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RESUMO

Moraes, M. M. Biossintese da pellucidina A em Peperomia pellucida (L.) HBK.
Tese - Programa de Pés-Graduagcao em Quimica. Instituto de Quimica.

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Peperomia pellucida (L.) HBK (Piperaceae) (erva de jaboti) € uma herbacea
amplamente encontrada nos trépicos e que possui diversas propriedades bioldgicas.
Seus estudos fitoquimicos haviam demonstrado a presenca da pellucidina A, uma rara
dinorlignana ciclobutanica, que seria formada por acoplamento oxidativo de 2,4,5-
triildroxi-estireno seguido de metilagbes. Nesse trabalho, foram caracterizados o acido
2,4 ,5-trimetoxi-cinamico, 2,4,5-trimetoxi-estireno, 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido, dilapiol,
5,6,7-trimetoxi-flavona, sesamina, além da pellucidina A. Estudos de aspectos
dinamicos envolvidos na formagao da pellucidina A incluiram a ontogenia e respostas
a diferentes tratamentos como estresse hidrico, predacdao por herbivoros, acido
jasmoénico e luz UV. O tratamento com acido jasmdnico resultou num significativo
incremento do dilapiol enquanto que, o tratamento sob luz UV resultou no aumento na
produgao da pellucidina A sugerindo um mecanismo de cicloadicdo [2+2] para sua
biossintese. A administracdo de diferentes precursores in vivo revelou que a L-[2-13C]-
fenilalanina (0,75%), acido [8-">CJ-cinamico (1,32%), acido [8-'*C]-fertlico (0,51%),
acido 2,4,5-trimetoxi-[8-'*C]-cinamico (7,9%) e o 2,4,5-trimetoxi-estireno (13,3%) foram
incorporados a pellucidina A. Ensaios de conversdo enzimatica indicaram a
descarboxilagdo do acido 2,4,5-trimetoxi-cindmico em 2,4,5-trimetoxi-estireno
enquanto que o 2,4,5-trimetoxi-estireno foi dimerizado em pellucidina A através da
reacdo de cicloadicdo [2+2] sensibilizada pela presenca da 5,6,7-trimetoxi-flavona
(18,45%), tal qual a benzofenona (11,15%). Assim, sugere-se a sequéncia L-
fenilalanina, acido cinamico, acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico, 2,4,5-trimetoxi-estireno e
pellucidina A, sendo a ultima etapa através de mecanismo fotoquimico tendo como
sensibilizador a 5,6,7-trimetoxi-flavona.

Palavras-chave: Piperaceae, P. pellucida, pellucidina A, fitoquimica, biossintese,

conversao enzimatica.



ABSTRACT

Moraes, M. M. Biosynthesis of pellucidin A in Peperomia pellucida (L.) HBK.
Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica. Universidade de

Sao Paulo, Sao Paulo.

Peperomia pellucida (L.) HBK (Piperaceae) (erva de jaboti) is an herbaceous
plant that is widespread in the tropics and have several biological properties. Previous
reports described the presence of pellucidin A, a rare dinorlignan having the unique
cyclobutane moiety, that was supposedly formed by oxidative coupling of the precursor
2,4 5-trihydroxy-styrene followed by methylations steps. In this study, a comprehensive
phytochemical study resulted in the description of 2,4,5-trimethoxy-cinnamic acid,
5,6,7-trimethoxy-flavone, 2,4,5-trimethoxy-styrene, 2,4 ,5-trimethoxy-benzaldehyde,
dillapiol and sesamin in addition to pellucidin A. Studies of the dynamic aspects
involved in the formation of pellucidin A included changes during ontogeny and
responses to different treatments such as drought stress, herbivory, jasmonic acid and
UV light. The treatment with jasmonic acid resulted in a significant increase in dillapiol
whereas treatment under UV light resulted in an increase in production of pellucidin A,
suggesting that a cycloaddition [2+2] mechanism is involved in its formation. The in
vivo administration of different precursors to plants of P. pellucida revealed that L-[2-
3C]-phenylalanine (0.75%), [8-"*C]-cinnamic acid (1.32%), [8-">C]-ferulic acid (0.51%)
2,4 ,5-trimethoxy-[8-"*C]-cinnamic acid (7.9%) and 2,4,5-trimethoxy-[8-'*C]-styrene
(13.3%) were incorporated into pellucidin A. The enzymatic conversion assays
indicated decarboxylation of 2,4,5-trimethoxy-cinnamic acid into 2,4,5-trimethoxy-
styrene while the 2,4,5-trimethoxy-styrene was dimerized in the pellucidin A by
cycloaddition reaction [2+2] sensitized by 5,6,7-trimethoxy-flavone (18.45%), as well as
by benzophenone (11.15%). Thus, we suggest the sequence L-phenylalanine,
cinnamic acid, 2,4,5-trimethoxy-cinnamic acid, 2,4,5-trimethoxy-styrene and pellucidin
A, the last step being carried out by a photochemical mechanism having 5,6,7-
trimethoxy-flavone as a sensitizer.

Keywords: Piperaceae, P. pellucida, pellucidin A, phytochemistry, biosynthesis,

enzymatic conversion.
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1. INTRODUGCAO

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos primarios que sao
essenciais para sua manutencdo, nutricdo, crescimento e reproducdo. Esses
metabdlitos incluem proteinas, lipidios, carboidratos, nucleotideos e aminoacidos
(Villas-Boas et al., 2005; Wolfender et al., 2013). Outra classe de metabdlitos de baixa
massa molecular e de distribuicdo limitada em algumas familias e géneros séo
chamados de metabdlitos secundarios (Dixon et al., 2001).

Os metabdlitos secundarios sdo substancias que geralmente ndo fazem parte
do metabolismo basico, possuem caracteristicas quimicas muito variadas, podendo
agir como mediadores das interagbes das plantas com o ambiente e outros
organismos (lvanisevic et al., 2011; Jones and Firn, 1991; Newman et al., 2003;
Pichersky and Gang, 2000; Wolfender et al., 2013; Zhang et al., 2003). Podem variar
de forma qualitativa e quantitativa de acordo com o 6rgdo, estagio de
desenvolvimento, mudangas sazonais, condicbes de estresse, infecgcao, herbivoria
entre outros fatores (Wink, 2003).

Essas substancias apresentam uma grande variabilidade em suas estruturas, e
por isso, sao classificados de acordo com sua origem biossintética sendo agrupados
em diferentes classes como terpenoides, fenilpropanoides, lignanas, flavonoides,
xantonas, policetideos, alcaloides, cromenos, amidas, entre outros (Newman and
Cragg, 2012).

Estudos com plantas s&o tdo antigos quanto a propria quimica organica
(Croteau, 2000) e tém despertado interesse de pesquisadores em todo mundo que
tentam compreender como e por que as plantas produzem grande diversidade dos
metabolitos secundarios que sédo produzidos por complexas vias metabdlicas (Kumar
and Pandey, 2014).

A diversidade estrutural dos metabolitos secundarios encontrada nas plantas é
gigantesca considerando que menos de 10% da biodiversidade mundial foi
investigada. Os metabdlitos secundarios podem ser purificados por métodos classicos
de analise fitoquimica que consistem no isolamento seguido da determinagao
estrutural por técnicas espectroscopicas e espectrométricas (Dias et al., 2012).
Porém, a purificagdo desses compostos torna-se, na maioria dos casos, uma tarefa
laboriosa, de alto custo, com longo periodo de execugdo e inadequada quando é
necessario analisar um grande numero de amostras (Wolfender et al., 2013).
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Com o desenvolvimento de poderosos métodos analiticos, as analises
fitoquimicas podem ser auxiliadas com a aplicagdo de técnicas metabolémicas usando
diretamente extratos brutos, sem a necessidade de purificacbes, o que torna o
processo, mais rapido e permite, muitas vezes, uma caracterizacido das principais

classes de metabdlitos (Villas-Bbas et al., 2005).

1.1. METABOLOMA

O metaboloma compreende o conjunto de todos os metabdlitos primarios e
secundarios presentes em um determinado organismo. Esses metabdlitos sado os
produtos finais dos processos regulatorios celulares e seus niveis e composi¢des
podem variar como resposta a mudangas genéticas e ambientais (Fiehn, 2002).

Em termos praticos a analise metaboldmica envolve a determinacdo qualitativa
e quantitativa de todos (ou do maior numero possivel) dos metabdlitos de baixa massa
molecular (menor que 1000 Da) que participam das reagdes metabdlicas em um
organismo, (Cox et al., 2014; Dunn and Ellis, 2005; Verpoorte et al., 2008).

A analise metabolémica surgiu como uma poderosa ferramenta capaz de
analisar um grande numero de amostras com grande quantidade de metabolitos
fornecendo valiosas informagdes a nivel molecular (Baker, 2011).

A técnica ganhou grande popularidade em diferentes campos da ciéncia por
descobertas de biomarcadores (Liu et al., 2010), diagndstico de doengas (Nishiumi et
al., 2010), caracterizagao fenotipica de micro-organismos e plantas (Hirai et al., 2010;
Villas-Bbas et al., 2008) caracterizagdo de atividade enzimatica (Goldstone et al.,
2009) entre outros.

A aplicagdo da analise metaboldbmica em sistemas bioldgicos é a chave para a
compreensao da complexidade de seu metabolismo constituindo-se na ligagao entre
gendtipos e fendtipos (Villas-Béas and Gombert, 2006). A metabolémica representa
uma ferramenta pratica para analise das variagcdes dos metabdlitos em plantas frente a
perturbacdes como variagdes nutricionais, mudancas climaticas, fases de
desenvolvimento, fungos, virus e herbivoria.

Estima-se que o numero de metabdlitos produzidos nas plantas esteja em torno
de 200.000. por essa razdo, estudos metabolédmicos de plantas tém atraido muitos

grupos de pesquisas no Brasil e no mundo (Wolfender et al., 2013).
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As principais abordagens metabolémicas utilizadas em analises de plantas sao
o fingerprint metabdlico, o perfil metabdlico e a analise direcionada (Villas-Béas and
Gombert, 2006).

O fingerprint metabdlico é usado para identificar variagcbes nos padrdes
metabdlicos associados as respostas em condicdes de estresses sem identificagao
nem quantificacdo dos metabdlitos envolvidos (Shulaev et al., 2008). O perfil
metabdlico tem como objetivo analisar, identificar e quantificar de forma simultanea um
conjunto de metabdlitos (Villas-Béas and Gombert, 2006). Ja a analise direcionada
(targeted) é amplamente utilizada para acompanhar a variagdo de um limitado numero
de metabolitos conhecidos que pode estar envolvido em uma particular condicdo de
estresse (Villas-Boas et al., 2005).

A primeira etapa da analise metabolémica é a “supress&o” que consiste no
congelamento imediato do organismo consequentemente do metabolismo,
normalmente usando nitrogénio liquido. A “supressao” reduz o aparecimento de
artefatos resultantes de degradacgdes ou de atividade enzimatica que possam ocorrer
apos a coleta do material (Villas-Bbas et al., 2005).

Depois da etapa da “supresséo”, a extracdo dos metabdlitos deve ser realizada
de forma a se obter o maior numero de metabdlitos possiveis. Assim, a utilizagao de
um ou mais solventes de polaridades distintas devem ser empregados. Muitas vezes
uma combinacdo de solventes de diferentes polaridades como CHCI3:H,O:MeOH
(2:1:1) é aplicada com o objetivo de se extrair e ao mesmo tempo fracionar metabdlitos
de diferentes polaridades em uma unica etapa (Duportet et al., 2012; Kim et al., 2010).

As etapas de supressao e extracdo devem ser feitas de maneira precisa e mais
rapida possivel. Uma falha nesses processos pode resultar em informacdes
equivocadas distorcendo a interpretacdo metabolémica (Choi and Verpoorte, 2014).

Uma vez realizada a extracdo, a analise dos metabdlitos deve ser feita com o
objetivo de se obter o maximo de informagdes possiveis. Para isso diversas analises
espectroscopicas e espectrométricas podem ser empregadas. Entre as analises mais
usadas estdo a ressonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (CL-EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletroforese
capilar acoplada a espectrometria de massas (EC-EM) e, em alguns casos, uma
combinagao dessas técnicas. As aplicacbes dessas técnicas sdo importantes, pois

permitem a deteccgao e identificacdo de dezenas de compostos em uma unica analise
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(Dunn et al., 2011; Kim et al.,, 2010; Obata and Fernie, 2012; Schripsema, 2009;
Yamaguchi et al., 2011).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas mais aplicadas em
analises metaboldbmicas de plantas, porque permite a detecgdo simultdanea de
metabdlitos de diferentes classes, quantificacdo dos metabdlitos extraidos, nao
necessita de curvas de calibracido e permite ainda a caracterizacdo de compostos
conhecidos e desconhecidos (Kim et al., 2010; Villas-Béas and Gombert, 2006).

Além da RMN de 'H outras técnicas 2D como COSY, HMQC, TOCSY e J-
resolved também s&o bastante empregadas na identificagdo dos metabdlitos em
analises metabolémicas (Choi and Verpoorte, 2014; Kim et al. 2010).

Nas analises das amostras um grande numero de dados complexos € gerado o
que dificulta a interpretacdo manual. Surge dai a necessidade da utilizacdo de
ferramentas estatisticas de analises multivariadas de dados como a analise de
componentes principais (PCA), analise de agrupamento hierarquico (HCA), analise
diferencial por minimos quadrados parciais (PLS-DA), andlise discriminante linear
(LDA), analise de componente independente (ICA) entre outras. Em alguns casos para
obtencao de informag¢des mais precisas essas analises sdo executadas em conjunto.

As analises multivariadas sdo capazes de extrair importantes informacdes das
amostras, permitindo assim uma interpretacdo das possiveis variagcbes metabdlicas
ocorridas no organismo (Kim et al., 2010; Schripsema, 2009; Yamaguchi et al., 2011).

Desta forma, a metaboldbmica representa uma ferramenta que vem se
mostrando muito util para o estudo de plantas e outros organismos (Fukusaki, 2005;
Verpoorte et al., 2008).

1.2. GENERO PEPEROMIA

O género Peperomia pertence a familia Piperaceae, que ainda compreende
outros quatro géneros: Verhuellia, Zippelia, Manekia e Piper (Samain et al., 2009).
Piper e Peperomia sdo os dois géneros com maior numero de espeécies, com
aproximadamente 2000 e 1500 espécies, respectivamente (Wanke et al., 2007).

As espécies de Peperomia sdo relatadas na Asia, Africa, Oceania e América
Central e do Sul. As espécies do género sdo encontradas principalmente em regides

de florestas umidas ou montanhosas (Wanke et al., 2006) (Figura 1.1).
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Asia
(100 espécies)

neotrdpicos
(1500 espécies)
Africa (60 espécies) Oceania
(menos de 20 espécies)

Figura 1.1. Distribuicdo geografica de espécies de Peperomia (Wanke et al., 2006).

A maioria das espécies de Peperomia apresentam folhas com tecidos
especializados no armazenamento de agua, com grau de suculéncia variando
consideravelmente de acordo com a morfologia foliar (Kaul, 1997). A principal forma de
dispersdao das sementes ocorre por meio da resina presente nos frutos que se
prendem nas patas e asas de passaros, morcegos e insetos, fazendo com que estas
sementes sejam transportadas por longas distancias (Valdebenito et al., 1990).

Por conta de sua grande capacidade de adaptagdo a diferentes condigdes
climaticas, tipos de solo, alta resisténcia a ambientes secos e facilidade de cultivo, o
género é amplamente cultivado com finalidades ornamentais (Smith et al., 2008).

Na medicina popular, as espécies de Peperomia sao utilizadas na preparagao
de beberagens para tratamento da asma, tosse, ulcera, antiinflamatério, diurético,
analgésico, antibidtico, conjuntivite, controle do colesterol entre outras (Bayma et al.,
2000; Felippe et al., 2008; Wang et al., 2012). Extratos brutos bem como substancias
isoladas de espécies do género tém apresentado diversas atividades biolégicas como
citotoxica (Wu et al., 2005; Wu et al.,, 2006), antifungica (Salazar et al., 2005),
inseticida (Govindachari et al., 1998), anti-HIV (Zhang et al., 2007), antiinflamatéria (Li
et al., 2007) e tripanocida (Felippe et al., 2008), entre outras.

Como consequéncia das atividades bioldgicas apresentadas por compostos
isolados de espécies de Peperomia é crescente o interesse no isolamento e sinteses
de derivados de compostos ativos de espécies do género (Salazar et al., 2005).

Com cerca de 1500 espécies identificadas no género Peperomia, apenas 30
espécies foram estudadas até o momento (Valero et al., 2016). Mesmo assim, mais de
200 compostos de diferentes classes ja foram identificados, o que mostra a grande

diversidade quimica do género. Entre os metabolitos secundarios isolados encontram-
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se fenilpropanoides (Bayma et al, 2000; Manalo et al., 1983), lignanas
tetraidrofuréanicas (Felippe et al., 2008), secolignanas (Monache and Compagnone,
1996), lignanas furofuranicas (Cheng and Chen, 2008), neolignanas (Mbah et al.,
2012), dinorlignanas (Bayma et al., 2000), flavonoides (Wu et al., 2005), policetideos
(Wang et al., 2012), policetideos prenilados (Mahiou et al., 1996), cromenos (Reigada,
2009) e amidas (Salazar et al., 2012), entre outras.

1.3. Peperomia pellucida

Entre as espécies de Peperomia, a P. pellucida (Figura 1.2) é a mais estudada,
isso se da principalmente por conta de sua ampla distribui¢do, aplicacbes na medicina
popular e capacidade de adaptagao a diferentes ambientes (Majumder, 2011). Existem
cerca de 100 trabalhos referentes a estudos com a planta que incluem trabalhos com
extratos brutos, éleos essenciais, estudos fitoquimicos e farmacologicos.

Popularmente conhecida como “coragaozinho”, “lingua de sapo”, “erva de vidro”
e “erva de jabuti” (Arrigoni-Blank et al., 2004), a planta € uma herbacea suculenta com
folhas codiformes alternadas e inflorescéncias terminais em forma de espiga com
diversos pontos de frutificagdo. Cresce principalmente em solos soltos, ambientes
umidos e preferencialmente nas sombras. Quando adulta a espécie chega a medir 40

cm de altura, tendo um ciclo de vida médio de oito meses (Majumder, 2011).

Figura 1.2. Peperomia pellucida (L.) HBK
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O uso na medicina popular da planta varia dependendo da regido. Existem
relatos de seu uso no tratamento para dores abdominais, cdlica, gota, fadiga, dor de
cabeca, dor nas articulacbes tratamento de furunculos, feridas na pele, problemas
renais, hemorragias e inflamagao nos olhos (Arrigoni-Blank et al., 2004; Bayma et al.,
2000; Khan et al., 2008; Majumder, 2011). No Nordeste brasileiro a planta também é
usada para controlar niveis de colesterol (dos Santos et al., 2001), no tratamento da
tosse e diurético. Suas raizes sdo empregadas para o tratamento de febre e suas
partes aéreas como cicatrizante (Munoz et al., 2000).

Ensaios bioldgicos confirmaram atividade bactericida (Bojo, 1994; Khan and
Omoloso, 2002), antioxidante (Pappachen and Chacko, 2013) analgésica (Arrigoni-
Blank et al., 2004; Aziba et al., 2001), atividade antiulcerogénica (Rojas-Martinez et al.;
Roslida and Noor, 2009), citotoxica (Xu et al., 2006) e antiinflamatéria (Arrigoni-Blank
et al., 2004) para extratos brutos e substancias puras.

As partes aéreas da planta também sdo consumidas na forma de salada. As
folhas sdo uma rica fonte de proteinas, nutrientes e minerais que ajudam na regulagao
da insulina e controle dos niveis de agucares no sangue (Sussa et al., 2013; Olabaniji
et al., 2014; Ooi et al., 2012).

Modificagdes genéticas realizadas na P. pellucida mostram que a planta
também pode ser empregada como modelo para produgbdes de transgénicos para
aplicagbes em tratamentos da diarréia (Nguyen et al., 2010).

A P. pellucida tem como caracteristica fisica o caule transparente e por isso, é
utilizada como modelo para estudo da eficiéncia de sondas fluorescentes de
complexos de Zn*?“in vivo” (Dey et al., 2014; Sinha et al., 2013; Sinha et al., 2014).

Trabalhos referentes a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas da P.
pellucida, coletadas em diversas partes do mundo, revelam a presengca dos
fenilpropanoides dilapiol e apiol como constituintes majoritarios, além da presenga de
mono- e sesquiterpenos em menores percentuais (da Silva et al., 1999; Francois et al.,
2013; Moreira et al., 1999; Ogunwande et al., 2009; Verma et al., 2014).

Estudos fitoquimico da P. pellucida relatam a presencga de fenilpropanoides
(Manalo et al., 1983), lignanas tetraidrofurénicas, secolignanas, lignanas furofuranicas
(Oloyede, 2010; Xu et al., 2006), dinorlignanas (Bayma et al., 2000), flavonoides (Aqil,
1993) e cromenos (Susilawati, 2015) (Figura 1.3 e Tabela 1.1).
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Figura 1.3. Metabdlitos secundarios isolados em Peperomia pellucida.



Tabela 1.1. Constituintes majoritarios encontrado nos 6leos essenciais em Peperomia pellucida.

Parte Constituintes majoritarios nos 6leos essenciais Atividade biologica Referéncias
Moreira et al., 1999
5-hidroxi-3,4-metilenodioxi-alilbenzeno (10,5%); dilapiol (36,9%) -
Atividade larvicida sobre Artemia de Lira et al., 2009
dilapiol (55,3%); (E)-cariofileno (14,3%); carotol (8,1%) )
salina LCsy: 2.4 £ 0.5 pg/mL.
Atividade fungicida sobre
dilapiol (37,8%); miristicina (11,3%) Fusarium moniliforme (46.2%) e Francois et al., 2013
Rhizopus stolonifer (97.3%)
dilapiol (39,7%); trans-cariofileno (10,7%) - da Silva et al., 1999
(Planta
inteira) germacreno D (14,9%) - dos Santos et al., 2001
inteira
Atividade antioxidante: método
trans-3-pinanona (32,59%); metiletilideno propano
o ) DPPH a 0.1 mg/mL (97.95%) e Oloyede, 2010
dinitrila (18,56%); acetato de 3-octanila (13,12%)
0.2 mg/mL (98.61%.)
dilapiol (55,3%); (E)-cariofileno (14,3%); carotol (8,1%) - de Lira et al., 2009
decanal (22,8-44,4%); limoneno (28,7-35,0%) - Zoghbi et al., 2005
(E)-nerolidol (38,0%); ledol (27,1%), a-humuleno (11,5%); (E)-
- Pinheiro et al., 2011
cariofileno (4,0%); a-eudesmol (2,7%)
carotol (26,6—32,0%); dilapiol (25,1-30,2%)
Raiz dilapiol (63,9%); apiol (9,2% -
piol { °); apiel °) Verma et al., 2014
dilapiol (20,7%)
(Partes
) dilapiol (38,6); biciclogermacreno (10,7 %);
aéreas) - Ogunwande et al., 2009

germacreno D (9,6 %)

27
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1.4. PELLUCIDINA A

Entre os produtos naturais isolados de P. pellucida, a pellucidina A (1) (Figura
1.4) destaca-se em funcéo da presenga do anel ciclobutanico em sua estrutura.
Desde sua descoberta, a estrutura da pellucidina A foi motivo de contradicbes na
literatura. A substancia foi primeiramente isolada dos caules de Pachypodanthium
staudtii (Anonnaceae) (Ngadjui et al., 1989) e denominada de pachipofilina. Quase
dez anos depois a substancia foi também isolada das folhas da P. pellucida e
referenciada com o mesmo nome (Regasa, 1998). Porém, mesmo ja tendo sido
relatada em dois trabalhos, no ano 2000 a substancia foi novamente isolada das
partes aéreas da P. pellucida e erroneamente considerada como uma substancia
inédita, recebendo o nome de pellucidina A, nome pelo qual é conhecida atualmente
(Bayma et al., 2000).

OMe OMe
\\‘ | AN
MeO Z>0OMe
OMe OMe

Figura 1.4. Estrutura da pellucidina A (1)

As lignanas sao produtos naturais formados por duas unidades CsCs3 unidas
por meio dos carbonos C8-C8’ (Haworth, 1936). Ja o termo neolignana foi introduzido
por Gottlieb (Gottlieb, 1978) que definiu a classe como dimeros de fenilpropanoides
nos quais as duas unidades CsC3 s&o unidas por ligagdes diferentes das posigdes C8-
C8’. De acordo com a IUPAC (Moss, 2000) as diferengas na estrutura basica das
lignanas e neolignanas devem ser indicadas na nomenclatura com prefixos
especificos. Por exemplo, a presenca de anéis adicionais deve receber o prefixo
“ciclo”. A quebra de ligagbes carbono-carbono recebe o prefixo “seco”. A adigao de
carbonos deve receber o prefixo “homo” e a remogado de um carbono requer o prefixo
“nor”; dois carbonos “dinor” e assim por diante. Nesses casos o numero do carbono
ausente deve ser indicado. Desta forma a pellucidina A é classificada como uma 9,9’-
dinor-lignana, na qual a numeracao 9-9' se refere a auséncia dos carbonos nessa

posicéo caso fosse uma lignana regular.
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1.5. PRODUTOS NATURAIS CONTENDO CICLOBUTANOS

Os ciclobutanos sempre despertaram grande interesse aos quimicos orgéanicos
sendo amplamente utilizados como intermediarios em sinteses (Hoffmann, 2008). A
tensdo angular e torcional dos anéis de quatro membros permitem sua converséo a
cadeia aciclica por abertura do anel (energia liberada: 23-26 kcal mol™), expansao do
anel para cinco ou seis membros (energia liberada 20 e 25 kcal mol™,
respectivamente) ou até mesmo contragdo formando ciclopropanos (Lee-Ruff and
Mladenova, 2003).

A formacdo desses compostos ocorre por meio de reacdo fotoquimica
envolvendo 4n elétrons sdo definidas como reagao de cicloadi¢do [2+2]. Sdo reagdes
permitidas por via fotoquimica, mas nao térmicas. Netas rea¢des duas ligacdes n sao
rompidas e duas ligagdes o sdo formadas. A incompatibilidade na adicao de dois
alquenos por via térmica esta na simetria dos orbitais HOMO e LUMO dos dois
alquenos. Esse problema é resolvido convertendo um deles ao estado excitado
através de uma reagcdo mediada por luz UV. O elétron excitado pela adi¢do de luz
passa do orbital = para o estado n* e assim se obtém uma simetria que permite uma
adicdo ao outro alqueno que se encontra no estado ndo excitado. Os mecanismos
envolvidos nas cicloadigdes [2+2] ainda sao motivos de debate. Em alguns casos sao
sugeridas reagbes concertadas e em outros na forma de dirradicais. A reagdo é
favorecida quando estao envolvidos alquenos conjugados que facilitam a absorgéo de
luz UV (Clayden et al., 2001).

A presencga de ciclobutanos em produtos naturais € intrigante a respeito de sua
finalidade e mecanismos envolvidos em sua formacédo (Hong and Tantillo, 2014). O
trabalho de revisao realizado por Bach e Hehn (2011) relata uma grande variedade de
sinteses totais de compostos naturais contendo aneis ciclobutanicos. A importancia de
reacdes fotoquimicas na sintese desses ciclobutanos foi enfatizada e a possibilidade
desses mecanismos ocorrerem na natureza foram exploradas (Bach and Hehn, 2011).

Os ciclobutanos de origem natural podem ser observados em diversas classes
de substancias como acidos graxos, aminoacidos, mono-, sesqui-, di-, triterpenos,
esteroides, alcaloides e lignanas. Esses produtos naturais sdo encontrados em fungos,
insetos, organismos marinhos e principalmente em plantas (Figura 1.5) (Dembitsky,
2008; Hong and Tantillo, 2014; Sergeiko, 2008).

Artigos de revisdo, direcionados as atividades biologicas desses ciclobutanos

de origem natural, relatam a ocorréncia de mais de 200 substancias. Algumas
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30

antifungica,  anticancerigena, inseticida,

antiinflamatoria, propriedades fotoprotetoras, entre outras (Avotinsh, 1993; Dembitsky,
2008, 2014; Ortuno et al., 2005; Sergeiko, 2008).
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esponjas marinhas feromdnio sexual de Aspidiotus nerii
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Figura 1.5. Exemplos de produtos naturais contendo ciclobutanos isolados de fungos, plantas,

organismos marinhos e insetos.

Alguns produtos naturais contendo anéis ciclobutanicos apresentam importancia
econdbmica como € o caso do (+)-grandisol (1R, 2S)-(+)-cis-2-isopropenil-1-
metilciclobutiletanol (2) que atua como feroménio de agregacao de algumas pragas
agricolas como Anthonomus grandis (bicudo-do-algodoeiro) (Tumlinson et al., 1969),
Tripodendron signatum (Francke, 1986), Pityophthorus pityographus (Francke et al.,
1989) Pityogenes bidentaus, P. quadridens e P. calcaratus, Curculio caryae (Hedin et
al.,, 1997). O grandisol e o grandisal (3) tém propriedades de agregagédo sobre
Pissodes strobi e P. nemorensis (Booth et al., 1983; Phillips et al., 1984). Outros
analogos como o acetato de (1R, 3R)-(+)-cis-2,2-dimetil-3-isopropenil-ciclocutiimetanol

(4), tém sido descrito como feromoénio sexual do Planacoccus citris (cochonilha branca)
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(Bierlleonhardt et al., 1981), bem como o acetato de (1R, 2S)-cis-2-isopropenil-1-(4’-
metil-pent-4’-en-1-il)-ciclobutiletanol (5) como feroménio sexual da praga fitofaga
Aspidiotus nerii (piolho branco) (Figura 1.6) (Moreno, 1972).

OH OAc OAc
N— CHO \
H\ s, H\\‘ ',,// H\\ 0///\/&

(2) @) (4) ®)

Figura 1.6. Exemplos de feromdnio de agregagao contendo anel ciclobutanico.

Os terpenoides contendo anéis ciclobutanicos como a-pineno (6), B-pineno (7),
B-cariofileno (8), a-panasinseno (9), carioleno (10) e dendrowardol (11) também sao de
ocorréncia comum em Oleos essenciais de diversas plantas e apresentam fungdes
ecologicas, principalmente na protecdo contra herbivoros (Figura 1.7) (Hong and
Tantillo, 2014; Wang and Tantillo, 2008).

(6) ) (8) G (10) (1)

Figura 1.7. Exemplos de terpenoides contendo anel ciclobutanico.

A formacgdo de ciclobutanos por mecanismo intermolecular pode gerar
diferentes isdmeros. Os dimeros ciclobutanicos de acido cinamico, acido truxinico e
truxilico, isolados da parede celular de gramineas s&o dois bons exemplos de
isdmeros constitucionais que podem ser formados durante a dimerizagdo dos acidos.
As duas unidades de acido cinamicos sao unidas por ligagdes entre os carbonos C7-
C7 e C8-C8'. Os acidos truxinico e truxilico se diferenciam em seu modo de
acoplamento, sendo o primeiro resultante do acoplamento cabeca-cabeg¢a com os
grupos iguais, arila e carboxila, ligados a carbonos vicinais. No caso do acido truxilico
0 acoplamento é do tipo cabega-cauda e os grupos arila e carboxila encontram-se em
posicdes 1-3 no anel de quatro membros. Os estudos ndo relatam
estereosseletividade na formagdo desses compostos e varias formas isoméricas (E/Z)
desses acidos podem ocorrer dependendo da orientacdo relativa dos materiais de
partida (Figura 1.8) (Baranowska, 2002; Bassani, 2004; Natarajan and Ramamurthy,
2005).



32
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Ac. truxinico Ac. truxinico

CO,H

Acoplamento
cabeca-cauda

8 7| CO.H

Ac. truxilico Ac. truxilico

Figura 1.8. Configuracdo cabega-cabega e cabega-cauda dos acidos truxinico e truxilico.

Os acidos truxinico e truxilico sdo estruturas basicas presentes em diversos
alcaloides. O estabelecimento das configuragdes destes acidos auxilia na
determinagdo da configuragdo desses alcaloides (Figura 1.9) (Baranowska, 2002;
Hanley et al., 1993).

Os alcaloides sao responsaveis pela maior diversidade estrutural de
ciclobutanos encontrados na natureza. Os anéis de quatro membros sdo encontrados
em diversos tipos de alcaloides como alcaloides contendo amida, tropénicos,
quinolinicos, terpénicos, indolicos, pirrolizidinicos, bromopirrolizidinicos entre outros
(Dembitsky, 2008).
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A presencga de anel ciclobutanico em lignanas, neolignanas e norlignanas s&o
de rara ocorréncia na natureza (Riener and Nicewicz, 2013). Além da pellucidina A,
sdo relatados a endiandrina A (12), o diacetato de endiandrina A (13),
dimetilediandrina A (14) isolados da raiz de Endiandra anthropophagorum (Davis et al.,
2007), magnosalina (15) isolada das folhas de Flos magnoliae, Mosla scabra e Piper
cubeba (Badheka et al., 1987; Kikuchi et al., 1983; Wang et al., 2000), cinbalansana
(16) isolada nas folhas de Cinnamomum balansae (Cuong et al., 2001), heterotropano
(17) isolado das folhas de Heterotropa takaoi e Piper cubeba (Badheka et al., 1987;
Yamamura et al., 1978), andamanicina (18) presente em Piper sumatranum e Mosla
Sscabra (Malhotra et al., 1990; Wang et al., 2000), o acido antoceroténico (19) isolado
de Anthoceros puncfatus (Takeda et al., 1990), peperotetrafina (20) e outros dois
estereoisbmeros (21-22) presentes no extrato etandlico de Peperomia tetraphylla
coletada na China (Li et al., 2007; Li et al., 2012) e as moslolignanas A (23) e B (24)
isoladas da Mosla scabra (Wang et al., 2000) (Figura 1.10).

Os mecanismos envolvidos na formacao dos ciclobutanos de ocorréncia natural
ainda sdo motivos de debates. Um dos casos mais estudados ocorre no tecido celular,
onde muitas moléculas podem absorver radiagao UV quando expostas. Em particular,
o0 caso do DNA das células que absorvem radiacdo UV em curtos comprimentos de
ondas, resultando em varios tipos de danos ao DNA. Entre os fotoprodutos produzidos,
os ciclobutanos dimeros de pirimidina sdo predominantes. Estes fotoprodutos sao
responsaveis por lesées que interferem em mecanismos celulares essenciais, como
replicacéo e transcri¢cao, e a sua persisténcia pode originar mutagdes, que interferem
nas funcionalidades das células, levando a morte celular, degeneracéo de tecidos
envelhecimento, instabilidade genbmica e processos carcinogénicos (Costa et al.,
2003; Wondrak et al., 2006).
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Figura 1.10. Lignanas, neolignanas e produtos naturais relacionados contendo anel

ciclobutanico.

Os mecanismos de cicloadigao [2+2] envolvidos na formag¢ao dos dimeros de
pirimidina servem de suporte para que os mecanismos envolvidos na formagao intra- e
intermoleculares de diversos ciclobutanos sejam sugeridos. Incluem-se como
exemplos as lignanas (12-23), a fluegedina (24) (Zhao et al., 2013), bismutipterosina
(25) (Liu et al., 2011), ortidina E (26) (Pearce et al., 2008), quasidina A (27) (Jiao et al.,
2010), oxifadichalconas A (28), B (29), C (30) (Zhang et al., 2013), crotoeurina A (31)
(Pan et al., 2015), piperciclobutanamida A (32), piperchabamida G (33), nigramidas
(34) e dipiperamida A (35), E (36), piperarborenina B (37) D (38) (Liu et al., 2012),
salascona (39) (Fujimori et al., 1978), bielschowkskisina (40) (Tang et al., 2015),
hipolachinina A (41) (Piao et al., 2013) e acido escopariusico (42) (Zhou et al., 2013)
(Figura 1.11).

A biossintese dessas substéncias contendo anéis ciclobuténicos encontradas
em plantas € prevista como sendo resultante de cicloadicdo [2+2], que ocorrem em

funcao da alta intensidade de luz solar em seus habitats (Bach and Hehn, 2011; Hong
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and Tantillo, 2014; Liu et al., 2011; Pan et al., 2015; Tan et al., 2006; Tang et al., 2015;
Zhang et al., 2013; Zhao et al., 2013).

Outros autores propdem que a biossintese desses ciclobutanos deve ocorrer
através de mecanismos mediados por enzimas (Hao et al., 2001). Além disso, estudos
tedricos vém sendo realizado com o objetivo de decifrar os mecanismos envolvidos na
formagdo desses compostos (Bach and Hehn, 2011; Hoffmann, 2008; Hong and
Tantillo, 2014; Ortuno et al., 2005; Rappoport, 2005; Sergeiko, 2008). Porém, poucos
trabalhos foram realizados a fim de se investigar os mecanismos envolvidos na

formacao desses compostos.
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Figura 1. 11. Ciclobutanos considerados como produtos de cicloadicao [2+2].
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1.6. BIOSSINTESE DE LIGNANAS, NEOLIGNANAS E NORLIGNANAS

A biossintese representa a intersecgdo da quimica com a biologia molecular.
Uma vez elucidada a estrutura de um composto, € possivel propor sua biogénese, a
partir de blocos construtores, tais como: acetato, mevalonato, chiquimato, aminoacidos
e produtos oriundos de rotas mistas (Dewick, 2001; Mann, 1995).

As lignanas, neolignanas e norlignanas se constituem em classes
estruturalmente diversificadas de metabdlitos resultantes da via do chiquimato. Essas
substancias sdo formadas a partir da dimerizacdo de fenilpropanoides, que também
estdo envolvidos na formagéo dos polimeros como as ligninas, que sdo de importancia
protetora e estrutural para as plantas (Klink et al., 2007).

Tanto as lignanas quanto as neolignanas tem como estrutura basica duas
unidades de CsCs. Nas lignanas os monémeros de fenilpropanoides séo ligados pelos
carbonos C8-C8’ e nas neolignanas estas ligagbes envolvem posi¢des diferentes de
C8-C8'. As norlignanas apresentam uma cadeia estrutural basica contendo CgC, ligado
a Ce¢Cs. Essas classes de metabdlitos foram descritas na década de 40, mas apenas
na década de 90 sua biossintese comecou a ser desvendada (Suzuki and Umezawa,
2007; Umezawa et al., 2011).

A biossintese de lignanas, neolignanas e norlignanas é de grande interesse
pelo fato de varios desses compostos apresentarem importantes atividades bioldgicas.
Além do mais, suas reacdes biossintéticas envolvem mecanismos enantiosseletivos
gerando metabdlitos opticamente ativos. A elucidagcdo desses mecanismos é de
grande interesse para desenvolvimento de novos sistemas em sinteses
enantiosseletivas (Anterola and Lewis, 2002; Dewick, 2001; Gang et al., 1999).

As lignanas, neolignanas e norlignanas tém como precursores 0s aminoacidos
L-fenilalanina ou L-tirosina, produtos finais da via do acido chiquimico. A primeira
etapa desta via € a desaminagdo da L-fenilalanina pela enzima PAL (fenilalanina
amoOnia-liase) formando o acido cinamico. A enzima acido cinamico 4-hidroxilase (C4H)
catalisa a introducao do grupo hidroxila na posigéao 4 (para) no anel aromatico do acido
cindmico, produzindo o acido p-cumarico. O grupo carboxilico do acido p-cumarico é
ativado pela ligacdo com o tioéster-CoA, catalisada pela enzima hidroxicinamato CoA
ligase (4CL) (Esquema 1.1). Outras enzimas mediam etapas de hidroxilagbes,
metilacdes e redugdes fornecendo aldeidos e alcodis cinamilicos com diferentes
substituintes e, por reducdo destes, resultam na formacdo de diversos

fenilpropanoides que séo os precursores diretos das ligninas, neolignanas, norlignanas
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e compostos relacionados (Dewick, 2001; Dixon et al., 2001; Dixon, 2003; Ferrer et al.,
2008).

As lignanas, neolignanas e norlignanas tém como precursores metabdlitos de
origem fenilpropanoidica, que sob controle assimétrico induzido por proteinas, formam
dimeros opticamente ativos como o pinoresinol, que € intermediario para a biossintese
de uma variedade de lignanas (Halls and Lewis, 2002).

O principal mecanismo para a formagao das lignanas e compostos relacionados
envolve acoplamento oxidativo de alil e/ou propenilfenois, no qual radicais fendxidos
sdo iniciados por oxidases através de catalise oxidativa monoeletronica (Gottlieb,
1989).

O controle estéreo- e enantiosseletivo € mediado pela acdo de enzimas
especificas e s6 foi compreendida com maior clareza ao ser isolada a primeira
representante de uma classe de proteinas denominada de proteina dirigente, a partir
de Forsythia intermedia (Davin and Lewis, 2000; Davin et al., 1997; Gang et al., 1999;
Halls and Lewis, 2002; Ralph et al., 2006; Ralph et al., 2007).
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Esquema 1.1. Rota biossintética de monolignais, alcool p-cumarico, coniferilico e sinapilico. p-
C3H, p-cumarato 3-hidroxilase; C4H, cinamato 4-hidroxilase; CAD, cinamil alcool
desidrogenase; CCOMT, hidroxicinamil CoA O-metiltransferases; CCR, cinamil-CoA
oxidoredutase; 4CL, hidroxicinamoil CoA ligase; COMT, acido cafeico O-metiltransferases;

F5H, ferulato 5-hidroxilase; PAL, fenilalanina amoénia-liase; TAL, tirosina amo6nia-liase.
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Estudos de cinética para formagao do (+)-pinoresinol indicaram que a proteina
dirigente atua de maneira muito singular em que, primeiro, uma oxidase gera radicais
livres intermediarios a partir do alcool (E)-coniferilico, seguido por acoplamento
estereosseletivo formando como produto o (+)-pinoresinol (Davin and Lewis, 2000;
Davin et al., 1997) (Esquema 1.2). As proteinas dirigentes determinam a
estereosseletividade do acoplamento fendxi-radicalar. O controle estereosseletivo para
a formagao do (+)-pinoresinol para esta proteina tem sido estendido, desde entao,
para descrever o controle regioespecifico do acoplamento oxidativo de alilfenois na
biossintese de lignanas, neolignanas e norlignanas (Davin and Lewis, 2000; Gang et
al., 1999).

OH

OH OH OH OH
7 7 / 7 .
—_— - - [J < » ‘
OMe OMe ° OMe OMe OMe
OH | O O 0] 0 _
alcool coniferilico
Proteina dirigente captura o
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0 ° SN
HO [ y
MeO (+)- pinoresinol HO

OMe
0

Esquema 1.2. Acoplamento enantiosseletivo do (+)-pinoresinol auxiliado por proteina

dirigente.

Na biossintese de norlignanas além de todas as etapas que envolvem a
formacgao de lignanas e neolignanas ¢é verificada uma etapa adicional que culmina com
a eliminagdo de um ou mais carbonos.

A biossintese dos isbmeros (E)- e (Z)-hinokiresinol é o caso de norlignana mais
estudado. A formagao do hinokiresinol resulta do acoplamento entre uma unidade de
alcool 4-hidroxi-cumarilico e uma unidade de acido 4-hidroxi-cumarico seguido de
rearranjo e descarboxilagdo (Esquema 1.3) (Suzuki and Umezawa, 2007; Suzuki et al.,
2001).
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Esquema 1.3. Mecanismo de formacao do (E)- e (Z)-hinokiresinol

No caso da pellucidina A uma das possibilidades para a formacdo do anel
ciclobutanico seria por meio de uma dimerizacdo entre duas unidades de 2,4,5-
trimetoxi-estireno através de uma cicloadicdo [2+2]. Essa hipotese € suportada pelo
fato da co-ocorrencia da pellucidina A e do 2,4,5-trimetoxi-estireno tanto em P. staudltii
quanto em P. pellucida.

Porém, em sua publicagdo Bayma e colaboradores (Bayma et al.,, 2000)
descartam a hipotese alegando que a presenga das metoxilas nas posigdes 2/2’ dos
anéis aromaticos causariam um impedimento estérico, inviabilizando a aproximacéao
dos dois monémeros. Os autores ainda propdem que a formacgao do anel ciclobutanico
deva ocorrer por meio de acoplamento oxidativo de duas unidades de 2,4,5-triidroxi-
estireno, seguido por uma serie de metilagbes, formando entdo a pellucidina A
(Esquema 1.4).

Devido ao facil cultivo de P. pellucida e do fato de que nenhuma das propostas
de formacéao da pellucidina A terem sido comprovadas, o presente trabalho tem como
objetivo determinar precursores, intermediarios e o0s mecanismos envolvidos na

formacéao da pellucidina A em P. pellucida.
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Esquema 1.4. Proposta biossintética da pellucidina A (Bayma et al., 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo investigar as hipoteses biossintéticas de

formacéao da dinorlignana pellucidina A produzida pela Peperomia pellucida.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a presenca da pellucidina A em diferentes partes da P. pellucida;

» Caracterizar o maior numero de metabdlitos da P. pellucida e diante da presenga
destes propor alternativas biossintéticas para a formacgéo da pellucidina A;

» Monitorar possiveis variagdes na producao da pellucidina A em P. pellucida em
funcéo de sua ontogenia;

» Determinar variagbes na producdo da pellucidina A na P. pellucida sob
diferentes tratamentos;

» Preparar possiveis precursores marcados e ndo marcados isotopicamente para
realizacao dos estudos biossintéticos da pellucidina A;

» Avaliar as hipdteses biossintéticas para a formagao da pellucidina A através da
administragdo de precursores marcados de carater geral e intermediario da via
fenilpropanoidica em folhas de P. pellucida e por meio de estudo de converséo

com fragbes enzimaticas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. TRATAMENTO DOS REAGENTES E SOLVENTES

Acetato de etila (AcOEt) hexano, cloroformio (CHCIs3) e acido férmico foram
adquiridos da LabSynth (SP, Brasil). Metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) (grau HPLC)
foram obtidos da J.T. Baker (EUA). Os solventes foram destilados na Central de
Solventes do Instituto de Quimica — USP. O cloroférmio deuterado utilizado nas analises
de RMN de 'H foi adquirido junto a Tedia Brazil. Os precursores isotopicamente marcados
acido [2-"*C]-mal6nico e iodo-['*C]-metano foram adquiridos junto a Sigma Aldrich.

Todas as reagdes foram realizadas em vidraria secadas em estufa (temperatura
2100°C) e resfriadas em dessecador. A agua dos solventes utilizados foi removida
segundo metodologias descritas na literatura (Armarego and Chai, 2003). Tetraidrofurano
(THF) foi refluxado e destilado com sodio/benzofenona sob atmosfera de Ny,
diclorometano (CH.Cly), trietilamina (EtsN) e piridina foram refluxados e destilados de
hidreto de calcio (CaH;) sob atmosfera de N,. A agua foi purificada em sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA).

Nas andlises cromatograficas e espectroscopicas foram utilizados solventes de
grau analitico (Merck®, Tedia® e J.T. Baker®) e agua purificada em sistema Milli-Q
(Millipore®). Os reagentes obtidos comercialmente com alto grau de pureza, foram

utilizados sem purificagao prévia.

3.2. EQUIPAMENTOS
3.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises cromatograficas foram realizadas em aparelho Shimadzu modelo SCL-
10Avp, equipado com duas bombas analiticas modelo LC-10AD, conectadas a um
detector de arranjo de diodos modelo SPD-M10Avp e um injetor automatico modelo SIL-
9A, controlados por um mddulo de comunicacdo SCL-10AVP. As analises foram
realizadas em coluna Phenomenex® de fase reversa C-18 (Luna C-18 150 x 4,6 mm, 5

Mm) e os dados analisados pelo programa Class-VP versao 6.10.
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Todas as amostras foram dissolvidas em metanol (grau HPLC), levando-os a uma
concentracao de 1 mg/mL e filtrados em filtro de 0,45 uym (Acrodisc CR. PTFE) para
remocgao de particulas insoluveis. O volume de injegao foi 20 pL. A eluicdo em HPLC foi
feita utilizando-se gradiente de concentragcado de solventes (Tabela 3.1), que permitiu uma
melhor resolugdo dos componentes dos extratos e assim foi mantida na injecao de todas

as amostras.

Tabela 3.1. Gradiente de eluicdo no CLAE dos extratos cloroférmico.

Solventes Tempo (min.) %B

0-2 30

10 40

A. Agua + 0,01% acido férmico 45 100
B. Acetonitrila + 0,01% acido férmico 50 100
55 30

60 30

3.2.2. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As anadlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (IQ - USP). As analises
de RMN "H e RMN '3C foram feitas nos equipamentos Bruker DPX 300 (300 MHz RMN
'H, 75 MHz RMN *3C) ou Bruker DRX 500 (500 MHz para 'H e 125 MHz para *C). Os
valores de deslocamentos quimicos (5) sdo mostrados em ppm. O espectro de 'H é
relatado como se segue & (multiplicidade, constante de acoplamento J, numero de
hidrogénios e atribuicdo). A multiplicidade é indicada por s (singleto), d (dupleto), dd
(duplo dupleto); ddd (duplo duplo dupleto), t (tripleto), q (quarteto), quint. (quinteto), sext.
(sexteto) e m (multipleto). As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em
Hertz (Hz).

3.2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas
(“electrospay”, modo positivo) (CLAE/EM-ESI)

Os extratos provenientes das incorporag¢des foram analisados por cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de espectrometria de massas
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(CLAE/EM). Na analise por CLAE, o detector utilizado foi por arraste de diodos modelo
Shimadzu SPD-M10Avp. Os dados foram analisados pelo programa de computador
Class-VP versdo 6.10. A analise por espectrometria de massas foi realizada em um
equipamento da Bruker, Esquire 2000 plus em modo “electrospray” positivo, voltagem do

capilar 4,5 kV e do skimmer 40 eV.

3.2.4. Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises de CG-EM foram realizadas utilizando um cromatégrafo a gas modelo
Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra, equipado com um alto injetor AOC-5000 Plus. O sistema
foi operado em modo de impacto de elétrons (El) a 70 eV em uma coluna Rxi®-5ms
(Crossbond® 5% diphenyl / 95% dimethylpolysiloxane) de 10 m x 0,10 mm ID x 10 ym df.
A temperatura de injecao foi de 250°C e as amostras foram eluidas em uma rampa de
programada de 40 a 280 °C a uma taxa de 25° Cmin™". O gas Helio foi utilizado como gas

de arraste a uma taxa de 0,56 mL min™" em modo split (1:30).

3.2.5. Cromatografia planar analitica e preparativa

As andlises por CCDA foram efetuadas em placas da Merck®, silica gel 60, com
indicador de fluorescéncia Fys4, com suporte em aluminio de espessura 0,2 mm. As
analises em CCDP foram desenvolvidas em placas de vidro de tamanho 20 x 20 cm,
espessura de 1,0 mm de silica gel 60 da Merck® e indicador de fluorescéncia PFass. As
placas foram reveladas sob luz ultravioleta com comprimentos de onda 254 e 366 nm e/ou
nebulizadas com solugéo de solugdo de vanilina sulfurica (5,1 g de vanilina, 50 mL de

acido sulfurico concentrado e 800 mL de etanol), seguida de aquecimento.

3.2.6. Cromatografia planar preparativa radial (cromatotron)

Para a cromatografia em cromatotron foram utilizadas placas de vidro redondas,
recobertas com uma camada de 2,0 mm de espessura de silica Kieselgel 60 PF254,
contendo gesso. As amostras (cerca de 50 mg) foram solubilizadas em hexano: acetato

de etila, aplicadas na parte central da placa e as fragbes foram recolhidas na borda em
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erlenmeyers. As revelagdes das substancias foram realizadas sob luz ultravioleta (254 e
365 nm).

3.2.7. Cromatografia de coluna

A purificagdo de substancias através de cromatografia de coluna foi realizada em
cromatografia em coluna (CC) de vidro, com comprimento e didmetro de acordo com as
massas de amostras a serem fracionadas. Utilizou-se como fase estacionaria silica gel 60
HF2s4 (70-230 mesh ASTM) da Merck® e silica de fase reversa C18. A proporcéo de silica
utilizada para empacotar a coluna foi de aproximadamente 20 vezes a massa da amostra

a ser purificada.

3.3. MATERIAL VEGETAL

Os espécimes de P. pellucida foram cultivados durante todo o desenvolvimento do
projeto no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do IQ — USP em substrato
comercial colocados em potes plasticos e mantidos em estufas sob condi¢gdes controladas
de temperatura (25 + 2 °C) e fotoperiodo (12 horas) (com |lampadas fluorescentes de 85
W).

3.4. ESPECIES DE INSETOS USADOS NOS EXPERIMENTOS DE HERBIVORIA

No cultivo de P. pellucida mantidos no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais do 1Q — USP sdo comumente encontrados trés espécies de predadores naturais
da planta Edessa meditabunda (Hemiptera), Monoplatus sp. (Coleoptera) e Geometridae
sp. (Lepidoptera) (Figura 3.1) que foram coletados e utilizados nos experimentos de

estresses bioticos da planta.



Geometridae sp.

Edessa meditabunda

Figura 3.1. Predadores naturais de P. pellucida utilizados nos experimentos de estresses.
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3.5. OBTENGAO DOS EXTRATOS BRUTOS PARA ANALISE METABOLOMICA

As folhas das plantas adultas e plantulas foram congeladas imediatamente apds a
coleta utilizando N liquido, trituradas em almofariz e pistilo até obter um p6 fino que foi
transferido para eppendorf de 2 mL. A extracdo foi realizada com um sistema de 3
solventes, cloroformio:metanol:agua na proporc¢ao 2:1:1, 500 uL de cloroférmio, 250 pL de
metanol e 250 yL de agua. A seguir foram agitados em vortex durante 5 minutos e
centrifugados a 10000 rpm a 0°C, durante 10 minutos. Apos a centrifugacéo, as fases
foram separadas. O procedimento de extragdo foi repetido e as fases iguais foram
reunidas. Todo o procedimento foi feito mantendo-se as amostras a baixa temperatura. A
fragdo cloroférmica foi seca utilizando-se um fluxo de nitrogénio gasoso, enquanto o

extrato aquoso foi seco em SpeedVac.

3.6. FRACIONAMENTO E PURIFICAGAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DAS
FOLHAS DE P. PELLUCIDA

Partes aéreas frescas de P. pellucida (500g) foram extraidas da mesma forma
citada acima e apds concentragcdo a vacuo obteve-se 4 g de extrato bruto que foi
suspendido em MeOH:H,O (1:4, 400ml) depois filtrado em um funil de vidro sinterizado
contendo celite (2/3 v/v). Em seguida o filtrado foi extraido com CHCI3 (3 x 150mL) em um
funil de separacéo. A fase organica foi seca com Na,SO,4 e em seguida concentrada e em
rota-evaporador produzindo um extrato (7g) livre de clorofila. Parte desse extrato foi
fracionado em coluna de silica, eluida com hex:AcOEt (9:1) aumentando até AcOEt puro e
dai misturas eluida com AcOEt:MeOH (9:1) aumentando até MeOH, resultando em 25
fragbes. Estas fragbes foram reunidas e purificadas usando-se Coluna Cromatografica

Preparativa e Cromatotron (Figura 3.2).
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Folhas frescas de P. pellucida

N2/ almofariz e pistilo

Extragdo com
CHCI;:MeOH:H,0O

Secado e resuspendida em MeOH:H,0 (85:15%)

Filtragdo em celite a vacuo

Extraido com CHCI3

Fase CHCI;

CC SiO, Hex/ AcOEt (gradiente) (25 fragdes )

Fragao 5-9

CCP Hex/AcOEt (7:3)

5,6,7-trimetoxiflavona
2,4,5 trimetoxi-estireno

Fragéo 20-22

CC AcOEt/MeOH

Fragdo7e 8
Cromatotron
Fracao 14 acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico
Cromatotron CC SiO, Hex/ AcOEt (gradiente)
dilapiol sesamina 32fragoes

2,4,5-trimetoxibenzaldeido

Fragdo 15-19

CC SiO, Hex/ AcOEt (12 fragdes)

Fragao 7-9

Cromatotron

pellucidina A

Figura 3. 2. Fracionamento e purificagdo dos metabdlitos das folhas de P. pellucida.
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3.7. CURVA DE CALIBRAGAO

A pellucidina A, 5,6,7-trimetoxi-flavona, sesamina, 2,4,5-trimetoxi-estireno, acido
2,4,5-trimetoxi-cindmico, 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido e o dilapiol foram quantificados por
CLAE-DAD (Collins et al., 1995). As curvas de calibragdo foram geradas usando solugdes
padrao dos respectivos compostos puros. Para cada composto preparou-se uma solugao
estoque em MeOH (1mg/mL). A partir desta solugdo, foram preparadas quatro outras
solugdes por meio de diluicbes com as concentragdées de 1,000; 0,5000; 0,2500; 0,1250;
0,0625 e 0,0312 mg/mL. Todas as solugdes foram analisadas por CLAE nas mesmas

condi¢des de analise dos extratos.

3.8. ANALISE DA FORMACAO DA PELLUCIDINA A DURANTE O PROCESSO DE
EXTRACAO

Apesar dos diversos relatos de compostos naturais contendo anel ciclobutéanicos,
alguns autores afirmam que a produc¢ao desses compostos podem ser artefatos formados
durante o processo de extracdo (McCracken et al., 2012; Seidel et al., 2000). Dessa
forma, diante da possibilidade, da pellucidina A ser um produto produzido pela
dimerizacédo de duas unidades de 2,4,5-trimetoxi-estireno formado durante o processo de
extragdo, foram realizados dois experimentos com o objetivo de verificar essa
possibilidade.

No primeiro experimento, 1 mg do 2,4,5-trimetoxi-estireno sintetizado foi colocado
em um ependorff e com ele realizado todo o procedimento de extragdo realizado na
extracdo dos extratos das folhas da P. pellucida (se¢édo 3.5). No segundo experimento 1
mg do 2,4,5-trimetoxi-[8-'*C]-estireno foi solubilizado em 500 pL de cloroférmio e essa
solugao foi utilizada para obtencédo dos extratos das folhas de P. pellucida seguindo a
metodologia descrita na se¢éo 3.5.

Nos dois casos nao foi verificada a formacao da pellucidina A, ndo marcada para o
primeiro caso e isotopicamente marcada com carbono treze no segundo caso, 0 que
indicou que o composto nao é um produto formado durante o processo de extragao, e sim

produzido na planta.
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3.9. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

Em torno de 7 mg dos extratos foram dissolvidos em cloroférmio deuterado, CDCls,
filtrados e realizado a analise de RMN 'H de 300 MHz, na Central Analitica do I1Q-USP.

Os dados obtidos foram tratados no programa MestreNova, ajustando-se o sinal do
TMS 6 0,00 o ajuste de fase foi manual e a corregéo de linha base foi automatica. Foram
considerados os dados de deslocamento quimico entre & 1,4-12, desconsiderando-se o
sinal residual de cloroférmio entre 7,20-7,28 ppm. Posteriormente foi feito um “binning”
para um intervalo de 6 0,02 e os dados foram normalizados pela area total. Os dados
foram salvos como arquivo de texto ASCII, para serem tratados no programa The

Unscrambler (versao 9.5, CAMO Process AS, Noruega).

3.10. PREPARAGAO DOS PRECURSORES
3.10.1. Preparagao dos acidos cinamico

Os acidos cinamicos foram sintetizados através da condensagdo de Knoevenagel
entre o acido maldnico e os diferentes benzaldeidos, catalisados por aminas aromaticas
(Esquema 3.1) (Katayama et al., 1992). Acido malénico (9,60 mM) e os diferentes
benzaldeidos (10,51 mM) foram dissolvidos em piridina (3,5 mL), adicionou-se 1 gota de
piperidina e uma gota de anilina previamente destiladas. A temperatura reacional foi
mantida em 55-60°C por 24 horas e depois por mais 1h a 100°C. A mistura reacional foi
esfriada a temperatura ambiente e depois evaporada a vacuo. O residuo foi solubilizado
em agua (15 mL) a 80°C e acidificado com HCI 2 mol/L (pH 1-2) (3 mL). A solugédo opaca
resultante foi extraida com AcOEt (2x75mL). As fases com AcOEt foram reunidas e
extraidas com solugdo saturada de NaCl (80 mL), secadas com Na,SO, anidro,
evaporadas, fornecendo os cristais dos acidos cinamicos. Para a preparacado dos acidos
cindmicos isotopicamente marcados o material de partida foi o acido maldnico

isotopicamente marcado adquirido junto a Sigma Aldrich.
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H  4c malénico, piridina OH
R * R
piperidina, anilina
55-60° C, 24h
100°C, 1h

Esquema 3.1. Preparagao dos acidos cinamicos.

3.10.2. Preparagao do iodeto de metil-trifenilfosfénio

Em um baldo de duas bocas de 50 mL sob refluxo adicionou-se 125uL (2 mmol) de
iodeto de metila e 0,84 g de trifenilfosfina (3,2 mmol) em 30 ml de THF seco. A reagao
permaneceu por 12 horas a uma temperatura de 110°C. Ao final deste periodo, observou-
se a formagéo de um solido branco que foi lavado com hexano (3 x 50 mL) e em seguida

seco a vacuo (Sato et al., 2005) (Esquema 3.2).

@
Q0 . Ak

+  CHy R~cts
N

Esquema 3.2. Preparacao do iodeto de metil-trifenilfosfonio.

3.10.3. Preparacgao dos estirenos

Os estirenos foram preparados através da reacdao de Wittig utilizando-se os
respectivos benzaldeidos e o iodeto de metil-trifenilfosfénio preparado no item 3.10.2
(Esquema 3.3) (Farina et al., 2007). Em um baldo de trés bocas de 25 mL munido de
agitacdo magnética funil de adi¢cao foram adicionados 3 mL de THF seco e 1,2 mmol de
iodeto de metil-trifenilfosfonio. A mistura foi mantida resfriada sob agitacédo a -40°C,
depois de 20 min foi adicionado 1 ml (12.85 mmol) de n-BuLi. Apds a adigdo a solugao
levemente amarela foi mantida em banho de gelo a 0°C, sob agitagéo, por 30 minutos.

Em seguida, com auxilio do funil de adi¢ao, foi adicionada, durante cerca de 30 minutos,
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uma solucao de 1,2 mmol dos benzaldeidos em 2 mL de THF seco. A mistura passou a
apresentar uma mudanga na coloragao, foi agitada por 10 horas a temperatura ambiente.
A solugéo foi entdo vertida em 50 mL de agua gelada e extraida com hexano (3 x 50mL).
A fase organica foi filtrada em uma coluna de silica flash de 4 cm utilizando hexano:EtOAc
(9:1) como eluente. Para a preparagdo dos estirenos isotopicamente marcados a
preparacdo do iodeto de metil-trifenilfosfénio partiu da preparacédo do iodeto de metila
isotopicamente marcado adquirido junto a Sigma Aldrich.

A preparagdo dos hidroxi-estirenos foi realizada partindo da desmetilacdo dos
respectivos metoxi-benzaldeidos utilizando BBrs;. As hidroxilas foram protegidas com TBS

e apoés a reagao de Wittig os grupos TBS foram removidos usando TBAF.

O O
e)
I THF, n-BuLi N
—_—
H 4+ N\ "CHs Toh R
R

Esquema 3.3. Preparagao dos estirenos.

3.10.4. Desmetilagdo dos metoxi-benzaldeidos

A uma solucao de 1,2 mmol dos metoxi-benzaldeidos em cloroférmio (12,5 mL) foi
adicionado BBr3 0,306 mmol (2eq) a 0 °C. A mistura reacional foi agitada sob uma
atmosfera de nitrogénio por 12h. Apds este tempo foi adicionado uma solugéo de 25 mL
de hidroxido de sédio. Em seguida foi adicionado H,SO,4 concentrado e o precipitado foi
extraido com éter etilico. A fragcdo organica foi adicionado NaS,0, anidro, filtrado e

concentrada a vacuo (Esquema 3.4) (Unver et al., 2011).

s N

H CHCl; BBr, H
—_—

MeO 12h HO

- J

Esquema 3.4. Desmetilagao dos diferentes benzaldeidos.
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3.10.5. Protecao das hidroxilas fendlicas dos hidroxi-benzaldeidos com cloreto de

tert-butildimetilsilano.

O hidroxi-benzaldeido (2,40 mmol) cloreto de tert-butildimetilsilano (2,88 mmol, 1,2
eqv) e imidazol (4,8 mmol, 2 eqv.) foi adicionado em um baldo de 50 mL de fundo
redondo (Esquema 3.5). O baldo aberto foi colocado dentro de um béquer, envolvido por
vermiculita e o conjunto foi posicionado dentro de um forno de microondas convencional.
A mistura reacional foi aquecida por 2 minutos em poténcia de 90 W (poténcia 1). Apds o
tempo decorrido, foi observada a formacao de duas fases liquidas dentro do frasco. Apos
um periodo de resfriamento (2-3 min), a mistura reacional foi aquecida novamente em
poténcia de 180 W (poténcia 2). A reagédo foi acompanhada por CCDA, hexano:AcOEt
(7:3). A reacao foi finalizada pela adicdo de 15 mL de agua Milli-Q, seguida de extracao
com éter etilico. As fases organicas foram combinadas, secadas com NaSO,4 anidro e
evaporadas sob pressao reduzida. O produto bruto foi purificado em coluna, eluida com
hexano:AcOEt (7:3) resultando em um rendimento acima de 80%. Todos os compostos
protegidos foram confirmados por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de

massas (Bastos et al., 2005).

H TBSCI H
? TBSO

HO Imidazol

J

Esquema 3.5. Protecio das hidroxilas fendlicas dos diferentes benzaldeidos.

3.10.6. Desprotecao das hidroxilas fendlicas dos estirenos

Determinadas quantidades de estirenos (0,898 mmol) contendo hidroxila fendlica
protegidas com TBS foram dissolvidas em 3,0 mL de THF seco. A solucéao foi resfriada a
0°C em banho de gelo e mantida sob agitagao por 30 min. Apds este periodo, por meio de
um funil de adicao, foi adicionado lentamente 312 uL de fluoreto de tetrabutilaménio
(TBAF) a 1,2 mol.L”" em THF seco. A mistura foi mantida sob agitacédo por 30 min, e a

reacdo foi acompanhada por CCD. O produto bruto foi purificado por CC eluida com
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hexano:AcOEt 4:1. Os produtos foram confirmados por CG-EM e RMN de 'H (Esquema

3.6).
XX THF. TBAF X
TBSO 30 min HO

Esquema 3.6. Desprotecao das hidroxilas fendlicas dos diferentes estirenos.

3.11. Administragao in vivo dos precursores na P. pellucida

As folhas da P. pellucida foram cultivadas por 21 dias em sistema hidropdnico.
ApOs esse periodo as folhas ja apresentavam a formagao de raizes (Figura 3.3), entdo
foram transferidas para eppendorf contendo agua Milli-Q e em seguida a adigdo dos

precursores marcados isotopicamente.

Figura 3. 3. P. pellucida cultivada em sistema de hidroponia.

3.11.1. Administragdo dos precursores marcados L-[2-'*C]-fenilalanina

Foram testadas solugdes contendo 0,25; 0,5 e 1,0 mg da L-[2-"°C]-fenilalanina em
100 uL de agua Milli-Q. Foram administradas aliquotas de 1,0 mL de solugdo aquosa do
precursor, nas respectivas concentracoes. Cada uma das concentragdes foi testada em

triplicata, em um periodo de 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas a 25°C, com reposi¢do da
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solugdo do precursor quando necessario. O controle foi realizado sem a adicdo do
precursor marcado.

Posteriormente, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, extraidas
com CHCI;:MeOH:H,O (2:1:1), a fracdo cloroformica foi separada e solvente foi
evaporado em evaporador rotativo e as amostras foram re-suspendidas em MeOH
filtradas em filtro Millipore 0,45 um e submetidas a analise por CG-EM. As quantificagdes
de incorporacéo dos precursores foram realizadas de acordo com o descrito (Opitz et al.,
2014).

3.11.2. Administracio dos diferentes acidos [8-'>C]-cinamicos

A administragdo dos &cidos [8-'>C]-cinamicos na P. pellucida foram realizadas nas
mesmas condicdes que os isotopdmeros da L-fenilalanina. Os diferentes acidos [8-"°CJ-
cindmicos foram solubilizados em 0,5 yL de DMSO, 0,5 yL o volume completado com
agua Milli-Q. Cada uma das concentragdes, 0,25; 0,5 e 1,0 mg do acido em 100 pL da
solucao foram testadas nos tempos de 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Os controles foram
realizados adicionando apenas com a adi¢cao de 0,5 yL de DMSO em agua Milli-Q.

Posteriormente, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, extraidas
com CHCI;:MeOH:H,O (2:1:1), a fragdo cloroférmica foi separada, o solvente foi
evaporado em evaporador rotativo, as fragdes foram re-suspendidas em MeOH filtradas
em filtro Millipore 0,45 pm e submetidas a analise por CG-EM. A quantificagcdo da

incorporacao dos precursores foi realizada de acordo com o descrito (Opitz et al., 2014).

3.11.3. Administracio dos [8-'>C]-estirenos

A administracdo do [8-'*C]-estireno nas folhas da P. pellucida foram realizadas nas
mesmas condicdes que os isotopdmeros da L-fenilalanina. O [8-'*Cl-estireno foi
solubilizado em 0,5 yL de DMSO, 0,5 uL o volume completado com agua Milli-Q. Cada
uma das concentragdes, 0,25, 0,5 e 1,0 mg dos estirenos em 100 uL da solugédo foram
testadas nos t = 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Os controles foram realizados
adicionando apenas de 0,5 yL de DMSO em agua Milli-Q. Posteriormente, as amostras
foram congeladas em nitrogénio liquido, extraidas com CHCI3:MeOH:H,0 (2:1:1), a fragao

cloroférmica foi separada e solvente foi evaporado em evaporador rotativo e as amostras
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foram re-suspendidas em MeOH filtradas em filtro Millipore 0,45 ym e submetidas a
analise por CG-EM. As quantificagdes de incorporacado dos precursores na pellucidina A

foram realizadas de acordo com o descrito (Opitz et al., 2014).

3.12. CALCULO DO PERCENTUAL DE INCORPORAGAO DOS PRECURSORES
ISOTOPICAMENTE MARCADOS.

O percentual de incorporagcdo com carbono treze dos compostos foi calculado
baseado nas integracdes dos sinais de massas dos isotopdmeros (M; M+1; M+2;... M+n).
Ap0s a integracéo dos picos moleculares das amostras ndo marcados com carbono treze

(M), os valores para os isotopémeros foram calculados:

J-(M + n)x 100

[m

Considerando a abundancia natural do carbono treze nas plantas, para cada

M +n=

isotopémero a diferenga (D) entre os valores das amostras tratadas (trat.) e os valores

das amostras controle (contr.) foi calculada de acordo com as seguintes equagdes:

DM = Mtrat. - Mcontr

D, =M+n,, —M+n

trat contr

Desta forma o percentual de incorporagao (/) de cada isotopdmero nos extratos foi
calculado da seguinte forma:

D,,., x100%
M+ZM+n

]M+n -

3.13. ENSAIOS ENZIMATICOS

Os ensaios de conversdes enzimaticas foram desenvolvidos de acordo com (Lu et
al., 2004; Martins, 2002; Vassao et al., 2006).



61

3.13.1. Extragdo de Enzimas

Para a obtengédo de extratos enzimaticos foram utilizadas 25 g de folhas de P.
pellucida congeladas em N liquido imediatamente apds a coleta e trituradas com gral sob

N2 liquido.
3.13.2. Protocolo para obtenc¢ao do extrato enzimatico das folhas de P. pellucida

As folhas trituradas foram submetidas a extracdo com 100 mL de tampéao fosfato
(kPi) de pH 7 e adicdo de EDTA (37,2 mg), acido ascorbico (35 mg), MgCl, (30 mg),
PVPP (5,0 g), sob branda agitacdo de 30 minutos a 4°C seguida de filtragdo com gaze.
Uma aliquota de sobrenadante foi separada e o precipitado descartado.

A precipitagdo salina foi realizada utilizando a fragdo soluvel da primeira
centrifugacdo, adicionando lentamente 128 mg de (NH4)>SO4, sob constante agitagao.
Essa nova fracdo foi centrifugada por 10 minutos a 13000 rpm, descartando o

sobrenadante e utilizando o centrifugado como fonte de proteinas.

3.13.3. Dosagem Protéica (Reagente de Bradford)

O reagente Cromassie Brillant Blue G-250 (100 mg) foi dissolvido em 50 mL de
solucéo etandlica 95%. A essa solucao foram adicionados 100 mL de acido fosforico 85%

e diluidos a 1L.

3.13.4. Solugao de albumina bovina

Para o preparo desta solu¢ao foram adicionados 20 mg de albumina sérica bovina
em 20 mL de agua desionizada, e diversas aliquotas de solugdo foram utilizadas para a
obtencdo da curva de calibracdo. As analises foram realizadas com base nas leituras de

absorbancia = 595 nm (Figura 3.4).
3.13.5. Quantificagao das proteinas nos extratos enzimaticos

A quantificagédo das proteinas presentes no extrato enzimatico foi determinada pelo

método de Bradford, 1976. Para o ensaio foi realizada a curva padrao de albumina sérica



62

bovina (BSA). A curva apresentou uma boa linearidade (R? = 0,994). O teor de proteinas

soluveis obtidas no extrato enzimatico foi de 33,3 mg/mL.

0,7 A
y =0,012x + 0,003

0,6 R? = 0,994

0,5 A
0,4 -
0,3
0,2

0,1

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Figura 3.4. Curva de calibragdo construida com BSA para determinar a concentragéo de

proteinas em P. pellucida.

3.13.6. Ensaios de incubacgao dos precursores com os extratos enzimaticos

Os acidos cinamicos e estirenos foram testados com as fracbes enzimaticas,
obtidas a partir da P. pellucida.

A conversao enzimatica foi realizada para uma reag¢ao contendo 200 uL de volume
final, 100 pyL de extrato enzimatico, uma solucéo de 20 pyL dos precursores a 10 mM, 76
uL de tampao kPi a 40 mmol.L”" (pH = 7,0). Apés 30, 60, 90, 120 minutos de incubagao a
25°C, a reacao foi finalizada pela extragdo com acetato de etila (2 x 500 pyL). Como
controle, foi incubado somente o precursor e somente a preparagdo enzimatica em
tampao kPi a 40 mmol.L™" (pH = 7,0). Com o objetivo de verificar uma possivel reagdo de
acoplamento oxidativo foram testados H,O, e NADPH 50 mM como oxidantes tanto em
conjunto como separadamente.

No ensaio de conversdo enzimatica, os padrdes foram incubados nas mesmas
condi¢cdes das reagdes, sem adi¢cdo das fracbes enzimaticas. As fragdes enzimaticas, os
precursores e os possiveis produtos da reagcdo foram analisados por CLAE, em coluna
Phenomenex® de fase reversa C-18 (Luna C-18 150 x 4,6 mm, 5 ym), com fluxo de

1mL.min™", acompanhada com detector em A = 260 nm.



63

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo fitoquimico de P. pellucida

Através de fracionamento cromatografico dos extratos das partes aéreas foram
isoladas sete substancias: acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1); 5,6,7-trimetoxi-flavona (2);
2,4, 5-trimetoxi-estireno (3); sesamina (4); 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5); dilapiol (6) e
pellucidina A (7) (Figura 4.2).

A pellucidina A (7) havia sido anteriormente encontrada nas partes aereas da P.
pellucida (Bayma et al., 2000; Regasa et al., 1998) e, nesse estudo, a substancia foi
determinada como constituinte minoritario através analises por CLAE-UV e CG-EM nos
extratos cloroférmicos de diferentes partes das plantas cultivadas no Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo (Figura 4.1).

As analises por CG-EM dos extratos das diferentes partes da P. pellucida
confirmaram a presenca de pellucidina A nos extratos das folhas, caule e frutos; além da
presenca de outros constituintes ainda nao descritos para a espécie.

Assim, foi iniciado um estudo fitoquimico com o objetivo de obter a pellucidina A
pura para ser utilizada como padrdo nos estudos biossintéticos e também objetivando
caracterizar os demais metabdlitos biossinteticamente relacionados a pellucidina A. Essas
seriam as condigdes iniciais a serem cumpridas para o estabelecimento de hipoteses
biossintéticas da pellucidina A e de suas avaliagdes através do uso de precursores

isotopicamente marcados.
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Figura 4.1. Analise por CLAE dos extratos das folhas, caules, frutos e raizes de P. pellucida.

OCH; o] QCHs

on N
H;CO
HsCO OCH;0 OCH
OCH 3
3 5,6, 7-trimetoxi-flavona (2)
acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1) (5,6,7- trimetoxi-2-fenil-4H-1benzopiran-4-ona) 2,4,5-trimetoxi-estireno (3)
ﬁ OCHj3 OCHjy OCH;
@ R
cho OCH3 H3CO OCH3
OCH, OCH3 OCHs
sesamina ( 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5) dilapiol (6

pellucidina A (7)

Figura 4.2. Substancias isoladas e identificadas de P. pellucida.
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4.1.1. Identificagao da pellucidina A (7)

A pellucidina A foi isolada do extrato bruto das folhas da P. pellucida através de
fracionamento cromatografico e sua estrutura foi determinada por analise de RMN de 'H,
3C e dos dados de fragmentagdo do espectro de massas (EM-IE e ESI-TOF) bem como
por comparacao com os dados descritos na literatura (Bayma et al., 2000). A pellucidina A
foi obtida em forma de cristais brancos e para a substancia observou-se no espectro de
massas de alta resolugdo um ion quase molecular de massa m/z 389,1987 Da [M+H]"
(Figura 4.3), compativel com a férmula molecular CH,30¢ (valor calculado para [M+H]™:
389,1958 Da).

OCHj OCHs
N “
=

H5CO OCHj
OCH, OCH,

pellucidina A (7)

aens.

x10% 1
221.1211

8 4

[M+NaJ*

411.1802

175.0773 [M+H]+

I- 389.1987
0 - L " A A A A N

190.1014

T T T T T T
150 200 250 300 350 400 450

Figura 4.3. Espectro de massas de alta resolugao (ESI-TOF) da pellucidina A (7).

No espectro de massas da pellucidina A obtido por EM-IE (Figura 4.4) observou-se
um ion de massa m/z 388 Da (1,1%) (pico molecular) correspondente ao pico molecular

(IM]™). O pico do ion fragmentario em m/z = 194 Da (pico base) indicou a quebra do anel
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ciclobutanico entre as ligagdes C7-C7’ e C8-C8’ fragmentando a molécula ao meio (perda
de uma unidade de 2,4,5-trimetoxi-estireno). O pico do ion fragmentario em m/z = 360 Da
(1,0%) indicou outra quebra do anel ciclobutanico, essa entre as ligacdes C7-C8 e C7’-C8’
com a perda de um grupo etileno, esta fragmentagdo descarta a possibilidade do
composto ter uma configuragdo cabeca-cauda. O pico do ion fragmentario em m/z = 179
Da (31,8%) € proveniente da perda de uma metila de uma das metoxilas do fragmento
responsavel pelo pico base e o ion fragmentario em m/z = 151 Da (14,1%) € proveniente

de uma perda de CO (m/z = 28) do anel aromatico (Esquema 4.1).
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Figura 4.4. (A) Espectro de massas (IE) da pellucidina A. (B) expansé&o entre a regido de 300 a
400 Da do espectro de massas da pellucidina A (7).
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Esquema 4.1. Proposta de fragmentagéo no espectro de massas (IE) para a pellucidina A (7).

No espectro de RMN de 'H a 500 MHz, CDCl; (Figura 7A.12) da pellucidina A
observou-se a presenca de dois singletos (1H cada) em & 6,98 e 6,48 atribuidos aos
hidrogénios do anel aromatico 1,2,4,5-tetrasubstituido, um sinal (3H,s) em & 3,75
correspondente a uma metoxila aromatica, dois sinais (1H cada) em 6 2,31 e 1,94
sugerindo a presenga de um grupo metileno, dois singletos em & 3,86 e 3,85 se
sobrepondo a um sinal de multipleto, todos integrando para 7H, caracterizando duas
metoxilas aromaticas e um hidrogénio metinico. O espectro de RMN de *C (Figura 7A.13)
revelou a presenca de seis carbonos na regido de carbonos aromaticos, sendo dois
metinicos (6 111,8 e 97,8), trés quartenario oxigenados (6 151,0, 147,5 e 143,1) e um
quaternario alquil-substituido (6 124,6), além de trés sinais de metoxilas (5 56,6; 56,5 e
56,2), um sinal de carbono metinico benzilico (6 40,5) e um carbono metilénico (5 27,0).

Em sua publicacdo Bayma e colaboradores (2000) afirmam através da analise dos
dados de RMN 'H que a pellucidina A isolada das folhas da P. pellucida apresenta uma
configuragdo cabecga-cabega e que os dois anéis aromaticos estdo em uma configuragao
cis. Porém, em 2013 a substancia foi sintetizada, teve sua estereoquimica revisada
(Riener and Nicewicz, 2013) e através de técnicas de raios X, contrariando a proposta
inicial para a configuracdo da substancia, foi confirmada a configuracdo frans para

pellucidina A. Comparando-se os dados de RMN 'H e 'C obtidos nesse estudo para a
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pellucidina A com os dados de RMN 'H e "C do composto sintetizado no trabalho de
Riener e Nicewicz, verificou-se que o0s deslocamentos quimicos apresentam grande
semelhanga e com isso pode-se afirmar que a pellucida A isolada de P. pellucida possui a

configuragao trans (Tabela 4.1) (Riener and Nicewicz, 2013).

Tabela 4.1. Comparagdo dos dados de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz) da pellucidina A
com os da literatura (Riener and Nicewicz, 2013).

H(x,ll HB H JHB
OCH; & 8 OCHs
y I R
3N : H
o 6 4
HaCO " OCHs
OCH, OCH,

Posicao "H C ot H i C i,
11 - 124,6 - 124,6
2/2’ - 147,5 - 147,6
3/3’ 6,48 (s, 2H) 97.8 6,48 (s, 2H) 97.8
4/4 - 151,0 - 1511
5/5’ - 1431 - 1431
6/6° 6,98 (s, 2H) 118 6,98 (s, 2H) 1118
707 3,87 (m, 2H) 405 3,87 (m, 2H) 404

@-2,31 (dt, 5,1: 2.1 Hz, 2H) a-2,31 (dt, 5.1: 2,1 Hz, 2H)
8/8’ 27,0 271
B-1,94 (dt, 5,1 2,1 Hz, 2H) B-1,95 (dt, 5,1; 2,1 Hz, 2H)
OCH3-2/2’ 3,75 (s, 6H) 56,5 3,75 (s, 6H) 56,5
OCH;-4/4 3,85 (s, 6H) 56,6 3,85 (s, 6H) 56,6
OCHa-5/5’ 3,86 (s, 6H) 56,2 3,86 (s, 6H) 56,2
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4.2.2. Identificagao da 5,6,7-trimetoxi-flavona

A substancia 2, majoritaria em todos os 6rgaos da P. pellucida foi purificada na
forma de um solido amarelo. Por andlise dos dados de RMN de 'H,°C e das
fragmentagdes do espectro de massas (EM-IE) bem como por comparagédo com os dados

descritos na literatura a estrutura da substancia foi confirmada como sendo a 5,6,7-

H,CO 0 @
(wle]

H,CO

trimetoxi-flavona.

OCH;0
5,6,7-trimetoxi-flavona (2)
(5,6,7- trimetoxi-2-fenil-4 H-1benzopiran-4-ona)

Para a substancia observou-se um pico correspondente ao ion molecular em m/z
313,1079 Da no espectro de massas de alta resolugao (Figura 4.5), compativel com a
formula molecular proposta CqgH1¢05 (valor calculado para [M + H]™: 313,1031 Da). No
espectro de massas obtido por EM-IE (Figura 4.6) observou-se o pico em m/z 312 Da
(6,5%) correspondente ao ion molecular [M]*" e o ion fragmentario em m/z = 297 (pico

base) correspondente a perda de uma metila.

Intens. ] M +11*
x106 ] [ ]
313.1079
1.0 -
08 7 [M +Na]*
1 335.0888
06 -
0.4 -
02 -
298.0823 l I 3570947
0.0 t A ’ - N .
280 300 320 340 360

Figura 4. 5. Espectro de massas de alta resolugao (ESI-TOF) da 5,6,7-trimetoxi-flavona (2).



70

1004 297

] [M]*

44
36 254
69

77 117 ZT
105 148
127 226 281
H ‘\H“\H M‘MH ‘\Tuh uly | \‘ﬁ‘ N ‘ \T\ ‘H ‘F ‘8 L1 L 1‘55' 29&1 Ahﬁ 2%& 'H“ 1“1‘ ‘H?m -
0

3] 2
Ll N ¥ ; r . |
75. 100.0 12‘5.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0

M‘ i H‘H‘ |, H“\
%%o ‘ 50.0 ‘

Figura 4.6. Espectro de massas (IE) da 5,6,7-trimetoxi-flavona (2).

No espectro de RMN de 'H da 5,6,7-trimetoxi-flavona (300 MHz, CDCls) (Figura
7A.3, Tabela 4.2) observou-se a presenga de um multipleto em & 7,89 (m, 2H, H-2’ e H-
6') e em 6 7,51 (m, 3H, H-3’; H-4 e H-5) indicativos de um sistema aromatico
monossubstituido atribuido ao anel B. Observaram-se também dois singletos um em o
6,82 (s, 1H, H-8) referente ao hidrogénio do anel aromatico A pentasubstituido e o outro
em 6 6,66 (1H, H-3) referente a dupla ligacdo no anel C da flavona. O espectro
apresentou ainda trés singletos em 6 4,00; 3,99 e 3,92 (3H cada, -OCH3-5, -OCH3-6 e -
OCHa-7) correspondentes aos hidrogénios das trés metoxilas. O espectro de RMN de *C
revelou a presenca de um total de dezoito atomos de carbonos, sendo o sinal de carbono
carbonilico em & 177,1 atribuido ao carbono 4 do anel C n&o aromatico (Figura 7A.4).
Também foram observados seis sinais entre 6 125,9 a 135,5 correspondentes aos seis
carbonos do anel aromatico B, trés sinais em 140,4; 152,5 e 157,7 correspondentes aos
trés carbonos oxigenados do anel aromatico A alem de trés sinais dos carbonos de
metoxilas (6 56,3; 61,5 e 62,2). Este € o primeiro relato da ocorréncia desta substancia em

espécies de Peperomia.
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Tabela 4.2. Dados de RMN de 'H e "*C (300 e 125 MHz) da 5,6,7-trimetoxi-flavona (2).

Posicao H Bc
2 - 161,0
3 6,66 (s, 1H) | 1084
4 - 1771
43 112,9
5 - 152,5
6 140,4
7 - 157,7
8 6,82 (s, 1H) 96,3
8a - 154,5
1’ - 131,5
2 7,89 (m,1H) 128,9
3 751 (mAH) | 1259
4 7,51 (mH) | 131,2
5 751 (mAH) | 1259
6 7.89 (mAH) | 128,9
_OCHs-5 | 3.92(s3H) | 622
_OCHs-6 | 3,99(s3H) | 615
_OCHs-7 | 4,00(s3H) | 56,3

4.2.3. Identificagao da sesamina

A substancia 4 foi purificada na forma de um sélido branco. Por analise dos dados
de RMN de 'H,"C e das fragmentacdes do espectro de massas (EM-IE) (Figura 4.7) bem
como por comparacao com os dados descritos na literatura a estrutura da substancia foi

confirmada como sendo a sesamina (Kato et al., 1998).
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N

sesamina (4)

O espectro de RMN de 'H da substancia 4 (300 MHz, CDCls) (Figura 7A.7, Tabela
4.3) apresentou um singleto em & 6,84 (s, 2H, H-2, H-2’), um dupleto (d, 4H, H-5, H-5’, H-
6 e H-6') que associados a sinais de dois hidrogénios em 6 5,95 (s, 2H, -OCH,0-)
referente a dois hidrogénios de um grupamento metilenodioxilico, indicaram um anel
aromatico 1,3,4- trissubstituidos. Foi observado ainda um dupleto em 6 4,72 (d, 2H, J =
3,5 H-7, H-7’), dois duplo dupletos em & 3,89 (dd, 2H, J = 9,2 e 3,5 Hz, H,-9) e 6 4,24 (dd,
2H, J = 9,2 e 6,9 Hz, Hg-9) aléem de um multipleto em § 3,05 (m, 2H, H-8, H-8'), a
substancia 4 foi reconhecida como sendo uma lignana furofuranica contendo o sistema
3,7-dioxabiciclo-[3.3.0]-octanico. O espectro de massas obtido por CG-EM apresentou o
pico do ion molecular em m/z 345 Da (32,8%), um pico fragmentario em m/z = 149 Da
referente ao pico base relativo ao fragmento [ArCO]" (Esquema 4.2).

Por conta da simetria da molécula o espectro de RMN de "*C revelou somente a
presenca de um total de dez atomos de carbonos (Figura 7A.8). Foi observado um sinal
de carbono pertencente ao grupo metilenodioxilico em 6 101,0, além de seis sinais entre 6
106,5 a 147,9 correspondentes aos carbonos aromaticos. Também foi observado sinais
em d 85,8, 54,3 e 71,7 correspondentes aos carbonos do sistema furofuranico; entre &
125,9 a 135,5 correspondentes aos seis carbonos do anel aromatico B, trés sinais em
140,4, 152,5 e 157,7 correspondentes aos seis carbonos pertencentes ao sistema 3,7-
dioxabiciclo [3.3.0] octéanico.

A busca bibliografica possibilitou identificacdo da substancia 4 como sendo a
(1R,3S,4R,6S)-1,4-bis-(benzo-[1,3]-dioxol-5-il)-tetraidro-1H,3H-furo-[3,4]-furano,
conhecida como sesamina encontrada nas sementes de Sesamum indicum (Kato et al.,
1998). No caso de P. pellucida, a sesamina ocorre em proporgao relativa maior nas

raizes. Cabe destacar que a sesamina também foi identificada em maiores percentuais
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nas raizes do que em outras partes em P. richardiaefolium (da Silva, 2008) e em Virola

sebifera (Danelutte et al., 2000).
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Figura 4.7. Espectro de massas (IE) da sesamina (4).
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Esquema 4.2. Proposta de fragmentagéo no espectro de massas (IE) para a sesamina (4).



Tabela 4.3. Dados de RMN de 'H e "*C (300 e 75 MHz) da sesamina (4).

<o 5 - S
o

Posicao H e

1/1° - 135,0

2/2° 6,84 (s, 2H) 106,5

3/3’ - 147,9

4/4 - 147 1

5/5' 6,79 (d, J = 5.7, 2H) 1082

6/6’ 6,79 (d, J = 5,7, 2H) 119,3

717 4,72 (d, J = 3,5, 2H) 85,8

8/8’ 3,05 (m, 2H) 54,3
-3,89 (dd, J = 9,2 & 3,5 Hz, 2H)

9/9’ 71,7
B-4,26 (dd, J = 9,2 e 6,9 Hz, 2H)

OCH,0 / OCH,O’ 5,95 (s, 4H) 101,0

4.2.4. Identificagao do 2,4,5-trimetoxi-estireno
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A substancia 3 foi purificada do extrato das partes aéreas da P. pellucida como um

solido branco amorfo. A analise dos dados de RMN de 'H, *C e das fragmentacées do

espectro de massas (EM-IE) bem como por comparagdo com os dados descritos na

literatura (Manalo et al., 1983) permitiu a identificagdo da substancia como o 2,4,5-

trimetoxi-estireno.
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OCHj,4
X
H5CO
OCHj,4
2,4 5-trimetoxi-estireno (3)

No espectro de massas da substancia 3 obtido por EM-IE (Figura 4.8) observou-se
a presenca de um pico em m/z 194 Da (pico base) correspondente a [M]", compativel
com a férmula molecular proposta Cq1H1403. Também se verificou os ions fragmentarios
em m/z = 179 Da (67,5%) proveniente da perda de uma metila de uma das metoxilas e o
ion fragmentario em m/z = 151 Da (64,9 %) proveniente da eliminacdo de CO do anel

aromatico (Esquema 4.3).
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Figura 4. 8. Espectro de massas (IE) do 2,4,5-trimetoxi-estireno (3).
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Esquema 4.3. Proposta de fragmentagao no espectro de massas do 2,4,5-trimetoxi-estireno (3).
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No espectro de RMN de 'H do 2,4,5-trimetoxi-estireno (300 MHz, CDCls) (Figura
7A.5) observou-se a presenca de dois singletos, um em & 6,50 (s, 1H, H-3) e 0 outro em &
7,01 (s,1H, H-6) sobreposto ao duplo dupleto em 6 7,00 (dd, J = 17,7 e 11,1 Hz, 1H, H-7)
e outros dois duplo dupletos em 6 5,63 (dd, Jd = 17,7 e 1,4 Hz, 1H, H-8 trans) e 6 5,18 (dd,
J 11,1 e 1,4 Hz, 1H, H-8 cis). O espectro ainda apresentou trés singletos em § 3,89; 3,87
e 3,82 (s, 3H cada, -OCH3-5; -OCH3-4 e -OCHj3-2) correspondente as trés metoxilas. No
espectro de RMN "C da substancia 3 observou-se um total de onze sinais de carbonos, o
que esta de acordo com a estrutura da substancia (Figura 7A.6). Os dados de RMN e EM
foram comparados com a literatura confirmando a identificagdo da substancia como o

2,4,5-trimetoxi-estireno (Manalo et al., 1983).

4.2.5. Identificacdao do acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico

A substancia 1 foi purificada do extrato das partes aéreas da P. pellucida como um
sélido amarelo. Através de analise dos dados de RMN de 'H,"C e das fragmentacdes do
espectro de massas (EM-IE) bem como por comparagdo com os dados descritos na

literatura a estrutura do acido 2,4,5-trimetoxi-cindmico foi confirmada.

OCHjs 0
\
OH
H3CO
OCHjs
acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1)

No espectro de massas de obtido por EM-IE (Figura 4.9) observou-se um pico em
m/z 238 Da (pico base e molecular) correspondente a [M]", compativel com a férmula
molecular C12H140s5. No espectro também se observa a presenga dos ions fragmentarios
em m/z = 223 Da (36,0%) proveniente da perda de uma metila e o ion fragmentario em

m/z = 207 Da (24,6 %) proveniente da perda de uma metoxila.
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Figura 4.9. Espectro de massas (IE) do acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1).

No espectro de RMN de 'H da substancia 1 (300 MHz, CDCls) (Figura 7A.1)
observou-se a presencga de dois singletos, um em & 7,04 (s, 1H, H-3) e o outro em & 6,51
(s,1H, H-6) referentes aos hidrogénios do anel aromatico 1,2,4,5-tretrasubstituido.
Observaram-se também dois dupletos um em 6 8,11 (d, J = 18,0 1H, H-7) e o outro em
6,42 (d, J = 18,0 1H, H-8), além da presenca de trés singletos em 3,89; 387 e 3,82 (s, 3H
cada, -OCHj3-2; -OCH3-4 e -OCHs-5) correspondente as trés metoxilas. No espectro de
3C da substancia observou-se um total de doze sinais de carbonos compativel com a
férmula molecular (Figura 7A.2). Os dados de RMN e EM foram comparados com a
literatura confirmando a identificacdo da substédncia como o acido 2,4,5-trimetoxi-
cinamico. Este € o primeiro relato da ocorréncia do acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico em
Peperomia e o mesmo padréo de substituicdo da pellucidina A sugerem uma relagao

biossintética.

4.2.6. Identificagao do 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido

A substancia 5 foi purificada do extrato das partes aéreas da P. pellucida como um
solido branco. Por analise dos dados de RMN de 'H,"*C e das fragmentacdes do espectro
de massas (EM-IE) bem como por comparagdo com os dados descritos na literatura e a

estrutura do 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido foi confirmada (Li et al., 2012).
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OCH;
~o
H,CO
OCHj;
2,4 5-trimetoxi-benzaldeido (5)

No espectro de massas de obtido por EM-IE (Figura 4.10) observou-se um pico em
m/z = 196 Da (pico base) correspondente a [M]™", compativel com a formula molecular
proposta C1oH1204. Também se observou a presencga ion fragmentario em m/z = 181 Da

(42,0%) indicando a perda de uma metila.
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Figura 4.10. Espectro de massas (IE) do 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5).

Os dados de RMN 'H da substancia 5 (300 MHz, CDCls) (Figura 7A.9) obtidos
para a substancia, apresentaram um espectro simples contendo apenas singletos, dois
sinais em 6 7.33 (s, 1H, H-6), 6.50 (s, 1H, H-3) indicativos de um sistema aromatico
1,2,4,5-tretrassubstituido, um sinal em 6 10,32 (s,1H, -CHO) referente a um hidrogénio de
aldeido além de trés sinais em ¢ 3,97; 3,93 e 3,88 (s, 3H cada, —OCH3;) referentes as trés
metoxilas. No espectro de RMN '®C verificou-se 10 sinais de carbonos, o que esta
compativel com a férmula molecular (C1oH1204) da substéncia 5 (Figura 7A.10). Um sinal
de carbonila de aldeido em & 187,99, seis sinais em & 158,62, 155,78, 143,58, 117,38,
109,05, 95,97 confirmando a presenca do anel aromatico e trés sinais de metoxilas em &
56,30; 56,22 e 56,18. Os dados de RMN e EM foram comparados com os dados da



79

literatura confirmando a identificacdo da substancia. O 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido ja
havia sido encontrado nas folhas da Peperomia tetraphylla (Li et al., 2012), porém esse
€ 0 seu primeiro relato para P. pellucida e, tal qual o acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico e o
2,4,5-trimetoxi-estireno, possuem o mesmo padrdo de oxigenagao do anel aromatico da

pellucidina A.

4.2.7. Identificagao do dilapiol

O dilapiol foi purificado do extrato das folhas da P. pellucida como um 6leo amarelo.
A estrutura da substancia foi confirmada por analise dos dados de RMN de 'H,"C e das
fragmentagdes do espectro de massas (EM-IE) bem como por comparagao com os dados

descritos na literatura (Bayma et al., 2000; Chan, 2014).

1’
O OCH,
OCH,3
dilapiol (6)

No espectro de massas de obtido por EM-IE (Figura 4.11) observou-se um pico em
m/z 222 Da (pico base) correspondente ao ion molecular ([M]™), compativel com a
formula molecular C12H1404. A comparagdo com os dados publicados confirmou a

substancia como sendo o dilapiol (Adams, 2007).
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Figura 4.11. Espectro de massas (IE) do dilapiol (6).
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No espectro de RMN 'H da substancia 6 (CDCls, 300 MHz) (Figura 7A.11) do
dilapiol foram observados um singleto em & 6,34 (s, 1H, H-6), compativel com um
hidrogénio de anel aromatico pentasubstituido, um multipleto em & 5,92 (m,1H, H-8)
sobreposto a um singleto em 6 5,95 (s, 2H, OCH,0) correspondente ao metilenodiéxido.
Também se observam um multipleto em 6 5,06 (m, 2H, H-9) decorrente da sobreposicéao
dos dois duplo dubletos dos dois hidrogénios olefinicos de uma ligagdo dupla terminal
carbono-carbono trissubstituido, dois singletos intensos em 6 4,00 (s, 3H) e & 3,75 (s, 3H)
de grupamentos metoxilas e um dupleto em & 3,32 (d, J 6Hz, 2H, H-7) de hidrogénios

alilicos.

4.3. Quantificagdo dos compostos isolados presentes nos extratos

A quantificacdo dos compostos isolados nas diferentes partes da P. pellucida foi
determinada de acordo com metodologia descrita (Collins et al., 1995). E nitido que a
5,6,7-trimetoxi-flavona constitui-se no principal metabdlito secundario em todas as partes
da planta (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Analise quantitativa das substancias identificadas nas diferentes partes da P.

pellucida (mg/g de extrato + DP).

Substéancia Folhas Caule Raiz Frutos
acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1) 9,7 £ 0,99 - - -
5,6,7-trimetoxi-flavona (2) 126,5+8,32 138,0+£545 102,0+1,0 99,8+3,5
2,4 ,5-trimetoxi-estireno (3) 17,7 £ 1,21 16,3+0,76 352+0,88 26,3+1,80
sesamina (4) 35,5 £ 3,21 24,5+ 0,95 - -
2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5) 19,0 £ 0,89 - 60,6 + 2,31 -
dilapiol (6) 48,9 + 1,52 27,3+ 1,61 - 4.4 10,45
pellucidina A (7) 3,5+ 0,39 2,310,23 - -

A analise fitoquimica permitiu a deteccédo da pellucidina A nas folhas da P. pellucida
que também foi verificada nos caules e frutos da planta, porém a substancia foi
encontrada apenas em pequena quantidade (Figura 4.1; Tabela 4.4). A partir desse
resultado foi iniciada uma série estudos objetivando investigar possiveis fatores que
resultassem em um maior acumulo da substancia na P. pellucida em diferentes fases de

desenvolvimento ou em diferentes condi¢cdes de estresses.
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4.4. Variagoes ontogenéticas e perfil quimico das folhas das plantulas da P.

pellucida.

Devido a baixa producédo da pellucidina A na P. pellucida foi iniciado um estudo
metaboldbmico, com o objetivo de investigar uma possivel variagdo na produgdo da
pellucidina A na planta durante sua ontogenia.

O monitoramento periédico do metabolismo secundario de P. pellucida foi
realizado a partir de coletas das folhas das plantulas em espécimes com 1, 2, 4 e 6 meses
de idade. Com 6 meses de idade a P. pellucida pode ser considerada adulta, uma vez
que ja apresenta a produgao de frutos.

Os extratos brutos das folhas foram submetidos a analise de componentes
principais (PCA) a partir dos dados obtidos por RMN de 'H. A identificacdo dos compostos
presentes nas diferentes fases de desemvolvimento da P. pellucida foi realizada através
de analises por CG-EM e CLAE-UV dos extratos brutos e por comparagdo com os
compostos puros.

Na analise de PCA utilizando-se dados de RMN "H dos extratos brutos, o grafico
de scores (Figura 4.12) evidenciou 93% da variancia entre os dados, sendo 87% deles
explicados por PC1 e 6% por PC2. Com os resultados verifica-se a discriminacao entre as
folhas das pléntulas e as folhas adultas.

No grafico de loadings (Figura 4.12) observou-se as principais variaveis
responsaveis pela separacdo dos grupos. Para as folhas adultas constatou-se que os
valores discriminantes sao correspondentes aos deslocamentos quimicos do dilapiol e da
sesamina em & 5,95 relativos ao grupo metilenodioxila, em & 3,75 e 4,00 relativos aos
grupos metoxilicos dos dilapiol e em & 6,84 relativo ao hidrogénio 9/9° da sesamina
(Figura 4.13).

Outra separacédo observada na analise de PCA corresponde as amostras com 4
meses de idade em que se observam os valores correspondentes aos deslocamentos
quimicos do 2,4,5-trimetoxi-estireno em & 3,82, 3,82 e 3,89 associados aos sinais dos
hidrogénios das metoxilas, além do sinal em & 7,04 relativo ao duplo dupleto do grupo

vinila (Figura 4.13).
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Figura 4.12. Graficos de scores (A) e de loadings (B) da analise de componentes principais das

amostras de P. pellucida (folhas adultas e folhas das plantulas em diferentes estagios).



83

o pZ H3CO
o '
0 OCHs 5 5.05 W : H,CO OCH,
SCH, 83,75 > 33,87 83,82
54,00 ° 56,84

dilapiol sesamina 2,4 5-trimetoxi-estireno

Figura 4.13. Estruturas dos metabdlitos secundarios e atribuicdo dos deslocamentos quimicos
nos espectros de RMN de 'H encontrados no grafico de loadings de PCA das amostras de P.

pellucida.

As analises por CLAE-UV (Figura 4.14) das folhas de P. pellucida em diferentes
fases de desenvolvimento mostraram que a substancia 5,6,7-trimetoxi-flavona (2) é
encontrada como constituinte majoritario em todas as fases de desenvolvimento da
planta. Na fase de plantula fica ainda mais evidente sua presenga, uma vez que nesta
fase a composicado quimica da planta é constituida basicamente pela substancia.

Com 4 meses de idade observa-se na planta além da 5,6,7-trimetoxi-flavona, a
presenca do 2,4,5-trimetoxi-estireno (3), sesamina (5) dilapiol (6) e a pellucidina A (7),
sendo os trés ultimos em baixo percentual relativo. O perfil cromatografico do extrato das
folnas na fase adulta apresenta além dos compostos j4 mencionados o acido 2,4,5-

trimetoxi-cinamico (1) e o 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (4).
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Figura 4.14. Perfil cromatografico (CLAE) dos extratos brutos das folhas adultas e das folhas das
plantulas em diversos estagios de P. pellucida. Acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1); 5,6,7-trimetoxi-
flavona (2); 2,4,5-trimetoxi-estireno (3); sesamina (4); 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5); dilapiol (6)

e pellucidina A (7).

Diversos estudos mostram a ocorréncia de variagdes quantitativas e qualitativas
dos metabdlitos secundarios encontrados em plantulas que podem estar relacionados a
defesa contra inimigos naturais (Barton, 2008). Outro fator que pode estar relacionado é o
custo biossintético na producdo de varias substéncias pode ser alto para plantulas
considerando que nos primeiros estagios ha limitacdo de area fotossintética. Assim,
pléntulas podem ser forgcadas a produzir uma menor variedade de metabdlitos (Boege and
Marquis, 2005).
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Variagdes quantitativa e qualitativa no perfil quimico de plantas em diferentes
estagios de crescimento apos sua a germinacgao € relatada em outras espécies como P.
gaudichaudianum (Gaia et al., 2014), Cannabis sativa (Vogelmann et al., 1988), Virola
sebifera (Danelutte et al., 2000) e Araucaria angustifolia (Fonseca et al., 2000).

No caso da P. pellucida variagdes qualitativas e quantitativas s&o observadas,
porém, em nenhuma das fases estudadas observou-se uma maior producdo da

pellucidina A, como desejado para fins de estudos biossintéticos.

4.5. Variagoes metabdlicas no perfil quimico das folhas da P. pellucida sob

estresses.

Diante da baixa producéo de pellucidina A pela P. pellucida, foi iniciada uma série
de estudos no qual a planta foi condicionada a diferentes condicdes de estresses,
objetivando investigar a ocorréncia de variagdes quantitativas na produgdo desta
substancia.

Dessa forma, além das plantas controle (cultivada sem algum tipo de interferente)
alguns espécimes da P. pellucida foram condicionados a diferentes condigbes de
estresses como: injuria mecanica, estresse hidrico, auséncia de luz, exposi¢ao a luz UV,
aumento de temperatura (40°C) e adicdo de acido jasménico. A planta também foi
mantida em condi¢gdes de estresse bidtico com sua exposicdo a predadores naturais
como Edessa meditabunda (Hemiptera), Monoplatus sp. (Coleoptera), e Geometridae sp.
(Lepidoptera). Os espécimes da P. pellucida foram mantidos nas diferentes condigdes
por 24, 48, 72 e 120 h e, apds o decorrer desse periodo, as folhas foram coletadas,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e os extratos foram obtidos (Seg¢éo 3.5.)
Todos os extratos foram analisados por RMN 'H de 300 MHz e os espectros obtidos

foram entdo submetidos a analise de PCA (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Graficos de scores (A) e de loadings (B) da analise de componentes principais das

amostras de P. pellucida (sob diferentes condi¢cdes de estresses).

Na analise por PCA das amostras (Figura 4.15) os componentes principais (PC1 e
PC2) representaram 80% da separagdo das amostras. No grafico scores foi possivel
observar a formagao de trés agrupamentos distintos. O grupo principal () foi constituido
pela maior parte dos extratos analisados: estresse hidrico, injurias mecanicas, auséncia
de luz, aumento de temperatura (40°C), herbivoria por E. meditabunda, Monoplatus sp.,
Geometridae e o controle. Esse agrupamento sobrepondo-se as amostras controle,

indicou que essas condi¢gdes aplicadas a P. pellucida nao indicaram diferencas
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significativas em seu perfil quimico, isto € a planta ndo apresentou nenhuma resposta em
nivel de metabdlitos secundarios diante desses tratamentos.

No entanto, observou-se que as amostras de P. pellucida mantidas sob luz UV e
tratadas com acido jasménico apresentaram diferengas significativas para serem
separadas das amostras do grupo (1).

Analisando-se o grafico de loadings do grupo das amostras que foram mantidas
sob luz UV (grupo Il) verificou-se entre as principais varidveis responsaveis pela
separacdo dos grupos Vvalores correspondentes aos deslocamentos quimicos da
pellucidina A (Figura 4.16), sendo observados valores em & 3,75, 3,85 e 3,86

correspondentes as metoxilas e em & 6,48 relativo aos hidrogénios 3/3' dos anéis

aromaticos.
03,75
OMe OMe
3 6,48
MeO OMe
OMe OMe 63,85
5 3,86
pellucidina A

Figura 4.16. Estrutura da pellucidina A e atribuicdo dos deslocamentos quimicos nos espectros de

RMN de "H encontrados no gréfico de loadings de PCA das amostras de P. pellucida.

Para o grupo (lll) correspondente as amostras tratadas com acido jasmonico, o
grafico de loadings mostra entre as principais variaveis responsaveis pela separagao do
grupo, valores correspondentes aos deslocamentos quimicos do dilapiol (Figura 4.17) em
d 5,95 relativos ao grupo metilenodioxila, 6 4,00 relativos ao grupo metoxila e em & 3,28

relativo aos hidrogénios metilénicos.
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Figura 4.17. Estrutura do dilapiol com atribuicdo dos deslocamentos quimicos nos espectros de
RMN de "H encontrado.

As analises por CLAE-UV (Figura 4.18) mostraram que os extratos das folhas de P.
pellucida submetidas a estresse hidrico, injurias mecanicas, auséncia de luz, aumento de
temperatura, herbivoria por E. meditabunda, Monoplatus sp. e Geometridae n&o
apresentaram diferengcas das amostras e o controle.

As analises de CLAE-UV dos extratos de folhas das amostras que foram tratadas
com o acido jasmoénico mostraram um aumento na producdo de dilapiol quando
comparada com as amostras controle. O aumento na producdo do composto € o
responsavel pelos sinais que aparecem no grafico de loadings causando a separagéo da
amostra na analise de PCA.

O dilapiol é relatado na literatura por apresentar atividade contra herbivoros. Assim,
o aumento na produgao do dilapiol pela P. pellucida tratada com acido jasmdnico esta de
acordo com a literatura uma vez que a aplicagdo do acido jasmoénico nas folhas de
plantas simula sinais de predacao, estimulando assim como resposta a produgdo de
metabdlitos secundarios, que desempenham atividade protetora contra herbivoros (Babst
et al., 2005; Baldwin, 1996; Reinbothe et al., 1994; Thaler et al., 1996).

Na analise de CLAE-UV e CG-EM das amostras de P. pellucida sob o tratamento
de luz UV indicaram um aumento na producao da pellucidina A. Esse resultado esta de
acordo com diversos autores que afirmam que a formacao dos diferentes ciclobutanos
encontrados na natureza deve ocorrer por meio de reagdes de cicloadi¢cao [2+2] mediada
por luz UV (Bach and Hehn, 2011; Hong and Tantillo, 2014; Liu et al., 2011; Pan et al.,
2015; Tang et al., 2015; Zhang et al., 2013; Zhao et al., 2013).

Com esse 0 aumento na producgédo da pellucidina A outros experimentos foram

realizados com P. pellucida sob a mesma condi¢cao de luz em maiores periodos de tempo.
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Porém a exposi¢ao da planta em periodos maiores do que 120h nao indicaram nenhum
aumento na producao da pellucidina A.

O aumento na produgao da pellucidina A pela P. pellucida sob luz UV indica que a
substancia pode exercer na planta uma funcgéo fotoprotetora. O tratamento de luz UV que
foi aplicada a P. pellucida, quando aplicado a outras duas espécies de Peperomia: P.

glabela e P. obtusifolia, levaram essas plantas a morte em periodos superiores a 48h.
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Figura 4.18. Andlise por CLAE dos extratos brutos das folhas de P. pellucida sob diferentes
condigcdes de estresses. Acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1); 5,6,7-trimetoxi-flavona (2); 2,4,5-

trimetoxi-estireno (3); sesamina (4); 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5); dilapiol (6) e pellucidina A (7).
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4.6. Proposta biossintética para a formagao da pellucidina A

Os resultados das analises fitoquimicas indicaram a presenga do 2,4,5-trimetoxi-
estireno e o acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico nos extratos da P. pellucida, sugerindo a
possibilidade desses dois compostos estarem envolvidos na biossintese da pellucidina A.
Além disso, o aumento na produgédo da pellucidina A quando a planta foi exposta a luz
UV, nos remete mais uma vez a possibilidade do envolvimento de uma reagao de
cicloadicao [2+2] na formagao da pellucidina A.

Dessa forma, foi elaborada uma proposta de estudo biossintético considerando-se
quatro possibilidades para a formagéo da pellucidina A (Esquema 4.4). Na primeira (A) foi
levada em consideracéo as afirmagdes dos autores (Bayma et al., 2000) em que duas
unidades de 2,4,5-triidroxi-estireno sofrem uma dimerizagdo seguida por uma série de
metilagdes resultando na pellucidina A. Numa segunda (B) o 2,4,5-triidroxi-estireno é
metilado formando o 2,4,5-trimetoxi-estireno que em seguida sofre uma dimerizagao.
Numa terceira (C) o 2,4,5-trimetoxi-estireno € proveniente do acido 2,4,5-trimetoxi-
cinamico decorrente de uma descarboxilagdo. Na quarta (D), haveria uma dimerizagao
entre duas unidades de acido 2,4,5-trimetoxi-cindmico seguida por duas descarboxilagbes

formando a pellucidina A.
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Esquema 4.4. Proposta biossintética para a formagao da pellucidina A.
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4.7. Preparagao dos derivados de acidos cinamicos e estirenos

Com o objetivo de se investigar a especificidade da P. pellucida na biossintese
da pellucidina a partir de estirenos com padrdes de substituicdo especificos, foram
preparados uma série de derivados de acidos cindmicos e estirenos. Esses
precursores foram avaliados através de incorporacbées na P. pellucida in vivo e
também incubados em experimentos de conversao enzimatica.

A preparacao da série contendo os derivados de acidos cinamicos foi realizada
através da reacdo de condensacdao de Knoevenagel (Katayama et al., 1992). Os
acidos isotopicamente marcado com carbono treze foram preparados usando o acido
malbénico marcado adquirido junto a Sigma Aldrich. Foram obtidos quinze acidos
cindmicos diferentes e um derivado hidrogenado (A1-A15, Tabela 4.5). Todas as
reagdes apresentaram rendimento acima de 90%. As estruturas dos acidos cindmicos
foram confirmadas com os dados disponiveis na literatura (Katayama et al., 1992; Mitra
et al., 1999).

Os derivados de estirenos foram preparados através da reagédo de Wittig (Farina
et al.,, 2007). Os estirenos isotopicamente marcados com carbono treze foram
preparados a partir da metil-trifenilfosfina preparada com o iodeto de metila
isotopicamente marcado com carbono treze, adquirido junto a Sigma Aldrich. Foram
obtidos dezessete estirenos diferentes e dois derivados hidrogenados (E1-E17, Tabela
4.6). Todas as reagdes apresentaram rendimento acima de 80%. As estruturas dos
estirenos foram confirmadas por comparacédo com os dados disponiveis na literatura
(Albert et al., 2011; Simpson et al., 2005; Sinha et al., 2007).
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Tabela 4.5. Preparacdes dos acidos cinamicos.
o o}

Acido malénico
Anilina,
H Piperidina

Piridina, 55-60°C, 24h
100°C, 1h

~ OH

H,CO
OH

g/ »
g/

H,CO

o

ac. 2,4,5-trimetoxi-cinamico ac. ferulico ac. cinamico
A-1 A-2 A-3
(o} (o} 0
H3CO X H;CO
:@/\J\OH /@i\J\oH N OH
H;CO H;CO OCH;3 OCH;,4
4c. 3,4-dimetoxi-cinamico ac. 2,4-dim¢;fo5xi-cinémico ac. 2,5-dimetoxi-cinamico
A-4 =

OH

L

OCH;

ac. 2-metoxi-cinamico

HO

g/

HO OH

HsCO
OH

i

ac. 3-metoxi-cinamico
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HO
OH

i

HO

A-6
(0]
/Q/\J\OH
H;CO

ac. 4-metoxi-cinamico
A-9

(0]
/on
HO

ac. 2,4,5-triidroxi-cinamico ac. caféico ac. 4-hidroxi-cinamico
T A0 A-11 o A-12
0 o
H300 \ HSCO
OH OH <° N OH
OCH3, ac. 2,4,5-trimet¢2(-ii2enil-propanc’>ico ac. 3,4-metilenodioxi-cinamico
ac. sinapico A-15

A-13 o

H,CO

H,CO

g/

OCH3;
ac. 3,4,5-trimetoxi-cinamico
A-16
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Tabela 4.6. Preparacgdes dos estirenos.

1. Metil-trifenilfosfonio
g THF, n-BuLi, -20°C, 30 min X
> R

2. Aldeido, 25°C, 10h

H3CO

ey
3

H3CO OCH;

2,4,5-trimetoxi-estireno
E-1

H3CO

g
2

H;CO

3,4-dimetoxi-estireno
E-4

3
q

H;CO

4-metoxi-estireno
E-7

H3CO

g
g

HO
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H3CO

HO

B

OCH,;
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E-13

HO

3
=

HO OH

2,4,5-triidroxi-fenil-1-etil
E-16

H;CO

.

HO

3-hidroxi-4-metoxi-fenil-1-propenil
E-19

HO

HO OH
2,4,5-triidroxi-estireno
E-2

H,CO

OCH;

2,5-dimetoxi-estireno
E-5

H;CO

3-metoxi-estireno
E-8

HO

HO
3,4-diidroxi-estireno
E-11

y

Estireno
E-14

H,CO

H,CO OCH;

2,4,5-trimetoxi-fenil-1-propenil
E-17

H;CO
H;CO OCH3;
2,4,5-trimetoxi-fenil-1-etil

E-3

o
H3CO OCH,3

2,4-dimetoxi-estireno
E-6

oo
OCH;

2-metoxi-estireno
E-9

/

HO
4-hidroxi-estireno
E-12

0 I
<o

Ac. 3,4-metilenodioxi-estireno
E-15

H3;CO N
H3C0:©/\
OCHg34

3,4,5-dimetoxi-estireno
E-18
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4.8. Incorporagao dos precursores na pellucidina A
4.8.1. Analise da incorporagio de L-[2-'*C]-fenilalanina

Com o objetivo de se elucidar a rota biossintética da pellucidina A (m/z = 388
Da), foram realizados experimentos de incorporagdo com precursores isotopicamente
marcados com carbono treze. Inicialmente foram realizados experimentos de
incorporacdo com o isotopdmero de L-[2-"°C]-fenilalanina. O percentual de
incorporacao de carbono treze na pellucidina A foi determinado por meio de analises
de CG-EM, dos extratos brutos das folhas de P. pellucida incubadas com o precursor
isotopicamente marcado, comparando com o extrato das folhas controle e com a
pellucidina A pura. Os calculos para determinagao do percentual de incorporagao dos
precursores isotopicamente marcados com carbono treze foi realizado seguindo a
metodologia descrita (seg¢édo 3.12) (Opitz et al., 2014).

No espectro de massas da pellucidina A, as massas referentes a 388,0 ([M]");
194,0 e 179,0 Da indicam alguns sinais esperados para a substancia. O aumento do
percentual dos ions em m/z = 389,0 ([M+1]%), 195,0, 180 e 152,0 foram atribuidas a
pellucidina A enriquecida com um atomo carbono treze enquanto o aumento do
percentual das massas moleculares de 390,0 ([M+2]"), 196,0, 181,0 e 153 foram
atribuidas a pellucidina A enriquecida com dois atomos de carbono treze.

As analises realizadas confirmaram o enriquecimento de carbono treze,
proveniente da L-[2-13C]-fenilalanina, na pellucidina A. A comparacao do espectros
mostraram um aumento no percentual das massas 389,0 ([M+1]"), 195,0, 180,0 e
152,0 (Figura 4.19). Os percentuais de incorporagcédo sao expressos graficamente nos
diferentes tempos de incubacdo (Figura 4.20), onde é verificada uma maior
incorporagao do isotopdmero de L-fenilalanina apdés 72 horas de incubagdo com

maximo de incorporagao de carbono treze de 0,71%.
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Figura 4.20. Incorporacdo da pellucidina A enriquecida com isotopémeros de L-[2-°C]-

fenilalanina.

Considerando-se as possibilidades biossintéticas da pellucidina A (Esquema
4.5), foram realizados rastreamentos por espectometria de massas dos extratos
incubados com L-[2-"*C]-fenilalanina, com o objetivo de verificar possiveis
enriquecimentos por carbono treze nos compostos considerados como possiveis
precursores como o 2,4,5-trimetoxi-estireno, 2,4,5-triidroxi-estireno e acido 2,4,5-
trimetoxi-cindmico. A constatagdo de um enriquecimento por carbono treze a partir
desses compostos forneceria de suas participacdes na biossintese da pellucidina A.

Por outro lado, foi verificado o enriquecimento de carbono treze proveniente da
L-[2-"3C]-fenilalanina no &cido 2,4,5-trimetoxi-cinAmico e no 2,4,5-trimetoxi-estireno
(Figura 4.21 e 4.22). Os compostos apresentaram percentual de incorporagcao de
carbono treze de 1,49 e 3,92%, respectivamente. Os percentuais de incorporagao sao
expressos graficamente nos diferentes tempos de incubag&o (Figura 4.23). Estes
resultados estdo de acordo com uma das propostas para a rota biossintética da
pellucidina A (Rota C; Esquema 4.4). A incorporagao de carbono treze encontrado no
2,4 ,5-trimetoxi-estireno deve ocorrer através de uma etapa de desaminacido da L-
fenilalanina, formando o acido cinamico (Esquema 4.5), seguida por uma série de
oxidagdo e metilagbes até ser convertida no acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico que, por

sua vez, sofre uma descarboxilagao formando o 2,4,5-trimetoxi-estireno.
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Figura 4.23. Incorporacdo do isotopémeros de L-[2-"°C]-fenilalanina no acido 2,4,5-trimetoxi-

cinamico e no 2,4,5-trimetoxi-estireno.
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Esquema 4.5. Reacao de desaminacdo da L-fenilalanina em trans-cinamato.

Os estudos biossintéticos do fenilpropanoide anetol em Pimpinella anisum
utilizando-se a L-fenilalanina marcada com carbono quatorze indicou a incorporagao
de toda a cadeia lateral (Manitto et al., 1974). Nesta reagdo, ocorre desaminagao
catalisada pela enzima fenilalanina amonialiase (PAL) e eliminagdo de amodnia. O
hidrogénio vicinal é retirado do aminoacido dando origem ao &cido trans-cinamico
(Esquema 4.4) (Wightman et al., 1972). Estudos biossintéticos mostram a
incorporagdes com L-[2-">C]-fenilalanina em varias lignanas como, por exemplo, na E-
isoelemicina (0,02-0,8%) e verrucosina (0,09-0,012%) em Virola surinamensis e na
sesamina (0,11%) e sesamolina (0,16%) em Sesamun indicum (Kato et al., 1998;

Lopes et al., 2004).
4.8.2. Analises da incorporagio do acido [8-*C]-cinamico e acido [8-*C]-ferulico.

As analises por CG-EM dos extratos brutos das folhas de P. pellucida incubadas
com acido [8-"*C]-cinamico e acido [8-°C]-fertlico, mostraram a incorporagéo desses

precursores na pellucidina A e no 2,4,5-trimetoxi-estireno.
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As incorporagdes do acido [8-">C]-cinamico ao longo de 12-120h resultaram na
incorporagao na pellucidina A e no 2,4,5-trimetoxi-estireno com um percentual maximo

de incorporacao do carbono treze de 1,32 e 2,89%, respectivamente (Figura 4.24).

mpellucidina A ®2 4 5-trimetoxi-estireno

Tempo de incorporagéao (Horas)

N w
U w U
1 1 )

P
=
1 1

% de Incorporagao
o
(03] N
1 1

o

Figura 4.24. Incorporacao na pellucidina A e do 2,4,5-trimetoxi-estireno enriquecidos com

isotopdmeros de acido [8-"°C]-cinamico.

A incubagdo da P. pellucida com o &cido [8-">C]-fertlico apresentou um
percentual de incorporagao de carbono treze tanto na pellucidina A (0,51%) quanto no
2,4 5-trimetoxi-estireno (0,69%) (Figura 4.25). O baixo percentual de incorporagao
pode ser justificado pelo fato das amostras incubadas com o composto por periodo
maior do que 48h apresentavam sinais de oxidacdo. Outro fator pode ser devido a
baixa solubilidade do acido [8-'3C]-fertlico em solucdo aquosa, que pode ter causado
dificuldades no seu transporte para o(s) sitio(s) da biossintese (Davin et al., 2003;

Vassao et al., 20006).
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Figura 4.25. Incorporacdo na pellucidina A e no 2,4,5-trimetoxi-estireno enriquecidos com

isotopdmeros de acido [8-"°C]-ferulico.

Diversos estudos biossintéticos mostraram baixos niveis incorporagao do acido
cindmicos e acido ferulico em lignanas como no caso da podofilotoxina, em plantas
jovens (2 a 3 anos) de Podophyllum hexandrum. Os percentuais de incorporagéo dos
acidos foram de 0,040 e 0,053%, respectivamente (Jackson and Dewick, 1984). E
relatada a incorporagdo dos acidos no estudo biossintético da (+)-lioniresinol
encontrado na Lyonia ovalifolia com percentuais de incorporagao de 0,013-2,750 % e
nos caules entre 0,036-0,380 % (Rahman et al., 2007). Em lignanas ciclobutanicas
como os acidos (-)-cis-blechinico, (-)-trans-blechinico e o acido (-)-brainico de
Blechnum spicant, os percentuais de incorporagao foram entre 1,0-4,2% (Davin et al.,
2003).

A incorporacao desses acidos também foi descrita em trabalhos de biossintese
de norlignanas como (Z)-hinokiresinol encontrada em Asparagus officinalis (Suzuki et
al., 2001) e agataresinol encontrada em Cryptomeria japonica e Agathis australis (Imai

et al., 20006).

4.8.3. Analises da incorporagio do acido 2,4,5-trimetoxi-[8-'>C]-cinamico.

As analises por CG-EM dos extratos brutos das folhas de P. pellucida incubadas
com o acido 2,4,5-trimetoxi-[8-'>C]-cinamico, mostrou a incorporagdo do precursor na
pellucidina A e no 2,4,5-trimetoxi-estireno (Figuras 4.26 e 4.27). Os percentuais de
incorporacdo maximo de carbono treze proveniente do acido 2,4,5-trimetoxi-[8-13C]-
cindmico no 2,4,5-trimetoxi-estireno e na pellucidina A (Figura 4.28) foram de 9,6% e

7,9%, respectivamente.
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Figura 4.26. Espectro de massas (IE) da pellucidina A com abundancia natural (A); (B)

Incorporagdo &cido 2,4,5-trimetoxi-[8-'2C]-cinamico; (A1) Ampliacdo de (A); (B1) e (B2)

Ampliacao de (B).
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Figura 4.28. Incorporagao do &cido 2,4,5-trimetoxi-[8-">C]-cinamico na pellucidina A e no 2,4,5-

trimetoxi-estireno.

Estes resultados mostram o envolvimento do acido 2,4,5-trimetoxi-[8-13C]-
cindmico na biossintese da pellucidina A, sendo o acido primeiramente convertido a
2,4, 5-trimetoxi-estireno através de uma etapa de descarboxilacdo. O 2,4,5-trimetoxi-

estireno, por sua vez, pode dimerizar formando a pellucidina A (Esquema 4.6).

HsCO

HsCO M H
3 \ o/ \
H+w) ~
-CO; HaCO OCH;
HCO OCH;
acido 2,4,5-trimetoxi-cindmico 2,4,5-trimetoxi-estireno

Esquema 4.6. Reacgao de descarboxilagdo do acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico formando o 2,4,5-

trimetoxi-estireno.
4.8.4. Analises da incorporacgio do 2,4,5-trimetoxi-[8-'C]-estireno

As analises por CG-EM dos extratos brutos das folhas de P. pellucida
resultantes da incubacdo com o 2,4,5-trimetoxi-[8-130]-estireno, mostraram a
incorporagdo do precursor na pellucidina A com um percentual maximo de
incorporagao de carbono treze de 13,3% (Figura 4.29 e 4.30).

Com esse resultado, podemos afirmar que a formacao da pellucidina A tem
como precursor direto o 2,4,5-trimetoxi-estireno. A formacgao da pellucidina A deve
ocorre através de uma reagao de dimerizacdo entre duas unidades de 2,4,5-trimetoxi-

estireno (Esquema 4.7).
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Figura 4.30. Incorporacao da pellucidina A enriquecida com isotopémeros do 2,4,5-trimetoxi-

[8-"*C]-estireno.

Esse resultado contraria a proposta biossintética para a pellucidina A publicado
por Bayma e colaboradores (2000) que descarta a possibilidade de dimerizagao entre
duas unidades de 2,4,5-trimetoxi-estireno por conta de impedimento estéricos
provenientes das metoxilas nas posi¢cdes 2/2° dos aneéis aromaticos. Porém, como
discutido anteriormente, a pellucidina A tem configuragao trans no anel ciclobutanico, o

que minimiza a repulsao entre as metoxilas nas posigdes 2/2’.

HaCQ OCH;
HsCO N - %,
2 -
HsCO OCHg /
. R HsCO OCH,
2,4 5-trimetoxi-estireno OCHs HaCO
pellucidina A

Esquema 4.7. Reacao de dimerizagao do 2,4,5-trimetoxi-estireno formando a pellucidina A.

4.8.5. Analises da incorporagio do 2,4,5-triidroxi-[8-'°C]-estireno

De acordo com a proposta biossintética de Bayma e colaboradores a
incorporagdo do 2,4,5-triidroxi-[8-'C]-estireno levaria a formagdo de um dimero
ciclobutanico (m/z = 304,0), que seguido por uma série de metilacbes formaria a
pellucidina A (Esquema 4.8).

Comparando-se os espectros de massas da pellucidina A e do 2,4,5-trimetoxi-
estireno controle com aquelas resultantes das incubacdes, nao foi observado nenhum

aumento no percentual nas massas que indicariam a incorporagao do 2,4,5-triidroxi-[8-
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3CJ-estireno, além disso as andlises de RMN '"H e massas de alta resolugdo ndo
mostraram a presenga do dimero ciclobuténico proveniente de duas unidades de
2,4 5-triidroxi-estireno. Este resultado confirma que a formacao da pellucidina A nao
deve ocorrer por meio da dimerizacdo de duas unidades de 2,4,5-triidroxi-estireno

através de acoplamento oxidativo (Bayma et al., 2000).

H;CO OCH
HO o ’
2
HO
2,4,5-trihidroxi-estireno H;CO OCHjg

OCHs; Hs;CO
pellucidina A

Esquema 4.8. Proposta biossintética para a formacao da pellucidina A partindo do 2,4,5-

triidroxi-estireno.

4.8.6. Analises da metilagao do 2,4,5-triidroxi-etilbenzeno, 3,4-diidroxi-estireno e

4-hidroxi-estireno

Uma das etapas biossintéticas da pellucidina A proposta por Bayma e
colaboradores € a ocorréncia de sucessivas metilagdes nas hidroxilas fendlicas do
2,4 ,5-triidroxi-estireno, possivel precursor da pellucidina A. Desta forma, foram
avaliados nos experimentos de incorporacao na P. pellucida, além do 2,4,5-triidroxi-[8-
3Cl-estireno o 2,4,5-triidroxi-etilbenzeno (E-3), o 3,4-diidroxi-estireno (E-11) e o 4-
hidroxi-estireno (E-12) com o objetivo de verificar a ocorréncia de metilagcbes em suas
hidroxilas fendlicas (Esquema 4.9).

Os experimentos de incorporagdes dos compostos citados acima nao revelaram
nenhuma evidencia referente as metilagdes nas hidroxilas fendlicas de nenhum dos

compostos analisados.

HO

H,CO
HO OH HsCO OCHs
2,4, 5-triidroxi-etilbenzeno 2.4 5-trimetoxi-etilbenzeno

Esquema 4.9. Analise da incorporacgao do 2,4,5-triidroxi-etilbenzeno formando 2,4,5-trimetoxi-

etilbenzeno.
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4.8.7. Analises de incorporacao da série de derivados do acido cinamico e

estireno.

Além dos acidos cindmicos e estirenos utilizados nos experimentos de
incorporagao discutidos, outros acidos cinamicos (A4-A16) e estirenos (E4-E18) foram
sintetizados (Tabelas 4.5 e 4.6) para serem usados nos experimentos de incorporagao
na P. pellucida. O obijetivo seria verificar a especificidade da planta na produgdo do
anel ciclobutanico da pellucidina A. Isto é, verificar a formagao de diferentes
compostos contendo anel ciclobutanicos pela P. pellucida, como por exemplo, a
produgdo da endiandrina A ou magnosalina encontradas em Endiandra
anthropophagorum e Piper cubeba, respectivamente (Badheka et al., 1987; Davis et
al., 2007) (Esquema 4.10).

R
HaCO N — ,///
DOOE
R'O R /
R'O

OCHj HaCO

R = OCH3. R' = CH3 -magnosalina
R, R'=H - endriandina

OR'

Esquema 4.10. Biossintese de magnosalina e endiandrina A na P. pellucida.

As analises dos extratos por CG-EM da P. pellucida submetida a incubagdo com
os diferentes derivados de acido cindmico e estirenos mostraram que com excecao
aos acidos cinamicos e estirenos ja discutidos a planta, ndo apresentaram a formagao
de nenhum outro composto contendo anel ciclobutanico. Este resultado mostra que a

P. pellucida apresenta uma seletividade frente aos diferentes precursores testados.

4.9. Conversao enzimatica
4.9.1. Experimentos de conversao enzimatica com os precursores da pellucidina
A.

Com o objetivo de se testar a conversao do 2,4,5-trimetoxi-estireno e do 2,4,5-

triildroxi-estireno resultando na pellucidina A, tais substratos foram submetidos as
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diversas condicbes com as fracbes enzimaticas da P. pellucida variando-se
temperatura, pH e tempo de reacéo.

Os extratos resultantes dos ensaios com as fragbes enzimaticas da P. pellucida
foram analisados por CLAE para verificar a capacidade de conversao dos possiveis
precursores em pellucidina A. Porém, em nenhum dos experimentos foi verificado a
formacdo da pellucidina A. Também foram testados os diferentes estirenos
sintetizados, porém em nenhum dos casos, verificou-se a formagao de nenhum dimero
ciclobutanico.

Como nos experimentos de incorporagao in vivo o acido 2,4,5-trimetoxi-[8-'>C]-
cinamico foi convertido na pellucidina A, foram conduzidos experimentos de conversao
enzimatica com o composto. A comparagao das analises por CLAE do controle (extrato
enzimatico) (Figura 4.31), com as fragbes enzimaticas e os respectivos padrbes
permitiu identificar a conversao do acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico em 2,4,5-trimetoxi-
estireno como produto da conversdo enzimatica. Este resultado sugere a ocorréncia
de uma reacdo de descarboxilagdo por via enzimatica do acido 2,4,5-trimetoxi-

cinamico resultando no 2,4,5-trimetoxi-estireno (Esquema 4.11).

500- 3 :@i\ 2.4,5-trimetoxi-estireno
: k HyCO' OCH;

250

a

1504
] N N Acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico
—rr

50

1004}
753 Fragéo enzimatica
03
253

[]

100} ~ T

: :@i\)‘\ o Conversao enzimatica
50§ k HCO OCts /Hsco OCHj
253
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Figura 4.31. Analise por CLAE do 2,4,5-trimetoxi-estireno, acido 2,4,5-trimetoxi-cindmico, da
amostra controle (extrato enzimatico) reagcdo de bioconversdo do acido 2,4,5-trimetoxi-

cindmico a 2,4,5-trimetoxi-estireno.
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(0]
H,CO \ HsCO
OH \
—_—
HsCO OCH; HsCO OCHs
acido 2,4,5-trimetoxi-cinamico 2,4 5-trimetoxi-estireno

Esquema 4.11. Descarboxilagédo por via enzimatica do acido 2,4,5-trimetoxi-cindmico

formando o 2,4,5-trimetoxi-estireno.

Diante desse resultado foram realizados experimentos de conversao enzimatica
com os diferentes acidos cinadmicos preparados no item 3.13.6 com o objetivo de se
verificar a formacdo de seus respectivos estirenos. Com os experimentos de
conversao enzimatica dos diferentes acidos cinamicos verificou-se que além do acido
2,4, 5-trimetoxi-cin@mico apenas o acido 3,4,5-trimetoxi-cinamico e o acido 3,4-
dimetoxi-cindmico foram convertidos em seus respectivos estirenos.

O experimento nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos de reagdo mostrou que
nos primeiros 30 minutos uma maior taxa de conversdo dos acidos cindmicos e apos
esse tempo a formacdo dos produtos permanece praticamente constante até 120

minutos (Figura 4.32).

—@—2,4,5-trimetoxi-estireno == 3,4,5-trimetoxi-estireno

3,4-dimetoxi-estireno

10 ~
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4 — r—
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Figura 4.32. Cinética de reacao dos estirenos formados durante a converséo enzimatica.

Enzimas capazes de realizar reacbes de descarboxilagdo tém sido descritas,
como é o caso da enzima acido ferulico descarboxilase encontrada em Bacillus
pumilus e em Enterobacter sp. (Gu et al., 2011; Zago et al., 1995) bem como a enzima
acido p-cumarico descarboxilase purificada de Lactobacillus plantarum (Cavin et al.,

1997). A presengca dessas enzimas em plantas € relatada para espécies de
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Catharanthus roseus, Nicotiana tabacum e Daucus carota (Takemoto and Achiwa,
1999). Também foi verificada a acdo de descarboxilases na biossintese das
norlignanas (E)- e (Z)-hinokiresinol em Asparagus officinalis, onde na ultima etapa
biossintética o 4-cumarato de 4-cumaroil sofre uma descarboxilagdo seguida da
formagao de uma ligagao entre os carbonos C7-C8’ formando o hinokiresinol (Suzuki
et al., 2002; Suzuki and Umezawa, 2007).

4.10. SINTESE DA PELLUCIDINA A

Com o objetivo de verificar a relagao entre a incidéncia de luz UV e a formagéo
da pellucidina A em P. pellucida, como indicaram os resultados de estresse da planta
com luz UV, o 2,4,5-trimetoxi-estireno foi submetido a luz UV para se avaliar a
formacéao da pellucidina A.

O 2,4,5-trimetoxi-estireno foi irradiado com luz UV em acetona sob atmosfera
inerte. O experimento também foi realizado utilizando-se como sensibilizadores a
benzofenona (Torikai et al., 1983) e a 5,6,7-trimetoxi-flavona. Todas as rea¢bes foram
acompanhadas por CCD e os produtos analisados por CG-EM.

Verificou-se que a irradiagcdo do 2,4,5-trimetoxi-estireno sem sensibilizador
produziu a pellucidina A com um rendimento de 0,89%. No entanto, os experimentos
realizados utilizando-se como sensibilizadores a benzofenona e a 5,6,7-trimetoxi-
flavona resultaram em um rendimento de 11,15% e 18,45%, respectivamente (Figura
4.33). Estes resultados indicam que a formagéao da pellucidina A em P. pellucida pode
ocorrer através de uma via fotossintética sensibilizada pela 5,6,7-trimetoxi-flavona.

A reacao fotoquimica da pellucidina A foi realizada utilizando-se transferéncia
de elétrons fotoinduzida com sal tetrafluoroborato de 2,4,6-tri-(4-metoxi-fenil)-pirilio
(Riener and Nicewicz, 2013). Além da pellucidina A (34%) outros ciclobutanos de
ocorrencia natural como a magnosalina (50%) e endiandrina (59%) também foram

obtidos através da mesma metodologia.
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Figura 4.33. Perfil cromatografico (CG-EM) das reagbes da pellucidina A. (A) reagdo sem

sensibilizador, (B) reagéo com a 5,6,7-trimetoxi-flavona (C) reagédo com a benzofenona.

A sintese da pellucidina A sensibilizada com a benzofenona produziu além da
pellucidna A, a pachipostaudina A (3) (23,65%) e a pachipostaudina B (4) (3,18%). A
identificacdo desses compostos foi realizada através da comparagao das massas
obtidas com os dados da literatura (Ngadjui et al., 1989) (Figura 4.34 e 4.35; Esquema
412 e 4.13).

A pachipostaudina A e B sdo encontradas em formas racémicas nos extratos da
casca da Pachypodathium staudtii onde sao descritas como produtos de uma reagao

de Diels-Alder por via ndo enzimatica (Ngadjui et al., 1989). No mesmo trabalho os
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autores sintetizaram a pachipostaudina A e B através de uma sintese térmica do 2,4,5-

trimetoxiestireno. Neste caso os compostos foram obtidos apenas na forma de tracos.

A dimerizacdo de estireno também ¢é relatada através de reacdo térmica a

130°C com um rendimento 7% para o composto contendo o anel ciclobutanico e de

aproximadamente 70% para o analogo da pachipostaudina A (Mayo, 1967).
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Figura 4.34. Espectro de massas (IE) da pachipostaudina A.
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Figura 4.35. Espectro de massas (IE) da pachipostaudina B.
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5. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da P. pellucida cultivada no Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo permitiu a caracterizacdo do acido 2,4,5-trimetoxi-
cinamico, 5,6,7-trimetoxi-flavona, 2,4,5-trimetoxi-estireno, 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido,
sesamina, dilapiol e pellucidina. Entre esses a 5,6,7-trimetoxi-flavona foi identificado
como o constituinte majoritario nos extratos de todas as partes da planta. Com
excecao da pellucidina A, o 2,4,5-trimetoxi-estireno e o dilapiol e as demais
substancias ndo haviam sido descritas para a espécie.

O estudo dos metabdlitos secundarios durante a ontogenia de P. pellucida
apresentou uma diferenciagao entre a fase de plantula que é constituida basicamente
pela 5,6,7-trimetoxi-flavona e a fase adulta onde sdo encontrados os demais
constituintes. Porém, em nenhuma fase de desenvolvimento da P. pellucida foi
verificado um acumulo expressivo da pellucidina A.

Os experimentos de estresse biotico e abidtico com a P. pellucida mostraram
que a administragdo de acido jasmdnico induziu o0 aumento na produgao do dilapiol,
uma vez que o acido jasménico simula na planta sinais de predagao estimulando
assim a produg¢ao de metabdlitos como o dilapiol que sao responsaveis pela defesa da
planta frente a herbivoros. Por outro lado a planta quando foi colocada sob condicbes
de predacao por E. meditabunda, Monoplatus sp. e Geometridae ndo apresentou
nenhuma resposta. A literatura relata que a producao desses metabdlitos responsaveis
pela defesa da planta representa um custo energético e, por isso, as plantas
apresentam um nivel de resisténcia a predagao.

Os experimentos em que a planta foi submetida a luz UV mostraram um
aumento na produgdo da pellucidina A, sugerindo que sua produgédo na planta deve
estar associada a absorgéo de luz e desta forma a pellucidina A pode ser um produto
de uma reacéo de cicloadi¢ao [2+2].

Analises por espectrometria de massas detectaram o enriquecimento com
carbono treze com o isotopdmero de L-[2-"*C]-fenilalanina, acido [8-'*C]-cinamico e
acido [8-'3C]-ferulico confirmando que a formagdo da pellucidina A é proveniente da
via fenilpropanoidica. A investigagao biossintética envolvendo um precursor de carater
mais especializado na via, mostrou a incorporacdo do &cido 2,4,5-trimetoxi-[8-'>C]-
cindmico no 2,4,5-trimetoxi-[8-13C]-estireno na pellucidina A. A incorporacao do 2,4,5-

trimetoxi-estireno mostrou que este é o precursor direto da pellucidina A (Figura 5.1).
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Nos ensaios de conversdo enzimatica com o 2,4,5-trimetoxi-estireno n&o foi
verificada a formagao da pellucidina A. Porém, mostraram a descarboxilagdo do acido
2,4 5-trimetoxi-cinamico gerando o 2,4,5-trimetoxi-estireno.

Estes resultados indicam que a ultima etapa da formacao da pellucidina A deve
estar associada a uma reacao de cicloadi¢ao do tipo [2+2] mediada pela absorcéo de
luz UV na planta.

O 2,4,5-trimetoxi-estireno foi convertido de forma eficiente na pellucidina A na
presencga de agentes fotosensibilizadores como a 5,6,7-trimetoxi-flavona que co-ocorre

na planta.
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7. ANEXOS
7.A: Espectros das substancias isoladas
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Figura 7A.1. Espectro de RMN de H (CDCl3, 300 MHz) do &cido 2,4,5-trimetoxi-cinamico (1).
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Figura 7A.2. Espectro de RMN de *c (CDCl3, 75 MHz) do acido 2,4,5-trimetoxi-cindmico (1).
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Figura 7A.3. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) da 5,6,7-trimetoxi-flavona (2).
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Figura 7A.4. Espectro de RMN de c (CDCls, 75 MHz) da 5,6, 7-trimetoxi-flavona (2).
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Figura 7A.7. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) da sesamina (4).
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Figura 7A.8. Espectro de RMN de "°C (CDCl,, 75 MHz) do sesamina (4).
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Figura 7A.9. Espectro de RMN de H (CDCl3, 300 MHz) do 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5).

—187.98
— 158.62
~155.77
—143.58

—117.37

2 8 ¥37 239
= = ~ o O S o
g 2 RR® g8s
| | ~I— ~

0N D

T
120

T T T T T T T T T T T
110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 [}
f1 (ppm)

Figura 7A.10. Espectro de RMN de *c (CDCl3, 75 MHz) do 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (5).
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Figura 7A.12. Espectro de RMN de H (CDCl3, 500 MHz) da pellucidina A (7).
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Figura 7A.13. Espectro de RMN de c (CDCls, 75 MHz) da pellucidina A (7).



