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RESUMO

Reigada, J. B. Bioprospeccdo em espécies de Piperaceae. 2009. 132p.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

O presente trabalho visou a avaliagdo do potencial antifingico de extratos
brutos das diferentes partes do vegetal (folha, caule e raiz) de espécies de
Piperaceae, os quais foram submetidos ao ensaio de bioautografia frente aos fungos
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum. Apés a triagem
bioldgica, os extratos brutos das espécies Piper mollicomum, Piper marginatum,
Peperomia alata e Peperomia glabella foram selecionados para etapas posteriores
de fracionamento e purificacdo, utilizando-se técnicas cromatograficas. O estudo
fitoquimico biomonitorado das espécies selecionadas identificou como metabdlitos
ativos dois cromenos e uma di-hidrochalcona; duas flavanonas e trés
fenilpropandides, sendo um de estrutura inédita, denominado marginatumol; dois
policetideos inéditos, alatanona A e alatanona B; quatro acilresorcindis e quatro
secolignanas, incluindo a peperomina G inédita. Todos os metabdlitos isolados
apresentaram potencial atividade antifingica, sendo os policetideos alatanona A e
alatanona B os mais ativos, com atividade superior as substancias controle (nistatina
e miconazol). Assim, os dados obtidos neste estudo permitiram descrever diferentes
classes de produtos naturais a partir de uma colecdo de extratos de espécies de

Piperaceae, com potencial para estudos de rela¢des estrutura-atividade.

Palavras-chave: Piperaceae, Piper mollicomum, Piper marginatum, Peperomia
alata, Peperomia glabella, atividade antifungica.



ABSTRACT

Reigada, J. B. Bioprospecting of Piperaceae species. 2009. 132p. Masters Thesis
- Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo.

The present study was addressed to evaluate the antifungal activity of crude
extracts from Piperaceae species in which different parts of the plant (leaves, stems
and roots) were assessed by means of bioautography against Cladosporium
cladosporioides and Cladosporium sphaerospermum. After antifungal assay, the
extratcs from Piper mollicomum, Piper marginatum, Peperomia alata and Peperomia
glabella displayed higher growth inhibitory potency and thus were selected for further
fractionation and purification using chromatographic techniques. Such dereplication
using the bioautographic assay yielded two chromenes and one dihydrochalcone;
two flavanones and three phenylpropanoids, including the novel compound
marginatumol; two new polyketides, alatanone A and alatanone B; four
acylresorcinols and four secolignans, including the novel peperomin G, respectively.
The bioautography indicated potential antifungal activity for all isolated metabolites
and compounds alatanone A and alatanone B were found the most active in
comparison to positive controls (nystatin and miconazole). The bioprospecting
approach was proven to be very effective when the isolation of bioactive compounds
from a collection of crude extracts is concerned, although not necessarily unraveling

the major biosynthetic pathways in each plant species.

Keywords: Piperaceae, Piper mollicomum, Piper marginatum, Peperomia alata,
Peperomia glabella, antifungal activity.
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Introducéo 14

1. INTRODUCAO

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

O metabolismo primario dos vegetais origina diversos produtos extremamente
importantes, como acidos nucléicos, proteinas, acidos graxos, aminoacidos e
acucares, considerados essenciais para a manutencao das células. O metabolismo
secundario, processo pelo qual produtos naturais séo originados, envolve um grande
conjunto de reacfes tanto de sintese quanto de catabolismo, que séo
frequentemente mediadas por enzimas com elevada especificidade (Luckner, 1990).

Os metabdlitos secundarios sédo produzidos a partir de intermediarios-chave
provenientes do metabolismo primario, destacando-se o acetato, piruvato, alguns
acucares (por exemplo, eritrose e fosfato de metil eritriol), aminoacidos, entre outros.
Os metabdlitos secundarios assim originados tém sido prioritariamente classificados
de acordo com as vias biossintéticas, mas podem ser agrupados em policetideos,
alcaldides, compostos fendlicos e isoprendides (Mann, 1994).

Segundo Demain e Fang (2000), os metabdlitos secundarios exercem
funcdes de sobrevivéncia nos organismos que os produzem, servindo como agentes
de defesa (contra herbivoros, insetos, bactérias e fungos), agentes quimicos (na
simbiose entre plantas e microbios, insetos ou animais de grande porte), agentes
protetores ou hormdnios sexuais, e atrativos para polinizadores.

Além dessas funcdes fundamentais para o desenvolvimento das espécies

vegetais, os metabdlitos secundarios também tém sido amplamente utilizados pelo
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homem para outros fins, sendo extraidos e utilizados como corantes, perfumes,
inseticidas e principalmente farmacos (Balandrin et al., 1985).

Até recentemente, a maioria dos trabalhos na area de quimica de produtos
naturais no pais esteve mais voltada para os estudos de isolamento e elucidacao
estrutural de metabdlitos secundérios do que para a avaliacdo do potencial biolégico
dos produtos naturais identificados. Atualmente, a busca de principios ativos de
plantas através de estudos fitoquimicos biomonitorados tem se constituido em uma
alternativa para a pesquisa em espécies vegetais, com o0 desenvolvimento de
bioensaios simples e rapidos, facilmente executados em laboratorios de fitoquimica
(Montanari e Bolzani, 2001). A mudanca de enfoque € notéria quando se observam
0S requisitos impostos pelos principais periddicos da area, nos quais ndo somente o
ineditismo estrutural € considerado, mas também os aspectos biossintéticos ou de
atividade biologica. A perspectiva unificadora entre a quimica e a biologia tende a
constituir-se numa tendéncia cada vez mais presente na compreensao dos sistemas
biolégicos, especificamente das vias biossintéticas, e também na busca de produtos
biologicamente ativos (Poulter, 2009).

A pesquisa em produtos naturais no Brasil tem sido uma das &reas mais
tradicionais da quimica devido a grande biodiversidade do pais. O potencial para os
estudos de bioprospeccdo é imenso e seria um caminho excelente para agregar
valor as espécies vegetais nativas, buscando contribuir com as propostas de
preservacao e de uso sustentavel de reservas bioldgicas.

Dentro desse contexto, as atividades de pesquisas no Laboratério de Quimica
de Produtos Naturais do Instituto de Quimica na Universidade de Sdo Paulo (LQPN
IQ-USP) envolvem a bioprospeccédo e estudos biossintéticos e filogenéticos. A

primeira abrange o estudo de diversas espécies de Piperaceae coletadas em
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diferentes regibes da Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo, e encontra-se inserida
no projeto tematico Conservation and Sustainable use of the Plant Diversity from
Cerrado and Atlantic Forrest: Chemical Diversity and Prospecting for Potential Drugs
(BIOTA-FAPESP), coordenado pela Profa. Dra. Vanderlan da Silva Bolzani (1Q-
UNESP - Araraquara); a segunda envolve o estudo filogenético, através do uso de
marcadores moleculares, visando determinar possiveis correlagbes com o perfil de
metabolitos secundarios.

A Figura 1 ilustra a abordagem atual para o desenvolvimento das pesquisas
em quimica de produtos naturais, voltadas para a determinagdo de novos

metabdlitos secundarios bioativos, e assim, producao de novos farmacos.

Coleta de material vegetal

extracao
Germoplasma ¢
Banco de extratos Perfil
metabdlico
Estudos bioensaios
biossintéticos
Extratos bioativos
Fracionamento Isolamento e
biomonitorado determinacao estrutural
. . Sintese de
Metabdlitos bioativos analogos
Ensaios confirmatérios

Avaliacao farmacoldgica,
clinica e toxicolégica

Figura 1. Abordagem atual de pesquisas voltadas para a bioprospeccao de novos farmacos.
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1.1. A familia Piperaceae

A familia Piperaceae, pertencente a ordem Piperales, constitui-se em uma
das mais primitivas familias entre as Angiospermas (Wanke et al., 2007) e por
possuir metabolismo secundario peculiar, conduz a formacdo de diversos
metabdlitos secundarios, muitos dos quais biologicamente ativos.

Esta familia compreende atualmente quatro géneros, Piper, Peperomia,
Sarchorhachis e Ottonia (Kato e Furlan, 2007), sendo os géneros Piper e Peperomia
0S mais representativos, com aproximadamente 2000 e 1700 espécies,
respectivamente (Quijano-Abril et al., 2006; Wanke et al., 2006).

As espécies representantes da familia Piperaceae sdo plantas herbaceas,
arbustos ou pequenas arvores, terrestres ou epifitas, e estdo distribuidas pelas
regides tropicais e subtropicais dos dois hemisférios (Kato e Furlan, 2007). No Brasil,
ocorrem cerca de 450 espécies da familia Piperaceae, sendo 265 espécies de Piper

e 166 de Peperomia (Yuncker, 1972, 1973, 1974).

1.2. O género Piper

Dentre os géneros que compreendem a familia Piperaceae, o género Piper
apresenta 0 maior potencial econbmico e comercial. A espécie mais conhecida
comercialmente € a Piper nigrum, cujos frutos sao fonte natural da pimenta-do-reino,
utilizada como especiaria na culinaria mundial (Srinivasan, 2007). O principio
pungente da pimenta-do-reino, também conhecida como pimenta verde, pimenta
branca ou pimenta preta, deve-se a presenca de derivados da piperina (Figura 2),

uma amida piperidinica encontrada nos frutos desta espécie (Siddiqui et al., 1997).
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Figura 2. Estrutura da piperina encontrada nos frutos de Piper nigrum.

Apesar do grande numero de espécies pertencentes ao género Piper
(aproximadamente 2000), somente 112 foram investigadas fitoquimicamente,
revelando a presenca de 667 metabdlitos secundarios diferentes, distribuidos em

classes conforme ilustra a Figura 3 (Dyer e Palmer, 2004).

lignanas/neolignanas
18%

terpenos
14%

propenilfendis
6%
flavonas/flavanonas
3%

kavapironas
3%
esteroides chalconas/di-
204 hidrochalconas
3%

piperolideos
1%

Figura 3. Porcentagem de ocorréncia dos metabdlitos secundérios identificados em estudos
fitoquimicos realizados com espécies de Piper.

Conforme observado, o perfil fitoquimico das espécies de Piper apresenta-se
muito diversificado, sendo isolados compostos pertencentes as mais diferentes
classes de metabdlitos secundarios (Parmar et al., 1997). O niumero de metabdlitos
isolados pertencentes a classe dos alcaldides e amidas sdo os mais representativos
da espécie (Parmar et al., 1998; Navickiene et al., 2000; Marques et al., 2007),

seguido de lignanas e neolignanas (Benevides et al., 1999), terpenos (Martins et al.,
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1998), propenilfendis (Ramos et al., 1986), pironas (Smith et al., 1983), cromenos e
derivados de acidos benzdicos (Terreaux et al., 1998; Baldoqui et al., 1999; Lago et
al., 2004).

Neste trabalho, duas espécies do género Piper foram selecionadas para
serem submetidas a fracionamento quimico biomonitorado, a partir da analise do

potencial fungitoxico de seus extratos brutos: Piper mollicomum e Piper marginatum.

1.2.1. Piper mollicomum Kunth.

Conhecida como jaborandi-manso ou simplesmente jaborandi, a espécie
Piper mollicomum é um arbusto pequeno, de 1,0 a 1,5 m de altura, encontrada no
Brasil nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Santa Catarina, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Mato Grosso e Goias (Guimarées e
Giordano, 2004). Na medicina popular, os frutos de Piper mollicomum s&o utilizados
para tratamento de problemas estomacais e suas raizes, quando mastigadas, sao

Uteis para anestesiar dores de dente (Guimarédes e Giordano, 2004).

Foto: M. J. Kato

Figura 4. Piper mollicomum Kunth.
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Nenhum estudo fitoquimico foi encontrado para Piper mollicomum, com

excecao da composicao do 6leo essencial de suas folhas (Santos et al., 2001).

1.2.2. Piper marginatum Jacq.

A espécie Piper marginatum, variedade Piper marginatum Jacq., € encontrada
na Ameérica do Sul, América Central e Antilhas. No Brasil, os arbustos com até 5,0 m
de altura s&o encontrados nos estados do Amazonas, Para, Ceara, Paraiba e
Pernambuco (Guimaraes e Giordano, 2004).

Na regidao amazonica, a espécie é popularmente conhecida como malvaisco,
caapeba-cheirosa, nhandi, pimenta-do-mato e pimenta-dos-indios, e é utilizada sob
a forma de cha com acdo anti-espasmadica, no tratamento de doencas do figado e
baco (Pio-Corréa, 1984; Guimaraes e Giordano, 2004). Segundo os indios tenharins,
a planta, conhecida por eles como nhambui, é toxica se ingerida. A raiz amassada é
usada externamente para o alivio da dor e coceira causadas por picada de insetos, e
também contra mordeduras de cobras. No Ceara, onde € conhecida como capeba-
mansa, os frutos sao utilizados como substituintes da pimenta-do-reino (Guimaréaes
e Giordano, 2004).

Estudos fitoquimicos previamente realizados em raizes, caules, folhas e frutos
de Piper marginatum (Tabela 1) descrevem a ocorréncia de propiofenonas, amidas,
flavondides, fenil-alcaloides e aristolactamas, além da composi¢cado quimica do oOleo

essencial das folhas (Ramos et al., 1986; Andrade et al., 2008).
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Foto: M. J. Kato

Figura 5. Piper marginatum Jacq.

Tabela 1. Metabdlitos secundarios isolados em estudos anteriores realizados com
Piper marginatum.
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Estrutura
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<o Raizes Santos et al., 1997
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OMe

x
Raizes Santos et al., 1998
MeO OMe

1-(1E-propenil)-2,4,6-trimetoxibenzeno
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OMe
) =
<o Raizes Santos et al., 1998
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Estrutura Parte da Referéncia
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Parte da

Estrutura
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Referéncia
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o
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0
X N
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OMe
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OH O
vitexina R =H
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Santos e Chaves, 1999a

Chaves et al.,2003

Chaves e Santos, 2002

Chaves e Santos, 2002

Chaves e Santos, 2002

(Tillequin et al., 1978)
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1.3. O género Peperomia

Ao contrario do observado para Piper, as espécies do género Peperomia sdo
pouco conhecidas, tanto no ambito comercial quanto na medicina popular. S&o ervas
pequenas, terrestres ou epifitas, e frequentemente carnosas, podendo algumas
espécies ser cultivadas como plantas ornamentais.

Um exemplo de espécie popular e mais estudada pertencente ao género
Peperomia € a Peperomia pellucida, erva terrestre, pequena e suculenta. No Brasil,
em Santa Catarina, é conhecida como erva-de-jaboti ou comida-de-jaboti, mas
também é denominada popularmente corazon de hombre e yerba de la plata em
Cuba (Guimarées e Giordano, 2004).

Sob a forma de cha ou infusédo, folhas e raizes de Peperomia pellucida séo
usadas popularmente na Amazoénia para combater dor de garganta e tosse, € nao
raramente é consumida como salada. A planta ainda é considerada Util contra
hipertensao, é diurética, anti-inflamatéria e digestiva (Guimarées e Giordano, 2004).

Apesar de este género ser constituido por mais de 1500 espécies, os estudos
fitoquimicos com espécies de Peperomia descritos na literatura sdo reduzidos
quando comparados aqueles com espécies de Piper. Os metabdlitos secundarios
mais comuns relatados para o0 género sdo derivados fendlicos prenilados,
policetideos, cromenos, secolignanas e dimeros de estireno (Kato e Furlan, 2007).
Entre as espécies estudadas, podem ser citadas Peperomia proctorii (Seeram et al.,
2000), Peperomia galiodes (Mahiou et al.,, 1995), Peperomia dindigulensis
(Govindachari et al., 1998; Wu et al., 2006), Peperomia pellucida (Xu et al., 2006) e

Peperomia villipetiola (Salazar et al., 2005).
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Neste estudo, foram selecionadas duas espécies do género Peperomia para
serem submetidas a fracionamento quimico biomonitorado, a partir da analise do

potencial fungitoxico de seus extratos brutos: Peperomia alata e Peperomia glabella.

1.3.1. Peperomia alata Ruiz & Pav.

Pouco se conhece sobre a taxonomia, distribuicdo geogréfica, utilidades e
dados como nomes populares ou propriedades medicinais de Peperomia alata.
Também néo foram encontrados na literatura estudos fitoquimicos para a espécie,

com excecao da composicdo quimica do 6leo essencial (Moreira et al., 1999).

Foto: M. J. Kato

Figura 6. Peperomia alata Ruiz & Pav.

1.3.2. Peperomia glabella (Sw.) A. Dietr.

A espécie Peperomia glabella (Sw.) A. Dietr., € uma erva reptante, que se
desenvolve geralmente no interior das matas. E encontrada nas Antilhas, América
Central e América do Sul. No Brasil, a espécie esta distribuida entre os estados de

Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Para, Amapa e Santa Catarina, onde é
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conhecida como erva-de-vidro (Guimardes e Giordano, 2004). Por suas
caracteristicas morfoldgicas, pode ser cultivada como planta ornamental.

Para a espécie Peperomia glabella, dois estudos fitoquimicos sao
encontrados na literatura, revelando a presenca de um derivado de acetofenona

(Soares et al.,, 2006) e uma secolignana (Monache e Compagnone, 1996)

(Tabela 2).

Foto: M. J. Kato

Figura 7. Peperomia glabella (Sw.) A. Dietr.

Tabela 2. Metabdlitos secundarios isolados em estudos anteriores realizados com
Peperomia glabella.

Estrutura Parte da Referéncia
planta
OH O
Folhas Soares et al., 2006
MeO OMe
2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona
@)
0
Planta Monache e Compagnone, 1996
<O O O O> inteira pag !
0 0
Peperomina D
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1.4. Potencial biolégico de espécies de Piperaceae

A grande diversidade quimica dos metabdlitos secundarios isolados de
Piperaceae tem motivado a realizagdo de estudos sistematicos visando a
investigacdo do potencial bioldgico destas espécies.

Bioensaios simples e rapidos, desenvolvidos para deteccdo de compostos
com atividade antibacteriana, antitumoral, antifingica, moluscicida, inseticida, entre
outras, estdo sendo utilizados pelos pesquisadores da area para a identificacdo de
espécies com potencial bioldgico.

Estudos fitoquimicos biomonitorados realizados com espécies dos géneros
Piper (Parmar et al., 1997; Dyer e Palmer, 2004) e Peperomia tém revelado a
presenca de inUmeros metabolitos secundarios, como amidas, derivados de &cido
benzdico, cromenos e policetideos, com potencial atividade bioldgica, principalmente

atividade antifangica (Tabela 3, Figuras 8 -10).

Tabela 3. Espécies de Piper e Peperomia e seus metabdlitos acumulados, isolados através
de estudos fitoquimicos biomonitorados.

Metabolitos Atividade

acumulados Especie biol6gica Referéncia
AeC Piper hispidum antifingica Alécio et al., 1998
B Piper hispidum antifingica Navickiene et al., 2000
D-J Piper tuberculatum antifngica Navickiene et al., 2000
_ antifangica _
K-O Piper aduncum _ Baldoqui et al., 1999
antitumoral
_ , _ antifingica Danelutte et al., 2003
PeQ Piper crassinervium o i
anti-oxidante Yamaguchi et al., 2006
R Piper crassinervium antifingica Lago et al., 2004
S-X Peperomia galiodes antiparasitaria Mabhiou et al., 1995

Y - AA Peperomia villipetiola antifingica Salazar et al., 2005
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Figura 9. Cromenos e derivados de acidos benzébicos com atividade bioldgica isolados de
espécies de Piper.
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Peperomia.
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1.4.1. Atividade antifungica

Estudos de bioprospeccdo focados em agentes antifingicos mostram-se
importantes face a crescente demanda por produtos dessa natureza, uma vez que
os fungos séo responsaveis, direta ou indiretamente, por uma série de doencas que
afetam plantas, animais e humanos.

Nos ultimos anos, com a crescente ocorréncia de enfermidades causadas por
fungos oportunistas, normalmente associadas a pacientes imunodeficientes, como
os portadores do virus da AIDS ou sob tratamento quimioterapico, torna-se ainda
maior a importancia da busca por novos agentes antifungicos (Georgopapadakou,
1998).

Espécies pertencentes a familia Piperaceae submetidas a estudos
fitoquimicos biomonitorados tém revelado o acumulo de inimeros metabdlitos
secundarios com potencial atividade antifingica. Entre os estudos realizados para
espécies de Piper, verifica-se a ocorréncia de amidas antifingicas em P. hispidum
(Alécio et al., 1998), P. tuberculatum (Navickiene et al., 2000), P. arboreum (Silva et
al., 2001), P. scutifolium e P. hoffmanseggianum (Marques et al., 2007); acidos
benzoicos prenilados em P. aduncum (Baldoqui et al., 1999), P. gaudichaudianum,
P. hostmannianum e em P. crassinervium (Lago et al., 2004); flavondides e
hidroguinonas em P. crassinervium (Danelutte et al., 2003; Yamaguchi et al., 2006) e
piperolideos em P. malacophyllum (Lago et al., 2005).

Em espécies do género Peperomia, os dados obtidos até o presente
destacam apenas dois estudos que revelam a presenca de cromenos com atividade
antifangica em Peperomia villipetiola (Salazar et al., 2005) e Peperomia serpens

(Kitamura et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

Inserido em um estudo de bioprospeccao, este trabalho visou a deteccéao e
identificacdo de substancias com atividade antifungica, extraidas das folhas, caules
e raizes de diversas espécies de Piper e Peperomia (Piperaceae), através de estudo
fitoquimico biomonitorado.

Além disso, este estudo teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre a
composicao quimica de espécies de Piperaceae, através da incorporacao de novas
informacgdes ao banco de extratos do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais,
do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, incluindo dados de atividade

biolégica e de perfis de composicdo através de espectros de RMN de *H.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Instrumentacgéao

O Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do 1Q-USP dispds do
seguinte equipamento analitico para o desenvolvimento deste trabalho:

= Espectrofotdbmetro operando na regido do ultravioleta/visivel: os dados de
UV/Vis foram obtidos no espectrofotdbmetro Shimadzu modelo UV-1650 PC,
utilizando-se cubeta de quartzo com 1 cm de caminho Optico.

Além dessa instrumentagdo, a Central Analitica do 1Q-USP disp6s dos

seguintes equipamentos:

= Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear operando a 300 MHz
(Varian UNIT® e Bruker DPX-300) e a 500 MHz (Bruker DRX-500) foram
utilizados para realizacdo das analises necessarias a caracterizacdo das
substancias isoladas [*H, *C (DEPT 135, DEPT 90), DQF-COSY, HMQC e
HMBC]. Os espectros foram registrados em CDC/3, CsDs € metanol-d,, e 0s
padrdes de referéncia internos foram TMS e o pico central do solvente.

= Sistema CG-EM: os espectros de massas de baixa resolucdo foram
obtidos através do sistema CG-EM (Shimadzu) modelo CG-17A, acoplado a
um espectrometro de massas MS-QP-5050A com analisador quadrupolo e
operando via impacto eletrénico (IE) a 70 eV. A unidade CG foi equipada com
coluna capilar DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro, com
fase estacionaria de fenil 5% em 95% de metil-silicone; utilizou-se gas hélio
como gas de arraste (1 mL/min), e as temperaturas do injetor e do detector
foram de 220 e 280 °C, respectivamente; a rampa de temperatura variou de

100 a 260 °C, com taxa de 5 °C/min.



Materiais e métodos 34

= Espectrometro de massas de baixa resolucdo (Shimadzu 14B/QP5050A) e

de alta resolugéo (Bruker Daltonics MicroTOF), operando por impacto

eletrénico e ionizacao por elétron spray.

= Espectrofotometro Bomen MB-100 operando na regiédo do IV.

Para a determinacdo do excesso enantiomérico e da configuracdo absoluta
do metabdlito isolado marginatumol, foram utilizados os seguintes equipamentos:

= Cromatografo gasoso Shimadzu GC-17A equipado com coluna capilar

quiral Chirasil-Dex CB B-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0,25 pm), com as

seguintes condig¢des: utilizou-se hidrogénio como gas de arraste com pressao

de 100 kPa; temperaturas do injetor e do detector foram de 200 e 220 °C,

respectivamente; rampa de temperatura do forno variou de 100-180 °C com

taxa de 1 °C/min.

= Polarimetro Jasco DIP-378, com lampada de sddio e cubeta de 1 dm, foi

utilizado na obtencao dos valores de rotacdo Optica.

3.2.Materiais cromatogréaficos

Para as andlises por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)
foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 F2s4 sob suporte de aluminio, com
espessura de 0,25 mm (Merck). As mesmas foram reveladas por visualizacdo sob
luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 365 nm.

Para os fracionamentos por cromatografia em coluna (CC), utilizou-se silica
gel 60, com particulas de 63-200 um (Merck), e gel de Shepadex LH-20, com
particulas de 25-100 pum (Sigma/Pharmacia). Nas analises por cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP) foram utilizadas placas de vidro de 20 x 20 cm

cobertas com silica gel 60 PF,s4 (Merck) com 1,0 mm de espessura.
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3.3.Solventes e reagentes

Os solventes de grau PA utilizados durante as etapas de extracao, purificacao
e andlise foram fornecidos pela Synth, e submetidos a destilacdo fracionada na
Central de Solventes do IQ-USP. Para as analises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram utilizados solventes de grau cromatogréfico (grau HPLC) da
J.T. Baker.

A enzima Novozym 435, uma lipase imobilizada de Candida antarctica foi

obtida gratuitamente da Novozymes Latin America Ltda. (Parana).

3.4. Material vegetal

As espécies vegetais escolhidas para o desenvolvimento do projeto incluem
Piper e Peperomia (familia Piperaceae) que vém sendo cultivadas nas estufas do
LQPN do 1Q-USP, e também outras que foram coletadas em diferentes regides do
Brasil no periodo de junho/2004 a outubro/2006, numeradas KATO-0400 a
KATO-0789. As espécies estudadas neste trabalho foram identificadas pela Dra.
Elsie Franklin Guimarées, do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, e suas exsicatas

foram depositadas no Herbario de Instituto de Botanica (SMA-SP).

3.5.Obtencéo dos extratos

Apés a coleta do material vegetal, o mesmo foi seco em estufa a 40 °C,

reduzido a po, e parte deste (0,5 - 1,0 g) foi macerado a temperatura ambiente com
MeOH ou CH,C/,:MeOH (2:1) (v:v), sendo entdo concentrado sob vacuo.

Com o objetivo de ampliar e atualizar o banco de extratos do LQPN IQ-USP

foram obtidos 125 extratos brutos de espécies de Piper e Peperomia (entre folhas,
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caules, raizes e frutos), coletadas em diferentes regides, além daquelas que vém

sendo cultivadas nas estufas do LQPN.

3.6. Analise dos extratos

Os extratos brutos foram submetidos aos ensaios de bioautografia (bioensaio)
frente aos fungos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum,
de acordo com a metodologia descrita (Homans e Fuchs, 1970), a fim de detectar
em quais extratos encontram-se os metabdlitos bioativos. Além disso, os extratos
foram analisados por RMN de *H visando obter o perfil de metabdlitos.

Parte dos extratos brutos anteriormente disponiveis no LQPN 1Q-USP havia
sido submetida aos mesmos bioensaios, sendo selecionadas as espécies Piper
mollicomum, Piper marginatum e Peperomia alata para serem investigadas por
fracionamento biomonitorado, uma vez que apresentaram potencial atividade
fungitéxica.

Dentre os extratos brutos ativos apresentados na Tabela 5 (item 4.1.),
selecionou-se a espécie Peperomia glabella para ser submetida a fracionamento
cromatografico biomonitorado, a fim de isolar e caracterizar os metabdlitos

secundarios responsaveis pela atividade fungitéxica.

3.7.Ensaios de bioautografia com fungos

Apdés a concentracdo dos extratos, foi realizado o ensaio de bioautografia, um
teste simples que se fundamenta na acdo inibitoria de extratos/substancias
antifangicas sobre esporos de fungos utilizados para revelacdo das placas

cromatograficas, nas quais os extratos foram aplicados (Homans e Fuchs, 1970).
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Nestes ensaios de bioautografia foram utilizados como reveladores os fungos
Cladosporium cladosporioides (saprofito) e Cladosporium sphaerospermum
(fitopatogénico). Essas duas espécies foram escolhidas por ndo serem patogénicas
ao homem e por apresentarem um crescimento uniforme em condi¢des de cultura in
vitro (Rahalison et al., 1994).

Para a realizacdo dos experimentos, desenvolvidos no Instituto de Botanica
(SMA-SP), sob supervisdo da Dra. Maria Claudia Marx Young, as amostras (400 ug
de extratos brutos e fracdes) foram aplicadas em placas comerciais de silica PFs4
(Merck) sob suporte de aluminio e eluidas com misturas adequadas de solventes
(CHC/3:MeOH (9:1) (v:v)). Apdés a evaporacdo do eluente, as placas foram
nebulizadas com uma solucdo de glicose e sais contendo esporos dos fungos
reveladores C. cladosporioides (Fresen) de Vries SPC 140 e C. sphaerospermum
(Perzig) SPC 491, e em seguida incubadas a 25 °C, em camara escura, durante 48
horas (Figura 11). Decorrido o tempo de incubacéo, foi observado o crescimento do
fungo sob toda a placa, exceto nas areas onde se encontravam as substancias
fungitoxicas (Figura 12).

Apés a purificacdo dos metabdlitos responsaveis pela atividade antifingica,
foram calculadas as doses limite de deteccdo, variando-se a concentracdo e 0
volume da amostra aplicada na placa, e comparando esses resultados com

substancias antifungicas padrao, tais como nistatina e miconazol.
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Cladosporium cladosporioides  Cladosporium sphaerospermum

| |

Saprdfito Fitopatogénico

|
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c——> cromatoplaca
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incubacao por 48 h

|

inibicdo

fraca moderada forte

) *) ()

Figura 11. Diagrama ilustrativo da bioautografia com esporos dos fungos C. cladosporioides
e C. sphaerospermum.
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Figura 12. Exemplos de placas cromatograficas da bioautografia de extratos brutos com
esporos dos fungos: (a) C. cladosporioides e (b) C. sphaerospermum.
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3.8. Fracionamento biomonitorado dos extratos

Os extratos ativos selecionados pelo ensaio de atividade antifingica foram
submetidos a um fracionamento inicial em gel de silica, seguido de particdo
solvente-solvente.

Apo6s novo ensaio de bioautografia, as fragcdes bioativas foram submetidas a
fracionamento cromatografico em gel de silica ou em Sephadex LH-20, utilizando-se
misturas de solventes em polaridade crescente. A avaliacdo do bioensaio das
fragOes provenientes deste fracionamento indicou quais seriam submetidas a
posteriores processos de separagao.

As etapas finais de purificacdo foram baseadas em métodos usuais de
separacdo em silica de fase normal, cromatografia em camada delgada preparativa
e cromatografia liquida de alta eficiéncia, sempre efetuando o bioensaio para o
monitoramento de cada etapa de purificacéo.

ApoOs o isolamento do metabdlito bioativo, a caracterizagcdo molecular foi
realizada através da anélise dos respectivos espectros de RMN de 'H e de **C, EM
e comparacdo com os dados da literatura. As estruturas dos metabdlitos isolados
que séo inéditos na literatura foram totalmente elucidadas pela analise dos dados de
RMN 2D (COSY, HMQC e HMBC), além de EM de alta resolucdo. Apds essa
caracterizacdo, os ensaios antifungicos foram entdo repetidos, com o objetivo de

determinar o limite de deteccao destes metabdlitos isolados.

3.8.1. Fracionamento do extrato de Piper mollicomum

Folhas de Piper mollicomum Kunth. foram coletadas em Ubatuba — SP, em

setembro de 2002, e identificadas pela Dra. Elsie F. Guimardaes. Uma exsicata foi
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depositada no Herbario do Instituto de Botanica de Sao Paulo, sob numero
KATO-0301.

O material vegetal (folhas) seco e moido (54 g) foi extraido por maceracéo
com metanol, a temperatura ambiente. O residuo resultante foi filtrado e concentrado
em evaporador rotativo sob vacuo, obtendo-se o extrato bruto (1,6 g), o qual foi
submetido a fracionamento cromatografico em coluna (& 4 cm x 25 cm) de gel de
silica em fase normal (sistema eluente: misturas de Hex:AcOEt:MeOH em modo
gradiente de polaridade), obtendo-se 20 fracbes. Por CCDC, estas foram agrupadas
em 6 novas fracdes, que foram analisadas por RMN de 'H, e avaliadas quanto ao
potencial antifungico. Destas, as fracdes 2, 4, 5 mostraram-se ativas (Figura 14).

Ap6s andlise por RMN de 'H, de '*C e comparacdo com os dados da
literatura (Diaz et al., 1987), caracterizou-se na fracdo 2 (16 mg) o cromeno 2,2-
dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila (1).

A fracdo 4 (141 mg) foi fracionada através de CC (< 2,3 cm x 32 cm) de gel
de silica em fase normal (sistema eluente: misturas de Hex:AcOEt:MeOH em modo
gradiente de polaridade) obtendo-se 3 sub-fragbes. Da sub-fragdo 2
(10 mg) foi isolado outro cromeno, 8-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de
metila (2), caracterizado apds analise por RMN de *H, de **C e comparac&o com os
dados da literatura (Orjala et al., 1993a).

A fracdo 5 (210 mg) foi submetida a CC (< 2,3 cm x 32 cm) de gel de silica
em fase normal (sistema eluente: misturas de Hex:AcOEt:MeOH em modo gradiente
de polaridade) obtendo-se 3 sub-fragdes. Da sub-fragcdo 2 (89 mg) isolou-se 3,
caracterizado como uma di-hidrochalcona pela analise por RMN de 'H, de °C e

comparacao com os dados da literatura (Orjala et al., 1994).
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As estruturas dos metabdlitos isolados, bem como o fluxograma do
fracionamento biomonitorado estdo representados nas Figura 13 e 14,

respectivamente.

MeOOC X MeOOC X MeO O

OH OH O
1 2 3

Figura 13. Metabdlitos secundérios antifungicos isolados das folhas de Piper mollicomum.

Folhas secas e
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(54 9)

Extragdo com MeOH

Extrato bruto
(1,6 9)

CC SiO;
Hex:AcOEt:MeOH gradiente

fr1 fr3 fr 6
(100 mg) (100 mg) (100 mg)
fr2 fr4 fr5
(16 mg) (141 mg) (210 mg)

CC SiO; CC SiO;
Hex:AcOEt:MeOH Hex:AcOEt:MeOH
gradiente gradiente
1 3 sub-fraces 3 sub-fracdes
sub-fr 2 sub-fr 2
(10 mg) (89 mg)
2 3

Figura 14. Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato bruto das
folhas de Piper mollicomum.
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3.8.2. Fracionamento do extrato de Piper marginatum

Folhas de Piper marginatum Jacq. foram coletadas em Manaus — AM, em
margo de 2002, e identificadas pela Dra. Elsie F. Guimaraes (exsicata KATO-0223).

O extrato metandlico das folhas de Piper marginatum (3,43 g) foi solubilizado
em MeOH:H,O (1:1) (v:v) e extraido com AcOEt. Apds evaporagdo do solvente, a
fase AcOEt (1,22 g) foi submetida a separacdo em coluna (& 4 cm x 25 cm) de gel
de silica de fase normal (sistema eluente: misturas de Hex:AcOEt em modo
gradiente de polaridade). Apos comparacdo por CCDC as fracBes foram reunidas
em 9 novas fracdes, que foram avaliadas quanto ao potencial antifingico. Destas, as
fracbes 1, 2 e 3 mostraram inibicdo do crescimento dos fungos, indicando a
presenca de substancias fungitéxicas (Figura 16).

A fracdo 1 (200 mg) foi fracionada através de separacdo em coluna
(9 2,3 cm x 32 cm) de gel de silica em fase normal (eluente: misturas de Hex:AcOEt
em modo gradiente de polaridade), obtendo-se 3 sub-fracbes. A sub-fracdo 2 apés
anélise por RMN de *H mostrou-se constituida por 3,4-metilenodioxipropiofenona (4),
anteriormente isolada de P. marginatum (De Diaz e Gottlieb, 1979).

A fracdo 2 (100 mg) foi fracionada através de cromatografia em camada
delgada preparativa (sistema eluente: CH,C/;:Hex (8:2) (v:v)), obtendo-se 3 sub-

fracbes. Apos andlise por RMN de *H e de *3C, associado a EM, verificou-se que a
sub-fracéo 2 (39 mg) era constituida por 2-metoxi-4,5-metilenodioxipropiofenona (5),
também descrita na literatura para P. marginatum (De Diaz e Gottlieb, 1979).
Prosseguindo com o fracionamento do extrato das folhas de P. marginatum, a
fracdo bioativa 3 (59 mg), ap6s andlise por RMN de 'H, apresentou-se como uma
mistura complexa de substancias. Esta fracdo foi entdo fracionada através de

permeacdo em gel de Sephadex LH-20 (coluna &g 1,2 cm x 43 cm) utilizando-se
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como sistema eluente Hex:CH,C/, (1:4) e acetona:CH,C/, (3:2) e (1:4) (viv),

obtendo-se 10 sub-fragBes. Apds ensaio de bioautografia, as fracdes 6, 9 e 10
mostraram-se ativas. A anélise dos espectros de RMN de 'H, de **C e EM da fracédo
6 (5 mg) indicou que a mesma era constituida por 3,4-metilenodioxi-1-(1’-
hidroxipropil) benzeno (6), inédito na literatura.

As fracbes 9 (4 mg) e 10 (4 mg), apds analise dos respectivos espectros de
RMN de 'H e analise por CG-EM, mostraram-se constituidas por duas flavanonas,
as quais foram identificadas como sakuranetina (7) e 4’-O-metil-naringenina (8),
respectivamente (Danelutte et al., 2003).

As Figuras 15 e 16 representam, respectivamente, as estruturas dos
metabolitos isolados de P. marginatum e o fluxograma do fracionamento

biomonitorado do extrato bruto das folhas.

4 CCL T

Figura 15. Metabdlitos secundarios antifungicos isolados das folhas de Piper marginatum.
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Figura 16. Fluxograma do fracionamento cromatogréfico do extrato bruto das folhas
de Piper marginatum.
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3.8.3. Fracionamento do extrato de Peperomia alata

Folhas de Peperomia alata Ruiz & Pav. foram coletadas em Ubatuba — SP,
em abril de 2004, e identificadas pela Dra. Elsie Guimaraes (exsicata KATO-0291).

O material vegetal seco e moido (18 g) foi extraido exaustivamente por
maceracao a temperatura ambiente com CH,C/,, obtendo-se 2,68 g de extrato bruto
apos evaporacao do solvente. O extrato bruto foi submetido ao fracionamento em
coluna de gel de silica (& 4 cm x 25 cm) em fase normal usando misturas de
Hex:AcOEt:MeOH (gradiente de polaridade), obtendo-se 12 fracbes que foram
avaliadas quanto ao potencial antifingico. Destas, as fracdes 5 e 6 apresentaram
maior inibicdo do crescimento dos fungos, indicando a presenca de substancias
fungitoxicas.

A fragcdo 5 (790 mg) foi fracionada através de permeacdo em gel de Sephadex
LH-20 (coluna & 1,2 cm x 45 cm, sistema eluente Hex:CH,C/, (1:4) seguido de
acetona:CH,C/, (3:2) e (4:1) (v:v)), obtendo-se 8 sub-fracdes. Apds analise por RMN
de 'H, verificou-se que as sub-fragées 3, 4 e 5 eram semelhantes. Estas foram entdo
reunidas e a fragdo resultante (720 mg) foi submetida a separacdo em coluna
(@ 2,3 cm x 32 cm) de gel de silica em fase normal, usando misturas de
Hex:CH,C/,:AcOEt:MeOH em modo gradiente de polaridade, obtendo-se novamente
8 sub-fragdes.

A andlise por bioautografia indicou que a atividade estava concentrada na
sub-fracdo 1 (421 mg) a qual foi analisada através de RMN de 'H, de *C e EM. A
substancia foi determinada como 3-hidroxi-2-(5’-fenil-4’-pentenoil)-2-cicloexen-1-ona

(9), inédita na literatura.
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A fracéo 6 (163 mg) foi submetida a separacdo em coluna (< 2,3 cm x 32 cm)
de gel de silica em fase normal (sistema eluente: misturas de Hex:AcOEt:MeOH em
modo gradiente de polaridade), obtendo-se 8 sub-fragcdes, as quais foram analisadas
guanto ao potencial fungitéxico, concentrado na sub-fracdo 5 (52 mg). A analise por
de RMN de 'H desta fracdo mostrou que a mesma estava pura. Entdo, foram
registrados os espectros de RMN de *C e EM, que permitiram a caracterizacdo de
3-hidroxi-2-(3’-fenil-6’-metilenodioxipropanoil)-2-cicloexen-1-ona (10), também inédito
na literatura.

As estruturas de 9 e 10, bem como o fluxograma do fracionamento
biomonitorado das folhas de Peperomia alata, estdo representadas nas Figuras 17 e

18, respectivamente.

OH O OH O

P o)
» 0 e
o) o) O

10

Figura 17. Metabolitos secundarios antifungicos isolados das folhas de Peperomia alata.
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Figura 18. Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato bruto das folhas de

Peperomia alata.
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3.8.4. Fracionamento do extrato de Peperomia glabella

Dentre os extratos brutos ativos presentes no banco de extratos do LQPN,
selecionou-se também a espécie Peperomia glabella (SW.) A. Dietrich (exsicata
KATO-0511), cultivada nas estufas do LQPN IQ-USP, para ser submetida a
fracionamento cromatografico biomonitorado.

Assim, maior quantidade de folhas secas de Peperomia glabella (21 g) foi
extraida exaustivamente com CH,C/>:MeOH (2:1) (v:v), obtendo-se 3,9 g de extrato
bruto. Parte desse extrato (1,5 g) foi solubilizada em MeOH:H,0 (1:1) (v:v) e extraida
com AcOEt. ApoOs evaporacdo do solvente, a fase AcOEt (1,2 g) foi submetida a
cromatografia a vacuo em gel de silica flash utilizando-se como eluentes Hex,
CH,C/,, AcOEt e MeOH.

Ap6s andlise por RMN de 'H e bioautografia destas fases, selecionou-se a

fase CH,C/; (304 mg), a qual foi entdo submetida a fracionamento em coluna

(D 4 cm x 25 cm) de gel de silica (eluentes: Hex:AcOEt:MeOH em gradiente de
polaridade) obtendo-se 7 fracfes.

Destas, selecionou-se primeiramente a fracdo 2 (27 mg), a qual foi fracionada
através de cromatografia em camada delgada preparativa em gel de silica
(Hex:AcOEt (7:3) (v:v)), obtendo-se 5 sub-fracdes. Apds anélise por RMN de *H, de
13C e CG-EM, a sub-fracdo 2 (11 mg) mostrou-se constituida por uma mistura de
quatro acilresorcindis de cadeia longa (11 — 14), ainda ndo descritos em Peperomia
glabella. A literatura descreve a ocorréncia das estruturas 11, 12 (Gonzalez et al.,
1996) e 13 (Kato et al., 1985) isoladas de espécies vegetais, mas essa é a primeira
vez que a substancia 14 é reportada como produto natural.

Em seguida, foi selecionada a fracdo 4 (106 mg), a qual foi fracionada atraves

de permeacdo em gel de Sephadex LH-20 (coluna @ 1,2 cm x 45 cm) utilizando
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como sistema eluente Hex:CH,C/, (1:4) e acetona:CH,C/y (3:2) e (4:1) (viv),

obtendo-se 6 sub-fragbes. A sub-fracdo 2 (10 mg), apds analise dos respectivos
espectros de RMN de 'H e de *C seguido de comparacdo com os dados da
literatura (Monache e Compagnone, 1996) mostrou-se constituida por uma mistura
de duas secolignanas.

A mistura foi entdo purificada por CCDP de silica impregnada com nitrato de
prata (sistema eluente Hex:AcOEt (4:1) (v:v)), obtendo-se 4,0 mg de 15 e 3,5 mg de
16. A andlise dos espectros de RMN de 'H, de *C e CG-EM das substancias
isoladas permitiu a identificacdo de 15 como peperomina D, anteriormente isolada
de Peperomia glabella (Monache e Compagnone, 1996), e a caracterizacdo de 16
como peperomina G, cuja estrutura € inédita na literatura.

Em continuacdo ao estudo fitoquimico, foi selecionada também a fracdo 5
(99 mg), a qual apés andlise dos espectros de RMN de *H, de *C e CG-EM, seguido
de comparacdo com os dados da literatura (Chen et al., 1989; Govindachari et al.,
1998), mostrou-se constituida por uma mistura de outras duas secolignanas, as
quais foram identificadas como peperomina A (17) e peperomina E (18), ambas
anteriormente descritas em espécies de Peperomia (Chen et al., 1989; Govindachari
et al., 1998).

As substancias isoladas estdo apresentadas na Figura 19 e o fluxograma do
fracionamento cromatografico de Peperomia glabella esta representado na Figura

20.
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17 18

Figura 19. Metabdlitos secundarios antifiingicos isolados das folhas de Peperomia glabella.
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Figura 20. Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato bruto das folhas de
Peperomia glabella.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos fitoquimicos biomonitorados das espécies apresentadas
resultaram no isolamento e caracterizacdo de metabolitos secundarios provenientes
de diferentes rotas metabdlicas: cromenos (1 e 2) e di-hidrochalcona (3) de Piper
mollicomum (Lago et al., 2007); fenilpropandides (4 — 6) e flavanonas (7 e 8) de
Piper marginatum (Reigada et al., 2007); policetideos (9 e 10) de Peperomia alata;

acilresorcinois (11 — 14) e secolignanas (15 — 18) de Peperomia glabella (Tabela 4).

Tabela 4. Metabolitos secundarios isolados das espécies de Piper e Peperomia estudadas
por fracionamento biomonitorado.

Piper mollicomum

MeOOC MeOOC

OH
1 2

2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila ~ 8-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato

de metila
MeO l OH O

OH O
3

2’,6’-dihidroxi-4’-metoéxidi-hidrochalcona
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Peperomia glabella
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4.1. Prospeccéo de atividade antifiungica nos extratos de Piper e
Peperomia

Individuos adultos pertencentes a familia Piperaceae foram coletados no
periodo entre 2004 e 2006 em diferentes localidades, e apds triagem em suas
diversas partes, foram secos e extraidos com solventes organicos (Tabela 5). Os
extratos brutos obtidos foram avaliados quanto a presenca de substancias
fungitédxicas.

Assim, dos 125 extratos brutos obtidos de espécies de Piper e Peperomia,
sendo 40 extratos de Piper, 20 de Peperomia e 65 de espécies em fase de
classificagcdo, observou-se que mais da metade dos extratos (88) apresentou
potencial atividade antifungica frente aos fungos Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum quando submetidos ao ensaio de bioautografia.
Destes extratos ativos, 28 eram de espécies de Piper e 12 de Peperomia.

O percentual observado na bioprospeccdo € bastante elevado quando
comparado com resultados obtidos para extratos de outras espécies coletadas
dentro do projeto Biota (Conservation and Sustainable use of the Plant Diversity from
Cerrado and Atlantic Forrest: Chemical Diversity and Prospecting for Potential Drugs
- BIOTA/FAPESP 2003/02176-7).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a importancia da familia
Piperaceae, especialmente do género Piper, como fonte de substancias com

atividade bioldgica.
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Tabela 5. Parte ampliada do banco de extratos do LQPN: dados sobre espécie, parte da
planta utilizada, solvente de extracdo e potencial bioldgico.

Codigo Especie Pg:e Solvente de Atividade antifingica
planta extragao C. cladosporioides | C. sphaerospermum

KATO 0400 | Piper arboreum folhas MeOH ki *x
KATO 0401 | Peperomia sincorana folhas MeOH Fkk Fkk
KATO 0402 | n&o classificada folhas MeOH ki i
KATO 0421 | Piper mollicomum Kunth folhas MeOH kk kk
KATO 0422 | Piper mollicomum Kunth folhas MeOH Fkk Fkk
KATO 0431 | Piper diospyrifolium Kunth folhas CHZng_:lMeOH * e
KATO 0469 | Piper cubataonum C. DC. folhas MeOH okk i
KATO 0472 | n&o classificada folhas MeOH ok *
KATO 0473 | Piper solmsianum C. DC. folhas MeOH x* i
KATO 0474 | Piper cubataonum C. DC. folhas MeOH * i
KATO 0475 | Piper malacophyllum (Presl.) C.DC. folhas MeOH ** Fkk
KATO 0476 | Piper solmsianum C. DC. folhas MeOH i i
KATO 0477 | Piper caldense C. DC. folhas CHZCgZ.:lMeOH i i
KATO 0480 | Piper caldense C. DC. folhas MeOH * ok
KATO 0482 | Peperomia nitida Dahlst. folhas CHZCQZ.:IMEOH i *
KATO 0484 | Piper caldense C. DC. folhas MeOH * *x
KATO 0486 | Ref. Piper belvedere folhas MeOH i i
KATO 0488 | Ref. Piper solmsianum folhas MeOH i i
KATO 0493 | Piper cubataonum C. DC. folhas CHZC,;_:lMeOH i i
KATO 0494 | Ref. Piper richardifolium folhas CHZCQZ.:IMEOH * *
KATO 0496 | ndo classificada folhas CHZCgZ_:lMeOH * *
KATO 0497 | ndo classificada folhas CHZC,;_:lMeOH i i
KATO 0500 | Piper amalago L. folhas CHZCg%:lMEOH * o
KATO 0501 | Peperomia glabella (Sw.) A. Dietr folhas CHZCSZ_:lMeOH * i
KATO 0502 | Peperomia arifolia Miq. folhas CHZC?]_MEOH i i
KATO 0503 | ndo classificada folhas CHZCgZ_:lMeOH i i
KATO 0505 Eﬁg;ahromia rupestris Humb., Bompl. & folhas CHZC/;;:lMeOH i i
KATO 0507 | Peperomia rubricaulis (Ness) A. Dietr. folhas C"'chzl:lMEOH i i
KATO 0511 | Peperomia glabella (Sw.) A. Dietr folhas CHZng_:lMeOH ** *
KATO 0517 ggﬁg["g‘?ﬂ;”da (Jacg.) Humb., folhas MeOH i i
KATO 0519 | ndo classificada folhas MeOH o *
KATO 0520 | n&o classificada folhas MeOH i i
KATO 0525 | Ref. Piper crassinervium folhas MeOH b b
KATO 0526 | Ref. Peperomia blanda folhas MeOH i i
KATO 0528 | néo classificada frutos MeOH * *
KATO 0533 | néo classificada folhas MeOH * **
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o o Parte Solvente de Atividade antifingica
Codigo Espécie da =
planta | ©Xr33° | ¢ cladosporioides | C. sphaerospermum

KATO 0534 | néo classificada folhas MeOH i b
KATO 0535 | néo classificada folhas MeOH i i
KATO 0536 | Ref. Peperomia pereskiaefolia folhas MeOH i ok
KATO 0537 | néo classificada folhas MeOH * *
KATO 0543 | néo classificada folhas MeOH ok ok
KATO 0544 | Ref. Piper regnelli folhas MeOH x* ok
KATO 0545 | Ref. Piper crassinervium folhas MeOH ** rkk
KATO 0547 | ndo classificada folhas MeOH i i
KATO 0564 | néo classificada folhas MeOH i i
KATO 0567 | néo classificada folhas MeOH * *
KATO 0571 | Ref. Piper solmsianum folhas MeOH i i
KATO 0572 | néo classificada folhas MeOH * *
KATO 0573 | néo classificada folhas MeOH ok ok
KATO 0574 | néo classificada folhas MeOH * *
KATO 0575 | ndo classificada folhas MeOH * *
KATO 0576 | ndo classificada folhas MeOH * ik
KATO 0577 | néo classificada folhas MeOH i i
KATO 0578 | Ref. Peperomia galioides folhas MeOH i i
KATO 0579 | Ref. Peperomia oreophila folhas MeOH x* ok
KATO 0584 | néo classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0585 | ndo classificada folhas MeOH * *x
KATO 0587 | Ref. Piper amplum folhas MeOH i i
KATO 0588 | néo classificada folhas MeOH i i
KATO 0592 | Peperomia blanda folhas MeOH * i
KATO 0593 | Piper richardiaefolium folhas MeOH * i
KATO 0596 | Piper laevicarpu folhas MeOH i i
KATO 0597 | Piper truncatum folhas MeOH * *
KATO 0598 | Piper pseudopothifolium C. DC. folhas MeOH ok ok
KATO 0600 | n&o classificada folhas MeOH i i
KATO 0601 | n&o classificada folhas MeOH i i
KATO 0604 | Ref. Piper solmsianum folhas MeOH i i
KATO 0605 | Ref. Piper crassinervium folhas MeOH e e
KATO 0608 | Peperomia choroniana C.DC. folhas MeOH * ok
KATO 0609 | Peperomia tetraphylla folhas MeOH i i
KATO 0611 | n&o classificada folhas MeOH * i
KATO 0612 | n&o classificada folhas MeOH i i
KATO 0615 | ndo classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0616 | ndo classificada folhas MeOH ok ok
KATO 0618 | Ref. Peperomia pseudoestrellensis folhas MeOH ki *x
KATO 0621 | n&o classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0623 | néo classificada folhas MeOH i *
KATO 0624 | Peperomia subrubrispica C. DC. folhas MeOH i *
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o o Parte Solvente de Atividade antifingica

Codigo Espécie da =
planta | ©Xr33° | ¢ cladosporioides | C. sphaerospermum

KATO 0628 | néo classificada folhas MeOH i i
KATO 0629 | Peperomia quadrifolia (L.) Kunth folhas MeOH b *
KATO 0630 | néo classificada folhas MeOH i i
KATO 0631 | néo classificada folhas MeOH i *
KATO 0632 | néo classificada folhas MeOH * *
KATO 0633 | néo classificada folhas MeOH * *
KATO 0635 | Ref. Piper crassinervium folhas MeOH i *
KATO 0638 | ndo classificada folhas MeOH * *x
KATO 0647 | ndo classificada folhas MeOH i i
KATO 0662 | néo classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0662 | néo classificada caules MeOH * i
KATO 0664 | Ref. Piper hostmanianum folhas MeOH rkk rkk
KATO 0665 | néo classificada folhas MeOH i i
KATO 0665 | néo classificada frutos MeOH * *
KATO 0667 | Ref. Piper crassinervium folhas MeOH ** *x
KATO 0668 | ndo classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0670 | néo classificada folhas MeOH * o
KATO 0672 | Piper hispidum folhas MeOH * i
KATO 0673 | ndo classificada folhas MeOH * i
KATO 0675 | Piper hispidum folhas MeOH ok ok
KATO 0677 | ndo classificada folhas MeOH ok ok
KATO 0678 | n&o classificada folhas MeOH ** rkk
KATO 0679 | Piper divaricatum folhas MeOH i i
KATO 0681 | ndo classificada folhas MeOH * *
KATO 0683 | Piper arboreum folhas MeOH okk *x
KATO 0684 | néo classificada folhas MeOH * *
KATO 0685 | ndo classificada folhas MeOH ok ok
KATO 0685 | néo classificada raizes MeOH ik ik
KATO 0686 | Piper hispidum folhas MeOH i i
KATO 0687 | Piper aduncum folhas MeOH rkk rkk
KATO 0688 | Piper arboreum folhas MeOH Fkk Fkk
KATO 0690 | Peperomia sincorana folhas MeOH * *
KATO 0698 | Peperomia nitida folhas MeOH * ok
KATO 0760 | Piper hostmanianum folhas MeOH * *x
KATO 0760 | Piper hostmanianum raizes MeOH rkk rkk
KATO 0761 | néo classificada folhas MeOH ik *
KATO 0762 | ndo classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0763 | n&o classificada folhas MeOH ok ok
KATO 0764 | néo classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0768 | néo classificada folhas MeOH ik ik
KATO 0772 | néo classificada folhas MeOH ik i
KATO 0777 | ndo classificada folhas MeOH i i
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o o Parte Solvente de Atividade antifingica
Codigo Espécie da tracs
planta | X840 | C. cladosporioides | C. sphaerospermum
KATO 0777 | ndo classificada frutos MeOH i i
KATO 0777 | ndo classificada raizes MeOH ** *
KATO 0782 | ndo classificada folhas MeOH i i
KATO 0782 | ndo classificada frutos MeOH * *x
KATO 0789 | ndo classificada folhas MeOH * i

* inibi¢éo fraca;

** inibicdo moderada;

*** jnibi¢&o forte;

i inativo;

Ref.: referéncia a espécie citada; as espécies ndo citadas nédo foram classificadas.

4.2. Elucidacédo e identificacao estrutural dos produtos naturais
isolados

4.2.1. Cromenos

Os cromenos 1 e 2 foram isolados das folhas de Piper mollicomum. Ambos
foram caracterizados pela analise dos dados de RMN de *H e de **C e comparados
aos dados da literatura.

O espectro de RMN de 'H de 1 (Tabela 6) revela a presenca de hidrogénios
de anel aromético 1,3,4-trissubstituido, devido aos sinais em 6 7,72 (dd, J =8,7e 1,5
Hz, 1H), em 6 7,58 (d, J = 1,5 Hz, 1H) e em & 6,69 (d, J = 8,7 Hz, 1H). Estes sinais,
associados a presenca de dois dubletos em & 6,25 (J = 10,0 Hz, 1H) e & 5,55
(J = 10,0 Hz, 1H), caracteristicos de hidrogénios de uma ligacdo dupla de
configuracédo cis, sugerem a ocorréncia de um cromeno. Essa classe de metabdlitos
é confirmada pela presenga de um singleto intenso em & 1,36 (6H, H-9 e 10),
atribuido aos dois grupos metilicos do anel piranico. Neste espectro, observa-se

ainda um singleto em & 3,78 que pode ser atribuido a um grupo carboximetilico.
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O espectro de RMN de **C de 1 (Tabela 6) apresenta sinais de carbonos
aromaticos em & 116,1 - 157,2, e um sinal de carbono carbinélico em & 77,4 (C-0O)
que associado a um pico intenso & 28,3 (2 x CHs) e carbonos sp? em § 121,7 e 128,1
(C-3 e 4, respectivamente) sugere também a ocorréncia de um cromeno.

Assim, a estrutura do cromeno 1 foi definida como 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-
carboxilato de metila (Figura 21), cujos dados espectroscopicos sdo idénticos aos
descritos na literatura (Diaz et al., 1987).

Do mesmo modo, o espectro de RMN de 'H de 2 (Tabela 6) sugere a
ocorréncia de um cromeno, visto que foram observados dois dubletos em & 5,63
(J=10,0 Hz, 1H) e em 6,33 (J = 10,0 Hz, 1H), e um singleto intenso em & 1,46 (6H,
H-9 e 10). No entanto, a analise da regido referente aos hidrogénios do anel
aromatico sugere um perfil distinto de 1, pois foram observados apenas dois
dubletos em & 7,45 (J = 1,8 Hz, 1H) e em 6 7,30 (J = 1,8 Hz, 1H), caracteristicos de
um sistema 1,2,3,5-tetrassubstituido. Esses dados, associados aos obtidos a partir
da EM, na qual o pico do ion molecular foi detectado em m/z 234 Da, indicam a
adicdo de um grupo hidroxilico ao anel aromatico.

Assim, por apresentar dados espectroscopicos idénticos aos descritos na
literatura (Orjala et al., 1993a), a estrutura 2 foi definida como 8-hidréxi-2,2-dimetil-
2H-cromeno-6-carboxilato de metila (Figura 21).

Os cromenos 1 e 2, descritos pela primeira vez em P. mollicomum, séo
encontrados em outras espécies do mesmo género, como P. hostmannianum (Diaz
et al., 1987), P. aduncum (Orjala et al., 1993a; Baldoqui et al., 1999),
P. taboganum (Roussis et al., 1990) e P. dilatatum (Terreaux et al., 1998). A

ocorréncia de outros derivados dessa classe de compostos esta descrita para
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P. Ihotzkyanum (Moreira et al., 1998; Lago et al., 2007) e P. gaudichaudianum (Lago
et al., 2004).

Os cromenos sao também encontrados em algumas espécies do género
Peperomia, como Peperomia villipetiola (Salazar et al., 2005), Peperomia serpens

(Kitamura et al., 2006) e Peperomia blanda (Velozo et al., 2006).

Figura 21. Estruturas dos cromenos isolados das folhas de Piper mollicomum.

Tabela 6. Dados de RMN de *H (300 MHz) e de *C (75 MHz) de 1 e 2 (8 ppm, CDC/5).

1 2
Posicéo
Sy (mult., J/HZ) dc Sy (mult., J/HZ) d¢c
2 - 77,4 - 78,5
3 5,55 (d, 10,0) 121,7 5,63 (d, 10,0) 130,8
4 6,25 (d, 10,0) 128,1 6,33 (d, 10,0) 122,8
da - 120,6 - 120,5
5 7,58 (d, 1,5) 131,1 7,30 (d, 1,8) 119,9
6 - 122,6 - 122,8
7 7,72 (dd, 8,7 e 1,5) 131,0 7,45 (d, 1,8) 116,3
8 6,69 (d, 8,7) 116,1 - 143,4
8a - 157,2 - 1441
9e10 1,36 (s) (x 2) 28,3 (x 2) 1,46 (s) (x 2) 28,3 (x 2)
11 - 166,8 - 166,8

-OMe 3,78 (s) 51,8 3,84 (s) 51,9
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4.2.2. Di-hidrochalcona

A di-hidrochalcona 3 (Figura 22) foi isolada ap6s fracionamento biomonitorado
das folhas de Piper mollicomum.

Pela andlise do espectro de RMN de *H de 3 (Tabela 7), a presenca de dois
tripletos em 6 3,02 (J = 7,3 Hz, 2H) e 3,40 (J = 7,3 Hz, 2H), associada a um pico em
6 591 (2H) e um multipleto em & 7,1 - 7,3 (5H), sugere a estrutura de uma di-
hidrochalcona.

O espectro de RMN de *C de 3 (Tabela 7) apresenta sinais referentes a um
grupo cabonilico em & 204,8 (C=0), anel aromatico em & 93,7 - 165,6, além de
carbonos alifaticos em & 45,5 (CH,), 30,6 (CH,) e 55,3 (CHj3). Esses dados, quando
comparados aos da literatura (Orjala et al., 1994), confirmam a estrutura da di-
hidrochalcona 3, e sua identificacdo como 2’,6’-dihidroxi-4’-metoxidi-hidrochalcona.

Apesar da alta ocorréncia de flavonéides em espécies de Piper (Parmar et al.,
1997), a presenca de di-hidrochalconas no género estéa restrita a P. aduncum (Orjala
et al., 1993; Orjala et al., 1994; Burke e Nair, 1986), P. hispidum (Burke e Nair, 1986;
Vieira et al., 1980), P. longicaudatum (Joshi et al., 2001), P. hostmannianum (Portet

et al., 2007) e P. fadyenii (Nair et al., 1986).

Figura 22. Estrutura da di-hidrochalcona 3 isolada das folhas de Piper mollicomum.
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Tabela 7. Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) de 3 (5 ppm, CDC/5).

Posicéo >
On (mult., IJ/Hz) dc
1 - 141,8
2 * 128,5
3 * 128,3
4 * 125,8
5 * 128,3
6 * 128,5
a 3,40 (t, 7,3) 45,5
B 3,02 (t, 7,3) 30,6
B' - 204,8
1 - 105,1
2 - 165,6
3 5,91 (s) 93,7
4’ - 163,2
5 5,91 (s) 93,7
6’ - 165,6
-OMe 3,79 (s) 55,3
*sinais sobrepostos dos hidrogénios de anel aromatico em
§7,1-7,3(m).

4.2.3. Flavanonas

Duas flavanonas, sakuranetina (7) e 4’-O-metil-naringenina (8) (Figura 23),
foram isoladas das folhas de Piper marginatum.

Os espectros de RMN de 'H das substancias 7 e 8 (Tabela 8) apresentam
sinais caracteristicos de hidrogénios que compd&em o0s anéis aromaticos de
flavondides, além de hidrogénios metoxilicos ligados a anel aromatico. Os dois
dubletos em & 6,05 (J = 2,4 Hz, 1H) e em 6 6,02 (J = 2,4 Hz, 1H), atribuidos aos
hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, indicam o anel aromatico A com

substituintes nas posicoes 5, 7, 4a e 8a.
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Para o anel B, os dubletos observados em & 6,86 (J = 8,4 Hz, 2H), referentes
aos hidrogénios H-3’ e H-5', e em 6 7,31 (J = 8,7 Hz, 2H), referentes aos hidrogénios
H-2' e H-6’, indicam a presenca de um anel aromatico para-dissubstituido. Um grupo
metoxilico ligado a um anel aromatico é indicado pelo singleto em 6 3,78 (3H).

A definicdo da natureza das substéancias 7 e 8 como flavanonas foi inferida
através da presenca de trés duplos dubletos em 6 5,33 (J = 12,9 e 3,0 Hz, 1H), em
863,07 (J=17,1e 12,9 Hz, 1H, H-3byans) e em & 2,76 (J = 17,1 e 3,0 Hz, 1H, H-3as),

gue indicam a auséncia de uma ligagéo dupla entre C-2 e C-3 nestas estruturas.

Figura 23. Estruturas das flavanonas 7 e 8 isoladas das folhas de Piper marginatum.

Tabela 8. Dados de RMN de *H (300 MHz) de 7 e 8 (5 ppm, CDC/5).

7e8
Posicao
Oy (mult., J/HZ)

2 5,33 (dd, 12,9 e 3,0)

3a 2,76 (dd, 17,1 e 3,0)

3b 3,07 (dd, 17,1 e 12,9)

6 6,05 (d, 2,4)

8 6,02 (d, 2,4)
2’e® 7,31 (d, 8,7)
3ebd 6,86 (d, 8,7)

-OMe 3,78 (s)
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De particular importéancia para a determinacdo da flavanona 7 foi a
fragmentacao classica Retro Diels-Alder no espectro de massas, indicada pelos ions
em m/z 167/120, que permitiram posicionar o grupo metoxilico em C-7. Assim, com
dados espectroscopicos idénticos aos descritos na literatura (Danelutte et al., 2003 e
Liu et al., 1992), a estrutura de 7 foi definida como 5,4’-dihidroxi-7-metéxiflavonona
(sakuranetina).

O espectro de RMN de 'H da substancia 8 apresentou-se muito préximo ao
da substancia 7. A analise por CG-EM possibilitou a verificacdo de que se tratava da
mesma substancia, porém, com inversdo nas posi¢cdes dos grupos metéxi e
hidroxilicos, indicada pelos ions em m/z 134/152 no espectro de massas, que
permitiram posicionar o grupo metoxilico em C-4’. Assim, a estrutura 8 foi
identificada como 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavonona (Danelutte et al., 2003 e Liu et al.,
1992).

A ocorréncia de flavanonas estd descrita para diversas espécies de Piper,
como por exemplo P. hostmanianum (Diaz et al., 1987), P. hispidum (Vieira et al.,
1980; Burke e Nair, 1986), P. carniconnectivum (Facundo et al., 2004), P. aduncum
(Burke e Nair, 1986), P. crassinervium (Danelutte et al., 2003) e P. Ihotzkyanum

(Moreira et al., 2000).

4.2.4. Fenilpropandides

Trés derivados fenilpropandicos 4 - 6 foram isolados do extrato metanolico
das folhas de Piper marginatum.

O espectro de RMN de 'H da substancia 4 (Tabela 9) indica um sistema
aromatico 1,3,4-trissubstituido, devido aos sinais 6 7,65 (dd, J = 8,5 e

1,5Hz, 1H),em 6 7,51 (d, J = 1,5 Hz, 1H), e 6 6,92 (d, J = 8,5 Hz, 1H). Esses sinais,
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associados a presenca de um tripleto em & 1,30 (J = 7,6 Hz) e de quarteto em &
3,00, tipicos de um grupo —C(O)CH,CHj; sugerem a ocorréncia de uma
propiofenona. A literatura descreve a presenca de derivados desta classe em P.
marginatum (De Diaz e Gottlieb, 1979), o que confirma a proposta estrutural.
Finalmente, um singleto em & 6,10, caracteristico de grupos metilenodioxilicos,
indica para 4 a estrutura de 3,4-metilenodioxipropilfenona (Figura 24), cujos dados
espectroscopicos conferem com os descritos na literatura (De Diaz e Gottlieb, 1979).

Os espectros de RMN de 'H das substancias 4 e 5 (Tabela 9) s&o muito
semelhantes, exceto pelo perfil dos hidrogénios de anel aromatico e pela presenca
adicional, em 5, de um sinal referente um grupo metoxilico em & 3,78. Os dois
singletos em ¢ 7,24 (J = 1,2 Hz) e ¢ 6,46 (J = 1,2 Hz) s&o indicativos de um anel
aromatico 1,2,4,5- tetrassubstituido, o que posiciona o grupo metoxilico em C-2. Os
dados de RMN de *C e EM sdo concordantes com aqueles descritos na literatura
(De Diaz e Gottlieb, 1979) para 2-metoxi-4,5-metilenodioxipropiofenona (5) (Figura

24).

Figura 24. Estruturas das propiofenonas 4 e 5 isoladas das folhas de Piper marginatum.
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Tabela 9. Dados de RMN de *H (300 MHz) e de *C (75 MHz) de 4 e 5 (8 ppm, CDC/5).

4 5
Posicéo

oy (mult., J/Hz) d¢c oy (mult., J/Hz) d¢c
1 - 131,8 - 120,6
2 7,51 (d, 1,5) 107,7 - 156,6

3 - 148,1 6,46 (d, 1,2) 94,2
4 - 151,5 - 152,0
5 6,92 (d, 8,5) 107,8 - 141,6
6 7,65 (dd, 8,5, 1,5) 124,0 7,24 (d, 1,2) 109,1
7 - 198,8 - 200,6

8 3,00 (q, 7,6) 31,5 2,87 (q,7,5) 36,8

9 1,30 (t, 7,6) 8,4 1,46 (t, 7,5) 8,5
OCH,0 6,10 (s) 101,7 6,10 (s) 101,8
-OMe - - 3,78 (s) 56,2

Em estudos anteriores realizados em P. marginatum, descreve-se a presenca
de derivados fenilpropandicos (Santos e Chaves, 1999; Santos et al., 1998; Santos
et al., 1997), incluindo as propiofenonas 4 e 5 (De Diaz e Gottlieb, 1979; Santos e
Chaves, 2000). Nao ha relato da ocorréncia dessas propiofenonas em outras
espécies de Piper.

O espectro de RMN de 'H em CDCr¢; de 6 ndo apresentou resolucéo
suficiente para a determinacdo dos acoplamentos previstos com base na estrutura
proposta ap6s a andlise do espectro de RMN de **C de 6. Desta forma, o espectro
de RMN de *H foi registrado em C¢Ds, 0 que possibilitou uma melhoria na resolucéo
dos sinais.

Assim, a analise da regido de hidrogénios de anel aromético no espectro de
RMN de 'H em CgDs de 6 (Figura 26 e Tabela 10) indica a presenca de um anel

aromatico 1,3,4-trissubstituido, similar ao observado para 4. No entanto, os valores
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de deslocamentos quimicos de H-2 (6 6,82, d, J = 1,8 Hz) e H-6 (8 6,55, dd,
J = 8,8 e 1,8 Hz), mais protegidos que correspondentes em 4, sugerem a auséncia
do sistema carbonilico conjugado ao anel aromético.

A presenga de um tripleto em & 4,15 (J = 6,6 Hz, 1H) indica a ocorréncia de
um hidrogénio oxibenzilico, e a presenca de um multipleto em & 1,55 (2H) e um
tripleto em 6 0,79 (J = 7,5 Hz, 3H) indicam um grupo etila. Tal padréo foi confirmado
pela analise do espectro de RMN de *3C (Figura 28 e Tabela 10) que, ao invés de
apresentar um sinal em aproximadamente 6 200 (C=0), mostrou um pico em & 75,9
(CH), referente a um carbono carbindlico. Dessa forma, a analise dos espectros de
RMN de *H e de **C confirma a ocorréncia de um &lcool secundario.

A presenca do grupo hidroxilico foi confirmada pela espectroscopia no IV,
devido & tipica banda larga em 3383 cm™ (Figura 29).

Finalmente, no espectro de massas de 6 (Figura 30) observa-se 0 pico do ion
molecular em m/z 180 Da, que esta de acordo com a férmula molecular C1oH1203.
Dessa forma, a estrutura inédita de 6 foi definida como sendo o 3,4-metilenodioxi-1-

(1’-hidroxipropil) benzeno, denominada marginatumol.

Figura 25. Estrutura de 6 isolado das folhas de Piper marginatum.
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Figura 27. Ampliacdo do espectro de RMN de *H de 6 (300 MHz, CgD).

Tabela 10. Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) de 6 (5 ppm, C¢Ds).

Posicéo

6

Oy (mult., J/Hz)

dc

0o N o oA WDN P

OCH;0O

6,82 (d, 1,8)

6,63 (d, 8,8)
6,55 (dd, 8,8; 1,8)
4,15 (t, 6,6)
1,55 (m)
0,79 (t, 7,5)
5,30 (s)

138,7
106,4
146,9
147,8
108,0
119,4
75,9
31,8
10,1
100,9
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4.2.4.1. Determinacgédo da configuracédo absoluta do marginatumol

Apbs o isolamento e elucidacéo de 6, obteve-se um cromatograma em CG em
fase quiral (coluna de B-ciclodextrina) do produto natural, que indicou a presenca de
duas substancias de tempo de retencdo tg = 49,3 e 49,8 min, com excesso
enantiomeérico de 48% do tr = 49,3.

Durante o processo de determinacdo da configuracdo de 6, novos espectros
foram obtidos, e observou-se no espectro de RMN de 'H, o aparecimento de dois
tripletos em 6 0,76 (J = 7,4 Hz) e 6 0,69 (J = 7,4 Hz), outros dois tripletos em 6 4,08
(J=6,5Hz) e 63,79 (J = 6,9 Hz), e um multipleto em & 1,73 sugerindo a formacao
de outro derivado (Figura 31).

A identidade do produto formado foi sugerida através de experimento de CG-
EM (Figura 32), no qual foram observados dois picos, sendo o majoritario (70%)
correspondente a uma substancia de massa molecular 180 Da [3,4-metilenodioxi-1-
(1°-hidréxipropil) benzeno (6)] e outro correspondente a uma substancia com massa
molecular 342 Da (6a).

O registro do espectro de RMN de *C da mistura e a andlise dos sinais
confirmam a identidade de 6a devido aos dois sinais em 4 80,6 (CH) e 6 79,6 (CH),
atribuidos aos carbonos carbindlicos, além daqueles referentes a carbonos
aromaticos e alifaticos, todos esses obtidos apdés a separacdo dos picos
correspondentes aos carbonos de 6 (Tabela 11).

Tal formacao pode ser sugerida atraves da acdo dos solventes utilizados para
purificacdo e registro dos espectros (CDC/3), que por serem polares proticos,

favoreceriam a desidratacao intermolecular.
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Figura 31. Desidratacdo intermolecular de 6 gerando 6a.

Tabela 11. Dados de RMN de *H (500 MHz) e de **C (75 MHz) 6 e 6a (5 ppm, CDC/5).

_ 6 6a

Posicéo

Sy (mult., J/Hz) dc dn (mult., J/Hz) dc

1 - 138,7 - 137,1
2 6,82 (d, 1,8) 106,4 6,82 (d, 1,8) 107,2
3 - 146,9 - 146,4
4 - 147,8 - 147,4
5 6,63 (d, 8,8) 108,0 6,63 (d, 8,8) 107,8
6 6,55 (dd, 8,8; 1,8) 119,4 6,55 (dd, 8,8; 1,8) 120,7
7 4,44 (t, 6,6) 75,9 4,08 (t, 6,5) 80,6
8 1,62 (m) 31,8 1,49 (m) 31,2
9 0,82 (t, 7,4) 10,1 0,76 (t, 7,4) 10,4

OCH,0 5,88 (s) 100,9 5,88 (s) 100,9
1 - - - 136,9
2 - - 6,80 (d, 1,8) 107,1
3 - - - 146,4
4 - - - 147,4
5 - - 6,58 (d, 8,8) 107,6
6 - - 6,52 (dd, 8,8; 1,8) 120,2
7 - - 3,79 (t, 6,9) 79,6
8 - - 1,73 (m) 29,7
9 - - 0,69 (t, 7,4) 9,8

OCH,0O’ - - 5,89 (s) 100,7
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Figura 32. Espectro de massas do derivado 6a (IE, baixa resolucao).

Devido a baixa quantidade do produto natural isolado 6 (5 mg), associada a
sua desidratacdo intermolecular espontanea e a falta de padrdes para utilizacdo de
técnicas quirdpticas, tornou-se necessaria a obtencdo de novas quantidades de 6
para dar continuidade ao estudo de determinagéo de sua configuragao absoluta.

Sendo assim, foi preparada a mistura racémica de 6 através de uma reacéo
de Grignard, partindo-se de piperonal e de brometo de etil magnésio (Reigada et al.,

2007), obtendo-se como produto final o alcool secundario (RS)-6b (Figura 33).

eter oH
0
@)
< BrCH,CH, <
O
piperonal mistura racémica
(RS)-6b

Figura 33. Preparacédo de (RS)-6b através da reacao de Grignard.
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A mistura racémica (RS)-6b foi entdo submetida a reacdo de esterificacado
quimio-enzimética, utilizando-se uma lipase de Candida antarctica (Novozym 435,
CALB), acetato de vinila como doador do grupo acetato, e hexano (Raminelli et al.,
2004). Através dessa metodologia, foram obtidos (S)-alcool 6b e (R)-acetato 6b
(Figura 34), os quais foram analisados por RMN de *H (C¢Ds) e CG-EM.

Os excessos enantioméricos do alcool 6b e do acetato 6b foram calculados a
partir das é&reas dos picos dos cromatogramas de CG em fase quiral, e a
configuracdo absoluta de ambos foi sugerida pela estereoquimica preferencial da
enzima CALB, baseada na regra de Kazlauskas (Kazlauskas et al., 1991).

Apés confirmacédo estrutural, determinou-se o angulo especifico de rotacéo
dos produtos como: (-)-(S)-alcool 6b [a]p?® -34,1 (c 3,26, CHC/3), e (+)-(R)-acetato
6b, [a]p®® +101,3 (c 3,10, CHC/3).

Para a obtencéo do enantidmero (+)-(R)-alcool 6b, foi realizada a hidrélise do
acetato quiral (+)-(R)-acetato 6b (Figura 34). A rotacdo especifica para este
enantidmero foi [a]o®® +31,6 (c 3,20, CHC/3), que confirmou o produto resultante da
hidrolise como sendo o (+)-(R)-alcool 6b.

Os alcodis (-)-(S)-alcool 6b e (+)-(R)-alcool 6b foram analisados por CG em
fase quiral. A comparacdo dos tg obtidos com o do produto natural (Figura 35)
permitiu concluir que o produto natural 6 € composto predominantemente pelo
enantidmero (+)-(R)-6, denominado (+)-(R)-marginatumol (Reigada et al., 2007).

Sinteses quirais envolvidas em processos biocataliticos, como o apresentado
neste trabalho de configuracdo absoluta, tém provado ser uma efetiva ferramenta na

preparacado de compostos enantiomericamente puros.
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OH OH OAc
Novozym 435 :
O s O O
< hexano < + <
O acetato de vinila O O
mistura racémica (-)-(S)-alcool 6b (+)-(R)-acetato 6b
(RS)-6b ee > 99% ee > 99%
[a]p?® -34,1 [a]p?® +101,3
MeOH/H,O
K,CO,
H

lle)

O
(+)-(R)-alcool 6b

ee > 99%
[a]p?® +31,6

Figura 34. Resolugéo cinética de (RS)-6b catalisada por enzima e hidrélise de
(R)-acetato 6b a (R)-alcool 6b.

2 (R)-6b
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(a) (RS)-6b (b) Produto natural 6

Figura 35. (a) Cromatograma de CG em fase quiral de (RS)-6b; (b) Cromatograma
de CG em fase quiral do produto natural 6 isolado de Piper marginatum.
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4.2.5. Derivados policetidicos

Os policetideos 9 e 10 foram isolados das folhas de Peperomia alata, apds
fracionamento biomonitorado do extrato bruto em CH,C/».

O espectro de RMN de *H de 9 (Tabela 12, Figura 37 e 38) revela a presenca
de um grupo fenila monosubstituido (6 7,17 - 7,32, multipleto, 5H), que associado a
presenca de um duplo dubleto em 6 6,43 (J = 15,8 e 1,4 Hz, 1H) e um duplo-tripleto
em ¢ 6,25 (J = 15,8 e 7,0 Hz, 1H) sugere a ocorréncia de um sistema aromatico
contendo uma ligacdo dupla conjugada. Observou-se também a presenca de dois
tripletos em 6 2,47 (J = 6,4 Hz, 2H) e 2,64 (J = 6,4 Hz, 2H), e de um quinteto em §
1,95 (J = 6,4 Hz, 2H) caracteristicos de um derivado de cicloexan-1,3-diona (Kato et
al., 1985).

Além destes sinais, foi observado um tripleto em & 3,22 (J = 7,2 Hz, 2H) e um
duplo duplo dubleto (ddd) em 6 2,53 (J = 7,2; 7,0 e 1,4 Hz, 2H), que quando
comparados a dados da literatura (Azevedo et al.,, 1997), indicam a ocorréncia de
um sistema fenil-pentenoil, que foi confirmado pela analise do espectro de RMN de
13C (BBD e DEPT 135) através dos sinais em § 205,2; 40,4; 27,8; 129,1; 130,7;
137,5; 126,0; 128,4; 126,9, 128,4 e 126,0 (Tabela 12, Figura 39). O espectro indicou
ainda a presenca de seis sinais, dois relativos a uma carbonila conjugada (5 195,2 e
198,1), um referente a ligacao dupla (5 113,2), e trés relativos a carbonos saturados
(6 33,0, 19,0 e 38,7). Desta forma, foi sugerida a ocorréncia de um sistema do tipo 3-
hidroxi-2-cicloexen-1-ona, similar a surinona B, isolada anteriormente de Peperomia
sui (Cheng et al., 2003).

A andlise dos espectros de DQF-COSY (Figura 40) e HMQC (Figura 41)

permitiu a completa atribuicdo dos sinais dos hidrogénios e carbonos da estrutura 9,
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devido a correlacdes de sinais em 6 3,22 (H-2)/40,4 (C-2') —» 2,53 (H-3')/27,8 (C-3’)
— 6,25 (H-4)/129,1 (C-4’) — 6,43 (H-5%)/130,7 (C-5’) e sinais em & 2,64 (H-4)/33,0
(C-4) - 1,95 (H-5)/19,0 (C-5) —» 2,47 (H-6)/38,7 (C-6). O espectro de HMBC (Figura
42 - 45) apresentou correlagdes a longa distancia de H-5 com C-1/C-3, H-6 com C-
2/C-4, H-3' com C-1'/C-5" e H-7’ com C-5'.

O espectro no infravermelho (Figura 46) apresentou bandas de absorgao
caracteristicas de grupo hidroxila quelatado (3057 cm™), anel aromatico (2952 cm™),
grupo carbonila conjugado (1665 cm™) e grupo carbonila conjugado e quelatado
(1558 cm™).

A proposta estrutural foi confirmada por espectrometria de massas, que
indicou o fon-molecular [M*] em m/z 270 (CG-EM, baixa resolucéo), correspondente
a férmula C17H1303. A espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-MS) mostrou
0 pico correspondente ao fon [M+H]" em m/z 271,1335 (célculo para Ci7H1s03 m/z
271,1335), também confirmando a estrutura proposta (Figura 47).

Assim, a comparacdo dos dados obtidos com os descritos na literatura
(Azevedo et al.,, 1997; Cheng et al., 2003; Blumenthal et al., 1997) permitiu a
determinacdo de 9 como sendo 3-hidroxi-2-(5-fenil-4’-pentenoil)-2-cicloexen-1-ona,

de estrutura inédita, denominado alatanona A.

Figura 36. Estrutura do policetideo 9 isolado das folhas de Peperomia alata.
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Tabela 12. Dados de RMN de *H (500 MHz) e de **C (125 MHz) de 9 (8 ppm, CDC/5).

Posicéo k
8y (mult., J/HZ) Sc HMBC (H — C) DQF-COSY
1 - 195,2 - -
2 - 113,2 - -
3 - 198,1 - -
4 2,64 (t,6,4) 33,0 C,, C3, Cs, Cs Hs
5 1,95 (quint, 6,4) 19,0 Cy, Cs, Ca, Cs Ha, He
6 2,47 (t, 6,4) 38,7 C1, Cy, Cy, Cs Hs
1 - 205,2 - -
2’ 3,22 (t, 7,2) 40,4 Cqy, Ca, Cy Hs
3 2,53 (ddd, 7,2; 7,0; 1,4) 27,8 Cr, Cz, Cs Hy, Hg, Hs
4 6,25 (dt, 15,8; 7,0) 129,1 Cz, C3, Ce Hz, Hs
5 6,43 (dd, 15,8; 1,4) 130,7 Cs, Cg, Cr Hz, Hy
6’ - 137,5 - -
7 7,32 (m) 126,0 Cs Hg
8 7,27 (M) 128,4 Ce, C1o Hz, He
9 7,17 (m) 126,9 C11' Hg:
10° 7,27 (m) 128,4 Cs Hg, H1t
11’ 7,32 (m) 126,0 Co Hio
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Os espectros de RMN de 'H (Figura 50 - 52) e de *C (Figura 53) de 10
revelam a ocorréncia de um sistema do tipo 3-hidroxi-2-cicloexen-1-ona, idéntico
aguele proposto para 9. Além disso, a presenca dos sinais em ¢ 6,75 (d, J = 1,5 Hz,
1H), 86,71 (d,J=7,8 Hz, 1H) € 6 6,69 (dd, J = 7,8 e 1,5 Hz, 1H), indica a ocorréncia
de um anel aromatico 4’, 6’, 7’-trissubstituido (Tabela 13).

Pela andlise do espectro de RMN de '3C de 10, observa-se um ndmero
inferior de carbonos presentes em 10 quando comparado a 9, 0 que sugere a
ocorréncia de uma cadeia carb6nica menor. Por fim, a auséncia do sinal referente a
ligacdo dupla conjugada ao sistema aromatico, e a presenca de um singleto em
d 5,90 (2H), caracteristico de grupo metilenodioxilico, indicam para a substancia a
estrutura de 3-hidréxi-2-(3’-fenil-6’-metilenodioxipropanoil)-2-cicloexen-1-ona,
denominada alatanona B, para a qual também ndo foram encontrados dados na
literatura.

O acoplamento entre os sinais dos hidrogénios H-2’ e H-3'no espectro DQF-
COSY (Figura 54), e suas correlacdes com os sinais em 6 42,7 (CH,) e 30,3 (CHy)
no espectro HMQC (Figura 55), permitiram a atribuicdo destes sinais aos carbonos
C-2’ e C-3, respectivamente.

O espectro no infravermelho (Figura 60) apresentou-se similar ao obtido para
a alatanona A, com bandas de absorcdo caracteristicas em 1664 e 1558 cm™,
correspondentes a grupo carbonila conjugado e quelatado, respectivamente.

Por espectrometria de massas, obteve-se o ion-molecular [M*] em m/z 288
(CG-EM, baixa resolucéo), correspondente a férmula C16H160s5. A espectrometria de
massas de alta resolu¢éo (LC-MS) mostrou o pico correspondente ao ion [M+H]" em

m/z 288,1073 (calculo para Ci16H1605 m/z 288,1077) (Figura 61).
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Figura 49. Estrutura do policetideo 10 isolado das folhas de Peperomia alata.

Tabela 13. Dados de RMN de *H (500 MHz) e de **C (125 MHz) de 10 (8 ppm, CDC/5).

Posicéo 10
S (mult., J/Hz) d¢c HMBC (H — C) DQF - COSY
1 - 195,2 - -
2 - 113,2 - -
3 - 198,3 - -
4 2,66 (t, 6,5) 33,1 C,, C3, Cs, Cs Hs
5 1,96 (quint, 6,5) 19,1 C1, C3,Cy, Cs Hy, He
6 2,48 (t, 6,5) 38,7 C1, C4, Cs Hs
1 - 204,9 - -
2 3,30 (t, 7,6) 42,7 Cv,Cs, Cy Hs
3 2,85 (t, 7,6) 30,3 Cy,C2, Cs, Cs, Cy Hy
4 - 134,8 - -
5 6,75 (d, 1,5) 109,1 Cs, Cr, Co -
6’ - 147,6 - -
7 - 145,8 - -
8 6,71 (d, 7,8) 108,2 Cy, Co Hy
9 6,69 (dd, 7,8; 1,5) 121,3 Cs, Cs Hg
OCH,0 5,90 (s) 100,8 Ces, Cr -
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Figura 54. Espectro DQF-COSY de 10 (500 MHz, CDC/5).
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Figura 55. Espectro HMQC de 10 (500 MHz, CDC/3).

Figura 56. Correlagces HMBC observadas para 10.
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Figura 60. Espectro no IV (KBr) de 10 (cm™).
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Figura 61. Espectros de massas de 10: (a) IE, baixa resolucéo; (b) ES, alta resolucgéo.
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Figura 62. Principal fragmentacdo observada no espectro de massas (IE) de 10.

A ocorréncia de derivados policetidicos similares as estruturas de 9 e 10 é
incomum em espécies de Piperaceae, estando descrita apenas em espécies do
género Peperomia, como Peperomia sui (Cheng et al., 2003), Peperomia proctorii

(Seeram et al., 2000) e Peperomia duclouxii (Li et al., 2007).

4.2.6. Acilresorcinois

Quatro acilresorcinois de cadeia longa 11 - 14 (Figura 63) foram isolados das
folhas de Peperomia glabella.

O espectro de RMN de *H da sub-fracéio 2, proveniente do fracionamento da
fracdo 2 (item 3.8.4., Figura 20), apresenta um tripleto em 6 7,21 (J = 8,4 Hz) além
de um dubleto em 6 6,38 (J = 8,4 Hz, 2H), indicativos de um sistema aromatico
1,2,6-trissubstituido. Um singleto largo em & 9,78 (1H) foi observado, o que sugere
um sistema fendlico quelatado a uma carbolina. Além desses, foram observados
sinais em & 3,10 (tripleto, J = 6,9 Hz), 1,23 (singleto largo) e 0,86 (tripleto,
J = 6,9 Hz), sugerindo um substituinte acilico ligado ao anel aromético.

No espectro de RMN de **C foram observados sinais referentes a carbonos

sp’ em & 108,4, 110,1, 1356 e 161,2, este Ultimo caracteristico de carbono
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carbindlico aromatico. Um sinal em & 207,9 confirma a presenca de um carbono
carbonilico conjugado ao anel aromatico. Desta forma, a estrutura do produto natural
isolado corresponde a um derivado de resorcinol acilado.

Para definicdo da extensdo da cadeia carbdnica, foi utilizada a espectrometria
de massas. A amostra foi analisada por CG-EM, na qual foram observados quatro
picos majoritarios, correspondentes aos derivados de cadeia contendo diferentes
nameros de atomos de carbono. O espectro de massas de 11 a 14 (Figura 64)
apresenta picos-base em m/z 137 Da, correspondentes ao fragmento acilico
CeHs0,CO", formados a partir da clivagem da ligagéo C1’ - C2'.

Apoés andlise dos picos referentes aos ions moleculares de 11 (m/z 292 Da) e
12 (m/z 320 Da) (Gonzalez et al., 1996), 13 (m/z 348 Da) (Kato et al., 1985) e 14
(m/z 376 Da) (Ohzeki e Yoshioka, 2007), a extensdo da cadeia carbbnica dos
metabdlitos foi definida.

A literatura descreve a ocorréncia das estruturas 11, 12 (Gonzalez et al.,
1996) e 13 (Kato et al., 1985) isoladas de espécies vegetais. A estrutura de 14 ja foi
associada a producéo de materiais foto e termo sensiveis para a industria fotografica
(Ohzeki e Yoshioka, 2007), mas nao ha dados sobre seu isolamento a partir de uma
espécie vegetal.

Assim como os derivados policetidicos, os compostos da classe dos
acilresorcindis também sao raramente encontrados em espécies de Piperaceae. A
ocorréncia de outros derivados de acilresorcinol € restrita a Peperomia galioides

(Mahiou et al., 1995) e Peperomia sui (Cheng et al., 2003).
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Figura 63. Estruturas dos acilresorcindis 11 — 14 isolados de Peperomia glabella.

Tabela 14. Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) dos acilresorcinéis
11 - 14 (5 ppm, CDC/s).

11-14
Posicao
Sy (mult., J/HZ) d¢c
1 - 110,1
2 - 161,2
3 6,38 (d, 8,4) 108,4
4 7,21 (t, 8,4) 135,6
5 6,38 (d, 8,4) 108,4
6 - 161,2
1 - 207,9
2 3,10 (t, 6,9) 44,7
Cadeia lateral 1,23 (s) 22,3-39,4
-OH 9,78 (s) -

-CHj; terminal 0,86 (t, 6,9) 13,9
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Figura 64. Espectros de massas (IE) dos acilresorcinois 11 - 14.
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4.2.7. Secolignanas

Quatro secolignanas, uma delas de estrutura inédita, foram isoladas de
Peperomia glabella.

O espectro de RMN de *H da sub-fracdo 2, proveniente do fracionamento da
fracdo 4 (item 3.8.4., Figura 20) apresenta sinais sobrepostos em & 6,60 - 6,74
caracteristicos de anel aromético substituido, e sinais sobrepostos em 6 5,87 - 5,90
caracteristicos de grupos metilenodioxifenilicos. Esses sinais, associados a
presenca de multipletos em 6 4,28, 3,70, 3,90, 2,87 e 2,33 sugerem a ocorréncia de
uma mistura de secolignanas.

A literatura descreve a presenca de derivados desta classe em Peperomia
glabella (Monache e Compagnone, 1996), Peperomia japonica (Chen et al., 1989),
Peperomia dindigulensis (Govindachari et al., 1998 e Wu et al., 2006), Peperomia
heyneana (Zhang et al., 2007) e Peperomia pellucida (Xu et al., 2006), o que
permitiu a identificacdo do esqueleto.

O esqueleto das estruturas foi definido pela andlise do espectro de RMN de
3¢, que indica a presenca de 40 &tomos de carbono, confirmando a hipétese de se
tratar de uma mistura de duas secolignanas com 20 &tomos de carbono cada, tal
como a peperomina D (CyoH1806) descrita na literatura (Monache e Compagnone,
1996). A andlise por CG-EM da mistura confirma a presenca de dois metabdlitos
majoritarios na fragdo, com ions moleculares em m/z 354 Da e m/z 352 Da,
respectivamente.

A mistura de secolignanas dessa fracédo foi entdo purificada por CCDP de
silica impregnada com nitrato de prata (sistema eluente Hex:AcOEt (4:1) (v:v)), e 0s
espectros de RMN de 'H e de *3C das substancias isoladas 15 e 16 apresentaram-

se muito semelhantes, como previsto, exceto pelo perfil do grupo y-butirolactona
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(Tabela 15). A principal diferenca observada foi a substituicdo do grupo metilico
secundério, presente na peperomina D, por um grupo metileno em 16, como
mostram os sinais em oy 0,90 e 6¢ 15,7 para 15, e d4 6,10/4,9 e d¢c 124,8 para 16
(Figura 66 e 67), cujos dados espectrométricos ndo se encontram na literatura.

A presenca do grupo y-butirolactona também foi confirmada pela analise de
espectrometria no IV (Figura 68), através da banda em 1763 cm™ (Monache e
Compagnone, 1996)

O espectro de massas (IE) de 15 e 16 obtido por CG-EM apresenta o pico-
base em m/z 255 Da, correspondente ao fragmento CisH1:04", formado a partir da
clivagem benzilica da ligacdo C3 - C5 (Figura 69), reafirmando a ocorréncia de uma
secolignana.

Dessa forma, a estrutura de 15 foi definida como peperomina D, ja descrita
para Peperomia glabella (Monache e Compagnone, 1996), e a estrutura inédita de
16 foi denominada peperomina G.

Em continuacdo ao estudo fitoquimico de Peperomia glabella, a andlise do
espectro de RMN de *H da fracdo 5 também indicou a ocorréncia de uma mistura de
metabolitos com esqueleto de secolignana, similar aquelas isoladas da fracdo 4
(Tabela 16).

No entanto, a presenca de um singleto intenso em 6 3,81, associado aos
valores de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, sugere a
presenca de grupos metoxilicos arométicos na mistura. O espectro de RMN de *C
comprova a ocorréncia dos grupos metoxilicos pela presenca do sinal intenso em &
55,8.

Finalmente, por comparacdo com dados da literatura, as estruturas das

secolignanas presentes na mistura foram identificadas como peperomina A (17) e
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peperomina E (18), ambas anteriormente descritas em espécies de Peperomia

(Chen et al., 1989; Govindachari et al., 1998).

17 18

Figura 65. Estruturas das secolignanas 15 - 18 isoladas das folhas de Peperomia glabella.
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Tabela 15. Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) de 15 e 16 (5 ppm, CDC/s).

_ 15 16
Posicéo
Sy (mult., J/HZ) dc Ox (mult., J/HZ) dc
1 - 179,6 - 170,7
2 2,33 (m) 40,3 - 136,0
3 2,87 (m) 47,3 3,9 (m) 42,4
4 4,30 (m) /3,75 (m) 70,4 4,27 (m) /3,71 (m) 69,7
5 3,71 (d, 11,4) 55,7 3,66 (d, 11,5) 54,8
6 0,90 (d, 6,9) 15,7 6,10 (d, 2,2) /4,9 (d, 1,9) 124,8
1,17 - 135,6/136,2 - 135,5/135,6
2, 2" * 107,7/107,8 * 107,9/108,1
3,3 - 146,6/146,7 - 146,6/146,7
4, 4" - 148,1/148,2 - 148,0/148,3
5, 5" * 108,5/108,6 * 108,3/108,6
6, 6” * 120,4/120,7 * 120,6/121,4
OCH;0 5,90(s) (x 2) 101,1 (x 2) 5,87(s) (x 2) 101,2 (x 2)

*: sinais sobrepostos dos hidrogénios de anel aromatico em & 6,60 - 6,74.

Tabela 16. Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) de 17 e 18 (5 ppm, CDC/5).

17 18
Posicao
oy (mult., J/HZ) dc oy (mult., J/HZ) dc
1 - 179,7 - 170,8
2 2,32 (m) 40,2 - 135,9
3 2,89 (m) 47,0 3,88 (m) 42,3
4 4,28 (M)/3,97 (m) 70,3 4,28 (M)/3,97 (m) 69,7
5 3,72 (d, 11,0) 55,3 3,64 (d, 11,0) 54,5
6 0,85 (d, 6,9) 15,5 6,07 (d, 2,1)/4,88 (d, 2,1) 1245
1,1 - 134,7 (x 2) - 134,0 (x 2)
2,2 * 107,6/108,4 * 107,7/108,4
3,3 - 148,0/149,0 - 148,0/148,9
4,4 - 135,7 (x 2) - 135,6 (x 2)
5, 5” - 146,4/147,9 - 146,4/147,9
6, 6” * 110,8/111,3 * 111,1/111,4
OCH,0 5,88 (s) (x 2) 101,0 (x 2) 5,89 (s) (x 2) 101,0 (x 2)
OCHjs; 3,81 (s) (x 2) 55,7 (x 2) 3,81 (s) (x 2) 55,8 (x 2)

*: sinais sobrepostos dos hidrogénios de anel aromatico em & 6,67 - 6,77.
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4.3. Atividade antifungica

Todos os metabdlitos secundérios descritos neste trabalho mostraram-se
ativos quando submetidos aos ensaios de bioautografia frente aos fungos
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum, ilustrando o
elevado potencial fungitoxico apresentado por moléculas acumuladas em espécies
de Piperaceae, principalmente nos géneros Piper e Peperomia.

A Tabela 17 apresenta os resultados dos ensaios de limite de deteccéo dos
produtos naturais isolados 1 - 18 e das substancias antifingicas padrédo nistatina e
miconazol, utilizadas para efeito de comparacdo (substancias controle). O ensaio de
limite de deteccdo indica a quantidade minima necessaria de amostra que inibe o
crescimento dos fungos em placas cromatograficas de gel de silica.

Os valores obtidos nesse ensaio de bioautografia indicam que os metabdlitos
7 — 10, 15 e 16 apresentam maior potencial fungitoxico.

Dos metabdlitos isolados de Piper mollicomum, a di-hidrochalcona 3
apresentou maior potencial antifangico frente aos fungos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum, quando comparada aos
cromenos 1 e 2, que apresentaram atividade moderada. De acordo com os valores
observados para 1 e 2, a presenca do grupo hidroxila na posicdo C-8 em 2 causa
elevacao do potencial apresentado por 2 quando comparado a 1.

As flavanonas 7 e 8 isoladas de Piper marginatum apresentaram maior
atividade antifangica entre os metabdlitos isolados da espécie, com atividade
comparavel aos padrbes utilizados como controle. Os fenilpropandides 4 e 5
mostraram potencial antifingico elevado em relacdo a 6. Neste caso, a presenca do
grupo carbonila em 4 e 5 demonstra ser um fator importante na determinacédo da

atividade antifungica.



Resultados e discussao 113

Tabela 17. Atividade antifangica dos produtos naturais isolados 1 a 18, e dos compostos
padréo nistatina e miconazol, frente a C. cladosporioides e C. sphaerospermum.

Atividade antifungica (ug)*

Metabdlitos secundarios
C. cladosporioides | C. sphaerospermum

MeOOC S
m 50,0 50,0
1

MeOOC N
m 10,0 10,0
OH
2

MeO OH O
O 5,0 10,0

OH O
3

(0]
(0]
{ ]g)b 5,0 5,0
(6]
4
O
(0]
< ]ij\)b 5,0 5,0
o OMe
5

QH
] :
< ]ijv 10,0 10,0
(@]
6

OH
MeO (0] ©/
@Q 10 10

OH O
7
OMe
HO (o} ©/
(;;g 1,0 1,0

=
‘ O 01 0,25
(6]
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Atividade antifungica (pg)*
Metabdlitos secundarios
C. cladosporioides | C. sphaerospermum
OH O
O,
‘ O ) 0,5 0,5
o o
10
OH O
25,0 50,0
1,0 1,0
1,0 1,0
5,0 5,0
1,0 1,0
Nistatina (padréao)
N
«D cl
\QV 1,0 1,0
(o] Cl
Cl
Miconazol (padréao)

*quantidade minima necessaria para inibir o crescimento dos fungos em placas cromatograficas

de gel de silica.



Resultados e discussao 115

(a) Cladosporium cladosporioides
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Figura 70. Placas dos ensaios de limite de detec¢do dos metabdlitos isolados de Peperomia
alata (9 e 10) e da substéncia controle nistatina.

Conforme observado na Tabela 17, os derivados policetidicos 9 e 10 isolados
de Peperomia alata apresentaram forte potencial antifingico, superior as
substancias controle nistatina e miconazol.

Entre eles, o policetideo 9 foi o mais eficaz quando submetido aos ensaios de
bioautografia, sendo necessario apenas 0,1 pg do ativo para principiar a inibicdo do

crescimento dos fungos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
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sphaerospermum (Figura 70). A diferenca entre os potencias de 9 e 10 pode ser
vinculada a diversos fatores: a presenca de um atomo de carbono a mais na cadeia
lateral, e a dupla ligacdo entre C-4’ e C-5’ elevam a atividade de 9; a presenca do
grupo metilenodioxi ligado ao anel aromatico em 10 diminui o potencial quando
comparado a 9.

Entre as secolignanas 15 - 18 isoladas de Peperomia glabella, observou-se
que a presenca dos grupos metoxila em 17 e 18 é responsavel pela diminuicdo da
atividade fungitoxica de 17 e 18 em relacdo a 15 e 16. Ja entre as estruturas de 15 e
16, nota-se que a presenca da dupla ligacdo em 16 n&o causa modificacdo nos
valores de atividade.

Sendo assim, essas observacdes sugerem importantes relagbes entre
estrutura e atividade antifingica, tendo em vista os resultados dos ensaios de limite
de deteccédo apresentados pelos metabdlitos isolados.

Alguns dos metabdlitos caracterizados neste trabalho com atividade
antifingica também exprimem outras atividades biolégicas. Um exemplo sdo os
cromenos 1 e 2, e a di-hidrochalcona 3 que se encontram descritos em Piper
aduncum (Orjala et al., 1993a e Orjala et al., 1994), apresentando minima (2 e 3) ou
nenhuma (1) inibicdo frente as bactérias Bacillus subtilis, Micrococcus luteus e
Escherichia coli, e frente ao fungo Penicillium oxalicum, em ensaios de atividade
bioldgica.

Para os fenilpropandides 4 — 6, ndo ha relatos sobre atividade biologica na
literatura. Entretanto, as flavanonas 7 e 8 foram descritas de Piper crassinervium
(Danelutte et al., 2003), também mostrando alto potencial antifingico frente aos
fungos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum, comparavel

com as substancias controle.
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As peperominas A (17) e E (18) encontram-se descritas na literatura, com
registros de atividade antifagica frente a Spodoptera litura, Rhaphidopalpa foveicollis
e Atractomorpha crenulata (Govindachari et al., 1998) e anti-tumoral (células VA-13
e HepG2) (Wu et al., 2006). Entretanto, ndo ha nenhum relato sobre o potencial

antifangico destas substancias.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho de bioprospeccéo foi direcionado a deteccéo e caracterizacao
de metabdlitos secundarios responsaveis pela atividade antifungica observada em
extratos brutos de espécies de Piper e Peperomia.

Os cromenos 1 e 2, e a di-hidrochalcona 3 séo reportados pela primeira vez
em Piper mollicomum, sendo que este € o primeiro trabalho de estudo fitoquimico
apresentado para a espécie (Lago et al., 2007).

Em estudos anteriores de Piper marginatum (De Diaz e Gottlieb, 1979; Santos
e Chaves, 2000) descreve-se a presenca de derivados fenilpropandicos, incluindo as
propiofenonas 4 e 5 apresentadas neste trabalho. Entretanto, ndo ha nenhum relato
na literatura sobre o potencial biologico destes metabdlitos. Aléem das propiofenonas
4 e 5, foram detectadas duas flavanonas, ainda ndo descritas em P. marginatum,
mas de ocorréncia usual em outras espécies de Piper (Danelutte et al., 2003), e um
alcool secundario inédito 6, todos apresentando atividade antifangica quando
submetidos aos ensaios de bioautografia.

A guantidade reduzida de 6, obtida apds fracionamento cromatografico do
extrato bioativo das folhas de P. marginatum, associada a rapida degradacédo desse
metabolito, impossibilitou a determinacdo da configuracdo absoluta do produto
natural. Assim, apos preparacao de 6 na sua forma racémica, a mistura foi resolvida
através de biocatalise (Novozym 435). Obtidos os dois estereoisémeros e fazendo-
se uso da regra de Kazlauskas, foi possivel definir que o produto natural 6 é
majoritariamente composto pelo isémero denominado (+)-(R)-marginatumol
(Reigada et al., 2007).

O estudo fitoquimico biomonitorado da espécie Peperomia alata levou a

identificacdo de dois derivados de acilresorcindis inéditos 9 e 10, com elevada
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atividade antifungica, superior a dos controles. A ocorréncia desses derivados em
Piperaceae é rara, porém frequente em espécies de Myristicaceae (Kato et al., 1985;
Azevedo et al., 1997, Blumenthal et al., 1997) o que permite associar
filogeneticamente as duas familias através de uma via metabolica.

Em estudo anterior realizado em Peperomia glabella (Monache e
Compagnone, 1996), foi isolada apenas uma secolignana, a peperomina D. Neste
trabalho, o estudo fitoquimico biomonitorado do extrato das folhas de Peperomia
glabella revelou a presenca de quatro acilresorcindis de cadeia longa (11 - 14),
sendo a estrutura de 14 isolada pela primeira vez como produto natural, e quatro
secolignanas (15 - 18), das quais trés ainda ndo descritas em Peperomia glabella, e
uma delas (16) inédita na literatura. De acordo com o observado neste trabalho,
verifica-se em Peperomia glabella a presenca de metabdlitos secundarios
provenientes de duas vias distintas, a via do acetato para formacdo dos
acilresorcindis, e do chiquimato para producéo das secolignanas.

De acordo com o observado neste estudo, espécies de Piperaceae
constituem-se numa importante fonte de novos produtos naturais bioativos. Os
metabdlitos secundarios isolados das espécies estudadas foram organizados
segundo as diferentes classes de produtos naturais, e todas apresentaram derivados
com potencial atividade antifungica frente aos fungos Cladosporium cladosporioides
e Cladosporium sphaerospermum.

Por fim, este estudo de bioprospeccao em espécies de Piperaceae se
mostrou bastante proficuo quanto a caracterizacdo de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos. Para trabalhos futuros, uma andalise mais profunda das
estruturas dos metabdlitos pode ser estuda, visando relacionar de forma concisa as

estruturas e atividades bioldgicas. Além disso, os extratos que ndo foram
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investigados, mas que apresentaram consideravel atividade bioldgica constitui-se

num excelente material para investigacdes bioprospectivas.
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