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Resumo

O estudo fitoquimico precedente da espécie Peperomia blanda culminou no
isolamento de lignanas tetraidrofuranicas e secolignanas. Alguns isGmeros
destas secolignanas apresentaram configuracdes absolutas diferentes
daquelas ja relatadas, as quais foram determinadas por comparacdo dos
espectros experimentais de dicroismo circular vibracional e eletrénico com
aqueles preditos por célculos mecéanico-quanticos ab initio. A peperomina B
teve a configuracdo absoluta assinalada como (2S,3S,5S), confirmando a
estrutura quimica descrita na literatura, a substancia 2-metil-3-[bis(3',4"-
metilenodioxi-5'-metoxifenil) metillbutirolactona foi assinalada como (2R,3S)
e a substancia 2-metil-3-[5-(3',4"-metilenodioxi-5'-metoxifenil)-5-(3',4',5'-
trimetoxifenil)metil]butirolactona foi assinalada como (2R,3S,5S). As dinamicas
metabdlicas sazonais de trés lignanas tetraidrofuranicas e trés secolignanas
foram determinadas a partir de analise por CLAE-DAD dos extratos
metandlicos de partes aéreas e raizes de duas populacdes de P. blanda,
utilizando planejamento experimental e validagdo do método cromatografico. O
maior acumulo destas substancias foi observado nas raizes, especialmente nos
meses de julho e em espécies coletada na Reserva Florestal da Ripasa. Alguns
fatores climaticos, como a disponibilidade hidrica, foram determinantes para a
producdo destes metabdlitos. Uma das lignanas tetraidrofuranicas, com
oxidacdo na posicdo C-9, bem como as secolignanas, tiveram alguns aspectos
biossintéticos abordados pela incorporacdo de precursores em extratos
enzimaticos. Os estudos das vias biossintéticas envolvidas na formacao dessas
lignanas foram iniciados com a investigagdo e otimizacdo das reacdes
cataliticas da enzima fenilalanina aménia liase (PAL). A condicdo Otima
reacional foi determinada por planejamento experimental que revelou melhor
conversdo da L-fenilalanina ao acido trans-cinamico a uma temperatura de
51°C e pH 9,2. O protocolo otimizado foi avaliado em outras espécies de
Piperaceae, visando um procedimento comum para analise da atividade da
PAL nessa familia. Os estudos biossintéticos das lignanas presentes em P.
blanda tiveram continuidade com a avaliagdo do acoplamento oxidativo dos
precursores, alcool sinapilico e E-5-metoxisoeugenol, em presenca dos
extratos enzimaticos das partes aéreas e raizes da espécie. Os produtos
formados foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas e experimentos de ressonancia
magnética nuclear mono- e bidimensionais. A andlise dos resultados mostrou
que a biossintese da lignana tetraidrofuranica com oxidacdo em C-9 ocorreu a
partir do acoplamento cruzado entre o0s dois precursores utilizados. A
biossintese das secolignanas ocorreu exclusivamente pelo acoplamento do
alcool sinapilico. As substancias isoladas de P. blanda foram submetidas a
avaliacdo do potencial de inativacdo da enzima tirosinase, envolvida na
producdo de melanina, e mostraram potentes atividades nos ensaios in vitro.



Abstract

The previous phytochemical study of Peperomia blanda species culminated in
the isolation of secolignans and tetrahydrofuran lignans. Some of these
secolignans isomers showed different absolute configurations from those
reported in the literature, which were determined by comparison of experimental
vibrational and electronic circular dichroism spectra with those calculated using
ab initio quantum mechanical methods. The stereochemistry of peperomin B
was assigned as (2S,3S,5S) confirming the previous related structure, the
compound 2-methyl-3-[bis(3',4'-methylenedioxy-5"-methoxyphenyl)methyl]
butyrolactone was assigned as (2R,3S) and the compound 2-methyl-3-[5-(3',4'-
methylenedioxy-5-methoxyphenyl)-5-(3',4',5'-trimethoxyphenyl)methyl]
butyrolactone was assigned as (2R,3S,5S). The seasonal metabolic dynamic of
three tetrahydrofuran lignans and three secolignans were determined by HPLC-
DAD analysis of methanolic extracts of aerial parts and roots of two populations
of P. blanda, using experimental design and validation of the chromatographic
method. The largest accumulation of these substances was observed in the
roots, specially in July and in the species collected in the Ripasa's Forest
Reserve. Some climatic factors such as water availability were critical for the
production of these metabolites. One of the tetrahydrofuran secolignans with
oxidation at C-9 as well as the secolignans were studied from the biosynthetic
point of view using cell free extracts. These studies were started with the
investigation and optimization of catalytic reactions of the enzyme
phenylalanine ammonia lyase (PAL). The optimum reaction condition was
determined by experimental design which showed better conversion of L-
phenylalanine to trans-cinnamic acid at 51 °C and pH 9.2. The optimized
protocol was evaluated using other Piperaceae species, seeking a common
procedure for analyzing the activity of PAL in this family. The biosynthetic
experiments focus on the oxidative coupling of the precursors, synapil alcohol
and E-5-methoxyisoeugenol, was performed using the enzymatic extract of the
aerial parts and roots of P. blanda. The products formed were identified by
HPLC-MS and NMR mono- and bidimensional experiments. The results showed
that the tetrahydrofuran with oxidation at C-9 was biosynthesized from the
cross-coupling between the two precursors. On the other hand, the biosynthesis
of secolignans occurred from the oxidative coupling of synapil alcohol, and its
pathway showed to be syringaresinol and lioniresinol intermediaries in such
reactions. The isolated compounds from P. blanda were submitted to
inactivation assay of the enzyme tyrosinase, which is involved in the production
of melanin, and they showed potent in vitro activity.



a.C.
AcOEt
cC
CCDC
CCDP
CG

Clso
CLAE
CLAE-EM

CVv

o

d. C.
d

DC
DAD
DCE
DCM
DCV
dd
DO
DP
DPR
DRO
DTT
EC
EDTA
EFS
EM

E rel.
ESI
EtOH
gHMBC
gHMQC
grad.
Hex
IPG
IPP
i-PrOH
isoc.
IR
HOAc
v

MeOH
m/z
NOE

Lista de abreviaturas

antes de Cristo

acetato de etila

cromatografia em coluna

cromatografia em camada delgada comparativa
cromatografia em camada delgada preparativa
cromatografia gasosa

concentracao inibitoria 50%

cromatografia liquida de alta eficiéncia
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas

coeficiente de variacao

deslocamento quimico

depois de Cristo

dubleto

dicroismo circular

detector de arranjo de diodos
dicroismo circular eletrénico
diclorometano

dicroismo circular vibracional
duplo dubleto

densidade éptica

desvio padréo

desvio padrao relativo
disperséo rotatoria optica
1,4-ditiotreitol

efeito Cotton

acido etilenodiamino tetracético (dissodico)
extracdo em fase sélida
espectrometria de massas
energia relativa

electrospray ionisation

etanol

gradient heteronuclear multiple bond correlation
gradient heteronuclear multiple quantum correlation
gradiente

hexanos

imobilized pH gradient

difosfato de isopentenila
isopropanol

isocratico

indice de retencéo

acido aceético

espectroscopia no infravermelho
constante de acoplamento
multipleto

metanol

relagcdo massa-carga

nuclear Overhauser effect



NOESY - nuclear Overhauser effect spectroscopy

p. - pagina

PAL - fenilalanina aménia liase

Pl - padrao interno

PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonil

PR - protease

PVPP - polivinilpolipirrolidona

R - fator de recuperacao

Ry - fator de retencao

RMN - ressonancia magnética nuclear

RMN de *H - ressonancia magnética nuclear de hidrogénio um
RMN de **C - ressonancia magnética nuclear de carbono treze
RO - rotacao optica

gn - quintupleto

rpm - rotacdes por minuto

S - singleto

SDS - sodium dodecyl sulphate

t - tripleto

TFD - teoria do funcional de densidade

TFDTD - teoria do funcional de densidade tempo-dependente
TMS - tetrametilsilano

tr - tempo de retencao

TRIS - trildroxiaminometano

uv - ultravioleta

V.i. - volume de injecao

Vis - espectroscopia no visivel



Lista de figuras

Figura 1: Principais blocos de constru¢do utlizados na biossintese de
MEtabOolitOS SECUNUANIOS. .. .uviiiiei i et e e e e e e e e e nanes
Figura 2: Fotos de Peperomia blanda...............ccoovvevieiiiiiiiieeeeeeen
Figura 3: Estruturas quimicas das substancias isoladas de P. blanda ..............
Figura 4: Namero de artigos publicados sobre lignanas nos ultimos 50 anos....
Figura 5: Podofilotoxina derivados utilizados no tratamento de céncer..............
Figura 6: Formacao do &cido chiquimico a partir da glicose e precursores da
via fenilpropanoidiCa ..........cuvveeiiiiiiiiiciceeee e
Figura 7: Via fenilpropanoidica de formacéo das lignanas e neolignanas..........
Figura 8: Exemplo da dimerizacdo dos mondmeros radicalares com acdo da
enzima dirigente para formacao de um estereoiSOMEr0..........ccccevevvivvvieeeeeeninnns
Figura 9: Tipos de esqueletos carbbnicos de lignanas formados a partir do
acoplamento 8-8’ entre MonOligNOIS. .........cuuvuiiiiiieiiiiiiiee e
Figura 10: Via biossintética do (-)-secoisolariciresinol em Forsythia intermedia
com atuacao da enzima dirigente e da pinoresinol-lariciresinol redutase............
Figura 11: Via de formacdo do matairesinol a partir do pinoresinol e atuagéo
das enzimas pinoresinol-lariciresinol redutase (PR/LR) e secoisolaricinol
ESIAIOGENASE ...ttt e e e e e e st e e e e e e e e nbbn e eeaeens
Figura 12: Biossintese proposta para formagédo da podofilotoxina a partir do
matairesinol segundo JacksSon € MOIOG........ccooviiiiiiiiiiieeen e
Figura 13: Biossintese proposta para formacao da 6-metoxipodofilotoxina a
partir do matairesinol SEGUNUO Xi8.........uuuviiiieiiiiiiiiiiie e
Figura 14: Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos
SECUNJAIIOS €M PIANTAL ... . ..ttt eebrbesreseresesessseseeeesesseenes
Figura 15: Representagdo grafica do planejamento fatorial composto central
(planejamento em Strela) .......oooovviiieiiiie
Figura 16: Representacéo grafica do planejamento fatorial 3°..............cccc.c.......
Figura 17: |llustracdo da determinacdo da resolugdo dos picos
CrOMALOGIATICOS. ... . uutiiiiiiiiitt bbbt e e b e es b e eebseebesesessesesesesessasnnnnssssnnnnnnes
Figura 18: Substancias testadas como padrdes internos nas analises dos
extratos de Peperomia blanda..............cccoooiiiiiiiiiiiiii e
Figura 19: Curva analitica do &cido trans-CinAmiCo..............cccceeeriiiieeiniieeeeene
Figura 20: Curva analitica construida com albumina bovina (1 mg.mL™) para
dosagem proteica dos extratos eNZIMALICOS...........uuvurvvuiiiiiiiiiiiiieirerirrrrrere .
Figura 21: Exemplo da estrutura quimica bésica de uma lignana
LESI 0= V(o [0 18T =T a1 o%= U PP
Figura 22: Exemplo da estrutura quimica de uma 1,7-seco-2,7'-ciclolignana.....
Figura 23: Estruturas quimicas das secolignanas isoladas de P. blanda ..........
Figura 24: Estruturas e energias relativas dos sete conférmeros de menor
energia para (2R,3S)-1 usados para o célculo de DCE e DCV..........ccccccceeevenne
Figura 25: Comparacao entre os espectros experimental e calculado de DCE
da substancia (-)-1 com configuracao (2R,3S) .....ceuvereieeeiiiiiiiiieree e

11
12

13

14

15

16

16

17

22

38
39

40

44
49

51
68
69
70

72



Figura 26: Comparacdo entre os espectros experimentais e calculados de
DCV e IV da substancia 1 correspondentes a configuragdo (2R,3S). ...............
Figura 27: Estruturas otimizadas e energias relativas dos oito conférmeros de
menor energia para (2S,3S,5S)-2 e oito para (2S,3S,5R)-2 usados para o
CAICUIO dE DCE € DCV....ciiiiiiiiii ettt e e e e e e e e s esrranae e e e e nnne
Figura 28: Comparacédo entre os espectros de DCE experimental de (-)-2 e
0s espectros calculados para as configuragcbes (2S,3S,5S) (em vermelho) e
(2S,3S,5R) (EM Prel0). ueiiiiiieiieee ettt
Figura 29: comparagdo entre 0s espectros experimentais e calculados de
DCV e no IV da substancia 2 correspondentes a configuracéo
S TEC 1S T3S ) TSR
Figura 30: Superposicdo dos espectros de DCV calculados para as
configuracbes (2S,3S,5S) (em preto) e (2S,3S5,5R) (em vermelho) da
ST 01 = g o = USSP
Figura 31: Estruturas e energias relativas dos oito conférmeros de menor
energia para (2R,3S,5R)-3 usados para o calculo de DCE e DCV..........cccceeu.n..
Figura 32: Comparacao entre os espectros de DCE experimental de (-)-3 e
0s espectros calculados para as configuracdes (2R,3S,5S) (em vermelho) e
(2R B I T = I (] LI o] (=5 e ) PR
Figura 33: Comparacdo entre os espectros experimentais e calculados de
DCV e IV da substancia 3 correspondentes a configuragao (2R,3S,5R).............
Figura 34: Lignanas isoladas de Peperomia blanda, alvos nas analises de
dindmica metabdlica sazonal da eSPECIE...........occuuiieiiiiiiiiiiiee e
Figura 35: Perfis cromatogréaficos dos extratos de partes aéreas de P. blanda
realizados com diferentes SOIVENTES. ........cuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e
Figura 36: Cromatogramas de trés extracdes seguidas das partes aéreas
(PA) e raizes (R) de Peperomia blanda............ccceeveveveieiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeee,
Figura 37: Comparacao entre a fragdo AcOEt da ELL e da amostra submetida

Figura 38: Comparacédo entre os cromatogramas das fragdes resultantes da
extragao HQUIdO-HQUIAO..........coiuiiiiie e
Figura 39: Partes aéreas de Peperomia blanda apds procedimentos de
extragdo com metanol contendo padréo interno ELL............cccccveeiiiiiiiiieniennnn.
Figura 40: Fases estacionarias testadas para analises de extratos de
Peperomia blanda............ooooviiiiiiiiiiiii
Figura 41: Comparacao entre os cromatogramas obtidos utilizando (A) coluna
C-18 e (B) coluna fenil-hexil. ............cccc
Figura 42: Superficie de resposta gerada a partir dos dados obtidos no
planejamento experimental para otimizacdo da propor¢cdo de ACN na fase
organica em funcao do tempo de analiSe..........ccuvveeeeiiiiiiiiiee e
Figura 43: Valores 6timos de porcentagem de ACN e de tempo de andlise
determinados pelos resultados dos experimentos do planejamento
ST = LU 1S o o J ST
Figura 44: Comparacdo entre os valores preditos e observados no
planejamento estatistico para avaliagdo do ajuste do modelo utilizado..............
Figura 45: Superficie de resposta gerada a partir dos dados obtidos nos
experimentos de otimizagdo da temperatura da coluna em fungéo da vazéo da
Lt LT 0 0 T0 = PP

73

75

76

77

77

79

80

80

81

82

84

87

88

89

90

91

95

96

97



Figura 46: Comparacdo entre os valores preditos e observados no
planejamento estatistico para avaliacdo do ajuste do modelo utilizado.............. 100
Figura 47: Cromatograma de extrato de partes aéreas de P. blanda sob
condicbes otimizadas no planejamento experimental, com identificacdo das

lignanas e do padrao interno (registrado a 250 NM)........cocooiiiiiiiiiiereeennennniieee 102
Figura 48: Curva analitica obtida para a classe das secolignanas realizada
com 0 PAdrao da SUDSTANCIA L.......ccoeeiiiiiiiiiiiiicee e 111
Figura 49: Curva analitica obtida para a classe das lignanas
tetraidrofuranicas, realizada com o padréo da substancia 5.............cccccveeeeeniie 111
Figura 50: Curva analitica obtida para o padrdo interno (Licarina A).................. 112
Figura 51: Cromatograma dos padrdes benzeno e tolueno..............ccccecvvvvinnnns 114
Figura 52: Dados meteorolégicos do local de coleta (Ripasa) e fenotipicos das
ESPECIES COIBTAURAS. .....eiiiiiiiiieiiei et 120
Figura 53: Dados fenotipicos das espécies coletadas na casa de vegetacao
durante 0 Periodo de COILA..........cuuiii it 121
Figura 54: Secolignanas de P. blanda avaliadas no estudo da variacéo
metabolica da eSPECIE...........oooo i, 122
Figura 55: Variagcdo metabolica das peperominas 1-3 em partes aéreas (PA) e
raizes (R) de P. blanda coletadas na Ripasa (1) e casa de vegetacao (2) ......... 125
Figura 56: Lignanas tetraidrofuranicas de P. blanda avaliadas no estudo da
variacao metabolica da €SPECIE...........uiiiiiiiie i 127
Figura 57: Variagdo metabdlica das lignanas 4-6 em partes aéreas (PA) e
raizes (R) de P. blanda coletadas na Ripasa (1) e casa de vegetacao (2).......... 130
Figura 58: Mecanismo de reacdo da trans-desaminacéo da L-fenilalanina em
acido trans-cindmico catalisada pela enzima fenilalanina amonia liase (PAL).... 132

Figura 59: Superficie de resposta do experimento de otimizacdo das
condi¢gbes reacionais da enzima PAL para as espécies Piper tuberculatum,

Peperomia blanda e Peperomia obtusifolia. ...........ccccoiiiiiiiieieiiiniiiiiiiiee e 134
Figura 60: Condi¢cdes Otimas para atividade enzimatica da PAL das trés
espécies de Piperaceae e o valor 6timo comum calculado estatisticamente...... 135

Figura 61: Conversdo da L-fenilalanina em &cido trans-cindmico apés
fracionamento por precipitacdo salina nas trés espécies de Piperaceae
oL =111 T= o £ TP 138
Figura 62: Cromatograma obtido ap0s a incubacédo de L-fenilalanina com a
fracdo enzimética com 25-55% de saturacdo (amostra dessalinizada) de P.
blanda. Condi¢des reacionais: T = 51°C, pH = 9,2 e tempo de incubacéo de 24
0] = T PR S 138
Figura 63: Géis de poliacrilamida em uma dimenséo obtidos dos extratos e
das fracBes preparadas por precipitacdo fracionada de espécies de

Piperaceae, revelados com nitrato de prata. ... 140
Figura 64: Estruturas quimicas das substéncias isoladas de Peperomia
blanda alvos dos estudos DIOSSINtELICO. ......c..vvviiiiieeeiiiiieie e 141
Figura 65: Precursores das reacfes enzimaticas para a biossintese da
lignana tetraidrofuranica com oxidagéo em C-9 e secolignanas..............cccceeee.... 142
Figura 66: Biogénese da lignana tetraidrofuranica com oxidacdo em C-9
1570 ] F=To F= Mo L= = o] F= U Lo F- USSP 142
Figura 67: Biogénese das secolignanas de P. blanda...............cccccccvviieininnnee. 143

Figura 68: Espectro de RMN de *H do &lcool sinapilico...........cccceueuevevcucecrennnnnns 144



Figura 69: Espectro de RMN de 'H do &lcool sinapilico — ampliagéo................. 144

Figura 70: Espectro de RMN de 'H do &lcool sinapilico — ampliagéo. ............... 145
Figura 71: Espectro de RMN de 'H do E-5-metoxi-isoeugenol........................... 146
Figura 72: Espectro de RMN de 'H do E-5-metoxi-isoeugenol — ampliagéo....... 146
Figura 73: Espectro de RMN de *H do E-5-metoxi-isoeugenol — ampliacéo....... 147

Figura 74: Cromatogramas das reacdes enzimaticas utilizando (a) branco
reacional (sem adicdo de enzimas), (b) branco dos substratos (sem adicédo
dos substratos), (c) reacdo com enzimas extraidas das partes aéreas e (d)
das raizes, juntamente com 0s substratos e cofatores..............cccccceee 149
Figura 75: Cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM da reacdo dos
precursores alcool sinapilico e E-5-metoxisoeugenol com enzimas da fragédo

soluvel extraida das raizes de P. blanda.............ccccceeiiiiiiiii s 151
Figura 76: Espectro de massas da substancia referente ao pico
cromatografico com tempo de retencdo em 23,1 MiN.......c.cceveeeeerriiiiiiieeeeeeeeniienns 151
Figura 77: Espectro de massas da substancia referente ao pico
cromatografico com tempo de retencdo em 34,8 MiN.......ccccceeeeeeeiiiiiiiieeeee e, 151
Figura 78: Espectro de massas da substancia referente ao pico
cromatografico com tempo de retencdo em 40,1 MiN......cccccvvveeereiiiiiiiineeeeee e, 152
Figura 79: Espectro de massas da substancia referente ao pico
cromatografico com tempo de retencdo em 42,0 MiN........cccvvvveereeeiiniiiiieeneeeeenn. 152

Figura 80: Espectros no UV dos produtos formados na reacdo enzimatica
utilizando os precursores alcool sinapilico e E-5-metoxisoeugenol com extrato
enzimatico de raizes de P. blanda. Espectros no UV referentes as substancias
com tr em (A) 23,1 min., (B) 34,7 min. (C) 40,1 min., (D) 42,0 min.................... 153
Figura 81: Cromatogramas referentes as reagbes com enzimas extraidas de
raizes de P. blanda com H,0,, NADPH e os precursores: (A) alcool sinapilico
e E-5-metoxisoeugenol, (B) apenas o alcool sinapilico e (C) apenas E-5-
metoxisoeugenol. (D) Branco sem extrato enzimatico...........ccccvveeeeviiviiiieeeeeeenn. 154
Figura 82: Estrutura quimica do produto sugerido correspondente a um
intermediario da reagdo de biossintese das peperominas com tempo de
retencdo de 28,9 MIiNULOS € M/Z 419. ..o 155
Figura 83: Espectro de massas com ionizacao por eletrospray (ESI), no modo
positivo da segunda reacao in vitro do extrato enzimatico das raizes de P.

blanda com os precursores, alcool sinapilico e E-5-metoxisoeugenol................ 156
Figura 84: Espectro de massas com ionizagao por eletrospray (ESI), no modo
positivo do produto formado com tr em 28,9 minutos, com m/z 419. ................. 157
Figura 85: Estrutura quimica da lignana furofuranica siringaresinol, formada
na reacéo enzimatica e confirmada por RMN "H...........ccooovviivieeeieeceeeeeeeee, 158
Figura 86: Espectro de RMN de 'H do siringaresinol formado nas reacdes
enzimaticas (600 MHZ, CDCI3). .....uuuiiiieeeieiiiiiieie e e e e e e e e e e eiireee e e e e e e e e 158

Figura 87: Estrutura quimica da secolignana, formada na reacdo enzimatica... 159
Figura 88: Espectro de RMN de 'H da peperomina formada nas reacdes

ENZIMALICAS ..eeiiieieiiie ettt et e e e et e e e et e e e e e b e e e e enneeeeeaa 160
Figura 89: Espectro de RMN de 'H da da peperomina formada nas reacdes
eNZIMALICAS. — @MPIAGAD. ....cceieeiiiiiiiiiiiee et e e rrre e e e e e e e e anns 160

Figura 90: Mapa de contorno gHSQC da peperomina formada na reacgéo
ENZIMALICA. .oeiiieiiiiiiiiiii e e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e s e e e e eeeeesaaanar e eeaaeeaeeesanssereees 161



Figura 91: Mapa de contorno gHSQC da peperomina formada na reagéo

eNZIMALICA — AMPLIAGAD. ........cciiiiiiriiiiii e arrearnrarnes 161
Figura 92: Mapa de contorno gHMBC da peperomina formada na reacéo
2 V4] 0= Ui o= TP PPP TP 162
Figura 93: Mapa de contorno gHMBC da peperomina formada na reacéo
eNZIMAtiCa — AMPIAGAOD. ....ueiiiiiiiiie i 162
Figura 94: Rota biossintética de formag&o das peperominas.............cccceeerennee. 163

Figura 95: 2D SDS-PAGE da fracdo enzimética de raizes e partes aéreas de
P. blanda. Separacéo entre pl 3-10 (IPG 3-10 Linear) e MW entre 14-97 kDa
(2 USSP 164
Figura 96: Biossintese da Melanina..........cccccooeiiiiiiiiiiei e 165



Lista de tabelas

Tabela 1. Exemplos de farmacos derivados de plantas com maiores potenciais
L<Toto] g To] 101 ol o L3O EUPR TP
Tabela 2: Niveis codificados utilizados no planejamento para tempo de andlise
L T ] o] gedo =TS o L= AN O N P
Tabela 3: Experimentos realizados (X) no planejamento em niveis codificados....

Tabela 4: Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial para a coluna
fenyl-hexXil..........o
Tabela 5: Experimentos previstos a partir do planejamento experimental para

avaliacao do 6timo reacional da enzima PAL.........cccccooiiiiiiiiiiiiiee e
Tabela 6: Precipitagdo com sulfato de amonio — concentracdo de sal a ser
2o [[o1[o]gF=To [0 JF W 0 i O3 RO RRORSROUPROTS
Tabela 7: Ordem dos precursores utilizados nas reacdes in vitro com as
enzimas extraidas de P. blanda...........ccccceiiiiiiiiiiii e
Tabela 8: Protocolo aplicado na focalizagao isoelétrica ...........cccvvveveeeeiiiiviinennn.
Tabela 9: Reagentes e propor¢des necessarios para preparar 100 mL de gel

Tabela 10: Valores de area total dos cromatogramas com tempo de retencao
(tr) entre 30 e 50 minutos, em funcdo dos solventes utilizados para extragéo......
Tabela 11: Rendimento dos extratos metandlicos das partes aéreas de P.
blanda obtidos em trés extragfes sequenciais e em suas triplicatas....................
Tabela 12: Rendimento dos extratos metandlicos das raizes de Peperomia
blanda obtidos em trés extracbes sequenciais e em suas triplicatas....................
Tabela 13: Quantidade dos extratos obtidas apds procedimentos de extracao
em fase solida (EFS) e extracao liquido-liquido (ELL).........ccoceeiiiiiiiiiniiiiieiiieen.
Tabela 14: Comparacado entre as areas dos picos cromatograficos com tempo
de retencd@o entre 10 e 50 minutos, amostras submetidas a procedimentos de
extragcdo em fase sélida (EFS) e extragdo liquido-liquido (ELL)...........ccccovcuvveeennne
Tabela 15: Resolucéo dos picos em funcéo dos experimentos do planejamento
2T =] 1= - VSRS
Tabela 16: Resolucéo dos picos em funcdo dos experimentos do planejamento
12011 LIRS SRR
Tabela 17: Condic&o cromatogréfica final otimizada ............ccccccceeeeiiiiiiiiiieneeenn,
Tabela 18: Tempo de retencdo e resolucdo dos picos cromatograficos dos
PAAIrOES ANAlISAUOS. ......ci ittt e e
Tabela 19: Espectros de UV dos picos referentes aos padrées das
secolignanas 1, 2 e 3 e comparacdo com 0s respectivos picos observados no
cromatograma dO EXITALO .........uuveeieeeiiiiiiiiieee e e e e e et e e e e e e e e e e e e e s e s e aeaeaeas

Tabela 20: Espectros de UV dos picos referentes aos padrbes das lignanas
tetraidrofurénicas 4, 5 e 6 e comparacdo com sSeus respectivos picos
observados no cromatograma do eXIratO...........occuuvirieeeeeeriiiiiiieie e
Tabela 21: Comparacéo entre os tempos de retencdo das secolignanas 1-3 e
lighanas tetraidrofuranicas 4-6 em diferentes condi¢cdes de temperatura da
COIUNA CrOMALOGIATICA. ... .eeeiiiiiie ettt e

38
39

40

48

50

59
64

65

83

84

85

86

87

94

98
101

103

105

106



Tabela 22: Comparagéo entre os tempos de retengcdo das secolignanas 1-3 e
lignanas tetraidrofuranicas 4-6 em diferentes concentragcées de ACN na fase
MOVEL INICIAL ... e e e e e e e e e e e e e annnaeeeaaaeeas
Tabela 23: Médias, desvio padrao e coeficiente de variacdo da somatoria das
areas dos picos das substéncias de interesse dos extratos analisados apos
diferentes tempos de estocagem, a temperatura ambiente.............cccccceeeeeeiieenennes
Tabela 24: Comparacdo entre as areas dos picos das secolignanas 1-3, em
duas concentragies AIfErENTES. .........oovii i
Tabela 25: Comparacdo entre as areas dos picos das lignanas
tetraidrofuranicas 4-6, em duas concentragfes diferentes. ............ccccceevveninl.
Tabela 26: Médias, desvios padrdo e coeficientes de variacdo percentual
calculados para os picos cromatograficos referentes aos padrdes benzeno e
tolueno analisados N0 MESMO AI8..........covvvviiieiiieii e
Tabela 27: Dados de médias, desvios padrdao e coeficientes de variagao
percentual das andlises da mistura de padrées benzeno e tolueno em andlises
de dias diferentes.........covviiiiiiii

Tabela 28: Valores de recuperacdo de amostra em funcdo do padrédo interno
licarina A para os extratos das partes aéreas de P. blanda coletada na Ripasa...
Tabela 29: Valores de recuperacdo de amostra em funcdo do padrédo interno
licarina A para os extratos das raizes de P. blanda coletada na Ripasa...............
Tabela 30: Valores de recuperacdo de amostra em funcdo do padrdo interno
licarina A para os extratos das partes aéreas de P. blanda coletada na casa de
(V=T o] e= oz Lo J PP P OP P PPPPPPPPPRPRPPR
Tabela 31: Valores de recuperacdo de amostra em funcdo do padrédo interno
licarina A para os extratos das raizes de P. blanda coletada na casa de
(V=T o] e= oz Lo J PP OP PP TPPPPPPRPPPPN
Tabela 32: Média, desvio padrdo e coeficiente de variagdo entre as triplicatas
de injecdo ao longo das andlises das amosStras..........ccccceeevviiiciiiieeeee e eccieee e
Tabela 33: Teores das substancias 1-3 calculados nas solu¢des analisadas por
CLAE e por grama de partes aéreas secas coletadas na Ripasa............cccceee......
Tabela 34: Teores das substancias 1-3 calculados para as solu¢des analisadas
por CLAE e por grama de partes aéreas secas coletadas na casa de vegetagao.
Tabela 35: Teores das substancias 1-3 calculados para as solu¢des analisadas
por CLAE e por grama de raizes secas coletadas na Ripasa............cccccvvvvveeeennnns
Tabela 36: Teores das substancias 1-3 calculados para as solu¢des analisadas
por CLAE e por grama de raizes secas coletadas na casa de vegetagao.............
Tabela 37: Teores das substancias 4-6 calculados para as solu¢des analisadas
por CLAE e por grama de partes aéreas secas de P. blanda coletada na

Tabela 38: Teores das substancias 4-6 calculados para as solu¢des analisadas
por CLAE e por grama de partes aéreas secas de P. blanda coletada na casa
(0 LY=o =] = Lo T P
Tabela 39: Teores das substancias 4-6 calculados para as solu¢des analisadas
por CLAE e por grama de raizes secas de P. blanda coletada na

Tabela 40: Teores das substancias 4-6 calculados para as solu¢des analisadas
por CLAE e por grama de raizes secas de P. blanda coletada na casa de
AL [=] 7= Tok= Lo J R

108

109

109

110

113

115

116

117

117

118

119

122

123

123

124

128

128

129



Tabela 41: Concentragdo protéica total dos extratos brutos no estudo
comparativo da PAL de diferentes espécies de Piperaceae..........ccccccvvvvvvvvvennnnns
Tabela 42: Porcentagem de conversdo da L-fenilalanina em &cido trans-
cindmico em cada espécie analisada nas condi¢des reacionais otimizadas.........
Tabela 43: Concentracdo protéica total das fracdes resultantes da precipitacao
salina dos extratos brutos das espécies de Piperaceae.............ccccceeeiiiieeeennninenn.
Tabela 44: Tempo de retencdo, relagdo massa/carga e estruturas dos
reagentes e dos produtos formados sugeridos pela analise dos espectros de

Tabela 45: Atividade das substancias isoladas de P. blanda frente a enzima
L0 = LYY PP

133

136

137

150



Lista de esquemas

Esquema 1: Extra¢cBes das partes aéreas e raizes de Peperomia blanda....... 35
Esquema 2: Extragao liquido-liquido (ELL) dos extratos de P. blanda............. 36
Esquema 3: Extra¢cbes das partes aéreas e raizes de P. blanda..................... 45
Esquema 4: Extracdo enzimética das espécies de Piperaceae analisadas

(Piper tuberculatum, Peperomia blanda e Peperomia obtusifollia).................... a7
Esquema 5: Procedimento para reacdo enzimatica da PAL..........cccccceeeeeeeinnns 49
Esquema 6: Sintese do &lcool SiNapiliCo...........cccvvviiiiiiiiiiiiiie e, 55
Esquema 7: Sintese do E-5-metoxi-iS0eUgenOl..........cccovvviiiiiieneeiiiiiiiiieeeenn, 56
Esquema 8: Procedimento inicial para extracdo proteica de P. blanda............ 57
Esquema 9: Concentragéo das proteinas solGveis de P. blanda...................... 58

Esquema 10: Concentragéo das proteinas microssomais de P. blanda........... 58



Sumario

1. INTRODUGAO. .....oiitiiieeee ettt e, 1
1.1. A quimica de produtoS NAtUrAIS. ........ccceerrrrreriiiiiiieeeeeeeeeiie e 1
1.2. Afamilia Piperaceae e 0 género Peperomia .........ccccccevvuuvinenennnnn. 5
1.3. A espécie Peperomia blanda. ..........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeen 6
1.4. Lignanas: ocorréncia, importancia e biossintese. ...........cccccceeeeene... 7
1.5. Determinacéo da configuracdo absoluta dos compostos organicos

quirais. 18
1.6. A dindmica metabdlica dos produtos naturais. ...........cccccceeeeennnnn. 20

2. OBUIETIVOS ... 26

3. MATERIAL E METODOS......ocoiioieiecieceeeeeeeee e, 27
3.1. Coleta do material bOtANICO ..........ccevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 27
3.2, Cromatografi@...........ceeeiieeeiiiieeii e 27
3.3, SOIVENIES ..o 28
3.4. Rotacéo especifica daluz polarizada ............cccoooeeeeiiviiiiiiinneneen. 28
3.5. Dicroismo circular eletroniCo............ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 28
3.6. Infravermelno (IV) ... 28
3.7.  Dicroismo circular vibracional............ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 28
3.8. Eletroforese mono- e bidimensional. .........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiennne. 29
3.9, ESPECIIOMELIIA. ...cciviiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee ettt 29

3.9.1. ESpectrometria de MasSaS.........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 29

3.9.2. Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) ........... 29

3.9.3. Espectrofotometria UV/Visivel (UV/IVIS) .....ccccveeieeiiiiiiiiiiiiieeeen. 30
3.0, REAQGENIES ...uiiiiiieii ettt e e e 30
I I = o [ {01 PP 30
3.12. Outros EQUIPAMENTOS .......ccooviiiiiiie e 30

4. PARTE EXPERIMENTAL....citttiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
4.1. Determinacdo da configuragcdo absoluta de secolignanas de

Peperomia DIANGA. ..........uuuuiiiiiiiiiiii 31

4.1.1. Dicroismo circular eletrénico (DCE) ........ccovveeeeeiiiiiiiiiiieee e 31

4.1.2. Dicroismo circular vibracional (DCV)..........cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 31

4.1.3. Meétodo computacCional ...........cceeeeeeeiiiiiiiiiiii e 31
4.2. Determinacdo da dindmica metabodlica sazonal das lignanas e

secolignanas de P. blanda ... 33

4.2.1. Coleta e armazenamento do material botanico...........cccooeeevvveenens 33



4.2.2. Estratégia experimental.........ccccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33

4.2.3. Preparo das amoOSIrasS ...........uiiiiieeeiiieiiiiiiie e e e e eeeeeain e e e e eeaanns 33
4.2.4. Desenvolvimento do método cromatografico. ........cccccevvvvvvevennnnnn. 37
4.2.5. Validacao cromatografiCa..........ccoeeevviiiviiiiiiiieieeeeeeeeeee e, 41
4.2.6. EXIrag80 das amOSIIaS.......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et 45
4.2.7. Analise cromatogréafica dos extratos e quantificacdo da lignanas de
(=T L2 PR 45
4.2.8. Determinacdo da dinamica metabdlica envolvida na producéo das
lignanas tetraidrofuranicas € Secolignanas..............ccccuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiineens 46

4.3. Determinagcdo de protocolo de extracdo, concentracdo e
otimizacdo das condi¢cdes reacionais da enzima fenilalanina amoénia liase

(PAL) para diferentes espécies de Piperaceae. ..........ccccccceeviniiiiiiiieeeeeennnnnns 46
4.3.1. Extracdo enzimatica e otimizagdo das condi¢des reacionais. ....... 46
4.3.2. D0SAQEM PrOtEICA. .....cceeeieeeiiiiei e 50
4.3.3. Eletroforese unidimensional. ...........cccceuuuviiiiiiieiieeeeeicin e 51

4.4. Estudo biossintético de dimerizacdo das lignanas tetraidrofuranicas

e secolignanas de Peperomia blanda in Vitro...........cccoooveeeiiiiiiiiiiiiiie e, 55
4.4.1. SiNteSE JOS PrECUISOIES ....cvvvviiieeeeeeieieiiiiiseeeeeeeeeeeaaraa e e e eeaeeeennns 55
4.4.2. Procedimento para obtencdo da fracdo enzimatica soluvel e

microssomal de partes aéreas e raizes Peperomia blanda...................cc....... 56
4.4.3. Procedimento para ensaio enzimético in vitro com 0s precursores
sintetizados para formacao das lignanas. ............cccceeeeeeeieiiiiiiiiie e, 59
4.4.4. Andlise dos produtos formados por ressonancia magnética nuclear
(RIMIN et 60
4.45. Eletroforese em duas dimensdes (SDS-2D) dos extratos
enzimaticos de partes a€reas € raiZES. ......coovveeeeiieeiiiiiiei e, 60
4.5. Determinacao da atividade in vitro das lignanas e secolignanas de

Peperomia blanda frente a enzima tiroSinase. ...........c.veeeiieeeeeeeeeeiiicee e, 66
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ccoooriiieieiiiicieieee e, 68

5.1. ConSideragies gEraliS. ........couuuuuuiiiiieeeeeeeeeeiiee e e e e e 68
5.2. Determinacdo da configuracdo absoluta das secolignanas isoladas

de Peperomia blanda. ...........ccooooeiiiiiiiiiiii e 70

5.2.1. Determinacgao da configuracdo absoluta das secolignanas. ......... 70
5.3. Estudo da dinAmica metabdlica sazonal de lignanas

tetraidrofurénicas e secolignanas de Peperomia blanda................ccccuvvennnee 81
5.3.1.  CoNSIAEraGles gEraliS.......ccuuuuuuuuiirieeeiieeiiiiiiae e e e e e e eeeeiiiiar e e e e eeeeanes 81
5.3.2.  Prepar0 das amoOSIras .........cceeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 82
5.3.3. Desenvolvimento do método cromatografico ............cccceeeeieeeennnn, 90
5.3.4. Validag&o do método cromatografiCo .........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 103

5.4. Estudo biossintético das lignanas de Peperomia blanda............ 132

5.4.1. Estudo comparativo da enzima PAL em espécies de
T 1= = Tt TN 132
5.4.2. Eletroforese monodimensional dos extratos e fragfes enzimaticas
das eSpPEecies eStUdAAS. .......cooeeeeeeeeeeee e 139



5.4.3. Estudo da dimerizacdo de fenilpropanoides para formacdo das

lignanas tetraidrofuranicas e secolignanas de Peperomia blanda.................. 140
5.4.4.  SiNteSe dOS PreCUISOIES.......cccuuueiiiieeaeeaaaiiiiiieeeee e e e e e s s einebeeeeeeeeas 143
5.4.5. ENsaio enzimatiCo iN VItrO...........ciiiieeeiiiiiiiicc e 147
5.4.6. Identificacdo dos produtos formados por ressonancia magnética

LT3 5T U 157
5.4.7. Analise do perfil proteico de partes aéreas e raizes de Peperomia

blanda por eletroforese bidimensional...............ccoooriiiiiii 163

5.5. Estudo da atividade in vitro das lignanas e secolignanas de
Peperomia blanda frente & enzima tiroSiNase. ...........cccccvvvvvriinmiemnnmnninnnnnnn. 164
B.  CONCLUSOES .....cooioieiiiiiieieeee et 169

REFERENCIAS ..o e e ettt 171



Introducao 1

1. INTRODUCADO.

1.1. A quimicade produtos naturais.

A biossintese e degradacao de proteinas, gorduras, acidos nucleicos e
carboidratos, que sdo essenciais para todos 0s organismos Vvivos, € conhecido
como o metabolismo primario e os compostos produzidos nas suas vias sdo 0s
"metabdlitos primarios”. O metabolismo secundario € o mecanismo pelo qual
um organismo biossintetiza as substancias chamadas "metabdlitos
secundéarios" ou metabdlitos especiais, que sdo uma expressdo da
individualidade de uma espécie por serem geralmente encontrados em
organismos especificos. Metabodlitos secundarios ndo sao geralmente
essenciais para o crescimento, o desenvolvimento ou a reprodugdo de um
organismo e sao produzidos como um resultado da adaptacdo de um
organismo ao seu meio ambiente circundante, ou sdo produzidos para atuar
como um mecanismo de defesa contra predadores e, consequentemente,
auxiliam na sobrevivéncia da espécie. A biossintese de metabolitos
secundarios é derivada dos processos fundamentais da fotossintese, glicolise e
do ciclo de Krebs para se obter intermediarios biossintéticos que,
posteriormente, resultam na formacéo destes metabdlitos especiais (DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012).

Embora o nimero de blocos de construcéo biossintéticos seja limitado, a
guantidade de metabdlitos secundarios € infinita. Os blocos de construcao mais
importantes utilizados na biossintese de metabdlitos secundarios sdo aqueles
derivados a partir dos intermediarios: acetil-coenzima A (acetil-CoA), acido
chiquimico, acido mevaldénico e 1-desoxi-xilulose-5-fosfato (Figura 1, p. 2). Eles
estdo envolvidos em vias biossintéticas incontaveis, envolvendo diferentes

mecanismos de reacdes (DEWICK, 2002).
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Figura 1: Principais blocos de construcdo utilizados na biossintese de
metabdlitos secundarios (DEWICK, 2002).

O metabolismo secundario utiliza as vias primarias para a producdo de
metabolitos intermediarios criando uma via biossintética alternativa, que conduz
a producédo destas substancias especiais. Modificacdes nas vias biossintéticas
podem estar relacionadas a causas naturais (por exemplo, doencas ou
mudancas ambientais) ou causas ndo naturais (por exemplo, agentes quimicos
ou radiacéo), num esfor¢o para se adaptar ou proporcionar longevidade para o
organismo (SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

E a biossintese exclusiva destes metabdlitos secundéarios, produzidos
pelo nimero incontavel de organismos terrestres e aquaticos, que fornece
estruturas quimicas especificas com grande variedade de atividades biologicas.
Estas substancias ativas de fontes naturais séo utilizadas desde a antiguidade
para a cura de enfermidades. Os primeiros registros do uso de produtos
naturais como medicamentos foram descritos em tabletes de argila em escrita
cuneiforme da Mesopotamia (2600 a.C.), os quais documentam os Oleos de
Cupressus sempervirens (cipreste) e espécies de Commiphora (mirra), que sé&o

usados ainda hoje no tratamento de tosse, resfriados e inflamacdes. O Papiro
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de Ebers (2900 a.C.) € um registro farmacéutico egipcio, que documenta mais
de 700 medicamentos a base de plantas que abrangem desde gargarejos,
pastilhas, infusbes até pomadas. Os registros do médico grego Dioscorides,
(100 d.C.) descreve a coleta, 0 armazenamento e 0s usos de ervas medicinais,
ao passo que o filésofo grego e cientista natural, Teofrasto (~300 a.C.)
descreve suas aplicagbes em tratamentos de diversas enfermidades. No século
8, os é&rabes tinham suas proprias farmacias naturais e na mesma época,
Avicena, um farmacéutico, médico, filosofo e poeta persa, contribuiu muito para
as ciéncias farmacéuticas e medicas por meio de suas obras como a Canon
Medicinae, que organiza e sumariza todo o conhecimento medicinal de sua
época (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

Estes conhecimentos se difundiram para todo o mundo e atualmente os
produtos naturais ainda se configuram numa fonte importante no
desenvolvimento de medicamentos. Dados atuais mostram que nos ultimos 25
anos, cerca de dois tercos das novas drogas registradas para uso terapéutico
sdo originarias ou derivados de metabdlitos secundarios. Este sucesso é
atribuido a complexidade estrutural das moléculas encontradas em organismos
vivos, que tém uma média de 6,2 estereocentros por molécula em comparacao
com uma média de 0,4 estereocentros encontrados em substancias derivadas
de sintese combinatéria. Com novas ferramentas gendmicas, protedmicas e
metabolémicas, novos alvos moleculares foram rapidamente determinados,
juntamente com as estruturas cristalinas de proteinas responsaveis por varias
doencas humanas, o que fez com que a industria passasse a investir na
guimica combinatéria e na previsao de milhdes de moléculas virtuais utilizando
técnicas e softwares dedicados para o rastreio de novos compostos com
potencial para produzir novos medicamentos (DE LUCA et al., 2012).

Porém, estes esforcos ndo melhoraram a taxa de descoberta de novas
drogas ao longo da década passada e, apesar desta mudanca de foco, 26%
das drogas aprovadas nos anos de 2009-2010 pela FDA (Food and Drug
Administration) sdo derivados de metabdlitos naturais. Estas tendéncias,
juntamente com a necessidade de melhorar o fornecimento de medicamentos
modernos e acessiveis para o mundo em desenvolvimento, renovaram 0S
interesses da investigacdo de produtos naturais em busca de novos farmacos

(LI; VEDERAS, 2009). Um levantamento recente mostra que os farmacos
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derivados de plantas mais importantes e comercialmente relevantes
movimentam cerca de US$ 25 bilhdes/ano (Tabela 1, p. 4). Estre eles estéo:
lignanas com atividades antineoplasicas (Podophylum peltatum); alcaldides e
seus derivados sintéticos com atividade antineoplasica (Catharanthus roseus e
Camptotheca acuminata), antigota (Colchicum autumnale), antitussigenos
(Papaver somniferum), antimalaricos (Cinchona ledgeriana), anti-hirpertensivos
(Rauvolfia serpentina), colinérgicos (Physostigma venenosum), eméticos
(Psychotria ipecacuanha), analgésicos (Papaver somniferum); terpenos e
esterdides com atividades antineoplasica (Taxus baccata), antimalérica
(Artemisia annua) e contraceptiva (Dioscorea mexicana) (DE LUCA et al.,
2012).

Tabela 1: Exemplos de farmacos derivados de plantas com maiores
potenciais econdémicos (DE LUCA et al., 2012) .

Farmaco Propriedade farmacoldgica
codeina analgésico
morfina antitussigeno
capsaicina
atropina anticolinérgico
hiosciamina
escopolamina
reserpina antipertensivo
colchicina antigota
artemisinina antimalarico
quinina
guinolina
camptotecina antineoplasico
vinblastina
vincristina
taxol
podophyllotoxina
guinidina depressivo cardiaco
galantamina inibidor de colinesterase
diosgenina contraceptivos hormonais
hecogenina
estigmasterol
cocaina anestésico local
senosideo Ae B laxativo
tubocurarina relaxante muscular
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1.2. A familia Piperaceae e 0 género Peperomia

A familia Piperaceae, juntamente com outros membros da ordem
Piperales como Aristolochiaceae, Saururaceae e Lactoridaceae, é classificada
entre as angiospermas basais (KATO; FURLAN, 2007). Piperacea compreende
cinco géneros, incluindo: Peperomia, Piper, Manekia e Zippelia (JARAMILLO;
MANOS; ZIMMER, 2004) e o género Verhuellia, descrito recentemente
(SAMAIN et al., 2010). Piper e Peperomia representam oS géneros mais
importantes desta familia com 2000 (WANKE et al., 2006) e 1700 espécies
(QUIJANO-ABRIL et al., 2006), respectivamente. Espécies do género Piper
estdo localizadas em quase todos os tipos de vegetacao, predominantemente
como componentes de vegetacao pioneira. No caso de Peperomia, as espécies
sdo, em sua maioria, encontradas como epifitas ou plantas suculentas em
florestas iUmidas ou de altitude elevada (KATO; FURLAN, 2007).

Muitas espécies da familia Piperaceae sdo amplamente utilizadas na
medicina tradicional como anti-inflamatério e analgésico (ARRIGONI-BLANK, et
al.,, 2004; SILVA et al., 2008), cicatrizante (VILLEGAS et al., 2001),
leishmanicida (CELINE et al., 2009; ODONNE et al., 2009), antitumoral (LI et
al., 2003), anticolérico, antiulcerigeno (RHO et al., 2007), antifingico,
bactericida (MICHEL et al., 2007), antidepressivo e ansiolitico (MICHEL et al.,
2010), entre outros.

A substancia mais conhecida do género Piper é a amida piperina, o
constituinte que confere o sabor pungente da pimenta-do-reino (Piper nigrum),
sendo esta uma das especiarias mais famosa do mundo, utilizada desde a
antiguidade como condimento ou para conservacdo dos alimentos (GORDO et
al., 2012). Um grande numero de relatos demonstra e reforca o potencial das
amidas deste género como agentes inseticida (NAVICKIENE et al., 2003;
DEBONSI et al., 2007), moluscicida e antifungico (DYERS; PALMER, 2004).
Juntamente com as amidas, varias outras classes de metabodlitos foram
isoladas de espécies de Piper como cromenos (LAGO et al., 2004), lignanas e
neolignanas (MARTINS et al., 2003; CABANILLAS et al., 2010), alcaldides (Ee
et al., 2009), e outros metabdlitos (KATO; FURLAN, 2007).

O género Peperomia (Piperaceae) esta entre os maiores géneros de

angiospermas em numero de espécies (NAUMANN et al., 2011), mas em


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942207005134#bib34
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942207005134#bib26
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comparacdo com o0 género Piper, o conhecimento quimico de espécies de
Peperomia ainda € limitado, sendo que atualmente apenas 46 das espécies
foram estudadas (Fonte: SciFinder, novembro de 2012, palavra chave
“‘Peperomia”). As classes de metabdlitos mais encontrados em Peperomia
incluem substancias fendlicas preniladas (MOTA et al, 2009), lignanas e
secolignanas (FELIPPE et al., 2008; FELIPPE et al., 2012), policetideos
(CHENG et al., 2003) e cromenos (BATISTA et al., 2008).

1.3. A espécie Peperomia blanda.

Peperomia blanda (Jacq.) H.B. & K. é uma erva rupestre, suculenta, que
mede aproximadamente 30 cm de altura, possui folhas petaladas com tricomas
e frutos que ocorrem nos apices da planta anualmente (WAARD, 1986) (Figura
2, p. 6).

Esta espécie € encontrada principalmente nas Antilhas e na América do Sul.
No Brasil € encontrada nos estados de Roraima, Goias (Brasilia — DF), Cear4,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, S0 Paulo e Rio Grande do Sul (GUIMARAES;
GIORDANO, 2004).

Figura 2: Fotos de Peperomia blanda. (créditos: Forest and Kim Starr —
http://luirig.altervista.org/schedenam/fnam.php?taxon=Peperomia+blanda e
Lidiane Gaspareto Felippe)

Com relagdo ao estudo quimico de P. blanda, € relatada na literatura
apenas a presenca de mono- e sesquiterpenos como componentes de seus
Oleos essenciais (SANTOS et al., 2001). Veloso e colaboradores (2006 e 2009)
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também relataram a presencga de cromenos e flavonas C-glicosiladas. O estudo
prévio desta espécie revelou ainda a presenca de lignanas tetraidrofuranicas e
flavonas (Felippe et al., 2008), bem como a presenca de uma classe de
secolignanas denominadas peperominas (Felippe et al, 2011 e Felippe et al,
2012) (Figura 3, p. 7).

Figura 3: Estruturas quimicas das substancias isoladas de Peperomia

blanda.
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1.4. Lignanas: ocorréncia, importancia e biossintese.

As lignanas se constituem em uma classe de metabdlitos secundarios

amplamente biossintetizadas por espécies vegetais que vao desde arbustos
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primitivos até gimnospermas e angiospermas lenhosas e herbaceas. Podem
estar localizadas em todas as partes das plantas e, muitas vezes, assumem a
funcdo de fitoalexinas e estdo envolvidas na protecdo das plantas contra
doencas e pestes. As lignanas também podem participar no controle do
crescimento da planta(RAFFAELLI et al., 2002).

ApoGs as lignanas serem detectadas pela primeira vez em urina de
mamiferos em 1981 (ADLERCREUTZ et al.,, 1981), muitos estudos foram
conduzidos com um novo foco, o da investigacdo das lignanas com o interesse
nutricional e terapéutico. Aliado a esse interesse, a magnitude dos testes
biologicos envolvendo a classe das lignanas aumentaram consideravelmente e
fortaleceram importancia medicinal desta classe de substéncias. Entre as
principais atividades biologicas descritas para as lignanas destacam-se a
antitumoral (LEE et al., 1998; WU et al., 2006; BOZINIS et al., 2010), anti-
inflamatdria (WU et al., 2005; LI et al., 2007; DE REZENDE et al., 2011) e
antiparasitaria (MARTINS et al., 2003; SOLIS et al., 2005). Desta forma, o
namero de publicacbes sobre esta classe de metabdlitos tem aumentado
substancialmente, sendo que nos ultimos anos este namero ultrapassou 300
artigos por ano (Figura 4, pagina 9).

Dentre as substancias relatadas desta classe com finalidade terapéutica,
uma das mais importantes é a podofilotoxina devido a sua pronunciada
atividade antitumoral. Esta substancia € usada como composto inicial para
producado de trés drogas utilizadas no tratamento de alguns tipos de cancer, o
etoposideo (VEPESID®), o etopofos (ETOPOPHOS®) e o teniposideo
(VUMON®) (Figura 5, p. 9). O primeiro é o mais comumente utilizado como
agente antineoplasico e, apesar de ter sido identificado em 1966, foi aprovado
pelo FDA (Food and Drug Administration) apenas em 1983. O segundo
derivado é um analogo fosfatado e foi aprovado em 1996. O terceiro ndo é tao
frequentemente utilizado em quimioterapia e foi aprovado em 1998. Esses
resultados tornaram a podofilotoxina um dos compostos mais importantes
resultantes das pesquisas de plantas medicinais. (KOULMAN, 2003; DE LUCA
et al., 2012).
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Figura 4. Numero de artigos publicados sobre lignanas nos ultimos 50
anos. (Dados adquiridos do SciFinder Scholar em outubro de 2012, palavra
chave: “lignan”).
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Figura 5: Podofilotoxina e seus derivados utilizados no tratamento de
cancer (KOULMAN, 2003).
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A importancia da insercdo de lignanas na dieta humana também é muito
relatada. Um dos alimentos mais enriquecido com essa classe de metabdlitos é

a semente de linhaga (Linum usitatissimum). Os efeitos benéficos de linhaga
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sobre o metabolismo do tecido adiposo e diminuicdo de gordura visceral sao
atribuidos a presenca das lignanas nesta espécie. Outros alimentos, apesar de
conterem uma quantidade menor de lignanas, também sao importantes fontes
destas substancias, como a laranja e o café, e seu consumo diario esta
associado a inumeros beneficios, principalmente na prevencdo de alguns
tumores (CARDOSO CARRARO et al., 2012).

Do ponto de vista biossintético, as lignanas s&o dimeros de
fenilpropandides, amplamente encontrados no reino vegetal. O termo lignana
foi introduzido por Haworth (1936) para descrever um grupo de dimeros de
fenilpropandides, onde as unidades fenilpropanoidicas s&o ligadas pelos
carbonos C-8/C-8'. McCredie e colaboradores (1969) propuseram a extenséo
do termo para todo produto natural de baixo peso molecular que é
biossintetizado via acoplamento oxidativo de unidades de p-hidroxifenilpropeno.
O termo neolignana foi introduzido por Gottlieb (1972) para substancias
compostas de duas unidades de fenilpropano que apresentavam ligacao
diferente de C-8/C-8’. Contudo, este termo foi redefinido como sendo dimeros
de unidade alil ou propenilfenil, enquanto que o termo lignana ficou restrito a
dimeros de alcoois cinamilicos e/ou acidos cindmicos (Gottlieb, 1978). Apesar
destas redefinices, estes termos sdo utilizados amplamente, sendo adotados
no ano de 2000 pela IUPAC, que finalmente definiu que, lignanas sao dimeros
de Ce¢Cs3 unidos pela ligacdo entre os carbonos C-8/C-8’, enquanto que as
neolignanas sdo dimeros onde a unido entre as duas unidades seja diferente
de C- 8/C-8'(MOSS, 2000).

O termo biossintese é definido como as sequéncias metabdlicas que
levam as diferentes classes de produtos naturais. Em plantas superiores, a
biossintese relacionada a via do &cido chiquimico ocorre em plastideos ou no
citosol. Esta importante via metabdlica utiliza como precursores o
fosfoenolpiruvato (PEP), oriundo da glicélise, e a eritrose 4-P proveniente da
rota das pentoses monofosfatadas e do ciclo de Calvin, resultando na
biossintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano (DEWICK, 2002)
(Figura 6, p. 11).
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Figura 6: Formacgédo do acido chiquimico a partir da glicose e precursores
da via fenilpropanoidica (DEWICK, 2002).
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Uma vez formada a fenilalanina ou a tirosina, esses aminoacidos podem
entrar na chamada rota geral dos fenilpropandides (Figura 7, p. 12), que
originardo diversos tipos de compostos fendlicos como as lignanas. A rota dos
fenilpropandides inicia com a trans-desaminacgéo da fenilalanina ou tirosina ao
acido trans-cindmico ou p-cumarico, respectivamente, numa reacdo catalisada
pela fenilalanina amonia liase (PAL) em dicotiledoneas, e pela tirosina amonia
liase (TAL) em monocotiledoneas. Essas enzimas sdo consideradas
reguladoras desta via e um dos principais pontos de controle do muitos
metabdlitos secundarios de vegetais. A PAL é uma enzima tetramérica, e as
isoenzimas isoladas individualmente apresentam uma cinética que segue a
regra de Michaelis-Menten. Sua atividade € influenciada por varios fatores
externos e internos, como: horménios, niveis de nutrientes, luz, infeccdo por
patégenos e ferimentos. A acdo de fungos, por exemplo, induz a transcricdo do

MRNA que codifica para essa enzima, aumentando assim sua sintese “de
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novo” e,
fendlicos (DIAS et al., 2001).

consequentemente,

estimulando a producdo de compostos

Figura 7: Via fenilpropanoidica geral de formagdo das lignanas e

neolignanas.
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Etapas posteriores de reducdo resultam finalmente em alil- e
fenilpropandis, os quais, por acoplamentos oxidativos iniciados pelas
peroxidases ou lacases, formam os chamados intermediarios quinona-
metideos que, posteriormente, entram em ressonancia. In vitro, os radicais
livres se dimerizam para produzir uma mistura racémica. No entanto, na planta,
a dimerizacé@o é controlada e a formacdo de um estereoisémero € favorecida.
Esta observacéo levou a descoberta da proteina dirigente (Davin et al., 1997).
A proteina dirigente ndo catalisa a reacdo como uma enzima padrdo, pois nao
ha nenhum sitio ativo na proteina. Nao é clara a forma como a proteina se liga
(covalentemente ou ndo covalentemente) aos substratos, ou como dirige o
acoplamento de dois mon6meros radicalares de um modo estereoespecifico.
Davin e Lewis (2000) afirmaram que os genes homologos estdo presentes em
varias espécies de plantas, incluindo espécies de Forsythia, Thuja plicata,
Populus tremuloides, Oryza sativa, Linum usitatissimum e Nicotiana tabacum.
Esses radicais sofrerdo entdo acoplamentos oxidativos posteriores e dardo
origem aos diferentes esqueletos basicos das lignanas e neolignanas (Figura 8,
p. 13). Como resultado, a maioria das lignanas e neolignanas encontradas em
plantas sdo opticamente ativas os isdmeros podem apresentar diferentes

propriedades bioldgicas.

Figura 8: Exemplo da dimerizagdo dos mondmeros radicalares com agéo
da enzima dirigente para formacdo de um estereoisdmero (Davin and Lewis,
2000).

De fato, a dimerizagcdo dos monolignadis entre si ou em ligacdes cruzadas
levam a diversidade estrutural das lignanas e neolignanas, que podem ser
agrupadas de acordo com os tipos de cadeia lateral. No caso das lignanas,
com esqueletos formados a partir do acoplamento 8-8’ entre os monolignais,

sdo encontrados esqueletos carbonicos como das furanofuranicas (ou



Introducao 14

furofuranicas), tetraidrofuranicas, dibenzilbutanos, dibenzilbutirolactonas,
ariltetraidronaftalenos, arilnaftalenos e outros (RAHMAN et al., 2007) (Figura 9,
p. 14). As lignanas formadas a partir do acoplamento dos monolignois alcool
coniferilico (AC) ou alcool sinapilico (AS) geralmente apresentam oxidac&o

na(s) posicao(des) C 9/C-9'.

Figura 9: Tipos de esqueletos carbbnicos de lignanas formados a partir do
acoplamento 8-8’ entre monolignais.

furofurano tetraidrofurano ariltetraidronaftaleno

\O/il:\cl)

podofilotoxina

(0] (-)-grandisina
(+)-pinoresinol

dibenzilbutano dibenzilbutirolactona dibenzilcicloctadieno

(-)-secoisolariciresinol (-)-matairesinol (-)-esteganacina

O primeiro relato de estudos acerca da biossintese de lignanas foi em
1977 (STOECKIGT; KLISCHIES, 1977), no qual foram sintetizados derivados
de fenilpropandides, como o acido glicofertlico e aldeido glicoferdlico,
marcados isotopicamente com *H e !C. Os resultados mostraram a
incorporacao destes nas lignanas anctiina e filirina de Forsythia suspensa,

comprovando que estes eram 0s precursores diretos destas lignanas.
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Outras classes de lignanas também foram alvos de estudos
biossintéticos, como das lignanas tetraidrofuranicas. Um exemplo foi o estudo
da grandisina em Piper solmsianum, utilizando E-5-metoxisoeugenol
isotopicamente marcado em suas folhas como precursor. Constatou-se que as
conversdes sdo enantiosseletivas e que a lignana inicialmente formada é o
isdmero (+)-di-O-desmetilgrandisina que, por sua vez, é metilado com a
participacdo de O-metiltransferases para formacdo da grandisina (MARTINS,
2002).

A elucidacéo da via que conduz ao secoisolariciresinol, uma substancia
preventiva de alguns tipos de cancer, foi primeiramente realizada em espécies
de Forsythia intermedia, uma planta que produz e ainda metaboliza o
pinoresinol enantiomericamente puro. Este metabolismo envolve o
acoplamento intermolecular radicalar enziméatico de duas moléculas de (E)-
alcool coniferilico, com propriedades regio- e estereosseletivas. A reducao
enantioespecifica sequencial deste alcool intermediario ocorre por uma
redutase para entdo, gerar o lariceresinol e, em seguida, o secoisolariciresinol
(FORD et al., 2001) (Figura 10, p. 15). A glicosilacdo do secoisolariciresinol
realizada pela enzima secoisolariciresinol-diglicosil transferase que esta
compartimentalizada, principalmente na semente da espécie (TOURE; XU,
2010).

Figura 10: Via biossintética do (-)-secoisolariciresinol em Forsythia
intermedia com atuacdo da enzima dirigente e da pinoresinol-lariciresinol
redutase (PR/LR)(FORD et al., 2001).

OH OH OH
O R
P .

H NADPH

NADPH
a (@]
o
OH | HO HO

E-alcool coniferilico (+)-pinoresinol (+)-lariciresinol (-)-secoisolariciresinol

Outra importante via biossintética bastante estudada é das lignanas
ariltetraidronaftalénicas (podofilotoxina e seus derivados). Apesar destes
estudos ndo estarem ainda totalmente concluidos, as etapas iniciais da

biossintese da podofilotoxina ocorre necessariamente pela formacdo do
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pinoresinol e pela reducdo enantioespecifica deste ao secoisolariciresino (XIA
et al.,, 2000). O secoisolariciresinol é entdo convertido no matairesinol
(RAHMAN et al., 1990; UMEZAWA et al., 1990) (Figura 11, p. 16). Um estudo
utilizando fenilpropanéides marcados com **C incorporados a culturas de
células em suspensdo de Linum album, confirmam que o &acido ferudlico é

precursor da podofilotoxina (SEIDEL et al., 2002).

Figura 11: Via de formacgdo do matairesinol a partir do pinoresinol e
atuacdo das enzimas pinoresinol-lariciresinol redutase (PR/LR) e
secoisolaricinol desidrogenase (SD).

0 o} OH |

H H e . . . . . .
(+)-pinoresinol (+)-lariciresinol (-)-secoisolariciresinol (-ymatairesinol

As etapas biossintéticas a partir do matairesinol apresentam
divergéncias. Duas teorias tém sido defendidas sobre a biossintese de
podofilotoxina a partir de matairesinol. A primeira teoria data da década de 80 e
provou que matairesinol, iateina e desoxipodofilotoxina podem ser convertidos
em podofilotoxina (JACKSON; DEWICK, 1981; JACKSON; DEWICK, 1984).
Esta rota, que sugere que a oxidacdo na posicdo 7’ seja a Ultima etapa de
formacdo da podofilotoxina, foi confirmada por Molog e colaboradores (2001)
(Figura 12, p. 16).

Figura 12: Biossintese proposta para formacéo da podofilotoxina a partir do
matairesinol segundo Jackson (JACKSON; DEWICK, 1981; JACKSON;

DEWICK, 1984) e Molog (MOLOG et al., 2001).

I v 1

matairesinol iateina desoxipodofilotoxina podofilotoxina
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A segunda teoria baseia-se na observacdo de Xia e colaboradores
(2000) de que a incorporacdo de matairesinol marcado com®C as raizes de
Linum flavum resulta na formacao de 7-hidroximatairesinol e posteriormente da
6-metoxipodofilotoxina (Figura 13, p. 17). Estes dados mostram contradicdo
quando comparados com aqueles discutidos anteriormente (JACKSON;
DEWICK, 1981; JACKSON; DEWICK, 1984; MOLOG et al., 2001), pois sugere
que a hidroxilagdo da posi¢cdo 7’ ocorre antes do fechamento do anel nas
posicbes 2 e 7. Esta segunda teoria € menos aceita, pois em condicOes

normais, o 7’- hidroximatairesinol nao é encontrado em Linum flavum.

Figura 13: Biossintese proposta para formacdo da 6-
metoxipodofilotoxina a partir do matairesinol segundo Xia (XIA et al., 2000).

matairesinol 7"-hidroximatairesinol 6-metoxipodofilotoxina

Na quimica moderna e multidisciplinar com enfoque na metabolémica e
protedmica, os estudos de biossintese das diversas classes de metabdlitos
naturais se configuram em uma importante ferramenta para o entendimento e
para a conectividade destas ciéncias, tornando-se fundamental. Apesar de
muito difundida, a biossintese dos produtos naturais é, entre as areas de
fronteira da quimica, uma das mais recentes e representa, nos conceitos e na
metodologia, a interseccdo da quimica organica com a biologia molecular. Com
efeito, o0 conhecimento dos mecanismos biossintéticos, investigados a partir do
momento em que os radioisétopos ficaram disponiveis no final da Segunda
Grande Guerra, estd hoje no cerne de inUmeras atividades do quimico de
produtos naturais, quer se trate de intervengfes nas industrias farmacéutica,
fermentativa, ou alimentar, quer se trate de problemas das areas da toxicologia,
agricultura ou remediacado ambiental (LOBBO and LOURENCO, 2007).



Introducgéo 18

1.5. Determinacdo da configuracdo absoluta dos compostos

organicos quirais.

Considerando a grande importancia biolégica das substancias derivadas
de produtos naturais, e a complexidade quiral que elas apresentam, é
imprescindivel o conhecimento da configuracdo absoluta e a relacdo dos
diferentes isdbmeros com suas respectivas propriedades medicinais. Diversos
exemplos mostram que, enantibmeros diferentes podem possuir propriedades
diferentes levando desde a perda da atividade terapéutica até efeitos colaterais
desastrosos, como é o caso classico da talidomida na qual, o isébmero
dextrogiro € sedativo e o isdmero levogiro é teratogénico (KASPRZYK-
HORDERN, 2010). Outro exemplo é o limoneno, cujo enantibmero S é
responsavel pelo odor de limdo, enquanto que o R é responsavel pelo odor de
laranja (CLAYDEN et al., 2001).

A determinacdo da configuracdo absoluta (CA) de compostos organicos
quirais €, muitas vezes, um problema dificil de resolver (FREEDMAN et al.,
2003). Isto é especialmente critico no caso de substancias naturais que
possuem mais de um centro quirdlico e mostram, geralmente, excesso
enantiomérico (STEPHENS, DEVLIN E PAN, 2008).

Muitos métodos foram desenvolvidos ao longo dos anos para resolver
este problema, incluindo difracdo de raios X (FLACK; BERNARDINELLI, 2008),
0s métodos de RMN (SECO; QUINOA; RIGUERA, 2004) ou sintese organica
estereocontrolada. No entanto, o primeiro método exige cristais Unicos de
elevada qualidade, enquanto que o ultimo € geralmente laborioso, demorado e
caro (SADLEJ; DOBROWOLSKI; RODE, 2010). Além disso, nenhum dos
métodos acima descritos permite a avaliacdo direta da estereoquimica absoluta
em solucéo, sem derivatizacdo, se configurando em alternativas muitas vezes
inviqveis, principalmente devido as baixas concentracdes das substancias nas
matrizes naturais em analise. Como uma alternativa, os métodos quirdpticos,
tais como dicroismo circular vibracional (DCV), dicroismo circular eletrénico
(DCE), atividade Optica Raman e dispersdo rotatoria Optica (DRO), que
resultam da interacéo diferencial de uma molécula quiral com luz circularmente
polarizada para esquerda e direita, ganharam uma atengdo crescente
(POLAVARAPU, 2008). A confianca na utilizacdo destes meétodos vem do
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desenvolvimentos de calculos quanticos para predizer espectros vibracionais e
eletrdbnicos de maneira confiavel, bem como a disponibilidade de
instrumentacdo dedicada a estes experimentos.

A técnica de DCV foi descrita pela primeira vez em 1974 (HOLZWARTH
et. al, 1974), mas o primeiro instrumento comercial dedicado a medidas de
DCV s6 chegou ao mercado em 1997, com o lancamento do ChirallRtv pela
Bomem/BioTools. O desenvolvimento desse equipamento foi baseado em um
instrumento descrito em 1979 (NAFIE; DIEM; VIDRINE, 1979), o qual permitia
a medida simultanea dos espectros no IV e de DCV, em uma ampla regidao do
espectro  eletromagnético, gracas as vantagens introduzidas pela
espectroscopia no 1V com transformada de Fourier (IV-TF) (NAFIE, 2008). DCV
€ a extensdo do DCE em regides do espectro de infravermelho e infravermelho
proximo (acima de 3000 cm™) onde as transicdes vibracionais ocorrem no
estado eletronico fundamental da molécula (FREEDMAN et al., 2003).

Esta técnica tem muitas vantagens sobre o0s outros métodos
amplamente utilizados, j& que ndo h& necessidade de monocristais,
derivatizacdo ou a presenca de cromoéforos no UV-vis, sendo este Ultimo
essencial para DCE. Devido a riqueza de bandas e da sensibilidade do DCV
para conformagBes moleculares, ndo sO6 € viavel a determinacdo da
estereoquimica absoluta, mas também a andlise conformacional das moléculas
em solucdo (SADLEJ; DOBROWOLSKI; RODE, 2010). A determinagdo da
configuracdo absoluta de compostos organicos utilizando DCV inclui
inicialmente o calculo dos espectros, tanto no IV quanto de DCV, de um dos
enantibmeros possiveis, arbitrariamente escolhido, por método ab initio e pela
aplicacdo da teoria do funcional de densidade (TFD), sendo que essa Ultima
rendeu o prémio Nobel em Quimica aos pesquisadores Walter Kohn e John
Pople, em 1998. Diferentes niveis de teoria sdo possiveis, sendo que a melhor
metodologia deve ser escolhida considerando caracteristicas intrinsecas a
cada uma das moléculas avaliadas. ApOs os calculos, os espectros
experimentais obtidos na regido de IV médio (1800-900 cm™) sdo comparados
com o0s espectros preditos e, caso as bandas majoritarias (efeitos Cotton)
presentes estejam de acordo com as calculadas, em relacdo a magnitude e
sinal, a configuracdo absoluta escolhida para os céalculos corresponde aquela

da amostra desconhecida. Se, no entanto, uma mesma magnitude com sinais
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opostos for encontrada, a configuracdo absoluta é oposta aquela calculada
(NAFIE, 2008). Como o DCV configura-se na superposicao linear dos
espectros de conférmeros isolados, ndo s6 a determinacdo da configuracdo
absoluta € possivel, mas também da composicdo quali- e quantitativa dos
conformeros em solugdo (BURGI; VARGAS; BAIKER, 2002).

O DCV associado aos calculos quéanticos para determinacdo da
configuracéo absoluta de moléculas organicas quirais apresenta-se como uma
ferramenta extremamente (til e versatili na elucidacdo estrutural destes
compostos, auxiliando na melhor compreensdo das rotas biossintéticas

associadas a eles.

1.6. A dinamica metabdlica dos produtos naturais.

Como mencionado anteriormente, as plantas sdo importantes fontes de
produtos naturais. O estudo das substancias biossintetisadas pelo metabolismo
secundario dos vegetais vem aumentando, e a maioria dos pesquisadores esta
em busca de substancias biologicamente ativas. Além disso, muitas das
substancias se constituem em modelos para sintese de farmacos, que é de
grande interesse comercial.

Em 2008, o Ministério da Saude brasileiro instituiu o Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, e em fevereiro de 2009 divulgou a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus). Nesta
lista, constam 71 plantas medicinais que apresentam potencial para gerar
produtos de interesse ao SUS, dentre as quais constam: Cynara
scolymus (alcachofra), Maytenus aquifolium (espinheira santa), Schinus
terebenthifolius (aroeira da praia) e Uncaria tomentosa (unha-de-gato). Estas
espécies sdo usadas com base na sabedoria popular para tratamentos de
distarbios digestivos, de gastrite e Ulceras e de dores articulares,
respectivamente, e tiveram suas atividades confirmadas cientificamente
(disponivel em http://portal.saude.gov.br/portal/
saude/profissional/area.cfm?id_area=1336).

Porém, para ser considerado um fitoterapico de confianca, o material

vegetal necessita de critérios de analise para padronizacdo e certificacdo
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destes medicamentos e, para isso, € imprescindivel conhecer a variabilidade
quimica da espécie vegetal em questao.

A diversidade estrutural e variabilidade inter- e intra-especifica sdo as
caracteristicas mais notaveis no metabolismo secundario, porém a diversidade
guimica em plantas ndo € incidental, € provocada especificamente por rotas
biossintéticas organizadas, controladas e integradas ao metabolismo. Ha
muitos fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de produgédo de
metabdlitos secundarios em determinadas espécies. Deve ser enfatizado,
porém, que os estudos sobre influéncia destes fatores na producdo de
metabdlitos secundarios geralmente tém se limitado a um grupo restrito de
espécies, predominantemente ocorrentes em regides temperadas, muitas das
quais sdo comercialmente importantes e podem ter sofrido fortes pressfées
seletivas antrépicas visando certas caracteristicas desejadas. Seu
comportamento, portanto, nem sempre € representativo de plantas selvagens
ou de outros tipos de habitat (GOBBO NETO e LOPES, 2007).

Além disso, alguns dos fatores como desenvolvimento, sazonalidade,
indice pluviométrico, temperatura, altitude, entre outros, podem apresentar
correlagcbes entre si e ndo atuar apenas isoladamente, podendo influir em
conjunto no metabolismo secundéario (GOBBO NETO e LOPES, 2007) (Figura
14, p. 22).

Esses fatores ambientais podem influenciar diretamente a concentracéo
dos metabdlitos presentes em uma determinada espécie ou na dinamica
envolvida na sua producdo, tornando fundamental o conhecimento de quais
fatores ou quanto eles podem influenciar na producdo de substancias de

interesse farmacologico, agricola ou ecoldgico.
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Figura 14. Principais fatores que podem influenciar o acumulo de
metabalitos secundarios em planta (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Um exemplo de estudo que avaliou fatores externos nos teores de
metabdlitos produzidos por uma espécie vegetal € o que relata o cultivo de
Maytenus aquifolium em diferentes estacées do ano. A partir dos resultados,
foram constatadas variacfes sazonais significativas na composi¢cdo quimica
das folhas de M. aquifolium. Esse fato mostra que a utilizagdo dessa
espécie como matéria-prima para uso como fitoterdpicos requer a
padronizacao do cultivo e coleta da mesma (YARIWAKE et al., 2005).

Outra espécie vegetal bastante estudada do ponto de vista da dindmica
metabolica é a Hypericum perforatum. Esta espécie é conhecida como Erva de
Sao Jodo, e biossintetiza metabdlitos do tipo hipericinas, hiperiforinas, bem
como flavonoides, que apresentam propriedades medicinais importantes
incluindo antidepressivas, antivirais e antinflamatérias (BAHLS, 2005). Como
resultado deste estudo, observou-se grande variacdo da producdo destes
metabdlitos em diferentes estagios de maturacédo da planta, contribuindo nos
processos de plantacéo e colheita dessa espécie quando para fins terapéuticos
(FILIPPINI et al., 2010).

Estudos como estes citados e outros que visam compreender a
presenca ou auséncia e a variabilidade dos metabdlitos nos organismos sao de
grande importancia, porém escassos. O interesse da maioria dos
pesquisadores ainda esta em isolar e identificar as substancias biologicamente

ativas, nao tendo como foco o entendimento ou a avaliagéo da variabilidade e a
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importancia que estes metabdlitos desempenham na conservacao da espécie e
do ecossistema. Este comportamento deve-se principalmente ao fato de se
tratar geralmente de um trabalho bastante arduo e longo (FILIPPINI et al.,
2010).

A fim de fortalecer as pesquisas em produtos naturais relacionadas a
dindmica metabdlica de plantas medicinais, novas abordagens de separacao,
identificacdo e quantificagdo estdo sendo desenvolvidas para acelerar o
processo de selecdo de substancias quimicas que possuam valores
farmacoldgicos. Dentre elas podemos destacar a implementacdo de
ferramentas quimiométricas que auxiliam no planejamento e otimizacao
experimental. A quimica analitica oferece um vasto numero de exemplos de
sistemas multicomponentes, com amostras complexas e frequentemente com
muitas espécies a serem analisadas simultaneamente (como € o caso dos
estudos gendmicos, prote6micos e metaboldmicos) ou poucos analitos na
presenca de muitos interferentes (como em amostras ambientais). A
necessidade de uma instrumentacdo mais complexa para analisar estes
sistemas de forma eficiente exige, da mesma forma, ferramentas
computacionais para manipular e interpretar as informacdes obtidas (JUAN e
TAULER, 2006).

A quimiometria pode ser definida como a pesquisa e utilizacdo de
métodos matematicos e estatisticos para o tratamento de dados quimicos de
forma a extrair uma maior quantidade de informacdes e melhores resultados
analiticos (OTTO, 2007). Os métodos utilizados na quimiometria, a principio,
foram desenvolvidos em outras disciplinas que com a aplicacdo e pesquisas
voltadas para o tratamento de dados quimicos acabou dando origem a uma
nova area dentro da quimica analitica. Isso se deu apés a segunda metade dos
anos 60, com o surgimento de métodos instrumentais computadorizados para a
analise quimica que promoveu a geracdo de uma grande quantidade de dados.
Até este periodo, os quimicos baseavam suas decisbes em uma pequena
guantidade de dados que, na maioria das vezes, eram obtidos de forma lenta e
dispendiosa. A partir dos anos 60, o desenvolvimento de novas ferramentas
analiticas possibilitou um grande aumento na obtencdo de dados, o que
resultou na necessidade de criar novos métodos para analisa-los de forma

rapida, gerando a maior quantidade de informagdes relevantes. Foi entdo, que
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teve inicio a pesquisa e utilizacdo dos meéetodos matematicos e estatisticos,
resultando em uma nova area conhecida como quimiometria (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006; OTTO, 2007).

Com o avanc¢o da quimiometria foram desenvolvidas novas ferramentas
com aplicacbes distintas conforme o objetivo do estudo como, por exemplo, a
otimizacdo de processos, a classificagdo de dados, as determinacdes
guantitativas, entre outros. Usando planejamentos experimentais baseados em
principios estatisticos, pode-se extrair do sistema em estudo o maximo de
informacédo atil, fazendo um numero minimo de experimentos, podendo
melhorar e aperfeicoar o trabalho realizado. Esses métodos sdo ferramentas
poderosas, com as quais varios objetivos especificos podem ser alcancados
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Ao invés de utilizar o senso
comum e variar um fator de cada vez para encontrar condi¢cdes otimizadas de
andlise, é razoavel propor a variacdo de todos os fatores simultaneamente. A
razao para isso € que as variaveis podem influenciar-se mutuamente, e o valor
ideal para uma delas pode depender do valor da outra. As nomenclaturas
adotadas para esse procedimento sdo a propriedade de interesse chamada
resposta, as variaveis que em principio influenciam a resposta sao os fatores e
a funcdo que descreve essa influéncia é chamada de superficie de resposta
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

A atividade estatistica mais importante ndo € a analise de dados, e sim 0
planejamento dos experimentos em que esses dados devem ser obtidos.
Quando isso ndo é feito da forma apropriada, o resultado muitas vezes é uma
grande quantidade de numeros estéreis, da qual estatistico algum conseguiria
tirar quaisquer conclusfes. A esséncia de um bom planejamento consiste em
projetar um experimento de forma que seja capaz de fornecer exatamente o
tipo de informacédo que se procura. Dependendo do que se deseja, algumas
técnicas sdo mais vantajosas que outras (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

Outra necessidade essencial na determinagéo da dindmica envolvida no
metabolismo de produtos naturais € de se mostrar a qualidade de medi¢ces
quimicas, atraves de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.
Estes parametros sdo cada vez mais exigidos, pois dados analiticos nao

confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros
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irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confidveis e interpretveis sobre a amostra, este deve ser validado (RIBANI et.
al., 2004).

Segundo a resolucédo n° 899 da ANVISA (AGENCIA DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003), o objetivo de uma validacdo é demonstrar que o método
utilizado é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo
qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de determinadas substancias em
matrizes complexas. A validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados.

Os parametros analiticos normalmente utilizados na validacdo de
métodos de separacdo sao: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
intervalo, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez. Estes termos
sdo conhecidos como parametros de desempenho analitico (SWARTZ, et al.,
1998), e sdo aplicaveis as técnicas de separacédo, tais como cromatografia
gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar, que vém
se destacando na quimica analitica pela capacidade de realizarem andlises
qualitativas e quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas, bioldgicas
e em alimentos (RIBANI, et al., 2004).

E importante ressaltar que a validacdo de métodos deve ser planejada
antes de seu desenvolvimento e execucdo. A estratégia de validacdo é
especifica ao objetivo do trabalho e é influenciada pelo procedimento analitico
utilizado, pela natureza e concentracdo do composto de interesse e pela matriz
(RIBANI et al., 2004).

Finalmente, um estudo de dindmica metabdlica bem planejado e com
validacdo confiavel, permite inferir a época do ano (sazonal) ou do dia
(circadiana) onde ha um maior acimulo dos metabdlitos de interesse,

principalmente em espécies com potencial atividade terapéutica.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente trabalho foram estudar os aspectos
estruturais, funcionais, dindmicos e biossintéticos das lignanas presentes em
Peperomia blanda.

Os obijetivos especificos foram:

e Determinacao da configuracédo absoluta das secolignanas.

e Estudo da dindmica metabdlica sazonal das lignanas tetraidrofuranicas
e secolignanas.

e Estudo biossintético das secolignanas e das lignanas tetraidrofurancas
com oxidacao na posicao C-9, presentes na espéecie.

e Avaliacdo da atividade biologica frente a enzima tirosinase das

substancias isoladas de P. blanda.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material botanico

Para realizagdo do estudo quimico e de dindmica metabdlica anual, as
partes aéreas e raizes de Peperomia blanda foram coletadas na reserva
florestal da Ripasa (Parque Ecoldgico Fortaleza), no municipio de Araraquara —
SP. A espécie foi identificada pela Dra. Elsie Franklin Guimarées, e a exsicata
esta depositada no Instituto de Biociéncia da USP, S&o Paulo (K-547). Os
dados meteorolégicos relacionados aos meses de coleta foram cedidos pela
empresa Ripasa que obtém diariamente estes dados na reserva. Para o
mesmo estudo, o material também foi cultivado e coletado na casa de
vegetacao do Instituto de Quimica.

Para realizar os experimentos com a enzima fenilalanina-amonia-liase
(PAL), foram utilizadas folhas de Peperomia blanda, Peperomia obtusifolia e
Piper tuberculatum coletadas nos meses de novembro e dezembro, na casa de
vegetacao do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara.

Para os estudos biossintéticos de lignanas e secolignanas de P. blanda
foram coletadas partes aéreas e raizes das plantas cultivadas na casa de
vegetacdo do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara,

preferencialmente nos meses de julho e novembro.

3.2. Cromatografia

Para cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala analitica foi
utiizado um cromatografo SHIMADZU, constituido por quatro bombas
SHIMADZU modelo LC-10 e um detector UV/VIS com arranjos de diodos,
modelo SPD-M20A Proeminence.

As colunas cromatograficas analiticas utilizadas foram: coluna
Phenomenex Luna LC -18, 250 x 4,60 mm, 5um, e coluna Phenomenex Luna
Phenyl-Hexyl, 250 x 4,60 mm, 5 uym.

Para cromatografia preparativa, foi utilizado um cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia da marca VARIAN ProStar, equipado com duas bombas modelo
SD-1 PrepStar e detector UV-Vis modelo 320.
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A coluna preparativa utilizada foi Phenomenex, Phenyl-Hexyl, com

tamanho 250 x 21,20 mm e particulas de 10 um.

3.3. Solventes

Os solventes utilizados na obtencéo e fracionamento dos extratos, assim
como nas analises por CLAE, foram de grau HPLC (Merk). A agua utilizada em
todos os experimentos foi purificada antes do uso em sistema Milli-Q, Millipore.

Os solventes utilizados para preparo da amostra para os experimentos
de ressonancia magnética nuclear foram cloroférmio deuterado e metanol

deuterado (99,8 %) da marca Merck.

3.4. Rotacao especifica daluz polarizada

As medidas da rotacdo especifica da luz polarizada foram realizadas em

polarimetro Perkin Elmer 241, com lampada de sodio, a 589 nm (linha D).
3.5. Dicroismo circular eletrénico
Os espectros de DCE foram obtidos em detector Jasco modelo CD- 2095
Plus, cela de amostra de quartzo, com caminho éptico de 1,0 cm e volume de
44 ulL. A linha de base dos espectros de DCE de cada amostra foi corrigida por
subtracdo do espectro obtido para o solvente.

3.6. Infravermelho (IV)

Os espectros no IV foram realisados em pastiihas de KBr no

espectrometro da Perkin-Elmer (FTIR) séries 1600.
3.7. Dicroismo circular vibracional
Os espectros de DCV foram obtidos em espectrémetro Dual-PEM

ChirallR-2XTM FT-VCD (BioTools, Inc.), utilizando resolucédo de 4 cm™ e tempo

de aquisicdo de 12 horas. As medidas foram realizadas em CDCI;3 utilizando
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cela de BaF, com caminho 6ptico de 100 um e volume de 100 uL. Os desvios
da linha de base foram eliminados pela subtracdo do espectro obtido para o
solvente, em condi¢des idénticas aquelas utilizadas na amostra de interesse.
Os dados experimentais foram processados utilizando o software Grams Al 9.0

(Thermo) e os espectros plotados com o software Origin Pro 8 (Origin Lab).

3.8. Eletroforese mono- e bidimensional.

A cuba utilizada na eletrofere SDS-PAGE 1D foi uma Hoefer Mightly
Small Mini-vertical Units SE 260.

A eletroforese 2D foi realizada utilizando o sistema o Multiphor Il para a
focalizacao das proteinas, sendo que as tiras de gradiente de pH imobilizados
(IPG) foram comercialmente obtidas na forma desidratada (GE Healthcare) e
antes de serem utilizadas foram reidratadas em bandeja especifica (DryStrip
Reswelling Tray). Na segunda dimenséo foi utilizada uma cuba de eletroforese
SE 600 Ruby system

3.9. Espectrometria

3.9.1. Espectrometria de massas

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos no
espectrometro ESI, modelo LCQ Fleet, da Thermo Scientific, sistema Accela,
acoplado a um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com sistema

guaternario de bomba e injetor automatico com detector de arranjo de diodos.

3.9.2. Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrémetro Varian INOVA-
500, operando a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C e espectrémetro Bruker
Avance® Il 600 MHz, equipado com uma sonda criogénica TCI (*H/**C/*®N).

Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm) e as

constantes de acoplamento (J) em Hz.
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3.9.3. Espectrofotometria UV/Visivel (UV/Vis)

As andlises no UV/Vis foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro
UV/Visivel modelo “Ultrospec 2100 pro UV/Visible”.

3.10. Reagentes

Os reagentes para sintese dos precursores biossintéticos utilizados
foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich. O sinapaldeido (aldeido trans-3,5-
dimetoxi-4-hidroxicinamico) apresenta 98% de pureza. O 4-alil-2,6-
dimetoxifenol possui grau técnico (> 90%). O cloreto de paladio Il apresenta

99% de pureza.

3.11. Padrdes

Os padrdes de lignanas tetraidrofuranicas e secolignanas foram isolados
de P. blanda e suas purezas foram determinadas por experimentos de

ressonancia magnética nuclear.

3.12. Outros Equipamentos

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

O Freezer -86°C utilizado para o armazenamento dos extratos
enzimaticos e fracfes é da marca FORMA Scientific.

A pesagem das amostras foi executada em balanca analitica Mettler
Toledo® modelo AG245, de capacidade maxima de 210 g.

A centrifuga utilizada durante processo de extracdo € da marca CELM
COMBATE.

A extracéo foi auxiliada por equipamento de ultrassom ELMA®, modelo
TANSSONIC 700, de frequéncia de 35 kHz.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Determinacdo da configuracdo absoluta de secolignanas de

Peperomia blanda.

4.1.1. Dicroismo circular eletrénico (DCE)

As substancias, denominadas 1, 2 e 3 foram inicialmente analisadas por
DCE, sendo que medidas experimentais foram realizadas por injecdo direta,
em CHCIs, utilizando 1,0 mg/mL de cada isdbmero e cela de amostra com
caminho o6ptico de 1,0 cm. A linha de base dos espectros experimentais foi
corrigida pela subtracéo do espectro de DCE obtido para o solvente utilizado.

4.1.2. Dicroismo circular vibracional (DCV)

Os espectros de DCV foram obtidos na Universidade de Syracuse, USA,
com colaboragéo do Prof. Laurance A. Nafie. Para a substéncia 1, foi utilizada
uma solucédo de 6,5 mg em 100 pL de CHCIs, para a substancia 2, foi utilizada
uma solucéo de 6,3 mg em 200 uL de CHCI; e para a substancia 3 foi utilizada
uma solucédo de 5,0 mg em 100 uL de CHCI;, todos em célula de BF, com

caminho de 100 um de comprimento.

4.1.3. Método computacional

Todos os calculos utilizando a teoria do funcional de densidade (DFT) e
teoria do funcional de densidade tempo-dependente (TDDFT) foram realizados
a 25°C, ambos na fase gasosa utilizando o programa computacional Gaussian
09. Os calculos foram realizados inicialmente para um dos isémeros, escolhido
arbitrariamente. Buscas conformacionais foram realizadas ao nivel molecular
empregando os programas Hyperchem 7 e Spartan 08. Para o composto 1, 17

conférmeros foram obtidos (configuragdo relativa E) com diferenca de no
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maximo 6 kcal/mol do conférmero de menor energia. Estes conférmeros
tiveram suas geometrias otimizadas e os sete conférmeros de menor energia,
gue corresponde a 85% da distribuicdo de Boltzmann total, foram selecionados
para o célculo espectros DCE. O fator de Boltzmann para cada conférmero foi
calculado com base na energia livre de Gibbs. A TDDFT foi utilizada para
calcular a energia de excitagdo (em nm), forgca rotacional e forga dipolar no
nivel de teoria B3LYP/6-311++G (2d, 2p). As for¢as rotacionais calculadas das
primeiras 20 transicOes eletronicas foram simuladas em uma curva ECD. As
transicbes de comprimentos de onda preditos foram utilizadas como tal sem
qualquer escala.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) e de dicroismo circular
vibracional (DCV) para as substancias 2 e 3 foram criados usando forcas
dipolares e rotacionais, 0os quais foram calculados no nivel de teoria B3LYP/6-
31G (d) e convertidos em absortividades molares (M™* cm™). Os espectros
foram plotados utilizando o software Origin. Para (2R,3S,5R)-2, 32 conférmeros
com energia relativa (configuragdo relativa E) com diferenca de até 6 kcal/mol
do conféormero de menor energia foram selecionados e otimizados
geometricamente. Entre os 16 conférmeros com configuracdo relativa E com
diferenca menor que 1,5 kcal/mol, oito correspondem a 75% da distribuicdo de
Boltzmann total, os quais foram selecionados para célculo de DCE e DCV. Os
mesmos oito conférmeros de menor energia foram identificados para a
substancia (2R,3S,5R)-3 e foram utilizados para gerar o diastereoisbmero
(2R,3S,5S5)-3, pela inversdo do estereocentro em C-5. A TDDFT também foi
usada para calcular a energia de excitacdo (em nm), as forcas rotacionais e as
forcas dipolares. As forcas rotacionais calculadas das primeiras 10 transicoes
eletrGnicas foram utilizadas para simular uma curva de DCE. Para a simulacéo
dos espectros no IV e de DCV, as conformacdes de menor energia foram
otimizadas geometricamente e as forcas dipolares e rotacionais foram
calculadas no mesmo nivel da teoria.

Os célculos para a determinacdo da configuracdo absoluta foram
realizadas em colaboragdo com o Dr. Jodo Marcos Batista Junior, como parte
de seu estagio na Universidade de Syracuse, USA (PDEE, BEX3686/09-4), sob

supervisao do Prof Laurence A. Nafie.
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4.2. Determinacdo da dindmica metabdlica sazonal das lignanas e

secolignanas de P. blanda

4.2.1. Coleta e armazenamento do material botanico

As coletas das partes aéreas e raizes de P. blanda foram realizadas no dia
6 de cada més no periodo matinal, durante os meses de julho de 2006 a julho
de 2008, tanto na reserva da Ripasa quanto na casa de vegetag&o do Instituto
de Quimica da UNESP. Em cada coleta eram colhidas cerca de 10 plantas
inteiras e as partes aéreas e raizes eram separadas. Todo o material vegetal
foi seco em estufa a 40°C por 4 dias, triturado em moinho pequeno e
acondicionado em freezer a -80°C até o momento da preparacdo dos extratos.

4.2.2. Estratégia experimental

O estudo de dindmica metabdlica de lignanas de Peperomia blanda foi
organizado em 5 etapas:

e preparacdo da amostra,

e desenvolvimento do método cromatografico;

¢ validacdo do método cromatografico;

e andlise cromatografica dos extratos;

e quantificacdo das lignanas de interesse para determinagdo da dinamica

metabdlica sazonal envolvida em suas producdes.

4.2.3. Preparo das amostras

As amostras escolhidas para serem analisadas e avaliadas quanto a
dindmica metabdlica de lignanas de P. blanda foram compostas por partes
aéreas e raizes de espécies coletadas da Reserva Florestal da Ripasa e na
casa de vegetacdo do Instituto de Quimica. A espécie foi monitorada por um

periodo de dois anos, obtendo-se no final 48 extratos.
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Frente ao grande numero de amostras a serem manuseadas, foram
selecionadas técnicas que pudessem facilitar as etapas de extracéo e preparo
das mesmas, considerando a eficiéncia na obtencdo de extratos com maior

teor das substancias de interesse.

4.2.3.1. Determinacdo do melhor solvente extrator e numero de
extracdes

Foram selecionados cinco solventes para avaliacdo do poder de
extracdo das seis lignanas presentes em P. blanda, incluindo trés lignanas
tetraidrofuranicas e trés secolignanas. Os solventes escolhidos foram: acetato
de etila, metanol, etanol, isopropanol e uma mistura de hexano:acetato de etila
(3:7). Foram pesados 200 mg de partes aéreas secas e moidas de P. blanda
em tubos de centrifuga e adicionados 8 mL de solvente. Apds 15 minutos em
ultra-som (US), a mistura foi centrifugada por 8 minutos e o sobrenadante foi
seco e pesado. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes (Esquema
1, p. 35). Os extratos foram submetidos a extracdo em fase sélida (EFS) e
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A condicéo
cromatografica utilizada foi: gradiente exploratério de 5 a 100% de MeOH, em

65 minutos, utilizando coluna Phenomenex C-18, 250 x 4,60 mm, 5 pum.
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Esquema 1: Extracdes das partes aéreas e raizes de Peperomia blanda.

Partes aéreas/raizes (PA-1)
m = 200 mg

8mL de MeOH
15 minutos em US
8 minutos de centrifugagéo

Precipitado Sobrenadante
8mL de MeOH Rotaevaporador
15 minutos em US
8 minutos de centrifugagéo Extrato 1-1
Sobrenadante Precipitado m (PA)= 28,1 mg
m (R) = 8,0 mg
Rotaevaporador
8mL de MeOH
Extrato 1-2 ESmTrllrl]Jl:ct)stin;elil?rifu acao
m (PA) = 3,9 mg e
m (R)=1,9mg
Sobrenadante Precipitado
(descartado)
Rotaevaporador

Extrato PA-1-3
m (PA) = 1,0 mg
m (R) = 0,8 mg

Para avaliar quantas extracbes seriam necessarias para obter a
concentragdo maxima das lignanas de interesse no menor numero de
procedimentos possiveis, foram realizados extratos de partes aéreas e raizes
com metanol como descrito acima. A extracao foi realizada quatro vezes para
cada amostra. Os extratos obtidos foram analisados por CLAE, e as
guantidades (em mg) dos extratos foram utilizados para determinar a
contribuicdo de cada extracao individual em relacdo ao total (somatéria das

quatro extragoes).
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4.2.3.2. Limpeza dos extratos.

Foram avaliados dois procedimentos de preparacdo dos extratos
preliminarmente as analises por CLAE: a extracdo em fase sélida (EFS) e a
extracdo liquido-liquido (ELL) utilizando solventes de diferentes polaridades.
Desta forma, foi obtido um extrato metandlico das partes aéreas de P. blanda,
ressuspendido em 2 mL de metanol e este foi dividido em duas aliquotas de 1
mL. Cada aliquota foi submetida a uma técnica distinta para eliminacdo de
interferentes :

- extracdo liquido-liquido (ELL): 1 mL do extrato ressuspendido foi
colocado em tubo de ensaio e foi adicionado 3 mL de metanol e 1 mL de agua.
Esta solucdo foi extraida duas vezes com hexano (1,0 mL e 0,5 mL), e as
fracbes hexano foram reunidas, secas e pesadas. Posteriormente foram
realizadas quatro extracbes com acetato de etila, seguida dos mesmos
procedimentos realizados para a fracdo hexanica. A fragdo metanol/agua
restante também foi seca e pesada. Este procedimento foi realizado em

triplicata (Esquema 2, p. 36).

Esquema 2: Extracdo liquido-liquido (ELL) dos extratos de Peperomia
blanda.

Extrato metanélico de
partes aéreas de P. blanda

Adicdo de 4mL de MeOH:H,0 8:2
Adicéo de 1mL de hexano

Fracdo MeOH: H,O Fracdo Hexano 1

Adic&o de 0,5 mL de hexano

Fragdo MeOH: H,O Frag&o Hexano 2

Adicdo de 3mL de AcOEt (4 vezes)

Fracao MeOH: H,0 Fracdo AcOEt Frac&o Hexano
m =5,1 mg m = 40,4 mg M=7,5mg
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- extracdo em fase sdlida (EFS): 1mL do extrato ressuspendido foi
colocado em béquer, adicionado agua até atingir a proporcao 95:5 MeOH:H,0
e aplicado em coluna SPE Strata (C-18-E 500 mg/3 mL). O cartucho foi
previamente ativado com 3 mL de metanol e condicionado em fase mével
composta por MeOH:H,O na proporcdo 95:5. Eluiu-se mais 4 mL desta fase
movel e a fracdo resultante foi seca e pesada. Este procedimento foi realizado
em triplicata.

4.2.4. Desenvolvimento do método cromatografico.

4.2.4.1. Escolhadacolunacromatografica

Foram realizadas analises em coluna analitica Phenomenex, C-18 , 250
X 4,60 mm, 5 micron e coluna Phenomenex Phenyl-Hexyl, 250 x 4,60 mm, 5

micron.

4.2.4.2. Selecdo das condicdes cromatograficas

A. Tempo e fase movel

Com o objetivo de melhorar a separacdo cromatografica obtida nos
experimentos preliminares, inicialmente propés-se um método para avaliar a
influéncia do tempo e de diferentes propor¢cdes entre metanol e acetonitrila na
fase organica da fase movel, visando variar a for¢a de eluicdo e a seletividade
da fase mével. Os cromatogramas foram adquiridos utilizando inicialmente um
gradiente de 20 a 100% de fase organica (MeOH, ACN ou misturas dos
solventes) em 65 minutos, fluxo de 1 mL.min™*

O planejamento fatorial composto central, também denominado
planejamento em estrela, (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001,
GALDAMEZ, 2002) foi utilizado para otimizar as condi¢des cromatograficas de

analise (tempo de analise e porcentagem de ACN na fase organica da fase
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movel). A configuracdo de um experimento fatorial composto central com dois

fatores (k=2) pode ser visualizada na Figura 15.

Figura 15. Representacdo gréfica do planejamento fatorial composto

central (planejamento em estrela).
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Os niveis dos fatores (tempo e proporcdo de ACN) foram codificados

para facilitar a construcdo do planejamento experimental, remover as unidades

de medidas dos fatores, colocar a origem do eixo das variaveis no valor

intermediario e definir uma nova escala (Tabelas 2 e 3, p. 38 e 39). A partir do

planejamento fatorial composto central foram realizados 21 experimentos

(duplicata nas laterais e cinco repeticdes do ponto central).

Tabela 2: Niveis codificados utilizados no planejamento para tempo de

analise e proporcdes de ACN.

Niveis codificados

Fatores -14 -1 0 1 1,4
Tempo de analise (min) 40 55 | 70 | 85 100
% ACN 0 20 50 | 80 100
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Tabela 3: Experimentos realizados (x) no planejamento em niveis
codificados.

Tempo de analise

-1,4 -1,0 0 1,0 1,4
+1,4 X
+1,0 X X
% ACN 0 X X X
-1,0 X X
-1,4 X

B. Temperatura da coluna e vazado da fase moével.

A fim de avaliar a influéncia da temperatura do forno da coluna
cromatografica e da vazdo da fase mével, bem como selecionar as condi¢des
que propiciassem a melhor separacdo cromatografica, utilizou-se um
planejamento fatorial 3% (Figura 16, p. 39). A partir do planejamento fatorial
escolhido, foram realizados nove experimentos com triplicata do ponto central.

Uma variagéo viavel destes parametros foi escolhida, de acordo com as
possibilidades do equipamento e da coluna cromatografica (Tabela 4, p. 40).

Figura 16: Representacéo gréafica do planejamento fatorial 32.
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Tabela 4: Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial para a
coluna fenil-hexil.

Fator Unidades Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Temperatura °C 27 35 43
Vazéao mL/min 0,8 1,0 1,2

C. Fator resposta

Utilizou-se para o planejamento estatistico o programa computacional
Statistica 7.0. O fator resposta escolhido foi a resolucdo total (RT) do
cromatograma em relagdo aos picos cromatogréficos referentes as substancias
de interesse. A RT foi calculada da seguinte forma:

Primeiramente foram calculadas as resolu¢des (Rs) de todos os picos
dos padrdes em analise no cromatograma, utilizando a equacdo 1 e como
ilustra a figura 17 (ARAGAO et al., 2009).

Rs =2Dt/ (tw 1 + tw 2) (1)

Onde: Dt € a medida da separacdo dos maximos de dois picos ad-
jacentes; e twl e tw2 correspondem as larguras das bases dos picos, obtidas
tangenciando-se as gaussianas até que interceptem a linha base (Figura 17, p.
40). Quanto maior o valor de Rs, melhor serd a separacao entre os picos de

substancias que eluem seguidamente.

Figura 17: llustracdo da determinacdo da resolugcdo dos picos
cromatograficos (ARAGAO et al., 2009).

Para cada pico cromatografico referente as lignanas de interesse, foram
determinadas as resolu¢cdes em relacdo ao seu pico anterior e ao seu pico

posterior, obtendo-se assim duas resolu¢cdes. As menores resolucdes de cada
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pico foram utilizadas para o célculo da resolucdo total do cromatograma, a
partir de uma média aritmética entre elas.

Os padrdoes das lignanas em andlise foram injetados nas mesmas
condicbes citadas para identificacdo dos mesmos nas amostras de extratos
utilizados nos experimentos.

Utilizando o programa Statistica 8.0 para processamento dos dados
calculados, foi possivel determinar equacdes mateméaticas de regressdo do
conjunto de experimentos e gerar graficos de contorno e de superficie de

resposta a partir das equacdes de regressao.

4.2.5. Validacado cromatogréfica

4.25.1. Seletividade

O método escolhido para avaliar seletividade do método cromatografico
para as substancias de interesse foi através do detector de arranjo de diodos
presente no equipamento de CLAE. Este detector é capaz de avaliar a pureza
de cada banda no cromatograma. Além disso, pode gerar um espectro no UV
correspondente a cada substancia.

Desta forma, foram preparados dois extratos com amostras das partes
aéreas de P. blanda, a partir de diferentes épocas do ano, escolhidas
aleatoriamente (janeiro de 2007 e maio de 2008), os quais foram analisados
por CLAE-DAD, utilizando o método cromatografico desenvolvido e otimizado
anteriormente. Os picos correspondentes as lignanas de interesse foram
identificados por semelhanca do tempo de retencédo com dos padrdes injetados
nas mesmas condi¢cdes de analise dos extratos. A pureza de cada pico do
extrato foi determinada a partir dos dados do detector DAD e por comparacao

de seus espectros no UV com os espectros dos padrdes puros.

4.25.2. Robustez

A robustez do método desenvolvido foi determinada variando-se 2°C na

temperatura otimizada da coluna (25°C e 29°C) e 2% na concentracao inicial
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de ACN da fase movel (18% e 22%). Para isso, foi preparado um extrato e
submetido as analises com as varia¢des citadas, em triplicata, e os tempos de
retengcdo e resolugdes das lignanas foram comparados aos obtidos nas
condi¢cBes otimas. O método cromatografico utilizado foi o mesmo otimizado
por planejamento experimental.

Foram avaliados ainda os parametros de estabilidade da amostra com
diferentes tempos de estocagem apOs preparo. Para esta avaliacdo, foram
comparados os cromatogramas de trés extratos das partes aéreas de P.
blanda, preparados como descrito no item 4.2.3.1 (p. 34), e analisados
imediatamente apds o preparo, e comparados agueles armazenados por 6, 24,
e 72 horas. As médias das variacdes de area dos picos relativos a cada
substancia foram utilizadas para analise da estabilidade de cada componente

em solucéo.

4.25.3. Linearidade e intervalo

O método escolhido para avaliar a linearidade e o intervalo foi a
construcdo das curvas analiticas destas substancias, seguindo a lei de
Lambert-Beer, que preconiza que a reta tracada deve passar por todos 0s
pontos do intervalo.

Para a construcdo da curva analitica foram inicialmente avaliadas as
respostas dos padrdes das substancias em analise em duas concentracfes
diferentes (0,1 mg.mL™ e 1,0 mg.mL™) e suas areas foram comparadas. Este
procedimento teve como objetivo verificar se todas as substancias apresentam
respostas semelhantes frente ao detector (UV-DAD).

Apoés analise destes dados, foram construidas trés curvas analiticas: uma
para a classe das lignanas tetraidrofuranicas, uma para as secolignanas e uma
para o padréo interno (licarina A).

Para realizar as diluicdes e a curva analitica foi preparada uma solucdo
mais concentrada, a partir da pesagem do padrdo, denominada solucéo
estoque, e as solucdes posteriores, preparadas por diluicdo da solugéo

estoque, chamadas solugdes de trabalho.
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Com isso as curvas analiticas foram obtidas a partir das solu¢cdes-estoque
preparadas com os padrdes purificados em MeOH, e solucdes de trabalho
preparadas por diluicio em metanol da solucdo estoque nas seguintes
concentracoes:

- substancia 1 (mg.mL™): 4,00; 2,00; 0,75; 0,50; 0,25; 0,10; 0,05.

- substancia 6 (mg.mL™): 1,50; 1,00; 0,50; 0,25; 0,10; 0,05; 0,01.

- licarina A (P1) (mg.mL'l): 0,75; 0,50; 0,25; 0,10, 0,05; 0,01.

A construcdo da curva foi realizada utilizando os recursos do programa
Microsoft Office Excel 2007.

425.4. Precisao

A validacdo do método cromatografico desenvolvido por CLAE-DAD,
para analise do extrato das partes aéreas e raizes de Peperomia blanda,
envolveu a analise da precisdo. A precisdo foi determinada a partir da
repetibilidade e da precisao intermediéria.

A repetibilidade mede concordancia entre resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista e equipamento. Para isto, foi
analisada uma mistura de padrdes composta por benzeno e tolueno (0,1 mg.
mL™ cada, em metanol) em seis replicatas, com intervalos de 30 minutos entre
as andlises. A partir dos cromatogramas obtidos calcularam-se os desvios
padrdo dos tempos de retencdo e das areas dos picos das substancias de
interesse, bem como o coeficiente de variagcdo percentual (CV%) entre as
andlises.

A precisao intermediaria mede a concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério obtidos em dias diferentes. Este experimento foi realizado
utilizando a mesma mistura de benzeno e tolueno analisados em triplicata por
seis dias. Os valores dos desvios padrédo dos tempos de retencdo e das areas
dos picos das substancias de interesse, bem como dos coeficientes de
variacao percentual (CV%) entre as analises também foram calculados.

O método cromatografico foi 0 mesmo otimizado para a matriz vegetal.
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4.25.5. Exatidado e recuperagdo da amostra

A exatidao foi calculada pelo método de adi¢cdo de padrdo interno. Este
mesmo método foi usado para avaliar a recuperacdo da amostra durante os
processos de extracdo, extracdo liquido-liqguido e andlise. Para isto foi
adicionado um padrdo interno, a licarina A, no solvente extrator do material
vegetal, na concentracao inicial de 0,2 mg/mL.

Para a determinacdo do padréo interno foram avaliadas quatro tipos de
lignanas: a sesamina, a burchelina, a licarina A e a canelina A (figura 18, p. 44),
sendo que todas foram injetadas nas mesmas condicdes de andlise dos

extratos.

Figura 18: Substancias testadas como padrdes internos nas andlises dos
extratos de Peperomia blanda.
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Os dados de recuperacdo da amostra foram obtidos a partir da
comparacao das concentracgdes finais do padréao interno utilizado, encontrados
a partir da curva analitica previamente construida e as concentragfes iniciais

conhecidas.
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4.2.6. Extracdo das amostras

Pesou-se 200 mg da amostra de cada més, sendo partes aéreas ou
raizes, em tubos de centrifuga. A cada um dos tubos foi adicionado MeOH com
0 padrao licarina A (0,2 mg dissolvidos em 8 mL de metanol), os quais foram
colocados, por 15 minutos, em ultrassom (US) e posteriormente centrifugados
por 15 minutos. O sobrenadante foi reservado e o precipitado, descartado apés
trés extracdes. O metanol contendo o padrao interno foi utilizado apenas na
primeira extragdo. O procedimento esta descrito no esquema 3 (p. 45).

Os extratos obtidos em cada etapa foram reunidos e secos em
evaporador rotativo. A limpeza destes extratos foi realizada por extracdo
liquido-liquido. Os procedimentos de extragdo e preparo da amostra foram
realizados como descrito no item 4.2.3 (p. 33).

Esquema 3. Extracdes das partes aéreas e raizes de Peperomia blanda.

Partes aéreas/Raizes (200 mg)

8 mL de MeOH — 15 minutos em ultrassom

3 vezes Centrifugagdo — 8 minutos

Material vegetal Sobrenadante

Extrato 1

4.2.7. Andlise cromatogréafica dos extratos e quantificacdo da lignanas

de interesse

A avaliacao do perfil metabdlico das lignanas e secolignanas de P. blanda
foi realizada para amostras de meses alternados pelo ciclo de dois anos. Os
meses escolhidos foram de setembro e novembro de 2006; janeiro, marco,
maio, julho, setembro e novembro de 2007 e janeiro, mar¢o, maio e julho de
2008. Apds a preparacdo das amostras, estas foram ressuspendidas em 1,0

mL de MeOH e submetidas a analise por CLAE. O método cromatografico
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utilizado foi mesmo otimizado por planejamento experimental: 20 a 100% de
ACN na fase mével em 85 minutos de anélise, vazéo 0,8 mL.min™, temperatura
da coluna 27°C, A 250 nm..

As lignanas de interesse na analise sazonal, bem como o padréo interno

foram quantificadas a partir das curvas analiticas construidas previamente.

4.2.8. Determinacdo da dindmica metabdlica envolvida na producéo

das lignanas tetraidrofurénicas e secolignanas.

A dindmica metabdlica das lignanas e secolignanas foi proposta a partir
dos calculos de teor destas substancias nas solu¢des analisadas por CLAE e
por grama de material vegetal. Foram coletados os dados meteoroldgicos
relacionados ao periodo de andlise da planta, bem como os dados fenoldgicos
da espécie como floracado, frutificacdo e crescimento de raiz e avaliou-se a
influencia destes fatores nas taxas de produ¢do dos metabdlitos.

4.3. Determinacdo de protocolo de extracdo, concentracdo e
otimizacdo das condi¢cbes reacionais da enzima fenilalanina

amonia liase (PAL) para diferentes espécies de Piperaceae.

4.3.1. Extracdo enzimatica e otimizacao das condi¢Bes reacionais.

A extracdo da enzima PAL das espécies de Piperaceae foi realizada
utilizando-se 25 g de folhas trituradas em N liquido com gral e pistilo. Foram
adicionados 100 mL de solug¢ao tampéo borato 0,1M (pH 8,8) contendo PVPP
(10% m/m), sacarose (0,25 M), acido ascérbico (40 mM), EDTA (1 mM) e DTT
(5 mM).

A suspensédo obtida foi agitada por 15 minutos em banho de gelo. O
extrato foi filtrado em gaze para um tubo de centrifuga mantido a 4°C e
centrifugado a 11.950 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi armazenado em

banho de gelo e o precipitado foi descartado (Esquema 4, p. 47).
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Esquema 4: Extracdo enzimtica das espécies de Piperaceae
analisadas (Piper tuberculatum, Peperomia blanda e Peperomia obtusifollia)

Folhas

Trituracdo com N liquido
Tampao (4mL/1g) + PVPP, sacarose,
acido ascorbico, EDTA e DTT

Suspensao

Agitacdo por 15 minutos (4°C)
Filtracdo em gaze

Extrato enzimatico + restos celulares

Centrifugacdo a 11.950 x g (20minutos)

Sobrenadante

Ensaio enziméatico

Com os extratos brutos de trés espécies de Piperaceae (P. blanda, P.
obtusifolia e P. tuberculatum) foram realizados experimentos para otimizacdo
das condicOes de reacdo da enzima PAL, utilizando como substrato a L-
fenilalanina. Nessa etapa, utilizou-se um planejamento estatistico visando
otimizar o trabalho de determinacdo das condicbes reacionais com poucos
experimentos. Assim, o modelo escolhido foi de planejamento fatorial 32, que
foi detalhado no item 4.2.4.2 (p. 37), sendo que as variaveis analisadas foram o
pH e temperatura na incubacdo dos extratos com L-fenilalanina. Para isso, os
fatores variados foram pH do tampao borato 0,1M (pH 7,8, 8,8 e 10,2) e
temperatura (38, 50 e 60°C), seguindo a ordem descrita na tabela 5 (p. 48).
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Tabela 5: Experimentos previstos a partir do planejamento experimental para
avaliacao do 6timo reacional da enzima PAL.

Experimento pH do tam_péo borato de '_I'emperatura de

s6dio 0,1M incubacédo (°C)
1 7,8 38
2 7,8 50
3 7,8 60
4 8,8 38
5 8,8 50
6 8,8 60
7 10,2 38
8 10,2 50
9 10,2 60

O ensaio enzimatico foi realizado adicionando-se a um eppendorf, 250
uL de tamp&o borato 0,1M, 125 uL de solugdo enzimatica (0,2 mg.mL™) e 150
uL de L-fenilalanina (10 mM). As reacfes foram incubadas por 6 horas em
banho com temperatura controlada e sob agitacdo. Apds o tempo de
incubacgéo, a reacdo foi finalizada com a adicdo de 25 uL de HCI (6M). A
solucéo foi agitada e centrifugada a 7.000 g por 1 minuto. Este experimento foi
realizado em triplicata (Esquema 5, p. 49).

Os produtos das rea¢fes foram analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), utilizando a fase movel composta por MeOH:H,O
(+0,1% de HOAC) na proporgao 1:1, coluna LC-18 (25 cm X 4,6 mm, 5 um),
fluxo de 1mL.min™, e comprimento de onda de 275 nm.

A quantificacdo do acido trans-cinamico produzido em cada ensaio foi
feita utilizando a curva analitica obtida em diferentes concentra¢cdes do mesmo
(Figura 19, p. 49), sendo que as injecBes foram realizadas nas mesmas

condicBes experimentais das reacoes.
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Esquema 5: Procedimento para reacdo enzimatica da PAL.

250 yL de tampéao borato 0,1M

125 uL de solugdo enzimatica

Banho por 5 minutos na temperatura determinada
Adicao de 150 pL de fenilalanina (10mM)

Incubagéo por 24 horas com agitagao

25 uL de HCI (6M)

Reacéo finalizada

Agitacao

Centrifugacao

Andlise via CLAE dos produtos
formados

Figura 19: Curva analitica do &cido trans-cinamico
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Experimentos de controle (brancos) das reagfes também foram
preparados, utilizando-se somente o0 extrato enzimatico ou somente 0S
substratos, em duplicata. As reagcdes controles foram submetidas a condicdes
reacionais idénticas as das reacdes completas.

Os dados do planejamento experimental foram analisados utilizando o
programa Statistica 8.0, em fungdo da quantidade de acido trans-cinamico

formado e o 6timo reacional foi estipulado.
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Apos determinacdo do Gtimo reacional, novas extracdes enzimaticas a
partir das mesmas espécies foram preparadas utilizando os procedimentos
experimentais mencionados. Os extratos brutos foram fracionados por
precipitacdo salina com sulfato de amdnio com o objetivo de concentrar e pré-
purificar a PAL. A quantidade de sulfato de aménio a ser adicionada para
atingir a saturacdo desejada foi determinada utilizando a tabela descrita por
Englard (1990) (Tabela 6, p. 50).

Tabela 6: Precipitacdo com sulfato de amoénio — concentracdo de sal a
ser adicionado a 0°C.

saturacgéo (%) sulfato de aménio (g/L)
0-25 134
25-55 179
55-80 161

Primeiramente foi adicionado sulfato de aménio para atingir a saturacao
de 25%. ApOs todo o sal ter sido adicionado, a solucdo foi mantida sob
agitacdo por 30 minutos a 4°C e posteriormente foi centrifugada a 16.300 x ¢
por 30 minutos. O precipitado foi congelado a -80°C e o sobrenadante foi
levado a 55% de saturacdo, como descrito anteriormente. Uma ultima adicao
de sulfato de aménio foi realizada para que o sobrenadante atingisse 80% de
saturacao.

Os precipitados obtidos no fracionamento foram ressuspendidos em 3
mL de tampdo borato 0,1M e submetidos as reacdes enzimaticas como

descrito para os extratos brutos.

4.3.2. Dosagem Proteica.

A determinacao da concentracéo de proteina foi realizada utilizando-se o
método de Bradford modificado com HCI. O reagente foi preparado
adicionando-se Coomassie Blue a 500 mL de HCI 0,6 M até apresentarem
absorbéancia entre 1,3 e 1,5, registrada a 465 nm. A curva analitica foi realizada
utilizando albumina bovina (fracdo V) (Figura 20, p. 51). Foram utilizados

volumes de 5 a 50 uL dessa solugao, as quais foram colocadas em cubeta de
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poliestireno e incubados com 1 mL de agua e 1 mL do reagente de Bradford.

Apéds 5 minutos foram feitas leituras a 595 nm.

Figura 20. Curva analitica construida com albumina bovina (1 mg.mL™)
para dosagem proteica dos extratos enzimaticos.
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4.3.3. Eletroforese unidimensional.

4.3.3.1. Solucdes e reagentes necessarios

As solucdes foram preparadas em agua purificada e deionizada por

sistema Milli-Q.

A. Tampéao de Separacéao (pH=8,8)

Reagente Concentragéo
TRIS 15M
SDS 0,4% plv

B. Tampao de Concentragao (pH=6,8)

Reagente Concentracao
TRIS 0,5M
SDS 0,4% plv
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C. Solucéo acrilamida-bisacrilamida

Reagente Concentragao
acrilamida 30% p/v
bisacrilamida 0,8% plv

D. Bisacrilamida 2% p/v em agua

E. Solucdo tampéo de corrida (pH=8,3)

Reagente Concentragéo
TRIS 3,025 g/L (0,025 M)
glicina 14,4 g/L (0,192 M)
SDS 1g/L

F. Loading buffer

Reagente Concentragéo
TRIS-HCI 1,5 M (pH 6,8) 0,83 mL
glicerol 4 mL
SDS 4 mL
EDTA 37,2 mg
azul de bromofenol 0,4 mg
H,O deionizada para 10 mL

Esta solucao (F) foi armazenada a —20°C em aliquotas de 290 uL, sendo

gue antes do uso foram adicionados 13,5 yL de 0,5 M DTT.

4.3.3.2. Preparo das amostras e dos padrdes

Apés a dosagem proteica, as fracdes foram diluidas para uma
concentracdo de 0,1 mg/mL em tampao de extracdo. As amostras foram
preparadas misturando-se 15 uL destas fracdes com 5 uL de solugao tampéo

de corrida (loading buffer) e foram aquecidas em banho a 100°C por 5 minutos.
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Estas solucbdes foram entdo centrifugadas a 7.000 g por 30 segundos e
posteriormente aplicadas no gel.

Os extratos e fragcbes foram aplicados no gel juntamente com uma
solugdo de padrdes de peso molecular. Como padréo foi utilizado 10 uL de
uma solucdo que continha as enzimas fosforilase, albumina sérica,
ovoalbumina, anidrase carboénica, inibidora de tripsina e «-lactalbumina, com
massas moleculares de 97.400, 66.200, 45.000, 31.000, 21.500 e 14.437 Da,

respectivamente.

4.3.3.3. Preparo, desenvolvimento e revelacéo do gel

Foram preparados dois tipos de géis para o procedimento, o gel de
concentracdo e o gel de separacao. As proporcdes dos reagentes utilizados no
preparo de cada gel estdo indicadas abaixo. Primeiramente foi preparada a
solugdo do gel de separacdo 12% e aplicado entre as placas de vidro
previamente alocadas em suporte apropriado. ApOs sua polimerizacdo, a
solucédo do gel de concentracdo 12% foi preparada e aplicada sobre o gel de

separagéo.

A. Gel de separacao

Reagente Gel 10% Gel 12%
Tampéo de separacéo 1,25 mL 1,25 mL
Solucéo acril-bisacrilamida 1,67 mL 2 mL
H.O 2,05 mL 1,72 mL
PSA (10% p/v) 50 uL 50 uL
TEMED 7 L 7 L

B. Gel de concentragéo

Reagente Quantidade
Tampao de concentragao 375uL
Solugao acril-Bisacrilamida 150uL
H,O 770uL
bisacrilamida 2% 100uL
PSA (10% p/v) 15uL
TEMED 2,5uL
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Cada gel (12%) foi transferido para a cuba de eletroforese 1D e foi
adicionado o volume necesséario da solucdo tampéo de corrida. Foi aplicada
uma intensidade de corrente de 20 mA até o loading buffer atingir o final do gel.
Neste momento, o gel foi desmontado e iniciou-se o processo de revelacao
com nitrato de prata (AgNO3).

Para a revelacdo, o gel foi colocado em uma solugdo 10% de acido
tricloroacético, na qual permaneceu por uma hora, sob agitacdo. Esta solucao
foi entdo descartada e adicionou-se agua destilada. O gel ficou sob agitacéo
em agua destilada por 30 minutos. A solucéo foi entdo descartada e adicionou-
se uma solucdo de DTT (5 pg/ml), na qual o gel ficou sob agitagdo por mais 30
minutos. Posteriormente, esta solucdo foi descartada e adicionou-se uma
solucéo 0,1% de nitrato de prata, a qual foi devidamente descartada apés 30
minutos. Em seguida foi adicionada uma solucdo de carbonato de sédio 3%,
que continha 0,085% de formaldeido, apés 10-30 segundos esta solucéo foi
descartada, adicionando-se outra vez a solucdo de carbonato de sédio e
formaldeido. Apds o aparecimento das bandas relativas as proteina, a reacéo
foi finalizada adicionando-se uma solucéo 2,3 M de acido citrico até ndo se
observar mais o desprendimento de CO,. Ap6s 1 hora esta solucdo foi
descartada, o gel foi lavado com agua destilada por trés vezes
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4.4. Estudo biossintético de dimerizacdo das lignanas

tetraidrofuranicas e secolignanas de Peperomia blanda in vitro.

4.4.1. Sintese dos precursores

4.4.1.1. Alcool sinapilico

O alcool sinapilico foi preparado seguindo o protocolo descrito por
Ludley e Ralph (1996). O reagente sinapaldeido (trans-3,5-dimetoxi-4-hidroxi-
cinamaldeido) foi dissolvido em 10 mL de acetato de etila e colocado em um
baldo de fundo redondo (2,38.10 M). Foi adicionado NaBH, na proporgéo 1:2
p/p em relacdo ao sinapaldeido e a solucdo foi agitada por 1 hora a
temperatura ambiente, sob atmosfera de N, e protegido da luz. Apés 1 hora,
foram adicionados 50 mL de H,O e realizada uma extracao liquido-liquido
utilizando 50 mL de acetato de etila (2 vezes). As fases organicas foram
reunidas e secas com MgSQO, anidro, filtradas e concentradas. Os processos
de extracao, filtracdo e concentracdo também foram realizados sob abrigo de

luz. O rendimento da reacéo foi de 93% (Esquema 6, p. 55).

Esquema 6: Sintese do alcool sinapilico

O X \O -0 X OH
NaBH,
HO . HO
O\ AcOEt o\
sinapaldeido alcool sinapilico

4.4.1.2. E-5-metoxi-isoeugenol

O E-5-metoxi-isoeugenol foi preparado seguindo o protocolo descrito por
Jing e colaboradores (2001) com algumas modificacdes. O reagente 4-alil-2,6-
dimetoxifenol foi dissolvido em 5 mL de metanol (1,56.10* M) em baldo de

fundo redondo coberto com papel aluminio para evitar contato com a luz. Foi
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entdo adicionado 5 mg do catalizador PdCI, e a reacao foi agitada em sistema
fechado por 5 horas. ApGs o tempo de reacdo, a solucao foi filtrada em filtro
tipo Mollipore HPF 0,2 um (Millex®) e imediatamente utilizada nas reacdes

enziméaticas. O rendimento da reacao foi de 80 % (Esquema 7, p. 56).

Esquema 7: Sintese do E-5-metoxi-isoeugenol

o = _o A
PdCl2
HO S MeOH - HO i
~ ~
4-alil-2,6-dimetoxifenol E-5-metoxi-isoeugenol

4.4.2. Procedimento para obtencdo da fracdo enzimética solavel e

microssomal de partes aéreas e raizes Peperomia blanda.

Foram coletados 20 g de material vegetal (partes aéreas e raizes) de
plantas adultas de P. blanda e imediatamente adicionado N,. Triturou-se
utilizando gral e pistilo. Foram adicionados 100 mL de solucéo tampao Tris-HCI
0,1M pH 7,5 contendo 35 % p/p do PVPP, 1 mM EDTA e 10 mM DTT. A
suspensao obtida foi agitada suavemente por 15 min. em banho de gelo,
filtrada em gaze, e centrifugada a 8000 g por 10 minutos a 4°C. O precipitado
obtido foi descartado e o sobrenadante foi dividido em duas aliquotas de 50 mL

(Esquema 8, p. 57).
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Esquema 8: Procedimento inicial para extracao proteica de P. blanda.

Partes aéreas/raizes de P. blanda (20 g)

Trituracdo com N,
Adicdo de 100 mL tampé&o Tris-HCI| 0,1M pH
7,5, contendo PVPP, EDTA e DTT

Suspensao

Agitacdo 15 min 4°C
Filtracdo em gaze

Extrato protéico com restos celulares

Centrifugagdo 15 min 10000 rpm

Sobrenadante Precipitado
(extrato proteico)

ALIQUOTA 1 ALIQUOTA 2

A primeira aliquota foi submetida a precipitacdo salina com sulfato de
amonio até 80% de saturacdo para concentracdo das proteinas solluveis do
extrato e novamente centrifugado a 16000 g por 10 minutos a 4°C. O
precipitado foi ressuspendido em 3 mL de tampdo KPi (0,1M) pH 7,5 e
submetido a uma coluna de Sephadex G-25 para dessalinizacdo e retirada de
substancias endogenas (Esquema 9, p. 58).

A segunda aliquota foi submetida a procedimento de concentracdo de
enzimas microssomais. Para isso, foi submetida a ultracentrifugacdo a 39000 g,
a 4°C, por 90 minutos. O precipitado resultante (fracdo microssomal bruta) foi
ressuspendido em 5 mL de solucaoTris-HCI 0,1 M e pH 7,5, contendo 2 mM
DTT, 1 M KCI e 10% p/v de glicerol com agitagcao suave em banho de gelo por
30 min. A fracdo microssomal assim ressuspendida foi novamente submetida a

ultracentrifugacdo a 39000 g e 4°C, por 60 minutos. O precipitado (fracdo
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microssomal) foi ressuspendido em 5 mL de solu¢do Tris-HCI 0,1M pH 6,5,
contendo 2mM DTT e 4mM CHAPSO e mantido em banho de gelo por mais 15
minutos com agitacdo suave, sendo posteriormente submetido a uma coluna
de Sephadex G-25 com tampédo TRIS-HCI (0,1 M) pH 7,5 para retirada de
endogenos (Esquema 10, p. 58).

Esquema 9: Concentracao das proteinas soluveis de P. blanda

Aliguota 1

Precipitacdo salina a 80% de saturagéo
com sulfato de aménio
Centrifugacdo a 16000 g e 4°C

Precipitado
(proteinas soluveis)

Sobrenadante

Esquema 10: Concentracéo das proteinas microssomais de P. blanda

Aliquota 2

Ultracentrifugacdo 90 min. a 39.000 g

Precipitado 1
(fracdo microssomal bruta)

Sobrenadante

Ressuspensdo em 5 mL de Tris-HCI
0,1M pH 7,5 contendo DTT, KCI e
glicerol.

Agitacdo em banho de gelo 30 min.
Ultracentrifugacdo 60 min., 39000 g,
4°C.

Sobrenadante Precipitado 2
(proteinas microssomais)




Parte experimental 59

4.4.3. Procedimento para ensaio enzimatico in__vitro com o0s

precursores sintetizados para formacgéao das lignanas.

Para as reacfes in vitro, foram utilizados os precursores sintetizados:
alcool sinapilico e E-5-metoxi-isogenol.
Os precursores foram utilizados nas reacfes biossintéticas de acordo

com a tabela 7, (p. 59).

Tabela 7: Ordem dos precursores utilizados nas reagdes in vitro com
as enzimas extraidas de P. blanda.

Experimento - codigo Precursor 1 Precursor 2
(1 equivalente) (1 equivalente)
1-AM alcool sinapilico (A) E-5-metoxi-isogenol (M)
2-AA alcool sinapilico (A) alcool sinapilico (A)
3-MM E-5-metoxi-isogenol (M) E-5-metoxi-isogenol (M)

O ensaio enzimético foi iniciado adicionando-se a um tubo tipo
eppendorf, 200 pL de tampéao KPi 0,1 M (pH 7,5), 25 uL de solugdo 50 mM de
cada precursor, como na tabela 7, 100 uL de extrato enzimético e 50 uL de
cofator NADPH (20 mM) e 25 uL de H,O, (10 mM). A reacédo foi incubada
inicialmente a 25 °C por 2 horas sob agitacdo. Apds o tempo de incubacao as
solucdes foram extraidas duas vezes com 400 uL de acetato de etila. O
solvente foi evaporado e o residuo foi ressuspendido em metanol e analisado
por CLAE e CLAE-EM.

Os produtos das reacbes foram analisados por CLAE, utilizando a fase
moével composta por MeOH:H,0 (+0,1% de HOAc) em gradiente de 20 a 100%
de MeOH, coluna phenomenex LC-18 (25 cm X 4,6 mm, 5 um), fluxo de
1mL.min™" e comprimento de onda de 250 nm.

Foram realizadas também as reacdes de controle com os brancos
enzimaticos e brancos dos precursores utilizando as mesmas condi¢fes das
reacdes completas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Outras condicdes reacionais com variacao de temperatura (25°C, 35°C e
45°C) e de tempo de incubacéao (1h, 2h, 4h e 8h) também foram avaliadas.
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4.4.4. Andlise dos produtos formados por ressonancia magnética
nuclear (RMN).

Ap6s andlise por CLAE e CLAE-EM, os produtos das reacOes
enziméaticas foram fracionados por CLAE preparativo. A condicao
cromatografica para o fracionamento foi:

- coluna Phenomenex, Phenyl-Hexyl, com tamanho 250 x 21,20 mm e
particulas de 10 pm.

- gradiente de 30 a 100% de MeOH na fase mdvel, em 60 minutos.

- comprimento de onda de 250 nm.

As fracdes foram submetidas a experimentos de RMN mono- e

bidimensionais.

4.45. Eletroforese em duas dimensdes (SDS-2D) dos extratos

enzimaticos de partes aéreas e raizes.

4.45.1. Solucdes e reagentes utilizados

A. Solucao de reidratacao (sem adicéo do IPG buffer)

Reagentes Concentracéao final Quantidade

uréia ™ 10,59

tiouréia 2M 3,89

CHAPS 2% (Mm/v) 059

azul de bromofenol (1%) 0,002% (m/v) 50 uL
adgua deionizada para 25 mL

Aliguotas de 2,5 mL foram estocadas a -80°C. Imediatamente antes do
uso, 7 mg de DTT e 50 uL de IPG buffer ou Pharmalyte (3-10) foram

adicionados por cada aliquota.
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B. Tampéo de equilibrio (aliquotas de 10 mL foram estocadas a -80°C)

Reagentes Concentracao final Quantidade
TRIS-HCI, pH 8,8 (solucéo D) 50 mM 10 mL
uréia 6 M 72,07 g
glicerol (87% v/v) 30% (v/v) 69 mL
SDS 2% (m/v) 409
azul de bromofenol 1% (Sol. I) 0,002% (m/v) 400 uL
agua deionizada para 200 mL

C. Solucgéo estoque de acrilamida-bisacrilamida

Reagentes Concentracao final Quantidade
acrilamida 30% (m/v) 60 g
bisacrilamida 0,8% (m/v) 1649

agua deionizada para 200 mL

D. Tampéao de resolucao (4x)

Reagentes Concentracéao final Quantidade
TRIS 15M 181,79
HCI Ajustar o pH para 8,8
agua deionizada parall

E. Solucdo SDS 10%

Reagentes Concentragao final Quantidade
SDS 10% (m/v) 5049
agua deionizada para 50 mL

F. Solucéo de persulfato de aménio10%

Reagentes Concentracao final Quantidade

persulfato de amoénio 10% (m/v) 0,19

agua deionizada para 1 mL
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G. Tampéao de corrida

Reagentes Concentracao final Quantidade
TRIS 25 mM 30,39
glicina 192 mM 14409
SDS 0,1% 10,09

agua deionizada para 10 L
H. Solucéo de agarose
Reagentes Concentracao final Quantidade
tampéo de corrida 100 mL
agarose 0,5% 0,59
azul de bromofenol (1%) 0,002% (m/v) 200 uL
l. Solucéo estoque de azul de bromofenol (1%)
Reagentes Concentracao final Quantidade
azul de bromofenol 1% 100 mg
TRIS 50 mM 60 mg
agua deionizada para 10 mL

4.45.2. Limpezadas amostras

Apés a determinacdo da concentragdo de proteinas no extrato
enzimatico da fracdo enriquecida de PAL, as amostras foram diluidas para uma
concentracdo de 100 ug/mL e entdo submetidas aos procedimentos de
preparacao necessarios para aplicacdo do gel. O clean-up das amostras foi
realizado utilizando o kit 2-D clean-up kit da Amersham Biosciences. Este
procedimento envolve a combinacéo de agentes precipitantes que eliminam da
amostra a presenca de interferentes, tais como sais e acidos nucléicos, que
dificultam o desenvolvimento e a resolugéo da metodologia.

O procedimento descrito no kit de clean-up aplicado as amostras esta

descrito a seguir:
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e Em um tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL, transferiu-se 100 ul de uma
solucdo contendo 100 pg de proteina e 300 uL da solucéo
precipitante, agitou-se a mistura em vortex e manteve-se em banho
de gelo por 15 minutos.

e Adicionou-se 300 puL da solugéo coprecipitante e misturou-se.

e Centrifugou-se a 5.000 g por 10 minutos. O precipitado foi
centrifugado rapidamente para a remocéo completa do sobrenadante
sem ser perturbado.

e Adicionou-se 40 uL da solucdo coprecipitante, e colocou-se em
banho de gelo por 5 minutos.

e Centrifugou-se a 5.000 g por 10 minutos e descartou-se o
sobrenadante.

e Adicionou-se 25 uL de &gua deionizada ao precipitado e agitou-se
em vortex até disperséo do precipitado.

e Adicionou-se 1 mL de tampé&o de lavagem (resfriado a -20°C por pelo
menos 1 hora antes do uso) e 5 uL de aditivo de lavagem.

e Agitou-se o tubo em vortex durante 20-30 segundos e armazenou-se
a -20°C. Ap6s 10 minutos o tubo foi agitado em vortex por mais 20-
30 segundos. Este procedimento foi repetido por mais 2 vezes.

e Centrifugou-se a 10.000 g por 10 minutos.

e O sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi seco em
temperatura ambiente por 3 minutos.

e O precipitado foi ressuspendido na solucdo de reidratacdo A (item
4.4.5.1, p. 60)

4.45.3. Hidratacao das tiras de IPG

Foram utilizadas tiras de IPG de 13 cm (pH 3-10 e pH 4-7), as quais
foram reidratadas na bandeja de DryStrip Reswelling Tray com 250 pL da
solucdo de reidratacdo A (adicionada de DTT e IPG buffer). O periodo de

reidratacéo foi de 14-18 hs a temperatura ambiente.
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4.45.4. Primeiradimensdo: focalizagdo isoelétrica

A focalizagéo isoelétrica foi realizada utilizando o equipamento ETTAN™
IPGphor Il

As tiras foram colocadas no Strip Holder segundo especificagdo do
fabricante. A focalizacéo foi realizada a 20°C sendo aplicados 50 pA por tira. O
gradiente utilizado esta descrito na tabela 8. Depois de focalizadas, as tiras
foram armazenadas a -80°C até serem submetidas a segunda dimensdo SDS-
PAGE.

Tabela 8: Protocolo aplicado na focalizacao isoelétrica (tiras de 13 cm,
de pH 3-10L).

Etapa | Voltagem (V) | Volts-Hora Tempo (hs)
1 500 500 1
2 1000 1000 1
3 8000 16000 Variavel (4-6 hs)

*O tempo consumido para atingir esta voltagem depende da natureza

da amostra.

4.45.5. Segunda dimensao

A. Preparo do gel de poliacrilamida 12,5%

Para aplicar tiras de IPG de 13 cm de comprimento, foram preparados géis
em placas de 18x16 cm com espacadores de 1,5 mm de espessura e 1 cm de
largura. As solugdes e quantidades para preparo do gel de poliacrilamida entéo

descritos na tabela 9.
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Tabela 9: Reagentes e propor¢cdes necessarios para preparar 100 mL

de gel 12,5%.

Reagente Volume (gel 12,5%)
solugéo de acrilamida/bisacrilamida 41,7 mL
(solucéo C, item 4.4.5.1)
tampéao de resolucao 25 mL
(solucéo D, item 4.4.5.1)
solugéo de SDS 10% 1mL
(solucéo E, item 4.4.5.1)
agua deionizada 31,8 mL
perssulfato de amoénio 10% 0,5mL
(solucéo F, item 4.4.5.1)
TEMED 0,033 mL

Para favorecer a polimerizacdo rapida, os primeiros quatro reagentes

foram misturados e desaerados em ultrassom. Foram entdo adicionados o

perssulfato de aménio e o TEMED. A solugédo foi mantida em agitagdo por

alguns minutos antes da aplicacéao.

B. Equilibrio das tiras

Antes de serem aplicadas ao gel as tiras sdo submetidas a um

tratamento com DTT e iodoacetamida no tampao de equilibro (solucéo B, item

4.4.5.1, p. 60) para reduzir as pontes de dissulfeto das proteinas e alquilar os

grupos tidis, evitando assim processos de re-oxidagdo durante o experimento

de eletroforese.

e Adicionou-se a cada tira em um tubo tampado, 10 mL de tampé&o de

equilibrio (solugédo B) contendo 100 mg de DTT. A tira foi mantida sob

agitacdo em solucao por 15 minutos.

e Essa solucdo foi descartada e trocada por 10 mL de tampéo de

equilibrio contendo 250 mg de iodoacetamida. A tira foi mantida nessa

solugdo por no minimo 15 minutos, sob agitacéo.
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C. Aplicacao das tiras e desenvolvimento do gel.

Uma solugcdo com padroes de peso molecular foi aplicada em papel
absorvente e este colocado a esquerda do gel, proximo ao extremo acido da
tira. O gel foi selado com solucéo de agarose (solucéo G, item 4.4.5.1, p. 60).

O gel foi colocado na cuba de eletroforese (SE 600 Ruby system)
refrigerada a 10-12°C, previamente preenchida com 4 litros de tampdo de
corrida (solucdo F, item 4.4.5.1). Aplicou-se uma corrente de 45 mA por gel,
com voltagem maxima em 600 V. A corrente foi interrompida quando o azul de

bromofenol migrou até 0,5 cm da parte inferior do gel.

4.45.5. Revelacao dos géis

Os géis foram revelados com nitrato de prata, como descrito na no item

4.3.3.3, na péagina 53.

4.5. Determinacao da atividade in vitro das lignanas e secolighanas

de Peperomia blanda frente a enzima tirosinase.

Os ensaios in vitro das substancias isoladas de P. blanda frente a
enzima tirosinase teve como objetivo a avaliacdo de seus potenciais de
inativacdo ou ativacdo desta enzima, na busca por possiveis farmacos para o
tratamento de doencas envolvidas com sua disfuncdo. Dez substancias foram
avaliadas neste experimento, entre elas: trés secolignanas, quatro lignanas
tetraidrofuranicas e trés policetideos. As amostras a serem testadas foram
preparadas diluindo-se as substancias selecionadas em tampao fosfato de
sodio 1,5 M, pH 6,8, na concentracéo de 750 ug/mL.

A reacao foi realizada em placa de 96 pocos, que foram divididos em
guatro grupos, contendo em cada um deles os seguintes reagentes:

e A - Branco enziméatico: 120 uL de tampéao fosfato de sodio 1,5 M, pH

6,8 e 40 uL de tirosinase de cogumelo (92 unidades/mL do mesmo

tampéao).
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e B — Branco do meio: 160 uL de tampéo fosfato de sédio 1,5 M, pH
6,8.

e C — Branco da amostra: 120 uL de tampéo fosfato de sédio 1,5 M,
pH 6,8 e 40 uL de amostra

e D — Reacdo completa: 120 uL de tampé&o fosfato de sédio 1,5 M, pH
6,8, 40 pL de tirosinase de cogumelo (92 unidades/mL do mesmo

tampéao) e 40 uL de amostra.

Apés 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, foram
adicionados 40 uL de 3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA, 2,5 mM no mesmo
tampdo) em todas as reacfes e apds mais 5 minutos, as absorbancias foram
lidas a 475 nm em espectrofotdmetro de microplacas. A inibicdo da atividade
da tirosinase foi calculada pela seguinte equacéao:

Inibicao = {[(A-B)-(D-C)]/(A-B)}x100.

Além destas solucdes, foram realizadas as reacgdes completas com o
controle positivo, acido kojico (10 ug/mL e 15 pg/mL, dissolvido no mesmo
tampéo) no lugar das substancias testadas. Os experimentos foram realizados

em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Consideraces gerais.

Estudos quimicos precedentes de Peperomia blanda (FELIPPE, 2008)
revelaram que as lignanas tetraidrofuranicas e as peperominas Sao0 0S
constituintes principais dos extratos de média polaridade desta espécie (Figura
3, p. 7). Relatos na literatura mostram que estas duas classes apresentam
importantes atividades biolégicas. As principais atividades relacionadas a
classe das lignanas tetraidrofuranicas sdo antiparasitaria (MARTINS et al.,
2003; FELIPPE et al., 2008), anti-inflamatéria (WU et al., 2005), larvicida
(LEITE et al., 2012) e antitumoral (YUN et al., 2011). As secolignanas do tipo
peperominas também apresentam muitos relatos destacando principalmente
suas atividades inseticida (GOVINDACHARI; KUMARI; PARTHO, 1998),
citotoxica (CHENG et al., 2003; WU et al., 2006; XU et al., 2006), antiviral
(ZHANG et al., 2007) e anti-inflamatoria (TSUTSUI et al., 2009). Também é
importante notar a semelhangca estrutural entre as peperominas e as
podofilotoxinas (SIBI et al., 2001) usadas no tratamento clinico de tumores
malignos (CASTRO et al. 2003).

Estruturalmente, as lignanas tetraidrofuranicas apresentam um anel
furénico tetrassubstituido, com quatro centros quiralicos que podem assumir

diferentes configuragdes (Figura 21, p. 68).

Figura 21: Exemplo da estrutura quimica bésica de uma lignana
tetraidrofuranica.
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As secolignanas do tipo peperominas sdo encontradas apenas em
espécies do género Peperomia e sdo caracterizadas pela presenca de um anel
y-butirolactonico (Figura 22, p. 69). O prefixo seco- indica a clivagem de uma
ligacdo em um anel com a correcdo apropriada do niumero de hidrogénios na

estrutura.

Figura 22: Exemplo da estrutura quimica de uma 1,7-seco-2,7'-
ciclolignana.

As lignanas tetraidrofuranicas de Peperomia blanda previamente
isoladas revelaram configuracdes relativas constantes no anel tetraidrofuranico,
mostrando um sistema enzimatico bastante estereosseletivo. No entanto, para
as peperominas foram observadas diferentes configuracdes relativas no anel
butirdlactonico, sendo que a configuracdo cis é bastante rara nesta classe. Os
dados disponiveis na literatura ndo foram suficientes para a determinacédo da
configuracdo absoluta destas substancias, sendo necesséario o uso de uma
técnica mais eficaz para esta finalidade. Os métodos quirdpticos de dicroismo
circular eletrénico (DCE) e vibracional (DCV) foram selecionados e se
mostraram bons resultados.

Com as estruturas e configuracbes determinadas, foi investigada a
dindmica metabdlica de formacado das duas subclasses de lignanas que tiveram
como principal objetivo, além do entendimento de suas fung¢des biologicas ou
ecologicas na espécie, avaliar a época de maior acumulo destas e assim,
direcionar o estudo biossintético das vias responsaveis por suas formacdes.

Finalmente as substancias isoladas de P. blanda foram testadas frente a
enzima tirosinase para avaliacdo de seus potenciais bioldgicos relacionados a

producéo ou inibicdo de melanina. Os resultados estao discutidos a seguir.
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5.2. Determinacdo da configuracdo absoluta das secolighanas

isoladas de Peperomia blanda.

Para a determinacdo da configuracdo absoluta das substancias
organicas € fundamental que a estrutura quimica, bem como a configuracao
relativa da mesma sejam determinadas. A determinagdo estrutural das
peperominas 1-3, bem como a determinagé&o de suas configuragdes relativas,
foram realizadas por RMN de 'H, *C e técnicas bidimensionais e esta
determinacao foi discutida detalhadamente em trabalho anterior (FELIPPE,
2008) e publicadas recentemente (FELIPPE et al., 2011; FELIPPE at al., 2012).
Estes trabalhos revelaram a configuracdo relativa cis no anel butirolactonico
para as substancias 1 e 2 e trans para a substancia 3. No entanto, as
configuracbes absolutas destas substancias ndo haviam sido totalmente

elucidadas.

5.2.1. Determinacao da configuracdo absoluta das secolignanas.

O estudo de determinacdo da configuracdo absoluta foi realizado para
trés substancias da classe das secolignanas, denominadas 1, 2 e 3,

representadas na figura 23 (p. 70).

Figura 23: Estruturas quimicas das secolignanas isoladas de P. blanda.
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Apoés determinacdo das configuracdes relativas entre as posicoes 2, 3 e 5
das secolignanas 1, 2 e 3, observou-se a presenca de diferentes
diastereoisomeros. A partir da experiéncia que 0 nosso grupo de pesquisa vem
adquirindo na determinacdo da configuracdo absoluta de substancias naturais
por métodos quirdpticos (BATISTA et al.,, 2010; BATISTA et al., 2011), a
técnica de dicroismo circular vibracional foi escolhida para auxiliar no problema

apresentado.

5.2.1.1. Substancial

ApoOs determinacdo da configuragdo relativa por NOESY, haviam duas
possibilidades de configuracdo absoluta para a substancia 1, sendo (2S,3R) ou
(2R,3S). A configuragdo (2R,3S) foi arbitrariamente escolhida, e apds
otimizacdo da geometria, sete conférmeros de menor energia foram
identificados através do programa computacional (Figura 24, p. 72). Os
espectros DCE foram calculados utilizando teoria do funcional de densidade
tempo-dependente (TFDTD) em fase gasosa e foram consistentes com 0s
experimentais, isto €, apresentaram um efeito Cotton negativo na regido de
270-290 nm, positivo na regido 240-270 nm e negativo na regido 220-240
(Figura 25, p. 73). Os mesmos sete conférmeros de menor energia otimizados
foram considerados para o IV e DCV para simulacao espectral. A semelhanca
excelente entre o0s espectros observados e calculados confirmaram a

configuragéo absoluta da substancia (-)-1 como (2R,3S) (Figura 26, p. 73).



Resultados e discussao

72

Figura 24: Estruturas e energias relativas dos sete conférmeros de

menor energia para (2R,3S)-1 usados para o célculo de DCE e DCV.

Conform. 1

Conform. 3

Conform. 5

Conform. 7

Conform. 2

Conform. 4

Conform. 6
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Figura 25: Comparacao entre 0os espectros experimental e calculado de
DCE da substancia (-)-1 com configuracao (2R,3S).

DCE observado DCE calculado

Figura 26: Comparagdo entre 0os espectros experimentais e calculados
de DCV e IV da substancia 1 correspondentes a configuracéo (2R,3S).

DCV calculado

DCV observado

IV calculado

Absortividade molar, ¢

IV observado

Absortividade molar, ¢

Numero de onda(cm"l)
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5.2.1.2. Substancia 2

A andlise dos dados espectrométricos comparados aos dados da
literatura, confirmam que a substancia 2 tem a mesma estrutura e configuracao
relativa no anel butirolactbnico que a peperomina B. O primeiro relato da
peperomina B mostrou a rotacdo Optica positiva associada aos efeitos Cotton
positivo e negativo em aproximadamente 275 e 250 nm, respectivamente,
levou a um assinalamento inicial dos centros quirdlicos como (2S,3S,5S)
(CHEN; JAN; LEE, 1989). Ao comparar os dados experimentais obtidos para 2
com valores da literatura percebemos que, apesar dos dados de rotacao 6ptica
serem muito semelhantes ([a]p?* +21,8 em CHClIs; c. 0.49), os dados de DCE
nao eram condizentes aos reportados para a peperomina B. Embora um efeito
de Cotton positivo ter sido observado a 275 nm, este foi seguido por um efeito
Cotton ligeiramente negativo e um fortemente positivo a 260 e 240 nm,
respectivamente. Estas constatacdes levaram-nos a calcular o espectro de
DCE de 2 utilizando teoria do funcional de densidade tempo-dependente
(TFDTD). Os oito conférmeros de menor energia otimizados foram identificados
(Figura 27, p. 75) tanto para configuracdo (2S,3S,5S)-2 quanto para
(2S,3S,5R)-2 e foram considerados para simulacdo espectral de DCE. Esta
abordagem permitiu-nos investigar todas as configuracdes possiveis para 0s
trés centros quiralicos, tendo em conta a configuracdo trans no anel y-
butirolacténico (os antipodas das configurac6es arbitrariamente escolhidos

foram gerados pela multiplicacdo de seus espectros finais por (- 1)).
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Figura 27: Estruturas otimizadas e energias relativas dos oito
conférmeros de menor energia para (2S,3S,5S)-2 e oito para (2S,3S,5R)-2
usados para o célculo de DCE e DCV.

(2S,3S,5S) (2S,3S,5R)

A comparacdo dos espectros calculados e experimentais de DCE para 2
esta apresentado na figura 28 (p. 76). Foi observado que tanto para a
configuracdo (2S,3S,5S)-2 quanto para a (2S,3S,5R)-2, 0s espectros
calculados possuem boa concordancia com os dados experimentais. Portanto,
neste caso, o DCE nao pode ser usado para determinar sem ambiguidade a
configuracéo absoluta dos dois diastereoisbmeros, uma vez que nao foi capaz
de diferencia-los. Este fato pode ter resultado da semelhanca entre os dois
substituintes aromaticos no estereocentro em C-5, que compartilham
basicamente as mesmas propriedades de transicdo eletronica. Além disso, o
DCE € uma técnica de resolucdo inferior em comparagdo com DCV, além de

apresentar menor numero de bandas.
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Figura 28: Comparacéo entre os espectros de DCE experimental de (-)-2
e 0s espectros calculados para as configuragdes (2S,3S,5S) (em vermelho) e

(2S,3S,5R) (em preto).

DCE observado

DCE calculado

O passo seguinte foi calcular o espectro no IV e de DCV dos mesmos

diastereoisdbmeros considerados na andlise por DCE e compara-los com os

resultados experimentais. Com efeito, o espectro de DCV forneceu uma

atribuicdo definitiva para (+)-2 como (2S,3S,5S) (Figura 29, p. 77), 0 que esta

de acordo com a literatura (CHEN; JAN; LEE, 1989). Apesar da semelhanca

entre os espectros de DCV dos diastereoisbmeros de (2S,3S5,55)-2 e

(2S,3S,5R)-2, algumas caracteristicas distintas levaram a atribuicdo correta

dos estereocentros da substancia 2 (Figura 30, p. 77). As transicdes

vibracionais em 1270 e 1305 cm™ presente em (2S,3S,5S)-2 substituidos por

uma Unica transicdo a 1.290 cm™ em (2S,3S,5R)-2 foram cruciais para a

distincao entre os isbmeros.
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Figura 29: comparacédo entre 0s espectros experimentais e calculados

de DCV e no IV da substancia 2 correspondentes a configuragéo (2S,3S,5S).

Absortividade molar, &

DCV calculado

DCV observado

IV calculado

IV observado

Numero de onda (cm™)

Absortividade molar, €

Figura 30: Superposicao entre os espectros de DCV calculados para as

configuragcbes (2S,35,5S) (em preto) e (2S,3S,5R) (em vermelho)

substancia 2.

Numero de onda(cm"l)

da
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5.2.1.3. Substancia 3

Como esta é a primeira vez que este metabdlito secundério é descrito na
natureza, ndo havia nenhum modelo adequado para o qual o seu espectro de
DCE pudesse ser comparado. Assim, procedeu-se com a construcdo do
modelo computacional, pesquisa conformacional, otimizacdo de geometria, e
simulag&o dos espectros de DCE e DCV. Como resultados foram identificados
oito conférmeros de menor energia que foram utilizados para o célculo dos
espectros de DCE e de DCV (Figura 31, p. 79).

Mais uma vez, o calculo por TFDTD do espectro de DCE mostrou grande
semelhanca com os dados experimentais para os dois diastereocisdmeros
possiveis com configuracdo cis no anel butirolacténico (Figura 32, p. 80).
Apesar das substancias 1 e 3 possuirem a mesma configuracdo relativa no
anel butirolactoénico, assim como 0 mesmo sinal e magnitude da rotacao optica,
a substancia 3 apresenta um centro quirdlico adicional e por isso, seus

espectros ndo podem ser comparados diretamente.
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Figura 31: Estruturas e energias relativas dos oito conférmeros de menor
energia para (2R,3S,5S)-3 usados para o célculo de DCE e DCV.
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Figura 32: Comparacéo entre os espectros de DCE experimental de (-)-3
e 0s espectros calculados para as configuracdes (2R,3S,5S) (em vermelho) e
(2R,3S,5R) (em preto).

DCE observado DCE calculado

Os calculos dos espectros no IV e de DCV comparados com os dados
experimentais geraram um resultado 6timo que permitiu a atribuicdo de (-)-3
como (2R,3S,5S) (Figura 33, p. 80).

Figura 33: Comparacao entre os espectros experimentais e calculados de
DCV e IV da substancia 3 correspondentes a configuracdo (2R,3S,5S).

DCV calculado

DCV observado

IV calculado

Absortividade molar, €

IV observado

Absortividade molar, ¢

Numero de onda (cm'l)
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5.3. Estudo da dinamica metabdlica sazonal de Ilignhanas

tetraidrofuranicas e secolignanas de Peperomia blanda

5.3.1. Consideracdes gerais

O estudo de dinamica metabdlica tem como objetivo 0 monitoramento de
seis substancias, trés lignanas tetraidrofuranicas e trés secolignanas (Figura
34, p. 81), que sdo encontradas em partes aéreas e raizes de P. blanda,

durante um periodo de dois anos.

Figura 34: Estruturas quimicas das lignanas isoladas de Peperomia blanda
gue foram alvos nas analises de dinamica metabdlica sazonal da espécie.

A estratégia experimental envolveu cinco etapas que estdo discutidas nos
itens a sequir.
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5.3.2. Preparo das amostras

5.3.2.1. Determina¢do do melhor solvente extrator e numero de
extracoes

As lignanas de baixas ou médias polaridades podem ser extraidas com
diferentes solventes organicos que, da mesma forma, sejam de média
polaridade. No entanto, o tipo de solvente pode, muitas vezes, influenciar a
seletividade extrativa destas substancias, sendo importante esta investigacéo
para uma extracédo eficiente (WILLFOR et al., 2003). Os experimentos para
extracdo das lignanas de Peperomia blanda foi realizado com diferentes
solventes de polaridade média, de acordo com a faixa de polaridade das
substancias de interesse, a partir da mesma massa inicial de material vegetal
seco e moido. Os resultados mostraram que apesar de todos os solventes
extrairem a maior parte das substancias de forma semelhante, o metanol
mostrou-se mais eficiente na extracdo das lignanas de interesse. As analises
foram realizadas por CLAE (condi¢cbes descritas no item 4.2.3, p. 33) e as
bandas cromatogréficas referentes as lignanas apresentaram tempo de

retencao (tr) entre 30 e 50 minutos (Figura 35, p. 82).

Figura 35: Perfis cromatograficos dos extratos de partes aéreas de P.
blanda realizados com diferentes solventes. Condicdo cromatografica:
gradiente de 5 a 100% de MeOH em 65 minutos, fluxo de 1 mL.min, coluna
Phenomenex C-18, A= 250 nm.

Extrato MeOH
Extrato EtOH
ExtratoAcOEt
Extrato Hex:AcOEt
Extrato Isopropanol
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As areas dos cromatogramas entre os tempos de retencéo (tr) de 30 e
50 minutos foram calculadas e estéo dispostas na tabela 10. Este intervalo foi
escolhido por contemplar os picos cromatograficos das lignanas em estudo.

Tabela 10: Valores de éarea total dos cromatogramas com tempo de retencao
(tr) entre 30 e 50 minutos, em funcao dos solventes utilizados para extracao.

Solvente Area do cromatogrqma com tr
entre 30 e 50 minutos
Metanol 128862814
Etanol 78569831
Acetato de etila 88631471
Hexano:Acetato de etila 100236545
Isopropanol 89873652

De acordo com os resultados obtidos, dentre os sistemas de solventes
testados, o que apresentou melhor resultado para uma extracao quantitativa foi

0 metanol, pois concentra a maior area relativa as substancias de interesse.

5.3.2.2. Avaliacdo da eficiéncia da extracao

Uma vez selecionado o solvente para extracao, foi entdo determinado o
namero de extragcbes Otimo que deveria ser realizado para cada material
vegetal seco e moido.

Considerando o mesmo procedimento de extracdo para as partes aéreas
e raizes de P. blanda (item 4.2.3.1, p. 34), foi possivel observar a partir dos
resultados dispostos na figura 36 (p. 84) e nas tabelas 11 e 12 (p. 84 e 85), que
trés extracbes sao suficientes para extracdo quantitativa das lignanas de
interesse para o estudo de dindmica metabdlica. Os quatro extratos secos
foram pesados a fim de determinar a quantidade extraida em cada etapa.
Posteriormente, cada extrato foi analisado por CLAE-DAD. Considerando as
massas acumuladas e a quarta extragdo como limite, observou-se uma alta
eficiéncia nas trés primeiras extracdes, de cerca de 98%, tanto para as partes
aéreas quanto para as raizes. A Ultima extracdo apresenta os picos referentes
a maioria dos padrées com baixa intensidade, além de apresentar quantidades

muito reduzidas de extratos, proximas do erro da balanca utilizada.
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Figura 36: Cromatogramas de trés extracdes seguidas das partes aéreas
(PA) e raizes (R) de Peperomia blanda. Condi¢do cromatografica: gradiente de
10 a 100% de MeOH em 70 minutos, fluxo de 1 mL.min™, coluna Phenomenex
C-18, A= 250 nm.

Partes aéreas-12. extracédo
Partes aéreas-22. extracdo
Partes aéreas-32. extracéo

Raizes-12. extragéo
Raizes-22. extracao
Raizes-32. extracdo

Tabela 11: Rendimento dos extratos metandlicos das partes aéreas de
Peperomia blanda obtidos em trés extracfes sequenciais e em suas triplicatas.

replicata | replicata | replicata _ _
Médias |Desvio
1 2 3 | CV ()
(mg) padréo
(mg) (mg) (mg)
extracao 1 28,1 27,7 28,1 27,97 0,19 0,67
extracao 2 3,9 3,7 4,0 3,87 0,12 3,23
extracao 3 1,0 1,1 1,0 1,03 0,05 4,56
extracao 4 0,5 0,4 0,5 0,47 0,05 10,10
Total 33,5 32,9 33,6 33,33 0,31 0,93
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Tabela 12: Rendimento dos extratos metandlicos das raizes de Peperomia
blanda obtidos em trés extracdes seqienciais e em suas triplicatas.

replicata replicata | replicata o _
Médias | Desvio
1 2 3 | CV (%)
(mg) padréo
(mg) (mg) (mg)
extracao 1 8,0 8,3 8,2 8,17 0,12 1,53
extracao 2 19 1,7 1,8 1,80 0,08 4,54
extracao 3 0,8 0,7 0,8 0,77 0,05 6,15
extracao 4 0,1 0,1 0,2 0,13 0,05 35,36
Total 10,8 10,8 11 10,87 0,09 0,87

O caélculo do coeficiente de variagdo em relacdo as quantidade dos
extratos das partes aéreas e das raizes obtidas nas extracbes realizadas,
mostrou um valor total que foi inferior a 1 %, sugerindo que o método de
extracdo mostra reprodutibilidade.

O coeficiente de variagdo (CV) ou desvio padréo relativo (DPR) sao
medidas de dispersdo empregada para estimar a precisdo dos experimentos e
representa o desvio-padrdo expresso como porcentagem da média
(MOHALLEM et al., 2008). O CV pode ser expresso como ha equacao 1:

CV (%)="x100 (1)
X

Onde s é o desvio padrédo absoluto e x é a média das areas dos picos
cromatograficos. Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro
guantidades requerem um CV de 1 a 2%. Em métodos de analise de tracos ou
impurezas, sao aceitos RSD de até 20%, dependendo da complexidade da
amostra (Ribani, 2004). Para a ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003), o valor maximo aceitavel deve ser definido de
acordo com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra,
o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores
a 5%.
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5.3.2.3. Limpeza dos extratos.

Foram testadas técnicas para o preparo das amostras com o objetivo de
avaliar a forma mais eficaz de recuperar os compostos de interesse, eliminando
0 maximo de impurezas ou substancias que poderiam prejudicar as analises do
estudo de variabilidade metabodlica. Outro objetivo foi encontrar um
procedimento facil e eficiente para o grande volume de amostras (48 extratos)
a serem analisadas. Para este teste foram preparados trés extratos
metandlicos (triplicata) como mencionado no item 4.2.3 (p. 33), que foram
ressuspendidos em 2 mL de metanol cada um e este volume foi dividido em
duas aliguotas de 1 mL cada. Cada aliquota foi submetida a um procedimento
de limpeza: extracdo em fase sdlida (EFS) ou extacédo liquido-liquido (ELL) com
solventes de diferentes polaridades, sendo considerada a fracdo extraida com
acetato de etila.

As quantidades em massa das aliquotas iniciais e ap0s o0s
procedimentos de preparo das amostras estdo descritos na tabela 13:

Tabela 13: Quantidades dos extratos obtidas apos procedimentos de
extracdo em fase solida (EFS) e extracdo liquido-liquido (ELL).

Massa inicial do | Massa ap6s EFS | Massa ap6s ELL
extrato (mg) (mg) (mQ)
Extrato 1 53,8 38,0 40,4
Extrato 2 50,4 39,5 39,2
Extrato 3 51,2 40,2 40,9

Estas amostras foram analisadas por CLAE. ApGs comparacao das areas
dos picos que apresentam tempo de retencdo entre 10 e 50 minutos dos
cromatogramas, fica claro que a ELL é mais eficiente, resultando em maior
recuperacdo das substancias de interesse, bem como na obtencdo de um

extrato livre de interferentes (Tabela 14 e Figura 37, p. 87).
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Tabela 14: Comparacao entre as areas dos picos cromatograficos com
tempo de retencdo entre 10 e 50 minutos, amostras submetidas a
procedimentos de extracdo em fase solida (EFS) e extracdo liquido-liquido
(ELL).

EFS ELL
Extrato 1 133589615 165752128
Extrato 2 136568923 159987589
Extrato 3 128889633 171589212
Médias 133016057 165776309
Desvios padrao 3871641 5800849
CV (%) 2,91 3,50

Figura 37: Comparagdo entre a fracdo ACOEt da ELL e da amostra
submetida a EFS. Condi¢cédo de analise: gradiente de 10 a 100% de MeOH em
70 minutos, fluxo de 1 mL.min?, coluna C-18, A= 250 nm.

Fracdo AcOEt da ELL
Frac&o submetida a EFS

A técnica de extracdo liquido-liquido também apresentou grande
reprodutibilidade, como pode ser visto pelos baixos valores de CV entre as
extracoes. Mostra também que é bastante eficiente, como observado nos
cromatogramas dispostos na figura 38 (p. 88), pois concentra as substancias

de interesse apenas na fracdo AcOEt.
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Figura 38: Comparacao entre os cromatogramas das fracdes resultantes
da extracdo liquido-liquido. Condicdo de analise: gradiente de 10 a 100% de
MeOH em 70 minutos, fluxo de 1 mL.min*, coluna C-18, A= 250 nm.

Fragdo MeOH:H,0
Frac8o AcOEt
Frag&o Hexanical
Fracdo Hexanica2

Desta forma, a extracdo liquido-liquido foi selecionada como a técnica

de preparacdo das amostras para posterior andlise por CLAE-DAD.

5.3.2.4. Uso de padréo interno

A adicao de padréo interno (Pl) se faz necessaria para a correcao de
erros inerentes a etapa de preparo/extracdo da amostra, além de permitir
correcdo nos tempos de retencgao (tr) dos analitos. A utilizacao da razéao entre a
area do pico analisado e a éarea do Pl corrige possiveis erros do
processamento da amostra, uma vez que o Pl é adicionado no inicio do
processo, juntamente com o solvente extrator. Do mesmo modo, utilizando a
relacéo entre os tr do analito e do Pl pode-se corrigir eventuais desvios dos tr.

Um padréo interno considerado ideal deve ser similar as substancias a

serem quantificadas, ter tempo de retencdo préximo a estas, nao reagir com
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nenhum componente da matriz, ndo fazer parte da amostra e apresentar tempo
de retencéao diferente das demais substancias presentes na amostra (RIBANI et
al.,, 2004). Considerando isto, quatro lignanas foram avaliadas para a
padronizacao interna: sesamina, burchelina, licarina A e canelina B (Figura 18,
p. 44), nas mesmas condicbes de analise das matrizes. A substancia que
melhor se adequou aos requisitos necessarios foi a licarina A que apresentou
tempo de retencdo bastante diferente das substancias originais da matriz
(Figura 39, p. 89). A adicao de um padréo interno no procedimento de extracdo
das amostras auxilia na avaliacdo da recuperacdo das amostras (discutido no
item 5.3.4.6, p. 115). Conhecendo-se a concentracdo inicial adicionada do
padréo interno, pode-se calcular sua recuperacdo apos os procedimentos de
preparo, andlise e quantificacdo, o que pode ser considerado para as

substancias contidas na matriz.

Figura 39: Partes aéreas de Peperomia blanda apds procedimentos de
extragdo com metanol contendo padrdo interno ELL. Condig&o cromatografica:
20% a 100% de ACN, vazdo 1 mL.min™, 250 nm.

3 Pl
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5.3.3. Desenvolvimento do método cromatografico

5.3.3.1. Teste para melhor coluna cromatografica

Nao existe uma “coluna universal” apropriada para qualquer tipo de
separacdo. O sucesso da separacao depende, em grande parte, da estrutura
quimica da fase estacionaria, fator determinante de sua seletividade. As fases
estacionarias funcionalizadas sdo usadas para casos especiais de separacao,
principalmente quando o grupo octadecil por si s6 ndo apresenta resolucéo
satisfatéria em condicbes pré-estabelecidas. Estas fases modificadas
trabalham basicamente pelo mesmo efeito hidrofébico com agua contida na
fase mével assim como as fases reversas normais, porém oferecem interacées
complementares com compostos analisados. Estas interacdes adicionais
podem alterar a seletividade e melhorar a resolucéo de substancias especificas
em relacdo a fase estacionaria C18 (NOWIK et al., 2011).

No caso das amostras estudadas, algumas substancias como os
diastereoisdmeros 2 e 3, apresentaram dificuldade para obtencao de resolucdo
cromatografica satisfatéria. Com isso, uma coluna com fase estacionaria
funcionalizada com o grupo fenil-hexil foi escolhida para testar sua seletividade
frente a estas substancias em relacdo a coluna com fase estacionaria C-18
(figura 40, p. 90).

Figura 40: Fases estacionarias testadas para analises de extratos de
Peperomia blanda.

FENIL-HEXIL
C-18
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A identificacdo das substancias no cromatograma do extrato foi realizada
por semelhanca dos tempos de retencdo com dos seus padrdes, analisados
nas mesmas condi¢cdes. Os cromatogramas obtidos com as duas colunas
testadas mostrou uma melhor resolucdo dos picos quando o extrato €

analisado em coluna com fase estacionaria fenil-hexil (Figura 41, p. 91).

Figura 41: Comparacdo entre os cromatogramas obtidos utilizando (A)
coluna C-18 e (B) coluna fenil-hexil. Condi¢do de andlise: gradiente de 10 a
100% de MeOH em 85 minutos, fluxo de 1 mL.min™, A= 250 nm.

A

o AtX
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A caracteristica principal da coluna com grupo fenil-hexil para melhor
interacdo com as lignanas sao as intera¢des do tipo n—r aromaticas que podem

ser diferenciadas de acordo com a suas disposi¢cdes espaciais.

5.3.3.2. Selec¢éo das condi¢cdes cromatograficas

Na otimizacdo de métodos de andlise por cromatografia, uma das metas
€ o equilibrio entre o menor tempo de analise e uma melhor resolucédo
cromatografica (ARAGAO et al., 2009). A resolucdo, Rs, é a medida
guantitativa da separacdo de dois picos adjacentes, calculada a partir da

equacgao 2:

Rs =2Dt/ (tw 1 + tw 2) (2)

onde: Dt € a medida da separacdo dos maximos de dois picos ad-
jacentes; e twl e tw2 sdo as larguras das bases dos picos, obtidas
tangenciando-se as gaussianas até que interceptem a linha base. Quanto
maior o valor de Rs, melhor sera a separacao entre picos de substancias que
eluem seguidamente. Deste modo a resposta analitica para estudos de
otimizacdo do método, pode ser considerada a resolucdo (ARAGAO et al.,
20009).

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR ou RSM, de Response
Surface Methodology), é uma técnica de otimizacdo baseada em
planejamentos fatoriais. Sua aplicagcdo permite selecionar a combinacdo de
niveis 6timos na obtencdo da melhor resposta para uma dada situacdo
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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A. Fase mével e tempo de andlise

Os parametros fator de retencéo (k) e seletividade (a) sdo determinados
pelas condigcbes que afetam a retengdo ou o equilibrio de distribuicdo da
amostra entre a fase mével e a fase estacionaria, isto é, composi¢cdo da fase
movel, composicdo da fase estacionaria (coluna) e temperatura. Mudancas na
fase movel e estaciondria geralmente afetardo k e a simultaneamente, mas
terdo menor efeito sobre o numero de pratos tedricos (N). O N depende
diretamente do tipo e do comprimento da coluna, da vazédo da fase movel e do
tamanho das particulas. A retencdo da amostra (k) pode ser controlada
variando a forca de eluicdo do solvente da FM (Snyder e Kirkland, 1979).

Com o objetivo de melhorar a separacdo cromatografica obtida nos
experimentos preliminares, inicialmente propés-se um método para avaliar a
influéncia do tempo e de diferentes proporcées entre metanol (MeOH) e
acetonitrila (ACN) na fase organica da fase mével, visando variar a forca de
eluicdo e a seletividade da fase movel.

Na otimizacdo das variaveis fase mével e tempo de analise, utilizou-se o
planejamento experimental em estrela e o fator resposta foi a resolucdo dos
picos cromatograficos das seis substancias de interesse. As resolucdes foram
calculadas para todos os picos de interesse e a média das menores resolucdes
de todos os picos foi considerada a resposta final de cada cromatograma.
Estas respostas estdo apresentadas na tabela 15 e foram utilizadas para o
calculo do 6timo da condi¢cdo cromatografica relacionando proporcdo de ACN

na fase organica da fase mével e tempo de analise (TA).
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Tabela 15: Resolucdo dos picos em funcdo dos experimentos do
planejamento em estrela.

Substancias
ACN % Tempo Média
(Caodigo) (min) 1 2 3 4 5 6
0 70 1,15 1,15|1,85| 1,70 | 1,90 | 2,75 1,75
(_1’4) (O) b b H b 1 b H
20 55
1,15 | 1,15 | 0,00 | 0,00 | 4,40 | 4,15 1,81
(-1) (-1)
20 85
1,30 1,30 | 1,15 | 1,30 | 4,70 | 5,00 2,46
(-1) (+1)
50 40
0,75 0,80 | 0,00 | 0,00 | 4,20 | 3,90 1,61
(0) (-1,4)
* 50 70 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 4,75 | 4,55 1,89
0) ) 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 4,80 | 4,55 1,89
1,00 | 0,95 | 0,00 | 0,00 | 4,80 | 4,50 1,88
50 100
0) (+1,4) 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,50 | 5,85 | 1,60 1,66
80 55
0,90 | 0,90 | 0,50 | 0,00 | 5,10 | 5,10 2,08
(+1) (-1)
80 85
(+1) (+1) 1,10 | 0,80 | 0,90 | 1,35 | 6,30 | 6,15 2,77
100 70
(+1,4) 0) 095|095|0,85|0,65|5,35| 5,75 2,42

* Ponto central em triplicata

Como resultado, obteve-se a superficie de resposta apresentado a

seguir (Figura 42, p. 95).
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Figura 42: Superficie de resposta gerada a partir dos dados obtidos no
planejamento experimental para otimizacdo da proporcdo de ACN na fase
organica em funcao do tempo de analise.

A equacdo que descreve a curvatura da superficie de resposta

apresentada é:
R = -0,157-0,0054*ACN+0,0477*T+6,7276 E-5*ACN*ACN+6,1111E-5*ACN*T-0,0003*T*T

Onde R é a resolucio em cada ponto da equacdo, ACN é a
porcentagem de acetonitrila e T € o tempo de analise correspondente.

De acordo com a superficie de resposta gerada a partir do planejamento
experimental, a melhor resolu¢cdo dos picos de interesse esta relacionada a
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regido de coloracdo vermelho intenso. O 6timo desta regido foi determinado
pela utilizacdo do programa Statistica 8.0 e corresponde a 100% de ACN da
fase organica em um tempo de gradiente de 85 minutos (Figura 43, p. 96).

Figura 43: Valores 6timos de porcentagem de ACN e de tempo de analise
determinados pelos resultados dos experimentos do planejamento estatistico.

[ACN] T (min)

O ajuste do modelo estatistico utilizado também é calculado a partir do
programa Statistica 8.0, que mostra a relacdo entre os valores tidos como
ideais e os valores obtidos experimentalmente. A analise deste grafico mostra
boa proximidade entre os pontos (dados experimentais) e a reta (resultados

ideais), mostrando que o os resultados séo satisfatérios (Figura 44, p. 97).



Resultados e discussao 97

Figura 44: Comparacdo entre os valores preditos e observados no
planejamento estatistico para avaliacdo do ajuste do modelo utilizado.

B. Temperatura e vazao da fase movel

Além do tempo e das fases estacionaria e mével, que tém grande
influéncia sobre os valores de fator de retencdo (k) e seletividade (a), outros
parametros podem ser ajustados para melhorar a separacdo cromatogréfica.
Dentre eles, temperatura e vazéo da fase mével.

A temperatura tem influéncia sobre o equilibrio entre o soluto e as fases
mobvel e estacionaria, afetando diretamente o fator de retencdo (k). Um
aumento de 1°C na temperatura da coluna geralmente diminui o fator de
retencdo de 1 a 2%. Uma mudanca em k pode resultar também em uma
mudanca em «. Dessa forma, a temperatura € um parametro Util para se obter
mudancas no espacamento entre picos e melhorar a resolucdo (SNYDER,
KIRKLAND e DOLAN, 2010).

Se mesmo apds o ajuste de k e « a resolucdo necessitar ser melhorada,

um aumento em N € uma opc¢do. O aumento do numero de pratos teoricos (N)
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pode ser alcancado aumentando-se o comprimento da coluna ou otimizando a
vazao e aumentando o tempo de analise (Leme, 2011).

A fim de avaliar a influéncia desses parametros e selecionar as
condi¢cBes que propiciassem a melhor separacdo cromatografica, utilizou-se um
planejamento fatorial 3% sendo as varidveis, temperatura da coluna
cromatografica e vazao da fase movel. O volume de amostra injetado foi fixado
em 30 pL.

Neste planejamento, utilizou-se mais uma vez como fator resposta a
resolucdo total do cromatograma em cada condicdo. Esta resolucdo foi
calculada a partir da média das menores resolu¢cfes dos picos das substancias

de interesse, para cada cromatograma, e estéo dispostas na tabela 16 (p. 98).

Tabela 16: Resolugcdo dos picos em funcdo dos experimentos do
planejamento fatorial 32.

Substancias

Temperatura Vazao
°C mL.min™ 1 2 3 4 5 6 Média
(Codigo) (Codigo)

43 0.8
(+1) 1) 1,05 | 1,10 | 1,00 | 0,80 | 1,80 | 1,85 | 1,27
(ﬁ’) (é) 0,85 |0,85| 085|090 | 190 | 2,25 | 1,27
(ﬁ’) (];’12) 0,85 | 0,95 | 1,05 | 0,45 | 2,00 | 1,80 | 1,18
5’05) 8’18) 0,90 | 0,45 | 1,10 | 1,10 | 2,35 | 2,25 | 1,36
35 1 1,05 | 0,80 | 1,10 | 1,10 | 1,10 | 1,15 | 1,05
(0) 0) 1,00 | 0,80 | 1,05 | 1,15 | 1,05 | 1,20 | 1,04
1,00 | 0,85 | 1,10 | 1,10 | 1,10 | 1,15 | 1,05
5’05) (];’12) 0,75 1095 | 1,05 | 0,65 | 0,90 | 1,05 | 0,89
(?17) (?’18) 0,70 | 0,65 | 0,70 | 0,60 | 2,25 | 1,90 | 1,13
(?17) (é) 1,00 | 1,20 | 0,60 | 0,45 | 2,00 | 2,05 | 1,22

27 1,2

1,00 | 1,05 | 1,15 | 0,60 | 2,25 | 2,95 1,50

(-1) (+1)
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Utilizando o planejamento fatorial 3> e o modelo de interacdo linear
quadratica do programa Statistica 8.0, obteve-se a superficie de resposta

apresentada na figura 45 (p. 99).

Figura 45: Superficie de resposta gerada a partir dos dados obtidos nos
experimentos de otimizacao da temperatura da coluna em funcdo da vazao da
fase movel.

Fluxo

26 28 30 32 34 36 38 40

Temperatura
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A equacdo que descreve a curvatura da superficie de resposta

apresentada é:
R = 56,264 — 3,324*V + 0,048*V* -110,954*T + 53,575*T* + 6,679*V*T — 3,228*V*T* —

0,097*T*V? + 0,047*V**T?

Onde R é a resolucdo em cada ponto da equacéo, V € a vazao da fase
movel e T é a temperatura de analise correspondente.

De acordo com a superficie de resposta gerada a partir dos resultados
experimentais do planejamento fatorial, a melhor resolucdo dos picos de
interesse esta relacionada a regido de coloracdo vermelho intenso. Neste
experimento observam-se dois valores 6timos, um deles com valores de 32°C e
vazao da fase moével de 1,1 mL.min"* e outro de 27°C e vaz&o de 0,8 mL.min™.

Observa-se que o modelo estatistico utilizado apresentou-se bastante
ajustado, uma vez que os valores experimentais estdo bem proximos dos

preditos, como mostra a figura 46 (p. 100).

Figura 46: Comparacdo entre os valores preditos e observados no
planejamento estatistico para avaliacdo do ajuste do modelo utilizado.
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C. Teste das condic¢des selecionadas.

A partir do planejamento estatistico, as condicbes experimentais
otimizadas foram:
e FASE MOVEL: 100% de ACN em relac&o ao MeOH;
e TEMPO DE ANALISE: 85 minutos
e TEMPERATURA DA COLUNA: 27°C ou 32°C
e VAZAO DA FASE MOVEL: 0,8 mL.min"ou 1,1 mL.min™,

Todas as condicdes pré-estabelecidas foram testadas e mostraram 6tima
resolucao dos picos de interesse. As condicdes com a temperatura de 27°C e
vazdo de 0,8 mL.min' apresentaram melhores resolucdes para os
diastereoisdmeros 1 e 2. A temperatura de 27°C também apresenta vantagem
operacional por estar proxima da temperatura ambiente da sala onde esta
alojado o cromatografo, ndo havendo problemas com variacdes significativas
na temperatura do forno da coluna. A condicéo final do gradiente esta descrita
na tabela 17 (p. 102).

Tabela 17: Condicdo cromatogréfica final otimizada por planejamento
experimental.

Tempo de andlise % do solvente Temperaturada | Vazdo da FM
(min) organico (ACN) coluna (°C) (mL/min)
0 20
27 0,8
85 100

Além do tempo de gradiente de analise, devem ser considerados 10
minutos para limpeza da coluna com 100% de ACN e 15 minutos na condig&o
inicial (20% de ACN) para condicionamento da coluna precedendo a analise da
proxima amostra. O cromatograma utilizando as condi¢cdes otimizadas esta

apresentado na figura 47 (p. 102).
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Figura 47: Cromatograma de extrato de partes aéreas de P. blanda sob
condicBes otimizadas no planejamento experimental, com identificacdo das
lignanas e do padréo interno (registrado a 250 nm).

Pl

Comparando-se este cromatograma final com o cromatograma obtido
inicialmente (figura 35, p. 82), pode-se concluir que o preparo da amostra e as
condi¢cdes cromatogréaficas otimizadas foram fundamentais para a resolucao
satisfatoria de todos os picos de interesse.

As resolucdes dos picos correspondentes as substancias de interesse

foram calculadas novamente ap6s o cromatograma final (Tabela 18, p. 103).
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Tabela 18: Tempo de retencdo e resolucdo dos picos cromatograficos dos
padrdes analisados.

Substancias | Tempo de retengéo Resolugéo 1 Resolucgéo 2
1 47,906 1,25 1,35
2 49,662 1,35 2,95
3 62,085 2,40 1,50
4 59,049 1,45 2,40
5 75,254 1,30 1,30
6 79,792 2,50 1,90
Pl 81,797 1,25 1,30

A andlise do cromatograma (Figura 47, p. 102) e das resolucbes dos
picos referentes as lignanas de interesse (Tabela 18, p. 103) mostra que o
método otimizado oferece resolucdo satisfatoria para quantificacdo das

substancias e determinacao da dinamica metabdlica destas.

5.3.4. Validac&o do método cromatografico

Para este estudo foram adotadas as normas exigidas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), resolugdo n° 899 de 29 de maio de 2003
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). O guia de
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos descritos nesta resolucao
sugere a classificacdo das anélises segundo a finalidade do estudo.

O presente estudo é classificado como categoria 1, ou seja, testes
guantitativos para a determinacdo de compostos em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas. Para cada categoria € exigido um conjunto de parametros,
sendo que para a categoria 1 os parametros sao:. especificidade ou
seletividade, robustez, linearidade e intervalo, precisdo (repetibilidade) e

exatidao.
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5.34.1. Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacéo € a capacidade
de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. Ela é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um
método instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente
durante a validagdo e subsequente uso do método. A seletividade pode ser
obtida de varias maneiras. Uma delas € através da avaliacdo com detectores
modernos (arranjo de diodos, espectrdmetro de massas), que comparam 0
espectro do pico correspondente a substancia em analise com o de um padrao
e utiliza-se isto como uma indicag&o da presenca do composto puro (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Sendo assim, ap0s a preparacado de extratos de partes aéreas e raizes
de P. blanda e analisados nas condic6es cromatogréaficas otimizadas, os picos
referentes as seis lignanas de interesse no estudo de dindmica metabdlica
anual foram avaliados quanto a pureza com auxilio do detector com arranjo de
diodos (DAD). Todos apresentaram pureza acima de 98%. Seus espectros no
UV foram comparados aos dos padrdes das mesmas substancias purificadas e
observou-se alta similaridade entre eles (Tabelas 19 e 20, p.105 e 106).
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Tabela 19: Espectros no UV dos picos referentes aos padrdoes das
secolignanas 1, 2 e 3 e comparacdo com 0s respectivos picos observados no
cromatograma do extrato.

Substancia 1

Padrao Extrato
Maximos em 221, 246 e 280 nm. Maximos em 221, 247 e 280 nm.
Substancia 2
Padrao Extrato
Maximos em 221, 247 e 276 nm. Maximos em 220, 246 e 279 nm

Substancia 3

Padrao Extrato

Maximos em 222, 250 e 274 nm. Maximos em 220, 251 e 275 nm.
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Tabela 20: Espectros no UV dos picos referentes aos padrdes das lignanas
tetraidrofuranicas 4, 5 e 6 e comparagcdo com seus respectivos picos
observados no cromatograma do extrato.

Substéncia 4

Padrao Extrato

Maximos em 243, 275 nm. Maximos em 242, 275 nm.

Substancia 5

Padrao Extrato

Maximos em 244, 274 nm. Maximos em 245, 274 nm.

Substancia 6

Padrao Extrato

Maximos em 243, 275 nm. Maximos em 243, 275 nm.
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5.3.4.2. Robustez

A robustez do método é a medida da sua capacidade de permanecer
inalterado sob pequenas, mas estudadas, variagdes nos parametros do método
e prover indicacdo da sua dependéncia durante o uso normal (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Neste experimento foi proposto avaliar a temperatura da coluna
cromatografica e a composicéo inicial da fase movel, uma vez que estes
fatores estéo sujeitos constantemente a variacdes externas.

Dentro dos limites estabelecidos (+2°C ou -2°C na temperatura da
coluna e +2% ou -2% de ACN na condicdo inicial da analise), ndo houveram
mudancgas significativas nos tempos de retencdo e nas resolugcbes dos picos

das substancias de interesses (Tabelas 21 e 22, p. 107 e 108).

Tabela 21: Comparacédo entre os tempos de retencdo das secolignanas
1-3 e lignanas tetraidrofuranicas 4-6 em diferentes condi¢cbes de temperatura
da coluna cromatografica.

25°C 29°C

Substancias Média Média Média total | Desvio padrao |[CV (%)
(tr/min) (tr/min)

1 47,939 47,409 47,674 0,37477 0,79

2 49,655 49,238 49,447 0,29486 0,60

3 62,115 61,601 61,858 0,36345 0,59

4 59,102 58,799 58,951 0,21425 0,36

5 75,313 74,985 75,149 0,23193 0,31

6 79,782 79,127 79,455 0,46315 0,58

Pl 81,881 81,412 81,647 0,33163 0,41
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Tabela 22: Comparacéo entre os tempos de retencdo das secolignanas
1-3 e lignanas tetraidrofuranicas 4-6 em diferentes concentracdes de ACN na
fase mével inicial.

18% ACN | 22% ACN
Substancias Média Média Média total | Desvio padrao |[CV (%)
(tr/min) (tr/min)
1 47,911 47,598 47,755 0,22132 0,46
2 49,133 48,981 49,057 0,10748 0,22
3 62,751 62,379 62,565 0,26304 0,42
4 59,503 59,184 59,344 0,22557 0,38
5 75,305 75,014 75,160 0,20577 0,27
6 79,147 78,978 79,063 0,11950 0,15
Pl 82,047 81,977 82,012 0,04950 0,06

5.3.4.3. Avaliacéo da estabilidade da amostra

Este item ndo é contemplado pela RE 899 da ANVISA, no entanto para
gerar resultados confiaveis e reprodutiveis, as amostras, os padrbes e
reagentes usados devem ser estaveis por um periodo de tempo razodavel,
dependendo da necessidade de uso (dias, semanas ou meses) (RIBANI et al.,
2004).

Considerando-se que grande numero de extratos serdo avaliados, é
necessario garantir que as amostras finais nao sofrerdo nenhum tipo de
alteracdo e, por isso, este parametro foi avaliado. Com isso, ap0s o preparo de
trés extratos como descrito no item 4.2.3, as amostras foram analisadas
imediatamente ap6s o preparo e depois de 6, 24 e 72 horas de estocagem a
temperatura ambiente. Como resultado, n&o foram verificadas alteragdes
significativas nas areas totais relativas aos picos das substancias analisadas do
extrato das partes aéreas, mesmo apOs estocagem nos periodos pré-
determinados (Tabela 23, p. 109). A resolucédo dos picos também néo sofreu

alteracdo que pudesse comprometer 0s processos de quantificacao.
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Tabela 23: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo da somatéria das
areas dos picos das substancias de interesse dos extratos analisados apos
diferentes tempos de estocagem, a temperatura ambiente.

Tempo Extrato 1 Extrato 2 Extrato 3

0 37173588 39925981 39715874

6 horas 36912577 37207458 39914774

24 horas 37155841 37227155 36795473

72 horas 39454893 39985123 36752115

Média 37674225 38586429 38294559

Desvio padrao 1193070 1581132 1757994
CV (%) 3,17 4,10 4,59

5.34.4. Linearidade e intervalo

A linearidade de uma metodologia analitica é a capacidade de
demonstrar que os resultados obtidos sédo proporcionais a concentracao do
analito, num intervalo especificado.

Inicialmente foi avaliado o comportamento da absorbancia no detector
UV-DAD das classes de lignanas frente a suas concentracbes, comparadas
pelas areas dos picos dos padrdes. Este teste mostrou que as lignanas da
mesma classe apresentam absorbancias similares na mesma concentracéo
(Tabelas 24 e 25, p. 109 e 110).

Tabela 24: Comparacdo entre as areas dos picos das secolignanas 1-3, em
duas concentracdes diferentes.

Areas
Concentracéo Concentracéo
0,1 mg.mL™ 1,0 mg.mL™
1 638445 6411289
2 644587 6451911
3 631256 6325477
Média 638096 6396226
Desvio Padréao 6672,35 64548,95
CV (%) 1,05 1,01
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Tabela 25: Comparagdo entre as areas dos picos das lignanas
tetraidrofuranicas 4-6, em duas concentracdes diferentes.

Areas
Concentracao Concentracao
0,1 mg.mL™ 1,0 mg.mL™
4 1400111 14251368
5 1388741 14125896
6 1367892 13987422
Média 1385581 14121562
Desvio Padréao 16340,25 132026,36
CV (%) 1,18 0,93

Estes resultados mostraram que eram necessarias apenas trés curvas
analiticas, sendo uma para cada classe de lignanas e uma para o padrao
interno, a licarina A (Figuras 48, 49 e 50, p. 111 e 112).

A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlacdo (R?), obtido
pelo grafico que relaciona a resposta do equipamento em funcdo das varias
concentracfes dos analitos. O modelo linear de regressdo assume que a
variavel aleatdria x é conhecida e a variavel dependente y € desconhecida. A
partir dos minimos quadrados calculam-se as estimativas do coeficiente
angular e do intercepto da curva de regressao resultante. Este modelo é
utilizado para predizer os valores de y a partir dos valores de x, que no caso
S&0: y = concentracao e x = area.

A linearidade da curva de calibracdo € determinada pelo ensaio de
amostras que possuem concentragdes de analito dentro da faixa de trabalho
pretendida.

Apos realizar as diluicbes, foram obtidas as curvas analiticas
representando as concentracdes das substancias em funcdo da area do pico
cromatografico correspondente. As curvas foram plotadas no programa
Microsoft Excel 2007.
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Figura 47: Curva analitica obtida para a classe das secolignanas
realizada com o padrao da substancia 1.
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Figura 48: Curva analitica obtida para a classe das lignanas
tetraidrofuranicas, realizada com o padrao da substancia 5.
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Figura 50: Curva analitica obtida para o padréo interno (Licarina A).
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Para a classe das secolignanas, o coeficiente de correlacdo foi de 0,998,
para a classe das lignanas tetraidrofuranicas, o coeficiente de linearidade foi de
0,997 e para o padréo interno (licarina A) o coeficiente de linearidade foi de
0,991. Estes coeficientes, acima de 0,99, como determina a ANVISA,
mostraram que o0 meétodo apresenta linearidade nos intervalos das

concentracdes analisadas para cada substancia.

5.3.45. Precisao

A precisdo de um método representa a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrbes, sob condicdes definidas e compreende a
repetibilidade, a precisao intermediaria e reprodutilibidade (Ribani et al, 2004).
A precisdo pode ser expressa pela estimativa do desvio padrdo absoluto,
através do intervalo de confianca da média ou através da estimativa do desvio
padréo relativo (RSD), conhecido como coeficiente de variagao (CV):

A repetitividade representa a concordéncia entre os resultados de
medi¢cbes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas

condicbes de medicdo, chamadas condicdes de repetitividade: mesmo
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procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob as mesmas
condicbes, mesmo local e repeticbes em um curto intervalo de tempo. A
precisdo intermediaria mede a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratorio obtidos em dias diferentes. (RIBANI et al, 2004).

A ANVISA sugere que estes parametros sejam verificados a partir de um
minimo de nove determinac¢des cobrindo o limite especificado do procedimento
(ex.: trés niveis, trés repeticdes cada um), ou a partir de um minimo de seis
determinacdes a uma concentracdo similar ao valor esperado (RIBANI et al,
2004).

A. Repetitividade

A repetitividade foi avaliada analisando-se uma amostra de padrdes de
benzeno e tolueno na concentracao de 0,1% (v/v) por seis vezes e calculando-
se os valores dos coeficientes de variagéo entre elas. O uso de padrdes no
lugar do extrato vegetal foi preferido nesta analise para simplificar a matriz e
inserir maior confiabilidade aos resultados. Os valores de tempo de retencéo e
das é&reas relativas aos picos cromatografico dos padrbes em estudo estdo
descritos na tabela 26.

Tabela 26: Médias, desvios padrdo e coeficientes de variacdo
percentual calculados para os picos cromatograficos referentes aos padrdes
benzeno e tolueno analisados no mesmo dia.

Benzeno Tolueno
Replicata t; Area Rel. (%) t, Area Rel. (%)

1 34,056 38,42 65,242 60,01

2 34,099 38,97 65,136 58,79

3 34,184 37,77 65,029 59,14

4 34,222 38,41 64,984 58,87

5 34,154 38,39 64,899 60,06

6 34,201 37,51 65,122 60,11
Média 34,153 38,25 65,069 59,50
SD 0,0638 0,52 0,1224 0,63
CV(%) 0,19 1,37 0,19 1,06
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Os resultados indicam baixos valores de coeficientes de variacédo
percentual em relacdo ao tempo de retencdo dos padrbes e das areas relativas
de cada um, o que demonstra uma boa repetibilidade da anélise e de precisao

do equipamento utilizado.

Figura 51: Cromatograma dos padrdes benzeno e tolueno. Condicao
cromatografica do método otimizado: 20 a 100% de ACN, 85 minutos, vazéo
0,8 mL.min™, temperatura da coluna 27°C, A 250 nm.

tolueno

benzeno

B. Pecisao intermediaria

A precisdo intermediéria avaliou os mesmos padrfes, benzeno e tolueno,
usados nos testes de repetibilidade. Nesse experimento, a mistura dos padrées
foi analisada por seis dias consecutivos. A analise dos resultados apresentou
baixos valores de CV, corroborando a precisdo intermediaria do método
(Tabela 27, p. 115)
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Tabela 27: Dados de médias, desvios padrdo e coeficientes de variacdo
percentual das andlises da mistura de padrées benzeno e tolueno em analises
de dias diferentes.

Benzeno Tolueno

DIAS t; Area Rel. (%) t, Area Rel. (%)
1 34,815 38,98 63,987 58,25
2 34,469 38,01 63,873 59,02
3 34,357 38,35 64,141 59,94
4 34,647 39,37 64,584 58,44
5 34,791 37,71 64,099 60,41
6 34,997 39,25 64,514 58,04
Média 34,679 38,61 64,200 59,02
SD 0,237 0,69 0,287 0,97
CV(%) 0,684 1,78 0,447 1,64

5.3.4.6. Exatidao e recuperacao da amostra

A exatidao foi avaliada em termos da recuperacédo. A recuperacao avalia
a eficiéncia do método de tratamento das amostras, extracdo e andlise,
expressa em porcentagem da quantidade final em relacdo a quantidade inicial
conhecida de um analito. A porcentagem de recuperacédo foi obtida pelo valor
da relacdo entre o teor médio determinado experimentalmente e a
concentracédo tedrica correspondente apés a adicao do analito, multiplicada por
100 (LEMOS et al., 2011).

A recuperacdo R, (ou fator de recuperacdo), é definida como a
propor¢cdo da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada
na porcdo analitica do material teste, que é extraida e passivel de ser
quantificada. A informacdo de recuperacdo pode ser estimada em CRM
(materiais de referéncia certificados), quando a quantidade de substéancia é
previamente conhecida, ou por um composto substituto (“surrogate”). O
substituto € definido como um composto ou elemento puro adicionado ao
material teste, cujo comportamento quimico e fisico é representativo da
substancia de interesse (RIBANI et al., 2004). Este dltimo método foi
selecionado e para isso, quantidade conhecida de licarina A (Pl), que néo faz
parte da matriz original, mas apresenta as caracteristicas desejadas, foi

adicionada em todas as amostras estudadas, e em seguida manipuladas
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conforme procedimento de preparo da amostra (item 4.2.3, p. 33). A
recuperagdo foi expressa em porcentagem do teor encontrado apos
quantificacdo da amostra final em relacdo a quantidade de PI adicionada
inicialmente na matriz.

A exatidao do método foi determinada pela obtencdo da porcentagem de
recuperagdo meédia avaliada em todas as amostras. Os valores de recuperacao

da licarina A encontram-se nas tabelas 28 a 31 (p. 116-118).

Tabela 28: Valores de recuperagdo de amostra em funcdo do padréo
interno licarina A para os extratos das partes aéreas de P. blanda coletada na
Ripasa.

MESES DE COLETA AREA CONCENTRﬁ\QAO RECUPERACAO

(mg.mL™) (%)

Set/2006 12512075 0,177 88,56
Nov/2006 12144615 0,171 85,62
Jan/2007 12393922 0,175 87,61
Mar/2007 12153742 0,171 85,69
Maio/2007 13340729 0,190 95,19
Jul/2007 13038289 0,186 92,77
Set/2007 13908813 0,199 99,73
Nov/2007 12402272 0,175 87,68
Jan/2008 12186643 0,172 85,95
Mar/2008 12150316 0,171 85,66
Maio/2008 12475785 0,177 88,27
Jul/2008 12806533 0,182 90,91
Média 12626145 0,179 89,47
Desvio padrao 553710 0,009 4,43
CV (%) 4,39 4,95 4,95
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Tabela 29: Valores de recuperacdo de amostra em fungdo do padréao interno
licarina A para os extratos das raizes de P. blanda coletada na Ripasa.

MESES DE COLETA| AREA CON(fnz'\.'anFiﬁ)CAo RECUP(;';ACAO
Set/2006 12200195 0,172 86,06
Nov/2006 12333197 0,174 87,12
Jan/2007 12676494 0,180 89,87
Mar/2007 12169525 0,172 85,81
Maio/2007 12638399 0,179 89,57
Jul/2007 14223710 0,205 102,25
Set/2007 13041936 0,186 92,79
Nov/2007 12285325 0,173 86,74
Jan/2008 12570072 0,178 89,02
Mar/2008 13038548 0,186 92,77
Maio/2008 12882524 0,183 91,52
Jul/2008 12612412 0,179 89,36

Média 12722695 0,180 90,24
Desvio padrao 559787 0,009 4,48
CV (%) 4,40 4,96 4,96

Tabela 30: Valores de recuperacdo de amostra em fungédo do padréo interno

licarina A para os extratos das partes aéreas de P. blanda coletada na casa de

vegetacao. _ _
MESES DE COLETA AREA CONCENTR_A?QAO RECUPERACAO
(mg.mL™) (%)
Set/2006 12586675 0,178 89,15
Nov/2006 13051325 0,186 92,87
Jan/2007 12678813 0,180 89,89
Mar/2007 13059269 0,186 92,93
Maio/2007 12986348 0,185 92,35
Jul/2007 12698411 0,180 90,05
Set/2007 12789933 0,182 90,78
Nov/2007 12119275 0,171 85,41
Jan/2008 12157971 0,171 85,72
Mar/2008 12722887 0,180 90,24
Maio/2008 12963783 0,184 92,17
Jul/2008 14125784 0,203 101,47
Média 12828373 0,182 91,09
Desvio padrao 512758 0,008 4,10
CV (%) 4,00 4,50 4,50
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Tabela 31: Valores de recuperagcdo de amostra em fungdo do padréo interno
licarina A para os extratos das raizes de P. blanda coletada na casa de
vegetacao.

MESES DE COLETA AREA CONCENTRﬁ\(;AO RECUPERACAO
(mg.mL™) (%)
Set/2006 12542653 0,178 88,80014
Nov/2006 12866045 0,183 91,3876
Jan/2007 12927529 0,184 91,87954
Mar/2007 12079885 0,170 85,09753
Maio/2007 12108545 0,171 85,32684
Jul/2007 12725308 0,181 90,26157
Set/2007 12152982 0,171 85,68238
Nov/2007 12286686 0,174 86,75214
Jan/2008 13709793 0,196 98,13844
Mar/2008 12528558 0,177 88,68737
Maio/2008 12231287 0,173 86,3089
Jul/2008 12980350 0,185 92,30216
Média 12594968,42 0,178 89,22
Desvio padrao 479027,46 0,008 3,83
CV (%) 3,80 4,30 4,30

A determinacdo da recuperacdo do analito foi realizada pela sua
quantificacdo na matriz em estudo, pelo emprego de um padrdo analitico. O
grau de recuperacdo variou de 85 a 102%, o que esta dentro das
especificacdes esperadas. Os intervalos aceitaveis de recuperacéo geralmente
estdo entre 70 e 120%, (RIBANI et al., 2004)

A exatiddo do método foi corroborada pelos valores dos coeficientes de

variacdo abaixo de 5%.

5.3.4.7. Anédlise das matrizes

ApoOs determinacdo dos procedimentos de extracdo e preparo de
amostras, bem como o desenvolvimento e validagio de um método
cromatografico satisfatério, o processo de quantificacdo das lignanas foi
iniciado.

As amostras de partes aéreas e raizes de Peperomia blanda selecionadas

foram submetidas as extracbes com metanol, seguida das extracdes liquido-
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liquido. Apds suas analises por CLAE-DAD, cada lignana foi quantificada com
auxilio das curvas analiticas (figuras 48, 49 e 50, p. 111 e 112).

Para aumentar a confiabilidade do método, foram realizadas anélises em
triplicata de injecdo a cada 8 amostras. A ordem de injecdo das amostras foi
aleatéria. Os valores de CV em relacdo as areas totais dos cromatogramas

foram calculados e estéo dispostos na tabela 32.

Tabela 32: Média, desvio padrdo e coeficiente de variagdo entre as
triplicatas de injecdo ao longo das analises das amostras .

AREAS

REPLICATA | REPLICATA | REPLICATA MEDIA DESVIO cv

1 2 3 PADRAO | (%)

S | 311504256 | 313471236 | 309947440 | 311640977 | 1765872 | 0,57
a0’ | 285477133 | 283921004 | 280988416 | 286462184 | 3151367 | 1,10
T | 330254177 | 335087784 | 335784117 | 334008692 | 3253100 | 0,97
novP | 339514712 | 340799920 | 334847110 | 338387247 | 3132470 | 0,93
mal’® | 251712588 | 257147001 | 253363229 | 254074272 | 2786108 | 1,10
I8 | 241178936 | 242522677 | 245258741 | 242086784 | 2079122 | 0,86

Os baixos valores da constante de variagdo corroboraram a precisdo do
eguipamento ao longo de todas as analises.

A discussdo sobre a dindmica anual de cada classe esta nos itens a
seguir. Na tentativa de entender se fatores climaticos ou fenotipicos da espécie
estavam ligados as variacfes das lignanas em questdo, estes dados foram
coletados durante todo o periodo estudado, nas duas populacées.

Os valores de pluviosidade e temperatura foram coletados e fornecidos
pela empresa Ripasa, responsavel pela reserva florestal. Algumas
caracteristicas dos individuos analisados, como época de floracao, frutificacéo
ou morfologia das espécies também foram observados durante as coletas e

estdo resumidos na figura 52 (p. 119).
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Figura 52: Dados meteorolégicos do local de coleta (Ripasa) e fenotipicos
das espécies coletadas.

Para comparacdo com os individuos coletados na casa de vegetacdo, as
caracteristicas fenotipicas também foram coletadas no mesmo periodo (figura
53, p.121), no entanto os dados climaticos ndo possuem variacfes tdo grandes
em comparacao ao ambiente natural. A casa de vegetacdo possui sistema de
estufa, com cobertura e irrigacdo diaria, diminuindo consideravelmente grandes

variacdes, principalmente em relacéo a disponibilidade de agua.
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Figura 53: Dados fenotipicos das espécies coletadas na casa de
vegetacao durante o periodo de coleta.

Para os individuos da casa de vegetacdo, o alongamento das raizes
observado entre os meses de julho a outubro foi muito menor que o observado
para plantas da Ripasa, ja que a disponibilidade de dgua na casa de vegetacao
€ constante durante todo o ano. Os periodos de floracdo, frutificacdo e
desenvolvimento de novos individuos por brotamento a partir das raizes das
plantas em ambiente controlado ndo apresentaram alteracbes em relacdo as

plantas em ambiente natural.

A. Secolignhanas

As estruturas quimicas das secolignanas avaliadas quanto ao perfil

metabdlico sazonal de Peperomia blanda estéo na figura 54 (p. 122).
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Figura 54: Secolignanas de P. blanda avaliadas no estudo da variacao
metabolica da espécie.

/\O
o

Os teores dessas substancias nas solugdes analisadas por CLAE e o teor

por grama de material vegetal seco foram calculados a partir da curva analitica

(Figura 48, p. 111), e estdo nas tabelas 33 a 36 (p. 122, 123 e 124).

Tabela 33: Teores das substancias 1-3 calculados nas solugdes analisadas por
CLAE e por grama de partes aéreas secas coletadas na Ripasa.

PARTES AEREAS - RIPASA

1 2

Solugcdo | mg/g de Solucéo mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL* | planta mg.mL™ planta | mg.mL™ planta
set/06 2,295 11,476 0,519 2,596 2,470 12,352
nov/06| 2,531 12,654 0,535 2,676 2,327 11,633
jan/07 1,681 8,404 0,273 1,365 2,097 10,484
mar/07| 1,636 8,182 0,328 1,640 2,057 10,287
mai/07 1,474 7,372 0,321 1,607 1,826 9,131
jul/o7 1,914 9,569 0,644 3,219 2,604 13,022
set/07 2,245 11,224 0,418 2,090 1,995 9,974
nov/07 | 2,339 11,697 0,688 3,441 2,774 13,872
jan/08 1,431 7,154 0,288 1,440 1,651 8,257
mar/08| 0,810 4,052 0,169 0,844 1,016 5,078
mai/08| 1,110 5,552 0,436 2,180 1,395 6,975
jul/08 1,242 6,210 0,477 2,386 1,940 9,698
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Tabela 34: Teores das substancias 1-3 calculados para as solugdes analisadas
por CLAE e por grama de partes aéreas secas coletadas na casa de
vegetacao.

PARTES AEREAS — CASA DE VEGETACAO

1 2 3

Solucdo | mg/gde | Solucéo mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL* | planta | mg.mL* planta | mg.mL™ planta
set/06 | 2,058 10,290 0,615 3,073 1,980 9,901
nov/06 | 2,441 12,204 0,547 2,733 2,322 11,608
jan/07 | 1,974 9,872 0,421 2,105 2,043 10,213
mar/07| 1,203 6,016 0,333 1,665 1,049 5,244
mai/07 | 1,654 8,272 0,425 2,126 1,430 7,152
jul/o7 1,856 9,281 0,650 3,948 2,081 10,405
set/07 | 2,320 11,599 0,550 2,749 1,419 7,095
nov/07 | 2,748 13,741 0,366 1,828 2,199 10,996
jan/08 | 2,080 10,399 0,378 1,889 2,301 11,507
mar/08| 1,494 7,469 0,424 2,119 1,529 7,647
mai/08| 1,256 6,281 0,395 1,973 1,516 7,579
jul/o8 1,730 8,648 0,572 2,861 1,360 6,799

Tabela 35: Teores das substancias 1-3 calculados para as solu¢ces analisadas
por CLAE e por grama de raizes secas coletadas na Ripasa.

RAIZES - RIPASA

1 2 3

Solucdo | mg/gde | Solucéo mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL? | planta mg.mL* planta mg.mL* planta
set/06 | 1,355 6,776 0,628 3,138 1,596 7,978
nov/06 | 1,205 6,025 0,600 3,002 1,494 7,471
jan/07 | 2,527 12,633 0,340 1,699 1,631 8,157
mar/07| 1,552 7,759 0,319 1,594 1,117 5,586
mai/07 | 1,869 9,344 0,323 1,617 0,971 4,853
jul/o7 3,091 15,455 2,279 11,394 3,669 18,345
set/07 | 1,315 6,576 0,287 1,437 0,619 3,096
nov/07 | 0,913 4,564 0,248 1,242 0,811 4,055
jan/08 | 1,441 7,204 0,764 3,820 1,735 8,674
mar/08| 0,981 4,904 0,209 1,045 0,721 3,605
mai/08| 1,588 7,938 0,448 2,240 0,828 4,138
jul/o8 1,590 7,950 0,534 2,670 1,285 6,423
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Tabela 36: Teores das substancias 1-3 calculados para as solugbes analisadas
por CLAE e por grama de raizes secas coletadas na casa de vegetacao.

RAIZES — CASA DE VEGETACAO

1 2 3

Solucdo | mg/gde | Solucéo mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL? | planta | mg.mL* planta | mg.mL* planta
set/06 | 1,491 7,453 0,480 2,401 0,648 3,241
nov/06| 1,488 7,440 0,460 2,298 0,622 3,108
jan/07 | 1,507 7,537 0,465 2,327 0,913 4,565
mar/07 | 1,341 6,707 0,272 1,361 0,472 2,358
mai/07 | 1,577 7,885 0,397 1,985 0,472 2,358
jul/o7 1,979 9,897 0,630 3,150 1,203 6,017
set/07 | 1,775 8,875 0,502 2,510 0,563 2,815
nov/07 | 1,328 6,642 0,339 1,694 0,539 2,695
jan/08 | 1,321 6,605 0,539 2,696 1,087 5,435
mar/08| 1,260 6,298 0,260 1,300 0,298 1,488
mai/08| 1,173 5,865 0,218 1,089 0,205 1,024
jul/o8 1,569 7,843 0,573 2,867 0,439 2,193

Os graficos a segquir ilustram a dinAmica média encontrada ao longo do

periodo selecionado (Figura 55, p. 125).
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Figura 55: Variacdo metabdlica das peperominas 1-3 em partes aéreas
(PA) e raizes (R) de P. blanda coletadas na Ripasa (1) e casa de vegetacdo
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A andlise dos resultados apresentados demonstra que o perfil metabdlico
durante os ciclos anuais apresentou-se bastante semelhante ao longo do
periodo.

A andlise das raizes de Peperomia blanda mostra grande acumulo destas
lignanas no més de julho, que correspondendo ao periodo de seca e é
observado o alongamento das raizes da espécie. O maior acumulo foi
observado nas raizes de espécies coletados na reserva florestal. O més de
julho de 2007 correspondeu a época de maior seca durante o periodo
analisado, com pluviosidade média abaixo de 10 mm, coincidindo com a época
de maior alongamento observado para as raizes. O alongamento das raizes
parece ocorrer na busca de agua pela espécie, além das predisposicdes
genéticas. A relacdo com a grande producdo destas lignanas nesta época
sugere que elas estdo envolvidas, entre outras fungdes, na composicéo
estrutural de P. blanda, tal como a lignificacdo. A diminuicdo brusca
consecutiva pode sinalizar o consumo destas substancias para producao de
lignina. Outro pico de acumulo das lignanas em raizes, porém menos intenso,
corre no més de janeiro, justamente o periodo que inicia o brotamento de
novos individuos a partir destes O0rgdos. Mais uma vez estes resultados
sugerem que as peperominas podem estar relacionadas a func¢des estruturais
Ou na protecao contra possiveis predadores, parasitas ou doencas que possam
prejudicar ou dificultar o desenvolvimento da nova planta.

No més de julho observou-se também um aumento no acumulo das
substancias 2 e 3 nas partes aéreas, que pode estar relacionado a outras
funcdes neste 6rgdo como na protecdo contra predadores ou doencas. O maior
acumulo das peperominas 1-3 em partes aéreas se da nos meses proximos de
novembro, época de desenvolvimento das flores. As flores nesta espécie
ocorrem no apice da planta podem chegar a 20 % do tamanho da planta. O
surgimento do novo 6rgdo pode estar relacionado ao aumento da produgéo
destes metabdlitos. Este fato sugere, mais uma vez, a fungéo estrutural destas
lignanas, porém sem descartar outras fun¢des biolégicas importantes como a
protecdo da espécie.

Em relacdo a quantidade total relativa das peperominas, em todas as
amostras, a substancia 2 ocorre em menor teor, principalmente em partes

aéreas. As substancias 1 e 3 ocorrem sempre em teores similares, exceto em
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raizes de plantas coletadas na casa de vegetacdo, onde o acumulo da
substancia 3 € menor.

Em relacdo a producéo dos diastereoisdmeros 2 e 3, as analises mostram
que ha uma producao preferencial do isbmero 3, com configuracédo cis no anel
butirolacténico em todos os meses analisados.

Estes resultados sugerem portanto, que a producdo destas lignanas é
influenciada pelas caracteristicas climaticas, principalmente a disponibilidade
de agua, que refletem na morfologia da espécie e que, entre outras funcdes
biolégicas ou ecoldgicas, a importancia na parte estrutural da espécie €
bastante pronunciada. De fato, fatores fisioldgicos criticos, tais como
fotossintese, comportamento estomatal, mobilizacdo de reservas, expansao
foliar e crescimento, foram previamente relatados, tendo como causa principal
o estresse hidrico que, consequentemente, levam a alteracbes no metabolismo
secundario (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Em relacdo as diferencas entre as populacdes estudadas, apesar da
semelhanca no ritmo de producéo das secolignanas, observa-se um teor muito
maior destas lignanas nas raizes de plantas coletadas em ambiente natural. O
teor encontrado nestes 6rgdos chega a ser duas ou trés vezes maior em

relacdo as espécies coletadas na casa de vegetacao.

B. Lignanas tetraidrofurénicas

As estruturas quimicas das trés lignanas tetraidrofuranicas avaliadas no

perfil metabdlico de Peperomia blanda estédo na figura 56 (p. 127).

Figura 56: Lignanas tetraidrofuranicas de P. blanda avaliadas no estudo
da variacdo metabdlica da espécie.
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Assim como para as secolignanas, o0s teores das lignanas
tetraidrofuranicas foram calculados tanto para as solugdes analisadas por
CLAE quanto por grama de material vegetal seco, a partir da curva analitica
(Figura 49, p. 111), e estdo indicados nas tabelas 37-40 (p. 128 e 129).

Tabela 37: Teores das substancias 4-6 calculados para as solucdes
analisadas por CLAE e por grama de partes aéreas secas de P. blanda
coletada na Ripasa.

PARTES AEREAS - RIPASA

4 5 6

Solucdo | mg/gde | Solucéo mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL* | planta | mg.mL* planta | mg.mL™ planta
set/06 | 0,136 0,681 0,539 2,696 0,187 0,935
nov/06| 0,128 0,638 0,568 2,840 0,179 0,895
jan/07 | 0,103 0,518 0,499 2,496 0,133 0,668
mar/07| 0,083 0,415 0,421 2,107 0,099 0,496
mai/07 | 0,086 0,432 0,341 1,704 0,073 0,365
jul/o7 0,059 0,299 0,402 2,011 0,131 0,653
set/07 | 0,127 0,637 0,410 2,052 0,145 0,725
nov/07| 0,117 0,587 0,516 2,580 0,133 0,664
jan/08 | 0,077 0,385 0,349 1,746 0,081 0,407
mar/08| 0,037 0,184 0,285 1,425 0,050 0,253
mai/08 | 0,082 0,411 0,318 1,593 0,135 0,674
jul/o8 0,051 0,255 0,371 1,857 0,127 0,635

Tabela 38: Teores das substancias 4-6 calculados para as solucdes
analisadas por CLAE e por grama de partes aéreas secas de P. blanda
coletada na casa de vegetacao.

PARTES AEREAS — CASA DE VEGETACAO

4 5 6

Solucdo | mg/gde | Solucéo mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL* | planta | mgmL* planta | mg.mL™ planta
set/06 | 0,254 1,268 0,628 3,142 0,316 1,579
nov/06| 0,155 0,776 0,711 3,555 0,301 1,507
jan/07 | 0,159 0,797 0,591 2,955 0,188 0,943
mar/07| 0,099 0,496 0,298 1,489 0,155 0,777
mai/07 | 0,092 0,461 0,349 1,747 0,162 0,810
jul/o7 0,069 0,347 0,320 1,601 0,119 0,597
set/07 | 0,093 0,464 0,578 2,890 0,151 0,754
nov/07| 0,238 1,192 0,685 3,428 0,236 1,183
jan/08 | 0,120 0,603 0,619 3,097 0,146 0,732
mar/08| 0,107 0,534 0,364 1,820 0,112 0,560
mai/08 | 0,079 0,399 0,528 2,642 0,146 0,731
jul/o8 0,093 0,467 0,535 2,674 0,148 0,740
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Tabela 39: Teores das substancias 4-6 calculados para as solucdes
analisadas por CLAE e por grama de raizes secas de P. blanda coletada na
Ripasa.

RAIZES - RIPASA

4 5 6

Solucdo | mg/gde | Solugéo mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL? | planta | mg.mL? planta | mg.mL* planta
set/06 0,038 0,192 0,130 0,650 0,095 0,477
nov/06| 0,134 0,670 0,133 0,667 0,137 0,687
jan/07 0,056 0,281 0,173 0,865 0,238 1,194
mar/07| 0,100 0,501 0,102 0,513 0,155 0,777
mai/07 | 0,084 0,420 0,072 0,361 0,165 0,823
jul/o7 0,057 0,287 0,258 1,290 0,255 1,275
set/07 0,037 0,185 0,052 0,262 0,102 0,510
nov/07 0,094 0,470 0,070 0,352 0,045 0,225
jan/08 0,053 0,267 0,062 0,309 0,104 0,522
mar/08| 0,087 0,435 0,161 0,806 0,242 1,210
mai/08 0,134 0,671 0,059 0,296 0,173 0,863
jul/o8 0,083 0,416 0,117 0,587 0,158 0,792

Tabela 40: Teores das substancias 4-6 calculados para as solucdes
analisadas por CLAE e por grama de raizes secas de P. blanda coletada na
casa de vegetacao.

RAIZES — CASA DE VEGETACAO

4 5 6

Solucdo | mg/gde | Solucao mg/g de | Solucédo mg/g de

mg.mL? | planta mg.mL™ planta mg.mL? planta
set/06 0,094 0,471 0,089 0,446 0,119 0,598
nov/06| 0,074 0,370 0,077 0,386 0,117 0,587
jan/07 0,059 0,297 0,118 0,592 0,172 0,860
mar/07| 0,077 0,383 0,063 0,315 0,125 0,627
mai/07| 0,099 0,498 0,067 0,334 0,114 0,569
jul/o7 0,058 0,289 0,100 0,501 0,185 0,925
set/07 0,038 0,191 0,089 0,448 0,170 0,852
nov/07 | 0,069 0,346 0,052 0,260 0,132 0,661
jan/08 0,039 0,197 0,046 0,231 0,110 0,551
mar/08| 0,055 0,277 0,038 0,191 0,121 0,608
mai/08 0,059 0,298 0,052 0,260 0,125 0,630
jul/o8 0,047 0,234 0,080 0,401 0,141 0,708

Os graficos a seguir ilustram a dinamica média encontrada ao longo do

periodo selecionado (Figura 57, p. 130).
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Figura 57: Variacdo metabdlica das lignanas 4-6 em partes aéreas (PA) e
raizes (R) de P. blanda coletadas na Ripasa (1) e casa de vegetacao (2).
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A analise das lignanas tetraidrofuranicas mostrou que o acumulo das
mesmas apresentam similaridade a dindmica de producgéo da secolignanas. O
acumulo das substéancias 5 e 6 foi bastante expressivo nos meses de julho em
raizes das duas populacdes de P. blanda. Um aumento nos teores de todas as
substancias também foi notado nos meses de novembro nas partes aéreas da
espécie. Uma das diferencas existentes no metabolismo desta classe em
comparagcdo as peperominas esta relacionada, principalmente, com as
quantidades encontradas de cada classe. O acumulo de lignanas
tetraidrofuranicas apresenta-se menor em todas as amostras analisadas.

O perfil de producdo das lignanas tetraidrofuranicas em raizes de P.
blanda mostrou-se diferenciado entre as substéncias avaliadas desta classe,
tanto em individuos coletados na Ripasa quanto nos coletados na casa de
vegetacdo. Neste oOrgdo, as substancias 2 e 3 apresentam aumento de
acumulo nos meses de janeiro e julho, que coincide com o periodo de baixos
teores da substancia 1. Observando as estruturas destas lignanas (Figura 56,
p. 127), este acumulo diferenciado possui um embasamento biossintético no
qual a substancias 1 seria a precursora para a producdo da substancia 2 e 3. A
hidroxila do anel aromatico (posi¢cao C-4’/C-4”) pode sofrer oxidag&o e originar
0 grupo metoxila ou ainda, o grupo orto-hidroximetoxi do sistema aromético
pode sofrer ciclizacdo oxidativa e gerar o grupo metilenodioxilico (DEWICK,
2002). Os resultados observados sugerem que a substancia 1 € aparentemente
consumida para aumento da producdo de 2 e 3 em raizes de P. blanda. No
entanto, para confirmacao das suposi¢cdes biossintéticas discutidas quanto as
etapas de oxidacdo dos substituintes aromaticos, € necessario um estudo
enzimatico direcionado as substancias analisadas nos diferentes 6rgaos da
planta.

De forma geral, assim como para as peperominas, a producdo das
lignanas tetraidrofuranicas pode ser uma resposta quanto a disponibilidade
hidrica, e a formagéo de novos 6rgdos como flores e brotos.

Em relacdo a diferentes populagdes coletadas em ambiente natural na
reserva da Ripasa e em ambiente com condicbes controladas, observou-se
diferencas quanto aos teores das lignanas nas raizes, que apresentou maior
acumulo em plantas coletadas em ambientes naturais, e nas partes aéreas

mostrou maior acumulo em plantas coletadas na casa de vegetacao.
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5.4. Estudo biossintético das lignanas de Peperomia blanda.

5.4.1. Estudo comparativo da enzima PAL em espécies de Piperaceae

A fenilalanina aménia liase (PAL) é a enzima que inicia a sequencia de
reacdes na biossintese das lignanas, assim como dos demais produtos
naturais formados pela via fenilpropanoidica. Esta enzima € responsavel pela
etapa de trans-desaminacdo da L-fenilalanina e formacdo do acido trans-

cinamico (Figura 58, p. 132).

Figura 58: Mecanismo de reacdo da trans-desaminacao da L-fenilalanina em
acido trans-cindmico catalisada pela enzima fenilalanina amonia liase (PAL)
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A otimizagdo das condi¢Bes cataliticas desta enzima € de extrema
importancia e pode sugerir as melhores condi¢cdes para as demais enzimas
envolvidas na rota. Isto se torna mais interessante levando-se em consideracéo
gue a enzima PAL ocorre em maior abundéancia por estar vinculada a producao
dos precursores de todas as substancias derivadas da via fenilpropanoidica.
Além disso, o substrato utilizado nesta etapa € L-fenilalanina, um reagente
relativamente mais acessivel e estavel. O estudo das condi¢cdes Otimas
reacionais e das etapas de purificacdo e andlise dos produtos formados in vitro
foi entdo iniciado com esta enzima. Uma vez que espécies de Piperaceae sao
tradicionalmente estudadas pelo grupo de pesquisa e que estas espécies
acumulam metabdlitos da via fenilpropanoidica, optou-se por realizar estes
experimentos ndo somente com a espécie Peperomia blanda, mas também

outras especies de Piperaceae com o0 objetivo de compar a atividade
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enzimatica da fenilalanina aménia liase (PAL) em espécies dos géneros mais
importantes desta familia.

Para isso, foi realizado um planejamento experimental com o objetivo de
determinar o melhor pH e temperatura para as reacfes cataliticas da PAL em
trés espécies de Piperaceae. Os resultados foram analisados no programa
Statistica 8,0, utilizando como resposta as areas dos picos cromatograficos
referentes ao acido trans-cin@mico formado nas conversdes da L-fenilalanina
para cada condicao experimental.

A escolha do tampao extrator foi feita baseando-se em dados da
literatura. Esses dados mostram que geralmente a PAL é extraida de espécies
vegetais e de microrganismos utilizando tampéao borato (CUNHA et al., 1996;
GEETHA et al., 2005). Com isso, esse tampao foi selecionado como extrator da
PAL das folhas das espécies selecionadas. Foram adicionados ao tampao
extrator, substancias para garantir a estabilidade da proteina, tais como,
agentes quelantes, antioxidantes e para a complexacdo de substancias
fendlicas. Para inibir a atividade das proteases, os experimentos foram
realizados a baixa temperatura, e nenhum outro agente inibidor de proteases
foi utilizado.

Apos a extracdo e clarificacdo do extrato bruto de Piper tuberculatum,
Peperomia obtusifolia e Peperomia blanda, foram determinadas as
concentracdes protéicas dos mesmos, pelo método de Bradford modificado. A
curva padréo foi obtida utilizando uma solugéo de albumina bovina (fragcao V),
obtendo-se assim as equac¢fes necessarias para quantificacdo das proteinas
nas fracbes em analise. As concentracfes protéicas totais dos extratos brutos

das espécies estdo indicadas na tabela 41.

Tabela 41: Concentracdo protéica total dos extratos brutos no estudo
comparativo da PAL de diferentes espécies de Piperaceae.

Espécie [proteina] mg/mL
Piper tuberculatum 0,25
Peperomia blanda 0,23
Peperomia obtusifolia 0,51
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Como pode ser observado, a maior concentracdo de proteinas totais a
partir da mesma massa inicial de material vegetal é encontrada na espécie
Peperomia obtusifolia. Para dar continuidade as reacdes enzimaticas, as
concentracdes de proteinas foram ajustadas para 0,2 mg/mL.

ApOGs a incubacdo do substrato L-fenilalanina em todas as condi¢es
pré-estabelecidas no planejamento experimental, foram adicionados 25 uL de
HCI (6M) para inativar a enzima. A solucgéao final foi centrifugada e analisada por
CLAE. A reacéo foi acompanhada pela observacdo do aparecimento da banda
do &cido trans-cindmico em 8,5 minutos e o tempo de incubacdo com melhor
conversdo do substrato foi de 24 horas. A identificacdo das bandas foi
realizada por comparacdo do tempo de retencdo destas com o tempo de
retencdo dos respectivos padrbes comerciais injetados nas mesmas condicdes
cromatograficas.

Todas as conversdes das reacbOes enzimaticas foram verificadas
utilizando curva de calibracéo para o produto da reacdo. Como resultado, foram
calculados os valores 6timos de atividade enzimatica relativa a temperatura e
pH para cada espécie separadamente, sendo que todas apresentaram valores

semelhantes (Figura 59, p. 134).

Figura 59: Superficie de resposta do experimento de otimizacdo das
condicBes reacionais da enzima PAL para as espécies Piper tuberculatum,
Peperomia blanda e Peperomia obtusifolia.

Piper tuberculatum Peperomia blanda Peperomia obtusifolia

O programa estatistico também permite encontrar um valor 6timo
comum a todas as espécies, considerando todas as variaveis. Esse valor foi de

temperatura igual a 51°C e pH 9,2 do tampao borato (Figura 60, p. 135). Estes
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dados sao bastante interessantes pois ndo ha relatos na literatura de atividade
da enzima PAL em temperatura e pH tdo elevados como os apresentados por
este estudo. Geralmente observa-se para esta enzima protocolos que utilizam
pH proximo de 8,8 e temperaturas néo superiores a 30°C (CHENG E BREEN,
1991; KOVACIK et al., 2007).

Figura 60: CondicOes Otimas para atividade enzimatica da PAL das trés
espécies de Piperaceae e o valor 6timo comum calculado estatisticamente.
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As reacOes enzimaticas utilizando os extratos brutos das espécies
selecionadas foram novamente realizadas nas condicbes otimizadas. Os
resultados confirmaram serem estas as condicbes para as melhores
conversdes da L-fenilalanina em acido trans-cinamico. Na tabela 42 (p. 136)
encontra-se a porcentagem de conversdo para cada espécie nas condicdes
otimizadas que foram calculadas com base na estequimetria da reacdo e
quantificacdo do acido trans-cinamico formado em relacdo a concentracéo
inicial de L-fenilalanina adicionada (150uL de uma solucdo 10 mM, ou seja,

2475 pg) .
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Tabela 42: Porcentagem de conversdo da L-fenilalanina em &acido
trans-cindmico em cada espécie analisada nas condicdes reacionais
otimizadas.

Espécie Converséao (%)
Peperomia blanda 69
Peperomia obtusifolia 51
Piper tuberculatum 58

A analise dos resultados mostra que a maior taxa de conversao ocorreu
na espécie Peperomia blanda, partindo da mesma massa de material vegetal.
Considerando o metabolismo secundario das espécies selecionadas, a
atividade observada para a PAL é justificavel. A espécie P. blanda possui como
constituintes principais do seu metabolismo secundario as lignanas e
flavonoides (FELIPPE, 2008; FELIPPE et al., 2008, 2011 e 2012; VELOZO et
al., 2009), que sao derivados da via fenilpropanidica, sendo esperada que a
atividade catalitica da PAL seja pronunciada nesta. Os principais componentes
do metabolismo secundario de P. tuberculatum pertencem a classe das
amidas, cujas rotas biossintéticas utilizam a via dos fenilpropandides (MOTA et
al., 2009; COTINGUIBA et al. 2009). Dentre os metabdlitos presentes na
espécie P. obtusifolia, que sdo derivados da via fenilpropanoidica, estdo alguns
flavondides, porém ndo sd0 0s constituintes majoritarios da espécie,
justificando a menor atividade da PAL (MOTA et al., 2011).

Com o objetivo de concentrar a enzima PAL e aumentar a atividade
observada, novos extratos enzimaticos das trés espécies estudadas foram
obtidos e fracionados com sal de amodnio. Estas fracbes foram submetidas a

dosagem protéica, utilizando o método de Bradford (Tabela 43, p.137).
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Tabela 43: Concentracdo protéica total das fragdes resultantes da precipitacao
salina dos extratos brutos das espécies de Piperaceae.

Espécie Fracédo [proteina] mg/mL
P. tuberculatum 0-25 % 1,31
P. tuberculatum 25-55% 2,43
P. tuberculatum 55-80% 3,57
P. blanda 0-25% 0,44
P. blanda 25-55% 1,47
P. blanda 55-80% 1,58
P. obtusifolia 0-25 % 0,36
P. obtusifolia 25-55% 0,73
P. obtusifolia 55-80% 0,97

Apos determinacdo da concentracdo de proteinas nas fracdes, estas
foram diluidas para 0,2 mg/mL e dessalinizacdo em coluna de Sephadex G-
100. As fragBes foram submetidas aos ensaios enzimaticos utilizando os
valores 6Otimos reacionais encontrados para os extratos brutos. Os produtos
das reacbes foram analisados por CLAE e o acido trans-cinamico foi
quantificado.

A figura 61 (p. 138) compara a conversao do precursor L-fenilalanina em
acido trans-cindmico nos extratos brutos e nas frac6es obtidas apds etapas de
precipitacdo fracionada para cada espécie. A precipitacdo fracionada mostrou-
se uma técnica bastante eficiente na concentracdo da PAL, uma vez que a
atividade se concentrou predominantemente em apenas uma fracao,
correspondente a saturacdo com sal de amoénio na faixa de 25% a 55%. Além
disso, foi possivel observar que a espécie P. blanda apresenta a melhor
conversdo da L-fenilalanina em &cido trans-cinamico apés fracionamento por
precipitacdo salina do extrato enzimatico (89%). Para P. tuberculatum, a
conversdo apresentada foi de aproximadamente 75% e para P. obtusifolia

apresentada foi de aproximadamente 67%.
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Figura 61: Conversdo da L-fenilalanina em &cido trans-cindmico apoés
fracionamento por precipitacdo salina nas trés espécies de Piperaceae
analisadas.
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O cromatograma referente a melhor conversdo encontrada para P.

blanda esta demonstrado na figura 62.

Figura 62: Cromatograma obtido apds a incubacdo de L-fenilalanina com a
fracdo enzimatica com 25-55% de saturacdo (amostra dessalinizada) de P.
blanda. CondicGes reacionais: T = 51°C, pH = 9,2 e tempo de incubacéo de 24
horas.

Detector A
— —— (275nm) ;. - A .
20240 b rep acido cindmico
Retention
600 Time
o
<
< 400+
€
] fenilalanina
2001 o
£
n
] 2
N @
o
0
T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes




Resultados e discussao 139

A enzima PAL representa uma das poucas enzimas nao-hidroliticas que
possuem muitas aplicagdes comerciais, como no tratamento de alguns tipo de
neoplasmas, e na conversdo de excessos de L-fenilalanina no sangue de
fenilcetonuricos.

Os resultados apresentados contribuem sobremaneira com informacdes
sobre a termoestabilidade da enzima PAL de espécies de Piperaceae, trazendo
novas alternativas para a industria, principalmente no ramo alimenticio, bem na

sintese de derivados de CC3via Quimica Verde.

5.4.2. Eletroforese monodimensional dos extratos e fracdes
enzimaticas das espécies estudadas.

A andlise do perfil proteico dos extratos brutos e fragBes enzimaticas das
espécies avaliadas foram realizadas por eletroforese monodimensional. As
amostras foram tratadas, como descrito no item 4.3.3.2 (p. 52), para retirada de
interferente, e aplicadas ao gel de poliacrilamida em condi¢cées desnaturantes
(SDS-PAGE).

A comparacdo dos géis revelados com prata mostrou que as fracdes
identificadas como mais ativas de todas as espécies (25-55% de saturagao),
apresentam uma banda proeminente entre 45.000 e 66.200 daltons (Figura 63,
p. 140). A PAL é descrita na literatura como uma enzima tetramérica, com
intervalo de pesos molecular entre 150000 Da a 330000 Da (HAO et al., 1996).
No entanto, o gel apresentado foi realizado com a enzima desnaturada, e a
banda visualizada em aproximadamente 52000 Da é referente a um mondémero
da enzima. Seu tetrAmero mostraria, portanto, um peso molecular de
aproximadamente 208000 Da, compativel com o peso molecular geralmente

atribuido a essa enzima.
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Figura 63: Géis de poliacrilamida em uma dimenséo obtidos dos extratos e das
fracbes preparadas por precipitacdo fracionada de espécies de Piperaceae,
revelados com nitrato de prata.
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Pt25 = Piper tuberculatum — 25 a 55% * Pb25 = Peperomia blanda — 25 a 55% * P025 = Peperomia obtusifolia — 25 a 55% *
Pt55 = Piner tiiherciilatiim — 55 a 800 * Pb55 = Peperomia blanda — 55 a 80% * Po55 = Peperomia obtusifolia — 55 a 80% *

* Porcentagens de saturagao na precipitagao salina

5.4.3. Estudo da dimerizacdo de fenilpropandides para formacédo das
lignanas tetraidrofurdnicas e secolignanas de Peperomia

blanda.

O estudo fitoquimico previamente realizado de P. blanda revelou como
constituintes principais de seus extratos de média polaridade, as secolignanas
e as lignanas tetraidrofuranicas (FELIPPE, 2008).

Do ponto de vista biossintético, as secolignanas ndo apresentam relatos
de estudo das suas vias de formacado, despertando o interesse da avaliacdo de
seus precursores diretos. Quanto a lignanas tetraidrofuranicas, o interesse
biossintético foi direcionado a uma substancia com aparente formacgéo a partir
de acoplamento cruzado entre alcool sinapilico e o E-5-metoxisoeugenol
(Figura 64, p. 141) (FELIPPE et al., 2008).
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Figura 64: Estruturas quimicas das substancias isoladas de Peperomia blanda
alvos dos estudos biossintético.

Secolignanas

Lignanas tetraidrofuranicas

O estudo da dimerizacdo de monémeros Cg-C3 em extratos enzimaticos
de Peperomia blanda tem como principal objetivo a confirmacdo das rotas
biossintéticas propostas para formacédo das lignanas tetraidrofuranicas com
oxidacdo em C-9 (7) e das peperominas 1-3 encontradas na espécie.

Até final da década de 1990, acreditava-se que as lignanas, de um modo
geral, eram derivadas unicamente do acoplamento oxidativo do &lcool
coniferilico, formando o pinoresinol de diversas formas enantioméricas.
Estudos biossintéticos demonstraram que o pinoresinol poderia sofrer etapas
de oxidacdo, metilagdo, e reducdo para produzir lignanas como a (+)-
eudesmina, extraida de Magnolia kobus (MIYAUCHI; OZAWA, 1998). Outros
trabalhos desenvolveram o estudo da biossintese de lignanas do gergelim
(Sesamum indicum), onde foi estabelecido que lignanas contendo o
grupamento metilenodioxifenilico como o (+)- piperitol, a (+)-sesamina e a (+)-
sesamolina sao biossintetizadas a partir do (+)-pinoresinol (KATO et al., 1997).
No entanto, outros estudos ocorreram ao longo da ultima década mostrando
gue nao apenas o alcool coniferilico seria o precursor direto das lignanas do

tipo 8-8’. A primeira comprovacéo de que um outro propenilfenol poderia estar
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diretamente envolvido na biossintese de lignanas foi demonstrada na
biossintese do (+)-conocarpano em Piper regnellii a partir do p-
hidroxipropenilbenzeno (SARTORELLI et al., 2001).

Com base nesses conhecimentos e nas classes de substancias isoladas
de P. blanda, a biogénese para a formacao da lignana tetraidrofuranica com
rara etapa de oxidacdo na posicdo 9 indica que os precursores envolvidos
podem ser o alcool sinapilico e o E-5-metoxisoeugenol (Figura 65, p. 142).
Etapas de oxidacdo na posicado 7, e reagbes posteriores de reducédo seriam
responsaveis pelo fechamento do anel furadnico, que levariam a lignana
oxidada (Figura 66, p. 142).

Figura 65: Precursores das reacdes enzimaticas para a biossintese da
lignana tetraidrofuranica com oxidacao em C-9 e secolignanas.

alcool sinapilico E-5-metoxi-isoeugenol

Figura 66: Biogénese da lignana tetraidrofurédnica com oxidagcdo em C-9
isolada de P. blanda.

A biogénese sugerida para as peperominas propde primeiramente a
formacdo do siringaresinol pelo acoplamento de duas unidades de alcool
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sinapilico, (RAHMAN et al., 2007) com posterior formacdo das secolignanas.
(Figura 67, p. 143)

Figura 67: Biogénese das secolignanas de P. blanda.

5.4.4. Sintese dos precursores.

A. Alcool sinapilico

A sintese do alcool sinapilico foi realizada seguindo o protocolo descrito
por Ludley e Ralph (1996), uma reacdo rapida e de alto rendimento. Esta
reacao envolve a reducdo do sinapaldeido no alcool correspondente pelo uso
do reagente redutor NaBH, em atmosfera inerte (N;). O produto foi
imediatamente analisado por CCDC e RMN de *H (Figura 68-70, p. 144 e 145),
obtendo-se um espectro com sinais em 6 6,49 (d, J = 16,0 Hz) e 6 6,19 (dt, J =
6,0 e 16,0 Hz) correspondentes aos hidrogénios da dupla ligacdo em trans, H-7
e H-8, respectivamente, e um sinal em 54,18 (dd, J = 15 e 6,0)
correspondente aos hidrogénios carbindlicos. A diminuicdo do sinal do aldeido
em & 9,6 (reagente inicial) mostra que a reacdo de redugcdo ocorre com alto
rendimento. No entanto, a analise por CCDC no dia posterior, mostrou que o

composto € bastante instavel, tendo uma parte degradada apds este periodo.
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Figura 68: Espectro de RMN de *H do &lcool sinapilico (500 MHz, CDCls)
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Figura 69: Espectro de RMN de *H do &lcool sinapilico (500 MHz, CDCls)
— ampliacao.
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Figura 70: Espectro de RMN de *H do alcool sinapilico (500 MHz, CDCls)
— ampliacao.
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B. E-5-metdxi-isoeugenol

Como o E-5-metoxi-isoeugenol ndo é disponivel comercialmente, foram
pesquisadas metodologias para sua sintese. A metodologia escolhida para
preparacdo deste composto utilizou o cloreto de paladio Il como catalizador da
reacdo de isomerizacdo da ligacdo dupla do reagente alilico, 4-alil-2,6-
dimetoxifenol, como descrito por Curti e colaboradores (2006), com algumas
modificacdes quanto ao tempo de reacao.

O espectro de RMN de *H do produto formado mostra sinais em & 6,29
(dd,J=1,5e 15,5 Hz) e em & 6,10 (dg, J = 6,5 e 15,5 Hz) correspondentes aos
hidrogénios vinilicos conjugados com o anel aromatico. Os valores das
constantes de acoplamento corroboram a presenca da ligacdo dupla na
configuragdo E. O sinal em 6 1,83 (dd, J = 1,5 e 6,5 Hz) foi atribuido aos
hidrogénio do grupo metilico da posi¢éo 9. Os sinais de hidrogénio alilicos em &
5,00 do reagente (Figura 71 - 73, p. 146 e 147) ndo foram observados,
sugerindo que o reagente foi consumido. No entanto, foram observados outros
sinais de menor intensidade sugerindo a presenca de subprodutos de reducéo

com o paladio. Com isso. O produto foi purificado por CC de silica
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(Hex:AcOET, 8:2), antes de seu uso nas reacfes enzimaticas. A pureza e

estabilidade do produto desejado foram acompanhada por placas CCDC.

Figura 71: Espectro de RMN de H do E-5-metéxi-isoeugenol (500 MHz,
metanol-d,)
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Figura 72: Espectro de RMN de *H do E-5-metéxi-isoeugenol — ampliacao.
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lidiane_reacaoCD30D_h

Figura 73: Espectro de RMN de *H do E-5-metéxi-isoeugenol — ampliacéo.
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5.4.5. Ensaio enzimético in vitro

O trabalho de Sartorelli e colaboradores (2001) que descreveu a
biossintese do (+)-conocarpano em Piper regnelli mostrou que a enzima
envolvida nesta rota foi encontrada na fracdo protéica extraida das membranas
celulares das folhas de P. regnellii (fracdo microssomal). Da mesma forma,
outros estudos corroboraram a presenca da enzima responsavel pelo
acoplamento oxidativo de fenilpropandides no sistema enzimatico do citocromo
P-450 (MOLOG et al., 2001; KIM et al., 2009). Com isso, optou-se, inicialmente,
pela extracdo das enzimas microssomais das folhas de Peperomia blanda e
incubacdo do extrato insolivel com o alcool sinapilico e com o E-5-meto6xi-
isoeugenol na presenca do NADPH e H,0,. No entanto, a andlise destas
reagOes por CLAE e CLAE-EM, ndo mostraram a formagé&o dos produtos.

Optou-se entdo por um protocolo de extracdo e concentracdo de
enzimas microssomais e sollveis das raizes e das partes aéreas de P. blanda.
As partes aéreas e raizes utilizadas neste experimento foram coletadas no més
de julho, uma vez que os estudos prévios de dindmica metabdlica mostraram
grande acumulo das lignanas nesta época do ano em ambos os Orgaos da

espécie.
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Apos precipitacao salina das enzimas extraidas, a concentragcéo proteica
das fracdes foi determinada pelo método de Bradford. As concentracdes finais
foram ajustadas para 0,5 mg.mL™” e as solucBes resultantes foram utilizadas
nas reacdes enziméaticas in vitro.

A analise dos resultados das rea¢fes enzimaticas utilizando a fracéo
microssomal de partes aéreas e raizes de Peperomia blanda ndo evidenciou a
formacgéo de produtos. No entanto, a analise dos resultados da incubacéo das
fracbes soluveis do extrato enzimatico com 0s precursores, mostrou o
aparecimento de bandas cromatograficas, sugerindo a formacéo de produtos. A
maior concentragcdo de produtos formados foi observada em reacdes com
enzimas de raizes (Figura 74, p. 149).

Os picos cromatograficos em aproximadamente 11,9 e 36,0 minutos
(Figura 74, p. 149) séo referentes aos substratos, &lcool sinapilico e E-5-
metoxisoeugeol, respectivamente, que foram identificados por comparacao do
tempo de retencédo de seus padrdes analisados sob mesma condigéo. O pico
em 17 minutos refere-se a um produto de degradacao do alcool sinapilico, que
€ bastante labil. Outro pico bastante intenso em 23,6 minutos aparece tanto
nas reacdes com enzimas das raizes quanto das partes aéreas. Alguns picos
de menor intensidade aparecem apenas nas reagdes que utilizam as enzimas
de raizes de P. blanda. E importante destacar que, nas rea¢des com enzimas

extraidas das raizes, ocorre o consumo total do alcool sinapilico.
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Figura 74: Cromatogramas das reagfes enzimaticas utilizando (a) branco
reacional (sem adicdo de enzimas), (b) branco dos substratos (sem adicédo dos
substratos), (c) reacdo com enzimas extraidas das partes aéreas e (d) das
raizes, juntamente com os substratos e cofatores.
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A incubacdo dos precursores com o0 extrato enzimatico soluvel das
raizes foram novamente realizadas e submetidas a analise por CLAE-DAD-EM,
com ionizacédo por eletrospray (modo positivo), com o objetivo de identificar os
produtos formados (Figuras 75-79, p. 151 e 152). A andlise dos espectros
sugeriu a formacéo dos produtos esperados. As estruturas quimicas propostas
e suas respectivas massas molares estdo demonstradas na tabela abaixo
(tabela 44).

Tabela 44: Tempo de retencéo, relacdo massa/carga (m/z) e estruturas dos
reagentes e dos produtos formados sugeridos pela analise dos espectros de
massa.

Tempo de m/z Massa e férmula Estrutura
retencao molecular
(minutos)
23,0 [M+H]" = 421 420 on
[M-H,0]" = 403 C22H280s S o<
[M+Na]* = 443 Ho O ° O oH
-0 /O
42,0 [M+H]" = 405 404
[M+Na]" = 427 C22H2807
34,6 [M+H]" = 419 418
[M+Na]" = 441 C22H260s

40,1 [M+H]* = 419
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Figura 75: Cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM da reacdo dos precursores
alcool sinapilico e E-5-metoxisoeugenol com enzimas da fracdo sollvel extraida das
raizes de P. blanda.
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Figura 76: Espectro de massas da substancia referente ao pico cromatografico
com tempo de retencdo em 23,1 min.
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Figura 77: Espectro de massas da substancia referente ao pico cromatografico
com tempo de retencdo em 34,8 min.
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Figura 78: Espectro de massas da substancia referente ao pico

cromatografico com tempo de retencédo em 40,1 min.
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Figura 79: Espectro de massas da substancia referente ao pico

cromatografico com tempo de retencdo em 42,0 min.
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Os espectros no UV/Vis das substancias de interesse foram analisados

e corroboram as estruturas quimica propostas. Como demonstrado no item

5.3.4.1, (p. 104), as lignanas tetraidrofuranicas possuem absor¢do maxima em

aproximadamente A 245 e 275 nm e as secolignanas apresentam absorcéo

maxima em aproximadamente A 220, 250 e 275 nm. Os espectros no UV estédo

apresentados na figura 80 (p. 153).
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Figura 80: Espectros no UV dos produtos formados na reacdo enzimatica
utilizando os precursores alcool sinapilico e E-5-metoxisoeugenol com extrato
enzimatico de raizes de P. blanda. Espectros no UV referentes as substancias
com trem (A) 23,1 min., (B) 34,7 min. (C) 40,1 min., (D) 42,0 min.
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Um segundo experimento utilizando enzimas extraidas de raizes de P.
blanda e o0s precursores separadamente foi realizado para avaliar o
envolvimento de cada um deles com os metabdlitos formados. A otimizacao
das condi¢des reacionais in vitro foram dificultadas devido a baixa estabilidade
dos precursores. A melhor condicdo encontrada foi de temperatura de 35°C e

tempo reacional de 3 horas.
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Figura 81: Cromatogramas referentes as reagdes com enzimas extraidas de
raizes de P. blanda com H,0O,, NADPH e os precursores: (A) alcool sinapilico e
E-5-metoxisoeugenol, (B) apenas o alcool sinapilico e (C) apenas E-5-
metoxisoeugenol. (D) Branco sem extrato enzimatico.

A
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Os produtos formados também foram analisados por espectrometria de
massas com ionizagao por eletrospray (ESI), no modo positivo (Figura 83 e 84,
p. 156 e 157). Foram detectados cinco produtos. Na reacdo enzimatica in vitro
que utilizou como precursor apenas o E-5-metoxisoeugenol, foi detectada a
formacdo de uma substancia que apresentou tempo de retencdo em 26,9
minutos com m/z 405. Na reacdo enzimatica incubada com o precursor o E-5-
metoxisoeugenol e o alcool sinapilico foi detectada uma substancia com tempo
de retengdo em 19,6 minutos com m/z 421. Finalmente, na reacdo enzimatica
que utilizou como precursor apenas o alcool sinapilico, foram detectadas trés
substancias com tempos de retencdo em 16,8, 23,1 e 28,9 min., todas
apresentando m/z 419.

Esses resultados corroboram as propostas apresentadas nos experimento
anterior. A terceira substancia detectada neste experimento (m/z 419), néo
havia sido observada anteriormente. Esta substancia poderia ser apenas um
diastereoisomero das estruturas previamente propostas, ou ainda um
intermediario estereoisomérico da reacdo de biossintese das peperominas,
como por exemplo, o lioniresinol, representado na figura 82 (p. 154). Esta
Gltima estrutura quimica proposta € corroborada pelo sinal em m/z 167, que

corresponde a uma fragmentacao caracteristica desta substancia.

Figura 82: Estrutura quimica do produto sugerido correspondente a um
intermediario da reacdo de biossintese das peperominas com tempo de
retencao de 28,9 minutos e m/z 419.

lioniresinol

Esses resultados reforcam a proposta biossintética da lignana
tetraidrofuranica 7 (m/z 421), formada a partir do acoplamento cruzado entre o
E-5-metoxisoeugenol e o alcool sinapilico. O fato dos picos com m/z 419
estarem presentes apenas quando o alcool sinapilico é usado como precursor

corrobora a formacéao das peperominas a partir deste.
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Figura 83: Espectro de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI), no

modo positivo da segunda reac¢do in vitro do extrato enzimético das raizes

de

P. blanda com os precursores, alcool sinapilico e E-5-metoxisoeugenol.
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Figura 84: Espectro de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI), no
modo positivo do produto formado com tr em 28,9 minutos, com m/z 419.
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Para confirmar as estruturas propostas, as amostras foram fracionadas
por CLAE preparativo, utilizando coluna C-18, e as fragbes resultantes foram
analisadas por RMN. Esses experimentos foram realizados com a colaboracéo

do professor Antonio Gilberto Ferreira, da Universidade Federal de Séo Carlos.

5.4.6. Identificacdo dos produtos formados por ressonéancia

magnética nuclear.

Do fracionamento da amostra da reacdo in vitro de enzimas das raizes
de Peperomia blanda com os precursores sintetizados, foram adquiridas 6
fracOes, no entanto apenas 2 obtiveram massa suficiente para andlise por
ressonancia magnética nuclear, que revelaram a presenca de uma lignana
furofuranica, o siringaresino , e uma lignana do tipo peperomina. Estas analises

estdo discutidas a seguir.

A. Lignana furofuranica

A presenca da lignana furofuranica siringaresinol (Figura 85, p.158) foi
confirmada no espectro de RMN de 'H (Figura 86, p. 158). Observa-se neste
espectro um sinal em 6 3,03 (m, 2H) referente aos hidrogénios das posi¢ées H-
8 e H-8’, sinais em 5 4,06 (m, 2H) e em 6 4,22 (dd, J = 7,5 e 5,5, 2H) referente

aos hidrogénios H-9 e H-9 respectivamente, além do sinal em 6 4,67 (d, J =
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3,5, 2H) referente aos hidrogénios H-7 e H-7’. O sinal dos grupos metoxilicos

foi observado em & 3,84 (s, 12H) e o sinal dos hidrogénios aromaticos em &

6,52 (s, 4H). Estes dados comparados aos da literatura, confirmam a estrutura

do siringaresinol (RAHMAN et al., 2007).

Figura 85: Estrutura quimica da lignana furofurénica siringaresinol,

formada na reacdo enzimatica e confirmada por RMN *H.

Figura 86: Espectro de RMN de 'H do siringaresinol formado nas reacées

enzimaticas (600 MHz, CDCly).
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B. Secolignana

A estrutura quimica da peperomina (Figura 87, p. 159) também foi
identificada por experimentos de RMN *H (Figura 88-89, p. 160) e
experimentos bidimensionais (Figuras 90-93, p. 161 e 162). No espectro de
RMN 'H observa-se sinais caracteristicos do anel butirolactdnico da
peperomina formada em 6 2,04 (gn, J = 6,5 Hz), 2,60 (gn, J = 6,5 Hz) e 3,26 (d,
J = 10,5 Hz) atribuidos aos hidrogénios metinicos das posi¢coes H-2, H-3 e H-5.
Observa-se ainda a presenca do grupo metilico em 4 1,08 (d, J = 6,0 Hz), e os
sinais em 6 4,05 (dd, J =7,5e 2,0 Hz) e 4,14 05 (dd, J = 7,5 e 1,0 Hz) foram
atribuidos aos hidrogénios geminais H-4a e H-4b, além dos sinais dos
hidrogénios aromaticos em & 6,46-6,51 e metoxilicos em & 3,82.

O mapa de contornos HSQC mostra a correlagéo direta entre o carbono em
6 13,9 com o hidrogénio em & 1,08 (posi¢do 6), o carbono em & 44,2 com 0
hidrogénio 6 2,04 (posi¢éao 2), o carbono em § 48,1 com o hidrogénio em 5 2,60
(posicédo 3), o carbono em 56,9 com o hidrogénio & 3,26 (posi¢do 5) e o
carbono em & 69,5 mostra correlagdo com os hidrogénios geminais em 4 4,05 e
4,13 (posicéao 4).

O mapa de contorno HMBC confirma o fechamento do anel mostrando
correlacéo entre C-3 (6 48,1) e os hidrogénios 6 1,08 (H-6), 2,04 (H-2), 64,05 e
(H-4a). O Carbono em 5 44,2 (C-2) mostra correlacdo com os sinais em 4 2,04,
(H-2) e 2,60 (H-3), o carbono da carbonila em 3 172,0 (C-1) mostra correlacédo
com o hidrogénio em & 2,04 (H-2) e o carbono em & 69,5 (C-4) mostrou
correlacdo com os hidrogénios em & 3,26 (H-5) e este com os hidrogénios
aromaticos. Estes dados confirmam a estrutura da 2-metil-3-[bis(4'-hidroxi-3',5’
dimetoxifenil)metil]butirolactona (Figura 87).

Figura 87: Estrutura quimica da secolignana, formada na reacao
enzimatica.
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Figura 88: Espectro de RMN de 'H da peperomina formada nas reacées

enzimaticas (600 MHz, CDCly).
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Figura 90: Mapa de contorno HSQC da peperomina formada na reacao
enzimatica.

Figura 91: Mapa de contorno HSQC da peperomina formada na reacao
enzimatica — ampliacao.
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Figura 92: Mapa de contorno HMBC da peperomina formada na reacao
enzimatica.

Figura 93: Mapa de contorno HMBC da peperomina formada na reacao
enzimatica — ampliacao.
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De acordo com os resultados apresentados € plausivel propor que a rota
biossintética das peperominas utilize como precursor o alcool sinapilico e que o
siringaresinol e o lioniresinol estejam entre os intermediérios desta reacao

enzimatica (Figura 94, p. 163).

Figura 94: Rota biossintética de formacao das peperominas.

5.4.7. Analise do perfil proteico de partes aéreas e raizes de

Peperomia blanda por eletroforese bidimensional.

Os experimentos de eletroforese bidimensional foram realizados visando
comparar os perfis proteicos das partes aéreas e raizes de P. blanda, visto
que, seus extratos enzimaticos apresentam diferentes atividades na formacao
das lignanas. As enzimas peroxidases sdo responsaveis pelo acoplamento
oxidativo dos mondmeros de CgC3, e sdo descritas na literatura com valores de
ponto isoelétrico (pl) proximos de 5 (SOUZA et al., 2002, MONTOVANI;
CLEMENTE, 2010) e peso molecular (PM) entre 30 e 60 KDa (SISECIOGLU et
al, 2010; NAVES, 2008).

A andlise qualitativa por comparagdo visual dos geéis referentes aos
extratos enzimaticos dos diferentes 6rgaos permitiu verificar que os padrdes de

expresséo apresentavam algumas diferengas. O extrato enzimatico solavel de
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raizes de P. blanda apresentou maior abundancia e concentragdo das bandas
eletroforéticas nas regioes de pl e PM relatadas para a classe das peroxidases
(Figura 95, p. 164). Este fato corrobora a intensa atividade observada nos

experimentos in vitro com extratos obtidos das raizes.

Figura 95: 2D SDS-PAGE da fracdo enziméatica de raizes e partes aéreas
de P. blanda. Separacéo entre pl 3-10 (IPG 3-10 Linear) e MW entre 14-97 kDa
(12,5%). Massa aplicada: 100 ug de proteinas totais.
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Outra enzima que teve sua atividade avaliada no presente trabalho e
que, esta envolvida na rota de formacdo das lignanas, € a PAL. A faixa
esperada para a localizagcdo dos monémeros desta enzima, de acordo com a
literatura, € de 50000 a 97000Da. Observa-se no gel acima que existe uma
banda proeminente nas amostras de partes aéreas na regido entre 66,2 e 97,4

KDa, e que parece estar associada a subunidades da PAL.

5.5. Estudo da atividade in vitro das lignanas e secolignanas de

Peperomia blanda frente a enzima tirosinase.

A tirosinase € uma enzima envolvida na primeira etapa de biossintese de
melanina em mamiferos (Figura 96, p. 165), e é responsavel pela pigmentagéo
da pele, olhos, pelos e cabelos. A melanina desempenha um papel importante
na protecao da pele humana contra os efeitos nocivos da radiacdo UV do sol,
além de determinar a nossa aparéncia fenotipica (CHANG, 2009).
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Figura 96: Biossintese da melanina

A disfuncdo da atividade enzimética da tirosinase esta associada a
diversas doencas de pele, como a hiperpigmentacdo ou hipopigmentacao.
Diversos produtos naturais foram testados no tratamento da inibicdo ou
ativacdo desta enzima com fins terapéuticos e cosméticos, dentre eles constam
os flavondides, compostos fendlicos, terpenos e lignanas (CHANG, 2009; YE et
al., 2010).

Os extratos de algumas espécies de Piperaceae, inclusive Peperomias,
ja foram relatados e patenteados como ativadores da tirosinase, e classificados
como potenciais medicamentos ou cosmeéticos para tratamento de doencas
como a poliose ou leucoplasia (KUBO; MATSUDA, 2003; MATSUDA et al.,
2004).
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As substancias isoladas de algumas espécies de Piper foram relatadas
como potenciais inativadores da tirosinase, que podem auxilar no tratamento
estético de melasmas (KIM et al., 2006; ROW; HO, 2009).

As substancias isoladas de P. blanda testadas nas reacdes
enzimaticas foram: substancias 1-3, pertencentes a classe das secolignanas,
substancias 4-6 e 8, pertencentes a classe das lignanas tetraidrofuranicas e
substancias 9-11, pertencente a classe dos policetideos. As estruturas
quimicas das substancias avaliadas, bem como os valores do potencial de
ativacdo ou inativacdo da tirosinase das mesmas estdo descritos na tabela 45
(p. 166). Os valores estdo apresentados em porcentagem de ativacdo ou

inibicdo da enzima.

Tabela 45: Atividade das substancias isoladas de P. blanda frente a
enzima tirosinase.

Inibic&o da
Substancia Estrutura quimica atividade

enziméatica (%)

-31,2*

-6,2*
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3 -21,5*
4 13,7

5 -16,4*
6 -22,4*
8 22,4

9 -32,3
10 - 39,6




Resultados e discussao 168

11 -33,5

* Os valores negativos sugerem a ativacdo da enzima na presenca dos

compostos.

Os resultados mostraram que, para as classes de substancias testadas, o
grupo metilenodioxilico parece ser importante na ativacdo da enzima, bem
como a configuracdo cis no anel butirolactonico das peperominas. Os grupos
hidroxilicos presentes na estrutura quimica das substancias 4 e 8,
aparentemente contribuiram para inativacdo da tirosinase nos ensaios. As
substancias 9, 10 e 11, pertencentes a classe dos policetideos, apresentaram-
se como as mais potentes na ativacdo da enzima tirosinase. Esses estudos
demonstram a potencialidade dos mesmos, porém, estudos mais conclusivos
direcionados ao potencial ativador da tirosinase serdo realizados, incluindo

testes em células de mamiferos.
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6. CONCLUSOES

As etapas experimentais desenvolvidas no presente trabalho enfocaram
estudos dos aspectos estruturais, funcionais e biologicos, associados a duas
classes de lignanas presentes em Peperomia blanda: secolignanas
(peperominas) e tetraidrofuranicas.

Os aspectos estruturais incluiram o estudo da configuracao absoluta das
secolignanas (peperominas), uma vez que nao haviam dados descritos na
literatura, principalmente relacionados a peperominas isoladas de fontes
naturais. Os centros estereogénicos das secolignanas foram determinados por
métodos quirdpticos, como Dicroismo Circular Vibracional e Eletrdnico,
associados a calculos mecanico-quanticos, que levaram & atribuicdo dos
mesmos e identificacdo da peperomina B, além de duas secolignanas inéditas.

Os aspectos metabolicos, principalmente relacionados a producao dias
lignanas de P. blanda e suas relacdes sazonais, foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, apos coletas mensais em dois habitats:
um de crescimento natural e outro confinado (casa de vegetacao). As analises
revelaram um ciclo anual regular na producao das lignanas tetraidrofuranicas e
secolignanas. O acumulo das secolignanas é expressivo na espécie, com
predominancia dos isémeros com configuracdo cis no anel butirolacténico,
bastante raros quanto a ocorréncia em espécies vegetais. As lignanas
tetraidrofuranicas mostraram um perfil de acumulo diretamente relacionado a
proposta biossintética da classe, uma vez que a andlise dos resultados
demonstraram que a etapa biossintética de formacdo dos substituintes
aromaticos de duas substancias (5 e 6) utiliza como precursor comum a
substancia 4, preferencialmente nas raizes da espécie. O maior acumulo de
todas as lignanas isoladas ocorre principalmente nos periodos de baixa
disponibilidade hidrica (julho) e de desenvolvimento dos 0rgaos como raizes e
frutos (novembro), o que sugere que as principais funcdes destas substancias
na espécie sdo de carater estrutural, como na lignificacdo, assim como na sua
protecdo contra possiveis parasitas e predadores. Estes resultados foram
fundamentais para a previsdo da época do ano e do 6rgao vegetal em que as
enzimas envolvidas nas etapas biossintéticas de formacdo das lignanas

apresentariam maior expressao e atividade enzimatica.
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Os estudos biossintéticos relacionados a formacgdo das lignanas de P.
blanda foram iniciados avaliando-se a atividade enzimética da fenilalanina
amonia liase em suas folhas, bem como em outras duas espécies de
Piperaceae (Piper tubercullatum e Peperomia obtusifolia). O protocolo avaliado
nas trés espécies mostrou que essa enzima € termo estavel e apresenta
expressiva atividade em pH elevado, caracteristicas importantes pela primeira
vez relatadas para a PAL. Tais caracteristicas podem favorecer a aplicacédo
pratica desses parametros na industria de alimentos ou na sintese de
derivados CgC3z de forma a contribuir para a transformacdo da fenilalanina
utilizando processos sustentaveis. A utilizacdo dos precursores alcool sinapilico
e E-5-metoxisoeugenol em reacdes in vitro confirmaram a maior atividade das
enzimas envolvidas na biossintese das lignanas nos O6rgdos vegetais e
periodos anuais previstos pelo estudo metabdlico. Os experimentos realizados
confirmaram que a biossintese das secolignanas ocorre pela utilizacdo
exclusiva do alcool sinapilico. A incorporacdo do &lcool sinapilico permitiu a
elucidacdo ndo somente da via metabdlica, mas também de uma proposta dos
mecanismos envolvidos na mesma, baseado na identificacdo dos
intermediarios  biossintéticos por técnicas espectrométricas, incluindo
ressonancia magnética nuclear e de massas. A rota biossintética para
formacdo das lignanas tetraidrofuranicas com oxidagéo na posicao C-9 mostrou
que ha acoplamento cruzado entre os dois precursores utilizados, alcool
sinapilico e E-5-metoxisoeugenol. O acoplamento de diferentes
fenilpropandides para formacéo de lignanas tetraidrofuréanicas demonstra uma
diferenciada e rara seletividade no sitio ativo desta enzima.

Os estudos bioldgicos foram baseados em ensaios in vitro das
substéancias isoladas de P. blanda frente a enzima tirosinase, uma vez que em
estudos prévios, espécies de Piperaceae demonstraram ser ativas nessa
matriz bioldgica. As lignanas tetraidrofuranicas 4 e 8 apresentaram atividade
inibidora da enzima, enquanto que a secolignana 1 apresentou um aumento da
atividade enzimatica da tirosinase acima de 30%. As substancias da classe dos
policetideos, também presentes em P. blanda, revelaram potente propriedade
ativadora da enzima, com aumento de aproximadamente 40% observado para

a substancia 10.
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