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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

 

 

A verdadeira medida de um homem não é como ele se comporta em momentos de 

conforto e conveniência, mas como ele se mantém em tempos de 

controvérsia e desafio. 

Martin Luther King 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Estruturas de metabólitos secundários 

4.1.1. Lignanas furofurânicas       

4.1.1.1. Lignanas furofurânicas 1 e 2   

 O espectro de RMN de 1H da substância 1 (Figura 18) apresentou três singletos 

aromáticos em δ 6,58 (2H), 6,57 (1H) e 6,54 (1H) que, associados a sinais referentes 

a quatro metóxilas em δ 3,91 (3H, s), 3,87 (6H, s) e 3,84 (3H, s), indicaram a 

presença de no mínimo dois anéis aromáticos. Como foi observado ainda um 

singleto referente a um grupo metilenodioxílico em δ 5,96, foi inferida a presença de 

dois anéis aromáticos trissubstituídos. O reconhecimento da substância 1 ser uma 

lignana furofurânica contendo o sistema 3,7-dioxabiciclo [3.3.0] octânico, foi baseado 

nos deslocamentos químicos característicos em δ 4,87 (d, 1H, J= 5,4 Hz), 4,89 (d, 1 

H, J= 5,4 Hz), 3,56 (m, 2H), 3,71 (m, 2H) e um único deslocamento em δ 3,15 (m, 

2H) (Tabela 17 página 95). Um dos anéis aromáticos seria trimetóxilado enquanto o 

outro teria uma metóxila e um anel metilenodioxi (Tabela 17, página 95). O espectro 

de massas (Figura 17) obtido por CG-EM apresentou o pico do íon molecular M+• em 

m/z 430 Da e um pico base em m/z 179 relativo ao íon [ArCO]+ (Esquema 15, página 

93). A busca bibliográfica mostrou 1 como sendo a (7R, 8R, 7’R, 8’R)-3,4,5-trimetóxi-

3’,4’-metilenodioxi-5’-metóxi-8.8’,7.O.9’,7’.O.9-lignana, conhecida como 

diasesartemina que fora isolada previamente de Artemisia absinthium (Greger and 

Hofer, 1980).  

 O espectro de RMN de 1H da substância 2  (Figura 20) apresentou sinais 

semelhantes ao da lignana 1, com sinais em δ 4,91 (d, 2H, J= 4,5 Hz), 3,20 (m, 2H) 

e 3,59 (m, 4H). No entanto, apresentou apenas um singleto aromático em δ 6,60 
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(4H) e dois singletos relativos a seis metoxilas em δ 3,89 (4 CH3) e 3,86 (2 CH3), 

sugerindo a presença de dois anéis aromáticos trimetoxilados, tetrasubstituídos e 

simétricos (Tabela16, página 94). O espectro de massas (Figura 19) apresentou pico 

do íon molecular M+• em m/z 446 Da. Apresentou ainda o pico base em m/z 181 

devido à formação do íon [ArCH2]
+ (Esquema 17, página 97) e um pico em m/z 224 

que confere com um esqueleto constituído por duas unidades cinamílicas idênticas 

(Ar-CH=CH- CH-+.OH). Esses dados permitiram identificar a estrutura da substância 

2 como (7R, 8R, 7’R, 8’R)-3,4,5-trimetóxi-3’,4’,5’-trimetóxi-8.8’,7.O.9’,7’.O.9-lignana, 

conhecida como diaiangambina e também isolada previamente de Artemisia 

absinthium. As configurações absolutas foram determinadas por comparação dos 

valores de rotação especificas das duas lignanas isoladas e as reportadas na 

literatura (Greger and Hofer, 1980). 

Esquema 15. Proposta de da fragmentação de 1 no espectrômetro de massas 
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Esquema 16.  Proposta de fragmentação de 2 no espectrômetro de massas 
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Tabela 17. Dados de RMN de 1H (500 e 200 MHz, CDCl3, TMS) para 1 e 2 
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(C) 
 

δ 1H 
(multiplicidade, J/Hz) 

 

Posição 
(C) 

 

δ 1H 
(multiplicidade, J/Hz)  

 
1’ - 1/1’ - 

2’ 6,54 (s, 1H) 
2/2’/6/6’ 6,60 (s, 4H) 

3’ - 

4’ - 3/3’/5/5’ - 

5’’ - 4/4’ - 

6’ 6,57 (s, 1H) 7/7’ 4,92 (d, 2H, J = 4,8 Hz) 

7’ 4,87 (d, 1H, J = 5,4 Hz) 8/8’ 3,20 (m, 2H) 

8/8’ 3,16 (m, 2H) 9 3,74 (m, 2H) 

9’ 3,56 (m, 2H) 9’ 3,59 (m, 2H) 

1 - 

 

3/3’/5/5’-OCH3 3,89 (s, 12H) 

  4/4’-OCH3 3,86 (s, 6H) 

2/6 6,58 (s, 2H)  

 

3’5 -  

4 -  

7 4,89 (d, 1H, J = 5,4 Hz)  

9 3,70 (m, 2H)  

OCH2O 5,96 (s, 3H)  

5’-OCH3 3,92 (s, 3H)  

4-OCH3 3,84 (s, 3H) 

3,87 (s, 6H) 

 

3/5-OCH3  
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4.1.2. Isobutilamidas aromáticas 

4.1.2.1. Isobutilamida aromática 3 e 4 

 O espectro de RMN de 1H da substância 3 (Figura 22) apresentou dois grupos 

de sinais (Tabela 17, página 95). No primeiro, dois singletos aromáticos em δ 6,73 

(s, 1H) e 6,68 (s, 1H), dois dubletos em δ 6,24 (d, 1H, J= 15,3 Hz) e 7,51 (d, 1H, J= 

15,3 Hz); um singleto em δ 6,01 (s, 2H) referente a um grupamento metilenodióxi e 

outro singleto em δ 3,92 (s, 3H) referente a um grupamento metoxílico que sugeriram 

a presença de uma unidade cinamílica. O segundo grupo de sinais foi observado em 

δ 3,22 (t, 2H, J=6,2 e 6,2 Hz), 1,91-1,78 (m, 1H), 0,96 (d, 6H,  J= 6,6 Hz) e 5,61 (sl, 

1H) que possibilitou determinar a presença de uma isobutilamida em sua estrutura 

(Tabela 17, página 95). O espectro de massas (IE-EM) (Figura 21) apresentou o íon 

molecular M+• em m/z 277 Da (C15H19O4N), um pico base em m/z 205 devido à 

eliminação do radical [C4H10N]• e outro em m/z 220 devido à eliminação do radical 

[C4H9]
• (Esquema 17, página 75), foram compatíveis com a estrutura de (2’E)-N-

isobutil-3’-(5-metóxi-7,8-benzodioxol-1-il)acrilamida. Essa substância foi isolada de 

Piper amalago (Achenbach et al., 1986), para a qual havia descrito somente os 

dados de RMN de 1H. Nesse trabalho, foram obtidos os dados de RMN de 

C13/HMQC e HMBC (Figuras 23-26).  

 O espectro de RMN de 1H da substância 4 (Figura 28) apresentou sinais 

semelhantes aos apresentados por 3 (Tabela 17, página 97). Um singleto aromático 

em δ 6,73 (s, 2H), sinais relativos ao sistema AB em δ 6,32 (d, 1H, J= 15,3 Hz) 

e 7,55 (d, 1H, J= 15,3 Hz) e dois singletos adicionais em δ 3,87 (3H) e 3,89 (6H) 

sugeriram uma sub-estrutura 3,4,5-trimetóxi-trans-cinamato. Sinais adicionais em δ 
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3,23 (t, 2H, J=6,6 e 6,2 Hz), 1,92-1,74 (m, 1H), 0,96 (d, 6H, J= 6,6 Hz) e 5,69 (sl, 1H) 

semelhantes aos apresentados por 3, permitiram definir a estrutura como (2’E)-N-

isobutil-3’-(3,4,5-trimetóxifenil) acrilamida. A substância apresentou no espectro de 

massas (IE-EM) (Figura  27) o pico relativo ao íon molecular [M+•] em m/z 293 Da, 

compatível com a fórmula C16H23O4N, que associado aos íons fragmentários m/z 

236, 221, 206, 193 e 163 (Esquema 17), permitiram identificá-la com uma amida 

previamente isolada de P. amalago (Achenbach et al., 1986).  

 

Esquema 17. Proposta de fragmentação de 3 no espectrômetro de massas 
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Esquema 18. Proposta de fragmentação de 4 no espectrômetro de massas 
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Tabela 18. Dados de RMN de 1H de 4 (200 MHz), de 13C (50 MHz) e de HMBC  (500 

e 125 MHz, CDCl3, TMS) de 3 

OMe

N

O

MeO

MeO
H

1
2

3

4 5

1'2'

3' 1''
2''

3'

4

6

4''

 

O

O

OMe

N

O

H

1
2

3

4 5

1'
2'

3' 1''
2''

3''

4''

3

6

7

8
 

 
Posição 

(C) 
 

δ 1H 
(multiplicidade, 

J/Hz) 

Posição 
(C) 

 

δ 1H 
(multiplicidade, 

J/Hz) 

 
δ 13C 

 

 
HMBC 
(H   C) 

 
1 - 1 - 129,55 (C) - 

2/6 6,73 (s, 2H) 2 6,73 (s, 1H) 100,70 (CH)* 
C3, C4, 

C6, C3’ 

1’ - 3 - 149,12 (C) - 

2’ 6,32 (d, 2H,  
J=15,3) 

4 - 136,59 (C) - 

3’ 7,55 (d, 2H,  
J=15,3 ) 

5 - 143,49 (C) - 

1’’ 3,23 (t, 2H, 
J=6,6 e 6,2) 

6 6,68 (s, 1H) 108,80 (CH) * 
C2, C4, 

C5, C3’ 

2’’ 1,92-1,74 (m, 
1H) 

1’ - 165,85 (C) - 

3’’/4’’ 0,96 (d, 6H,  
J=6,6) 

2’ 6,24 (d, 1H, J=15,3) 119,16 (CH) * C1, C1’ 

N-H 5,72 (sl, 1H) 3’ 7,51 (d, 1H, J=15,3) 140,72 (CH) * C1’ 

 
3/5-OCH3 

 

3,89 (s, 6H) 1’’ 3,22 (t, 2H, 
 J=6,2) 

46,97 (CH2) * -   

4-OCH3 3,87 (s, 3H) 2’’ 1,91-1,78 (m, 1H) 28,50 (CH) * - 

  3’’/4’’ 0,96 (d, 6H, J=6,6) 20,01 (2CH3) * C2’’ 

  N-H 5,61 (sl, 1H) - - 

  5-OCH3 3,92 (s, 3H) 56,51 (CH3) * C5 

  OCH2O 6,01 (s, 2H) 101,72 (CH2)*  C3, C4 

*Multiplicidade obtida por RMN de 13C/Dept 135° e HMQC (75 MHz, CDCl3) 
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4.1.3. Fenilpropanóide 13 

 O espectro de RMN de 1H da substância 13 (Figura 30) apresentou entre os 

sinais mais intensos, três singletos característicos de dois grupamentos metoxílicos 

em δ 3,76 (3H, s), 4,02 (3H, s); além de um metilenodioxifenílico em δ 5,89 (2H, s) 

(Tabela 19). Observou-se também um único singleto de hidrogênio aromático em δ 

6,35, que associado aos sinais de hidrogênios alílicos e olefínicos em δ 5,89 (1H, m), 

5,01 (1H, m) e 5,07 (1H, m) permitiram identificar a substância como sendo o 

fenilpropanóide apiol (1-alil-3,6-dimetóxi-10,11-benzodioxol) (Benevides et al., 1999). 

O pico relativo ao íon molecular [M+.] em m/z 222 Da (CG-EM) (Figura 29) e aos íons 

fragmentários m/z 177, m/z 165, 161, 91 e 77, corroboraram a identificação do apiol. 

Tabela 19. Dados de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3, TMS) de 13 
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Esquema 19.  Proposta de fragmentação de 13 no espectrômetro de massas 
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4.1.4. Derivados do ácido cinâmico 

4.1.4.1. Derivados do ácido cinâmico 5 e 6  

 O espectro de RMN de 1H da mistura das substâncias 5 e 6 (Tabela 20, página 

103), apresentou o mesmo padrão de sinais nos dois casos (Figura 33). 

Observaram-se singletos correspondentes a hidrogênios aromáticos de 5 e 6 em δ 

6,75 (2H)/7,06 (2H) e sinais relativos ao sistema AB em δ 6,35 (d, 1H, J= 16,2 Hz) e 

7,62 (d, 1H, J= 16,2 Hz) e o segundo sistema AB em δ 5,91 (d, 1H, J= 12,9 Hz)/6,82 

(d, 1H, J= 12,9 Hz). Também foram observados singletos adicionais relativos a oito 

metoxilas entre δ 3,74 e 3,89 que permitiram determinar as substâncias como o (2E)-

3’-(3,4,5-trimetóxifenil) acrilato  de metila  (5) e  (2Z)-3-(3,4,5-trimetóxifenil) acrilato 
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de  metila (6). Os espectros de massas (CG-EM) (Figura 31-32) das substâncias 

apresentaram o pico relativo ao íon molecular [M+•] em m/z 252 Da que associado 

aos íons fragmentários m/z 237, 221, 177 e 77, foram compatíveis com as estruturas 

sugeridas (Esquema 20, página 102).  

 Os dois isômeros foram isolados anteriormente de Aragoa lucidula Blake 

(Corothie and Ilija, 1975) e também obtidos por síntese (Settimj et al., 1976).   

 

Esquema 20.  Proposta de fragmentação dos derivados de ácido cinâmico 5 e 6 no 

espectrômetro de massas 

 
 

  
 
 
 
 

 

MeO

MeO

OMe

O

OMe
MeO

MeO

OMe

O

OMe

MeO

MeO

OMe

O

O

MeO

MeO

OMe

O
Me

OMe

CH2O
MeO

O

O

e-

e.

252 (100%)m/z

+.

Trans ou cis

+

237 (76%)m/z

cis 237 (79%)m/z

m/z

cis 221 (17%)m/z

+

221 (22%)

.

2

-

.

177 (24%)m/z

cis 177 (27%)m/z

+

 



Tese de doutorado                                                                                                                                  Resultados e Discussão 

Karina J. Malquichagua Salazar                                                                103 
 

Tabela 20. Dados de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3, TMS) para 5 e 6  

 

4.1.4.2. Derivado do ácido cinâmico 7 

O espectro de massas (IE-EM) (Figura 34) de 7 apresentou além do pico base 

em M+• 236 Da, o pico em m/z 205 devido à eliminação do radical metoxílico e um 

pico em m/z 175 devido à saída consecutiva de uma molécula de CH2O, 

correspondente à fórmula molecular C12H12O5 (Esquema 21, página 104). 

 O espectro de RMN de 1H da substância 7 (Figura 35) apresentou sinais em δ 

6,68 (d, 1H, J= 1,2 Hz) e 6,63 (d, 1H, J= 1,2 Hz) sugerindo um acoplamento meta e 

sinais em δ 6,21 (d, 1H, J= 15,8 Hz) e 7,50 (d, 1H, J= 15,8 Hz) relativos ao sistema 

AB. Observaram-se também três singletos em δ 5,95 (2H), 3,86 (3H) e 3,73 (3H) 

(Tabela 20, página 103) que, devido à semelhança com àqueles apresentados pela 

substância 3, sugeriram a presença de uma unidade cinamílica em 7. Esses dados 

junto os obtidos no espectro de massas sugeriram a substância 7 como sendo (2’E)-

3’-(5-metóxi-7,8-benzodioxol-1-il)acrilato de metila,  substância tambem isolada de P. 

tetraphylla (Li et al., 2007) 
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δ 1H   (multiplicidade, J/Hz) δ 1H (multiplicidade, J/Hz) 

2/6 6,76 (s, 2H) 7,06 (s, 2H) 

3/4/5-OCH3 3,88 (s, 9H) 3,89 (s, 9H) 

1’-OCH3 3,81(s, 3H) 3,74 (s, 3H) 

2’ 6,35 (d, 1H, J=16,2) 5,91 (d, 1H, J=12,9) 

3’ 7,62 (d, 1H, J=16,2) 6,82 (d, 1H, J=12,9) 
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 Esquema 21. Proposta da fragmentação de 7 no espectrômetro de massas 
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Tabela 21. Dados de RMN de 1H de 13C (200 e 50MHz, CDCl3, TMS) de 7 
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(H) 

 

δ 1H 
(multiplicidade, J/Hz)  

 2 6,68 (d, 1H, J= 1,2) 

6 6,63 (d, 1H, J= 1,2) 

5-OCH3 3,86 (s, 3H) 

2’ 6,21 (d, 1H,  J= 15,8 ) 

3’ 7,50 (d, 1H,  J= 15,8) 

1’-OCH3 3,73 (s, 3H) 

OCH2O 5,95 (s, 2H) 
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4.1.5. Fenóis prenilados 

4.1.5.1. Fenóis prenilados 11 e 12 

Os espectros de RMN de 1H das substâncias 11 e 12 (Figura 37-38) 

apresentaram singletos correspondentes aos hidrogênios aromáticos em δ 6,23 (2H) 

e 6,26 (1H), respectivamente, indicando a presença de um anel aromático 

tetrasubstituido na estrutura de 11 e pentasubstituído na estrutura de 12 (Tabela 21, 

página 104). Os espectros apresentaram sinais semelhantes em δ 3,4 (d, 2H), 5,3 (t, 

1H), 5,04-5,08 (m, 2H), 1,99 – 2,10 (m, 8H), e singletos de metílas em δ 1,59 (6CH3), 

1,67 (CH3) e 1,81 (CH3), sugerindo a presença de um substituinte farnesila (C15) nas 

estruturas de 11 e 12. Foram observados singletos adicionais correspondentes à 

grupos metílicos ligados a anel aromático em δ 2,20 e 2,52, respectivamente. As 

principais diferenças em seus espectros de RMN de 1H referem-se à presença de 

uma hidroxila quelatada em δ 11,86 para 12, portanto, em posição orto ao grupo 

carboxílico, enquanto que o espectro de 11 observa-se um hidrogênio aromático 

adicional à estrutura de 12. Esses dados sugeriram as estruturas de 11 como sendo 

o 5-metil-2-[(2’E,6’E)-3’,7’,11’-trimetildodeca-2’,6’,10’-trien-1-il] benzeno-1,3-diol e, 

para 12, o ácido 2,4-dihidróxi-6-metil-3-[(2’E,6E)-3’,7’,11’-trimetildodeca-2’,6’,10’-

trien-1’-il] benzóico, isolados também de Peperomia galioides (Mahiou et al., 1995). 

O espectro de massas (IE-EM) de 11 (Figura 36) apresentou o pico molecular em M+ 

m/z 328 Da compatível com a estrutura proposta. No caso do espectro de massas 

(IE-EM) (Figura 38) de 12, ainda que não tenha sido possível observar o pico 

correspondente ao íon molecular em m/z 372, o espectro apresentou o íon 

fragmentário em m/z 328 ([M-COO]+, que constitui-se em suporte para a proposta da 
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estrutura 12. Ambos os espectros apresentaram picos comuns em m/z 191 [M-

C10H17]
• e o pico base em m/z 137 [M-C14H23]

• (Esquema 22). 

 

Esquema 22.  Propostas de fragmentação de 11 e 12 no espectrômetro de massas 
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+
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+
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Tabela 22. Dados de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3, TMS) de 11 e 12 

.  

 

 

 

OH

OH 11

1
2

3
4

5

6

7

1'

2'
3' 4'

5'
7'

8'

9'

10'6'

11'

12'

13'14'15'

 

OH

OH

COOH

121

2

34
5

6
7

1'

2'
3' 4'

5'
7'

8'

9'

10'6'

11'

12'

13'14'15'

 

Posição δ 1H (multiplicidade, J/Hz) 

1 - - 

2 
6,23 (s, 2H) 

- 

4 - 

3 -  

5 - 6,26 (s, 1H) 
6 - - 

7 2,20 (s, 3H) 2,52 (s, 3H) 

1’ 3,38 (d, 2H, J=7,0) 3,42 (d, 2H, J= 7,0) 

2’ 5,26 (t, 1H, J=6,6 e 6,2) 5,27 (t, 1H, J=6,6 e 7,0) 

3’ - - 

4’  

1,99-2,07  

(m, 8H) 

 

 

1,99-2,08  

(m, 8H) 

 

5’ 

8’ 

9’ 

7’ - - 

6’ 
5,08 (m, 2H) 

 
5,04 (m, 2H) 

 
10’ 

11’ -  - 

12’ 1,67 (s, 3H) 1,67 (s, 3H) 

13’ 1,59 (s, 3H) 1,59 (s, 3H) 

14’ 1,59 (s, 3H) 1,59 (s, 3H) 

15’ 1,81 (s, 3H) 1,81 (s, 3H) 

COOH - 11,86 (s, 1H) 
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4.1.5.2. Fenóis prenilados 8 e 10 

O espectro de massas alta resolução (ESI-EM) de 8  apresentou o pico 

molecular [M+ H]+ em m/z 329.2485 Da correspondente à fórmula molecular 

C22H32O2. O espectro de massas (IE-EM) (Figura 40) apresentou o pico molecular 

em M+• 328 Da e picos adicionais em m/z 272 devido à saída sucessiva de CH2=CH2 

e uma molécula de CO e em m/z 203, devido à saída sucessiva do radical [C5H9]
• 

(Esquema 23, página 109). 

O espectro na região do IV da substância 8 (Figura 41) apresentou banda de 

absorção em 3.449 cm-1 atribuído a vibrações de deformação axial de O-H das 

hidroxilas livres, em 1.595-1.622 cm-1/1.500-1.400 cm-1 características de 

deformação axial  C-C do anel e bandas em 900 cm-1 relativo a deformação angular 

fora do plano das ligações C-H do anel aromático. Uma banda larga e intensa foi 

observada em 3.000-2.800 cm-1 atribuída à deformação axial C-H dos grupos CH, 

CH2 e CH3. 

O espectro no UV de 8 (Figura 42) apresentou dois máximos de absorção em 

208 (57.335) e em 283 nm (ε 3.384) (banda larga), indicativas de sistemas 

conjugados.  

O espectro de RMN de 1H da substância 8 (Figura 43) apresentou um singleto 

aromático em δ 6,26 (1H), um singleto aromático em δ 2,20 (3H) e um singleto largo 

em δ 5,38 (1H) atribuído a hidrogênio hidroxílico (Tabela 22, página 107). Sinais 

adicionais entre δ 1,58 - 5,25 e especialmente aqueles observados em 3,28 (d, 2H, 

J= 6,6) e 3,39 (d, 2H, J= 7,0) são indicativos característicos de unidades prenílicas 

de C5 e C10 semelhantes àquelas apresentadas por [(2’E)-3’,7’-dimetilocta-2’,6’-dien-

1’-il]-5-metil-2-(3’’-metilbut-2’-en-1’-il) benzeno-1,3-diol. Essa substância, conhecida 

como piperogalina, foi anteriormente isolada de Peperomia galioides (Mahiou et al., 



Tese de doutorado                                                                                                                                  Resultados e Discussão 

Karina J. Malquichagua Salazar                                                                109 
 

1995). Todos os dados sugeriram que a substância 8 seria a piperogalina ou seu 

isômero. Nos espectros de RMN de 13C e HMQC foram observados sinais 

correspondentes a 22 carbonos, sendo oito quaternários, quatro metínicos, quatro 

metilênicos e seis metílicos, concordantes com a natureza dos substituintes do anel 

aromático proposto (Figura 44-45). Não obstante, foram utilizadas correlações 

HMBC (Figura 46) para determinar o posicionamento dos mesmos em torno do anel 

aromático de 8 (Tabela 22, página 107). A análise desse espectro mostrou 

correlações do hidrogênio de um grupo hidroxílico (δ 5,38, sl, 1H) com C1, C2 e C3 

permitindo definir esse grupo hidroxílico em C2.  Correlações adicionais entre H1’ 

com C1, C2, C6, C2’, C3’ e de H1’’ com C2, C3, C2’’, C3’’, permitiram posicionar a 

prenila C5 em C3 e a prenila C10 no C1. NOESY (Figura 47) mostrou esse 

posicionamento mostrando sinais entre o H1’ e H7, H2’, H8’ e entre H7 e H5, H1’. 

Assim, a estrutura de 8 foi proposta como [(2’E)-3’,7’-dimetilocta-2’,6’-dien-1’-il]-6-

metil-3-(3’’-metilbut-2’’-en-1’’-il) benzeno-2,4-diol substância inédita, isômero da  

piperogalina.  

Esquema 23. Proposta de fragmentação de 8 no espectrômetro de massas 
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Tabela 23. Dados de RMN de 1H, 13C, HMBC e NOESY (500 e 125 MHz, CDCl3, 

TMS) de 8 

Posição 

(C) 

 

OH

OH

1 2
3

4

5
6

7

1'

2'

3'

4'

5' 1''

2''

3''

4''

5''

7'

8'9'

10' 6'

8
 

δ 1H 
(multiplicidade, J/Hz) 

δ 13C 
 

HMBC 
(H      C) 

 

NOESY 
(H      H) 

1 - 118,01 (C) - - 

2 - 153,47 (C) - - 

3 - 111,57 (C) - - 

4 - 152,64 (C) - - 

5 6,26 (s, 1H) 109,74 (CH)* C1, C3, C4, H7 

6 - 135,19 (C) - - 

7 2,20 (s, 3H) 19,79 (CH3)* C1, C5, C6,C2 H5, H1’ 

1’ 3,28 (d, 2H, J= 6,6) 25,62(CH2)* C1, C2, C6, H7, H2’,H8’ 

2’ 5,13 (tt, 1H, J= 7,0 e 6,6) 122,51 (CH)* C1’,C4’, C8’ H1’,H4’ 

3’ - 137,49 (C) - - 

4’ 2,05 (m, 2H) 39,64 (CH2)* C2’, C3’, C5’, H2’,H6’ 

5’ 2,09 (m, 2H) 26,43 (CH2)* C3’, C4’, C6’, - 

6’ 5,05 (m, 1H) 123,93 (CH)* C9’,C10’ H4’,H10’ 

7’ - 131,78 (C) - - 

8’ 1,80 (d, 3H, J= 0,94) 16,12 (CH3)* C2’, C3’, C4’ H1’ 

9’ 1,58 (s, 3H) 17,81 (CH3)* C6’, C7’, C10’ - 

10’ 1,67 (s, 3H) 25,69(CH3)* C6’, C7’, C9’ H6’ 

1’’ 3,39 (d, 2H, J= 7,0) 22,66 (CH2)* C3, C2, C2’’, H2’’ 

2’’ 5,25 (tt, 3H, J= 7,0 e 7,0) 122,18 (CH)* C1’’ H1’’,H5’’ 

3’’ - 134,54 (C) - - 

4’’ 1,81 (s, 3H) 17,64(CH3)* C2’’, C3’’, C5’’ - 

5’’ 1,73 (s, 3H) 25,73 (CH3)* C3’’ H2’’ 

C2-OH 5,38 (sl, 3H) - C1, C2, C3 - 

*Correlação obtida por HMQC (300 e 75 MHz, CDCl3)  
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O espectro de massas alta resolução (ESI-EM) de 10 apresentou o pico 

molecular [M++ H] em m/z 329.2472 Da (Figura 48) correspondente à formula 

molecular C22H32O2. O espectro de massas (IE-EM) apresentou além do pico 

molecular em M+ 328 Da,  picos em m/z 272 devido à saída sucessiva de CH2CH2 e 

uma molécula de CO e em m/z 203 devido a saída sucessiva do radical [C5H9]
• 

(Esquema 23, página 109). O espectro de RMN de 1H da substância 10 (Figura 49) 

apresentou um singleto de hidrogênio aromático em 6,26 δ (1H), um singleto de 

metila aromática em δ 2,20 (3H) (Tabela 23, página 110). Foram ainda observados 

sinais adicionais entre δ 2,05 e 5,37 característicos de unidades prenílicas de C5 e 

C10. Esses dados sugeriram a estrutura de 10 como sendo a mesma substância 8, 

isolada de P. orephila: [(2’E)-3’,7’-dimetilocta-2’,6’-dien-1’-il]-6-metil-3-(3’’-metilbut-2’-

en-1’-il) benzeno-2,4-diol. Foram obtidos dados adicionais de RMN de 13C de 10 

(Figura 50), que mostrou sinais correspondentes aos 22 carbonos, sendo oito 

quaternários, quatro metínicos, quatro metilênicos e seis metílicos. Um perfil próximo 

daqueles apresentados pela substância 8 isolada de P. oreophila (Tabela 23, página 

110).  
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Tabela 24. Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC (300 e 75 MHz, CDCl3, TMS) de 10 

 

Posição 

(C) 

 

OH

OH

1

1 2
3

4

5
6

7

1'

2'

3'

4'

5' 1''

2''

3''

4''

5''

7'

8'9'

10' 6'

10
 

δ 1H 

(multiplicidade, J/Hz) 

 

δ 13C 

 1 - 118,08 (C) 

2 - 153,43 (C) 

3 - 111,38 (C) 

4 - 152,65 (C) 

5 6,26 (s, 1H) 109,73(CH)* 

6 - 135,21 (C) 

7 2,20 (s, 3H) 19,77 (CH3)* 

1’ 3,28 (d, 2H, J=6,6) 25,59 (CH2)* 

2’ 5,13 (tt, 1H, J=7,0 e 6,6) 122,49 (CH)* 

3’ - 137,51 (C) 

4’ 2,05 (m, 2H) 39,68 (CH2)* 

5’ 2,09 (m, 2H) 26,40 (CH2)* 

6’ 5,05 (m, 1H) 123,69(CH)* 

7’ - 131,23 (C) 

8’ 1,80 (d, 3H, J=0,94) 16,01 (CH3)* 

9’ 1,58 (s, 3H) 17,65 (CH3)* 

10’ 1,67 (s, 3H) 25,65 (CH3)* 

1’’ 3,39 (d, 2H, J=7,0) 22,68 (CH2)* 

2’’ 5,25 (tt, 3H, J=7,0 e 7,0) 122,17 

3’’ - 133,43(C) 

4’’ 1,81 (s, 3H) 17,65(CH3)* 

5’’ 1,73 (s, 3H) 25,71 (CH3)* 
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4.1.6. Cromenos 

4.1.6.1. Cromenos 14 e 15 

Os espectros de RMN de 1H das substâncias 14 e 15 (Figura 52 e 54) 

apresentaram sinais semelhantes relativos ao sistema AB em δ 5,6 (1H, d, J =10,0 

Hz) e δ 6,5 (1H, d, J =10,0 Hz) que, associadas aos singletos relativos aos grupos 

gem-dimetílicos em δ 1,43 (6H) permitiram caracterizar o sistema 2,2-dimetil-2H 

cromeno (Baldoqui et al., 1999). Os espectros de RMN de 1H das substâncias 13 e 

14 apresentaram sinais correspondentes a um único hidrogênio aromático em δ 6,30 

e 6,28, respectivamente, indicando a presença de um anel aromático 

pentassubstituído. Foram observados singletos adicionais correspondentes a grupos 

metílicos ligados a anel aromático em δ 2,48 e 2,20, respectivamente. As principais 

diferenças referem-se à presença de uma hidroxila quelatada em δ 11,43 no 

espectro de 13.  Portanto, em posição orto ao grupo carboxílico e, no caso de 14, 

um sinal em δ 3,77, relativo a um grupo metoxílico (Tabela 25, página 114).  

Os picos de seus íons moleculares (IE-EM) (Figura 51 e 53) em m/z 248 Da 

para 13 (Esquema 24, página 114) e em m/z 262 Da para 14 (Esquema 25, página 

92) permitiram determinar as estruturas de 14 como 7-hidróxi-2,2,5-trimetil-2H-

cromeno-carboxilato de metila e 15 como 7-metóxi-2,2,5-dimetil-2H-cromeno-6-

carboxilato de metila, isoladas anteriormente de Peperomia villipetiola (Salazar et al., 

2005). 
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Esquema 24. Proposta da fragmentação de 14 no espectrômetro de massas 
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Esquema 25. Proposta da fragmentação de 15 no espectrômetro de massas 
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Tabela 25. Dados de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3, TMS) de 14 e 15  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição 
(C) 

 

O

H

O

MeO

HO

Me

4a

2

3
5

6

7 8a

4

8

9

2'
1'

10

11

14  

O

H

OMeO

MeO

Me

4a

2

3
5

6

7

8a

4

8

1'

10

11

2'

1"

15

9

 
 

δ 1H 
(multiplicidade, J/Hz) 

 

2 - - 

3 5,61 (d, 1H, J=10,0) 5,55 (d, 1H, J=10,0) 

4 6,56 (d, 1H, J=10,0) 6,45 (d, 1H, J=10,0) 

4a - - 

5 - - 

6 - - 

7 - - 

8 6,30 (s, 1H) 6,28 (s, 1H) 

8a - - 

9 2,48 (s, 3H) 2,20 (s, 3H) 

10/11 1,41 (s, 6H) 1,41 (s, 6H) 

1’ - - 

2’ 3,93 (s, 3H) 3,89 (s, 3H) 

1’’ - 3,77 (s, 3H) 

5-OH 11,43 (s, 1H) - 
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4.1.6.2. Cromeno 9 

O espectro de massas alta resolução (ESI-EM) de 9  apresentou o pico 

molecular [M+ H]+ em m/z 327.2322 Da correspondente à fórmula molecular 

C22H30O2. O espectro de massas (IE-EM) de 9 apresentou o pico molecular em M+• 

m/z 326 Da (Figura 55), e picos em m/z 311 justificado pela eliminação de um radical 

metílico gerando um cátion estável, característico de um 2,2-dimetil-cromeno 

(Baldoqui et al., 1999). Observou-se ainda o íon fragmentário em m/z 203, devido à 

saída do radical C9H15 e outro em m/z 243, devido à saída do radical C6H11
. 

(Esquema 26, página 118). 

O espectro na região do IV da substância 9 (Figura 56) apresentou bandas de 

absorção em 3.400 cm-1 que indicou um grupo hidroxílico na molécula e, em 1.615 

cm-1/1.454 cm-1 bandas características de deformação axial C-C de anel aromático e 

bandas em 832-726 cm-1 relativo à deformação angular fora do plano das ligações 

C-H do anel. O espectro apresentou ainda bandas referentes às vibrações do 

sistema C-O-C em 1.123 cm-1 do anel heterocíclico. Adicionalmente o espectro 

apresentou uma banda larga e intensa em 2.960-2.865 cm-1 atribuída à deformação 

axial C-H dos grupos CH, CH2 e CH3. 

O espectro de RMN de 1H da substância 9 (Figura 58), apresentou um 

singleto aromático δ 6,13 (s, 1H) e sinais relativos ao sistema AB em δ 6,57 (d, 1H, 

J= 10,0 Hz) e 5,52 (d, 1H, J= 10,0 Hz) que associadas aos grupos gem-dimetílicos 

em δ 1,39 (s, 6H) permitiram caracterizar o sistema 2,2-dimetil-2H-cromeno (Salazar 

et al., 2005). Também foram observados sinais em δ 5,05 (4H), 2,17 (s, 3H), 1,96 (m, 

2H), 2,04 (m, 2H), três singletos metílicos em δ 1,56, 1,64, 1,75 e um único sinal em 

δ 3,23 (d, 2H, J= 6,9 Hz), que sugeriu o grupamento geranila como substituinte no 

anel aromático. Um sinal adicional em δ 2,17 (s, 3H) foi sugestivo de um grupo 
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metílico como o quarto substituinte do anel aromático. Esses dados em conjunto 

com os obtidos no espectro de massas e no infravermelho apontaram para o último 

substituinte como um grupo hidroxílico (Tabela 26, página 119).  

Nos espectros de RMN de 13C e HMQC (Figura 59-60) foram observados 

sinais correspondentes a 21 carbonos, sendo oito quaternários, quatro metínicos, 

quatro metilênicos e seis metílicos, sendo que um esses sinais corresponde aos 

grupamentos metílicos (2 CH3) em δ 26,65, concordantes com os grupos presentes 

na estrutura proposta. Para determinar o posicionamento dos mesmos em torno do 

anel de 9 recorreu-se também aos dados de HMBC (Tabela 26, página 119). A 

análise desse espectro mostrou correlações entre o H6 e C4a, C5, C8 e C9, 

permitindo inferir seu posicionamento no carbono C6, de maneira similar o H9 foi 

definido no C9 em função das correlações com C6, C7 e C8 e o H1’ no C1’ que 

apresentou correlações com os C8, C8a, C7, C2’ e C3’. O espectro NOESY 

confirmou esses posicionamentos mostrando correlações entre o H6 e o H9, e entre o 

H1’ e os hidrogênios H9 e H10’. Deste modo, foi possível determinar 9 como sendo 

[(2’E)-3’,7’-dimetilocta-2’,6’-dien-1’-il]-2,2,7-trimetil-2H-cromen-5-ol. Cromeno 

previamente isolado de Peperomia serpens (Lago et al., 2006). 
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Esquema 26. Proposta de fragmentação de 9 no espectrômetro de massas 
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Tabela 26. Dados de RMN de 1H, 13C, HMBC e NOESY (500 e 125 MHz, CDCl3, 

TMS) de 9 

*Correlação obtida por HMQC (300 e 75 MHz, CDCl3) 
 

Posição 
(C) 

OH

O

9
5

1'

2'
3'

4'

5'

2

8a

9

4a

7'

8'

9' 10'

6'

1

6

3

48

7

1

 
δ 1H 

(multiplicidade, 
J/Hz)  

δ 13C 
 

 
HMBC 

  (H      C) 
 

 
NOESY 

  (H      H) 

1/1 1,39 (s, 6H) 27,65 (2CH3)* C3, C2, C1 H3 

2 - 75,57 (C) - - 

3 5,52 
(d, 1H, J= 10,0) 128,14 (CH)* C4a, C2, C1 H4, H1 

4 6,57 
(d, 1H, J= 10,0) 116,72 (CH)* C8a, C4a, C5, C2, C1 H3 

4a - 107,30 (C)  - 

5 - 148,87 (C) - - 

6 6,13 (s, 1H) 109,03 (CH)* C8, C4a, C5, C9 H9 

7 - 137,67 (C) - - 

8 - 120,58 (C) - - 

8a - 151,34 (C) - - 

9 2,17 (s, 3H) 19,70 (CH3)* C8, C6, C7 H6, H1’ 

1’ 3,23 (d, 2H,J=6,9) 24,51 (CH2)* C8, C8a, C7, C2’, C3’ 
 

H9, H10’ 

2’ 
5,05 (m, 2H) 

123,10 (CH)* C4’,C10’ H4’ 

6’ 124,43 (CH)* C4’,C8’,C9’ H8’ 

3’ - 134,00 (C) - - 

4’ 1,96 (m, 2H) 39,77 (CH2)* C2’, C3’, C5’, C10’ H6’ 

5’ 2,04 (m, 2H) 26,69 (CH2)* C4’, C6’, C7’ H6’ 

7’ - 131,21 (C) - - 

8’ 1,64 (s, 3H) 25,64 (CH3)* C6’, C7’, C9’ H6’ 

9’ 1,56 (s, 3H) 17,64 (CH3)* C6’, C7’, C8’ - 

10’ 1,75 (s, 3H) 16,16 (CH3)* C2’, C3’, C4’ H1’ 
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4.2. Biossíntese da acetofenona de folhas de P. glabella  

4.2.1. Avaliação in vitro da atividade da enzima policetídeo sintase (PKS) em 

diferentes extratos enzimáticos das folhas de Peperomia glabella. 

Inicialmente foram obtidos diversos extratos enzimáticos de folhas de P. 

glabella (Esquema 10, página 77) objetivando a detecção da atividade de PKS 

(Tabela 10, página 77). Na seqüência foram realizados os ensaios enzimáticos, e no 

final das reações as misturas reacionais foram submetidas à partição com EtOAc 

(3x300 uL), as fases orgânicas reunidas e concentradas,  resuspendidas  em 100 µL 

de MeOH e analisadas (20 µL) por CLAE com detecção em 288 nm. As áreas das 

médias dos controles foram subtraídas das médias das reações enzimáticas (∆ 

áreas). Essas diferenças foram quantificadas por interpolação na curva analítica 

(Esquema 27, página 121), os resultados encontram-se na tabela 27.  

Tabela 27. Resultados dos ensaios enzimáticos 

 

 

 

 

Extrato Tampão de 
extração PVPP ∆ áreas 

Acetofenona 
formada 

(pmoles) 

PVPP-SD A 20% do peso do 
material vegetal - 

- 
 

PVPP-D A 
 

20% do peso do 
material vegetal 

- - 

A-SD A - 200517 990 (194ng) 

A-D A 
 

- - - 

B-SD B - 173706 850 (167ng) 

B-D B 
 

- - - 
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Esquema 27. Curva analítica do padrão 2-hidróxi,4,6-dimetóxiacetofenona 

Esses resultados mostraram ausência de atividade enzimática nos 

sobrenadantes dos extratos depois da dessalinização. De maneira similar o 

sobrenadante do extrato obtido utilizando-se PVPP na extração mostrou-se inativo, 

possivelmente em função do PVPP estar inativando as enzimas, semelhante a 

alguns casos descritos para PVP (Shaw and Lan, 1970). No entanto, os 

sobrenadantes dos extratos obtidos com tampão A ou B, sem dessalinização (A-SD, 

B-SD) (Esquema 10, página 77), resultou na formação da acetofenona desejada     

2-hidróxi-4,6-dimetoxiacetofenona (1), indicando que o extrato bruto continha a 

atividade de policetideo sintase (PKS) e também de metil transferase (OMT). O 

produto foi identificado através de CLAE com detector UV-visível com arranjo de 

diodos, ESI-EM e comparação com o padrão (Figura 10 e 11, página 122).  

 Com a finalidade de se trabalhar com a metodologia mais simples e de melhor 

rendimento, embora sem grandes diferenças de rendimento produto, foi selecionado 

o extrato A-SD, cuja extração foi obtida com o tampão A (fosfato de potássio pH=7,5 

e β-mercaptoetanol 2,5 mM) sem dessalinização. 
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 Esses primeiros resultados sugeriram que o PKS presente no sobrenadante 

deve pertencer ao grupo de enzimas do tipo-chalcona sintase (“CHS-like”) devido ao 

fato de realizar a biossíntese da acetofenona, cuja proposta biossintética envolve 

uma ciclização entre os carbonos C1 e C6, classificando-a nesse grupo (Flores-

Sanchez and Verpoorte, 2009; Austin and Noel, 2003). Permitiu também classificar a 

enzima OMT como pertencente ao grupo 1 de metioninas (Vogt et al., 2003), por não 

ser dependente de Mg2+ para que ocorra as metilações das hidroxilas da 

acetofenona. 

 

Figura 10. Cromatograma (CLAE) do produto de reação utilizando o extrato 

enzimático A-SD 
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Figura 11. Espectro de massas (ESI-EM) da acetofenona formada como produto da 

reação enzimática  
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4.2.2. Otimização das condições da reação enzimática (pH, tempo, temperatura, e 

saturação dos substratos) 

 Foi determinado o pH ótimo em pH=7,0 (fosfato de potássio 0,1 M e                

β-mercaptoetanol 2,5 mM) o que sugere que neste pH as duas enzimas, policetídeo 

sintase e metiltransferase (Esquema 28), apresentam seus grupos ionizáveis na 

forma iônica apropriada, de tal maneira que conseguem manter a conformação do 

sítio ativo, ligar-se aos substratos e catalisar a reação. Portanto, é esperado que em 

outros pHs o declínio da atividade possa ser resultante da formação da forma iônica 

inapropriada da enzima ou por inativação da enzima ou combinação desses fatores.  

6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
300000

400000

500000

600000

700000

800000

A
re

a

pH

 

Esquema 28. Determinação do pH ótimo de reação enzimática (Fosfato de potássio 

pH=6,0 a 8,0 e Tris-HCl pH=8,0 a 9,0) 

 Do estudo dos tempos pré-determinados (10-60 min), obteve-se que o tempo 

ótimo da reação foi de 20 minutos e que, depois de 40 minutos, a concentração do 

acetofenona decai, eventualmente devido à degradação do produto formado 

(Esquema 29). 
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Esquema 29. Determinação do tempo ótimo de reação enzimática 

  

 O estudo do efeito da temperatura (20-60°C) mostrou um ótimo em 40°C, 

sendo que em temperaturas maiores observa-se um decaimento da produção do 

acetofenona (Esquema 30). O incremento de temperatura implica num aumento da 

energia cinética das moléculas dos reagentes, resultando num maior numero de 

colisões por unidade de tempo. No caso das reações enzimaticamente catalisadas, 

se observa também um comportamento semelhante, porém até um determinado 

ponto. Isso pode ser explicado ao fato de que as enzimas são complexas moléculas 

de proteínas. Sendo que seu sítio catalítico atua como resultado de uma precisa e 

alta organização de estruturas terciárias com específicos grupos R com a finalidade 

de formar o sítio estereoespecífico e o centro catalítico no qual vai se ligar o 

substrato. E tal estrutura terciária é mantida principalmente por ligações não 

covalentes fracas que podem ser desfeitas na medida do aumento da temperatura. 
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Esquema 30. Determinação da temperatura ótima de reação enzimática 
 

 A variação das concentrações dos substratos acetil CoA e malonil CoA foi 

estudada  (0,02 mM - 0,06 mM; 0,10 mM - 0,30 mM; 0,2 mM - 0,6 mM; 0,4 mM - 1,2 

mM; 0,8mM - 2,4mM), resultando que em concentrações acima de 0,4 mM de 

acetato CoA e 1,2 mM de malonil CoA não há incremento significativo na formação 

do produto (Esquema 31). O que sugere que na região estudada, as concentrações 

que fornecem um máximo de produto são 0,4 mM de acetato CoA e 1,2 mM de 

malonil CoA. Porém, para o estudo de outros ótimos do ensaio enzimático deve-se 

selecionar concentrações menores para observar as possíveis variações. 
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Esquema 31. Determinação da concentração da saturação dos substratos 

na enzima 
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4.2.3. Estudo da variação circadiana da atividade de PKSs 

 O estudo do horário de maior expressão das duas enzimas envolvidas na 

biossíntese de acetofenona em Peperomia glabella mostrou que a maior expressão 

das enzimas policetídeo sintase e metiltransferase ocorrem em torno das 9 horas da 

manhã (Esquema 32). A quantificação do 2-hidróxi-4,6-dimetóxiacetofenona nas 

suas folhas mostrou uma maior produção de fenóis às 9 horas da manhã, 

coincidindo com o horário de maior expressão de enzimas (Esquema 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Esquema 32. Determinação do horário ótimo de coleta de maior atividade enzimática 

para a formação de 2-hidróxi-4,6-dimetóxiacetofenona em P. glabella   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 33. Variação da formação de 2-hidróxi-4,6-dimetóxiacetofenona entre  

6:00-12:00 h em P. glabella 
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4.3. Estudo de genes PKSs 

 

4.3.1. Amplificação das regiões alvo utilizando a reação em cadeia de polimerase 

(PCR) com os iniciadores LC1 e LC2c 

Nesta etapa os estudos de amplificação da região KS através de PCR foram 

realizadas com os ADNs de P. urocarpa, P. serpens e P.glabella utilizando o método 

da tabela 13 (página 66). Foi obtida apenas uma banda com um tamanho de 

aproximadamente 700 pb com P. glabella (Figura 12), que não foi passível de 

reprodução nos experimentos seguintes sob as mesmas condições. Esse primeiro 

resultado não é indicativo que as outras espécies de Peperomia não apresentem 

regiões KS homólogas às presentes nos genes PKS de fungos envolvidos na 

síntese de policetídeos não reduzidos. 

Foram realizados estudos utilizando-se várias reações em cadeia da 

polimerase com os iniciadores LC1/LC2c, com o objetivo de otimizar o método de 

amplificação. Foram consideradas diferentes temperaturas de anelamento em 45, 

48, 50, 53, 55, 58 e 60°C, variações no número de ciclos, bem como diferentes 

concentrações de DNA (100 ng, 200 ng, 500 ng e 1000 ng). Não entanto, tais 

experimentos não resultaram na observação de bandas esperadas entre 700 e 800 

pb. Como controle positivo foi utilizado o fungo endofítico Aspergillus terreus, para o 

qual foram constatadas as amplificações em todas as temperaturas utilizadas no 

termociclador. O controle negativo foi constituido por H2O ao invés de ADN. Esses 

resultados mostraram que não foi possível a otimização da reação de amplificação 

muito possivelmente em função da natureza dos iniciadores que não foram os mais 

adequados na prospecção em espécies de Peperomias.  
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        Figura 12. Produtos de PCR utilizando iniciadores Lc1 e LC2c, sendo 

1= P. urocarpa, 2= P. glabella, 3= P. arifolia, 4=controle positivo, 5 =controle 

negativo 

 

4.3.2. Amplificação das regiões alvo utilizando a reação em cadeia de polimerase 

(PCR) com os iniciadores  AOR1 e AOR2 

       Para o estudo de amplificação das regiões KS através de PCR, um segundo par 

de iniciadores AOR1/AOR2 foi utilizado. Devido ao fato desse par de iniciadores ser 

inédito, foi necessário otimizar as condições da reação de cadeia em polimerase em 

todas as etapas. Foram testadas diferentes temperaturas de anelamento (45-60°C) 

(Figura 2), concentrações de MgCl2 (de 0,5 em 0,5 mM, de 3,0 - 6,0 mM) e também 

as concentrações dos iniciadores (0,5 - 1,2 mM), ADN (100 ng - 1000 ng). O único 

resultado foi obtido somente para P. urocarpa (Figura 13) com temperatura de 

anelamento de 56°C, uma banda com tamanho aproximado de 800 pb e bandas 

     MM          1             2         3         4           5             

  700 pb 
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inespecíficas a temperaturas inferiores. Essa amplificação também não foi 

reproduzida nos seguintes experimentos e sob condições otimizadas. 

 

 

Figura 13. Produtos do PCR  a diferentes temperaturas utilizando ADN P. urocarpa e 

os iniciadores AOR1/AOR2 (MM=marcador molecular 100pb) 

 

4.3.3 Amplificação das regiões alvo utilizando a reação em cadeia de polimerase 

(PCR) com os iniciadores  AOS1 e AOS2 

 O terceiro par de iniciadores foi desenhado a partir de alinhamento da 

região KS de AviM de Streptomyces viridochromogenes e proteínas de sete plantas 

superiores com maior similaridade na suas seqüências protéicas no BLAST. Essa 

escolha foi feita com o intuito de se obter um par de iniciadores mais próximos dos 

moldes alvo de plantas superiores. A diferença dos outros dois pares de iniciadores 

baseados exclusivamente em seqüências de fungos e bactérias. 

45        48           50       53            56           58         60°C       MM   

800 pb 
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 De maneira semelhante aos casos anteriores foram obtidos os ADNs 

genômicos. No entanto, desta vez foram extraídas nove espécies de Peperomias, 

exceto de P. orephila (Tabela 1, página 26), incluindo os ADNs de P. urocarpa, P. 

glabella e P. arifolia (Figura 14). 

 

 

Figura 14. ADNs genômicos de 

Peperomia urocarpa (1), P. glabella 

(2) e P. arifolia (3) 

 
 

De maneira semelhante aos estudos anteriores, iniciou-se os estudos de 

otimização de temperatura de anelamento entre 52 a 65 ºC, com acréscimos de        

2 ºC, porém sem nenhuma amplificação ou arraste de (‘’smear’’). Decidiu-se então 

utilizar várias temperaturas decrescentes de anelamento numa mesma reação, 

conhecido como “touch down”, utilizada no caso de não se conhecer a temperatura 

de anelamento dos iniciadores. Foi também estudada a concentração ótima de 

MgCl2 (3,9 mM até 5,9 mM), quantidade de ADN por reação ( 500, 750, 1000 e 2000 

ng), concentração de iniciadores (0,5; 0,8; 1,0 e 1,5 µM), unidades de enzima por 

reação (0,5; 0,8; 1,0 e 1,2 U), concentração de dntps (0,2; 0,5 e 1,0 µM). As 

melhores condições para amplificação foi o intervalo de temperatura de “touch down” 

                         1       2      3           
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de 65-55 ºC, [MgCl2]=5,5 mM, 750 ng de ADN genômico,  [Iniciadores]=1 µM, 1U de 

enzima taq e [dntps]=0,5 µM. 

As amplificações realizadas em condições otimizadas resultaram na obtenção 

de três bandas em nove Peperomias estudadas. 

Segundo o marcador de massa molecular de 100 pb utilizado, as bandas 

apresentam um tamanho aproximado de 400, 550 e 750 pb (Figura 15). 

  

 

 

 

          

 

 

750 pb   
550 pb             

400    pb 

Figura 15. Amplificações utilizando como molde ADNs genômicos de 

Peperomia urocarpa (1), P. glabella (2), P. arifolia (3), P. nítida (4) e 

controle negativo (5) 

 

 

Considerando-se que era esperada a amplificação de uma banda entre 700 e 

800 pb em função do tamanho da região KS de AviM de Streptomyces 

viridochromogenes, a banda de aproximadamente 750 pb poderia ser uma 

amplificação relativa a uma PKS das Peperomias estudadas, sendo necessário o 

seu seqüenciamento para confirmação. Especulativamente, as duas outras bandas 

poderiam também ser provenientes de genes contendo regiões para condensação 

aldólica e alongamento de cadeias carbônicas. 

      MM            1              2             3                4              5   
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Posteriormente, as três bandas foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose (1,2%) preparativa e purificadas individualmente com o KIT de purificação. 

As frações foram submetidas à nova amplificação (Esquema 14, tabela 16, página 

90) com a finalidade de aumentar o rendimento da banda para seqüenciamento. 

Entretanto, na segunda purificação foi observada a degradação das bandas. Dessa 

forma, outros métodos de purificação deverão ser testados. 

 

 

Figura 16. Bandas de 550 e 750 pb purificadas 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

Os estudos fitoquímicos realizados com extratos das espécies Peperomia 

oreophila, P. arifolia, P. urocarpa e P. nitida resultaram no isolamento de duas 

lignanas (1-2), duas isobutilamidas aromáticas (3-4), três derivados de ácido 

cinâmico (5-7), um fenilpropanoide (13), três fenóis diprenilados (8, 10-12), quatro 

cromenos (9, 14-15). Sendo inéditas a substância [(2’E)-3’,7’-dimetilocta-2’,6’-dien-

1’-il]-6-metil-3-(3’’-metilbut-2’’-en-1’’-il) benzeno-2,4-diol (8/10)  

De uma forma geral, os extratos dessas espécies apresentaram-se 

relativamente complexos, especialmente no caso de P. oreophila, cuja variedade de 

classes de metabólitos secundários não seria adequada para estudos biossintéticos. 

Assim sendo, a espécie Peperomia glabella, cuja composição de metabólitos 

baseada em uma acetofenona, foi selecionada para estudos biossintéticos. Uma 

racionalização de sua biossíntese indicou que sua natureza era policetídica e, tendo 

a espécie disponível, foram realizados diversos experimentos em condições de 

conversões in vitro, no qual foi possível observar a formação da acetofenona. A 

fração solúvel dos extratos enzimáticos das folhas demonstrou a atividade de 

policetideo sintase (PKS) e também de O-metiltransferase (OMT). Essa PKS deve 

pertencer ao grupo de enzimas do tipo-chalcona sintase (“CHS-like”) e a enzima 

OMT ao grupo 1 de metioninas. 

Em função do desconhecimento sobre as características da PKS de 

Peperomias, foi realizado um estudo de possíveis fatores que controlam a 

biossíntese da acetofenona. Uma primeira abordagem envolveu o estudo da 

variação circadiana da atividade de PKS, sendo que o horário de maior expressão 
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das enzimas foi as 9 h da manhã. A quantificação do teor de acetofenona nas folhas 

foi concordante com o horário de maior expressão de enzima. 

O estudo de genes de PKSs não resultou em amplificação das regiões KSs 

utilizando os iniciadores LC1/LC2c e AOR1/AOR2. Tal fato não indica 

necessariamente que espécies de Peperomia não apresentam as regiões KS 

homólogas aos presentes nos genes PKS de fungos ou de bactérias que produzam 

policetídeos. È possível que o desenho dos iniciadores não tenha sido adequado 

para essas amplificações. O estudo de regiões KSs realizado com os iniciadores 

AOS1/AOS2 em espécies de Peperomia resultou na amplificação da banda de 

tamanho próximo de 750 pb como esperado. O seqüenciamento permitirá 

determinar o tamanho e identidade dessas regiões e se existe homologia entre as 

seqüências dessas Peperomias e a região KS do gene AviM de Streptomyces 

viridochromogenes que expressa o ácido orselínico.  

O estudo de regiões KSs realizado com os iniciadores AOS1/AOS2 levou a 

amplificação de duas bandas de aproximadamente 400 e 550 pb que poderiam 

também ser provenientes de genes contendo regiões para condensações e 

alongamento de cadeias carbônicas, sendo também necessário o seu 

seqüenciamento para confirmação. 

Os resultados obtidos apontam para a importância das espécies de 

Peperomia como fonte de produtos de origem policetídica e para o estudo 

biossintético de metabólitos relacionados ao ácido orselínico e à acetofenona.   
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Figura 17. Espectro de massas de 1 por I. E. (70 ev) 

     

Figura 18. Espectro de RMN de 1H da substância 1 
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Figura 19. Espectro de Massas de 2 por I. E. (70 ev) 

Figura 20. Espectro de RMN de 1H da substância 2 (CDCl3, 200 MHz) 
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Figura 21. Espectro de massas de 3 por I. E. (70 ev) 

Figura 22. Espectro de RMN de 1H da substância 3 (CDCl3, 200 MHz) 
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Figura 23. Espectro de RMN de 13C de 3 (CDCl3, 75 MHz) 

 

 

Figura 24. Espectro de RMN de 13C-Dept 135º de 3 (CDCl3, 75 MHz) 
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Figura 25.  Espectro de HMQC da substancia 3 (CDCl3, 300 e 75 MHz) 
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                       Figura 26. Espectro de HMBC de 3 (CDCl3, 500 e 125 MHz) 
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Figura 27. Espectro de massas de 4 por I. E. (70 ev) 

Figura 28. Espectro de RMN de 1H da substância 4  (CDCl3, 200 MHz) 
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Figura 29. Espectro de massas de 13 por I. E. (70 ev) 
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Figura 30. Espectro de RMN de 1H das substâncias 13 e 14 (CDCl3, 200 MHz) 
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Figura 31. Espectro de massas de 5 por I. E. (70 ev) 

 

Figura 32.    Espectro de massas de 6 por I. E. (70 ev)  
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Figura 33. Espectro de RMN de 1H das substâncias de 5 e 6  (CDCl3, 200 MHz) 

 

 

Figura 34. Espectro de massas de 7 por I. E. (70 ev) 
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Figura 35. Espectro de RMN de 1H da substância 7  (CDCl3, 200 MHz) 

 

Figura 36. Espectro de massas de 11 por I. E. (70 ev) 
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Figura 37. Espectro de RMN de 1H da substância 11 (CDCl3, 200 MHz) 

 

Figura 38. Espectro de massas de 12 por I. E. (70 ev) 
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Figura 39. Espectro de RMN de 1H da substância 12 (CDCl3, 200 MHz) 

 

Figura 40. Espectro de massas de 8 por I. E. (70 ev) 
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Figura 41. Espectro no IV da substância 8 
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Figura 42. Espectro no UV da substância 8 
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Figura 43. Espectro de RMN de 1H da substância 8 (CDCl3, 500 MHz) 

 

Figura 44. Espectro de RMN de 13C de 8 (CDCl3, 75 MHz) 
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Figura 45.  Espectro de HMQC da substância 8 (CDCl3, 300 e 75 MHz) 
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Figura 46. Espectro de HMBC de 8 (CDCl3, 500 e 125 MHz) 
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Figura 47. Espectro de NOESY de 8 (CDCl3, 500 e 125 MHz) 
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Figura 48. Espectro de massas de 10 por I. E. (70ev) 

 

Figura 49. Espectro de RMN de 1H da substância 10 (CDCl3, 300 MHz) 
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Figura 50. Espectro de RMN de 13C de 10 (CDCl3, 75 MHz) 

 

Figura 51. Espectro de massas de 14 por I. E. (70 ev) 
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Figura 52. Espectro de RMN de 1H da substância 14 (CDCl3, 200 MHz) 

 

Figura 53. Espectro de massas de 15 por I. E. (70 ev) 
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Figura 54. Espectro de RMN de 1H da substância 15 (CDCl3, 200 MHz) 

 

Figura 55. Espectro de massas de 9 por I. E. (70 ev) 
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Figura 56. Espectro no IV da substância 9 

 

 

Figura 57. Espectro no UV da substância 9 
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Figura 58. Espectro de RMN de 1H da substância 9 (CDCl3, 200 MHz)  

 

Figura 59. Espectro de RMN de 13C de 9 (CDCl3, 75 MHz) 
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Figura 60.  Espectro de HMQC da substância 9 (CDCl3, 300 e 75 MHz) 
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Figura 61. Espectro de HMBC de 9 (CDCl3, 500 e 125 MHz) 

 



Tese de doutorado                                                                                                                                                  Apêndice 

Karina J. Malquichagua Salazar                                                                179 
 

 

 

Figura 62. Espectro de NOESY de 9 (CDCl3, 500 e 125 MHz) 

 

 


