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O Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais (LM-
QPN) é o laboratorio de referéncia da Embrapa dedicado a tematica de
Produtos Naturais. O LMQPN esta localizado na Embrapa AgroindUstria
Tropical (Fortaleza-CE) e foi concebido com a finalidade de potencializar o
aproveitamento dos recursos naturais brasileiros, especialmente aqueles
da biodiversidade, viabilizando pesquisas que demandem instrumentacao
analitica especializada e grande porte, tais como cromatografos gasosos e
liquidos, acoplados ou ndo, com poderosos espectrometros de massas, de
ressonancia magnética nuclear e de infravermelho. A equipe é formada por
5 pesquisadores, 4 analistas, 28 estudantes de graduacgao e pds-gradua-
cao provenientes de universidades pdblicas e privadas, sobretudo da regiao
Nordeste. Em 10 anos de funcionamento, o LMQPN colaborou diretamente
com a formacao de 17 doutores e 21 mestres, além de mais de uma cente-
na de artigos cientificos. O laboratério tem sido demandado intensamente
para o estudo de produtos naturais de misturas complexas ou substancias
puras, principalmente metabdlitos secundarios, usando principalmente
desreplicacao e metaboldmica como abordagens analiticas, além do estudo
de macromoléculas como polissacarideos e ligninas. Neste interim, foram
desenvolvidos projetos em diversas linhas de pesquisa: () bioprospeccao de
extratos vegetais e microbianos com atividades biolégicas e farmacologi-
cas para fins agropecuarios e farmacéuticos; (Il) avaliacado da variabilidade
quimica de espécies silvestres e produtos agricolas/agroindustriais causada
por fatores genéticos, geograficos, condi¢cdes de cultivo de e/ou processa-
mento (lll) estudos de ecologia quimica para determinacao de semioquimi-
cos envolvidos na atragao ou repeléncia de pragas; (IV) desenvolvimento de
métodos analiticos e (VI) caracterizacao quimica de macromoléculas para
valorizacao de residuos agroindustriais. Estes projetos foram realizados em
colaboracao com outras 23 unidades da Embrapa, 16 universidades, 10 insti-
tutos de pesquisa e empresas espalhadas pelo Brasil, além de algumas coo-
peracgdes internacionais. Neste trabalho, n6s apresentaremos um historico
das pesquisas desenvolvidas pela equipe do LMQPN destacando-se alguns
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dos principais resultados alcancados nas diferentes linhas de pesquisa bem
como uma perspectiva sobre futuros projetos, entre os quais a aplicacao de
ensaios de triagem virtual e o desenvolvimento de formulagdes nanométricas.

Os Produtos Naturais, substancias oriundas de plantas, animais e mi-
cro-organismos, sao reconhecidamente uma fonte prolifica de compostos
biologicamente ativos, sendo por isso largamente empregados nas indUs-
trias farmacéutica e agroquimica. Recentemente, um levantamento cobrin-
do o periodo de 1981-2019 mostrou que mais de 30% de todas as drogas
aprovadas pelo FDA sao genuinamente naturais, derivadas de produtos na-
turais e/ou sintetizadas a partir de um modelo existente na natureza (esque-
leto basico ou grupos farmacoféricos). Da mesma forma, produtos naturais
ocupam um lugar de destaque no setor agroquimico, representando nos
EUA cerca de 1/3 das vendas de inseticidas e de fungicidas (ex.: estrobiluri-
nas), além de 12 % herbicidas."2 Historicamente, as pesquisas com produtos
naturais tém sido realizadas por meio de sucessivos fracionamentos croma-
tograficos até o isolamento e purificagao de um constituinte quimico, sendo
posteriormente feita a elucidacao estrutural por meio de varios métodos fi-
sicos (rotacao Sptica e ponto de fusao) e espectrométricos (RMN, EM-AR,
espectroscopias de infravermelho e ultravioleta). No caso de pesquisas para
descoberta de farmacos, os testes biolégicos sao basicamente aplicados de
duas formas: (1) composto puro qualquer isolado de um extrato bioativo (2)
composto-alvo purificado de fragdes biologicamente mais potentes oriun-
das de um extrato bioativo (fracionamento bio-guiado). Em ambas as abor-
dagens, a identificagdo quimica do composto bioativo somente é alcancada
apo6s um longo e oneroso processo, o qual pode culminar na obtencao de
uma substancia cuja atividade farmacologica/biolégica ja seja descrita na li-
teratura, frustrando as expectativas de retorno financeiro. Entao, a fim de
evitar esforcos desnecessarios e resultados frustrantes, atualmente labora-
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torios farmacéuticos (ex.: Wyeth; Sequoia Sciences, MerLion Pharmaceuti-
cals) tém implementado uma estratégia mais racional e eficiente chamada
de desreplicacdo, que minimiza o tempo e o custo de identificacdo de mo-
léculas conhecidas (compostos ja relatados na literatura), permitindo o foco
na descoberta de novas entidades quimicas. A desreplicacao tira proveito do
fato que moléculas estruturalmente similares exibem propriedades biolégi-
cas parecidas e que elas podem ser reconhecidas em uma mistura comple-
xa (extrato ou fracao) combinando-se as informacdes obtidas experimen-
talmente por técnicas cromatograficas e espectrométricas ortogonais tais
como tempo de retencgao (tr), perfil de absorbancia no ultravioleta (UV), pa-
droes de fragmentacao na Espectrometria de Massas (EM), deslocamentos
quimicos na Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), além de comparagao
com suas respectivas bases de dados domésticas, de dominio pUblico ou co-
merciais. De fato, a desreplicacao se tornou tecnicamente viavel gragas em
parte aos recentes avangos tecnoldgicos da instrumentacao analitica usada
em quimica de produtos naturais: cromatégrafos operando a pressdes mais
altas e munidos de colunas com maior poder de separacao resultando em
menores tempos de corrida (UPLC), espectrémetros de massas com maior
poder de resolucao e sensibilidade bem como espectrometros de RMN com
magnetos mais potentes e acoplados a criossondas se tornaram incrivel-
mente mais sensiveis. As bases de dados de produtos naturais sao também
uma fonte extremamente Gteis para identificagdo de compostos conheci-
dos (AntiBase, MarinLit, Dictionary of Natural Products, SciFinder, Madi-
son Metabolomics Consortium Database- MMCD). Além disso, programas
computacionais de predicao in silico de propriedades espectrométricas com
simultanea comparacao com dados experimentais aceleram a caracteriza-
¢ao quimica de compostos presentes em um grande volume de amostras
(ACD/LAbs, Metfrag, NAPROC-C13, PlantMAT, CSI:Finger ID etc.).>*

Em razao disso, o LMQPN desenvolveu um protocolo de desreplicagao
(Figura 1) para descobertas de substancias bioativas validando-se o modelo
na avaliacdo de atividade citotdxica de extratos de quebra-pedra (Phyllan-
thus niruri e P. amarus), que sao ervas medicinais usadas popularmente para
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o tratamento de varias doencas entre as quais problemas renais e hepati-
cos.> O processo consiste nos seguintes procedimentos:

(1) Extragao- foram testados diferentes métodos de extracao (particao
liquido-liquido assistida e extragao por liquido pressurizado) e solventes de
extragao;

(2) Concentragao de analitos em cartucho de fase sélida, também
denominada de pré-fracionamento ou “clean-up”, foram avaliados car-
tuchos de diferentes fabricantes, variando-se o a quantidade e o tipo de
adsorvente, além dos eluentes. Esta etapa visa remover substancias inter-
ferentes que nao contribuem para a atividade biolégica (ex. sais, acGcares,
lipideos, clorofila);

(3) Fracionamento por cromatografia liquida de fase reversa com de-
tector de ultravioleta (CLAE-UV), empregando-se um gradiente de eluicao
amplo, variando-se o percentual de solvente organico (MeOH) gradativa-
mente de 2-100%, a fim de separar tanto moléculas altamente hidrofilicas
como lipofilicas. Os métodos de concentragdo e de fracionamento foram
baseados na regra dos 5 de Lipinski, que & um conjunto de caracteristicas
fisico-quimicas comuns aos farmacos comerciais;

(4) Analises quimicas- foram definidos parametros cromatograficos e
espectrométricos para as analises de CLUE-EM e de RMN. O método cro-
matografico usado no CLUE-EM foi uma adaptacao daquele usado na eta-
pa de fracionamento para que fosse possivel uma correlagao entre os per-
fis quimicos obtidos em sistemas diferentes. As condicbes de ionizagao por
electrospray foram otimizadas para os modos positivo e negativo;

(5) Desreplicagio- caracterizacdo quimica de substancias conhecidas
usando banco de dados de RMN e EM locais e informagdes quimiotaxond-

micas obtidas de levantamentos bibliograficos em grandes bases de dados
(Scifinder e Web of Science);

(6) Ensaio biolégico conduzido em teste in vitro contra linhagens célu-
las cancerigenas.
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Dessa forma, com os procedimentos padronizados e os dados de EM
e RMN sistematizados, é possivel hoje se identificar substancias conhecidas
presentes em amostras de qualquer matriz ou procedéncia, comparando-se
um conjunto de dados de um determinado sistema entre si e/ou explorando-
-se a complementaridade das informagdes geradas nos diferentes sistemas.
Por exemplo, o composto X, cuja ocorréncia sé foi descrita em uma certa
planta, pode ser quimicamente caracterizado em uma outra espécie do mes-
mo género/familia sem a necessidade de isolamento, desde que o extrato e/
ou fragdes da primeira tenham sido previamente analisados em nossos instru-
mentos e a presenca dele tenha sido identificada de modo inequivoco.

Figura 1. Processo de desreplicagdo no LMQPN.

A abordagem de desreplicagao tem sido aplicada cotidianamente nos
estudos de bioprospeccao de planta e micro-organismos realizados pelo
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LMQPN tanto para a caracterizacdo dos constituintes quimicos dos extra-
tos/fracdes bioativos como também para a descoberta dos compostos res-
ponsaveis pelas atividades farmacoldgicas e biologicas (Tabela 1). Relatos
prévios na literatura e/ou testes bioldgicos indicam quais sao os compostos
biologicamente ativos. Dessa forma, foram identificados os seguintes com-
postos bioativos: rotendide tefrosina (1) de Pseudofusicoccum stromaticum,
o macrolideo Sch-642305 (2) de Biscogniauxia sp.; o flavonoide ternatina
(3) e os diterpenos acido centipédico (&) e tanabalina (5) de Egletes viscosa,
os biflavonoides urundeuvinas de Myracrodruon urundeuva, a naftoquinona
fusarubina de Fusarium solani(6-10), os alcaloides galantamina, sanguinina,
licorina e 11,12-dehidro-2-metoxi-assoanina de Hippeastrum elegans. Para
aplicacdo agropecuaria, foram identificados o iridoide plumierideo com
acao inseticida de Himatanthus drasticus (Figura 2) 5™ Para as demais espé-
cies, as investigagdes sugeriram um efeito sinérgico envolvendo compostos
de uma ou maiis classes quimicas.

Além disso, o LMQPN atuou intensamente em projetos de caracteri-
zacdo quimica de dleos essenciais (OE) com propriedades bioldgicas: anti-
-helmintica contra parasitas de peixe (Alpinia zerumbet), acaricida contra
carrapato bovino (A. zerumbet, Varronia currassavica, Croton conduplicatus,
C. grewioides, C. pulegiodorus, Egletes viscosa, Lippia schaueriana, Mesos-
phaerum suaveolens, Ocimum gratissimum, Psidium guajava); inseticida
contra mosca-do-chifre (M. suaveolens, A. zerumbet), antibacteriana para
bactérias causadoras de mastite bovina (A. zerumbet, P. guajava, V. curras-
savica), doencas em camardes (M. suaveolens, O. gratissimum) (Tabela 1).4-1

A metaboldmica compreende a analise abrangente e quantitativa do
metaboloma, ou seja, o conjunto de todos os metabdlitos de baixa massa mo-
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lecular (até 1500 Da) de um sistema biolégico. Poderosos métodos analiticos
eficientes, como cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrometria de
massas de alta resolucdo, e programas computacionais capazes de processar
grandes conjuntos de dados analiticos gerados viabilizaram o rapido desen-
volvimento da metabolémica. Os metabdlitos sao produtos intermediarios ou
finais do metabolismo em uma amostra biologica. Existem duas abordagens
analiticas utilizadas para a analise dos metabdlitos: metaboldomica direciona-
da (targeted metabolomics)- analise quantitativa de um ou mais metabdlitos
pré-selecionados de uma classe quimica,e metabolémica ndo-alvo (do inglés,
untargeted metabolomics), que analisa o conjunto completo de metabdlitos
conhecidos ou ndo de um determinado sistema biologico.

Figura 2. Estruturas quimicas dos compostos bioativos identificados por desreplicacao.
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A analise por RMN tem uma grande vantagem em relacao a outras
técnicas, pois & nao destrutiva e ndo requer o uso de substancias de referén-
cias de alto grau de pureza para obtencao de concentracéao dos compostos,
as quais sao necessarias para EM ou condi¢des cromatograficas (fase esta-
cionaria, fase movel, temperatura). A CG-EM é uma das técnicas de analise
mais empregadas em estudos metaboldmicos, apresentando alta robustez
e reprodutibilidade. Essa técnica requer que os analitos sejam volateis e
termicamente estaveis, condi¢cdes que excluem muitos metabdlitos secun-
darios importantes das plantas. Entretanto, grande parte dos metabdlitos
que compdem o metaboloma podem ser derivatizados, para que se tornem
volateis a baixas temperaturas. A combinagao da cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (CLUE), acoplada & espectrometria de massa de alta resolu-
cao (EMAR), é a técnica analitica de separacao mais eficiente para aquisicao
de perfis cromatograficos atualmente, podendo ser acoplada a diferentes
analisadores e detectores.

A enorme quantidade de dados gerados na Metabolémica impde um
grande desafio analitico no mapeamento completo da constituicdo metabo-
lica de um organismo biologico, uma vez que existe uma grande diversidade
quimica de metabdlitos, com diferentes funcdes bioldgicas e com niveis de
concentracoes diferentes, ndo existindo nenhuma técnica analitica capaz de
promover a identificacdo e quantificagao de todo o metaboloma de um de-
terminado sistema biolégico. Por isso, € comum nos estudos metabolémicos
o emprego de mais de uma técnica analitica, além de analise estatistica mul-
tivariada, também denominada quimiometria. Os métodos quimiométricos
podem ser supervisionados e nao supervisionados. As analises nao supervi-
sionadas (analise exploratdria) visam o entendimento global da natureza do
dado mostrando tendéncias, agrupamentos ou padroes: a analise de com-
ponente principal (PCA) e analise de cluster hierarquica (HCA). Por outro
lado, as analises supervisionadas (analise discriminatdria) tém como objetivo
principal obter uma correlacao de variaveis quimicas e um conjunto de dados
para a determinacao de compostos discriminantes, as vezes denominados
de biomarcadores: Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais
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(PLS-DA) e Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais Ortogo-

nais (OPLS-DA).

No LMQPN, a metabolémica tem sido empregada em espécies silves-
tres, culturas agricolas e produtos agroindustriais para avaliacdo de varia-
bilidade quimica causada por fatores genéticos, geograficos, condicdes de
cultivo de e/ou processamento, além de estudos de ecologia quimica.

Tabela 1. Estudos de bioprospecgao de plantas e microorganismos para fins farma-
céuticos e agropecuarios.

Espécie Parte Atividade Compostos
biologica caracterizados

Anacardium peddnculo anti-helmintica Flavonoides

occidentale glicosilados

Azadiracta indica folhas antiviral Flavonoides e
limonoides

Biscogniauxia sp caldo citotoxica Policetideos, isocumari-
nas;terpenoides

Egletes viscosa capitulos florais | gastroprotetora Flavonoides e
diterpenos

Fusarium solani caldo anti-inflamatoria Naftoquinonas e
antraquinonas

Gossypium hirsutum Folhas antifongica Flavonoides
glicosilados;
fenilpropanoides

Himatanthus latex inseticida iridoides

drasticus

Hippeastrum elegans | bulbos anti-inflamatoéria; | Alcaloides

anticolinesterase

Hylocereus polyrhizus | fruto ansiolitica Flavonoides
glicosilados e
betalainas

Licania tomentosa fruto antioxidante Flavonoides e lignanas

Mangifera indica fruto anti-inflamatoria Flavonoides e xantonas
glocosilados

Melia azedarach folhas antiviral Flavonoides e
limonoides

Myracrodruon Parte aérea gastroprotetora Biflavonoides;

urundeuva galotaninos

continua_
686



Espécie Parte Atividade Compostos

biologica caracterizados
Passiflora tenuifila fruto ansiolitica, Flavonoides
anticonvulsivante glicosilados
Phyllanthus niruri e P. | folhas citotoxica Galotaninos e
amarus flavonoides glicosilados
Pseudofusicoccum caldo citotoxica Rotenoides,
stromaticum ciclopeptideos;

policetideos

Schinopsis brasiliensis | planta citotoxica Flavonoides
glicosilados;
galotaninos

Senecio brasiliensis planta anti-helmintica Alcaloides

Em estudos para investigacdo de fatores genéticos, foram avaliados
materiais de diferentes espécies e variedades submetidos a estresses bidticos
ou abibticos, a fim de se conhecer as respostas fisiologicas e os mecanismos
de defesa das plantas, bem como determinar marcadores quimicos asso-
ciados a resisténcia/tolerancia a agentes biolégicos (micro-organismos fito-
génicos e insetos-praga) ou fisico-quimicos (salinidade, seca). Em materiais
de Phyllanthus amarus e P. niruri, nds encontramos que o estresse hidrico
induziu niveis mais altos de acidos organicos (acidos malico, succinico e citri-
co) e aminoacidos (prolina, GABA, alanina e valina) em ambas as espécies. P.
amarus mostrou-se mais tolerante a escassez hidrica, porém P. niruri produz
mais do tanino corilagina como uma estratégia de aclimatagdo.” Adicional-
mente, nds utilizamos mudas de E. viscosa para demonstrarmos os efeitos
benéficos do acido salicilico para aliviar a acdo do estresse salino.”® Para
materiais de videira, n6s encontramos que o gendtipo tolerante a fusariose
(Paulsen P1103) continha maiores teores de acido glicérico, prolina, sorbitol,
galactose e 1,3-dihidroxiacetona do que o genédtipo susceptivel (BDMG573)
durante o periodo de infeccao pelo fitopatdégeno Fusarium oxysporum.”® Na
avaliacao de cultivares de Opuntia spp (palma-forrageira) ao ataque de col-
chonilha de carmim, nés identificamos os flavonoides quercetina-3-O-2°6-
dirhamnosilglucosideo, quercetina-rhamnosil dihexosideo e isorhamnetina-
-3-sophorosideo-7-rhamnosideo como biomarcadores de resisténcia a esta
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praga.?° Portanto, a metabolémica tem demonstrado ser uma ferramenta
muito Gtil em programas de melhoramento genético para selecao de varie-
dades resistentes a pragas, doencas e a condi¢des edafoclimaticas adversas.

A metabolémica pode auxiliar também na escolha das melhores con-
dicoes de cultivo ou de processamento baseada nos teores de compostos
bioativos, funcionais ou sensoriais. A época de colheita dos bulbos de Hi-
ppeastrum elegans foi determinada com base nos maiores teores de alcaloi-
des, entre os quais a galantamina, que & um fitofarmaco utilizado para o tra-
tamento do Mal de Alzheimer." O efeito do estadio de maturacdo da acerola
e da uva para producao de vinho foi investigado combinando-se técnicas
espectrométricas com quimiometria. Para vinhos, adicionalmente, avalia-
mos a variedade da uva, a época de colheita, o tempo de maceracao e o tipo
de porta-enxerto, correlacionado a composicao quimica com propriedades
sensoriais e/ou estabilidade quimica.?»

Propriedades sensoriais de frutas podem ser avaliadas através de mar-
cadores quimicos determinados por metabolémica. A adstringéncia do caju
pode ser atribuida a presenga de acidos anacardicos comparando-se o per-
fil quimico de diferentes gendtipos, enquanto a perda de adstringéncia do
caqui foi monitorada pela liberagdo de compostos volateis. A combinacao
de técnicas cromatograficas com quimiometria tem sido empregada tam-
bém para investigagdes botanicas.?*> A avaliagdo metabolémica revelou
flavonoides e triterpenos como marcadores quimiotaxdmicos de espécies
de Mirtaceas, além de flavonoides e galotaninos para discriminagao das es-
pécies Spondias mombim e S. tuberosa.?®

A abordagem metabolémica tem se mostrado muito Gtil para o esta-
belecimento de condi¢des de processamento bem como para o controle de
qualidade e a estabilidade de produtos alimenticios, monitorando-se com-
ponentes nutricionais, além de constituintes com propriedades funcionais ou
sensoriais. Neste sentido, em nosso laboratério temos avaliado o efeito de
processos de conservagao sobre sucos de fruta tais como caju, camu-camu,
maga e maracuja.?’ Tendo em vista que os residuos agroindustriais sao em
geral descartados de maneira inadequada, eles representam um problema
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ambiental. No entanto, muitos dessas biomassas sao fontes de compostos
bioativos e corantes que poderiam ser melhor aproveitados para aplicagdes
nutracéuticas, cosméticas e na indUstria de alimentos, propiciando nao sé sus-
tentabilidade ambiental como sécio-econémica a alguns modelos de negdcio,
principalmente naqueles pautados em Bioeconomia. Para isto, empregamos
métodos de extragao de Quimica Verde tais como extragao por liquido pres-
surizado (PLE), ultrassom (UAE) e fluido super-critico (SFE). No LMQPN,; oti-
mizamos os parametros de extragdo com foco nos maiores rendimentos de
compostos bioativos/corantes: acidos clorogénicos de batata-doce, antocia-
ninas de jabuticaba e jambolao, flavonoides de ora-pro-nobis e acerola, além
de fendlicos e taninos de quebra-pedra e tamarindo (Tabela 2).28-32

Tabela 2. Estudos metaboldmicos para avaliagao de efeitos agrondmicos e de pro-
cessamento para culturas agricolas e produtos derivados.

Espécie Parte/ Efeito avaliado | Técnica Método Compostos
Produto Analitica | Quimio- | Analisados
métrico
A. occidentale | suco da Processo de CLUE-EM, | PCA MP, fendlicos,
caju fruta conservagao RMN, CG- volateis
EM
pedin- Genoétipos; CLUE-EM, | PCA; PLS- | MP, flavonoides;
culo Adstringéncia; | RMN, DA ac.anacardicos;
Encapsula-
mento;
Diospyros spp. | fruto Adstringéncia | CG-EM PCA e PLS | volateis
caqui
E. viscosa folhas Estresse salino | CG-EM PCA volateis
macela-da-
terra
Eugenia, folhas Taxondmico CLUE-EM, | PLS-DA Flavonoides,
Myrciaria, triterpenos
Psidium,
Plinia spp,
(Mirtaceae)
Ipomoea raizes Extracao CLUE-EM | PCA e Ac. clorogénicos
batatas PLS-DA
batata-doce
H. elegans bulbos Epoca de CLUE-EM, | PCA, PLS- | alcaloides
colheita CG-EM DA
continua_
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Espécie Parte/ Efeito avaliado | Técnica Método Compostos
Produto Analitica | Quimio- | Analisados
métrico
Malpighia fruto Maturagao RMN PCA MP
emarginata - ;
acerola Extragao CLUE-EM | - Flavonoides,
vitamina C
Malus suco da Processo de RMN, CG- | PCA, PLS- | MP; volateis
domestica fruta conservagao EM DA
maga
Manhihot raizes Genoétipo RMN PCA MP e ligninas
esculenta- e época de
mandioca colheita
Myrciaria fruto Extragao CLUE-EM | - Cianidina-3-
cauliflora glicosideo e ac.
jabuticaba elagico
Myrciaria suco da Processo de RMN, CG- | PCA, PLS- | MP; volateis
dubia fruta conservagao EM DA
camu-camu
Opuntia spp. cladédio | Resisténcia a CLUE-EM | PCAe flavonoides
palma praga OPLS-DA
Passiflora suco da Processo de RMN PCA MP
edulis fruta conservagao
maracuja
Paulinia frutos Geografico CLUE-EM, | PCA e Cafeina, cate-
cupana RMN PLS-DA quinas, proanto-
guarana cianidinas
Pereskia folhas Extracao CLUE-EM | - flavonoides
aculeata
ora-pro-nobis
Phaseolus semente Armazena- RMN e PCA e MP, flavonoides,
vulgaris feijao mento CLUE-EM | OPLS-DA | taninos e
saponinas
P. niruri folhas Estresse CLUE-EM | PCA, MP e fendlicos
P. amarus hidrico; e RMN OPLS-DA
quebra-pedra Extracao
Spondias spp folhas Taxondmico CLUE-EM | PCA, Galotaninos e
OPLS-DA | flavonoides
Syzygium fruto Extragao CLUE-EM | - Antocianinas
cumini-
jambolao
Tamarindus sementes | Extragao CLUE-EM | - Catequinas e
indica procianidinas
tamarindo

continua_
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Espécie Parte/ Efeito avaliado | Técnica Método Compostos

Produto Analitica | Quimio- | Analisados
métrico

Vitis spp parte Fitopatogeno- | CG-EM PCA MP

videira aérea e hospedeiro
raiz
vinho Sazonalidade, RMN;, PCA, PLS- | MP e fenolicos

enolégicos CLUE-EM | DA

*MP= metabdlitos primarios (aglcares, aminoacidos e/ou acidos organicos)

O estudo sobre da interacdo quimica de diferentes espécies entre si
pode ser elucidada através da metabolémica. Em uma das pesquisas, ns
avaliamos a variabilidade dos metabdlitos primarios e dos compostos vola-
teis de seivas do floema de 10 espécies diferentes de Pinus (pinheiro) usando
RMN e MEFS-CG-EM; a fim de correlacionar a composi¢ao quimica des-
ses materiais com a predilecao de consumo do macaco-prego por eles. No
sul do Brasil, 0 macaco-prego causa danos a madeira e perdas financeiras
quando remove a casca de algumas espécies de Pinus para se alimentar dos
tecidos vasculares subjacentes. A analise mostrou acUcares e a-pineno (odor
de pinho resinoso) como compostos atraentes para macacos. Por outro
lado, os baixos teores de aglUcares e alto teor de B-felandreno (odor citrico)
foram observados em espécies de Pinus menos atacadas (P. patula). Assim,
P. elliottii foi uma arvore evitada mesmo com alto teor de agUcares possivel-
mente devido ao seu alto teor de B-felandreno (odor citrico). Os resultados
sao Uteis para estudos comportamentais adicionais para determinar o papel
que cada metabdlito destacado desempenha nas interacdes animal-planta
quimicamente mediadas.** Com relacado a interagao planta-polinizador, nds
investigamos a influéncia dos compostos volateis das inflorescéncias de di-
ferentes espécies de Elaeis guineensis (dendé africano, amazdnico Caiaué e
o hibrido interespecifico BRS-Manicoré) no processo reprodutivo. Os fenil-
propandides, terpendides e os hidrocarbonetos alifaticos foram as classes
predominantes em inflorescéncias de dendezeiros e o composto majoritario
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foi o estragol. Este resultado esta correlacionado com a atracao de poliniza-
dores Elaidobius, uma vez que estes insetos ndo foram atraidos por Caiaué,
que emitiu estragol em quantidades infimas.3*

Nos projetos desenvolvidos no LMQPN, para alguns deles foram ne-
cessarios o estabelecimento e a validacdo de métodos analiticos que ga-
rantissem exatidao e reprodutibilidade nas analises, visto que nao estavam
disponiveis na literatura. Neste sentido, desenvolvemos métodos de quan-
tificacdo de componentes presentes em diferentes partes do caju para ava-
liagdo de gendtipos existentes no Banco de Germoplasma da Embrapa (Ta-
bela 3): (1) 4cidos anacardicos por CLAE-UV no liquido da casca da castanha
de caju (LCQ), (Il) selenometionina na améndoa usando CLUE-EM, além de
acUcares no pedinculo por infravermelho proximo.35-36

Um método analitico para uma cepa de Bacillus subtillis com acao an-
tifOngica contra fitopatégenos (CNPMS22) foi desenvolvido e validado para
quantificar trés familias de lipopeptideos (iturinas, fengicinas e surfactinas)
e suas isoformas, empregando-se CLUE-EM. O método foi pensado para
monitorar e otimizar o processo fermentativo da bactéria bem como para a
selecao de cepas produtoras de lipopeptideos bioativos.¥

Para E. viscosa, foram criados métodos para quantificar os principios
ativos ternatina, acido centipédico e tanabalina por CLUE-EM e RMN, além
de métodos nao destrutivos para discriminagao dos quimiotipos através
de infravermelho préoximo e CG-EM acoplada com Microextracido em fase
Sélida (MEFS). Neste Gltimo caso, as condicdes de MEFS foram otimizadas
para reproduzir o perfil de compostos volateis do 6leo essencial obtido por
hidrodestilacdo. Com isso foi possivel utilizar uma quantidade de biomassa
300x menor e realizar a analise em um tempo 30x mais curto. Um método
de MEFS-CG-EM foi também desenvolvido para analise dos compostos vo-
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lateis emitidos pelas flores do meloeiro (Cucumis melo) para entendermos o
processo de polinizagao. 38-°

O CLUE-EM foi desenvolvido para quantificacdo de quatro alcalédes
(galantamina, sanguinina, pseudolicorina, narciclasina) em espécies de
amarilidaceas brasileiras, visando a prospeccao de novas fontes de compos-
tos bioativos, sobretudo de galantamina em razao do seu uso clinico para o
Mal de Alzheimer.*0

Tabela 3. Métodos analiticos quantitativos desenvolvidos e validados.

Espécie Parte Técnica Compostos Analisados
Analitica
A. occidentale | LCC CLAE-UV Acidos anacardicos
castanha CLUE-EM Selenometionina
pedUnculo IV préoximo AcUcares
Bacillus Caldo CLUE-EM lturinas, fengicinas e surfactinas
subtillis
Cucumis melo | flores CG-EM Compostos volateis
E. viscosa Capitulos CLUE-EM, RMN | Ternatina, ac. centipedico e
florais tanabalina
CG-EM, IVp Compostos volateis
Amarilidaceas | bulbos CLUE-EM Alcaloides

Além dos compostos de baixo peso molecular, o LMQPN também in-
vestiga macromoléculas naturais com propriedades bioativas para aplicacao
farmacéutica ou propriedades fisico-quimicas interessantes para a indUstria
quimica. Da alga marinha Hypnea pseudomusciformis, nds caracterizamos
um polissacarideo sulfatado com atividade antinociceptiva. Ligninas de resi-
duos agroindustriais também foram objetos de estudo porque sao alterna-
tivas “verdes” ao fenol derivado da indUstria de petroleo. Neste sentido, nos
caracterizamos e quantificamos as unidades basicas de ligninas extraidas
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dos bagacos de caju e de cana-de-ag¢lcar usando técnicas bidimensionais de
RMN;, principalmente HSQC 41-#2

As nanotecnologias sdo um novo e revolucionario conjunto de tecno-
logias, que trabalham na bilionésima parte do metro, elaborando produtos
novos nas mais diversas areas. Adicionadas a produtos naturais as nanofor-
mulagdes funcionalizadas sao capazes de potencializar o efeito dos com-
postos naturais e realizar a entrega aos alvos de forma mais eficaz e com
significativa diminuicdo de dose. As nanoparticulas acopladas a compostos
naturais sdo capazes de incrementar a atividade biolégica e a especificidade,
contudo a natureza dos compostos a serem nanoformulados &€ uma ques-
tao relevante. Para trazer solucdes para a questao, aplicam-se tecnologias
e simulagdes computacionais capazes de antecipar a atividade desses com-
postos. Simulacdes como a triagem virtual (VS), a ancoragem molecular e
a dinamica molecular de sistemas moleculares contribuem para identificar
novos compostos ativos nas mais diversas aplicacdes em medicina e igual-
mente na agricultura. A triagem virtual € uma técnica computacional usada
para identificar, a partir de uma grande biblioteca de compostos, aqueles
que se ligam a um alvo especifico, geralmente uma enzima ou receptor. Ja
a ancoragem molecular &€ uma ferramenta na biologia molecular estrutural
e no desenho de farmacos. O objetivo do docking ligante-proteina & prever
o(s) modo(s) de ligacao predominante(s) de um composto ligado a uma pro-
teina de estrutura tridimensional conhecida. A partir de bibliotecas virtuais
de compostos naturais, € possivel identificar potenciais ligantes ou inibidores
de enzimas e receptores-chaves. Por exemplo, o desenho de nematicidas
em plantas foi realizado através do estudo de receptores ligados a protei-
nas G (GPCR) com moléculas alvo disponiveis em uma biblioteca de mais
de 16.000 produtos naturais, aplicando-se a metodologia de triagem virtual
com base no modo de ligacao previsto de lunidonina. Os modos de ligacao
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e as caracteristicas estruturais desses inibidores contribuirao para o desen-
volvimento inovador de compostos nematicidas para controlar nematéides
na agricultura.*® Mais cedo, a equipe do LMQPN ja havia desenvolvido uma
nanoformulagao contendo 6leo essencial de Lippia sidoides (alecrim-pimen-
ta), que devido as suas propriedades antifingicas e antibacterianas poderia
ser usada no controle de doengas de plantas.**

As perspectivas para os préximos anos estao na agregacao de varias
tecnologias, incluindo ferramentas analiticas aprimoradas, estratégias de
mineracao e engenharia de genomas etc., para abordar os desafios do uso
de produtos naturais. Assim, abrem-se novas oportunidades no interesse
em produtos naturais, revitalizando seu uso, particularmente para combater
doencas e pragas de interesse mundial. Neste cenario destacam-se promis-
soras aplicacdes como fenotipagem em larga escala, metabolémica, gend-
mica e edigdo génica. No tocante a metabolédmica, o LMQPN devera se en-
volver gradativamente em projetos de avaliacdo de propriedade funcionais
de alimentos/bebidas, investigando material biolégico (urina, fezes, soro) de
animais submetidos a dietas com esses produtos tal como foi feito no estudo
da fibra de caju.“®

Os nossos agradecimentos as agéncias financiadores pelo suporte fi-
nanceiro e de bolsas (Embrapa, FUNCAP, CAPES, CNPQ, BNDES e FINEP) e
as instituicoes parceiras, em especial a Universidade Federal do Ceara, Uni-
versidade Estadual do Ceara e Universidade Regional do Cariri.
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