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RESULTADOS E DISCUSSAQ

A verdadeira medida de um homem nao é como ele se comporta em momentos de
conforto e conveniéncia, mas como ele se mantém em tempos de
controvérsia e desafio.

Martin Luther King
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estruturas de metabdlitos secundarios
4.1.1. Lignanas furofuranicas
4.1.1.1. Lignanas furofuranicas 1 e 2

O espectro de RMN de "H da substancia 1 (Figura 18) apresentou trés singletos
aromaticos em 8 6,58 (2H), 6,57 (1H) e 6,54 (1H) que, associados a sinais referentes
a quatro metoxilas em o 3,91 (3H, s), 3,87 (6H, s) e 3,84 (3H, s), indicaram a
presenca de no minimo dois anéis aromaticos. Como foi observado ainda um
singleto referente a um grupo metilenodioxilico em & 5,96, foi inferida a presenca de
dois anéis aromaticos trissubstituidos. O reconhecimento da substancia 1 ser uma
lignana furofuréanica contendo o sistema 3,7-dioxabiciclo [3.3.0] octanico, foi baseado
nos deslocamentos quimicos caracteristicos em 6 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 Unico deslocamento em & 3,15 (m,
2H) (Tabela 17 pagina 95). Um dos anéis aromaticos seria trimetdxilado enquanto o
outro teria uma metoéxila e um anel metilenodioxi (Tabela 17, pagina 95). O espectro
de massas (Figura 17) obtido por CG-EM apresentou o pico do ion molecular M™ em
m/z 430 Da e um pico base em m/z 179 relativo ao ion [ArCO]J" (Esquema 15, pagina
93). A busca bibliografica mostrou 1 como sendo a (7R, 8R, 7’R, 8’R)-3,4,5-trimetoxi-
3’,4’-metilenodioxi-5’-met6xi-8.8,7.0.9°,7°.0.9-lignana, conhecida como
diasesartemina que fora isolada previamente de Artemisia absinthium (Greger and
Hofer, 1980).

O espectro de RMN de 'H da substancia 2 (Figura 20) apresentou sinais
semelhantes ao da lignana 1, com sinais em 6 4,91 (d, 2H, J= 4,5 Hz), 3,20 (m, 2H)

e 3,59 (m, 4H). No entanto, apresentou apenas um singleto aromatico em & 6,60
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(4H) e dois singletos relativos a seis metoxilas em & 3,89 (4 CH3) e 3,86 (2 CHy),
sugerindo a presenca de dois anéis aromaticos trimetoxilados, tetrasubstituidos e
simétricos (Tabela16, pagina 94). O espectro de massas (Figura 19) apresentou pico
do ion molecular M* em m/z 446 Da. Apresentou ainda o pico base em m/z 181
devido a formacao do ion [ArCH,]" (Esquema 17, pagina 97) e um pico em m/z 224
que confere com um esqueleto constituido por duas unidades cinamilicas idénticas
(Ar-CH=CH- CH-"OH). Esses dados permitiram identificar a estrutura da substancia
2 como (7R, 8R, 7'R, 8 R)-3,4,5-trimet6xi-3’,4’,5’-trimetdxi-8.8,7.0.9’,7°.0.9-lignana,
conhecida como diaiangambina e também isolada previamente de Artemisia
absinthium. As configuracdées absolutas foram determinadas por comparacao dos
valores de rotacdo especificas das duas lignanas isoladas e as reportadas na
literatura (Greger and Hofer, 1980).

Esquema 15. Proposta de da fragmentacao de 1 no espectrémetro de massas
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Esquema 16. Proposta de fragmentacao de 2 no espectrdbmetro de massas
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H (500 e 200 MHz, CDCls, TMS) para 1 e 2

Posicao 5 'H Posicao 5'H
(©) (multiplicidade, J/Hz) (C) (multiplicidade, J/Hz)
1 - 171 -
2 6,54 (s, 1H)
y _ 2/2'/6/6' 6,60 (s, 4H)
4 - 3/3'/5/5' -
5 - 414 -
6’ 6,57 (s, 1H) 717 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’-OCHjs 3,89 (s, 12H)
4/4-OCH, 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)
OCHO 5,96 (s, 3H)
5'-OCHs 3,92 (s, 3H)
4-OCHs 3,84 (s, 3H)
3/5-OCHjs 3,87 (s, 6H)
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4.1.2. Isobutilamidas aromaticas
4.1.2.1. Isobutilamida aromatica 3 e 4

O espectro de RMN de "H da substancia 3 (Figura 22) apresentou dois grupos
de sinais (Tabela 17, pagina 95). No primeiro, dois singletos aromaticos em & 6,73
(s, 1H) e 6,68 (s, 1H), dois dubletos em 6 6,24 (d, 1H, J= 15,3 Hz) e 7,51 (d, 1H, J=
15,3 Hz); um singleto em 6 6,01 (s, 2H) referente a um grupamento metilenodiéxi e
outro singleto em 6 3,92 (s, 3H) referente a um grupamento metoxilico que sugeriram
a presenca de uma unidade cinamilica. O segundo grupo de sinais foi observado em
83,22 (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 presenca de uma isobutilamida em sua estrutura
(Tabela 17, pagina 95). O espectro de massas (IE-EM) (Figura 21) apresentou o ion
molecular M™ em m/z 277 Da (C1sH19O4N), um pico base em m/z 205 devido a
eliminacdo do radical [C4H1oN] e outro em m/z 220 devido a eliminagao do radical
[C4Hq]” (Esquema 17, pagina 75), foram compativeis com a estrutura de (2'E)-N-
isobutil-3’-(5-metoxi-7,8-benzodioxol-1-il)acrilamida. Essa substancia foi isolada de
Piper amalago (Achenbach et al., 1986), para a qual havia descrito somente os
dados de RMN de 'H. Nesse trabalho, foram obtidos os dados de RMN de
C'"3/HMQC e HMBC (Figuras 23-26).

O espectro de RMN de 'H da substancia 4 (Figura 28) apresentou sinais
semelhantes aos apresentados por 3 (Tabela 17, pagina 97). Um singleto aromatico
em d 6,73 (s, 2H), sinais relativos ao sistema AB em 6 6,32 (d, 1H, J= 15,3 Hz)
e 7,55 (d, 1H, J= 15,3 Hz) e dois singletos adicionais em & 3,87 (3H) e 3,89 (6H)

sugeriram uma sub-estrutura 3,4,5-trimetoxi-trans-cinamato. Sinais adicionais em &
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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 (s, 1H)
semelhantes aos apresentados por 3, permitiram definir a estrutura como (2’'E)-N-
isobutil-3’-(3,4,5-trimetoxifenil) acrilamida. A substancia apresentou no espectro de
massas (IE-EM) (Figura 27) o pico relativo ao ion molecular [M*] em m/z 293 Da,
compativel com a férmula CH2304N, que associado aos ions fragmentarios m/z
236, 221, 206, 193 e 163 (Esquema 17), permitiram identifica-la com uma amida

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

Esquema 17. Proposta de fragmentacao de 3 no espectrdmetro de massas
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Esquema 18. Proposta de fragmentacao de 4 no espectrdbmetro de massas
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Tabela 18. Dados de RMN de 'H de 4 (200 MHz), de "*C (50 MHz) e de HMBC (500

e 125 MHz, CDCls, TMS) de 3

A% o S
3'
4 8 Ome 3
1
o Posicao 6'H
Posicao  (multiplicidade, (c‘“; (multiplicidade, §1°C HMBC
(€) JHz) JHz) (H>C)
1 - 1 - 129,55 (C) -
C3, C4,
2/6 6,73 (s, 2H) 2 6,73 (s, 1H) 100,70 (CH)* co. C3
1 - 3 - 149,12 (C) -
2 6,32 (d, 2H, 4 - 136,59 (C) _
J=15,3)
3 7,55 (d, 2H, 5 ] 143,49 (C) -
J=15,3)
2] C2, C4,
L 3,23 (, 2H, 6 6,68 (s, 1H) 108,80 (CH) *
J=6,6 € 6,2) C5, C3'
2” 1,92-1,74 (m, 1 - 165,85 (C) ]
1H)
s 0:96 (d, &, 2 624(d,1H,J=153) 119,16 (CH)* C1,C¥’
J=6,6)
N-H 5,72 (sl, 1H) 8 7,51 (d, 1H, J=15,3) 140,72 (CH) * ct1
» 3,22 (t, 2H, .
3/5-0CH,  3:89(s,6H) 1 J=(6 2) 46,97 (CHy) -
4-OCH; 3,87 (s, 3H) 2" 1,91-1,78 (m, 1H) 28,50 (CH) * -
3147 0,96(d, 6H, J<6,6) 20,01 (2CH)*  C2"
N-H 5,61 (sl, 1H) - -
5-OCHs 3,92 (s, 3H) 56,51 (CHa) * Cc5
OCH.O 6,01 (s, 2H) 101,72 (CH,)*  C3, C4

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

O espectro de RMN de 'H da substancia 13 (Figura 30) apresentou entre os
sinais mais intensos, trés singletos caracteristicos de dois grupamentos metoxilicos
em & 3,76 (3H, s), 4,02 (3H, s); além de um metilenodioxifenilico em & 5,89 (2H, s)
(Tabela 19). Observou-se também um Unico singleto de hidrogénio aromatico em 3
6,35, que associado aos sinais de hidrogénios alilicos e olefinicos em 6 5,89 (1H, m),
5,01 (1H, m) e 5,07 (1H, m) permitiram identificar a substadncia como sendo o
fenilpropandide apiol (1-alil-3,6-dimet6xi-10,11-benzodioxol) (Benevides et al., 1999).
O pico relativo ao ion molecular [M*] em m/z 222 Da (CG-EM) (Figura 29) e aos ions
fragmentarios m/z 177, m/z 165, 161, 91 e 77, corroboraram a identificacdo do apiol.

Tabela 19. Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, TMS) de 13

Posicdo &'H

(9] (multiplicidade, J/Hz)

2 6,35 (s, 1H)

7 3,31 (d, 2H, J=6,6 Hz)

8 5,89 (m, 1H)

9a 5,01 (m, 1H)

9b 5,07 (m, 1H)
3-OMe 3,76 (s, 3H)
6-OMe 4,02 (s, 3H)
OCH.0 5,89 (s, 2H)
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Esquema 19. Proposta de fragmentacao de 13 no espectrdometro de massas
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4.1.4. Derivados do acido cinamico
4.1.4.1. Derivados do acido cinamico 5 € 6

O espectro de RMN de 'H da mistura das substancias 5 e 6 (Tabela 20, pagina
103), apresentou 0 mesmo padrdo de sinais nos dois casos (Figura 33).
Observaram-se singletos correspondentes a hidrogénios aromaticos de 5 e 6 em &
6,75 (2H)/7,06 (2H) e sinais relativos ao sistema AB em 6 6,35 (d, 1H, J= 16,2 Hz) e
7,62 (d, 1H, J= 16,2 Hz) e o segundo sistema AB em & 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 § 3,74 e 3,89 que permitiram determinar as substancias como o (2E)-

3’-(8,4,5-trimetodxifenil) acrilato de metila (5) e (22)-3-(3,4,5-trimetéxifenil) acrilato
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de metila (6). Os espectros de massas (CG-EM) (Figura 31-32) das substancias

apresentaram o pico relativo ao ion molecular [M™] em m/z 252 Da que associado

aos ions fragmentarios m/z 237, 221, 177 e 77, foram compativeis com as estruturas

sugeridas (Esquema 20, pagina 102).

Os dois isébmeros foram isolados anteriormente de Aragoa lucidula Blake

(Corothie and llija, 1975) e também obtidos por sintese (Settimj et al., 1976).

Esquema 20. Proposta de fragmentacao dos derivados de &cido cinamico 5 e 6 no

espectrémetro de massas
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Tabela 20. Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3;, TMS) para 5 e 6

MeO._ 3 2 1 3'_2' 1" OMe
Posicao Me0 s g 6 60
(H) ome O OMe
5'H (multiplicidade, JHz) & 'H (multiplicidade, J/Hz)
2/6 6,76 (s, 2H) 7,06 (s, 2H)
3/4/5-OCHs 3,88 (s, 9H) 3,89 (s, 9H)
1’-OCHj 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)

4.1.4.2. Derivado do acido cinamico 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 a eliminacdo do radical metoxilico e um
pico em m/z 175 devido a saida consecutiva de uma molécula de CH,O,
correspondente a férmula molecular C12H1205 (Esquema 21, pagina 104).

O espectro de RMN de 'H da substancia 7 (Figura 35) apresentou sinais em &
6,68 (d, 1H, J= 1,2 Hz) € 6,63 (d, 1H, J= 1,2 Hz) sugerindo um acoplamento meta e
sinais em 6 6,21 (d, 1H, J= 15,8 Hz) e 7,50 (d, 1H, J= 15,8 Hz) relativos ao sistema
AB. Observaram-se também trés singletos em & 5,95 (2H), 3,86 (3H) e 3,73 (3H)
(Tabela 20, pagina 103) que, devido a semelhanca com aqueles apresentados pela
substancia 3, sugeriram a presenca de uma unidade cinamilica em 7. Esses dados
junto os obtidos no espectro de massas sugeriram a substancia 7 como sendo (2’E)-
3’-(5-metodxi-7,8-benzodioxol-1-il)acrilato de metila, substancia tambem isolada de P.

tetraphylla (Li et al., 2007)
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Esquema 21. Proposta da fragmentacao de 7 no espectrdbmetro de massas
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Tabela 21. Dados de RMN de 'H de "*C (200 e 50MHz, CDCls, TMS) de 7

Posicao 5 'H
(H) (multiplicidade, J/Hz)
> 6,68 (d, 1H, J= 1,2)
6 6,63 (d, 1H, J=1,2)
5-OCHs 3,86 (s, 3H)
) 6,21 (d, 1H, J=15,8)
3 7,50 (d, 1H, J=15,8)
1’-OCHs 3,73 (s, 3H)
OCH,0 5,95 (s, 2H)
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4.1.5. Fendis prenilados
4.1.5.1. Fendis prenilados 11 e 12

Os espectros de RMN de 'H das substancias 11 e 12 (Figura 37-38)
apresentaram singletos correspondentes aos hidrogénios aromaticos em 6 6,23 (2H)
e 6,26 (1H), respectivamente, indicando a presenca de um anel aroméatico
tetrasubstituido na estrutura de 11 e pentasubstituido na estrutura de 12 (Tabela 21,
pagina 104). Os espectros apresentaram sinais semelhantes em ¢ 3,4 (d, 2H), 5,3 (1,
1H), 5,04-5,08 (m, 2H), 1,99 — 2,10 (m, 8H), e singletos de metilas em 5 1,59 (6CHj3),
1,67 (CH3) e 1,81 (CHj3), sugerindo a presencga de um substituinte farnesila (C1s) nas
estruturas de 11 e 12. Foram observados singletos adicionais correspondentes a
grupos metilicos ligados a anel aromatico em & 2,20 e 2,52, respectivamente. As
principais diferencas em seus espectros de RMN de 'H referem-se & presenca de
uma hidroxila quelatada em 6 11,86 para 12, portanto, em posicdo orto ao grupo
carboxilico, enquanto que o espectro de 11 observa-se um hidrogénio aromatico
adicional a 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 acido 2,4-dihidroxi-6-metil-3-[(2'E,6E)-3’,7’,11 -trimetildodeca-2’,6’,10’-
trien-1’-il] benzéico, 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 compativel com a estrutura proposta. No caso do espectro de massas
(IE-EM) (Figura 38) de 12, ainda que ndo tenha sido possivel observar o pico
correspondente ao ion molecular em m/z 372, o espectro apresentou o ion

fragmentario em m/z 328 ([M-COQ]*, que constitui-se em suporte para a proposta da

Karina J. Malquichagua Salazar 105




Tese de doutorado Resultados e Discussdo

estrutura 12. Ambos o0s espectros apresentaram picos comuns em m/z 191 [M-

CioH17]" € 0 pico base em m/z 137 [M-C14H23]" (Esquema 22).

Esquema 22. Propostas de fragmentacao de 11 e 12 no espectrometro de massas
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Tabela 22. Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, TMS) de 11 e 12

COOH

Posicao & 'H (multiplicidade, J/Hz)
3 - .
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 € 6,2) 5,27 (t, 1H, J=6,6 € 7,0)
3 - -
7
5’ 1,99-2,07 1,99-2,08
8 (m, 8H) (m, 8H)
g
7' - -
5
0 5,08 (m, 2H) 5,04 (m, 2H)
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. Fendis prenilados 8 e 10

O espectro de massas alta resolucao (ESI-EM) de 8 apresentou o pico
molecular [M+ H]* em m/z 329.2485 Da correspondente a férmula molecular
C22H320,2. O espectro de massas (IE-EM) (Figura 40) apresentou o pico molecular
em M* 328 Da e picos adicionais em m/z 272 devido a saida sucessiva de CH,=CH>
e uma molécula de CO e em m/z 203, devido a saida sucessiva do radical [CsHg]
(Esquema 23, pagina 109).

O espectro na regiao do IV da substancia 8 (Figura 41) apresentou banda de
absorcdo em 3.449 cm™ atribuido a vibracées de deformagdo axial de O-H das
hidroxilas livres, em 1.595-1.622 cm/1.500-1.400 cm™ caracteristicas de
deformacéo axial C-C do anel e bandas em 900 cm relativo a deformac&o angular
fora do plano das ligacées C-H do anel aromatico. Uma banda larga e intensa foi
observada em 3.000-2.800 cm™ atribuida & deformacéo axial C-H dos grupos CH,
CH e CHs.

O espectro no UV de 8 (Figura 42) apresentou dois maximos de absorcao em
208 (57.335) e em 283 nm (¢ 3.384) (banda larga), indicativas de sistemas
conjugados.

O espectro de RMN de 'H da substancia 8 (Figura 43) apresentou um singleto
aromatico em 9 6,26 (1H), um singleto aromatico em 6 2,20 (3H) e um singleto largo
em & 5,38 (1H) atribuido a hidrogénio hidroxilico (Tabela 22, pagina 107). Sinais
adicionais entre o6 1,58 - 5,25 e especialmente aqueles observados em 3,28 (d, 2H,
J=6,6) e 3,39 (d, 2H, J= 7,0) sao indicativos caracteristicos de unidades prenilicas
de Cs e Cqo semelhantes aquelas 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 substancia, conhecida

como piperogalina, foi anteriormente isolada de Peperomia galioides (Mahiou et al.,
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1995). Todos os dados sugeriram que a substancia 8 seria a piperogalina ou seu
isomero. Nos espectros de RMN de '°C e HMQC foram observados sinais
correspondentes a 22 carbonos, sendo oito quaternarios, quatro metinicos, quatro
metilénicos e seis metilicos, concordantes com a natureza dos substituintes do anel
aromatico proposto (Figura 44-45). Nao obstante, foram utilizadas correlacdes
HMBC (Figura 46) para determinar o posicionamento dos mesmos em torno do anel
aromatico de 8 (Tabela 22, pagina 107). A analise desse espectro mostrou
correlacdes do hidrogénio de um grupo hidroxilico (8 5,38, sl, 1H) com C1, C2 e C3
permitindo definir esse grupo hidroxilico em C2. Correla¢des adicionais entre H1’
com C1, C2, C6, C2’, C3 e de H1” com C2, C3, C2”, C3”, permitiram posicionar a
prenila Cs em C3 e a prenila Cip 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 substancia inédita, isémero da
piperogalina.

Esquema 23. Proposta de fragmentacao de 8 no espectrdmetro de massas
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Tabela 23. Dados de RMN de 'H, *C, HMBC e NOESY (500 e 125 MHz, CDCls,

TMS) de 8
Posicao
(9)
(multiplicidade, JHz) (H—>C)

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 (CHs)* C1,C5,C6,C2  H5, H1’
1’ 3,28 (d, 2H, J=6,6) 25,62(CHy)* C1, C2, C6, H7, H2’,H8
2 5,13 (it, 1H, J=7,0 € 6,6) 122,51 (CH)* C1',C4, C8 H1’,H4’
3 - 137,49 (C) - -

4 2,05 (m, 2H) 39,64 (CHy)* C2, C3, C5, H2',H6’
5 2,09 (m, 2H) 26,43 (CH,)*  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 (CHs)*  C2',C3", C4’ H1’

9 1,58 (s, 3H) 17,81 (CHs)*  C6', C7', C10’ -
10’ 1,67 (s, 3H) 25,69(CH3)* Cce', C7, Co H6’
17 3,39 (d, 2H, J=7,0) 22,66 (CHy)* C3, C2, C27, H2”
2" 5,25 (it, 3H, J= 7,0 7,0) 122,18 (CH)* c1” H1” H5”
3" - 134,54 (C) - -

4" 1,81 (s, 3H) 17,64(CHg)*  C2”, C3”, C5” -

5" 1,73 (s, 3H) 25,73 (CH3)* c3” H2”

C2-OH 5,38 (s, 3H) - C1,C2,C3 -
*Correlagao obtida por HMQC (300 e 75 MHz, CDCls)
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O espectro de massas alta resolucdo (ESI-EM) de 10 apresentou o pico
molecular [M*+ H] em m/z 329.2472 Da (Figura 48) correspondente a formula
molecular CxH320,.. O espectro de massas (IE-EM) apresentou além do pico
molecular em M* 328 Da, picos em m/z 272 devido a saida sucessiva de CH,CH e
uma molécula de CO e em m/z 203 devido a saida sucessiva do radical [CsHg]
(Esquema 23, pagina 109). O espectro de RMN de 'H da substancia 10 (Figura 49)
apresentou um singleto de hidrogénio aromatico em 6,26 & (1H), um singleto de
metila aromatica em 6 2,20 (3H) (Tabela 23, pagina 110). Foram ainda observados
sinais adicionais entre & 2,05 e 5,37 caracteristicos de unidades prenilicas de Cs e
C1o. Esses dados sugeriram a estrutura de 10 como sendo a mesma substéancia 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 *C de 10
(Figura 50), que mostrou sinais correspondentes aos 22 carbonos, sendo oito
quaternarios, quatro metinicos, quatro metilénicos e seis metilicos. Um perfil préximo
daqueles apresentados pela substancia 8 isolada de P. oreophila (Tabela 23, pagina

110).
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Tabela 24. Dados de RMN de 'H, "*C e HMBC (300 e 75 MHz, CDCls, TMS) de 10

2 i OH 4
Posicao
© N 10 5
. “OH
5'H
(multiplicidade, J/Hz) §%c

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 (CHa)*
1 3,28 (d, 2H, J=6,6) 25,59 (CH.)*
2 5,13 (it, 1H, J=7,0 e 6,6) 122,49 (CH)*
3 - 137,51 (C)
4 2,05 (m, 2H) 39,68 (CH.)*
5 2,09 (m, 2H) 26,40 (CHy)*
6 5,05 (m, 1H) 123,69(CH)*
7 - 131,23 (C)
8 1,80 (d, 3H, J=0,94) 16,01 (CHa)*
9 1,58 (s, 3H) 17,65 (CHa)*
10 1,67 (s, 3H) 25,65 (CHa)*
17 3,39 (d, 2H, J=7,0) 22,68 (CH.)*
2 5,25 (it, 3H, J=7,0 e 7,0) 122,17
3 - 133,43(C)
4 1,81 (s, 3H) 17,65(CHa)*
5" 1,73 (s, 3H) 25,71 (CHa)*
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4.1.6. Cromenos
4.1.6.1. Cromenos 14 e 15

Os espectros de RMN de 'H das substancias 14 e 15 (Figura 52 e 54)
apresentaram sinais semelhantes relativos ao sistema AB em 6 5,6 (1H, d, J =10,0
Hz) e 6 6,5 (1H, d, J =10,0 Hz) que, associadas aos singletos relativos aos grupos
gem-dimetilicos em o 1,43 (6H) permitiram caracterizar o sistema 2,2-dimetil-2H
cromeno (Baldoqui et al., 1999). Os espectros de RMN de 'H das substancias 13 e
14 apresentaram sinais correspondentes a um unico hidrogénio aromatico em 6 6,30
e 6,28, respectivamente, indicando a presenca de um anel aromatico
pentassubstituido. Foram observados singletos adicionais correspondentes a grupos
metilicos ligados a anel aromatico em § 2,48 e 2,20, respectivamente. As principais
diferencas referem-se a presenca de uma hidroxila quelatada em o 11,43 no
espectro de 13. Portanto, em posicdo orto ao grupo carboxilico e, no caso de 14,
um sinal em 8 3,77, relativo a um grupo metoxilico (Tabela 25, pagina 114).

Os picos de seus ions moleculares (IE-EM) (Figura 51 e 53) em m/z 248 Da
para 13 (Esquema 24, pagina 114) e em m/z 262 Da para 14 (Esquema 25, pagina
92) permitiram determinar as estruturas de 14 como 7-hidroxi-2,2,5-trimetil-2H-
cromeno-carboxilato de metila e 15 como 7-metdxi-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 fragmentacao de 14 no espectrdmetro de massas
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Esquema 25. Proposta da fragmentacao de 15 no espectrdmetro de massas
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Tabela 25. Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, TMS) de 14 e 15

Posicao
(C)
8'H
(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)

17 - 3,77 (s, 3H)
5-OH 11,43 (s, 1H) -

Karina J. Malquichagua Salazar

115




Tese de doutorado Resultados e Discussdo

4.1.6.2. Cromeno 9

O espectro de massas alta resolucao (ESI-EM) de 9 apresentou o pico
molecular [M+ H]* em m/z 327.2322 Da correspondente a férmula molecular
Ca22H300.. 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 eliminacao de um radical
metilico gerando um cation estavel, caracteristico de um 2,2-dimetil-cromeno
(Baldoqui et al., 1999). Observou-se ainda o ion fragmentario em m/z 203, devido a
saida do radical CgHis e outro em m/z 243, devido a saida do radical CgH1y
(Esquema 26, pagina 118).

O espectro na regiao do IV da substancia 9 (Figura 56) apresentou bandas de
absorgdo em 3.400 cm™ que indicou um grupo hidroxilico na molécula e, em 1.615
cm/1.454 cm™ bandas caracteristicas de deformagao axial C-C de anel aromatico e
bandas em 832-726 cm™ relativo & deformacdo angular fora do plano das ligagdes
C-H do anel. O espectro apresentou ainda bandas referentes as vibracbes do
sistema C-O-C em 1.123 cm™ do anel heterociclico. Adicionalmente o espectro
apresentou uma banda larga e intensa em 2.960-2.865 cm™ atribuida & deformagao
axial C-H dos grupos CH, CH, e CHs.

O espectro de RMN de 'H da substancia 9 (Figura 58), apresentou um
singleto aromatico & 6,13 (s, 1H) e sinais relativos ao sistema AB em 6 6,57 (d, 1H,
J=10,0 Hz) e 5,52 (d, 1H, J= 10,0 Hz) que associadas aos grupos gem-dimetilicos
em 6 1,39 (s, 6H) permitiram caracterizar o sistema 2,2-dimetil-2H-cromeno (Salazar
et al., 2005). Também foram observados sinais em & 5,05 (4H), 2,17 (s, 3H), 1,96 (m,
2H), 2,04 (m, 2H), trés singletos metilicos em 6 1,56, 1,64, 1,75 e um Unico sinal em
6 3,23 (d, 2H, J= 6,9 Hz), que sugeriu o grupamento geranila como substituinte no

anel aromatico. Um sinal adicional em & 2,17 (s, 3H) foi sugestivo de um grupo
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metilico como o quarto substituinte do anel aromatico. Esses dados em conjunto
com os obtidos no espectro de massas e no infravermelho apontaram para o ultimo
substituinte como um grupo hidroxilico (Tabela 26, pagina 119).

Nos espectros de RMN de *C e HMQC (Figura 59-60) foram observados
sinais correspondentes a 21 carbonos, sendo oito quaternarios, quatro metinicos,
quatro metilénicos e seis metilicos, sendo que um esses sinais corresponde aos
grupamentos metilicos (2 CH3) em 6 26,65, concordantes com 0s 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, pagina 119). A
analise desse espectro mostrou correlagbes 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 fungédo das correlacbées com C6, C7 e C8 e o H1’ no C1’ que
apresentou correlagcbes com os C8, C8a, C7, C2' e C3. O espectro NOESY
confirmou esses posicionamentos mostrando correlagdes entre o H6 e o H9, e entre o
H1’ e os hidrogénios H9 e H10’. Deste modo, foi possivel determinar 9 como sendo
[(2'E)-3’,7-dimetilocta-2’,6’-dien-1-il]-2,2,7-trimetil-2 H-cromen-5-0l. Cromeno

previamente isolado de Peperomia serpens (Lago et al., 2006).
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Esquema 26. Proposta de fragmentacao de 9 no espectrdmetro de massas
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Tabela 26. Dados de RMN de 'H, *C, HMBC e NOESY (500 e 125 MHz, CDCls,

TMS) de 9

Posicao 6
(©) 9 o7 & TOH
3'H 5%
(multiplicidade, HMBC NOESY
JHz) (H =>C) (H—H)

1/1 1,39 (s, 6H) 27,65 (2CHg)* C3, C2, C1 H3
2 - 75,57 (C) - -
3 5,92 128,14 (CH)* C4a, C2, C1 H4, H1

(d, 1H, J=10,0)
4 @ 1100  11672(CHS  CBa, Céa,C5,C2, Ct 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 (CHy)* C8, C6, C7 H6, H1’
1 3,23 (d, 2H,J=6,9) 24,51 (CHpy)*  ©8,C8a,C7,C2,C3  Hg H1p
2 123,10 (CH)* C4,C10’ H4’

5,05 (m, 2H)
6 124,43 (CH)* C4',C8',CY H8’
3 - 134,00 (C) - -
4 1,96 (m, 2H) 39,77 (CHy)* c2,C3, C5, C10’ He’
5 2,04 (m, 2H) 26,69 (CH,)* c4,Ce, C7’ H6’
7 - 131,21 (C) - -
8 1,64 (s, 3H) 25,64 (CHa)* ce’, C7', CY’ He’
o 1,56 (s, 3H) 17,64 (CH,)* ce’, C7, C8 -
10’ 1,75 (s, 3H) 16,16 (CHy)* c2,C3, C4’ H1’
*Correlacao obtida por HMQC (300 e 75 MHz, CDCls)
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4.2. Biossintese da acetofenona de folhas de P. glabella
4.2.1. Avaliacado in vitro da atividade da enzima policetideo sintase (PKS) em
diferentes extratos enzimaticos das folhas de Peperomia glabella.

Inicialmente foram obtidos diversos extratos enzimaticos de folhas de P.
glabella (Esquema 10, pagina 77) objetivando a detecgdo da atividade de PKS
(Tabela 10, pagina 77). Na sequiéncia foram realizados os ensaios enzimaticos, e no
final das reagdes as misturas reacionais foram submetidas a particdo com EtOAc
(3x300 uL), as fases organicas reunidas e concentradas, resuspendidas em 100 uL
de MeOH e analisadas (20 uL) por CLAE com deteccao em 288 nm. As areas das
médias dos controles foram subtraidas das médias das reagbes enzimaticas (A
areas). Essas diferencas foram quantificadas por interpolacdo na curva analitica
(Esquema 27, pagina 121), os resultados encontram-se na tabela 27.

Tabela 27. Resultados dos ensaios enzimaticos

Tampao de Acetofenona
Extrato extfa 30 PVPP A areas formada
i (pmoles)
PVPP-SD A 20% do peso do ) -
material vegetal
A 20% do peso do ) ]
PVPP-D material vegetal
A-SD A - 200517 990 (194ngQ)
A-D A ] _ ]
B-SD B - 173706 850 (167nQ)
B-D B i ] ]
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Esquema 27. Curva analitica do padrao 2-hidréxi,4,6-dimetoxiacetofenona
Esses resultados mostraram auséncia de atividade enzimatica nos
sobrenadantes dos extratos depois da dessalinizagdo. De maneira similar o
sobrenadante do extrato obtido utilizando-se PVPP na extracdo mostrou-se inativo,
possivelmente em fungcdo 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 tampéao A ou B, sem dessalinizagao (A-SD,
B-SD) (Esquema 10, pagina 77), resultou na formacdao da acetofenona desejada
2-hidréxi-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-visivel com arranjo de
diodos, ESI-EM e comparagdo com o padrao (Figura 10 e 11, pagina 122).
Com a finalidade de se trabalhar com a metodologia mais simples e de melhor
rendimento, embora sem grandes diferencas de rendimento produto, foi selecionado

0 extrato A-SD, cuja extracao foi obtida com o tampéao A (fosfato de potassio pH=7,5

e B-mercaptoetanol 2,5 mM) sem dessalinizacao.
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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 biossintese da acetofenona, cuja proposta biossintética envolve

uma ciclizacdo 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 nao

ser dependente de Mg** para que ocorra as metilacdes das hidroxilas da

acetofenona.
20 -
] Detector A-288 nm : 200
1 Rxn Enzimatica [M+H]*=197 (ESI-EM) a
] OH [
100 Rt =18.446 100
mAU ] 1 g
’ MeO OMe B
0 | 0
T ! T mT L DL mT [T T !
0 10 20 30 40
Minutes

Figura 10. Cromatograma (CLAE) do produto de reacéo utilizando o extrato
enzimatico A-SD

1970 [M+H]*=197 (ESI-EM)

17|9-1 219.0

UL — L e L A S S e L S L S U e e
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Figura 11. Espectro de massas (ESI-EM) da acetofenona formada como produto da

reacao enzimatica
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4.2.2. Otimizacao das condi¢des da reagao enzimatica (pH, tempo, temperatura, e
saturacao dos substratos)

Foi determinado o pH 6timo em pH=7,0 (fosfato de potassio 0,1 M e
B-mercaptoetanol 2,5 mM) o que sugere que neste pH as duas enzimas, policetideo
sintase e metiltransferase (Esquema 28), apresentam seus grupos ionizaveis na
forma ibnica apropriada, de tal maneira que conseguem manter a conformacéo do
sitio ativo, ligar-se aos substratos e catalisar a reacédo. Portanto, é esperado que em
outros pHs o declinio da atividade possa ser resultante da formacao da forma ibnica

inapropriada da enzima ou por inativacdao da enzima ou combinacao desses fatores.

800000

700000

600000 -

Area

500000 —

e

300000 &b———+—F——F+——F——
6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5 9,0

pH

400000

Esquema 28. Determinacao do pH 6timo de reag¢ao enzimatica (Fosfato de potassio
pH=6,0 a 8,0 e Tris-HCI pH=8,0 a 9,0)

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

6timo da reacgao foi de 20 minutos e que, depois de 40 minutos, a concentragdo do

acetofenona decai, eventualmente devido a degradacdo do produto formado

(Esquema 29).
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Esquema 29. Determinacao do tempo 6timo de reacdo enzimatica

O estudo do efeito da temperatura (20-60°C) mostrou um 6timo em 40°C,
sendo que em temperaturas maiores observa-se um decaimento da producédo do
acetofenona (Esquema 30). O incremento de temperatura implica num aumento da
energia cinética das moléculas dos reagentes, resultando num maior numero de
colisdées por unidade de tempo. No caso das reagdes enzimaticamente catalisadas,
se observa também um comportamento semelhante, porém até um determinado
ponto. Isso pode ser explicado ao fato de que as enzimas sao complexas moléculas
de proteinas. Sendo que seu sitio catalitico atua como resultado de uma precisa e
alta organizacao de estruturas terciarias com especificos grupos R com a finalidade
de formar o sitio estereoespecifico e o centro catalitico no qual vai se ligar o
substrato. E tal estrutura terciaria € mantida principalmente por ligagdes nao

covalentes fracas que podem ser desfeitas na medida do aumento da temperatura.
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Esquema 30. Determinacao da temperatura 6tima de reacao enzimatica

A variacao das concentracées 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 concentracdes acima de 0,4 mM de
acetato CoA e 1,2 mM de malonil CoA nao ha incremento significativo na formacao
do produto (Esquema 31). O que sugere que na regido estudada, as concentragdes
que fornecem um maximo de produto sao 0,4 mM de acetato CoA e 1,2 mM de
malonil CoA. Porém, para o estudo de outros étimos do ensaio enzimatico deve-se

selecionar concentragdes menores para observar as possiveis variagoes.
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Esquema 31. Determinacédo da concentracado da saturacédo dos substratos

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

O estudo do horario de maior expressao das duas enzimas envolvidas na
biossintese de acetofenona em Peperomia glabella mostrou que a maior expressao
das enzimas policetideo sintase e metiltransferase ocorrem em torno das 9 horas da
manha (Esquema 32). A quantificacdo do 2-hidréxi-4,6-dimetoxiacetofenona nas
suas folhas mostrou uma maior producdo de fendis as 9 horas da manh3,

coincidindo com o horario de maior expressao de enzimas (Esquema 33).
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Esquema 32. Determinacgao do horario 6timo de coleta de maior atividade enziméatica
para a formacao de 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona em P. glabella
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Figura 33. Variagao da formacao de 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona entre
6:00-12:00 h em P. glabella
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4.3. Estudo de genes PKSs

4.3.1. Amplificacdo das regides alvo utilizando a reacao em cadeia de polimerase
(PCR) com os iniciadores LC1 e LC2c

Nesta etapa os estudos de amplificagdo da regidao KS através de PCR foram
realizadas com os ADNs de P. urocarpa, P. serpens e P.glabella utilizando o método
da tabela 13 (pagina 66). Foi obtida apenas uma banda com um tamanho de
aproximadamente 700 pb com P. glabella (Figura 12), que nao foi passivel de
reproducao nos experimentos seguintes sob as mesmas condicdes. Esse primeiro
resultado nao é indicativo que as outras espécies de Peperomia nao apresentem
regibes KS homologas as presentes nos genes PKS de fungos envolvidos na
sintese de policetideos nao reduzidos.

Foram realizados estudos utilizando-se varias reagdes em cadeia da
polimerase com os iniciadores LC1/LC2c, com o objetivo de otimizar o método de
amplificagdo. Foram consideradas diferentes temperaturas de anelamento em 45,
48, 50, 53, 55, 58 e 60°C, variagcbes no numero de ciclos, bem como diferentes
concentracdes de DNA (100 ng, 200 ng, 500 ng e 1000 ng). Nao entanto, tais
experimentos ndo resultaram na observacdo de bandas esperadas entre 700 e 800
pb. Como controle positivo foi utilizado o fungo endofitico Aspergillus terreus, para o
qual foram constatadas as amplificacbes em todas as temperaturas utilizadas no
termociclador. O controle negativo foi constituido por H,O ao invés de ADN. Esses
resultados mostraram que néao foi possivel a otimizacdo da reacdo de amplificacao
muito possivelmente em funcao da natureza dos iniciadores que nao foram os mais

adequados na prospeccao em espécies de Peperomias.
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700 pb

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. Amplificagdo das regides alvo utilizando a reacao em cadeia de polimerase
(PCR) com os iniciadores AOR1 e AOR2

Para o estudo de amplificacdo das regides KS através de PCR, um segundo par
de iniciadores AOR1/AOR2 foi utilizado. Devido ao fato desse par de iniciadores ser
inédito, foi necessario otimizar as condigées da reagao de cadeia em polimerase em
todas as etapas. Foram testadas diferentes temperaturas de anelamento (45-60°C)
(Figura 2), concentragdes de MgCl, (de 0,5 em 0,5 mM, de 3,0 - 6,0 mM) e também
as concentragdes dos iniciadores (0,5 - 1,2 mM), ADN (100 ng - 1000 ng). O Unico
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

Karina J. Malquichagua Salazar 129




Tese de doutorado Resultados e Discussao

inespecificas a temperaturas inferiores. Essa amplificagdo também néo foi

reproduzida nos seguintes experimentos e sob condi¢des otimizadas.

45 48 50 93 o6 o8 60°C MM

4 . ke
P ey ':'i"'-*-:"*':"“-'-:ﬂ-'-l'&.'ﬂ'ﬁ”

Figura 13. Produtos do PCR a diferentes temperaturas utilizando ADN P. urocarpa e
os iniciadores AOR1/AOR2 (MM=marcador molecular 100pb)

4.3.3 Amplificacdo das regides alvo utilizando a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) com os iniciadores AOS1 e AOS2

O terceiro par de iniciadores foi desenhado a partir de alinhamento da
regiao KS de AviM de Streptomyces viridochromogenes e proteinas de sete plantas
superiores com maior similaridade na suas sequéncias protéicas no BLAST. Essa
escolha foi feita com o intuito de se obter um par de iniciadores mais proximos dos
moldes alvo de plantas superiores. A diferenga dos outros dois pares de iniciadores

baseados exclusivamente em sequiéncias de fungos e bactérias.

Karina J. Malquichagua Salazar 130




Tese de doutorado Resultados e Discussao

De maneira semelhante aos casos anteriores foram obtidos os ADNs
gendmicos. No entanto, desta vez foram extraidas nove espécies de Peperomias,
exceto de P. orephila (Tabela 1, pagina 26), incluindo os ADNs de P. urocarpa, P.

glabella e P. arifolia (Figura 14).

Figura 14. ADNs genbmicos de
Peperomia urocarpa (1), P. glabella
(2) e P. arifolia (3)

De maneira semelhante aos estudos anteriores, iniciou-se os estudos de
otimizagdo de temperatura de anelamento entre 52 a 65 °C, com acréscimos de
2 °C, porém sem nenhuma amplificacao ou arraste de (“smear”). Decidiu-se entao
utilizar véarias temperaturas decrescentes de anelamento numa mesma reacao,
conhecido como ‘“fouch down”, utilizada no caso de nao se conhecer a temperatura
de anelamento dos iniciadores. Foi também estudada a concentracdo 6tima de
MgClz (3,9 mM até 5,9 mM), quantidade de ADN por reacao ( 500, 750, 1000 e 2000
ng), concentracao de iniciadores (0,5; 0,8; 1,0 e 1,5 uM), unidades de enzima por
reagao (0,5; 0,8; 1,0 e 1,2 U), concentragdo de dntps (0,2; 0,5 e 1,0 uM). As

melhores condi¢des para amplificacdo foi o intervalo de temperatura de “fouch down”
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de 65-55 °C, [MgCl,]=5,5 mM, 750 ng de ADN gendmico, [Iniciadores]=1 uM, 1U de
enzima taq e [dntps]=0,5 uM.

As amplificagbes realizadas em condigdes otimizadas resultaram na obtengao
de trés 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. Amplificagdes utilizando como molde ADNs gen6micos de
Peperomia urocarpa (1), P. glabella (2), P. arifolia (3), P. nitida (4) e

controle negativo (5)

Considerando-se que era esperada a amplificacdo de uma banda entre 700 e
800 pb em funcdo do tamanho da regido KS de AviM de Streptomyces
viridochromogenes, a banda de aproximadamente 750 pb poderia ser uma
amplificacdo relativa a uma PKS das Peperomias estudadas, sendo necessario o
seu seqglenciamento para confirmacao. Especulativamente, as duas outras bandas
poderiam também ser provenientes de genes contendo regides para condensacao

alddlica e alongamento de cadeias carbbnicas.
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Posteriormente, as trés bandas foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1,2%) preparativa e purificadas individualmente com o KIT de purificacao.
As fracdes foram submetidas a nova amplificacdo (Esquema 14, tabela 16, pagina
90) com a finalidade de aumentar o rendimento da banda para seqglienciamento.
Entretanto, na segunda purificacdo foi observada a degradagcao das bandas. Dessa

forma, outros métodos de purificacdo deverao ser testados.

750 pb
550 pb

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

Os estudos fitoquimicos realizados com extratos das espécies Peperomia
oreophila, P. arifolia, P. urocarpa e P. nitida resultaram no isolamento de duas
lignanas (1-2), duas isobutilamidas aromaticas (3-4), trés derivados de &cido
cinamico (5-7), um fenilpropanoide (13), trés fendis diprenilados (8, 10-12), quatro
cromenos (9, 14-15). Sendo inéditas a substancia [(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 metabdlitos secundarios ndo seria adequada para estudos biossintéticos.
Assim sendo, a espécie Peperomia glabella, cuja composicdo de metabdlitos
baseada em uma acetofenona, foi selecionada para estudos biossintéticos. Uma
racionalizacdo de sua biossintese indicou que sua natureza era policetidica e, tendo
a espécie disponivel, foram realizados diversos experimentos em condigcdes de
conversdes in vitro, no qual foi possivel observar a formacdo da acetofenona. A
fracdo soluvel dos extratos enzimaticos 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 fungdo do desconhecimento sobre as caracteristicas da PKS de
Peperomias, foi realizado um estudo de possiveis fatores que controlam a
biossintese da acetofenona. Uma primeira abordagem envolveu o estudo da

variacao circadiana da atividade de PKS, sendo que o horario de maior expressao
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das enzimas foi as 9 h da manha. A quantificacao do teor de acetofenona nas folhas
foi concordante com o horario de maior expressao de enzima.

O estudo de genes de PKSs nao resultou em amplificacdo das regides KSs
utilizando os iniciadores LC1/LC2c e AOR1/AOR2. Tal fato n&o indica
necessariamente que espécies de Peperomia nao apresentam as regides KS
homélogas aos presentes nos genes PKS de fungos ou de bactérias que produzam
policetideos. E possivel que o desenho dos iniciadores ndo tenha sido adequado
para essas amplificacdes. O estudo de regides KSs realizado com os iniciadores
AOS1/AOS2 em espécies de Peperomia resultou na amplificacdo da banda de
tamanho préximo de 750 pb como esperado. O seqlenciamento permitira
determinar o tamanho e identidade dessas regides e se existe homologia entre as
sequéncias dessas Peperomias e a regiao KS do gene AviM de Streptomyces
viridochromogenes que expressa o acido orselinico.

O estudo de regides KSs realizado com os iniciadores AOS1/AOS2 levou a
amplificacdo de duas bandas de aproximadamente 400 e 550 pb que poderiam
também ser provenientes de genes contendo regides para condensacdes e
alongamento de cadeias carbdnicas, sendo também necessario o seu
sequenciamento para confirmacéo.

Os resultados obtidos apontam para a importancia das espécies de
Peperomia como fonte de produtos de origem policetidica e para o estudo

biossintético de metabdlitos relacionados ao acido orselinico e a acetofenona.
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H da substancia 9 (CDCls, 200 MHz)
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Figura 60.  Espectro de HMQC da substancia 9 (CDCl3, 300 e 75 MHz)
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Figura61. Espectro de HMBC de 9 (CDCl3, 500 e 125 MHz)
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