UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Instituto de Quimica

Programa de Pos-graduacao em Quimica

Renata Alves da Silva

“Analise metabolémica e atividade bioldgica de

Piper reticulatum L.”

Versao corrigida da dissertacao conforme Resolucao CoPGr 5890

O original se encontra disponivel na Secretaria de Pds-Graduacao do IQ-USP

Sao Paulo
Data de depdsito na SPG:
12/05/2011



Renata Alves da Silva

“Analise metaboldémica e atividade bioldgica

de Piper reticulatum L.”

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Quimica da Universidade de S&o Paulo para
obtencdo do Titulo de Mestre em Quimica
(Quimica Orgénica)

Orientador: Prof. Dr. Massuo Jorge Kato

Sao Paulo
05/2011






Aos meus queridos pais, Alcides
e Maria, pelo carinho, apoio e
incentivo. Nao so dedico

como divido a conquista

deste trabalho.



Agradecimentos

A Universidade de S&o Paulo e ao Instituto de Quimica, pela oportunidade de
realizagado deste trabalho de pesquisa.

Ao Prof. Massuo Jorge Kato, pela oportunidade, apoio, orientacdo e pela
amizade.

A FAPESP, pelos recursos financeiros e concessao de bolsa.

Aos meus pais, Alcides e Maria, por todo apoio e incentivo, aos meus irmaos,
Ricardo, Claudia e Andréia que torcem sempre por mim e aos meus sobrinhos
Fernando e Luiza. Amo vocés.

Aos amigos e colegas do LQPN, Alberto, Aline, Anderson, Camila, Celso,
Edgard, Erica, Fabio, Giovana, Harold, Joca, Karina, Lydia, Mauro, Nidia, Vitor e
Yasmim. Obrigada pelo carinho, amizade, apoio e pela oportunidade de aprender e
conviver com VOCEs.

A Joyce Kelly e & Georgia por todo apoio e pela grande amizade.

Aos funcionarios da SPG do 1Q-USP, Milton, Emiliano, Marcelo e Cibele pela
atencao.

Aos funcionarios da Central Analitica do 1Q-USP, pela ajuda na obtengédo dos
espectros, pela disponibilidade e boa vontade em nos atender.

Aos professores e técnicos do Instituto de Quimica pela contribuicdo em minha
formacao.

Ao técnico Joca, por toda cooperagao e amizade.



A Profa. Maria Claudia Marx Young, Vanessa Fuentes e Maura Casari do
Instituto de Botanica do Estado de Sao Paulo, pela realizagdo dos ensaios de atividade
antifungica e de inibicao da acetilcolinesterase.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo deste

trabalho.



RESUMO

Silva, R. A. Analise metabolomica e atividade bioldgica de Piper reticulatum L.
2011. 149p. Dissertacao de Mestrado - Programa de Pés-Graduagcdo em Quimica.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O estudo fitoquimico dos extratos de plantas adultas e plantulas da espécie Piper
reticulatum, coletada na Floresta Nacional de Carajas, levou ao isolamento de quatro
amidas, incluindo diidrowisanidina, descrita previamente nesta espécie, wisanidina,
(2E,4E)-N-isobutileicosa-2,4-dienamida, (BE,5E,14E)-N-pirrolidileicosa-3,5,14-
trienamida (inédita em funcédo da posicdo das insaturagées da cadeia alquilica), uma
lignana (siringaresinol) e uma nitrila (benzoato de cianobenzila), além de terem sido
propostas as estruturas de oito amidas contendo longa cadeia alquilica, com base nos
dados de cromatografia gasosa e liquida acoplada a espectrometria de massas. Os
extratos e produtos naturais isolados foram avaliados quanto aos seus potenciais
antifungicos frente aos fitopatogenos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum e atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase, sendo constatada
forte atividade para as amidas em ambos ensaios, além de forte atividade para a nitrila
contra C. sphaerospermum. Além disso, os extratos de plantas adultas e plantulas de P.
reticulatum foram analisados através de EM (ESI*) e os dados analisados por PCA
(analise dos componentes principais) e através de HCA (andlise por agrupamento
hierarquico) juntamente com a espécie P. amalago, filogeneticamente relacionada com
P. reticulatum, P. crassinervium, P. solmsianum, P. fuligineum, P. gaudichaudianum, P.
aduncum e P. tuberculatum, afim de uma distingdo ou classificagdo de grupos seguindo

parametros metabdlicos.

Palavras-chave: Piperaceae, Piper reticulatum, cromatografia, amidas, atividade
bioldgica.



ABSTRACT

Silva, R. A. Metabolomic analysis and biological activity of Piper reticulatum L.
2011. 149p. Masters Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

The phytochemical study of extracts from adult plants and seedlings of the
species Piper reticulatum, collected in the Carajas National Forest, afforded the isolation
of four amides, including dihydrowisanidine, previously described from this species,
wisanidine, (2E,4E)-N-2-isobutyleicosa-2,4-dienamide, (BE,5E,14E)-N-3,5,14-
pyrrolidyleicosa-trienamide (novel based on the unsaturations position at the alkyl
chain), a lignan (syringaresinol) and a nitrile (cianobenzyl benzoate) and, additionaly
eigh amides containing long alkyl chain had their structures proposed based on gas and
liquid chromatography coupled to mass spectrometry data. The extracts and the isolated
natural products were evaluated for their potential antifungal activity against the
phytopathogens Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum and
acetylcholinesterase inhibitory activity, being found strong activity for amides for both
two tests, and strong activity for nitrile against C. sphaerospermum. In addition, extracts
of adult plants and seedlings of P. reticulatum were analyzed by MS (ESI +) and by PCA
(principal component analysis) and HCA (hierarchical cluster analysis) together with the
species P. amalago, phylogenetically related to P. reticulatum, P. crassinervium, P.
solmsianum, P. fuligineum, P. gaudichaudianum, P. aduncum and P. tuberculatum in

order to distinguish or classify them according to the metabolic profile.

Keywords: Piperaceae, Piper reticulatum, chromatography, amides, biological activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Quimica de produtos naturais

A quimica de produtos naturais tem sido um dos campos de maior
importancia para o desenvolvimento da quimica orgéanica moderna. Seu objeto de
estudo engloba os aspectos que envolvem esses produtos naturais produzidos por
todos (ou a grande maioria) dos seres vivos e sdo, comumente, denominados de
metabolitos secundarios.

Nos vegetais o metabolismo primario origina diversos produtos extremamente
importantes como acidos nucléicos, proteinas, acidos graxos, aminoacidos e
acucares, considerados essenciais para a manutencao das células, pois mantém e
regulam fungbes como a fotossintese, transporte de solutos e respiracao. O
metabolismo secundario, processo pelo qual produtos naturais sao originados,
envolve um grande conjunto de reagdes tanto de sintese quanto de catabolismo que
sdo mediadas frequentemente por enzimas com elevada especificidade (Luckner,
1990).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos a partir de poucos intermediarios-
chave provenientes do metabolismo primario, destacando-se o acetato, piruvato,
alguns acucares (por exemplo, eritrose e fosfato de metil eritriol), aminoacidos, entre
outros. Os metabdlitos secundarios assim originados tém sido prioritariamente
classificados de acordo com as vias biossintéticas, podendo ser agrupados em
policetideos, alcalbéides, compostos fendlicos e isoprendides (Dixon et al., 2001a;

Firn e Jones, 2003).
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Durante muito tempo os metabdlitos secundarios foram considerados como
produtos de excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes,
propriedades biologicas interessantes. Atualmente, sabe-se que muitas destas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a
adequacao do produtor a seu meio. As plantas sdo organismos sesséis, ndo podem
“fugir’ de predadores, e também ndo possuem sistema imunologico para lidar contra
inimigos naturais como fungos, bactérias, insetos, virus (Herrera e Pellmyr, 2002;
Berenbaum,1995; Braga et al.,, 1991). Assim, desenvolveram um arsenal quimico
com substancias que atuam, por exemplo, como fagoinibidores, fungicidas ou
bactericidas. De fato, ja foram reconhecidos metabdlitos com funcées diversas, por
exemplo, de defesa contra herbivoros e microorganismos, de protegdo contra raios
UV, de atragédo de polinizadores ou animais dispersores de sementes (Wink, 1990),
bem como com participagcao em atividades alelopéticas (Harborne, 1988).

Com o aprimoramento recente de técnicas analiticas e bioquimicas aplicadas
ao estudo de produtos naturais, o conhecimento a respeito ndo apenas da
composi¢ao, mas também das fun¢des de metabdlitos secundérios vem crescendo
exponencialmente e uma das consequéncias é a compreensao cada vez maior de
seu papel para 0s organismos e ecossistemas.

Com base no modelo de selecdo natural e evolugdo, aceito hoje como
principal processo para o surgimento das espécies com suas peculiaridades, é
natural pensar que os metabdlitos secundarios devem proporcionar vantagens
evolutivas, uma relacdo custo/beneficio positiva que justifique a sua selecado e
manutencgao ao longo do processo evolutivo. Diversos estudos tém sido realizados a
fim de se determinar a funcado e evolucao dos metabdlitos secundarios dentro do

contexto das complexas relagdes ecoldgicas, pressdes bidticas e abidticas que
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moldam os diferentes organismos. Os metabdlitos secundarios podem conferir aos
organismos que o0s produzem vantagens em termos de sua sobrevivéncia e
reproducdo, vantagens essas que devem compensar 0 custo energético inevitavel
de tais processos (Fraenkel, 1959; Williams et al., 1989; Jones et al., 1991; Wink,
2003).

Além dessas fungbes fundamentais para o desenvolvimento das espécies
vegetais, os metabodlitos secundarios também tém sido amplamente utilizados pelo
homem para outros fins, sendo extraidos e utilizados como corantes, perfumes,
inseticidas e principalmente como farmacos (Balandrin et al., 1985).

O surgimento da quimica de produtos naturais como ciéncia nos moldes
atuais ocorreu no inicio do século XIX, associada ao nascimento da quimica
organica em si, cujo marco foi o isolamento do primeiro produto de origem natural, a
morfina (Figura 1), realizado por Friedrich Wilhelm Sertirner em 1806 (Sertuner,
1806). Esse foi um acontecimento marcante, sendo a primeira demonstracédo de que

a atividade de uma planta poderia ser isolada e atribuida a uma substancia.

Figura 1. Estrutura da morfina

Até recentemente, a maioria dos trabalhos na area de quimica de produtos
naturais esteve mais voltada para as atividades de isolamento e determinacao
estrutural de metabdlitos secundarios do que para a avaliagdo do potencial biol6gico

(Montanari e Bolzani, 2001). A mudanca de enfoque é notéria quando se observam
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0s requisitos impostos pelos principais periddicos da area, nos quais nao somente o
ineditismo estrutural € considerado, mas também os aspectos biossintéticos ou de
atividade biologica. A perspectiva unificadora entre a quimica e a biologia tende a
construir-se numa tendéncia cada vez mais presente na compreensao dos sistemas
bioldgicos, especificamente das vias biossintéticas, e também na busca por produtos
biologicamente ativos (Poulter, 2009).

Além disso, ndo se pode deixar de citar que o avango nas técnicas de
instrumentacao analitica nas ultimas décadas, principalmente a NMR e HPLC-MS,
destaca-se no desenvolvimento desses estudos, pois, atualmente, permite a
caracterizacdo de substancias bioativas, muitas vezes presentes nos extratos em
quantidades minimas (Strege, 1999).

A pesquisa de produtos naturais no Brasil tem sido uma das &reas mais
tradicionais da quimica devido a grande biodiversidade do pais. O potencial para os
estudos de bioprospeccao € imenso, um caminho excelente para agregar valor as
espécies vegetais nativas, buscando contribuir com as propostas de preservagao e

do uso sustentavel de reservas bioldgicas.

1.2. Importancia econémica

Substancias de origem vegetal tém sido utilizadas, desde o desenvolvimento
das primeiras civilizagdes, para o tratamento de diversos males, sendo que uma das
maiores fontes desses medicamentos provém de plantas superiores (Montanari e
Bolzani, 2001; Newman e Cragg, 2007).

O século XIX pode ser considerado marco na fitoquimica de plantas

medicinais, pois durante esse periodo surgiram os primeiros estudos com base
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cientifica. Estima-se que cerca de 100.000 produtos naturais tenham sido descritos
(Dixon, 2001b) e, sendo evolutivamente selecionados para interagir com alvos
bioldgicos, devem ser considerados uma peg¢a chave na busca de novos
medicamentos e agroquimicos.

O mercado farmacéutico €, sem duvida, um dos principais segmentos que
exploram o valor econémico de produtos naturais. Cerca de 25% das substancias
utiizadas como medicamentos tém sua origem nas plantas; na verdade estima-se
que cerca de 44% de todas as drogas tem como base produtos naturais,
(Hostettmann e Marston, 2007). A descoberta dos alcaléides morfina, cocaina e
quinina, entre tantas outras substéncias isoladas de plantas e utilizadas como
medicamentos até os dias atuais, ndo deixam duvidas quanto a sua importancia,
principalmente, no uso tradicional (Pinto et al., 2002; Kirby, 1996).

Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias s&o fontes
importantes de substancias biologicamente ativas, sendo que a maioria dos
farmacos em uso clinico € de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese
quimica planejada a partir de produtos naturais. Embora existam, nos dias atuais,
diversas estratégias e metodologias disponiveis para que se possa sintetizar e
descobrir novos farmacos, a quimica de produtos naturais representa uma destas
alternativas de sucesso (Barreiro e Bolzani, 2009).

Nestes ultimos 10 anos, mudancas importantes vém sendo observadas no
rumo da pesquisa por novos farmacos devido aos avangos da biologia molecular,
mapeamento genético, bioensaios automatizados e quimiogenémica. Esse novo
cenario abriu perspectivas promissoras para parcerias e colaboragdes com
universidades e institutos de pesquisas levando ao estabelecimento de programas

de bioprospeccao (selecdo de substancias bioativas de fontes naturais), cujo
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objetivo alvo visa a descoberta de substéncias naturais com estruturas novas e
propriedades farmacoldgicas unicas, de biomas promissores, incorporando fases
mais refinadas em pesquisa com farmacos, quimica medicinal e propostas de
relagbes estrutura/atividade (Newman et al., 2003; Newman e Cragg, 2007).

Aproximadamente 60% dos agentes antitumorais e antibidticos disponiveis no
mercado ou em estagios de avaliacdo clinica sdao de origem natural (Pinto et al.,
2002). Em 1999, metade dos 20 medicamentos mais vendidos eram produtos
naturais com lucros de vendas em torno de 16,5 bilhdes de délares (Greenwood e
Mutabingwa, 2002). Nos ultimos 10 anos, cerca de 500 entidades quimicas novas
foram aprovadas pelas instituicbes reguladoras de todo o mundo, sendo quase 50%
de origem natural (Newman et al., 2003; Newman e Cragg, 2007).

Diante desses dados, paises como o Brasil, que detém grande parte da
biodiversidade mundial, poderdo usufruir deste patriménio, se esforcos forem
dirigidos para a pesquisa colaborativa na descoberta por farmacos potenciais vindos

da nossa biodiversidade (Greenwood e Mutabingwa, 2002).

1.3. A familia Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales e constitui-se em uma das
mais primitivas familias entre as Angiospermas. E uma familia predominantemente
tropical, que compreende atualmente 4 géneros, Piper, Peperomia, Sarchorhachis e
Ottonia, sendo os géneros Piper e Peperébmia o0s mais representativos com
aproximadamente 2000 e 1700 espécies, respectivamente (Mabberley, 1997; Souza,

2005). Pertencem a esta familia algumas plantas utilizadas como medicinais, como a
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pariparoba ou caapeba (Pothomorphe umbellata) e o falso-japorandi (Piper spp.),

além de plantas condimentares como a pimenta-do-reino (Piper nigrum).

Esta é uma familia bastante comum nas formacdes florestais brasileiras,
particularmente na Mata Atlantica, onde espécies de Piper sdo bastante freqlentes.
Tais plantas sdo caracterizadas como pequenos arbustos ou arvores sublenhosas,
sendo facilmente reconhecidas mesmo em estado vegetativo, pela presenca de nés

foliares geniculados e folhas com base bastante assimétricas (Souza, 2005).

O potencial de espécies de Piperaceae quanto ao acumulo de produtos
naturais bioativos pode ser atestado por inimeros trabalhos (Sengupta et al.,1987;
Parmar et al., 1997; Bernard et al., 1995; Jensen et al, 1993) mas que sao
baseados em estudos de cerca de 10% de suas espécies. Destacam-se as
atividades antifungicas, antimicrobianas e inseticidas (Bernard et al., 1995; Parmar et
al., 1997; Terreaux et al., 1998; Lopez et al., 2002; Ngane et al., 2003; Dyer et al.,
2003; Kato and Furlan, 2007). Entretanto, a distribuicdo das diversas classes de
metabdlitos secundarios nos diversos clados nao é clara, apesar dos dados de
filogenia molecular atualmente disponiveis baseados em sequéncia de determinadas

regides de DNA (Jaramillo et al.,2001).

1.4. O género Piper

O género Piper possui cerca de 2000 espécies identificadas (Wanke et al.,
2007), o que o faz o maior entre as angiospermas basais. Podem ser facilmente
encontradas distribuidas por ambos os hemisférios nas regibes tropicais e
subtropicais e tém sido amplamente investigadas quanto a presenca de substancias

biologicamente ativas. Muitos desses estudos foram baseados nos diversos usos na
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medicina popular, como remédios para dores no estdmago, agentes
antiinflamatdrios, antipiréticos e contra asma, e até como repelentes de insetos
(Parmar et al., 1997).

Apesar do grande numero de espécies pertencentes a este género,
aproximadamente 112 espécies foram investigadas fitoquimicamente, revelando a
presenca de cerca de 670 metabdlitos secundarios, distribuidos em classes

conforme ilustra a figura 2 (Dyer e Palmer, 2004).

terpenos
14%

propenilfendis
6%
flavonas/flavanonas

kavapironas piperolldeos

esterdides chalconas/di- 1%

2% hidrochaleonas
3%

Figura 2. Ocorréncia dos metabdlitos secundarios identificados em estudos fitoquimicos
realizados com espécies de Piper (Dyer e Palmer, 2004).

Morfologicamente as espécies de Piper sado relativamente uniformes, com
folhas simples e alternadas e apresentando caules divididos por nodos salientes,
onde os galhos quebram-se com mais facilidade, semelhantes aos nodos
observados em bambus ou na cana de agucar (Dyer e Palmer, 2004). Também séo
caracteristicas suas inflorescéncias que geram espigas ou infrutescéncias.

O perfil fitoquimico das espécies de Piper é bastante diversificado e o
potencial dessas espécies pode ser constatado pela enorme variedade de
compostos bioativos isolados de suas espécies. Nesse ambito, destacam-se os

compostos que possuem atividade antifungica, principalmente amidas (Alecio et al.,
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1998; Navickiene et al., 2000; da Silva et al., 2002; Marques et al., 2007) e acidos
benzbicos prenilados (Baldoqui et al., 1999; Terreaux et al., 1998; Lago et al., 2004).
Também sao descritas amidas inseticidas (Batista-Pereira et al., 2006; Barbieri Jr et
al.,, 2007; Navickiene et al., 2007; Scott et al., 2008; Siddiqui et al., 2008) e
antitumorais (Bezerra et al., 2005; Tsai et al., 2005; Matsuda et al., 2008), lignanas
tetraidrofuranicas e cromenos com atividade antiparasitaria contra Trypanossoma
cruzi (Martins et al., 2003; Batista Jr et al., 2008), e outras atividades (Chen et al.,
2007; Park et al., 2007; Srinivasan, 2007; Xia et al., 2007; Bezerra et al., 2008b;
Matsuda et al., 2008; Tabopda et al., 2008; Zhang et al., 2008). E descrita também a
presenca de lignanas e neolignanas (Ahmad et al,, 1998; Benevides et al., 1999),
alcaléides (Parmar et al., 1998; Delgado et al., 1998), propenilfenéis (Ramos et al.,
1986), chalconas (Orjala et al., 1993), pironas (Smith et al., 1983) além de terpenos
(Martins et al., 1998).

Espécies do género Piper sao amplamente utilizadas na medicina tradicional
de diversas partes do mundo. Os casos mais conhecidos incluem Piper nigrum, a
pimenta do reino, utilizada amplamente nas culturas chinesa e indiana para diversos
fins; P. longum e P. methysticum, por suas propriedades medicinais, que incluem a
utilizacdo como medicamento para dores de estdmago, ansioliticos (P. methysticum)
(Whitton et al., 2003) e até para o tratamento de reumatismo e artrite (P.
futokadsura) (Konishi et al., 2005).

O LQPN do IQ-USP tem investigado a presenca de substancias antifingicas
em diversas espécies de Piperaceae. Os dados obtidos até o presente incluem
amidas antifangicas em Piper hispidum (Alécio et al., 1998), P. tuberculatum
(Navickiene et al., 2000), P. arboreum (da Silva et al., 2002), P. scutifolium e P.

hoffmanseggianum (Marques et al., 2007), melhor detalhado no item 1.7; acidos
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benzbéicos prenilados em P. aduncum (Baldoqui et al., 1999); flavanonas e

hidroquinonas de P. crassinervium (Danelutte et al., 2003); cromenos de Peperomia

serpens (Kitamura et al., 2006) e piperolideos de P. malacophyllum (Lago et al.,

2005).

Tabela 1. Exemplos de metabdlitos secundarios isolados de espécies de Piper.

Metabqlltos Atividade biologica Ocorréncia Referéncia
descritos
Cromenos e derivados de acido benzoico
A-E Antifungica, atitumoral P. aduncum Baldoqui et al., 1999
Antifangica, . . Danelutte et al., 2003
i antioxidante P. crassinervium Yamaguchi et al., 2006
H Antifungica P. crassinervium Lago et al., 2004
Fenilpropandides
l-J P. regnelli Benevides et al., 1999
K P. regnellii Koroishi et al., 2008
o aunlum Oyedeji et al, 2005;
Antimicrobiana : 9 McBurnett et al.,, 2007;
" P. aduncum .
L Antioxidante P obliauum Mohottalage et al., 2007;
g bgﬂe Andrade et al, 2008:
p . Guerrini et al., 2009
. guineense
Alcaldides
P. acutisleginum
P. arborens Olsen et al., 1993; Singh
P. boehmeriaefolium | et al., 1996; Xiao e Pan,
M Citotdxica var. tonkinense 2004; Tsai et al, 2005;
P. marginatum Chaves et al, 2006;
P. nigrum Marques et al, 2007,
P. scutifolium Tabopda et al., 2008
P. umbellatum
N Citotoxica P. boehmeriaefolium | Xiao et al., 2005
P. argyrophyllum
P Citotoxica %/ lol/)oty Gupta et al.,_ 1999; Ma et
P caninum al., 2004b; Li et al., 2007
Lignanas e Neolignanas
_ . Ma et al, 1991; Martins
P Tripanomicida P. solmsianum et al, 2000; Martins et
al., 2003
Antioxidante P. cubeba ..

Q ) . Banerji e Dhara, 1974;
Rer!o _protetora P. sylvaticum Bodiwala et al., 2007
Antileishmania P. refractorum

R Antifungica P. cernuum Koul et al, 1983;
Anti-histaminica P. clusii Coimbra et al, 2004;
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P. cubeba
P. nigrum

Anti-inflamatéria

P. trichostachyon

Danelutte et al., 2005; De
Souza et al, 2005;
Siddiqui et al, 2007;
Hirata et al., 2008

P. fulvescens
P. pallescens
P. regnellii
P. solmsianum

Tripanomicida
S Antifangica

De Moreira et al., 1995;
Chauret et al, 1996;
Freixa et al, 2001;
Pessini et al., 2005; Luize
et al., 2006; Campos et
al., 2007

P. decurrens

De Moreira et al., 1995;

Tripanomicida P. fulvescens Chauret et al, 1996;
T A?]tifun ica P. pallescens Freixa et al, 2001;
9 P. regnellii Pessini et al., 2005; Luize
P. solsianum et al., 2006; Campos et
al., 2007
Anti-inflamatéria P. futokadsura Strickler et al., 1989;
U P. kadsura Chen et al., 1993; Lin et
P schimidltii al., 2006
4 . . o I
A B C
2 COOH OH
MeO X
o AN X AN N
= OMe OH o
E F
D
A OH
OH (o] \
\ OH o
\_ G H /

Figura 3. Cromenos e derivados de &cidos benzoicos biologicamente ativos isolados de

espécies de Piper.
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Figura 4. Fenilpropandides biologicamente ativos isolados de espécies de Piper.
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Figura 6. Lignanas e neolignanas biologicamente ativos isolados de espécies de Piper.
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1.5. A espécie Piper reticulatum

Figura 7. Folhas de Piper reticulatum.

Um estudo realizado com extratos acetonicos das partes aéreas de um
espécimen de Piper reticulatum, resultou na descricdo da amida diidrowisanidina (1)
e das pironas 6-(R)-(4’-oxopentil)-5,6-diidro-2H-piran-2-ona (2) e 6-(R)-(4’-oxopent-
2’-  enil)-5,6-diidro-2H-piran-2-ona (3), estas até entdo desconhecidas, com
atividades antifungicas, antitumoral e inseticida (Maxwell et al,, 1998). (Figura 8).
Além disso, um estudo realizado com o dleo essencial extraido de P. reticulatum
demonstrou sua composicao como sendo constituido principalmente por B-elemeno

(24,6%) e B-cariofileno (16,7%) (Luz et al., 2003).

Diversas espécies vegetais coletadas no Equador utilizadas pela populagéo
nativa, incluindo a espécie aqui estudada, foram avaliadas quanto ao seu potencial
bioldgico, revelando grande atividade inibidora da enzima beta-glicosidase, utilizadas

nas medidas anti-HIV, antidiabético e anti-obesidade (Guerrero et al., 2003).
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Figura 8. Substancias descritas de P. reticulatum.

1.6. Amidas em Piper

As amidas sdo provavelmente uma das classes de produtos naturais mais
caracteristicas de espéces Piper. A piperina, constituinte responsavel pela
pungéncia da pimenta-do-reino (Figura 9) e também por muitas propriedades
medicinais, constitui-se na primeira amida isolada em 1819, por Orstedt (Srinivasan,

2007).

Figura 9. Piper nigrum e estrutura da piperina.
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Além da piperina, muitas outras amidas tém sido isoladas de espécies de
Piper. Entre elas, diversas vém demonstrando consideraveis atividades biolégicas,
destacando-se as atividades antifungicas e inseticidas (Marques et al, 2007,
Navickiene et al., 2007, Alécio et al., 1998, Navickiene et al., 2000, Silva et al.,
2002). As amidas constituem-se, portanto, num excelente foco de estudos quimicos

e de bioatividade de produtos naturais.
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Tabela 2. Amidas com atividade bioldgica isoladas de espécies de Piper .

Amida Ocorréncia Atividade bioldgica Referéncia
AeB Piper hispidum Antifangica Alécio et al., 1998
C Piper hispidum Antifungica Navickiene et al., 2000
Ded Pip gr tubgrcglatum Antifangica Navickiene et al., 2000
Piper hispidum
P chaba Inseticida Okogun ez_‘ al., 1977; Bari et
al., 1990; Connolly et al.,
P. cubeba Controle de _ )
1995; Das et al., 1998;
P. lolot colesterol . )
L Rukachaisirikul et al., 2004;
P. longum (inibidor da : .
K . : Tuntiwachwuttikul et al.,
P. nigrum enzima ACAT) . . .
. 2006; Bodiwala et al., 2007;
P. tuberculatum Antituberculose . ) o
P auineense AnticAncer Li et al., 2007; Navickiene et
b imentos . al., 2007; Rho et al., 2007;
' Y Ee et al., 2010.
Gupta et al., 1972; Okogun
P amalaco e Ekong, 1974; Costa e
p ;jivarica?um Mors, 1981; Bernard et al.,
P quineense Antifungica 1995; Narui et al., 1995;
'Pg‘;]ancei Antitumoral Parmar et al., 1998; Reddy
L p Iéetis cum Anti-inflamatoria et al., 2001; Reddy
o np - Anti-oxidase et al., 2001; Stéhr et al.,
b ,;,e" agl’;’nse Inseticida 2001; Morikawa et al., 2004;
- nep . Bactericida Fang et al., 2007; Marques
P. scutiflium ] D
P. tuberculatum et al., 2007; Navickiene et
- tubereuiatu al., 2007; Bezerra et al.,
2008; Silva et al., 2008
P. sarmentosum Antituberculose Singh et al., 1974;
P. trichostachyon Antiplasmodial Rukachaisirikul et al., 2004
N P. scutifolium Antifungica Marques et al., 2007
P. aduncum Citotoxica Orjala et al., 1993
Antibacteriana
Costa e Mors, 1981; Pring,
P alatabaccum 1982; M.akapugay etal.,
P callosum 1983; McFerren e
p / s picUm Inseticida Rodriguez, 1998; Antunes et
’ Pai;sf '(;TL]I Piscicida al., 2001; McFerren et al.,
o 'isci o Anti-inflamatéria 2002; Zhou et al., 2002;
P P Horu Anestésica Cunico et al., 2004;
P. scutifolium -
Ottonia frutescens Bactericida Facundo
Ottonia martian Carrapaticida et al., 2004 ; Facundo et al.,
Ottooniaa rc? i aa 2005; Cunico et al., 2006;
propinqu Jensen et al., 2006; Fang et
al., 2007; Silva et al., 2008
QeR P. capense Antiplasmodial Kaou et al., 2010.
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Figura 10. Amidas com atividade biol6gica isoladas de espécies de Piper.
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1.7. O emprego das técnicas acopladas na quimica de produtos naturais

O avanco tecnologico de técnicas analiticas, sobretudo das técnicas
hifenadas, proporcionou um papel importante na andlise e elucidacdo de
composigcdes quimicas complexas dos produtos de origem vegetal, com niveis de
sensibilidade e seletividade impensaveis, até poucos anos atras. Isso possibilitou o
estudo de extratos brutos, ou de alta complexidade, sem a necessidade do exaustivo
trabalho de isolamento que, muitas vezes, leva a compostos ja conhecidos. Sendo
assim, estratégias de triagem quimica tém sido desenvolvidas através do uso dessas
técnicas (Rodrigues et al., 2006).

O termo técnicas hifenadas refere-se ao acoplamento entre duas ou mais
técnicas analiticas com o objetivo de obter uma ferramenta mais eficiente e rapida
comparada com as técnicas convencionais. As técnicas analiticas quimicas mais
empregadas na analise de produtos oriundos de plantas medicinais sdo a
cromatografia e a espectroscopia. Um exemplo tipico € o acoplamento de métodos
de separacdo como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a
cromatografia a gas (GC), com técnicas espectrométricas como espectrofotbmetria
de UV-Vis (DAD), espectrdbmetria de massas (MS e MS-MS) e ressonancia
magneética nuclear (RMN), que fornecem informag¢des complementares sobre a
estrutura quimica dos componentes da amostra. A escolha do detector torna-se
fundamental quando o analito se encontra em nivel de tragos, necessitando-se
baixos limites de deteccéo.

O numero de informacgdes obtidas, através dessas técnicas, € muito grande,
tornando-se necessaria a utilizagdo de processadores para a obtencao e tratamento
dos dados visando a sua interpretacdo. Uma das vantagens das técnicas acopladas

na quimica de produtos naturais moderna, em comparagdo com as técnicas
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espectroscépicas sem hifenagéo, € a baixa quantidade de analito inicial que pode

ser da ordem de miligramas ou microgramas (Rodrigues et al., 2006).

Tabela 3. Caracteristicas das técnicas hifenadas (Rodrigues et al., 2006).

Técnica hifenada Caracteristicas

GC-MS Identificacdo de compostos. Fornece informacéo estrutural da
molécula. Permite comparagéao com bibliotecas espectrais.

GC-MS-MS Confirmacao estrutural de moléculas.

HPLC-DAD Identificagdo de compostos conhecidos, através da comparacao
do tempo de retengéo e espectro UV com o padrao analitico. Nao

fornece informacao estrutural.

HPLC-MS Raramente resulta na identificagcdo definitiva. Muitas vezes
acoplado com HPLC-DAD para fornecer informagdes estruturais

complementares.

HPLC-MS-MS Determinagdo de novos compostos, com a incrivel vantagem da
simplicidade no preparo da amostra e rapidez na obtencdo dos

resultados.

HPLC-RMN Fornece informacdes estruturais (espectro NMR de "H). Constitui-
se a técnica mais poderosa na determinagdo estrutural de
substancias inéditas com novos esqueletos e em misturas

biologicamente ativas.

1.8. Atividade bioldgica

1.8.1 Atividade inibidora da acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase (AchE) é responsavel pela hidrélise metabdlica
da acetilcolina nas sinapses colinérgicas no sistema nervoso central e periférico, e a

diminuicdo excessiva do nivel de acetilcolina no cérebro pode originar a doenca de
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Alzheimer. Inibidores desta enzima constituem nas bases de novas drogas
disponiveis para o manejo desta doencga, principal causa de transtornos de memoria
entre os idosos. Estima-se que atinja cerca de 10% da populagdo com idade acima
de 65 anos (Racchi et al., 2004). Os inibidores da acetilcolinesterase promovem o
aumento da concentracdo e duracdo da agédo da acetilcolina sinaptica (Rollinger et

al., 2004).

Varios inibidores da acetilcolinesterase estdo sendo investigados como parte
das estratégias para o tratamento da doenca de Alzheimer, por isso a busca por
novos inibidores da AchE é de grande interesse. A natureza, sendo uma fonte rica
de diversidade quimica e bioldgica, fornece estruturas unicas e complexas de
produtos naturais que nao podem ser facilmente obtidas por sintese quimica
(Ingkaninan et al., 2003). Portanto, atualmente os inibidores da aceticolinesterase de
origem natural representam uma fonte alternativa para o tratamento desta doenca
(Martinez e Castro, 2006). Entre as classes de produtos naturais, os alcaléides como

a galantamina e a fisostigmina constituem-se nos principais exemplos.

Um estudo realizado na Tailandia com extratos metandlicos de 32 espécies
de familias variadas, incluindo duas espécies de Piperaceae, Piper nigrum e Piper
interruptum, focado na investigacéo de inibidores da acetilcolinesterase através do
método colorimétrico de Ellman (Ellman et al, 1961) demonstrou forte atividade
inibidora da acetilcolinesterase para estas espécies, sendo dois dos extratos mais
ativos (58,02 = 3,83 % e 65,17 £ 8,13 % de atividade inibidora da acetilcolinesterase

para Piper nigrum e Piper interruptum respectivamente (Ingkaninan et al., 2003).

O ensaio realizado por bioautografia baseia-se na clivagem da acetato de 1-
naftila, que simula a estrutura da acetilcolina, pela enzima acetilcolinesterase para

formar 1-naftol, que por sua vez reage com o sal Fast Blue B gerando um composto
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diazénio de cor purpura (Figura 11). As regides da placa de CCDA que contenham
inibidores da acetilcolinesterase aparecem como manchas brancas (Marston et al,

2002).

O N

o) OH
Acetilcolinesterase
> [OO + CH,COOH
Acetato de a - Naftol
naftila

MeO
N==NE Q Q NE=N +2CI
OMe

Sal Fast Blue B

v

k Composto diazo (purpura) /

Figura 11. Reacdo da acetilcolinesterase com acetato de naftila e formag¢do do composto
diazo purpura no ensaio de bioautografia (Marston et al, 2002).

1.8.2. Atividade antifungica

Estudos de bioprospecgdo focados em agentes antiflUngicos mostram-se
importante face a crescente demanda por produtos dessa natureza, uma vez que 0s
fungos sdo responsaveis, direta ou indiretamente, por uma série de doengas que

afetam plantas, animais e humanos. Além de seu uso como medicamento, os
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produtos antifungicos encontram uso na agricultura, conservagao, conservacao de

alimentos e cosméticos (Hadeck e Greger, 2000; Barret, 2002).

As doencgas causadas por fungos sdo um fator de grande importancia a ser
considerada na producgéo agricola mundial (Fenner et al., 2006). Estima-se que 20%
da producdo mundial de graos sao perdidas por essas doencas (Hadeck e Greger,

2000).

Os fungos sao freqiientemente relacionados a doencas oportunistas, pois se
aproveitam de sistemas imunoldgicos debilitados. Nos udltimos anos, tém-se
observado um grande aumento do numero de infec¢cdes em pacientes portadores do
virus de imunodeficiéncia adquirida (HIV), onde a principal infeccdo € causada pelo

fungo Cryptococcus neoformans (Marqui et al., 2008).

Fungos do género Cladosporium sao bastante utilizados nos bioensaios. Este
género engloba cerca de 30 espécies distribuidas de maneira predominante nas
regides tropicais e subtropicais. Estas espécies sao encontradas no ar em ambientes
internos e externos com niveis elevados de umidade como plantas mortas, plantas
lenhosas, palha, couro e em material organico podre, além disso, séao
frequentemente isoladas como contaminantes de alimentos (Daunter &

Greenshields, 1973).

O numero de espécies de fungos encontrados no ar € maior no verao e
reduzido no inverno. Devido a sua distribuicdo aérea causam problemas
respiratérios, reacoes alérgicas e infeccoes de pele. As espécies mais comuns sao
Cladosporium elatum, C. herbarum, C. cladosporioides e C. sphaerospermum. As
colénias de C. cladosporioides e C. sphaerospermum atingem cerca de 3 cm em 7
dias. Morfologicamente possuem um aspecto preto ou cinzento esverdeado muito

escuro (Collier et al., 1998).
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Espécies pertencentes a familia Piperaceae submetidas a estudos
fitoquimicos biomonitorados tém revelado o acumulo de indmeros metabdlitos
secundarios com potencial atividade antifungica. Entre os estudos realizados com
espécies de Piper, verificou-se a ocorréncia de amidas antifangicas em P. hispidum
(Alécio et al., 1998), P. tuberculatum (Navickiene et al., 2000), P. arboreum (Silva et
al.,, 2001), P. scutifolium e P. hoffmanseggianum (Marques et al., 2007); acidos
benzbicos prenilados em P. aduncum (Baldoqui et al., 1999), P. gaudichaudianum,
P. hostmannianum e em P. crassinervium (Lago et al., 2004), flavondides e
hidroquinonas em P. crassinervium (Danelutte et al., 2003; Yamaguchi et al., 2006) e

piperolideos em P. malacophyllum (Lago et al., 2005).

1.9. Analise por agrupamento hierarquico (HCA) e Analise dos componentes

principais (PCA)

Além do planejamento experimental, a estatistica multivariada aplicada a
quimica vem sendo freqientemente utilizada no tratamento de dados analiticos. O
namero de parametros analisados (variaveis) nos estudos de reconhecimento de
padrbes € elevado, e a representagdo grafica de todo o conjunto de dados facilita a
interpretacdo dos resultados. Alguns algoritmos foram desenvolvidos para elaborar
graficos que representem a maior quantidade possivel das informag¢des contidas em
um conjunto de dados analiticos. Entre eles, destacam-se a analise por
agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de componentes principais (PCA) (Neto
e Moita, 1998; Ferreira et al., 1999; Sharaf et al., 1986).

O uso desses métodos de correlagdo tem como objetivo principal aumentar a

compreensao do conjunto de dados, examinando a presenga ou a auséncia de
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agrupamentos naturais entre as amostras. Ambos s&o classificados como
exploratorios ou nao supervisionados, visto que nenhuma informagéo com relagao a
identidade das amostras é levada em consideracao (Sharaf et al., 1986).

A analise de componentes principais (PCA — do inglés Principal Component
Analysis) (Wold et al., 1987) é uma ferramenta de grande aplicacdo na analise de
dados com muitas variaveis que tem sido muito utilizada em diversos campos da
ciéncia.

O PCA ¢é muito empregado nas analises de “fingerprints” de metabdlitos
(Bailey et al., 2003; Defernez and Colquhoun, 2003; Lindon et al., 2001). A utilizacao
da PCA visa reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, preservando
a maior quantidade de informagéo (variancia) possivel. Essa reducao é obtida por
meio do estabelecimento de novas varidveis ortogonais entre si, denominadas
componentes principais (PCs). Organizadas em ordem decrescente de importancia,
as PCs sado combinagdes lineares das variaveis originais. Os graficos obtidos
representam as amostras em um sistema cartesiano onde os eixos sdo as PCs. O
primeiro componente principal explica 0 maximo de variancia na série de dados, e 0s
componentes subseqlentes descrevem o maximo da parte restante da variancia nao
explicada (Christie et al., 1995).

A andlise por agrupamento hierarquico (HCA — do inglés Hierarchical Cluster
Analysis), também denominada andlise de cluster (CA), € uma colecao de métodos
estatisticos, que identifica grupos de amostras que se comportam da mesma forma
ou apresentam caracteristicas semelhantes (“to cluster”: agrupar). A técnica de
agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas associag¢oes, produzindo um
dendrograma, um gréfico bidimensional, onde as amostras semelhantes, segundo as

variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si. A suposicdo basica de sua
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interpretacao é esta: quanto menor a distancia entre os pontos, maior a semelhancga
entre as amostras. Os dendrogramas sao especialmente Uteis na visualizagdo de
semelhancas entre amostras ou objetos representados por pontos em espago com
dimensao maior do que trés, onde a representacéo de graficos convencionais nao €
possivel (Neto e Moita, 1998). A similaridade € calculada de acordo com o método
de aglomeracéao escolhido.

O método de ligacdo simples, também chamado de vizinho mais préximo, é
de concepgéo simples. O dendrograma € construido a partir dos pares de objetos
mais similares (ou menor disténcia) e em seguida os objetos ou grupos ja formados
se reunem em funcdo da similaridade decrescente (ou distancia decrescente). O
método de ligacdo completa, também chamada de “método de aglomeragao por
didmetro” e de “vizinho mais distante” € o oposto do anterior. A fusdo de dois grupos
depende do par de objetos mais distante. Em outros termos, um par de objetos
fusionara a um grupo unicamente se for ligado a todos os elementos deste grupo. O
resultado € um dendrograma mais “dilatado”, onde os grupos sao facilmente
evidenciados, mas onde a maior parte das amostras intermediarias permanece

isolada, de modo a descobrir fortes descontinuidades (Valentin, 1995).

a) Vizinho mais préximo b) Vizinho mais distante
[ ] [}
° ° . ° .
[J
° / ° N
[ ]
o ° ° °

Figura 12. Representacdo dos métodos aglomeracéao de a) ligacao simples e b) ligacéo

completa.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho, desenvolvido no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
do Instituto de Quimica, visou a investigacdo dos principais metabdlitos secundarios
de Piper reticulatum, através da analise de suas plantas adultas e plantulas,
baseado em dados de HPLC-MS, GC-MS, isolamento dos principais constituintes e

caracterizagdo espectroscopica.

Inserido nos estudos de bioprospeccao, este projeto também teve como
objetivo avaliar a atividade antifungica dos extratos das diversas partes de P.
reticulatum e de seus produtos isolados contra os fungos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum e o efeito inibitério sobre a enzima

acetilcolinesterase.

Finalmente foi realizada uma andlise global da composicao de metabdlitos
secundarios de um conjunto de espécies que incluiram P. amalago,
(flogeneticamente relacionada com P. reticulatum) P. crassinervium, P. solmsianum,
P. fuligineum, P. gaudichaudianum, P. aduncum e P. tuberculatum, utilizando-se
dados espectroscépicos e andlise por agrupamento hierarquico (HCA) e analise dos
componentes principais (PCA), com vistas a uma contribuicdo para o

estabelecimento de relacdes filogenéticas com outras espécies.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais cromatograficos

3.1.1 Solventes empregados

Os solventes utilizados nas extragcdoes, preparacao de amostras e
cromatografias (CCDA, CCDP, CC, CLV) foram AcOEt , cloroférmio, diclorometano,
etanol, hexano e MeOH, devidamente tratados e destilados pela Central de
Solventes do Instituto de Quimica — USP.

Nas analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizado
metanol de grau cromatografico da marca J. T. Baker, além de agua desionizada
(18mQ, Milli-Q, Millipore), todos filtrados e, posteriormente, desgaseificados com

auxilio de vacuo e banho de ultra-som.

3.1.2. Cromatografia liquida a vacuo

Os fracionamentos por cromatografia liquida a vacuo foram realizados
utilizando um funil de placa sinterizada e um kitassato, conectados a uma bomba de
vacuo. Como fases estacionarias foram utilizadas Silica gel 60 de 0,070-0,200 nm
(Silica comum) e C-18 Preparativo (125A, 55-105 um) da Waters (Coll and Bowden,
2004). As fragbes foram concentradas sob presséo reduzida utilizando evaporador

rotatorio.
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3.1.3. Cromatografia em camada delgada analitica e preparativa

As cromatografias em camada delgada analitica foram realizadas em placas
de aluminio (cromatofolhas) revestidas com Silica gel 60 Fzs4 0,2 mm da Merck. As
cromatografias em camada delgada preparativa foram realizadas em placas de vidro
de 20x20 cm revestidas com silica gel 60 PFys4 da Merck. Estas placas foram
preparadas aplicando-se uma suspensao de silica gel (65 g) em agua desionizada
(aproximadamente 120 mL) sobre placas de vidro, utilizando-se um espalhador
“Quickfit”, regulado pra produzir camadas de 1,00 mm de espessura. As fracdes
foram extraidas com AcOEt , filtradas, sob vacuo, em funil de placa sinterizada e
concentradas sob pressdo reduzida utilizando evaporador rotatério. As placas de

CCDA e CCDP foram observadas sob lampada ultravioleta (254 e 365 nm).

3.2. Instrumentacao

3.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas em
um sistema de cromatografia acoplado a um detector na regidao do UV com arranjo
de diodos (Sistema HPLC-DAD). Foram utilizados um cromatografo liquido
Shimadzu modelo SCL-10A, equipado com um detector UV-DAD modelo SPD-
M10A, duas bombas modelo LC-10AD e um injetor automatico modelo SIL-9A,
controlados pelo software CLASS-VP 6.10.

As analises cromatograficas com deteccédo de fluorescéncia foram realizadas

em um sistema HPLC acoplado a um detector de UV-Vis e um detector de
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fluorescéncia. Foram utilizados um cromatografo liquido Shimadzu modelo CBM-
20A, equipado com um detector de UV-Vis modelo SPD-10A, um detector de
fluorescéncia modelo RF-10AXL, duas bombas modelo LC-10AD e um injetor
automatico modelo SIL-10A, controlados pelo software LC solution versao 1.22 SP1.

A coluna utilizada em todas as analises foi da marca Phenomenex C-18 250
x 4,6mm 5um acoplada a uma pré-coluna de 1cm, de material equivalente.

Determinou-se 0 melhor gradiente de eluicdo para o conjunto das amostras
(Tabela 4) (extratos brutos, fracdes e substancias puras) constituido por uma mistura
binaria de MeOH e agua desionizada, com fluxo de 1mL.min™" e injecdo de 20 pL da
amostra.

Todas as fragcbes analisadas foram solubilizadas em MeOH, e em seguida

filtradas em filtro Millex®, 0,45 um.

Tabela 4. Método empregado para as analises por HPLC das substancias puras, fragdes e
extratos dos érgaos de P. reticulatum.
Tempo (min) H,O desionizada (%) MeOH (%)

0,01 50 50
5,00 50 50
20,00 0 100
25,00 0 100
30,00 50 50

40,00 50 50
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3.2.2. HPLC-ESI-MS

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
detector de espectrometria de massas de baixa resolucao foram realizadas em um
espectrémetro Esquire e de alta resolugdo em um espectrometro MicroTOF, ambos

da Bruker.

3.2.3. HPLC-ESI-MS-MS

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial por electrospray foram realizadas em um
espectrometro Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus, analisador de massas do tipo /on

Trap, com aquisicao no modo positivo.

3.2.4.MS-EI

As analises por espectrometria de massas de baixa resolucdao por impacto
eletrbnico foram realizadas em um espectrdmetro de massas GC-MS SHIMADZU
modelo GCMS-QP5050A, equipado com coluna capilar DB5 (5%-fenil)-
dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 m. i.d., 0.25 um) a 70 eV. As condi¢des utilizadas
foram de 100°C por 2 minutos, em seguida elevando a temperatura 5°C por minuto
até atingir a temperatura de 280°C mantido por 10 minutos, encerrando-se a corrida.

A temperatura do injetor foi de 250°C e do detector de 320°C.
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3.2.5. Ressonéancia magnética nuclear

As andlises das amostras por ressonancia magnética nuclear foram
realizadas nos espectrometros Gemini Varian e Bruker AC operando a 200 MHz
para NMR de 'H e 50 MHz para NMR de *C. Além desta instrumentagdo a Central
Analitica conta também com espectrometros Varian Inova operando a 300 MHz para
NMR de 'H e 75 MHz para NMR de ®C e Bruker DRX operando a 500 MHz para
NMR de 'H e 125 MHz para NMR de ®C. As amostras foram solubilizadas em
cloroférmio ou metanol deuterados da Aldrich, e o padrdo de referéncia interno
utilizado foi TMS. As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em

Hertz (Hz).

3.2.6. Infravermelho

As andlises por espectroscopia na regiao do infravermelho foram realizadas

em filme e em pastilha de KBr no espectrometro BOMEN MB 100.

3.3. Coleta do material vegetal e obtencao dos extratos

As diversas partes da espécie Piper reticulatum foram coletadas na Floresta
Nacional de Carajas em 25/02/08, km 03 rodovia Parauapebas-Carajas (PA). A
coleta foi realizada com autorizagdo do IBAMA n° 06/08. O material foi identificado
pela botanica Dra. Léa Carreira (Museu Paraense Emilio Goeldi, PA) com base em

andlise de exsicata disponivel (n° 559) no Parque Zoobotanico de Carajés.
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O material vegetal foi seco em estufa a temperatura de 50° C por 48 horas e
moido em moinho de facas. Parte deste material foi extraido duas vezes com AcOEt
por dois dias. Os extratos foram concentrados a pressao reduzida em evaporador

rotatorio, obtendo-se as massas descritas na tabela 5.

Tabela 5. Massas coletadas das diversas partes de Piper reticulatum e de seus extratos.

Tecldo Massa coletada Massa submetida a Massa do
(9) extracao (g) extrato (g)
Folhas 660 260 20,0
Raizes 100 100 3,4
Caule 1550 310 3,4
Frutos 3,77 3,4 0,285
Sementes 3,33 - -
Folhas das plantulas 15,76 10 2,1
Caules das plantulas 2,07 0,7 0,052
Raizes das plantulas 5,51 4,3 0,141

3.4. Analise preliminar dos extratos das partes de Piper reticulatum

Foi realizada preliminarmente uma analise dos extratos das diversas partes
de Piper reticulatum baseada em CCDA, HPLC e NMRde 1H,

A anadlise por CCDA indicou uma similaridade no perfil cromatografico dos
extratos tanto sob luz UV 254 quanto 366 nm (Figura 13). Nesse ultimo comprimento

de onda, contatou-se a presenca de clorofilas, devido a coloracao vermelha, e ainda

de varias substancias fluorescentes.
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UVC (254 nm) UVL (366nm)

F Fp C Cp R BRpFr F Fp C Cp R Rp Fr

Figura 13. Placa de CCDA dos extratos das partes de P. reticulatum, observadas sob luz
ultravioleta (254 nm e 366 nm). F - folhas; Fp - folhas das plantulas; C - caule; Cp - caule
das plantulas; R - raizes; Rp - raizes das plantulas; Fr - frutos.

A analise feita por HPLC (Figura 14) também revela essa similaridade nos
perfis cromatograficos, indicando a presenca de duas substancias majoritarias na
maioria dos extratos analisados. O extrato dos frutos apresentou um perfil
diferenciado, com predominio de outros constituintes. O extrato de folhas apresentou

um constituinte polar no inicio da corrida, distintos dos outros 6rgdos. O método

utilizado nas analises por HPLC esta descrito na tabela 5.

Detector -280 nm
” If\ M IJ‘ Frutos

Raizes de
J l ) M plantulas
— Raizes

Caules de

J I ~ plantulas
M Caules

Folhas de

” | plantulas

Minutos

Figura 14. Cromatogramas (HPLC) dos extratos das partes de Piper reticulatum.
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O espectro de NMR de 'H dos extratos das folhas de P. reticulatum (Figura

15) apresentou uma maior riqgueza de sinais comparando-se com 0s espectros das
outras partes da planta, tais como:

» Singletos em 6 3,8 e em 5,8, caracteristicos de grupos metoxilicos e

metilenodioxifenilicos, respetivamente;
» Dois singletos em 6 6,63 e 6,51, multipletos entre 5 6,0-7,0 e 6 7,43-8,11 que
podem ser atribuidos a hidrogénios aromaticos e/ou olefinicos;
» Sinais entre 6 1,60 e 3,56 caracteristicos de cadeias alifaticas contendo
grupamentos olefinicos;
» Sinais intensos em & 1,26 que junto com o sinal em & 0,88 sado indicativos da
presenca de cadeias alifaticas longas e metilas terminais, comuns em

extratos brutos.

Ch\orqform-d

~
&
~

2.04
1.68
1.26

0.88

3.76
2
@

0.85
0.00

5.89

1.60

~-0.83

5.13

~3.47\3.49

3.45
3.44

T T T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 .
Chemical Shift (ppm)

Figura 15. Espectro de NMR de 'H (CDCl;, 200 MHz) do extrato das folhas de P.

reticulatum.
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3.5. Purificacao dos metabdlitos secundarios

3.5.1. Fracionamento do extrato do caule de P. reticulatum (K970-C)

Cerca de trés gramas do extrato do caule de Piper reticulatum (K970-C) foram
submetidos a CLV, realizada em funil de placa sinterizada, contendo silica comum
como fase estacionaria (Coll and Bowden, 2004). A eluicdo da fase mdvel ocorreu na
forma de gradiente, utilizando-se hexano 100%, misturas de hexano e AcOEt em
polaridade crescente, ACOEt 100%, AcOEt:MeOH 1:1 e por fim MeOH 100%.

Foram obtidas dez fragcbes, sendo parte da ultima fracao (200 mg) (K970-C-
10) foi submetida a CLV em fase reversa (silica C-18). A eluicédo foi realizada com
gradiente de polaridade decrescente, utilizando os solventes agua, MeOH e AcOEt
como eluente (iniciando com Agua:MeOH 1:1, mistura de agua e metanol de forma
decrescente de polaridade, MeOH 100%, e finalmente ACOEt 100%).

A andlise por CCDA das seis fracoes desse fracionamento indicou a presenca
de um composto majoritario na fracdo K970-C10-1. Esta fragdo foi submetida a
CCDP utilizando como fase mével a mistura de diclorometano e metanol na
proporcdo de 9,5:0,5, resultando na purificacdo da substancia 1, a amida

diidrowisanidina, isolada pela primeira vez de P. guinense (Sondengan et al., 1977).
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K970-C
3,09

CLV Silica comum

K970-C1
242 mg

[

)

146 mg

K970-C2

J

K970-C3
107 mg

N

J

| | |
[ K970-C4 ] [ K970-C5 ] [ K970-C6 ]

50 mg 36 mg 188 mg
| |

[

K970-C7 K970-C8 K970-C9 K970-C10
126 mg 408 mg 65 mg 1176 mg
&
CLV fase reversa (C-18)
K970-C10-1 K970-C10-2 K970-C10-3 K970-C10-4 K970-C10-5 K970-C10-6
33 mg 141 mg 11 mg 9mg 12 mg 20 mg

J

lCCDP

Substancia 1
14 mg

Figura 16. Fracionamento do extrato do caule de P. reticulatum.

3.5.2. Fracionamento do extrato de raizes de P. reticulatum (K970-R)

O fracionamento do extrato das raizes de P. reticulatum iniciou-se também por

CLV com eluicdo gradiente com os solventes hexano, AcOEt e metanol utilizando

como fase estacionaria silica comum, obtendo-se quatorze fracbes. As fracdes

obtidas foram analisadas por CCDA, sendo observada a presenga de um composto

majoritario e relativamente apolar na fracdo K970-R4. Tal fracdo foi submetida a

CCDP, utilizando-se como eluente a mistura de solventes hexano e AcOEt (4:1),

resultando no isolamento de 12 mg da substdncia 2, a amida (2E,4E)-N-

isobutileicosa-2,4-dienamida.

A fracdo K970-R11 foi também fracionada por CLV em fase reversa, sendo

obtidas oito fracbes. Tal procedimento levou ao isolamento da substancia 4, uma
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lignana, conhecida como siringaresinol (K970-R11-2, 10 mg), e a identificacao
através de GC-MS da substancia 2 (K970-R11-5), a amida wisanidina (Figura 10).
As substancias identificadas no extrato das raizes j4& sdo conhecidas em

espécies de Piper, porém descritas pela primeira vez em P. reticulatum.

K970-R
3,09

CLV Silica comum

K970-R1 K970-R2 K970-R3 K970-R4 K970-R5 K970-R6 K970-R7
62 mg 35 mg 33 mg 133 mg 106 mqg 78 ma 148 mqg

K970-R8 K970-R9 K970-R10 K970-R11 K970-R12 K970-R13 K970-R14
101 ma 142 mq 165 ma 516 ma 1195 ma 362 ma 52 mg

CCDP
v

Substancia 3

CLV fase reversa (C-18)

12 mg
| | | | | |
K970-R11-2 K970-R11-3 K970-R11-5 K970-R11-6 K970-R11-7 K970-R11-8
24 mg 59 mg 84 mg 37 mg 24 mg 5mg
K970-R11-1 K970-R11-4
Substancia 4 Substéancia 1 e 2
10 mg 250 mg

Figura 17. Fracionamento do extrato das raizes de P. reticulatum.

3.5.3. Fracionamento do extrato da folhas de P. reticulatum (K970-F)

Cerca de 1,0 g do extrato em AcOEt das folhas de P. reticulatum foi
submetida a CLV em fase reversa (silica C-18) realizada em funil de placa
sinterizada, originando onze fracdes (Figura 5). Com a fracdo 5 oriunda deste

fracionamento foi realizada uma CCDP, utilizando como fase mével a mistura de
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hexano e AcOEt na proporcao de 7:3, sendo isolado 8,0 mg da substancia 5,
identificada como benzoato de cianobenzila.

A fracdo 11 por sua vez foi submetida a CLV de silica comum, com eluigdo
gradiente com os solventes hexano, AcCOEt e metanol, obtendo-se 9 fragdes. A partir
da fracdo 3 deste fracionamento foi purificada a substancia 6 (16 mg) identificada
como (3E,5E,14E)-N-pirrolidileicosa-3,5,14-trienamida, através de CCDP, utilizando

a mistura de CHCI3; e MeOH na proporgéao 9,5:0,5 como fase movel.

K970-F
1,09

CLV fase reversa

-
K970-F1 K970-F2 K970-F3 K970-F4 K970-F5 K970-F6
30 mg 30,2 mg 48,4 mg 29,0 mg 126 mg 96,5 mg
(.
K970-F7 K970-F8 K970-F9 K970-F10 K970-F11
50.0 ma 31.2mqg 110,8 mq 98,0 mq 325,3 mg

CCDP

v
Substancia 5 |CLV Silica comum
8,0 mg

F16-1 F16-2 F16-3 F16-4 F16-5 F16-6 F16-7 F16-8
7,6 mg 1.5 mg 34,0 mq 43,7 ma 81.6 ma 37,6 mg 15,7 mg 34,3 mq

F16-9
32,2 mg

J

CCDP l

Substancia 6
16,0 mg

Figura 18. Esquema do fracionamento do extrato das folhas de P. reticulatum.
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3.5.4. Fracionamento do extrato de frutos de P. reticulatum (K970-Fr)

Cerca de 200 mg do extrato em AcOEt das frutos de Piper reticulatum (K970-
Fr) foram submetidos a CLV, contendo silica comum como fase estacionaria. A
eluicdo da fase movel ocorreu na forma de gradiente, utilizando-se hexano 100%,
misturas de hexano e AcOEt em polaridade crescente, AcOEt 100%, AcOEt:MeOH
1:1 e por fim MeOH 100%. Este fracionamento originou 20 fragdes, sendo que as
fracbes Fr-5 e Fr-6 foram submetidas a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com ionizagao pro electrospray de segunda ordem (LC-

ESI-MS-MS) sendo identificadas as amidas 7, 8, 9 e 10.

K970-Fr
200 mg

CLV Silica comum

K970-Fr1 K970-Fr2 K970-Fr3 K970-Fr4 K970-Fr5 K970-Fré K970-Fr7
9,3 mg 6,0 mg 10,5 mg 4,2 mg 10,4 mg 22,8 mg 18,5 mg

K970-Fr8 K970-Fr9 K970-Fr10 K970-Fri11 K970-Fr12 K970-Fr13 K970-Fr14
12,5 mg 10,0 mg 8,4 mg 3,8mg 7,8 mg 4,3 mg 2,1mg

—___J

K970-Fr15 K970-Fr16 K970-Fr17 K970-Fr18 K970-Fr19 K970-Fr20
20,4 mg 17,8 mg 8,0 mg 3,5mg 2,8 mg 3,0 mg

Figura 19. Esquema do fracionamento do extrato dos frutos de P. reticulatum.
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3.6. Atividade Bioldgica

3.6.1. Atividade antifungica contra Cladosporium cladosporioides e C.

sphaerospermum

Para a realizagdo dos ensaios antifungicos contra fitopatégenos,
desenvolvidos no Instituto de Botanica (SMA-SP), sob supervisdao da Prof. Dra.
Maria Claudia Marx Young, foram utilizados os fungos filamentosos Cladosporium
cladosporioides (Fresen) de Vries SPC 140 e C. sphaerospermum (Penzig) SPC
491. A metodologia utilizada apresenta diversas vantagens para a bioprospecgéo. A
técnica é simples, rapida em sua execugcdo e apresenta resultados diretos. Uma
vantagem que deve ser levada em consideragéo € a possibilidade de se realizar os
ensaios, independente do solvente necessario para a preparacdo das amostras.
Uma vez que o solvente ndo permanece na amostra quando a solucao de esporos é
borrifada os resultados ndao sofrem interferéncia dos mesmos e a solubilidade em
agua nao é pré-requisito como em outros ensaios de atividade biolégica.

Por outro lado, a técnica € indicada para ensaios preliminares devido a
pequena resolucdo e a obtencdo de quantidade inibitéria minima de forma nao
quantitativa. Além disso, os halos de inibicdo devem ser observados a olho nu, ao
invés de um analisador de imagens, o que seria mais apropriado.

Os fungos sdo semeados com a ajuda de uma alga de platina na superficie de
meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) e incubadas a 22 °C, no escuro, por
14 dias. A extracao dos esporos foi realizada com uma solugdo de sais minerais e

glicose na proporcédo de 6:1 e o auxilio de um pincel. A suspenséao foi entao filtrada
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em um funil contendo gaze, e estocada a temperatura de -18 °C para posterior
nebulizagdo nas cromatografias em camada delgada.

Em uma primeira etapa as amostras dos extratos brutos foram submetidas a
cromatografia em camada delgada com sistema de solventes apropriados
(hexano:AcOEt, 7:3). Apds desenvolvimento da cromatografia e completa
evaporacao do solvente, as cromatoplacas foram nebulizadas com a suspenséo de
esporos do fungo Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum e incubadas
em camara umida a 25 °C, no escuro, por 48 horas, segundo método de Homans &
Fuchs (1970). Decorrido o tempo de incubacgéo, foi observado o crescimento do
fungo sob toda a placa, exceto nas areas em que se encontravam as substancias
fungitdéxicas, comparando-se estes resultados com a nistatina (Figura 20),
substancia antifungica padrao.

ApoOs andlise dos resultados com os extratos, amostras dos compostos
purificados, possiveis responsaveis pela atividade antifUngica observada, foram
testadas variando-se a concentragdess e volumes aplicados na placa, tal como 1,
0,75, 0,5 e 0,1 pg/2,5 uL. Com os metabdlitos isolados foram calculadas as doses
limites de deteccdo, variando-se a quantidade de amostra aplicada na placa, e

comparando estes resultados com a nistatina, substancia antifangica padrao.

OH

HO OH

Figura 20. Estrutura da nistatina.
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3.6.2. Ensaio para inibidores de acetilcolinesterase

O ensaio realizado na prospecgao para compostos com atividade inibidora de
acetilcolinesterase foi o descrito por Marston e colaboradores (Marston et al., 2002),
também desenvolvidos sob supervisdo da Prof. Dra. Maria Claudia Marx Young, no
Instituto de Boténica.

Assim como no ensaio antifungico, as amostras dos extratos brutos foram
submetidas a CCDA com o sistema de solvente hexano:AcOEt (7:3). Ap6s a
evaporacao total do solvente, a placa foi borrifada com uma solugdo da enzima
acetilcolinesterase (6,66 U) (Solugcédo A) e o solvente evaporado novamente. A placa
cromatografica foi incubada em uma camara umida fechada a 37 °C por 20 minutos
e, em seguida, borrifada com a Solugéo D. A coloracdo violacea desenvolve-se em
aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de mancha branca (indicagcdo de
inibicado da reacao enzimatica), sobre um fundo de coloracdo violacea sugere uma
inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase. As placas foram documentadas
em camera fotografica. A fisostigmina foi utilizada como controle positivo.

Em uma segunda etapa, solucbes das amostras das substancias puras,
possivelmente responsaveis pela atividade inibidora da acetilcolinesterase no ensaio
realizado com os extratos, foram preparadas nas concentracdes 1, 0,75, 0,5 e 0,1
ug/2,5 L e aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada analiticas e
eluidas com solvente adequado (Hexano:AcOEt 7:3) e procedendo-se da mesma
maneira para com as amostras dos extratos de P. reticulatum. As placas foram
também documentadas em camera fotografica. A fisostigmina (0,1 pg) (Figura 21) foi

utilizada como controle positivo.
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Solucoes:

Solucao A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma C2880) dissolvida em 150 mL do
tampao Tris-HCI (0,05 M; pH=7.9), a solugcédo estoque foi armazenada a 4 °C, no
momento do uso foi adicionado 0,1% de albumina de soro bovino fragéo V;

Solucao B: 250 mg de 1-naftil acetato em 100 mL de etanol;

Solucao C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de 4gua destilada;

Solucao D: mistura de 10 mL da solugdo B + 40 mL da solugéo C.

Figura 21. Estrutura da Fisostigmina

3.7. Analise por agrupamento hierarquico (HCA) e Analise dos componentes

principais (PCA)

3.7.1. Analise por MS-ESI

As amostras para andlise por MS-ESI foram dissolvidas em MeOH na
concentragdo 1 mg/mL e filtradas com filtros de 0,45 pum. A analise por
espectrometria de massas foi realizada em um equipamento Quattro Il
triploquadrupolo (Micromass, Manchester, U.K.) em modo “electrospray” positivo,
voltagem do capilar 4,5 kV e do skimmer 70 V, o fluxo do gas nitrogénio nebulizagao
e secagem foi de 250 e 30 L/h. O fluxo da fase movel foi de 50 uL/min. As amostras
foram injetadas por infusdo direta e os dados foram processados pelo programa

Masslynx (Micromass) verséo 3.2 .
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3.7.2. Tratamento dos dados obtidos por MS-ESI

A série de dados obtidos por MS-ESI no modo positivo foram
submetidas a analise de componentes principais utilizando o software The
Unscrambler versao 9.5. (CAMO Process AS, Noruega) e a andlise por agrupamento
hierarquico por ligacao simples e distancia euclidiana, utilizando o software Statistica

versao 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Identificacao estrutural dos metabdlitos secundarios isolados

O estudo fitoquimico de P. reticulatum levou ao isolamento de seus principais
metabdlitos secundarios, sendo purificadas quatro amidas (1-3 e 6), uma lignana (4)
e uma nitrila (5). Foi detectada principalmente a presenca de amidas em seus
extratos, sendo 0 componente majoritario na espécie a diidrowisanidina (1) (Figura
22), previamente isolada de P. guineense (Sondengan et al., 1977), além de ja ter

sido descrita em P. reticulatum (Maxwell et al., 1998).

4.1.1. Substancia 1

A substéancia 1 foi isolada como um sélido amarelo (14 mg) a partir do extrato
em AcOEt do caule de P. reticulatum, sendo identificada como a amida
diidrowisanidina (Figura 22). Sua estrutura foi determinada com base na anélise dos
dados dos espectros de NMR de 'H, de '®C, IV, MS-ESI e por MS-EI, sendo os
dados de NMR de 'H e "*C comparados com os da literatura (Sondengan et al.,
1977; Maxwell et al., 1998).

O espectro de massas de alta resolucéao por electrospray, gerado no modo
positivo (Figura 23), forneceu um pico em m/z de 304,1540, referente a [M+H]", e um
pico em 326,1351 referente a [M+Na]*, compativel com a férmula molecular
C17H2102N. O espectro de massas de baixa resolucéo, com ionizagao por impacto de
elétrons (Figura 24), forneceu um pico em m/z 303 referente ao [M]", além disso,

destacou-se a presenca do pico base em m/z 165, gerando o ion fragmentario de
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formula CgH10O3*. Foram observados outros ions fragmentarios em m/z 205
(C12H1303"), 135 (CgH702") e 121 (C7H5027).

No espectro de NMR de 'H (CDCls, 200 MHz) (Figura 26) foram observados
dois singletos em & 3,76 e 5,88 referentes aos grupos metoxilico e
metilenodioxifenilico, respectivamente, e outros dois singletos em 6 6,63 e 6,51
indicativos de um sistema aromatico 1,2,4,5-tetrassubstituido (H7 e H10). Foram
observados um dubleto em & 6,08 (J=15,2 Hz, 1H, H2) e um duplo tripleto em 5 6,93
(J=15,2 e 6,8 Hz, 1H, H3) indicando a configuracdo trans entre os hidrogénios
olefinicos a,B-conjugados. Um quarteto em 6 2,44 (2H, H4) e um tripleto em & 2,68 (J
= 7,0 Hz, 2H, H5) relativos aos prétons alifaticos adjacentes a olefina, um multipleto
em 6 1,82 (4H, H2’e H3’) e um quarteto em 5 3,50 (4H, H1’e H4’) relativos aos
hidrogénios que compdem o anel nitrogenado.

No espectro de NMR de '3C (Figura 27) foram observados dezessete sinais,
sendo o sinal em & 164,9 referente ao carbono carbonilico (C1) sugestivo de amida,
em & 100,9 referente ao carbono do grupo metilenodioxi e da metoxila em 5 56,3.
Os sinais em §121,7 (C6), 109,6 (C7), 140,6 (C8), 146,2 (C9), 94,6 (C10) e 152,2
(C11) referem-se aos carbonos aromaticos, enquanto que os sinais em 6 121,8 (C2),
145,0 (C3) sao referentes aos carbonos da dupla ligacdo. Sinais observados em &
32,9 (C4) e 28,9 (C5) referem-se aos carbonos sp® adjacentes a insaturagdo e os
sinais em § 45,7 (C1’), 24,2 (C2’), 25,0 (C3’) e 46,4 (C4’) referentes aos carbonos sp°

do anel nitrogenado.

Figura 22. Estrutura da diidrowisanidina (1)
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Tabela 6. Dados espectrais de NMR de 'H e "*C (CDCl; 200 e 50MHz) para a substancia 1

comparados com dados da literatura (3 em ppm).

Dados obtidos

Literatura (Sondengam et al., 1977)%;

Posicédo (Maxwell et al., 1998)°

8u (m, J Hz) 8¢ &u(m, J Hz)? &c”

1 - 164,9 - 164,87

2 6,08 (dt, 15,0 e 7,0) 121,8 6,10 (d, 16,0) 121,81

3 6,93 (dt, 15,0 e 7,0) 145,0 6,97 (m, 16,0) 145,02

4 2,44 (q) 32,9 - 32,97

5 2,68 (t, 7,0) 28,9 2,47 (1) 29,04

6 - 121,7 - 121,67

7 6,63 (s) 109,6 - 109,68

8 - 140,6 - 140,62

9 146,2 - 146,16
10 6,51 (s) 94,6 6,52 (s) 94,57

11 - 152,2 - 152,30

1’ 3,50 (quarteto) 45,7 3,50 (t) 45,76

2 1,82 (m) 24,2 1,90 (m) 24,32

3’ 1,82 (m) 25,0 1,90 (m) 26,09

& 3,50 (quarteto) 46,4 3,50 (1) 46,47

OCH,0 5,88 (s) 100,9 5,88 (s) 100,90
OMe 3,76 (s) 56,3 3,76 (s) 56,31
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Figura 23. Espectro de massas (ESI — modo positivo) da substancia 1.
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Figura 24. Espectro de massas (El) da substancia 1.
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Figura 25. Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho obtido em pastilha KBr da

substancia 1.
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4.1.2. Substancia 2

A substancia 2 foi identificada como a amida wisanidina (Figura 28), baseada
nos dados de MS-ESI e MS-EI. Esta substancia foi identificada em uma fracao,
juntamente com a substancia 1 (figura 34) devido a semelhanga de suas estruturas.

O espectro de massas por electrospray (ESI) (Figura 29), gerado no modo
positivo forneceu um pico em m/z de 302,2 referente a [M+H]", e um pico em m/z de
324 referente a [M+Na]", sugerindo a formula molecular C17H1gNO4. O espectro de
massas por impacto eletrénico (El) (Figura 30) forneceu um pico correspondente ao
ion molecular em m/z 301, além do pico base em m/z 231, sugerindo a férmula
molecular Ci3H{1NO4". Foram observados os ions fragmentarios em m/z 201
(C12H9O3"), 173 (C11H9O2") em 70 (C4HsN*). A partir destes dados foi possivel
identificar a estrutura da amida, que foram corroborados pelos dados descritos

(Achenbach et al., 1986).

Figura 28. Estrutura da wisanidina (2)

Intens. § +MS, 22.4-22.7min #(649-657)

x105
403.2
6 -

. M+HT (MNa*
302:2 504 1

0_ 1 n A [ A " '.L

7 7 7 —— 7 = === I B e e e e
150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z

Figura 29. Espectro de massas (ES| — modo positivo) da substancia 2.
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Figura 30. Espectro de massas (El) da substancia 2.

4.1.2. Substancia 3

A substancia 3 foi isolada como um sélido branco (12 mg) a partir do extrato
em AcOEt das raizes de P. reticulatum, sendo identificada como sendo a amida
(2E,4E)-N-isobutileicosa-2,4-dienamida (Figura 31). Sua estrutura foi identificada
através da andlise dos dados de NMR de 'H, '*C, IV, MS-ESI e MS-EIl e comparagéo
com os da literatura (Shihua et al., 2004).

O espectro de massas por electrospray (ESI) (Figura 32), gerado no modo
positivo, forneceu um pico em m/z de 364,4 referente a [M+H]" e um pico em m/z de
386,3 referente a [M+Na]* sugerindo a férmula molecular Co4H4sNO. O espectro de
massas por impacto eletrénico (EIl) (Figura 33) forneceu um pico em m/z de 363
referente ao [M]". Observaram-se ainda ions fragmentarios em m/z 291 gerando o
fon fragmentario de férmula molecular CooH3s0", em m/z 180 (C11HigNO), 152

(CoH14NO™), em 126 (C;H12NO™) e a presenca do pico base em m/z 43 (CHNO?).
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No espectro de NMR de H (Figura 35) observam-se sinais caracteristicos de
isobutilamidas em 63,17 (t, J = 6,0 Hz, 2H, H1') referente aos hidrogénios
adjacentes ao atomo de nitrogénio; em & 1,81 (m, 1H, H2’) atribuido ao hidrogénio
ligado ao carbono sp?e, em & 0,91 o sinal relativo s metilas deste grupo (6H, H3 e
H4’) foi ocultado pelo sinal da metila terminal da cadeira lateral, um tripleto em & 0,91
(t, J= 7,0 Hz, 3H, H20), além de um singleto largo em 5 5,51 referente ao hidrogénio
ligado ao atomo de nitrogénio. Um dubleto em 65,75 (J = 16,0 Hz, 1H, H2), um
multipleto em 6 7,18 (1H, H3) e um multipleto em 66,09 (2H, H4 e H5) indica a
presenca de hidrogénios em um sistema conjugado, podendo se tratar de um
sistema trans-trans, sendo os dados idénticos aos descritos (Shihua et al., 2004).
Foram observados também um multipleto em 62,13 (2H, H6) atribuido aos
hidrogénios conjugados a olefina e um singleto intenso em 6 1,256 (26H, H7 — H19)
referente aos hidrogénios da cadeia lateral.

No espectro de NMR de '®C (Figura 36) foi observado um sinal em & 166,4
sugestivos da presenca de carbono carbonilico caracteristico de amidas. Os sinais
em 6121,7 (C2), 141,3 (C3), 128,2 (C4), e em 143,2 (C5) séo referentes aos
carbonos sp? das insaturagdes da cadeia lateral. Foi observado ainda um conjunto
de sinais sobrepostos indicando a presenca de uma longa cadeia alquilica em 6 32,9
(C6), 29,7 — 29,2 (C7 — C17), 31,9 (C18), 22,7 (C19), e em & 14,1 (C20) referente a
metila. Os sinais atribuidos a porgéo isobutilica da molécula foram observados em
346,9 (C1’), atribuido ao carbono adjacente ao atomo de nitrogénio; em & 28,6
(C2)), referente ao carbono sp? e, em §20,1 (C3’' e C4’), sinal atribuido as duas

metilas equivalentes.
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Figura 31. Estrutura da (2E,4E)-N-isobutileicosa-2,4-dienamida (3)

Tabela 7. Dados espectrais de NMR de 'H e de '*C (CDCl; 200 e 50 MHz) para a

substancia 3 e dados da literatura (3 em ppm).

Dados obtidos Literatura (Shihua et al., 2004)
Posicao
84 (m, JHz) 3¢ S (m, JHz) 8¢
1 - 166,4 166,6
2 5,75 (d, 16,0) 121,7 5,74 (d, 15,0) 121,9
3 7,18 (m) 141,3 7,19 (m) 141,6
4 6,09 (t, 7,0) 128,2 6,09 (m) 128,4
5 6,09 (t, 7,0) 143,2 6,07 (m) 143,5
6 2,13 (m) 32,9 2,14 (m) 33,0
7-17 1,26 (s) 29,7 - 29,2 1,40 — 1,25 (m) 28,8 - 29,9
18 1,26 (s) 31,9 1,40 — 1,25 (m) 32,0
19 1,26 (s) 22,7 1,40 = 1,25 (m) 22,9
20 0,91 (t, 7,0) 14,1 0,87 (t, 7,0) 14,3
1’ 3,17 (t, 6,0) 46,9 3,64 (t, 6,4) 47 1
2 1,81 (m) 28,6 1,78 (m) 28,8
Jed 0,91 (t, 7,0) 20,1 0,92 (d, 6,5) 20,3

NH 5,51 (br, s) - 5,49 (br, s) -




72

Inten%: +MS, 29.1-29.5min #(2717-2757)
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Figura 32. Espectro de massas (ESI — modo positivo) da substancia 3.
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Figura 34. Espectro na regiao do infravermelho obtido em filme da substancia 3.
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Figura 36. Espectro de NMR de ®C (CDCls;, 50MHz) da substancia 3.
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4.1.3. Substancia 4

A substancia 4 foi isolada como um sélido branco (10 mg) a partir do extrato
em AcOEt das raizes de P. reticulatum e foi identificada como sendo a lignana
furofuranica siringaresinol (Figura 37). Sua estrutura foi determinada através da
andlise dos espectros de NMR de 'H, de ®C, MS-ESI e por MS-El, sendo os dados
de NMR de 1H e "*C comparados com os da literatura (Monteiro et al., 2007).

O espectro de massas obtido por electrospray (Figura 38) no modo negativo
forneceu um pico em m/z de 417,0, referente a [M-H], compativel com a férmula
molecular CuoHz60s. O espectro de massas por impacto eletrénico (Figura 39)
forneceu um pico em m/z 418 correspondente ao [M]™, confirmando sua férmula
molecular. Além disso, foram observados ions fragmentarios em m/z 236 (C13H1604)
e em m/z 181 (CgHgO4). A proposta do mecanismo que justifica tais ions
fragmentarios é descrita na figura 40, de acordo com dados descritos (Ricci et al.,
2008).

No espectro de NMR de 'H (CDs;OD, 200 MHz) (Figura 41) observou-se um
singleto intenso em & 3,84 referente as metoxilas (12H), um singleto em & 6,66
atribuido aos hidrogénios aromaticos (4H, H2, H2’, H6 e H6’). Um dubleto em 6 4,72
(J=4,0Hz, 2H, H7 e H7’) e um quarteto em 5 3,14 (2H, H8 e H8’) é atribuido aos
hidrogénios sp? do grupo furofurano, e um quarteto em & 4,26 e um multipleto em §
3,88 (4H, H9 e H9') referentes aos carbonos sp® deste grupo.

No espectro de NMR de '*C (Figura 42) foram observados sinais dos
sistemas aromaticos em 8 149,3 (C3, C3’, C5 e C5’) referentes aos carbonos ligados
as metoxilas, em § 133,1 (C4 e C4’) referentes aos carbonos ligados as hidroxilas, e

em 6 130,7 (C1 e C71’) referentes aos carbonos ligados aos sistemas furofuranicos.
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Os sinais em 6 104,5 (C2, C2’, C6 e C6’) sdo atribuidos aos carbonos sp2 também
dos sistemas aromaticos. Os sinais observados em 4 87,6 (C7 e C7’) séao referentes
aos atomos de carbonos sp adjacentes aos oxigénios do grupo furofurano. Os sinais
em §72,8 (C9 e C9) sdo atribuidos aos carbonos sp? ligados aos oxigénios e os
sinais em §55,5 (C8 e C8) atribuidos aos demais carbonos sp? deste grupo. Os
sinais das metoxilas s&o observados em 3 56,8 (OMes).

Esta lignana € descrita na espécie de Piper betle (Huang et al., 2010), e
também descrita em diversas familias apresentando atividade biol6gica, destacando-
se atividade citotéxica (Wang et al.,, 2011; Matsuo e Mimaki, 2010), além de

atividade antiinflamatdéria e antioxidante (El-Desouky e Gamal-Eldeen, 2009).

OMe

OH

OMe

Figura 37. Estrutura da lignana siringaresinol (4)
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Tabela 8. Dados espectrais de NMR de 'H e de '*C (CDsOD 200 e 50MHz) para a

substancia 4 comparados com dados da literatura (6 em ppm).

Posicao Dados obtidos Literatura (Monteiro et al, 2007)
on(m, JHz2) Sc du(m, JHz) Sc
e 1’ - 133,1 - 134,7
2e2 6,66 (s) 104,5 6,59 (s) 103,6
3ed - 149,3 - 1479
4e 4 - 130,7 - 131,4
5e% - 149,3 - 1479
6e6 6,66 (s) 104,5 6,59 (s) 103,6
7eT 4,72 (d, 4,0) 87,6 4,61 (d, 4,0) 85,3
8e¥ 3,14 (quarteto) 55,5 3,04 (m) 53,6
9e¢9 4,26 e 3,88 (m) 728  4,15e 3,77 (dd, 5,0 e 7,0) 71,0
OMe, 3,84 (s) 56,8 3,75 (s) 56,0
s [M-HT S Toomin a3
20
100 "200 300 40 s eo0 700 80  e0  mm

Figura 38. Espectro de massas (ES| — modo negativo) da substancia 4.
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Figura 40. Proposta do mecanismo de fragmentacao da substancia 4 (Ricci et al., 2008).
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Figura 42. Espectro de NMR de *C (CDs0D, 50 MHz) da substancia 4.
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4.1.5. Substancia 5

A substéancia 5 foi isolada como uma substancia oleosa incolor a partir do
extrato em AcOEt das folhas de P. reticulatum. Sua estrutura (Figura 43) foi
determinada a partir interpretagdo dos dados de NMR de 'H, '*C, HSQC, HMBC, IV,
MS-ESI e MS-EL.

O espectro de massas de alta resolugdo obtido por electrospray gerado no
modo positivo (Figura 44) indicou um pico ion molecular em m/z 260,0686 referente
a [M+Na]", compativel com a férmula molecular C1sH11NO, (calculado 260,0687). O
espectro de massas por impacto eletronico (Figura 45) forneceu um pico em m/z 237
referente ao [M]", indicativo da presenca de um atomo de nitrogénio em sua
estrutura devido o numero impar de sua massa molecular. Além disso, o pico base é
observado em m/z 105, compativel com o ion fragmentario C;HsO* (ArCO"), em m/z
116, referente ao ion fragmentario CgHgN* e em m/z 77, compativel com o ion
fragmentario CgHs"™ (Ar").

O espectro de absorcao na regido do infravermelho obtido em pastilha de KBr
(Figura 46) apresenta bandas em 3067 e 3037 cm™ atribuidas & deformagéo axial
C — H de sistemas aromaticos e em 2929 e 2855 cm' referente a deformacao axial
C — H. Uma banda intensa observada em 1732 cm™ & atribuida & deformagcéo axial
de carbonila caracteristica de ésteres conjugados.

No espectro de NMR de 'H (CDCls, 500 MHz) (Figuras 47-49) sao observados
um duplo dubleto em & 8,07 (J= 1,2 e 8,4, 2H, H3 e H7), e dois multipletos em & 7,62
e 7,48, integrando para 3 e 5 hidrogénios respectivamente (H4 - H6, H10 - H14)
indicativo da presenca de dois sistemas aromaticos monossubstituidos. Observa-se

também um singleto em 66,68 (1H, H8), referente ao préton ligado ao carbono



80

carbindlico (H-C—0O). Desta forma nota-se a presenca de onze atomos de hidrogénio
em tal estrutura, corroborando com a férmula molecular determinada a partir do
espectro de massas de alta resolucéo (ESI).

O espectro de NMR de "*C (CDCls, 50 MHz) (Figuras 50-51) apresenta onze
sinais, sendo quatro de carbono quaternario, trés referentes a carbonos sp? e quatro
sinais de maior intensidade referentes a oito carbonos sp? (quatro carbonos
equivalentes) totalizando quinze atomos de carbono, estando de acordo com a
formula molecular determinada. O sinal em 6 164,6 é atribuido a carbono carbonilico
caracteristico de ésteres, em 8 63,3 (C8) um sinal referente ao carbono carbindlico e
em & 116,2 outro sinal referente ao carbono quaternario do grupo nitrila. Sinais em
6128,1 (C2), 130,1 (C3 e C7), 129,3 (C4 e C6) e em 134,1 (H5) sao atribuidos aos
carbonos do anel aromatico conjugado a carbonila. Os sinais observados em 6 131,9
(C9), 127,9 (C10 e C14), 128,6 (C11 e C13) e em 130,4 (C12) correspondem aos
carbonos aromaticos adjacentes ao carbono carbindlico.

De acordo com o experimento bidimensional HSQC (Figuras 52-53) observa-
se que o singleto em & 6,68 esta diretamente ligado ao carbono carbindlico em
6 63,3. O duplo dubleto em 5 8,02 corresponde aos hidrogénios equivalentes do anel
aromatico adjacentes a carbonila, ligados aos carbonos em & 130,1 (C3 e C7). Além
disso, foram observadas correlagbes dos hidrogénios dos dois sistemas aromaticos
que aparecem em 4 7,47 e 6 7,61 com seus respectivos carbonos (Tabela 6).

Através do experimento de HMBC (Figuras 54-56) foi possivel confirmar esta
estrutura, pois além das correlagcbes nos sistemas aromaticos, sao observadas
correlagdes (*J) dos hidrogénios em & 8,02 (H3 e H7) com a carbonila em & 164,6

(C1). O sinal do hidrogénio em 6 6,68 (H8) é correlacionado com a carbonila, com os



81

carbonos em § 127,8 (C10 e C14) e § 131,9 (3J, C9) do sistema aromatico ligado ao
carbono carbinédlico e com o carbono da nitrila em & 116,1 (C15) (Figura 35).

Com base neste conjunto de dados a estrutura proposta para este composto
foi determinada como benzoato de cianobenzila, ou benzoato de mandelonitrila.
Essa nitrila foi anteriormente identificada no éleo essencial da espécie Malania
oleifera (Liu et. al., 2007), pertencente a familia Olacaceae, e também como
secrecdes de defesa de insetos (Duffey et al., 1977). Diversos estudos relacionados

a obtencéo do benzoato de mandelonitrila por sintese foram descritos (Zhang e Shi,

2006).

Figura 43. Estrutura da substancia 5 e correlacées observadas no mapa de contornos
HMBC °uhc.
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Tabela 9. Dados espectrais de NMR de 'H e de '*C (CDCls, 500 e 50MHz) e correlagbes
HMBC para a substancia 5 (6 em ppm).

Posicao Dados obtidos Literatura *
3 (m, J Hz) 8¢ HMBC (°J) 3 (m, JHz) 8¢

1 - 164,6 - - 164,6
2 - 128,1 - - 128,0
3e7 8,07 (dd, 1,2 e 8,4) 130,1 130,1/134,2/164,6 8,07 (m) 130,1
4e6 7,48 (m) 129,3 129,3/128,1 7,50 (m) 129,2
5 7,62 (m) 134,1 130,1 7,60 (m) 134,1
8 6,68 (s) 63,3 116,1/127,8/131,9/164,6 6,68 (s) 63,3
9 - 131,9 - - 131,8
10e 14 7,62 (m) 127,9 63,3/130,4 7,60 (m) 127,8
11e13 7,48 (m) 128,6 131,9/128,6 7,50 (m) 128,6
12 7,48 (m) 130,4 127,8 7,50 (m) 130,4
15 - 116,2 - - 116,2

*Zhang, 2006 (CDCls, 300 e 75 MHz).

Intens. ] + 0.3-0.5min #(19-29)
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0.00 I “ " | I
120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z

Figura 44. Espectro de massas (HRESI — modo positivo) da substancia 5.
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Figura 46. Espectro de absor¢ao na regiao do infravermelho obtido em pastilha de
KBr da substéancia 5.
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Figura 50. Espectro de NMR de ®*C (CDCl;, 50 MHz) da substancia 5.
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Figura 52. Mapa de contorno HSQC (CDCl;, 300 MHz) da substancia 5.
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_—

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5

ppm

F115

~120

~125

~130

— L135

~140

—145

=150

~155

~160

=5 _ = L165

=170

ppm

88

Figura 55. Mapa de contornos HMBC (CDCl3, 300 MHz) da substancia 5 — ampliacao da

regido entre 6, 6,5 e 8 ,4.
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Figura 56. Mapa de contornos HMBC da substancia 5 — ampliagdo da regido entre 5c113
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4.1.1. Substancia 6

A substancia 6 foi isolada como um sélido branco a partir do extrato em
AcOEt das folhas de P. reticulatum. Sua estrutura (Figura 57) foi determinada a partir
interpretacao dos dados de NMR de 'H, ®C, COSY, MS-ESI e MS-El.

O espectro de massas por electrospray (ESI) (Figura 58), gerado no modo
positivo forneceu um pico em m/z de 360,2 referente a [M+H]", indicativo da
presenca de um atomo de nitrogénio em sua estrutura devido o numero impar de
sua massa molecular. Um pico em m/zde 719,6 é referente a [2M+H]" e um pico em
m/z 741,6 referente a [2M+Na]", sugerindo a formula molecular CzH4iNO. O
espectro de massas por impacto eletrénico (El) (Figura 59) forneceu um pico
correspondente ao ion molecular em m/z 359, e ions fragmentarios caracteristicos
de amidas pirrolidinicas em m/z 70 (C4HgN") e em my/z 98 (CsHgNO™) representados
na figura 59.

No espectro de NMR de 'H (CDCls, 200 MHz) (Figura 60) o dubleto em & 3,08
(J = 6,0 Hz, 2H, H2) refere-se aos hidrogénios ligados ao carbono adjacente a
carbonila. Os multipletos observados em & 5,68 (2H, H4, e H6), & 6,04 (2H, H3 e HY)
e o tripleto em 6 5,35 (J = 5,0, 2H, H14 e H15) correspondem aos hidrogénios
olefinicos. Os sinais referentes aos proétons alifaticos adjacentes as olefinas sao
observados nos multipletos em 5 2,03 (6H, H7, H13 e H16). Os demais hidrogénios
que compdem a cadeia alquilica sdo observados no sinal em & 1,25 (16H, H8 — H12,
H18 e H19) e no tripleto em & 0,89 (J = 3,0, 3H, H20) este ultimo referente a metila.
Os prétons que compdem o anel nitrogenado sdo observados nos multipletos em &

3,46 (4H, H1’ e H4’) e em & 1,90 (4H, H2' e H3)).



90

No espectro de carbono (Figura 61-63) foi observado um sinal em 6 169,6
sugerindo a presenca de carbono carbonilico caracteristico de amidas e um sinal em
§ 39,2 referente ao carbono sp® adjacente a carbonila. Os sinais em & 123,7 (C3),
134,3 (C4), 133,4 (C5), 129,9 (C6), 129,7 (C14) e em 129,8 (C15) sao referentes aos
carbonos sp? das insaturagdes. Foram observados ainda um conjunto de sinais
atribuidos a cadeia lateral em & 32,6 (C7), 31,8 (C13) e em 31,9 (C16) referentes aos
carbonos sp® adjacentes as insaturacdes. O sinal referente ao C18 encontra-se
sobreposto ao sinal do C13 (631,8) e o sinal em & 24,4 refere-se ao carbono
adjacente a metila. Os sinais entre 8 26,1 — 29,7 (C8 — C12, C17), referem-se aos
demais carbonos sp°® da cadeia alifatica e o sinal em & 14,0 (C20) referente a metila
terminal. Os sinais em 5 46,6 (C1’), 45,8 (C4’), 22,3 (C2’) e 22,6 (C3’) sao referentes
aos carbonos sp® do anel nitrogenado.

A andlise do espectro de COSY (Figura 64) permitiu verificar as posicdes das
insaturacdées nos carbonos 3 e 4 devido as correlacdes de sinais em & 3,10 (H2) —
5,75 (H4) e em & 5,75 (H4) — 6,10 (H5). A posicao da insaturacdo no carbono 14 foi
identificada através da analise do espectro de massas por impacto eletrénico (Figura

10).

Figura 57. Estrutura da (3E,5E,14E)-N-pirrolidileicosa-3,5,14-trienamida (6).
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Tabela 10. Dados espectrais de NMR de 'H, '3C e COSY (CDCl; 200, 50 e 300 MHz) para a

substéancia 6 (6 em ppm).

Posicao Dados obtidos
84 (m, JHz) S¢c COSsY
1 - 169,6 -
2 3,08 (d, 6,0) 39,2 H,
3 6,04 (m) 123,7 H,
4 5,68 (m) 134,3 H,, Hs, Hs
5 6,04 (m) 133,4 Ha, He
6 5,68 (m) 129,9 Hs
7 2,02 (m) 32,6 Hs
8 1,25 (m) 26,1-29,7 H-,
9 1,25 (m) 26,1-29,7 -
10 1,25 (m) 26,1-29,7 -
11 1,25 (m) 26,1-29,7 -
12 1,25 (m) 26,1-29,7 His
13 2,03 (m) 31,8 Hio, Hig, His
14 5,35 (m) 129,7 His,
15 5,35 (m) 129,8 Hie
16 2,03 (m) 31,9 His, Hiz
17 1,25 (m) 26,1-29,7 Hie
18 1,25 (m) 31,8 -

19 1,25(m) 24,4 Hzo
20 0,89 (, 3,0) 14,0 Hig
1"ed 3,46 (m) 46,6/ 45,8 Hy, Ha
2e3 1,90 (m) 22,3/ 22,6 Hq, Hy
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Figura 58. Espectro de massas (ESI — modo positivo) da substancia 6.
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Figura 59. Espectro de massas (El) da substancia 6.
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Figura 64. Espectro de COSY da substancia 6.

4.2. Identificacdao de amidas através de espectrometria de massas

4.2.1. Identificacao de amidas através de HPLC-ESI-MS-MS

As amidas apresentam um padrao de fragmentacao caracteristico em seus
espectros de massas obtidos por electrospray, tanto com relagcdo a por¢cao amida
quanto a sua cadeia lateral (Jiang et al., 2009; Sun et al., 2007). Baseado nestes
estudos, algumas fragcbes dos extratos das partes de P. reticulatum foram
submetidas a analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
por electrospray em seqiéncia (HPLC-ESI-MS-MS). Este procedimento é bastante

conveniente, devido eficiéncia e sensibilidade do método, principalmente para
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compostos minoritarios em misturas complexas, dificeis de identificar por métodos
tradicionais (Sun et al, 2007).

Algumas fragbes dos extratos de folhas e frutos foram analisadas por HPLC,
tendo sido observado que as fragdes Fr-5 e Fr-6 provenientes do fracionamento do
extrato dos frutos, e a fracdo F-16-6 proveniente do fracionamento do extrato das
folhas apresentaram um perfil rico em picos cromatograficos, atribuidas a compostos
nao identificados. Em seguida, foram otimizadas as condigées cromatograficas, bem
como a deteccéo para os compostos de interesse (Tabela 11), objetivando a andlise

por HPLC-ESI-MS-MS.

Tabela 11. Métodos cromatogréaficos e comprimentos de onda utilizados nas analises de
HPLC-ESI-MS-MS.

. oL ] Comprimento Tempo de
Fracao Composicao da fase mével (v/v) o .
de onda (nm) | analise (min)

MeOH:H,0 / 9:1
Fr-5 280 45
(isocratico)

MeOH:H,0O / 8,5:1,5
Fr-6 _ _ 260 80
(isocrético)

MeOH:H,O
F-16-6 230 80
(7,5:2,5)/(5')-(9:1)/(50")-(7,5:2,5)/(60")

A andlise dos espectros de massas (MS-MS) da fracédo Fr-5 (Figuras 66, 68 e
70) possibilitou a identificacdo das amidas 7 (Figura 67), 8 (Figura 69) e 9 (Figura
71), tendo sido determinadas como isobutilamidas, devido a perda de 73Da
(C4H11N) e 101Da (CsH11NO") (Figura 67). Com relacdo aos compostos 7 e 8, 0s
ions fragmentarios em m/z 121, 135 e 149 indicam a presenca de trés insaturacoes
na cadeia alifatica, duas conjugadas a carbonila e uma localizada no C-6 a partir do

final da cadeia alquilica. Tais atribuicdes foram descritas em trabalhos (Sun et al,
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2007; Jiang et al., 2009), nos quais os dados foram atribuidos com base em anélises

de compostos isolados.
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Figura 65. Cromatograma de ions da fracao Fr-5.
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Figura 66. Espectro de massas (MS-MS) da substancia 7.
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Figura 67. Proposta de mecanismo de fragmentacao da substancia 7 (Jiang et al., 2009).
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Figura 68. Espectro de massas (MS-MS) da substancia 8.
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Figura 69. Estrutura da substancia 8 (N-isobutileicosa-2,4,14-trienamida).
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Figura 70. Espectro de massas (MS-MS) da substancia 9.
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Figura 71. Estrutura da substancia 9 (N-isobutiloctadeceno-2-enamida).

Além destes compostos, foram observados alguns espectros de massas com

picos de massa molecular impar, caracteristicos de compostos nitrogenados (Figura

72), porém nao foi possivel obter mais informagbes a partir de estudos de

fragmentacao.
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Figura 72. Espectros de massas (ESI - modo positivo) de compostos nitrogenados
presentes na fracédo Fr-5.

O resultado da andlise realizada com a fracao Fr-6 possibilitou constatar a
presenca de compostos com o mesmo tipo de estrutura identificado na fragao Fr-5,
sendo isobutilamidas, devido a perda de 73Da (C4HiiN) e 101Da (CsH;{{NOY)
(Figuas 74-76). Porém nao foi possivel determinar a posicdo das insaturacdes da
cadeia alquilica de tais compostos, baseando-se nas fragmentacdes apresentadas

em seus espectros de massas e comparados com trabalhos publicados.
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Figura 73. Cromatograma de ions da fracao Fr-6.
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Figura 74. Espectro de massas (MS-MS) de uma isobutilamida identificada na fracao Fr-6.
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Figura 75. Espectro de massas (MS-MS) de uma isobutilamida identificada na fracao Fr-6.

intens, +MS2(414.0), 23.3min #579
x1 & b

E 3410 73 Da
1253
1.00]

0.757 101 Da
] 134.9
0.50

0.25] 160.9 r
E 1889029 2300 313.1 378.392.1
0.00] oot s gt s | M Aol 9

1|111|1||||||J|||‘|||‘|||1h| L R L
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z

Figura 76. Espectro de massas (MS-MS) de uma isobutilamida identificada na fracao Fr-6.

Foram constatados também espectros de massas com picos de massa
molecular impar, caracteristicos de compostos nitrogenados, ndo sendo possivel

obter mais informacdes a partir de estudos de fragmentagéo (Figura 77).
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Figura 77. Espectros de massas (MS-MS) de compostos nitrogenados presentes na fragao
Fr-6.

A analise dos espectros de massas da fragdo F-16-6 também foi Gtil na
identificacdo de isobutilamidas, sendo propostas as estruturas das amidas 10 (Figura
80) e 8 (Figura 82), esta também identificada na fracao Fr-5 e também constatadas
outras amidas isobutilicas baseando-se em seus ions fragmentarios, pela perda

73Da (C4H11N) e 101Da (CsH11NO") (Figuras 83-85).
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Figura 78. Cromatograma de ions da fragéo F-16-6.
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Figura 79. Espectro de massas (MS-MS) da substancia 10.
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Figura 80. Estrutura da substancia 10 (N-isobutiloctadeceno-2,4,12-trienamida).
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Figura 81. Espectro de massas (MS-MS) da substancia 8.
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Figura 82. Estrutura da substancia 8 (N-isobutileicosa-2,4,14-enamida).
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Figura 83. Espectro de massas (MS-MS) de uma isobutilamida identificada na fracao F-16-
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Figura 84. Espectro de massas (MS-MS) de uma isobutilamida identificada da fragéo F-16-
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Figura 85. Espectro de massas (MS-MS) de uma isobutilamida identificada na fragao F-16-

6.
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Além disso, foram observados espectros de massas com picos de massa

molecular impar, caracteristica de compostos nitrogenados, ndo sendo possivel

também obter mais informacdes a partir de estudos de fragmentagéao (Figura 86).
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Figura 86. Espectros de massas (MS-MS) de compostos nitrogenados presentes na fragao

F-16-6.
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4.2.2. Identificacao de amidas através de GC-EI-MS

As amidas pirrolidinicas e isobutilicas apresentam também um padrao de
fragmentacao caracteristico em seus espectros de massas obtidos por impacto
eletrdnico (Achenbach et al., 1986). Os extratos brutos dos érgaos de P. reticulatum
foram analisados por GC-MS e os espectros de massas correspondentes foram
analisados quanto ao ion molecular e principais ions fragmentarios. Além das
substancias ja identificadas, foram observados em alguns espectros de massas
picos moleculares de massa impar, o que indica a presenca de nitrogénio em sua
estrutura. Baseado nestes dados foram propostas estruturas de quatro amidas

pirrolidinicas contendo longa cadeia alquilica (Figuras 87-90).
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Figura 87. Espectro de massa (El) e proposta de fragmentagao da substancia 11,

182
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identificada no extrato de folhas de plantulas.
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Figura 88. Espectro de massa (El) e proposta de fragmentagédo da substéancia 12,

identificada no extrato de plantulas.
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Figura 89. Espectro de massa (El) e proposta de fragmentagédo da substancia 13,

identificada nos extratos de caules de folhas de plantulas.
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Figura 90. Espectro de massa (El) e proposta de fragmentacao da substancia 14,
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identificada nos extratos de folhas e folhas de plantulas.

4.3. Atividade bioldgica

4.3.1. Ensaio para inibidores de acetilcolinesterase

O ensaio foi realizado no Instituto de Botanica de Sdo Paulo, como descrito
no item 3.5.2, em que os extratos foram submetidos a um ensaio preliminar para
verificar, através de CCDA, quais substancias possuiam efeito inibidor de

acetilcolinesterase (Figura 91; Tabela 12).
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UVL - (366nm) UVC - (254 nm) Atividade anticolinesterasica

1 2 8 4 & & ¥ 71 2 & & & & T PF ¥ %2 B & 5 B ¥ B

Figura 91. Placas utilizadas no ensaio para inibidores de acetilcolinesterase. 1-Folhas; 2-
Folhas das plantulas; 3-Caule; 4-Caule das plantulas; 5-Raizes; 6-Raizes das plantulas; 7-
Frutos; P-Padrao (Fisostigmina).

Tabela 12. Resultado do ensaio para inibidores de acetilcolinesterase.

Rf das substancias

Extrato
com atividade
Folhas -
Folhas plantulas 0,05
Caule 0,5e0,05
Caule plantulas 0,5e 0,05
Raizes 0,05
Raizes plantulas 0,5e0,05
Frutos 0,5, 0,23 € 0,05

A analise da placa de CCDA ap6s a revelacdo mostra atividade da substancia
cujo Rf é 0,05, possivelmente referente a substancia 1 (diidrowisanidina) e de uma
substancia cujo Rf = 0,5, podendo ser a substancia 3 ((2E,4E)-N-isobutileicosa-2,4-
dienamida). Os extratos apresentaram também atividade de uma substancia cujo Rf
é 0,23, podendo ser atribuida a substancia 6.

Com base neste resultado, tais compostos foram submetidos ao ensaio para
determinacao do limite de deteccdo, método que indica a quantidade minima de
amostra para que a atividade seja observada. A inspecédo visual da placa de CCDA

apods revelagcdo mostra que o limite de detecgédo para a substancia 1 foi de 0,1 png,
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para a substancia 3 o limite foi de 0,75 ug e para a substancia 6 nao foi observada
inibicdo da enzima (Figura 92). A atividade observada no ensaio preliminar realizado
com os extratos ndo foi constatada no ensaio para determinacado do limite de
deteccdo, provavelmente devido a quantidade de amostra ter sido insuficiente,
sendo necessario um ensaio com uma maior concentracdo do composto. O limite de

deteccgao para o controle positivo fisostigmina foi de 0,05 ug.

UvVC(254nm) UVL(366nm) Atividade Anticolinesterasica

075 05 025 0.1 075 05 025 0,1 07505 025 01 P [ug]

075 05 025 0.1 075 05 025 01 075 05 025 01 P [ug]
1 07505 025 0.1 075 05 025 0.1 07505 025 01 P [ug]

Figura 92. Placas utilizadas no ensaio para inibidores de acetilcolinesterase. | — Substancia
1; Il — Substéancia 3; lll — Substancia 6; P — Fisostigmina (0,05ug/2,5u9).
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4.3.2. Ensaio antifungico contra Cladosporium cladosporioides e C.

sphaerospermum

Os extratos foram ensaiados conforme a metodologia descrita em 3.5.1 e os
resultados podem ser observados na fotografia das placas preparativas reveladas
em UV (254 e 366 nm) e apls a aspersao de esporos e crescimento dos fungos
(Figura 93). As placas apos inspecao visual foram convertidas em uma tabela em
que a atividade € indicada pelo numero de asteriscos (* = fraca, **= média e *** =

forte) (Tabela 13).

C. cladosporioides
Atlvidade Antifiinglca
UVC (254 nm) UVL (366nm)

1 2 3 a4 5 & 1 ¥ % 3 4 & & * 2 3 & & B 7

C. sphacrospermum

UVC (254 nm) UVL (366nm) Atividade Antifingica

1 2 3 4 3 [3 7 1 ? 3 4 5 6 7 1 2 3 1 5 6 1/

Figura 93. Placas utilizadas nos ensaios antifungicos. 1-Folhas; 2-Folhas das plantulas; 3-
Caule; 4-Caule das plantulas; 5-Raizes; 6-Raizes das plantulas; 7-Frutos.
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Tabela 13. Resultado do ensaio antifingico contra C. cladosporioides e C.

sphaerospermum.
C. cladosporioides C. sphaerospermum
Extrato
Rf Pot.* Rf Pot.
Folhas 0,05 0,8 e 0,05 - R
Folhas plantulas 0,05 e 0,8e0,05 b - T
Caule 0,05 b 0,05 b
Caule plantulas 0,05 e 0,05 e
Raizes 0,05 e 0,05 i
Raizes plantulas 0,05 e 0,05 e
Frutos 0,05 0,05 e

*potencial: * = fraco; ** = moderado; *** = forte

Neste ensaio preliminar foi possivel observar forte atividade contra C.
Cladosporioides e C. Sphaerospermum, indicadas por manchas brancas na placa de
CCDA para a substancia cujo Rf é 0,05. Tal substéncia pode ser atribuida a amida
diidrowisanidina (substancia 1). A substancia cujo Rf é 0,8 também apresentou forte
atividade contra C. sphaerospermum, sendo possivelmente atribuida a substancia 5
(benzoato de cianobenzila) (Figura 93).

Além desses resultados, diversos estudos revelam potencial atividade
antifangica de amidas (Alécio et al., 1998; Navickiene et al., 2000; Silva et al., 2001;
Marques et al., 2007) e para compostos presentes em secre¢des de insetos, como a
substancia 5 (benzoato de cianobenzila) (Roncadori et al., 1985). Baseado nestes
dados, amostras das substancias 1 e 5 foram submetidas ao ensaio para
determinacao do limite de detecc¢ao, ndo tendo sido observada atividade para estes
compostos. Provavelmente este fato € consequiéncia de problemas ocorridos com os
esporos dos fungos e também por contaminacdes, relatados pela técnica
responsavel pelos ensaios no Instituto de Botanica. Uma segunda hip6tese seria

ainda devido as baixas concentragdes das substancias no ensaio para determinagéao
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do limite de deteccdo, sendo também necessario aplicar uma maior quantidade dos
compostos nas placas de CCDA. Alem disso, deve se levar em consideragéo a baixa

resolugcdo na separagao dos compostos na analise de CCDA.

4.4. Analise por agrupamento hierarquico (HCA) e analise dos componentes

principais (PCA)

Diversas amostras de espécies de Piper disponiveis no LQPN (Tabela 14)
foram submetidas as analises multivariadas, visando detectar semelhancas e
diferencas no conjunto amostral. A espécie P. amalago foi escolhida para estas
analises devido a sua relacdo filogenética e morfolégica com a espécie P.
reticulatum (Jaramillo et al., 2001). Amostras de P. hispidum, P. crassinervum, P.
solmsianum, P. fuligineum, P. gaudchaudianum, P. aduncum e P. tuberculatum
foram utilizadas como grupo externo. Os dados obtidos por MS-ESI foram
processados pela analise de agrupamento hierarquico e pela analise de

componentes principais.



Tabela 14. Espécies de Piper analisadas por HCA e PCA.
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Espécie Parte da planta Caddigo Local de coleta
P. reticulatum Folhas adultas Ret-F Carajas — PA
P. reticulatum Folhas de plantulas Ret-Fp Carajas — PA
P. reticulatum Caules adultos Ret-C Carajas — PA
P. reticulatum Caules de plantulas Ret-Cp Carajas — PA
P. reticulatum Raizes adultas Ret-R Carajas — PA
P. reticulatum Raizes de plantulas Ret-Rp Carajas — PA
P. reticulatum Frutos Ret-Fr Carajas — PA
P. reticulatum Folhas de plantulas Ret-1Q Sao Paulo — SP
P. amalago Folhas adultas Am-1Q Sao Paulo — SP
P. amalago Folhas adultas Am-Enc Encantado — RS
P. amalago Folhas de plantulas Am-Pind Pindorama — SP
P. amalago Folhas de plantulas Am-Camp Campinas — SP
P. hispidum Folhas adultas Hispidum-F Sao Paulo — SP
P. crassinervium Folhas adultas Crass-F Sao Paulo — SP
P. solmsianum Folhas adultas Solm-F Sao Paulo — SP
P. fuligineum Folhas adultas Fuli-F Sao Paulo — SP
P. gaudichaudianum Folhas adultas Gaud-F Sao Paulo — SP
P. aduncum Folhas adultas Adun-F Sao Paulo — SP
P. aduncum Folhas de plantulas Adun-Fp Sao Paulo — SP
P. tuberculatum Folhas adultas Tub-F Sao Paulo — SP
P. tuberculatum Folhas de plantulas Tub-Fp Sao Paulo — SP

Primeiramente, foram realizadas analises de PCA (Figura 94) e HCA (Figura

96) dos dados de MS-ESI dos extratos de P. reticulatum. Na andlise por PCA as
componentes principais permitiram representar 80% da variancia dos dados totais,
sendo que a primeira componente principal (PC1) descreve 44% da variagao total e
a segunda (PC2) 36%. Dentro deste contexto foi possivel observar uma tendéncia
inesperada para os agrupamentos, em que extratos de folhas de plantulas, caules
de plantulas, caules e frutos formam um grupo e os extratos de folhas, raizes de
plantulas e folhas de plantulas coletadas no 1Q-USP formam um segundo grupo,

além da amostra das raizes ter se destacado das demais, estando mais proxima
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deste segundo grupo. Tal aspecto pode ser explicado através do grafico de loadings
(Figura 95), ou seja, a influéncia das variaveis na discriminagdo das amostras.

A representagdo demonstrou a capacidade da primeira componente principal
(PC1) em discriminar as amostras conforme a predominancia do tipo de substancias
presentes. A separacdo das amostras do grupo 1 é causada pela predominancia de
amidas de cadeia alquilica longa que possuem massas moleculares de m/z 363,
361, 359, que foram atribuidas as substéancias 3 ou 12, 8 ou 13 e 6 respectivamente.
O grupo 2 representa as amostras ricas na amida diidrowisanidina (1), caracterizada
pelos ions fragmentarios em m/z 165, 135; além da amida wisanidina (2),
caracterizado por sua vez pelo ion fragmentario em m/z 231. Além disso, a PC1 foi
também responsavel por discriminar a amostra Ret-R, devido a presenca do ion
fragmentario em m/z 165, atribuido a amida diidrowisanidia (1) podendo se inferir
que este € o 6rgao da espécie mais rico neste composto.

Dentro do grupo 2, a proximidade das amostras Ret-F e Ret-IQ pode ser
atribuido a presenca significativa da substancia 5 (benzoato de cianobenzila), fato
este observado no perfil cromatografico por HPLC (Figura 97). A segunda
componente principal (PC2) foi responsavel pela maior discriminacdo da amostra
Ret-1Q, sendo esta amostra mais rica neste composto, caracterizado pelo ion
fragmentario em m/z 116.

A tendéncia observada através da analise de PCA foi melhor visualizada no
dendrograma obtido pela analise de HCA, sendo discriminados também dois grupos.
Neste grafico é possivel agrupar as amostras que mais se assemelham. No grupo 1,
as amostras de folhas de plantulas e caules de plantulas apresentam uma maior
similaridade entre si do que com as demais amostras do grupo (caules e frutos). Da

mesma forma, no grupo 2 as amostras de folhas e raizes de plantulas possuem uma
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maior semelhanga do que as demais amostras (raizes e folhas de plantas do 1Q-
USP).

Através do perfil cromatografico (HPLC) das partes de P. reticulatum é
possivel compreender que a clara discriminagdo observada para as amostras de
folhas e folhas de plantulas é devido a diferenca da intensidade dos picos referentes

aos compostos majoritarios da amostra (Figura 97).
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Figura 94. Grafico de escores do PCA com base nos dados de MS-ESI dos extratos de P.

reticulatum.
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Figura 95. Grafico de loadings do PCA com base nos dados de MS-ESI dos extratos de P.

reticulatum.
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Figura 96. Dendrograma com base nos dados de MS-ESI dos extratos de P. reticulatum.
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Figura 97. Cromatogramas (HPLC) dos extratos de P. reticulatum.

Em uma segunda etapa, foram submetidas a andlise multivariada amostras
de extratos de folhas adultas de espécies de Piper, incluindo P. reticulatum, P.
amalago (coletadas em Encantado-RS, Pindorama-SP e no 1Q-USP), e como grupo
externo foram utilizadas amostras de P. gaudichaudianum, P. tuberculatum, P.
hispidum, P. solmsianum, P. crassinervium e P. fuligineum, coletadas no 1Q-USP. Na
analise por PCA (Figura 98) as componentes principais permitiram representar 77%
da variancia total dos dados, sendo que a primeira componente principal (PC1)
descreve 55% da variagdo total e a segunda (PC2) 22%. E possivel distinguir
claramente as amostras de P. amalago (Am-Enc, Am-Pind e Am-IQ) e P. reticulatum

(Ret-F) das demais amostras.
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Atraves do grafico de loadings (Figura 99) pode-se observar que a separagao
da amostra P. reticulatum (Ret-F) é causada pela presenca do ion fragmentario em
m/z 165, atribuido ao pico base da amida diidrowisanidina (1) e a separacao das
amostras de P. amalago (Am-Enc, Am-Pind e Am-1Q) é atribuido por sua vez pela
presenca do ion fragmentario em m/z 135 (Figura 100), referente ao pico base da
amida nigrinodina (CgH;O2) (Jacobs et al, 1999) composto majoritario nos extratos
da espécie. A discriminagdo da amostra de P. amalago coletada em Encantado pode
ser atribuida a presenca de compostos ausentes nas demais amostras de P.
amalago, observados no cromatograma obtidos por HPLC (Figura 102).

Esta tendéncia foi também observada no dendrograma (Figura 101) obtido na
analise de HCA, com a presenga de dois agrupamentos, além da amostra Ret-F ter
sido claramente discriminada das demais amostras.
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Folhas adultas, X-expl: 54%,23%

Figura 98. Grafico de escores do PCA com base nos dados de MS-ESI dos extratos de
folhas adultas de espécies de Piper.



123

PC2 X-loadings

165

02 —

135

PC{
T T T T T T T T

-0|,1 0 0.1 0.2 03 04 0.5 0.6 0.7
Folhas adultas, X-expl: 54%.23%

Figura 99. Grafico de loadings do PCA com base nos dados de MS-ESI dos extratos de
folhas adultas de espécies de Piper.
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Figura 100. Espectro de massas (ESI — modo positivo) do extrato de P. amalago coletada
no IQ-USP.
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Figura 101. Dendrograma com base nos dados de MS-ESI dos extratos de folhas adultas

de espécies de Piper.
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Figura 102. Cromatogramas (HPLC) dos extratos de P. amalago.

Na etapa seguinte, amostras de extratos de folhas de plantulas de espécies
de P. reticulatum (coletadas em Carajas-PA e no |IQ-USP), P. amalago (coletada em
Campinas-SP), P. tuberculatum e P. aduncum, estas duas ultimas utilizadas como

grupo externo, foram submetidas a analise de PCA e HCA.
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Na analise de PCA (Figura 103) as componentes principais representaram
82% da variancia dos dados totais, a primeira componente principal (PC1)
descrevendo 69% da variacao total e a segunda (PC2) 13%. Neste gréafico foi
possivel observar como ambas as componentes contribuiram para discriminar as
amostras.

A primeira componente principal (PC1) é responsavel pela discriminagcao da
amostra Ret-Fp, pois observando o grafico de loadings (Figura 104), esta separacéo
é influenciada pela presenca das amidas 3 ou 12, 8 ou 13 e 6 referentes as massas
moleculares em m/z 363, 361, 359 respectivamente, e pelos ions fragmentarios em
m/z 134 e 135, referentes as amidas 1 e 2. J& a segunda componente principal
(PC2) é responsavel pela separacdo da amostra Ret-1Q, influenciada pela presenca
do ion fragmentario em m/z 116, atribuido ao composto 5 (benzoato de
cianobenzila). Nesta analise é observada a clara distingdo entre as amostras de P.
reticulatum coletadas em locais diferentes, em Carajas e no 1Q-USP.

A discriminacdo das amostras descritas na andlise de PCA é também
observada na anélise de HCA (Figura 105), em que as amostras Adun-Fp, Tub-Fp e
Am-Camp formam um grupo e as amostras Ret-IQ e Ret-Fp sado claramente
separadas deste grupo e entre si, corroborando com os resultados obtidos nas

analises com as folhas adultas.
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Figura 103. Grafico de escores do PCA com base nos dados de MS-ESI dos extratos de
folhas de plantulas de espécies de Piper.
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Figura 104. Grafico de loadings do PCA com base nos dados de MS-ESI dos extratos de
folhas de plantulas de espécies de Piper.
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Tree Diagramfor 5 Variables
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Figura 105. Dendrograma com base nos dados de MS-ESI dos extratos de folhas de
plantulas de espécies de Piper.

Dentro do conjunto amostral das partes de P. reticulatum foi possivel agrupa-
las baseando-se nos tipos de compostos predominantes em seus extratos,
principalmente com relagdo as estruturas das amidas. As andlises de PCA e HCA
foram Oteis na discriminacao geografica das espécies de P. amalago, provenientes
de diferentes localidades e diferenciando também amostras de P. reticulatum, em
que somente um especimen havia sido coletado (FLONA de Carajas) e seu cultivo
no IQ-USP resultou em plantulas que possuiam composi¢cdo quimica predominante
do benzoato de cianobenzila (5), observado nos perfis cromatograficos de tais
amostras.

Ao se comparar a espécie P. reticulatum com espécies que produzem
substancias da mesma classe de metabdlitos, no caso amidas, até mesmo com a
espécie P. amalago, filogenéticamente relacionada, observa-se a clara discriminacao
da P. reticulatum, tanto para folhas adultas, quanto para folhas de plantulas. Este

fato é interessante, podendo ser atribuido a inumeros fatores como, por exemplo, a
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presenca da substancia 5 (benzoato de cianobenzila), composto este descrito
apenas em uma espécie da familia Olacaceae e em secre¢des de defesas de
insetos (Duffey et. al., 1977).

De um modo geral, pode-se concluir que através da visualizagdo graficas das
andlises de PCA e HCA é possivel obter informagdes rapidas e eficientes a respeito
da similaridade em um grupo de amostra, sendo que cada uma das técnicas fornece

informagdes complementares a outra.
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5. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico realizado com extratos de plantas adultas e plantulas de
P. reticulatum levou ao isolamento e caracterizacao de quatro amidas (1-3 e 6),
sendo uma delas majoritaria nos extratos (1) e ja descrita para esta espécie
(Maxwell et al., 1998), uma lignana (4) e uma nitrila (5), esta sendo identificada
apenas no Oleo essencial da espécie Malania oleifera, pertencente a familia
Olacaceae (Liu et. al., 2007) e em secrecdesde insetos da familia Xistodesmidae,
sendo substancias de defesas contra predadores e além de possuir atividade
antibiética (Duffey et. al., 1977).

Foram propostas estruturas de sete amidas pirrolidinicas e isobutilicas
contendo longa cadeia alquilica, com base nos dados de cromatografia liquida e
gasosa acoplada a espectrometria de massas, através do padrao de fragmentacéo
caracteristico em seus espectros de massas, procedimento bastante conveniente,
principalmente para compostos minoritarios em misturas complexas, dificeis de
identificar por métodos tradicionais (Sun et al.,, 2007). Porém a determinacdo da
posicdo das insaturacdes no meio de uma cadeia alifatica, bem como de sua
configuragdo, requerem a obtencdo de derivados e/ou isolamento para uma
caracterizagdo completa.

Os extratos brutos foram submetidos a ensaios de atividade biologica, sendo
observado um elevado potencial antifungico frente as espécies fitopatdgenas
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum e atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase, um potencial alvo para o tratamento da doenca de Alzheimer. A
partir destes resultados, amostras dos produtos naturais isolados, possivelmente
responsaveis pelas atividades observadas, foram submetidas aos ensaios para

determinacdo do limite de detecgdo, sendo constatada forte atividade
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anticolinesterasica para a substancias 1 (0,1 ug) e 3 (0,75 pg). Com relagédo ao
ensaio antifungico, foi detectada atividade para as substancias 1 e 5, porém esta
etapa deve ser concluida posteriormente.

Através das analises multivariadas foi possivel observar agrupamentos com
relacdo ao perfil metabdlico nos diferentes 6rgaos de P. reticulatum, baseado nas
estruturas das amidas presentes. As analises de PCA e HCA também foram uteis na
discriminagdo geografica das espécies analisadas, com base nos perfis
cromatograficos das amostras. Porém, tais inferéncias requerem outras informagdes,
incluindo os resultantes de variabilidade genética e estudos de variacbes temporais
dos metabdlitos secundarios. As andlises incluindo outras espécies, além de P.
amalago, filogeneticamente e morfologicamente relacionada com P. reticulatum, foi
observada a clara discriminacao desta ultima, podendo ser atribuida ao fato de P.
reticulatum produzir o benzoato de cianobenzila, um produto natural até entédo

desconhecido em espécies de Piperaceae.
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