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RESUMO

Santos, E. L. Biossintese de neolighanas em Ocotea catharinensis e filogenia
molecular de Lauraceae. 2014. 205p. Tese - Programa de Pd4s-Graduacdo em

Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.

Embrides somaticos de Ocotea catharinensis foram utilizados como modelo
para a investigacdo da via biossintética para a formacdo de neolignanas com
esqueleto benzofuranico, através do uso de precursores marcados com *°C e
andlise dos produtos por RMN de ®C. Isotopémeros de L-[*3C]-fenilalanina
administrados aos embrides, foram incorporados as neolignanas 5’-metoxiporosina e
armenina B. Entre os precursores intermediarios, o acetato de [8-*C]-coniferila,
preparado a partir da condensacdo de Knoevenagel seguido de varias etapas, foi
incorporado na neolignana 5’-metoxiporosina. No ensaio de bioconverséo utilizando
fracbes proteicas das culturas dos embrides de O. catharinensis, 0 acetato de
coniferila foi convertido em isoeugenol que, junto com o eugenol, seriam 0s
precursores hipotéticos para a formacéo dessas neolignanas. A andlise filogenética
de diversas espécies de Lauraceae indicou a proximidade entre espécies do género
Ocotea, produzindo como principais metabdlitos lignanas e neolignanas. Foi obtida a
sequéncia parcial do gene de proteina dirigente em O. catharinensis e O.
macrophylla e a andlise filogenética baseada na homologia das seqiéncias de
proteina dirigente de Ocotea e de espécies de diferentes géneros, indicaram um
clado distinto formado para espécies de Ocotea. Estes dados dao suporte para a
proposta de que neolignanas di-hidrobenzofuranicas seriam oriundas do
acoplamento oxidativo entre unidades de E-isoeugenol e 5-metoxi-eugenol, com
possivel participacdo de proteina dirigente na regio- e estereoespecificidade das
reagOes de dimerizagdo. Baseando-se nestes resultados foi possivel propor algumas

etapas envolvidas na biossintese de neolignanas.

Palavras-chave: Lauraceae, Ocotea, Ocotea catharinensis, biossintese,

incorporacgdao, proteina dirigente.



ABSTRACT

Santos, E. L. Biosynthesis of neolignans in Ocotea catharinensis and
phylogeny of Lauraceae. 2014. 205p. PhD Thesis - Graduate Program in
Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Somatic embryos of Ocotea catharinensis were used as model to investigate
the biosynthetic pathway of benzofuran neolignans formation by means of feeding
precursors followed by analysis with **C NMR. Isotopomers of L-[**C]-phenylalanine
were administered to embryos and incorporated into di-hydrobenzofuran neolignans.
Among the intermediate precursors, [8-'*C]-coniferyl acetate, prepared by
Knoevenagel and several steps, was incorporated in the neolignan 5’-
methoxyporosin. The studies of bioconversion using protein fraction obtained from
the embryogenic cultures, the precursor coniferyl acetate was converted into
isoeugenol, which together eugenol, is one of the putative precursors to the
neolignans formation. Phylogenetic analysis of several species of Lauraceae
indicated the proximity of Ocotea species producing lignans and neolignans as the
main metabolites. A partial sequence of the dirigent protein gene from O.
catharinensis and O. macrophylla were obtained and the phylogenetic analysis
based on homology of dirigent protein sequences from Ocotea and from different
plant genus indicated a distinct clade formed by Ocotea species. These findings
support the hypothesis that the dihydrobenzofuran neolignans would be derived from
the oxidative coupling between E- isoeugenol and 5- methoxy-eugenol and the
dirigent protein would be involved in the regio- and stereospecificity of the
dimerization reactions. Thus, it was possible to suggest some of the steps involved in

the biosynthesis of neolignans.

Keywords: Lauraceae, Ocotea, Ocotea catharinensis, biosynthesis, incorporation,

dirigent protein.
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1. INTRODUCAO

1.1. Filogenia e evolucédo de espécies de Lauraceae

As plantas sempre foram classificadas de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas micro- e macroscopicas. Entretanto, o emprego de estruturas
moleculares de metabdlitos secundarios, a quimiossistematica, teve um consideravel
impacto na sistematica de plantas e um novo sistema de classificacdo foi
desenvolvido de acordo com a distribuicdo destes metabdlitos em um mesmo clado,
implicando em forte significado filogenético ou ecologico para a sua ocorréncia
(Gottlieb, 1984; Wink, 2003; Reynolds, 2007).

Gottlieb (1982) propds uma andlise baseada em correlacbes de indices de
oxidacdo de metabdlitos secundarios com indices de avancos evolutivos
morfologicos (indice de Sporne), tornando a quimiossistematica menos dependente
do enfoque da simples presenca/auséncia sugerindo correlacdes de tendéncia
evolutiva em angiospermas. Propds ainda esquemas biossintéticos baseados na
fitoquimica comparativa de substancias isoladas, classes de substancias e padrdes
de substituicho em classes de ocorréncia uma mesma familia de plantas,
especialmente de Lauraceae e Myristicaceae entre outras (Gottlieb, 1972).

Os estudos acerca da origem e diversificagdo das Angiospermas ainda
permanecem em discussao por serem considerados temas de alta complexidade e,
desde a proposicéo da teoria da evolugdo por Darwin, tem sido considerada um
‘mistério abominavel” (Davies et al., 2004; Pleasant, 1982). Entretanto, com o0s
recentes avanc¢os das técnicas de biologia molecular somados a conjuntos de dados
de areas diversas, tais como morfoldgicos, biogeograficos e quimicos, analises mais

robustas tem sido realizadas sobre as relacdes filogenéticas entre os individuos.
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Com a geracdo de uma grande quantidade de dados moleculares, consorcios
de pesquisadores, tais como o Angiosperm Phylogeny Group, tém utilizado esse
conjunto de dados para reconstruir, com a adicdo de novos dados, a historia
evolutiva dos organismos (Wéachtershauser, 2007) (Figura 1.1). As espécies que
constituem o clado denominado Angiospermas basais sdo constituidas por familias
gue apresentam caracteristicas comuns a espécies consideradas primitivas e

evolutivamente distintas, tais como as monocotiledoneas.
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Figura 1.1. Arvore filogenética das ordens e familias de Angiospermas. Os ramos s&o suportados por

valores de bootstrap e Jacknife acima de 50% (Wachtershauser, 2007).
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Lauraceae constitui-se numa ampla familia de plantas, essencialmente
arboreas, que compreende cerca de 50 géneros e aproximadamente 3000 espécies.
Registros fésseis datam que as primeiras espécies de Lauraceae apareceram
durante a metade do periodo Cretaceo sendo considerada umas das familias mais
primitivas de Angiospermas pertencentes ao clado Magnoliidae (Kato et al., 1998).

Estudos filogenéticos recentes, que englobam as classificagdes tradicionais
utilizando dados morfologicos e extensas andlises filogenéticas, apontam que a
maior diversidade de Lauraceae ocorre na regido dos tropicos e neotropicos e
podem ser distribuidas em cinco principais clados: Cinamomeae (ao qual pertence o
complexo Ocotea), grupo Persea, Laurae, Cryptocaryeae e
Chlorocardium/Mezilaurus (Suh et al., 2003).

Algumas espécies de Lauraceae sdo amplamente comercializadas e
apreciadas pelo valor culinario, tais como o abacate (Persea americana) e a canela
(Cinnamomum zeylanicum Breyne e C. cassia Nees). As espécies de Ocotea
fornecem madeiras de qualidade e espécies como O. catharinensise O. acutifolia
sdo utilizadas na construcao civil e carpintaria. A exploracdo dos 6leos essenciais
das espécies de Lauraceae também tem movimentado cifras expressivas, uma vez
gue as esséncias das plantas de C. canphora (L.) Presl., popularmente conhecida
como canfora e Aniba rosaeodora, fonte de linalol, s&o mundialmente utilizadas na
industria farmacéutica e de perfumaria (Marchand et al., 1997).

Os metabdlitos secundarios de ocorréncia mais frequente em Lauraceae sao
neolignanas fenilpropandides (Aiba et al., 1977; Dasilva et al., 1989; Decarvalho et
al., 1988; Gottlieb et al., 1976; Ishige et al., 1991; Marques et al., 1992; Martinez et

al., 1980; Rodrigues et al., 1992; Trevisan et al., 1984), flavondides, (David et al.,
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1994a; Rossi et al., 1997), pironas (Nehme et al., 2008) e alcaldides (Franca et al.,
1975; Smit, 2004).

As analises de sequenciamento do DNA tém demonstrado sua robustez na
reconstrucdo e elucidacdo de arvores filogenéticas de Angiospermas (Herebian et
al., 2009; Koeduka et al., 2006). O método € baseado na homologia de
determinadas regides, podendo assim, estabelecer afinidades entre espécies
pertencentes a diversas ordens (Reynolds, 2007; Wanke et al., 2006).

Esta poderosa ferramenta de taxonomia molecular tem avancado de forma
impressionante apos o advento do PCR (Polymerase Chain Reaction). A reacdo de
PCR permite amplificar regibes selecionadas do DNA e o desenvolvimento de
métodos rapidos de seqienciamento, bem como programas computacionais
avancados, tém permitido analisar um conjunto bastante numeroso de amostras,
com casos de até 560 espécies (Soltis et al., 2000; Wink, 2003).

Nos genomas de angiospermas existem regibes de DNA que propiciam
comparacdes em diferentes niveis hierarquicos. Certos segmentos sdo adequados
para inferéncias filogenéticas em niveis mais altos (familias e acima dela), enquanto
outros sdo mais apropriados para inferéncias em niveis inferiores como géneros,
espécies ou populacdes. Estas regibes sao denominadas de marcadores
moleculares e tém sido muito utilizadas para caracterizar populacbes de plantas.
Estas permitem avaliar os niveis de diversidade genética e relacdes filogenéticas
inter- e intraespecificas (Johnson e Soltis, 1994; Baldwin et al., 1995; Li et al., 2004).

Inferéncias filogenéticas geralmente sdo realizadas sequienciando-se duas
regides do DNA do cloroplasto; o trnK e gene matK e uma regido do DNA nuclear, o
ITS (Internal transcribed spacer) que € largamente utilizado em andlises filogenéticas

para comparacao entre espécies (Jaramillo e Manos, 2001; Wink, 2003).



Introducao 25

A regido ITS de do DNA nuclear ribossdmico (18S-26S) € uma fonte muito Util
de caracteres para estudos filogenéticos em muitos taxons de angiospermas. Esta
regido inclui trés componentes: a subunidade 5,8S, cuja sequéncia € altamente
conservada evolutivamente e os dois espacadores ITS1 e ITS2 (White et al., 1990;
Baldwin et al., 1995) (Figura 1.2). As regides ITS evoluem rapidamente e, portanto,
sdo apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades
de uma mesma espécie. O fato das regides ITS serem flanqueadas por segmentos
relativamente curtos (500 a 800 pb), aparecerem em grande numero de copias no
genoma, permitem que sejam amplificadas e sequenciadas com facilidade (Baldwin

et al., 1995; Moricca et al., 1998; Elsalam et al., 2003).

..... > >
185 NUCLEAR rDNA I’iS 1-50?\3 I"gS 265 NUCLEAR rDNA
............
| ]
I
ITS Region

Figura 1.2 Organizacdo da regido ITS. As setas indicam a orientacdo e posicdo aproximada dos

iniciadores (Baldwin et al., 1995)

Por outro lado, a limitagdo primaria dos dados de ITS para estudos
filogenéticos em angiospermas se deve a esse pequeno numero de caracteres que
esta regido apresenta (500 a 800 pb). Estudos tém demonstrado que sequéncias
curtas sdo, na maioria das condicdes e tipos de analises, menos efetivas para a
reconstrucdo de arvores filogenéticas que sequéncias maiores (Baldwin et al., 1995).
Entretanto, no caso das regibes ITS suas sequéncias apresentam grandes
variacbes, tornando-as alvos ideais para a diferenciacdo entre organismos

estreitamente relacionados. Adicionalmente restricbes no numero de caracteres Uteis
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da regido ITS podem ser impostas, durante o alinhamento das sequéncias, pela
necessidade de deletar pequenas regides (indels) resultando em andlises incertas.
Estas limitacdes requerem que dados de outras fontes, isto €, a partir de sequéncias
maiores, sejam combinados com os dados da regido ITS para obter caracteres
suficientes e dar suporte a resolucéo filogenética (Baldwin et al., 1995; Li et al.,
2004).

O gene matK faz parte do genoma do cloroplasto e tem sido usado
frequentemente para estudos de andlise filogenética em Angiospermas. O gene
matK & composto por cerca de 1500 pares de base (pb) e esta localizado dentro do
intron do cloroplasto do gene trnK (Figura 1.3) (Young e Pamphilis, 2000), que
codifica uma maturase de intron Il envolvido no “splicing” do tRNA. O intron
circundante trnK tem sido sequenciado para aumentar a resolugcdo, e tem
apresentado sinal filognético similar ao do gene matK. Como conseqiiéncia, a regiao
€ expandida, resolvendo relacdes intraespecificas e intergenéricas (Wanke et al.,
2006; Wanke et al., 2007a). O tamanho e as altas taxas de substituicbes em suas
sequéncias torna esse gene uma fonte valiosa de informagbes para resolver
questdes sistematicas e evolutivas em varios niveis taxonémicos (Jhonson e Soltis,
1994; Hilu e Liang 1997). A regidao matK foi selecionada para investigar relagbes
entre espécies de Piperaceae, constatando a ancestralidade do género Verhuellia e
suas relagbes com outros géneros da familia, demostrando ser um género distinto

de Piperaceae (Wanke et al., 2007b).
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trnK trnK
exon | matK (~1530 bp) exon i
I region sequenced /
Scale: {~2420 bp)
Il]D_hp

Figura 1.3 Regido do gene trnK e seu intron contendo o marcador matK (Fonte: Young e Pamphilis,
2000)

A sistemética de Lauraceae possui ainda muitas lacunas (Chanderbali et al.,
2001; Li et al., 2004). Por isso, a combinagao de dados moleculares juntamente com
os fitoquimicos e analise das relacbes biossintéticas das substancias € uma
importante ferramenta para resolver espécies desta familia intimamante relacionadas
e para geracao de hipoteses sobre divergéncias ancestrais evolutivas.

Atualmente, metabdlitos secundarios tém sido utilizados para esclarecer
relacbes filogenéticas dificeis de abordar por outros métodos e também para
qguestionar visfes filogenéticas propostas anteriormente. Recentes em técnicas
como espectrometria de massas e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tém
possibilitado analise de proteinas celulares e metabdlitos (proteoma e metaboloma,
respectivamente), resultando em uma evolugdo na maneira em que sistemas
bioldgicos sao analisados e visualizados (Soltis et al., 1999; Dixon et al., 2003).

No entanto, a ocorréncia de determinadas classes de produtos naturais em
familias ndo relacionadas, indica a atuacéo de fatores e mecanismos de sele¢éo de
genes nao totalmente conhecidos. Portanto, a ocorréncia de uma classe de
substancias em taxons distintos ndo € necessariamente uma indicacdo de relacao
estreita entre eles, podendo ser resultante de um processo evolutivo convergente

(Wink, 2003).
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Nos grupos de plantas de altos niveis hierarquicos, sabe-se que a evolucao
morfolégica € acompanhada pela progressiva oxidacdo de metabdlitos secundarios
pertencentes a uma classe biossintética particular (Doyle e Endress, 2000).
Metabolitos secundarios sdo, sobretudo, produtos de oxidacdo dos metabolitos
primarios, e as sequéncias biossintéticas geralmente iniciam-se com condensacfes
e reducbes dos metabolitos primarios e sao finalizados pelas etapas oxidativas
(Birch, 1973; Gottlieb, 1989). Neste processo o oxigénio ndo opera diretamente, pela
oxidacdo do precursor apropriado, mas indiretamente pelo estabelecimento de
condicBes para as transformacfes do esqueleto da estrutura quimica (Gottlieb e
Yoshida, 1984).

Deste modo, os metabdlitos secundarios sdo considerados marcadores
guimiotaxondmicos pela diversidade estrutural que aquela classe de substancia
apresenta em um determinado tdxon e nao necessariamente pela
presenca/auséncia destes compostos. Por isso, sdo alvos ideais para o estudo da
conexao entre vias biossintéticas e sequéncias evolutivas (Gottlieb e Yoshida 1984;
Doyle e Endress, 2000). Como exemplo dessa relacdo, pode-se citar 0 processo
adaptativo evolutivo das plantas para o ambiente terrestre. As plantas originaram-se
primeiramente em um ambiente aquatico. O sucesso da adaptacao evolutiva para o
meio terrestre foi alcancado devido a formacdo de compostos fendlicos derivados da
via fenilpropanoidica, como as ligninas que estéo presentes nos tecidos vasculares
da parede celular exercendo a funcédo de sustentacdo do vegetal, que ao contrario
das outras vias biossintéticas que atuam tanto em plantas aquaticas quanto
terrestres, esta via precursora das ligninas e lignanas, se manifesta apenas em
plantas terrestres. Entretanto, estes metabdlitos possuem funcgdes fisiologicas

totalmente distintas nos vegetais (Davin e Lewis, 2000; Pichersky e Gang, 2000).
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Esta via biossintética pode ser suposta como um complexo sistema regulador
bioldgico que tem evoluido em tecidos vasculares das plantas durante sua transicao
para o ambiente terrestre e que hoje, sabe-se que é essencial para o crescimento,
desenvolvimento e sobrevivéncia dos vegetais. Entretanto, como essa via é
organizada e controlada ainda néao é totalmente compreendida (Davinet al., 2003).

O estabelecimento da homologia dos dados fitoquimicos nas unidades
taxondmicas depende do estudo das relacbes biossintéticas das substancias.
Padrées de distribuicdo de metabdlitos aparentemente confusos podem ser
explicados pela homologia ou pela auséncia dela. No caso dos dados quimicos pode
haver mais de uma rota biossintética para sintetizar a mesma substancia. Logo,
conhecer as vias biossintéticas € fundamental para fazer inferéncias filogenéticas a
partir dos dados quimicos. A importancia da via biossintética nos estudos
filogenéticos diz respeito a definicdo de caracteres, que devem ser independentes
entre si. Como as substancias de uma dada rota estdo relacionadas e dependem
umas das outras no processo de biossintese, elas ndo podem ser definidas como
caracteres. E mais adequado que sejam considerados estados de um carater, nesse

caso, a propria via em que sao produzidas (Birch, 1973; Barkman, 2001).

1.2. Metabdlitos secundarios de Ocotea catharinensis

Dentro de Lauraceae, o género Ocotea é um dos mais estudados
fitoquimicamente. Este género produz uma variedade de metabdlitos secundarios,
sendo a maioria deles derivados de fenilpropandides, incluindo varias subclasses de
lignanas e neolignanas (Dasilva et al., 1989; David et al., 1994a; David et al., 1994b;

Decarvalho et al., 1988; Dias et al., 1986; Felicio et al., 1986; Franca et al., 1975;
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Gomes et al., 1983; Haraguchi et al., 1983; Ishige et al., 1991; Marques et al., 1992;
Romoff et al., 1984; Smit, 2004).

Ocotea catharinensis (Lauraceae) é uma espécie originaria da Mata Atlantica
do Brasil, encontrada nos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e
Sédo Paulo e bastante explorada por produzir madeira de excelente qualidade. Em
consequéncia disso e aliada a dificuldade para propagacdo levou sua populacdo
natural diminuir significativamente, resultando na sua inclusédo na lista das espécies
ameacadas de extincdo. Desde que O. catharinensis foi incluida como uma espécie
ameacada de extin¢do, um sistema de embriogénese somaética foi desenvolvido com
0 objetivo de uma propagacédo macica (Funasaki et al., 2009; Viana e Mantel 1999).

Desta maneira, diversos estudos fitoquimicos de O. catharinensis incluindo
embribes somaticos, caule e folhas mostraram que neolignanas especialmente
aguelas de esqueleto tipo benzofuranico e biciclooctanico, constituem no principal
grupo biogenético desta espécie, devido a freqiéncia, variedade de substituintes e
configuracbes (Figura 1.4; Figura 1.5; Figura 1.6; Figura 1.7) (Haraguchi et al.,

1983; Ishige et al., 1991; Lordello e Yoshida, 1997; Funasaki et al., 2009).
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OCH,

HsCO R1

laR;=a-OH, R, =H
1b Rl = B-OH, Rz =H
1c Ry = a-OAc, R, =H
1d R; = a-OAc, R, = Ac
leR; = B-OAC, R, = Ac

2aR=H 3aRi=Ry;=H
2b R = OCHjs 3bR;=Ac,R,=H
3c R1 =H, R, = OCHjs

4a R = OCHs 5a R = OCHs
4bR=H 5o R=H

Pi=piperonila (3,4-
metilenodioxifenila)
Mp=metoxipiperonila (3,4-
metilenodioxi-5-metoxifenila

Figura 1.4. Metabdlitos secundarios do caule de Ocotea catharinensis (Haraguchi et al., 1983)
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HsCO OH HsCO 0

_ o 1a Ar=Pi, R1=OH, R»=H 3
R B'gﬂ' R R 2b Ar=Mp, R;=OH, R,=H

1= 0-OH, Ro= Re= 2¢ Ar=Pi, R;=H, R,=OH
1c R1-R2,= 0, R3= H
1d Ri1-R> = O, Rs= Ac

6
Pi=piperonila (3,4-
metilenodioxifenila)
Ve=veratrila (3,4-dimetoxifenila)
Mp=metoxipiperonila (3,4-
7a Ar=B-Ve, R=B-CHjs 8a Ar=a-Pi metilenodioxi-5-metoxifenila
7b Ar=B-Pi, R=B-CH3 8b Ar=B-Ve Tp=8,4,5-trimetoxifenila

7¢ Ar= a-Pi, R=B-CH3
7d Ar= 3-Pi, R=a-CH3

Figura 1.5. Metabdlitos secundarios das cascas, madeira e folhas de Ocotea catharinensis (Ishige et
al., 1991)
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4a Ar=0-Pi, B-CHs 5a Ar=a-Pi, R=H 6
4b Ar=3-Pi, a-CHs 5b Ar=a-V§, R=H
4c Ar=B-Pi, B-CHs 5c Ar=B-Pi, R=H
5d Ar=B-Ve, R=H
5e Ar=B-Tp, R=H
5f Ar=p-Pi, R=CH3
HsCO OH
7a Ar=Pi, R1=OH, Ro=H .
7b Ar:Mp, RFOH, R2:H 8a Ar=P|, R1=OH, R3=G-OH,
7¢ Ar=Pi, Ri=H, R,=OH Rs=CHs, Ro=R4=H - _
! ? 8b Ar=Pi, R;=OH, R3=B-OH, Rs= Pi=piperonila (3,4-

CH3, R2:R4:H

8c Ar=Pi, R;=OH, R3=R4=0,
R2=R5=H

8d Ar:Pi, R1=R2=O, R3=G-OH,
R5= CH3, R4=H

8e Ar=Mp, R1=0OH, R3=0a-OH, Rs=
CH3, R2:R4:H

8f Ar=Pi, R1=R»,=0OH, R3=B-OH,
R4:H, R5:CH3

metilenodioxifenila)
Ve=veratrila (3,4-dimetoxifenila)
Mp=metoxipiperonila (3,4-
metilenodioxi-5-metoxifenila
Tp=3,4,5-trimetoxifenila

Figura 1.6. Metabdlitos secundarios das folhas de Ocotea catharinensis (Lordello e Yoshida, 1997)
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1a Ar=a-Pi, B- CHs 2b Ar=B-Pi, Ri=H, Rz=H 3b R=OCHj
1b Ar=p-Pi, a- CHs 2¢c Ar=B-Pi, Ri=H, R2=CHs
1c Ar=p-Pi, B- CHs 2d Ar=a-Ve, Ri=H, Ro=H
1d Ar=B-Ve, - CHs 2e Ar=B-Ve, Ri=H, R,=H
1le Ar=a-Tp, B- CHs 2f Ar= B-Ve, Ri=OCHs, Ro=H
29 Ar=a-Mp, R1=H, R=H
2h Ar=B-Tp, R1=H, R>=H
H3CO R,
4a Ar=0-Pi, R1=OMe, R,=H
4b Ar=B-Mp, R1=OMe, R,=H 5a Ar=Pi, R1=a-OH, R>=H
4¢ Ar=B-Ve, Ri=H, R,=Me 5b Ar=Pi, R1=-OH, R>=H
5c AI':Pi, Rl,RZZO 6
5d Ar=Mp, R1=a-OH, R=H
5e Ar=Mp, R1,R2=0
7a Ar=Pi .
8 espatulenol -4.8- -2-
7b Ar=Mp p 9 humule-4,8-dien-2-ol
NS
Pi=piperonila 3,4
= metilenodioxifenila)
Ve=veratrila (3,4-dimetoxifenila)
Mp=metoxipiperonila (3,4-

metilenodioxi-5-metoxifenila
Tp=3,4,5-trimetoxifenila

10 a-humuleno

Figura 1.7. Metabdlitos secundarios das folhas e embriées de Ocotea catharinensis (Funasaki et al.,

2009)
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A partir do perfil quimico desta espécie, que mostra o acumulo de neolignanas,
foi proposto um estudo biossintético desta classe de compostos em culturas
embriogénicas de O. catharinensis. Estes metabdlitos possuem ocorréncia
relativamente restrita no reino vegetal, sendo isolados de algumas espécies de
Lauraceae, Piperaceae e Myristicaceae e ainda pouco investigados quanto a sua

biossintese ou significado evolutivo (Sartorelli et al., 2001; Lopes et al., 2004).

1.3. Biossintese de neolignanas

As lignanas, neolignanas e compostos relacionados requerem como Vvia
biossintética basica a via fenilpropanoidica que tem como precursores 0S
aminoécidos L-fenilalanina e L-tirosina, produtos finais da via do &cido chiquimico. A
primeira etapa desta via é a desaminacdo da L-fenilalanina pela enzima PAL
(fenilalanina-amonia-liase) formando o &cido cinamico. A enzima &cido cinamico 4-
hidroxilase (C4H) catalisa a introdugcédo do grupo hidroxila em para no anel aromatico
do acido cinamico, produzindo o acido p-cumarico. O grupo carboxilico do acido p-
cumario € ativado pela ligacdo com o tioéster-CoA, catalisada pela enzima
hidroxicinamato:CoA ligase (4CL). Estas séo etapas iniciais da via fenilpropanoidica.
Outras etapas de hidroxilacdes, metilagdes e reducbes fornecem alcoois cinamilicos
com diferentes substituintes e, por reducdo destes, resultam na formacdo de
diversos fenilpropandides que sdo precursores das ligninas, lignanas e neolignanas

(Dewick, 2001; Dixon et al., 2001; Anterola et al., 2002; Dixon et al., 2003; Ferrer et

al., 2008) (Esquema 1.1).
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Esquema 1.1. Rota biossintética de fenilpropandides

—— neolignanas

A distingdo precisa entre lignanas e neolignanas foi motivo de muitas

controvérsias. Varias propostas de acoplamento entre unidades de dimeros foram

sugeridas para a formacdo destes metabolitos (Gottlieb e Yoshida, 1984). A

designacao lignana foi introduzida por Haworth e aplicada a substancias cujos

esqueletos carbdnicos eram formados por duas unidades n-propilbenzénicas (C¢Cs),
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ligadas pelos carbonos B de suas cadeias laterais (C3) (Haworth, 1942). No entanto,
reconheceu-se a existéncia de muitos esqueletos adicionais em que a unido das
unidades (CsC3) ocorria de diversas maneiras, tornando a definicdo absoleta
(Gottlieb, 1978; Gottlieb e Yoshida, 1984). Gottlieb, estudando a quimica de
Lauraceae, introduziu o termo neolignana (Gottlieb, 1972) e posteriormente, foi
definido como sendo metabdlitos derivados da condensacéo oxidativa de alilfendis e
proprenilfendis entre si ou cruzadas (Gottlieb, 1978; Gottlieb e Yoshida, 1984). Por
outro lado, considera-se que dimerizacfes de fenilpropandides oxidados no C-9
(acidos e alcodis) produzam lignanas através do acoplamento oxidativo entre si
mediadas por enzimas especificas (Gottlieb, 1978; Umezawa, 2003; Moss, 2000).

E proposto que a formacdo de neolignanas ocorra por mecanismos de
acoplamento oxidativo. Supostamente, radicais fenéxidos séo iniciados por oxidases
através de catalise oxidativa de um elétron de alil e/ou propenilfendis (Gottlieb,
1989). Estes radicais podem apresentar varias estruturas candnicas de ressonancia

(Esquema 1.1), resultando na deslocalizagdo do elétron livre nas posi¢cbes 1, 3, 4 e

8 (Gottlieb e Yoshida, 1984).
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Esquema 1.2. Estruturas canofnicas de ressonancia de alil- e propenilfenoéis

Os radicais fenoxidos sofrerdo acoplamentos oxidativos intramoleculares e
dependendo da posicéao do elétron livre no momento da ligacdo, designa o tipo de

acoplamento ocorrido. As combinacdes dos radicais oriundos de alil e/ou
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propenilfendis através das posicoes 8.8’, 8.1’, 8.3, 3.3, 3.0.4’, 2.0.3' e 8.0.4
resultam em sete esqueletos neolignanicos fundamentais (Figura 1.8) (Goittlieb,

1978; Gottlieb e Yoshida, 1984).

OCHs
X HO
0 X
OCH;
3.04
| o
PP @\/\
Oj;i[v/ =
3
H,CO H,CO o 8.04
OCH;4
2.0.3

Figura 1.8. Diversidade estrutural das neolignanas. Representacdo dos sete principais esqueletos

neolignénicos

Todos estes tipos neolignanicos estdo eventualmente, sujeitos a ciclizagbes e
rearranjos intramoleculares secundarios. As neolignanas do tipo benzofuranicas, 8.1’
e 8.3 (Figura 1.8), por exemplo, interconvertem-se facilmente em neolignanas

biciclo [3.2.1] octanicas, pois os éteres endlicos sdo O-desmetilados em contato com
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um traco de acido em cetonas, resultando na isomerizacdo da neolignana
benzofuranica por catalise acida (Gottlieb e Yoshida, 1984; Alvarenga et al., 1977)

(Esquema 1.3).
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Esquema 1.3. Interconversao de neolignana benzofuranica em biciclooctanica

Varios estudos tém sido dirigidos no sentido de entender a formagéo de alil- e
propenilfendis. No entanto, as vias biossintéticas previstas, geralmente incluem
passos comuns a via dos fenilpropandides.

Por exemplo, a acetilacdo do alcool p-cumarico para formar um intermediario
com um bom grupo de saida, tem sido estudada em experimentos de conversao
enzimatica em culturas celulares de manjericao (Ocimun basilicum). As culturas
possuem uma enzima especifica a eugenol sintase (EGS) que, utiliza acetato de
coniferila e NADPH para formar o eugenol (Gamez et al., 1990; Moran et al., 2008).
No caso das culturas de flores de Petunia constatou-se uma enzima homodloga ao do
manjericao, a isoeugenol sintase (IGS) que também utiliza acetato de coniferila e
NADPH como substratos para catalisar a formacdo de isoeugenol (Herdewijn and
Kiotasakurek, 2007; Kelman and Kelman, 2003). Para a eliminacédo do grupo acetato
e formacao de alil- e propenilfendis sdo propostos dois mecanismos. O primeiro
consiste em um mecanismo direto de reducdo, seguida da eliminacdo do grupo

acetato sendo que, se o ataque nucleofilico do hidreto oriundo do NADPH ocorrer no
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carbono C-7 da cadeia lateral, leva a formacao do alilfenol enquanto que se o ataque

ocorrer no carbono C-9, leva ao propenilfenol (Koeduka et al., 2006) (Esquema 1.4).
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Esquema 1.4. Proposta dos mecanismos que levam a formacdo do eugenol e isoeugenol.
Mecanismo 1: Ataque direto de hidreto seguido de eliminacdo (Koeduka et al.,

2006).
No segundo mecanismo é proposta a formacéo de um intermediério quinona-

metideo e posteriormente, ocorre o ataque do hidreto para a formacao do alil- e

propenilfenol (Esquema 1.5) (Herdewijn et al., 2007; Koeduka et al., 2006).

OCH,

Esquema 1.5. Proposta dos mecanismos que levam a formacdo do eugenol e isoeugenol.
Mecanismo 2: formacao do intermediario quinona metideo (Koeduka et al., 2006).
(Koeduka et al., 2006).

E crescente o interesse cientifico por fenilpropandides, pois sdo componentes
importantes em muitas especiarias usadas por seres humanos e, portanto, tém

desempenhado papéis importantes na nutricdo humana Koeduka et al., 2008).
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Também desempenham importantes funcdes nas plantas que os produzem. Nesse
sentido, intensas investigagbes nas Uultimas décadas evidenciam que o0s
fenilpropandides possuem uma importante funcdo no processo de adaptacéo
evolutiva das plantas para o meio terrestre e no seu mecanismo de defesa,
tornando-se razoavel admitir que desempenhem um papel na adaptacdo ecoldgica

(Pichersky e Gang, 2000; Vasséo et al., 2006)

1.4. Proteina dirigente

Ainda de acordo com a via fenilpropanoidica que da origem as ligninas,
lignanas e supostamente as neolignanas, esta via é catalisada por diferentes
enzimas e a consequéncia natural disso € que normalmente lignanas e neolignanas
sdo enantiomericamente puras, devido a ocorréncia de um controle estereoquimico.
O controle enantiosseletivo para a biossintese de ligninas € menor, e as enzimas
culminam por gerar produtos racémicos (Dewick, 2001). Verificou-se que esse rigido
controle enantiosseletivo deve-se a uma classe de proteinas denominadas de
proteinas dirigentes (Davin et al., 1997; Gang et al., 1999).

A régio- e a estereoespecificidade das reacdes de acoplamento bimolecular
de radicais fenoxidos, apresentam especial importancia na biossintese de lignanas,
gue sao claramente controladas de alguma maneira in vivo, sendo que o
acoplamento por oxidases in vitro, tais como lacases, produzem somente produtos
racémicos. Em outros estudos, verificou-se que peroxidases e outras oxidases
comparaveis foram incapazes de realizar controle régio- e estreoespecifico. Logo
algum outro agente deveria atuar (Davin et al., 1997). Este controle foi entendido
com maior clareza ao ser isolada uma proteina denominada de proteina dirigente, de

78 kDa de resolucéo, a partir de Forsythia intermedia no estudo da rota biossintética
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para a formacéo da lignana (+)-pinoresinol, que na presenca de oxidases ou de um
radical, realizou o acoplamento fendxi-radicalar estereosseletivo in vitro (Esquema

1.6) (Davin et al., 1997; Gang et al., 1999; Davin et al., 2000; Davin et al., 2005).

le
Oxidagao H3CO,

OCHg
HO

OCH,

2x alcool E-coniferilico Acéo da proteina dirigente (+)-pinoresinol

(Acoplamento si-si)

Esquema 1.6. Acoplamento estereosseletivo para formar a lignana (+)-pinoresinol

Estudos iniciais de cinética sugeriram que a proteina funcionou de maneira
muito singular, em que primeiro uma oxidase gera radicais livres intermediarios, pois
por si sO a proteina dirigente ndo possui um sitio cataliticamente ativo (oxidativo) e
presume-se gue seu mecanismo de acdo envolva a captura desse intermediario
radicalar oriundo do &lcool E-coniferilico, com consequente acoplamento
estereosseletivo formando como produto o (+)-pinoresinol (Davin et al., 1997; Davin
et al.,, 2000). Em sintese, proteinas dirigentes determinam tanto a regioquimica e a
estereosseletividade do acoplamento fendxi-radicalar. O controle estereosseletivo
para a formacdo do (+)-pinoresinol para esta proteina tem sido estendido, desde
entdo, para descrever o controle regioespecifico do acoplamento oxidativo de
alifendis na biossintese de lignanas, norlignanas e neolignanas (Gang et al., 1999;
Davin et al., 2005).

Estudos envolvendo andlise de expressao de genes envolvidos na resposta a
predacdo e estresse mecanico, apontaram para a participacdo das proteinas

dirigentes na defesa de espécies de Picea. A andlise filogenética empregando as
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sequéncias de aminoacidos das proteinas dirigentes permitiu identificar familias de
proteinas dirigentes, de acordo com a proximidade filogenética das familias das
plantas analisadas (Ralph et al., 2006; Ralph et al., 2007)

Com base nas substancias isoladas das espécies de Lauraceae, foi proposta
por Gottlieb em 1972 uma rota biossintética onde neolignanas do tipo
benzofuranicas seriam oriundas do acoplamento oxidativo cruzado entre alil- e
propenilfendis, a partir da via fenilpropanoida (Esquema 1.7).

\

HCO OCH;

HO OH

E-isoeugenol OCH; E-5-metoxi-

isoeugenol

5'-metoxi-
porosina

Esquema 1.7. Proposta para formacdo de neolignanas do tipo benzofuranicas e biciclooctanicas a

partir da via fenilpropanoidica

Devido a sua abundancia nos embrides de O. catharinensis e facil obtencéo a
partir de extrato bruto, as neolignanas do tipo benzofuranicas 5’-metoxiporosina e
armenina B, que sdo os principais metabdlitos encontrado nos embriées somaticos,
foram escolhidas como modelo para investigar a rota biossintética de neolignanas
benzofuranicas. Até o presente momento, ndo ha comprovacdo desta proposta

biossintética.
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2. OBJETIVOS

Baseado na proposta biossintética de que neolignanas sdo oriundas da via
fenilpropanoidica, propds-se investigar esta rota utilizando-se como modelo
embrides somaticos de O. catharinensis. Paralelamente foi realizado um estudo
filogenético de espécies da familia Lauraceae, com intuito de organizar dados
moleculares e quimicos e analisar se as espécies podem ser agrupadas de acordo
com suas classes de metabdlitos secundéarios, como subsidio para analises
fitoquimicas e compreensédo de parte dos processos evolutivos.

Assim, os itens a seguir, foram definidos como principais etapas:

v Estudar hipéteses biossintéticas para a formacao de neolignanas através da
administracdo de precursores marcados de carater geral e intermediarios da
via fenilpropanoidica em culturas de células e por meio de estudos de

bioconversao, utilizando fracdes enzimaticas.

v' Obter dados de seqiienciamento dos genes envolvidos na biossintese de
neolignanas, destacando-se o rastreamento de proteinas dirigentes, as quais
possivelmente estdo envolvidas no controle estereosseletivo do acoplamento
oxidativo de alil- e propenilfendis na formacdo de neolignanas, e suas

relaces evolutivas com outros géneros e familias de plantas.

v' Realizar estudo filogenético nas espécies de Lauraceae, no intuito de
estabelecer relacbes entre classes de substancias que ocorrem em

determinados géneros elou espécies desta familia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Tratamento dos reagentes e solventes

3.1.1. Solventes organicos

Os solventes organicos foram tratados como descrito em Amarego e Chai,
2003. Piridina e a piperidina foram, respectivamente, destiladas a pressao reduzida
na presenca de KOH (25 g/L), armazenadas sobre peneira molecular de 4 A,
estocadas em dessecador sob vacuo e protegidas da luz. Eter etilico (Et,0) e o
tetraidrofurano (THF), separadamente, foram deixados sob agitacdo na presenca de
CuSO4 (30 g/L) por 4 horas e em seguida destilados. Aos respectivos destilados,
adicionaram-se fios de sodio e uma ponta de espatula de benzofenona, os quais
foram aquecidos sob refluxo até apresentar coloracdo azulada e, em seguida,
utilizados para as preparacfes sintéticas. Diclorometano, em grau espectroscépico,
foi deixado sob cloreto de calcio anidro (CaCl,) por 12 h, filtrado e destilado a
pressdo reduzida na presenca de hidreto de calcio (CaH,). Foi estocado sobre
peneira molecular de 4 A, protegido da luz e atmosfera de Ny seco. Tolueno em
grau de HPLC foi utilizado sem tratamento prévio.

Nas analises cromatograficas e espectroscépicas foram utilizados solventes
de grau analitico (Merck®, Tedia® e J.T. Baker®) e agua purificada em sistema Milli-Q

(Millipore®).

3.1.2. Reagentes
Os reagentes obtidos comercialmente com alto grau de pureza, foram

utilizados sem purificagdo prévia, exceto quando indicado.
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3.2. Equipamentos

3.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises cromatogréaficas foram realizadas em aparelho Shimadzu modelo
SCL-10Avp, equipado com duas bombas analiticas modelo LC-10AD, conectadas a
um detector de arraste de diodos modelo SPD-M10Avp e um injetor automatico
modelo SIL-9A, controlados por um modulo de comunicacdo SCL-10AVP. As
amostras foram realizadas em coluna Phenomenex® de fase reversa C-18 (Luna C-
18 150 x 4,6 mm, 5 p) e os dados analisados pelo programa de computador Class-
VP verséo 6.10. O sistema de solventes utilizado nas anélises por CLAE consistiu de
uma mistura de CH3CN:HO (2:3) — 18min; CH3CN:H,O (4:1) — 2 min; CH3CN — 2
min; CH3CN — 2 min; CH3CN:H,O (2:3) — 6 min. As amostras analisadas foram
solubilizadas em MeOH:H20 (8:1 v/v), e em seguida filtradas em filtro Millex® de

0,45u. A eluicao foi acompanhada com detector em A = 280 nm.

3.2.2. Cromatografia em camada delgada analitica e preparativa

As andlises por CCDA foram efetuadas em placas da Merck®, silica gel 60,
com indicador de fluorescéncia F254, 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 F,s4. As placas foram reveladas sob luz ultravioleta com comprimentos
de onda 254 e 366 nm e/ou nebulizadas com solugcdo de solugdo de vanilina
sulftrica (5,1 g de vanilina, 50 mL de acido sulfarico concentrado e 800 mL de

etanol), seguida de aquecimento.
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3.2.3. Cromatografia em camada delgada preparativa radial (cromatotron)

Para a cromatografia em camada delgada preparativa radial foram utilizadas
placas de vidro redondas, recobertas com uma camada de 2,0 mm de espessura de
Kieselgel 60 F254, contendo gesso. As amostras foram solubilizadas em hexano:
acetato de etila, aplicadas na parte central da placa (cerca de 100 mg) e as fracbes
foram recolhidas pela borda da placa por meio de erlenmeyers. A eluicdo destas
amostras foi realizada em um Chromatotron. As revelagdes das substancias foram

realizadas sob luz ultravioleta.

3.2.4. Cromatografia de coluna

A purificacdo de substancias através de cromatografia de coluna foi realizada
em 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 com
0,063 — 0,200 mm (70-230 mesh ASTM) da Merck® e silica de fase reversa C18. A
proporcao de silica utilizada para empacotar a coluna foi de aproximadamente 20

vezes a massa da amostra a ser purificada.

3.2.5. Cromatografia liguida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de
massas (“electrospray”, modo positivo) (CLAE/MS-ESI)

Os extratos provenientes das incorporacdes foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de espectrometria de
massas (CLAE/MS). 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
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realizada em um equipamento da Bruker, Esquire 2000 plus em modo “electrospray”

positivo, voltagem do capilar 4,5 kV e do skimmer 70 V.

3.2.6. Espectrometria de massas
Os espectros de massas, com ionizacdo por impacto de elétrons foram
registrados em um espectrdmetro de massa Shimadzu modelo GCMS-QP2010,

equipado com coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm. d.i, 0,25).

3.2.7. Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&do Paulo (IQ - USP). Os
espectros foram registrados em espectrometros Bruker AC200 (200 MHz), Varian
Gemini 200 (200 MHz), Varian Inova 300 (300 MHz) e Bruker DRX 500 (500 MHz).
As amostras foram solubilizadas em solventes deuterados (Isotec® inc. e Aldrich®).
Os deslocamentos quimicos (8) dos espectros obtidos estdo descritos como ppm em
relacdo ao sinal do TMS, utilizado como padrao interno de referéncia em todas as

amostras (0,05%).

3.3. Material vegetal

A coleta dos frutos de Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) foi realizada no
Parque Estadual da Serra da Cantareira do Instituto Florestal de Sado Paulo, Sao
Paulo-SP em maio de 2008, pelo grupo da Profa. Dra. Eny lochevet Segal Floh do

Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (IB-USP).
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3.3.1. Multiplicacdo dos embrides somaticos de Ocotea catharinensis in vitro
Para obtencdo dos embrides somaticos de O. catharinensis, as sementes
foram tratadas e inoculadas de acordo com a metodologia de Moura-Costa et. al.,
1993. Os embrides foram mantidos em meio de cultura WPM (Wood Plant Medium;
Lloyd McCown, 1981), suplementado com sacarose (20g/L), sorbitol (22g/L),
glutamina (0,4 g/L) e fitagel (Phytgel, Sigma Co., USA) (2g/L) . O pH do meio foi
ajustado para 5,8 com NaOH antes da adicdo do fitagel. Em seguida, os meios
foram distribuidos em tubos de ensaio (8 mL/tubo), fechados e autoclavados a
120°C por 15 minutos, a 1,1 Kgflcm?. Apés 21 semanas de cultivo, os embrides
somaticos no estagio globular foram inoculados em novo meio de cultura, para a

manutencgao das culturas embriogénicas in vitro (Figura 3.1).

Foto: Mariko Funasaki

Figura 3.1. (A) Cultivo in vitro de embriGes de O. catharinensis; (B) Embrides sométicos no estagio

globular

3.3.2. Obtencdo dos extratos e isolamento das neolignanas dos embrifes
sométicos Ocotea catharinensis
Foi realizada uma prévia triagem nos embrides de O. catharinensis,
objetivando avaliar seu potencial como substrato para o estudo biossintético de
neolignanas. Para tanto, os embrides frescos (100 g) foram triturados em Nyg e

submetidos a extracdo com MeOH:H,0 9:1. O extrato hidroalcodlico foi submetido a
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particdo com hexano (para a eliminacdo de material graxo) e posteriormente com

cloroférmio como descrito na Figura 3.2.

Embrides

1.Triturag@o com Ny

2. Extracdo com MeOH:H,0 9:1

3. Particdo
Hexano Cloroférmio
Ext. hexano Ext. Analise de
l cloroférmio > RMN e CLAE
Analise de
RMN e CLAE

Figura 3.2. Particdo do extrato hidroalcodlico

Devido a quantidade insuficiente da massa do extrato, foram acumulados
mais embrides somaticos (132,0 mg) e repetida a extracdo com MeOH:H,O 9:1,
utilizando aparelho ultraturrax (T25 basic, IKA Labortechnik®) a 11.000 rpm. O
extratos em cloroformio foram reunidos (480 mg), fracionados em coluna
cromatografica, empacotada com silica flash, eluida com CH,CIl,:AcOEt (1:2),
seguidos de CHCI, : Acetona (1:1) (Funasaki et al., 2009). As fragbes foram
agrupadas apos analise por CCDA. O conjunto de amostras referentes as
neolignanas 5’-metoxiporosina e armenina B (substancias majoritarias a luz UV)

foram submetidas a separacdo por CCDP. As neolignanas foram utilizadas como
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amostras controles, nas reagdes de incorporacdo com os precursores marcados com

carbono treze.

3.3.2.1. Perfil cromatogréafico dos extratos dos embrides soméaticos

Foi observado o perfil cromatografico dos extratos dos embrées em hexano e
cloroférmio. Foram utilizadas como padrdes de referéncia, as substancias isoladas
no item 3.3.2 e as neolignanas presentes no banco de padrées do LQPN-IQUSP,
anteriormente isoladas dos embrides de O. catharinensis.

Os extratos foram filtrados em filtro Millipore 0,45 pym a fim de remover
qualquer tipo de material em suspensdo e em filtro Sep-Pack C-18 eluido em
MeOH:H,0 (9:1) a fim de eliminar matriz lipofidica.

Para a analise cromatografica foi utilizada uma condicao pré-estabelecida. As
investigacdes foram realizadas em uma coluna analitica Luna C18 (Phenomenex®,
25 cm x 4,6 mm, 5 um). Foi utilizada como fase mével, CH3CN:H,O com um fluxo de
1,0 mL.min?, eluida em gradiente de CH3CN:H,O (2:3) por 18 minutos, CHzCN:H,0O
(4:1) por 2 minutos, CH3CN 100% por 2 minutos, voltando de 35 a 45 min a condi¢éo

inicial. A eluicdo foi acompanhada com detector em 280 nm.

3.4. Preparacao dos substratos utilizados nas reagbes de incorporagado e nos
ensaios enzimaticos

Os substratos foram sintetizados primeiramente com reagentes ndo marcados

com carbono treze e utilizados nos ensaios in vitro de conversdo enzimatica,

enquanto os enriquecidos com *3C foram usados nas reacées de incorporacdo nos

embrides somaticos de O. catharinensis. Os dados espectrométricos e propriedades

fisicas destes substratos estdo descritos no item 3.4.7.
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3.4.1. Preparacdo do &cido [8-'*C]-ferulico

] (e}
H ] o NN
+ M * >
Piridina
HO OH — >
HO * + trago de piperidina  HO
OCH3 e anilina OCH,
vanilina &cido [2-*C]-malénico &cido [8-*°C]-ferdlico

Esquema 3.1. Reagdo de condensac¢éo de Knoevenagel

O &cido [8-1*C]-fertlico e &lcool [8-**C]-coniferilico foram preparados como
descrito em Katayama et al., 1992.

O 4cido [8-°C]-fertlico foi preparado através da condensacdo de
Knoevenagel entre o &cido [2-'*C]-malénico e a vanilina catalisados por aminas
aromaticas. Em um baldo de 125 mL munido de agitagdo magnética e condensador
de refluxo foi adicionado 642 mg (3,08 mmol) de &cido [2-'*C]-malénico, 878 mg
(5,77 mmol) de vanilina dissolvidos em 3,5 mL de piridina, uma gota de piperidina e
uma gota de anilina previamente destiladas. A mistura reacional foi mantida sob
refluxo em banho de 6leo de silicone a 60°C por 24 horas, depois por mais 1h a
100°C e esfriada a temperatura ambiente. Esta preparacao foi realizada por duas
vezes. A suspensdo foi solubilizada em 15 mL de agua a 80°C, resfriada a
temperatura ambiente e acidificada com HCI (pH 1-2). A solucdo opaca resultante foi
extraida com acetato de etila (3 x 50mL), as fases organicas foram combinadas e
concentradas a cerca de 25 mL do volume e extraidas com uma solucéo de NaHCO3
5% (2 x 50mL). As fragbes aquosas foram reunidas e extraidas com diclorometano
(4 x 20 mL), para remover a vanilina que nao reagiu, acidificadas com HCI
concentrado (pH 1-2) e extraidas com acetato de etila (3 x 50 mL). As fases com

acetato de etila foram extraidas com solucao saturada de NaCl (80 mL), secas com



Materiais e métodos 53

Na,SO, anidro e evaporadas, fornecendo os cristais de &cido [8-**C]-fertlico (973
mg, 81,0%) que foi confirmado pelos espectros de RMN de 'H (Figura 7.1,
Apéndice A) e RMN de *3C (Figura 7.4 , Apéndice A). O produto final, cerca de 2,0

g, foi utilizado sem purificar.

3.4.2. Preparacéo do alcool [8-13C]-coniferilico

Etapa 1: Reacdo de esterificacéo do acido [8-1*C]-ferulico

NS
X OH * OCHj;
* CH, OH

HO H,S04 (conc) HO
OCH,4 OCHjg

13 "
4cido [8-13C]-ferﬂlico ferulato de [8-"C]-metila

Em um baldo do fundo redondo, contendo pérolas de porcelana, foi adicionado
1,5 g (7,72 mmol) de acido [8-'*C]-fertilico, preparado previamente no item 3.4.1,
dissolvidos em 90 mL de metanol e 300 pL de &cido sulfarico concentrado. A
temperatura foi aumentada antes do refluxo comecar, com o solvente de refluxo
seco continuamente por meio de um extrator soxhlet contendo CacCl; e silica gel azul
a granel. Ap6s 9 h de reacdo, a mistura foi esfriada a temperatura ambiente,
neutralizada com 6,0 g de NaHCOj;, filtrada e evaporada até a secura em
rotaevaporador. O residuo resultante foi transferido para um funil de separacéo de
250 mL, solubilizado em 70 mL de diclorometano e 50 mL de agua destilada. A fase
aguosa foi novamente extraida com diclorometano (3 x 70 mL). As fases organicas
foram combinadas, evaporadas a 25 mL do volume e extraidas com 70 mL de

solugcéao de NaCl saturada, secas sobre Na,SO, e evaporadas sob presséo reduzida.
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Foram obtidos 1,48 g (92,5%) do produto e foi identificado pelos espectros de RMN
de 'H (Figura 7.5, Apéndice A) e RMN de *3C (Figura 7.8, Apéndice A). O produto

foi utilizado sem purificar.

Etapa 2: Reduc&o do ferulato de [8-**C]-metila a alcool [8-**C]-coniferilico

X OCH
* s X OH
LiAIH, *
HO Et,0 HO
OCHs
OCH;
ferulato de [8-°C]-metila alcool [8-°Cl-coniferflico

A um baldo de trés bocas de 100 mL, munido de agitacdo magnética, funil de
adicdo, septo e sob atmosfera de nitrogénio, foram adicionados 500 mg (12,54
mmol) de LiAlH, solubilizados em 15 mL de éter etilico seco, a -25°C. Foi adicionada
a solucdo, gota a gota, sob agitacdo, por cerca de 40 minutos uma solucao de
479,26 mg (12,53 mmol) de ferulato de [8-*C]-metila diluida em 15 mL de éter etilico
seco. A mistura foi agitada por 1h, a -25°C e acompanhada por CCDA, Hexano:
AcOEt 7:3. ApGs este periodo, o baldo contendo a mistura reacional foi transferido
para um béquer de 400 mL contendo gelo picado e foi adicionado lentamente ao
baldo, 5 mL de acetato de etila para destruir o excesso de LiAlH;. A solucdo
resultante foi transferida para um funil de separacao de 125 mL, adicionados 50 mL
de acetato de etila e agua destilada que, foi adicionada lentamente para que
ocorresse a formacdo do precipitado do sal de litio. A solucéo foi filtrada e a fase
aguosa foi lavada com acetato de etila (3 x 50 mL) para extrair o sal de litio. As fases
organicas foram reunidas, extraidas com 50 mL de solucdo saturada de NacCl,
filtradas sob Na,SO,4, secas em rotaevaporador fornecendo 398 mg (79,6 %) do

produto bruto. Parte do &lcool [8-*3C]-coniferilico foi aplicado em CPP e eluido com
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CH,Cl»:EtOH 97:3 por duas vezes. A fracdo correspondente ao alcool [8-'3C]-
coniferilico foi extraido da silica com acetona. O produto puro foi confirmado pelos
espectros de RMN de 'H (Figura 7.9, Apéndice A) e RMN de *C (Figura 7.12,

Apéndice A).

3.4.3. Preparacéo do &cido [8-*C]-glicofertlico

Acetobromogllcose CHZOAC
HO NaOH
BuyNBr

OCH; OCHjs
(@]
Aco Aco AN
CH,0A OH
2OAC (@] M Plrldma CH,0Ac o *
OH +traco de piperidina
AcO. 0o e anilina AcO o
OAC OCH; OAc OCH;
NH3-MeOH 5%
amb
\
CHZOH

OCHj

Esquema 3.2 Proposta para a preparacdo do acido [8—13C]—glicoferulico

Etapa 1: Glicoacetilagao da vanilina

Q (o]

Ac I

H o) H
Acetobromoglicose CHOAc o
_—
HO NaOH o
BusNBr AcO.
OCHj, OAc

OCHj,
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O protocolo foi realizado de acordo com Mohri et. al., 2003. Em um balédo de
fundo redondo de 100 mL, foi adicionada uma solucdo contendo 22 mL de
cloroférmio, 2,0 g (13,211 mmol) de vanilina, 2,69 g (8,82 mmol) de
acetobromoglicose e 2,14 g (6,53 mmol) de brometo de tetra n-butilamonio (BusNBr).
Em seguida, a temperatura ambiente, sob agitacdo, foram adicionados 22 mL de
NaOH (1,0 mol.L"). A mistura resultante foi agitada vigorosamente por 1h, a
temperatura ambiente e, acompanhada por CCDA, hexano:AcOEt (7:3), até o
reagente de partida ser totalmente consumido. A solucéo resultante foi extraida com
AcOEt (2 x 30 mL) e as fases organicas combinadas, lavadas com solu¢do de NaOH
(1,0 mol.L™Y), solucdo de NaCl saturada, secas com NaSO, anidro e evaporadas até
a secura em rotaevaporador. O produto obtido foi recristalizado em etanol
fornecendo 2,85 g (43,6%) e identificado por RMN de *H (Figura 7.13, Apéndice A)

e RMN de *C (Figura 7.15, Apéndice A).

Etapa 2: Reacdo de condensacao de Knoevenagel

Aco A NN

H O (6] cO OH
{HoAe M Piridina CH,0AC | *
+ —_—»
HO OH +traco de piperidina
AcO. O * e anilina AcO o
OAc

OAC
OCHj,3 OCHj

A metodologia utilizada nesta reacao foi desenvolvida de acordo com o item
3.4.1 e Stockigt e Klischies, 1977. O acido acetilado foi preparado através da reacao
de condensacgéo de Knoevenagel. Em sistema montado de acordo com o item 3.4.1
foram adicionados a um baldo de 100 mL, 100 mg (0,961 mmol) de &cido [2-*3C]-
maldnico, 949,88 mg (1,05 mmol) da vanilina glicoacetilada, 3,5 mL de piridina, uma

gota de piperidina e uma gota de anilina previamente destiladas. Decorridos o tempo
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de reacdo, a mistura reacional foi diluida em 2,0 mL de agua Milli-Q e 500 pL de
acido aceético. O acido acetilado foi recristalizado com alcool etilico 95%, rendendo
904,32 mg (93,5%) do produto puro. O &cido tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosil [8-**C]-
ferdlico foi identificado pelos espectros de RMN de *H (Figura 7.16, Apéndice A) e

RMN de *3C (Figura 7.20, Apéndice A).

Etapa 3: Formacao do acido [8-1°C]-glicoferulico

NN
* OH OH X OH
CH:0AC CH,OH ¥
AGO NH3-MeOH 5% o
—_—
AcO o Tamy HO o
OAc OCH; OH

OCH,

A desacetilacdo do tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosil acido [8-*C]-fertlico foi
realizada segundo Mohri et. al., 2003 com algumas modificagcdes. Em um balédo de
fundo redondo de 100 mL, foi adicionada uma solucdo de tetra-O-acetil-3-D-
glicopiranosil acido [8-**C]-fertlico (500 mg, 0,953mmol) em 5% NHs;-MeOH (50
mL). A solucéo foi agitada por 2 horas, a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA de silica C18, MeOH:H,O (1:1), até o material de partida ser totalmente
consumido. A mistura reacional foi concentrada sob pressdo reduzida e
posteriormente, foi extraida com agua (20 mL) e AcOEt (20 mL) (na fase aquosa
contém o produto glicosilado e na orgéanica parte do produto que néo foi glicosilado).
As respectivas fases foram concentradas em rotaevaporador. O residuo da fase
aguosa (280 mg) foi solubilizado em metanol, gotas de agua Milli-Q e em seguida,
aplicado em uma coluna cromatografica (CC) de silica C18, eluida com MeOH:H,0O
1:1. As fracbes contendo o produto foram combinadas e evaporadas a vacuo,

fornecendo 213 mg (62,7%) do produto puro. Os espectros de RMN de *H (Figura



Materiais e métodos 58

7.21, Apéndice A) e RMN de '3C (Figura 7.24, Apéndice A) confirmaram a

presenca do &cido [8-'*C]-glicoferulico.

3.4.4. Preparacdo do acetato de [8-*C]-coniferila
A preparacdo deste precursor foi desenvolvida em quatro etapas de acordo
com Bastos et al., 2005 e Koeduka et al., 2006 (Esquema 3.5). O éster [8-'°C]-

ferulato de metila foi previamente preparado no item 3.4.2 (Etapa 1).

O
NS
N X OH
OCH OCH *
* % 1Bscl * 3 DIBAL-H
—_—
Imidazol
HO midazol TBSO THF TBSO
OCHjg OCHg OCHjz
Anidrido acético
Tolueno
Piridina
DMAP
O| O
o~ A
A O)\ TBAF le]
* - *
THF
HO TBSO
OCHj, OCHj,

Esquema 3.3. Proposta para a preparacdo do acetato de [8—13C]—coniferila

Etapa 1: Protec&o da hidroxila fenélica do [8-'*C]-ferulato de metila com cloreto

de tert-butildimetilsilano

H
* OCHs TBSCI *

Imidazol
HO TBSO

OCH3 OCHj3
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O [8-*C]ferulato de metila (500 mg, 2,40 mmol), cloreto de tert-
butildimetilsilano (434,07 mg, 2,88 mmol, 1,2 eqv) e imidazol (326 mg, 4,8 mmol, 2
eqgv.) foram adicionados em um baldo de 50 mL de fundo redondo. O baldo aberto
foi colocado dentro de um béquer, envolvido por vermiculite e, o conjunto foi
posicionado dentro de um forno de microondas convencional. A mistura reacional foi
aguecida por 2 minutos em poténcia de 90 W. Apdés o tempo decorrido, foi
observada a formacédo 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. A reacdo foi acompanhada por CCDA, hexano:AcOEt (7:3), até o [8-*C]-
ferulato de metila ser totalmente consumido. A reacao foi finalizada pela adicdo de
15 mL de agua Milli-Q, seguida de extracdo com éter etilico. As fases organicas
foram combinadas, secas sob NaSO, e evaporadas sob pressdo reduzida. Esta
metodologia foi realizada em duas etapas partindo de 500 mg e 450 mg do [8-*C]-
ferulato de metila. O produto bruto foi purificado por chromatotron, eluido com
hexano:AcOEt (7:3) resultando em 1,21 g (82,3%) do produto puro que foi
identificado por RMN de *H (Figura 7.25, Apéndice A) e RMN de *C (Figura 7.28,

Apéndice A).

Etapa 2: Reacédo de reducéo do éster a alcool

OCH *
* 8 DIBAL-H

E—
TBSO THF TBSO

OCH, OCH;
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Em um baldo de trés bocas contendo agitacdo magnética, funil de adicéo,
septo e sob atmosfera de nitrogénio foram adicionados, a temperatura ambiente, 1,0
g (3,11 mmol) do éster preparado na etapa 1 (item 3.4.4) e 30 mL de THF seco
destilado sob sodio metalico e benzofenona. A mistura reacional foi resfriada a 0°C
em banho de gelo e agitada por 30 min. Depois deste periodo foi adicionado gota a
gota, através de um funil de adicdo, 30 mL do hidreto de diisobutilaluminio em THF
(DIBAL-H, 10,0 eq.) por um periodo de 1,0 h. O banho de gelo foi removido e a
mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo por cerca de 2,0
h. A reacao foi acompanhada por CCDA, hexano:AcOEt (7:3), até todo o material de
partida ser consumido. A mistura reacional foi novamente resfriada a 0°C e
finalizada pela adicdo de 62 mL da solucdo aquosa do sal de Rochele a 100 mM
(tartarato de sodio e potassio). Foram adicionados 50 mL de acetato de etila ao meio
reacional e, o residuo do sal de aluminio foi solubilizado pela adicdo de cerca de 10
mL de HCI (1,0 mol.L™"). A mistura bifasica foi filtrada em celite e foram adicionados
62 mL de solucdo saturada de NaCl. A fase aquosa foi novamente extraida com
acetato de etila (3 x 50 mL). As fases organicas foram reunidas, seca sob NaSO, e
concentrada em rotaevaporador. O produto bruto obtido foi purificado por
chromatotron, eluido com hexano:AcOEt (7:3). As fracBes contendo o alcool foram
reunidas, concentradas em rotaevaporador sob pressao reduzida, fornecendo 848
mg (92,7 %) do produto puro que foi confirmado pelos sinais de RMN de *H (Figura

7.29, Apéndice A) e RMN de **C (Figura 7.32, Apéndice A).
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Etapa 3: Reacao de acetilagdo de alcool

X I

OH NS
* Anidrido acético, * O/\
—_—
TBSO Tolueno
Piridina
DMAP TBSO
OCH3 OCH;

Um sistema com um baldo de trés bocas de 50 mL foi montado de acordo
com o item 3.4.4 (Etapa 2). Foram adicionados ao baldo, a temperatura ambiente,
802 mg (2,52 mmol) do alcool [8-'C]-coniferilico com a hidroxila fenélica protegida
com TBS, 5,31 mL de tolueno, 2,12 mL de piridina (25,22 mmol) destilados e secos,
500 pyL de anidrido acético (5,05 mmol) e 3,18 mg de 4-N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP, 0,027 mmol). A mistura reacional foi acompanhada por CCDA (Hexano :
AcOEt, 7:3), a qual indicou quando o material de partida foi totalmente consumido. A
reacao ficou sob agitacdo por aproximadamente uma hora. O produto bruto da
reacao foi concentrado sob presséao reduzida, com sucessivas lavagens com tolueno
(20 mL) para eliminar o excesso de anidrido e piridina. O Oleo resultante foi
solubilizado em 25 mL de acetato de etila, extraido com HCI 1,0 mol.L™* (3 x 25 mL)
e solucéo saturada de NaCl (2 x 25 mL). As fases aquosas foram combinadas e
novamente extraidas com acetato de etila (3 x 25 mL). As fases organicas foram
agrupadas, secas com Na,SO, anidro, filtradas e concentradas em rotaevaporador.
O produto bruto foi purificado por chromatotron, eluido com Hexano : AcOEt (7:3),
resultando em 704,0 mg (82,7%) do produto puro que foi identificado por RMN de *H

(Figura 7.33, Apéndice A) e RMN de *C (Figura 7.36, Apéndice A).
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Etapa 4: Reacdo de desprotecdo da hidroxila fenélica do acetato de [8-°C]-

coniferila

I |
o~
A O/k O
—_—

TBSO HO

OCH; OCHs

Foram adicionados a um balédo de trés bocas, munido de agitacdo magnética,
funil de adicdo, septo, sob atmosfera de nitrogénio e a temperatura ambiente, 500
mg (1,49 mmol) de acetato de [8-'*C]-coniferila com a hidroxila fendlica protegida
com TBS e 15 mL de THF seco. A solucéo foi resfriada a 0°C em banho de gelo, sob
agitacdo por 30 min. ApOs este periodo, por meio de um funil de adicdo, foi
adicionado lentamente ao meio reacional mantido a 0°C, 3,0 mL de fluoreto de
tetrabutilaménio a 1,2 mol.L™ em THF. Em seguida, a reacdo foi mantida sob
agitacdo por mais 30 min. Foram adicionados a mistura reacional 30 mL de acetato
de etila frio, seguidos de 30 mL de solucédo de HCl a 1 mol.L™ e 30 mL de solucéo
saturada de NaCl. Foram separadas as fases e as aquosas foram novamente
extraidas com AcOEt (2 x 30 mL). As fases organicas foram agrupadas, secas sob
Na,SO, e concentradas em rotaevaporador. O produto bruto (423 mg) foi submetido
a CC, eluida com CH,Cl,:MeOH (9:1), resultando em em 212 mg (64,4%) do produto
puro que foi identificado pelos espectros de RMN de *H (Figura 7.37, Apéndice A) e

RMN de *C (Figura 7.40, Apéndice A).
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3.4.5 Preparacao do E-isoeugenol

O
H
TBSCI
|m|dazol TBSO

OCHg OCH,4

Q +  CHCHyl THF >
P _\
@f \©

— THFE 5
TBSO \ n-BuLi
OCHj OCH;
OCHj,

TBSO TBSO
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Sulfeto de difenila
Hexano
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TBAF

THF
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HO TBSO
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Esquema 3.4. Proposta para a preparacdo do E-isoeugenol

Etapa 1: Protecédo da hidroxila fendlica com TBS

TBSCI
HO imidazol TBSO

OCHjy OCHjg

A metodologia utilizada nesta reagao foi desenvolvida de acordo com o item
3.4.4, etapa 1. A vanilina (500 mg, 3,28 mmol), cloreto de tert-butildimetilsilano

(593,23 mg, 3,94 mmol, 1,2 eqv.) e imidazol (446,46 mg, 6,56 mmol, 2,0 eqv.) foram
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adicionados a um bal&do de 50 mL de fundo redondo. O sistema foi mantido aberto e
submetido a um forno de microondas convencional, seguidos de aquecimento e, a
reacao foi acompanhada por CCDA (item 3.4.4). Esta metodologia foi realizada em
trés etapas partindo de 500 mg de vanilina. O produto bruto foi purificado por
chromatotron, eluido com hexano:AcOEt (7:3) resultando em 2,28 g (87,02 %) do
produto puro que foi identificado por RMN de *H (Figura 7.41, Apéndice A) e RMN

de '3C (Figura 7.43, Apéndice A).

Etapa 2: Preparagé&o do iodeto de etil trifenilfosfénio

Q + CHCHol ___ THF QP+ I
P R
SRe <l

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL foram dissolvidos 12 mL (150
mmol) de iodoetano e 39,40 g (150 mmol) de trifenilfosfina em 100 mL de THF seco.
A reacao foi mantida sob refluxo e agitacédo por cerca de 96 horas a 95°C. Ao final
deste periodo, foi observada a formacdo de um sélido branco que foi lavado com
hexano gelado através de filtracdo em funil de Buchner. Em seguida, o sélido foi
seco em dessecador sob pressdo por aproximadamente 90 horas (Cardona, 1986;
Martins, 2002). Foram obtidos 58,26 g do produto bruto. O iodeto de etil-
trifenilfosfonio foi confirmado pelos dados de RMN de 'H (Figura 7.44, Apéndice A)

e RMN de *C (Figura 7.46, Apéndice A).
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Etapa 3: Reagdo de condensacgéo de Wittig

O 7 =
- Condensagéo
H + | de Wittig
+ P_\ > +
T8SO CH, OCH;, OCH;
ocC

Hs TBSO TBSO
z

Este protocolo foi desenvolvido de acordo com Bastos et al., 2004, com
algumas modificacdes. A um sistema com um baldo de trés bocas de 125 mL,
contendo agitacdo magnética, funil de adicdo, septo e sob atmosfera de nitrogénio,
foram adicionados 30 mL de THF seco. O solvente foi resfriado a -75°C e
adicionados gota a gota, por meio de uma seringa 4,0 mL (8,57 mmol) de n-BuLi em
hexano a 2,16 mol.L™®. A solucdo de coloracdo amarelo-clara foi mantida sob
agitacao por 30 minutos a 0°C. Apos este periodo foram adicionados, a 0°C, 3,76 g
(8,98 mmol) do iodeto de etil- trifenilfosfénio. Ao adicionar o sal, a solucdo mudou a
coloracdo de amarelo pélido para vermelho-vinho. A solugdo foi mantida sob
agitacdo por mais 30 minutos. Decorridos este periodo, foram adicionados gota a
gota, por cerca de 30 minutos, uma solucao de 2,28 g (8,57 mmol) de vanilina com a
hidroxila fendlica protegida com TBS em 10 mL de THF seco. A solucéo final passou
a apresentar coloracdo amarelo-clara e foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por aproximadamente 24 horas. Apés este periodo, foram adicionados 50
mL de agua Milli-Q a reacdo. A fase aquosa foi extraida com hexano (5 x 50 mL)
seguida de extracdo com AcOEt (2 x 50 mL). As fases organicas separadamente
foram concentradas em rotaevaporador. Em seguida, a fase em hexano foi filtrada
por uma CC de silica e lavada com porgdes de hexano 100%, seguidos de Hexano :

AcOEt (9:1). O solvente foi eliminado em rotaevaporador resultando em 682 mg
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(28,6%) de um 6leo amarelado. O produto foi identificado por RMN de 'H (Figura
7.47, Apéndice A) que indicou a formag&o de uma mistura dos isomeros Z- e E-

isoeugenol.

Etapa 4: Reagéo de fotoisomerizagao do E- e Z-isoeugenol

= = =
+ Sulfeto de difenila
Hexano
OCH; OCH; M OCH;
TBSO TBSO TBSO
z E E

Esta reagédo foi desenvolvida de acordo com Moussebois e Dale, 1966 e
Martins, 2002. Foi realizada uma reacao de fotoisomerizagcdo do produto obtido na
etapa 3, para obter excesso do E-isoeugenol.

Em uma ampola de vidro contendo agitador magnético, foram adicionados
340 mg (1,28 mmol) do E- e Z-isoeugenol com a hidroxila protegida com TBS e 80
pL (0,384 mmol, 0,3 eqv.) de sulfeto de difenila em 3,0 mL de hexano seco. Foi
incidido luz (60 Watts) diretamente no sistema fechado (a temperatura ambiente e
mantido sob agitacdo em oOleo de silicone) por 16 horas. No final deste periodo, o
sistema foi aberto e o solvente evaporado. O produto bruto (298 mg, 83% de
rendimento) foi purificado por CCDP eluida em hexano:AcOEt 100:1. O produto puro
foi confirmado por RMN de 'H (Figura 7.49, Apéndice A) e RMN de *3C (Figura

7.51, Apéndice A).
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Etapa 5: Reacdo de desprotecdo da hidroxila fenolica do E-isoeugenol

7 Pz
TBAF
e
OCHg3 OCHg
TBSO OH
E E-isoeugenol

A reacao foi realizada de acordo com o item 3.4.4, etapa 4. A um sistema
montado conforme o item citado, foram adicionados 250 mg (0,898 mmol) do E-
isoeugenol com a hidroxila fendlica protegida com TBS e 3,0 mL de THF seco. A
solucéo foi resfriada a 0°C em banho de gelo e mantida sob agitacdo por 30 min.
ApoOs este periodo, por meio de um funil de adicdo, foi adicionado lentamente ao
meio reacional mantido a 0°C, 312 pL de fluoreto de tetrabutilaménio a 1,2 mol.L™
em THF. A mistura foi mantida sob agitacdo por 30 min, acompanhada por CCDA e
eluida com hexano:AcOEt (7:3), seguida de extracdo com acetato de etila. O
produto bruto (200 mg) foi purificado por CC eluida com hexano:AcOEt 8:2. Foram
obtidos 152 mg (61 % de rendimento) do produto puro que foi confirmado por RMN

de H (Figura 7.52, Apéndice A) e RMN de *3C (Figura 7.53, Apéndice A).
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3.4.6 Preparacao do 5-metoxi-eugenol

H3CO. = Etapa de HsCO Z HeCO "
Le@éto» Ozondlise ”
Acetilagdo ©
HO © ©
OCH, \l( OCHs Y OCHs
0 O
Condensacao PPhy
de Wittig CHyl
HiCO H3CO. =
Etapa de
desprotecéo
B
HO 5% NH;-MeOH Y o
OCHj3 (l octts

Esquema 3.5. Proposta para a preparacdo do 5-metoxi-eugenol

Etapa 1: Reacdo de protecdo da hidroxila fendlica

H3CO. — H3CO =
EtsN
DMAP
HO Anidrido acético

o
OCH, \I( OCHs

o

O protocolo foi desenvolvido de acordo com Boschi et al., 2006. A reac¢éo foi
realizada em um bal&do de trés bocas de 50 mL, sob atmosfera de nitrogénio e funil
de adicdo. Foi preparada uma solucéo de 2,0 mL (10,3 mmol) de 5-metoxi-eugenol
comercial em 20 mL de diclorometano. Foram adicionados a esta solugao 2,86 mL
de trietilamina (20,5 mmol) e 0,04 g (0,29 mmol) de N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP). A mistura foi resfriada a 0°C e foram adicionados gota a gota, atraves de
um funil de adicdo 1,93 mL (20,5 mmol) de anidrido acético. A mistura reacional foi
deixada sob agitacéo, a temperatura ambiente, por 20 min. A solucéo final foi diluida
em 30 mL de diclorometano, lavada com solucdo saturada de NaCl (2 x 30 mL),

seca sob Na,SO, e evaporada em rotaevaporador. Foram obtidos 2,30 g, 97% de
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rendimento do produto o qual, foi utilizado sem purificar. A formacéo do 4-alil-2,6-
dimetoxifenil acetato foi confirmada pelas anélises de RMN de 'H (Figura 7.54,

Apéndice A) e RMN de *3C (Figura 7.56, Apéndice A).

Etapa 2: Reacado de ozonolise do 4-alil-2,6-dimetoxifenil acetato

A ozondlise foi realizada conforme descrito em Schiaffo e Dussault, 2008,
com algumas modificagdes. O 4-alil-2,6-dimetoxifenil acetato, 500 mg (2,12 mmol) foi
colocado em um baldo de fundo redondo e solubilizado em acetona:H,O 95:5 em
uma concentracdo de 0,15 mol.L™. A soluc&o foi resfriada a 0°C e um fluxo de O3/O,
foi borbulhada na mistura reacional através de uma pipeta descartavel acoplada a
uma bomba de aquéario. A reacao foi acompanhada por CCDA, hexano: AcOEt 7:3.
Apds o material de partida ser totalmente consumido, a mistura reacional foi diluida
em 25 mL de agua e extraida com diclorometano (2 x 25mL). As fases organicas
foram reunidas e concentradas em rotaevaporador. Esta reacéo foi repetida por mais
trés vezes, partindo de 500 mg do reagente. O produto bruto foi purificado por
chromatotron e eluido com hexano:AcOEt (7:3). As fragcbes foram acompanhadas
por CCDA. As fragbes contendo o produto foram reunidas, concentradas em
rotaevaporador, fornecendo 772 g, (38 % de rendimento) do produto puro, que foi
identificado pelos sinais de RMN de 'H (Figura 7.57, Apéndice A) e RMN de *C

(Figura 7.59, Apéndice A).
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Etapa 3: iodeto de metil-trifenilfosfénio

g

s

O iodeto de metil-trifenilfosfénio encontrava-se disponivel no laboratério,
logo ndo foi necessario prepara-lo. Os espectros RMN de 'H (Figura 7.60,

Apéndice A) e RMN de *C (Figura 7.61, Apéndice A) confirmaram sua estrutura.

Etapa 4: Reacdo de condensacéao de Wittig

H3CO. H Q - H,CO. P>
| + Condensagéo de
R Wit
o * =) ittig

\( 0 o
| OCHg Y OCH,4
o o

Esta reacdo foi realizada de acordo com o item 3.4.5, etapa 3. Foram
adicionados em 6,0 mL de THF seco, resfriado a -75°C, 1,5 mL (3,24 mmol, 1 eqv.)
de n-BuLi em hexano (2,16 mol.L™). A solucdo foi mantida sob agitacdo por 30
minutos a 0°C e apds este periodo, foram adicionados 1,57 g (3,88 mmol) do iodeto
de metil-trifenilfosfénio. Apds a adicédo do sal, a reacéo foi mantida sob agitacdo por
mais 30 minutos a 0°C e posteriormente, foi adicionada, gota a gota, uma solucéo de
772 mg (3,24 mmol) do aldeido acetilado em 3,0 mL de THF seco. O sistema foi
deixado sob agitacdo a temperatura ambiente, por 24 h. A reacéo foi finalizada pela
adicdo de 5 mL de agua Milli-Q, seguidos de extragdo com hexano e acetato de

etila. O produto bruto foi putrificado por CC, eluida com Hexano : AcOEt (9:1)
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seguidos de AcOEt 100%. O produto puro 234 mg (30,6%) foi identificado por RMN

de 'H (Figura 7.62, Apéndice A) e RMN de *3C (Figura 7.63, Apéndice A).

Etapa 5: Reacédo de desprotecao do grupo acetato

HsCO _ Hco _
3

5% NH3-MeOH

—_—
o
Y HO
OCH;
o}

OCHj

A desacetilacdo do 5-metoxi-eugenol foi realizada de acordo com o item 3.4.3,
etapa 3. Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionada uma solucéo de
234 mg (0,99 mmol) do 5-metoxi-eugenol acetilado em 5% NH3-MeOH (23,4 mL). A
solucéo foi agitada por cerca de 2 horas, a temperatura ambiente e acompanhada
por CCDA, Hexano : AcOEt 7:3, até o material de partida ser totalmente consumido.
A mistura reacional foi concentrada sob pressdo reduzida e posteriormente,
solubilizada em 20 mL de AcOEt e 20 mL de agua Milli-Q. A fase aquosa foi
novamente extraida com AcOEt (3 x 20 mL). As fases organicas foram concentradas
e submetidas a CC eluida com hexano:AcOEt 7:3. O produto puro 5-metoxi-eugenol
(128 mg, 66,6 % de rendimento) foi confirmado pelos dados de RMN de *H (Figura

7.64, Apéndice A) e RMN de *3C (Figura 7.66, Apéndice A).
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3.4.7. Dados espectrométricos e propriedades fisicas dos substratos

preparados para 0s ensaios biossintéticos

Acido [8-*3C]-ferulico

Formula molecular: C1gH1004
Massa molecular: 195,02 u.m.a

Estado fisico: cristal amarelado

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 8 9,54 (1H, s; 4-OH); 7,51 (1H, d, J = 15,8 Hz; H7);
7,28 (1H, d, J = 1,9 Hz; H2); 7,09 (1H, dd, J = 1,9 e 8,2 Hz; H6); 6,80 (1H, d, J = 8,2
Hz; H5); 6,39 (1H, d, J = 15,8 Hz; H8); 3,81 (3H, s; 3-OCHy) (Figura 7.1, Apéndice

A).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-de): & 168,5 (C9); 149,5 (C3); 148,3 (C4); 145,0 (C7):
126,2 (C1)* 123,3 (C6)*; 116,0 (C8); 115,9 (C5)*; 111,5 (C2)*: 56,1 (3-OCHs)

(Figura 7.4, Apéndice A). *Os sinais podem estar trocados.
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Preparacéo do &lcool [8-°C]-coniferilico

1. [8-*C]-Ferulato de metila

Formula molecular: C11H12,04

Massa molecular: 209,06 u.m.a

Estado fisico: s6lido amorfo amarelado

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3): & 7,67 (1H, d, J = 16,0 Hz; H7); 7,10 (1H, m, H2);
7,06 (1H, dd, J = 1,3 e 8,5 Hz; H6); 6,94 (1H, d, J = 8,5 Hz; H5); 6,33 (1H, d, J = 16,0

Hz; H8); 3,93 (3H, s; 3-OCHj3); 3,80 (3H, s; 9-OCHj3) (Figura 7.5, Apéndice A).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3): & 168,0 (C9); 148,3 (C3); 147,1 (C4)*; 145,3 (C7)*;

127,1 (C1); 123,2 (C6); 115,3 (C8); 115,0 (C2)*; 109,7 (C5)*: 56,2 (3-OCHs); 51,9 (9-

OCHj3) (Figura 7.8, Apéndice A).*Os sinais podem estar trocados.

2. Alcool [8-*3C]-coniferilico

Formula molecular: C1ogH1203

Massa molecular: 181,05 u.m.a

Estado fisico: s6lido levemente amarelado

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & 6,86-6,91 (3H, m; H2; H5 e H6); 6,57 (1H, dt, J =
1,3 e 15,8 Hz; H7); 6,22 (1H, dt, J = 5,7 e 15,8 Hz; H8); 5,74 (1H, sl; 4-OH); 4,31 (2H,

dd, J=1,3 e 5,7Hz; H9); 3,89 (3H, s; 3-OCH3) (Figura 7.9, Apéndice A).
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RMN de *C (50 MHz, CDCls): & 146,6 (C3); 145,5 (C4); 131,3 (C7); 129,2 (C1);
126,1 (C8); 120,2 (C6); 114,5 (C5)*; 108,4 (C2)*; 63,7 (C9); 55,8 (3-OCHs3) (Figura

7.12, Apéndice A).*Os sinais podem estar trocados.
Preparacéo do &cido [8-1*C]-glicofertlico

1. vanilina glicoacetilada

O

A

o Formula molecular: CooHy6012

| .
/J\O%O Massa molecular: 482,14
(e}
| 3 o . ,
s /]\ Estado fisico: cristal levemente marrom
=
(@]

RMN de *H (200 MHz, CDCls): 8 9,90 (1H, s; 7-CHO); 7,43 (1H, d, J = 8,7 Hz; H5);
7,41 (1H, m; H2); 7,24 (1H, d, J = 8,7 Hz; H6); 3,90 (3H, s; 3-OCH3) acucar: d 5,10-
5,35 (4H, m; H-1’, H-2’, H-3', H-5"); 4,10-4,33 (2H, m; 5-CH,COOCHj); 3,82-3,87

(1H, m; H4’); 2,05-2,08 (12H, m, CH3COO-) (Figura 7.13, Apéndice A).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): & 191,0 (C7); 170,3, 170,6, 169,5 e 169,4 (C=0);
151,1 (C3); 125,4 (C6); 132,5 (C1); 125,4 (C6); 118,3 (C5); 110,9 (C2); 56,2 (3-
OCHs) acucar: 99,8 (C1'); 72,5 (C2); 72,4 (C5’); 71,1 (C4’); 68,4 (C3); 62,0 (5-

CH,COOCHS,); 20,7 (OCOCHs) (Figura 7.15, Apéndice A).
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2. 4cido [8-1*C]-ferulico glicoacetilado
O

A

(0]

. O

O 1
PN

Formula molecular: Co4H25013

Massa molecular: 525,17

Estado fisico: s6lido amarelado

RMN de 'H (200 MHz, CDCls): & 7,72 (1H, d, J = 15,8 Hz; H8); 7,07-7,12 (3H, m; H-
2; H5 e H6); 6,37 (1H, d, J = 15,8 Hz; H7); 3,85 (3H, s; 3-OCHg3) acucar: 6 5,30 (1H,
m; H2')*; 5,17 (1H, m; H3')*; 5,04 (1H, m; H1’)*; 4,10-4,33 (2H,ddd, J = 4,95 e 15,8
Hz; 5-CH,COOCHj3); 3,82-3,87 (2H, m; H4’ e H5’); 2,05-2,08 (12H, m; 2',3",4’,5'-

OCOCHs3) (Figura 7.16, Apéndice A). *Os sinais podem estar trocados.

RMN de C (50 MHz, CDCls): & 169,3 (C9); 150,8 (C3); 148,1 (C4); 146,2 (C7)*;
130,6 (C1); 122,0 (C6); 119,4 (C8); 116,9 (C5)*; 111,6 (C2)*; 56,0 (3-OCH3) acucar:
169,3-170,6 (-OCOCHj3); 100,2 (C1")*; 72,2 (C2')*; 71,1 (C3")*; 71,1 (C5’); 68,4 (C4’);
62,0 (-CH,COOCHz3); 20,6 (-OCOCH?3) (Figura 7.20, Apéndice A). *Os sinais podem

estar trocados.
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3. 4cido [8-1*C]-glicofertlico

Formula molecular: C1gH200g9
OH

Massa molecular: 357,11 u.m.a

HO .
HO L

Estado fisico: s6lido amorfo

levemente marrom

RMN de *H (200 MHz, D,0): & 7,41 (1H, d, J = 15,9 Hz; H7); 7,12-7,19 (3H, m, H2,
H5 e H6); 6,41 (1H, d, J = 15,9 Hz; H8); 3,87 (3H, s; 3-OCHj3) acucar: 5,13 (1H, m,
H1’); 3,91-3,96 (1H, dd, J = 2,1 e 12,3 Hz, -CH,0OH); 3,50-3,80 (5H, m, H2’, H3’, H4’,

H5 e -CH,OH); 2,00 (4H, s, 2',3’,4’-OH e 5’-CH,0H) (Figura 7.21, Apéndice A).

RMN de C (50 MHz, D,O): & 169,5 (C9); 150,3 (C3); 148,5 (C4); 147,6 (C7); 125,6
(C6): 123,6 (C1); 118,2 (C8); 114,2 (C2); 103,0 (C5); 58,3 (3-OCHs) aclcar: 79,2
(C5'); 78,4 (C3); 75,6 (C2); 72,8 (C4’); 63,6 (-CH,OH); 63,4 (C1’) (Figura 7.24,

Apéndice A).
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Preparacéo do acetato de [8-'3C]- coniferila

1. [8-*C]-ferulato de metila protegido com TBS

O

LA Formula molecular: C17H2604Si
* OCH,

Si—O ; Massa molecular: 323,20 u.m.a

| OCH3 ;- L1
Estado fisico: sélido branco
RMN de *H (200 MHz, CDCl3): & 7,67 (1H, d, J = 15,7 Hz, H7); 7,00-7,04 (2H, m, H2
e H5); 6,86 (1H, d, J = 8,4 Hz, H6); 6,34 (1H, d, J = 15,7 Hz, H8); 3,83 (3H, s; 3-
OCHj3); 3,80 (3H, s; 9-OCHgz); 0,99 (9H, s; (CH3)sCSi(CHs)z); 0,17 (6H,s;

(CH3)3CSIi(CHs),) (Figura 7.25, Apéndice A).

RMN de *C (50 MHz, CDCls):  168,1 (C9); 151,6 (C3); 147,9 (C4): 1453 (C7);
128,6 (C1); 122,6 (C6)*: 121,5 (C5); 115.9 (C8): 111,3 (C2)*; 55,8 (3-OCHs): 52,0 (9-
OCHj); 26,0 (CH3)3CSi(CHs)z); 18,9 (CH3)3CSi(CHa)z); -4,2 (CH3)sCSi(CHa)2) (Figura

7.28, Apéndice A).

2. &lcool [8-'3C]-coniferilico protegido com TBS

1 8 s . .
%  OH Formula molecular: CigH2603Si

|
*}‘S'—O 3 Massa molecular: 295,17 u.m.a

Estado fisico: 6leo incolor

RMN de *H (200 MHz, CDCl3): & 6,77-6,91 (3H, m, H2, H5 e H6); 6,50 (1H, d, J =

15,7 Hz, H7); 6,30 (1H, dt, J = 6,3 e 15,7 Hz, H8); 4,30 (2H, sl, H9); 3,82 (3H, s; 3-
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OCHa); 0,99 (9H,s; (CHs)sCSi(CHa)); 0,15 (6H, s; (CHs)sCSi(CHs)2) (Figura 7.29,

Apéndice A).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): & 151,0 (C3); 145,0 (C4); 131,4 (C7); 130,6 (C1);
126,5 (C8); 120,9 (C6)*; 119,6 (C5)*; 109,8 (C2)*; 63,9 (C9); 55,4 (3-OCHjy);
(CH3)sCSi(CHs)2); 18,4 (CH3)sCSi(CHg)o); -4,7 (CH3)sCSi(CHg)2) (Figura 7.32,

Apéndice A). Os sinais podem estar trocados.

3. acetato de [8-*C]-coniferila protegido com TBS

O

)|\ Formula molecular: C1gH2504Si
1 X85 o 10
*
| Massa molecular: 337,18 u.m.a
Si—O 3
| OCHs Estado fisico: 6leo levemente amarelado

RMN de *H (200 MHz, CDCl3): & 6,77-6,91 (3H, m, H2, H5 e H6); 6,63 (1H, d, J =
15,8 Hz, H7); 6,23 (1H, dt, J = 6,7 e 15,8 Hz, H8); 4,72 (2H, dd, J = 1,3 e 6,7 Hz, HO);
2,09 (3H, s, H11): 3,82 (3H, s; 3-OCHs): 0,99 (9H, s; (CH3)sCSi(CHa)a); 0,15 (6H, s;

(CH3)3CSIi(CHs),) (Figura 7.33, Apéndice A).

RMN de C (50 MHz, CDCls): § 170,6 (C10); 150,8 (C3): 145,0 (C4); 134,6 (C7);
129,7 (C1); 121,0 (C5); 120,9 (C8): 119,4 (C6): 109,4 (C2): 65,4 (C9): 55,3 (3-OCHs):
25,7 (CH3)3CSi(CHs),); 20,6 (C11); 18,4 (CHs)3CSi(CHz)2); -4,5 (CHs)3sCSi(CHsa),)

(Figura 7.36, Apéndice A).
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4. acetato de [8-C]-coniferila

e k Formula molecular: C12H1404
1 9 O 10
o Massa molecular: 222,9 u.m.a
3

Estado fisico: 6leo incolor

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & 6,88-6,93 (3H, m, H2, H5 e H6); 6,63 (1H, d, J =
15,8 Hz, H7); 6,21 (1H, dt, J = 6,7 e 15,8 Hz, H8); 5,65 (1H, s; 4-OH); 4,72 (2H, dd, J
=1,2 e 6,7 Hz, H9); 3,91 (3H, s; 3-OCHy); 2,10 (3H, s, H11) (Figura 7.37, Apéndice

A).

RMN de *C (50 MHz, CDCls): & 170,9 (C10); 146,6 (C3); 146,0 (C4); 134,4 (C7);
128,3 (C1); 120,7 (C5); 120,6 (C8): 118,5 (C6); 108,7 (C2); 65,1 (C9); 56,6 (3-OCHs);

21,3 (C11) (Figura 7.40, Apéndice A).
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Preparacédo do E- isoeugenol

1. vanilina com hidroxila fendlica protegida com TBS

Formula molecular: C14H2,03Si

%i‘,i—o ’ Z Massa molecular: 266,13
| OCHj

Estado fisico: cristal amarelado

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & 9,85 (1H, s; COH); 7,41 (1H, d, J = 2,03 Hz, H2):
7,39 (1H, dd, J = 2,03 e 8,0 Hz, H5); 6,98 (1H, d, J = 8,0 Hz, H6); 3,87 (3H, s; 3-
OCHa); 1,00 (9H, s; (CHa)sCSi(CHs)2); 0,20 (6H,s; (CH3)sCSi(CHs),) (Figura 7.41,

Apéndice A).

RMN de *3C (50 MHz, CDCl3): & 191,0 (C7); 151,4 (C4); 151,3 (C3); 131,0 (C1);
126,5 (C5); 110,0 (C2); 120,7 (C6); 55,2 (3-OCHs); 25,6 (CHs)sCSi(CHs),); 18,6

(CH3)3CSi(CHa3)2); -4,6 (CH3)3CSIi(CHs),) (Figura 7.43, Apéndice A).

2. iodeto de [1,2-3C]-etil trifenilfosfonio

2 2
L O Férmula molecular: CyoH2oPI
+

1 pP—
@r Y EHs Massa molecular: 418,25 u.m.a
*

2 3
3 3
5 ) Estado fisico: cristal branco

1
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RMN de 'H (200 MHz, CDCl3): & 7,69-7,90 (15H, m, H1, H2 e H3); 3,74 (2H, m, H5);

1,49 (1H, m, H6) (Figura 7.44, Apéndice A).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): & 135,0 e 135,0 (C1); 133,3 e 133,5 (C3); 130,5 e
130,3 (C2); 118,4 e 116,7 (C4); 17,2 e 16,5 (C5); 6,4 e 6,5 (C6) (Figura 7.46,

Apéndice A).

3. Z- e E-isoeugenol protegido com TBS

Formula molecular: C16H2605Si

Massa molecular: 278,17 u.m.a

Estado fisico: 6leo amarelado

RMN de ‘H (200 MHz, CDCl3): & 6,85 (1H, d, J = 1,65, H5); 6,78 (2H, m, H2 e H6);
6,34 (1H, dg, J = 1,65 e 13,2 Hz, H7); 6,13 (1H, dg, J = 6,6 e 13,2 Hz, H8); 1,86 (3H,
dd, J = 1,65 € 6,6 Hz, H9) (E); 3,80 (3H, s; 3-OCHj3); 1,91 (3H, dd, J = 1,65 € 6,6 Hz,
H9) (2); 0,99 (9H, s; (CH3)sCSi(CHs)2); 0,14 (6H,s; (CH3)sCSi(CHs)) (Figura 7.47,

Apéndice A).
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4. E-isoeugenol protegido com TBS

Formula molecular: C1gH2605Si

Massa molecular: 278,17 u.m.a

Si—O0 Estado fisico: 6leo amarelado

|
RMN de H (200 MHz, CDCls;): & 6,85 (1H, d, J = 1,65, H5); 6,78 (2H, m, H2 e H6);
6,34 (1H, dqg, J = 1,65 e 13,2 Hz, H7); 6,13 (1H, dg, J = 6,6 e 13,2 Hz, H8); 3,80 (3H,
s; 3-OCHj3); 1,86 (3H, dd, J = 1,65 e 6,6 Hz, H9); 0,99 (9H, s; (CH3)3CSi(CHs),); 0,14

(6H,s; (CH3)3sCSIi(CHs),) (Figura 7.49, Apéndice A).

RMN de C (50 MHz, CDCls): & 150,9 (C3); 144,2 (C4); 131,9 (C1): 130,8 (C7);
1237 (C8); 120,9 (C5): 1187 (C6); 1094 (C2); 554 (3-OCHs); 25,7
(CH3)3CSi(CHs)2); 18,4 (C9); 18,3 (CH3)sCSi(CHa)z); -4,7 (CH3)sCSi(CHs)2) (Figura

7.51, Apéndice A).

5. E-isoeugenol

Formula molecular: C1oH1202
Massa molecular: 164,20 u.m.a

Estado fisico: 6leo amarelado

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & 6,83-6,86 (3H, m, H2, H5 e H6); 6,32 (1H, dg, J =
1,6 e 15,7 Hz, H7); 6,08 (1H, dg, J = 6,7 e 15,7 Hz, H8); 5,56 (1H, 4-OH); 3,89 (3H, s;

3-OCHzg); 1,86 (3H,dd, J =1,6 e 6,7 Hz, H9) (Figura 7.52, Apéndice A).
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RMN de *3C (50 MHz, CDCls): & 146,5 (C3); 144,7 (C4); 130,6 (C1); 130,7 (C7);
123,4 (C8); 119,3 (C6); 114,3 (C5); 107,9 (C2); 55,8 (3-OCHzg); 18,3 (C9) (Figura
7.53, Apéndice A).

Preparacdo do 5-metoxieugenol

1. acetato de 4-alil-2,6-dimetoxifenila

0:( OCHjs i
5 Formula molecular: C13H1604
¢ S Massa molecular: 236,26
H3CO Ty

Estado fisico: 6leo incolor

RMN de H (200 MHz, CDCls): & 6,44 (2H, s, H3 e H5); 5,86-6,06 (1H, m, H8); 5,07-
5,18 (2H, m, H7); 3,81 (6H, s; OCHa); 3,38 (2H, d, J = 6,8 Hz, H9); 2,33 (3H, s,

CH3COO) (Figura 7.54, Apéndice A).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): & 169,0 (CH3COO); 151,9 (C2 e C6); 138,6 (C4);
136,9 (C8); 126,9 (C1); 116,3 (C9); 105,1 (C3 e C5); 56,1 (2 e 6-OCHs); 40,7 (C7);

20,5 (CH3COO) (Figura 7.56, Apéndice A).
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2. fenilacetaldeido acetilado

Formula molecular: C152H1405

Massa molecular: 238,28 u.m.a

Estado fisico: 6leo amarelo

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & 9,64 (1H, s; CHO); 6,38 (2H, s, H3 e H5); 3,72 (6H,
s; OCHg); 3,55 (2H, d, J = 2,3 Hz, H7); 2,25 (3H, s, CH3COO) (Figura 7.57,

Apéndice A).
RMN de *3C (50 MHz, CDCl;): & 190,6 (C8); 167,6 (CH3COO); 152,5 (C2 e C6);
133,9 (C4); 126,1 (C1); 105,6 (C3 e C5); 55,9 (2 e 6-OCHj3); 50,7 (C7); 20,0

(CH3COO) (Figura 7.59, Apéndice A).

3. iodeto de metil trifenilfosfénio

2 3 N - Férmula molecular: C19H15P!I
— P CH,
, 0 Massa molecular: 405,22 u.m.a
2 3 3 3
) 5 Estado fisico: cristal branco

RMN de *H (200 MHz, CDCls): & 7,70-7,88 (15H, m, ArH); 3,23 (3H, d, J = 13,5 Hz);

(Figura 7.60, Apéndice A).

RMN de °C (50 MHz, CDCl3): & 135,1 e 135,0 (C1); 133,2 e 132,9 (C3); 130,5 e

130,2 (C2); 119,4 e 117,8 (C4); 11,9 e 10,8 (C5) (Figura 7.61, Apéndice A).
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3. 4-alil-2,6-dimetoxifenil acetato

O:( OCHg

o) Massa molecular: 236,26

Formula molecular: C13H1604

NG Estado fisico: 6leo incolor
7

HsCO )
RMN de 'H (200 MHz, CDCls): & 6,44 (2H, s, H3 e H5); 5,86-6,06 (1H, m, H8); 5,07-
5,18 (2H, m, H7); 3,81 (6H, s; OCHs): 3,38 (2H, d, J = 6,8 Hz, H9); 2,33 (3H, s,

CH3COO) (Figura 7.62, Apéndice A).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): & 169,0 (CH;COO); 151,9 (C2 e C6); 138,6 (C4);
136,9 (C8); 126,9 (C1); 116,3 (C9); 105,1 (C3 e C5); 56,1 (2 e 6-OCHs); 40,7 (C7);

20,5 (CH3COO) (Figura 7.63, Apéndice A).

4. 5-metoxi-eugenol

OCHg .
Formula molecular: C11H1403

5 ¢ \ Massa molecular: 194,23

Estado fisico: 6leo amarelado

RMN de H (200 MHz, CDCl3): & 6,41 (2H, s, H3 e H5); 5,85-6,05 (1H, m, H8); 5,41
(1H, s, OH); 5,04-5,14 (2H, m, H7): 3,87 (6H, s, 2 e 6-OCH3); 3,33 (2H, d, J = 6,5 Hz,

H9) (Figura 7.64, Apéndice A).

RMN de **C (50 MHz, CDCls): 5 146,8 (C2 e C6); 137,5 (C8); 132,8 (C1); 130,9
(C4); 115,6 (C9); 105,0 (C3 e C5); 56,1 (2 e 6-OCHs); 40,2 (C7) (Figura 7.66,

Apéndice A).
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3.5. Incorporacéo in vitro dos precursores nos embrides somaticos

3.5.1. Administracdo da L-[1-*3C], L-[2-2*C] e L-[3-}*C]-fenilalanina

Apo6s 21 dias de cultivo in vitro, os embrides soméaticos foram transferidos
para placas de Petri contendo duas folhas de papel filtro. Estes foram deixados nas
placas por 30 min, a temperatura ambiente, para desidratacdo. Todo o material foi
previamente autoclavado e o experimento foi realizado em capela de fluxo laminar.

Foram testadas solugées contendo 0,25; 0,5 e 1,0 mg da L-[1-**C]-fenilalanina
em 100 pL de agua Milli-Q. Foram preparadas aliquotas de 1,0 mL de solucéo
aguosa do precursor, nas respectivas concentracdes e, administradas em 1,0 g de
embrido em placas de Petri, sem as folhas de papel de filtro. Cada uma das
concentracfes foram testadas em triplicata, em t = 12, 24, 48, 72 e 96 horas, em
sala de cultura, na presenca de luz incandescente, a 25°C, com reposi¢cdo da
solu¢cdo do precursor quando necessario. Como controle foi utlizado 1,0 g de
embrido sem a adi¢cao do precursor marcado.

Posteriormente, as amostras foram trituradas em nitrogénio liquido, extraidas
com MeOH:H,0 (9:1), seguidas de particdo apenas com cloroférmio. O solvente foi
evaporado em capela de exaustdo e as amostras foram ressuspendidas em
MeOH:H,O 9:1, filtradas em filtro Millipore 0,45 uym e submetidas a analise por
CLAE/EM (ESI), para quantificar a incorporagao do precursor nas neolignanas.

Pela analise por CLAE/EM (ESI), foi verificado que o melhor tempo de
incubacdo foi o t = 72 h e concentracdo de 1,0 mg/100 pL. A L-[2-'*C]-fenilalanina e
a L-[3-'°C]-fenilalanina, foram testadas nesta mesma condicdo, com os

experimentos sendo realizados em triplicata e posterior analise por CLAE/EM (ESI).
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No caso da incubacédo dos embribes com os respectivos isotopémeros da L-
fenilalanina, foram incubados 8,0 g de embriGes divididos em placas de Petri com
4,0 g cada e administrados aos embrides de cada placa, 800 pL da solucdo
(Img/100 pL) por 72 horas, com reposicdo da solucédo (800 pL) a cada 24 h. As
neolignanas foram isoladas e submetidas a anélises de RMN de *H e de *3C (item

3.5.6).

3.5.2. Administracdo do acido [8-1*C]-ferulico

A incubacéo do &cido [8-'3C]-fertlico com os embrides somaticos foi realizada
nas mesmas condi¢cdes que os isotopdmeros da L-fenilalanina. Na primeira tentativa
de incorporacéo, o acido [8-'3C]-ferulico foi solubilizado em 0,5 pL de DMSO, 0,5 uL
de solucao de NaOH 0,5% e o volume completado com agua Milli-Q (Rahman et al.,
1990). Cada uma das concentra¢fes, 0,25, 0,5 e 1,0 mg do acido em 100 pL da
solucdo foram testadas nos t = 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Para quantificar a
porcentagem de incorporacéo, os extratos foram analisados por CLAE/EM (ESI). No
entanto, ndo foi observada incorporacdo de carbono treze nas neolignanas em
nehuma das condic¢des testadas.

Na segunda tentativa, o acido [8-'3C]-fertilico foi solubilizado em H,O:Acetona
(4:1) (Funasaki, 2006) e foi testado nas mesmas condi¢des da primeira incubacéo.
Novamente as analises por CLAE/EM (ESI) mostraram que, ao comparar os dados
das amostras incubadas com os controles, ndo ocorreu incorporacdo de carbono
treze na neolignanas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Mesmo nao observando incorporacao por CLAE/EM (ESI), os embrides foram
incubados em quantidades maiores (mesmas do item 3.5.1) solubilizando o acido

[8-13C]-fertllico em H,O : Acetona (4:1) a 0,5 mg em 100 pL, no t = 48 h, com
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reposicao da solucdo do precursor a cada 24 h. Nestas condicdes os embribes
encontravam-se menos oxidados. Foram feitos extratos e as neolignanas foram

isoladas e submetidas & analises de RMN de *H e *C (item 3.5.6).

3.5.3. Administracdo do acido [8-*C]-glicoferulico

Devido & baixa solubilidade do &cido [8-'*C]-fertlico em meio aquoso, foi
sintetizado o &cido [8-*3C]-glicofertlico. Os embrides foram incubados nas mesmas
condicbes dos precursores anteriores, sendo que as concentracdes testadas em
0,25; 0,5 e 1,0 mg do &cido [8-**C]-glicofertlico foram totalmente solubilizadas em
100 pL de agua Milli-Q. Cada uma das concentracdes foram testadas nos t = 12, 24,
48, 72 e 96 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Os extratos dos embrides incubados e das amostras controle foram
submetidos a analise de CG/MS (EI). Nao foi observado incorporacédo de carbono
treze nas neolignanas, em nenhuma das condi¢cOes testadas. Novamente, foram
incubados 4,0 g de embrides, em placas de Petri distintas e administrados 800 pL
(1,0 mg/100 pL) do &cido [8-**C]-glicofertlico em solugéo aquosa, por cerca de 100
horas, pois mesmo os embrides sendo senviveis a todo este tempo fora do meio de
cultura, esperava-se que houvesse hidrélise e apenas a forma aglicona do acido
fosse incorporada. Também foram isoladas as neolignanas e estas submetidas a

anélise de RMN de *H e de **C (item 3.5.6).
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3.5.4. Administracdo do alcool [8-*C]-coniferilico

O alcool [8-3C]-coniferilico foi administrado nos embrides nas mesmas
condicées do &cido [8-**C]-fertlico, sendo que as concentragdes em 0,25; 0,5 e 1,0
mg foram testadas em 100 pL de H,O : Acetona (4:1). Cada uma das concentracdes
foram incubadas com os embribes nos t = 12, 24, 48, 72 e 96 horas. As andlises de
CLAE/EM (ESI), ndo apresentaram incorporacao do precursor nas neolignanas.

Os embrides também foram incubados com alcool [8-'*C]-coniferilico em
quantidades maiores, nas mesmas condicdes que as do &cido [8-*C]-fertlico, para

posterior isolamento das neolignanas e analises de RMN.

3.5.5. Administracdo do acetato de [8-*C]-coniferila

Os embrides foram incubados com as respectivas concentracdes teste: 0,25;
0,5 e 1,0 mg em 100 uL de solugédo contendo 0,5 pL de metanol e, o volume foi
ajustado com agua Milli-Q. As concentracdes foram testadas, separadamente, nos t
=12, 24, 48, 72 e 96 horas.

Os extratos foram preparados de acordo com o item 3.5.1. As fracbes foram
submetidas & andlises por CG/MS (El). No t = 72 h e concentragdo 1,0 mg/100 pL,
foi verificado o enriquecimento com carbono treze na neolignana 5’-metoxi-porosina.
A neolignana armenina B, n&o foi observada na analise por CG/MS.

Foram incubados 4,0 g de embrides (experimento realizado em duplicata) e
administrados 800 pL da solucdo do acetato de [8-**C]-coniferila solubilizado em 0,5
puL de metanol e, o volume ajustado com agua Milli-Q (1mg/100 pL) no t =72 h, com
reposicao da solucdo do precursor a cada 24 h. As neolignanas foram isoladas de

acordo com o item 3.5.6 e submetidas a andlises de RMN de *H e de *°C.
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3.5.6. Preparacdo dos extratos dos embrifes incubados com precursores

enriqguecidos com carbono treze

Apoés encontrar as melhores condicbes de incorporacdo, os embribes foram
incubados em quantidades maiores (8,0 g) com 0s precursores marcados com
carbono treze. Mesmo aqueles que nado apresentaram incorporacdao, também
tiveram suas neolignanas isoladas e submetidas as analises de RMN de *H e de **C.

Os extratos incubados com os precursores marcados foram preparados de
acordo com o item 3.3.2. No entanto, os extratos em cloroféormio (100 mg) foram
submetidos a separacao por CCDP Hexano : AcOEt (7:3), rendendo cerca de 6,0 mg

das neoliganas puras, 5’-metoxiporosina e armenina B (Figura 3.3).

Embrides

1.Triturag&o com Ny
2. Extracdo com MeOH:H,0 9:1
3. Particao

Hexano Cloroférmio

Ext.

cloroférmio > CCDP

Figura 3.3. Preparacao dos extratos para purificagdo das substancias por CCDP
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3.6. Ensaio de conversao enzimatica

Os ensaios de conversdes enzimaticas foram desenvolvidos de acordo com

Martins, 2002, Ralph et al., 2004 e Vassao et al., 2006.

3.6.1. Extracdo das proteinas soluveis dos embrides somaticos de O.

catharinensis

Foram pesados cerca de 8,0 g de embrides de O. catharinensis, apés 21 dias
de cultivo in vitro. Os embrides foram pulverizados na presenca de nitrogénio liquido,
com gral e pistilo. Foram adicionados 100 mL de tamp&o fosfato de sédio 0,1 mol.L™,
pH 7,0 e 10% (m/m) (800 mg) de PVPP. A solugéo foi homogeneizada com gral e
pistilo por 5 minutos. O extrato foi centrifugado por 30 minutos a 9.000 rpm (4°C). O
sobrenadante foi filtrado em gaze e o residuo foi armazenado a (4°C), para posterior
extracdo das proteinas da parede celular. O sobrenadante obtido, contém as
proteinas soluveis, que foram precipitadas pela adicdo de solucdo de (NH,4),SO,4 a
80%. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi ressuspenso em 3,0 mL de
tampao fosfato. Todas as etapas foram realizadas a 4°C. A solucao foi armazenada

a -80°C, por 12 horas.

3.6.2. Extracéo das proteinas contidas nos microssomos celulares
O residuo obtido apés a segunda centrifugacéo (item 3.6.1) foi ressuspendido
em 10 mL de tamp&o Tris-HCI 0,1 mol.L™, pH = 7,5. O extrato foi homegeneizado
com gral e pistilo. A preparacéo foi centrifugada por 90 minutos, a 48.000 rpm ( 4°C).
O sobrenadante obtido contém as proteinas insoluveis, que foram

precipitadas pela adicdo de solucdo de (NH4).SO, a 80%. Foi realizada
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centrifugacéo por 90 minutos a 48.00 rpm (4°C). O sobrenadante foi descartado e o
residuo foi ressuspenso em 3,0 mL de tamp&o Tris-HCI 0,1 mol.L™}, pH = 7,5. Esta
solucdo corresponde as proteinas contidas nos microssomos celulares e foi

armazenada a -80°C, por 24 horas. Todas as etapas foram realizadas a 4°C.

3.6.3. Quantificacdo das proteinas nos extratos enzimaticos

A quantidade de proteinas presentes no extrato enzimatico foi determinada
pelo método de Bradford, 1976. Para cada ensaio foi realizada a curva padrédo de
albumina sérica bovina (BSA), pois BSA foi utilizada como a proteina padréao. O teor
de proteinas sollveis obtidas no extrato enzimatico foi de 8,32 mg/mL enquanto que
para a fracdo correspondente as proteinas contidas nos microssomos celulares foi

de 4,21 mg/mL.

3.6.4. Ensaios de incubacdo do acetato de coniferila com o0s extratos
enzimaticos

O acetato de coniferila previamente sintetizado (item 3.4.4) foi testado com
varias fracbes enzimaticas, obtidas a partir dos embrides somaticos de O.
catarinensis.

A conversdo enzimatica foi realizada para uma reacdo contendo 200 pL de
volume final, 100 pyL de extrato enzimatico, uma solucdo de 20 pL de acetato de
coniferila a 25 mM em metanol, 76 pL de tampdo MES a 40 mmol.L™ (pH = 5,0) e 4
uL de NADPH a 50 mmol.L™. Apés 30 minutos de incubacdo a 28°C, a reacéo foi
finalizada pela extracdo com acetato de etila (2 x 500 puL). Como controle, foi
incubado somente o precursor e somente a preparacado enzimatica em tampao MES

a 40 mmol.L™ (pH = 5,0). No ensaio de conversdo enzimatica, os padrdes foram
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incubados nas mesmas condicbes das reacfes, sem adicdo das fracdes
enzimaticas.

As fracbes enzimaticas, o precursor (acetato de coniferila) e os possiveis
produtos da reacao (eugenol e E-isoeugenol) foram analisados por CLAE, em coluna
Phenomenex® de fase reversa C-18 (Luna C-18 150 x 4,6 mm, 5 W), com fluxo de
1mL.min'1, acompanhada com detector em A = 280 nm e, utilizando o gradiente

descrito na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Gradiente de eluicdo em CLAE dos ensaios enzimatitos

Tempo (min) Gradiente A (%) Gradiente B (%)
(H,0) (CH3CN)

80 20
27,0 50 50
28,5 0 100
31,5 0 100
33,0 80 20
50,0 80 20
55,0 80 20

3.6.5. Ensaios de incubacdo do E-isoeugenol e 5-metoxi-eugenol com o0s

extratos enziméticos

O E-isoeugenol e o0 5-metoxi-eugenol, precursores finais da via
fenilpropanoidica, foram incubados juntamente com as fragbes enzimaticas dos
embrides de O. catharinensis em diversas condi¢des, para verificar o acoplamento
entre os dois precursores e posterior conversao nas respectivas neolignanas; 5'-
metoxi-porosina e armenina B.

A reacdo de conversao enzimatica foi realizada com 100 pL de extrato
enzimatico, 10 puL de E-isoeugenol a 25 mM e 10 uL de 5-metoxi-eugenol a 25 mM

em metanol, 5 pL de peroxidase de raiz forte a Img/mL, 5 pL de H,O, a 10 mmol.L™,
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5 uL de NADPH a 50 mmol.L™, 110 pL de tamp&o MES a 40 mmol.L* (pH =5,0) e 5
uL de NADPH a 50 mmol.L?, contendo 250 pL de volume final. Apés 1,0 h de
incubacédo a 28°C, a reacao foi finalizada pela extracdo com acetato de etila (2 x 500
pL).

Os precursores, 0s possiveis produtos da reagcdo, o controle e as fracfes

enzimaticas foram analisados por CLAE de acordo com as condi¢cdes da tabela 3.1.

3.7. Filogenia molecular

3.7.1. Preparo do material vegetal

Para obtencdo dos dados moleculares, as folhas das espécies das familias
Lauraceae e Myristicaceae, foram coletadas, cortadas em pequenos fragmentos,
mantidas em tubos plasticos contendo silica gel azul (4-8 mm) como indicador de
umidade, até a extracdo do DNA total. As folhas frescas e os embrides de O.

catharinensis, foram coletados e imediatamente submetidos a extragdo de DNA.

3.7.2. Extracao de DNA

O DNA total do material vegetal foi extraido de acordo com o procedimento de
Ferreira & Grattapaglia, 1996. Posteriormente, foi extraido utilizando o kit da
Promega®. Entretanto, ambos os métodos falharam por apresentarem um pellet
muito grande, viscoso e escuro, indicando excesso de contaminantes como
proteinas e/ou polissacarideos. Por isso foi utilizado um terceiro procedimento de

acordo com a metodologia de Aldrich e Cullis 1993.
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O material vegetal foi triturado com Ny, ressuspendido em 700 pL de CTAB
(brometo de hexadecil trimetil aménio catidnico 2%, 1,4 mol.L™ NaCl, 20 mmol.L™
EDTA, 100 mM Tris-Cl pH 8, polivinilpirrolidona 1%, 2-mercaptoetanol 2%), incubado
a 65°C por 1,0 hora, com agitacdo a cada 10 minutos. Foram realizadas duas
extracbes com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), invertendo o material por 5
minutos, seguido de centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 minutos. A fase contendo
DNA foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, seguido da adicdo de 500 pL de
isopropanol 100% frio (— 20 °C), deixada a temperatura ambiente por 5,0 minutos e
centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi lavado duas vezes com 500 pL de solugéo 76% de etanol em 10 mmol.L™ de
acetato de amonio e novamente centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos. O pellet
foi secado ao ar e ressuspendido em 300 pL de tamp&o TE (10 mmol.L™ Tris-HCI pH
8,0 e 1 mmol.L* EDTA pH 8,0). Foram acrescentados 3,0 pL de RNAse (10 mg/mL)
e incubados por 30 min a 37°C. Para solubilizar o excesso de contaminantes e re-
precipitar o DNA, foram adicionados 200uL de NaCl 5 mol.L™, etanol 100% a frio,
respectivamente, seguido de centrifugacdo e descarte do sobrenadante. O produto
final foi ressuspendido em 100 uL de agua. A qualidade do DNA foi verificada por

eletroforese em gel de agarose 1% contendo gel red.

3.7.3. Quantificagcdo do DNA

ApoGs a extracado do DNA total, cada amostra teve sua concentracdo e pureza
determinadas através das leituras de absorbancia em 230, 260 e 280 nm no
espectrofotometro Nanovue Plus Spectrofotometry. O DNA foi quantificado com base
na absor¢ao em 260 nm e expressa em ng/pL. A razdo entre as leituras em 230, 260

e 280 nm foi utilizada como um indicativo da pureza do DNA obtido (Farrell, 2010).


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&biw=1276&bih=528&rlz=1R2RNTN_pt-BRBR366&sa=X&ei=OUWWTa3tI8jj0gHptqjwCw&ved=0CBkQBSgA&q=Nanovue+Plus+Spectrofotometry&spell=1

Materiais e métodos 96

3.7.4. Amplificacdo do gene de proteina dirigente
Os procedimentos descritos abaixo foram realizados de acordo com Davin et
al.,1997, Gang et al.,1999, Ralph et al, 2006, Koeduka et al., 2006 e Wu et al., 2009.
Para analisar a presenca de proteina dirigente nas espécies de Lauraceae e
Myristicaceae e Piperaceae, o DNA total do material vegetal foi extraido de acordo
com o item 3.7.2. Primeiro, o DNA foi amplificado utilizando o rDNA 18S como
controle e posteriormente foi utilizado o par de iniciadores degenerados descrito na

tabela 3.1.

Tabela 3.2. Sequéncias dos iniciadores para proteina dirigente

Iniciadores Sequéncias (5°-3’) Referéncias

DPgdireto (Davin and Lewis,

KGTGTTYGAYGAYCCYATTACYBTWGACAAC 2000)

DPrreverso GAAATAAACATCTCCYTCAWATGMATCRGT

A reacao de PCR foi realizada utilizando 1,0 uL de DNA, 0,2 mmol.L? de
dNTPs, 2,5 mmol.L™* de MgCl,, 1,0 pmol.L™ de cada iniciador e 1,5U de Tag DNA
Polimerase (Fermentas Life Science) para um volume final de 10 pL. A reagdo de
amplificagdo no termociclador  foi realizada sob as seguintes condigdes:
aguecimento inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 24 ciclos de desnaturagéao a
94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos, e extensao a 72°C por
45 segundos e um ciclo final de extensdo a 72°C por 2 minutos. Os produtos
amplificados foram examinados por eletroforese em gel de agarose a 1% (3.7.2.),
com 90 V, por 30 minutos. O gel foi visualizado em um aparelho transluminador com

luz UV.
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Para purificacdo foi utilizando o kit GFXTM PCR DNA and gel band
purification kit (Amersham Biosciences)®. As reacdes de seqiienciamento foram
preparadas com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems), de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante. O

sequienciamento foi realizado no seqiienciador MegaBACETM 1000°.

3.7.4.1. Arvore filogenética da proteina dirigente

Apos o alinhamento das sequéncias dos dados moleculares, foi realizada uma
busca BLAST (http://www.ncbi.nlm.nib.gov/blast) a fim de encontrar seqiéncias
similares aquela obtida das espécies de Ocotea catharinensis e Ocotea macrophylla.
Foram encontradas cerca de 100 sequencias com valor de 75%que codifica para
proteina dirigente (data de acesso 29/03/2011). Foram escolhidas 15 sequéncias de
proteinas dirigentes para uma analise filogenética entre diferentes géneros e familias
na tentativa de identificar os grupos de genes de proteinas dirigentes. As espécies
incluidas na arvore foram: Fraxinus mandishurica (AF210074), Picea engelmannii
(DQ395245), Picea sitchensis (DQ395255), Picea Glauca (DQ395258),
Tsugaheterophylla (AF210071), Thuja plicata (AF210068), Medicagotruncatula
(BT051492), Quercus suber (DQ023705), Ricinum communis (XM002509845),
Sesamum indicum (AY560651), Forsythia intermedia (AF210061), Zea mays
(EU9607278), Populustricocarpa (XM002297961), Vitis vinifera (XM002272108) e
Glicine Max (BT091639). A sequéncias de O. catharinensis e Ocotea macrophylla
foram incluidas na matriz de dados moleculares com estas espécies. Nesta matriz,
foram adicionados dados de espécies da familia Piperaceae (P. cubataonum, P.
solmsianum, P. regnellii e P. cernuum) previamente investigadas no LQPN-USP

(item 4.5.1).
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A analise filogenética empregando o método de maxima parcimdnia foi
realizada com o programa PAUP, versdo 4.0 para Windows, utilizando busca
heuristica. A consisténcia dos clados foi examinada por 1000 repeticbes de

bootstrap (item 4.5.2).

3.7.5. Amplificacéo e sequenciamento da regido ITS
Para amplificar e sequenciar a regido ITS do DNA nuclear das espécies de

Lauraceae e Myristicaceae foram utilizados os inciadores descritos na tabela 3.2.

Tabela 3.3. Iniciadores utilizados na amplificacdo da regido ITS

Iniciador Sequencia (5’-3’) Referéncia

LAUR1E ACCACCACCGGCGAACCA Li et al., 2004

ITSBg CTTTTCCTCCGCTTATTGATATG Li et al., 2004

ITSLE GCCMGCWGCCGCGGGSGC http://www.ncbi.nlm.nih.gov
ITSLg GCSCCCGCGGCWGCKGGC http://www.ncbi.nlm.nih.gov
ITS4g TCCTCCGCTTATTGATATGC Jaramillo e Manos 2001
ITS5¢ GCAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

A reacédo de PCR foi realizada utilizando 2,0 yL de DNA, 0,2 mM de dNTPs,
2,5 mM de MgCl,, 0,5 uyM de cada iniciador e 1,0u de Taq DNA Polimerase
(Fermentas Life Science®) para um volume final de 20 uL. A reacdo de amplificacdo
no termociclador foi realizada sob as seguintes condi¢cdes: aquecimento inicial
desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C

por 45 segundos, anelamento a 48°C por 30 segundos, e extensdo a 78°C por 1
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minuto e 15 segundos e um ciclo final de extens&o a 72°C por 7 minutos (Kuzzoff, et
al., 1998). Os produtos amplificados foram examinados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, com 90 V, por 30 minutos. O gel foi visualizado em um aparelho
transluminador com luz UV.

Para purificacdo dos produtos foi utilizando o kit Qiaquick gel extraction kits
(QIAGEN®). As reacbes de seqiienciamento foram preparadas com o kit
BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing System, de acordo com o protocolo do
fabricante. As amostras foram enviadas para sequenciamento no sequenciador

MegaBACETM 1000®, disponivel no 1Q-USP.

3.7.5.1. Andlise filogenética

Foram analisados o material vegetal de 31 espécies de Lauraceae e 4
espécies de Myristicaceae, coletados em diferentes estados brasileiros e na
Colébmbia (Tabelas 3.4 e 3.5). Para as analises das sequéncias e construcdo da
matriz foram incluidas 69 espécies de Lauraceae obtidas do banco de dados
GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Chanderbali et al.,
2001; Li et al., 2004) e 4 espécies do material coletado, incluindo O. catharinensis,
O. macrophylla, Aniba parviflora e Licaria rodriguesii, totalizando 76 espécies
compondo a matriz de dados moleculares.

As espécies Gomortega nitida, Hortonia floribunda e Palmeria scandens, a
primeira da familia Gomortegaceae e as duas ultimas da familia Monimiaceae, foram
inseridas na matriz como grupos externos. As familias Gomortegaceae,
Monimiaceae e Lauraceae pertencem a ordem das Laurales por isso tém sido
consideradas familias muito proximas em analises filogenéticas (Chanderbali et al.,

2001).
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Tabela 3.4. Espécies da familia Lauraceae coletadas para analise

NUmero de

Data de

coleta Coleta Espécie Procedéncia

K-3522 27/09/2011 Aiouea maguireana Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-843 27/09/2011 Aniba férrea Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-1891 27/09/2011 Aniba panurensis Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-13942 25/07/2011 Aniba parviflora Santarém, PA
K-1388C 25/07/2011 Aniba roseadora Santarém, PA
K-1392(1) 25/07/2011  Aniba SP Santarém, PA
K-4691 27/09/2011 Endlicheria pyriformis Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-2372 27/09/2011 Licaria canella angustata Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-1754 27/09/2011 Licaria cannella tenuicarpa Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-1264 27/09/2011 Licaria rodriguesii Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-1258 27/09/2011 Licaria subbullata

Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-842 27/09/2011 Mezilaurus duckei Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-845 27/09/2011 Mezilaurus itauba Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM

- 10/08/2011 Ocotea catharinensis IB-USP, Séao Paulo, SP

K-852 27/09/2011 Ocotea cernua Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-849 27/09/2011 Ocotea cinérea Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-2543 27/09/2011 Ocotea guianensis Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-1249 11/07/2011 Ocotea macrophyla Bogota, Colombia
K-839 27/09/2011 Ocotea matogrossensis Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-1262 27/09/2011 Ocotea nitida

Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-862 27/09/2011 Ocotea percurrens Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
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K-1518 25/07/2011 Ocotea SP Chapada Diamantina, BA
K-1516B 25/07/2011 Ocotea SP Chapada Diamantina, BA
K-15128 25/07/2011 Ocotea SP Chapada Diamantina, BA
K-1353 27/09/2011 Ocotea subterminalis Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-3193 27/09/2011 Pleurotyrium vasquezii Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
K-848 27/09/2011 Rhodostemonodaphne Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM
peneia
K-844 27/09/2011  Sextonia rubra Reserva Florestal Ducke, Manaus, AM

Tabela 3.5. Espécies da familia Myristicaceae coletadas para anélise

Namero Data de Espécie Procedéncia
de coleta Coleta P
] ) IQUSP, Sao Paulo, SP
- 11/07/2011 Virola gardneri
- ] ) IQUSP, Sao Paulo, SP
11/07/2011 Virola oleifera
- ] ) IQUSP, Sao Paulo, SP
11/07/2011 Virola sebifera

3.7.5.2. Alinhamento da matriz de dados

As sequéncias obtidas das espécies amplificadas e das obtidas no GenBank
NCBI, foram alinhadas utilizando o programa Mega 5.0° e modificadas através de
inspecéo visual. A partir do alinhamento dos dados foi obtida uma matriz final com

696 caracteres.
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3.7.5.3. Maxima Parcimonia

As analises filogenéticas empregando o método de maxima parcimonia foram
realizadas com o programa PAUP, versdo 4.0 para Windows, utilizando analise
heuristica de 100.000 replicacbes aleatorias. A consisténcia dos clados foi
examinada por 100.000 replicacbes de bootstrap. O tempo de analise foi de 20

minutos.

3.7.5.4. Andlise Bayesiana

As andlises filogenéticas empregando o método de analise bayesiana foram
realizadas com o programa MrBayes, versdo 3.1.2 para Windows. O modelo
evolutivo foi determinado através do programa MrModeltest versdo 2.3. O nimero de
buscas realizadas foram 1.000.000, o numero de corridas simultaneas
independentes foi igual a 2 e 0 nimero de cadeias realizadas para cada corrida foi

igual a 4.

3.7.6. Amplificagao e seqiienciamento da regido matK

Foram testados iniciadores para amplificar a regido matKk do DNA. A
comparacao de dados da regido ITS com matK pode para fornecer dados robustos a
analise filogenética.

Foram desenhados iniciadores para as espécies de Lauraceae em estudo, a
partir de sequéncias obtidas no GenBanK NCBI. Também foram testados iniciadores

utilizados para amplificar outras espécies de Lauraceae (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6. Sequéncias dos iniciadores utilizados na amplificagéo da regido matkK

Iniciadores Sequéncias (5°-3’) Referéncias
MatkF TACGCGCTTGCTCATGGTCAT http://www.ncbi.nIm.nih.gov
MatkR CGTTCTCTATGTGSCCTATGA http://www.ncbi.nIm.nih.gov
5200F CCTTTCTTGAGCGAACAC Li et al., 2004
5200R GTGTTCGCTCAAGAAAGG Li et al., 2004

As reacgdes de PCR foram preparadas com 2,0 uyL de DNA, 2 mM de dNTPs,
2,5 mM de MgCl,, 0,5 pM de cada iniciador e 1,5 u de Tag DNA Polimerase
(Fermentas Life Science®) para um volume final de 20 uL. A reacdo de amplificacdo
no termociclador foi realizada com gradiente de temperaturas de anelamento, para
testar os inciadores sob as seguintes condi¢des: 96°C por 8 minutos; 35 ciclos de
96°C por um minuto, 60,8-54,4 °C por um minuto, 72°C por um minuto e um ciclo

final de extens&o de 72°C por 7 minutos (Tabela 3.7).

Tabela 3.7. Temperaturas de cada uma das linhas do termociclador.

Linhas A B C D E F G H

Temperaturas (°C) 55,1 54,7 53,4 51,7 49,7 483 472 427

Foram testadas trés espécies para cada uma das temperaturas. Foi
observado que ocorreu melhor amplificacdo na T = 53,4 °C. Abaixo estdo

representadas as temperaturas que ocorrem amplificagéo (Figura 3.4).
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53,4°C 51,7°C 49,7°C 48,3°C

OC 1394A 1264 OC 1394A 1264 OC 1394A 1264 OC 1394A 1264

Figura 3.4 Reacédo de PCR com os iniciadores matKF e matkR; Gel de agarose 1,0 %, 90 V, 30 min;
(OC) O. catharinensis; (1394 A) Aniba parviflora;(1264) Licaria rodriguesii.

Foram testadas outras 28 espécies na melhor temperatura de anelamento (T
= 53,4°C), no entanto ndo foram observadas amplificacdes. As espécies enviadas
para sequenciamento nao apresentaram boas resolucdes para realizar analises

filogenéticas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anélise dos extratos dos embrides sométicos de O. catharinensis

Como as neolignanas presentes nos embrides de O. catharinensis haviam
sido previamente descritas (Funasaki et al., 2009), foi realizada uma analise prévia
dos extratos, objetivando confirmar a presenca das mesmas neolignanas nos
embrides cultivados in vitro. Essa seria uma condicao inicial a ser cumprida para que
o teste de incorporacao de precursores marcados viesse a ser realizado.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 8.1, Apéndice B) e RMN de’*C (Figura
8.3, Apéndice B) da fracdo em cloroférmio apresentaram sinais predominantemente
de neolignanas di-hidrobenzofuranicas. Esta classe de substancias como a 5'-
metoxi-porosina (1) apresentam configuracdes relativas dos grupos arila/metila/alila
em cis/trans e trans/trans na armenina B (2) que podem ser diferenciados por RMN

de H e de BC.

5'-metoxiporosina (1)

armenina B (2)

Figura 4.1. Neolignanas identificadas nos embrides de O. catharinensis

Analisando-se os espectros dos extratos brutos em cloroférmio, as diferencas
entre a 5’-metoxiporosina e armenina-B foram devido os sinais em & 5,88-5,90 (H-7),

1,83-2,84 (H-8, H2' e H7’) e 0,51-0,55 (H-9) e pelos deslocamentos no RMN de *C
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em & 86,5 (C-7), 41,8 (C-8), 10,7 (C-9), 47,8 (C-1"), 31,8 (C-2") e 38,8 (C-7’). A
armenina B (2) foi observada no extrato pelos sinais em 6 5,27-5,36 (H-7), 2,66 (H-8)
e 1,17 (H-9) e confirmados pelos deslocamentos no RMN de **C em & 91,9 (C-7),
445 (C-8), 17,6 (C-9), 47,1 (C-1’), 31,1 (C-2’) e 41,8 (C-7’) (Figura 8.3, Apéndice B)
(Ishige et al., 1991). O espectro de RMN de 'H da fracdo hexanica indicou a
presenca de material graxo e sinais caracteristicos de neolignanas di-
hidrobenzofuranicas (Figura 8.4, Apéndice B). Baseado nestes dados foi
confirmado que os embribes estavam produzindo duas neolignanas majoritarias e,

portanto, sinalizaram para a continuidade dos experimentos biossintéticos.

4.1.1. Isolamento e identificacdo das neolignanas

As neolignanas 5’-metoxiporosina (1) e armenina-B (2), previamente isoladas
por Funasaki (Funasaki, 2006), foram novamente purificadas objetivando seu uso
como padrdo cromatografico nos experimentos de incorporacdo dos precursores
marcados com carbono treze. Essas duas neolignanas tiveram suas estruturas
determinadas por comparacdo dos dados de RMN de 'H, RMN de *C e
fragmentacdes do espectro de massas (EM-IE) com aqueles descritos na literatura.
A 5’-metoxiporosina foi obtida como cristais brancos e apresentou dados de RMN de
'H (Figura 8.5, Apéndice B) e RMN de **C (Figura 8.8, Apéndice B) idénticos aos

descritos (Ishige et al., 1991) (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Dados de RMN de 'H e **C da 5-metoxiporosina.
Posicao 2 B3ce H1it° B it
! - 128,6 - 128,7
2 6,75 (1H, d, 1,5Hz) 109,8 6,74 (1H, d, 1,8 Hz) 109,0
3 - 148,8 - 149,1
4 - 149,1 - 148,8
> 6,90 (1H, d, 8,3 Hz) 111,2 6,88 (1H, d, 8,3 Hz) 111,2
6 6,84(1H, dd, 1,5 e 8,3 Hz) 118,1 6,82 (1H, dd, 1,8 e 8,3 Hz) 118,2
7 5,90 (1H, d, 5,3 Hz) 87,5 5,89 (1H, d, 5,4 Hz) 87,6
8 2,47-261 (1H, m) 42,8 2,58 (1H, qd, 5,4 e 7,4 Hz) 42,8
9 0,55 (3H, d, 7,5 Hz) 11,7 0,53 (3H, d, 7,4 Hz) 11,7
1 ; 48,8 - 48,8
1,85 (1H, ddd, 0,9, 12,3 e 12,4 Hz, 1,89 (1H, ddd, 1,1, 12,3 e 12,5 Hz,
2 H-2'5) 32,2 H-2"5) 32,2
2,30 (1H, dd, 5,3 e 12,4 Hz, H-2'¢,) 2,27 (1H, dd, 5,1 e 12,5, H-2',)
3 4,03 (1H, dd, 5,3 e 12,4 Hz) 77,3 4,00 (1H, dd, 5,1 e 12,3 Hz) 77,4
4 - 192,5 - 192,5
5 - 131,5 - 131,4
6 - 169,9 - 169,9
7 ;:g;jgé gg 2; 39,8 2,51 (2H, dd, 7,8 e 14,7 Hz) 39,8
g 5,88-5,91 (1H, m) 132,8 5,86-5,98 (1H, m) 132,8
g s M98 il taetoamy M0
3-0CH; 3,89 56,0 3,89 55,9
4-OCH, 3,88 56,0 3,88 55,9
3’-OCH; 3,62 59,2 3,63 59,2
5’-OCH; 3,80 60,5 3,80 60,4

3CDCl,, 300 e 75 MHz; °CDCl;, 400 e 100 MHz (Ishige et al., 1991)
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Os espectro de massas obtido por EM-IE da neolignana 5’-metoxi-porosina
(Figura 8.9, Apéndice B) apresentou picos de acordo com a proposta de
fragmentacdo descrita (Esquema 4.1) e comparacdo com os dados publicados
(Ishige et al., 1991). No espectro, foi observado um pico em m/z 388 Da
correspondente a [M]", compativel com a férmula molecular C,,H2s06 € 0 fon em

m/z 347 gerado pela perda de um grupo propenila a partir do ion molecular.

[358]

H3CO

[319]

Esquema 4.1. Proposta de fragmentag¢des da neolignana 5’-metoxiporosina.

A armenina B, obtida como cristais amarelados, havia sido isolada pela
primeira vez de Licaria armeniaca (Aiba et al., 1978) e foi identificada por
comparacdo dos dados de RMN de 'H (Figura 8.10, Apéndice B) e RMN de *C
(Figura 8.13, Apéndice B) com os dados disponiveis na literatura (Aiba et al., 1978,

Felicio et al., 1986, Ishige et al.,1991) (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Dados de RMN de *H e '3C da armenina B.

Posic0 2 3ca ' 1it° 3¢ |it°
! - 132,2 - 132,3
2 6,74-6,84 (1H, m) 104,8 6,74-6,85 (1H, m) 104,9
3 - 148,1 - 148,2
4 - 147,0 - 147,1
5 6,78-6,84 (1H, m) 108,3 6,74-6,85 (1H, m) 108,4
6 6,78-6,84 (1H, m) 117,2 6,74-6,85 (1H, m) 117.3
7 5,26 (1H, dI, 1,8 92,9 5,26 (1H, d, 1,9) 92,6
8 2,66 (1H,dd, 1,8e 7,4Hz 44,6 2,66 (qd, 1,8 e 7,4) 44.7
9 1,19 (3H, d, 7,4 Hz) 17,5 1,19 (3H, d, 7,4) 175
T - 47,3 - 47,3
, 1,83 (1H, tg,z)12,3 12,3 ., 1,83 (1H, td#z?_j e 12,3 Hz), 31,8

2.16-2,27 (2H. m) "1 2,45 (1H, dd, 5,1 e 12,3 Hz) H2".
eq
3 3,91 (1H, ?4(’2’)5’3 €123 772 | 392(1H,dd, 5.1 e 12,2 Hz) 77.4
4 - 192,4 - 192.4
5 - 133,8 - 1327
6 - 170,6 - 170.5
7 216221 @AM 415 | o0l ad Tsetastn 4L
8 5,61-5,70 (1H, m) 134,4 | 566 (1H, d(i?é L% 75,101e a5
4,81 (1H, dd, 1,8 € 16,8
9 Hz) 1200 | 482(1H,dd, 1,0 e 16,9 Hz) 120,0
512 (1H, dI, 10,5 H2) 5,12 (1H, dd, 1,0 e 10,1 Hz)

CH,0, 5,99 (2H, sl) 101,3 5,99 (2H, s) 101,3
3-OCHj ] - ; )
4-OCH, ] - ; )
3'-OCH, 3,82 (3H, s) 59.2 3,61 (3H,s) 59,2
5-OCH; 3,62 (3H, s) 60,6 3,81 (3H,s) 60,5

CDCl,, 300 e 75 MHz; °CDCl;, 400 e 100 MHz (Ishige et al., 1991)
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Para a armenina B foi observado (Figura 8.13, Apéndice B) o pico
correspondente a [M]™"em m/z 372 Da, sendo que o fragmento gerado pela perda do
grupo propenila a partir do ion molecular, foi identificado pela presenca do pico em
m/z 331 Da (Esquema 4.2). A férmula molecular proposta foi C,;H2406, compativel

com a literatura (Aiba et al., 1978).

[162]

<o h

[121]

-H,CO

[342]

Esquema 4.2. Proposta de fragmentacao da armenina B.
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4.1.2. Perfil cromatografico do extrato dos embrides

As substancias isoladas 1 e 2 e as depositadas no banco de padrdes do
LQPN-USP foram utilizadas como referéncias para a identificacdo das substancias
presentes no extrato em cloroférmio dos embrides somaticos de O. catharinensis,
numa condicdo pré-estabelecida em CLAE. De acordo com as andlises realizadas
por CLAE, a 5-metoxi-porosina (1) e a armenina B (2) foram os compostos
majoritarios encontrados no extrato bruto dos embriées de O. catharinensis (Figura

4.2).

AU
P80nm,4nm (1.00) )
\
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Figura 4.2. Perfil cromatogréafico por CLAE do extrato de CHCIl; dos embrides somaticos de O.

catharinensis.
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4.2. Biossintese de neolignanas benzofuranicas e estudo de incorporacéao dos
precursores enriquecidos com carbono treze

A biossintese das neolignanas nos embrides sométicos de O. catharinensis
foram avaliados através do uso de precursores enriquecidos com carbono treze em
determinadas posi¢cdes (Esquema 4.3). A estratégia envolveu a preparacdo do
maior numero possivel de intermediarios objetivando delinear um maior nimero de

etapas.

*COOH

*COOH
Z
NH,
OH
CHOH OCHj,
HO. °

L-fenilalanina (A)

l PAL - 7 4cido glicoferdlico (C)

*COOH

*COOH OH
_ 4
P
—>
OCH,
OCH
4cido cinamico OH 3| HyCO OCHj

OH

acido ferdlico (B)

alcool sinapilico

i

[¢]
OCH:
|- |
o

OCH3

P E-isoeugenol E-5-metoxi-
isoeugenol

OCH3
o HiCo P /_\/ OCHj3

acetato de coniferila (E)

alcool coniferilico (D)

5'-metoxi- OCHjz
porosina

Esquema 4.3. Via fenilpropanoidica com os precursores marcados com *°C. Os precursores destacados foram os incubados
nos embrides de O. catharinensis; (A)*L-[1-°C], *L-[2-*C] e *L-[3-**C]-fenilalanina; (B)*acido[8-*C]-feriilico; (C)*acido-[8-

3C]glicoferdlico; (D)*alcool coniferilico; (E)*acetato-[8-**C] de coniferila
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4.2.1. Andlise das incorporacdes de L-[1-*C], L-[2-'3C] e L-[3-*3C]-fenilalanina

Experimentos conforme descrito no item 3.5 com isotopdmeros de L-
fenilalanina, foram realizados para estimar o intervalo de tempo em que ocorreria a
incorporagcdo maxima nas neolignanas 5-metoxi-porosina (M = 388 u.m.a) e
armenina B (M = 372 u.m.a). A porcentagem de incorpora¢édo de carbono treze nas
neolignanas foi determinada por meio de analises de CLAE/EM (ESI), dos extratos
brutos dos embrides de O. catharinensis enriquecidos, juntamente com o controle
(apenas o extrato dos embrides). Para verificar quais seriam as posicdes de
incorporacdo da L-fenilalanina, foi sugerida uma hipétese para a via de formacgéo
das neolignanas partindo-se da via fenilpropanoidica em que, cada uma das
diferentes marcacbes da L-fenilalanina resultariam em diferentes posicdes de
incorporacao na estrutura das neolignanas (Esquema 4.3).

No espectro de massas da 5’-metoxiporosina ndo marcada (Figura 8.15-A,
Apéndice B) os picos em 389,0, 390,0 e 391,0 indicaram fragmentacfes esperadas
para esta neolignana. No caso na armenina B ndo marcada, os picos esperados
foram observados 373,0, 374,0 e 375 (Figura 8.16-A, Apéndice B). A massa
molecular de 390,0 ou 374,0 ([M+H+1]") foi atribuida as neolignanas enriquecidas
com um atomo carbono treze enquanto as massas moleculares de 391 ou 375
([M+H+2]") atribuidas as neolignanas contendo dois &tomos de carbono treze.

Considerando a abundancia natural de carbono treze nas neolignanas, 0s
calculos para se obter a porcentagem de carbono treze incorporado foram realizados
através da comparagcdo das areas relativas da massa molecular ([M+H]Y),
((M+H+1]") e ([M+H+2]") das neolignanas ndo marcadas com as analogas das
neolignanas enriquecidas seguida da subtracdo da porcentagem de carbono treze

das amostras incubadas com os controles. Segundo os resultados expressos
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graficamente (Figuras 4.3 e 4.4), foi verificado que ocorreu maior incorporacao dos

respectivos isotopomeros de L-fenilalanina em t = 72 horas.

5'-metoxiporosina

—@— L-[1-13C]-fenilalanina
4 - —— L-[2-13C]-fenilalanina

L-[3-13C]-fenilalanina

% de incorporacéao

Tempo de incubacéo (h)

Figura 4.3. Incorporagao da 5’-metoxiporosina enriquecida com istopémeros de L-fenilalanina.

armenina B
4 g =@ |-[1-13C]-fenilalanina
% 4 - —M—L-[2-13C]-fenilalanina
©
5 3,5 L-[3-13C]-fenilalanina
3 4
o
o 2,5 4
(&)
£ 2 A
L 1,5 - s
-o 7 -
s 1 ﬁ/‘"/
(=) v
0,5 -
0 T T T T
6 12 24 36 48

Tempo de incubacéo (h)

Figura 4.4. Incorporacdo da armenina B enriquecida com istopémeros de L-fenilalanina.
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As analises realizadas por CLAE/EM confirmaram que ocorreu
enriquecimento de carbono treze, proveniente da L-[1-'*C]-fenilalanina (Figura 8.15-
B, Apéndice B), L-[2-'*C]-fenilalanina (Figura 8.15-C, Apéndice B) e L-[3- *C]-
fenilalanina (Figura 8.15-D, Apéndice B) na neolignana 5’-metoxiporosina. Na
armenina B também foram observados aincorporacdo da L-[1-*3C]-fenilalanina
(Figura 8.16-B, Apéndice B), L-[2-**C]-fenilalanina (Figura 8.16-C, Apéndice B) e
L-[3-1*C]-fenilalanina (Figura 8.17-D, Apéndice B) na sua estrutura quimica (Tabela

4.3).

Tabela 4.3. Incorporagéo de isotopomeros de L-fenilalanina nas neolignanasl e 2
L-[1-"°C]-fenilalanina

5’-metoxiporosina (1) armenina B (2)
Picos [M+H]"  [M+H+1]" [M+H+2]"  [M+H]"  [M+H+1]"  [M+H+2]
389 390 391 373 374 375
Incorporacéao 100 9,0 2,2 100 7,2 1,2

(%0)

L-[2-°C]-fenilalanina

5’-metoxiporosina armenina B
Picos [M+H]"  [M+H+1]"  [M+H+2]"  [M+H]"  [M+H+1]" [M+H+2]
389 390 391 373 374 375
Incorporacéao 100 8,6 1,98 100 6,6 11

(%0)

L-[3-"°C]-fenilalanina

5’-metoxiporosina armenina B
Picos [M+H]"  [M+H+1]" [M+H+2]"  [M+H]"  [M+H+1]"  [M+H+2]
389 390 391 373 374 375
Incorporacéo 100 8,8 2,0 100 6,8 1,4

(%0)

As neolignanas foram isoladas dos extratos obtidos apés o periodo de
incubacdo de t = 72 horas e submetidas a analise de RMN de **C possibilitando a
observacdo da posicdo exata do enriquecimento de carbono treze com o0s
isotopomeros de L-fenilalanina nas estruturas da 5’-metoxiporosina (Figura 8.17-

8.19, Apéndice B) e armenina B (Figura 8.20-8.22, Apéndice B).
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A comparacéo do espectro de RMN de **C da5’-metoxiporosina ndo marcada
(6,0 mg) (controle), com o espectro da marcada (6,0 mg) com L-[1-'*C]-fenilalanina,
mostrou o aumento da intensidade dos picos correspondentes aos carbonos C-9 (o
11,7ppm) e C-9’ (3 119,9 ppm). Da mesma forma, a administracdo da L-[2-'*C]-
fenilalanina resultou num produto com sinais em RMN de *3C enriquecidos nas
posicbes C-8 (6 42,7 ppm) e C-8 (6 132,7 ppm). No espectro da neolignana
incubada com L-[3-'*C]-fenilalanina foi observado a marcacdo nas posi¢cdes C7 (3
87,5 ppm) e C7’ (d 39,8 ppm) (Figura 4.5).

A andlise de RMN de *C para a armenina B (5,0 mg) mostrou sinais de
deslocamentos quimicos analogos ao da primeira, sendo que na incubacdo com L-
[1-*C]-fenilalanina foi observado o aumento da intensidade dos picos enriquecidos
com carbono treze em C9 (& 17,5 ppm) e C9’ (& 120,0 ppm). Enquanto que a
enriquecida com L-[2-**C]-fenilalanina apresentou aumento de intensidade dos sinais
no C8 (44,6 ppm) e C8 (132,5 ppm). A administracdo de L-[3-*3C]-fenilalanina
apresentou sinais enriquecidos nas posi¢cdes C-7 (6 93,8) e C-7’ (6 40,8) (Figura

4.6).
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Os primeiros estudos de marcacao isotopica mostraram que a incubacéo de
Pimpinella anisum com L-fenilalanina marcada com *C resultou na incorporacéo de
toda a cadeia lateral do amino&cido no anetol (Manito et al., 1974). Nesta reacéo,
ocorre desaminacdo catalisada pela enzima fenilalanina amonialiase (PAL) e
eliminacdo anti de aménia. O hidrogénio pré 3S é retirado do amino&cido dando

origem ao &cido trans-cinamico (Esquema 4.4) (Hanson, 1972).

H

COoO-

A
+ NH,*

H

L-fenilalanina trans-cinamato

Esquema 4.4. Reagéo de desaminacao da L-fenilalanina em trans-cinamato

As andlises de CLAE-EM mostraram a incorporacao dos isotopémeros de L-
fenilalanina na estrutura das neolignanas. Os espectros de RMN de *3C confirmaram
que o padrdo de incorporacdo de carbono treze com L-[1-2*C], L-[2-3*C] e L-[3-'3C]-
fenilalanina, esta consistente com a proposta de formacéo das neolignanas pela via
fenilpropanoidica (Esquema 4.3), devido a incorporacao intacta de duas moléculas
de L-fenilalanina na estrutura das neolignanas, sem descarboxilacdo ou degradacao

da cadeia lateral do aminoéacido.
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4.2.2. Andlises daincorporacdo do acido [8-*C]-ferulico

As analises por CLAE/EM (ESI) dos extratos brutos dos embries somaticos
de O. catharinensis incubados com &cido [8-'*C]-fertlico juntamente com o controle,
nao mostraram incorporacdo do precurosor as neolignanas (Figuras 8.23 e 8.24).
Foram preparados extratos dos embrides apés 12, 24, 48, 72 e 96 horas de
incubacéao.

Os embrides foram incubados com &cido [8-*C]-fertlico por 48 h, pois neste
intervalo de tempo os embribes encontravam-se menos oxidados (item 3.5.2). As
neolignanas 5’-metoxiporosina (5,0 mg) e armenina B (5,0 mg) puras, foram
submetidas & analise RMN de *H e RMN de *3C. No caso da incorporacdo com &cido
[8-3C]-fertllico, supostamente o enriquecimento com carbono treze seria nas
posicoes do C8 e do C8’ das respectivas neolignanas (Esquema 4.3).

Os espectros de RMN de **C das amostras controle, da 5’-metoxiporosina
(Figura 4.7) e da armenina B (Figura 4.8) foram comparados com aquelas
resultantes das incubacdes e nao foi observado nenhum aumento de intensidade

dos picos correspondentes aos carbonos C8 e C8 em nenhuma das neolignanas.
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Estudos biossintéticos tém demonstrado a incorporacao de 0,053% do acido
[8-1*C]-fertlico na lignana podofilotoxina, isolada de plantas jovens (2 a 3 anos) de
Podophyllum hexandrum (Jackson e Dewick, 1984). No entanto, o metilchavicol,
isolado de folhas de Ocimum basilicum apés incubagédo com o &cido p-[8-'*C]-
cumarico, analogo ao acido ferulico, ndo apresentou qualquer taxa de incorporagao
na sua estrutura (Vasséo et al., 2006).

Supostamente, esses resultados podem ser consequéncia danatureza toxica
do precursor a planta no caso, aos embrides de O. catharinensis pois, ap6st =48 h
os embrides encontraram-se totalmente oxidados. A baixa solubilidade do acido
fertlico em solucdo aquosa pode ter ainda causado dificuldades no seu transporte

para o(s) sitio(s) da biossintese (Davin et al., 2003; Vasséo et al., 2006).

4.3.3. Andlise da incorporacéo do acido [8-2*C]-glicofertlico

Stockigt e Klischies, 1977, incoporaram &cido ferulico, alcool coniferilico e
coniferilaldeido glicosilados, marcados com *H e *C, na estrutura das lignanas
arctina e filirina isoladas de brotos de Forsythia suspensa. A glicosilagdo da hidroxila
fendlica contribuiria para minimizar a oxidacdo do &cido, facilitar a solubilidade do
substrato e, consequentemente, melhorar sua absorgédo na planta. Partindo-se deste
principio, o &cido [8-'*C]-glicofertlico foi administrado nos embrides somaticos de O.
catharinensis, em diferentes intervalos de tempo e concentracfes distintas (item
3.5.3) a fim de identificar condi¢cdes ideais para a incorporagdo nas neolignanas
(Esquema 4.3).

Para verificar o enriquecimento de carbono treze nas neolignanas, 0s extratos
com abundancia natural e os incubados com &cido [8-'3C]-glicoferdlico foram

analisados por espectrometria de massas (El). Pela proposta de fragmentagao da 5'-
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metoxiporosina, foi observado que os picos em m/z em 178, 319 e 358 da amostra
controle, deveriam mostrar 0s picos enriquecidos com carbono treze em m/z em 179,
320 e 360, respectivamente (Esquema 4.1). Nao foram observadas tais distingdes
entre os fragmentos.

Os espectrometros de massas separam facilmente os isétopos dos isétopos
mais abundantes. Tanto o carbono como o hidrogénio tém is6topos com uma
unidade a mais de massa atdbmica, presentes apenas em pequena quantidade
resulta em picos com uma unidade a mais junto dos picos principais de moléculas e
ions fragmentarios (Dass 2007). No entanto, ndo foi observada qualquer
porcentagem de incorporacdo nas duas neolignanas (Figura 4.9).

Os embrides apresentaram melhor aparéncia e maior tempo de incubacao no
t =72 h e, por isso, a partir desses experimentos, foram obtidos extratos que foram
submetidos a separacao das neolignanas por CCDP. Segundo a hipétese sugerida
para a via de formacdo das neolignanas (Esquema 4.3), deveria ocorrer
incorporacdo nas posicées do C8 e do C8’, oriundas do &cido [8-**C]-fertlico. No
entanto, a comparacdo das andlises de RMN de *C das neolignanas com
abundancia natural com as incubadas com &cido [8-'C]-glicofertlico n&o
apresentaram qualquer aumento de intensidade nas posi¢cdes dos C8 e C8’ (Figuras

4.10 e 4.11).
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Ralph e colaboradores (2012) realizaram experimentos com alcoois
coniferilicos e sinapilicos, com a hidroxila em para metilada ou livre. Ao incubar os
substrados com 4-OH metilada com peroxidases néo foi observada a polimerizacao
dos monolignadis in vitro. No caso da incubagdode compostos contendo a posi¢ao 4-
OH desprotegida com peroxidases foi possivel observar reacdes de polimerizacéo, o
gue € compativel com o fato de que monoligndis devam estar com tal posicao livre
para geracao de radicais fenoxidos que levariam a subseqiente acoplamento.

No caso da incubacdo com o &cido [8-**C]-glicoferulico, é proposto que o
precursor e o substrato deveriam permanecer mais tempo incubados, para que
ocorresse a possivel hidrélise do glicosideo seguida de incorporacdo. Os embribes

sao bastante sensiveis e ap6s 72 h estavam completamente oxidados.

4.3.4. Andlises da incorporacdodo alcool [8-*C]-coniferilico

Administracées in vitro do alcool [8-'3C]-coniferilico nos embrides de O.
catharinensis foram realizadas em diferentes concentragdes, intervalos de tempo
(12, 24, 48, 72 e 96 horas) e, na auséncia e presenca de luz, a fim de identificar
condicOes satisfatorias para a absor¢do e metabolismo nas neolignanasl e 2.

A comparagdo dos espectros de CLAE/EM (ESI) dos extratos brutos dos
embrides somaticos de O. catharinensis incubados com &lcool [8-'3C]-coniferilico
com as amostras controle, mostraram que este substrato ndo foi incorporado as
neolignanas 5-metoxiporosina (Figura 8.25, Apéndice B) e armenina B (Figura

8.26, Apéndice B).

De acordo com a proposta biossintética para a formacdo das neolignanas,

esperava-se obter a incorpora¢do de uma molécula do alcool na posi¢cdo do C-8 e a
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outra no C-8’ na estrutura das neolignanas 1 e 2 (Esquema 4.3). Devido a acuracia
da anélise por RMN de **C, mesmo nao sendo observada qualquer porcentagem de
incorporacao nas substancias por CLAE/EM (ESI), as neolignanas foram isoladas do
extrato bruto dos embrides incubados com &lcool [8-*3C]-coniferilico no t = 48 h, pois
neste intervalo de tempo os embrides ndo se encontravam totalmente oxidados e,
submetidas & andlise de RMN de 'H e de *3C. O espectro de RMN de *C da 5'-
metoxiporosina (6,0 mg), também nédo apresentou qualquer aumento na intensidade
dos carbonos nas posi¢des C-8 e C-8 quando comparado com o espectro de RMN
de *3C da amostra controle (Figura 4.12). Devido a pouca quantidade obtida da

armenina B (1,0 mg), ndo foi possivel realizar a analise por RMN de **C.
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Figura 4.12. RMN de *C da 5'-metoxiporosina com abundancia natural (A); (B) 5-metoxi porosina

ap6s incubacdo com alcool [8-"*C]-coniferilico
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Supbem-se que a rapida degradacdo do alcool coniferilico anteriormente ao
seu ingresso na via biossintética, aliada a sua baixa solubilidade em meio aquoso
nao resultou no enriguecimento com carbono treze das correspondentes

neolignanas 1 e 2, como esperado.

Ensaios de biconversao utilizando fracdes enzimaticas obtidas a partir de
brotos de Forsythia intermedia, demonstraram que o alcool [9-2H,,-OC?Hs)-
coniferilico incubado na presenca de NADPH e H,0; foi interconvertido na lignana,

enantiomericamente pura, (-)-secoisolariciresinol (Katayama et al., 1992).

4.3.5. Andlise da incorporacéo do acetato de [8-*C]-coniferila

O acetato de [8-'*C]-coniferila foi escolhido por apresentar um bom grupo
abandonador, cuja saida é realizada por eliminacdo redutiva (item 1.3). Este
precursor fenilpropanoidico foi recentemente descrito como importante intermediario
biossintético (Esquema 4.3) (Vasséao et al, 2006; Ferrer et al, 2008; Koeduka et al,
2013).

Semelhante aos precursores anteriores foi testada a incubac&o do acetato de
[8-3C]-coniferila nos embrides de O. catharinensis nos t = 12, 24, 48, 72 e 96 horas.
Foram realizadas anélises por espectrometria de massas (El) do extrato bruto das
fracOes incorporadas e controle, para quantificacdo da porcentagem de incorporagao
de carbono treze nas neolignanas. A incorporacdo do substrato ocorreu apos 72
horas de incubacéao.

Foi verificado através dos espectros de massas que 0s picos referentes aos

isétopos de carbono, fragmentos em m/z 179 e 320 apresentaram aumento de

intensidade (Figura 4.13-B1) quando comparados com 0s respectivos fragmentos
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da amostra controle (Figura 4.13-Al). Foram obtidas incorporacdes de 5,48% e
5,77%, respectivamente, enquanto que no fragmento m/z 358 (Figura 4.13-B1l),
foram observadas incoporacées de carbono treze nos isétopos [M+1]" = 359 com
3,20% de incorporacdo e no [M+2]" = 360 com 2,12%. Diante destes resultados, foi
confirmada a incorporacéo de duas moléculas de acetato de [8-'*C]-coniferila na 5'-
metoxiporosina. A armenina B, ndo foi identificada nos espectros de massas do

extrato bruto enriquecido e da amostra controle.
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Segundo a proposta biossintética para a formacéo das neolignanas, no caso
da incorporacdo com o acetato de [8-*3C]-coniferila, supostamente o enriquecimento
com carbono treze também seria nas posi¢cdes do C8 e do C8'das neolignanas
(Esquema 4.3). A comparacdo entre os espectros de RMN de '3C da amostra
controle da 5-metoxiporosina em relacdo a incubada (Figura 4.14), mostrou um
aumento na intensidade do C8’ (132,7 ppm) e no C8 (42,8 ppm). A armenina B, foi
obtida em quantidade muito pequena e nao foi possivel obter o espectro de RMN de

13C.
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Figura 4.14. RMN de 3C da 5’-metoxiporosina com abundancia natural (A); (B) 5-metoxiporosina

apds incubacdo com acetato de [8-"*C]-coniferila.

As posicdes dos hidrogénios diretamente ligados aos carbonos enriquecidos
com carbono treze foram confirmadas através do espectro de HSQC (Figura 8.27,

Apéndice B) (Tabela 4.4), no qual foi possivel observar as correlacbes do
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hidrogénio em & 2,56 (H-8), com & 42,8 (C-8), assim como os hidrogénios 6 5,95 (H-
8’), com & 132,8 (C-8’). Através do mapa de contorno HMBC (Tabela 4.4), também
foi possivel observar a correlagéo de 6 2,56 (H-8) com 11,7 (C-9), 39,8 (C-7’) e 169,9
(C-6’). Enquanto os hidrogénios em & 5,95 (H-8') ligados diretamente ao C-8' se
correlacionam com & 39,8 (C-7’) assim como com 48,8 (C1’) (Figura 8.28, Apéndice

B).

Tabela 4.4. Dados dos mapas de contorno HSQC (H-C, 1.J) e HMBC (C-H, "J) (H 500 MHz, C 125
MHz, CDCls).

Posicao S (H-C, J) (H-C, "J)
1
2 6,75 109,8 87,5 (C-7), 118,1 (C-6) e 148,8 (C-3)
3
4
S 6,90 111,2 128,7 (C-1) e 148,5 (C-4)
6 6,84 118,1 87,5 (C-7), 108,9 (C-2) e 149,1 (C-4)
7 11,7 (C-9), 109,8 (C-2), 118,1 (C-6) e
5,90 87,5 128,7 (C-1)
8 2,56 42,8 11,7 (C-9), 39,8 (C-7’) e 169,9 (C-6")
9 0,55 11,7 42,8 (C-8), 87,5 (C-7), 48,6 (C-1")
1 i
, 188 39,8 (C-7'), 48,8 (C-1') e 77,3 (C3))
2 2’30 32,2 48,8 (C-1'), 77,3 (C3), 169,9 (C6) e
' 192,5 (C4")
¥ 4,03 77,3 32,2 (C-2'), 59,3 (3-OCHs3), 192,5 (C-4)
4 -
5!
6!
39,8 (C-7'), 48,8 (C-1'), 42,6 (C8), 119,9
7 2,47 308 (C9') e 132,8 (C8)
276 ' 32,2 (C-2)), 48,8 (C-1)), 132,8 (C8) e
119,9 (C-9)
& 5,95 132,8 39,8 (C-7") e 128,7 (C-1")
9 5,33 119,9 39,8 (C-7)
3-OCHs 3,89 56,0 148,8 (C-3)
4-OCHs 3,88 56,0 149,1 (C-4)
3’-OCH3 3,62 59,2 77,3 (C-3)
5’-OCHs 3,80 60,5 131,5 (C-5)

J em Hertz; 5 emppm;
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Os resultados obtidos dos espectros de massas (El), RMN de **C, mapas de
contorno HSQC e HMBC, confirmaram que o esqueleto inteiro da 5’-metoxiporosina

foi formado pela condensacado de duas moléculas do acetato de [8-*C]-coniferila.

4.4. Conversao enzimatica

4.4.1. Conversao enzimatica utilizando como substrato o acetato de coniferila

As fracbes enziméticas foram analisadas por CLAE para verificar a
capacidade de conversdo do acetato de coniferila em eugenol ou E-isoeugenol.
Também foram analisados o precursor acetato de coniferila (Figura 4.15) e os

possiveis produtos da reacdo: eugenol (Figura 4.16) e o E-isoeugenol (Figura 4.17).

1000-Extract-250nm 4nm [ 1.00)

14,435

T804

B0+

25804

—Tr T
0.0 50 10.0 18.0 200 250 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 min

Figura 4.15. Analise por CLAE do acetato de coniferila.
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Figura 4.16. Analise por CLAE do eugenol

L e e e L o e e e e L e e e e e e e e e e e L e e T e o o e e e
0.0 50 10.0 150 200 250 30.0 350 40.0 450 5D.0

T
min

]Extract-280nm, 4nm(1.00)
200

22.521

15004

1000§

5001

Figura 4.17. Analise por CLAE do E-isoeugenol.
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A comparacdo das andlises por CLAE do controle (extrato enzimético e

tampéo MES) (Figura 4.18), com as fragdes enzimaticas e os respectivos padrdes,

permitiu identificar a conversdo do acetato de coniferila em E-isoeugenol como

produto da converséo enzimatica (Figura 4.19).
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Figura 4.18. Andlise por CLAE da fra¢do enzimatica dos embribes de O. catharinensis em tampéo

MES. (2); (2) e (3) substancias presentes na fracdo enzimatica.
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Figura 4.19. Analise por CLAE da conversao do acetato de coniferila em E-isoeugenol. (1); (2) e (3)

substancias presentes na fragdo enzimética; (S) substrato: acetato de coniferila; (P)
produto: E-isoeugenol.

Para a eliminagdo do grupo acetato e formacdo do E-isoeugenol foi
demonstrado que se o ataque nucleofilico do hidreto, oriundo do NADPH, ocorrer no
carbono C-9 da cadeia lateral do acetato de coniferila, levaria a formacédo do
propenilfenol. Caso o ataque do hidreto ocorra no C-7, levaria a formacédo do
eugenol (Esquema 4.4) (Koeduka et al., 2006; Vassao et al., 2006; Koeduka et al.,

2008).
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Esquema 4.4. Proposta da conversao enzimatica do acetato de coniferila em E-isoeugenol.

Estes resultados, aliados a incorporacédo de duas moléculas do acetato de [8-
13C]-coniferila & neolignana 5-metoxiporosina (item 3.4.5), corroboram para a
proposta de que esta seja a via para a formagao das neolignanas 5’-metoxiporosina
e armenina B pois, o E-isoeugenol é considerado precursor hipotético para a

formacéo das neolignanas di-hidrobenzofuranicas.

4.4.2. Conversao enzimética utilizando o E-isoeugenol e o 5-metoxi-eugenol

Foram testadas diversas fragBes enziméticas no intuito de observar a possivel
dimerizacéo estéreo e/ou regiosseletiva in vitro do E-isoeugenol e 5-metoxi-eugenol
na 5-metoxiporosina e/ou na armenina B. Segundo o esquema de biossintese
proposto, o substrato sofre acoplamento oxidativo por acdo de enzimas (proteina
dirigente) levando a producédo das neolignanas di-hidrobenzofuranicas (Esquema
4.3).

Para analisar a reacédo de conversdo enzimatica, primeiro foram analisados
por CLAE, os precursores E-isoeugenol (Figura 4.20) e 5-metoxi-eugenol (Figura
4.21) e a neolignana 5’-metoxiporosina como possivel produto da reacédo (Figura

4.22).
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Figura 4.20. Analise por CLAE do E-isoeugenol.

Fdract-280nm,4nm (1.00)
3504

20608

300

2004
1504

1007

Figura 4.21. Analise por CLAE do 5-metoxi eugenol.
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Figura 4.22. Analise por CLAE da 5-metoxiporosina.

A comparacdo das andlises por CLAE entre as amostras controle (extrato
enzimatico e tampado MES) (Figura 4.23) com as fracbes enzimaticas, nao
mostraram oacoplamento do E-isoeugenol e do 5-metoxi-eugenol nas neolignanas
di-hidrobenzofuranicas. Foram observados apenas o0s sinais referentes aos

compostos da fragdo enzimatica e dos precursores (Figura 4.24).
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Figura 4.23. Analise por CLAE da amostra controle (extrato enzimatico e tampao MES). (1); (2); (3) e
(4) substancias presentes na fracdo enzimatica.
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Figura 4.24. Andlise por CLAE da reacdo de bioconversdo do E-isoeugenol e do 5-metoxi-eugenol.

(1); (2); (3) e (4) substancias presente na fracdo enzimatica; (P1) Precursor 1: 5-metoxi-
eugenol; (P2) Precursor 2: E-isoeugenol.
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4.5 Amplificacéo e sequenciamento do gene de proteina dirigente

Objetivando um estudo das relacbes filogenéticas entre espécies que
produzem lignanas ou neolignanas, foi escolhido um marcador envolvido na etapa
de dimerizacdo. Nesse caso, a escolha recaiu sobre a Proteina Dirigente, cuja
sequencia foi descrita a partir de estudos biossintéticos de lignanas que ocorrem em

espécies de Forsythia (Davin et al., 1997).

4.5.1. Quantificacdo do DNA

As amostras de DNA total extraidos foram quantificadas (Tabela 4.5, Figura
4.25) e submetidas a reacdes de amplificacdo em termociclador para a regido de
proteina dirigente do DNA nuclear, empregando-se 0s iniciadores descritos no item

3.7.1.

Tabela 4.5 Quantificagdo do DNA de O. catharinensis e

O. macrophyllla

Concentragédo
Amostra
(ng/pL)
O. catharinensis 1 (OC 1) 877.0
O. macrophyllla 1 (OM 1) 7400
683,0

O. macrophyllla 2 (OM 2)

Figura 4.25 Quantificacdo do DNA
total em gel de agarose 1%

Para amplificacdo do gene da proteina dirigente foi utilizado como controle
negativo (C-) o mix de reacao (item 3.7.2) sem a amostra de DNA e como controle
positivo (C+) o DNA das folhas da espécie de Piper solmsianum (K-487),

previamente amplificada e seqienciada para 0 mesmo gene. Pela analise do gel de
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agarose no transluminador, foi observada a amplificacdo da banda referente ao gene

de proteina dirigente em O. catharinensis e O. macrophylla (Figura 4.26).

500pb

Figura 4.26. Amplificacdo da regido do DNA com iniciador de proteina dirigente. Marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder; controle negativo (C-); controle positivo (C+); O. catharinensis (OC);

O. macrophylla (OM).

Para a analise das sequUéncias e construgdo da matriz foram incluidas 4
sequéncias de Piper, 15 sequéncias de proteina dirigente obtidas do genBank e uma
sequéncia de O. catharinensis e outra de O. macrophylla, totalizando 21 espécies.
As sequéncias foram alinhadas utilizando MEGA® vers&o 5.05 e modificadas através

de inspecdo visual (Figura 4.27).
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DNA Sequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv = |+« [ e ) Y Y P Y

1. Piper cubatacnum

2. Diper regnelli

3. Diper solmsianun
4. Piper cernuum
5. Picea glauce

&. Soybean

7. Medicago truncatulas

8. Vitis vinifer,
9. Quercus suber
10. Frawminus mandishurica

11. Pices engelmannii
12 Dicea sitchensis
13. Tsuga heterophylla
14. Thuja plicata

15. Medicago truncatula
1s. indicum

17. Forsythis intermedia
18. Zea mays

15. Dopulus tricocarps
20. Glicine Max

21. Ocotea catharinensis

22. Ocotea macrophylla

1. Piper cubstaonum

Piper regnelli

Piper solmsianun

Dicea glauca
Soybean
Medicago truncatula
Vitis
Quercus suber
10_ Fraxinus mandishurica

winifer:

PBicea engelmannii

. Picea sitchensis

Tsuga hetercphylla
Thuja plicata
Medicago trumcatula

. Forsythiz intermedia

Populus tricocarpa
- Glicine Max

Ocotea catharinensis

Ocotea macroj

Figura 4.27. Matriz alinhada através do programa MEGA®vers&o 5.05.
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4.5.2. Filogenia baseada em proteina dirigente
A reconstrucéo dos caracteres moleculares foi realizada sobre a arvore obtida

pelo método da maxima parcimoénia, para testar afinidades evolutivas (Figura 4.28).

Piper solmsianum Piperaceae

Piper cubataonum Piper regnellii

Fraxinus mandshurica
Oleaceae

Forsythia intermedia

Piper cernuum
Vitis vinifera (Vitaceae)

Quercus suber (Fagaceae)

Ocotea catharinensis Lauraceae

Soybean Ocotea macrophylla

Sesamum indicum(Pedaliaceae)

Fabaceae , .
Medicago truncatula Populus trichocarpa (Salicaceae)
Ricinus communis (Euphorbiaceae)
Zea mays (Poaceae)
Picea glauca Thuja plicata (Cupressaceae)
Tsuga heterophylla

Picea sitchensis

Picea engelmannii .
Pinaceae

Figura 4.28 Arvore filogenética ndo enraizada baseada nas seqiiéncias de nucleotideos do gene de
proteina dirigente. Andlise por Maxima Parcimdnia. Busca heuristica; bootstrap:1000; comprimento da
arvore: 582 passos; indice de consisténcia (Cl): 0.5241; indice de homoplasia (HI): 0.4759; indice de
retencéo (RI):0.6326; nimero de caracteres informativos: 292. As familias dos tdxons analisados

estdo representadas por cores.
Analisando-se a relagdo evolutiva entre as espécies que apresentam genes
de proteinas dirigentes, foi observado que as espécies da familia Piperaceae

compartilham um ancestral comum com as espécies de O. catharinensis e O.

macrophylla (Lauraceae) formando assim, um grupo monofilético. Esta observacao
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foi confirmada pelo elevado valor de bootstrap (84%), indicando que existe um alto
grau de conservacdo da regido que codifica proteinas dirigentes em tais espécies.
As hipoteses filogenéticas indicam que a presenca de tais proteinas pode ter sido
uma tendéncia adquirada durante o processo evolutivo. A habilidade de produzir os
mesmos genes que codificam proteina dirigente pode ter sido originada
independentemente em duas ou mais plantas que nao pertencem ao mesmo clado
(Felsenstein, 1998; Pichersky e Gang, 2000; Ralph et al., 2007) como neste caso
das espécies de Piper e Ocotea. Na familia Pinaceae também foi observado grupo
monofilético entre P. sitchensis e P. engelmanii com valor de bootstrap de 100%.

Ainda sob o aspecto evolutivo, as proteinas dirigentes estariam envolvidas
desde o processo de adaptacdo das plantas do meio aquatico para o terrestre, uma
vez que o sucesso desta adaptacdo evolutiva foi alcancado devido a formacao de
compostos fenodlicos derivados da via fenilpropanoidica (e tais proteinas estariam
envolvidas no acoplamento oxidativo entre unidades C¢C; oriundas desta via) que ao
contrario das outras vias biossintéticas que atuam tanto em plantas aquéticas quanto
terrestres, esta via precursora das ligninas, se manifesta apenas em plantas
terrestres. As ligninas sé@o responsaveis pela flexibilidade e resisténcia mecéanica da
parede celular (Davin e Lewis, 2000; Pichersky e Gang, 2000; Wu et al., 2009).

As espécies O. catharinensis e O. macrophylla produzem neolignanas di-
hidrobenzofuranicas (Haraguchi et al., 1983; Lordello et al., 1997; Coy-Barrera et al.,
2009; Funasaki et al., 2009; Coy-Barrera e Cuca-Suaréz, 2011) e, portanto, estes
dados dao suporte para a proposta de que estas, seriam formadas pelo acoplamento
oxidativo cruzado entre unidades de propenil- e alilfendis, mediados por tais

proteinas.
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4.6. Amplificacao e sequenciamento daregido ITS

4.6.1 Alinhamento da matriz e analise filogenética da regido ITS

Para a constru¢do da matriz foram incluidas quatro sequéncias da regido de
ITS descritas pela primeira vez, das seguintes espécies: O. catharinensis, Ocotea
macrophylla, Aniba parviflora e Licaria rodriguesii, 69 sequénciasde espécies de
Lauracea e obtidas do GenBank e trés sequéncias inseridas como grupo externo,

totalizando 76 espécies. As seqUéncias foram alinhadas utilizando o programa

MEGA®, verséo 5.05 e modificadas através de inspecéo visual (Figura 4.29).
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ITS

Pllleilillelioniilll

ITS

: i

Apés o alinhamento da matriz, chamou atencdo a presenca de grandes

Figura 4.29. Matrlz ahnhada atraves do programa MEGA® versdo 5.05

regides de insercdes e delecdes (Figura 4.29) referentes as regides ITS1 e ITS2 que
evoluem rapidamente, por isso sdo muito usadas para discriminar espécies
relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma espécie (White et al., 1990).
Também se pode observar a subunidade 5,8S, inserida entre as regifes ITS, cuja
area é altamente conservada evolutivamente (Baldwin et al.,1995).

A sistematica de Lauraceae ndo é bem definida. Classificacdes de taxons
desta familia baseados em dados morfoldgicos ainda precisam ser exploradas,
assim como a utilizacdo efetiva dos resultados na construcdo da taxonomia

(Chanderbali et al., 2001; Wheeler, 2004).
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O género Ocotea tem surgido das analises filogenéticas de Chanderbali et al.
(2001) como um clado complexo. Esse género € composto por cerca de 350
espécies e apesar do acumulo de dados filogenéticos, a ligacdo entre filogenia e
taxonomia, que resultaria numa classificacao filogenética das espécies deste género,
ainda nao foi estabelecida (Chanderbali et al., 2001). Como se pode observar as
espécies deste taxon ainda ndo formam um grupo monofilético bem resolvido
(Figura 4.30).

Analisando-se a relacdo evolutiva entre as espécies desse género foi
verificado a formacdo de grupos monofiléticos entre espécies de Ocotea, como no
caso das espécies de O. catharinensis e O. macrophylla que estdo agrupadas
juntamente com outras espécies do género que pode ser confirmado pelos
consistentes valores de bootstrap em 81% (Figura 4.30). Além disso, pode-se
observar que estas duas espécies produzem essencialmente lignanas e neolignanas
(Haraguchi et al., 1983; Lordello et al., 1997; Coy-Barrera et al., 2009; Funasaki et
al.,, 2009; Coy-Barrera e Cuca-Suaréz, 2011). Licaria rodriguesii, também foi
distribuida em um clado previamente determinado suportado pelo alto valor de
bootstrap (99%).

A combinacao dos dados moleculares da regido ITS do DNA nuclear com os
de outras regides do DNA, como a regido matK, por exemplo, juntamente com dados
quimicos, tornou-se uma ferramenta poderosa para resolver espécies e gerar
hipoteses sobre divergéncias ancestrais e evolutivas. Além disso, também tém
aumentado o numero de informagfes na pesquisa de produtos naturais, pois pode
ser utilizada como um guia para a deteccdo e o isolamento novas variantes de

substéancias com potencial bioativo (Engene et al., 2011).
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Figura 4.30. Arvore mais parcimoniosa baseada em sequéncias de ITS de espécies de Lauraceae.
Gomortega, Hordonia e Palmeria foram usadas como grupos externos (em vermelho). Digitos acima
dos ramos: valores de bootstrap da analise de méaxima parcimonia/valores de probabilidades
posteriores da andlise Bayesiana. NUmero total de caracteres da matriz: 693, dos quais 65 foram
eliminados. Analise por Maxima Parcimdnia: Busca heuristica; bootstrap= 1000; comprimento da
arvore = 1199 passos; indice de consisténcia (Cl) = 0,5179; indice de homoplasia (HI) = 0,4821;
indice de retencdo (RI) = 0,6560; algoritimo branch-swapping: tree-bisection-reconnection (TBR);
namero de caracteres informativos: 245; 250 caracteres constantes. Score das melhores &rvores
encontradas: 1199. Analise Bayesiana: busca MCMC; modelo evolutivo: General Time Reversible +
Proportionin variant + Gamma (GTR+I+G); Burn in= 89000. Em verde, destacam-se as novas

espécies com ITS amplificado.
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5. CONCLUSOES

Andlises por espectrometria de massas detectaram o enriquecimento com
carbono treze com o0s isotopdmeros de L-fenilalaninas neolignanas 5'-
metoxiporosina e armenina B. Andlises por RMN de **C confirmaram a posicédo
exata do carbono enriquecido com *C na estrutura das neolignanas. Estes
resultados mostraram que ocorreu aincorporacdo intacta de duas moléculas de
fenilalanina, nas respectivas neolignanas sem descarboxilacdo ou degradacdo da
cadeia lateral do aminoacido, confirmando a proposta de Gottlieb 1972, de que
neolignanas seriam provenientes da via fenilpropanoidica.

A investigacdo biossintética envolvendo um precursor de carater mais
especializado na via, mostrou a incorporacdo de duas moléculas do acetato de [8-
13C]-coniferila na neolignana 5’-metoxiporosina. Este resultado foi novamente
confirmado nos ensaios de conversao enziméatica, quando o acetato de coniferila foi
convertido em E-isoeugenol o qual é considerado precursor intermediario para a
formacéo de neolignanas di-hidrobenzofuranicas.

A andlise filogenética de diversas espécies de Lauraceae indicou que
espécies do género Ocotea, produzem essencialmente lignanas e neolignanas.
Essas andlises sdo promissoras para o rastreamento de metabdlitos secundarios na
descoberta de novas substancias bioativas.

O estudo dos genes responsaveis pelas enzimas envolvidas na biossintese
de neolignanas di-hidrobenzofuréanicas nos embrides de O. catharinensis, conduziu
as primerias informacdes sobre a presenca de proteina dirigente em O.catharinensis
e O. macrophylla. A analise filogenética comparando-se as sequéncias de proteina
dirigente de Ocotea e de diferentes géneros de plantas indicaram um clado distinto

formado por espécies de Ocotea, mostrando que as proteinas dirigentes que
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ocorrem nas espécies de Ocotea diferenciam-se das proteinas das outras espécies
estudadas. Estes resultados fornecem subsidios que apodiam a proposta de que
neolignanas di-hidrobenzofuranicas seriam oriundas do acoplamento oxidativo entre
unidades radicalares de E-isoeugenol e 5-metOxi-eugenol, cuja proteina seria
responsavel pela regio- e estereoespecificidade da reacdo de acoplamento.

Com base neste estudo, foi possivel propor algumas etapas envolvidas na

biossintese de neolignanas que antes eram apenas hipoteses (Figura 5.1).
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7. Apéndice A: Espectros dos precursores sintetizados
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Figura 7.5 Espectro de RMN de 'H (CDCls3, 200 MH2z) do ferulato de metila em abundancia natural
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Figura 7.6 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) do ferulato de metila em

abundancia natural
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Figura 7.7 Espectro de RMN de *C (CDCls, 200 MHz) do ferulato de metila em abundancia natural
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Figura 7.8 Espectro de RMN de **C (CDCl;, 200 MHz) do [8-'*C]-ferulato de metila.
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Figura 7.11 Espectro de RMN de **C (CDCls, 200 MHz) do alcool coniferilico em abundancia natural.
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Figura 7.12 Espectro de RMN de **C (CDCl;, 200 MHz) do alcool [8-'*C]-coniferilico.
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Figura 7.13 Espectro de RMN de "H (CDCls, 200 MHz) da vanilina glicoacetilada.
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Figura 7.14 Ampliac@o do espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) da vanilina glicoacetilada.
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Figura 7.15 Espectro de RMN de **C (CDCl;, 200 MHz) da vanilina glicoacetilada.
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Figura 7.17 Ampliagcédo do espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) acido fertlico glicoacetilado em
abundéancia natural.
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Figura 7.18 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) acido ferdlico glicoacetilado em
abundancia natural.
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Figura 7.19 Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3;, 200 MHz) do acido ferulico glicoacetilado em

abundancia natural.
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Figura 7.20 Espectro de RMN de 3¢ (CDCls, 50 MHZz) do &cido [8-13C]-glicoacetilado.
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Figura 7.21 Espectro de RMN de 'H (D,0, 200 MHz) do acido glicofertlico em abundancia natural.
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Figura 7.23 Espectro de RMN de 3¢ (D,0, 50 MHz) do acido glicoferalico em abundancia natural.
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Figura 7.25 Espectro de RMN de 'H (CDI;, 200 MHz) do ferulato de metila protegido com TBS em

abundancia natural.
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Figura 7.26 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDl3, 200 MHz) do ferulato de metila protegido

2.08

com TBS em abundancia natural.
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Figura 7.27 Espectro de RMN de B3¢ (CDCl3, 50 MHz) do ferulato de metila protegido com TBS em

abundancia natural.

. Q@ Qge 29 © < o © O o o
% ¥ {8 8 9 ININENS g o < s} :
=1 — B R IR R ~ I~ I~ [relYe} ~ =1
(I [~ 1 I [ \ \
|
0]
NS
X OCH,
Si—O
| OCH,
I |
|
il
|
| |‘ d l ‘ |
L e . . e e e T
160 140 120 100 80 60 40 20 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 7.28 Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3, 50 MHz) do [8-13C]-ferulato de metila protegido com
TBS
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Figura 7.30 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) do alcool coniferilico em

abundéancia natural protegido com TBS.
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Figura 7.31 Espectro de RMN de **C (CDCl;, 50 MHz) do &lcool coniferilico em abundancia natural

protegido com TBS.
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Figura 7.32 Espectro de RMN de **C (CDCl;, 50 MHz) do &lcool [8-*C]-coniferilico protegido com TBS.
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Figura 7.33 Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) acetato de coniferila em abundancia natural
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Figura 7.34 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCls;, 200 MHz) acetato de coniferila em

abundancia natural protegido com TBS.
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Figura 7.35 Espectro de RMN de *C (CDCls, 50 MHz) acetato de coniferila em abundancia natural

protegido com TBS.
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Figura 7.36 Espectro de RMN de B3¢ (CDCl3, 50 MHz) do acetato de [8-13C]-coniferila protegido com
TBS.
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Figura 7.37 Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) acetato de coniferila com abundéancia natural.
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Figura 7.39 Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3, 50 MHz) do acetato de coniferila com abundancia

natural.
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Figura 7.40 Espectro de RMN de **C (CDCls, 50 MHz) do acetato de [8-'*]-coniferila.
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Figura 7.41 Espectro de RMN de H (CDCl3, 200 MHz) da vanilina com a hidroxila fendlica protegida

com TBS.
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Figura 7.42 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) da vanilina com a hidroxila

fendlica protegida com TBS.
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Figura 7.43 Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3, 200 MHz) da vanilina com a hidroxila fendlica protegida

com TBS.
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Figura 7.44 Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) do iodeto de etil trifenilfosfonio.
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Figura 7.45 Espectro de RMN de **C (CDCls, 50 MHz) do iodeto de etil trifenilfosfonio.
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Figura 7.46 Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3, 50 MHz) do iodeto de [1,2-13C]-etil trifenilfosfonio.
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Figura 7.47 Espectro de RMN de ‘H (CDCls, 200 MHz) do Z- e E-isoeugenol com a hidroxila fenélica
protegida com TBS.
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Figura 7.48 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) do Z- e E-isoeugenol com a

hidroxila fendlica protegida com TBS.
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Figura 7.49 Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) do E-isoeugenol com a hidroxila fenélica

protegida com TBS apdés reacdo de fotoisomerizagao.
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Figura 7.50 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) do E-isoeugenol com a hidroxila

fendlica protegida com TBS apds reacao de fotoisomerizacao.
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Figura 7.59 Espectro de RMN de **C (CDCls, 50 MHz) do fenilacetaldeido acetilado.
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Figura 7.63 Espectro de RMN de **C (CDCl,;, 50 MHz) do acetato de 4-alil-2,6-dimetoxifenila.

0.00

6.02
5.97
5.94
5.92
5.90
5.89
541
5.14
513
5.12
5.10
5.09
5.09
5.05
5.04
3.87
3.33
f330

OCHs
HO

/

HsCO

f l
( I
|
L i
|
A / "
1.89 0.89 090 1.89 5.99 1.97
U — [T 1 Ll
T T T e e e e e e e e e e
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 7.64 Espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) do 5-metoxi eugenol.



Apéndice A 190

g 888853865838 § 339898383 & 88
© ©© O 0L LW LW LWL LW [To RN ToNToRToRToNTo NTo NToNToNTe} o) ™™
L N [ Sy S E S
|
|
Ll
\“‘ \‘“
J ]! ‘H ! it
1.89 ‘ 0.89 ‘ 0.90 ‘ 1.89 ‘ 5.99 ‘ 1.97 ‘
S o e LRV S S
Chemical Shift (ppm)
Figura 7.65 Ampliacdo doespectro de RMN de *H (CDCls, 200 MHz) do 5-metoxi eugenol.
¢ o33 g 3 eox " 8
3 q a9 d g NINES g g
[ = \
|
OCHgs
HO
H3CO X

SRS PSR SO SO SO

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)
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Figura 8.1. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) do extrato de cloroférmio dos embrides.

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
2.
2.
2.
—2.
2.
2.
2.
2.
—0.07
—0.00

L A e L e e L B e e L e e e LA e o
4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 8.2 Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDCl,;, 200 MHz) do ext. de CHCl;dos embrides



Apéndice B 192

o
< @ o Nad T ROl AN ORI NOTNNNODONRQADINQNQ AN ©Q
- Ny B eV v el A S B By

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)
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Figura 8.12 Ampliacdo do espectro de RMN de ‘H (CDCl;, 300 MHz) de abundancia natural da

armenina B
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Figura 8.13 Espectro de RMN de *C (CDCls, 300 MHz) de abundancia natural da armenina B
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Figura 8.18 Espectro de RMN de Bc (CDCl3, 500 MHz) da 5’-metoxiporosina enriquecida com L-[2-

13C]-fenilalanina
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Figura 8.19 Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3, 500 MHz) da 5’-metoxiporosina enriquecida com L-[3-

13C]-fenilalanina
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Figura 8.21 Espectro de RMN de **C (CDCl;, 500 MHz) da armenina B enriquecida com L-[2-*C]-
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Figura 8.22 Espectro de RMN de '*C (CDCl,, 500 MHz) da armenina B enriquecida com L-[3-**CJ-
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Figura 8.28 Espectro de RMN-2D (HMBC, CDCl;, 500 MHz) da 5’-metoxiporosina apds incubacéo

com acetato de [8-13C]-c0niferila.



Anexo 1

ANEXO 1: Analise protebmica e de peroxidase nos

embrides somaticos de O. catharinensis

1. MATERIAIS E METODOS

1.1. Obtencédo do extrato proteico para analise em eletroforese unidimensional

Foram pesados 500 mg de embrides frescos de O. catharinensis, triturados
em nitrogénio liquido a 4°C, com 1,0 mL de tampao fosfato pH 7,0 contendo 0,445 ¢
de fosfato de sédio dibasico 50 mmol.L™, 1,0 mL de fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF) 50 mmol.L"; 0,08% de B-mercaptaectanol 10 mmol.L*. O material foi
homogeneizado utilizando-se cadinho e pistilo, transferido para tubos de 2,0 mL,
centrifugado a 14.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O precipitado foi descartado e o

sobrenadante coletado, pois, corresponde a fracao proteica solavel.

1.2. Quantificac&o do extrato proteico e aplicacdo no gel SDS-PAGE

Para a estimativa do conteudo de proteina foi utilizado o kit Plus One 2D
Quant-Kit (Amershan Pharmacia), utilizando a proteina albumina bovina sérica (BSA)
como padrdo. A curva (Grafico 1) de calibracdo foi construida com base em
solugcbes contendo BSA de concentragcdes conhecidas e com base nas leituras de
absorbéancia a 480 nm. Deste modo, a concentracdo proteica das amostras foi
determinada a partir das absorbancias em 480 nm e na curva de calibracdo do BSA

previamente obtida.
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Gréfico 1. Curva de calibracdo construida com BSA para determinar a concentracdo

de proteinas em embrides de O. catharinensis

A andlise dos perfis proteicos foi realizada por eletroforese em gel de
policrilamida (SDS-PAGE). A quantidade de proteina adicionada no gel foi de 15ug.
Os géis possuiam espessura de 0,75 milimetros de gradiente de policrilamida 10%.
A separacdo por eletroforese foi realizada a 20°C e corrente constante de 35mA.
Apés a separacao das bandas, o gel de policrilamida foi dividido em duas partes,
sendo uma parte corada com dianisidina e a outra com Coomassie Brilliant Blue

(Sigma USA).

1.3 Digestéo de proteinas em gel para analise em MALDI-TOF e LC-MS/MS

Este procedimento foi realizado de acordo com a metodologia de Celedon et
al., 2007. Os spots de interesse foram excisados do gel de policrilamida e lavados
com uma solucdo contendo 50% (v/v) de acetonitrila (ACN) e 25 mmol.L* de
bicarbonato de aménio (AMBIC) por 30 min. Posteriormente foram desidratados em

ACN 100% e reidratados em dithiothreitol (DTT) (20 mmol.L* DTT/50 mmol.L*
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AMBIC) a 56°C por 40 min. ApGs a incubacdo o sobrenadante foi descartado e
substituido por iodoacetamida (IAA) 55 mmol.L. Os tubos foram mantidos no
escuro durante 30 min. A iodoacetamida foi removida e os fragmentos lavados em
25 mmol.L™* AMBIC e posteriormente desidratados em 100% de ACN. A acetonitrila
foi descartada e o residuo remanescente no gel foi deixado evaporando a
temperatura ambiente. As proteinas foram digeridas com 15 uL de solucédo contendo
150 ng de tripsina em 25 mM de AMBIC. Apds 15 min foi adicionado 25m mol.L™ de
AMBIC até a completa cobertura dos spots. Os tubos contendo os géis foram
incubados a 37°C por 14 horas. A acado da tripsina foi interrompida pela adicdo de
15uL de solucdo blogueadora (50% v/v acetonitrila e 5% v/v acido férmico). Os
peptideos foram eluidos da acrilamida com solucédo de 50% v/iv ACN e 1% &acido
férmico e uma lavagem com ACN 100% a 40°C sob sonificacdo. Os sobrenadantes
foram combinados e secos sob vacuo. ApGs a secagem, os peptideos foram
ressuspendidos em 12 uL 1% (v/v) de &cido férmico, para posteriormente serem

analisados por espectrometria de massas.

1.4 Extracéo das proteinas para analise em eletroforese bidimensional (2-DE)

O extrato proteico foi obtido de acordo com a metodologia de Natarajan et al.,
2005. Os embrides sométicos de O. catharinensis (500 mg)foram triturados na
presenca de nitrogénio liquido e ressuspendido em 1 mL de tampao de extracéao
(uréia 7M, tiouréia 2M, 1% de dihiothereitol (DTT), 2% de triton 100, 0,5% de
Pharmalyte® (GE Healthcare®), 1mM de fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) e 5uM de
pepstatina). O material foi vortexado por 2 min e posteriormente centrifugado por 10

min a 14000 rpm a 25°C. Para a eliminacdo de interferentes, os extratos proteicos
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foram precipitados com acido tricloroacético 10% (TCA). P6s a incubacéo por 30 min
a 4°C, a amostra foi centrifugada por 10 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado proteico foi lavado duas vezes com acetona a frio,
seguido de centrifugacdo por 10 min a 14000 rpm. O precipitado foi ressuspendido
em 1mL de tampdo de extracdo (ureia:tiouréia) e vortexado por 2 min. O
sobrenadante contendo a fracdo proteica foi coletado e armazenado a -20°C, para a

guantificacdo das proteinas como descrito no item 3.3.1.
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2. RESULTADOS

2.1 Avaliacdo do extrato proteico de O. catharinensis por eletroforese SDS-

PAGE

As peroxidases sdo um grupo de enzimas oxirredutases, que catalisam a
reacdo de acoplamento oxidativo, de compostos fendlicos em que o peréxido de
hidrogénio atua como aceitador de elétrons enquanto os compostos fenolicos agem
como doares de atomos de hidrogénio (Baucher et al., 1998, O’'Brien, 2000). Sabe-
se gue estas enzimas sdo iniciadoras das unidades monoméricas radicalares
derivadas de alil- e propenilfendis cujo acoplamento oxidativo entre estas unidades

poderiam dar origem as neolignanas benzofuranicas (Figura 1).

HaCO.

HO H3CO _—
E-isoeugenol Peroxidase A Acop.lam.ento HCO
> o) oxidativo
y + Proteinadirigente ocH
3
HsCO = : | HiCO
H3CO 5’-metoxi-porosina
HO
=
OCHj3 o~

OCH3z
5-metoxi-eugenol

Figura 1. Formagédo de unidades radicalares iniciadas por peroxidases

Foi obsevado no gel corado com diazidina a presenca de uma banda na
regido de peso molecular entre 36-49 kDa. A banda equivalente a esta regido do gel
corado com Comassie foi excisada, digeridas e enviadas para andlises de

MALDITOF e LCMS/MS.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxirredutase

Anexo 1
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Figura 2. Gel SDS-PAGE do extrato proteico de Ocotea catharinensis corado com diazinidina

2.2 Avaliacédo do extrato proteico dos embrides de Ocotea catharinensis por

eletroforese bidimensional (2-DE)

Os padrbes de expressdo proteicos associados aos diferentes estagios de
desenvolvimento embrionario de O. catharinensis, 0, 7, 14 e 21 dias, estdo sendo
investigados neste trabalho,utilizando a andlise dos mapas proteémicos por 2-DE. O
estudo das analises durante a embriogénese somatica de O. catharinensis,abre
perspectivas para a identificacdo de proteinas expressas diferencialmente, que
possam servir como marcadores no desenvolvimento embrionario e/ou que possam

estar envolvidas na biossintese de neolignanas.

Inicialmente o protocolo para a eletroforese bidimensional (2-DE) das
amostras de embrides somaticos, apds 14 e 21 dias de desenvolvimento, foi de
gradientes imobilizados de pH de 3-10. Esses apresentavam as proteinas
acumuladas na sua parte acida o que diminuia a resolugdo dos spots especificos

dessa regido dificultando a analise (Figura 3).
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Figura 3. Mapa protedmico bidimensional dos embrides de O. catharinensis ap6s 21 dias de
cultivo. Focalizagdo isoelétrica realizada com IPGs de pH 3-10 néo linear. Gradiente de

ploliacrilamida 12%, com 250 ug de amostra e corados com Comassie Birilliant Blue coloidal

Assim sendo, optou-se pelo uso de géis na faixa de pH 4-7. Essa faixa de pH
mais estreita permitiu a maior resolucdo dos spots e consequentemente um melhor

perfil bidimensional (Figura 3).
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Figura 4. Mapas protedmicos bidimensionais dos embrides de O. catharinensis A) apos 14 dias de
cultivo; focalizacé@o isoelétrica com IPGs de pH 4-7 B) apds 21 dias de cultivo; A focalizagao
isoelétrica foi realizada com IPGs de pH 4-7; 12% de poliacrilamida com 250 ug de amostra e corados

com Comassie Brilliant Blue coloidal

Nos géis 2-DE as diferencas entre os estagios de desenvolvimento dos
embrides, apdés 14 e 21 dias (Figura 4), ndo foram facilmente visualizadas
qualitativamente. Novos estudos com o extrato proteico, de 0 a 7 dias de
desenvolvimento dos embrides soméaticos estdo em andamento, com o intuito de
visualizar os spots isoladamente, necessitando-se de um programa computacional
especifico para a andlise dos géis, Image master 2D v.5 (GE Healthcare), que
calcula a massa molecular, o ponto isoelétrico (pl) aproximado, volume e o niumero

de spots em géis submetidos a comparagao.
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