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Resumo:

O cacto Cereus peruvianus apresenta uma série de compostos de
interesse econdmico, farmacolégico e industrial. Dentre os compostos
produzidos por essa planta estdo os ésteres de cera com potencial aplicacao
como barreiras impermeaveis, gomas com aplicacdes industriais,
aminoalcaloides, etc. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas tem sido ferramenta importante na caracterizacéo
de biomoléculas e na investigacdo de rotas metabdlicas ainda pouco
exploradas em cultura de calos. No presente trabalho, testou-se uma
metodologia de extragdo com diferentes solventes para verificar a influéncia
dos mesmos na determinacdo do perfil metabdlico. Dentre os solventes, o
etanol foi o que apresentou melhor perfil de extracdo e dentre as sustancias
identificadas por CLAE-EM esté o alcaloide tiramina.

Introducao

Visando compreender o metabolismo de plantas fora de seu ambiente
natural, a cultura de células tem sido uma ferramenta biotecnolégica util para
a avaliacdo dos metabdlitos produzidos durante o seu crescimento e a
influéncia de reguladores na producdo dos mesmos.*

Os estudos envolvendo a cultura de células visam explorar sua
capacidade de biossintese in vitro, de modo a obter compostos medicinais e
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insumos para a industria. Além disso, a producdo de metabdlitos por essa
metodologia apresenta muitas vantagens, dentre elas estdo o
desenvolvimento uniforme das culturas, auséncia de micro-organismos e
doencas, ciclo vegetativo reduzido, e o cultivo ndo depende da sazonalidade
e de fatores ambientais externos.?

O Cereus peruvianus é uma espécie pertencente a familia das
cactaceas e é popularmente conhecida no Brasil como Mandacaru. Essa
planta produz uma série de compostos de interesse farmacolégico e
industrial, dentre os quais pode-se destacar: ésteres de cera com potencial
aplicacdo como barreiras impermeaveis, polissacarideos com aplicacdes
industriais, etc.®> Dentre os estudos envolvendo os calos de C. peruvianus,
no Laboratério de Biotecnologia de Produtos Naturais e Sintéticos
(LABIPROS), foi relatado a producéo de aminoalcaloides® e acidos graxos
incomuns com eficiente atividade antitumoral.®

A espectrometria de massas tem sido uma técnica amplamente
utilizada nos estudos de deteccao e andlise de metabdlitos intracelulares.
Dessa forma, o emprego de tal técnica na avaliacdo do perfil metabdlico de
culturas celulares pode ampliar significativamente a caracterizacdo de novas
moléculas e ainda a investigacdo de rotas metabodlicas ainda pouco
exploradas.’ O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil metabolico da
cultura de calos do C. peruvianus usando métodos cromatograficos aliados a
espectrometria de massas.

Materiais e métodos
Avaliacdo da metodologia de extracdo dos metabalitos:

Para a extracao, cerca de 1 g de calos frescos foi adicionado em 3 baldes de
fundo redondo de 125 mL, cada um contendo 50 mL de um dos solventes a
serem avaliados (metanol, etanol ou agua deionizada). Em seguida os
sistemas foram conectados a condensadores de refluxo e refluxados por 3
horas. Os extratos foram filtrados, concentrados em evaporador rotativo,
acondicionados em vials e mantidos em freezer até o momento da analise
cromatografica.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a Espectrometria
de Massas (EM):

As analises dos extratos foram efetuadas em um cromatégrafo Waters
acoplado a um espectrdmetro de massas Quattro-Micro (Micromass),
operando com coluna C18. A separacdo cromatogréfica foi realizada com
uma mistura de dois solventes: A (99,5% H,0 e 0,5% de acido férmico v/v) e
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B (99,5% acetonitrila e 0,5% de &cido férmico v/v). A elui¢éo foi realizada por
meio de um gradiente quimico.

Resultados e Discussao

Apds as analises dos extratos por CLAE-EM, obteve-se os perfis
cromatograficos, mostrados na Figura 1. Verifica-se nos cromatogramas que
0 etanol (cromatograma 2) foi capaz de extrair uma maior diversidade de
compostos, o que pode ser observado nos picos cromatograficos,
apresentando uma diversidade de sinais com m/z entre 100 e 300.
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Figura 1 — Perfis cromatograficos dos extratos metandlico (1), etandlico (2) e aquoso (3).

Dentre as substancias identificadas até o momento, o alcaloide
feniletilaminico tiramina esteve presente nos trés extratos. Essa substancia
foi identificada por meio do seu perfil de fragmentacdo no espectro de
massas (Figura 2).
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Figura 2 — Espectro de massas da tiramina.

No espectro de massas observa-se o0 pico com m/z de 138, que
corresponde a massa da tiramina ligada a um préton. A perda caracteristica
da sua amina terminal leva a formacéo do ion 2 (m/z 121), uma estrutura
biciclica altamente estavel. Em seguida, a perda da cadeia carbénica lateral
leva a formacdo do ion fendnio 3 (m/z 93). Dessa forma, por meio da
fragmentacdo fica comprovada a presenca desse alcaloide nos calos de
Cereus peruvianus.

Conclusodes

Os testes de extracdo mostraram-se efetivos e a diversidade de
compostos extraidos abre novas perspectivas de estudos acerca do
metabolismo dessas células, principalmente quanto as rotas biossintéticas
de alcaloides.
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