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RESUMO

O perfil quimico de folhas e frutos de Piper fuligineum foi analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A composi¢gdo quimica de média
polaridade dos dois 6rgdos vegetais apresentou semelhanga. As analises
demonstraram também que os frutos apresentavam composi¢do quimica
complexa, principalmente devido a presenga de substancias de maior
polaridade. Essas analises permitiram selecionar as folhas de P. fuligineum
para dar continuidade aos estudos quimicos. Estes estudos resultaram no
isolamento de cinco substancias, sendo duas kavalactonas: (E)-6-(8-feniletil)-4-
metoxi-2H-piran-2-ona e 6-(2-fenil-7,8-diidroxetil)-4-metoxi-2H-piran-2-ona; uma
cromanona: (2,2-dimetil-4-oxocromano-6-carboxilato de metila) e dois
derivados prenilados do acido benzoico: 4-hidroxi-3-(3-metilbutil-2-en-1-
illbenzoato de metila e 4-metoxi-3-(3-metil-1-oxobut-2-en-1-il) benzoato de
metila. As estruturas quimicas das substancias foram determinadas utilizando
técnicas espectrométricas, incluindo RMN 1D e 2D. Todas as substancias
estdo sendo descritas pela primeira vez em Piper fuligineum. A substéancia 4 é
inédita como produto natural. O extrato etanolico das folhas e as fragcbes
obtidas de P. fuligineum foram avaliadas quanto ao potencial tripanocida frente
a forma epimastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi, mostrando promissora
atividade do extrato etandlico com ICsy de 26,67 ug.mL™" quando comparado
com o controle positivo, benznidazol, com ICsy de 11,11 pug.mL". O extrato
acetato de etila, a fragdo cloroférmica e a substancia 1 foram submetidos a
testes antifungicos frente aos fungos Candida albicans, C.krusei, C. tropicalis,
C. parapsilosis e a levedura Cryptococcus neoformans. O extrato apresentou
forte atividade frente ao fungo Candida tropicalis € moderada atividade frente
aos fungos C. krusei, C. parapsilosis e a levedura Cryptococcus neoformans,
enquanto a fragcédo cloroféormica apresentou forte atividade frente ao fungo C.
krusei, e moderada atividade frente aos fungos C. albicans, C. parapsilosis e a
levedura C. neoformans. A substancia 1 foi submetida a avaliacdo da atividade
antiviral contra o virus da hepatite C, mostrando moderada atividade quando
comparada a atividade do controle positivo ciclosporina A. A biogénese da
classe das kavalactonas foi proposta como sendo derivada de uma biossintese
mista originada do acoplamento entre uma unidade Ce¢Cs; da via
fenilpropanoidica com uma unidade de acetatoacetil-CoA da via do acetato,
que apods sucessivas oxidagdes e ciclizagdes enzimaticas levam a sequencia
de substancias isoladas. A participacdo da via fenilpropanoidica na rota
biossintética das kavalactonas, foi analisada por experimentos de incorporacao
da fenilalanina em extratos enzimaticos das folhas de P. fuligineum com o
objetivo de determinar a atividade da enzima fenilalanina amoénia liase. A
analise por CLAE revelou a producdo do acido trans-cindmico e foi mais



expressiva na fracdo 55-85% de saturacdo quando realizada precipitacédo
salina com sulfato de aménio. Os extratos etandlicos das folhas analisados em
diferentes periodos indicaram que a biossintese dos metabdlitos secundarios
presentes na espécie apresentam variagdo sazonal o que, poderia favorecer a
rota dos fenilpropandides ou do acido p-hidroxibenzoico.



ABSTRACT

The chemical profile of leaves and fruits of Piper fuligineum was analyzed by
high performance liquid chromatography. The chemical composition of medium
polarity related to leaves and fruits showed great similarity. The analysis also
showed that the chemical composition of the fruits was more complex, mainly
due to the presence of more polar substances. These analyzes allowed the
selection of the leaves of P. fuligineum to continue the chemical studies. The
chemical studies of the leaves of Piper fuligienum resulted in the isolation of six
compunds, including two kavalactones (4- methoxy-6- [(E)-2-phenyl -vinyl] -2H-
pyran-2-one and 6-(1,2-dihydroxy-2-phenyl- ethyl)-4-methoxy-2H- pyran-2-one),
one chromanone (methyl-2,2-dimethyl-4-ox0-6- cromanacarboxylate) and two
prenylated derivatives of benzoic acid (methyl-4-hydroxy-3-(3-methyl-2- buten-
1-yl) benzoate and methyl-4-methoxy-3-(3-methyl -2-butenoyl) benzoate. The
chemical structures of the isolated compounds were determined using
spectrometric techniques, including 1D and 2D NMR. All compounds were
described for the first time in Piper fuligineum, and the compound 4 is a new
natural product. The ethanolic leaf extract and fractions obtained from P.
fuligineum were evaluated for trypanocidal potential against epimastigote form
of Trypanosoma cruzi Y strain, showing promising activity of the ethanol extract
with ICsp of 26.67 ug.mL™" compared with the positive control benznidazole, with
ICs0 Of 11.11 ug.mL'1. The ethyl acetate extract, the chloroform fraction and
substance 1 underwent antifungal drugs against fungi Candida albicans,
C.krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis and Cryptococcus neoformans yeast. The
extract showed strong activity against the fungus Candida tropicalis and
moderate activity against fungi C. krusei, C. parapsilosis and Cryptococcus
neoformans yeast while the chloroform fraction showed strong activity against
the fungus C. krusei, and moderate activity against fungi C. albicans, C.
parapsilosis and C. neoformans yeast.The compound 1 was subjected to
evaluation of antiviral activity against hepatitis C virus, showing moderate
activity compared to the positive control cyclosporin A. The proposed
biosynthetic pathway of the kavalactones was proposed as being derived from
phenylpropanoid and acetate pathways. Further, successive oxidation and
enzymatic cyclization leads to the kavalactones. The phenylpropanoid pathway
was evaluated by incorporation of phenylalanine in cell free extracts from leaves
of P. fuligineum with the objective of determining the phenylalanine ammonia
lyase activity. HPLC analysis revealed the production of trans-cynnamic acid.
The most pronounced activity was observed on fraction 55-85 % of saturation
when performed salt precipitation using ammonium sulfate. The ethanol leaves
extracts analyzed at different periods of the year indicated that the biosynthesis
of secondary metabolites present in such species shows seasonal variation
which could support the route of phenylpropanoid or p- hydroxybenzoic acid.
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1. INTRODUGAO

1.1. A importancia dos produtos naturais

A presencga de substancias em uma espécie vegetal esta relacionada com o
metabolismo primario, entretanto diversas espécies desenvolveram um
metabolismo espécie-especifico, chamado de metabolismo secundario, que pode
oferecer defesa contra predadores, atrair ou advertir outras espécies,
desempenhando um papel vital para o bem-estar da planta. As propriedades
farmacologicas dos produtos naturais sao atribuidas a diversidade e complexidade
estrutural dos metabdlitos secundarios (DEWICK, 2002).

O estudo dos produtos naturais tem contribuido enormemente para o
desenvolvimento de diversos farmacos com importantes aplicagdes terapéuticas,
correntemente utilizados na medicina moderna (NEWMAN E CRAGG, 2012).

Sao varias as utilidades dos produtos naturais, principalmente os oriundos
das plantas, quer sejam como suplementos na alimentagao, intermediarios usados
nas industrias ou medicamentos (MOTANARI E BOLZANI, 2001), ou no uso in
natura das plantas medicinais como o unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos (MACIEL, et al., 2002).

A busca por alivio e cura de doencas pela ingestao de ervas e folhas talvez
tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. Ainda
hoje plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais (MACIEL, et al., 2002).

As primeiras descricbes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers pertencente a época da
XVIIl dinastia. Enumera aproximadamente 100 doencgas e descreve um grande
numero de drogas de natureza animal e vegetal (PINTO, 2002). As investigacdes
sobre vegetais com base cientifica iniciaram-se a partir do século XIX, considerado
o periodo inicial do estudo fitoquimico de plantas medicinais. O isolamento da
morfina, pelo farmacéutico alemao Friedrich Wilhelm Adam Sertlrner, a partir de
Papaver somniferum (Papaveraceae) foi o primeiro na investigacao de substancias
ativas presentes em plantas e possibilitou a descoberta de diversas outras
moléculas com potencial farmacolégico, entre elas a estricnina isolada de

Strychnos spp. (Loganiaceae), a quinina de Chinchona spp. (Rubiaceae), a
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artemisinina de Artemisia annua (Asteraceae), a cafeina de Coffea arabica
(Rubiaceae), a atropina de Atropa belladonna (Solanaceae), a cocaina de
Erythroxylon coca (Erythroxylaceae), o acido salicilico de Salix alba (Salicaceae), a
digoxina de Digitalis lanata (Plantaginaceae), a tubocurarina de Chondrodendron
tomentosum (Menispermaceae) (HEINRICH, 2010) (Figura 1, p. 25), entre tantas
outras substancias que sao utilizadas como medicamento até os dias atuais
(MONTANARI E BOLZANI, 2001; NEWMAN E CRAGG, 2012).
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Figura 1: Estruturas quimicas de alguns principios ativos isolados de produtos naturais no

século XIX.
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A era moderna da descoberta de medicamentos a partir de produtos naturais
comegou em 1940 com a penicilina G, o primeiro antibacteriano beta-lactamico, e
continua até hoje, com a aprovagao da fidaxomicina (Figura 2, p. 26) em 2011, um
antibidtico macrolideo usado no tratamento de infecgbes bacterianas (KOEHN,
2012).

Figura 2: Estrutura quimica da fidaxomicina.

OH

OH % Cl

OH|
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Na ultima década, compostos isolados de fontes vegetais tém
desempenhado um importante papel no tratamento do cancer e de doencgas
degenerativas, como o mal de Alzheimer. Entre os compostos anticancer destaca-
se a podofilotoxina (Wartec®) primeiramente isolada de Podophyllum peltatum
(Berberidaceae), os alcaldides da vinca, vinblastina (Faublastina®) e vincristina
(Oncovin®), isolados de Catharanthus roseus (Apocynaceae), o paclitaxel (Taxol®)
de Taxus brevifolia (Taxaceae) e a camptotecina de Camptotheca acuminata
(Nyssaceae). Entre os compostos utilizados no tratamento do mal de Alzheimer
destaca-se a galantamina (Reminyl®), isolada originalmente de Galanthus
woronowii (Amaryllidaceae) (HEINRICH, 2010) (Figura 3, p. 27).
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Figura 3: Estrutura quimica de compostos isolados de fontes vegetais usados no
tratamento do cancer e de doengas degenerativas
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Apesar da importancia dos produtos naturais, a espécie humana se
aproveita de uma fragdo muito pequena das plantas com as quais sempre conviveu
e que a antecedem no planeta. O reino vegetal ainda permanece como uma grande
incégnita cujos mistérios comegcam a ser desvendados. H& uma estimativa que

existam aproximadamente 300.000 espécies de plantas superiores no planeta, mas
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que apenas 6% foram investigadas quanto ao seu potencial farmacolégico e 15%
do ponto de vista quimico (CRAGG E NEWMAN, 2012).

Comercialmente, algumas das mais importantes utilizagdes das descobertas
e desenvolvimentos em produtos naturais estdo na area farmacéutica,
agroquimica, cosmética e nutricional (MCCHESNEY et al., 2007).

Aproximadamente 47% dos farmacos lancadas sdo derivadas de produtos
naturais. Em 2007, o mercado de medicamentos a base de produtos naturais teve
um lucro em vendas superiores a US $ 35 bilhdes (KOEHN, 2012).

Os requisitos para desenvolvimento e comercializagdo na area farmacéutica
sdo geralmente bem conhecidos. O tempo para o desenvolvimento de um
medicamento pode variar de alguns anos a até mais de duas décadas. A estrutura
quimica do paclitaxel (Figura 3, p.27) foi reportada e identificada pela primeira vez
como constituinte principal da atividade citotéxica do extrato de Taxus brevifolia em
1971 (WANI et al., 1971), mas o Taxol® foi aprovado como um agente
quimioterapéutico para o cancer somente no final de 1992, 20 anos depois. Em
média, novos compostos farmacéuticos levam em torno de uma década para
serem desenvolvidos e comercializados (MCCHESNEY et al., 2007).

Considerando este elevado tempo para o desenvolvimento de farmacos a
partir de fontes naturais, as preparacdes caseiras a partir de produtos naturais sao,
ainda hoje, fonte de mais de 90% das classes terapéuticas e o mais interessante é
que, por volta de dois tercos ou mais da populagdo mundial ainda utilizam plantas
medicinais como primeiros cuidados farmacéuticos (MCCHESNEY et al., 2007,
NEWMAN E GRAGG, 2012).

Esses fatos indicam que a medicina tradicional ainda é bastante promissora,
e que a humanidade pode aprender a utilizar o que a natureza oferece de forma

mais adequada, buscando novas alternativas para o tratamento de doencas.

1.2. A familia Piperaceae

A familia Piperaceae, pertencente a ordem Piperales, sendo uma das mais
primitivas familias entre as Angiospermas (WANKE et al., 2007) e por possuir
metabolismo secundario peculiar e diversificado em termos de classes estruturais,

conduz a formacéo de diversos metabdlitos com interesse bioldgico.
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As espécies da familia Piperaceae tém sido usadas extensivamente para
efeitos medicinais (CAMPOS et al., 2005), pois apresentam atividade antifungica,
antibacteriana, antitumoral, antiviral, antioxidante e leishmanicida. Estas
propriedades biolégicas foram atribuidas a presencga de lignanas e/ou flavonoides,
kawa-lactonas, butenolidos e epoxidos cicloexano (JOHANN et al., 2009).
Recentemente, foi publicada a avaliacdo das atividades esquistossomicida e
moluscicidas de espécies de Piperaceae mostrando resultados promissores para
estudos de prevencéao e controle da esquistossomose (RAPADO et al., 2013). Além
disso, especies desta familia tem sido utilizadas na medicina tradicional para
diversos fins, entre eles: cicatrizante (VILLEGAS et al., 2001), anti-inflamatorio,
analgésico (ARRIGONI-BLANK et al., 2004; SILVA et al., 2008), antiasmatico,
antimalarico (CELINE et al., 2009; PERAZZO et al., 2005), expectorante,
hipoglicemiante (RUKACHAISIRIKUL et al., 2004), anticolérico, antiulceroso,
antidispéptico (RHO et al., 2007) e antiepiléptico (AWAD et al., 2009).

As espécies representantes desta familia sdo plantas herbaceas, arbustivas
ou pequenas arvores, terrestres ou epifitas, usualmente com mais de trés metros
de altura. O caule é nodoso, as folhas s&o inteiras, dorsiventrais, alternas,
pecioladas, com ou sem estipulas (GOGOSZ et al., 2012). Sdo encontradas em
regides tropicais e subtropicais (JUDD et al., 2009) dos dois hemisférios (KATO E
FURLAN, 2007) e apresentam cerca de 3700 espécies distribuidas pelo mundo
(JARAMILLO et al., 2004; WANKE et al., 2006).

Esta familia foi descrita pela primeira vez por Linnaeus em 1753 e,
atualmente compreende cinco géneros representados por Piper L., Peperomia Ruiz
e Pavon, Manekia Trel. (classificada anteriormente como Sarcorhachis), Zippelia
Blume (WANKE, et al.,, 2007) e Verhuellia, um pequeno género descrito
recentemente (SAMAIN, et al., 2010) (Figura 4, p. 30).
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Figura 4: A — Piper. B — Peperomia. C- Manekia. D — Zippelia. E — Verhuellia

Fonte: A- Bruna Mazzeu. B-(http://artgarden.bg/wpcontent/uploads/2012/03/
Peperomia_26291.jpg). C- http://www.bio.utk.edu/williams/images/manekia%20flwr_
DSCNO0502.jpg). D— http://www.cvh.org.cn/cvh_picture/eco/b/768030.jpg). E http://aob.
oxfordjournals.org/content/early/2010/03/17/aob.mcq031/F1.large.jpg) — acessado em
25/02/2014).

Os géneros Piper, Peperomia e Manekia sédo encontrados no Brasil,
principalmente nas florestas Amazoénica e Atlantica (NASCIMENTO et al., 2012).
Piper e Peperomia s&o considerados os géneros mais representativos da familia,
com aproximadamente 2000 e 1700 espécies, respectivamente (WANKE et al.,
2007).

1.3. O género Piper

O género Piper apresenta o maior potencial econdbmico e comercial. A
espécie mais conhecida comercialmente € a Piper nigrum, cujos frutos sdo fonte
natural da pimenta-do-reino, utilizada como especiaria na culinaria mundial
(SRINIVASAN, 2007). Piper auritum e Piper lolot também sdo usadas como
especiarias no México e Vietna, respectivamente (DYER, 2004).

Espécies do género Piper tém uma notavel importancia em fitoquimica,
etnobotanica e atividade biolégica (PARRA et al., 2011). Muitas desempenham um
importante papel na medicina popular e na produgao de 6leos essenciais utilizados
pela industria de condimentos, farmacéutica e inseticida (SILVA E MACHADO,
1999). Entre as espécies com potencial etnofarmacolégico, destaca-se a Piper
tuberculatum, que é utilizada na medicina popular como analgésico, sedativo,
antidoto para picadas de cobra, tratamento de disturbios digestivos e até mesmo

como tempero para alimentos (BURCI et al., 2013) e a Piper methysticum Forst
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(kava-kava), que tem propriedades sedativas e anti-estresse e foi amplamente
utilizada no tratamento dos disturbios do sistema nervoso central, como a
depressdo e a insonia (SIMOES, 1999), entretanto, as preocupacdes com
hepatotoxicidade levaram a sua retirada do mercado em muitos paises (SINGH,
2005).

Atualmente, o estudo envolvendo espécies deste género se intensificou
(PARMAR et al., 1997; DYER E PALMER, 2004; KATO E FURLAN, 2007; RAMOS
E KATO, 2012) devido as inumeras substancias de origem natural que estao sendo
isoladas, entre elas podemos citar: alcaldides/amidas, cromenos, lignanas,
neolignanas, terpenos e polifenois (BALDOQUI et al., 1999; BALDOQUI et al.,
2009; REGASINI et. al., 2009b; MORANDIM et. al., 2010; DIAZ et al., 2012; CHEN
et al., 2013; BAO et al., 2014). Muitos destes compostos apresentam importantes
atividades biologicas, como por exemplo, antifungica, anti-inflamatoria,
antiparasitaria, antioxidante, anticoagulante e tripanocida (SILVA et al., 2002;
MARTINS et al., 2003; LAGO et al., 2004; LUIZE et. al., 2006; BATISTA JUNIOR et
al., 2008; LOPES et al.,, 2008; FLORES et al.,, 2008; REGASINI et al., 2009a;
BATISTA JUNIOR et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2012; WONHWA et al.,
2013).

O género Piper é um dos mais diversificados entre as linhagens basais das
angiospermas, a grande maioria das espécies sao arbustos, porém podem também
ser encontradas como trepadeiras e arvores de pequeno porte, sendo que a
maioria cresce em florestas quente e umida (DYER, 2004). Cerca de 1300
especies das 2000 descritas estdo na regido neotropical, seguido por 600,
encontradas na Asia e 100 no Pacifico Sul (ISNARD, et al., 2012) (Figura 5, p.32).
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Figura 5: Regides onde sao encontradas espécies do género Piper.
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Fonte: Bruna F. Mazzeu.

Diversas espécies de Piper vém sendo usadas em todo o mundo por
apresentarem propriedades medicinais. Na China, o uso de chas, preparados com
as folhas de P. futokasura é recomendado para o tratamento de arritmias cardiacas
e asma. Na Jamaica, folhas de P. aduncum e P. hispidum sdo usadas para o
tratamento de dores de estdémago. No Brasil e no Mexico, P. amalago tambem é
usada para dores de estdbmago. As raizes de P. sarmentosum s&o usadas na
Tailandia como carminativo e digestivo. Na Malasia e Indonésia, as folhas e as
raizes desta planta s&do utilizadas para o tratamento da dor de dente, dermatite,
tosse e asma. No Brasil, a P. corcovadensis comumente encontrada nas regides
Norte e Nordeste e popularmente conhecido como “Jodo-brandinho” é usada no
tatamento de reumatismo, gripe e tosse. Na regido Sudeste, as raizes e 0s ramos
desta espécie sdo mastigadas para aliviar a dor de dente devido a sua agéo
anestésica sobre a membrana mucosa. Folhas e caules de P. marginatum e P.
tuberculatum sao utilizadas no estado da Paraiba, contra picada de cobra e
sedativo (NASCIMENTO, et al., 2012).

Estudos recentes revelam que extratos de Piper sarmentosum com
propriedades antioxidantes também agem para proteger contra a osteoporose
ossea, além disso, também aceleram a cicatrizagcdo de fraturas. Estes dados
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podem ser uma alternativa em relacdo aos tratamentos convencionais para
prevenir e reverter estados de osteoporose, assim como para acelerar e
melhorar a cicatrizagdo em casos de fratura com muito menos efeitos colaterais
(ELVY et al., 2013).

O dleo essencial de Piper aduncum apresentou atividade fungitoxica,
(BASTOS et al., 2004) moluscicida e antitumoral (ORJALA et al., 1993; MOREIRA
et al., 1998; BALDOQUI et al., 1999), além disso, as fra¢cdes e cromenos prenilados
isolados desta espécie mostraram potente atividade antibacteriana (RUIZ et al.,
2013).

Outros estudos mostraram a atividade antifungica da espécie Piper
abutiloides Kunth, cujo extrato bruto foi ativo contra Candida tropicalis e Sporothrix
schenckii, enquanto a fracdo hexanica foi ativa contra as espécies Candida
tropicalis e C. glabrata (JOHANN et al., 2009). Os extratos, particbes e substancias
puras de Piper solmsianum também apresentam potente atividade antifungica
contra alguns fungos patogénicos (CAMPOS et al., 2005). Além disso, piperolideos
isolados de Piper malacophyllum apresentaram atividades antifungica frente a
microrganismos como Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides (LAGO
et al., 2005).

Luize e colaboradores (2006) demonstraram que neolignanas presentes na
fracdo acetato de etila do extrato das folhas de Piper regnellii (MIQ.) C. DC. var.
pallescens (C. DC.) sao ativas contra formas epimastigota de Tripanossoma cruzi.
Os extratos das folhas apresentaram atividade antileishmania (LUIZE et al., 2005),
além disso, também foram ativos contra a bactéria Mycobacterium tuberculosis,
representando uma fonte em potencial para o isolamento de novos compostos
antituberculose (SCODRO et al., 2013).

Recentemente, Nascimento e colaboradores (2012) demonstraram que
Oleos essenciais de Piper klotzschianum apresentam alta toxidade contra Aedes
aegypti e Artemia salina. Estes resultados indicam que estes Oleos essenciais
apresentando na sua constituicdo compostos que podem levar ao desenvolvimento
de novos insecticidas em substituicdo aos sintéticos.

Outros componentes bioativos relatados em variadas espécies do género

Piper estao descritos na tabela 1 (p. 34).
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Tabela 1: Metabdlitos secundarios que ocorrem em diferentes espécies de Piper.

o Atividades o
Classe Exemplo Espécies L Referéncia
biolégicas
i P.cubeba, P Antipirética, PARMAR, 1997
. .cubeba, P. , ;
Alcaléides e O WN N analgésica,
g
< tuberculatum, BURCI, et al.,
amidas o inseticida e
entre outras. . 2013
piperina antidlcera.
o
\ © ;O
) ) — ) ) LAGO, et al.,
Piperolideos o P. malacophyllum Antifingica
| 2005
4,6-dimetoxiy-5-E-
fenilbutenolideo
o
. > ] ) ) MARTINS, et
Lignanas P. solmsianum Tripanocida
o al., 2013
lignana tetraidrofuranica
P. regnellii SCODRO, et
Neolignanas Antituberculose
al., 2013
eupomatenoide-5
QCHs BACKHAUB E
X
I P thvsi Atividade KRIEC_;LSTEIN‘
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Diante dos dados apresentados até aqui fica claro a riqueza de
componentes quimicos com potencial biolégico presentes em espeécies do género

Piper, o que ressalta a importancia dos estudos quimicos e bioldgicos.

1.4. A espécie Piper fuligineum.

Piper fuligineum Kunth (Figura 6, p.36) € uma espécie inédita do ponto de
vista de estudos quimicos. Um estudo preliminar demonstrou que esta espécie
acumula diversas classes de metabdlitos entre elas kavalactonas, cromanonas e
derivados prenilados do acido benzdéico (Figura 8, p. 48). Além disto, testes
biolégicos iniciais com extratos brutos de folhas desta espécie demonstraram
atividades em ensaios tripanocida e antifungico frente aos fungos patégenos

Candida tropicallis, C. albicans, C. krusei.




36

Figura 6: Piper fuligineum.

Fonte: Bruna F. Mazzeu.

1.5 Kavalactonas

Kavalactonas sao substancias que apresentam estrutura quimica formada
por um anel aromatico, ligado por uma cadeia composta por dois carbonos a um
anel lactonico insaturado com seis membros (a- pirona) metoxi-substituido (4-
metoxi-2-pirona) (Figura 7, p. 37). O que as diferem é o grau de insaturagao da
cadeia intermediaria de carbonos e/ou do anel lacténico, e a presenga ou auséncia
de substituintes (hidroxi-, metoxi-, metilenodioxi-) no anel aromatico (SHUANG, et
al., 2009). Esta classe de metabdlitos foi relatada em outras espécies de Piper,
como P. methysticum (Kava-Kava) (PARMAR, 1997, RANJITH et al., 2002), P.
sanctum (PARMAR, 1997; MATA et al., 2004), P. cubeba (ABOUL-ENEIN et al.,
2011) e P. rushyi (FLORES et al., 2007).
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Figura 7: Estrutura quimica base das kavalactonas

OCHs

Até o momento foram isoladas 18 kavalactonas (PARMAR, 1997, RANJITH,
et al., 2002; MATA et al., 2004; FLORES, et al., 2007), destacando-se a Kavaina,
7,8- diidrokavaina, yangonina, desmetoxiyangonina, metisticina e diidrometisticina
(Tabela 2, p. 38) (MA et al., 2004; LI et al., 2011), que foram as responsaveis por
95% do extrato organico de P. Methysticum.

As kavalactonas sao encontradas em maiores concentragcdes nas raizes de
P. methysticum e s&o responsaveis pelas propriedades calmantes e relaxantes
tradicionalmente atribuidas a espécie (WARBURTON et al., 2007)

Além da atividade ansiolitica, as kavalactonas isoladas de P. methysticum
apresentam atividade herbicida e antifungica frente a quatro tipos de fitopatdgenos:
Colletotrichum gloeosporides, Fusarium solani, Fusarium oxysporum, e
Trichoderma viride (XUAN et al., 2006). Diidrokavaina também mostrou atividade
tripanocida no ensaio com o parasita Trypanosoma brucei (OTOGURO et al.,
2012).

Hashimoto e colaboradores (2003) concluiram que a atividade inibitoria de
TNF-o (fator de necrose tumoral) esta relacionada com o sistema conjugado das
kavalactonas, sendo desmetoxiyagonina e yangonina as substancias mais ativas.
Quando desmetoxiyangonina e diidrometisticina s&o administradas juntas
apresentam potente atividade de inducdo de CYP3A23, indicando um efeito
sinérgico (MA et al., 2004).

A Tabela 2 (p. 38) mostra as atividades biologicas apresentadas pelas seis
principais kavalactonas. Estes dados ressaltam a importdncia em estudar esta

classe de substancias.
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Tabela 2: Estruturas quimicas e atividade biolégica das seis principais kavalactonas.

Substancia

Estrutura

Atividade

Biolégica

Referéncia

7,8- diidrokavaina

o

Ansiolitico, anti-

inflamatorio e

WU et al., 2002;
FELTENSTEIN et al.,
2003; OTOGURO et

anticonvulsante,

o~
A
X
© © tripanocida al., 2012
o/
« Anticonvulsante,
kavaina S AN analgésico e WALDEN et al., 1997
ansiolitico
o~ BACKHAUB E
Atividade
XN KRIEGLSTEIN, 1992;
metisticina o S q neuroprotetora e
0 Xo WU et al., 2002
<o antioxidante
o/
N Antitumoral, anti- WU et al., 2002;
yangonina AN | 0 X0 inflamatério e HASHIMOTO et al.,
o antioxidante 2003
o~ _ _ HASHIMOTO et al.,
desmetoxiyangonina Antitumoral, anti
X 2003; MATA et al.,
(5,6-deiidrokavaina) | tuberculose e
N 0 No 2004; ABOUL-ENEIN
antioxidante
et al., 2011
O/
Neuroprotetor,
SN BACKHAUB E
o X

diidrometisticina

<:j©/\/©

analgésico e

ansiolitico

KRIEGLSTEIN, 1992;
WALDEN et al., 1997
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do projeto foram determinar o perfil quimico das partes
aéreas de Piper fuligineum e dar inicio aos estudos biossintéticos das

kavalactonas.
Objetivos especificos:

» |Isolar e identificar as substancias presentes nas partes aéreas de P.

fuligineum.
= Submeter os extratos e as substancias isoladas a ensaio bioldgico.

= Propor as relagdes biossinteticas entre as classes de metabolitos secundarios

presentes nas folhas de P. fuligineum.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 — Material vegetal

As partes aéreas de Piper fuligineum utilizados nos estudos quimicos foram
coletadas no Jardim Botanico, no municipio de Araraquara — SP, sendo que para a
obtencgao do primeiro extrato, a coleta foi realizada em outubro de 2006. O segundo
extrato foi obtido em fevereiro 2014 e a coleta foi feita no Clube Nautico
Araraquara. O material vegetal foi identificado pela Dr® Inés Cordeiro do Instituto de
Botanica (1Bt de S&o Paulo, SP, Brasil) e suas exsicatas estdo depositadas no
Herbario do Instituto de Botanica (USP — SP) sob o voucher Kato-0720.4.2. Para
realizar os experimentos com a enzima fenilalanina-aménia-liase (PAL), foram
utilizadas folhas de plantas adultas de P. fuligienum coletadas no Clube Nautico

Araraquara em margo de 2012.

3.2 — Solventes

Os solventes utilizados para cromatografia em camada delgada e em coluna
foram de grau P.A., marca Merk, e para cromatografia liquida de alta eficiéncia
analitica foram de grau HPLC. A agua utilizada em todos os experimentos foi

purificada antes do uso em sistema Milli-Q, Millipore.

3.3 — Cromatografia

Os extratos obtidos foram fracionados e analisados com a utilizagao de
diversas metodologias cromatograficas, como cromatografia em coluna (CC),
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

3.3.1 — Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foi desenvolvida

em placas de vidro impregnadas com silica gel 60 (Merck), espessura de 0,25 mm.
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- A revelacdo das cromatoplacas foi efetuada pela inspecdo em luz
ultravioleta, nos comprimentos de onda de 254 e 360 nm, e também com o uso do
reagente revelador anisaldeido.

- Solugao de anisaldeido: (0,5 mL de anisaldeido, 10,0 mL de acido acético,
8,5 mL de metanol e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado, mantendo essa
solugédo estocada em frasco opaco). Para visualizagdo a solugéo foi borrifada na
cromatoplaca, que em seguida foi aquecida em estufa a 120 °C por 5 minutos,
observando-se a presenca de manchas de cores caracteristicas (azuis, roxas e

esverdeadas).

3.3.2 - Cromatografia em coluna (CC)

Para cromatografia em coluna, em fase normal, utilizou-se silica gel 60
(Merck), 70 — 330 Mesh como fase estacionaria, suspensa no eluente (fase movel)
e em seguida transferida para uma coluna, mantendo-se o fluxo do eluente até
acomodacéo do gel.

Para a cromatografia sob pressao (flash), foi utilizada silica gel (230 — 400

Mesh), marca Merck.

3.3.3 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para as analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala
analitica foi utilizado um cromatografo Shimadzu, com sistema de bombas ternarias
LC — 10 AD, detector UV — visivel SPD — 10 A, auto-injetor SIL —10 A, um
controlador CBM —-10 A e os cromatogramas foram registrados e processados
utilizando software Class — IC 100. Foi utilizado também um cromatégrafo
Shimadzu equipado com bombas LC-20AT, detector UV-DAD SPD-M20A, auto
injetor SIL-20A, controlador CBM-20? e os cromatogramas foram registrados e
processados utilizando software LC-solution.

As colunas analiticas utilizadas foram de silica de fase reversa (C-18),
Phenomenex, com tamanho de 4,6 x 250 mm e particulas de 5 um e Phenomenex,
Phenyl-Hexyl, com tamanho 4,6 x 250 mm e particulas de 5 um.

Para cromatografia preparativa, foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta

eficiéncia da marca VARIAN ProStar equipado com duas bombas modelo SD-1
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PrepStar e detector UVVis modelo 320. A coluna preparativa utilizada foi
Phenomenex, Phenyl-Hexyl, com tamanho 250 x 21,20 mm e particulas de 10 um.
As analises biossintéticas foram feitas em escala analittica utilizando um
cromatégrafo da marca SHIMADZU, constituido por quatro bombas modelo LC-10
e um detector UV-Visivel modelo SPD-10. A coluna utilizada foi de silica de fase

reversa Supelcosil LC -18, 250 x 4,60 mm, 5 ym, Supelco.

3.4. Equipamentos

A centrifuga refrigerada utilizada durante o processo de extragao enzimatica
foi da marca SORVALLO RC PLUS.
O Freezer -86 °C utilizado para o armazenamento dos extratos enzimaticos

e fragcbes foi da marca FORMA Scientific.

3.5 — Técnicas Espectrométricas
3.5.1- Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para as analises espectrométricas foi utilizado o espectrdmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) da marca Varian Inova 300 operando a 300
MHz na freqiiéncia do 'H e a 75 MHz na freqiiéncia do *C, um espectrometro
Varian INOVA-500, operando a 500 MHz para 'H e 125 MHz para *C e um
espectrometro Bruker Avance 600 operando a 600 MHz na freqiiéncia do 'H e a
150 MHz na freqiiéncia do "*C, com duas probes, crioprobe e smartprobe (BBO
600 MHz S3 mm). Como solvente deuterado foram utilizados CDCI; (99,8%)
(Merck) e DMSO d6 (99,9%) (Aldrich). Os deslocamentos quimicos foram

expressos 6 ou ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

3.5.2- Espectrometria de massas

Cromatografia liquida de alta eficiéncia da Agilent Technologies equipado
com uma bomba quaternaria Agilent 1200, um autosampler de alta perfomace
Agilent 1200 e um detector diodo Agilent 1260 acoplado a um Espectrémetro de
Massa 3200 QTRAP (Linear lon Trap Quad LC / MS / MS Mass Spectrometer), AB

Sciex Instruments operando no modo positivo e ionizagao Turboion. Os parametros
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utilizados foram: gas hélio: 10 psi, lonSpray: 5500 V, Gas 1: 50 psi, Gas 2: 50 psi,
Temperatura: 700° C, potencial de agrupamento: 30,00 V, potencial de entrada:
5,00 V e aquecedor de interface: ON, energia de colisdo: 30 eV. A coluna utilizada
durante as analises de LC-EM/EM foi uma coluna Phenomenex Luna C18 (2) 5 um
(250 mm x 4,6 mm). A gama FULLSCAN era 100-350 Da. O volume injetado foi

10 ul e a temperatura da coluna foi de 40 ° C.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Estudo fitoquimico de Piper fuligineum

4.1.1. Perfil cromatografico
4.1.1.1. Obtengao dos extratos

O material seco de Piper fuligineum foi separado em frutos e folhas. Apos
pulverizagcado do material em moinho de facas foram obtidos 420 g das folhas e 80 g
dos frutos. Este material foi entdo submetido a extragcao por maceragéo em etanol
(500 mL para as folhas e 80 mL para os frutos), durante 30 minutos. Este
procedimento foi realizado trés vezes. As solugdes foram filtradas e concentrada
em rotaevaporador. Obteve-se 23,11 g de extrato dos frutos e 54,40g de extrato
das folhas.

Os extratos obtidos foram submetidos a extragdo em fase solida prévia, para
retirada de compostos apolares. Foi utilizado cartuchos SPE Chromabond® (C-18
ec, 500 mg/6 mL), os quais foram ativados com 6 mL de metanol e depois
condicionados cm MeOH:H20 na proporgéao 9:1. Os extratos (1,0 g de cada) foram
dissolvidos em 1 mL da mesma fase moével utilizada para condicionar o cartucho
SPE. Em seguida as amostras foram aplicadas e eluidas com 5 mL de fase movel
MeOH:H,0 (9:1) .

A condicdo de analise utilizada em CLAE foi um gradiente iniciando com
metanol/agua (30:70) ate 100% de MeOH, em 50 minutos, com fluxo de 1 mL.min™".
Foram injetados 30 pL de cada extrato. A coluna utilizada foi uma Phenomenex C-
18.

4.1.1.2. Obtencgao das fragoes

Em seguida, os extratos das folhas foram submetidos a extragao liquido-
liquido com 200 mL de solventes com polaridade crescente. Foram utilizados
hexano, cloroférmio e acetato de etila, que deram origem as fragées FH, Fcl e FAc,
respectivamente. A fracido aquosa restante apds as extragdes com os solventes foi

denominada fragao final. O procedimento foi repetido trés vezes (Fluxograma 1, p.
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45). As fragbes foram concentradas em rotaevaporador, resultando nas massas

descritas na tabela 3 (p. 46).

Fluxograma 1: Obtencéo do extrato bruto e fragdes a partir dos folhas triturados e particdo
liquido-liquido com hexano, cloroférmio e acetato de etila.

Folha
m= 420,09

EtOH (500 mL)
30 min (3X)

|
Extrato bruto
m= 54,40g

Filtracao simples, evaporacao do solvente.
Particao: funil de 1L
200 mL de Hex (3X)

Fragdo hexanica
m=19,2 g

[ |
Fracao
hidroalcéolica

Particao:funil de 1L
200 mL de CHCI; (3X)

Fracdo Fragao cloroférmica
hidroalcéolica m=13,0 g

Particao:funil de 1L
200 mL de AcOEt (3X)

Fracao hidroalcoolica Fragao acetato de etila
m=12,9 g m=8,1g
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Tabela 3: Quantidade obtida das fra¢des das folhas de P. fuligineum

Extrato Quantidade obtida (g) Rendimento (%)
Fracao Extrato 54 4 12,95
Fracdo Hexanica 19,2 35,29
Fracao Acetato de Etila 8,10 14,88
Fracao Cloroférmica 13,0 23,89
Fracao Final (Hidroalcodlica) 12,9 23,71

4.1.2. Purificagao de substancias

A fracao cloroférmica das folhas de Piper fuligineum (13,0 g) foi selecionada
para continuar o estudo fitoquimico devido ao perfil quimico apresentado apos
analise cromatografica por CCDC. Esta fragdo foi submetida a cromatografica em
coluna (400g de silica), utilizando o modo gradiente iniciando com hexano/acetato
de etila (95:5) ate 100% de AcOEt, obtendo-se 23 fragdes.

A fracdo F8 (2,08 g) foi submetida a novo fracionamento cromatografico,
utilizando silica flash (100 g) e um sistema gradiente de solvente que constituem
fase movel Hex:AcOEt (8:2) até 100% de AcoEt, culminando no isolamento da
substancia 1 (58,8 x 107 g).

A fracao F16 (1,3 g) foi entdo submetida a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, escala preparativa, modo isocratico MeOH/H,O (65:35), obtendo-se o
isolamento da substancia 2 (2,3x10° g).

A fragédo F5 (2,15 g) foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando
silica flash (100 g) e um sistema gradiente da fase mével Hex:AcOEt (7:3) até
100% de AcOEt. A fracao F5-1 (0,3203 g) foi purificada por CLAE em escala
preparativa, modo isocratico MeOH/H,O (50:50), culminando no isolamento das
substancias 3 (4,6 x10° g), 4 (5,8 x10° g) e 5 (7,4 x10 g) (Fluxograma 2, p. 47).

A Figura 8 (p. 48) mostra as estruturas quimicas das substancias

identificadas em P. fuligineum.
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Fluxograma 2: Fracionamento cromatografico da fragao cloroférmica.

Fracao cloroférmica
m=13,0g

CC silica (400g) gel “flash”
Gradiente Hex/AcOEt (95:5) — 100% AcOEt

23
Fragdes
| |
F8 F16 F5
m=2,08g m=13g m = 2,15¢g

CC silica gel “flash” (100g)
Gradiente Hex:AcOEt
(8:2) -»100% AcOEt

CLAE preparativo
MeOH/H,0 (65:35)

CC silica gel “flash” (100g)
Gradiente Hex:AcOEt
(7:3) — 100% AcOEt

Substancia 1
m=58,8x10°g

Y

Substancia 2
m=2,3x10"g

|

F5-1
m=0,3203 g

|

CLAE preparativo
MeOH/H,0 (50:50)

Substancia 3
m=4,6x102g

|

Substancia 5
m=7,4x10%g

Substancia 4
m=5,8x107g

|
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Figura 8: Estruturas quimicas das substancias isoladas de Piper fuligineum
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4.2. Atividades biolégicas

4.2.1. Avaliagao da atividade antifungica

Os testes para determinagéo da atividade antifungica foram realizados sob a
supervisdo da Prof? Dr® Maria José Soares Mendes Gianinni (Laboratério de
Micologia Clinica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP -
Araraquara).

Os microrganismos alvos deste estudo foram a Candida albicans (ATCC
90028), Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e
Cryptococcus neoformans (ATCC 90012). Os microorganismos foram obtidos do
Laboratério de Micologia do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas-UNESP. As leveduras foram mantidas em agar Sabouraud
dextrose por 24 h, em temperatura ambiente.

Teste de sensibilidade: Os testes da atividade antifungica foram executados
usando o método da microdiluigdo em caldo como descrito no documento M27-A2
do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) com modificagdes. Foi
utilizado o meio RPMI 1640 com L-glutamina em pH 7,0 mantido com acido
morpholinopropanosulfonico (MOPS) 0,165 M, enriquecido com 2% de glicose.

As substancias analisadas foram dissolvidas em DMSO e o volume
adicionado a placa com meio de cultura para células (RPMI) foi calculado para que
a concentracdo da primeira substancia foi 250 ug/mL. A suspensao das células foi
preparada com solugédo fisiologica 0,85% com uma turbidez equivalente a da
escala McFarland 0,5 e diluido 1:100 em RPMI para a concentracdo final 1 x 10° a
5 x 10° unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL. Esta suspens&o foi inoculada
na placa de microdiluicao preparada previamente com as substancias analisadas e
diluidas na concentragédo entre 250 a 0,48ug/mL. As placas foram incubadas sob
agitacdo a 37 °C por 24 h para as espécies do género Candida e 48h para
Cryptococcus neoformans. O controle positivo foi a anfotericina B. As solugdes
estoque foram preparadas em DMSO com concentragdes que variaram de 0,03 a
16 pg/mL. A concentragao inibitéria minima (CIM) foi determinada por microdiluigao
do caldo, para a anfotericina B foi definida como a concentracdo mais baixa que
inibiu completamente o crescimento dos microorganismos. Para as substancias

analisadas, as CIMs foram definidas como as concentragdes mais baixas capazes
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de inibir todo o crescimento visivel do fungo. Os resultados foram analisados

visualmente e por leitura espectrofotométrica.

4.2.2. Avaliagao da atividade tripanocida

Os testes para determinagao da atividade tripanocida foram realizados pela
mestranda Gabriela Passerini sob a supervisdo da Prof? Dr® Regina Maria Barreto
Cicarelli (Laboratério de Imunologia — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP — Araraquara).

O teste colorimétrico MTT foi descrito por Muelas-Serrano e colaboradoes
(2000), e utiliza as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y). Os testes
foram realizados em ftriplicata em placas de poliestireno com 96 pocos estéreis e
com tampa, na camara de fluxo laminar.

Para o teste foram colocados 3 pL da substancia em cada concentracao
desejada (concentragdes finais de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1 ug/mL,
respectivamente), nao ultrapassando o limite de 3% de DMSO, uma vez que
porcentagens superiores apresentaram téxidade para o parasita. A seguir, foram
adicionados 97 uL de meio LIT contendo as formas epimastigotas de T. cruzi (fase
log) na concentracdo desejada nos pogos para teste e 97 pL de meio LIT nos
pocgos controles. Foram realizados 2 controles, um na auséncia do parasita para
cada poco teste, com a presenga da substancia e outro na auséncia, mas contendo
os parasitas. A placa foi incubada em cdmara umida a 28 °C (BOD) por 72 horas. A
seguir, foi adicionado 10 yL de solu¢do MTT/PMS (2,5 mg/mL de MTT e 0,22
mg/mL de PMS) em todos os pogos e a placa foi incubada na auséncia de luz por
75 minutos a 28 °C.

Coloca-se entao 100 uL da solugdo 10% SDS-0,01N HCI, incubando a
temperatura ambiente por 30 minutos na auséncia de luz.

A leitura da densidade 6tica (DO) é realizada em espectrofotobmetro (Leitor
de ELISA - BioRad) a 595 nm e os resultados sao expressos em absorbancia. A
porcentagem de parasitas mortos — C% (citotoxicidade) - é calculada segundo a
equacao abaixo

% C =[(Gc — Gp)/Gc] x 100
Gc =Ac-Am
Gp =Ap—-Apm
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Sendo que, Gc representa o numero de parasitas/mL nos pogos controles e
GP representa o numero de parasitas/mL detectados em diferentes concentragdes
da substancia. Ac corresponde ao valor de absorbancia nos pogos controle (na
auséncia de substancia) com parasitas; Am corresponde ao valor da absorbancia
nos pogos controle (na auséncia de substancia) sem parasita; Ap representa o
valor da absorbancia nos testes e Apm representa o valor da absorbancia das

diferentes concentragdes de substancia na auséncia do parasita.

4.2.3. Avaliagcao da atividade antiviral

A substancia 1 foi avaliada frente ao virus da hepatite C. Os testes foram
realizados pela aluna Ana Carolina Gomes Jardim sob a supervisao da Prof? Dr?
Paula Rahal (Departamento de Biologia - Instituto de Biociéncia, Linguagem e
Ciéncias Exatas (IBILCE) — UNESP- Sao José do Rio Preto —SP).

O composto foi dissolvido em dimetil sulféxido (DMSO). As diluicdes dos
compostos foram feitas imediatamente antes das experiéncias para alcangar uma
concentracdo maxima final de 0,5% de DMSO. Para todos os ensaios realizados,
as células de controle foram tratadas com DMSO adicionado a uma concentragao
final de 0,5%. A ciclosporina A foi usado como controle positivo para a inibigao da
replicacao.

Inicialmente, foram realizados ensaios de triagem com células Huh-7.5

tratadas com 100, 10, 1 e 0,1 uM dos compostos que foram incubados durante 48
horas para determinar a citotoxicidade dessas substancias. Em seguida, células
Huh-7.5 foram eletroporadas com SGR- JFH1 -luc e os compostos foram
adicionado as células em 4 horas apdés a eletroporacdo em concentracoes
especificas. Niveis de replicagao foram avaliados 48 horas mais tarde pelo ensaio
da luciferase.
Para analisar melhor os efeitos de 1 na replicagcdo do virus , foi utilizada uma
linhagem de celulas Huh7.5 estavel abrigando os replicons SGR-JFH-1 FEO .
Doses crescentes de composto foram adicionadas a estas células e a eficiéncia da
replicacdo e viabilidade celular foram determinadas 48 horas apdés a adi¢cdo do
composto 1.
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4.3. Estudos biossintéticos de Piper fuligineum

4.3.1. Estudo da fenilalanina aménia liase (PAL) em Piper fuligineum
4.3.1.1. Extragao enzimatica

O extrato enzimatico das folhas de Piper fuligineum foi obtido a partir de 20 g
de folhas trituradas em gral e pistilo com N, liquido. Posteriormente, foram
adicionados 100 mL de solugédo tampao borato 0,1 M (pH 8,8). A solugdo tampao
continha PVPP (10% m/m), sacarose (0,25 M), EDTA (1 mM) e DTT (5 mM).

A suspensao obtida foi agitada por 15 minutos em banho de gelo. Apds
homogeneizagdo com tampéao, o extrato foi filtrado em gaze e transferido para um
tubo de centrifuga (4 °C) e centrifugado a 11.950 x g por 20 minutos. O
sobrenadante foi armazenado em banho de gelo e o precipitado foi descartado

(Fluxograma 3, p. 52).

Fluxograma 3: Obtencdo do extrato enzimatico das folhas de Piper fuligineum

Folhas \

Trituracdo com N,
Tampao (4 mL/g) + PVPP (10% m/m), sacarose
(0,25 M), EDTA (1 mM) e DTT (5 mM)

Suspensao J

Agitacao por 15 minutos (4 °C)

Filtracdo em gaze

Extrato enzimatico
+ restos celulares

Centrifugacao a 11.950 x g

(Fracao soluavel)

Extrato enzimatico J

4.3.1.2. Precipitagao fracionada

Com o intuito de enriquecer a fragdo com a enzima PAL, foi realizada

precipitacao fracionada utilizando sulfato de aménio. A concentragédo do sal, a ser
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adicionada para atingir a saturagdo desejada, foi determinada utilizando a tabela
descrita por Englard, (1990) (Tabela 4, p. 53).

Tabela 4: Precipitacao com sulfato de amonio — concentragao de sal a ser adicionado a

0°C.
saturacgao sulfato de amoénio
(%) (g/L)
0-25 134
25-55 179
55 -85 161

Inicialmente, foi adicionado sulfato de aménio ao extrato enzimatico para
atingir a saturagao de 25%. A solugéo foi mantida sob agitagdo por 30 minutos a 4
°C, e posteriormente, centrifugada a 16.300 x g por 30 minutos. O precipitado foi
congelado a -20°C e o sobrenadante levado a 55% de saturagdo, como descrito
anteriormente. Uma ultima adicdo de sulfato de amoénio foi realizada para que o
sobrenadante atingisse 85% de saturacdo. Os precipitados obtidos foram

ressuspendidos em 3 mL de solugao tampao borato 0,1M (pH 8,8).

4.3.1.3. Determinacgao da concentragao proteica

A determinacdo da concentragao da proteina foi realizada utilizando-se o
método de Bradford modificado. O reagente foi preparado utilizando 500 uL de HCI
0,6 M e adicionado Coomassie blue até a absorbéancia entre 1,3 e 1,5 a 465 nm. A
curva padrao foi realizada utilizando albumina bovina (fragdo V) (1 mg/mL). Foram
utilizados volumes de 5 a 50 pL dessa solugéo, os quais foram colocados em uma
cubeta de poliestireno e incubados com 1 mL de agua e 1 mL do reagente de
Bradford. Apds 5 minutos foram feitas duas leituras a 595 nm. O teste foi realizado
utilizando-se 10 puL das fragdes ressuspendidas, 1000 uL de agua e 1000 uL do
reagente Coomassie Blue. A solucéo foi agitada e transferida para uma cubeta de 1
cm. Apdés 5 minutos foram feitas as leituras das absorbancias a 595 nm. A

determinacao da concentracao protéica foi realizada em duplicata.
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4.3.1.4. Ensaio enzimatico

O ensaio enzimatico foi realizado adicionando-se em um Eppendorf 250 puL
de tampao borato 0,1 M (pH 8,8), 125 uL de solugdo enzimatica, que foi mantido
em banho aquecido a 40°C por cinco minutos. A reagao foi entdo iniciada com a
adicdo de 150 pL de fenilalanina (10 mM) e incubada a 40 °C sob agitagdo. A
reacao foi finalizada com a adigao de 25 uL de HCI (6 M). A solucéao foi agitada e
centrifugada a 14.000 rpm por alguns segundos.

O procedimento descrito no Fluxograma 4 (p. 54) foi repetido em diferentes
intervalos de tempo: 1, 3 e 24 horas. Esses ensaios foram realizados em duplicata,
e em cada periodo foram realizados os experimentos controles, com apenas o
extrato enzimatico e substrato.

As amostras obtidas foram analisadas por CLAE, nas seguintes condicdes:
Volume de amostra injetado: 10 pL

Fluxo = 1,0 mL/min
A =275nm
Coluna: supelcosil LC-18
Fase movel: MeOH:H,0 (+0,1% de HAc) / 60:40

Fluxograma 4: Procedimento geral para o ensaio enzimatico.

250 pL de tampao borato 0,1 M (pH 8,8)

125 uL de fragdo enzimatica

Banho a 40 °C por 5 minutos
150 uL de fenilalanina (10mM)

[
Incubacéo a 40 °C por 24 horas J

Produto J

25 pL de HCI (6 M)
Agitagao

|
Analise via CLAE J
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo fitoquimico de Piper fuligineum

5.1.1. Perfil cromatografico

As analises por CLAE dos extratos etandlicos foram obtidas com a finalidade
de compara-los quanto suas composi¢cdes. Considerando que as folhas e os frutos
de P. fuligineum foram submetidos as mesmas condicbes de secagem, moagem,
extragdo, extracdo em fase soélida e analise, assim foi possivel identificar algumas
diferengcas nos cromatogramas quanto a composi¢cdo e concentracdo dos seus
metabdlitos (Figura 9, p. 56). Avaliando os cromatogramas, foi possivel observar
que todos os metabdlitos presentes nas folhas também estavam presentes nos
frutos, no entanto, foi obsevado que o extrato etandlico dos frutos também
apresentou constituintes de maior polaridade.

E importante ressaltar, porém, que as diferengas observadas nos extratos
sdo especificas para as amostras coletadas no més de outubro de 2006 e podem

variar ao longo do periodo sazonal e/ou circadiano.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos via CLAE dos extratos etandlicos dos frutos e folhas de
P. fuligineum. (Condi¢des de analise: 30% MeOH — 100% MeOH em 50 min., fluxo de 1
mL.min", coluna C-18 Phenomenex)
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5.1.2. Determinacgao e Identificagdes estruturais
5.1.2.1. Kavalactonas

Foram isoladas duas kavalactonas (1 e 2) da fragdo CHCI; das folhas de
Piper fuligineum. A substancia 1a (Figura 12, p. 62) identificada por espectrometria
de massas, apresentando-se como um intermediario biossintético das substancias
1 e 2 (Figura 8, p. 48).

Os espectros de RMN de 'H (Espectros 1-2 e 10-11; p. 97-98 e 106-107;
Tabela 5, p. 60) das substancias 1 e 2 sdo caracteristicos de kavalactonas com

anel lactdnico insaturado, pois exibem um par de dupletos em torno de 6 5,87 (H-5)
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e 6 5,42 (H-3) e um simpleto em 6 3,76, caracteristico de metoxila ligada a este
anel. Além disso, a substancia 1 apresenta dois dupletos em torno de 6 6,51 (H-7)
e 67,45 (H-8) com constante de acoplamento de 16 Hz, caracteristico de ligagao

trans.

5.1.2.1.1. Substancia 1

A substancia 1 (Figura 10, p. 57) foi obtida ap6s uma etapa cromatografica
em coluna de silica da fracdo F8 e apresentou-se sob a forma de um sdlido branco

amorfo.

Figura 10: Estrutura quimica da substancia 1

O espectro de RMN de 'H (Espectros 1-2, p. 97-98; Tabela 5, p. 60) apresenta
sinais na regido dos hidrogénios aromaticos, em torno de & 7,26 (m) - 7,45 (m),
caracteristicos de anel monossubstituido, sendo atribuidos aos hidrogenios H-10,
H-11, H-12, H-13 e H-14. O simpleto em & 3,76 (s, 3H) foi atribuido a um grupo
metoxilico ligado ao carbono C-4 do anel lactdnico. Um dupleto observado em &
5,88 (d, J=2,0 Hz, 1H) foi atribuido ao hidrogénio H-5 e o dupleto em & 5,43 (d,
J=2,0 Hz, 1H) foi atribuido ao H-3. Os sinais observados em 6 6,51 (d, J = 16 Hz,
1H) e 6 7,43 (d, J=16 Hz, 1H), foram atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-8,
respectivamente, correspondendo a uma ligagdo dupla em trans.

No espectro de RMN 'C (Espectros 3-4, p. 99-100; Tabela 6, p. 61) foi

observado um sinal em 6 56,12, caracteristico de grupo metoxilico; dois sinais em &



58

118,8 e 136,0, caracteristicos de carbonos sp?, que foram atribuidos a C-7 e C-8,
respectivamente. Sdo observados também trés sinais caracteristicos de carbonos
aromaticos em 6 127,6, 129,6 e 129,1 referentes aos C-10 e 14, C-12, C-11e 13 e
um sinal em & 135,4 referente ao C-9. O sinal em & 164,2 é caracteristico de
carbonila de lactona (C-2) e os sinais em & 89,0, 171,3, 101,5 e 158,8 sao
referentes aos carbonos C-3, C-4, C-5 e C-6, respectivamente, deste anel.

As atribuicées foram confirmadas através da inspeg¢ao dos mapas de contorno
gHSQC (Espectros 5-6, p. 101-102) e gHMBC (Espectros 7-9, p. 103-105). O sinal
em 6 3,76, referente aos hidrogénios da metoxila apresenta correlagédo com o sinal
do carbono C-4 em & 171,3. Além disso, o carbono C-4 também apresenta
correlagdo com os sinais 6 5,43 e 5,87, referente aos hidrogénios H-3 e H-5,
respectivamente.

O experimento gHMBC mostra também a correlagcdo do sinal em & 118,8 do
carbono C-7 com os sinais em o 5,87 referente ao H-5 e & 7,45 referente ao H-8. O
sinal em 6 136,0 referente ao carbono C-8 apresenta correlagdo com o sinal 6 7,45
referente ao hidrogénio aromatico H-10.

Esta substancia, denominada desmetoxyagonina (RANJITH et al., 2002) ou
5,6-desidrokavaina (OTOGURO et al, 2012, ABOUL-ENEIN et al., 2011)
pertencente a classe das kavalactonas, foi isolada anteriormente de Piper
methysticum (RANJITH et al., 2002), Piper sanctum (MATA et al., 2004) e Piper
cubeba (ABOUL-ENEIN et al., 2011). E uma das substancias encontrada em maior
concentracdo nas raizes de P. methysticum (SMITH et al., 1983) e em Piper
sanctum foi isolada de seu caule. Esta substancia possui atividade antibacteriana
contra Mycobacterium tuberculosis, a qual provoca a maioria dos casos de
tuberculose (MATA et al., 2004). Apresentou também promissora atividade
antioxidante (ABOUL-ENEIN et al., 2011). Em Piper fuligineum, esta sendo relatada

pela primeira vez.

5.1.2.1.2. Substancia 2

A substancia 2 (Figura 11, p. 59) foi isolada da fracdo 16 apds uma etapa
cromatografica em coluna de silica seguido de separagao utilizando cromatografia

liquida de alta eficiéncia.
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Figura 11: Estrutura quimica da substancia 2

O espectro de RMN de 'H (Espectros 10-11, p. 106-107; Tabela 5, p. 60)
apresenta sinais na regido dos hidrogénios aromaticos, caracteristicos de anel
monossubstituido, em torno de & 7,22 (m) - 7,34 (m) que correspondem aos
hidrogénios H-10, H-11, H-12, H-13 e H-14. O simpleto em & 3,78 (s, 3H) foi
atribuido a um grupo metoxilico ligado ao carbono C-4 do anel lactdénico. O dupleto
observado em ¢ 6,07 (d; J = 2,0 Hz, 1H) foi atribuido a H-5. Os sinais observados
em 3 4,24 (m, 1H) e 6 4,66 (m, 1H), caracteristico de hidrogénios carbindlicos,
foram atribuidos aos H-7 e H-8, respectivamente, e o dubleto em 5 5,55 (d; J = 2,0
Hz, 2H) foi atribuido ao H-3.

No espectro de RMN ®C (Espectros 12-13, p. 108-109; Tabela 6, p. 61) foi
observado um sinal em 6 57,1, caracteristico do grupo metoxilico; dois sinais em &
75,2 e 5 74,6 atribuidos aos carbonos carbindlicos C-7 e C-8, respectivamente. Os
sinais em & 101,0 e 166,3 foram atribuidos aos carbonos sp2 C-5 e C-6
respectivamente. Sao observados também quatro sinais caracteristicos de
carbonos aromaticos em 6 128,0, 128,3, 127,9 referentes aos C-10 e C-14, C-11 e
C-13, C-12, respectivamente e um sinal em e 6 143,2 referente ao C-9. O sinal em
d 164, 2 é caracteristico de carbonila de lactona e os sinais em 6 88,8 € 56 171,6 sdo
referentes aos carbonos C-3 e C-4.

A confirmagédo destes sinais foi feita observando-se o mapa de contorno
gHSQC (Espectro 14, p. 110) e gHMBC (Espectros 15-17, p. 111-113), que mostra

a correlagao do sinal em 6 75,2 referente ao carbono C-7 com os sinais em 6 6,07 e
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4,66 referente ao H-5 e H-8, respectivamente; e a correlagdo do sinal em 5 143,2
do carbono aromatico C-9 com o sinal em & 4,66 referente ao hidrogénio H-8.

Além disso, este experimento mostra a correlagdo entre o sinal 6 3,78 dos
hidrogénios da metoxila com sinal em 6 171,6 referente ao carbono C-4, que
também apresenta correlagdo com os sinais 6 5,55 e 6,07 referente aos
hidrogénios H-3 e H-5, respectivamente.

Esta substancia, inédita em Piper fuligineum, é uma kavalactona isolada
anteriormente de Piper rushyi (FLORES et al., 2007).

Tabela 5: Dados de RMN de 'H das substancias 1-2.

1 2
Posicao S ( mult; J/Hz) S ( mult; J/Hz)
(500 MHz, CDCI3) | (500 MHz, DMSO d6)
5 - -
3 5,43 (d; 2,0) 5,55 (d; 2,0)
4 - -
5 5,88 (d; 2,0) 6,07 (d; 2,0)
5 - -
- 6,51 (d; 16,0) 4,24 (m)
8 7,43 (m) 4,66 (m)
9 - -
10-14 7,26 (m) — 7,45 (m) 7,22 (m) —7,34 (m)
11-13 7,26 (m) — 7,45 (m) 7,22 (m) —7,34 (m)
12 7,26 (m) — 7,45 (m) 7,22 (m)—7,34 (m)
15-OCHj 3,76 (s) 3,78 (s)




Tabela 6: Dados de RMN de "*C das substancias 1-2

1 2
Posicao d¢c dc
(125 MHz, CDCl5) (125 MHz, DMSO d6)
2 164,2 164,2
3 89,0 88,8
4 171,3 171,6
5 101,5 101,0
6 158,8 166,3
7 118,8 75,2
8 136,0 74,6
9 135,4 143,2
10-14 127,6 128,0
11-13 129,1 128,3
12 129,6 127,9
15-OCHj3 56,1 57,1

5.1.2.1.3. Substancia 1a
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A substancia 1a (Figura 12, p. 62) foi detectada na fragdo F8 e sua estrutura

foi sugerida com base na analise do espectro de massas, apresentando m/z 245 e

m/z 267, correspondente ao peso molecular e ao aduto de sédio [M+Na]’,

respectivamente (Figura 13, p. 62). Segundo Flores e colaboradores trata-se de um

epoxido (FLORES et al., 2007) e analisando sua estrutura foi possivel sugerir que

seja um precurssor biossintético da via de formacgao da kavalactona 2. A figura 14

(p. 63) mostra uma proposta de fragmentacgao para 1a.
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Figura 14: Proposta de fragmentacao para 1a
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Inumeras técnicas cromatograficas foram empregadas na tentativa de isolar

a substancia 1a presente na fragdo F8. No entanto, dificuldades inerentes as

caracteristicas estruturais da mesma dificultou seu isolamento. E importante

destacar que, além da presencga do epdxido, a substancia 1a pode ser considerada

um intermediario para a formacgao da substancia 2. Consequentemente, deve ser

consumidade para a produgao da mesma.
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Este composto foi isolado de Piper rusbyi, e apresentou moderada atividade
leishmanicida (FLORES et al., 2007).

5.1.2.2. Derivados do acido benzdico

A substancia 5, pertencente a classe das cromanonas, € seus precursores,
dois derivados do acido benzéico 3 e 4 foram isoladas da fragdo CHCI; de Piper
fuligineum (Figura 8, p. 48).

Os espectros de RMN de 'H (Espectros 18-19, 28-29 e 37-38; p. 114-115,
124-125 e 133-134; Tabela 7, p. 69 e Tabela 8, p. 70) das substancias 3-5 revelam
sinais caracteristicos de anel aromatico trisubstituido. O sinal da metoxila em & 3,8
(H-2”) também é caracteristico desta classe de substancias. O grupo prenila das
substancias 4 e 5 é bem caracterizado pelos hidrogénios com deslocamento

quimico em torno de & 6,0 (H-2’) ligado a carbono sp?.

5.1.2.2.1. Substancia 3

A substancia 3 (Figura 15, p. 64) foi isolada da fragdo 5 apdés uma etapa
cromatografica em coluna de silica seguido de separagao utilizando cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

Figura 15: Estrutura quimica da substancia 3

No espectro de RMN 'H (Espectros 18-19, p. 114-115; Tabela 7, p. 69) foi
observado um simpleto em & 3,82 (s; 3H) que foi atribuido a uma metoxila (H-2")
com a integragao do sinal para trés hidrogénios; um sinal em & 3,31 (d, J = 7,5 Hz;
2H), atribuido ao hidrogénio da posi¢ao H-1’; um sinal em & 1,71 (s; 6H), integrando

para seis hidrogénios, atribuido aos H-4' e H-5’, caracterizando a existéncia de
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duas metilas; um sinal em 6 5,25 (m; 1H), relativo a um hidrogénio ligado a carbono
sp? da posigdo H-2'. Todos esses dados indicam a existéncia de um grupo prenila
nesta molécula. Observa-se também sinaisem 6 7,73 (d, J = 2,5, 1H), 6 6,76 (d, J =
8,5, 1H) e 6 7,75 (dd, J = 8,5; 2,5, 1H), caracterizando um sistema aromatico
trissubstituido.

No espectro de RMN *C (Espectros 20-21, p. 116-117; Tabela 9, p. 70) foi
observado um sinal em & 51,8, caracteristico de metoxila (C-2"); dois sinais em &
25,7 e 8 17,9 caracteristico das metilas nas posi¢cdes C-4’ e C-5’, respectivamente;
um sinal em & 29,3, atribuido a carbono metilénico C-1'. Foram observados
também dois sinais caracteristicos de carbono sp?, atribuidos aos carbonos da
ligacdo dupla do grupo prenila, 6 121,1 (C-2’) e 135,0 (C-3’); seis sinais atribuidos
aos carbonos do sistema aromatico: 6 115,3, 122,3, 127,0, 129,5, 131,7 e 158,7. O
sinal em & 167,3, caracteristicos de carbonila de éster foi atribuido ao carbono C-
1”.

Estas hipéteses foram confirmadas apds a analise das correlagdes observadas
nos mapas de contorno gHMQC, gHMBC e COSY (Espectros 22-27, p. 118-123).
O mapa de contorno gHMBC mostrou a posi¢cao da carbonila C-1” (5 167,3), pela
correlagdo com os sinais em & 3,83 referente aos hidrogénios da metoxila C-2” e
87,75, referente ao hidrogénio aromatico H-6. A presenca do grupo prenila foi
confirmada pela correlagéo do sinal 6 121,2 do carbono C-2’ com os sinais 6 1,76
referente aos hidrogénios metilicos H-4’ e H-5" e com os hidrogénios metilénicos H-
1" (6 3,39). Aléem disso, este experimento também mostra a correlacdo deste
hidrogénio em & 3,39 com os carbonos C-3 (6 127,4) e C-4 (6 158,7), e do carbono
C-4 com o hidrogénio aromatico H-5 (5 6,75).

Esta substancia € um derivado prenilado do &cido benzdico, isolada
anteriormente de Piper guanacastensis (MIRANDA et al., 1996), P. glabratum, P.
acutifolium (FLORES et al., 2008) e P. aduncum (OLIVEIRA, et al., 2005). Em Piper
guanacastensis este composto € majoritario sendo conhecido por sua atividade
inseticida contra Aedes atropalpus (MIRANDA et al., 1996). Em P. fuligineum esta

sendo descrito pela primeira vez.
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5.1.2.2.2. Substancia 4

A substancia 4 (Figura 16, p. 66) foi isolada da fragdo 5 apdés uma etapa
cromatografica em coluna de silica seguido de separagao utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Figura 16: Estrutura quimica da substancia 4

No espectro de RMN 'H (Espectros 28-29, p. 124-125; Tabela 7, p. 69) foi
observado sinais em 6 8,13 (d, J = 2,5 Hz; 1H), 66,91 (d, J = 8,5 Hz; 1H) e 8,02
(dd, J = 8,5; 2,5 Hz; 1H), caracterizando um sistema aromatico trissubstituido.
Observa-se também um simpleto em & 3,87 (s; 3H) atribuido a metoxila em H-7, e
um simpleto em & 3,82 (s; 3H) atribuido a metila do grupo éster (H-2”). Sinais em 6
1,90 (d, J =1,0 Hz; 3H) e 62,16 (d, J = 1,0 Hz; 3H), foram atribuidos aos grupos
metilicos em H-4’ e H-5 e um sinal em 6 6,49 (m; 1H), caracteristico de um
hidrogénio ligado a carbono sp? foi atribuido a H-2’. Esses dados indicaram a
existéncia de um grupo prenila nesta molécula.

No espectro de RMN 'C (Espectros 30-31, p. 126-127; Tabela 9, p. 70) foi
observado um sinal em § 192,3, caracteristico de cetona atribuido a carbonila C-1’;
dois sinais em ¢ 21,7 e 6 28,4 caracteristicos de grupos metilicos ligados a carbono
sp?, que foram atribuidos & C-4’ e C-5". Foram observados também dois sinais
caracteristicos de carbono sp?, § 125,2 e 156,8, atribuidos aos carbonos C-2’ e C-
3’ da ligacao dupla do grupo prenila. Os sinais em 6 56,3 e ¢ 52,3 foram atribuidos
aos C-7 e C-27, respectivamente. O sinal em 6 166,7 é caracteristico de carboxila
de éster e foi atribuido ao carbono C-1”. Seis sinais foram atribuidos ao sistema
aromatico: 6 123,06, 5161,3, 6111,6, 6134,2, 6131,3 e 132,1 referentes aos

carbonos C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6, respectivamente. Estas hipoteses foram
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confirmadas apds a analise das correlacbes observadas nos mapas de contorno
gHMQC, gHMBC e COSY (Espectros 32-36, p. 128-132).

Os mapas de contorno gHMBC determinaram a posicdo da metila da
posicdo H-2” (5 3,82) que mostra correlagcdo com o sinal do carbono da carbonila
C1” (6 166,7). O sinal do H-7 (5 3,87) apresenta correlagdo com o carbono em 6
161,3, fixando este substituinte na posi¢cao 4 do anel aromatico. Este experimento
também comprovou a presenga do grupo prenila com a correlagdo dos hidrogénios
H-4’ e H-5 com deslocamentos em 6 1,90 e 2,16, respectivamente com o sinal em

8 125,2 do carbono C-2’ (Figura 17, p. 67).

Figura 17: Correlagbes observadas no mapa de contorno gHMBC da substancia 4.

Esta substancia foi identificada como um éster benzoico prenilado, inédito
como produto natural, porém ja foi sintetizada com algumas modificagdes quimicas
a partir de uma molécula extraida de Piper toboganum. Segundo estudos, a
substancia sintetizada apresentou potente atividade contra tumores
broncopulmonares, inibindo a proliferagcao de celulas tumorais (CARBONNELLE, et
al.; 2001).

5.1.2.2.3. Substancia 5

A substancia 5 (Figura 18, p. 68), foi identificada como sendo uma

cromanona. Existem poucos relatos na literatura da presenca desta classe em
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espécies de Piper, sendo descrita apenas em Piper gaudichaudianum, P.
taboganum, P. Obliquum e Piper dilatatum (ROUSSIS et al., 1990; TERREAUX, et
al., 1998; TEIXEIRA, 2003; VALDIVIA et al., 2008).

Figura 18: Estrutura quimica da substancia 5

O espectro de RMN de 'H (Espectros 37-38, p. 133-134; Tabela 8, p. 70)
apresenta trés sinais na regidao dos hidrogénios aromaticos, sendo um sinal em &
8,49 (d, J = 2,0 Hz; 1H) referente ao H-5; um sinal em ¢ 8,07 (dd, J = 2,0 e 8,5 Hz;
1H) referente ao H-7 e um sinal em 6 6,91 (d, J = 8,5 Hz; 1H) correspondente ao
hidrogénio H-8. O simpleto em 6 2,69 (s; 2H) foi atribuido aos hidrogénios do grupo
metilénico H-3. O outro simpleto em 6 1,41 (s; 6H) foi atribuido aos hidrogénios das
metilas ligadas na posi¢do 9 e 10; o sinal em & 3,83 (s; 3H) foi atribuido ao
hidrogénio do grupo metilico (éster).

No espectro de RMN '*C (Espectros 39-40, p. 135-136; Tabela 10, p. 71)
sdo observados sinais em 6 129,3, 6 137,1 e 118,9 que foram atribuidos aos
carbonos sp2 do anel aromatico. O sinal em & 123,30 foi atribuido ao C-4a; o sinal
em & 119,9 foi atribuido ao C-6; e o sinal em & 163,5 ao C-8a. Foi também
observado um sinal em & 191,8, atribuido a uma carbonila na posicao C-4 e um
sinal em & 80,5 correspondente ao carbono C-2. O sinal em & 49,0 foi atribuido ao
grupo metilénico C-3. Em & 166,4 foi observado sinal corresponde a outra carboxila
em C-11, e em 6 52,4 o sinal foi atribuido a metoxila. O deslocamento quimico para
as metilas em C-10 e C-9 foi observado em 5 26,9.

Todas as atribuicdes foram confirmadas através da analise dos sinais dos
mapas de contorno gHSQC, gHMBC e COSY (Espectros 41-44, p. 137-142). Os
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mapas de contorno gHMBC confirma a posi¢ao da carbonila C-4, em 6 191,5, que
mostra correlagdo com o hidrogénio aromatico H-5 (6 8,49) e com o hidrogénio da
posicao H-3 (6 2,69). Além disso, observamos a correlagdo do carbono na posigao
C-8a (6 163,2) com o hidrogénio aromatico H-8 (5 6,91) e do carbono C-2 (5 80,2)
com os hidrogénios metilicos H-9 e H-10 (6 1,41) e com o hidrogénio da posi¢ao H-
3 (02,69). Este experimento mostra também a correlacdo da carboxila C-11
(6 166,1) com os hidrogénios da metoxila em 6 3,83.

Esta substancia foi isolada anteriormente de Piper gaudichaudianum, Piper
taboganum e Piper dilatatum (ROUSSIS et al, 1990; TERREAUX et al., 1998;
TEIXEIRA 2003). Em Piper dilatatum o composto isolado apresentou atividade
antifungica frente ao fitopatégeno Cladosporium cucumerinum (TERREAUX et al.,

1998). Em Piper fuligineum esta sendo descrita pela primeira vez.

Tabela 7: Dados de RMN de "H (500 MHz, CDCls) das substancias 3-4

Posicéo 3 on ( mult; J/HZ) 4 5y ( mult; J/Hz)
1 - -
2 7,73 (d; 2,5) 8,13 (d; 2,5)
3 - -
4 - -
5 6,76 (d; 8,5) 6,91 (d; 8,5)
6 7,76 (dd; 8,5; 2,5) | 8,02 (dd; 8,5 e 2,5)
7 - 3,85
1 3,33 (d; 7,5) -
2’ 5,25 (m) 6,49 (m)
3’ - -
4 1,71 (s) 1,90 (d; 1,0)
5 1,71 (s) 2,16 (d; 1,0)
1” - -
27 3,82 (s) 3,82 (s)




Tabela 8: Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) da substancia 5

Posicao 5 6y ( mult; J/Hz)
2 -
3 2,69 (s)
4 -
4a -
5 8,49 (d; 2,0)
6 -
7 8,07 (dd; 2,0 e 8,5)
8 6,90 (d; 8,5)
8a -
9 1,41 (s)
10 1,41 (s)
OCHj; 3,83 (s)

Tabela 9: Dados de RMN de *C (125 MHz, CDCI;) das substancias 3-4

Posicao 3 3¢ 4 5¢c
1 122,3 123,0
2 131,8 161,3
3 127 1 111,6
4 158,7 134,2
5 115,4 131,3
6 129,6 1321
7 - 56,3
1 29,3 192,3
2 121,2 125,8
3 135,0 156,8
4 25,7 21,7
5 17,9 28,4
1”7 167,3 166,7
27 51,8 52,3
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Tabela 10: Dados de RMN de *C (125 MHz, CDCl;) da substancia 5

Posicao 5 oc
2 80,5
3 49,0
4 191,8
4a 118,9
5 129,3

119,9

7 118,9
8 1371
8a 163,5
9 26,9
10 26,9
11 166,4
OCHj; 52,4
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5.2. Analise do perfil cromatografico do extrato EtOH das folhas de

Piper fuligineum

As substancias isoladas de Piper fuligineum foram identificadas nos
cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas coletadas em 2006, por
comparagao com os tempos de retencdo dos padrdes isolados e analisados nas

mesmas condigdes cromatograficas (Figura 19, p. 72, Tabela 11, p. 73).

Figura 19: A — Cromatograma do extrato etandlico das partes aéreas de Piper fuligineum
coletadas em 2006. B — Ampliagdo com identificacdo das substancias isoladas (1-5).
(Condigées de analise: 50% MeOH — 100% MeOH em 30 min e mais 10 min em 100% de
MeOH, fluxo de 1 mL.min™).
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Tabela 11: Tempo de retengéo das substancias isoladas de P. fuligineum.

Substancia | Tempo de retencao (min)
1 17,1
2 11,2
3 20,2
4 16,8
5 16,0

Os estudos iniciais de Piper fuligineum indicaram uma variagdo no acumulo
de substancias, sugerindo maior diversidade de metabdlitos no extrato bruto das
folhas coletadas em 2006. E possivel observar no cromatograma, a presenca das
substancias 1-5 no extrato preparado a partir do material vegetal coletado no ano
de 2006 (Figura 20, p. 74), porém, no extrato feito com folhas coletadas em 2014,
as analises por CLAE mostraram o acumulo majoritario de 4 (Figura 20C, p. 74).
Vale ressaltar que foi realizada uma analise do perfil cromatografico do extrato
etandlico obtido das folhas coletadas em 2010. O mesmo apresentou perfil quimico
semelhante ao extrato obtido em 2006. Esses dados sugerem que rotas
biossintéticas foram desviadas para grande produgcdo do derivado de acido
benzoico prenilado 4 no ultimo periodo analisado, provavelmente por necessidade
de protecao e/ou adaptagao da espécie.

Para compreensdo da dicotomia quanto a biossintese das diferentes classes
de metabdlitos secundarios serdo necessarios estudos adicionais, principalmente
relacionados a identificacdo do perfil metabdlico, gerenciado por analises

ecofisiolégicas, incluindo sazonal e circadiana.
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Figura 20: A — Cromatograma obtido do extrato etandlico de P. fuligineum, em 2006,
comparado com o0 mesmo extrato obtido em 2014. B — Cromatograma do extrato etandlico
de P. fuligineum, em 2006, comparado com as substancias 1 e 4. C — Cromatograma do
extrato etandlico de P. fuligineum, em 2014, comparado com as substancias 1 e 4.
(Condicdes de andlise: 50% MeOH — 100% MeOH em 30 min., fluxo de 1 mL.min™,
coluna C-18 Phenomenex)
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5.3. Atividades bioldgicas

5.3.1. Avaliagao da atividade antifungica

O extrato acetato de etila, a fracdo cloroférmica e a substancia 1, obtidos de
P. fuligineum foram avaliados frente aos fungos Candida albicans, C. krusei, C.
tropicalis, C. parapsilosis e a levedura Cryptococcus neoformans.

A Tabela 12 (p. 75) indica a concentragado inibitoria minima (CIM) da
substancia 1, extrato ActOEt, fragdo CHCI; e o controle positivo anfotericina B.
Comparando os compostos analisados com o controle positivo, conclui-se que o
extrato ActOEt possui forte atividade contra Candida tropicalis e a fragdo
cloroférmica também apresentou forte atividade contra o fungo C. albicans. Os
extratos e fragdes que apresentarem uma CIM menor que 75ug/mL, a atividade
antifangica foi considerada forte, entre 75 a 150ug/mL possuem atividade
antifangica moderada, entre 150 a 250ug/mL, fraca e maior que 250ug/mL inativo
(SCORZONI et al., 2007).

Tabela 12: Resultado do ensaio antifingico frente a diferentes patégenos humanos.

CIM (pg/mL)
C. albicans | C. krusei | C. tropicalis | C. parapsilosis | C. neoformans

Substéancia 1 >250 >250 >250 >250 >250

Extrato

ACtOEL 250 125 62,50 125 125

Fracao

CHCl, 125 62,50 250 125 125
Anfoterieina | 2,00 2,00 1,00 2,00 2,00

5.3.2. Avaliagao da atividade tripanocida

O extrato etandlico e as fragdes obtidas das folhas de P. fuligineum foram
submetidas a avaliacdo do potencial tripanocida frente as formas epimastigotas,
com o objetivo de determinar as fragdes mais ativas. Os extratos etandlicos das
folnas mostrou potente atividade tripanocida (ICsy = 26,67 ug/mL). A bioatividade
inerente ao extrato das folhas foi mantida na particdo cloroférmica (Tabela 13, p.
76).
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Tabela 13: Atividade tripanocida do extrato etandlico das folhas e fragcbes de Piper
fuligineum frente a forma epimastigota de T. cruzi.

Concentragao (mg/mL) ICs0 (Mg/mL)
Amostras testadas
100 50 25 | 10 5 25 | 1,0
Benznidazol 11,11
(Controle positivo)
Extrato etanolico - - - - - - - 26,67
das folhas
Fragao Hexanica 73% | 34% | s.a | s.a | s.a | s.a | s.a 69,01
Fracao Cloroformica | 100% | 52% | s.a | s.a | s.a | s.a | s.a 48,19
Fracao Acetato s.a s.a sa | sa | sa| sa| sa -

s.a. = sem atividade significativa

5.3.3. Avaliacao da atividade antiviral

A substancia 1 foi avaliada frente ao virus da hepatite C. O ensaio foi
realizado em duas etapas. A primeira etapa mostrou que o composto purificado
inibiu significativamente a replicagdo do virus subgendmico. Os niveis de
expressao de proteinas também foram significativamente reduzidos na presenga de
1.

A segunda etapa do ensaio revelou que apesar da forte atividade observada
anteriormente, na reducao dos niveis de expressao de RNA e proteina, nao foi
possivel estabelecer ECsy para a substadncia 1, pois a replicacdo € reduzida
somente quando concentracdes citotdxicas sao utilizados.

Em resumo, a kavalactona 1 apresentou uma moderada atividade frente ao
virus da hepatite C. Estes dados estdo descritos em um recente artigo submetido

ao periodico Antiviral Research, e esta em fase de analise.

5.4. Estudos biossintéticos de Piper fuligineum

Substancias fenodlicas podem derivar do acido chiquimico que € o principal
precursor de aminoacidos aromaticos. Os fenilpropandides sido derivados do
aminoacido fenilalanina que da origem a diversas classes de substancias incluindo
lignanas, ligninas, cumarinas, estilbenos, flavondides, xantonas, ésteres fendlicos e
amidas. Entretanto, em uma etapa anterior a formacao dos fenilpropandides, o

acido chiquimico pode formar o acido p-hidroxibenzdéico, que por sua vez origina
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substancias derivadas do acido benzdico, como a substancia 4, a cromanona 5 e
seu precursor 3. Estas substancias apresentam rota biossintética com etapas
chave de oxidagao na unidade isoprénica anterior a ciclizagdo e formacéo de 5
(Figura 21, p. 77).

Figura 21: Proposta biossintética para as substancias identificadas em P. fuligineum Kunth
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A biogénese inicial proposta no estudo das kavalactonas seria de uma via mista
com acoplamento entre uma unidade CgC3; da via fenilpropanoidica com uma
unidade de acetatoacetil-CoA da via do acetato, que apds sucessivas oxidagoes e
ciclizacoes enzimaticas levam a 1, 1a e 2. (Figura 22, p. 78).

Figura 22: Proposta biossintéticas das kavalactonas identificadas em P. fuligineum Kunth
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5.4.1. Ensaios enzimaticos

A espécie Piper fuligineum mostra o acumulo de kavalactonas. Para avaliar
a participagdo da via fenilpropanoidica na rota biossintética das kavalactonas
isoladas de P. fuligineum, foi realizado um experimento baseado na incubacao da
L-fenilalanina em extratos enzimaticos enriquecidos com a enzima fenilalanina
amonia liase (PAL).

O uso de tampao extrator adequado ao processo de extragdo enzimatica €
muito importante, pois em uma reagdo enzimatica hidrogénios podem ser
consumidos ou liberados, o que pode afetar os processos bioquimicos, sendo
importante manter o pH estavel (JOHNSON, 1971). No caso da enzima PAL, o
tampao extrator foi escolhido com base em dados disponiveis na literatura, que
extraem esta enzima de espécies vegetais quanto de microorganismos utilizando
tampéo borato (pH = 8,8 - 9,2) (CUNHA et al. 1996; FRITZ 1976). O tampao
utilizado na homogeneizacdo de tecidos de plantas deve conter altas
concentragbes de agentes redutores, inativadores de polifendis e inibidores de
proteases (GEGENHEIMER, 1990). Os processos de oxidagao foram inibidos pela
adicdo de DTT, um potente agente oxidante que inibe a agdo das enzimas fenol
oxidases. Os compostos fendlicos que estdo presentes nas células vegetais podem
inibir a atividade da PAL, pois tem a capacidade de formar ligagdo de hidrogénio
com o oxigénio da ligagao peptidica.

Tais compostos sdo removidos do extrato bruto pela complexagcdo com
polivinilpolipirrolidona (PVPP) ou pela adicdo de agentes redutores fortes para a
inativagao das enzimas fenol oxidases (GEGENHEIMER, 1990).

Outro fator que prejudica a estabilidade da enzima é a presenca de metais
pesados, pois podem promover a oxidagdo dos grupos tidis pelo oxigénio
molecular, e/ou podem formar complexos com grupos especificos da enzima. O
uso de agentes quelantes remove os metais pesados presentes, sendo o EDTA
mais utilizado. No entanto, o0 que mais prejudica a estabilidade da proteina durante
o procedimento de extracdo €& a presenca de proteases. Por esse motivo foi
adotado o procedimento mais simples para evitar a degradacédo proteolitica,
fazendo a extragdo em baixas temperaturas. Existem outros inibidores de

proteases que podem ser adicionados ao tampao extrator, porem sdo caros € em
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muitos casos, téxicos (JANSON E RYDEN, 1989). Neste procedimento n&o foi
usado este tipo de inibidor de protease.

O processo de clarificagao do extrato foi realizado com uma centrifugagao a
16.300 x g por trinta minutos. A etapa de centrifugagao é utilizada para retirar dos
extratos restos celulares, tais como: partes das membranas, organelas e enzimas
insoluveis na solugado tampao extratora.

A precipitacao salina foi utilizada como técnica para a concentragao da PAL,
uma vez que a solubilidade desta proteina esta relacionada a distribuicao de
residuos hidrofilicos e hidrofébicos na superficie da molécula. Desta maneira,
proteinas diferentes respondem de modo distinto a agentes precipitantes, se
configurando, com isso, em misturas complexas de proteinas. Foram obtidas as
fracoes de 0 a 25%, de 25 a 55%, de 55 a 85% de saturagdo, sendo que esses
valores foram escolhidos com base em trabalhos de purificagdo da PAL de outras
espécies vegetais e microorganismos. Estes trabalhos demonstraram que a PAL
precipita quando a saturagdo alcancgar entre 25 e 55% (CHEN et. al, 1988, HAO et
al, 1996). A precipitagdo ocorre pela neutralizagao das cargas da superficie do sal
pela redugao da atividade quimica da enzima (SCOPES, 1987).

As fragdes obtidas na precipitagdo fracionada foram ressuspendidas em 3
mL de solugdo tampéao borato 0,1 M (pH 8,8). As concentragdes proteicas do
extrato e das fragdes foram determinadas pelo método de Bradford modificado.
Optou-se por trabalhar com o método de Bradford modificado, no qual o reagente é
preparado com acido cloridrico, ao contrario do método tradicional, que é utilizado
acido fosférico. Neste método, a impregnacao do corante nas cubetas € menor do
que no método tradicional, 0 que aumenta o tempo de vida util das mesmas. A
curva padrao foi obtida utilizando uma solugéo de albumina bovina (fracéo V) na
concentracdo de 1 mg.mL™" (Figura 23, p. 81). A leitura das absorbancias de cada
fracao foi realizada adicionando-se um volume de 10 uL de solugdo. A Tabela 14

(p- 81) mostra a quantificagéo das proteinas nas amostras.



Figura 23: Curva analitica da albumina bovina (fragao V).
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Tabela 14: Diferentes concentragdes de proteina do extrato e das fragdes obtidas

na precipitagao fracionada com sulfato de aménio.

Concentragao
Amostras A1 A2 Média A | [proteina]
(mg/mL)*
Bruto 0,312 0,350 | 0,0331 19,26 0,3924
0-25% 0,223 0,195 | 0,2090 11,44 1,1440
25-55% 0,500 0,497 | 0,4985 30,00 3,000
55-80% 0,244 0,279 | 0,2615 2,132 0,2132
Sobrenadante (80%) 0,031 0,032 | 0,0315 0 0

*calculo: conc. = ([proteina]*50)/volume da amostra adicionada

Apos as diluicdes, os extratos e as fragdes obtidas foram incubadas com L-

fenilalanina, para verificar a atividade enzimatica da fenilalanina aménia liase

(PAL). Apés a incubagéo no intervalo de tempo de 1, 3 e 24 horas, a reacgéo foi

interrompida pela adi¢do de uma solugdo de HCI 6 M, centrifugada e analisada por

CLAE.

A confirmacdo da atividade enzimatica foi determinada por cromatografia

liquida de alta eficiéncia analitica pelo aparecimento do pico correspondente ao

acido cinamico em 2,9 minutos (Figura 24, p.82). A identificacdo do acido cindmico
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foi realizada pela comparagdo entre o cromatograma da reagdo e o obtido pela
injecdo de solugdo de acido cinamico e de fenilalanina nas mesmas condi¢des
cromatograficas. Tambem foi analisado o branco da enzima, um ensaio realizado
sem o extrato enzimatico, apenas com a presenga do substrato (Figura 24 B, p.82).

A atividade da enzima foi maior na fragdo 55-85% de saturagcdo, com 24
horas de incubagdo. Em outras fragbes foi observada a mesma atividade

enzimatica.
mAU
130 [254nm 4nm (1.00)

120
Figura 24: A — Cromatograma obtido apds a incubagao da fragdo 55-85% em 24 horas. B-

Cromdi8grama do branco da enzima. C — Cromatograma do padrao fenilalanina nas
mesmas condi¢cdes experimentais. D - Cromatograma do padréo acido cindmico nas
mesmag condi¢bes experimentais. (Condigdes de analise: MeOH:H,O (+ 0,1% de HAc) /

60:40 em 30 min., fluxo de 1 mL.min™", coluna supelcosil LC-18)
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Os resultados obtidos da incorporacdo da L-fenilalanina nos extratos
enzimaticos das folhas de Piper fuligineum mostraram a formagdo do acido
cindmico e inferem que o mesmo pode estar envolvido na biossintese das
kavalactonas de Piper fuligineum, uma vez que os outros metabdlitos isolados da
espécie (Figura 8, p. 48) apresentam rota biossintética distinta da fenilpropanoidica,
derivada do acido benzdico e subsequentes prenilagdes, intermediarios das vias
terpenoidicas, incluindo a via do mevalonato e/ou trioise piruvato (Figura 25, p. 85).

E importante destacar que as trés classes de metabdlitos secundarios
isolados de P. fuligineum apresentam etapas de oxidagdo determinantes que
contribuem para a diversidade estrutural da espécie, como demonstrado na figura
21 (p. 77). Este estudo quimico abre novas perspectivas para futuros estudos
biossintéticos e a rota metabdlica da cromanona deve ser investigada,
principalmente, quanto a etapa de oxidagdo da unidade isoprénica, ou seja, se
ocorre antes ou apos a ciclizagdo para dar origem ao anel pirano. Baseado nas
substancias isoladas, foi possivel propor que a etapa de oxidagao ocorre
inicalmente no precursor 3, anterior a agdo da enzima ciclase que originara 5
(Figura 25, p. 85).
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Figura 25: Proposta biossintéticas da cromanona e dos derivados prenilados do acido
benzoico isolados de P. fuligineum Kunth
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CONCLUSOES

O estudo quimico das folhas de Piper fuligineum resultou no isolamento de
cinco substancias, entre as quais duas sdo kavalactonas, uma cromanona e dois
derivados prenilados do acido benzoico, precursores da cromanona, sendo um
deles descrito pela primeira vez.

E importante destacar que a identificacdo dessas substancias mostra que a
espécie P. fuligineum descreve uma rica diversidade de rotas biossintéticas e que
as kavalactonas apresentam uma sequencia biossintética em que as etapas de
oxidacdo da cadeia alifatica sdo determinantes para sua diversidade estrutural.
Essa observacao é também corroborada pela proposta biossintética da cromanona
5 e os derivados prenilados do acido benzdico 3 e 4, que apresentam rota
biossintética com etapas chave de oxidagdo na unidade isoprénica anterior a
ciclizacao e formagao da cromanona 5.

O extrato acetato de etila, a fracdo cloroférmica e a substancia 1 foram
submetidas a avaliacdo da atividade antifungica. O extrato apresentou forte
atividade frente ao fungo Candida tropicalis e moderada atividade frente aos fungos
C. krusei, C. parapsilosis e a levedura Cryptococcus neoformans, enquanto a
fracdo cloroférmica apresentou forte atividade frente ao fungo C. krusei, e
moderada atividade frente aos fungos C. albicans, C. parapsilosis e a levedura C.
neoformans. Foram realizados ensaios para a avaliagdo da atividade antiviral
contra o virus da hepatite C com a substancia 1, que apresentou moderada
atividade. Estes dados estdo descritos em um manuscrito submetido ao periédico
“‘Antiviral Research”, e estd em fase de analise. O extrato etandlico e as fracdes
foram submetidos ao ensaio tripanocida, sendo que todos apresentaram moderada
atividade. O extrato etanolico das folhas de P. fuliginem foram os que mostraram
melhores resultados, apresentando ICsy de 26,67ug.mL'1, considerado bom,
quando comparado com o controle positivo, benznidazol, com ICsy de 11,11 ug.mL’
]

Foi possivel observar que esta espécie apresenta substancias da classe das
kavalactonas. Para determinar a atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase
(PAL), enzima envolvida na primeira etapa da biossintese destas classes de

substancias foram realizados experimentos baseados na incubagéo da fenilalanina
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em extratos enzimaticos enriquecidos com a enzima fenilalanina amoénia liase. A
PAL foi extraida das folhas utilizando tampao borato. A incubagdo do extrato
enzimatico obtido com fenilalanina levou a formacdo do acido cinamico. Os
resultados mostraram que a fragdo com 55-85% de saturagdo em 24 horas de
incubacéao teve a maior atividade enzimatica.

A analise dos extratos obtidos das raizes de P. fuligineum em diferentes
periodos mostrou que a biossintese dos diferentes metabdlitos secundarios
presentes na espécie segue a via do chiquimato e que em determinados periodos
pode favorecer a rota dos fenilpropandides e do acido p-hidroxibenzoico dando
origem a uma diversidade quimica maior, ou, mostra controle enzimatico
favorecendo a biossintese de compostos derivados do acido p-hidroxibenzoico,
especialmente 4.

A variedade de metabdlitos secundarios encontrados na espécie vegetal
estudada e as atividades biolégicas apresentadas mostraram a importancia da
ampliagdo do estudo quimico e biolégico de Piper fuligineum, que € pouco

explorada em relagao as outras espécies do género.
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Espectro 1: Espectro de RMN de 'H da substancia 1 (500MHz, CDCls).
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Espectro 2: Espectro de RMN de 'H da substancia 1 (500MHz, CDCls) -
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Espectro 3: Espectro de RMN de °C da substancia 1 (125MHz, CDCl5).
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Espectro 4: Espectro de RMN de °C da substancia 1 (125MHz, CDCl3) -
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Espectro 5: Mapa de contorno gHSQC da substancia 1
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Espectro 6: Mapa de contorno gHSQC da substéncia 1- Ampliagéo
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Espectro 7: Mapa de contorno gHMBC da substancia 1.
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Espectro 8: Mapa de contorno gHMBC da substancia 1 - Ampliagao.
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Espectro 9: Mapa de contorno gHMBC da substancia 1 - Ampliagao.
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Espectro 10: Espectro de RMN de 'H da substancia 2 (500MHz, DMSO d6).
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Espectro 11: Espectro de RMN de 'H da substancia 2 (500MHz, DMSO d6) - Ampliacéo.
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Espectro 12: Espectro de RMN de *C da substancia 2 (125MHz, DMSO d6) .
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Espectro 13: Espectro de RMN de "C da substancia 2 (125MHz, DMSO d6) — Ampliacdo
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Espectro 14: Mapa de contorno gHSQC da substancia 2.
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Espectro 15: Mapa de contorno gHMBC da substancia 2.
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Espectro 16: Mapa de contorno gHMBC da substancia 2 - Ampliacéo.
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Espectro 17: Mapa de contorno gHMBC da substancia 2 - Ampliacéo.
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Espectro 18: Espectro de RMN de 'H da substancia 3 (500MHz, CDCl5).
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Espectro 19: Espectro de RMN de 'H da substancia 3 (500MHz, CDCl;) - Ampliagao.
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Espectro 20: Espectro de RMN de "®C da substancia 3 (125MHz, CDCl3).
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Espectro 21: Espectro de RMN de *C da substancia 3 (125MHz, CDCl;) - Ampliagao.
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Espectro 22: Mapa de contorno gHSQC da substancia 3.
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Espectro 23: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3.
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Espectro 24: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3 - Ampliacéo.
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Espectro 25: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3 - Ampliacéo.
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Espectro 26: Mapa de contorno gHMBC da substancia 3 - Ampliacéo.
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Espectro 27: Mapa de contorno COSY da substancia 3.

(wdd) 14
— ~N m < n [0} ~ -3}
1 1 ! 1 L ! 1 1
< |
] U ]
p ke
3B
3 58
]
L] N [ ]
1]
3 ﬁl
o
]
(iE4 "—"ﬂ
% 8 B ]
B o
0
. B
— ‘
L]
1]
8
&
3

0.5

15 1.0

2.0

3.0 2.5

3.5

4.0
f2 (ppm)

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

7.0

7.5

8.0

123



Espectro 28: Espectro de RMN de 'H da substancia 4 (500MHz, CDCl5).
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Espectro 29: Espectro de RMN de 'H da substancia 4 (500MHz, CDCl;) - Ampliagao.
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Espectro 30: Espectro de RMN de ®*C da substancia 4 (125MHz, CDCls).
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Espectro 31: Espectro de RMN de "C da substancia 4 (125MHz, CDCl;) — Ampliaco.
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Espectro 32: Mapa de contorno gHSQC da substancia 4.
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Espectro 33: Mapa de contorno gHMBC da substancia 4.
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Espectro 34: Mapa de contorno gHMBC da substancia 4 - Ampliacéo.
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Espectro 35: Mapa de contorno gHMBC da substancia 4 - Ampliacéo.
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Espectro 36: Mapa de contorno COSY da substancia 4.
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Espectro 37: Espectro de RMN de 'H da substancia 5 (500MHz, CDCl5).
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Espectro 38: Espectro de RMN de 'H da substancia 5 (500MHz, CDCl;) - Ampliagao.
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Espectro 39: Espectro de RMN de ®*C da substancia 5 (125MHz, CDCls).
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Espectro 40: Espectro de RMN de *C da substancia 5 (125MHz, CDCl;) - Ampliagao.
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Espectro 41: Mapa de contorno gHSQC da substancia 5.
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Espectro 42: Mapa de contorno gHMBC da substancia 5.
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Espectro 43: Mapa de contorno gHMBC da substancia 5 - Ampliacéo.
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Espectro 44: Mapa de contorno gHMBC da substancia 5 - Ampliacéo.
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Espectro 45: Mapa de contorno gHMBC da substancia 5 - Ampliaco.
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Espectro 46: Mapa de contorno COSY da substancia 5.
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