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ESTUDO FITOQUIMICO E BIOLOGICO DAS ESPECIES: Piper klotzschianum
(PIPERACEAE) E Achyrocline satureioides (ASTERACEAE)

Autor: Diégo Moreno Neiva Pereira
Orientador: Prof. Dr. Jeferson Chagas do Nascimento

Coorientadora: Prof2. Dra. Sandra Lucia da Silva e Cunha

RESUMO: Este trabalho relata a investigacao fitoquimica de Piper klotzschianum em
especial os constituintes fixos do extrato etandlico das raizes da planta e dos
volateis extraidos das folhas, caules e raizes. Também foi estudado o efeito da
variagdo sazonal sobre os volateis das folhas e flores da Achyrocline satureioides. A
toxicidade dos extratos dos volateis das espécies foi avaliada através dos testes de
letalidade com Artemia salina, Aedes aegypti e do teste de viabilidade celular. Do
extrato etandlico das raizes da Piper foi possivel isolar duas amidas; a piperovatina e
a tetra-hidropiperlonguminina, que compdem respectivamente 1,39 e 1,25% da
massa do extrato. Foi identificado também a mistura de estigmasterol / 3-sitosterol e
uma mistura de ésteres graxos (miristato de metila, palmitato de metila e o metil
éster do acido 9-octadecendico). Todas as substancias purificadas foram
identificadas através da técnica de ressonancia magnética unidimensional de 3C e
'H e auxilio de dados disponiveis na literatura. Os volateis da P. klotzschianum
coletadas em Aracruz/ES e Jequié/BA apresentaram como componente majoritario o
1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno presente em todas as partes da planta. A analise
dos volateis da A. satureioides por CG-EM mostrou trans-cariofileno / a-humuleno
como componentes majoritarios no inverno e, para o verdo, a-humuleno / trans-
cariofileno. A toxicidade frente a larvas do A. aegypti mostrou CLs0=0,27 ppm para
piperovatina e CLs0=3,60 ppm para extrato etandlico e para fragdo acetato de etila,
CLs0=232,65 ppm. Para os volateis das folhas da A. satureioides coletadas no
inverno a CLso para larvas da A. salina foi de 3,12 ppm; j& para os volateis das
raizes, folhas e caules da Piper CLs0=6,69; 13,70 e 15,51 ppm respectivamente. O
teste de viabilidade celular mostrou que para as duas piperamidas ndo houve
nenhuma acéo toxica em células de macrofagos. Estes dados mostram uma nova
variedade quimica para a espécie A. satureioides, e o0s resultados indicam atividades

bioldgicas promissoras.

Palavras chave: Alcalbides, piperamidas, 6leos essenciais, atividades biolégicas.



Phytochemical and biological study of species: Piper Klotzschianum
(PIPERACERE) e Achyrocline Satureioides (ASTERACEAE).

Author: Diégo Moreno Neiva Pereira
Advisor: Prof. Dr. Jeferson Chagas do Nascimento
Co-advisor: Prof. Dr. Sandra Lucia da Silva e Cunha

ABSTRACT: This word reports the phytochemical investigation of Piper
klotzschianum especially the fixed constituents of the ethanol extract of the roots of
the plant and volatile extracted from leaves, stems and roots. It was also studied the
effect of seasonal variation on the volatile of the Achyrocline satureioides leaves and
flowers. The toxicity of the extracts and volatile of the species was evaluated through
the lethality tests with Artemia salina, Aedes aegypti and cell viability test. From the
ethanolic extract of the roots of the Piper, was possible to isolate two amides, the
piperovatine and the tetra-hydropiperlonguminine which comprise respectively 1,39
and 1,25% the mass of the extract. Was also identified the mix of estimasterol / §-
sitosterol and a mixture of fatty esters (ethyl myristate, methyl palmitate and methyl
ester of 9-octadecenoic acid). All the purified compounds were identified by one-
dimensional magnetic resonance imaging '°C and 'H and with the assistance data
available in the literature. The volatile P. Klotzchianum collected in Aracruz - ES and
Jequie - BA had as the major component the 1-butyl-3,4-methyllenedioxybenzene
present throughout the plant; The analysis of the volatile A. Satureioides by GC-MS
showed trans-caryophyllene / a-humuleno as the major component in winter, and for
summer, a-humuleno / trans-caryophyllene. The toxicity forefront A. aegypt showed
CLso= 0,27ppm to piperovatina and CLso= 3,60ppm to ethanolic extract and to the
fraction of ethyl acetate the, CLso= 232,65ppm. For the volatile, the leaves of a A.
Satureioides collected in winter, the CLso for the A. Salina larvae was 3,12ppm; For
the volatile roots, leaves and stems of Piper, the CLso= 6,69; 13,70 and 15,51ppm
respectively. The cell viability test showed that for both piperamides there was no
toxic effect for macrophages. These findings show new variety for the specie A.

satureioides and the results show promising biological activities studied.

Keywords: Alkaloids; Piperamides; Essential oils; Biological activities.
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INTRODUCAO GERAL

A Quimica estéa inserida em todos os aspectos do nosso cotidiano: no N0Sso
organismo, no ar que respiramos, na agua, no desenvolvimento econdmico e
tecnologico, em todos os instrumentos de trabalho, de uso pessoal, nos alimentos e
em praticamente todos os medicamentos. Sem ela, os cientistas n&o poderiam
sintetizar novas moléculas, que curam doencas e fortalecem a obra-prima que é a
vida.

Se olharmos atentamente a nossa volta, perceberemos que tudo na natureza,
especialmente as plantas, contém elementos e substancias quimicas responsaveis
pela sustentacdo da vida no planeta, de formar que, por uma necessidade de
sobrevivéncia, mesmo antes das primeiras civilizacdes o homem sempre fez uso da
natureza para fins medicinais.

Até meados do século XV, as plantas eram a Unica forma de tratamento das
enfermidades, pois na época, ndo acreditava-se que substancias inorganicas
“‘inanimadas” pudessem ter efeito benéfico sobre os seres vivos e que ndo poderiam
ser usadas no tratamento de enfermidades, pensamento que entrou em colapso com
as descobertas da alquimia moderna de Paracelso, que no meio de suas pesquisas
trousse a cura para sifilis com a utilizacdo de mercurio, contrapondo mais de 2000
mil anos de histéria [1].

Apéds anos de grandes descobertas, ainda hoje as plantas séo utilizadas para
fins medicinais e continuam sendo as principais fontes na descoberta de novas
substancias e medicamentos, que, mesmo com todo avanco da medicina moderna,
as plantas atuam de forma complementar e até mesmo substituta da medicina
convencional, muitas vezes pelos precos elevados tratamentos e medicamentos
disponiveis, até mesmo a falta dos mesmos, como por exemplo, para a cura do
cancer e do HIV, de forma que ha no mundo cientifico uma busca incessante por
novas fontes e formas de terapia, até mesmo em paises desenvolvidos. Assim, a
Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) em 2005, iterou 0 compromisso em estimular
0 uso complementar da medicina popular. Por sua vez, o Brasil em 2005, através do
SUS, propde a inclusdo das plantas medicinais e seus derivados como opcoes

terapéuticas no sistema publico de saude, contanto que esses produtos a base de
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plantas atendam a legislacdo vigente, a qual permanece em vigor até a presente
data [2].

Dentro dessa necessidade constante por novas formas de tratamento e novas
substancias com finalidades terapéuticas, o género Piper se mostra como uma fonte
promissora de substancias com as mais diversas atividades comprovadas na
literatura, como antitumoral, anti-inflamatoria, larvicidas, fungicidas, analgésicas,
neuroprotetoras, entre outras. E com o intuito de descrever de maneira clara e coesa
as avaliacOes e testes bioldgicos investigados a dissertacdo foi dividida em dois
capitulos: o primeiro contendo o estudo fitoquimico dos constituintes fixos das raizes
da Piper klotzschianum Kunth e o segundo abordando o estudo da composicao
quimica dos volateis de Piper klotzschianum e Achyrocline satureioides juntamente
com as investigacdes referentes as atividades biologicas dos volateis, extratos e

substéancias purificadas.
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OBJETIVOS

Geral

Realizar o estudo fitoquimico e biolégico das espécies Piper klotzschianum
(PIPERAEAE) e Achyrocline satureioides (ASTERACEAE)

Especificos

» lIsolar, através de métodos cromatograficos, o0s constituintes quimicos
provenientes do metabolismo secundario, presentes no extrato etandlico das
raizes de Piper klotzschianum;

» Elucidar as estruturas das substancias isoladas através de métodos
espectrométricos e espectrofotométricos como RMN de 'H e de 13C, IV e EM
e comparacao com dados da literatura;

» Observar o efeito da variacdo sazonal sobre os volateis extraidos das partes
da A. satureioides;

» Avaliar a atividade toxica frente a Artemia salina e Aedes aegypti dos 6leos
essenciais das duas espécies estudadas; bem como das substancias isoladas
e extratos brutos de Piper klotzschianum;

» Avaliar a citotoxicidade das substancias e viabilidade celular com MTT.

» Contribuir para o conhecimento quimico e taxonémico das espécies em

estudo que ocorrem no Estado da Bahia.



CAPITULO |

Estudo Quimico dos Constituintes Fixos do Extrato Etandlico das Raizes de

Piper Klotzschianum Kunth (Piperaceae)
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|.1 REFERENCIAL TEORICO

[.1.1 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae é composta de um numero entre 2500 a 3000 espécies,
gue séo classificadas em cinco géneros: Manekia, Marcropiper, Peperomia, Piper e
Zippelia, que tem distribuicdo tropical e subtropical ao redor do globo. Sendo que
quatro desses géneros se fazem presentes no Brasil, em um ndamero constituido por
aproximadamente 500 espécies [3-5].

Espécies pertencentes a essa familia sdo encontradas em todo o territorio
brasileiro desde a regido sul a sudeste do pais, no berco da Mata Atlantica,
percorrendo todo litoral, até regido norte do pais, atingindo a Floresta Amazonica.
Sendo que a Mata Atlantica possui a maior fonte de espécies da familia, destacando
ainda as localidades de Serra dos Orgdos (RJ), o Parque Nacional do ltatiaia (RJ) e
Santa Teresa (ES), por possuirem as maiores variedades da espécie: 70, 68 e 67,
respectivamente [6-10].

Como contribuicdo para as pesquisas realizadas no pais, tanto no ambito
regional quanto nacional, pesquisadores apontam a relevancia de se estudar as
espécies da familia Piperaceae encontradas no nordeste brasileiro, destacando sua
importéancia econdmica e medicinal, onde algumas delas s&o utlizadas como
iguarias no mercado mundial, como por exemplo, a pimenta-do-reino (Piper nigrum
L.), empregadas também para fins medicinais em comunidades rurais e urbanas em

diversas partes do mundo [11-12].

[.1.2 Género Piper

O género Piper é o maior entre os representantes das angiospermas basais,
com um numero estimado de 1000 a 2000 espécies [13-14]. Ele destaca-se por seu
fendtipo marcante, presente em toda espécie: caules nodosos, folhas inteiras,
dorsiventrais e alternas, com inflorescéncias em forma de espigas solitarias e
cheiros caracteristicos [15-16]. Tais semelhancas muitas vezes sdo um problema
para identificacdo taxondmica das plantas, implicando muitas vezes em troca ou
falsificacdo comercial, sugerindo assim uma necessidade de estudos etnobotanicos
em carater morfolégicos, anatébmicos e histoquimicos, para obtencdo de dados

fisico-quimicos, destacando caracteristicas para identificacdo das espécies [5, 17].
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Figura 1.1: Distribuicdo geografica do género Piper. Estimativas do nimero de espécies para cada
centro de diversidade [13].

[.1.3. Aspectos Etnobotanicos do Género Piper

No Brasil, de acordo com a literatura, ha relatos da utilizacdo de espécies do
género Piper para fins medicinais, que vem provavelmente, desde a época pré-
colonial com a medicina indigena, através de plantas como a Peperomia elongata
que era utilizada pela tribo de indios Tenharins na cura de diarreias e dores
estomacais. Peperomia rotundifolia conhecida popularmente como Sava-vida ou
Salva-vidas e utilizada para tratamento de hipertensdo, gastrite e gripes; Piper
cavalcantei Yuncker, chamada na regido de Céu elétrico ou Oleo elétrico, com
atividades analgésicas e antitérmicas, utilizada para nauseas e coélicas menstruais;
Piper cernnum Vell, conhecida por Jodo-guarandi-do-grado, Jaborandi-cepoti ou
Pimenta-de-morcego, sendo utilizada no tratamento de distdrbios renais,
estomacais, hepaticos e para o alivio de dores musculares, entre outras espécies [5].

Ha também, a insercdo do género na medicina popular afro-brasileira, em que
algumas espécies vém sendo vinculadas a alguns rituais religiosos no candomblé, a
exemplo, do uso da Peperomia pellucida H.B.K., conhecida popularmente na Bahia
pelos nomes de: Alfavaquinha-de-cobra, Oriri, Folha-de-oxum ou Folha-de-vidro. A
planta é utilizada como banhos em rituais para filhos de Oxum e Yemanja, sendo um
simbolo da agua presente na natureza, jA que cresce espontaneamente em locais
umidos, também é utilizada contra hipertensdo, males gastrointestinais, como

diurético e contra afeccdes oculares [18].
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Ainda no Brasil, a Unica espécie do género com propriedades farmacoldgicas
comprovadas e que tem registro simplificado pela ANVISA, é a Piper methysticum,
através da IN 5, de 11 de dezembro de 2008 [19-20]. A planta nativa da Oceania,
que foi disseminada na América por colonizadores europeus, tem empregos
milenares, cerca de 3000 anos, consumida na forma de bebidas alcodlicas [21],
possuindo atividades antidepressivas, anticonvulsivantes, combate a insdnia e
euforia, neuroprotetora, além de atividade analgésica e relaxante muscular [22].

Diante disso o género Piper tem despertado o interesse da comunidade
cientifica na busca pelo desenvolvimento de novos farmacos, jA que sdo tantas
espécies e o Brasil conta com uma flora tdo rica. Isso contribuiria para uma futura
atualizacdo e reconhecimento desse género frente as agencias fomentadoras da
saude, e quem sabe passando a ser uma fonte confiavel para a populagcdo na

atribuicdo das plantas para medicina popular.

I.1.4 Aspectos Fitoquimicos e Atividades Bioldgicas do Género Piper

E possivel encontrar na literatura uma gama de substancias, metabolicos
secundarios, isolados e identificados, pertencentes a diversas classes, que fazem
parte da constituicdo quimica do género Piper (Tabela 1.1, p.26). Entre elas, sao
listados alcaloides/piperamidas, chalconas/diidrochalconas, esteroides, flavonas,
flavonoides, fenilpropanoides, lactonas, lignanas, neolignanas, terpenos, substancias
gue apresentam diversas atividades bioldgicas, que vao desde propriedades clinicas

a toxicas [23].



Tabela I.1: Algumas Substancias isoladas em plantas do género Piper com atividades

biolégicas comprovadas em literatura.

Substancias Espécie Bioatividade Referéncia
d
Nake o Atividade
HO N '"QOH P. wallichii _ - [24]
J "L antitrombatica
\ o—
Atividade
P. kadsura [25]
Neuroproterora
P. longum  Atividade Larvicida [26]
i P.
o Neuroproterora
{ WO tuberculatum _
o _ Antitrypanosoma [27-29]
P. nigrum ) o
Anticarcinogénicas
P. longum
0
0 Z AN P. Antidepressivo
¢ N - o [30]
o laetispicum Antinociceptiva
/O 0. O P. . .
_ Antioxidantes [31]
~ methysticum
o)
o P. .
_ Antifungica [32]
< marginatum.
(0] O/
| Q P. regnellii Anti-tuberculosi [33]
o
Anti-inflamatéria
P. betle L Antibacteriana [34-35]

Anticarcinogénica
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Em particular, no género Piper, muitas espécies tém como constituintes
majoritarios alcaloides/piperamidas, onde, por definicdo recente, as piperamidas sao
uma classe de compostos que possuem em sua estrutura um grupo aromatico e um
grupo amida, sendo o termo alcaloide abrangente também as amidas alifaticas,
considerando-as alcamidas de cadeia aberta [36]. Grande parte das bioatividades
atribuidas a plantas do género contra microrganismos, virus, fungos e bactérias,
podem ser atribuidas a presenca destas duas classes de compostos [27]. Incluindo
atividade antimicrobiana [37], atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva [30],
anticonvulsivantes [38], antiartriticos [39], entre outras de interesse parcial, que

serdo comentadas a seguir.

[.1.4.1 Atividade Antitripanossoma

O Mal de Chagas assombra diversos paises da América Latina, sendo uma
doenca de forte impacto social, que atingiu cerca de 16 milhées de pessoas em todo
continente no século passado [40]. Em tempos atuais 0 numero de infectados
passou para 18 milhdes em 2006 com aproximadamente 45 mil mortes por ano [41].
De acordo com Ventura-Garcia et al [42], em 2013 estes numeros caem para 10
milhdes de infectados e aproximadamente 20 mil mortes por ano.

No entanto, a Doenca de Chagas ndo esta restrita apenas ao continente
americano, sendo um grande problema em paises intertropicais. A doenca faz parte
do grupo das doencas tropicais negligenciadas (DTNs), simplesmente porque 0s
casos de infeccéo estdo restritos a populacdes carentes, residentes de zonas rurais
e favelas de paises subdesenvolvidos, em que ndo se tornam um mercado atrativo
para grandes industrias farmacéuticas [43].

Dessa forma, pessoas que vivem a margem da miséria e da pobreza
espalhados em todo o mundo sofrem os impactos das DTNs. Isso se deve a falta de
incentivo publico e privado no financiamento de pesquisas e producédo de drogas
eficientes e economicamente acessiveis, que atendam as necessidades dessas
pessoas. Muitas delas, por falta de condi¢cdes financeiras ndo podem adquirir
medicamentos atuais disponiveis, o que as levam a buscarem pela medicina
popular, fazendo uso de plantas e ervas para obter tratamento e alivio para suas
enfermidades [43-45].
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As plantas como Piper cubeba, Piper ovatum e Pothomorphe umbellata sédo
um exemplo de plantas do género Piper utilizadas no tratamento da Doenga de
chagas, seus efeitos estdo atrelados a presenca de piperamidas como a

piperovatina e piperlonguminina, com atividade intitripanossoma (Figura 1.2) [43-45]

o
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Figura 1.2: (a) piperovatina e (b) piperlonguminina, piperamidas com efeito antitripanossoma.

Nesse contexto, € possivel encontrar na literatura varias espécies de Piper
presentes na flora brasileira, cujos extratos ou componentes vém mostrando altos
niveis de inibicdo na proliferacdo do Tripanosoma cruzi, sendo suas atividades, em
boa parte dos estudos, atribuidas a presenca de diversas piperamidas, na Figura 1.3

estdo presentes algumas alcalamidas com efeito antitripanossoma [27, 46].

(0]
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Figura 1.3: Algumas piperamidas/alcaloides que possuem atividades
antitripanossoma, isoladas de espécies de como a Piper tuberculatum, P. arboreum,
P. nigrum e P. longum [27, 46].

Assim, diante destes exemplos pode-se perceber o grande potencial da
familia Piperaceae e das espécies do género Piper como fontes alternativas no
tratamento da Doenca de Chagas e como fonte de novos metabdlicos com

atividades antitripanossoma de grande potencial farmacologico.
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1.1.4.2 Atividade Neuroprotetora

A neurodegeneracdo € um processo que esta envolvido tanto a processos
patolégicos quanto ao préprio envelhecimento do organismo. Os distarbios
neurodegenerativos envolvendo disfuncao cognitiva e transtornos
neuropsiquiatricos, sdo um dos principais problemas de saude publica do século
XXI, sendo responsaveis por duas a cada mil mortes por ano em todo o mundo.
Mediante a situacdo, os estudos fitoquimicos fazem parte do mecanismo cientifico
no direcionamento para a busca por novos compostos com atividades
neuroproteroras, destacando uma gama de compostos naturais com atividade
antioxidantes como fenais, flavonoides, alcaloides, terpenoides, saponinas e acidos
graxos [47].

Em outras palavras, muitas doencas que atacam o sistema nervoso central
como cancer, Alzheimer, Parkinson, Esclerose Multipla, Doenc¢a de Huntington estao
direta ou indiretamente ligadas ao estresse oxidativo. E a acdo protetora desses
antioxidantes possui acao direta no (SNC), pois melhoram os aspectos cognitivos e
impedem a degeneracdo do mesmo. Sendo assim, estdo listados na Tabela 1.2,
p.30 alguns trabalhos recentes que contribuem para confirmacéo da relevancia do
estudo fitoquimico voltado para o género Piper e sua agdo sobre celular do sistema

nervoso central.
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Tabela 1.2: Substancias isoladas em plantas do género Piper que possuem atividade direta na
protecéo do SNC.

Substéancias Espécie Atividade Referéncia
o Neuroproterora
P. tuberculatum . )
° A N N ) Antidepressiva
( P. nigrum N [28], [48-49]
o Melhora Cognitiva
P. longum
<W O P. retrofractum Neuroprotetora [50]
<° \ 7 N P. retrofractum Neuroprotetora [50]
n=8
o O
0
X SN ﬁ/ﬁ/ P. retrofractum Neuroprotetora [50]

P. nigrum Antidepressiva [51]

Estes trabalhos deixam claro que os metabdlicos secundarios provenientes do
género Piper s&@o substéncias promissoras no tratamento de doengas
neurodegenerativas, 0os quais além de atuarem de forma benéfica no SNC,
diminuem o efeito degenerativo das células nervosas, melhoram o aspecto cognitivo
e ainda amenizam os danos gastrointestinais causados pela maioria dos farmacos

atuais utilizados para o tratamento dessas doencas [47, 50, 51].
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1.1.4.3 Atividade Anticarcinogénica

Outra doenca de preocupacao a nivel global é o cancer. De acordo com
estimativas da International Agency for Research on Cancer (IARC), da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em 2012 houve 14,1 milh8es de novos casos e um total
de 8,2 milh6es de mortes em todo o mundo. Nimero que deve chegar a 22 milhdes
de novos casos, com cerca de 13 milhdes de mortes por ano nas préximas duas
décadas [52].

Para o periodo de 2014 a 2015 no Brasil, ha uma estimativa de 576 mil novos
casos de cancer, distribuidos entre cancer de pele do tipo ndo melanoma, prostata,
mama, célon e reto, pulméao, estbmago e colo do Utero, com nameros de 182, 69, 57,
33, 27, 20 e 15 mil respectivamente [53].

Nessa perspectiva, pesquisas multidisciplinares vém sendo realizadas no
intuito de combater essa terrivel doenca. Dessa forma, estudos fitoquimicos de
plantas com propriedades anticarcinogénicas vém sendo fortemente explorados e
utilizados como medicina complementar. Nesse sentido, ha relatos de mais de 3000
mil espécies de plantas que possuem alguma atividade anticancerigena [54].

Como contribuicdo, extratos e substancias como amidas e alcaloides isolados
de espécies de Piper, assim como muitos derivados, vém apresentando
propriedades anticarcinogénicas em muitas linhagens tumorais evidenciando ainda
mais a importancia e contribuicdo do género para os estudos fitoquimicos, na
descoberta de novas substancias para producdo de farmacos destinados a cura de
diversos tipos de cancer [54-56].

Entre estas substancias ativas podem ser destacadas a piperina,
piperlonguminina, piperlongumina e seus derivados (Figura 1.4, p.32), incluindo
alcaloides que tém atividades comprovadas e que também sdo drogas consideradas
potencialmente promissoras. Estes compostos atacam as células cancerigenas por
diversas formas, tendo ainda menos efeitos colaterais que a quimioterapia ou ate

mesmo que 0s métodos invasivos como as cirurgias. [57-58].
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Figura I.4: Algumas piperamidas, alcaléides e derivados com atividades anticarcinogénicas [57- 58].

1.1.4.4 Atividade Larvicida contra o Aedes aegypti

Aedes aegypti € um dos principais vetores de doencas que tem um forte
impacto na saude mundial. De origem africana, foi disseminado pelo mundo
juntamente com o desenvolvimento humano, acompanhando o crescimento da
populacdo e sua locomoc¢do geografica, adaptando-se a urbanizacdo e infectando
cerca 500 mil pessoas por ano, com aproximadamente 50 mil vitimas em todo o
mundo [60]. Endémicos de zonas tropicais, areas de clima quente e Umido, € o
principal transmissor da febre amarela, dengue e dengue hemorragica, zika e
chikungunya, sendo responsavel por constantes e graves epidemias, pondo em risco
cerca de 2,5 bilhbes de pessoas residentes de zonas tropicais ao redor do mundo
[61-62].

No Brasil, nos anos de 2001-2011, foram aproximadamente 6 milhdes de
infectados, quase 300 mil pessoas e cerca de 5% dos casos, resultaram em Gbito
[63]. Atualmente no pais, estd ocorrendo dois surtos epidémicos, sucessivos,
ocasionados por dois virus distintos: o chikungunya (um RNA virus da familia
Togaviridae do género Alphavirus) e o Zika virus (arbovirus do género Flavivirus).
Ambos sdo de ascendéncias africana e asiatica e utilizam o mesmo inseto vetor
como meio de proliferacdo - mosquitos do género Aedes incluindo o Aedes aegypti —
sendo que o Zika virus € também transmitido por via perinatal e sexual e isso faz

gue se propague geograficamente com maior rapidez. [64-65].
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Em 2014 foram registrados aproximadamente 830 casos de Chikungunya no
pais e foram identificados dois gendtipos do virus. Em maio de 2015, quando
finalmente foi identificada a presenca do Zika Virus no pais,16 casos foram
catalogados na regido Nordeste do pais, sendo metade na Bahia e a outra metade
no Rio Grande do Norte, tendo relatos da proliferagdo de casos ndo somente no
Brasil, mas por todos os paises da costa sul do pacifico [66-67].

Por ser uma enfermidade que afeta principalmente o0s paises
subdesenvolvidos, a dengue € negligenciada pelas instituicdes de saude, de forma
que ainda nao foi desenvolvido uma vacina capaz de inocular o virus e o0 método
mais facil e barato de combater a doenca € o ataque direto ao mosquito vetor, seja
pela extincdo do ambiente de reproducdo ou ataque direto ao inseto através de
inseticidas [61, 68].

A ofensiva direta a mosquitos vetores teve inicio em 1948, quando o primeiro
inseticida com efeito prolongado foi criado, o diclorodifeniltricloroetano (DDT) que se
encaixa no grupo dos organoclorados (Figura 1.5), seguido de compostos
organofosforados, carbamatos e piretréides, substancias que atuam no sistema
nervoso central dos insetos, sendo utilizadas no controle de vetores [69].

F
HO HO

cl o

3-phenoxybenzoic acid (3PBA) 4-fluoro-3phenoxybenzoic acid (4F3PBA)

Cl

Cl
Cl

c cis-(2,2-dichlorovinyl)- cis-(2,2-dibromovinyl)-

2,2dimethylcyclopopane-1- 2,2dimethylcyclopopane-1-
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) carboxylic acid (cis-DCCA) carboxylic acid (cis-DB CA)

a b

Figura 1.5: a) DDT [69], b) alguns organometélicos metabolizados pelo organismo humano
[70].

Tais substancias atuam diretamente no SNC através de trés grupos de
enzimas: esterases e oxidases de fungcdo mista (MFO), glutationa S-transferases

(GST) e receptores como o acetilcolinesterase insensivel (IAChE). Pesquisas
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apontam que o uso continuo e indiscriminado desses inseticidas vem provocando
alteracbes genéticas nessas enzimas e receptores nas populacdes de insetos
vetores. Tal uso torna-os mais resistentes frente a estas substancias; por esse
motivo ha necessidade de estudos voltados a busca por novos inseticidas que sejam
mais eficazes no controle dos mosquitos; principalmente aqueles que sejam
inofensivos a saude humana, visto que alguns dos inseticidas mais usuais Sao
acumulativos e nocivos a saude do ser humano [70-71].

Com uma importante contribuicdo para melhoria dessa situagdo, varias
espécies do género Piper constituem fontes naturais de substancias com
bioatividades, cujas propriedades inseticidas de algumas espécies ja foram
comprovadas em literatura. Relatam atividades larvicidas tanto de extratos quanto de
substancias isoladas dessas plantas, até mesmo contra linhagens de insetos
resistentes a inseticidas como os piretroides [73-74].

Entre estas substancias pode-se destacar algumas amidas e lactamas
(Figura 1.6), classes de moléculas encontradas em abundancia muitas plantas que
compde o género. Alguns estudos destacam a eficacia de determinadas piperamidas

frente as larvas do mosquito Aedes aegypti.

pipernonaline

SSPVSUL Mﬂj

piperlonguminine piplartine

Figura 1.6: Piperamidas comuns em varias espécies do género Piper e que possuem atividade
larvicida contra o Aedes aegypti [75-77].

Os inseticidas naturais compdem uma excelente alternativa para o controle de
vetores, além de serem mais viaveis economicamente falando; podem atuar de
diversas formas sobre as larvas e/ou mosquitos, tendo uma eficacia diferenciada dos

inseticidas comuns utilizados. Além de algumas dessas substancias ndo serem
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nocivas aos seres humanos, ainda contam com a vantagem de permanecer pouco

tempo no ambiente reduzindo os danos ambientais.

[.1.5 Piper Klotzschianum (Kunth)

A planta, conhecida popularmente por Jambuagu na regido amazonica, foi
identificada em 1973 pelo Dr. Truman George Yuncker, taxonomista botanico
reconhecido por seus trabalhos direcionados para a familia Piperaceae. Yuncker
descreve as caracteristicas fenotipicas da espécie para sua identificacdo. Conhecida
também por Jodo Barandi, ou ainda Jodo Barandinho no sudeste e nordeste do pais,
a espécie foi estudada recentemente por Nascimento [78], sendo o trabalho mais
completo disponivel na literatura que descreve a constituicdo quimica da planta. Em
sua tese, tem como foco o estudo quimico dos constituintes fixos das raizes da
planta e composi¢do quimica dos 6leos essenciais, juntamente com suas atividades
bioldgicas, que deram origem a dois artigos [36,79]. Nesse estudo foram isoladas 46
substancias, sendo duas inéditas como metabdlicos secundéarios em plantas Figura

.7 (), e trés outras nunca relatadas na literatura Figura 1.7 (b).
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(2S,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona tetra—hidropiperlonguminina
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1-(2'-metoxi-4',5"-metilenodioxifenil)-1"-ciclopropilcetona (28,39)-5,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona (2S,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona

Figura 1.7: Substancias isoladas da P. klotzschianum, a) substancias inéditas como metabdlicos
secundarios de plantas, b) substancias inéditas na literatura [78].

Na busca por tracar o perfil quimico as raizes da P. klotzschianum,
Nascimento [78] isolou e identificou substancias como B-sitosterol e estigmasterol D-
glicosilados e nao glicosilados, o acido 4-metoxibenzoéico, metileugenol, isoasarona,

1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, 0s acidos trans-feruloiloxidocosandico,
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tetracosandico e hexacosandico. E como esperado para taxons pertencentes ao

género, algumas piperamidas comuns em varias espécies de Piper (Figura 1.8, p.36).

(0]
H
I~ NJ\ 0 ) e N/Y
577 « H
\O o O

piperovatina piperlonguminina

Seaanagccanal

4,5-dihidropiperlonguminina isopiperlonguminina

T~ L
(0] e} N /\(
H
hoffmannseggaiamida

Figura 1.8: Piperamidas isoladas a partir dos extratos hexanico, diclorometénico e etandlico das
raizes de P. klotzschianum [78].

No entanto, ainda ha muito que se estudar, uma vez que ainda nao foi
explorado o potencial quimico dos constituintes fixos dos caules e folhas da planta, e
seu extrato etandlico foi muito pouco explorado, tornando-se assim, uma opcao de
estudo que ir4 contribuir para totalizacdo do estudo fitoquimico da espécie, sendo

possivel a descoberta de alguns novos compostos bioativos.
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.2 PARTE EXPERIMENTAL

[.2.1 Coleta do Material Vegetal

A P. Kklotzschianum foi coletada no estado do Espirito Santo, em Vila do
Riacho-Aracruz, no dia 02 de Janeiro de 2013. Sua exsicata foi identificada Profa.
Dra. Elzie Flanklim Guimarées e depositadas no herbario do Jardim Botanico do Rio

de Janeiro com registro n°® 480408, 480409 e 480410 respectivamente.

[.2.2 Preparo do Extrato

As raizes foram secas a sobra, permanecendo sobre a bancada durante o
periodo de 3 a 9 de janeiro de 2013, obtendo-se uma massa de material vegetal
igual a 156,0 g. No dia 9 de janeiro o material foi submetido ao processo de
hidrodestilacdo para obtencédo do 6leo essencial. Uma vez extraido os volateis, as
foram raizes submetidas a secagem em estufa com circulagéo de ar, a 50°C por um
periodo aproximado de 48 horas. Apds a secagem a massa de raizes foi de 155,0 g.
Em seguida, as raizes foram transferidas para um baldo de 5,0 L, com 3,0 L de
solvente (etanol) e deixados em repouso por 3 dias. ApOs esse periodo todo o
liguido foi submetido ao processo de rotaevaporacdo para obtencdo do extrato

etandlico das raizes de Piper klotzschianum (EERPk) com massa igual a 4,0 g.

1.2.3 Estudo do Extrato Etandlico das Raizes da P. klotzschianum

O extrato etandlico das raizes da P. klotzschianum (EERPK), foi submetido a
um fracionamento por extragdo liquido-liquido. Primeiramente o EERPk foi diluido
em 100,0 mL de solugdo metanol:agua (7:3) e transferida para um funil de
separacdo de 200,0 mL. Em seguida foi feito o fracionamento, primeiro com
cloroférmio, gerando a fracao cloroférmica (FC), em seguida com Acetato de Etila
(AcOEt), gerando a fracdo acetato (FAcCOEt). O procedimento foi realizado em
triplicata para cada solvente utilizando volumes de 40,0 mL. A solucéo de partida ao
fim do procedimento foi denominada, fracdo aquosa (FAQ). Ao final deste processo
foram obtidas trés fracdes chamadas de FC, FACOEt e FAQq, ilustracdo na Figura 1.9,
p.38.
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EERPK
4 0g

FC FAcOEt FAQ
1,750 93,60 mg 1860

Figura 1.9: Fracionamento do extrato etandlico (EERPK) das raizes de P. klotzschianum por extragéo
liquido-liquido.

[.2.3.1 Estudo da Fracdo Cloroférmica (Fc) das Raizes de P. klotzschianum

Uma massa de 1,75 g da fracdo cloroférmica (FC) foi incorporada em silica-
gel 60 e submetida a cromatografia classica (CC), utilizando como fase movel
hexano (Hex) e acetato de etila (AcOEt) em ordem crescente de polaridade (8:1,
7:1, 6:1, 5:1; 4.1, 2:1, 1:1, 1:6, 0:1) sendo chamada agora de coluna (ECD1). Foram
coletadas 69 fracdes de 50,0 mL cada, que apds analise por cromatografia em
camada delgada CCD, foram reagrupadas em 23 subfracdes, que foram submetidas
a sucessivos fracionamentos por CC, exibidos nos fluxogramas compostos pelas
Figuras 1.11, p.41 e Figura 1.12 p.43, e suas massas e polaridades estao listadas a
Tabela 1.3, p.44.

1.2.3.1.1 Purificagéo da Fragdo ECD1-7

A fracdo ECD1-7 apresentava-se como um soélido de aparéncia cristalina com
impurezas. Sua massa 31,0 mg foi solubilizada na mistura de Hex:AcOEt (3:1) e
submetida a CC em silica-gel 60 com gradiente de polaridade, partindo da
polaridade utilizada para solubilizagdo da amostra. Seu fracionamento gerou a
terceira coluna chamada de ECDS3, resultando em 6 subfragbes, onde a fracéo
ECD3-2 foi identificada através dos dados de RMN de *H como sendo uma mistura

dos esteroides estgmasterol e B-sitosterol, substancias [lll e 1V], Figura 1.23, p.55.
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1.2.3.1.2 Purificag&o da Fragdo ECD1-12

A fracdo ECD1-12 com massa igual a 180,0 mg foi submetida a CC em silica-
gel 60 e fase mével DCM:ACOEt (5:1) com polaridade constante (isocrética),
tornando-se a quarta coluna ECD4. Foram coletadas 42 fragbes com volumes de
aproximadamente 20 mL cada, que foram reunidas em 11 subfracbes apos analise
por CCDC. A subfracdo ECD4-4 de massa 27,7 mg, apresentou-se como um solido
amorfo branco foi identificado através do espectro de RMN de *3C e 'H como sendo
a piperovatina substancia [l]. A substancia também foi encontrada na fracdo ECD4-3,
gue passou por sucessivos fracionamentos (conforme o fluxograma da Figura 1.11,
p.42) por CC em silica flash e fase mével DCM:AcOEt (5:1) para purificacdo
resultando finalmente na coluna ECD20 sendo as subfragbes (ECD20-1, ECD20-2 e
ECD20-3) com massa de 28,1 mg a piperovatina, resultando assim num total de 55,8
mg da substancia, que representa 1,39% da massa total do extrato etandlico da P.

klotzschianum.

1.2.3.1.3 Purificacéo da Fragcdo ECD10-2

O fracionamento das subfracfes (ECD8-4 e ECD8-5) gerou a coluna ECD10
(conforme o fluxograma da Figura 1.11, p.42), onde a subfragcdo ECD10-2 (22,1 mg)
apresentava-se como um sélido amorfo semicristalino de coloragdo amarela fraca e
translucida depositada nas paredes do recipiente, sua purificacdo foi obtida através
do processo de recristalizacdo com uma mistura de Hex:éter etilico (4:1), resultando
em 15,0 mg de um sdlido cristalino (Figura 1.10, p.40) que foi identificado por RMN
de 13C e 'H como sendo a piperamida tetra-hidropiperlonguminina, substancia [lI],
sendo identificada e purificada também nas fragbes (ECD10-3, ECD10-4 e ECD10-5)
que deram origem a coluna ECD21 presentes também nas fracbes (ECD22-4 e
ECDZ22-5) originaria do fracionamento sucessivo de ECD1-15. O total em massa da
tetra-hidrropiperlonguminina é de 50,2 mg que representa 1,25% da massa total do

extrato etanolico etandlico das raizes da P. klotzschianum.
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Figura 1.10: Sélido cristalino identificado como sendo a piperamida tetra-hidropiperlonguminina,
substancia [ll]. Fonte propria.

1.2.3.1.4 Anéalise dos Esteres metilicos por CG-EM Obtidos a partir das Fracdes
ECD1-1 e ECD1-2

Apés a andlise dos espectros de infravermelho (Figura 1.25, p.59) para as
fracbes ECD1-1 (45,2 mg) e ECD1-2 (58,0 mg) implicam que ambas as amostras
sdo compostas por uma mistura de acidos graxos e ésteres de acidos graxos. Para
sua andlise por CG-EM as amostras foram submetidas a uma reacdo de
transesterificacdo seguida de uma reacdo de esterificacdo para obtencdo dos
ésteres metilicos, de acordo com a metodologia de Jham (1982) citada por Milinsk
[80], procedimento: 10 mg da fracdo foi dissolvida em 1,0mL de solucdo de
KOH/MeOH 0,5 M, em um tubo de ensaio. Aqueceu-se o tubo a 100°C durante 5
minutos; em seguida, adicionam-se 0,4 mL de uma solucao de HCI 36% : MeOH (4:1
v/v) e aqueceu-se por mais cinco minutos mantendo a temperatura utilizada
anteriormente. Em seguida, adicionou-se 2 mL de agua destilada.

Os ésteres metilicos obtidos foram extraidos com hexano (3 x 5 mL), sendo a
fase organica submetida a secagem com sulfato de sédio anidro (Na2SOa4) e em
seguida filtrada. O solvente organico foi removido em evaporador rotatorio, sob
pressao reduzida, sendo os ésteres metilicos obtidos redissolvidos em 1,0 mL DCM
grau HPLC para posterior analise por CG-EM. Para analise por CG-EM foi utilizada
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uma mistura contendo os padrbes de ésteres metilicos (FAME mix C8-C24, Supelco)
para identificacdo dos constituintes presentes nas amostras ECD1-1 e ECD1-2.

A identificacdo dos componentes das amostras foram obtidas através da
analise em um cromatégrafo de fase gasosa acoplado a espectrometro de massas
de baixa resolugcéo (CG-EM) da Shimadzu, com detector seletivo de massas, modelo
QP2010, do Laboratério de Cromatografia Dr. Jailson Bittencourt, instalado na
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de Jequié (Figura Il.1, p.66).
Coluna cromatogréfica e condicbes de analises: coluna DB-5 composta de 5% de
fenila com 95% dimetilpolissiloxano, 30 m X 0,25 mm de diametro interno, espessura
do filme de 0,25 um. Fluxo de géas de arraste (He) foi de 1,8 mL.min; a temperatura
do injetor foi 290°C; a temperatura da interface foi 290°C; e a temperatura inicial da
coluna foi de 100°C, aumentando 6°C.mint, até atingir 285°C, permanecendo
constante nesta temperatura por 28 minutos. A razéo de split 1/27; volume injetado 1
uL de cada amostra dissolvida em hexano, na concentragdo de 10.000 ug.mLt. As
condicBes do espectrometro de massas foram, energia de impacto 70 eV; velocidade
de varredura 1000; intervalo de varredura de 0,5 e registro da razdo m/z de 30,00 a
600,00.
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Fracao Cloroférmica do Extrato Etandlico das Raizes de P. klotzschianum
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Figura I.11: Fluxograma Simplificado (Parte 1) de 2 das fracBes obtidas do fracionamento da FC.
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Fracé&o Cloroférmica do Extrado Etandlico das Raizes de P.klotzschianum

161718 fig DCM/MeDH 1]
[ L] Isocratica
—_—
ECD13  |DCM/MeOH (1-1) ECD17
48,0mg Isocratica 63,0mg
DCM/AcOEt (5-1) e
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p——
ECD11
89,0mg
e g |9 Jio

Figura 1.12: Fluxograma Simplificado (Parte 2) de 2 das fra¢Bes obtidas do fracionamento da FC.



Tabela I.3: FragGes obtidas do fracionamento em CC da fragdo cloroférmica FC.

44

Caddigo Fracoes Sistema Eluente Massa (mg) Substancias
ECD1-1 1-2 Hex-AcOEt (8/1) 45,2 Esteres Graxos
ECD1-2 3-5 Hex-AcOEt (8/1) 58,0 Esteres Graxos
ECD1-3 6 Hex-AcOEt (8/1) 3,20 Nao trabalhada
ECD1-4 7-10 Hex-AcOEt (8/1) 13,6 Nao trabalhada
ECD1-5 11 -16 Hex-AcOEt (8/1) 40,3 NI
ECD1-6 17 -18 Hex-AcOEt (8/1) 6,10 N&o trabalhada
ECD1-7 19-20 Hex-AcOEt (7/1) 31,0 Esteréides
ECD1-8 21-22 Hex-AcOEt (7/1) 63,9 N&o trabalhada
ECD1-9 23 - 28 Hex-AcOEt (6/1) 31,6 NI
ECD1-10 29 - 34 Hex-AcOEt (5/1) 21,0 NI
ECD1-11 35-39 Hex-AcOEt (5/1) 51,0 N&o trabalhada
ECD1-12 40 - 43 Hex-AcOEt (5/1) 180 Piperovatina
ECD1-13 44 — 45 Hex-AcOEt (5/1) 65,6 N&o trabalhada
ECD1-14 46 — 49 Hex-AcOEt (3/1) 140 Tetra-hidro.
ECD1-15 50 -53 Hex-AcOEt (3/1) 85,9 Tetra-hidro.
ECD1-16 54 — 56 Hex-AcOEt (1/6) 89,0 NI
ECD1-17 57 Hex-AcOEt (1/6) 18,2 NI
ECD1-18 58 Hex-AcOEt (1/6) 29,8 NI
ECD1-19 59 Hex-AcOEt (1/6) 25,4 NI
ECD1-20 60 — 64 Hex-AcOEt (1/6) 286 NI
ECD1-21 65 — 67 AcOEt-MeOH 135 N&o trabalhada
(2/1)
ECD1-22 68 MeOH 59,7 N&o trabalhada
ECD1-23 69 MeOH 55,8 N&o trabalhada

*N| — ndo identificado.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
[.3.1 Identificacdo da Piperovatina
A piperovatina (Fig. 1.13) foi identificada através da analise dos dados de EM

e espectros de RMN de 'H e 3C (Figura .14 e 1.15, p.47 e 48), que estdo listados na

Tabela 1.4 (p.46), e também por comparacdo com aqueles descritos na literatura.

Figura 1.13: Estrutura molecular da substancia [l], piperovatina encontrada nas fragbes ECD4-4,
ECD20-1, ECD20-2, ECD200-3.

A amostra ECD4-4 apresentava-se como um solido amorfo branco. Feita sua
analise cromatografica Figura 1.16 (A) p.49 pode-se perceber que a amostra
apresentava algumas impurezas, 0 que nao dificultou a identificacdo do composto
uma vez que sua concentracdo era muito superior. Para o pico principal do EM
(Figura 1.16 (B) p.49) apresentou ion molecular m/z= 273 e pico base com m/z= 173,
0 que esta de acordo com a literatura [94]. Suas principais fragmentacdes sao
apresentadas na Figura .17 p.49

Através da analise dos dados de RMN de carbono e hidrogénio, foram
encontrados 0s sinais caracteristicos da substancia (Tabela 1.4 p.46). Assim
podemos observar os valores para o carbono acila em &c 166,2, o sinal do grupo
metoxila, um singleto com dn 3,79 e dc 55,28 e os dois singletos referentes aos
grupos CHs com &n (0,93 e 0,91) e 8¢ 20,10 referentes aos carbonos. E possivel
observar o0s sinais dos carbonos e hidrogénios aromaticos C1 e C5 com
deslocamentos de dc 131,9 e 158,20 respectivamente e os sinais dobrados com &c
129,59 e 113,98 que sao os sinais de (C2, C6) e (C3, C5) respectivamente e o1 7,08
e 6,08 que sdo dubletos com J= 10Hz. Fora da regido dos aromaticos pode-se
visualizar ainda o dubleto referente ao hidrogénio do carbono alfa carbonilico com &x
5,76 e 8C 122,59 e J= 15Hz, o tripleto caracteristico para o hidrogénio de C1’ com
OH 3,16 e dc 46,94, por fim o multipleto referente ao hidrogénio de C2’ com é1 1,80 e
Oc 28,61.
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Tabela I.4: Dados de RMN de H (500MHz) e 13C (125MHz) da piperovatina. Deslocamento quimicos
0 (ppm), multiplicidade e constante de acoplamento (JHz) entre parénteses.

Amostra [81]
C 6H 56C 6H 6C

- 131,09 - 131,32
4 - 158,20 - 158,39
12 - 166,19 - 166,53
CH
2 7,10 (d, 10,0) 129.59 7,07 (d, 8,3) 129,81
3 6,85 (d, 10,0) 113,98 6,84 (d, 8,3) 114,20
5 6,85 (d, 10,0) 113,98 6,84 (d, 8,3) 114,20
6 7,08 (d, 10,0) 129,59 7,07 (d, 8,3) 129,81
8 6,17 (m) 141,18 6,17 (td, 15,0/6,1) 140,96
9 6,12 (m) 129,02 6,11 129,27
10 7,22 (dd, 10,0/10,0) 140,80 7,20 (dd, 15,0/10,2) 141,19
11 5,79 (d, 15,0) 122,59 5,80 (d) 122,92
2' 1,80 (m) 28,61 1,79 (m) 28,82
CH2
7 3,42 (d, 5,0) 38,27 3,42 (d, 6,1) 38,48
1 3,16 (t, 5,0) 46,94 3,15 (t, 6,7) 47,18
CHs
MeO-4 3,79 (s) 55,28 3,90 (s) 55,49

3,4 0,93/0,91 (s,S) 20.10 0,92 (d, 6,7) 20,33
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[.3.2 Identificagcao da Tetra-hidropiperlonguminina

Para o sélido cristalino (Figura 1.10 p.40) encontrado na fragcdo ECD10-2, as
andlises dos dados de ressonancia magnética de H (Figura 1.19, p.51) e *3C (Figura
1.20, p.53) juntamente com o cromatograma e espectro de massa obtidos no CG-EM
(Figura 1.21, A e B p.54) e comparacdo com dados obtidos com a literatura (Tabela

1.5, p.51), sugerem que se trata da tetra-hidropiperlonguminina (Figura 1.18).

Figura 1.18: Estrutura molecular da substancia [l1], tetra-hidropiperlonguminina.

Na analise dos espectros de RMN de hidrogénio (Figura 1.19, p.52) e carbono
(Figura 1.20, p.53) é notdria a presenca de sinais do grupo metilenodiéxido singleto
em O 5,91 e 6¢100,7, dois singletos referentes a duas metilas 1 0,89/ 0,91 com dc¢
20,0, o multipleto referente ao hidrogénio de C2’ dén 1,75 e dc 28,5, a presenca do
tripleto referente ao hidrogénios de C1’(dn 3,08, J=10, dc 46,8). A comparagado dos
dados de RMN de carbono com relatos da literatura (Tabela 1.5, p.51) permitiu
verificar a presenca dos carbonos ndo hidrogenados (4), metinicos (4), metilénicos
(6) e metilicos (2).

E bastante evidente os sinais dos hidrogénios aromaticos, sendo de fAcil
percepcao o dupleto de dubleto referente ao hidrogénio de C6 (6n 6,61, J=5,0/0,9 e
Oc 121,0), o dubleto referente a C2 (6n 6,66, J=0,9 e &¢c 108,8) e um outro referente
a C5 (6u 6,71, J=10 e &¢c 108,0). O motivo para que os valores de dc para C2 e C5
sejam menores que o de C6, € que as posicdes orto em relacdo ao metilenodidxido
sao blindadas por efeito de ressonancia e as posi¢cdes meta sofrem o efeito oposto.
Por fim encontramos dois tripletos integrados para 2 hidrogénios referentes a C7 e
C10 (dn 2,55, J=5,0 e dc 36,6) e (On 2,20, J=5,0 e dc 31,3) respectivamente, e um
multipleto integrado para 4 hidrogénios que € referente aos hidrogénios de C8 e C9

simultaneamente obtendo valores de o1 1,65 e dc (35,5 e 25,3) respectivamente.
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Associando os sinais da analise de ressonancia magnética de hidrogénio e
carbono (Figura 1.19, p.52 e Figura 1.20, p.53) com os obtidos com aparelho CG-EM
(Figura 1.21, A e B p.54), podemos perceber que a estrutura corresponde nao
somente com o0s sinais descritos, mas também com sua massa observada no EM
com m/z= 277,1. As fragmentacBes para os principais picos do EM estdo disponiveis

na Figura 1.22 p.54.

Tabela I.5: Dados de RMN de 'H (500MHz) e 13C (125MHz) da tetra-hidropiperlonguminina.
Deslocamento quimicos & (ppm), multiplicidade e constante de acoplamento (JHz) entre parénteses.

Amostra Referéncia [78]
C SH 5C SH 5C
1 - 136,0 - 136,0
3 147,5 147,4
4 - 145,5 - 145,4
11 - 172,9 - 172,8
CH
2 6,66 (d, 0,9) 108,8 6,66 (d, 0,9) 108,7
5 6,71(d, 10) 108,0 6,71 (d, 7,8) 108,0
6 6,61 (dd, 5,0/0,9) 121,0 6,61 (dd, 7,8/0,9) 121,0
2 1,75 (m) 28,5 1,75 (m) 28,4
CH>
7 2,55 (t, 5,0) 36,6 2,56 (dd, 7,2/6,9) 36,6
8 1,65 (m) 355 1,65 (m) 35,3
9 1,65 (m) 25,3 1,65 (m) 25,3
10 2,20 (t, 5,0) 31,3 2,19 (t, 7,2) 31,3
1 3,08 (t, 10,0) 46,8 3,08 (dd, 6,9/6,0) 46,7
OCH,O 5,91 (s) 100,7 5,89 (s) 100,8
CHs

3,4 0,89/0,91 (s, s) 20,0 0,89 (d, 6,6) 20,0
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I.3.3 Identificac&o dos Esterdides Estigmasterol e B-sitosterol

O solido amorfo branco da fragcdo ECD3-4 foi analisado através do RMN de
IH e IC e 0o mesmo foi identificado como sendo uma mistura dos esterdides

estigmasterol e B-sitosterol (Figura 1.23).

24

26

Estigmasterol Beta-sitosterol

HO
HO

Figura 1.23: Substancia [lll] Estigmasterol e Substancia [IV] B-sitosterol.

Pela analise dos espectros de ressonancia magnética unidimensional de
hidrogénio e carbono (Figura 1.24, p.57) foi possivel identificar os sinais
caracteristicos dos hidrogénios H3 (6 3.50) e H6 (d, & 5.35, J=5 Hz) para ambas as
moléculas. Bem explicito também estdo os sinais que diferenciam as duas
moléculas, o H20 (dd, 5.00, J= 15 e 5 Hz) e H21 (dd, 5.13, J= 15 e 10Hz), estes
sinais sao caracteristicos da insaturacao presentes no estigmasterol e encontram-se
ausentes na molécula do S-sitosterol.

Através da andlise do RMN de 13C, podemos confirmar a presenca da
insaturacdo através dos valores de C20 e C21, que no estigmasterol apresenta
deslocamento & 138.3 e 129.3 respectivamente e no composto f-sitosterol
apresenta deslocamento ©& 33.96 e 26.10, onde ambos se fazem presentes no
espectro de RMN de carbono. Os valores estdo disponiveis na Tabela 1.6, p.56 e
estdo de acordo com dados disponiveis na literatura (Tabela 1.7 p.56).

Com auxilio do RMN de hidrogénio foi possivel estimar o teor de cada um dos
constituintes. O calculo foi baseado na integracdo de um sinal que corresponde a um
hidrogénio presentes em ambas as moléculas H6 (intensidade relativa de 0,02) e um
sinal de hidrogénio que pertence a uma Unica molécula H20 ou H21(ambos com
intensidade relativa de 0,01), subtraindo o de 0,01 do valor que corresponde ao
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préton presente nas duas moléculas que é 0,02, podemos deduzir que a mistura

contém 50% de estgmasterol e 50% de B-sitosterol.

Tabela I.6: Dados de RMN H (500 MHz) e 13C (125 MHz) para a mistura de esteréides Estigmasterol
B-sitosterol da amostra ECD3-4 [CDClz, 6 (ppm), J (Hz)].

Amostra ECD34
Carbonos Estigmasterol Beta-sitosterol
OoH oC OH oC
3 3:51 71.81 3.51 71.81
6 5.35(d, J=5.0) 1207 5.35(d, J=5.0) 121:7
20 5.00 (dd, J=15/5) 138.30 -— 33.96
21 5.13 (dd, J=15/10) 129.28 -— 26.10

Tabela I.7: Dados de RMN 1H e 13C para os esteroides Estigmasterol (1) e B-sitosterol (2). [CDCls,
(ppm), J (H2)], [82].

Position 1 2

1H ol 1H ol
3 3.31(tdd, 1H, [=45,42, 3.6 Hz) 721  353(tdd, 1H, =43 4.2 38 Hz) 720
[ 531(t, 1H, J=6.1Hz) 1218 5360t 1H =64 Hz) 1219
2 198 (m, 1H) 1387 ' 342

21 3.14 (m, 1H) 129.6 263
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1.3.4 Identificagdo dos Esteres metilicos

Os espectros de IV obtidos para as fragcbes ECD1-1 e ECD1-2 (Figura 1.25
p.59) inferem que as amostras sdo compostas com uma mistura de ésteres graxos
pois apresentam bandas em CHs 2920 e CH2 2850cm™ para (vC-H) de cadeias
alifaticas, bandas de estiramento C=0 de éster (v1740cm-1) e banda de estiramento
C-O (v1157cm?) para ésteres saturados, aparecendo ainda bandas de deformacéo
angular de CHz2 em (8 1463 cm™)de cadeia longa, confirmadas pela da banda de
deformagéo angular de cadeia em (5 723 cm™).

De acordo com os cromatogramas para o padrdo contendo a mistura de
ésteres metilicos e para as amostras ECD1-1 e ECD1-2 (Figura 1.26 A, B e C, p.60)
pode-se ver que ha uma boa separacdo dos componentes das amostras. A analise
dos cromatogramas para as amostras foram baseados na comparagao dos tempos
de retencdo e da razdo massa carga (m/z) obtidos das amostras com 0s obtidos
para o padrao e levando em consideracao a similaridade com o banco de dados do
aparelho que foram acima dos 91%. Os compostos identificados estdo dispostos na
Tabela 1.8.

Tabela 1.8: Esteres metilicos identificados por analise em CG-EM.

Tempo de Retencgéo

N° de C: N° . , .
. (min) M/Z Esteres Metilicos
Insaturacoes
Padrdes Amostras
C14.0 17,492 17,482 242 Miristato de metila
Ci16:0 21,784 21,795 270 Palmitato de metila
C18:0 25,236 25,248 264 Metil ester do acido 9-

octadecenoico

C24.0 35,761 35,776 382 Lignocerato de metila
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CAPITULO I

Estudo Quimico e Bioldgico dos Volateis de Achyrocline Satureioides

(Asteraceae) e Piper Klotzschianum Kunth (Piperaceae)
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

I1.L1.1 Descricdo Botanica e Aspectos Etnobotanicos da Achyrocline

satureioides

A marcela ou macela, também conhecida por marcela-branca, macela-do-
campo e outros nomes de conhecimento popular, faz parte da familia Asteraceae e
do género Achyrocline. A familia é constituida por um nimero estimado de 1500 a
1700 géneros que por sua vez, possuem cerca de 24 a 30 mil espécies. Com esses
nameros a familia € considerada o maior e mais diversificado grupo de plantas do
planeta [83]. J& o género em estudo o Achyrocline, € composto por 40 espécies
distribuidas entre as regides tropicais do planeta, principalmente no territério Sul
Americano, em que 25 espécies foram relatadas pela primeira vez no Brasil [84].

Achyrocline satureioides € uma erva de médio porte que possui aroma
agradavel, com isso é cultivada em grande escala para extracdo de seus volateis
para producdo de perfumes além de fazer parte da culinaria e producdo de bebidas
alcodlicas em alguns paises da América do Sul [85]. Pertencente a uma classe de
plantas de grande interesse terapéutico, encontra-se em diversas literaturas de
carater etnobotanico, referéncias ao uso medicinal da A. satureioides por inUmeras
sociedades espalhadas pelas regibes tropicais do planeta. Estudos recentes
mostram que a planta possui propriedades anti-inflamatérias, anticarcinogénica, anti-
espasmaodica, caminativa, digestiva, sendo usada também no auxilio contra
diabetes, asma, como estimulante e no tratamento de desarranjos intestinais como
cOlicas e diarreias, usada também para regular a pressao sanguinea e o sono, entre
outras atividades [84, 86].

[1.1.2 Carater Fitoguimico da A. satureioides

Estudos recentes mostram que grande parte de todas as atividades biolégicas
de A. satureioides estdo diretamente ligadas a grande presenca de compostos
polifendlicos e flavonoides nos diferentes extratos das partes aéreas e
inflorescéncias da planta. Em sua composicdo também estdo presentes outras
classes de compostos como cumarinas, polissacarideos, lactonas, e glicolipideos
[84-87].
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Em seu trabalho de revisdo Retta [84], aponta que os estudos sobre a
constituicdo quimica dos volateis extraidos por hidrodestilagdo da A. satureioides de
origens brasileiras tém o a-pineno como composto mais abundante nos Oleos
essenciais da planta compondo valores variados de 41-78%, destacando a presenca
de p-cariofileno as vezes em quantidades equivalentes ou maiores. Sendo
encontrado também, as vezes em grande quantidade, os isdmeros do ocimeno. Em
escalas menores, ainda fazem parte da constituicdo quimica dos 6leos essenciais da
planta, monoterpenos como o limoneno e sesquiterpenos como a-copaeno,

humuleno e cadieno, encontrados nos caules da planta [88].

[1.1.3 Descricdo Botanica e Aspectos Etnobotanicos da Piper klotzschianum
Kunth

Arbusto ramificado, glabro, com folhas obliquamente elipticas com apice
atenuadamente acuminado, base inequilateral, o lado mais curto obtuso, o mais logo
cordulado-arredondado, 5,0-9,0 cm de largura e 15,0-18,5 cm de comprimento.
Espigas com 2.0 mm de didametro e 7,0-8,0 cm de comprimento; peddnculo cerca de
5,0 mm de comprimento; bracteas sacadogaleadas; estames 4; raque esparsamente
puberulenta, glabrescene, ovéario ovodide, levemente angular, subapiculado,
subpedicelado [73].

A planta que povoa locais de matas nativas com vegetagdo densa e clima
umido alastra-se de norte a sul do pais, sendo encontrada por quase toda Mata
Atlantica desde o Rio de Janeiro até o estado da Bahia, e nos Estados do Acre,
Amazonas e Para, sendo encontrada também em regifes centrais do pais como o
Estado do Mato Grosso. Conhecida popularmente como Jodo Barandinho, Joéo
Barandi ou Jambuacu, é utilizada na maioria das vezes para o alivio das dores de

dentes e dores reumaticas [73,79].
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[1.1.4 Volateis da Piper klotzschianum Kunth

A composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de P. klotzschianum
para uma espécie coletada no Estado do Pard, municipio de Bujaru, tendo como
compostos majoritarios a-felandreno 3,6%, a-pineno 4,6%, B-cariofileno 10,4%, (-
pineno 13,2%, limoneno 24,6% e p-cimeno 32,5%. Apresentando em concentragdes
menores ou tracos de a-tujeno, canfeno, sabineno, mirceno, y-terpineno, acetato de
mirtenila, a-cubebeno, B-copaeno, a-copaeno, a-humulano, cis-muurola-4(14)5-
dieno, germancreno D, biciclogermancreno, pentadecano, (z)-a-bisaboleno, cubebol,
o0-cadineno, trans-calameneno, (e)- y-bisaboleno, trans-cadina-1(2),4-dieno, a-
cadineno, a-calacoreno, elemicina, (e)-nerolidol, espatulenol, 6xido de cariofileno,
globulol, a-cadinol e heptadecano [73].

Uma analise mais recente conseguiu identificar 22 compostos distribuidos nos
volateis das folhas, caules, raizes e sementes da P. klotzschianum, para uma
espécie coletada no Estado do Espirito Santo, cidade de Vila do Riacho-Aracruz. O
composto majoritario para essa espécie foi o 1-Butil-3,4-metilenodioxibenzeno,
presente em todas as partes da planta nas percentagens de 96,19% nas raizes,
84,75% nos caules, 81,04% nas folhas e 36,92% nas sementes. Em menores
concentracfes, mas também presente em todas as partes da planta a-copaeno, (-
cubebeno, B-elemeno, 3,4-metilenodioxibenzilmetilcetone, germancreno D,
biciclogermancreno, torreiol, &-cadieno e 2,4,5-trimetoxi-1-propenilbenzeno. Os
compostos a-pineno, B-pineno, B-mirceno, a-felandreno, o-cimeno e limoneno,
tiveram presentes apenas nas sementes da planta. E distribuidos entre as partes
das plantas temos o a-cubebeno presente nas folhas; a-trans-bergamoteno nos
caules e sementes; B(e)-farneseno nas raizes e caules, eremofielno nos caules,
folhas e sementes; B-bisalonono nas raizes e caules, por fim o (z)-isoelemicina
presente nos caules, folhas e sementes [79].

Os dados encontrados na literatura inferem que ha uma grande diferenca
fitoquimica quando comparado os constituintes quimicos dos volateis presentes nas
folnas da P. klotzschianum. No decorrer do capitulo sera feita uma abordagem
comparativa minuciosa dos compostos quimicos que compdem o0s Oleos essenciais

das partes da P. klotzschianum coletadas em diferentes regifes do pais.
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1.2 PARTE EXPERIMENTAL

I1.2.1 Materiais e Métodos

1 - Todos solventes e reagentes utilizados nas extragcdes, na solubilizacdo das
amostras, nas analises cromatograficas e nos testes de atividades biologicas foram
todos de padrdo analitico Merck, Sigma, Quimex, e Quemis

2 — Para identificacdo dos componentes presentes nos 6leos essenciais as amostras
obtidas foram submetidas a anélise em um cromatdgrafo de fase gasosa acoplado a
espectrometro de massas de baixa resolucdo (CG-EM) da Shimadzu, com detector
seletivo de massas, modelo QP2010, do Laboratorio de Cromatografia Dr. Jailson
Bittencourt, instalado na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de
Jequié (Figura II.1, p.66). Coluna cromatogréafica e condicbes de analises: coluna
DB-5 composta de 5% de fenila com 95% dimetilpolissiloxano, 30 m X 0,25 mm de
diametro interno, espessura do filme de 0,25 ym. Fluxo de nitrogénio 1,8 mL.min%; a
temperatura do injetor foi 220° C; a temperatura da interface foi 240° C; e a
temperatura inicial da coluna foi de 40° C, aumentando 3° C/min, até atingir 240° C,
permanecendo constante nesta temperatura por 10 minutos. A razdo de Split Ratio
igual a 5,0; volume injetado 1 uL de cada amostra, preparada a partir de 10 mg
diluidos em 1 mL de diclorometano grau. As condi¢des do espectrometro de massas
foram, energia de impacto 70 eV; velocidade de varredura 1000; intervalo de
varredura de 0,5 e registro da razdo m/z de 40,00 a 500,00. A identificacdo dos
compostos foi feita por meio da comparacdo dos espectros de massas das
amostras, com o0s existentes no banco de dados do National Institute of Standards
and Technology (NIST), disponivel no enderego eletronico
http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html, e também pela comparacdo dos
indices de Kovats calculados a partir das injecdbes de uma mistura de
hidrocarbonetos lineares de C8 a C26, com aqueles disponiveis no proprio site da
NIST.

3 — Para quantificagcdo dos componentes identificados no item acima, as amostras
dos 6leos essenciais foram analisadas em um Cromatografo em fase gasosa (CG-
FID) da Shimadzu, modelo CG-2010 PLUS, operando com coluna DB-5 (5% de
fenila com 95% de dimetilpolissiloxano) nas mesmas condi¢cfes relatadas no item

acima.
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4 — Nos ensaios com larvas do mosquito Aedes aegypti, os experimentos foram
realizados no Laboratério de Pesquisa de Inseticidas Naturais (LAPIN), da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) - campus de Itapetinga, a
partir de ovos da linhagem Rockefeller, cedidos pelo Laboratério de Fisiologia e
Controle de Artropodes Vetores (LAFICAVE), da Fundacao Oswaldo Cruz, do Rio de
Janeiro, juntamente com a colaboracéo da professora Dr2. Sandra Lucia da Cunha e
Silva.

5 — Para a avaliacdo citotoxica frente a larvas da Artemia salina foram utilizados
ovos adquiridos em lojas de produtos para aquarios, que foram eclodidos em
aguario adaptado com dois recipientes interligados, um ao abrido da luz e outro sob
exposicao continua a luz branca, contendo solucéo salina de concentragao similar a
adgua do mar (30 g.L1) e sobre oxigenacdo, preparada com sal marinho comercial e
agua destilada.

6 — Avaliacdo da citotoxicidade e viabilidade celular com MTT para as duas

substéancias isoladas ECD10 e ECD20 da espécie P. klotzschianum.

Figura 1l.1: Cromatdgrafo em fase gasosa acoplado ao espectrdmetro de massas CG-
EM. (Fonte: Lab. de Cromatografia Dr. Jailson Bittencourt — UESB — Jequié).
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[1.2.2 Coleta do Material Vegetal e Identificacdo das Espécies

A coleta da Achyrocline satureioides foi feita nos arredores do Campo de
Terra do distrito de S&o Sebastido, municipio de Caird-Ba, nos meses de Janeiro e
Agosto de 2014. A identificagdo da planta foi confirmada pela Dra. Guadalupe
Lincona de Macedo, do Departamento de Ciéncias Biologica (DCB) da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, sob o numero de deposito 9654, no
herbéario da UESB.

A primeira amostra da P. klotzschianum foi coletada no estado do Espirito
Santo, em Vila do Riacho-Aracruz, no dia 02 de Janeiro de 2013. Sua exsicata foi
identificada pela Prof). Dre). Elzie Flanklim Guimaraes e depositadas no herbario do
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro com registro n° 480408.

A segunda amostra da P. klotzschianum foi coletada no dia 24 de Maio de
2015, no estado da Bahia, no municipio de Jequié, na zona rural do Cajueiro, as
beiras do Rio-Preto-do-Crisciuma e enviadas para identificacdo. A Prof(). Dr@). Elsie
Flanklim Guimarédes identificou como sendo a espécie Piper corcovadensis, com
registros HUESB11405 11407 e 114009.

[1.2.3 Obtencédo dos Volateis

Para extracdo dos Oleos essenciais da A. satureioides, foram utilizadas trés
amostras de aproximadamente 50 g para as folhas. Para a primeira amostra de P.
klotzschianum foram feitas triplicatas de aproximadamente 220 g dos caules, 120 g
para folhas e 78 g para as raizes. Para segunda amostra de P. klotzschianum foram
feitas trés amostras para folhas com massas de 152, 155 e 740 g, trés amostras dos
caules com respectivamente 599, 700, 1333 g e trés amostras das raizes com 76,
80, 100 g.

As massas de material vegetal fresco foram transferidas para bal6es de fundo
redondo de 1,0 L com 0,3 L de agua destilada, em seguida submetidas a
hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger (Figura 1.2, p.68) por um periodo de
120 minutos, contados a partir da primeira gota do destilado. Os 6leos resultantes
foram tratados com sulfato de sodio anidro (Merck) para completa secagem. Apds
pesados, seus rendimentos foram calculados pela razdo da massa obtida e a massa
do material fresco vezes 100%, sendo armazenados a baixas temperaturas em

freezer até que fossem analisados por CG-EM-IE e CG-FID.
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Uma observacéo: as massas de 740 g de folhas e 1333 g de caules, da
segunda amostra de P. klotzschianum foram feitas em balbes de 5 L, com volumes

de agua destilada iguala 1,5 L.

e

amum -

Figura 11.2: Processo de extra¢cdo dos volateis utilizando aparelho do tipo Clevenger. (Fonte: prépria).

I1.2.4 Atividades Biol6gicas Avaliadas para as Espécies Estudadas

Para os volateis extraidos das duas espécies em estudo foram investigadas
as atividades toxicas frente ao microcrustaceo Artemia salina. Sendo avaliada a
atividades larvicida apenas para o Extrato Etandlico Bruto das Raizes da P.
klotzschianum (EERPK) e de suas trés fracdes: cloroférmica, acetato de etila e
aquosa (FC, FACOEt e FAQ), assim como para as duas moléculas isoladas da fracéao
cloroférmica: piperovatina e tetrahidropiperlonguminina. Ainda para as duas

substancias foram avaliadas a atividade citotoxica e viabilidade celular com MTT.

[1.2.4.1 Avaliacdo da Atividade Téxica

11.2.4.1.1 Artemia salina como Bioindicador de Toxicidade

A fim de estabelecer a toxicidade dos volateis paras as espécies em estudo
foi utilizado como base o método desenvolvido por Meyer, 1982 [89], que se baseia
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na taxa de mortalidade do microcrustaceo Artemia salina, desenvolvido no intuito de
detectar substancias bioativas em diferentes extratos de plantas.

O uso de Artemia salina no pré-teste como bioindicador para avaliagédo toxica
de extratos e substancias faz-se rotineira em laboratoérios espalhados pelo mundo,
uma vez que seu procedimento é simplificado e seu custo € significativamente mais
barato quando comparados com outros tipos de testes utilizados para o mesmo fim
[90], o que faz esse crustaceo uma excelente alternativa na determinacdo das
condic¢Oes letais para diversos compostos.

Os testes de toxicidade sdo elaborados no ambito de se obter informagdes
sobre os efeitos toxicologicos de determinadas substancias sobre sistemas vivos,
determinando assim as toxicidades relativas desses compostos, sendo consideradas
toxicas solugbes com concentracdo de substancias que estejam inferior a 1000
mg.L* [89].

11.2.4.1.2 Teste para Avaliacao Toxica

Para realizacdo dos ensaios 0s ovos de Artemia salina foram postos para
eclodirem com 48 horas de antecedéncia em aquario adaptado, na parte escura do
mesmo. Foram utilizados como material auxiliar uma bomba de oxigena¢cdo comum
para aquarios e uma lampada florescente de 60 W para iluminacdo do segundo
compartimento. Apés as 48 h, surgiram as larvas.

As solucdes de partida foram preparadas dissolvendo-se 40 mg dos 0leos
essenciais em duas gotas de Tween-80 aferindo para 10,0 mL em um baldo
volumétrico com a solucao salina previamente filtrada. Esta solucéo correspondeu a
concentracdo de 4000 ppm e foi considerada a solugdo estoque e dela foram
retiradas aliquotas para se obter as concentra¢gfes desejadas.

As concentracdes utilizadas para avaliagdo da atividade toxica dos Oleos
essenciais da A. satureioides foram: 1000, 500, 100, 10 e 1 ppm e para os volateis
da P. klotzschianum as concentragdes utilizadas foram: 50, 40, 30, 20, 10 e 5 ppm.
Os testes foram realizados em triplicata para caca concentracéo, incluindo o branco
(larvas + solucéo salina), utilizando 10 larvas em todos os tubos e volume final igual

abmL.
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[1.2.4.2 Avaliacéao da Atividade Larvicida

11.2.4.2.1 O Vetor Aedes aegypti e Inseticidas Naturais

A flora brasileira compde uma das maiores fontes de compostos e agentes
gue podem atuar no controle do Aedes aegypti de maneira mais eficiente e segura,
minimizando os impactos ambientais. Assim, a acdo de plantas com atividades
inseticidas vem sendo constantemente relatadas no meio cientifico. Diversos
extratos e 6leos essenciais oriundos de fontes naturais vém mostrando eficiéncia no
combate a esse vetor de doencas que ha tempos vem sofrendo mutacdes e se
adaptando ao contato humano [91].

Refor¢cando a importancia dos estudos que visam o controle do mosquito da
dengue, segundo o mistério da saude foi registrado para esse ano de 2015, no
periodo de Janeiro a Abril, 745,9 mil casos e 229 mortes causadas pela doenca no
pais s6 nesse periodo, levando o pais a um alerta geral e pondo 340 cidades de
diversos estados em situacdo de epidemia [92].

Os numeros assombram, uma vez que sao 0s maiores quando comparados
com o mesmo periodo dos anos anteriores, destacando assim a necessidade de
investimentos em pesquisas para um controle mais eficiente do mosquito vetor e
uma mobilizacdo social no intuido de combater e minimizar os criadouros dos

mosquitos no meio urbano.

11.2.4.2.2 Ensaios para Avaliacdo da Atividade Larvicida

Na realizagdo dos ensaios larvicidas foram observadas 5 concentragdes e um
branco, ambos com cinco repeticbes. Foram utilizadas 30 larvas no terceiro instar do
Aedes aegypti em recipiente com volume final de 30 mL para cada analise,
totalizando 150 larvas para cada concentragéo (Figura 11.3, p.71). O experimento foi
realizado em ambiente com temperatura e umidade controladas a 27°C e umidade
relativa de 70% respectivamente. As observagcbes e contagem das larvas mortas
foram realizadas com 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 e 24 horas ap0s o0 contato das larvas com as
amostras. Seus dados de mortalidades percentuais foram submetidos ao teste de
Tukey com nivel de confianca de 5% no programa Bioestat. Os valores da
concentragdo letal média (CLso) foram calculados a partir do programa

computacional Probit for Logit Analysis (POLO-PC).
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Para o preparo das solucdes de partida, as massas das amostras de maior
polaridade como o extrato bruto das raizes (EERPK), e fracbes aquosa e acetato
(FAq e FACOEt), foram dissolvidos em uma solucdo de dimetilsuféxido e agua
deionizada, as amostras de menor polaridade, sendo elas a fragcao cloroférmica (FC)
e as substancias ECD10 e ECD20, foi utilizado Tween 80 e agua. Todas as
amostras foram preparadas na propor¢cdo de 1:1 (m/v), em seguida foram
transferidas para um baldo volumétrico de 10,0 mL, homogeneizada e aferida para o
volume total. As concentracdes de teste foram obtidas através das diluicdes das
respectivas solu¢des de partida com volume final de 30,0 mL. Todos os testes foram

realizados com 5 repeti¢cdes para cada concentracao (Tabela 11.1).

Tabela 1l.1: Concentracdes avaliadas para o célculo da CLso nos ensaios para teste da avaliagcdo
inseticida contra larvas da Aedes aegypti.

Amostra Concentracéo (ppm)
EERPK 177 88,5 44 22 11
FAcCOEt 223 111,5 55,8 27,9 13,9
FAQ 447 223,5 111,8 55,9 27,9
ECD10
ECD20 56 28 14 7 3,5

*O ensaio para as amostras (FC) e ECD10 foram cancelados.

Figura 11.3: Procedimento para avaliagdo da atividade toxicologica frente a larvas do Aedes aegypti.
(Fonte propria).
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[1.2.4.3 Avaliac&o da Atividade Citotoxica por Viabilidade Celular com MTT

11.2.4.3.1 Citotoxicidade e Viabilidade Celular com MTT

A citotoxicidade foi obtida a partir do método desenvolvido por Mosmann 1983
[93], para avaliar a viabilidade celular através do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenilorometo (MTT). Inicialmente de cor amarela, ao ser inoculado com células
vivas tem seu substrato clivado por enzimas mitocondriais, dando origem a uma
substancia de cor azul (formazan). A reacdo (Figura 1.4) pode ser quantificada
através de técnicas espectrofotométricas, uma vez que a formacéo do fornazan esta
diretamente relacionada ao processo de respiracdo celular, ou seja, € diretamente

proporcional ao numero de células vivas.
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Figura 1.4: Reacéo de reducéo para formacao do reagente de cor (formazan).

11.2.4.3.2 Cultivo de Células Macrofagicas Peritoniais

O experimento foi iniciado com o cultivo das células trés dias antes do teste in
vitro. Foi injetado 3,0 mL de tioglicolato no peritbnio dos camundongos, apos trés
dias, o sacrificio do animal foi feito por deslocamento cervical, a pele da regido
abdominal do camundongo foi retirada fazendo—se um corte no abdémen e injetou-
se com ajuda de uma seringa 5 mL de PBS (tampéo) estéril gelado no peritdnio. Em
seguida realizou-se uma pequena massagem no abdémen do camundongo e coleta-
se 0s 5 mL de PBS contendo as células e desprezando-o em tubo Falcon de 15 mL.
As células sdo Centrifugadas a 2000 RPM por 10 minutos a 4°C, descarta-se 0
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sobrenadante (PBS) e novamente as células sdo suspensas, agora em meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI-1640), meio de cultura para células de mamiferos,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibioticos (penicilina e

estreptomicina).

11.2.4.3.3 Contagem das Células

Apés todo processo de centrifugacdo e suspensdo das células em meio
RPMI+SFB e antibiotico, foi realizado a contagem das células usando-se uma
camara de new bauer (Figura 11.5). Para a contagem das células no fluxo laminar foi
acrescentado 990 uL de PBS 1X estéril + 10 yL da cultura de células (diluicdo de
1:100 - 10% num tubo eppendorf, obtendo volume final de 1 mL, apés a
homogeneizagdo, 10 pL dessa solucdo deve ser colocada em céamara

hemocitométrica de Neubauer.
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Figura 1l.5: Camara de Neubauer para microscopia e contagem de células.

X

Para obtencdo do numero de células, as mesmas sdo contadas nos quatro
guadrantes laterais, contando todos os 16 quadros de cada quadrante. Apds a
contagem de cada quadrante soma-se os valores e divide por 4 (n° de quadrantes
contados). O valor obtido corresponde ao nimero de células x 108 (10* do fator de

correcdo da camara + 102 da diluicéo feita) por mL.
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[1.2.4.3.4 Metodologia de Viabilidade Celular com MTT

Todas as amostras avaliadas foram dissolvidas em dimetilsuféxido (DMSO) a
10%, sendo utilizado o controle positivo de célula e meio, como forma de mostrar a
viabilidade das linhagens celulares trabalhadas e também utilizado o controle do
DMSO a 10%, concentracao preconizada como limite na avaliacdo de citotoxicidade
celular.

Para as analises foram utilizadas seis concentragbes que partiram de uma
concentragdo maxima de 100 pg L' e sofrendo diluicdes seriadas até atingir a
concentracdo minima de 0,78 ug L (realizada em duplicata). Apés a leitura no

aparelho, obteve-se o grafico de viabilidade celular Figura 11.10, p.92.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

[1.3.1 Teor dos Volateis Encontrado nas Espécies Estudadas

Com a analise dos resultados para A. satureioides percebe-se que o teor de
Oleos essenciais encontrados para as folhas e inflorescéncias da Macela no inverno
teve rendimento superior ao periodo do verdo, obtendo valores iguais a 0,25 e
0,08% no inverno e 0,08 e 0,05% no verdo (Tabela 11.2). Isso mostra o quanto a
variacdo sazonal afeta a producao de 6leos nas plantas, que também é afetada por
fatores como vulnerabilidade a predadores, estresse hidrico, entre outros. Sendo
importante considerar todas essas variaveis no caso de interesse comercial dos
Oleos essenciais. Em estudos anteriores para a Macela de origem brasileira e
uruguaia foram observados teores de 6leo extraidos das partes aéreas da planta de
0,30 a 0,45% respectivamente [88].

Tabela 11.2: Rendimento percentual dos 6leos para as folhas e flores da A. satureioides coletada em
Janeiro e Agosto de 2014.

Amostra (g) Massa de Oleo Rendimento Desvio Padr&o

(mg) (%)
. Folhas 107,8 90,00 0,080
Verao
Flores 21,26 10,50 0,050
1- 50,00 125,0 0,250
Folhas 2- 50,00 132,0 0,260 0,250 + 0,010
Inverno
3- 50,00 117,0 0,230
Flores 10,60 9,300 0,080

Os 6leos essenciais extraidos das partes da P. klotzschianum coletada em
Janeiro de 2013 na cidade de Aracruz-ES apresentam rendimentos de (0,73 + 0,172;
0,083 + 0,025 e 0,40 + 0,014%) para folas, caules e raizes respectivamente (Tabela
1.3, pag. 76). Para os Oleos extraidos da P. klotzschianum coletada em Junho de
2015 no municipio de Jequié-BA, os rendimentos foram de (0,55 + 0,215; 0,11 +
0,011 e 0,82 + 0,253%) respectivamente (Tabela 11.4, pag. 76). Como resultado para
0s Oleos presentes nas folhas de P. klotzschianum encontra-se na literatura

rendimentos de 0,1% [73], sendo encontrada uma analise mais completa da planta,
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com rendimentos de 1,81, 0,13 e 0,77% para folhas, caules e raizes [79]. Os
rendimentos obtidos diferem dos relatados na literatura, fato que pode ser explicado
pela diferenca regional e climatica, além da variacdo da altitude e da composicao
quimica do solo, uma vez que as plantas foram coletadas em estados diferentes.
Essas variagbes podem ndo somente modificar a taxa de 6leo presente na planta,

como também sua composicao quimica [94].

Tabela 11.3: Rendimento oleico para P. klotzschianum coletada em Janeiro de 2013.

Amostra (g) Massa de Oleo Rendimento Média/Desvio
Extraido (mg) (%) padréo

1- 1223 833,5 0,680

Folhas 2- 60,76 564,0 0,930 0,730 + 0,172
3- 58,00 350,7 0,600
1- 239,8 2714 0,110

Caules 2- 2144 130,6 0,060 0,083 + 0,025
3- 2455 2134 0,080

Raizes 1 78,37 55,9 0410 0,400 + 0,014
2- 77,36 305,8 0,390

Tabela I1.4: Rendimento oleico para P. klotzschianum coletada em Junho de 2015.

Amostra (9) Massade Oleo  Rendimento (%) Média/Desvio
Extraido (mg) padréo

1- 152,6 118,0 0,770

Folhas 2- 1555 867,8 0,550 0,550 + 0,215
3- 740,5 255,0 0,340
1- 599,3 653,8 0,110

Caules 2- 700,0 909,0 0,130 0,110 + 0,011
3- 1333 1490 0,110
1- 100,0 715,8 0,710

Raizes 2- 80,00 888,0 1,110 0,820 + 0,253

3- 75,80 488,2 0,640
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[1.3.2 Identificagdo e Quantificagdo dos Constituintes Presentes nos Voléateis

[1.3.2.1 Volateis da A. satureioides.

Os 6leos essenciais encontrados nas folhas e inflorescéncias obtidos durante
o0 verdo e o inverno de 2014 para a espécie A. satureioides apresentam como
constituintes majoritarios 0os sesquiterpenos trans-cariofileno e o a-humuleno; as
coletadas no verdo trazem o a-humuleno como constituinte majoritario, ja as
coletadas no inverno o trans-cariofileno aparece como sendo o principal constituinte.
Através dos cromatogramas obtidos dos Oleos essenciais extraidos das folhas e
inflorescéncias da Macela pode-se perceber uma diferenca entre 0s principais picos
nas duas estacOes (Figura 1.6, p.79), e sua composicao esta descrita na Tabela I1.6,
p.78.

Estudos encontrados na literatura para A. satureioides pertencentes a regides
e paises diferentes, relatam algumas variedades quimicas da espécie, a exemplo a
Macela coletada na Argentina tem os trans-cariofileno / a-copaeno como
constituintes majoritarios [95], plantas coletadas no sul do Brasil e no Uruguai
apresentam o a-pineno / trans-cariofileno como componentes majoritarios em suas
inflorescéncias [88],

Nessa perspectiva podemos perceber que o0s resultados apontam para
descoberta de uma nova variedade quimica da planta, apresentando como
componentes majoritarios o a-humuleno / trans-cariofileno, diferentemente dos

relatos da literatura (Tabela 11.5).

Tabela 11.5: Componentes majoritarios da A. satureioides.

(%) em Relac&o a Area

Jan./2014 a-humuleno (37,16) trans-cariofileno (20,70)
Ago./2014 trans-cariofileno (39,14) a-humuleno (14,37)
[88] trans-cariofileno (32,40) a-pineno (29,90)

Ainda ha na literatura relatos de algumas atividades biologicas atribuidas aos
volateis extraidos das partes da A. satureioides, a exemplo: atividades antioxidantes,
repelentes, antimicrobianas [84, 95], antitripanossoma [96]. Sendo ainda atribuida

atividade anti-inflamatoria para o a-humuleno e trans-cariofileno [97-98].
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Dessa forma, se tratando de uma nova variedade quimica para a espécie rica
em a-humuleno e trans-cariofileno, e levando em conta seu grande potencial
biolégico, € conveniente que sejam examinadas algumas possiveis atividades

biolégicas para essa espécie coletada no municipio de Cairu-BA.

Tabela I.6: Composigdo quimica dos volateis extraidos das folhas e flores da A. satureioides.

% em relagao a area

Compostos TR IRca IR Folhas Inflorescéncias
Janeiro Agosto Janeiro Agosto
a-pineno 973 912 912 2,67 7,99 r 2.37
Canfeno 1028 924 928 fr fr tr tr
B-pineno 1156 979 980 tr tr fr tr
B-mirceno 1242 989 991 tr fr tr tr
Limoneno 1412 1023 1026 2,10 tr fr tr
Borneol 2085 1140 1149 0,80 fr tr tr
a-terpineol 2213 1188 1189 0,90 tr fr tr
a-ylangeno 30.70 1345 1350 tr 0,22 fr tr
a-copaeno 3097 1351 1353 630 414 2,78 10,02

trans-cariofileno 3314 1398 1400 20,70 3914 21,12 30,13
Aromadendreno 3373 1412 1419 160 236 200 048

a-humuleno 3448 1429 1430 37,16 14,37 23,65 13,61
Alloaromadendreno 3468 1434 1434 0,90 1,00 1,34 tr
y-muuroleno 3539 1450 1445 290 2,89 1,73 1,75
B-selineno 3575 1459 1464 130 1,05 1,48 tr
Valenceno 3614 1467 1466 260 1,71 463 tr
a-muuroleno 638 1473 N 1,40 1,99 1,00 ir
y-cadineno 36.97 1487 1483 250 242 1,80 1,11
O-cadineno 3740 1497 1497 6,00 3,62 8,18 248
oxido de 076 1555 1555 160 983 tr 187
Oxido de humuleno 4079 1603 1608 0,90 2,20 fr tr
6-cadinol 4206 1635 1638 0,80 0,38 tr 1,89
a-cadinol 4257 1648 1652 tr 0,21 tr ir
Total 93,13 95,50 74,09 83,96

* tr — traco (< 0.20%); IRca. = indice de retencdo Calculado, IRLi. = Indice de retencao Literatura.



79

A0e6TTE

Al

3026+

2026

106
A | I i J e
= ? T i T i T T T f T T T T T
3. 75 25 3 75 2 225 25 273 2.5 3. 7.5 2.5

35008337y

SEDEES—E All
250023—2
2cccas—f
150023
100023

50035

=
e
Lo
L 29753

480

=
=.
=4
=
=
=
=
=,
=
w
w
=
w

Bl

s
=
Iy

il

10.244

36.574
36,968

L
—
= 30257

=
L

L

£
b___s0s838

JTIC

154

31671

=
=
=
I
&
il
RROF

Figura I.6: Cromatogramas para os Oleos essenciais das folhas (A) e flores (B) da A. satureioides
coletadas no inverno (1) e veréo (ll).

11.3.2.2 Volateis da P.klotzschianum

Os resultados do estudo fitoquimico dos Oleos essenciais por CG-EM para as
partes das plantas, folhas, caules e raizes sdo expostos na Tabela 1.7, p.83 e
Tabela 1.8, p.84. Para as plantas em estudo, foi possivel identificar um total de 18
substéancias, 16 na Piper coletada no estado do Espirito Santo (denominada Piper 1)
e 10 substancias na Piper coletada na Bahia (denominada Piper 1l). Ambas
apresentam como componente majoritario o 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, este

se encontra presente em todas as partes das plantas com concentracées >97,0%
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nas raizes de ambas as plantas, assumindo valores de 50,59% nas folhas da Piper |
e 87,18% nas folhas da Piper Il e valores >50,0% para os caules das duas plantas,
caracteristica descrita também por Nascimento [79].

Para a Piper I, suas folhas e caules ainda apresentam percentagens
significativas de a-pineno (4,83 e 7,34%), B-pineno (5,63 e 14,26%), limoneno (4,71
e 4,96%), a-ocimeno (4,38 e 2,36%), a-terpinoleno (4,00 e 1,63%), a-asarone (4,75 e
2,79%). Ja para a Piper Il, essas substancias foram quase todas suprimidas, a Unica
gue se encontrou presente foi o B-pineno representando 0,22% nas folhas e 1,09%
nos caules. Além dessa diferenca, a Piper Il apresentou quatro componentes que
nao foram encontrados na Piper I, sdo eles: a-thujeno, (Z,E)-a-farneseno, f3-
bisabolono e T-cadinol todos com concentracdes inferiores a 2,0%.

Na Tabela 1.9, p.85 foi feita uma comparagdo dos constituintes quimicos
identificados nas folhas das duas amostras estudadas com dados obtidos na
literatura para a espécie P. klotzschianum. Com o auxilio da Tabela nota-se que seis
substancias (cis-B-ocimeno, a-ocimeno, a-terpinoleno, p-cariofileno, (Z,E)-a-
farneseno, T-cadinol) estdo sendo relatados pela primeira vez na espécie, sendo 0
cis-B-ocimeno, a-ocimeno, a-terpinoleno, B-cariofileno encontrados na Piper | e
(Z,E)-a-farneseno, T-cadinol encontrados na Piper II.

Ainda na Tabela 11.9, p.85 é possivel perceber a similaridade das amostras
em estudo com a planta estudada por Nascimento et al [79], onde o constituinte
majoritario € o 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, porem essa substancia ndo é
encontrada nas folhas da P. klotzschianum estudada por Andrade et al [73], que tem
como componente de maior concentracdo o limoneno (24,6%), seguidos pelo G-
pineno (13,2%) e B-carifileno (10,4%). Com base na andlise da composi¢cdo dos
Oleos e levando em conta que as plantas, ao pertencerem a regides distintas, com o
objetivo de se adaptarem ao solo, a altitude, condi¢bes de luz, condi¢cdes climaticas
como periodo de chuvas e secas, umidade relativa e condigbes de ventos, séo
capazes de modificarem seus constituintes quimicos sem alterarem sua estrutura
fisica, seu fenotipo [89], concluindo-se assim, que os as duas espécies de Piper
analisadas neste trabalho fazem parte da mesma variedade quimica, que por sua
vez, pertencem a uma variedade quimica diferente da espécie estudada por
Andrade et al [73].

Para uma percepcéo mais apurada as Figuras (1.7 e 11.8, p.81) e a Figura 11.9
p.82 mostram o perfil cromatografico para as folhas de P. klotzschianum para as

plantas em estudo e as respectivas referéncias.
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Figura 11.9: Cromatograma da folha da P. klotzschianum [73].



Tabela 11.7: Composigdo quimica dos volateis extraidos das partes da P. klotzschianum |I.

relacdo a area PIPER - |

SUBSTANCIAS I.R ca I.R Lit
Folhas Caules Raizes

a-pineno 930 930 4,83 + 0,03 7,34 + 0,07 -
B-pineno 973 973 5,63+0,04 14,26 + 0,13 Tr
B-mirceno 991 991 1,22 + 0,004 1,27 £ 0,04 -
a-felandreno 1002 1002 2,96 + 0,03 1,56 + 0,06 -
0-cimeno 1023 1026 1,51 +0,02 2,69+0,01 -
Limoneno 1027 1027 4,71 +0,04 4,96 + 007 -
cis-B-ocimeno 1038 1038 1,56 £ 0,01 1,00 £ 0,06 -
a-ocimeno 1048 1049 4,38 + 0,02 2,36 + 0,03 -
a-terpinoleno 1087 1087 4,00 + 0,03 1,63+£0,01 -
a-cubebeno 1349 1349 0,73 + 0,004 - -
a-copaeno 1375 1375 1,90 + 0,004 - -
B-cubebeno 1390 1390 2,42 + 0,007 - -
1-butil-3,4- 1408 Ne 50,6 + 0,22 58,7 + 0,52 98,2 + 0,03
metilenodioxibenzeno
B-cariofileno 1421 1421 1,73 + 0,003 1,33+0,02 -
Germacreno D 1482 1482 2,93+0,01 - -
Bibiclogermacreno 1498 1498 3,38+ 0,05 - -
o0-cadineno 1525 1525 0,70 £ 0,003 - -
a-asarone 1580 Ne 4,75 + 0,07 2,79 +0,02 1,12+ 0,01
N.I. 1697 N.I - - 0,67 +0,01
Total - - 100 100 100




Tabela 11.8: Composicdo quimica dos volateis extraidos das partes da P. klotzschianum II.

% em relagdo a area PIPER - I

SUBSTANCIAS I.R ca LR Lit
Folhas Caules Raizes

a-thujeno 925 925 Tr tr -
B-pineno 967 973 0,21+ 0,2 1,09+0,51 -
a-felandreno 996 998 0,20+ 0,13 1,78 £ 0,68 -
NI 1000 - 0,28 + 0,004 0,29 £ 0,02
B-cubebeno 1386 1390 0,26 £ 0,11 0,35+ 0,07 -
1-butil-3,4- 1399 Ne 86,1+ 0,30 89,7 2,18 97,7 0,61
metilenodioxibenzeno
N.I. 1417 N.I 0,49 + 0,02 0,22 + 0,06 tr
N.I. 1451 N.I 0,53 +0,02 0,18 £ 0,07 0,18 + 0,08
N.I. 1458 N.I - - 0,22 + 0,05
Germacreno D 1475 1482 0,34+ 0,04 0,24 + 0,04 -
N.I. 1477 N.I 0,80 + 0,06 0,17 £ 0,05 0,15+ 0,05
(Z,E)-a-farneseno 1490 1491 1,90+0,13 0,76 £ 0,27 0,12 + 0,03
N.I. 1496 N.I 1,84 + 0,04 0,34+ 0,02 -
B-bisabolono 1503 1503 1,83+0,21 0,62 +£0,13 -
Biciclogermacreno 1508 1503 0,70 £ 0,04 0,22 £ 0,07 0,17 £ 0,04
o-cadineno 1518 1522 0,69 + 0,09 0,88 +£0,24 0,44 + 0,05
N.I. 1569 N.I 1,39+ 0,28 0,17 £ 0,06 -
N.I. 1635 N.I 0,64 + 0,03 0,61 + 0,07 -
Tcadinol 1649 1648 0,68 + 0,02 0,68 +£0,11 -
N.I. 1809 N.I - - 0,69 + 0,10
Total 98,8 98,2 99,9




Tabela 11.9: Comparacao fitoquimica dos volateis presentes nas folhas de P. klotzschianum.
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R % em Relacéo a area dos Constituintes
SUBSTANCIAS

Piper | Piper 1l [79] [73]
a-thujeno - tr - 0,1
a-pineno 4,83 - - 4,6
B-carifileno - - - 10,4
B-pineno 5,63 0,22 - 13,2
[B-mirceno 1,22 - - -
a-felandreno 2,96 0,21 - 3,6
0-cimeno 1,51 - - -
Limoneno 4,71 - - 24,6
cis-B-ocimeno 1,56 - - -
a-ocimeno 4,38 - - -
a-terpinoleno 4,00 - - -
a-cubebeno 0,73 - Tr tr
a-copaeno 1,90 - Tr 0,1
B-cubebeno 2,42 0,26 1,44 -
B-elemeno - - Tr -
1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno 50,6 87,2 81,0 -
3,4-metilenodioxibenzilmetilcetona - - Tr -
[B-carcariofileno 1,73 - - -
Germacreno D 2,93 0,34 1,05 1,5
(Z,E)-a-farneseno - 1,92 - -
Eremofileno - - 0,76 -
Bibiclogermacreno 3,38 0,70 2,68 1,2
Torreiol - - Tr -
B-bisabolono - 1,86 - -
0-cadineno 0,70 1,85 0,72 -
(2)-isoelemicina - - 1,23 -
a-asarono 4,75 - 9,10 -

T-cadinol - 0,68 - -
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[1.3.3 Avaliacéo da Atividade Citotoxica frente a Artemia salina

Os resultados para as amostras testadas sdo disponibilizados na Tabela 11.10.
Em ambos ndo houve mortalidade nos grupos controle, que € composto todos
constituintes da matriz exceto a amostra, onde apresentaram taxa de mortalidade
igual a 0,0%. As amostras analisadas apresentam valores significativamente baixos
para CLso, evidenciando o alto poder toxico dos constituintes presentes nas
amostras, valendo ressaltar a otima atividade do 6leo essencial das raizes da P.
klotzschianum onde 98% da sua massa € composta por uma Unica substancia, a 1-
butil-3,4-metilenodioxibenzeno, podendo a atividade ser atribuida a sua presenca,
uma vez que com o0 aumento das massas de outras substancias os valores da ClLso
diminuem, como é possivel perceber quando observado os valores da CLso para 0s
Oleos extraidos das folhas e caules da planta. Curiosamente o0 mesmo néo acontece
para a A. satureioides coletada no periodo do inverno, que adquirindo um
comportamento contrario obteve um excelente resultado, uma CLso igual a 3,12 ppm

e sendo composta por uma matriz muito mais rica em substancias.

Tabela 11.10: Concentragfes letais expressas pela CLso para os volateis da P. klotzschianum e A.
satureioides frente a larvas da Artemia salina.

Amostras Atividade Toxica CLso(ug/mL)
OEFPK | 13,70
OECPK | 15,51
OERPK | 6,69

OEFM 3,12
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11.3.4 Avaliacao da Atividade Larvicida

Nesse ano o0 humero de casos ja ultrapassa os 745 mil, uma media de 367,8
casos a cada 100 mil habitantes, considerado pela OMS como indice de epidemia
[99]. Perante a urgéncia por novas formas de combate ao mosquito vetor, o presente
estudo obteve resultados promissores para algumas das amostras testadas.

A exemplo, pode-se citar o extrato etandlico das raizes da P. klotzschianum
(EERPK), que apesentou mortalidade de 100% para a concentracdo de 177 ppm a
partir de 8 horas de exposicdo das larvas do mosquito A. aegypti, com confiabilidade
de 95% pelo teste de Tukey (Tabela 11.11, p.88). As concentra¢gdes de 88,67 ppm e
44 ppm apresentaram 100% de mortalidade quando as larvas sdo exposta durante
16 horas e 24 horas, respectivamente. As concentracdes de 22 ppm e 11 ppm nao
apresentaram letalidade satisfatoria para as larvas em nenhum dos momentos
estudados (Tukey 5%). As concentragbes de 177 ppm, 88,67 ppm e 44 ppm nao
diferiram estatisticamente entre si quando se avalia a mortalidade apos 24 horas de
exposicao das larvas, entretanto diferem das concentracfes de 22 ppm, 11 ppm € o
controle (Tukey 5%). A CLso de 3,60 ppm para o tempo de exposicdo de 24 horas é
eficiente no combate de 100% das larvas para as trés maiores concentracdes no
mesmo periodo de observacdo, que estdo dentro de um intervalo de confianca de
95% (Tabela 11.12, p.89). A substancia | (piperovatina) isolada da fracéo cloroférmica
(FC) apresentou resultados mais satisfatérios no controle das larvas (Tabela 11.13,
p.89), em que nas concentracbes de 28 ppm e 56 ppm obteve-se 100% de
mortalidade com 4 horas de exposicao (Tukey 5%). As concentracdes de 14 ppm e 7
ppm foram eficientes no combate as larvas a partir de 8 horas e 24 horas de
exposicao, respectivamente. A concentragcdo de 3,5 ppm de piperovatina nao
apresentou mortalidade satisfatoria das larvas em nenhum dos momentos do estudo.
As concentragbes de 56 ppm, 28 ppm, 14 ppm, 7 ppm e 3,5 ppm né&o diferiram
estatisticamente entre si (Tukey 5%) ap0s 24 horas de exposicdo das larvas a
substéancia, sendo diferentes apenas do grupo controle. Uma CLso de 0,27 ppm para
um periodo 16 horas mostrou 100% de mortalidade das larvas para as trés maiores
concentracdes e valores acima de 96% de mortalidade para as duas concentracdes
menores pelo teste Tukey com 95% de confiabilidade (Tabela I1.14, p.89), revelando-
se uma excelente alternativa para producédo de bioinseticidas. A fragcdo acetato de

etila (FACOEt), obtida do fracionamento do EERPK, apresentou baixa toxicidade em
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todas as concentracoes estudadas (Tabela 11.15, p.90), mostrando ndo ser bom no
combate as larvas do A. aegypti pelo teste de Tukey (5%). A concentracdo de 223
ppm diferiu estatisticamente das demais concentracdes quando se avaliou 24 horas
de exposicdo das larvas a substancia, mostrando que esta concentracdo é a mais
eficiente no combate as larvas, entretanto apresenta baixa letalidade as mesmas. A
CLso igual 232,65 ppm para o periodo de 24 horas de observagdo € muito alta e
apresenta percentuais de mortalidade relativamente baixos quanto comparados com
as duas amostras anteriores (Tabela 11.16, p.90). Por fim a fragdo aquosa (FAQ)
proveniente do fracionamento de EERPk ndo obteve valor para CLso, pois nao
apresentou mortalidade para nenhuma das concentracfes analisadas, mostrando-se
completamente inativa frente as larvas do Aedes aegypti. Testes larvicidas com a
piperovatina e tetra-hidropiperlonguminina estdo disponiveis na literatura, onde
obtiveram valores de 1,5 e 10,43 ppm respectivamente, porem o teste ndo foi
realizado para os extratos e fracdes da planta [78]. Dessa forma a planta se mostra
uma fonte promissora de substancias com atividades larvicidas que ainda podem ser
estudadas, trazendo grandes beneficios para saide humana com o controle efetivo
do mosquito vetor além das atividades farmacolédgicas variadas que tais substancias

podem ter.

Tabela 11.11: Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de
exposicdo as diferentes concentragfes do Extrato Etandlico da Raiz de P. klotzschianum.

Mortalidade (%)

Concentracdes
(ppm) 4h 8h 16h 24h
177 95,992 100,002 100,00% 100,002
88,67 63,99° 92,662 100,002 100,002
44 41,99° 65,33° 99,332 100,002
22 15,99¢ 28,66° 51,99° 71,33
11 7,33¢ 12,66 16,66° 23,99°¢

d d d d
CONTROLE 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabela 11.12: CLso do Extrato Etandlico da Raiz de P. klotzschianum, sobre larvas de Aedes aegypti,

em relacao ao tempo de exposicao.

Tempo Exposicao

Concentracao Letal (ppm)

(Horas) Clso Intervalo de Confiancga
4 11.83 11.20-12.50
8 6.96 6.62 —-7.31
16 4.33 4,17 -4.50
24 3.60 3.46 - 3.74

Tabela 11.13: Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relagdo ao tempo de
exposicdo as diferentes concentra¢des da piperovatina (ECD20-1).

Concentragdes Mortalidade (%)
(Ppm) 1h oh 4h gh 16h 24h
56 88.93*  99.59° 100,00 100,00 100,00  100,00°
28 81.33*  91.99% 100,00 100,00 100,00®° 100,00
14 73.33%  79.33 95.99% 100,00° 100,00 100,00
7 3.33° 466" 25.33° 94.00° 97.33*  100,00%
3,5 0.66°  1.33° 10.66° 81.33° 96.66°  98.66°

CONTROLE 0.00°  0,00° 0,00 0,00°  1.33° 1.99°

Tabela 1l.14: CLso da Piperovatina (ECD20-1), frente as larvas de Aedes aegypti em relagédo ao tempo

de exposicao.

Tempo Exposicao

Concentracao Letal (ppm)

(Horas) CLso Intervalo de Confianca
1 14.77 14.08 - 15.48
2 12.29 11.79-12.81
4 7.71 7.43-8.01
8 1.74 1.36 - 2.07
16 0.27 0.04 - 0.63
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Tabela 11.15: Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de
exposicdo as diferentes concentragfes da Fragdo Acetado de Etila da Raiz de P. klotzschianum.

Mortalidade (%)

Concentracdes
(ppm) 8h 16h 24h
223 13.992 27.332 51.322
111,5 0.66° 3.33° 13.33°
55,8 0.66° 2.66° 3.99°
27,9 0.66° 0.66" 1.33°
13,9 0,00° 0,00° 0,00°
Controle 0,00° 0,00° 0.66°

Tabela 11.16: CLso da Fragdo Acetado de Etila das Raizes de P. klotzschianum, frente as larvas de
Aedes aegypti, em relagdo ao tempo de exposicao.

Tempo Exposicédo Concentracéao Letal (ppm)
(Horas) CLso Intervalo de Confiancga
8 775.38 562.45 - 1286.79
16 437.15 368.96 - 547.77

24 232.65 214.95 - 255.04
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[1.3.5 Avaliacdo da Atividade Citotoxica e Viabilidade Celular com MTT

Com os resultados exibidos no grafico (Figura 11.10, p.92) pode-se visualizar
que a substancia tetra-hidropiperlonguminina (ECD10-2) mantem as células viaveis
e ndo interferem no processo de respiracdo celular, que é diretamente proporcional
ao numero de células vivas. De acordo com o aumento da absorbancia apresentada
no grafico pode-se sugerir que a substancia ECD10-2 tenha estimulado tanto a
ativacdo dos macrofagos quanto sua proliferagdo, indicando um potencial anti-
inflamatério a ser explorado. Entretanto a piperovatina (ED20-1) ndo foi tao
significante em relacdo ao controle 1 (células + meio). Em relacdo ao controle 2
(DMSO + células + meio) podemos ver que ele manteve a viabilidade abaixo do
controle 1, o que ja era esperado pois o0 DMSO é uma substancia tdéxica em
concentragdes acima de 10%. Pode-se concluir ainda que tais substancias n&o sao
toxicas para as células de mamiferos, podendo estas consumidas de forma
assegurada.

As piperamidas compdem uma classe de substancias presente na maioria
das plantas pertencentes ao género Piper e possuem as mais diversas atividades,
analgésicas, antitérmicas, anti-inflamatorias, entre outras. Possui também atividades
diretamente ligadas a integridade celular, como atividades neuroprotetora reduzindo
0s processos neurodegenerativos e inibidora de células cancerigenas [50, 100].

A piperina (Figura 1.3, p.28) substancia isolada da Piper nigrum entre outras
espécies do género, é capaz de inibir a producdo anormal ou desregulada de células
do musculo liso vascular que compdem as paredes dos vasos sanguineos e sao
responsaveis por pequenas contracdes involuntarias para ajudar no bombeamento
sanguineo [101]. Sendo encontrada ainda atividades citotoxicas através do teste de
viabilidade celular com reagente MTT do extrato etandlico de plantas como a Piper
sarmentosum, que pode agir no controle de células de tumores benignos humanos
[102-103].

Dessa forma o presente trabalho teve o intuido de avaliar a citotoxicidade e
viabilidade celular para duas piperamidas isoladas da P. klotzschianum uma vez que
estruturas analogas apresentam atividades que estdo diretamente ligadas ao
metabolismo celular, validando a pesquisa no intuito de uma nova descoberta ja que
nao se tem relatos dessa investigagdo para nenhuma das duas substancias

avaliadas.
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Figura I11.10: Ensaio de viabilidade celular com MTT para os compostos ECD10-1 e ECD20-1 isolados
da P. klotzschianum. Controle -1: células e meio. Controle -2: células+ meio+ DMSO 10%.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta investigacdo trouxe uma contribuicdo para o conhecimento fitoquimico
ao examinar os constituintes fixos presentes nas raizes e os volateis extraidos das
partes da Piper klotzschianum Kunth, que quando comparados com dados da
literatura chamou atencéo para uma possivel descoberta de um quimiotipo diferente
da planta. Trazendo ainda o estudo do efeito da variacdo sazonal sobre a
composicdo dos Oleos essenciais presentes nas folhas da Achyrocline satureioides
(Lam.) DC que também revelou um quimiotipo diferente para a espécie estudada,
além de realizar avaliagbes das atividades bioldgicas (citotdxica, larvicida e
viabilidade celular) dos extratos, das substancias isoladas das raizes da P.
klotzschianum e dos volateis extraidos das duas plantas.

Sendo assim através do estudo do extrato etandlico das raizes da Piper
klotzschianum e com a utilizacdo das técnicas de cromatografia classica e
recristalizacdo foi possivel isolar 4 substancias e identifica-las através das técnicas
de RMN 1D, sendo isolados dois alcaloides (piperovatina e tetra-
hidropiperlonguminina), classe de substancias amplamente encontradas em plantas
do género piper, e a mistura dos esteroides estgmasterol e $-seitosterol comumente
encontrados como metabdlicos secundarios de varias espécies. Sendo identificados
também 4 substancias através das técnicas de CG-EM, os ésteres graxos (miristarto
de metila, palmitato de metila e o metil ester do acido 9-octadecenoico).

Os Oleos essenciais extraidos das folhas, caules e raizes da P. klotzschianum
apresentam como constituinte principal o 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, sendo
ainda encontrados seis substancias (cis-B-ocimene, a-ocimene, a-terpinolene, -
caryophyllene, (Z,E)-a-farnesene, T-cadinol) que estdo sendo relatadas pela primeira
vez para os volateis da espécie. Ja para a A. satureioides podemos perceber que de
uma estacdo para a outra seus componentes volateis majoritarios tiveram uma
alteracao significativa, onde no inverno o percentual de B-cariofinelo é superior ao de
a-humuleno, que tem suas propor¢des invertidas no verdo. Através da analise
comparativa dos volateis das plantas estudadas com dados da literatura € possivel
concluir que as espécies de plantas compdem uma variedade quimica diferente.
Podendo se tornar alvo de pesquisas ainda mais aprofundadas, uma vez que assim
como houve modificacdo na composicdo quimica dos volateis, 0 mesmo pode
ocorrer com o0s constituintes fixos da espécie, alterando suas atividades e podendo

fornecer novas moleculares bioativas.
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No ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina todas as
amostras de 0leos essenciais apresentam-se altamente ativas com destaque para os
volateis das folhas da A. satureioides com ClLso= 3,12 ppm e para 0s Volateis
extraidos das folhas, caules e raizes da P. klotzschianum obtiveram CLso= 13,70;
15,51 e 6,69 respectivamente. Nos testes de atividade larvicida utilizando larvas do
mosquito Aedes aegypti que se encontravam no terceiro instar foram constatados
resultados promissores, sendo calculado uma CLso= 3,60 ppm para o EERPK, e
CLso= 0,27 ppm para piperovatina extraida no fracionamento da FC, demostrando-se
potencialmente eficientes no controle das larvas do mosquito vetor, enquanto a
FACOET obteve um valor para CLso= 323,65ppm demostrando uma baixa atividade e
a FAq foi totalmente inativa frente as larvas do mosquito Aedes aegypti. No teste de
viabilidade celular com MTT podemos avaliada apenas para as substancias isoladas
da FC a piperovatina e tetra-hidropiperlonguminina, pode-se perceber que a tetra-
hidropiperlonguminina teve um resultado positivo frente aos controles, onde de
alguma forma a substancia fornece condi¢cdes para ativacao celular, mantendo suas
fungcbes metabdlicas em plena atividade, o que nado foi percebido para a
piperovatina. Entretanto ficou claro que ambas as substéncias n&o apresentaram
toxicidade frente a células de mamiferos nas concentracfes avaliadas.

Assim, este trabalho contribuiu para o conhecimento fito e geoquimico das
espécies Piper klotzschianum (kunth) e Achyrocline satureioides (Lam.) DC com a
comprovacdo de algumas atividades biolégicas, que futuramente podem vir a ser
exploradas minunciosamente no intuito de maiores contribuicées na descoberta de
novas substancias bioativas, na producéo de bioinseticidas, farmacos e que venham
a explorar as potenciais atividades citotoxicas e toxicologicas das espécies

estudadas.
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