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RESUMO 

 

A pesquisa por candidatos a fármacos pelas indústrias farmacêuticas e o 

desenvolvimento no Brasil de novos produtos aplicados à área da saúde humana e 

animal são processos que requerem otimização contínua. A metabolômica, 

particularmente, tem contribuído efetivamente no planejamento de estratégias 

eficientes aplicadas a bioprospecção de produtos naturais. Nesse contexto, 2H-

cromenos e cromanos que mostram acúmulo em espécies de Piper aduncum e 

Peperomia obtusifolia (Piperaceae) foram selecionados para o desenvolvimento de uma 

abordagem teórica/experimental aplicada ao estudo de matrizes complexas. Para 

tanto, métodos computacionais com base na teoria do funcional de densidade foram 

aplicados para predizer grandezas termoquímicas de benzopiranos, incluindo 

afinidade protônica, basicidade em fase gasosa e diagramas de energia da 

coordenada de reação. As grandezas termoquímicas obtidas pela aplicação de 

química computacional foram empregadas em sinergia com os dados de ESI(+)-

MS/MS, visando descrever o perfil de fragmentação do núcleo benzopirano do tipo 2H-

cromeno e cromano, incluindo a descrição de mecanismos de fragmentação clássicos 

e dissociações específicas para cada subclasse. Além disso, uma abordagem 

metabolômica mimetizando etapas de um estudo de bioprospecção foi realizada com 

a finalidade de validar o perfil de fragmentação proposto para os 2H-cromenos e 

cromanos. Os resultados mostraram que a estrutura química dos benzopiranos confere 

características intrínsecas ao equilíbrio ácido-base que representa as espécies 

protonadas. Entre esses aspectos, o 2H-cromeno prenilado mostrou que a adição do 

próton na ligação dupla da unidade prenila está de acordo com um estado de transição 

de 6 membros. Além disso, as grandezas termoquímicas mostraram que a 

nucleofilicidade do anel pirano dos cromanos depende dos substituintes ligados ao C2. 

Assim, o aumento da contribuição por hiperconjugação favoreceu a clivagem 

heterolítica da ligação O-C2 do anel pirano. Consequentemente, uma bifurcação na 

fragmentação do núcleo benzopirano dos derivados de cromanos naturais justificou 

adequadamente a formação do íon diagnóstico após a perda de 122 u. Na maioria dos 

trabalhos, essa fragmentação é explicada atendendo ao mecanismo concertado de 

retro Diels Alder. Nessa perspectiva, o padrão de fragmentação de 2H-cromenos e 

cromanos corroborou com a distribuição de íons na curva de energia, e com o perfil de 

energia mensurado no modelo B3LYP/6-31+G(d,p). Usando as reações de 



 
 

fragmentação estudadas por ESI(+)-MS/MS, propostas de identificação estrutural de 

2H-cromenos e cromanos foram descritas à partir da análise de espectros de massas 

adquiridos em mistura. Portanto, o presente trabalho confirmou que o uso integrado de 

ferramentas analíticas e computacionais se configura em uma abordagem eficiente para 

a pesquisa de substâncias naturais em misturas complexas. 

 

Palavras-chave: Piperaceae. Piper aduncum. Peperomia obtusifolia. Benzopiranos. 

Ionização por electrospray. Termoquímica computacional. Hiperconjugação. Reação 

retro Diels-Alder. 

 

 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The research for new drug candidates by pharmaceutical companies and the 

development in Brazil of new products applied to human and animal health are 

processes that require continuous optimization. The metabolomics have contributed 

effectively to plan efficient strategies applied to the bioprospecting of natural products. 

In this context, 2H-chromenes and chromanes that show accumulation in Piper 

aduncum and Peperomia obtusifolia (Piperaceae) were selected for the development 

of a theoretical/experimental approach applied to the study of complex matrices. For 

this purpose, quantum-chemical calculations based on density functional theory were 

applied to predict some thermochemical parameters of benzopyrans, including proton 

affinity, gas-phase basicity and reaction coordinate energy diagrams. Such 

computational parameters were employed in synergy with the ESI(+)-MS/MS data, 

aiming to describe the fragmentation profile of the 2H-chromene and chromane, 

including the description of classical fragmentation mechanisms and specific 

dissociations for each subclass. Among these aspects, the prenylated 2H-chromene 

showed that the addition of the proton at the double bond of the prenyl unit is related 

to a 6-member transition state. Besides that, the thermochemical parameters have 

shown that the nucleophilicity of the pyran ring of the chromans depends on the C2-

linked substituents. Thus, increased contribution by hyperconjugation favored the 

heterolytic cleavage of the O-C2 bond of the pyran ring. Consequently, a bifurcation in 

the fragmentation of the chromane derivatives justified adequately the formation of the 

diagnostic ion after the loss of 122 u. In most works, this fragmentation is explained by 

the concerted mechanism of retro Diels Alder. In this perspective, the fragmentation 

pattern of 2H-chromenes and chromanes corroborated with the ion distribution in the 

energy-resolved plot, and with the energy profile measured in the B3LYP/6-31+G(d,p) 

model. Using the fragmentation reactions studied by ESI(+)-MS/MS, structural analysis 

and identification for 2H-chromenes and chromanes were described from the analysis 

of mass spectra acquired in the mixture. Therefore, the present work confirmed that 

the integrated use of analytical and computational tools are efficient approaches for 

identification of natural compounds in complex matrices. 

 



 
 

Keywords: Piperaceae. Piper aduncum. Peperomia obtusifolia. Benzopyrans. 

Electrospray ionization. Computational thermochemistry. Hyperconjugation. Retro 

Diels-Alder reaction. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 A importância dos produtos naturais 

 

Ao longo do processo de desenvolvimento da civilização e novas perspectivas 

de qualidade de vida da sociedade, os recursos naturais têm sido fonte de matéria-

prima imperativa para a manutenção das mais diversas necessidades básicas. Nesse 

contexto, as plantas se configuram em excelentes fontes para suprir a demanda de 

itens essenciais, incluindo moradia, mobiliário, vestuário, combustível (biomassa), 

alimentação e medicamentos. Nessa perspectiva, um dos maiores pilares no 

desenvolvimento da humanidade pode ser atribuído ao uso das espécies vegetais 

para a prevenção e o tratamento de doenças que acometem o homem, permitindo 

consolidar a melhoria da saúde e a expectativa de vida da população1–6. 

Documentos datados de 2600 anos a.C. registraram o uso da medicina 

tradicional na região da Mesopotâmia, corroborado pelo desenvolvimento de 

sofisticadas formulações líquidas com propriedades terapêuticas produzidas a partir 

de extratos vegetais. Por exemplo, essa “extratoteca” contemplava o preparo de óleos 

essenciais de espécies de Cedrus, Cupressus, Glycyrrhiza, Commiphora e Papaver, 

perfazendo um conjunto de formulações que poderiam ser indicadas para o 

tratamento de inflamações, infecções parasitárias, resfriados e para o alívio das 

dores4,7.  

Historicamente, o documento egípcio (1500 a.C.) conhecido como "Papiro de 

Ebers", relata um número significativo de enfermidades e o emprego de formulações 

empíricas, de origem animal e vegetal, para os mais variados fins medicinais. Além 

disso, outros documentos na China e na Índia datados de 1000 a.C., registraram 

também o uso da medicina tradicional, cujo acervo contava com centenas de produtos 

naturais (PNs) oriundos de plantas7. 

A evolução da ciência e a difusão do conhecimento ao longo de muito tempo 

(p. ex., sólida medicina tradicional documentada em farmacopéias), especialmente a 

partir do início do século XIX, impulsionaram o isolamento de inúmeras substâncias 

farmacologicamente ativas obtidas a partir de plantas medicinais1–5,7. Neste sentido, 

os primeiros exemplos de PNs isolados de plantas medicinais foram: emetina (1817); 
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colchicina (1820); quinina (1820); salicina (1827); atropina (1831); morfina (1832); 

quinidina (1833); codeína (1848) e efedrina (1887), como esboçado na Figura 14,6. 

Nesta vertente, o arranjo sistemático desses resultados associado com o 

acesso a instrumentação analítica robusta e precisa permitiu o desenvolvimento de 

formulações e o início de uma nova era na medicina. Neste momento, os 

medicamentos poderiam ser administrados aos pacientes em doses precisas. Um 

exemplo clássico é o caso da Morfina®, um potente analgésico lançado no mercado 

pela empresa E. Merck, em 1926. A morfina é o princípio ativo desse medicamento 

(Figura 1), um produto natural extraído de Papaver somniferum (Papaveraceae)1,7–9. 

Outro exemplo de destaque dos avanços científicos do século XIX pode ser 

ilustrado com o desenvolvimento da Aspirina, um analgésico e antipirético 

comercializado pela empresa Bayer à partir de 1899. O princípio ativo da aspirina, o 

ácido acetilsalicílico (Figura 2), é uma substância pura obtida via semi-síntese com 

efeitos colaterais leves e eficácia terapêutica comprovada1,8,9.  

No contexto histórico, em 1828, o farmacêutico alemão J. A. Buchner concluiu 

que o glicosídeo do álcool salicílico era o principal princípio ativo da planta Salix alba 

(Salicaceae), a qual as cascas eram utilizadas popularmente para alívio das dores e 

febre. Em 1860, os químicos alemães H. Kolbe e E. Lautemann sintetizaram o ácido 

salicílico a partir do fenol inspirados pela estrutura química deste glicosídeo, 

contribuindo para que o químico alemão, F. Hoffmann, propusesse a obtenção do 

ácido acetilsalicílico via acetilação da hidroxila do ácido salicílico, em 18981,6,8,9.  
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* Esse alcaloide de importância milenar e com ação analgésica foi originalmente isolado 

de Papaver sommiferum (Papaveraceae), em 1804, pelo farmacêutico alemão Friedrich 
Wilhelm e é conhecido como o marcador de tempo da Química de Produtos Naturais1,6. 

 
Figura 1 -  Estruturas químicas de alguns dos produtos naturais isolados no século XIX: 

emetina, colchicina, quinina, salicina, atropina, morfina,* quinidina, codeína e 
efedrina.  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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*  A aspirina é o fármaco mais usado no mundo. Além de apresentar eficiência comprovada, 

os efeitos colaterais da aspirina são leves quando comparados a outros fármacos de 
interesse6. 

 
Figura 2 – Estrutura química do ácido acetilsalicílico.*  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

As décadas 1930-1950 estabeleceram um novo marco importante da ciência 

para o provimento de saúde e bem-estar humano, por meio do desenvolvimento de 

novos medicamentos antimicrobianos a partir de PNs. Este período, denominado de 

“décadas dos antibióticos”, foi consagrado com a descoberta da penicilina (1939); da 

actinomicina (1942); da estreptomicina (1943); do cloranfenicol (1947); da neomicina 

(1949) e da eritromicina A (1950)6,9.  

A contribuição dos PNs para o planejamento de novos medicamentos também 

se mostrou extremamente importante para a quimioterapia antineoplásica. Os 

alcaloides vincristina e vimblastina, ambos isolados de Catharanthus roseus 

(Apocynaceae); o paclitaxel, isolado de cascas de árvores de Taxus brevifolia 

(Taxaceae); a daunorubicina e o seu análogo hidroxilado doxorrubicina, ambos 

isolados de Streptomyces sp. são exemplos que devem ser destacados8–10.  

Mais recentemente, em 2016, uma revisão sistemática realizada por Newman 

e Cragg reforçou a importância dos PNs nos avanços para descoberta de novos 

fármacos11. Um dado relevante do estudo conduzido por esses pesquisadores 

englobou a terapêutica antineoplásica e antimicrobiana, no período de 1940 a 2014. 

De acordo com esses autores, no intervalo avaliado, os PNs e derivados 

semissintéticos - inspirados em PNs – representaram 41% e 65%, dos fármacos 

aprovados para o desenvolvimento de novos medicamentos com ação frente à 

diversos tipos de tumores e doenças infecciosas, respectivamente11. Portanto, essa 

breve contextualização corrobora na perspectiva que a natureza é uma fonte 

inestimável de princípios ativos, que podem ser usados na produção de 

medicamentos eficazes para a cura de doenças que acomentem o homem2–6,8,11,12.  
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Em contrapartida, apesar dos inegáveis avanços alcançados no campo dos 

medicamentos oriundos de PNs, as análises sistemáticas têm indicado os desafios 

dos estudos de bioprospecção e, até mesmo, um acentuado declínio nos 

investimentos em programas de pesquisa voltados ao uso sustentável da 

biodiversidade. Entre os fatores que levaram a esse retrocesso, destaca-se o tempo 

demasiado necessário para a conclusão desse tipo de ciência; a grande demanda de 

investimentos em recursos humanos qualificados e, não menos importante, a infra-

estrutura de ponta que é indispensável2,6,11–14. 

Nesse contexto, a Química de Produtos Naturais tem ganho relevância com o 

desenvolvimento das ciências “ômicas”, incluindo a genômica, transcriptômica, a 

proteômica e a metabolômica. A metabolômica, particularmente, têm contribuído 

efetivamente no planejamento de estratégias eficientes aplicadas a bioprospecção de 

PNs, integralizando as etapas de aquisição, mineração e interpetação do conjunto de 

dados gerados durante os delineamentos experimentais15–20. 

 

1.2 Metabolômica 

 

A metabolômica é o termo usado para definir as análises de caráter qualitativo 

e quantitativo acerca de todos os metabólitos de uma determinada matriz de origem 

biológica (incluindo células, tecidos ou organismos), sob um conjunto de condições 

bióticas e abióticas específicas18. No entanto, o mapeamento completo da composição 

metabólica - análise metabolômica - de uma dada matriz, requer o uso de estratégias 

analíticas altamente sensíveis. Consequentemente, esse parâmetro é responsável por 

originar limitações ao planejamento de estudos metabolômicos16,17,21,22. Apesar disso, 

novas ferramentas – mais robustas e precisas – têm sido desenvolvidas e vêm sendo 

aplicadas com sucesso na pesquisa em PNs.  

Com a finalidade de sistematizar as oportunidades da metabolômica no 

contexto dos PNs, os estudos metabolômicos podem ser classificados em quatro 

diferentes abordagens: i) metabolômica, ii) impressão digital metabólica, iii) perfil 

metabólico e iv) análise alvo15,16,22,23. 

i) Metabolômica é o estudo que visa identificar e quantificar o conjunto de 

todos os metabólitos produzidos e/ou modificados por um organismo, 

célula ou tecido específico, sob condições bióticas ou abióticas 
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previamente definidas. No entanto, as aplicações dessa abordagem 

ainda apresentam limitações, pois determinados organismos podem 

produzir numerosos metabólitos. Consequentemente, a detecção 

quatitativa e simultânea de todos os metabólitos torna-se inviabilizada 

pelo uso de uma única técnica analítica. Adicionalmente, no contexto de 

elaboração de respostas, a interpretação da infinidade de dados gerados 

na metabolômica também é desafiadora17–19,22,24. 

ii)  As análises com ênfase na impressão digital metabólica consistem em 

comparar um panorama geral do metaboloma de amostras distintas. 

Nesse tipo de abordagem, o objetivo é indicar diferenças na composição 

metabólica das amostras selecionadas. Assim, a capacidade para 

identificar e quantificar todos os metabólitos presentes nas matrizes em 

estudo não é um requisito para o desenvolvimento desse tipo de 

proposta. Por exemplo, a impressão digital metabólica pode ser utilizada 

no controle de qualidade de plantas medicinais. O conhecimento 

prelimiar sobre o metabolismo da espécie alvo, permite definir os 

métodos instrumentais e os modelos estatísticos mais adequados para 

aquisição, tratamento e interpretação de dados16,19,21,22. 

iii) O perfil metabólico por sua vez, é uma abordagem com objetivo de 

determinar variações qualitativas e quantitativas nas substâncias 

detectadas, de acordo com a técnica analítica de trabalho. Nessa 

proposta, a percepção de variações específicas em uma ou mais classes 

de substâncias, auxilia no entendimento da influência de fatores bióticos 

e/ou abióticos sobre a dinâmica metabólica dos indivíduos estudados. 

Por exemplo, o perfil metabólico pode ser utilizado para monitorar as 

respostas bioquímicas de indivíduos modificados 

geneticamente17,19,22,25. 

iv) A quarta abordagem metabolômica é denominada de análise alvo, que 

consiste na determinação qualitativa ou quantitativa de metabólitos 

específicos ou marcadores biológicos produzidos por um dado 

organismo, célula ou tecido. Os parâmetros que alicerçam a análise alvo 

estão em acordo com os princípios fundamentais relacionados a 

prospecção de PNs bioativos. Por exemplo, espécies vegetais 

previamente investigadas podem ser estudadas com a finalidade de 
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identificar substâncias inéditas. Paralelamente, análises comparativas 

de indivíduos que pertencem ao mesmo gênero ou família podem auxiliar 

a prospectar fontes alternativas de PNs de interesse terapêutico. Dessa 

forma, a otimização dos processos de extração, associados ao emprego 

de métodos de separação e detecção, com especificidade para os PNs 

alvos, pode auxiliar no desenvolvimento de modelos experimentais 

eficientes e versáteis no estudo de matrizes complexas15,17,19,22,24. 

 

1.3 Processo de extração para estudos metabolômicos 

 

Na química de produtos naturais, a metodologia de extração é uma estratégia 

chave para otimizar o delineamento experimental, uma vez que o protocolo de 

extração pode priorizar a representatividade amostral ou a seletividade de grupos de 

substâncias. Assim, é importante ressaltar que a escolha do processo extrativo tem 

consequências diretas sobre a definição do perfil metabólico de referência. Além 

disso, os estudos metabolômicos são constituídos, em sua maioria, por um número 

expressivo de amostras. Nessa perspectiva, para a seleção ou adequação de um 

protocolo de extração do metaboloma, a metodologia deve considerar o objetivo 

analítico associado a executabilidade e a minimização de processos de degradação, 

modificação estrutural e perda de analitos17,22,26. 

Na busca por PNs utilizando-se de métodos clássicos, ou abordagens mais 

sofisticadas de metabolômica, vários processos de extração têm sido investigados, 

como a extração por solventes, extração por arraste a vapor, extração por fluído 

supercrítico e líquidos iônicos. A extração por maceração com solventes orgânicos é 

a metodologia empregada com maior frequência nos estudos metabolômicos de 

subtâncias bioativas, tanto para matrizes vegetais, quanto para fungos, bactérias e 

outros animais27,28. 

A principal vantagem do uso de solventes orgânicos para o preparo de 

extratos brutos é a possibilidade de otimização da capacidade de extração, uma vez 

que tanto a polaridade quanto a seletividade podem nortear a solubilidade do meio 

extrator17,29–32.  

Em termos qualitativos (diversidade estrututural) e quantitativos (quantidade 

de analitos alvos), o uso da extração com solventes orgânicos pode orientar para a 
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escolha de abordagens metabolômicas representativas ou simplesmente seletivas. 

Além disso, a polaridade do solvente extrator pode ser estabelecida à partir de 

misturas homogêneas, que combinam grupos específicos de solventes orgânicos, 

bem como solventes orgânicos e água15,27,33. 

Outra vantagem que justifica o número de trabalhos descritos avaliando-se o 

uso de solventes orgânicos (ou mistura de solventes) como meio extrator, é a 

compatibilidade com a maioria dos métodos analíticos utilizados nas abordagens 

metabolômicas, incluindo a cromatografia líquida de alta e ultra eficiência, a 

ressonância magnética nuclear e a espectrometria de massas com fonte de ionização 

por electrospray20,22,25,28. 

 

1.4 Espectrometria de massas com fonte de ionização por electrospray  

 

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analítica em que os íons 

presentes em uma determinada amostra são gerados no estado gasoso e, 

posteriormente, separados por meio da razão massa/carga (m/z)34. 

Em termos do fenômeno de geração de íons durante a execução dos 

experimentos por MS de amostras líquidas, os processos que caracterizam a 

transferência dessas espécies da fase líquida para gasosa (Figura 3) podem ser 

sistematizados em três principais transformações químicas: i) os processos de 

remoção/adição de um elétron e posterior formação de íons radicais (M+. ou M−.); ii) 

os eventos de protonação ou desprotonação que ocorrem por reações ácido-base, 

gerando espécies protonadas ([M+H]+) ou desprotonadas ([M-H]-); e iii) a formação de 

espécies cationizadas (p. ex. [M+Na]+) ou anionizadas (p. ex. [M+Cl]-)34–36. 

Particularmente, as análises por espectrometria de massas com fonte de 

ionização por electrospray (ESI-MS) são compostas, em sua maioria, por espécies 

protonadas ([M+H]+) ou desprotonadas ([M-H]-). Nesse contexto, as análises por ESI-

MS permitem escolher o modo de ionização que será utilizado nos experimentos 

(positivo ou negativo). Além do modo de ionização positivo e negativo, os modernos 

espectrômetros de massas podem ser empregados para determinar a m/z do analito 

em alta resolução, dependendo da tecnologia do analisador de massas. 

Consequentemente, a m/z de subtâncias de interesse podem ser mensuradas em alta 

resolução por ESI-MS, incluindo análises diretas ou hifenadas à cromatógrafos líquidos 

de alta e ultra eficiência. Outra contribuição do desenvolvimento dos analisadores de 
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massas ao campo da MS é a possibilidade de execução de experimentos em modo 

sequencial (p. ex. ESI-MS/MS)17,21,22,34–36.  

Nesse contexto, os analitos previamente ionizados no espectrômetro de 

massas (denominados de íons precursores) podem ser analisados em um segundo 

estágio. Nesse próximo estágio, os íons precursores selecionados serão submetidos ao 

processo de ativação de íons, o qual consiste em aumentar a energia interna do íon 

precursor e, consequentemente, favorecer a ocorrência de processos de dissociação 

em fase gasosa, os quais convertem um dado íon precursor em íons fragmentos17,22,35–

37. 

A técnica de ativação de íons utilizada com frequência na área de PNs é a 

dissociação induzida por colisão (CID-MS/MS). Nessa técnica a transferência de 

energia ocorre a partir da colisão induzida do íon precursor com o gás de colisão (p. ex.: 

gás N2)17,22,35–38. 

 

 

 
a  Os íons precursores obtidos nas análises por ESI-MS podem ser do tipo: M+., M−., 

[M + Metal]+, [M + H]+, [M − H]− e [M − Cl]−. 
b  Os íons precursores (carga positiva ou negativa) podem ser conduzidos a um segundo 

estágio analítico usando instrumentos de ESI-MS/MS ou ESI-MSn.  
c  Esse próximo estágio corresponde ao processo de ativação de íons. Dependendo do tipo 

de íon gerado e da técnica de ativação de íons empregada, os íons fragmentos são 
produzidos de acordo com três principais classes de reações: mecanismos clássicos 
(derivados da ionização por elétrons); e mecanismos com retenção e migração de carga. 

 

Figura 3 - Representação dos íons positivos e negativos que podem ser produzidos nas 
análises por ESI-MS.a,b,c  

 
Fonte: Adaptado de Demarque et al.36 (2016). 
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Dessa forma, a intepretação dos processos reacionais envolvidos na formação 

dos íons fragmentos é uma ferramenta valiosa para a identificação estrutural de PNs 

previamente isolados. Além disso, a técnica de CID-MS/MS pode ser utilizada para 

propor estruturas químicas de classes de substâncias em misturas, fato que tem 

contribuído para o uso crescente da técnica de ESI-MS/MS no desenvolvimento de 

propostas de estudos metabolômicos, tanto focados em impressão digital metabólica, 

quanto em perfil metabólico e análise alvo17,22,25,35,36,39. 

Em contrapartida, a ausência de bases de dados pode ser um fator limitante na 

interpretação dos espectros de ESI-MS/MS, o que normalmente pode requerer o uso 

de padrões de referência para confirmar a identidade das substâncias. Nessa 

perspectiva, o uso integrado da técnica de ESI-MS/MS e química computacional surge 

como uma excelente alternativa no desenvolvimento de estratégias para a prospecção 

de PNs bioativos35,36,40,41. 

 

1.4.1 Intepretração de dados de ESI-MS/MS assistida por química 

computacional 

 

As etapas elementares envolvidas nas reações químicas que formam as 

espécies protonadas ([M+H]+) e desprotonadas ([M-H]-), com base no fenômeno da 

ionização por electrospray, podem ser interpretadas à partir da teoria ácido/base de 

Brönsted-Lowry.35,36,42. Por outro lado, na maioria das vezes, os produtos naturais são 

substâncias orgânicas polifuncionais e, consequentemente, o sítio de protonação ou 

desprotonação pode ser representado por um ou mais grupos funcionais. Para 

exemplificar, a Figura 4 apresenta as espécies protonadas de um benzopirano, 

caracterizada por um equilíbrio químico entre três possíveis sítios de reatividade 

molecular35,36,42.  

Em princípio, o sentido do equilíbrio ácido-base encontra-se deslocado para 

o sítio de maior caráter básico, a carboxila. No entanto, a transferência para a fase 

gasosa ou a colisão com gás inerte pode promover a migração do próton para regiões 

de menor caráter básico. Diante das perspectivas apresentadas, o sítio de protonação 

não pode ser denominado uma região exata da estrutura química para iniciar a(s) 

proposta(s) de fragmentação por ESI-MS/MS. Do ponto de vista de proposta de 

identificação estrutural, esses eventos químicos governam o perfil de dissociação em 
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fase gasosa, o que torna a interpretação da química de fragmentação 

desafiadora35,36,40,42–44. 

Nessa perspectiva, a literatura tem comprovado que a química computacional 

demonstra ser uma ferramenta valiosa na predição de propriedades termodinâmicas 

de substâncias orgânicas por cálculos de acidez, basicidade, energia de dissociação 

de ligação, barreira de energia envolvida em um dado estado de transição e 

outros45,46. Dentre os vários métodos computacionais que podem ser empregados 

para predizer as grandezas termoquímicas citadas, a teoria do funcional de densidade 

(DFT), em sinergia com a química orgânica, tem sido o modelo mais amplamente 

utilizado para interpretar e correlacionar os resultados obtidos por ESI-MS/MS35,39–

41,43,44,47–49. 

Nos últimos dez anos, esses estudos de emprego de DFT em ESI-MS/MS têm 

sido realizados, principalmente: i) na predição da reatividade de cada sítio molecular 

em função da adição do próton; ii) na predição do perfil de energia relativa dos íons 

produtos (perfil de energia relativo ao íon precursor); e iii) na estimativa do perfil de 

energia da coordenada de reação de um dado rearranjo intramolecular e/ou de um 

dado mecanismo de fragmentação. Adicionalmente, o uso de descritores apropriados 

exercem um papel fundamental na descrição de etapas reacionais que ocorrem via 

um comportamento não clássico45,46,50–52. 

Nesse contexto, o uso integrado da técnica de ESI-MS/MS e química 

computacional é uma estratégia inovadora no estudo de matrizes complexas, uma vez 

que o entendimento dos fenômenos decorrentes dos experimentos por ESI-MS/MS 

permitem otimizar as etapas de aquisição, tratamento e interpretação de dados.  

 

 

 
Figura 4 -  Proposta para a formação de espécies protonadas de um benzopirano genérico 

com base no equilíbrio ácido-base de Brönsted-Lowry. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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1.5 A família Piperaceae 

A família Piperaceae é um importante táxon vegetal que engloba árvores, 

arbustos e plantas suculentas. Suas espécies são distribuídas nas regiões tropicais e 

subtropicais do planeta. Nessa família estão classificados cinco gêneros e 

aproximadamente 4300 espécies. Dentre os gêneros, os mais abrangentes são Piper 

(L.) e Peperomia (Ruiz e Pavon), com 2000 e 1700 espécies, respectivamente53–55. 

Os gêneros de menor representatividade em número de espécies identificadas são 

Manekia (Trel.)56, Zippelia (Blume) e Verhuellia (Miq.)57. 

Do ponto de vista de estudos químicos das espécies de Piperaceae, uma 

variedade de classes de PNs têm sido isolados e identificados, incluindo lignanas, 

secolignanas58, flavonoides59-60, alcaloides60, derivados do ácido benzoico54,61, 

amidas alifáticas e aromáticas62–64 e benzopiranos65–70. 

O metabólito secundário mais conhecido na família Piperaceae é a piperina, 

uma amida biossintetizada pela espécie Piper nigrum, popularmente conhecida por 

pimenta-do-reino (Figura 5). É importante destacar que, do ponto de vista econômico, 

a exportação de pimenta-do-reino no Brasil alcançou o patamar de 35.000 toneladas 

no ano de 2014, sendo o estado do Pará o principal produtor desta especiaria71,72. 

Do ponto de vista da importância farmacológica, a espécie Piper methysticum 

desempenha um papel que deve ser destacado pela descoberta e comercialização do 

Ansiopax®, um medicamento desenvolvido com base no extrato seco e padronizado 

da espécie. Comumente conhecido como Kava-Kava, esse medimento foi 

regulamentado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), sendo 

indicado para o tratamento de distúrbios do sistema nervoso central, como a 

ansiedade, a insônia e a hiperatividade73-74. Além disso, é importante ressaltar que a 

espécie Piper umbellata (sinon. Pothomorphe umbellata) foi inscrita na primeira edição 

da Farmacopéia brasileira, publicada em 192975. 
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*  A principal fonte de acúmulo da piperina - isolada em 1819 pelo químico e físico 

dinamarquês Hans Christian Oersted - é o fruto da pimenta-do-reino, Piper nigrum 
(Piperaceae)71. 

 
Figura 5 - Estrutura química da piperina.*  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Em relação aos estudos de bioprospecção, o isolamento de substâncias 

majoritárias dos extratos vegetais de Piper e Peperomia conjugados a ensaios 

biológicos in vitro, têm indicado que o táxon Piperaceae é uma fonte promissora para 

a pesquisa de novos bioativos com ação de inibição enzimática, antimicrobiana, anti-

inflamatória, citotóxica e antiprotozoária. Particularmente, os benzopiranos constituem 

um grupo de PNs farmacologicamente ativos biossintetizados por espécies de Piper 

e Peperomia53–55,62,65. 

 

1.5.1 Benzopiranos 

 

Os cromenos e cromanos são substâncias heterocíclicas caracterizados pela 

presença de um núcleo benzopirânico, ou seja, um anel benzeno fundido a um anel 

pirano, com diferentes níveis de saturação76. Diferentemente dos cromanos, os 

cromenos são caracterizados pela presença de insaturação no núcleo 1-benzopirano, 

que pode estar localizada entre os carbonos C2 e C3 ou C3 e C4, sendo denominados 

de 4H-cromeno e 2H-cromeno, respectivamente (Figura 6)77. 

 

 

Figura 6 -  Estruturas químicas e nomenclatura de 1-benzopiranos, incluindo cromano, 2H-
cromeno e 4H-cromeno. Esses heterocíclicos são o núcleo base de uma extensa 

variedade de produtos naturais. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Na natureza, além dos cromanos e cromenos, o núcleo benzopirânico pode 

estar presente como subunidade em um número significativo de substâncias 

responsáveis por diversas propriedades farmacológicas, incluindo chalconas, 

cumarinas, flavonas, tocoferóis (vitamina E) e tetraidrocanabinoides76,78. A 

potencialidade farmacológica associada aos benzopiranos é atribuída, principalmente, 

à seletividade da ligação do fármaco a determinadas classes de receptores protéicos 

com alta afinidade. Essa propriedade ocorre em função do caráter lipofílico desses 

fármacos, que confere certa eficiência em atravessar o ambiente lipídico hidrofóbico 

da membrana plasmática celular79,80.  

Conjugado a esses aspectos, os benzopiranos permitem a introdução de 

variados substituintes por meio de síntese em fase sólida, incluindo estruturas 

químicas com um ou mais anéis heterocíclicos. Uma revisão da literatura demonstrou 

que cerca de 12.000 substâncias naturais, ou originárias de síntese planejadas, 

contém o núcleo benzopirano em sua estrutura química79,81. Além disso, nos últimos 

anos, ensaios in vitro têm mostrado o potencial de substâncias com núcleo 

benzopirano para o desenvolvimento de medicamentos com ação antitumoral82, 

antimicrobiana83, anticoagulante84 e antitripanossoma68.  

Com relação aos aspectos químicos, biológicos e biossintéticos dos  

2H-cromenos e cromanos presentes em espécies de Piperaceae (Figura 7), vários 

estudos têm sido realizados85,86. Em se tratando de estudos de bioprospecção dessas 

duas classes de metabólitos da família Piperaceae, a atividade tripanocida têm tido o 

maior destaque. No trabalho publicado por Batista Junior et al.87 (2008), o cromeno, 

ácido gaudichaudiânico, isolado como mistura racêmica do extrato etanólico de folhas 

de Piper gaudichaudianum, e o seu respectivo análogo obtido por modificação 

molecular (Figura 8), demonstraram apresentar potente atividade tripanocida frente à 

forma epimastigota da cepa Y de Trypanossoma cruzi. Nesse trabalho, os autores 

também evidenciaram o potencial tripanocida de outros 2H-cromenos, incluindo 

àqueles característicos da espécie P. aduncum. Paralelamente, Mota et al.68 (2009), 

ao estudarem a composição química do extrato etanólico obtido de partes aéreas de 

Peperomia obtusifolia, verificaram que a mistura racêmica dos cromanos também é 

ativa frente à cepa Y de T. cruzi (Figura 9). 
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* Esses 2H-cromenos são biossintetizados em espécies de Piperaceae55. 
 

Figura 7 - Estruturas químicas de alguns 1-benzopiranos naturais.*  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Nessa perpectiva, estudos com a mistura racêmica do ácido gaudichaudiânico 

foi um marco importante para entender a relação entre atividade tripanocida e 

benzopiranos oriundos da família Piperaceae. Assim, Batista Junior et al.65 (2011) 

descreveram ensaios da mistura racêmica do ácido gaudichaudiânico, e dos seus 

respectivos enantiômeros frente ao parasita T. cruzi. Os resultados demonstraram a 

origem de sinergismo na ação tripanocida, uma vez que a atividade foi mais 

pronunciada para a mistura 50:50, quando comparada ao desempenho de cada um 

dos enantiômeros separadamente65.  

Aliado a esses aspectos, o estudo da fração lipofílica do extrato bruto de 

Peperomia obtusifolia culminou no isolamento, elucidação estrutural e determinação 

da configuração absoluta dos enantiômeros e diasteroisomeros do cromano ácido, 

esterificados com monoterpenos endo-borneol e endo-fenchol (Figura 10)66,67. Vale 

ressaltar que os derivados esterificados com monoterpenos do tipo endo-fenchol são 

constituintes minoritários. Consequentemente, a descrição acima corrobora que a 

família Piperaceae pode fornecer alvos farmacológicos promissores no cenário de 

desenvolvimento de novos medicamentos.  
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*  Ensaio biológico in vitro foi realizado com a mistura racêmica desses 2H-cromenos frente 

a cepa Y de Trypanossoma cruzi87. 
 

Figura 8 -  Estruturas químicas do 2H-cromeno ácido gaudichaudiânico isolado do extrato 
etanólico de Piper gaudichadianum (Piperaceae) e, do derivado esterificado 
obtido por modificação molecular.  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Em contrapartida, do ponto de vista de biogênese, a formação de 2H-

cromenos e cromanos em plantas é determinada por duas rotas biossintéticas 

distintas. Assim, as porções aromáticas dos benzopiranos que mostram acúmulo em 

espécies de Piper e Peperomia são correlacionadas com as vias do chiquimato e 

policetídica, respectivamente85,86 (Figura 11). Consequentemente, os 2H-cromenos e 

cromanos de espécies de Piperaceae podem ser distinguidos com base no nível de 

saturação do anel pirano e no respectivo padrão de substituição do anel aromático. 

Além disso, estudos químicos têm mostrado a predominância de benzopiranos do tipo 

2H-cromeno e cromano em espécies de Peperomia. No entanto, estudos apontam 

que as espécies de Piper são caracterizadas apenas por benzopiranos do tipo 2H-

cromeno53,55,85,86.  

 

 

 
*  A mistura racêmica de cada cromano foi ativa frente frente à cepa Y de Tripanossoma 

cruzi65. 
 
Figura 9 -  Estruturas químicas dos cromanos isolados do extrato etanólico de partes aéreas 

Peperomia obtusifolia (Piperaceae).*  
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 10 -  Estruturas químicas dos cromanos esterificados com monoterpenos do tipo endo-
borneol e endo-fenchol, isolados da fração lipofílica do extrato etanólico das 
partes aéreas de Peperomia obtusifolia (Piperaceae). 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Diante da abundância de benzopiranos na família Piperaceae e na 

particularidade das estruturas químicas de cada subclasse, novos questionamentos 

merecem ser elucidados a respeito do perfil de fragmentação por ESI(+)-MS/MS de 

2H-cromenos e cromanos. Com base na potencialidade dos métodos computacionais 

baseados na DFT para o cálculo de grandezas termoquímicas de PNs, esse trabalho 

tem por objetivo investigar se as duas subclasses podem ser descritas a partir de um 

modelo de dissociação em fase gasosa em comum. Naturalmente, devido a 

particularidade das estruturas químicas, os resultados podem trazer subsídios para 

descrever um perfil de fragmentação para cada subclasse (Figura 11). Além disso, 

com a finalidade de avaliar a eficiência do perfil de fragmentação descrito para 2H-

cromenos e cromanos, uma abordagem metabolômica em matrizes complexas foi 

estudada visando mimetizar as etapas de um estudo de bioprospecção. 

 

 
Figura 11 – Proposta biossintética de benzopiranos em espécies de Piper e Peperomia. 

 
Fonte: Adaptado de Batista et al.86 (2018). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, 2H-cromenos e cromanos previamente isolados de extratos 

vegetais de Piper aduncum e Peperomia obtusifolia foram analisados por ESI(+)-

MS/MS aplicando-se a técnica de dissociação induzida por colisão. Com a finalidade de 

propor a química de fragmentação do anel benzopirano, grandezas termoquímicas 

foram calculadas usando métodos baseados na DFT. Nesse contexto, a reatividade dos 

possíveis sítios de protonação foi investigada pela análise do mapa de potencial 

eletrostático molecular, cargas atômicas, orbital molecular ocupado de maior energia, 

afinidade protônica, basicidade em fase gasosa e diagramas de energia.  

Dessa forma, os dados experimentais conjugados aos valores estimados para 

afinidade protônica e basicidade em fase gasosa indicaram que o padrão de 

substituição do anel aromático influenciou na etapa de protonação. Além disso, o perfil 

de energia calculado para a transferência do próton, entre o átomo de oxigênio do 

anel pirano e a unidade prenila, corroborou que a etapa de protonação na ligação 

dupla descreve um estado de transição de 6 membros.  

Concomitantemente, os parâmetros termoquímicos confirmaram que a etapa 

de protonação nos cromanos ocorre preferencialmente no átomo de oxigênio do anel 

pirano. Nessa perspectiva, os dados teóricos revelaram que o aumento dos valores 

de afinidade protônica e basicidade em fase gasosa na série dos cromanos podem 

ser correlacionados ao(s) substituinte(s) ligado(s) ao C2. Esse comportamento é 

explicado por meio da estabilidade de carbocátions, uma vez que a ocorrência de 

interações hiperconjugativas contribuiu para diminuir a energia do íon precursor. 

Consequentemente, para algumas substâncias da série, o estudo de otimização de 

geometria sinalizou a clivagem heterolítica da ligação O-C2 do anel pirano. 

A interpretação da reatividade dos possíveis sítios de protonação auxiliou na 

descrição das rotas de fragmentação de 2H-cromenos e cromanos. Particularmente, 

o mecanismo de fragmentação do núcleo benzopirano dos cromanos pode ocorrer por 

meio de uma bifurcação, em concordância com a geometria de menor energia do íon 

precursor alvo. Para todos os cromanos protonados, a formação de íons diagnósticos 

pode ser explicada com base em uma clivagem induzida por assistência do 

heteroátomo adjacente ou no mecanismo de retro Diels Alder. Além disso, análises 

de extratos vegetais de espécies de Piperaceae por ESI(+)-MS/MS corroboraram com 
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o padrão de fragmentação descrito para 2H-cromenos e cromanos. 

Consequentemente, os resultados apresentados estão em conformidade com a 

reatividade dos sítios de protonação, incluindo as rotas de fragmentação, a 

distribuição de íons nas curvas de energia e o perfil de energia termodinâmico 

calculado no nível B3LYP/6-31+G(d,p). 

Portanto, o uso integrado da técnica de dissociação induzida por colisão e 

química computacional auxiliou no desenvolvimento de uma abordagem 

metabolômica com vistas a identificar benzopiranos bioativos em matrizes complexas. 

Adicionalmente, o aperfeiçoamento de estratégias inspiradas no modelo estudado 

pode contribuir para o avanço da pesquisa em química de produtos naturais, incluindo 

o desenvolvimento de propostas com escopo direcionado a ensaios biológicos in vitro, 

a procedimentos biotecnológicos e a estudos de bioprospecção.  
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