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RESUMO
Tese de Doutorado
Autora: Vanessa Guimaraes Alves
Orientador: Profe. Dr° Armando Mateus Pomini

Co-orientadora: Prof2. Dr2. Cleuza Conceicao da Silva

Este estudo se concentra no estudo de acil-homosserina lactonas presentes nas folhas e
colmos da espécie S. X officinarum e seus possiveis efeitos nos tecidos da planta. As
acil-homosserina lactonas (AHLs) sdo substancias mensageiras responsaveis pela
comuni¢do quimica entre as bactérias Gram negativas atraves de um mecanismo
chamado de Quorum sensing. Tendo em vista a busca por alternativas capazes de
aumentar a produtividade da cana-de-aclcar, uma importante cultura agricola, este
trabalho teve como objetivos isolar e identificar semioquimicos da classe das acil-
homosserina lactonas presentes nas folhas e colmos de cana-de-aglcar, otimizar a
sintese de acil-homosserina nao substituidas e substituidas, avaliar os possiveis efeitos
de ganho de produtividade ou ciclo de crescimento na administracdo das substancias
sintéticas em cultivos de cana-de-agucar (cultivares SP80-3280 e RB96-6928) e avaliar
a toxicidade das substancias testadas através de microscopia eletrénica de varredura.
Este estudo propiciou a identificacdo do semioquimico (z)-N-(3-oxo-octanoil)-
homosserina lactona através de analises em CG-EM nas folhas e colmos da espécie S. X
officinarum relatado pela primeira vez nesta espécie. A partir desse resultado, dez
derivados foram sintetizados através de otimizagdo de metodologia presente na
literatura, a saber (R)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona e seu enantidmero (S),
(R)-N-(3-oxo-decanoil)-homosserina lactona e seu enatidmero (S), (R)-N-(3-oxo-
dodecanoil)-homosserina lactona e (R)-N-(3-oxo-tetradecanoil)-homosserina lactona,
(R)-N-(hexanoil)-homosserina lactona, (R)-N-(octanoil)-homosserina lactona, (R)-N-
(decanoil)-homosserina lactona e (R)-N-(dodecanoil)-homosserina lactona. As
estruturas dos produtos foram confirmadas através da andlise dos dados espectrais de
RMN e CG-EM dos produtos. Os ensaios de avaliacdo de estimulo de crescimento em
cana-de-agucar realizados com as substancias sintéticas demonstraram significativos

aumentos de crescimento de radiculas em colmos tratados com as substancias sintéticas.
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As andlises de MEV das radiculas tratadas com as acil-homosserina lactonas
demonstraram que as concentragdes ndo toxicas sdo de 0,1 e 0,5 mg/L. Este trabalho
constituiu-se de dois topicos relacionados as substancias provenientes do metabolismo
secundario de Saccharum X officinarum. Visando a ampliacdo dos estudos quimicos e
farmacologicos para esta especie, o presente trabalho teve por objetivo isolar e
identificar os principais metabdlitos secundarios presentes nas folhas e colmos de S. X
officinarum, bem como avaliar a atividade antiproliferativa para extratos, fracoes e
substancias puras provenientes desta espécie. Este estudo conduziu ao isolamento de
onze substancias: o flavonoide tricin, os &cidos fenolicos trans-p-hidroxicinamico, p-
hidroxibenzoéico, vanilinico e feralico, os esterdides estigmasterol, sitosterol,
campesterol e daucosterol, o a-tocoferol e o tetraterpeno B-caroteno. A avaliacdo da
atividade antiproliferativa mostrou que o extrato bruto acetato de etila e fracdo acetato
de etila foram pouco seletivos emoderadamente ativos frente as linhagens de células

cancerigenas testadas.

Palavras-Chave: Saccharum X officinarum, flavonoides, quorum-sensing, acil-

homosserina lactona, (+)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona
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ABSTRACT

This work focused on the study of acyl-homoserine lactones (AHL) in the leaves and
stems of the species S. X officinarum and its possible effects on plant tissues. The AHLSs
are chemical messenger substances responsible for communication between the Gram-
negative bacteria through a mechanism called quorum-sensing. In order to search for
alternatives that increase the productivity of sugarcane, an important crop, this study
aimed to isolate and identify semiochemicals of the class of AHL in the leaves and
stems of sugarcane, optimize the synthesis of unsubstituted and substituted. Finally, the
possible productivity gain effects or growth cycle changes in the administration of
synthetic substances in sugarcane crops (SP80-3280 and RB96-6928 varieties) was
evaluated, as well as the toxicity of substances tested. Scanning electron microscopy
analyses of the roots were also performed. This study led to the identification of the
semiochemical (£)-N-(3-oxo-octanoyl)-homoserine lactone via GC-MS analyses. This is
the first report of the presence of this class of substances in this species and the first
isolation procedure carried out. From this result ten derivatives were synthesized,
namely (R)-N-(3-oxo-octanoyl)-homoserine lactone and its enantiomer (S), (R)-N-(3-
oxo-decanoyl)-homoserine lactone and its enantiomer (S), (R)-N-(3-oxo-dodecanoyl)-
homoserine lactone and (R)-N-(3-oxo-tetradecanoyl) -homosserina lactone, (R)-N-
(hexanoyl)-homoserine lactone, (R)-N-(octanoyl)-homoserine lactone, (R)-N-(decanoyl)
homoserina lactone and (R)-N-(dodecanoyl) -homosserina lactone. The structures of the
products were confirmed by analysis of the spectral data of NMR and GC-MS. Growth
stimulation evaluation were performed with sugarcane and synthetic substances,
showing significant growth changes of rootlets and stalks. The SEM analysis of rootlets
treated with the AHLs shown that these substances are non-toxic at low concentrations
(0.1 and 0.5 mg / L). This study also aimed to isolate and identify the main secondary
metabolites present in the leaves and stems of S. X officinarum, and to evaluate the
antiproliferative activity to extracts, fractions and pure substances from this species
against human cancer cell lines. This study led to the isolation of eleven substances: the
flavonoid tricin, p- phenolic acids: p-hydroxycinnamic, p-hydroxybenzoic, ferulic and
vanilinic, the steroids stigmasterol, sitosterol, campesterol and daucosterol and the
tetraterpenes a-tocopherol and B-carotene. The evaluation of antiproliferative activity
showed that the crude extract and ethyl acetate fraction were active against some tested

cancer cell lines.
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Keywords: Saccharum X officinarum, flavonoids, quorum-sensing, acyl-homoserine
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Figura 54: Espectro de RMN H (CDCls; 75,5 MHz) de 3b

Figura 55: Valores absolutos de inibicdo ou aumento de crescimento de raizes e brotos
de toletes de cana-de-agUcar utilizando imerséo e irrigacbes com a substancia (R)-N-(3-
oxo-octanoil)-homosserina lactona na concentracdo de 0,1 mg/L, variedade SP80-3280.
(A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C) massa de broto seco (g) e
(D) comprimento de broto (cm).
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3280. (A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C) massa de broto
seco (g) e (D) comprimento de broto (cm).
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substancia 2a (Controle) (A); tratadas com a substancia 2a na concentracédo de 0,1 mg/L
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(3b) e (R)-N-(dodecanoil)-homosserina lactona (4b) na concentragdo de 0,5 mg/L,
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variedade RB96-6928. (A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C)
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Figura 109: Porcentagem de crescimento de células tumorais e ndo tumorais humanas
versus a concentragdo em pg/mL para o ensaio de avaliagdo de atividade
antiproliferativa para (a) extrato bruto, (b) fracdo acetato de etila e (c) tricina.

Figura 110: Porcentagem de crescimento de células tumorais e ndo tumorais humanas
versus a concentracdo em pg/mL para o ensaio de avaliagdo de atividade

antiproliferativa para (d) fracdo hexanica, (e) fracdo metandlica.
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Introducéo geral

Produtos Naturais e a Quimica Medicinal

A natureza contém de um precioso acervo de substancias biotivas que séo fontes
de inspiracdo e aprendizado (Veigas & Bolzani, 2002). Mesmo considerando o
expressivo avanco da quimica sintética, as substancias provenientes de fungos,
bactérias, organismos marinhos e plantas continuam atuando como protdtipos de
subtancias ativas farmacologicamente para diversas areas da Quimica, especialmente a
medicinal e a da agricultura (Barreiro et al., 1997).

Terminada a Revolucdo industrial, a industria farmacéutica intensificou
pesquisas para o desenvolvimento e producgdo de farmacos sintéticos (Gilani & Rahman,
2005). Contudo, os Produtos Naturais permacem exercendo papel de destaque na
descoberta de novos medicamentos (Yunes & Filho, 2012). As substancias provenientes
da natureza possuem trés caracteristicas dificeis de se obter por métodos convencionais
de sintese em laboréatorio, complexidade e diversidade estrutural (Yunes & Filho, 2012)
e pureza enantiomérica (Gilani & Rahman, 2005).

A complexidade e diversidade estrutural surgem da evolucéo bioldgica. Plantas,
fungos e bactérias comumente biossintetizam substancias (metabdlitos secundarios)
com o objetivo de adaptar-se ao meio (Yunes & Filho, 2012), de proteger-se contra
agentes patogénicos e de comunicar-se intra e interespécies (Vidal & Bauman, 1997).
Neste aspecto, centenas de anos de evolu¢do tem formado um amplo arsenal de
moléculas complexas, as quais, evidentemente, sdo dificeis serem obtidas por métodos
sintéticos (Yunes & Filho, 2012).

Adicionalmente, a obtengdo de prot6tipos bioativos enantiomericamente puros
tem sido alvo de pesquisas na area da quimica medicinal e agroquimica (Barreiro et al.,
1997), que buscam desenvolver métodos de sintese e biotransformacdes (Duran et al.,
200) capazes de fornecer produtos enantiomericamente puros. Os seres Vivos Sdo
essencialmente formados por moléculas organicas enantiomericamente puras e em
consequéncia sdo capazes de reconhecer e diferenciar pares de enantibmeros. Em
funcdo disso, a atividade dos farmacos depende fundamentalmente de sua estrutura

quimica e de seu reconhecimento e metabolizacdo no organismo. Neste sentido, 0s
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produtos naturais ainda sdo considerados a maior fonte de substancias quirais
farmacol6gicamente ativas (Barreiro et al., 1997).

Em 2014, o Center for Drug & Evaluation and Research (CDER), agéncia
responsavel pela aprovacdo de novos medicamentos nos Estados Unidos da América
aprovou para comercializacdo 41 novos farmacos, dentre os quais 11 sdo oriundos de
Produtos Naturais e 2 foram inspirados nos alcaloides escopolamina e morfina (Santos
et al., 2015). Uma significativa parcela dos farmacos aprovados destina-se ao
tratamento do cancer ou a combater os efeitos causados pela quimioterapia e de doencas
causadas por bactérias. Estima-se que a industria farmacéutica brasileira fature
aproximadamente 25% com medicamentos oriundos de plantas (Santos et al., 2015).

O uso de Produtos Naturais tem se destacado nos tratamentos convencionais ou
alternativos e na prevencdo de vérias enfermidades (Cordell et al., 2001). Doencas do
figado como hepatite, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular atingem mais de 10%
da populagdo mundial (Mishra & Tiwari, 2011) e tem como principal forma de
tratamento os biofarmacos (Zhang et al., 2013). Estudos tém reportado que o flavonoide
naringenina, metabdlito secundario presente em espécies da familia Fabaceae, pode ser
atil na prevencdo e desenvolvimento da fibrose hepatica (Zhang et al., 2013).
Compostos pertencentes as classes das cumarinas (Yu et al., 2011), dos iridoides (Ma et
al., 2011) e antraquinonas (Guo et al., 2002) também tém demonstrado expressivos
efeitos hepatoprotetores.

No campo da oncologia houve um expressivo avango nas pesquisas com
produtos naturais a partir do século XX objetivando desenvolver farmacos seletivos e
com baixa toxicidade. Este avango propiciou o desenvolvimento de diversas substancias
antineoplasicas usadas atualmente. De fato, aproximadamente 60% dos agentes
anticancer disponiveis no mercado sdo provenientes de fontes naturais (Newman &
Cragg, 2007; Butler, 2008; Harvey, 2008), os quais se destacam os alcaloides vincristina
e vimblastina presentes em Catharanthus roseus, a lactona sesquiterpénica paclitaxel
isolada de Taxus brevifolia, as lignanas podofilotoxina, etoposideo e teniposideo
isoladas de Podofillum peltatum (Costa-Lotufo et al., 2010). Para esses medicamentos é
previsto uma movimentacdo anual de aproximadamente de 60 bilhdes de dolares (Pinto
et al., 2002).

ModificagOes estruturais através de semi-sintese de produtos naturais bioativos,
visando aumentar o potencial farmacoldgico também tém se mostrado uma ferramenta

importante na descoberta de novos farmacos anticancer (Vandresen et al., 2014).
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Contudo, muitos tipos de cancer ainda respondem de forma moderada aos protocolos
clinicos existentes e, portanto torna-se imprescindivel descobrir e introduzir novas
formas terapéuticas antineoplésicas (Costa-Lotufo et al., 2010). No Brasil muitos grupos
de pesquisas tem utilizado a bioprospeccao como ferramenta rapida para a descoberta de
novas moléculas com potencial anticancer, sendo que esta estratégia tem conduzido a
um expressivo nimero de moléculas promissoras (Costa-Lotufo et al., 2010).

De acordo com a literatura, os metabdlitos secundarios provenientes da natureza
também tém demonstrado potencial terapéutico contra a Leishmaniose (Almeida et al.,
2014; Monteiro et al., 2014). Considerada a maior doenca tropical negligenciada pela
Organizacdo Mundial de Salde com expressivos impactos politicos, econdmicos e
sociais, a Leishmaniose distribui-se por mais de 90 paises atingindo a marca de 1,5a 2,0
milhGes de novos casos por ano (Who, 2015). Os agentes quimioterapéuticos utilizados
contra as manifestacdes da Leishmaniose sdo compostos antimoniais pentavelantes, o0s
quais sdo extremamente toxicos, além disso, apresentam limitacbes como altos custos e
forma de administragdo (Croft & Olliaro, 2011; Tempone et al., 2011; Singh & Sundar,
2012)

No Brasil, muitas plantas medicinais tem sido utilizadas pela populacdo de
classe baixa como principal modalidade de tratamento contra a Leishmaniose, muitas
vezes sem base cientifica. Entretanto nos ultimos anos, muitos trabalhos tém reportado
efeitos leishmanicida para plantas brasileiras (Santin et al., 2009; Albernaz et al., 2010;
Brito et al., 2013; Antinarelli et al., 2015).

Produtos do metabolismo secundario também sdo essencialmente importantes
para o tratamento da tuberculose, uma doenga respiratoria causada pela micobactéria
Mycobacterium tuberculosis. Mesmo considerada erradicada, acredita-se que um terco
da populacdo mundial esteja infectado com o agente causador da tuberculose, sendo
assim um grande problema de satde publica, principalmente se associada a doencas
como a AIDS (Arruda et al., 2012). Diversas classes de metabdlitos secundarios
provenientes de plantas tém apresentado signicativos efeitos antimicobacterianos contra
a bactéria causadora da tuberculose (Okunade et al., 2004; Mcgaw et al., 2008),
incluindo os flavonoides (Murillo et al., 2003).

Considerando a magnitude e a diversidade do potencial bioldgico apresentado
pelos produtos naturais nos ultimos anos, aliado a rica e complexa e pouco explorada

biodiversidade brasileira, pouco explorada até entdo, pesquisas com produtos naturais
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visando obter moléculas bioativas séo de suma importancia para o desenvolvimento de

medicamentos de alta seletividade e maior eficacia.

Produtos do metabolismo secundario e a comunicac¢do quimica

Diante da necessidade de investigar o comportamento e as relacdes entre 0s seres
vivos a partir de interacBes moleculares, nasceu a Ecologia Quimica que consiste no
estudo de substancias quimicas mediadoras de comunicag&o entre organismos.

Ao longo da evolugdo os seres vivos desenvolveram formas de comunicagéo
quimica caracteristica, utilizada para a transferéncia de informacdes entre individuos da
mesma espécie ou individuos de espécies distintas. Neste contexto, 0s sinais quimicos
desempenham um papel significativo na transmissédo de informacdes biologicamente
importantes (Nordlund & Lewis, 1976). A comunicacao quimica entre individuos é feita
por meio de substancias de baixa massa molecular biossintetizadas pelo organismo e
excretadas para o ambiente pelo emissor, sendo que na maioria dos casos essas
substancias sdo provenientes do metabolismo secundario. O sinal do emissor provoca
uma resposta do individuo receptor, a qual pode ser imediata ou a longo prazo,
alterando seu comportamento ou a sua fisiologia. Essas substancias mensageiras sdo
chamadas de semioquimicos (Whitehead et al., 2001).

Os semioquimicos séo divididos em duas classes principais, os feroménios e 0s
aleloquimicos. Os feromonios sdo substancias que permitem que individuos da mesma
espécie se reconhecam, e tém como principais objetivos a reproducdo, a marcagdo
territorial e a sincronizacao de atividades em populac6es (Nordlund & Lewis,1976). Em
contra partida, os aleloquimicos sdo substancias quimicas que provocam efeitos entre
individuos de espécies distintas. Nos ultimos anos a importancia da alelopatia, ciéncia
que estuda os aleloquimicos, tem sido evidenciada devido ao seu valioso potencial
herbicida e a sua baixa toxicidade (Waterman & Mole, 1994).

Assim como insetos, plantas e animais, as bactérias endofiticas, presentes nos
tecidos vegetais, também utilizam o0s semioquimicos na sua comunicacdo, sendo
fundamentais para a sobrevivéncia e desenvolvimento desses organismos. Desta forma,
a literatura relata diversos exemplos de bactérias que ndo sobrevivem como células

independentes, mas como microrganismos coloniais que exploram sistemas elaborados
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de comunicacdo intercelular para facilitar sua adaptacdo as mudancas das condicgdes
ambientais (Whitehead et al., 2001; Eberhard et al., 1981).

O mecanismo de comunicdo intercelular entre bactérias, que torna esses
microrganismos capazes de perceber e responder a estimulos do meio ambiente, ou até
mesmo provacar mudancas fisioldgicas em populagdes bacterianas vizinhas ¢ chamado
de quorum-sensing, um processo amplamente difundido entre diversos géneros de
bactérias. Esse processo consiste na produgdo de um semioquimico de baixa massa
molecular, cuja concentracdo extracelular esta relacionada a densidade populacional do
microrganismo produtor (Whitehead et al., 2001).

O semioquimico pode ser detectado pelas células e isto permite a populacéo
como um todo iniciar uma acdo coordenada, uma vez atingida uma densidade
populacional critica. Isto pode ser de vital importancia, por exemplo, em infestacbes
patogénicas (Fast, 2003), formacéo de biofilme, motilidade, esporulacdo, nodulacdo das
raizes bem como a produgéo de bioluminescéncia e antibidticos.

Diversas classes quimicas de semioquimicos foram identificadas em bactérias.
Entretanto, elas podem ser classificadas em dois grupos, 0s aminoacidos e peptideos de
cadeia pequena empregados por bactérias Gram-positivas, e os derivados de acidos
graxos, especialmente as acil-homosserina lactonas empregadas por bactérias Gram-
negativas. As acil-homosserinas lactonas sdo a-amino-lactonas com uma cadeia lateral
saturada ou insaturada, a qual pode conter diferentes estados de oxidagdo na posi¢do 3°.

Além da comunicacdo inter-espécie, nos ultimos anos, tem sido reportado na
literatura que compostos da classe das acil-homosserinas lactonas (AHLS) causam
efeitos significativos no crescimento e desenvolvimento de plantas (Rad et al., 2008;
Schugger et al., 2006; Joseph & Phillips, 2003).

Os efeitos fisioldgicos e 0os mecanismos de acdo desses compostos tém sido
investigados principalmente na espécie Arabidopsis thaliana, espécie daninha cujo
genoma foi completamente sequenciado (Delatorre & Silva, 2008). Em um estudo
realizado por Castro-Ortiz e colaboradores (2008) foi demonstrado que acil-
homosserinas lactonas com cadeia lateral acila de 4 a 14 carbonos afetam
signicativamente o crescimento de raizes primarias em A. thaliana promovendo
aumento no desenvolvimento do vegetal. Neste mesmo trabalho foi verificado que o
composto (x)-N-(decanoil)-homosserina lactona apresenta maior potencial de promogéo
de crescimento que as demais acil-homosserinas avaliadas. Evidéncias preliminares

sobre 0 mecanismo de ac¢ao pelo qual as acil-homosserinas atuam foi reportado por Rad
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e colaboradores (2008) que demonstraram aumento nos niveis de auxinas e citocininas
nas raizes de A. thaliana ap0s tratamento com ()-N-(hexanoil)-homosserina lactona.

Um mecanismo de acdo mais detalhado foi recentemente reportado por Palmer e
colaboradores (2014). Eles demonstraram que a resposta de A. thaliana a acil-
homosserinas estd associada a enzima de degradacdo hidrolase de amida de acidos
graxos (FAAH), comum em espécies vegetais e conhecida pela capacidade de hidrolizar
compostos que possuem a funcdo amida, incluindo as AHLs. Adicionalmente, foi
reportado neste trabalho que AHLs de cadeia longa sdo mais facilmente hidrolizadas
pela enzima (FAAH) e, portanto demonstraram maior potencial de aumento no
crescimento de raizes primérias de A. thaliana. Além disso, foi reportado que o
composto  (S)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona foi mais ativo que seu
enantiomero (R).

Ademais, efeito de protecdo contra agentes patogénicos tem sido observado para
as AHLs (Wagner et al., 2006).

Diante da importancia da busca por novos metabdlitos secundarios com
atividades farmacoldgicas e potencial mediador de comunicacdo entre espécies, e 0
interesse do nosso grupo de pesquisa em estudar espécies comercialmente importantes
foi realizado o presente trabalho que constituiu-se de dois topicos relacionados as
substancias provenientes do metabolismo secundario. O primeiro tdpico trata-se do
estudo quimico e avaliacdo da atividade antiproliferativa de extrato e fracdes de
Saccharum X officinarum. Saccharum X officinarum é conhecida popularmente como
cana-de-agucar e representa uma das maiores culturas agricolas do Brasil. Além de seu
amplo aproveitamento comercial, a literatura relata propriedades medicinais para esta
espécie como anti-hipertensiva, diurética, e anticancer, as quais estdo relacionadas aos
colmos, parte da planta utilizada pela populacdo na preparacdo de sucos. Compostos
fendlicos sdo largamente encontrados em Saccharum X officinarum, onde os mais
comuns pertencem a classe dos flavonoides e de acidos fendlicos. O segundo tépico se
concentra no isolamento, caracterizacdo e sintese de acil-homosserinalactonas presentes
nas folhas e colmos da espécie Saccharum X officinarum, bem como, na avalia¢do da
atividade promotora de crescimento das substancias sintéticas e avaliacdo da toxicidade
dessas substancias aos tecidos de S. X officinarum através de microscopia eletronica de

varredura.
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1 Introducéo

1.1 A Comunicagdo Quimica

Em um ambiente, onde ha diversos organismos vivos que interagem entre si, pode
ser benéfico para uma determinada espécie estabelecer efetiva comunicacdo entre os
individuos garantindo a sobrevivéncia. A comunicacdo entre 0s organismos Vivos que
compdem um ecossistema pode ocorrer, basicamente, em trés formas distintas: visuais,
quimicas, ou mecanicas (Greenfiel, 2002). Dentre essas formas, a comunicacdo quimica
ocorre em todos 0s niveis bioticos, desde a regulacdo de tecidos, estruturas celulares e
orgdos que constituem um organismo, até as interacdes ecoldgicas entre individuos
(Penn, 2006).

Assim mediante o interesse no comportamento e as relacdes entre 0s seres vivos a
partir de interacdes moleculares, nasceu a Ecologia Quimica que consiste no estudo de
substancias quimicas mediadoras de comunicacdo entre organismos (Eisner &
Meinwald, 1995). A comunica¢do quimica entre individuos é feita por meio de
substancias de baixa massa molecular biossintetizadas pelo organismo e excretadas para
0 ambiente. O sinal do individuo produtor provoca uma resposta do individuo receptor,
a qual pode ser imediata ou a logo prazo, alterando seu comportamento ou a sua
fisiologia de forma vantajosa ou desvantajosa. Essas substancias mensageiras séo
chamadas de semioquimicos (Trigo et al., 2000).

Os semioquimicos (do grego semeion = sinal) podem ser classificados mediante sua
funcdo intraespecifica (feromonios) ou interespecifica (aleloquimicos). Os feromonios
podem ser subdivididos de acordo com a fungdo que desempenham (reproducéo, de
alarme, de trilha, procura por alimento, agregacdo, entre outros). No entanto, 0s
aleloguimicos sdo classificados em cairoménios, alomoénios e sinomonios, sendo esta
classificacdo relativa aos custos e beneficios provocados no individuo emissor e
receptor. Os cairomOnios provocam respostas positivas somente para o individuo
receptor e incluem sinais utilizados para a localizacdo de presas ou selecdo de
hospedeiro. Os aloménios apresentam beneficios para o individuo emissor e
correspondem a sinais utilizados para camuflagem e defesa. Ja os sinomoénios provocam
respostas positivas para ambos emissores e receptores, e normalmente estdo

relacionados a interagdes simbidticas (Nordlund & Lewis, 1976). (Esquema 1).
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Esquema 1: Classificacdo de alguns semioquimicos de acordo com sua funcao.
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Esta classificacdo tem como critério principal a origem dos sinais, 0 que pode
torna-la confusa quando houver interacGes que envolvam mais de dois niveis troficos.
Assim, na década de 90, Dicke e Sabelis (1988) inferiram o termo infoquimicos, ao
invés de semioquimicos, no qual foi considerado o critério de emissor que ndo era
considerado na definicdo de semioquimicos, onde somente 0 organismo produtor do
sinal era considerado (Trigo et al., 2000). Este termo é especialmente util quando os
infoquimicos s&o produzidos por microorganismos e coordenam interacdes entre outros
dois organismos.

Os sinais quimicos sdo produzidos através do metabolismo do organismo produtor,
0 qual pode ser classificado em metabolismo primario e secundario. O metabolismo
primario constitui-se de rotas biossintéticas responsaveis pela biossintese ou degradacdo
de substancias de alta massa molecular importantes para 0 crescimento,
desenvolvimento e reproducdo dos organismos, tais como proteinas, carboidratos,
acidos nucleicos, entre outros. Normalmente, as substancias provenientes do
metabolismo primario sdo comuns a maioria dos organismos e sdo essenciais para a
sobrevivéncia de todos os organismos no reino. Entretanto, 0 metabolismo secundério
representa as vias sintéticas responsaveis pela biossintese de substancias de baixa massa
molecular envolvidos nas interacBes quimicas, protecdo do organismo contra agentes
externos, tais como flavonoides, triterpenos, alcaloides, acidos fenolicos, cumarinas,

entre outros (Morgan, 2010). Outra caracteristica importante € que as substancias
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provenientes do metabolismo secundario séo restritas sob o ponto de vista taxondmico
(Berenbaum, 1995).

1.2 Comunicacao bacteriana

Assim como insetos, plantas e animais, as bactérias também utilizam os
semioquimicos na sua comunicacdo, sendo fundamentais para a sobrevivéncia e
desenvolvimento de alguns desses organismos. Desta forma, a literatura relata diversos
exemplos de bactérias que ndo sobrevivem como células independentes, mas como
microrganismos coloniais que exploram sistemas elaborados de comunicacdo
intercelular para facilitar sua adaptacdo as mudancas das condicGes ambientais
(Whitehead et al., 2001).

O mecanismo de comunicdo intercelular entre bactérias, que torna esses
microrganismos capazes de perceber e responder a estimulos do ecossistema, ou ateé
mesmo provacar mudancas fisioldgicas em populagdes bacterianas vizinhas é chamado
de quorum-sensing (QS), um processo amplamente difundido entre diversos géneros de
bactérias. Esse processo consiste na producdo de um semioquimico de baixa massa
molecular, cuja concentracdo extracelular esta relacionada a densidade populacional do
microrganismo produtor. O semioquimico pode ser detectado pelas células através de
proteinas receptoras especificas e isto permite a populacdo como um todo iniciar uma
acdo coordenada, uma vez atingida uma densidade populacional critica. Tal resposta
pode estar relacionda, por exemplo, a expressdo de genes responsaveis por fatores
fenotipicos essenciais para a sobrevivéncia celular. Isto pode ser de vital importancia,
por exemplo, em infestacBes patogénicas, onde a producdo de fatores de viruléncia
prematuramente (em baixas densidades celulares) pode alertar os sistemas de defesa do
hospedeiro minimizando as chances de infestacdo bem sucedida (Fuqua et al., 1994;
Gray & Garey, 2001; Reading & Sperandio, 2006).

O sistama QS foi primeiramente descrito em Vibrio fisheri, uma bactéria simbionte
e luminescente que coloniza um organismo eucariético proporcionando
bioluminescéncia ao seu hospedeiro (Nealson et al., 1970). A producdo de
bioluminescéncia depende da expressdo do operon da luciferase, que acontece quando a
densidade populacional é alta o bastante para atingir um acimulo do semioquimico,

neste caso uma acil-homosserina lactona (AHL) (1) (Eberhard et al., 1981)
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O gene luxl controla a produgdo de AHLs, que ao atingir a concentragdo critica
forma um completo com a proteina LUxR e ativa a expressdo dos genes alvo através da
ligacdo ao operon da luciferase (Eberhard et al., 1981). As proteinas homologas LuxI e
LuxR ocorrem amplamente em espécies de proteobacterias, incluindo as bactérias
oportunistas de animais e plantas (Parsek & Greenberg, 2000).

Além disso, tem sido observado que diversas espécies de bactérias possuem
homologos multiplos de Luxl e LuxR permitindo a deteccdo ou producdo de sinais
distintos, os quais podem também conduzir a ativacao de funcdes génicas diferentes em
resposta ao sinal (Sebaihia & Jones, 1995).

Neste contexto, o sistema de comunicacdo mediado por QS pode ser dividido em
duas classes: Luxl/LuxR homologos, empregados no sistema de comunicacdo de
bactérias Gram negativas e o0s oligopeptideos empregados no sistema de comunicagao
de bactérias Gram positivas. Em bactérias Gram negativas a proteina homoéloga LuxL,
codificada pelo gene luxl, é a enzima responsavel pela sintese de semioguimicos, as
acil-homosserinas lactonas (AHLs) (Pearson et al., 1995).

Cada género de bactéria Gram negativa produz uma ou uma combinacgdo Unica de
AHLs (se houver mais que uma proteina homologa LuxL) em nivel ideal capaz de
pemear as membranas celulares por difusdo ou transporte ativo (Pearson et al., 1995).
Quando a concentracdo critica de AHLs € atigida, ou seja, quando a concentracdo
extracelular é igual a concentragdo intracelular (citoplasmatica) ocorre uma interacao
das AHLs com o fator de transcricdo homélogo LuxR, anteriormente codificado pelo
gene luxR, o qual também é responsavel pela detec¢do das AHLs. O complexo LuxR-
AHLs liga-se a elementos promotores especificos do DNA iniciando a expressao de
genes alvos homologos xyz que controlam amplas funcGes bioldgicas (Federle &
Bassler, 2003), incluindo a producdo de bioluminescéncia, de pigmentos e de
antibidticos, ou a formacdo de biofilmes (Parsek & Greenberg, 2000). A combinagéo
das AHLs com a proteina homdloga LuxR é amplamente especifica e limita a

comunicagdo interespécies em individuos que utilizam esse complexo na comunicagéo
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celular. Ao longo dos anos, mais de 70 espécies de bactérias Gram negativas que
utilizam no mecanismo de percepcdo do quorum os analogos LuxL/LuxR foram
identificadas (Federle & Bassler, 2003)

A participacdo das AHLs no mecanismo de comunicacdo celular foi representado
em um trabalho publicado por Fedeler e Bassler da Universidade de Princeton-USA,
2003, (Figura 1).

Figura 1. Principio basico do mecanismo quorum-sensing, baseado na sintese e

percepcao de semioquimicos (acil-HSLs) produzidos por bactérias Gram negativas.
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Fonte: Fedeler e Bassler, 2003.

Para as espécies de bacterias Gram positivas a comunicacdo bacteriana é mediada
por oligopeptideos, os quais consistem, tipicamente, na sequéncia de 5 a 17
aminoacidos (Lazazzera & Grossman, 1998). Diferente das AHLs, os oligopeptideos
ndo sdo permedveis nas membranas celulares e necessitam ser carregados por
transportadores de superficie celular para facilitar a emissdo para o meio extracelular. O
reconhecimento dos oligopeptideos ocorre através de sistemas de transducdo de dois
componentes. Este mecanismo foi também representado no trabalho de Federle e
Bassler, 2003. (Figura 2).

11
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Figura 2: Principio basico do mecanismo quorum-sensing, baseado na sintese e

percepcao de semioquimicos (oligopeptideos) produzidos por bactérias Gram positivas.
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Fonte: Fedeler e Bassler, 2003.

O mecanismo de dois componentes é responsavel por reconhecer flutuagbes no
ambiente externo e transduzir a informacdo para a célula (Madigan et al., 2000). Esse
mecanismo consiste em uma cascata de fosforilacdo envolvendo um sensor cinase e um
par de regulador resposta. O sensor cinase possui residuos de histidina e os reguladores
de acido aspartico, sendo esses residuos sitios de fosforilacdo (Madingan et al., 2000).

O sistema de dois componentes é variavel e pode ser constituido de dois, trés ou até
quatro pares de proteinas. Normalmente o componente final do circuito, o regulador de
resposta, € uma proteina que liga-se ao DNA, que quando é fosforilada modifica a
transcricdo dos genes alvo (Hakenbeck & Stock, 1996). Os oligopeptideos atuam como
ligantes para os sensores cinases e a cascata de fosforilagdo transmitindo informagéo em
cadeia para a célula sobre a densidade populacional. A especificidade desse sistema de
comunicacdo é conferida pelas diferencas entre as sequéncias de aminoacidos nos
oligopeptideos (Federle & Bassler, 2003).

Atualmente sabe-se que elucidar os mecanismos de comunicacdo celular
empregado pelas bactérias remete a evolucdo e fornece a medicina uma nova estratégia:
silenciar a comunicacdo entre 0s agentes patogénicos resistentes a antibioticos
impedindo um ataque eficaz (Dong et al., 1998). Para a agricultura, pode-se silenciar a

comunicacdo entre as bacterias causadoras de doencas em culturas agricolas e impedir
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baixa na produtividade (Pomini et al., 2005; Pomini et al., 2007). Além disso, pode-se
estimular o sistema QS e conduzir a um aumento na fixagdo de nitrogénio e assim
aumentar o crescimento e desenvolvimento de culturas economicamente importantes.
Para a industria alimenticia, pode-se aumentar a resisténcia de alimentos a determinados

tipos de bactérias deteriorantes (Oliveira et al., 2010).

1.3 Identificacdo de sinalizadores quimicos da classe das acil-homosserinas
lactonas em bactérias Gram negativas e a expressao fenotipica

A expressdo fenotipica mediada por acil-homosserinas lactonas é empregada pelas
bactérias Gram-negativas, geralmente, para responder as condi¢cdes ambientais
variaveis, tais como, pH, temperatura, radiacdo substancias tdxicas, abundancia de
nutrientes, entre outros. As acil-homosserinas lactonas, metabolitos caracteristicos de
géneros especificos de bactérias, sdo a-amino-lactonas com uma cadeia lateral saturada
ou insaturada, a qual pode conter substituintes (carbonila ou hidroxila na posig¢ao 3°)
(Figura 3).

Figura 3: Acil-homosserina lactonas, principais substancias sinalizadoras em bactérias
Gram-negativas
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As acil-homosserinas lactonas sdo derivadas dos acidos graxos e, portanto, sdo
biossintetizadas a partir da via do acetato. A biossintese dos &cidos graxos € bem
estabelecida em Escherichia coli, pelo complexo acido graxo sintase (Lehninger, 1995).

O grupo acetato (unidade C>) geralmente € o iniciador da cadeia acila e posteriormente
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novas unidades C, sdo inseridas pelo ataque nucleofilico do malonato ativado por
descarboxilacdo. Esse fato confere as moléculas de AHLs um namero par de 4&tomos de
carbono. No entanto, recentemente foi relatado a presenga do metabdlito N-heptanoil-
HSL na espécie Pantoea ananatis, sendo este relato inédito na literatura (Pomini et al.,
2005). A presenca dessa substancia também é relatada para a espécie Sinorhizobium
leguminosarum, a qual participa do mecanismo de formacdo de nodulos em
leguminosas, bem como na espécie Serratia marcescens onde controla a sintese do
antibiotico que confere com vermelha as suas col6nias bacterianas (Horng et al., 2002;
Lithgow et al., 2000). A identificacdo da N-heptanoil-HSL nas espécies bacterianas
citadas acima foi realizada por anélises de CG-EM e CLAE-EM-EM e por comparagao
do padrédo de fragmentagdo e co-injecdo com o produto sintético.

Em Erwinia psidii R, um fitopatogéno da espécie Psidium guajava L., conhecida
popularmente como goiabeira, foram identificadas os sinalizadores S-(-)-N-hexanoil (2)
e pequenas quantidades de N-(heptanoil) homosserina lactona (3). Neste estudo destaca-
se a determinagdo da configuragdo absoluta para a substancia S-(-)-N-hexanoil
homosserina lactona, resultado que corrobora com a literatura, a qual demonstra que

AHLSs naturais possuem preferencialmente configuracdo S (Pomini et al., 2005).
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Muitos estudos tém mostrado que a cana-de-agUcar pode conter uma ampla
variedade de microrganismos que colonizam seus tecidos de forma simbiética, sendo
que varios pertencem a géneros reconhecidamente produtores de acil-homosserina
lactonas. Dentre esses microorganismos, a literatura reporta bactérias pertencentes aos
géneros Glucoacetobacter, Azospirilum, Acetobacter e Herbaspirilum, os quais sdo
agentes simbidticos fixadores de nitrogénio e assim podem influenciar no crescimento e
desenvovimento da cana-de-agucar (Assis et al., 2000; Boddey et al., 1991; Boddey et
al., 1995). Adicionalmente, outros agentes fixadores de nitrogénio sdo reportados, tais
como Enterobacter, Pantoea, Kluyvera, Citrobacter, Klebsiella, Pseudomonas e

Burkholderia (Mendes et al., 2007; Magnani et al., 2010). Dentre esses géneros, Varios
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sdo conhecidos por produzir acil-homosserina lactonas, especialmente o género
Azospirilum (Vial et al., 2006). Neste sentido, as espécies de Glucoacetobacter também
se destacam devido a capacidade em biossintetizar diversas AHLs. O estudo quimico de
extratos de culturas bacterianas dessa espécie mostrou a presenca de acil-homosserinas
lactonas saturadas N-hexanoil-HL, N-octanoil-HL, N-decanoil e os derivados
carbonilados N-(3-oxo-decanoil)-HL e N-(3-oxo-dodecanoil)-HL (Nieto-Penalver et al.,
2012). No entanto, até o presente momento, ndo ha relatos na literatura de isolamento
dessas substancias a partir de extratos de cana-de-acUcar. Varios estudos com o objetivo
de caracterizar AHLs em tecidos vegetais tém sido reportados na literatura. Em
trabalhos anteriores, nosso grupo de pesquisa observou que biossensores baseado em
células mutantes de Agrobacterium tumefaciens NTL4(pZLR4) foram capazes de
detectar AHLs em extratos das folhas de Zea mays infectadas por Pantoea agglomerans
(Pomini et al., 2007). O mesmo fendmeno foi previamente reportado em ervilhas
(Teplitski et al., 2000).

1.4 Possiveis efeitos fisiologicos de acil homosserinas lactonas em plantas
hospedeiras

Nos ultimos anos, tem sido reportado na literatura que compostos da classe das acil-
homosserinas lactonas (AHLs) causam efeitos significativos no crescimento e
desenvolvimento de plantas (Rad et al., 2008; Schuegger et al., 2006; Joseph & Phillips,
2003). Os efeitos fisioldgicos e 0os mecanismos de acdo desses compostos tém sido
investigados principalmente na espécie Arabidopsis thaliana, espécie daninha cujo
genoma foi completamente sequenciado (Delatorre & Silva, 2008). Em um estudo
realizado por Castro-Ortiz e colaboradores (2008) foi demonstrado que acil-
homosserinas lactonas com cadeia lateral acila de 4 a 14 carbonos afetam
signicativamente o crescimento de raizes primarias em A. thaliana promovendo
aumento no desenvolvimento do vegetal. Neste mesmo trabalho foi verificado que o
composto (x)-N-(decanoil)-homosserina lactona apresenta maior potencial de promogéo
de crescimento que as demais acil-homosserinas avaliadas. Evidéncias preliminares
sobre 0 mecanismo de acao pelo qual as acil-homosserinas atuam foi reportado por Rad
e colaboradores (2008) que demonstraram aumento nos niveis de auxinas e citocininas

nas raizes de A. thaliana apds tratamento com (z)-N-(hexanoil)-homosserina lactona.
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Um mecanismo de acdo mais detalhado foi recentemente reportado por Palmer e
colaboradores (2014) que demonstraram que a resposta de A. thaliana a acil-
homosserina lactonas estd associada a enzima de degradacdo hidrolase de amida de
acidos graxos (FAAH), comum em espécies vegetais e conhecida pela capacidade de
hidrolizar compostos que possuem a funcéo amida, incluindo as AHLs. Adicionalmente,
foi reportado neste trabalho que AHLs de cadeia longa séo mais facilmente hidrolizadas
pela enzima (FAAH) e, portanto demonstraram maior potencial de aumento no
crescimento de raizes primarias de A. thaliana. Além disso, foi reportado que o
composto  (S)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona foi mais ativo que seu
enantiomero (R). Ademais, efeito de protecdo contra agentes patogénicos tem sido

observado para as AHLs (Wagner et al., 2006).

1.5 Importéncia econdémica da cana-de-agUcar

Atualmente a producdo de acucar e alcool no Brasil provém da fermentagdo de
caldos obtidos de hidridos multiespecificos pertencentes ao género Saccharum, o qual
denomina-se Saccharum x officinarum, conhecida popularmente como cana-de-acutcar
(Macedo et al., 2008).

Normalmente a cana-de-aglcar se propaga de forma assexuada por seccles de
toletes contendo uma ou mais gemas. Historicamente a cana-de-acUcar € um dos
principais produtos agricolas do Brasil, sendo o principal tipo de biomassa energética
base para o agronegécio sucroalcooleiro. Na safra de 2012/13 a producdo de acgucar
atingiu a marca de 38,3 milhfes de toneladas, sendo que h& estimativa de ter havido
crescimento de 6,9% para a safra de 2013/14. Com relacdo a producdo de etanol, na
safra de 2012/13 foram produzidos 23,6 bilhGes de litros com previsdo de um
incremento de 14,9 % para a safra de 2013/14. Esses dados tornam nosso pais 0 maior
produtor de acucar do mundo e segundo no ranking de producdo de etanol (Companhia
Nacional de Abastecimento, 2015; Paula et al., 2009). No Estado do Parana, onde
grande parte do mercado consumidor de etanol é abastecido através de producdo
prépria, representa uma das maiores culturas do setor agricola, nucleada em diversas
usinas (privadas ou cooperadas) localizadas nas regides norte e noroeste do Estado.
Devido ao expressivo interesse comecial por esse produto agricola aliado a necesssidade
de produzir alimentos com qualidade e quantidade para satisfazer a demanda mundial, o

desenvolvimento de novos compostos capazes de aumentar a produtividade desta
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cultura tem sido alvo de diversas areas da ciéncia como Agronomia, Quimica,
Bioguimica e Ecologia entre outras.

Neste contexto, os fertilizantes sdo de longa data uma ferramenta utilizada na
agricultura com o intuito de fornecer nutrientes essenciais para o desenvolvimento dos
produtos agricolas. Os fertilizantes sdo compostos que fornecem nitrogénio, potassio,
oxigénio, célcio, enxofre, fésforo e magnésio aos vegetais e sdo considerados
macronutrientes (nutrientes necessarios em grande quantidade as plantas). Geralmente
os fertilizantes sdo classificados em minerais, organicos ou mistos. Os fertilizantes
minerais sdo constituidos apenas por nitrogénio, fosforo e potassio e possuem féacil
absorcéo, os organicos séo dejetos de animais e possuem absorcao lenta, e finalmente os
fertilizantes mistos sdo constituidos pela combinacdo de fertilizantes fosfatados,
nitrogenados ou potassicos. O uso dessas substancias pode promover um acréscimo de
até 50% na produtividade dos produtos agricolas (Lopes & Guilherme, 2007). Contudo,
a utilizacdo de fertilizantes pode resultar em um aumento de elementos-trago no
ambiente, prejudiciais & saide humana caso ocorram em niveis toxicos. Os elementos-
traco no solo podem contaminar aguas superficiais ou subsuperficiais ou ainda se
acumular em plantas em concentragdes tdxicas aos animais e seres humanos sem causar
efeitos no crescimento das plantas (Gimeno-Garcia et al., 1996). Os elementos arsénio,
cadmio, chumbo e mercurio sdo exemplos de contaminantes considerados maléficos.
Esses elementos em fertilizantes sdo derivados das matérias-primas usadas na producao
do insumo ou sdo adicionados no processo de fabricacdo (Hooda, 2010). Assim,
Alternativas como a inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos
micorrizicos vem sendo utilizadas para diminuir ou substituir o uso de fertilizante
(insumo) (Hungria, 2011).

Outra técnica que busca a acdo bioldgica dos fertilizantes sem riscos de toxicidade
é o0 uso de fitorreguladores. Estudos sobre a utilizacdo de fitorreguladores vegetais,
como auxinas, giberilinas e citocininas almejando o controle fisiolégico com a
finalidade de acelerar o crescimento das plantas tém mostrado bons resultados.
Entretanto, 0 uso de auxinas para promover o crescimento de S. officinarum tem
mostrado desvantagens (Buenaventura & Rosario, 1978; Castro et al., 1975). Ha relatos
na literatura sobre respostas discordantes de variedades de cana-de-agUcar frente ao uso
de reguladores auxinas, sendo que algumas variedades ndo apresentam efeitos

consideraveis sobre o crescimento. Outro fator desvantajoso seria a concentragéo ideal
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de aplicacdo, uma vez que concentragcdes que aumentam o crescimento das partes aéreas
tendem a inibir o crescimento radicular.

Neste contexto, nos ultimos anos o interesse dos pesquisadores tem se voltado para
0 estudo de microrganismos simbiontes de plantas, visando promever o crescimento de
culturas agricolas. Desta forma, observar os mecanismos microbioldgicos envolvidos
no crescimento de S. X officinarum pode ser a chave para diminuir o tempo entresafras

e tornar este setor mais rentavel.

1.6 Familia Poaceae

A familia Poaceae, anteriormente conhecida como Graminae, destaca-se devido
a sua grande importancia econémica. Fornecedora de grdos, formas de alimentos mais
cultivados e consumidos em todo mundo, tais como arroz (Oryza sativa), milho (Zea
mays), trigo (Triticum sp. pl.), bem como combustiveis e aclcar (Saccharum ssp.), esta
familia é constituida por 790 géneros e cerca de 10000 espécies distribuidas
principalmente em regiGes tropicais. No Brasil, sdo conhecidas cerca de 1370 espécies
distribuidas em todos os ecossistemas (Clayton & Renvoise, 1986). As espécies desta
familia apresentam-se, na maioria das vezes, como herbaceas, anuais ou perenes além
de lenhosas como varias espécies de bambus. Além disso, abrage numerosas plantas
ornamentais amplamente utilizadas em paisagismo como as diversas espécies de grama.

Além da importancia econbmica, investigacdes quimicas realizadas com
espécies da familia Poaceae mostram a presenca de metabdlitos secundarios com
importantes  potenciais farmacoldgicos como antiinflamatério, antioxidante,
antimutagénico e anticarcinogénico. Triterpenos metil éteres e compostos fendlicos sao
0s principais constituintes quimicos presentes em espécies da familia Poaceae, sendo
que alguns trabalhos discutem a importancia quimiotaxonémica dos triterpenos
pentaciclicos para esta familia (Ohmoto & Ikuse, 1970; Russell et al., 1976).

Uma triagem fitoquimica realizada por Ohmoto e Ikuse (1970) com 56 espécies
de diversos géneros pertencentes a familia Poaceae demonstrou a presenca de
triterpenos pentaciclicos da série dos oleananos, ursanos, hopanos, lupanos e dos
arboranos, delineando a ampla distribuicdo dos triterpenos nesta Familia.

Russell e colaboradores (1976) avaliaram a presenca dos triterpenos arundoina
(4), miliacina (5), éter metilico do lupeol (6) e eter metilico da g-amirina (7) em vinte
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especies do género Chionochloa, sendo constatada a presenca destas substancias em 12

das vinte espécies avaliadas.

Para Zea mays, conhecida popularmente como milho e com reconhecida importancia
comercial, é reportada a presenca de: flavonoides (Makrimovic & Kovscevic, 2003),
esteroides (Abdel-Wahab et al., 2002), alcaloides, fenois, de terpenoides e de taninos
(Solihah et al., 2002). Recentemente, foi reportado por Solihah e colaboradores (2012) a
presenca de antraquinonas, além dos metabolitos citados acima. Além disso, para 0s
metabdlitos presentes em Zea mays tem sido observado notaveis potenciais
farmacoldgicos incluindo efeitos sobre nefrite crénica, hiperplasia de prostata e cistite
(Ribeiro et al., 1988; Tahraoui et al., 2007). Adicionalmente, foi verificado que Zea
mays € capaz de aumentar os niveis de insulina no sangue (Hu & Deng, 2011).

Em Oryza sativa (arroz) foram identificados compostos fendlicos como os acidos
fertlico, benzobico, hidroxicinamico e diferulatos além de antocianinas e
proantocianidinas. Além disso, tém sido reportadas as atividades antinflamatoria,

antimutagénica, antioxidante e anticarcinogénica para este cereal (Maillard & Berset,
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1995; Lloyd et al., 2000; Liu, 2004; Prior et al., 2005; Chun et al., 2005; Soobrattee et
al., 2005; Mira et al., 2008.

Além de cereais, a familia Poaceae também se destaca por conter espécies ricas em
oléos essenciais com extensivos potenciais farmacoldgicos, incluindo a espécie
Cymbopogon citratus, conhecida popularmente como “erva-cidreira”. Na medicina
popular esta erva é amplamente utilizada na forma de infusGes para o tratamento de
hipertensdo, distlrbios estomacais e nervosos, e tem emprego na inddstria alimenticia
como matéria-prima para a fabricacdo de chas (Carvalho et al., 2005). Além disso, seu
oléo essencial, rico em citral, é utilizado como flavorizante e aromatizante, sendo
utilizado na fabricacdo de fitoterdpicos, cosméticos e inseticidas. Além do citral (8),
mirceno (9), limoneno (10), nonanal (11), nerol (12) e terpinol (13) s&o os principais
componentes presentes no Oleo essencial de Cymbopogon citratus (Abegaz &
Yohannes, 1983; El fattah et al., 1992; Carriconde et al., 1996).

\
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Para esta espécie também é reportado a presenca de flavonoides (Dematouschek &
Sathlbiskup, 1991), saponinas (D’Mello et al., 1991) e alcaloides (Souza et al., 1991).
Diversas propriedades farmacologicas foram relatadas para “erva-cidreira”, dentre
as quais se destacam os potenciais antimicrobiano (Fiori et al., 2000), analgésico (Viana
et al., 2000), sedativo (Blanco et al., 2007) e anticancerigeno (Balboa & Lim, 1995).
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1.7 Género Saccharum L.

O género Saccharum L. é constituido de 32 espécies conhecidas e catalogadas,
dentre as quais seis espécies sdo consideradas mais importantes e utilizadas em
melhoramentos genéticos por possuirem caracteristicas de resisténcia e alta
produtividade, quais sejam: S. officinarum L., S. spontaneum L., S. sinensis Roxb., S.
barberi Jew., S. robustum Jew. e S. edule Hask (Landell & Bressiani, 2010). No
entando, somente as espécies S. robustum Jew. e S. edule Hask sdo consideradas puras e
as demais sdo provenientes de hibridos, segundo Artchwager & Brandes (1958). Por
muitos anos, a especie S. officinarum L. foi utilizada como matéria-prima para a
producdo comercial de agucar, entretanto outras espécies do género tém sido utilizadas
na China e india para obtencdo da sacarose. Devido a importancia comercial desta
cultura agricola, é crescente a procura por hibridos mais resistentes e com maior teor de
sacarose, e assim, tem surgido centenas de variedades dificultando a identificacdo
taxondmica das mesmas. Desta forma, a classificacdo correta é considerar a cana-de-
acucar como um hibrido multiespecifico que recebe a designagdo de “Saccharum spp.”
ou Saccharum X officinarum (de Almeida et al., 1995).

Apesar da ampla importancia econémica e farmacoldgica que o género Saccharum
L. apresenta os estudos quimicos se restrigem a apenas triagens fitoquimicas das
espécies S. officinarum L., S. spontaneum L., S. sinensis Roxb., S. barberi Jew., S.
robustum Jew., S. edule Hask e S. muja Roxb. Para essas espécies sdo descritos na
literatura a presenca de acidos fendlicos, flavonoides, triterpenos, saponinas, taninos e
alcaloides (Kumar et al., 2009; Khalid & Siddiqui, 2011; Ejoba et al., 2013). Além
disso, devido a alta concentracdo de compostos fendlicos, estas espécies sdo
amplamente investigadas quanto ao seu potencial antioxidante e demonstram eficiéncia
ao combate de radicais livres.

A partir do caule, raiz e folhas de S. sinensis foram identificados os flavonoides
diosmentina (14), cianidina-3-O-glicosideo (15) e petunidina (16) (Li et al., 2010).
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Diversas propriedades terapéuticas sdo reportadas para algumas das espécies
citadas acima. Para as partes aéreas de S. spontaneum L. é relatado propriedades
laxativas, afrodisiacas e utilizada no tratamento de doencas do sangue e mentais, anemia
e desordens abdominais (Kumar et al., 2009; Khalid & Siddiqui, 2011). Para S. barberi
sdo reportadas propriedades anticancer, antialergica, antiviral, antiinflamatéria e a

mesma é usada no tratamento da diarreia (Chopra et al., 1956).

1.8 Saccharum X officinarum.

Saccharum X officinarum (Figura 4) é uma graminea perene de grande porte
pertencente a familia Poaceae e conhecida popularmente como cana-de-agucar, com
distribuicdo em regides de clima tropical e subtropical (Segato et al., 2006). Seu centro de
origem ndo é bem definido, mas acredita-se que seja o sudoeste asiatico, Java, Nova

Guiné e também India (Landell & Bressiani, 2010).
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Figura 4: Foto da espécie Saccharum X officinarum.

Apesar de ser uma espécie de origem asiatica, a cana-de aglcar se adaptou ao clima
tropical brasileiro, tendo como principal ocorréncia a regido Norte do estado de Sé&o

Paulo, Norte do Parana e Nordeste (Figura 5).

Figura 5: Regides de cultivo da cana-de-actcar no Brasil

Cana-de-agucar

Fonte: NIPE-Unicamp, IBGE e CTC

23



Tese de Doutorado-

Segundo Bacchi (1983), a classificagdo botanica para esta espécie € a seguinte:
Divisdo: Angiosperma
Classe: Monocotiledonea
Ordem: Glumiflorae
Familia: Poaceae
Tribo: Andropogone
Género: Saccharum L.
Espécie: Saccharum X officinarum.

Além de seu amplo aproveitamento comercial, a literatura relata propriedades
medicinais para Saccharum X officinarum como anti-hipertensiva e diurética e para o
tratamento da osteoporose (de Barros et al., 2007), as quais estdo relacionadas aos
colmos, parte da planta utilizada pela populacdo na preparacdo de sucos. Compostos
fendlicos sdo largamente encontrados em Saccharum officinarum, onde os mais comuns
pertencem a classe das flavonas, como a naringenina (17), apigenina (18) e derivados da
luteolina (Willians et al., 1974).

17 18

Essas substancias sdo conhecidas atualmente pelos efeitos benéficos a satde, como
protecdo das células contra processos degenerativos evitando, assim, o desenvolvimento
de patologias como o cancer.

Em um estudo quimico realizado com o suco de S. officinarum foi relatada a
presenca do flavonodide tricina-7-O-B-(6’’-metoxicinamico)-glucosideo (19), o qual
mostrou consideravel potencial antioxidante e antiproliferativo (Almeida et al., 2007).

Além dos esteroides estigmasterol (20) e B-sitosterol (21) (Narasingarao & Vidyarthi,
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1939), os triterpenos taraxeferol (22), B-amirina (23), betulina (24) e sawamiletina (25)

(Deshmane & Dev, 1971) foram isolados de S. officinarum.

MeO

HO
HO
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Vila e colaboradores (2008) relataram a presenca dos flavonoides orientina (26),
tricina 7-O-glicosideo (27), schaftosideo (28), vitexina (29) e diosmetina-8-C-glicosideo
(30) nas folhas e bagaco desta espécie. O potencial antioxidante do suco de Saccharum

officinarum também foi avaliado neste estudo, demonstrando potencial moderado.
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Outros estudos descritos na literatura reportam a presenca de flavonoides
glicosilados derivados de tricin e diosmetina (Vila et al., 2008; Colombo et al., 2005;
Colombo et al., 2006; Colombo et al., 2006).

A presenca de flavonoides, bem como, o potencial antioxidante das folhas e colmos
de Saccharum officinarum também foi verificada por Almeida e colaboradores (2007) e
(2011). A partir destes estudos foram identificados apigenina (18), luteolina (31), tricin
(32) além dos é&cidos fendlicos: caféico (33), clorogénico (34), p-cumarico (35) e
ferulico (36).
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Nesta ocasido, o extrato bruto proveniente das folhas e colmos de S. officinarum
exibiu potente atividade antioxidante (Duarte-Almeida et al., 2011), provavelmente
devido a presenca dos compostos fenolicos.

Outros compostos bioativos importantes tem sido encontrados nesta espécie, tais
como acidos hidroxicinamicos, a-hidroxi acidos, acidos alifaticos e poliamidas (Loyd &
Naidoo, 1983). Os a-hidroxi acidos sdo amplamente utilizados em cosméticos como
agentes fotoprotetores e antiinflamatérios (Ruciani, 1997). Recentemente Pallavi e
colaboradores (2012) demonstraram a presenca de antocianinas nas cascas de S.
officinarum e moderada atividade antiproliferativa contra células tumorais HT 29
(carcinoma de coélon).

Segundo Feng e colaboradores (2014) a espécie S. officinarum pode ser considerada
uma importante fonte de triterpenos bioativos, além de fitoesteroides e flavonoides com

potente potencial antioxidante.

1.9 Cancer

O cancer € uma denominacdo genérica que constitui um grupo de mais de 100
doencas caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que invadem orgéos e
tecidos (Who, 2015). Estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis
devido a rapida divisdo celular, a qual pode resultar na formacdo de tumores malignos
que podem dinfundir-se para outras regides do corpo (metéstase) (Ministério da Saude,
2013). O mecanismo de formacdo do céncer (oncogénese) geralmente ocorre
lentamente, acarretando em um longo periodo de tempo até seu estabelecimento. As
causas do cancer estdo relacionadas com fatores externos (exposicdo a agentes
carcinogénicos bioldgicos, quimicos ou fisicos) e internos (fatores geneticamente pré-
determinados) ao organismo, podendo estes estar associados. No entanto,
aproximadamente 85% dos casos de cancer estdo relacionados com fatores externos,
como pode ser observado na Figura 6 (Organizacdo Mundial da Salde, 2013a;
Ministério da Saude & INCA, 2014).
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Figura 6: Estatisticas sobre fatores externos e internos causadores de cancer. Fonte:

INCA, 2012.
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O cancer ocupa o0 segundo lugar no ranking de causas de morte em todo o mundo,

sendo considerado um grande problema de saude publica. Em 2012 a doenca atingiu

cerca de 14,1 milhdes de novos pacientes, sendo responsavel por 8,2 milhGes de mortes.

Ainda nesta estatistica, 0s casos mais frequentes foram os canceres de pulmao, figado e

estbmago. Segundo levantamento publicado pelo periddico Journal of American

Medical Association Oncology (JAMA) em julho de 2015, o nimero de casos de cancer

de prostata e mama no Brasil aumentou consideravelmente entre os anos de 1990 a

2013 (Figura 7).
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Figura 7: Incidéncia de casos de cancer no Brasil a cada 100 mil habitantes entre
0s anos de 1990 e 2013. (Fonte de dados estatiticos: JAMA, 2015)
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Ainda segundo o periddico, um dos fatores que explicam este fenémeno no Brasil
seria 0 envelhecimento da populagéo.

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (2013a), o cancer
podera causar mais de 13,1 milhdes de mortes em 2030. No Brasil, estimativas apontam
a ocorréncia de 576.580 novos casos de cancer em 2015, sendo os de maior incidéncia o
cancer de pele tipo ndo melanona, seguido de prostata e mama (Mohsen et al., 2015).

1.9.1 Tratamento e cura do cancer

A quimioterapia aliada a radioterapia e procedimentos cirdrgicos sdo as trés
modalidades principais de tratamento para o cancer (Sawada et al., 2009). Essas
modalidades geralmente objetivam a cura, o prolongamento da vida ou a melhora na
qualidade de vida do paciente. A quimioterapia é a modalidade que emprega substancias
quimicas no tratamento de doencas causadas por agentes bioldgicos. Quando empregada
para o tratamento do cancer é chamada de quimioterapia antineoplasica (tumores
malignos) ou quimioterapia antiblasica (tumores benignos) (INCA, 2014). Apesar da
evolucdo, nas ultimas décadas, das &reas responséveis por descobrir e desenvolver

novas modalidades terapéuticas contra o cancer, como a medicina, a quimica medicinal
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e sintética, a quimioterapia ainda apresenta diversas limitacdes. Essas substancias
normalmente afetam tanto as células normais quanto as neoplasicas (possuem baixa
seletividade e alta toxicidade) e também muitos tumores apresentam resisténcia frente
aos quimioterapicos existentes.

Os tecidos normais que se renovam constantemente, como medula 6ssea, 0s pelos e
a mucosa do tubo digestivo também sdo atacados pelos quimioterapicos, desencadeando
diversos efeitos indesejaveis e de desconforto ao paciente (Sawada et al., 2009). Devido
a esses efeitos, muitos pacientes tém recorrido a metodologias terapéuticas secundarias,
incluindo o uso de produtos naturais (Melo et al., 2011).

De acordo com a literatura, até 2010 eram 206 quimioterdpicos aprovados para o
tratamento do cancer no mundo todo, sendo estes de origem sintética ou semissintética e
fontes naturais (plantas, fungos, organismos marinhos, bactérias) (Newman & Cragg,
2012). Os produtos naturais tém sido considerados como uma importante fonte de
substancias ativas anticancer. Segundo Costa-Lotufo e colaboradores (2010) mais de
60% das drogas anticancer utilizadas clinicamente séo provenientes ou derivados de
produtos naturais. Diversos trabalhos descritos na literatura tém demonstrado
expressivas atividades anticancer para uma ampla quantidade de classes de produtos
naturais, destacando-se flavonoides e cidos fenolicos (Kampa et al., 2003; Cai et al.,
2004).

1.10 Flavonoides

Os flavonoides constituem um dos grupos fenolicos mais diversificados entre as
classes de compostos provenientes de fontes naturais, sendo amplamente difundido no
reino vegetal (Simdes et al., 2004). Podem ser encontrados em sementes, cascas de
arvores, raizes, frutas, verduras, graos e principalmente em folhas e flores. Diversos
produtos industrializados também contém flavonoides, como chas, vinhos, cervejas e
mel, entre outros (Nijveldt et al., 2001).

Os flavonoides tém como caracteristica estrutural um nucleo C6-C3-C6, totalizando
15 atomos de carbono em suas estruturas e sdo biossintetizados a partir de duas vias
metabolicas distintas, a via do acetato e a via do chiquimato (Cazarolli et al., 2008). As
modifica¢bes estruturais no esqueleto carbénico basico dos flavonoides conferem a
ampla diversidade estrutural apresentada por esta classe de compostos e provém,

principalmente, de reacbes de alquilacdo e glicosilacdo (Tahara, 2007). Podem ser
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encontrados como agliconas ou na forma de glicosideos, ou ainda derivados metilados e
acilados. Além disso, as diferentes modificaces no anel C conduzem as distintas
subclasses, tais como as chalconas, flavanonas, flavanois, flavonas, flavonois,

isoflavonas, flavan-3-ois e antocianidinas, como mostra a Figura 8.

Figura 8: Esqueletos basicos de flavonoides
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Nas plantas, os flavonoides e seus derivados desempenham diversas funcdes
importantes que incluem desde pigmentacdo até protecdo contra agentes patogénicos. O
glicosideo delfinina (37), por exemplo, é reponsavel pela pigmentacdo azul das flores
das espécies Salvia uliginosa e Nymphaea caerulea (Figura 9).
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Figura 9: (a) Espécie Salvia uliginosa. (b) Espécie Nymphaea caerulea.

(a)*fonte: www.artistisgafden.co.uk. (b)*fonte: www.medicineroom.net

Algumas espécies pertencentes a familia Rosaceae possuem a cianidina (38) que
quando complexadas a copigmentos e metais conferem pigmentacdes do vermelho até o

magenta as suas flores (Gottlieb, 1982).

OH

38

Protecdo a radiacdo ultravioleta B (280-315 nm) também é associada, em partes,
aos pigmentos formados pelos flavonoides que atuam como um filtro, evitando que a
incidéncia de radiacdo provogue modificacdes nas estruturas celulares e portanto,
gerando células defeituosas (Harborne, 1997).

Os flavonoides também se destacam como agentes antiflngicos, antibacterianos e
antivirais, protegendo as plantas de ataques microbianos (Grayer & Harborne, 1994).
Nestes compostos, a presenca de hidroxilas fendlicas é parcialmente responsavel pelas
atividades apresentadas, pois inibem o crescimento de esporos, micelas e particulas
virais. Além disso, tem sido observado que esses compostos também desempenham
fungdes importantes de protecdo dos vegetais a herbivoros (Picman et al., 1995).

Estudos demonstram que alguns flavonoides presentes em Oriza sativa (arroz)

inibiram a ingestdo de seiva de insetos como Niloparvatta lugens, uma das maiores
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pragas do arroz (Grayer et al., 1994). Benninger & Aboud-Zaid (1997) demonstraram
que o flavonoide rutina (39), isolado da espécie Pinnus banksiana, promoveu o0 aumento

da mortalidade e diminuigdo do crescimento de larvas.

OH

39

Flavonoides glicosilados isolados de Asclepias curassavica séo fundamentais para a
inducdo da ovoposicdo em algumas espécies de borboletas como Danaus plexippus
(Haribal & Renwick, 1996).

Além de serem utilizados pelos vegetais para adaptacdo e sobrevivéncia ao meio
ambiente, os flavonoides também apresentam importantes propriedades bioldgicas.
Esses compostos sdo conhecidos, principalmente pela capacidade de inibir a oxidacdo
de tecidos, ou seja, sao eficientes no combate da formacédo de radicais livres, 0os quais
estdo associados a doencas degenerativas como o cancer, o mal de Parkinson e
Alzheimer (Trevisan et al., 2006). Outras a¢des farmacoldgicas sdo reportadas para 0s
flavonoides destacando-se as atividades antitumoral (Wei et al., 1990), antioxidante
(Duarte-Almeida et al., 2011) e antinflamatdria (Coutinho et al., 2009) entre outras, as

quais lhes atribuem significativa importancia biologica.

2 Objetivos

Tendo em vista a importancia econdmica da cultura cana-de-agucar para o Brasil e
especialmente para o Norte do Parana e a busca por novos agentes quimicos que podem
aumentar a produtividade desta cultura sem causar danos ao ambiente, e, também
considerando os resultados promissores obtidos de estudos quimicos e farmacoldgicos
realizados com espécies do género Saccharum, o presente trabalho tem como objetivos

principais:
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- Caracterizar as principais substancias sinalizadoras da classe das acil-homosserina
lactonas presentes nas folhas e colmos de cana-de-agucar (Saccharum X officinarum),
através de CG-EM,;

- Otimizar a sintese de novas acil-homosserinas nao substituidas e substituidas visando
obter melhor rendimento reacional e posterior caracterizacdo destas moléculas através
de técnicas de CG-EM e RMN;

- Avaliar os possiveis efeitos de ganho de produtividade ou ciclo de crescimento na
administracao das substancias sintéticas em cultivos de cana-de-agucar.

- Avaliar a toxicidade das substancias testadas através de microscopia eletronica de
varredura.

- Isolar e identificar os principais metabdlitos secundéarios presentes nas folhas e colmos
da espécie Saccharum X officinarum;

- Realizar ensaios bioldgicos a fim de avaliar a atividade antiproliferativa do extrato

bruto acetato de etila, fragdes e compostos isolados.

3 Parte Experimental

3.1 Material e Métodos

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram adquiridos em cromatdgrafo
gasoso modelo Focus GC (Thermo Finnigan) acoplado a um espectrébmetro de massas
modelo DSQ Il (Thermo Finnigan) equipado com fonte de ionizacdo por impacto de
elétrons (IE), analisador de massas do tipo quadrupolo e diodo como detector,
amostrador automéatico com forno headspace, modelo Triplus e sistema de injecdo
Split/Splitless, trabalhando a 70 eV. A aquisicdo de dados foi realizada através do
software Xcalibur que contém base de dados contidos nos espectros da biblioteca
espectral NIST MS Search Version 2.0. Hélio de alta pureza (99,999%) (5.0) (White
Martins) foi utilizado como gas de arraste com vazdo de 1 mL min. As analises foram
realizadas com o injector trabalhando a 250 °C e modo de injecdo Splitless. A coluna
capilar utilizada foi DB-5 (30 m x 0,25 milimetros x 0,25um) (5% de fenil, 95%
metilpolisiloxano) e o programa de temperatura do forno foi de 100 °Ca290°Ca10°
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C min. As amostras foram preparadas a partir de 1 mg de cada uma das substancias
dissolvidas em 1 mL de acetato de etila (Grau HPLC).

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram obtidos em espectrometro
Bruker, modelo Avance I11 HD, operando a 300,06 e 500 MHz para 'H e 75,45 e 125,5
MHz para *C. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm, tendo como
referéncia interna o tetrametilisilano (TMS 6 = 0.0 ppm). Os solventes utilizados nas
analises foram: CDCls, CD30D e D20, Aldrich ou Isotec.

Adicionalmente, foram obtidos os espectros pela técnica DEPT e as correlagdes
bidimensionais foram confirmadas a partir dos espectros dos mapas de contornos
obtidos pelas técnicas COSY, HSQC e HMBC.

Para 0 método de purificacdo dos constituintes quimicos foram utilizadas
cromatografias em coluna usando gel de silica 60 (0,063-0,2 mm) da Merck ou Fluka e
filtracbes em Sephadex Lipofilica LH-20 da Sigma. Os diametros das colunas
cromatogréficas utilizadas variaram de acordo com a massa do material a ser tratado.

O acompanhamento das cromatografias e filtracbes em coluna foi realizado através
de cromatografia em camada delgada (CCD), sendo que as placas cromatogréaficas
foram preparadas com fase estacionaria de gel de silica 60 G e gel de silica 60 GF, com
0,25 mm de espessura.

Os solventes organicos (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol) utilizados
na fase movel nas cromatografias e filtracdes, apresentavam grau de pureza P.A ou
foram destilados. O processo de evaporacdo de solventes foi realizado utilizando
evaporador rotativo.

As substancias separadas nas placas cromatograficas (CCD) que apresentaram
fluorescéncia foram visualizadas sob luz UV no comprimento de onda de 366 nm e
reveladas através do revelador universal (solucéo alcoolica de anisaldeido).

As analises por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas
utilizando aparelho de ponto critico Bal-Tec-CPD 030, metalizador de amostras da
marca Shimadzu IC-50 e microscépio eletrénico de varredura da marca Schimadzu SS —
550 Super Scan.Pequenas sessOes das raizes tratadas (5mm) foram imediatamente
fixadas em eppendorfs com solucdo Karnovsky (2.5% glutaraldeido and 2%
paraformaldeido em tampéo cacodilato 0.05 M pH 7.2). Em seguida foi realizada a
desidratacdo das amostras em propanona (70, 90 e 100%) seguida foram secas ao ponto

critico a temperatura de 9°C e 55 bar de CO.. Apés a secagem em ponto as amostras
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foram metalizadas utilizando ouro de alta pureza e em seguida analisadas no
microscopio eletrdnico de varredura.

A anélise polarimétrica das substancias (desvio da luz plano-polarizada — a20D) foi
realizada em um polarimetro Perkin Elmer, modelo 343, a 20°C e 589 nm, com cela de
caminho optico de 10 mm. As amostras foram diluidas na proporcao de 10 mg em 1 mL
de acetato de etila ou cloroformio. O a20D foi determinado atraves da Equacgéo 1, onde
[a] ¢ a leitura obtida pelo equipamento, b ¢ o caminho optico (0,1 dm) e ¢ é a

concentracao.

4
20 = _L | (. 1)

Para o isolamento dos sinalizadores quimicos foram utilizados prodecimentos de
cromatografia em coluna usando gel de silica 60 (0,063-0,2mm) fornecido pela Merck
ou Fluka ou Sephadex LH 20. Os diametros das colunas utilizadas variaram de acordo
com a massa do material a ser purificado.Os solventes organicos (hexano, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila e metanol) utilizados como fase movel nas
cromatografias e filtragcdes, apresentavam grau de pureza P.A ou foram destilados. O
processo de evaporacdo de solventes foi realizado utilizando evaporador rotativo. A
acetonitrila grau HPLC de pureza foi adquirida da Sigma.

Na sintese das acil homosserina lactonas os reagentes bromidrato de (S)-(-)-a-
amino-y-butirolactona, (R)-(-)-a-amino-y-butirolactona, N,N’-dicicloexilcarbodiimida,
4-(dimetilamino)-piridina, acido de Meldrum, cloridrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida e os &cidos hexandico, octandico, decanoico e
dodecanoico eram provenientes da Sigma. Todos 0s reagentes com exce¢do dos
acidos carboxilicos foram mantidos sob refrigeracdo a -10 °C. A trietilamina foi
adquirida da Merck e os sais cloreto de célcio anidro, sulfato de magnésio anidro,
bissulfato de potassio e bicarbonato de sédio juntamente com o &cido cloridrico foram
adquiridos da Nuclear. As analises de CG-EM das substancias sintéticas foram
realizadas sob mesmas condigdes experimentais descritas no capitulo 1. A sintese das
acil-homosserinas lactonas foi confirmada mediante analises espectrais uni e

bidimensionais descritas no capitulo 1.
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3.1.1 Identificacdo de acil homosserinas lactonas presentes nas folhas e colmos da
espécie Saccharum X officinarum.

Algumas fragOes oriundas de filtracOes de subfracbes da fracdo acetato de etila
(SOA) obtida do extrato bruto de Saccharum X officinarum descritas no capitulo
anterior foram selecionadas para anélise de CG-EM. Os requisitos para a selecdo dessas
fragdes foram: auséncia de clorofila, auséncia de acidos graxos, menor complexidade
por CCD e baixa polaridade, aléem de pertencerem a um grupo de fracdes eluidas sob
condicGes de média polaridade, nas quais tipicamente sdo observadas as acil-HSLs
(Pomini et al., 2009). As fracOes selecionadas sdo mostradas no Esquema 2.

As fracdes foram analisadas por CG-EM a procura de picos cromatograficos com

espectros de massas caracteristicos de substancias da classe das acil-HSLs
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Esquema 2: Obtencdo das fragdes selecionadas para analise em CG-EM

Extrato bruto acetato de
etila (70 g)

Fracionamento em CC de gel de silica; Hexano,
Acetato de etila e metanol.

Fracéo acetato de etila
(SOA; 32 g)

Fracéo hexanica Fracdo metandlica

Fracionamento em CC de gel de silica; Hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol.

SOA.9 SOA.10 SOA.12 SOA.16 SOA.17 SOA.18 SOA.19 SOA.20
Sephadex LH 20;
Metanol.
SOA.9.7 SOA.10.7 SOA.12.1 SOA.16.4 SOA.17.5 SOA.18.5 SOA.19.11 SOA.20.6
SOA.9.8 SOA.10.8 SOA.12.8 SOA.16.6 SOA.17.7 SOA.18.6 SOA.19.12 SOA.20.8
SOA.9.9 SOA.12.9 SOA.17.8 SOA.18.7 SOA.19.13 SOA.20
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3.1.2 Sintese de acil-homosserina lactonas

3.1.2.1 Sintese de acil-homosserinas lactonas com o grupo carbonila na posicio 3’
da cadeia lateral (1-5a).

- Sintese do derivado de Meldrum.

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 20 mL de diclorometano previamente seco.
Em seguida, o baldo foi vedado com rolha e agulha, tendo sido aspergido em sua
atmosfera interior um fluxo de nitrogénio a partir de um reservatorio de borracha. Logo
apos, adicionou-se 2,0 mmol de acido hexanoico, octanoico, decanoico ou dodecandico.
Adicionou-se também 2,1 mmol de DMAP (4-dimetilaminopiridina, 256,2 mg), 2,2
mmol de diciclohexilcarbodiimida (453,2 mg) e 2,0 mmol de acido de Meldrum (288,0
mg). A solucdo permaneceu sob agitagdo magnética a temperatura ambiente. Apés 24
horas, havia no meio reacional um precipitado branco e a solucdo era amarela. O meio
foi filtrado em algodao e a fase organica evaporada sob pressdo reduzida a 38°C. Em
seguida, o 6leo amarelo obtido foi dissolvido em 20 mL de acetato de etila e 5 mL de
metanol e extraido com solugdo aquosa de HCI 2 M (3 x 10 mL) e &gua destilada (1 x
10 mL), e a solucdo foi seca sob sulfato de magnésio anidro. A fase organica foi entdo
filtrada em algoddo e evaporada sob pressdo reduzida. O derivado de Meldrum foi
conservado em freezer a —20°C e utilizado para a proxima etapa.

- Sintese de N-3-(oxo0-acil)-homosserina lactonas.

A uma solugdo do derivado de Meldrum (0,75 mmol de hexanoil-Meldrum,
octanoil-Meldrum, decanoil-Meldrum ou dodecanoil-Meldrum) em 22,5 mL de
acetonitrila grau HPLC de pureza adicionou-se 0,75 mmol de bromidrato ou cloridrato
de (S) ou (R)-(-)-a-amino-y-butirolactona e 1,2 mmol de trietilamina (126,44 pL). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética e refluxo durante 3 horas. A fase orgéanica
foi evaporada sob pressdo reduzida e o sélido branco obtido foi dissolvido com 20 mL
de acetato de etila e 5 mL de metanol. A solucdo organica foi extraida com solugédo
saturada de NaHCO3 (3 x 10 mL), KHSO4 1M (3 x 10 mL) e NaCl (3 x 10 mL). A fase
organica foi posteriormente seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e evaporada,
rendendo um solido amarelado. Os produtos das reagdes foram purificados por
cromatografia em coluna de gel de silica (12 g de silica; 6=2 cm), eluida com hexano,
diclorometano e acetato de etila em polaridade crescente. Os produtos (1-5a), Figura

10, foram recolhidos como solidos brancos, nas fragbes de polaridade
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diclorometano/acetato de etila 7/3 com rendimentos de 45, 55, 40, 62 e 70%,
respectivamente.

Figura 10: Acil-homosserinas lactonas com carbonila na posi¢do 3’ sintetizadas

R=C5H11 (2&)
\Q R:C7H15 (3a)
R:CQng (43.)

R 3 R=C11Hz3 (5a)

3.1.2.2 Sintese de acil-homosserinas lactonas sem o grupo carbonila na posiciao 3’

da cadeia lateral

Em um baldo de 5 mL, adicionou-se trietilamina (1,05x10* mol), bromidrato de
(R)-(-)-a-amino-y-butirolactona (1,05x10*% mol) e solugdo de A&cido hexandico,
octandico, decanoico ou dodecandico (1,57x10* mol) em 2,5 mL de agua ultra pura
(Milli-Q). Em seguida, adicionou-se cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida (1,57x10° mol). A mistura reacional permaneceu sob agita¢cdo magnética
a temperatura ambiente. Apds 24 horas, esta foi extraida com acetato de etila (3 x 10
mL) e a fase orgénica foi extraida com solugdo de bicarbonato de sddio 5% (2 x 6 mL),
bissulfato de sédio 1 M (1 x 6 mL) e solu¢do saturada de cloreto de s6dio (1 x 6 mL). O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, formando um soélido branco. Em seguida,
o material obtido foi purificado em coluna cromatografica empacotada com de gel de
silica e um plug de gel de silica/NaOH 5% . Os eluentes utilizados na purificacdo foram
cloroférmio, acetato de etila e metanol. Este procedimento forneceu 12 fragdes, sendo
que as fracOes eluidas com acetato de etila 100% forneceram cristais brancos, os quais
foram encaminhados para analise de RMN de *H e 3C, obtendo-se os produtos (1-4b),

Figura 11, com rendimentos de 20, 48, 50 e 45% respectivamente.
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Figura 11: Acil-homosserinas lactonas sem carbonila na posi¢ao 3’ sintetizadas

4 R=CsH1; (1b)

i H\Cm R=C7Hys (2b)

R)K T2 R=CgHig (3b)
1

H o  R=CiiHa3 (4b)
3.2 Bioensaio de atividade de promogao do crescimento em cana-de-agucar

O bioensaio de promog¢do do crescimento em cana-de-agUcar foi realizado com as
variedades SP80-3280 proveniente de cultivo proprio do laboratério de bioguimica da
Universidade Estadual de Maringa, e com a RB96-6928 cedida pela Usina Santa
Terezinha alocada na cidade de Maringa.

Colmos de cana-de-agUcar (n=6) com aproximadamente 3,0 cm de diametro foram
esterelizados com etanol 70%, incubados em vermiculita e mantidos em camara de
crescimento a temperatura de 30°C por 8 dias e ciclo fotoperiodo de 12:12 claro/escuro.
Irrigagdes foram realizadas a cada dois dias com a solucdo controle (100 uL de DMSO
e 1000 L de H20) ou com a solucdo das substancias sintéticas dissolvidas em 100 pL de
DMSO e 1000 L de H20. Apoés o periodo de incubacdo, os comprimentos das raizes e
brotos foram medidos com auxilio de uma régua e a massa de raiz e broto secos foram
estimados ap6s secagem em estufa a 80°C. Todos os parametros foram ponderados pelo
didmetro dos colmos.

Primeiramente objetivou-se determinar o melhor procedimento para a realizacéo
deste bioensaio, para tal a variedade SP80-3280 e a substancia (R)-N-(3-oxo-octanoil)-
homosserina lactona (2a) na concentragdo de 0,1 mg/L foram utilizadas. Neste ensaio, 0
procedimento A refere-se a colmos imersos inicialmente na solucdo controle seguido de
irrigacfes com a mesma solucdo. No procedimento B colmos de cana-de-agtcar foram
imersos na solugdo da substancia (2a) e irrigados com a solu¢do controle e no
procedimento C colmos de cana-de-agtcar foram imersos inicialmente e irrigados com a

solugéo contendo a substancia (2a). A Tabela 1 sintetiza esse procedimento.
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2a

Tabela 1: Bioensaio para a determinacdo do melhor procedimento para o bioensaio

de atividade de promog&o de crescimento em cana-de-agucar (SP80-3280)

Procedimento A Procedimento B Procedimento C
Imersao Solucgéo Solucéo do principio Solucdo do principio
branco/controle ativo ativo
(100 uLDMSOem1 (0,1 mgde 2a, 100 uL (0,1 mg de 2a, 100 pL
L H20) de DMSO el L de de DMSOelL de
H-0) H20)
Irrigacéo Solucéo Solucéo Solucéo do principio
branco/controle branco/controle ativo
(100 uL DMSOem1 (100 uLDMSOem 1L (0,1 mgde 2a, 100 pL
L H20) H-0) de DMSO el L de
H20)

Com o objetivo de avaliar o fator dose-resposta e a toxicidade foi realizado um
ensaio utilizando a substancia (2a) nas concentracbes de 0,1, 0,5, 1,0 e 5,0 mg/L e a
variedade SP80-3280 seguindo o procedimento C. Devido a importdncia que a
estereoquimica apresenta diante de propriedades bioldgicas, outro ensaio foi realizado
visando observar a acdo da substancia (2a) e seu enantibmero (S)-N-(3-oxo-octanoil)-
homosserina lactona (1a) na atividade de promocdo do crescimento. Neste ensaio 0s
enantidmeros foram avaliados na concentragdo de 0,5 mg/L seguindo o procedimento
C.Para a variedade RB96-6928 foram avaliadas as acil-homosserinas com carbonila na

posi¢do 3’ (1a), (2a), (3a), (4a), (5a) e os derivados sem carbonila na posi¢do 3’ (1b),
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(2b), (3b) e (4b) na concentracdo de 0,5 mg/L seguindo o procedimento C. As

substancias testadas neste ensaio estdo dispostas na Figura 12 e 13.

Figura 12: Acil-homosserinas lactonas sintéticas com carbonila na posi¢do 3’ avaliadas

no bioensaio de promogdo de crescimento em cana-de-agucar.

H o 0o
1a 2a
0 0 o
N
W NT\ 0
H o 4a

5a

Figura 13: Acil-homosserinas lactonas sintéticas sem carbonila na posi¢do 3’ avaliadas

no bioensaio de promogdo de crescimento em cana-de-agucar.

3.3 Tratamento Estatistico
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cada parcela

representada por um recipiente de plastico contendo seis plantas. Os dados sdo
expressos como a média de seis experimentos independentes * o erro padrdo. A analise

de variancia One-way para testar a significancia das diferengas observadas foi realizada
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utilizando o programa estatistico Prisma®. A diferenca entre os parametros foram
avaliados pelo teste de Dunnett’s e foram consideradas significativas as diferencas com
P<0,05.

3.4 Estudo Quimico das folhas e colmos de Saccharum X officinarum.

3.4.1 Coleta do Material Vegetal

As folhas e colmos da espécie Saccharum X officinarum foram coletadas pelo
Profe. Dr°. Armando Mateus Pomini na cidade de Munhoz de Mello (Parand) em
setembro de 2011, na localidade “Fazenda M&o de Onga”. Trata-se de um cultivo
comercial voltado para a producdo de etanol, em &rea cooperada a Usina Nova
Produtiva. O material vegetal in natura (4,360 Kg) foi moido em moinho de facas e
submetido a extracdo exaustiva com acetato de etila (40 L) a temperatura ambiente, por
um periodo de 3 meses. Apds a evaporacdo do solvente em rotaevaporador (38 °C),

foram obtidos 72 g de extrato bruto acetato de etila.

3.4.2 Obtencao do extrato bruto acetato de etila de Saccharum X officinarum

Parte do extrato bruto AcOEt (70,0 g) foi submetido a um fracionamento em coluna
cromatografica de gel de silica 60 (80 g, @= 5 cm) com os eluentes hexano, acetato de
etila e metanol, resultando nas fracGes hexanica, acetato de etila e metandlica. Os dados
da filtracdo sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Dados obtidos do fracionamento em gel de silica do extrato bruto acetato de
etila

Eluente Volume (L) Massa das fracdes (g)  Cddigo

Hexano 2 7,64 SOH
Acetato de etila 11 33,75 SOA

Metanol 2,7 7,72 SOM

Recuperou-se 70,2% da massa inicial

3.4.3 Isolamento dos Principais Constituintes Quimicos das folhas e colmos de

Saccharum x officinarum

3.4.3.1 Estudo da fracéo acetato de etila SOA
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Parte da fracdo acetato de etila SOA (32,00 g) foi submetida a um fracionamento
em coluna cromatogréafica de gel de silica 60 (158,00 g, @ = 4,5 cm), utilizando como
eluentes CsHi4, CsHi14:H2CCl2, H2CClz, H2CCl2:AcOEt, AcOEt, AcOEt:MeOH e
MeOH em gradiente crescente de polaridade, como mostra a Tabela 3. Obteve-se 548
fragdes que foram reunidas de acordo com suas semelhancas observadas em CCD,

como mostra a Tabela 4.

Tabela 3: Dados obtidos do fracionamento em coluna cromatografica de gel de silica da
fragéo acetato de etila SOA

Eluente Volume (mL) Fracdes
CsH14 100% 700 1
CeH14:H2CCl2 15% 100 2-4
CsH14:H2CCl2 30% 100 5-8
CeH14: H2CCl2 45% 100 9-12
CsHu14: H2CCl2 60% 100 13-34
CsHu14: H2CCl2 75% 100 35-40
CsH14: H2CCl2 90% 100 41-46
H2CCl. 100% 3190 47-52
H2CCl,: AcOEt 5% 600 53-103
H2CCl:AcOEt 10% 500 104-149
H2CCl:AcOEt 15% 500 150-191
H2CCl:AcOEt 20 % 700 192-247
H2CCl: AcOEt 25% 700 248-280
H2CCl: AcOEt 30% 500 281-320
H>CCl,:AcOEt 35% 500 321-362
H>CCl2: AcOEt 40% 500 363-395
H2>CCl2:AcOEt 45% 500 396-408
H2>CCl2:AcOEt 55% 500 409-425
H>CCl,:AcOEt 65% 300 426-431
H>CCl,:AcOEt 75% 300 432-439
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H2CCl2:AcOEt 85% 300 440-443
AcOEt 100% 400 444-461
AcOEt:MeOH 5% 400 462-486
ACcOEt:MeOH 20% 200 487-505
AcOEt:MeOH 35% 200 506-526
AcOEt:MeOH 50% 200 527-545
ACcOEt:MeOH 65% 200 546
ACcOEt:MeOH 85% 200 o547
MeOH 100% 300 548

Tabela 4: Dados das fracdes reunidas provenientes do fracionamento em coluna

cromatografica de gel de silica da fracdo acetato de etila SOA.

Fracdes reunidas Cddigo Massa (mg) Substancia isolada
1-11 SOA.1 25,7
12-30 SOA.2 274,6
31-38 SOA.3 104,6
39-50 SOA4 496,7
51 SOA5 508,0 S1+S52+S3
52 SOA.6 2000
53-54 SOA.7 1004
55-74 SOA.8 94,6
75-120 SOA.9 1200
121-145 SOA.10 487,8
146-149 SOA.11 11,9
150-197 SOA.12 171,3 S4
198-199 SOA.13 7,9
200-224 SOA.14 376,9
225-249 SOA.16 516,0
250-270 SOA.17 600,0
271-299 SOA.18 600,3
300-320 SOA.19 633,4
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321-372 SOA.20 500,0

373-399 SOA.21 650,5 S5
400-424 SOA.22 571,8

425-449 SOA.23 894,9

450-470 SOA.24 900,6

471-524 SOA.25 514,00

525-544 SOA.26 184,0

545-548 SOA.27 31,9

Recuperou-se 41,8 % da massa inicial

Na fracdo SOA.5 (508,0 mg) observou-se a presenca de cristais brancos na forma
de agulha. Os mesmos foram lavados com metanol e acetato de etila resultando no
isolamento da mistura de substancias (30 mg) codificadas como S1+S2+S3.

A fracdo SOA.12 (171,3 mg) foi submetida a uma recristalizagdo com acetato de
etila a frio resultando no isolamento da substancia codificada com S4 (55 mg). A fracdo
SOA.21 apresentou um so6lido branco, o qual foi lavado com acetona resultando no
iIsolamento da substancia codificada como S5 (104,2 mg).

A fracdo SOA.6 (2000 mg) foi fracionada em coluna cromatogréfica de gel de silica
60 (50 g, @ = 2,5 cm) com os eluentes CgH14, CeH14:HCCI3, HCCl3, HCCl3:MeOH e
MeOH em ordem crescente de polaridade, resultando em 111 fracbes que foram
agrupadas mediante semelhanca observada em cromatografia de camada delgada
(CCD). Os dados do fracionamento sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Dados do fracionamento em coluna cromatogréfica de gel de silica da fracdo
SOA.6

Eluente Volume (mL) Fracbes Cddigo Massa(mg) Substancia
reunidas isolada
CeH14 100%, 420 1-17 SOA6.1 0,1
CesH14:HCCI3 10%,
CsH14:HCCI3 20% e
CesH14:HCCI3 30%
CeH14:HCCI3 30% 100 18-19 SOA.6.2 0,8
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CsH14:HCCI3 40%,
CeH14:HCCI3 50% e
CesH14:HCCI3 60%
CesH14:HCCI3 60%
CeH14:HCCI3 60%
CeH14:HCCI3 70%
CeH14:HCCI3 70% e
CesH14:HCCI3 80%
CeH14:HCCI3 80% e
CeH14:HCCI3 90%
CesH14:HCCI3 90%
CeH14:HCCI3 90% e
HCCIs 100%
HCCIs; 100% e
HCCI3:MeOH 5%
HCCl3:MeOH 10%
HCCl3:MeOH 15%
HCCl3:MeOH 15% e
HCCl3:MeOH 20%
HCCl3:MeOH 20%
HCCl3:MeOH 20%
HCCl3:MeOH 20% e
HCClI3:MeOH 30%
HCCl3:MeOH 40%
HCCl3:MeOH 50%
HCCl3:MeOH 60% e
HCCl3:MeOH 70%
HCCI3:MeOH 70% e
HCCl3:MeOH 80%
HCCl3:MeOH 90% e
MeOH 100%

300

100
100
100
100

100

100
100

150

100

50

50

150

100

100

50

50

50

50

50

20-28

29-30
31-33
34-38
39-42

43-46

47-48
49-54

55-60

61-63

64-67

68-69

70-72

73-78

79-82

83-87

88-92

93-97

98-107

108-111

SOA.6.3

SOA.6.4
SOA.6.5
SOA.6.6
SOA.6.7

SOA.6.8

SOA.6.9
SOA.6.10

SOA.6.11

SOA.6.12

SOA.6.13

SOA.6.14

SOA.6.15

SOA.6.16

SOA.6.17

SOA.6.18

SOA.6.19

SOA.6.20

SOA.6.21

SOA.6.22

0,6

2,2
13,4
1,0
11,8

0,2

1,0
3,6 S6

4,8
1,7
3,0
1,0
937,6
709,7
81,0
4,2
6,3
8,3

168,9

20,8

Recuperou-se 90,1% da massa inicial
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A fracdo SOA.6.10 (3,6 mg) apresentou um sélido amarelo amorfo soluvel em

clorofémio, com caracteristica de substéncia pura em CCD. O soélido foi codificado

como S6 e encaminhado para analise de RMN de H e de 3C. As demais fracdes de

SOA.6 ndo demonstraram perfil de substancia pura em CCD.

A fracdo SOA.6.16 (709,7 mg) foi fracionada em coluna cromatografica de gel de
silica 60 (21 g, @ = 2,0 cm) com os eluentes CeHis, CeH1s:ACOEt, AcOEt,
AcOEt:MeOH e MeOH em ordem crescente de polaridade, resultando em 188 fragdes

que foram agrupadas mediante semelhanca observada em cromatografia de camada

delgada (CCD). Os dados do fracionamento sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Dados do fracionamento em coluna cromatografica de gel de silica da fracéo

SOA.6.16
Eluente Volume (mL) FracOes Cddigo Massa (mg) Substancia
reunidas isolada
CeH14 100%, 560 1-8 SOA.6.16.1 10,0

CesH14:ACOEt 10% e

CesH14:ACOEt 20%

CesH14:AcOEt 20% 50 9-13 SOA.6.16.2 7,0

CesH14:AcOEt 20% 50 14-18 SOA.6.16.3 6,0 S7
CeH14:ACOEL 20% e 300 19-25 SOA.6.16.4 8,8

CsH14:AcOEt 30%
CeH14:ACOEL 30% e 200 26-37 SOA.6.16.5 20,7

CsH14.:AcOEt 40%

CeH14:ACOELt 40% 100 38-43 SOA.6.16.6 121,3
CeH14:ACOEt 50% e 100 44-54 SOA.6.16.7 51,9

CsH14.:AcOEt 60%

CesH14.:AcOEt 70% 150 55-59 SOA.6.16.8 21,3

CeH14:ACOEt 70% 100 60-64 SOA.6.16.9 14,0

CeH14:ACOELt 80% 100 65-69  SOA.6.16.10 2,0

CesH14:AcOELt 80% 100 70-74  SOA.6.16.11 3,9

CesH14:AcOEL 80% e 100 75-84  SOA.6.16.12 10,9
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CsH14:AcOEt 90%
AcOEt 100%
AcOEt:MeOH 10%
AcOEt:MeOH 10%
AcOEt:MeOH 10% e
AcOEt:MeOH 20%
AcOEt:MeOH 20%
AcOEt:MeOH 20%
ACcOEt:MeOH 20% e
AcOEt:MeOH 30%
AcOEt:MeOH 30%
AcOEt:MeOH 30%
AcOEt:MeOH 30%
AcOEt:MeOH 40%
AcOEt:MeOH 50%
AcOEt:MeOH 50% e
AcOEt:MeOH 60%
AcOEt:MeOH 60%
AcOEt:MeOH 70%
AcOEt:MeOH 70%
AcOEt:MeOH 70%,
AcOEt:MeOH 80% e
MeOH 100%

300
100
100
200

100
100
200

100
100
100
100
100
100

100
100
100
200

85-94
95-96
97-104
105-109

110-114
115-119
120-125

126-129
130-134
135-139
140-149
150-159
160-164

165-169
170-174
175-179
180-188

SOA.6.16.13
SOA.6.16.14
SOA.6.16.15
SOA.6.16.16

SOA.6.16.17
SOA.6.16.18
SOA.6.16.19

SOA.6.16.20
SOA.6.16.21
SOA.6.16.22
SOA.6.16.23
SOA.6.16.24
SOA.6.16.25

SOA.6.16.26
SOA.6.16.27
SOA.6.16.28
SOA.6.16.29

8,8
1,0
3,3
5,0 S8

7,8
2,0
331

60,9
9,6
7,0

14,5

15,8

48,9

2,9
4,9
9,8
19,0

Recuperou-se 74,9 % da massa inicial

A fracdo SOA.6.16.3 (6,0 mg) resultou no isolamento da substéncia codificada S7,

um solido amarelo amorfo solavel em metanol. A fracdo SOA.6.16.16 (5,0 mg)

conduziu ao isolamento da substancia codificada como S8.

Parte da fracdo SOA.9 (612,9 mg) foi submetida a uma filtracdo em Sephadex LH

20 com metanol, resultando em 28 subfracbes, que foram reunidas mediante as

semelhancas observadas em CCD, Tabela 7.

Tabela 7: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo SOA.9
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Eluente Fracgdes reunidas Cddigo Massa (mg)
MeOH 1-4 SOA.9.1 15,5
MeOH 5-6 SOA.9.2 19,4
MeOH 7-10 SOA.9.3 83,7
MeOH 11-13 SOA9.4 90,8
MeOH 14-15 SOA.9.5 122,0
MeOH 16-20 SOA.9.6 196,7
MeOH 21-22 SOA.9.7 65,7
MeOH 23-24 SOA.9.8 97,5
MeOH 25-27 SOA.9.9 56,1
MeOH 28 SOA.9.10 57,6

Recuperou-se 125,0 % da massa inicial

A filtragdo da fracdo SOA.9 em Sephadex LH 20 ndo resultou no isolamento de
substancia pura.

A fracdo SOA.9.5 (122,0 mg) foi filtrada em Sephadex LH 20 com metanol,
resultando em 13 fragdes que forma reunidas de acordo com as semelhancas observadas
em CCD, Tabela 8.

Tabela 8: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fragdo SOA.9.5

Eluente Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg)
MeOH 1-2 SOA95.1 22,5
MeOH 3-4 SOA.95.2 11,6
MeOH 5-6 SOA.9.5.3 15,4
MeOH 7 SOA954 18,9
MeOH 8-9 SOA95.5 9,8
MeOH 10 SOA.95.6 3,4
MeOH 11-13 SOA.95.7 1,0

Recuperou-se 67,7 % da massa inicial

A filtragdo da fragdo SOA.9.5 néo resultou no isolamento de substancia pura.
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Parte da fracdo SOA.10 (305,5 mg) foi filtrada em Sephadex LH 20 utilizando

metanol como eluente, resultando em 35 fracGes que foram reunidas de acordo com as

semelhancas observadas em CCD (Tabela 9).

Tabela 9: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo SOA.10

Eluente  Fracfes reunidas  Cddigo Massa (mg) Substancia
isolada

MeOH 1-5 SOA.10.1 4,4

MeOH 6-10 SOA.10.2 22,5

MeOH 11-12 SOA.10.3 44,9

MeOH 13-17 SOA.10.4 103,3

MeOH 18-22 SOA.10.5 46,5 S9+S10

MeOH 23-26 SOA.10.6 16,7

MeOH 27-31 SOA.10.7 10,9

MeOH 32-35 SOA.10.8 4.5

Recuperou-se 74,5 % da massa inicial

A subfragdo SOA.10.5 apresentou cristais amarelos amorfo, os quais foram lavados

com acetato de etila, conduzindo ao isolamento da mistura de substancias codificadas

como S9+S10 (33,5 mg). As demais subfracdes provenientes da filtracdo da fragéo

SOA.10 nédo conduziram ao isolamento de substancia pura.
Parte do sobrenadante da fracdo SOA.12 (73,3 mg) foi filtrada em Sephadex LH 20

com metanol. Obteve-se 36 fracdes que foram reunidas mediante as semelhancas

observadas em CCD, conforme a Tabela 10.

Tabela 10: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fragdo SOA.12

Eluente  Fraces reunidas Cddigo Massa (mg)
MeOH 1-2 SOA.12.1 14,6
MeOH 3-5 SOA.12.2 10,0
MeOH 6-7 SOA.12.3 15,6
MeOH 8-10 SOA.12.4 4,8
MeOH 11-15 SOA.12.5 6,2
MeOH 16-20 SOA.12.6 14,9
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MeOH 21-26 SOA.12.7 5,4
MeOH 27-30 SOA.12.8 3,2
MeOH 31-36 SOA.12.9 3,2

Recuperou-se 95,4 % da massa inicial

A filtrag&o da fragdo SOA.12 ndo conduziu ao isolamento de substancia pura.
A fracdo SOA.16 (516,0 mg) foi submetida a filtracdo em Sephadex LH 20 com
metanol, resultando em 34 fracbes, as quais foram reunidas de acordo com as

semelhancas observadas em CCD, como mostra a Tabela 11.

Tabela 11: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo SOA.16

Eluente  Fracles reunidas  Cddigo Massa (mg)
MeOH 1 SOA.16.1 1,9
MeOH 2 SOA.16.2 17,0
MeOH 3-9 SOA.16.3 372,5
MeOH 10-15 SOA.16.4 20,3
MeOH 16-20 SOA.16.5 2,8
MeOH 21-27 SOA.16.6 0,5
MeOH 28-34 SOA.16.7 1,9

Recuperou-se 80,8 % da massa inicial
As subfracOes obtidas da filtracdo de SOA.16 ndo demonstraram perfil de
substancia pura em CCD.
A fracdo SOA.17 (600 mg) foi filtrada em Sephadex LH 20 com metanol,
resultando em 70 fracdes que foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas

em CCD, como mostra a Tabela 12.

Tabela 12: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo SOA.17

Eluente  Fracles reunidas  Cddigo Massa (mg)
MeOH 1-5 SOA.17.1 38,8
MeOH 6-11 SOA.17.2 289,9
MeOH 12-16 SOA.17.3 209,8
MeOH 17-26 SOA.17.4 39,8
MeOH 27-31 SOA.17.5 1,2

54



Tese de Doutorado-

MeOH 32-41 SOA.17.6 1,9
MeOH 42-61 SOA.17.7 2,2
MeOH 62-70 SOA.17.8 0,3

Recuperou-se 97,3 % da massa inicial

As subfracdes provenientes da filtracdo da fracdo SOA.17 apresentaram perfil
quimico complexo em CCD, e portanto ndo foi possivel o isolamento de substancias
puras.

A fragdo SOA.18 (603,3 mg) foi submetida a filtracdo em Sephadex-LH 20
utilizando metanol como eluente. Obteve-se 42 fracdes, as quais foram reunidas de

acordo com as semelhancas observadas em CCD (Tabela 13).

Tabela 13: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo SOA.18

Eluente  Fracles reunidas  Cddigo Massa (mg)
MeOH 1-7 SOA.18.1 65,0
MeOH 8-14 SOA.18.2 148,7
MeOH 15-18 SOA.18.3 127,4
MeOH 19-26 SOA.18.4 202,0
MeOH 27-31 SOA.18.5 54
MeOH 32-37 SOA.18.6 55
MeOH 38-42 SOA.18.7 21,0

Recuperou-se 95,3 % da massa inicial
As fracdes provenientes da filtracdo de SOA.18 ndo apresentaram perfil de
substancia por CCD.
A fragdo SOA.19 (633,4 mg) foi submetida a uma filtracdo em Sephadex LH 20
utilizando metanol como eluente, resultando em 55 fragGes, que foram agrupadas de

acordo com as semelhancas observadas em CCD (Tabela 14).

Tabela 14: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fragdo SOA.19

Eluente Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg)
MeOH 1-7 SOA.19.1 27,0
MeOH 8-9 SOA.19.2 15,4
MeOH 10 SOA.19.3 13,9
MeOH 11-15 SOA.19.4 93,0
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MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

16-20
21-25
26-30
31-35
36-45
46-48
49-50
51-53
54-55

SOA.19.5
SOA.19.6
SOA.19.7
SOA.19.8
SOA.19.9
SOA.19.10
SOA.19.11
SOA.19.12
SOA.19.13

84,8

133,5

69,9
59,9
77,3
17,4
10,2
3,0
0,2

Recuperou-se 95,6 % da massa inicial

A filtragdo de SOA.19 néo resultou no isolamento de substancia pura.

A juncéo, codificada em SOA.19.6 (133,5 mg), foi submetida a fracionamento em

coluna cromatografica de gel de silica 60 (4,00 g, @ = 0,5 cm) com os eluentes CsH14,
CeH14:AcOEt, AcOEt, AcOEt:MeOH e MeOH em ordem crescente de polaridade,
resultando em 36 fragOes que foram agrupadas mediante semelhanca observada em

cromatografia de camada delgada (CCD). Os dados do fracionamento sdo mostrados na

Tabela 15.

Tabela 15: Dados da CC em gel de silica da fracdo SOA.19.6

Eluente Volume (mL) Fracbes Cadigo Massa (mg)
reunidas

CeH14 100% e 80 1-4 SOA.19.6.1 0,2
CeH14:AcOEt 10%

CeH14:AcOEt 20% 20 5 SOA.19.6.2 0,1

CeH14:AcOEt 20% 20 6 SOA.19.6.3 31,1

CeH14:ACOEt 30% 20 7-8 SOA.19.6.4 0,6

CeH14:ACOEt 40% 20 9 SOA.19.6.5 4.4

CeH14:AcOELt 50%, 160 10-20 SOA.19.6.6 38,8
CesH14:AcOELt 60%,
CeH14:ACcOEL 70%,
CeH14:AcOELt 80%,
CeH14:AcOEt 90% e

56



Tese de Doutorado-

AcOEt 100%
CeH14:AcOELt 90%, 120 21-29 SOA.19.6.7 0,7
AcOEt 100%,
AcOEt:MeOH 10% e
AcOEt:MeOH 20%
AcOEt:MeOH 20% , 140 30-36 SOA.19.6.8 0,2
AcOEt:MeOH 30%,
AcOEt:MeOH 40%,
AcOEt:MeOH 50% e
AcOEt:MeOH 60%

Recuperou-se 57,0 % da massa inicial

O fracionamento da fracdo SOA.19.6 ndo resultou no isolamento de substancias
puras.

As fracdes SOA.19.9, SOA.19.10 e SOA.19.11 foram agrupadas. A juncéo,
codificada como SOA.19.9-11 (104,9 mg), foi fracionada em coluna cromatogréfica de
gel de silica 60 (3,12 g, @ = 0,5 cm) com os eluentes CsH14, CsH14:HCCl3, HCClIs,
HCCIs:AcOEt, AcOEt, AcOEt:MeOH e MeOH em ordem crescente de polaridade,
resultando em 60 fracbes que foram agrupadas mediante semelhanca observada em
cromatografia de camada delgada (CCD). Os dados do fracionamento sdo mostrados na
Tabela 16.

Tabela 16: Dados da CC em gel de silica da fragdo SOA.19.9-11

Eluente Volume (mL) Frac0es Cadigo Massa
reunidas (mg)
CesH14 100%, CeHa4: 150 1-7 SOA.19.9-11.1 2,8

HCCl3 10%, CsHu4:
HCCl3 20% e CgHua:
HCCl3 30%
CeH14: HCCl3 40%, 60 8-13 SOA.19.9-11.2 0,9
CeH14: HCCl3 60% e
CeH14: HCCl3 80%
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CsH14: HCCI3 90%, 60 14-19 SOA.19.9-11.3 14
HCCI3100% e
HCCl3:AcOEt 10%
HCCl3:AcOEt 10%, 80 20-26 SOA.19.9-114 3,5
HCCl3:AcOEt 20%,
HCCI3:AcOEt 40% e
HCCl3:AcOEt 50%

HCCl3:AcOEt 50% e 60 27-28 SOA.19.9-11.5 33,8
HCCl3:AcOEt 60%
HCCI3:AcOEt 60% e 60 29-31 SOA.19.9-11.6 29,5
HCCl3:AcOEt 70%
HCCl3:AcOEt 80%, 100 32-39 SOA.19.9-11.7 10,9
HCCI3:AcOEt 90% e
AcOEt 100%
AcOEt 100% e 40-42 SOA.19.9-11.8 0,7
AcOEt:MeOH 10%
AcOEt:MeOH 10%, 80 43-49 SOA.19.9-11.9 0,1

ACcOEt:MeOH 20% e
AcOEt:MeOH 30%
50-60 SOA.19.9-11.10 2,0

Recuperou-se 83,8 % da massa inicial

Este procedimento ndo conduziu ao isolamento de substancia pura.
A fragdo SOA.20 (500 mg) foi submetida a filtragdo em Sephadex LH 20 utilizando
metanol com eluente, resultando em 40 fragdes, que foram reunidas de acordo com as

semelhancas observadas em CCD, como mostra a Tabela 17.

Tabela 17: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fragdo SOA.20

Eluente Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg)
MeOH 1-4 SOA.20.1 32,5
MeOH 5-6 SOA.20.2 54,9
MeOH 7-8 SOA.20.3 67,2
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MeOH 9 SOA.20.4 44,4
MeOH 10-15 SOA.20.5 180,0
MeOH 16-20 SOA.20.6 53,2
MeOH 21-25 SOA.20.7 21,2
MeOH 26-30 SOA.20.8 5,7
MeOH 31-35 SOA.20.9 3,6
MeOH 36-40 SOA.20.10 2,6

Recuperou-se 93,1 % da massa inicial

A filtracdo da fracdo SOA.20 ndo conduziu ao isolamento de substéncia pura.
A fragdo SOA.23 (894,9 mg) foi submetida a uma filtracdo em Sephadex LH 20
com metanol, resuntando em 51 subfracdes, que foram reunidas mediante as

semelhancas observadas em CCD (Tabela 18).

Tabela 18: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fragdo SOA.23

Eluente Fracdes reunidas Caodigo Massa (mg)
MeOH 1-8 SOA.23.1 26,1
MeOH 9-14 SOA.23.2 16,3
MeOH 15-21 SOA.23.3 68,8
MeOH 22-23 SOA.23.4 9,8
MeOH 24-26 SOA.23.5 30,5
MeOH 27-31 SOA.23.6 33,2
MeOH 32-34 SOA.23.7 8,3
MeOH 35-36 SOA.23.8 7,6
MeOH 37-43 SOA.23.9 358,0
MeOH 44-49 SOA.23.10 125,5
MeOH 50-51 SOA.23.11 98,5

Recuperou-se 87,5 % da massa inicial

A filtrag&o da fragdo SOA.23 ndo conduziu ao isolamento de substancia pura.
A fragdo SOA.24 (900,6 mg) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex LH 20
com metanol, resuntando em 40 subfracbes, que foram reunidas mediante as

semelhancas observadas em CCD (Tabela 19).

Tabela 19: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fragdo SOA.24
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Eluente Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg)
MeOH 1-5 SOA.24.1 147,2
MeOH 6-10 SOA.24.2 220,0
MeOH 11-15 SOA.24.3 68,3
MeOH 16-24 SOA.24.4 62,5
MeOH 25-27 SOA.24.5 1,0
MeOH 28 SOA.24.6 2,2
MeOH 29-35 SOA.24.7 10,8
MeOH 36-37 SOA.24.8 23,5
MeOH 38-40 SOA.24.9 48,2

Recuperou-se 65,5% da massa inicial

O fracionamento da fracdo SOA.24 resultou em fracGes constituidas provavelmente

de misturas de compostos fenolicos de dificil separacdo, devido aos coeficientes de

retencdo muito proximos observados em CCD.

A fracdo SOA.25 (514,0 mg) foi submetida a uma filtracdo em Sephadex LH 20

com metanol, resuntando em 29 subfracdes, que foram reunidas mediante as

semelhangas observadas em CCD (Tabela 20).

Tabela 20: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo SOA.25

Eluente Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg)
MeOH 1-6 SOA.25.1 246,7
MeOH 7-12 SOA.25.2 118,9
MeOH 13-18 SOA.25.3 78,9
MeOH 19-24 SOA.25.4 60,1
MeOH 25-27 SOA.25.5 2,0

Recuperou-se 98,6% da massa inicial

Este procedimento néo resultou no isolamento de substancia pura.

3.4.3.2 Estudo da fracgéo hexanica SOH

60



Tese de Doutorado-

Parte da fracdo SOH (1000 mg) foi fracionada em coluna cromatogréafica de gel de
silica 60 (30 g, @ = 15 cm) com os eluentes CesHis, CsHi14:HCCl3, HCClIs,
HCCl3:MeOH e MeOH em ordem crescente de polaridade, resultando em 129 fracGes
que foram agrupadas mediante semelhanca observada em cromatografia de camada

delgada (CCD). Os dados do fracionamento sdo mostrados nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 21: Dados do fracionamento em coluna cromatografica de gel de silica da fragdo
hexanica SOH

Eluente Volume (mL) Fracdes
CeH14 100% 686 1-57
CeH14:HCCI3 2% 60 58-60
CeH14:HCCl3 5% 60 61-65
CeH14:HCCI3 10% 60 66-70
CeH14:HCCI3 20% 50 71-74
CeH14:HCCI3 30% 100 75-80
CeH14:HCCI3 40% 50 81-84
CeH14:HCCI3 50% 100 85-90
CeH14:HCCI3 60% 50 91-93
CeH14:HCCI3 70% 50 94-96
CeH14:HCCI3 80% 50 97-98
CeH14:HCCI3 90% 100 99-106
HCCIs 100% 50 107-109
HCCl3:MeOH 5% 100 110-120
HCCl3:MeOH 10% 50 121-123
HCCl3:MeOH 20% 50 124-127
MeOH 100% 50 128-129

Tabela 22: Dados das jungdes das fragbes obtidas no fracionamento da fragdo hexanica
SOH

Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg) Substancia isolada
1-2 SOH.1 223,0
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3 SOH.2 50,8
4 SOH.3 10,9
5-6 SOH.4 3.9 S11

7 SOH.5 25,9

8 SOH.6 35,6

9 SOH.7 62,3
10-12 SOH.8 78,5
13-14 SOH.9 78,9
15-17 SOH.10 108
18-20 SOH.11 21,9
21-23 SOH.12 18,7
24 SOH.14 7,8
25-29 SOH.15 30,6
30 SOH.16 2,3
31-32 SOH.17 10,7
33 SOH.18 7,5
34-40 SOH.19 2,0
41-46 SOH.20 6,7
47-52 SOH.21 12,3
53-56 SOH.22 11,2
57-74 SOH.23 4,5
75-80 SOH.24 8,1
81-87 SOH.25 9,0
88-95 SOH.26 5,6
96-106 SOH.27 9,8
107-112 SOH.28 7,6
113-115 SOH.29 9,7
116-120 SOH.30 5,4
121 SOH.31 2,3
122-123 SOH.32 52
124-129 SOH.33 3,8

Recuperou-se 88,1% da massa inicial
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A fracdo SOH.4 apresentou-se como um 6leo vermelho soltvel em hexano, o qual
mostrou caracteristica de substancia pura quando submetido & CCD e revelada com
anisaldeido. Desta forma, a fragdo foi encaminhada para anélise de RMN de H e *C

resultando no isolamento da substancia S11.

4  Bioensaio para a avaliacdo da atividade antiproliferativa de extratos e fragdes

de Saccharum X officinarum contra células cancerosas humanas

A avaliacdo de atividade antiproliferativa foi realizada na Divisdo de Farmacologia
e Toxicologia (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, sob
coordenacdo dos professores Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e Dr. Ana Llcia Tasca
Ruiz.

Os ensaios in vitro para a avaliacdo da atividade antiproliferativa do extrato bruto
acetato de etila, fracdo acetato de etila e o flavonoide tricin foram realizados conforme
literatura (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006; Skehan et al., 1990). Oito linhagens de
celulas tumorais humanas, U251 (glioma, SNC); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES
(ovério resistente a mdltiplas drogas); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulméo); PC-3
(prostata); OVCAR-3 (ovério); HT29 (colo) e HaCat (células ndo tumorais
queratinocitos), foram gentilmente doadas pelo Dr. Ricardo Della Coletta (FOP,
UNICAMP). As culturas de células foram cultivadas em meio contendo 5 mL de RPMI
1640 (GIBCO BRL) suplementado com 5% de soro fetal bovino (GIBCO BRL) e uma
mistura de penicilina e estreptomicina. As células foram adicionadas em placas de 96
pocos (100 pL.pogo™) e foram expostas a diferentes concentragbes de extrato bruto
AcOEt, fragdo AcOEt e o flavonoide tricin em DMSO/meio RPMI (0,25, 2,5, 25,0, 250
ng.mL™?), sendo posteriormente incubadas a 37 °C sob 5% de CO, durante 48 h. As
células foram fixadas com acido tricloroacético 50% antes (placa To) e apés (placa T1) a
adicdo das amostras. A proliferacdo celular foi determinada por quantificagdo
espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteina celular utilizando suforrodamina B. O
Glso (concentracdo que resulta na inibicdo de 50% do crescimento celular) foi
detrminado por meio da regressdao ndo-linear utilizando o software ORIGIN 8.0

(OriginLab corporation).
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5 Resultados e discussao

5.1 Identificacdo de acil homosserinas lactonas presentes nas folhas e colmos da
espécie Saccharum X officinarum.

O isolamento de AHLs a partir de tecidos vegetais pode ser considerado um arduo
desafio. As AHLs sdo reconhecidamente produzidas por bactérias em pequenas
concentracdes, geralmente em niveis nanomolares. Por esta razdo, foi utilizada uma
grande quantidade de material vegetal hidratado para preparacdo do extrato bruto
acetato de etila (Wang et al., 2011). Considerando ainda, a média polaridade das acil-
homosserina lactonas, a fracdo acetato de etila obtida a partir do extrato bruto acetato de
etila foi o alvo da pesquisa na busca por caracterizar estas moléculas nos tecidos de
Saccharum X officinarum . Diversas purificacdes em coluna cromatogréafica de silica gel
e Sephadex LH 20 foram realizadas com o objetivo de obter fracbes com perfil
cromatografico simples, baixa polaridade, auséncia de clorofila e acidos graxos. Apos
estas purificacdes, 22 fracdes foram selecionadas para analise em cromatografia gasosa
acoplada a espectrémetria de massas, as quais foram monitorados os fragmentos tipicos
de substancias pertencentes a classe das acil-homosserinas lactonas em m/z 185, 143,
102, 100 e 85 (Chhabra et al., 1993). Nestas analises, a fracdo SOA 17.7 apresentou no
cromatograma (Figura 14) um pico em 13,51 minutos com padrdo de fragmentacéo de

interesse.
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Figura 14: Cromatograma obtido na analise por CG-EM para a fracdo SOA 17.7

100
R
13.09
a0 |
- | 3.22

=]
[

Helatve Abundance
o
o
Lot b b b brvre bbbl

40
30
28.92
20
10 1714 20.22 2311 2679 27.25
L ey LA B Lt LA L) LA LAk LA LA LRI R L) LA Wb L LA LA LAt Lk L RAAL) LA LAk L)
0 5 10 15 20 i

Time (min)
O pico apresentou um espectro de massas (Figura 15) com fragmentos

caracteristicos desta classe de substancias, como o observado em m/z 143,07 (20 %)
resultante do rearranjo de McLafferty do grupo carbonila da cadeia lateral acila (Figura
16). Outro pico caracteristico foi observados em m/z 100,02 (24 %) referente ao

fragmento homosserina lactona.
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Figura 15: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para a fracdo SOA 17.7
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Figura 16: Proposta de fragmentos caracteristicos de acil-homosserina lactonas por
CG-EM (70 eV, IE)
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Devido a auséncia do pico do ion molecular, e com o objetivo de determinar a
estrutura exata da possivel acil-homosserina lactona identificada nos tecidos de
Saccharum X officinarum, foi realizada a injecdo em CG-EM do padréo (+)-N-(3-oxo-
octanoil)-homosserina lactona nas mesmas condi¢des experimentais as quais a fragéo
SOA 17.7 foi analisada. No espectro de massas para o padrdo (Figura 17) foram

observados 0s picos em m/z 224,09, 143,06, 100,0 e 99,04, sendo que esses picos
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também sdo observados no espectro de massas para a fracdo SOA 17.7. A comparagao
entre os espectros de massas da fragdo SOA 17.7 com o padrdo permitiram inferir a
ocorréncia da substancia N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona na fragdo SOA 17.7

Figura 17: Espectro de massas de baixa resolucdo (IE, 70 eV) para o padrdo (x)-N-(3-
oxo-octanoil)-homosserina lactona.
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Acil-homosserina lactonas tém sido extensivamente estudadas devido a sua ampla
participacdo no sistema de comunicagédo entre bacterias (QS) (Whitehead et al., 2001).
O conhecimento sobre a sua presenca e seus efeitos fisiolégicos na coldnia bacteriana e
na planta hospedeira é importante, pois a partir deste, pode-se manipular fatores
fenotipicos benéficos a planta hospedeira impactando seu desenvolvimento e
crescimento (Asis et al., 2000; Boddey et al., 1991; Boddey et al., 1995). Na literatura,
existem muitos trabalhos sobre a identificagdo e isolamento de acil-homosserina
lactonas a partir de cultivos de bactérias, o que facilita sua identificacdo, uma vez que se
trata de um semioquimico e, portanto produzido em baixas concentracdes (Pomini et al.,
2005; Pomini et al., 2007; Pomini et al., 2009). A identificagdo da substancia N-(3-oxo-
octanoil)-homosserina lactona a partir do extrato bruto acetato de etila das folhas e
colmos da espécie Saccharum X officinarum é um resultado pioneiro na literatura e
muito significativo que nos motiva a investigar efeitos biol6gicos que esta substancia
pode provocar nesta espécie no sentido de aumento de produtividade. Assim, a partir
deste resultado, uma série de acil-homosserina lactonas foi sintetizada e posteriormente

avaliada quanto aos seus potenciais biol6gicos em Saccharum X officinarum.
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5.2 Sintese de acil-homosserina lactonas

Nove acil-HSLs, sendo cinco delas com a presenca de um grupo carbonila na
posi¢do 3’ e quatro sem o grupo carbonila, foram sintetizadas de acordo com as rotas
sintéticas dos Esquemas 3 e 4, com o objetivo de submeter estas substéncias a

bioensaios de crescimento de cana-de-agucar.

Esquema 3: Rota de sintese para a preparacdo de acil homosserinas com o grupo

carbonila na posi¢do 3 (Pomini et al., 2009).

3
o
Q DCC/DMAP
WLOH * CH2C|2 seco
) O ta., Ny, 24 h *

O @)
| |

CH1CN ; Et3N
5h refluxo

Esquema 4: Rota de sintese para a preparacdo de acil-homosserinas sem o grupo

carbonila na posigdo 3° (Pomini et al., 2009).
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5.2.1 Sintese de acil-homosserina lactonas com grupo carbonila na posi¢ao 3’

5
4 R=CsH1; (2a)
0 |° H 01 R=C/His (3a)
' 2 R=CgH;9 (4a
MN 3 \\ 9 19( )
H o)

R=C11Hy3 (5a)

Os derivados com o grupo carbonila na posicdo 3’ da cadeia lateral foram
sintetizadas de acordo com a metodologia descrita na literatura (Pomini et al., 2009)
com modificacdes. Na primeira etapa da rota sintética mostrada no Esquema 3, ocorre a
reacdo de formacéo de ligacdo carbono-carbono pelo ataque nucleofilico do reagente de
Meldrum ao anidrido de acido gerado in situ pela reacdo entre o acido carboxilico
utilizado e pela dicicloexilcarbodiimida (DCC) obtendo-se assim derivados de
Meldrum. Na segunda etapa um ataque nucleofilico da porcdo amino de (S) ou (R)-a-
amino-y-butirolactona ao derivado de Meldrum ocorre simultaneamente a
descarboxilacdo em temperatura de refluxo da acetonitrila, obtendo-se assim as
substancias (S)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona (1a), (R)-N-(3-oxo-octanoil)-
homosserina lactona (2a), (R)-N-(3-oxo-decanoil)-homosserina lactona (3a), (R)-N-(3-
oxo-dodecanoil)-homosserina lactona (4a) e (R)-N-(3-oxo-tetradecanoil)-homosserina
lactona (5a) com rendimentos de 45, 55, 40, 62 e 70%, respectivamente. O mecanismo
da rota sintética esta representado nas Figuras 18 e 19. A otimizacdo da sintese destas
substancias se deu pela substituicdo de fluxo continuo de N2 ao longo do tempo
reacional por apenas uma aspersdo inicial na primeira etapa, minimizando a evaporacao
do solvente ao longo do processo. Na segunda etapa, a erradicacdo do uso de agitagédo
inicial & temperatura ambiente e 0 uso de um maior tempo de refluxo foi realizada.
Essas modificacbes aumentaram 0s rendimentos reacionais em compara¢do com a
literatura (Pomini et al.,, 2009), tendo sido observados com as otimizacGes
metodologicas rendimentos médios globais de 55 %, superiores aos 28% encontrados na
literatura (Pomini et al., 2009).
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Figura 18: Mecanismo para a primeira etapa da sintese de acil-homosserinas substituidas na posicgéo 3°.
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Figura 19: Mecanismo para a segunda etapa da sintese de acil-homosserinas substituidas na posigdo 3’.
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Nos espectros de massas das substancias sintetizadas (1-5a) (Figuras 20-24, Anexo
1) destacam-se 0s picos em m/z 143 e 99 atribuidos ao fragmento oriundo do rearranjo
de McLafferty do grupo carbonila da cadeia lateral e o fragmento acil-homosserina
lactona. Para estas substancias ndo foi possivel observar os picos dos ions moleculares.

No espectro de RMN de 'H (Figuras 25-27) da substincia sintetizada (2a)
destacam-se duplo dupleto em & 4,60 (J 9,0; 10,8 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-3 e
dois duplo duplo dupleto na regido de 6 4,44 (J 9,0; 9,0; 1,8 Hz) ¢ 6 4,30 (J 10,8; 9,0;
6,6 Hz) atribuido aos hidrogénios H-5a e H-5b. Os hidrogénios diasterotopicos H-4a e
H-4b apareceram como multipletos em 6 2,57 e 2,25, sendo estes sinais caracteristicos
da porgdo lactona. O sinal atribuido aos hidrogénios do sistema B-dicarbonilico H-2’ foi
observado em 6 3,47 como um singleto. Ainda foram observados o sinal dos
hidrogénios H-4’ em & 2,53 como um tripleto ¢ H-5’ em & 1,58 como um multipleto.
Por fim, foram observados o multipleto em 6 1,30 referente aos hidrogénios dos grupos

metilénicos H-6’ ¢ H-7 ¢ o tripleto referente ao grupo metila terminal em 6 0,88.
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Figura 25: Espectro de RMN tH (CDCls; 500,13 MHz) de 2a
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Figura 26: Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls; 500,13 MHz) de 2a
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Figura 27: Expans&o do espectro de RMN *H (CDCls; 500,13 MHz) de 2a
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No espectro de RMN 3C e DEPT para a substincia 2a (Figuras 28-29) foram
evidenciados sinais caracteristicos da porgdo lactona em 6 177,2 (C-2), 50,1 (C-3), 32,3
(C-4) e em 6 67,2 referente ao carbono C-5. Pode-se confirmar a estrutura do produto
pela presenga de sinais de carbonos carbonilicos da cadeia lateral em 6 169,4 (C-1°) e
206,4 (C-3’) além de sinais de carbonos metilénicos em & 43,6, 34,3, 24,1 ¢ 23,5
atribuidos aos carbonos C-4°, C-5°, C-6’ ¢ C-7’, respectivamente. O sinal observado em
0 14,3 foi atribuido ao carbono do grupo metila C-8’. As correlagdes entre carbonos e
hidrogénios foram observadas no mapa de contornos heteronuclear HSQC (Figura 30)
e auxiliaram na determinac&o da estrutura. Os dados de RMN de 'H e 13C est4o listados
na Tabela 23.

Nos espectros de RMN de 'H e 3C para as substancias 1a, 3a, 4a e 5a foram
observados deslocamentos quimicos similares aos observados para 2a (Figuras 31-34,
Anexo 2) e (Figuras 35-38, Anexo 2) e, portanto ndo serdo discutidos. Os dados de
RMN *H e 13C para as substancias 1a, 3a, 4a e 5a estéo listados nas Tabelas 24-27 do

Anexo 2.

Tabela 23: Dados de RMN de 3C, DEPT e HSQC para (R)-N-(3-0xo-octanoil)-
homosserina lactona 2a

C-DEPT  6BC  HSQC (multiplicidade, J Hz)

2-C 175,2 -

3-CH 49,2 4,61 (dd,9,3; 10,8)
4-CH: 29,8 2,25 (m)

2,72 (m)
5-CH: 66,1 4,28 (ddd, 9,0; 1,8)
4,46 (ddd,10,8; 9,3; 6,6)

1’-C 166,7 -
2’-CH2 48,5 3,46 (s)

3’-C 206,7 -
4’-CH> 43,9 2,52 (t,7,5)
5’-CH: 23,2 1,57 (m)
6’-CH: 31,3 1,28 (m)
7’-CHz 22,5 1,28 (m)
8’-CH: 14,1 0,88 (t, 9,3)

(8-ppm; 125 MHz para RMN *3C e 500 MHz para RMN de 'H, CDCls.
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Figura 28: Espectro de RMN 13C (CDCls; 125,5 MHz) de 2a
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Figura 29: Espectro de DEPT 135° de 2a
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Figura 30: Mapa de correlagéo heteronuclear HSQC (*Hx**C) para a 2a
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5.2.2 Sintese das acil-hnomosserinas lactonas de cadeia linear saturada

5

o ! R=CsHy; (1b)
| H\COI R=C7H;5 (2b)
S R=CsHro (3b)

R 1 N \\2
YR o) R=C11Hy3 (4b)

As acil-homosserina lactonas sem o grupo carbonila na posicdo 3’ foram

sintetizadas de acordo com a metodologia descrita na literatura (Pomini et al., 2009). A
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formagdo dos produtos ocorre através da acilagdo do reagente a-amino-y-butirolactona
com os acidos carboxilicos correspondentes na presenca de um derivado carbodiimida,
sendo que 0 mecanismo da reacao esta representado na Figura 39 (March, 1965). As
substancias (R)-N-(hexanoil)-homosserina lactona (1b), (R)-N-(octanoil)-homosserina
lactona (2b), (R)-N-(decanoil)-homosserina lactona (3b) e o enantibmero (S)-N-
(decanoil)-homosserina lactona (4b) e (R)-N-(dodecanoil)-homosserina lactona (5b)

foram obtidas com rendimentos de 20, 48, 50 e 45%, respectivamente.

Figura 39: Mecanismo de sintese para acil-homosserinas sem substituintes na cadeia
lateral

Nos espectros de massas de baixa resolucdo das substancias (1b-5b) (Figuras 40-

43, Anexo 2) foi possivel determinar as massas moleculares através dos picos dos ions
moleculares em m/z 227,15 para a substancia 2b, m/z 255,13 para a substancia 3b e m/z
283,20 para a substancia 4b e m/z 255,8 para 5b. Destaca-se ainda o pico base em m/z

143 caracteristico desta classe de substancias, bem como os picos em m/z 156 e 170
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referente aos fragmentos tipicamente observados em acil-homosserina lactonas de

cadeia linear saturada, Figura 44.

Figura 44: Fragmentacdes tipicas de acil-homosserina lactonas de cadeia linear

saturada observadas para as substancias 1b-4b.
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No espectro de RMN de 'H para a substancia 2b (Figuras 45-46) foram observados
duplo dupleto em 6 4,48 referentes aos hidrogénios H-3 (J 9,0; 10,8 Hz), bem como os
duplo duplo dupletos em 6 4,40 ¢ 6 4,28 referentes aos hidrogénios diasterotopicos H-5a
e H-5b. Destacam-se ainda os multipletos em & 2,14 ¢ 6 2,48 atribuidos aos hidrogénios
H-4a e H-4b da porcdo lactona. O sinal dos hidrogénios H-2’ aparece na forma de
tripleto em & 2,20. A principal diferenca entre os espectros de RMN de H das
substancias la-5a e 1b-5b ¢ a auséncia do sinal na regido de & 3,50 atribuido aos
hidrogénios metilénicos entre as fun¢bes amida e cetona da cadeia lateral.

No espectro de RMN de 3C para 2b (Figuras 47) observaram-se sinais de
carbonos da por¢ao lactona em 6 172,0 (C-2), 50,0 (C-3), 32,0 (C-4) e 67,2 (C-5). Os
carbonos carbonilicos da cadeia lateral aparecem em & 173,0 e os sinais dos carbonos
metilénicos na faixa de & 13,0-40,0. O grupo metila terminal da cadeia lateral aparece
em o 13,0. No mapa de contornos HMBC (Figura 48) para a substancia 2b foram
observadas as correlagOes heteronucleares do hidrogénio H-5 ems 4,57 com o carbono
C-2 em 6 176,6 e C-3 em & 49,1. Além disso, foram observadas as correlacbes do
hidrogénio H-3’ em & 1,67 com o carbono C-5’ em & 29,1 e do hidrogénio H-8” em &
0,88 com o carbono C-6’ em 6 31,6. Os dados espectrais da substancia 2b estdo
descritos na Tabela 28.

Nos espectros de RMN de 'H e 3C para as substincias 1b e 3b, 4b e 5b foram
observados deslocamentos quimicos similares aos observados para 2b, (Figuras 49-52,
Anexo 2) e (Figuras 53-54 Anexo 2). Os dados de RMN *H e 13C para as substancias
1b, 3b, 4b e 5b estdo listados nas Tabelas 29-32 no Anexo 2.
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Tabela 28: Dados de RMN de 'H e 3C para (R)-N-(octanoil)-homosserina lactona 2b

C o3C 6 *H (multiplicidade, J Hz)
2 176,6 -
3 49,1 4,57 (dd,9,3; 10,8)
4 30,5 2,14 (m)
2,83 (M)
5 66,1 4,29 (ddd, 9,0; 1,8)
4,47 (ddd,10,8; 9,3; 6,6)
1’ 173,8 -
2’ 36,1 2,24 (t)
3’ 25,4 1,64 (m)
4 28,9 1,29 (m)
5 29,1 1,29 (m)
6 31,6 1,29 (m)
7 22,7 1,29 (m)
8’ 14,0 0,88 (t, )
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Figura 45: Espectro de RMN *H (CDCls; 300,06 MHz) de 2b
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Figura 46: Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls; 300,06 MHz) de 2b
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Figura 47: Espectro de RMN 3C(CDCls; 75,5 MHz) de 2b
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Figura 48: Mapa de correlagdes heterenucleares HMBC (*Hx*3C) de 2b
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5.3 Determinacédo da rotacao oOtica especifica das acil-homosserina lactonas
sintetizadas

A determinacdo da rotacdo Otica da luz plano polarizada foi estabelecida para as
substancias (la-5a) e para as substancias (1b-5b). Os valores com seus respectivos
sinais (+) ou (-) de rotacdo especifica (020°) foram calculados através da Equacéo 1, e
estdo condizentes com a estereoquimica dos reagentes bromidrato de (R)-(-)-a-amino-y-

butirolactona ou bromidrato de (S)-(-)-a-amino-y-butirolactona utilizados na sintese das
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substancias, evidenciando a auséncia de racemizacdo nas condicOes testadas. Os dados

de a20° encontram-se na Tabela 33.

Tabela 33: Rotacio 6tica especifica (a20P) das acil-homosserina lactonas sintetizadas.

Substancia a®p
(S)-N-(3-oxo0-octanoil)-homosserina lactona (1a) -10,0
(R)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona (2a) +14,0
(R)-N-(3-oxo-decanoil)- homosserina lactona (3a) +7,0
(R)-N-(3-0xo0-dodecanoil)- homosserina lactona (4a) +10,0
(R)-N-(3-oxo-tetradecanoil)- homosserina lactona (5a) +10,0
(R)-N-(hexanoil)-homosserina lactona (1b) +3,0
(R)-N-(octanoil)-homosserina lactona (2b) +17,0
(R)-N-(decanoil)-homosserina lactona (3b) +9,0
(R)-N-(dodecanoil)-homosserina lactona (4b) +3,0
(S)-N-(decanoil)-homosserina lactona (5b) -22,0
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5.4 Bioensaio de atividade de promocao do crescimento em cana-de-agucar

Neste trabalho, foi necessario desenvolver um bioensaio capaz de mostrar os efeitos
das acil-HSLs sinteticas em gemas de cana-de-aglcar. Experimentos de brotamento
foram realizados a partir de seccOes do caule de duas variedades de cana. A variedade
RB96-6928 é utilizada comercialmente em grandes plantacdes de cana devido a sua
precocidade e alto teor de sacarose, enquanto que a variedade SP80-3280, uma cultivar
tardia, é amplamente utilizada em ensaios experimentais por ser a variedade no Brasil
com genoma totalmente sequenciado (Setta et al., 2014). Em ambas variedades, foram
avaliados os efeitos das Acil-HSLs, tanto para massa seca e comprimento de raizes e
partes aéreas.

Experimentos iniciais foram realizados com o objetivo de estabelecer a melhor
metodologia para os ensaios de avaliacdo da atividade promotora de crescimento de
acil-HSLs em cana-de-acUcar. Os primeiros experimentos consistiram em variar as
formas de tratamento dos toletes de cana-de-acUcar, utilizando-se apenas imersao inicial
em solucdo do principio ativo ou entdo imersdo mais quatro irrigacbes com solucdo do
principio ativo durante o periodo de incubacdo. Neste teste utilizou-se solucdo aquosa
de (R)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona na concentracéo de 0,1 mg/L e cana-de-
acucar da variedade SP80-3280. Ao término do periodo de oito dias de incubacgdo
avaliou-se o comprimento e a massa total de raizes secas por tolete, 0 comprimento e a
massa seca de cada broto. Os resultados observados neste experimento estdo
representados na Figura 55.
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Figura 55: Valores absolutos de inibigdo ou aumento de crescimento de raizes e brotos
de toletes de cana-de-acUcar utilizando imersao e irrigacdes com a substancia (R)-N-(3-
oxo-octanoil)-homosserina lactona na concentragdo de 0,1 mg/L, variedade SP80-3280.
(A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C) massa de broto seco (g) e
(D) comprimento de broto (cm). *Valores significativos em nivel de P < 0,05 quando
comparado com o controle.
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Os gréficos constantes na Figura 55 mostram os efeitos dos tratamentos de imerséo
inicial dos toletes de cana-de-agucar na solucéo contendo a substancia 2a (concentracdo
de 0,1 mg/L) e de imersdo seguida de irrigacdes durante o periodo de incubacdo. No
grafico A foi observado um aumento significativo de massa de raiz seca de 69 % para o
tratamento de imerséo seguida de irrigacdes, enquanto que para o tratamento de imerséo
foi observado uma diminui¢do de massa de raiz seca de 14,3 %. Para o comprimento

das raizes (grafico B) foi observado um pequeno estimulo no crescimento de 9,2 % para
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os colmos submetidos a imerséo inicial e irrigagdes com a solugdo contendo a
substancia 2a em relacdo ao controle, enquanto que a imersdo inicial dos colmos
provocou uma inibicdo no crescimento das raizes de 8,6 % em relagdo ao controle. Os
graficos C e D mostram que o crescimento dos brotos foi inibido em relacéo ao controle
nos dois tratamentos avaliados. O aumento de massa de raiz seca no tratamento de
imersdo seguida de irrigacGes com a solucdo contendo a substancia 2a esté relacionado
ao crescimento de raizes secundarias, como mostra a Figura 56. Esse aumento de raizes
secundarias é interessante para o desenvolvimento da planta, pois possibilita maior
absorcéo de nutrientes e agua do solo, além de promover maior fixacdo. Assim diante
dos resultados obtidos a melhor forma de tratamento para o bioensaio de avaliagcéo de
promogdo em cana-de-acucar foi a imersdo inicial dos colmos na solu¢do contendo a

acil-homosserina lactona, seguida de irrigacdes com a mesma solucao.

Figura 56: Representacdes fotograficas de toletes de cana-de-aglcar (variedade
SP803280) representativos para o controle (A), imersdo com na solucdo de (R)-N-(3-
oxo-octanoil) homosserina lactona (2a) (0,1 mg/L) e (B) imersdo seguida de irrigacdes

com a solucdo da substancia 2a (C).

o - 1

CONTROLE

IMERSAO

IMERSAO +
IRRIGACAO (C)
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Diante dos excelentes resultados obtidos nos ensaios de determinacdo de melhor
metodologia, decidimos avaliar a melhor concentracdo de aplicagdo da substancia 2a
para 0 estimulo do crescimento. Neste ensaio, as sec¢fes de cana-de-agUcar da
variedade SP80-3280 foram tratadas com solucdo da substancia 2a nas concentracdes de
0,1, 0,5, 1,0 e 5,0 mg/L. A Figura 57 mostra que, em concentracdes baixas (0,1 e 0,5
mg /L) a substancia 2a foi capaz de estimular o crescimento da raiz em ambas
concentragdes, como Vvisto para massa de raiz seca (47,2% e 97,6%, respectivamente) e
comprimento e raiz (44,6% e 66,5 %, respectivamente). No entanto, concentracfes mais
elevadas, a substancia 2a (5,0 mg/L) suprimiu o desenvolvimento da planta, com uma
reducdo na massa de raiz seca (-43,6%) e de comprimento (-38,9%) em comparagdo ao

controle, gréficos A e B.

Figura 57: Valores absolutos de inibigdo ou aumento de crescimento de raizes e brotos
de toletes de cana-de-acUcar utilizando a substancia (R)-N-(3-oxo-octanoil)-
homosserina lactona nas concentracfes de 0,1, 0,5, 1,0 e 5,0 mg/L, variedade SP80-
3280. (A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C) massa de broto
seco (g) e (D) comprimento de broto (cm). *Valores significativos em nivel de P < 0,05
quando comparado com o controle.
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Para as partes aéreas foi observado uma diminuicdo de massa de broto seco e
comprimento de broto de -17,5% e -30,6 % para a concentracdo de 0,5 mg/L e -13,8% e
-29,8% para a concentracao de 5,0 mg/L da substancia 2a (Figura 57, gréaficos C e D).
A pequena inibicdo no crescimento dos brotos quando a concentracdo de 0,5 mg/L foi
avaliada pode estar correlacionada com a acdo biologica das auxinas, onde a
concentragdo efetiva para o desenvolvimento de raizes geralmente inibe o
desenvolvimento dos meristemas primarios (Castro-Ortiz et al., 2008). As auxinas sao
horménios vegetais responsaveis pelo crescimento, principalmente de meristemas
primarios. A literatura tem relatado um aumento nos niveis de auxinas em plantas
tratadas com acil-homosserinas lactonas (Palmer et al., 2014).

SeccgOes de raizes tratadas com a substancia 2a nas concentracgdes de 0,1, 0,5, 1,0 e
5,0 mg/L foram fixadas, secas ao ponto critico, metalizadas e analisadas em
microscopio eletrénico de varredura com o objetivo de analisar a morfologia dos
tecidos, bem como a toxicidade das concentracdes utilizadas no ensaio de avaliagdo de
promocdo de crescimento em cana-de-agUcar. A amostra controle branco revelou a
presenca de células com morfologia em aspecto quadratico (Figura 58, A), ao passo
que a administracdo da homosserina 2a, mesmo em pequenas concentracoes (0,1 mg/L)
foi suficiente para causar um alongamento das mesmas (Figura 58, B). Os tecidos
permaneceram integros nas menores concentraces testadas (0,1; 0,5 e 1,0 mg/L)
(Figuras 58, B, C e D) e bastante danificados na concentracao de 5,0 mg/L (Figura 58,
E). Desta forma, determinou-se que a concentracdo 6tima de utilizacdo de homosserina

varia entre 0,1 e 1,0 mg/L
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Figura 58: Microscopia eletrénica de varredura para radiculas ndo expostas a
substancia 2a (Controle) (A); tratadas com a substancia 2a na concentracdo de 0,1 mg/L
(B); tratadas com a substancia 2a na concentracdo de 0,5 mg/L (C); tratadas com a
substancia 2a na concentracdo de 1,0 mg/L (D); tratadas com a substancia 2a na
concentracédo de 5,0 mg/L (E); 50 um; Variedade SP80-3280.
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Os resultados obtidos nos bioensaios de promocdo de crescimento para a
determinacdo da concentragdo ativa e ndo tdxica aos tecidos de cana-de-agucar,
indicaram que a concentracdo de 0,5 mg/L tem maior potencial de estimulo do
crescimento e menor toxicidade. Assim decidiu-se avaliar a importancia da
configuracdo absoluta da substancia (x)-N-(3-oxo-octanoil) homosserina lactona para a
atividade de promogéo do crescimento. Para este ensaio foram utilizados colmos de
cana-de-acucar da variedade RB96-6928, amplamente utilizada comercialmente, e as
substancias (R)-N-(3-o0xo-octanoil) homosserina lactona (2a) e seu enantiébmero (S) (1a).

No experimento realizado com variedade RB96-6928, verificou-se que ambos 0s
enantidbmeros R e S (0,5 mg /L) sdo capazes de provocar um aumento de massa de raiz
seca (113,2% para S e 20,8% para R) e comprimento total de raizes (68,6 % de S e de
11,9% para R), sendo o enantibmero S substancialmente mais ativo. A resposta
biolégica observada em brotos foi distinto; enquanto o enantidmero S continuaram a
estimular o comprimento (20,5%) e a massa de raiz seca (42,5%) dos brotos, o
enantiomero R inibiu inibigdo no crescimento dos brotos em relagdo ao controle, tanto
em termos de massa seca (-39,9%) e de comprimento (-28,1 %), como pode ser

observado na Figura 59.
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Figura 59: Valores absolutos de inibicdo ou aumento de crescimento de raizes e brotos
de toletes de cana-de-acucar utilizando as substancias (R)-N-(3-oxo-octanoil)-
homosserina lactona (2a) e o enantidbmero (S) (la)na concentracdo de 0,5 mg/L,
variedade RB96-6928. (A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C)
massa de broto seco (g) e (D) comprimento de broto (cm). *Valores significativos em
nivel de P < 0,05 quando comparado com o controle.
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As raizes ndo expostas as substancias (R)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona
(2a) e o enantibmero (S) (1a) (controle) bem como as tratadas com as referidas
substancias foram submetidas a analise em microscépio eletrébnico de verredura. As
imagens obtidas na analise mostrou um alongamento celular para ambos enantidmeros

testados em relacdo ao controle (Figura 60), demonstrando que o enantibmero R apesar
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de apresentar pouco estimulo do crescimento em toletes de cana-de-agucar tambem foi

capaz de causar alteracfes morfoldgicas de alongamento das raizes.

Figura 60: Microscopia eletronica de varredura para radiculas ndo expostas as
substancias 1a e 2a (Controle) (A); tratadas com a substancia 1a na concentracdo de 0,5

mg/L (B); tratadas com a substancia 2a na concentracdo de 0,5 mg/L (C); 50 um;
Variedade RB96-6928.

Controle

As substancias (R)-N-(3-oxo-decanoil)-homosserina lactona (3a), (R)-N-(3-oxo-
dodecanoil)-homosserina lactona (4a) e (R)-N-(3-oxo-tetradecanoil)-homosserina
lactona (5a), bem como os derivados nido oxidados na posi¢do 3’(R)-N-(decanoil)-
homosserina lactona (3b), (R)-N-(dodecanoil)-homosserina lactona (4b) também foram

avaliadas nos bioensaios de promocdo de crescimento em cana-de-agUcar utilizando a
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variedade RB96-6928, Figura 61. Os célculos de porcentagem de aumento de massa
meédia de raiz seca e massa seca média de broto, bem como, comprimento de raiz e

broto encontram-se na Tabela 34.

Figura 61: Valores absolutos e inibicdo ou aumento de crescimento de raizes e brotos
de toletes de cana-de-aclcar utilizando as substancias(R)-N-(3-oxo-decanoil)-
homosserina lactona (3a), (R)-N-(3-oxo-dodecanoil)-homosserina lactona (4a) e (R)-N-
(3-oxo-tetradecanoil)-homosserina lactona (5a), (R)-N-(decanoil)-homosserina lactona
(3b) e (R)-N-(dodecanoil)-homosserina lactona (4b) na concentragdo de 0,5 mg/L,
variedade RB96-6928. (A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C)
massa de broto seco (g) e (D) comprimento de broto (cm). *Valores significativos em
nivel de P < 0,05 quando comparado com o controle.
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Tabela 34: Porcentagens de aumento ou inibicdo de crescimento de raiz e brotos na

administracdo das substancias 3a, 4a, 5a, 3b, 4b na concentra¢édo de 0,5 mg/L.

Parametros 3a da ba 3b 4b
Comprimento médio de raiz -0,8 % 38,9 % 54,1 % 56,9 % 54,7 %
Massa seca média de raiz 3,0% 97,8 % 83,1 % 78,4 % 45,0 %

Comprimento médio de brotos  206,2% 850% 1812% 1325% 1150%

Massa seca média de brotos 2236% 32,0% 93,6 % 745 % 86,8 %

As substancias testadas nesta variedade aumentaram o comprimento medio e a
massa de raiz seca, especialmente a substancia 4a, a qual estimulou o crescimento das
raizes em 97,8% comparado ao controle. Com relagdo ao comprimento médio e a massa
seca de broto, todas as substancias estimularam a brotacdo das gemas, especialmente as
substancias 3a e 5a. No entanto, a substancia 3a apresentou fraco estimulo de
crescimento das raizes em relagdo ao controle. Destaca-se ainda a substancia 5a, a qual
promoveu significativamente o crescimento de raizes e também de brotos. A substancia
(£)-N-(3-oxo-tetradecanoil)-homosserina lactona (5a) é naturalmente produzida pela
bactéria fixadora de nitrogénio Sinorhizobium meliloti, presente em espécies de
leguminosas. Recentemente esta substancia foi avaliada quanto ao seu potencial de
estimulo de crescimento em A. thaliana apresentando significativos resultados (Wagner
et al., 2006). Os derivados ndo oxidados na posi¢do 3’ 3b e 4b também foram
significativamente ativos, 0s quais promoveram o crescimento de raizes e brotos em
relagdo ao controle, no entanto destaca-se a substéncia 3b, a qual demonstrou maior
potencial de crescimento em colmos de cana-de-acucar. Considerando a excelente
atividade observada para a substancia 3b, decidiu-se investigar o potencial de promocéo
de crescimento do enantidmero (S)-N-(decanoil)-homosserina lactona 5b, em
comparagdo ao enantibmero (R). A Figura 62 representa os valores absolutos de

estimulo de crescimento de raizes e brotos observados.
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Figura 62: Valores absolutos de inibicdo ou aumento de crescimento de raizes e brotos
de toletes de cana-de-acUcar utilizando as substancias (R)-N-(decanoil)-
homosserinalactona (3b) e o enantiomero (S) (5b) na concentracdo de 0,5 mg/L,
variedade RB96-6928. (A) massa de raiz seca (g), (B) comprimento da raiz (cm), (C)
massa de broto seco (g) e (D) comprimento de broto (cm). *Valores significativos em
nivel de P < 0,05 quando comparado com o controle.
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As substancias (R)-N-(decanoil)-homosserina lactona (3b) e o enantiomero (S) (5b)
demonstraram significativa promocao de crescimento de raizes e brotos em colmos de
cana-de-agucar em relacdo ao controle. No entanto destaca-se o enantidmero (S), o qual

aumentou a massa seca média de raizes e 0 comprimento da raiz em 90,1 % e 92, 1 %

100



Tese de Doutorado-

respectivamente. Um aumento surpreendente de massa seca meédia de broto e
comprimento dos brotos de 134,2% e 390,0 % quando os colmos de cana-de-agucar
foram tratados com a substéancia (S)-N-(decanoil)-homosserina lactona (5b). Assim, o
enantibmero S demonstrou ser mais ativo em relacdo ao enantibmero R como foi
observado para os enantidmeros (1a) e (2a) oxidados na posi¢do 3’. Na literatura,
estudos de determinacdo de configuracdo absoluta de acil-homosserinas lactonas
naturais reportam uma configuracdo (S) predominante para essas substancias (Pomini et
al., 2006; Baiton et al., 1992). Adicionalmente, a literatura tem reportado que as formas
naturais tém demonstrado maior eficiéncia na regulacao da expressao génica em relacao
aos enantidmeros (R) (Chhabra et al., 1993).

Atualmente o mecanismo de quorum-sensing empregado pelas populacgdes
bacterianas, bem como, a atuacdo dos semioquimicos neste processo é bem esclarecido.
No entanto, o efeito que estas substancias podem causar aos organismos hospedeiros
ainda ndo € bem estabelecido. Nos ultimos anos evidéncias tém indicado que AHLs
podem ser detectadas pelos hospedeiros, causando alteragbes importantes na sua
fisiologia. Estes resultados mostram, portanto, a possibilidade de interacdo quimica
entre reinos, como ja foi observado, por exemplo, em certos casos de espécies vegetais
(Hartmann et al., 2014). O primeiro estudo sobre os efeitos de semioquimicos da classe
as acil-homosserinas lactonas sobre hospedeiros foi publicado em 2002, por Joint e
colaboradores, que demonstrou que zoosporos de algas sdo capazes de detectar AHLs
na agua do mar como um método de localizacdo de biofilmes. Efeitos de resisténcia a
microrganismos patogénicos tém sido observado em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) quando tratadas com (S)-N-(hexanoil)-homosserina lactona, primeira
espécie comercial investigada (Schuegger et al., 2006). A colonizagdo da superficie da
raiz da espécie S. lycopersicum com Serratia liquefaciens, uma bactéria endofitica que
produz C-4 e C-6 homosserinas lactonas, induziu a resisténcia sistemica contra fungos
da espécie Alternaria alternata. (Gantner et al., 2006)

Além dos efeitos de resisténcia a organismos patogénicos, as AHLs sdo conhecidas
na literatura por estimular o crescimento de raizes primarias e germinagdo da especie A.
thaliana, uma espécie daninha, sendo que um dos mecanismos de a¢do é o aumento na
biossintese de auxinas e citocininas (Rad et al., 2008; Castro-Ortiz et al., 2008; Palmer
et al., 2014). Castro-Ortiz e colaboradores (2008) avaliaram os efeitos de sete acil-
homosserinas lactonas com diferentes comprimentos da cadeia lateral acila em A.

thaliana. Neste estudo foi verificado que os efeitos de cada AHLs sdo dependentes da
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estrutura e da concentracdo de cada substancia. (C-4 e C-6) AHLs ndo apresentaram
efeitos significativos de desenvolvimento de raizes em A. thaliana. Em contra partida,
as AHLs de cadeia lateral média apresentaram melhor atividade, destacando a C10-
AHL, que apresentou maior potencial de crescimento. Neste trabalho também foi
verificado que altas concentragcdes da homosserina lactona mais ativa (C10-AHL) inibiu
significativamente o crescimento das raizes secundarias em A. thaliana, como também
foi observado neste trabalho.

Além disso, o fato de que os enantibmeros R e S apresentam diferentes niveis de
atividade bioldgica, pode estar relacionado a diferencas de afinidade com as proteinas
de receptor e enzimas relacionadas com o processo, principalmente a reacéo de hidrolise
catalisada pela FAAH e a deteccdo dos produtos por proteinas reguladoras. Embora o
mecanismo de acdo esteja ligado a homosserina hidrolisada, é razoavel assumir que no
processo natural a cadeia de acila pode desempenhar um papel importante nos
mecanismos de transporte destas moléculas. Os fendmenos de transporte que envolvem
células vegetais e AHL é em grande parte desconhecido até agora.

O desenvolvimento de substancias com capacidade para modular o crescimento de
plantas, especialmente no inicio do desenvolvimento do meristema, pode constituir um
meio importante para aperfei¢oar as culturas e aumentar a produtividade. Isso pode ser
especialmente importante para modular o tempo de enraizamento e brotacéo,
aumentando o grau de uniformidade das culturas, aumentar o nimero de raizes viaveis e
brotos, reduzir a susceptibilidade de plantas ao ataque de agentes patogénicos. A este
respeito, as auxinas e giberelinas sdo as substancias mais estudadas e comercialmente
empregadas na formulacdo de produtos usados no tratamento de cana-de-agUcar visando
estimular meristemas. Recentemente também foi reportado que a substancia (z)-N-(3-
oxo-octanoil)-homosserina lactona causou significativos incrementos no crescimento de
espécies pertencente as gramineas, como o milho (Dahmen et al., 2013). Contudo, este
é o primeiro relato sobre os efeitos de AHLs aplicadas a espécie S. officinarum (cana-
de-acucar).

Assim, considerando os resultados promissores de aumento de crescimento que as
AHL vém apresentando em espécies da A. thaliana que corrobora com os resultados
obtidos neste trabalho, as AHLs podem ser uma alternativa nesta area de pesquisa, que
visa aumentar a produtividade de espécies comercialmente importantes preocupando-se

com 0 meio ambiente e a integridade dos tecidos.
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5.5 Determinacédo Estrutural dos Compostos Isolados

A elucidacéo estrutural dos compostos isolados foi realizada com base nos dados
espectrais de RMN uni e bidimensionais dos compostos e por comparagdo com os dados
existentes na literatura. Os dados espectrais de RMN dos compostos isolados a partir do
estudo quimico das folhas e colmos de Saccharum X officinarum, serdo discutidos por

classe de metabolito secundario.

5.5.1 Compostos fendlicos

5.5.1.1 Composto S4

O composto S4 (55,0 mg) foi isolado da fracdo acetato de etila como cristais
agulhas de cor amarela soltveis em solucdo de HCClz:MeOH 1:1.

No espectro de massas de baixa resolucdo para S4 (Figura 63) foi possivel
observar o ion molecular M* em m/z 329,9, sendo este o fragmento mais estavel, e,
portanto o pico base.

Os sinais observados no espectro de RMN de !H (Figuras 64 e 65) sdo
caracteristicos de substancia pertencente a classe dos flavonoides, onde destacam-se o
simpleto em 61 7,19 referente aos hidrogénios H-2’ e H-6" do anel B, e os dupletos em
OH 6,45 (J= 2,1 Hz) e 6,26 (J= 2,1 Hz) correspondentes aos hidrogénios H-8 e H-6 do
anel A, cuja a constante de acoplamento observada evidencia um acoplamento meta
entre esses hidrogénios. Ainda foi observado um simpleto em 6w 6,55 atribuido ao H-3,
indicando que a aglicona trata-se de uma flavona.

No espectro de RMN de *C (Figura 66) observam-se sinais na regifo de carbonos
aromatico em oc 158,5, 94,8, 164,8, 99,7, 162,0 e 104,3 atribuidos aos carbonos C-9, C-
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8, C-7, C-6, C-5 e C-10 do anel A respectivamente. Destaca-se ainda o sinal em ¢
183,0 tipico de carbonila de sistema 1,4-pirona, além dos sinais na regido de ¢ 122,0-
165,1 atribuidos aos carbonos do anel B. Ainda foram observados sinais em dc 104,3 e

165,1 referentes aos carbonos C-3 e C-4 do anel C, confirmando a aglicona do tipo
flavona.
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Figura 63: Espectro de massas de baixa resolucdo (IE, 70 eV) para a substancia S4
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Figura 64: Espectro de RMN de 'H (CDCls e CDs0D; 300,06 MHz) para S4
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Figura 65: Expansdo da regido de 4 6,20 a 6,60 do espectro de RMN de *H (CDClse CD3;0D; 300,06 MHz)
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Figura 66: Espectro de RMN de *C (CDClz e CDsOD; 75,45 MHz) para S4
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No mapa de contornos HSQC (Figura 67) foram observadas as correlagdes entre 0s
deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio que auxiliaram nas atribuicbes e na

confirmacéo da estrutura para esse composto.

Figura 67: Mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (*Hx*C) para S4
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carbonos C-3’ e C-5" em ¢ 148,5, confirmando a conexdo dos grupos metoxilas com a
aglicona. Destaca-se ainda as correlagdes dos hidrogénios H-2’ e H-6" em 1 7,19 com o
carbono C-4’ em oc 140,2, e a correlacdo do hidrogénio H-3 em 61 6,55 com 0s
carbonos C-2, C-1’ e C-10 em ¢ 165,1, 121,9 e 104,3, respectivamente. Para o anel A,
observa-se a correlacdo do hidrogénio H-6 em 61 6,26 com o carbono C-10 em ¢ 104,3.
As principais correlagdes heteronucleares observadas no mapa de contornos HMBC
estéo representadas na Figura 69.

Figura 68: Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (*Hx**C) para S4
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Figura 69: Principais correlacdes observadas no mapa de contornos HMBC para S4

Esses dados foram comparados com os dados constantes na literatura (Chung

et al., 2005) e foram concordantes para o tricin, isolado anteriormente da espécie

Saccharum officinarum L. por Colombo e colaboradores (2006) Tabela 35. A

presenca deste flavonoide em Oriza sativa, uma graminea, foi reportada por Mohanlal

e colaboradores (2011).

Tabela 35: Dados de RMN de 'H e de *3C para tricin e para o composto S4

Substancia S4

C on (mult.; J em Hz)

2

3 6,55 ()

4

5

6 6,26 (d; 2,1)

7

8 6,46 (d; 2,1)

9

10

1

2’ 7,19 (s)

3>

4

5

6’ 7,19 (s)
3’-OCHjs 3,95 (s)
5’-OCHs 3,95 (s)

(8-ppm; 300,06 e 75 ,5 MHz; CD30D e CDCl;; CD;0D ™

oc

165,1
104,3
183,0
162,0
99,7

164,8
94,8

158,5
104,8
121,9
104,3
148,7
140,2
148,5
104,3
56,7

56,7

Tricina*
oH (mult.; Jem Hz)

6,54 (s)

6,16 (d; 2,1)

6,62 (d; 2,1)

7,27 (S)

7,27 (S)
3,95 (s)
3,95 (s)

oc

164,2
103,9
181,7
161,4
98,9

163,0
94,2

157,4
103,9
125,0
104,8
153,2
141,1
153,2
104,8
57,0

57,0
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O flavonoide tricin pode ser encontrado em baixas concentragdes nos cereais, tal
como trigo. Para este flavonoide tem sido reportado importantes propriedades
farmacoldgicas, destacando-se as atividades anti-viral, antituberculose,
antiulcerogénica, antimutagénica, quimiopreventiva, antioxidante, anticancer e anti-
inflamatdria (Havsteen, 1984; Zhou & lbrahim, 2010; Cai et al., 2005; Verschoyle et
al., 2006; Oyama et al., 2009; Chang et al., 2010).

5.5.1.2 Composto S7

OCHs

O composto S7 (6,0 mg) foi isolado da fracdo acetato de etila como um sélido de
cor amarela solivel em MeOH.

O espectro de massas de baixa resolucdo para a substancia S7 (Figura 70, Anexo 1)
mostrou o pico do ion molecular em m/z 167,96 correspondente a formula molecular
CgHzOs.

No espectro de RMN de H para a substancia S7 (Figura 71, Anexo 1) foram
observados sinais na regido de hidrogénios de sistema aromatico 1,3,4-trissubstituido.
Destaca-se o dupleto em o4 6,88 (J= 8,1) referente ao hidrogénio H-5, cuja constante de
acoplamento indica um acoplamento orto para este hidrogénio. Destaca-se ainda, 0
dupleto em &4 7,54 (J= 1,8) atribuido ao hidrogénio H-2 e o duplo dupleto em 6n 7,58
(d; J= 8,1 e 1,8 Hz) ao hidrogénio H-6. O singleto em &1 3,88 com integracdo para 3
hidrogénios indica a presenca de um grupo metoxila na estrutura.

O espectro de RMN de *3C para a substancia S7 (Figura 72, Anexo 1) mostrou
ressdnancias em oc 123,0, 113,7, 148,6, 152,6, 115,8 e 125,5 referentes aos carbonos do
sistema aromatico C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6 respectivamente. Destaca-se ainda o
sinal em 6¢ 170,0 referente ao carbono carboxilico C-7, bem como, o sinal em &¢ 56,3
confirmando a presenca do grupo metoxila na estrutura.

As correlagdes entre deslocamentos quimicos de C e *H observadas no mapa de
contornos HSQC (Figura 73, Anexo 1) contribuiram para as atribuicbes e para a

confirmacéo da estrutura proposta para este composto.
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Na analise das correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC (Figura
74, Anexo 1), evidenciou-se o acoplamento dos hidrogénios H-2 e H-5 em 61 7,61 e
7,58 com o carbono carboxilico em &c 170,0. Destaca-se ainda a correlagdo dos
hidrogénios do grupo metoxila em &4 3,88 com o carbono C-3 em 148,6 confirmando a
posicao deste grupo na estrutura.

Foi possivel confirmar a conectividade do grupo metoxila com a aglicona
através do emprego da técnica de diferenca de NOE (Figura 75, Anexo 1), que mostrou
um ganho na intensidade do sinal em &y 7,61 (H-2) quando o sinal em 6n 3,88 dos
hidrogénios do grupo metoxila foi irradiado.

Esses dados foram comparados com os dados constantes na literatura (Yu et al.,
2006) e foram concordantes para o acido vanilinico, Tabela 36.

Tabela 36: Dados de RMN de 'H e de *3C para o acido vanilinico e para o composto S7

Substéancia S7 Acido vanilinico*
C on (mult.; J em Hz) oc on(mult.; JemHz)  &c
1 123,0 121,7
2 7,61 (d; 8,1) 113,7 7,43 (s) 115,1
3 148,7 147,3
4 152,6 151,1
5 6,88 (d; 8,1) 115,8 6,84 (d;8,7) 112,8
6 7,58 (dd; 8,1, 1,8) 125,5 7,45 (d; 8,7) 123,5
7 170,0 167,3
3-OCHjs 3,88 56,6 3,80 (s) 55,6

(3-ppm; 300,06 e 75 ,5 MHz; CD;0D; DMSO-d6
O 4cido vanilinico tem demonstrado importante potencial antiproliferativo.**

5.5.1.3 Composto S8
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O composto S8 (5,0 mg) foi isolado da fracdo acetato de etila como um sélido de
cor amarela solivel em MeOH.

No espectro de massas de baixa resolucdo para a substancia S8 (Figura 76, Anexo
1) foi possivel observar o pico do ion molecular em m/z 193,97 correspondente a
formula molecular C10H1004.

O espectro de RMN de H para a substancia S8 (Figura 77, Anexo 1) mostrou
sinais de hidrogénios caracteristicos de sistema aromatico 1,3,4-trissubstituido.
Observou-se um dupleto em 6+ 6,81 (J= 8,1 Hz) referente ao hidrogénio H-6 e um duplo
dupleto em 61 7,06 (J= 8,1 e 2,1 Hz) atribuido ao hidrogénio H-6. Destaca-se ainda o
dupleto em 6n 7,17 (d; J= 2,1 Hz) referente ao hidrogénio H-2. Os dupletos em dx 6,34
(d; J=15,9Hz) e 61 7,58 (d; J= 15,9) indicam a presenca de um sistema carbonilico a,f3-
insaturado trans. Adicionalmente foi observado um singleto com integracdo para 3
hidrogénios em o 3,88 atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila presente na
estrutura.

O espectro de RMN de 13C para o composto S8 (Figura 78, Anexo 1) mostrou
sinais em 6¢ 128,6, 111,5, 149,3, 151,9, 116,4 e 123,8 atribuidos aos carbonos C-1, C-2,
C-3, C-4, C-5 e C-6 respectivamente. Apresentou ainda sinais em ¢ 146,2 e 116,9
referentes aos carbonos C-7 e C-8 do sistema carbonilico a,B-insaturado e um sinal em
dc 171,0 atribuido ao carbono carboxilico C-9. O sinal em 3¢ 56,4 é referente ao carbono
do grupo metoxila presente na estrutura.

No mapa de contornos HSQC (Figura 79, Anexo ) foram observadas as
correlacBes entre os deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio que auxiliaram
nas atribuigdes e na confirmagéo da estrutura para esse composto.

Na analise das correlagcdes observadas no mapa de contornos HMBC (Figura
80, Anexo 1), observou-se o acoplamento dos H-6 e H-2 em én 7,06 e 7,17 com 0
carbono C-4 em 6c 151,9 e do hidrogénio H-5 em on 6,80 com o carbono C-3 em dc
149,3. Destaca-se ainda as correlagdes do hidrogénio H-7 em dn 7,55 com o carbono
carboxilico C-9 em 6¢ 171,0 e do hidrogénio H-8 em &1 6,33 com o carbono C-1 em &c
128,6. A Figura 81 mostra as principais correlagdes observadas no mapa de contornos
HMBC para a substancia S8.
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Figura 81: Principais correlacdes observadas no mapa de contornos HMBC para S8

Os dados espectrais do composto S8 foram comparados com os dados existentes
na literatura para o acido ferdlico (Sajjadi et al., 2012) (Tabela 37), sendo
concordantes. Este composto ja foi isolado de Saccharum officinarum por Colombo e
colaboradores (2006). Para o acido ferulico tem sido reportado significativo potencial
antioxidante (Soobrattee et al., 2005).

Tabela 37: Dados de RMN de 'H e de *3C para o acido ferdlico e para o composto S8

Substancia S8 Acido Ferulico*
C on (mult.; J em Hz) dc on(mult.; Jem Hz)  oc
1 128,6 126,7
2 7,17 (d; 2,1) 1115 7,09 (d;2,0) 109,5
3 149,3 1471
4 151,9 148,4
5 6,81 (d; 8,1) 116,4 6,97 (d;9,0) 114.4
6 7,06 (dd;8,1, 2,1) 123,8 7,14 (d:8,0, 2,0) 123,6
7 7,58 (d; 15,9) 146,2 7,75 (d; 15,,0) 146,0
8 6,34 (d;15,9) 116,9 6,34 (d; 15,0) 114,8
9 171,0 1714
3-OCH; 3,88 (s) 56,4 3,98 (s) 55,9

(5-ppm; 300,06 e 75 ,5 MHz; CD:;0OD; CDCl,
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5.5.1.4 Compostos S9+S10

0
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A mistura de compostos S9+S10 (46,5 mg) foi isolada da fracdo acetato de etila
como um solido amorfo amarelo soltvel em MeOH.

No cromatograma obtido pela anélise de CG-EM da mistura de substancias S9+S10
(Figura 82, Anexo I) foram observados dois picos com tempos de retengdo 7,34 e
10,53 minutos. No tempo de retencdo 7,34 minutos o espectro de massas de baixa
resolucdo (Figura 83, Anexo I) apresentou o pico do ion molecular em m/z 137,94, a
qual foi atribuido a substancia S10 correspondente a formula molecular C7HsOs. Ao
passo que, no tempo de retencdo 10,53 minutos o espectro de massas de baixa resolucao
(Figura 84, Anexo I) mostrou o pico do ion molecular em m/z 163,97 correspondente a
substancia S9 correspondente a formula molecular CoHgO:s.

O espectro de RMN de 'H da mistura S9+S10 (Figuras 85 e 86, Anexo )
apresentou sinais na regido de hidrogénios de sistema aromatico o sinal em 6n 7,47 (dt;
J= 8,4 e 4,8 Hz) é referente aos hidrogénios H-2 e H-6 da substancia majoritaria, sendo
que a constante de acoplamento observada evidencia acoplamentos orto e meta para
esses hidrogénios. Destaca-se ainda, o sinal em on 6,83 (dt; J= 8,4 e 4,8 Hz) com
integracdo para 4 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5 da substéncia
majoritaria. As multiplicidades e constantes de acoplamento sdo tipicas de sistema
aromatico 1,4 dissubstituido. Nota-se ainda, no espectro de RMN de *H, sinais em dn
6,31 (d; J= 15 Hz; H-8) e 7,63 (d; J= 15 Hz; H-7) caracteristicos de sistema carbonilico
a,B-insaturado trans.

No espectro de RMN de C (Figura 87, Anexo 1) foram observados sinais na
regido de carbonos de sistema aromatico em 6c 127,4, 131,2, 116,2 e 161,3 atribuidos
aos carbonos da substancia majoritaria, C-1, C-2 e C-6, C-3 e C-5 e C-4

respectivamente. Destaca-se ainda, os sinais em o6c 146,8 e 115,8 referentes aos
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carbonos C-7 e C-8 do sistema carbonilico a,B-insaturado e 0 sinal em &¢ 170,1 tipico
de carbono carboxilico conjugado.

No mapa de contornos COSY (Figura 88, Anexo 1) foi possivel observar a
correlacdo entre os hidrogénios H-7 e H-8 em 61 7,63 ¢ 6,31 do sistema a,B-insaturado,
bem como a correlacdo entre os hidrogénios H-2 e H-3 em &4 7,47 e 6,83, conforme

Figura 89.

Figura 89: Principais correlacdes observadas no mapa de contornos COSY (*HxH) para

S9

No mapa de contornos HSQC (Figura 90, Anexo I) foram observadas as
correlacdes entre os deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio que auxiliaram
nas atribuicdes e na confirmacdo da estrutura para esse composto.

Na analise das correlagfes observadas no mapa de contornos HMBC (Figura
91, Anexo 1), evidenciou-se o acoplamento dos hidrogénios do sistema aromatico H-6
em oH 7,47 com o carbono C-4 em 6¢ 161,3, hidrogénio H-3 em &4 6,83 com o carbono
C-1 em &c 127,4. Destaca-se ainda, as correlacdes do hidrogénio H-8 em 61 6,31 com 0
carbono carboxilico C-9 em 8¢ 171,0 e com o carbono C-1 em ¢ 127,4. A Figura 92
mostra as principais correlacbes observadas no mapa de contornos HMBC para a

substancia S9.

117



Tese de Doutorado-

Figura 92: Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para S9

Esses dados foram comparados com os dados constantes na literatura (Silva et al.,
2001) e foram concordantes para o &cido p-hidroxicinamico, Tabela 25.

Para a substancia minoritaria foi observado no espectro de RMN de 'H (Figuras 85
e 86, Anexo I) sinais em on 7,90 (dt; J= 8,4 e 4,8 Hz) referente aos hidrogénios
equivalentes H-2 e H-6, e o sinal em 6n 6,83 (dt; J= 8,4 e 4,8 Hz) com integragéo para 4
hidrogénios, atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5 da estrutura. De acordo com esses
dados, a substancia minoritaria também se constitui de um anel aromatico com padréo
1,4-dissubstituido.

O espectro de RMN de 3C (Figura 87, Anexo 1) apresentou sinais na regido de
carbonos aromaticos em d¢ 133,1, 116,9 e 163,5 atribuidos aos carbonos C-2 e C-6, C-3
e C-5, e C-4 respectivamente. Destaca-se ainda o sinal em oc 171,2, referente ao
carbono carboxilico presente na estrutura.

No mapa de contornos COSY (Figura 88, Anexo I) destaca-se as correlagdes entre

0s hidrogénios H-3 e H-2 em 61 6,83e 7,90 de acordo com a Figura 93.

Figura 93: Principais correlagGes observadas no mapa de contornos COSY (*Hx!H) para
S10
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No mapa de contornos HMBC (Figura 91, Anexo |) foram observadas as
correlagfes do hidrogénio H-2 em &4 7,90 com o carbono C-4 em 6¢c 163,5 e com 0
carbono C-1 em o6c 131,2. Esses dados foram comparados com os da literatura (Scott,

1972) e mostraram-se concordantes para o acido p-hidroxibenzoico. Tabela 38.

Tabela 38: Dados de RMN de *3C para a mistura S9+S10 e para 0s compostos acido p-
hidroxicinamico e p-hidroxibenzdico.

Substancia Ac. p- Substancia Ac. p-
S9 hidroxicinamico* S10 hidroxibenzéico**

C oc oc oc oc
1 127,4 125,3 131,2 130,8
2 131,2 130,2 133,1 130,2
3 116,2 115,8 116,9 129,1
4 161,3 159,7 163,5 133,7
5 116,9 115,8 116,9 129,1
6 131,2 130,2 133,1 130,2
7 146,8 1443 - 168,0
8 115,8 115,4 -
9 170,1 168,0 171,2

(5-ppm; 300,06 € 75 ,5 MHz; CD;0D e CDCls; CD;0D *; DMSO**)

Os &cidos fendlicos séo divididos em duas classes, os &cidos hidroxibenzoicos
e hidroxicindmicos. A primeira classe constitui as complexas estruturas dos taninos
hidrolizaveis e sdo menos abundantes nos vegetais que fazem parte da alimentacdo
humana. No entanto, os acidos hidroxicinamicos sdo amplamente presentes em
diversos alimentos de origem vegetal como o café, erva mate, cereais e frutas (Mira et
al., 2008). Para os &cidos p-hidroxibenzdico e p-hidroxicindmico tem sido relatado na
literatura significativo potencial antiproliferativo e antioxidante (Maillard & Berset,
1995).
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5.5.2 Terpenoides e esteroides

5.5.2.1 Mistura de compostos S1+S2+S3

S1 S2 S3

A mistura dos compostos S1+S2+S3 (30,0 mg) foi obtida da fragdo acetato de
etila na forma de um sélido branco cristalino soltvel em cloroférmio.

No cromatograma obtido pela analise de CG-EM da mistura (Figura 94,
Anexo 1) foi observado trés picos principais com tempos de retencdo em 23,98, 24,48
e 25,44 minutos, sendo que para esses tempos 0s espectros de massas de baixa
resolucdo (Figuras 95-97, Anexo |) mostraram os picos dos ions moleculares em m/z
400,28, 412,29 e 414,31 atribuidos as substancias S1, S3 e S2 respectivamente.

No espectro de RMN de *H da mistura (Figura 98, Anexo 1), observou-se um
sinal na regido de hidrogénios olefinicos em dn 5,36 (d; J=5,1 Hz) correspondente ao
H-6 e duplo dupletos em 61 4,97 e 5,19 com constante de acoplamento de 8,4 Hz
correspondentes aos hidrogénios H-22 e H-23. O multipleto centrado em on 3,47 é
referente ao hidrogénio carbindlico H-3 ¢ os sinais entre o4 0,67 a 1,03 sdo
caracteristicos de grupos metilas.

Entre os sinais observados no espectro RMN de 3C e DEPT (Figura 99, Anexo ),
destacam-se os sinais atribuidos aos carbonos olefinicos C-5 3 C-6 em 6¢ 140,9 e 121,9
e C-22 e C-23 em oc 138,5 e 129.4. Ainda foi observado um sinal em d¢c 72,0 referente
ao carbono carbindlico C-3. Os dados espectrais da mistura foram comparados com 0s
dados ja existentes na literatura para esteroides (Goulart et al., 1993), sendo que a partir
da andlise dos dados obtidos foi possivel concluir que a mistura isolada continha os
esterdides: 24a-metil- colest-5-enol (campesterol) S1, 24a-etil-colest-5-enol (sitosterol)
S2 e 24a-etil-colest-5,22-dienol (estigmasterol) S3. Tabela 39.
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Tabela 39: Dados de RMN de **C para a mistura S1, S2 e S3 e para 0s compostos sitosterol,
estigmasterol e campesterol

© © N o U A W N PO

N DN D DN N NDND R P P P B PR R R e
~ o OO0 B W N kP O © 0 N O o W N BB O

S2
oc
37,4
31,8
72,0
42,5
140,9
121,9
31,8
32,1
50,3
36,3
21,2
39,8
42,5
56,9
24,5
28,4
56,2
12,0
19,6
36,1
19,6
33,9
39,2
46,0
29,1
18,9
19,6

S3

oc
37,4
31,8
72,0
42,5
140,9
121,9
31,8
32,1
50,3
36,3
21,2
39,8
42,5
56,9
24,5
28,4
56,1
12,0
19,6
40,7
21,4
138,5
129,4
51,4
31,8
19,2
19,2

S1
oc
37,4
31,8
72,0
42,5
140,9
121,9
31,8
32,1
50,3
36,3
21,2
39,9
42,5
56,9
24,5
28,4
56,2
12,0
19,6
36,1
18,9
33,9
29,1
56,1
29,6
18,9
19,6

Sitosterol*
¢ (DEPT)
37,2 (CH2)
31,6 (CH2)
71,9 (CH)
42,3 (CHy)
140,7 (C)
121,7 (CH)
31,8 (CH2)
31,8 (CH)
50,1 (CH)
36,4 (C)
21,1 (CHy)
39,7 (CH>)
42,3 (C)
56,7 (CH)
24,3 (CHy)
28,2 (CHy)
56,0 (CH)
11,8 (CHs)
19,3 (CHs)
36,1 (CH)
19,03 (CHs)
33,9 (CH2)
39,1 (CHy)
45,8 (CH)
26,0 (CH)
18,7 (CHs)
19,8 (CHs)

Estigmasterol*

5c (DEPT)
37.2 (CH,)
31,6 (CH2)
71,9 (CH)
42,3 (CHy)
140,7 (C)
121,7 (CH)
31,8 (CH,)
31,8 (CH)
50,1 (CH)
36,4 (C)
21,1 (CHy)
39,6 (CH2)
42,3 (C)
56,8 (CH)
24,3 (CH>)
28,2 (CHy)
55,9 (CH)
11,8 (CHs)
19,3 (CH3)
40,5 (CH)
21,2 (CHs)
138,4 (CH)
1292 (CH)
51,2 (CH)
31,8 (CH)
19,0 (CHs)
19,0 (CHs)

Campesterol*
¢ (DEPT)
37,2 (CH2)
31,6 (CH2)
71,8 (CH)
42,3 (CH>)
140,7 (C)
121,7 (CH)
31,9 (CHy)
31,8 (CH)
50,1 (CH)
36,5 (C)
21,1 (CHy)
39,8 (CH>)
42,3 (C)
56,7 (CH)
24,3 (CHy)
28,2 (CHy)
56,0 (CH)
11,8 (CH3)
19,3 (CHbs)
36,1 (CH)
18,9 (CHs)
33,6 (CH>)
28,91(CHy)
56,08 (CH)
29,6 (CH)
18,7 (CH3)
19,8 (CHa)
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28 23,2 25,6 189  23,0(CHs) 254 (CHa) 18,2 (CHa)
29 12,2 12,4 - 11,9 (CHs) 12,2 (CHs) -

(8-ppm; 75 ,5 MHz; CDCl3 CDCl3*

5.5.2.2 Composto S5
HO__ ¢
4 5 -O
HO g
HO OHH

A substancia S5 (104,2 mg) foi isolada da fracdo acetato de etila SOA como cristais
amorfo solUveis em solucdo de metanol e cloroférmio.

. No espectro de massas de baixa resolucdo para S5 (Figura 100, Anexo 1) foi
observado o pico do ion molecular em m/z 414,23 indicando que possivelmente S5
possui mesma aglicona que S1.

O espectro de RMN de *H da mistura (Figura 101, Anexo ) apresentou sinais
analogos aos atribuidos anteriormente para a mistura S1+S2+S3. Entretanto, foram
observados sinais adicionais em 6n 4,4 (d; J= 8,1 Hz), caracteristico de hidrogénio
anomérico e multiplos sinais na regido de on 3,0 a 3,8, indicando a presenca de uma
unidade glicosidica na estrutura.

Além dos sinais correspondentes a aglicona dos esterdides estigmasterol, sitosterol
e campesterol, o espectro de RMN de 3C da mistura (Figura 102, Anexo 1) apresentou
um sinal em oc 102,0 atribuido ao carbono anomérico C-1°, e sinais em oc 74,5, 78,7,
71,1, 77,1 e 62,5 atribuidos aos carbonos C-2°, C-3’, C-4’, C-5’ ¢ C-6’ da glicose. Os
dados espectrais da substancia S5 foram comparados com os da literatura para o

daucosterol (Matida et al., 1996) e mostraram-se concordantes, Tabela 40.
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Tabela 40: Dados de RMN de *3C para a S5 e para o daucosterol

S5

C oc

1 37,5
2 32,7
3 79,7
4 43,0
5 141,3
6 122,7
7 32,7
8 32,8
9 51,1
10 36,9
11 21,8
12 39,4
13 43,0
14 56,8
15 25,0
16 29,0
17 57,6
18 12,3
19 19,8
20 36,9
21 20,5
22 34,7
23 40,6
24 46,7
25 29,0
26 19,8
27 21,8
28 23,8
29 12,7
1 102,0
2° 74,5
3 78,7
4 71,1
5’ 77,1
6’ 62,5

Daucosterol*

oc

37,2 (CHy)
29,9 (CH2)
78,2 (CH)
39,0(CH>)
140,6 (C)
122,6 (CH)
31,9 CHy)
31,8 (CH)
50,0 (CH)

36,6 (C)
21,0 (CHy)
39,6 (CH2)

42,2 (C)
56,5 (CH)
24,2 (CHy)
28,2 (CH>)
55,9 (CH)
11,7 (CHs)
19,1 (CH3)
36,1 (CH)
18,9 (CH3)
33,9 (CH»)
39,1 (CHy)
45,7 (CH)
29,2 (CH)
18,7 (CHs)
19,7 (CH3)
23,1 (CHs)
11,9 (CH3)
102,2 (CH)
75,0 (CH)
77,0 (CH)
71,3 (CH)
78,1 (CH)
62,2 (CH>)

(3-ppm; 75 5 MHz, CD;0D; *3-ppm; 75,5MHz, CDCI3

De acordo com Gallota e Boaventura (2005) o daucosterol é significativamente

citotoxico frente a Artemia salina apresentando uma DLso=67 pug/mL.
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5.5.2.3 Composto S6

O composto S6 (3,6 mg) foi isolado da fracdo acetato de etila como um 6leo de cor
amarela soltvel em cloroférmio.

No espectro de massas de baixa resolucdo para a substéncia S6 (Figura 103, Anexo
I) foi possivel observar o pico do ion molecular em m/z 430,28 correspondente a
formula molecular C29Hs0Oo.

O espectro de RMN de ‘H para a substancia S6 (Figura 104, Anexo I) mostrou trés
simpletos com integragdo para trés hidrogénios em 6+ 1,59, 2,12 e 2,17, correspondentes
aos hidrogénios dos grupos metila ligados ao anel aromético H-5a, H-7a e H-8b.
Destaca-se ainda 4 singletos observados em 61 1,26, 0,88, 0,87 e 0,85 atribuidos aos
hidrogénios dos grupos metila H-2a, H-4’a, H-8’a ¢ H-12’a e H-13". Apresentou ainda
um tripleto em on 2,61 (J= 6,9 Hz) referente aos hidrogénios H-4 ¢ o multipleto em dH
1,78 correspondente aos hidrogénios H-3.

O espectro de RMN de *C para o composto S6 (Figura 105, Anexol) apresentou
sinais em &¢c 12,0 correspondentes aos grupos metila C-5a e C-7a e em ¢ 12,4 atribuido
ao grupo metila 8b ligados ao anel aromatico. Destacam-se ainda 0s sinais
correspondentes aos grupos metila presentes na cadeia lateral em 6c 19,9, 19,9, e 22,9
correspondentes a C-4’a, C-8’a, C-12’a e C-13’ respectivamente. Apresentou ainda
sinais na regido de carbonos de sistema aromatico em oc 117,6, 118,7, 121,9, 1228,
144,7 e 145, 7 atribuidos aos carbonos C-5, C-7, C-4a, C-8, C-6 e C-8a.

Os dados de RMN de *H e *3C do composto S6 foram comparados com os dados
constantes na literatura (Miranda et al., 2012) para o a-tocoferol (Tabela 41) e
mostraram-se concordantes, sendo que se trata do primeiro relato de isolamento deste

composto a partir de Saccharum X officinarum.
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O a-tocoferol (vitamina E) estd presente na maioria dos vegetais e constitui uma
das mais importantes vitaminas lipossollveis devido ao seu significativo potencial
antioxidante (Jeteau et al., 2002), que previne contra doencas degenerativas como 0

cancer, mal de Alzheimer (Tabet et al., 2008)

Tabela 41: Dados de RMN de *3C para a S6 e para o a-tocoferol

S6 a-tocoferol*
C oc oc
2 74,7 74,4
2a 24,0 23,7
3 31,7 32,7
4 24,7 24,7
4a 121,9 122,5
5 117,6 117,3
5a 12,0 11,4
6 1447 144.6
7 118,7 118,5
7a 11,5 11,2
8 122,8 122,5
8a 145,7 145,5
8b 12,4 12,2
1 39,6 39,3
2’ 24,7 24,7
3 37,3 37,3
4 37,3 37,3
4’a 19,9 19,7
5 37,3 37,3
6’ 25,0 24,4
7 37,3 37,3
8 37,3 37,3
8’a 19,9 19,7
9’ 37,3 37,3
10° 24,6 24,7
11° 39,9 39,3
12° 28,2 27,9
12°a 22,9 22,7
13’ 22,9 22,7

(3-ppm; 75 ,5 MHz, CDCly; *3-ppm; 75,5MHz, CDCIy
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5.5.2.4 Composto S11

O composto S11 foi isolado da fracdo hexanica como um 0leo de cor vermelho
soltvel em cloroférmio.

No espectro de massas de baixa resolucdo para a substéancia S11 (Figura 106,
Anexo 1) foi possivel observar o pico do ion molecular em m/z 536,97 correspondente a
formula molecular CsoHse.

No espectro de RMN de *H para o composto S11 (Figura 107, Anexo 1) foram
evidenciados singletos na regido de on 1,03 a 2,05 correspondentes aos hidrogénios
dos 10 grupos metilas presentes na estrutura.

No espectro de RMN de **C para o composto S11 (Figura 108, Anexo 1) foram
observados 40 ressdnancias evidenciando um esqueleto tetraterpénico. Entre os sinais,
destacam-se as ressonancias em dc 29,2 atribuida aos carbonos C-16/C-16’ ¢ C-17/C-
17°, em dc 22,7 referente aos carbonos C-18/C-18° e em oc 12,9 referente aos
carbonos C-19/C-19’ e C-20/C-20’.

Os dados espectrais de RMN de 'H e *C do composto S11 foram comparados
com os da literatura (Miranda et al., 2012) para o [B-caroteno e mostraram-se
concordantes, sendo este o primeiro relato sobre a presenca de [3-caroteno nas folhas e

colmos de Saccharum X officinarum. Tabela 42.
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Tabela 42: Dados de RMN de *C para a S11 e para o B-caroteno

C
1/1°
2/2’
3/3
4/4
5/5°
6/6°
77
8/8
9/9°

10/10°
11/11°
12/12°
13/13°
14/14°
15/15°
16/16’
1717
18/18
19/19°
20/20°

S11
oc
34,5
39,9
19,5
33,3
129,6
137,9
126,6
137,5
136,7
131,1
125,2
137,2
136,7
132,6
129,6
29,2
29,2
22,7
12,9
12,9

p-caroteno™
oc
34,2
39,6
19,2
33,1
129,3
137,9
126,6
137,7
136,0
130,8
125,0
137,2
136,4
132,4
129,9
28,9
28,9
21,7
12,8
12,7

(8-ppm; 75 ,5 MHz, CDCls; *3-ppm; 75,5MHz, CDCIy

O B-caroteno € um pigmento natural presente nos vegetais e frutas amarelo-

alaranjados e verdes-escuros. No organismo humano, o 3-caroteno é convertido a duas

moléculas de vitamina A, um micronutriente lipossoltvel (Mangels et al., 1993).

Além de sua eficiente capacidade antioxidante, muitos trabalhos tem discutido o

potencial quimiopreventivo do B-caroteno, bem como sua agéo antiproliferativa (Peto

etal., 1981).
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6 Atividade Antiproliferativa

O estudo quimico da espécie Saccharum X officinarum conduziu ao isolamento
de compostos fendlicos que apresentam propriedades farmacoldgicas significativas
relatadas na literatura, especialmente a atividade antiproliferativa. Desta forma, a
avaliacdo da atividade antiproliferativa foi realizada com o extrato bruto acetato de etila,
fracbes hexancia, acetato de etila, metandlica e o composto isolado tricin obtidos das
folhas e colmos de Saccharum X officinarum. QOito linhagens de células tumorais
humanas foram utilizadas no ensaio: [rim (786-0), mama (MCF-7), ovéario (OVCAR-3),
préstata (PC-3), colon (HT29), pulmédo (NCI-H460), glioma (U251) e ovario resistente
(NCI-ADR/RES)] e uma linhagem de células normais humanas (HaCat, queratindcito)
pelo método colorimétrico de avaliagcdo de inibicdo do crescimento com sulforrodamina
B. Doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os resultados estdo representados
nos graficos (a), (b) e (c) da Figura 109, Tabela 30 e Figura 110 gréaficos (d) e (e) em
Anexo I. Os dados de Glsp obtidos no ensaio de avaliagdo da atividade antiproliferativa
para as amostras testadas foram classificadas em moderada e/ou inativas de acordo com
a literatura (Denny et al., 2007; Fouche et al., 2008)
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Figura 109: Porcentagem de crescimento de células tumorais e ndo tumorais
humanas versus a concentragdo em pg/mL para o ensaio de avaliagdo de atividade
antiproliferativa para (a) extrato bruto, (b) fracdo acetato de etila e (c) tricina.
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(C) 120409 SO tricina
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S
S 254
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Tabela 43. Valores de Glsp (ug.mL™) para o extrato bruto acetato de etila, fracdes

hexanica, acetato de etila e metanodlica e para o flavonoide tricin.

A B C D E F G H Q
Doxorrubicina* <0,025 <0,025 0,025 0,20 <0,025 0,082 0,28 0,12 0,025
Extrato acetato 29,0 25,8 25,4 31,8 28,7 47,8 57,9 61,8 26,1
de etila
Fracdo hexanica > 250 164,0 1625 >250 > 250 >250 >250 >250 >250
Fracdo acetato 29,1 26,1 59 65,4 51,7 303 524 350 342
de etila
Fracdo > 250 67,2 >250 >250 > 250 >250 >250 >250 >250
metandlica
Tricin > 250 > 250 70,3 > 250 127,7 >250 41,1 >250 69,6

Linhagens de células tumorais humanas: A = U251 (glioma, SNC); B = MCF-7 (mama); C = NCI-ADR/RES
(ovario resistente a multiplas drogas); D = 786-0 (rim); E = NCI-H460 (pulméo); F = PC-3 (prostata); G =
OVCAR-3 (ovario); H = HT29 (colo); Q = HaCat (células ndo tumorais queratindcitos). *Doxorrubicina:
Quimioterapico de referéncia; Glso: Concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular.
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A curva (b) demonstrou que a fracdo acetato de etila proveniente do extrato bruto
acetato de etila das folhas e colmos de Saccharum X officinarum possui efeitos
citostatica e citocida além da atividade antiproliferativa sobre as linhagens de células
tumorais testadas, destacando a significativa seletividade observada para células
tumorais de ovario resistente a maltiplas drogas, com Glso=5,9 ug/mL. Este resultado
pode estar associado a presenca dos A&cidos fenolicos p-hidroxicindmico, p-
hidroxibenzdico, vanilinico e ferulico, uma vez que estes compostos tém demonstrado
expressivo potencial antiproliferativo contra células tumorais humanas de mama
(Kampa et al., 2003; Cai et al., 2004).

De acordo com curva (@) extrato bruto acetato de etila mostrou moderada atividade
antiproliferativa, apresentando valores de Glso de 25,4 a 61,8 pg.mL™, de forma similar
a fracdo acetato de etila. Os efeitos citocida e citostatico também foram observados,
porém o extrato bruto ndo demonstrou seletividade frente as linhagens de células
tumorais avaliadas.

Para o flavonoide tricina, curva (c), isolado da fracdo acetato de etila, foi observado
fraca atividade antiproliferativa e auséncia de efeito citocida. Além disso, o flavonoide
apresentou seletividade contra duas linhagens de células tumorais, ovario (Glsp=41,1
ug.mL?) e ovario resistente a maltiplas drogas (Glso=70,3 pg.mL™?). Na literatura foi
reportado que o flavonoide tricin possui atividades antiproliferativas contra cancer de
colo e mama (Cai et al., 2004).

Por outro lado, as fracfes hexanica e metandlica foram inativas frente as linhagens

de células testadas apresentando valores de Glso superiores a 250 pg.mL™ (Tabela 43).
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7 Conclusao

O estudo de substancias sinalizadoras presentes nas folhas e colmos da espécie
Saccharum X officinarum conduziu ao isolamento e identificacdo da substancia (z)-N-
(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona através de anélise em CG-EM. Até o presente
momento ndo ha relatos na literatura sobre o isolamento de semioquimicos da classe das
acil-homosserina lactonas a partir de cana-de-agUcar. A partir desse resultado, dez
derivados foram sintetizados através de otimizagdo de metodologia presente na
literatura: (R)-N-(3-oxo-octanoil)-homosserina lactona e seu enantidmero (S), (R)-N-(3-
oxo-decanoil)-homosserina lactona, (R)-N-(3-oxo-dodecanoil)-homosserina lactona e
(R)-N-(3-oxo-tetradecanoil)-homosserina lactona, (R)-N-(hexanoil)-homosserina
lactona, (R)-N-(octanoil)-homosserina lactona, (R)-N-(decanoil)-homosserina lactona e
seu enantiomero S e (R)-N-(dodecanoil)-homosserina lactona. Os produtos obtidos
foram purificados por coluna cromatografica de gel de silica e caracterizados por anélise
de dados espectrais de CG-EM, RMN. Todas as substancias foram submetidas a ensaios
de avaliacdo de estimulo do crescimento em colmos de Saccharum X officinarum
desenvolvidos neste trabalho. No bioensaio de determinagdo de melhor procedimento
foi concluido que a imersdo inicial dos toletes seguida de irrigacGes com a substancia
sintética € o melhor procedimento para o bioensaio de atividade de promocédo de
crescimento, onde foi observado um aumento na massa de raiz seca de 69% em relacédo
ao controle. No bioensaio de determinacgdo da concentracao ativa de AHLS e nédo tdxica
aos tecidos vegetais da planta foi observado que a melhor concentracdo € de 0,5 mg/L
de AHLs. Na avaliacdo da importancia da configuracdo absoluta para atividade de
promocdo de crescimento utilizando a variedade RB96-6928 a homosserina (S)-N-(3-
oxo-octanoil)-homosserina lactona apresentou maiores incrementos no desenvolvimento
de S. x officinarum comparado ao seu enantiomero R. O enatidbmero (S)-N-(decanoil)-
homosserina lactona também foi mais ativo em comparacdo ao seu enantibmero (R)
nesta variedade. A analise por microscopia eletrénica de varredura das raizes de cana-
de-agUcar tratadas com acil-HSLs mostraram evidente alongamento celular, indicando
que estas moléculas podem se constituir como uma nova classe de reguladores de
crescimento vegetal para cana-de-aclcar. Os resultados alcancados neste trabalho
podem ter grandes impactos econdmicos e ambientais para 0 nosso pais, bem como,
pode ser a base para diversas descobertas cientificas que objetivam suprir as

necessidades energeticas da sociedade aliadas a producéo de cana-de-agucar. Devido a
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importancia econémica dos resultados obtidos, os mesmos foram protegidos
recentemente pelo grupo de pesquisas em um pedido de depdsito de patente no INPI.

O estudo quimico da fragdo acetato de etila proveniente do extrato bruto acetato de
etila das folhas e colmos da espécie Saccharum X officinarum conduziu ao isolamento
do flavondide tricin, dos acidos fenolicos p-hidroxicindmico, p-hidroxibenzoico,
vanilinico e ferulico, dos esterdides estigmasterol, sitosterol e campesterol e do
esterdide glicosilado daucosterol e do a-tocoferol, sendo que este é o primeiro relato da
presenca dos compostos acido vanilinico, daucosterol e do a-tocoferol em Saccharum X
officinarum.

O estudo da fracdo hexanica obtida a partir do fracionamento do extrato bruto
acetato de etila das folhas e colmos de Saccharum X officinarum resultou no isolamento
do tetraterpeno B-caroteno, relatado pela primeira vez na espécie.

A avaliacdo da atividade antiproliferativa mostrou que o extrato bruto acetato de
etila e fracdo acetato de etila foram pouco seletivos e moderadamente ativos frente as
linhagens de células cancerigenas testadas. Este potencial antiproliferativo observado
pode estar associado a presenca dos compostos fendlicos, para os quais tem sido
relatado na literatura significativo potencial anticancer. O flavonoide tricina também
exibiu atividade antiproliferativa moderada, no entanto pode-se observar maior
seletividade para células tumorais de ovario e ovério resistente a multiplas drogas, com
Glso=41,1 e 70,3 pg.mL?, respectivamente. A fragdo hexanica demonstrou baixo
potencial antiproliferativo, enquanto que a fracdo metandlica foi seletivas para células
tumorais humanas de mama, com Glsp=67,2 pg.mL*

O estudo quimico das folhas e colmos da espécie Saccharum X officinarum
enriquece o conhecimento sobre o perfil quimico desta espécie nativa de regides
tropicais, que além de possuir metabdlitos secundarios que se destacam por apresentar
significativos potenciais farmacoldgicos, é também, uma das maiores culturas agricolas

do mundo.
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Figura 20: Espectro de massas de baixa resolugéo (IE, 70 eV) para a substancia 1la
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Figura 21: Espectro de massas de baixa resolucédo (IE, 70 eV) para a substancia 2a
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Figura 22: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para a substancia 3a
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Figura 23: Espectro de massas de baixa resolugéo (IE, 70 eV) para a substéncia 4a
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Figura 24: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para a substancia 5a
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Figura 31: Espectro de RMN *H (CDCls; 300,06 MHz) de 1a
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Figura 32: Espectro de RMN *H (CDCls; 300,06 MHz) de 3a
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Figura 33: Espectro de RMN tH (CDCls; 300,06 MHz) de 4a
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Figura 34: Espectro de RMN *H (CDClz + CD3sOD; 300,06 MHz) de 5a
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Figura 35: Espectro de RMN 13C (CDCls; 125,5 MHz) de 1a
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Figura 36: Espectro de RMN *3C (CDCls; 75,5 MHz) de 3a
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Figura 37: Espectro de RMN 13C (CDCls; 75,5 MHz) de 4a
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Figura 38: Espectro de RMN *3C (CDCl; + CD30D; 75,5 MHz) de 5a
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Figura 40: Espectro de massas de baixa resolucdo (IE, 70 eV) para a substancia 1b
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Figura 41: Espectro de massas de baixa resolucdo (IE, 70 eV) para a substancia 2b
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Figura 42: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para a substancia 3b
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Figura 43: Espectro de massas de baixa resolugdo (IE, 70 eV) para a substancia 4b
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Figura 43: Espectro de massas de baixa resolugdo (IE, 70 eV) para a substancia 5b
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Figura 49: Espectro de RMN *H (CDCls; 300,06 MHz) de 1b
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Figura 50: Espectro de RMN “H (CDCls; 300,06 MHZz) de 3b

5
4
. O o1
9 7I . 4! ' || H ~ 5
, 6_ 2~ <3
10 5 3 1 >N \\
8 H @
o N
@ o
O O
|/
0.90
| |
\\\6\.‘5\\\\‘\\\6\.‘41\\\ \\\\6.‘3\\\\‘\\\6.‘2\\\\

Chemical Shift (ppm)

I '/ s

/
L1 -

0.90 0.980.960.96 0.95 2.121.11 2.00 12.08 3.00

| e — el e — —
TrrrT T T T T T T T T T LR L L L L L I L

T T I N I A A A e
6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

173



Tese de Doutorado-

Figura 51: Espectro de RMN *H (CDCls; 300,06 MHz) de 4b
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Figura 52: Espectro de RMN 'H (CDCls; 300,06 MHz) de 5b
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Figura 53: Espectro de RMN *3C (CDCls; 75,5 MHz) de 1b
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Figura 54: Espectro de RMN H (CDCls; 75,5 MHz) de 3b
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Figura 70: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para o composto S7
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Figura 71: Espectro de RMN de 'H (CD30D; 300,06 MHz) para S7
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Figura 72: Espectro de RMN de ** (CD;0D; 75,5 MHz) para S7

ChAl4-18-C13
Wanessa-001

File: PROTON

Pulce Sequence: &2pul

Eolvents CoEod

Ambient temperaturs
Operator: ivania
Harcury=-900B8  "uem-dqi-rman"

Felax. delay 1.000 sec

Fulse 45.0 degrees

mcg. Bime 1.300 sac

Width IB1E5.9 Hz

F5EE repetitions

OSSERVE €13, 75.0035663 MHT
DECOUPLE W1, 200.@536027 Wiz
Load power 30 0B atien.

cont inuously on

MALTZ-16 wodulated

ATA PROCESSTINGD

Line broadening 1.0 HZ

FT size G558
Tatal time 2 hr, %2 nin, & =sec

| L |

ST T TR e LA S e e s ey e S B B R I B s e S B L N B BB B B R B LU BN BN R LR A B A

160 140 120 1o =11] G0 40 z0 Ppm

180



Tese de Doutorado-

Figura 73: Mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (*Hx*C) para S7
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Figura 74: Mapa de correlaco heteronuclear HMBC (*Hx**C) para S7
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Figura 75: Espectro de NOE para S7

183



Tese de Doutorado-

Figura 76: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para o composto S8
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Figura 77: Espectro de RMN de *H (CDs;OD; 300,06 MHz) para S8
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Figura 78: Espectro de RMN de *C (CD3OD; 75,45 MHz) para S8
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Figura 79: Mapa de correlagéo heteronuclear HSQC (*Hx**C) para S8
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Figura 80: Mapa de correlacio heteronuclear HMBC (*Hx**C) para S8

CARLDE - L0E -gHMED
Vanassa=00T

File: PROTON

Pulse Scguomco: gHBED

Solwent: cddod

Ankient temperature
fperater: ivania
Hercury-3008B8 “wom—dgf-ren"

Relax. doalay L.500 sac
Hixing @. 080 sec

Acn. timd 0,128 gac
Width ET733.7 Nz

F0 Width 181077 HE
128 repetition

A0 imcrements
ORSERVE Hi, A0, DHEEEES MHz
DaTA FROCEESIWG

Bine Ball 0.064 sec

FiI NATA PRDCESSTHG

Sime bell 0.011 sec
Total ting 12 hr, 53 win, § sec £z 3
DR b & ar, - n, . [Ff-""] |
| |
- o O - |
7o |
_“-\.?: L2 ]
2-
3
=I=I:—1 4 - I
— 4 - -
S — -'
== 5]
E.
1 ] =
i ] - -
4 71 e -
i 1 st -
=1 1 = o -
b e S
B e s ST S B — R e L TR
180 160 140 120 Loa a0 G an 20

F1 (ppm]

188



Tese de Doutorado-

Figura 82: Cromatograma obtido na anélise por CG-EM para a mistura de substancias S9+S10
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Figura 83: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para o composto S10
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Figura 84: Espectro de massas de baixa resolucdo (IE, 70 eV) para o composto S9
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Figura 85: Espectro de RMN de 'H (CDCls e CDs0D; 300,06 MHz) para a mistura S9+S10
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Figura 86: Expansdo do espectro de RMN de *H (CDCls e CD30D; 300,06 MHz) para a mistura S9+S10
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Figura 87: Espectro de RMN de *C (CDCls e CD3;0D; 75,45 MHz) para a mistura S9+S10
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Figura 88: Mapa de correlagdo homonuclear COSY (*Hx!H) para amistura S9+S10

F2
(ppm)

0]
1 ! )k 6 ||
5 \8 9>0OH 5 OH
2 2 2
HO 3 HO 3
(S9) (S10)
_. ?
i N
4: i &
- : °
6 {
= ] a
—— a 0 (]
7
J» 8 > .
8 7 6 5 4 3 2 1
F1 (ppm)

195



Tese de Doutorado-

Figura 90: Mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (*Hx'3C) para a mistura de substancias S9+S10
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Figura 91: Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (*Hx*C) para a mistura de substancias S9+S10
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Figura 94: Cromatograma obtido na analise por CG-EM para a mistura de compostos S1+S2+S3
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Figura 95: Espectro de massas de baixa resolucéao (IE, 70 eV) para o composto S1
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Figura 96: Espectro de massas de baixa resolucdo (IE, 70 eV) para o composto S2
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Figura 97: Espectro de massas de baixa resolucéao (IE, 70 eV) para o composto S3
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Figura 98: Espectro de RMN de *H (CDCls; 300,06 MHz) para a mistura de compostos S1+S2+S3
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Figura 99: Espectro de RMN de *3C (a)/DEPT 90° (b) e 135° (c) (CDCls; 75,45 MHz) para a mistura de compostos S1+S2+S3
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Figura 100: Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) para 0 composto S5
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Figura 101: Espectro de RMN de *H (CDCls + CD3sOD; 300,06 MHz) para o composto S5
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Figura 102: Espectro de RMN de *3C (CDCls + CD30D; 75,5 MHz) para o composto S5
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Figura 103: Espectro de massas de baixa resolucgéo (IE, 70 eV) para 0 composto S6
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Figura 104: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300,06 MHz) para 0 composto S6
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Figura 105: Espectro de RMN de *C (CDCls, 75,5 MHz) para o composto S6
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Figura 107: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300,06 MHz) para o composto S11
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Figura 108: Espectro de RMN de *C (CDCls, 75,5 MHz) para o composto S11
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Figura 110: Porcentagem de crescimento de células tumorais e ndo tumorais
humanas versus a concentragdo em pg/mL para o ensaio de avaliacao de atividade
antiproliferativa para (d) fragdo hexanica, (e) fracdo metandlica.
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Tabela 24: Dados de RMN de 'H e 3C para (S)-N-(3-0x0-octanoil)-
homosserina lactona la

C 6 3C  &'H (multiplicidade, J Hz)
2 177,2 -
3 49,2 4,60 (dd,9,3; 10,8)
4 29,6 2,24 (m)
2,72 (m)
5 67,2 4,28(ddd, 9,0; 1,8)
4,47(ddd,10,8; 9,3; 6,6)
1 169,4 -
2’ 48,2 3,47 (s)
3 206,4 -
4 43,6 2,53(t, 6,0)
5 23,2 1,59(m)
6’ 32,3 1,29 (m)
7 24,1 1,29 (m)
8’ 14,3 0,88 (t, 6,0)

(5-ppm; 75,5MHz para RMN *3C e 300,06MHz para RMN de *H, CDCls.

Tabela 25: Dados de RMN de 'H e *C para (R)-N-(3-oxo-decanoil)-

homosserina lactona 3a

C 6 13C  &'H (multiplicidade, J Hz)
2 175,0 -
3 49,0 4,58 (dd,9,3; 10,8)
4 30,0 2,23 (m)
2,74 (m)
5 66,1 4,28 (ddd, 9,0; 1,8)
4,48 (ddd,10,8; 9,3; 6,6)
1 166,6 -
2’ 48,0 3,47 (s)
3 206,8 -
4 44,1 2,53(t, 6,0)
5’ 23,5 1,56(m)
6 34,1 1,29 (m)
7 29,1 1,29 (m)
8 31,8 1,29 (m)
o 22,8 1,29 (m)
10’ 14,3 0,88 (t, )

(5-ppm; 75,5MHz para RMN C e 300,06MHz para RMN de *H, CDCls.
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Tabela 26: Dados de RMN de H e '3C para (R)-N-(3-oxo-dodecanoil)-
homosserina lactona 4a

C 6 3C  &'H (multiplicidade, J Hz)
2 175,4 -
3 49,3 4,59 (dd,9,3; 10,8)
4 29,3 2,24 (m)
2,69 (m)
5 66,3 4,27 (ddd, 9,0; 1,8)
4,45 (ddd,10,8; 9,3 6,6)
1 167,0 -
2’ 48,8 3,45 (s)
3 206,7 -
4 43,1 2,51 (t, 6,0)
5 23,7 1,55(m)
6’ 32,2 1,24 (m)
7 29,6 1,24 (m)
8’ 32,1 1,24 (m)
o 29,7 1,24 (m)
10’ 29,8 1,24 (m)
11’ 227 1,24 (m)
12’ 14,4 0,86 (t,)

(5-ppm; 75,5MHz para RMN *3C e 300,06MHz para RMN de *H, CDCls.
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Tabela 27: Dados de RMN de *H e ¥C para (R)-N-(3-oxo-tetradecanoil)-
homosserina lactona 5a

C 53C  &1H (multiplicidade, J Hz)
2 1755 -
3 49,5 4,48 (dd,9,3; 10,8)
4 33,6 2,16 (m)
2,55 (m)
5 66,1 4,18 (ddd, 9,0; 1,8)
4,37 (ddd,10,8; 9,3; 6,6)
1 167,1 -
2’ 49,5 3,75 (s)
3 206,1 -
4 43,5 2,51 (t, 6,0)
5 23,3 1,46 (m)
6 29,3 1,14 (m)
7 29,3 1,14 (m)
8 29,3 1,14 (m)
o 29,3 1,14 (m)
10’ 29,3 1,14 (m)
11’ 29,3 1,14 (m)
12’ 31,8 1,14 (m)
13’ 22,6 1,14 (m)
14’ 13,9 0,76 (t, )

(5-ppm; 75,5MHz para RMN *C e 300,06MHz para RMN de *H, CDCls.

Tabela 29: Dados de RMN de 'H e *C para (R)-N-(hexanoil)-homosserina

lactona 1b
C 6 BC  &'H (multiplicidade, J Hz)
2 175,8 -
3 49,4 4,58 (dd,9,3; 10,8)
4 31,6 2,15 (m)
2,85 (m)
5 66,3 4,26 (ddd, 9,0; 1,8)
4,47 (ddd,10,8; 9,3; 6,6)
1’ 174,8 -
2 36,3 2,25 (t)
3 25,3 1,65 (m)
4 30,8 1,31 (m)
5 22,6 1,31 (m)
6’ 14,1 0,89 (t,)

(5-ppm; 75,5MHz para RMN C e 300,06MHz para RMN de *H, CDCls.
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Tabela 30: Dados de RMN de 'H e 3C para (R)-N-(decanoil)-homosserina
lactona 3b

C 5BC  &'H (multiplicidade, J Hz)
2 176,1 -
3 49,5 4,57 (dd,9,3; 10,8)
4 30,7 2,15 (m)
2,80 (m)
5 66,5 4,28 (ddd, 9,0; 1,8)
4,45 (ddd,10,8; 9,3; 6,6)
1 174,3 -
2’ 36,5 2,24 (t)
3 25,8 1,62 (m)
4 28,0 1,25 (m)
5 29,6 1,25 (m)
6 29,7 1,25 (m)
7 29,8 1,25 (m)
8 32,2 1,25 (m)
o 23,0 1,25 (m)
10’ 14,5 0,87 (t,)

(5-ppm; 75,5MHz para RMN *3C e 300,06MHz para RMN de *H,
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Tabela 31: Dados de RMN de 'H para (R)-N-(dodecanoil)-homosserina
lactona 4b

C & H (multiplicidade, J Hz)
2 -
3 4,57 (dd,9,3: 10,8)
4 2,15 (m)
2,80 (m)
5 4,28 (ddd, 9,0; 1,8)
4,45 (ddd,10,8; 9,3 6,6)
1’ -
2’ 2,24 (t)
3’ 1,62 (m)
4 1,25 (m)
5 1,25 (m)
6’ 1,25 (m)
7 1,25 (m)
8 1,25 (m)
o 1,25 (m)
10’ 0,87 (t,)
11
12°

(5-ppm; 75,5MHz para RMN *3C e 300,06MHz para RMN de 'H, CDCls.
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Tabela 32: Dados de RMN de 'H para (S)-N-(decanoil)-homosserina lactona
5b

& 1H (multiplicidade, J Hz)

4,57 (dd,9,3; 10,8)
2,14 (m)
2,84 (m)
4,29 (ddd, 9,0; 1,8)
4,47 (ddd,10,8; 9,3; 6,6)

A wnNO

gl

2,25 (t)
1,62 (m)
1,27 (m)
1,27 (m)
1,27 (m)
1,27 (m)
1,27 (m)
1,27 (m)
0,88 (t,)

©oO~NOOUNAWN-

—
Q

(5-ppm; 75,5MHz para RMN C e 300,06MHz para RMN de *H, CDCls.
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