o pico com m/z 369,
correspondente ao ion [M-H] do cromano 4 (Figura 27, pag. 80), bem como o pico
com m/z 247, referente ao fragmento [M-H-122] formado através do mecanismo do

tipo retro Diels-Alder do anel oxibenzilico do cromano (Figura 27, pag. 80).

3]

Figura 50 - TIC do cromano 4 isolado de Peperomia obtusifolia
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Apos otimizar a condi¢cao de analise para o cromano 4 (padrao), a mesma foi
utilizada na analise do cromano presente na fragao obtida para os experimentos de
alimentagdo com precursor acetato-[2-'C] de sédio in vivo. O perfil cromatografico,
com base no TIC é semelhante aquele apresentado para o n&o incorporado (Figura
52, pag. 106). Além disso, ambos os experimentos apresentaram similaridade
quando comparados os espectros de massas do nao incorporado (experimento
controle, Figura 51, pag. 105) com aquele apés alimentacgéao in vivo (Figura 53, pag.
106), ndo mostrando evidéncias de metabolizagdo do precursor para formagao do
metabdlito em estudo, visto que ndo se observa uma correlagéo entre a formacéao de
ions e/ou fragmentos diferentes em termos de m/z daquelas caracteristicas do
padrdo. E importante destacar, que ndo houve aumento na intensidade de isétopos
M-H+1 e M-H+2 que fossem distintos dos obtidos com abundancia isotopica natural
(Figura 53, pag. 106).

»

Figura 52 - TIC do cromano 4 isolado de folhas de Peperomia obtusifolia apés incorporagao com

acetato-[2-130] de sddio

=)
>
ke
[ W TIC of -Q1: from Sample 6 (Cromano_Po_AcOEt) of Amauri.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 7.1e7 cps|
®
4
£ =
7.7 / 18.60 *
11.39,

15.23

12.79 13.62 _18.94

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time, min

<
[ @ XWG of DAD Signal Data: 270.0 nm from Sample 6 (Cromano_Po_AcOEt) of Amauri.wiff Max. 11.6 mAU

1Fe * Condigao 2 (item 3.6.4, pag. 45) e coluna aiefttica 3 (item 3.6.3, pag. 44)

100

&0

&0 18.62

20
11.87 1279 13.71 14.93 15.80 17.6017.80

6.71
a 6.17
Figara 53 — IES-EM da banda entre 13e115 min referente a0 cromano 4 isolado de Pepéromia
0.0
~ *dbtusifolid apds intorpdragdo cthim ééeta%b—[zgwe(;,]i;de £4did* bpé&randd efi’mddo rfggafio 20 20

Timi
XWG of DAD Signal Data: 320.0 nm from Sample 6 (Cromano_Po_AcOEt) of Amauri.wiff Max. 2.5 mAU.
>
25 11.40
[W-Q1: 11.329 to 11.529 min from Sample 6 (Cromano_Po_AcOEt) of Amauri.wiff (Turbo Spray) Max. 1.4e6 cps
»
-122
@
1.006
C?' 2471
o
5.085
- 255.2
248.
60— oL : L. - oy - el ‘ : : s wy : : : :
- 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
- m/z, Da
[ @ -Q1: 10.894 to 11.128 min from Sample 6 (Cromano_Po_AcOEt) of Amauri.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 9.390 to 9.958 min fro... Max. 4.9e5 cps
»
4985 253.2
@
4.0e5 255.3
3
a
3.0e5 317.1
20e5 1659
— 241.0
1.085 265.2 321.5
o

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
- m/z, Da

-Q1: 10.460 to 10.694 min from Sample 6 (Cromano_Po_AcOEt) of Amauri.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 9.156 to 10.126 min fro... Max. 3.3e5 cps.
)




107

Para melhor avaliar o experimento de incorporagdo in vivo utilizando o
acetato-[2-">C] de sodio em Peperomia obtusifolia, o cromano 4 (obtido da planta in
natura, controle) e aquele derivado das folhas apds alimentagdo com precursor
foram submetidos a analise por cromatografia liquida de alta eficiente acoplada a
espectrometria de massas, empregando a técnica de fragmentacdo sequencial
(EM/EM).

Nestes experimentos, os ions m/z 369 e 371 foram selecionados para
estudos de fragmentagcdo. O perfil de fragmentagdo apresentado pela molécula
desprotonada com m/z de 369 [M-H] (is6topo natural) tem como ions principais: m/z
351, 325, 247, 203 e 187 (Figura 54, pag. 108), dos quais as propostas de
fragmentacao envolvida nos ions m/z 351, 325 e 247 ja foram discutidos na figura 27
(pag. 80), caracterisca de perda neutra de agua, eliminagdo neutra de CO; e perda
de 122 u.m.a através do rearranjo do tipo retro Diels-Alder no Anel oxibenzilico do
cromano 4.

A partir destes dados de fragmentagdo da molécula desprotonada, foram
propostas dois mecanismos que corroboram a formagao do ion com m/z 203 (Figura
55, pag. 109). A primeira proposta esta baseada através da formacao do ion m/z 247
(mecanismo retro Diels-Alder) seguida de eliminagao neutra de CO,, resultando no
fragmento [M-H-122-44]. A segunda proposta para a formacado do ion m/z 203 é
baseada, primeriamente, na eliminagdo neutra de CO,, seguida pelo rearranjo do
tipo retro Diels-Alder no anel oxibenzilico do cromano o qual por sua vez resulta no
ion [M-H-122-44] (Figura 55, pag. 109). Como pode ser obervado na figura 55 as
duas propostas de fragmentagbes sugerem a formagao de hibridos de ressonancia
0S quais sao responsaveis por estabilizar as espécies formadas.

De maneira analoga, o perfil de fragmentagao apresentado para o isétopo
natural com m/z de 371 [M-H+2]" tem como ions principais: m/z 249, 203 e 188
também derivados da banda com tempo de retencdo de 11,38 min os quais

correspondem aqueles derivados do ion m/z 369 (Figura 54, pag. 108).
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ngura 54 — |IES-EM/EM dos picos com m/z 369 e 371, respectivamente, operando em modo

a
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cs

c
[W TIC of -MS2 (369.00) CE (-40): Exp 1, from Sample 8 (Cromano_Pobtisufolia_MS2) of Amauri.wiff (Turbo Spray) Max. 9.8e6 cps|
» 4
0.866 " .38/ & *
5.0e6
~11.68
0.0! T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
< Time, min
[ @ -MS2 (369.00) CE (-40): Exp 1, 11.256 to 12.027 min from Sample 8 (Cromano_Pobtisufolia_MS2) of Amauri.wiff (Turbo Spray) Max. 6.7e4 cps|
& 44 247.1
6.0e4, -60 202,9}/\
4.0e4’
187.3
2.0e4 159.0 369.
0.0 119.3 143.3.148.2 L. 1730 20111 228.9 325.2 351.3 i
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
< m/z, Da
[ W TIC of -MS2 (371.00) CE (-35): Exp 2, from Sample 8 (Cromano_Pobtisufolia_MS2) of Amauri.wiff (Turbo Spray) Max. 5.7€e5 cps|
4
s 11.38 -
5.7e5 *
4.0e5,
2.0e5
9.47 10.64 12.54 _13.13_13.96 1600 17.57. 17,98 1880
0.0! T T f T ? f 7 T T T t ? f ;i T T ? T 1 T
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20.0
c Time, min
W _MS2 (371.00) CE (-35): Exp 2, 11.240 to 11.608 min from Sample 8 (Cromano_Pobtisufolia_MS2) of Amauri.wiff (Turbo Spray) 122 Max. 4376.3 cps
@ 2493
4000
-44
60/ 5030 }/\
2000 24fll5 371.2
1132 160. 1879
oM I} . \‘ Il \‘ Il ‘\ 1 . Lom ml HMH ‘ Il ‘H . Il . I . [ Il . . Il . [ | . ‘\ . . Il .
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400|
m/z, Da

* Condigao 2 (item 3.6.4, pag. 45) e

coluna analitica 3 (item 3.6.3, pag. 44)



109

Figura 55 - Proposta de fragmentagao do cromano 4: mecanismo para formagao do ion m/z 203
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cromano 4 derivado dos experimentos in vivo apés administracdo constante do
precursor com aqueles obtidos para o cromano 4 controle, ndo evidenciou uma
variacdo da intensidade relativa dos sinais, bem como ndo houve a formacao de
ions fragmentos que fossem o suficiente para confirmar a incorporagdo do acetato
na via metabdlica do cromano (Figura 56, pag. 110). Além disso, a analise do perfil
de fragmentagdo para as espécies com m/z 369 e 371 apds o experimento de
administracao constante foi reprodutivel quando comparados com aqueles obtidos
para o controle, os quais também nao permitiram detectar aumento na intensidade
dos is6topos que fosse distinto daquele referente ao padrdo, novamente nao
permitindo inferir sobre a incoporagéo do acetato na molécula do cromano 4 (Figura
56, pag. 110).
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°Os Tesultados biossintéticos realizados n&0 mostraram “a irfgorpsgjrag%oo do
precursor acetato-[2-'C] de sédio no cromano 4. Associado a esses resultados foi
realizado experimentos visando a extracdo enzimatica das folhas de Peperomia
obtusifolia e Piper aduncum, além de dosagem proteica e analise por gel de
eletroforese monodimensional dos extratos enzimaticos obtidos, relacionada com a
classe das enzimas preniltransferases e da subclasse (geraniltransferases),
envolvidas na biossintese dos cromanos e cromenos. A dosagem proteica e analise
por eletroforese mostraram maior concentragao de proteinas em Piper aduncum,
principalmente aquela associada a banda eletrofética correspondente a massa
molecular que caracteriza as preniltransferases, quando comparados aos mesmos
parametros obtidos para P. obtusifolia. Associado aos dados previamente obtidos,
experimentos visando determinar se haveria ou ndo uma dindmica metabdlica
associada a formagao dos cromanos de P. obtusifolia mostrou que 0s cromanos
descrevem ritmo biossintético aparentemente aleatorio e distinto dos cromenos
isolados de espécies de P. aduncum. Com isso, uma nova hipotese foi proposta
quanto a origem da biossintese dos cromanos de P. obtusifolia e a possibilidade dos
cromanos serem inicialmente biossintetizados por um sistema heterdlogo foi

investigada, incluindo fungos endofiticos que coabitam a espécie. Compreender se
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ha uma relacdo entre o metaboloma encontrado nos diferentes 6rgaos da planta e
correlacionar com o metaboloma produzido pelos microrganismos associados a
mesma é um desafio interessante do ponto de vista da quimica de produtos naturais
moderna (SCHULZ et al.,, 2002; KUSARI, HERTWECK; SPITELLER, 2012). A
possibilidade de transferéncia de genes que codificam enzimas envolvidas em rotas
metabdlicas distintas de um sistema heterdlogo para plantas ja € conhecida e pode
influenciar na diversificagdo quimica de matrizes vegetais (SCHULZ et al., 2002;
TENGURA; KHAN; QUERESHI, 2011; LIN, et al., 2013; LIU; BEGLEY, 2013). Com
isso, fungos endofiticos presentes em folhas e caules de um espécime de
Peperomia obtusifolia, proveniente da Argentina, foram isolados e desenvolvidos em
meio de cultivo in vitro. As etapas de isolamento, indugdo e manutencao dos fungos
foram realizadas no laboratério da Prof? Dr® Silvia Noeli Lopez da Facultad de
Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas da Universidad Nacional de Rosario, Rosario,
Argentina. Os fungos endofiticos foram analisados quanto a presengca de cromanos

e/ou cromenos e os resultados estdo descritos a seguir (item 5.9, pag. 112).
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5.9 Analise dos extratos de fungos endofiticos isolados de folhas e caules de

Peperomia obtusifolia

A anadlise dos extratos da populacdo endofitica consistiu em avaliar a
presenga de metabdlitos secundarios que apresentam nucleos benzopiranos tais
como 0s cromanos e/ou cromenos no metaboloma dos enddfitos.

A identidade ou ndo das classes de metabdlitos secundarios nos diferentes
orgaos vegetais de P. obtusifolia e/ou nos micro-organismos associados a mesma
(fungos endofiticos) indicara se ha diferengcas ou nao, principalmente quanto ao
metaboloma e, consequentemente, ao proteoma envolvidos na formacédo dos
metabdlitos de interesse. Diante disso, a avaliacdo da presencga de substancias que
contém o nucleo benzopirano desenvolvida neste trabalho busca abrir novas
fronteiras para os estudos metabolémicos dos micro-organismos associados com a
espeécie de P. obtusifolia. Ainda é importante destacar que o trabalho de
MOSTACERO et al. (2013) descreve o primeiro trabalho que reporta a atividade
antibactericida de extratos de P. obtusifolia e da populacdo endofitica da espécie,
identificados como Phomopsis sp., corroborando a importancia deste estudo
multidisciplinar na consolidagao de uma proposta inovadora e inédita.

Assim, a andlise dos extratos foi realizada por CCDC empregado dois
sistemas de fase movel (item 4.9.4, pag. 73), e a revelagdo das cromatoplacas foi
feita pela inspeg¢ao de luz nos comprimentos de onda a 254 e 365 nm, bem como
por meio de nebulizagdo de para-anisaldeido seguido de aquecimento em estufa.
Como padrao foi empregado o cromano 4, isolado previamente de folhas de P.
obtusifolia. Além da comparacdo entre os tempos de retencdo, também foi
considerada a similaridade apresentada pelo grupo croméforo presente nas
substancias contidas nos extratos dos endoéfitos com aquele caracteristico de
substancias que contém o nucleo benzopirano, tais como os cromanos. Nesta
primeira etapa foram obtidos 36 extratos de fungos endofiticos, os quais estdo em
fase de identificacdo, e ha indicios de géneros Fusarium, Alternaria e Colletotrichum,
além do género Phomopsis sp., o qual ja foi identificado com base em ferramentas
de biologia molecular.

As cromatoplacas dos 36 extratos obtidos dos enddfitos encontram-se nas
figuras 57 — 64 (pags. 115 — 122). De maneira geral, o perfil quimico dos metabdlitos

apresentados pelos fungos endofiticos sdo de média a alta polaridade, o que justifica
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o emprego de dois sistemas de fase movel, o primeiro binario e o segundo ternario
de alta polaridade. Os dois sistemas de fase mdvel apresentaram boa separagao
para as substancias presentes nos extratos e permitiram obter um primeiro
parametro cromatografico sobre o metaboloma dos micro-organismos associados
com a espécie de P. obtusifolia. Foi possivel verificar uma similaridade entre o perfil
metabdlico de alguns dos microrganismos estudados por meio de CCDC com
inspecao de luz nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm e através da revelagéo
com para-anisaldéido (Tabela 9, pag. 113). E importante destacar que o perfil
cromatografico dos endoéfitos também foi comparado com o meio de -cultivo
empregado para o desenvolvimento dos fungos endofiticos (controle, Br) (Figuras 63
e 64, pags. 121 e 122).

A analise do perfil cromatografico obtido por CCDC dos fungos endofiticos
isolados de P. obtusifolia, ndo permitiu identificar com seguranga a presenga de
substancias que contém o nucleo benzopirano no metabolismo dos mesmos, devido
a complexidade apresentada pelos extratos. Porém, a similaridade entre o grupo
cromoforo apresentado pelo cromano 4 e algumas bandas presentes nos extratos
podem sugerir que estes possam estar sendo produzidos também pelos micro-

organismos associados a espécie.

Tabela 9 — Agrupamento dos enddfitos que apresentaram similaridade quanto a constituicao do perfil

cromatografico por CCDC

Fungos endofiticos Figuras Paginas

PO20 e PO24 57e58 115e 116
PO17 e PO21 59e60 117e 118
PO45, PO22 e PO38 59e60 117 e118
POS57 e PO16 61e62 119e 120

PO26, PO46 e PO51 63 e64 121e 122
PO42, PO13e PO33 63e64 121e 122
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E importante ressaltar que entre os cromanos encontrados em espécies de
Peperomia, como por exemplo, aqueles isolados de P. obtusifolia, o grupo croméforo
€ 0 mesmo, tais como os cromanos 4, 5, 6, 7 e 8 (Figura 3, pag. 35). Porém, como
as estruturas quimicas de 4, 5, 6, 7 e 8 sdo distintas, consequentemente, ha
diferenga na polaridade apresentada pelas mesmas, acompanhada de diferentes
fatores de retencdo (Rf) em CCDC, por exemplo. Entre os extratos de fungos
endofiticos isolados de P. obtusifolia, a analise por CCDC permitiu verificar a
presenga de grupo cromoforo similar ao cromano 4, tais como: os endofitos POO3,
PO04, PO14, PO18, PO20, PO24, PO27, PO13, PO16, PO57, PO12, PO26, PO42,
PO46, PO33 e PO51 (Tabela 10, pag. 114).

Tabela 10 — Agrupamento dos enddfitos que apresentaram similaridade quanto ao grupo cromoéforo

do cromano 4

Fungo endofitico Figura Pagina
PO03, PO04, PO14, PO18, PO20, PO24 e PO27 57e58 114e 115
PO13, PO16 e PO57 59e60 115e 116

PO12, PO26, PO42, PO46, PO33 e PO51 60e 61 116e117
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Figura 57 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticos e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;

¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM1*

PO03 || PO0O4 || PO14 || PO18 | PO20 | PO24 | PO27 | PO42 CR4 P003 | PO04 | PO14 || PO18 | PO20 | PO24 | PO27 | PO42 CR4

*FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)
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Figura 58 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticos e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;
¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM2*

PO20 |PO24|PO27 | PO42
PO27| PO42

-

-
-

c d

|P003| PO04 | PO14 | PO18| PO20 |PO24|PO27 |PO42 | CR4 POO03 || PO04 | PO14 | PO18| PO20 [PO24|PO27 |PO42| CR4
' -
! -
- — — — - - — —

S —

*FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)
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Figura 59 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticas e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;

¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM1*

a b
PO02 PO08 | POI11 | PO17 | PO21| PO45 PO22 | PO38 PO02 PO0O8 | PO11 | PO17 | PO21| PO45 PO22 | PO38

PO02 | POOS | POLL | POI7 | PO21| PO45 f PO22 | PO3S | CR4 po02 || Poos | poi1 | PO17 | PO21| PO45 || PO22 | PO38 | CR4

* FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)
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Figura 60 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticos e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;

¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM2*

a
PO02 || POOS | POI1 | PO17 | PO21| PO45 || PO22 | PO38

po02 | Poos | po11 | PO17 | PO21| Po4s || Po22 | Po3s | cra PO4s || PO22 | PO38 | CR4 r

*FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)
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Figura 61 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticos e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;

¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM1*

PO23| POO7

PO23| PO0O7 PO23| POO7

*FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)
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Figura 62 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticos e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;

¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM2*

PO57 | PO16 | POO5 || PO13 | PO47 | PO23 || POO7 | PO54 CR4 PO57 | PO16 | POO5 §| PO13 | PO47 | PO23 § POO7 | PO54 CR4

PO57 | POl16 | POO5 || PO13 | PO47 | PO23 || POO7 | PO54 CR4 PO57 | PO16 | POOS || PO13 | PO47 | PO23 || POO7 | PO54 CR4

* FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)
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Figura 63 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticos e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;

¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM1*

PO26 | Br PO12 || PO42 | PO46 | POI13 f| PO33 | POSI [ CRr4 PO26 | Br | POI2 | PO42 | PO46 | POI3 § PO33 | POSI | CR4

* FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)



122

Figura 64 — Perfil cromatografico dos fungos endofiticos e cromano 4 (CR4): a — 254 nm; b — 365 nm;

¢ — para-anisaldeido (254 nm); d — para-anisaldeido (365 nm); empregando FM2*

PO12| PO42 | PO46 PO13| PO33 PO12 |PO42 PO13 | PO33

PO26( Br |POI2| PO42 | PO46 PO13| PO33 | POsI CR4
PO26| Br |POI12| PO42 | PO46 || PO13 | PO33| POSI CR4

e’

>

Y [
[ S SIS

* FM1 e FM2 (item 4.9.4, pag. 73)

Com intuito de avancar no estudo de triagem dos extratos de fungos
endofiticos associados com a espécie de P. obtusifolia, com vistas a busca de
substancias que contém o nucleo benzopirano, foi proposto um estudo por
espectrometria de massas.

Das fragmentagbes ja descritas para o cromano 4 nos itens 5.2 (pag. 78) e
5.8 (pag. 103), aquelas caracteristicas do mecanismo tipo retro Diels-Alder no anel
oxibenzilico do cromano, eliminagdo neutra de agua e de CO; s&o diagndsticas para
este tipo de estutura (Figuras 27 e 55, pags. 80 e 109). Assim, conhecendo a
estrutura quimica dos cromanos ja isolados de folhas e caules de P. obtusifolia,

cromanos 4, 5, 6, 7 e 8 (Figura 3, pag. 35), e com base nos dados de espectrometria
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de massas sequencial obtidos durante os experimentos de investigagdo da origem
biossintética dos cromanos na espécie de P. obtusifolia, resultados ja demonstrados
anteriormente, foram propostas fragmentagcées para os cromanos 5, 6, 7 e 8, as
quais sao descritas a seguir.

Em termos de estrutura quimica a diferenga entre o cromano 4 e os
cromanos 5 e 6 é devido a auséncia da grupo carboxilico em posigcdo meta a
hidroxila fendlica (Figura 3, pag. 35). Portanto, para os cromanos 5 e 6 é proposta,
inicialmente, a formagdo da molécula desprotonada com m/z 325 a qual é
estabilizada por estruturas de ressonéancia no anel aromatico (Figura 65, pag. 124).
A formagcdo da molécula desprotonada é seguida pela fragmentagao através do
mecanismo do tipo retro Diels-Alder no anel oxibenzilico do cromano, referente a
perda de 122 u.m.a., gerando o ion m/z 203 o qual também é estabilizado por

deslocalizacao eletrénica no anel (Figura 65, pag. 124).
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Figura 65 - a - Proposta de fragmentagédo do cromano 5; b - proposta de fragmentagéo do cromano 6
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Paralelamente, a diferenca estrutural entre o cromano 4 e os cromanos 7 e 8
encontra-se na substituicdo do grupo acido carboxilico por éster no carbono 6
(Figura 3, pag. 35). Dessa maneira, os cromanos 7 e 8 sdo provenientes de uma
etapa de esterificagcdo no grupo acido carboxilico presente no anel aromatico do
cromano 4, no qual ocorre a substituicido de uma hidroxila (HO") por uma unidade
monoterpénica (C1oH170).

Portanto, para os cromanos 7 e 8 s&o descritas 0s mecanismos de
fragmentacgao a partir da perda de 136 u.m.a e, consequentemente, formagéo do ion
m/z 369, referente a quebra da unidade monoterpénica (Figuras 66, pag. 125).

Portanto, para os cromanos 7 e 8 & proposta, inicialmente, a formagao da
molécula desprotonada com m/z 505 a qual é estabilizada por estruturas de
ressonancia no anel aromatico (Figura 66, pag. 126). A formagdo da molécula
desprotonada € seguida pela eliminagéo da por¢ao monoterpénica do cromano, com
perda de 136 u.m.a., gerando o ion m/z 369 referente @ molécula desprotonada do
cromano 4, o qual também é estabilizado por deslocalizagado eletrébnica no anel
aromatico (Figura 66, pag. 126). E importante ressaltar que as estruturas de
ressonancia para o ion m/z 505 n&o sao mostradas, mas seguem o perfil daquelas

para o ion m/z 369.
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Figura 66 - a - Proposta de fragmentagcédo do cromano 7; b - proposta de fragmentagdo do cromano 8
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Com base nos resultados apresentados pelas analises por CCDC dos
extratos dos endofitos isolados de Peperomia obtusifolia e nos valores de m/z das
moléculas desprotonadas dos cromanos e respectivas fragmentagdes, os extratos
PO14, PO20, PO24, PO42, PO27, PO13, PO26, PO33, PO49 e PO12, cujo perfil
metabolico sugere a presenga de substancias que contém o nucleo benzopirano,
foram submetidos a analise por espectrometria de massas (IES-EM), operando no
modo negativo.

Inicialmente, a amostra Br (branco, referente ao meio de cultivo) foi
submetida a analise por IES-EM, com intuito de verificar os principais ions que
podem estar presentes no mesmo. O perfil IES-EM apresentado pelo Br demonstra
ions com m/z de 375, 355, 329, 287, 241, 200 e 325 (Figura 67, pag. 128), dos quais
este ultimo € o mesmo valor de m/z referente ao ion da molécula desprotonada dos
cromanos 5 e 6 isolados de P. obtusifolia ([M-H], figura 65, pag. 124). Com intuito de
verificar a origem do ion m/z 325, os dois ions de maior abundéncia foram
fragmentados (m/z de 375 e 329, figura 67b e 67c, pag. 128), no qual aquele com
m/z de 329 fornece o ion m/z 325 (Figura 67c, pag. 128). Portanto, no que diz
respeito a deteccao do ion referente a molécula desprotonada dos cromanos 5 € 6
nos extratos dos fungos endofiticos esta sera limitada pela a técnica de IES-EM. No
entanto, os demais ions presentes no meio de cultivo dos fungos endofiticos nao
interferem na analise dos ions referentes as moléculas desprotonadas dos cromanos

4,7 e 8, bem como dos possiveis fragmentos discutidos anteriormente.
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Figura 67 - a - IES-EM do branco (meio de cultivo); b — IES-EM/EM do ion m/z 375; ¢ — IES-EM/EM

do ion m/z 329, todos operando em modo negativo
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A partir do perfil IES-EM obtido para o
destacar os ions com m/z 383, 355, 337, 255, 223, 131 e 369 (Figura 68a, pag. 129).

O ion com m/z 369 é caracteristico da molécula do cromano 4 em sua forma
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extrato AcOEt PO14 é possivel

desprotonada, a qual também pode ser derivada dos cromanos 7 e 8 apés

eliminacao da porgcdo monoterpénica. No entanto, o perfil IES-EM/EM do ion m/z

369 (Figura 68b, pag. 129) apresentou como ion de maior intensidade aquele com

m/z 131, também de maior intensidade no IES-EM. A auséncia de ions m/z 505

(molécula desprotonada dos cromanos 7 e 8) e ions fragmentos com m/z 351, 325,

247, 203 e 187 (fragmentos diagnosticos da molécula desprotonada do cromano 4)
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nao permite inferir sobre a presenca de substancias com o nucleo benzopirano na

amostra do endoéfito PO14, tais como os cromanos 4, 7 ou 8 (Figura 68b, pag. 129).

Figura 68 - a - IES-EM do extrato AcOEt PO14 de Peperomia obtusifolia; b — IES-EM/EM do ion m/z

369, todos operando em modo negativo
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Analogamente, o perfil IES-EM obtido para o extrato AcOEt PO12 apresenta
ions m/z 383, 355, 325, 265, 247 e 203 (Figura 69a, pag. 131). Dentre esses ions,
aqueles ions m/z 325, 247 e 203 (Figura 69a, pag. 131) sao caracteristicos dos
cromanos. Os ions m/z 247 e 203 sao diagndésticos do mecanismo retro Diels-Alder
no anel oxibenzilico dos cromanos. Além disso, o ion m/z 203 também pode ser
originado de uma eliminagdo neutra de CO,. O perfil IES-EM/EM do ion m/z 247
(Figura 69b, pag. 131) apresentou ions com m/z 203, 163, 149 e 137, dos quais 0
primeiro pode ser referente a substancia que apresenta o nucleo benzopirano.

O ion m/z 325 observado no IES-EM é diagnostico para molécula
desprotonada dos cromanos 5 e 6, podendo sugerir que este esteja presente no
metaboloma do enddfito PO12, porém, como ja discutido anteriormente, o ion m/z
325 também esta presente na constituicdo quimica do meio de cultivo empregado no
desenvolvimento dos fungos em estudo, o que tornar limitante a aplicacdo da técnica
de IES-EM na triagem dos cromanos 5 e 6. Além disso, a auséncia de outros ions
caracteristicos permite apenas sugerir que o endofito PO12 pode apresentar em seu
metabolismo secundario, classes de substancias que contém o nucleo benzopirano.
Uma investigacdo do metaboloma através de técnicas hifenadas, tais como CLAE-
EM e RMN poderiam fornecer maiores subsidios sobre a constituigdo quimica desse

fungo endofitico.
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Figura 69 - a - IES-EM do extrato AcCOEt PO12 de Peperomia obtusifolia; b - IES-EM/EM do ion m/z

247, operando em modo negativo
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Ao analisar o perfil IES-EM obtido para os extratos AcOEt PO20, PO24,
PO27, PO26 e PO49 foi possivel observar uma similaridade entre eles, visto que os
espectros apresentam em comum algum ions de maior intensidade, tais como
aqueles com m/z 399, 383, 375, 355, 255 e 223 (Figuras 70-73, pags. 132 e 133),
com excessao do enddfito PO49 (Figura 78, pag. 133). O qual apresentou ions m/z
de 627, 611, 363, 319, 297, 271, 255, 241, 227 e 211. No entanto, a auséncia de
ions m/z correspondentes aos ions referentes as moleculas desprotonadas dos
cromanos e ions fragmentos diagndsticos, tais como aqueles m/z 505, 369, 351,
325, 247, 203 e 187 novamente nao permite inferir sobre a presenca de substancias
que apresentam em sua estrutura o nucleo benzopirano na constituicdo quimica

desses fungos endofiticos.
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Figura 70 - IES-EM do extrato AcOEt PO20 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Figura 71 - IES-EM do extrato AcOEt PO24 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Figura 72 - IES-EM do extrato AcOEt PO27 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Figura 73 - IES-EM do extrato AcOEt PO26 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Figura 74 - IES-EM do extrato AcOEt PO49 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Paralelamente, o perfil IES-EM obtido para os extratos AcOEt PO42, PO33 e
PO13 sédo caracteristicos de fungos endofiticos no qual o fragmentograma
apresentou uma menor complexidade quando comparado aos outros fungos
(Figuras 75-77, pag. 134). Além disso, os enddfitos PO42 e PO33 foram
caracterizados pela similaridade apresentada entre eles, visto que os
fragmentogramas tém em comum ions com m/z 847, 628, 612, 415, 196 e 139
(Figuras 75 e 76, pag. 134). Enquanto os ions observados no fragmentograma do
enddfito PO13 apresentaram m/z 363, 355, 331, 287 e 255 (Figura 77, pag. 134).
Mas, da mesma maneira que os endofitos anteriores, a auséncia de ions com m/z
correspondentes as moléculas desprotonadas dos cromanos e ions de fragmentos
diagndsticos, tais como: m/z 505, 369, 351, 325, 247, 203 e 187 nao permite inferir
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sobre a presenga de substéncias com o nucleo benzopirano nas amostras dos

fungos endofiticos estudados até o momento.

Figura 75 — IES-EM do extrato AcOEt PO42 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Figura 76 — IES-EM do extrato AcOEt PO33 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Figura 77 — IES-EM do extrato AcOEt PO13 de Peperomia obtusifolia, operando em modo negativo
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Esse estudo de avaliacdo da presengca de cromanos e/ou cromenos ha
constituicdo quimica de fungos endofiticos associados a espécie de Peperomia
obtusifolia ndo permite afirmar sobre a presengca no metaboloma dos mesmos. Mas,
abre perspectivas interessantes, tais como os endéfitos PO14 e PO12. Além disso,
nesse primeiro momento € importante ressaltar que para o estudo dos 36 fungos
endofiticos isolados de P. obtusifolia foram empregadas apenas as técnicas de
CCDD e IES-EM, bem como os fungos endofiticos isolados de P. obtusifolia foram
desenvolvidos em apenas um meio de cultivo. Portanto, o estudo metabolémico dos
fungos endofiticos deverao ser ampliados por meio de técnicas hifenadas, tais como
CLAE-DAD-EM e RMN, com vistas a determinagdao de cromanos e/ou cromenos na
constituicdo metabdlica dos enddfitos. No mais, a disponibilidade de alguns fungos
endofiticos importante, como por exemplo, o PO14 e PO12 podem fornecer
informagdes intrinsecas a respeito da relagcao biossintética de cromanos e cromenos
no género P. obtusifolia, tanto em folhas e caules como também nos micro-

organismos associados com a mesma.



136

6 CONCLUSOES

O trabalho desenvolvido demonstra a habilidade de Piper aduncum e
Peperomia obtusifolia, pertencentes a uma mesma familia, Piperaceae,
biossintetizar uma classe de metabdlitos secundarios ancorada em processos
bioquimicos diferenciados, cujos blocos construtores (precursores) demonstram
dinamismo n&o somente quanto a diversidade quimica gerada, cujo conhecimento e
interpretacdo do papel de cada metabdlito dependem da habilidade do quimico em
detectar, analisar, expor suas estruturas quimicas e entender os mecanismos de
formagao biossintéticos, mas também quanto a dindmica metabdlica no interior de
cada tecido da planta e, mais particularmente, de sua interacdo ou n&do com
sistemas heterdlogos. Os estudos quimicos desenvolvidos confirmaram a
diversidade quimica das duas espécies em estudo, P. aduncum e P. obtusifolia,
sendo que as substancias isoladas foram utilizadas como padrdes nos estudos
biossintéticos e/ou de dindmica metabdlica. Os estudos quimicos foram alicercados
por técnicas espectrométricas, como a espectrometria de massas, cujas analises
subsidiaram alguns estudos dindmicos relacionados a interacdo da planta (P.
obtusifolia) com sua populagédo endofitica. Os estudos biossintéticos de P. obtusifolia
foram baseados em experimentos prévios desenvolvidos pelo grupo com o objetivo
de determinar a atividade da enzima preniltransferase e a dindmica metabdlica
dessa enzima para a formagao de cromenos em P. aduncum. Esse estudo foi
planejado, uma vez que experimentos iniciais realizados com folhas de P. aduncum,
coletadas de forma aleatéria ndo demonstraram a atuagdo da preniltransferase e
consequente formagdo dos cromenos. Em estudos anteriores coletas regulares
durante vinte e quatro horas com posterior extracdo e determinacédo da atividade da
enzima demonstrou seu maximo de atividade coincidente com o maximo da
producdo dos cromenos no inicio da manhad com forte queda apds as 09h00,
mostrando um ritmo diurno do tipo sigmoidal como postulado por trabalhos teéricos.
Os mesmos experimentos foram realizados com as folhas de P. obtusifolia de forma
a avaliar a biossintese dos cromanos que mostram acumulo na espécie mostraram
resultados que indicam uma sinalizacdo metabdlica quanto a atividade das
preniltransferases, diferenciada e absolutamente aleatéria. A analise dos extratos
enzimaticos de P. aduncum e P. obtusifolia por gel de eletroforese — SDS-PAGE

(1D) complementam os resultados dos estudos dos aspectos mecanisticos e
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revelaram concentragdes proteicas diferenciadas em relacdo as duas espécies. As
bandas eletroforéticas atribuidas as preniltransferases indicaram maior concentragao
em P. aduncum, indicando efetiva participacdo da mesma no metabolismo
secundario da espécie e aparente dorméncia metabdlica em P. obtusifolia.
Experimentos de administragdo in vivo e em in vitro do possivel precursor da
unidade aromatica dos cromanos de P. obtusifolia, acetato de soédio, marcado com
isotopos estaveis, ndo demonstraram sua incorporagcdo nos cromanos, indicando
que a(s) enzima(s) policetideo sintase(s) (PKS) também poderia(m) n&o estar ativas
na espécie. Esses resultados inspiraram buscar alternativas que responderiam as
principais questbes e que poderiam a luz de alguns experimentos entender se
haveria ou ndo a possibilidade de haver uma possivel interacdo mais complexa da
planta com seu ambiente, mais precisamente sua populagdo endofitica. A
colaboragdo com o grupo da Prof? Silvia Noeli Lopez da Universidad Nacional de
Rosario, Argentina, abriu essas novas perspectivas, uma vez que a Prof? Silvia N.
Lopez estabeleceu protocolo para a obtengao de culturas dos enddfitos das folhas
de P. obtusifolia e a oportunidade de avaliar os processos quimicos que levam a
diversidade estrutural dessa possivel rica associagcdo mostrou que os fungos podem
estar biossintetizando cromanos/cromenos por uma rota biossintética diversificada e
muito mais condizente com a rota metabdlica de unidades aromaticas em fungos
e/ou bactérias, comumente relacionada a via do acetato, e assim abrir novas
possibilidades para compreender melhor essas inter-relagbes heterdlogas e,

consequentemente, melhor compreender a natureza.
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