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RESUMO

No presente trabalho foi determinada a composi¢éo quimica do 6éleo essencial das
partes aéreas de Manekia obtusa e das folhas e galhos de Piper cubataonum, através de
CG-EM e CGxCG. A analise por CG-EM revelou para o 6leo essencial de M. obtusa 22
constituintes, sendo majoritariamente formado por sesquiterpenos oxigenados. Para o
Oleo essencial das folhas e galhos de P. cubataonum, foi possivel identificar 14 e 20
constituintes, respectivamente, sendo que ambos os 6leos apresentam os alilfendis,
dilapiol e apiol, como majoritarios. Através da andlise por CGxCG, foi possivel
caracterizar 128 constituintes diferentes dos trés 6leos essenciais analisados, sendo 80
constituintes nas partes aéreas de M. obtusa, 57 e 66 constituintes nas folhas e galhos de
P. cubataonum, respectivamente. Realizou-se o0 estudo fitoquimico do extrato
diclorometanico das partes aéreas de M. obtusa, resultando no isolamento de cinco
substancias: duas amidas, aegelina (MO 1) e cinamamida (MO 2), uma mistura dos
esteroides B-sitosterol e estigmasterol (MO 3A e MO 3B) e o esteroide estigmast-4-en-3-
ona (MO 4). O estudo fitoquimico do extrato metandlico das raizes de P. cubataonum
resultou no isolamento de onze substancias, sendo quatro alilfendis: miristicina (PCR 1),
apiol (PCR 2), dilapiol (PCR 3) e elemicina (PCR 4); duas lignanas: rel-(7R,8S,7'S,8'S)-
4’,5’-metilenodioxi-3,4,5,3'-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana (PCR 5) e epigrandisina (PCR 6);
duas aristolactamas: cefaranona B (PCR 7) e piperolactama A (PCR 8); e trés esteroides
ja isolados anteriormente de M. obtusa, sendo uma mistura de (B-sitosterol e estigmasterol
(MO 3A e MO 3B) e o estigmast-4-en-3-ona (MO 4). As atividades antimicrobianas e
citotoxidade foram avaliadas para os extratos e 6leos essenciais, onde se destaca a forte
atividade antimicrobiana do extrato diclorometanico e do 6leo essencial de M. obtusa
contra Candida albicans, sendo superiores ao medicamento de referéncia (nistatina)
utilizado. Para o estudo da atividade inseticida, realizado na Universidade de Nevada,
foram sintetizados o0s constituintes isolados de M. obtusa, ndo disponiveis
comercialmente, neste caso, a estigmast-4-en-3-ona (MO 4) e a amida (S)-aegelina (MO
1), sendo esta ultima sintetizada por duas rotas diferentes. Além disso, realizou-se a
sintese da (R)-6'-desmetoxi aegelina (andlogo da aegelina). Os trés constituintes
sintetizados, juntamente com o0s demais isolados de M. obtusa (adquiridos
comercialmente) foram submetidos a ensaios de atividade inseticidas frente a Spodoptera
exigua, individualmente ou em misturas. O esteroide MO 4, a mistura das amidas e a
mistura total diminuiram a taxa de sobrevivéncia de S. exigua. A amida MO2 e a mistura
das amidas reduziram a massa da pupa e retardaram o desenvolvimento larval.
PALAVRAS-CHAVES : Piper cubataonum; Manekia obtusa; 6leo essencial; fitoquimica;

lighanas; aristolactamas; amidas; inseticida; sintese.
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ABSTRACT

In this study, the chemical composition of the essential oil from the aerial parts of
Manekia obtusa and the leaves and branches of Piper cubataonum were analyzed by GC-
MS and GCxGC, separately. The M. obtusa essential oil revealed 22 constituents by GC-
MS, which were mainly composed by oxygenated sesquiterpenes. Essential oil from
leaves and branches of P. cubataonum, showed 14 and 20 identified constituents,
respectively and both oils presented the allylphenols, dillapiole and apiole, as main
constituents. The GCxGC analysis characterized 128 different constituents of the three
essential oils, of which 80 were constituents for M. obtusa aerial parts, 57 and 66
constituents for P. cubataonum leaves and branches, respectively. The phytochemical
study of the dichloromethane extract from M. obtusa yielded five substances: two amides,
aegeline (MO 1) and cinnamamide (MO 2), a mixture of steroids B-sitosterol and
stigmasterol (MO 3A and MO 3B) and the steroid stigmast-4-en-3-one (MO 4). From
methanol extract of the roots of Piper cubataonum, eleven substances were isolated,
including four allylphenols: myristicin (PCR 1), apiole (PCR 2), dillapiole (PCR 3) and
elemicin (PCR 4); two lignans: rel-(7R,8S,7'S,8'S)-4',5-methylenedioxy-3,4,5,3'-
tetramethoxy-7,7’-epoxylignan (PCR 5) and epigrandisin (PCR 6); two aristolactams:
cepharanone B (PCR 7) and piperolactam A (PCR 8) and three steroids previously
isolated from M. obtusa: the mixture of B-sitosterol and stigmasterol (MO 3A and MO 3B)
and stigmast-4-en-3-one (MO 4). The antimicrobial and citotoxic activities were evaluated
for the extracts and essential oils. The dichloromethane extract and essential oil of M.
obtusa revealed stronger antimicrobial activity against Candida albicans than the
reference drug used. For the insecticidal activity, performed at the University of Nevada,
the isolated constituents of M. obtusa, (which are not commercially available) were
synthesized, in this case, stigmast-4-en-3-one (MO 4) and the amide (S)-aegeline (MO 1),
the later was synthesized by two different routes. In addition, the synthesis of (R)-6'-
demethoxy aegeline (aegeline analog - NMO 1) was performed. The three synthesized
constituents along with other isolates of M. obtusa (commercially available) were
subjected, individually or in mixtures, to insecticides bioassays against Spodoptera
exigua. The MO 4 steroid, the amide mixtures and the total mixture decreased survival
rate of S. exigua. The amide MO 2 and the amide mixtures reduced pupal mass and
increased the period of larval development.

KEY-WORDS: Piper cubataonum; Manekia obtusa; essential oil; phytochemistry; lignans;

aristolactams; amides; insecticide; synthesis.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos
(SIMOES et al., 2003). A pesquisa com plantas medicinais tem sido, e continua a ser
considerada, uma abordagem frutifera para a procura de novos farmacos. A maior parte
da Flora é quimicamente desconhecida e o estudo sobre o uso medicinal associado as
plantas, auxilia nesta busca por compostos bioativos (MESQUITA et al., 2005).

Certamente, a terapéutica moderna, composta por um grande numero de
medicamentos com agdes especificas, ndo teria atingido o grau de desenvolvimento atual
se ndo fosse o auxilio dos produtos naturais, notadamente aqueles derivados de plantas
superiores. S&o inumeros os exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos, direta
ou indiretamente, de fontes naturais, especialmente de plantas, incluindo entre outros a
morfina, a pilocarpina, os digitdlicos, a quinina, a artemisinina, a atropina e a
escopolamina. Além disso, varios medicamentos de origem natural sdo usados no
tratamento do céncer (vimblastina, vincristina, taxol, camptotecinas) e no tratamento de
dislipidemias como as estatinas (CALIXTO, 2001). Na area dos medicamentos anti-
infecciosos (antibacterianos, antifungicos, antiparasitarios e antivirais) perto de 70% séao
derivados ou inspirados a partir da natureza (CRAGG; NEWMAN, 2007).

Apesar do aumento de estudos nesta area, os dados disponiveis revelam que
apenas 5-15% das cerca de 250.000 espécies de plantas superiores foram
sistematicamente, quimicamente e farmacologicamente investigadas (SIMOES et al.,
2003; CRAGG; NEWMAN, 2007).

1.1 PIPERACEAE

As Piperaceas sdo conhecidas desde o inicio do conhecimento da taxonomia
botanica. Linnaeus (1753) descreve Piper nigrum L. como a primeira espécie para o
género Piper, e mais 17 outras espécies (MEDEIROS, 2006).

A Familia Piperaceae, segundo Cronquist (1988), pertence a subclasse
Magnoliidae e esta posicionada na ordem Piperales (GUIMARAES; GIORDANO, 2004;
GUIMARAES; MONTEIRO, 2006). De acordo com Schubert et al. (2012), Piperaceae
compreende cinco géneros, os géneros Peperomia Ruiz & Pavon, Piper, Manekia
Trelease, Zippelia Blume e Verhuellia Miguel.

Piperaceae € uma familia que abrange a zona tropical e subtropical, ocorrendo em
ambos os hemisférios. A familia inclui cerca de 2.400 a 3.600 espécies. O Brasil possui

uma alta diversidade de Piperaceae, com mais de 500 espécies concentradas
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principalmente nas florestas Amazoénica e Atlantica, distribuidas nos géneros Piper,
Peperomia e Manekia (JARAMILLO; MANOS; ZIMMER, 2004; MONTEIRO;
GUIMARAES, 2008).

A utilizacdo comercial das Piperaceas € ainda muito restrita, algumas espécies,
entretanto, sdo valorizadas comercialmente ha muito tempo, como Piper nigrum, a
pimenta do reino, cujos frutos de sabor picante, sdo utilizados como condimento, onde
seus frutos maduros produzem a pimenta branca, enquanto os frutos verdes produzem a
pimenta preta (JOLY, 1984). Outra espécie de Piper bastante reconhecida € Piper
methysticum, kava-kava, a qual produz o fitoterapico indicado como sedativo (BARBOSA;
LENARDON; PARTATA, 2013).

1.2 O GENERO Manekia

O género Manekia (antigo género Sarcorhachis) apresenta cerca de 8 espécies,
distribuidas no Haiti, nas Pequenas Antilhas, sul da Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Colébmbia, Venezuela, Equador, norte do Peru e Brasil (Floresta Atlantica), ocorrendo do
nivel do mar até 2000 m de altitude (GUIMARAES; ICHASO; COSTA, 1978; ARIAS et al.,
2006; WANKE et al., 2007).

Manekia obtusa Miqg (Figura 1) é popularmente conhecida como pimenta-do-mato,
ocorrendo no Brasil nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa
Catarina e Parana (GUIMARAES; ICHASO; COSTA, 1978; CERVI; HATSCHBACH; VON
LINSINGEN, 2007; MONTEIRO; GUIMARAES, 2008). Esta espécie caracteriza-se pelo
hébito escandente, inflorescéncias axilares e terminais, lamina ovada e nervagéo
campilédroma. Com bractea peduncular e o conectivo expandido dos estames,
florescendo e frutificando de dezembro a abril (MONTEIRO; GUIMARAES, 2009).

Figura 1. Espécie Manekia obtusa.
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O género Manekia apresenta poucos estudos quimicos e biolégicos. Os estudos
que envolvem este género geralmente sdo botanicos (JARAMILLO; MANOS; ZIMMER,
2004; ARIAS; WILLIAMS, 2008). No que diz respeito aos estudos quimicos e biolégicos
de Manekia, no trabalho de Williams et al. (2003), a fragcdo hexanica do extrato bruto
metandlico de Manekia naranjoana demonstrou atividade antileishmaniase (ICso = 5 ug
mL™), esta fracéo foi purificada resultando no isolamento da aegelina (1) (Figura 2), cujas

propriedades antileishmaniases ainda ndo haviam sido descritas (ICs = 3,5 pg mL™).

Figura 2. Estrutura quimica de aegelina (1).

Benitez e Stashenko (2009) estudaram a atividade antibacteriana de Manekia
sidowii que foi ativa contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus subtilis.
Além disso, Chaverri; Diaz; Ciccio (2011) estudaram o 6leo essencial de M. naranjoana, o
qual revelou uma composi¢cdo quimica constituida majoritariamente por hidrocarbonetos
monoterpénicos. No estudo de Marques et al. (2003), o Oleo essencial das folhas
apresentou como constituintes majoritarios 6-3-careno (57%), a-pineno (6,3%) e safrol
(4,0%) e para os galhos 6-3-careno (41%), seguido de safrol (8,3%) e B-elemeno (7,2%).

No estudo fitoquimico de Manekia obtusa, realizado por nosso grupo de pesquisa,
no trabalho de Fernandes (2006) foram isolados a amida aegelina (1) (Figura 2) e os
esteroides [3-sitosterol e estigmasterol. Souza (2011) também realizou o estudo
fitoquimico de M. obtusa, o qual o extrato hexénico das folhas forneceu: mistura dos
hidrocarbonetos hexadecano, heptadecano, octadecano, nonadecano, nonacosano; 0s
ésteres octadecanoato de etila, hexadecanoato de metila e palmitato de etila; os
sesquiterpenos copaeno, aromadendreno, a-curcumeno, eudesma-4(14),11-dieno, a-
selineno, y-cariofileno, cadineno, a-cadinol, 6xido de aromadendreno, longipinocarvona,
epoxido de isoaromadendreno; o diterpeno fitol; e os esteroides: campesterol,
estigmasterol e B-sitosterol. Além disso, isolou-se a flavona 7,4’-dimetilapigenina (2) e a
mistura dos flavonoides 2',6'-diidroxi-4'-metoxichalcona (3) e 5-hidroxi-7-metoxiflavanona
(4) (Figura 3).
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Figura 3. Constituintes isolados de M. obtusa, 7,4-dimetilapigenina (2), 2',6'-diidroxi-4'-
metoxichalcona (3) e 5-hidroxi-7-metoxiflavanona (4 ).

Neste estudo (SOUZA, 2011), a fracdo denominada Apf50 mostrou-se ativa para
as bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis e a substancia isolada
7,4’ -dimetilapigenina mostrou-se ativa para os fungos Fonsecaea pedrosoi, Microsporum
canis e Microsporum gypseum. No estudo do mesmo grupo de pesquisa a fracdo
hexanica apresentou-se ativa contra Leishmania amazonenses com CIM de 49,25
ug mL™, contra L. chagasi esta frac&o foi menos ativa com CIM de 139 yg mL™, porém os
constituites isolados ndo apresentaram atividade antileishmaniases (MARQUES et al.,
2013).

1.3 O GENERO Piper

O género Piper, € o maior género da familia Piperaceae, apresentando
distribuicdo pantropical, sendo constituido por arbustos, ervas e lianas (JARAMILLO;
MANOS; 2001). A espécie Piper cubataonum C. DC. (Figura 4), ocorre no Sudeste do
Brasil, nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (MONTEIRO;
GUIMARAES, 2009). Esta espécie apresenta-se como um arbusto de 1 a 3 m de altura,
com ramos decumbentes, tricomas vilosos que se distribuem por quase toda a planta e
se mostram alvos em material fresco. Além disso, apresenta laminas ovadas e espigas
eretas, florescendo e frutificando de novembro a marco (MONTEIRO; GUIMARAES,
2009).
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Figura 4. Espécie Piper cubataonum.

As espécies do género Piper tém sido amplamente estudadas e séo
particularmente ricas em constituintes quimicos com potencial econdmico e/ou
implicagbes ecologicas. Dentre as espécies estudadas, diferentes compostos tém sido
encontrados como: alcaloides/amidas (5), lignanas (6), flavonoides (7), neolignanas (8),
alilfendis (9), esteroides, pironas (10), terpenos (11), chalconas (12), entre outros (Figura
5). Os metabolitos secundarios tém sido encontrados em todas as partes da planta,
incluindo folhas, caules, raizes e inflorescéncia (SENGUPTA; RAY, 1987; PARMAR et al.,
1997; DYER et al., 2004).
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Figura 5. Constituintes quimicos isolados do género Piper (5-12).

Até 2004, apenas 10% das espécies de Piper haviam sido fitoquimicamente
estudadas. Nestas espécies encontraram-se 667 compostos diferentes, distribuidos como
segue: 190 alcaloides/amidas, 49 lignanas, 70 neolignanas, 97 terpenos, 39
propenilfendis, 15 esteroides, 18 kavapironas, 17 chalconas/diidrochalconas, 16 flavonas,
6 flavanonas, 4 piperolideos e 146 de outros compostos que ndo se enquadram em um
grupo comum maior de metabdlitos secundarios (DYER; RICHARDS; DODSON; 2004).

Dentre os constituintes isolados, algumas propriedades biologicas tém sido
encontradas como: atividade antimicrobiana, inseticida, anti-inflamatdéria, anticancerigena,

antileishmaniase, hepatoprotetora, antioxidante entre outras (PARMAR et al., 1997).

1.4 CONSTITUINTES ISOLADOS DAS ESPECIES

Este trabalho contempla o isolamento de constituintes quimicos de M. obtusa e P.
cubataonum, e a andlise de 6leos essenciais. Dentre as classes isoladas destaca-se as

piperamidas, aristolactamas e lignanas. Desta forma, realizou-se uma revisdo destas
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classes, descrevendo a ocorréncia destes constituintes em Piper e Manekia, juntamente

com uma subsecao de 6leos essenciais.

1.4.1 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo produtos volateis de origem vegetal, obtidos por processo
fisico (destilacao por arraste com vapor de 4gua, destilagdo a pressdo reduzida ou outro
método adequado). Podem apresentar-se isoladamente ou misturados entre si,
retificados, desterpenados ou concentrados (ANVISA, 1999).

Existem inlmeras espécies vegetais que apresentam espécies aromaticas, dentre
elas encontram-se as espécies das familias: Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae,
Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rutaceae e Verbenaceae
(SIMOES et al., 2003; BANDONI; CZEPAK, 2008).

Diversas espécies da familia Piperaceae tém seus 6leos essenciais estudados e
caracterizados quimicamente, dentre elas as espécies Piper hispidinervium e Piper
callosum que possuem elevado teor de safrol em suas partes aéreas. O safrol é
importante industrialmente devido a presenca do grupo piperonila, o qual a partir de
transformacfes quimicas, € possivel obter o piperonal e &cido piperonilico utilizados na
indastria farmacéutica e no comércio de perfumes e cosméticos (MAIA et al., 1987).
Através do grupo piperonila pode-se obter também o butdxido de piperonila, importante
para a sintese de inseticidas a base de piretroides (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).
O safrol pode ser utilizado ainda como matéria prima na preparagdo de farmacos de
natureza catecolica, como dopamina, isoproterenol, a-metil dopa, entre outros (COSTA,
2000).

Devido a sua frequente presenca nos vegetais e variedade na composicao
guimica, os 6leos essenciais constituem objetos de extensivos estudos visando identificar
atividades biolégicas, e os resultados apontam um potencial terapéutico importante
(HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007). S&o muitas as propriedades
farmacologicas atribuidas aos Oleos essenciais, como por exemplo, acéo
antiespasmédica, acdo sobre o aparelho digestivo, acdo cardiovascular, acado
antiparasitaria, acdo sobre o SNC, acéo anti-inflamatéria, acdo antiséptica entre outros
(SIMOES et al., 2003; CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2005, BANDONI; CZEPAK,
2008).

1.4.2 Identificacdo de 6leos essencias por cromatografia em fase gasosa

Atualmente CG-EM é a técnica associada mais frequentemente utilizada para a

caracterizacao e identificacdo dos 6leos volateis. Um vez que os Oleos essenciais contém
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centenas de constituintes, co-eluicdes sdo inevitdveis. Desta forma, uma separacdo
completa de todos os constituintes da amostra muitas vezes nao é alcancada, devido a
esta complexidade da composicdo dos Oleos e a da analise (alto numero de
componentes, co-eluicdes devido a similaridade e is6bmeros) (SILVA, CARDEAL;
MARRIOT, 2008; MATEUS et al., 2010). Amostras como petréleo e derivados, alimentos,
perfumes e amostras ambientais, apresentam a mesma caracteristica, sendo
frequentemente muito complexas, para que se possa atingir a separacdo de seus
constituintes em apenas uma fase estacionaria (ZINI, 2009).

A alta complexidade dos cromatogramas necessitam de novos caminhos da
cromatografia, como a Cromatografia em fase Gasosa Bidimensional Abrangente
(CGxCG), na qual duas separacdes com mecanismos diferentes sdo aplicadas em todo
analito, criando uma separacéo ortogonal (DALLUGE; BEENS; BRINKMAN, 2003).

Para que uma técnica cromatogréfica multidimensional seja considerada
abrangente, todo o efluente da primeira dimens&o, ou uma parte suficientemente
representativa do mesmo, devera ser introduzido na segunda dimensdo, mantendo as
caracteristicas da separagéo ocorrida na primeira dimensdo. Se apenas algumas regides
da primeira dimensdo forem introduzidas na segunda, a técnica ser4 multidimensional,
mas ndo abrangente. Na cromatografia em fase Gasosa Bidimensional (CG-CG) de
fracbes parciais (heart-cut), pequenas fracdes do efluente da primeira coluna sédo
transferidas para uma segunda coluna, sendo, portanto, uma técnica ndo abrangente
(MUHLEN et al., 2007).

A primeira tentativa de implantacdo de uma separacdo bidimensional em
cromatografia em fase gasosa foi em 1958 por Simmons e Snyder, porém foi em 1991,
que nasceu a CGxCG, através da contribuicdo de Liu e Phillips, cujo sistema é
caracterizado pela utilizacdo sequencial de duas colunas (MUHLEN et al., 2007; ZINI,
2009).

A grande vantagem da CGxCG frente a CG-CG ou a CG monodimensional é a
grande capacidade de pico da técnica, definida como nimero maximo de compostos que
podem ser separados em uma mesma analise. Portanto, pode-se dizer que a capacidade
de pico da 1D € n; sinais, enquanto que a da 2D € n; sinais, podendo-se dizer que a
capacidade de picos da CGxCG sera n;xn, sinais visto que toda a amostra € submetida a
separacdo em ambas as colunas. Comparativamente, a capacidade de pico da CG-CG
sera n;+n,, uma vez que apenas uma fragdo da amostra € submetida a separacao na 2D
(PEDROSO et al., 2009), conforme observado na Figura 6.
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Figura 6. Representacdo do aumento da capacidade do pico: (A) CG monodimensional; (B)
CG-CG e (C) CGxCG. Fonte: SHELLIE, R.; MARRIOTT, P. Opportunities for ultra-high
resolution analysis of essential oils using compreh ensive two-dimensional gas
chromatography: a review. Flavour and Fragrance Jou rnal, v. 18, p. 179-191, 2003.

A CGxCG apresenta dois diferentes mecanismos de separa¢do (ortogonais), as
guais sao aplicadas em toda a amostra. A amostra € primeiramente separada através de
uma coluna capilar de CG com dimensbes convencionais de 15-30 m x 0,25-0,32 mm de
didmetro interno x 0,1-1 uym de espessura do filme, com tempo de andlise de 45 a 120
minutos e usando programacao de temperatura. A fase estacionaria geralmente utilizada
na 1D é apolar (100% polidimetilsiloxano ou 5% fenil-polimetilsiloxano), porém diferentes
fases podem ser utilizadas, de acordo com as caracteristicas da amostra. Uma interface,
denominada modulador é usada para separar o efluente da primeira coluna em um
grande numero de pequenas fracdes. Desta forma, cada fracdo individual é refocada, e
injetada na segunda coluna, a qual € menor e mais fina que a primeira, apresentando
como dimensdes 1-2 m x 0,1 de didmetro interno x 0,1 ym de espessura de filme e
andlises extremamente rapidas 1-10 s, consideradas essencialmente isotérmicas. A
separacao em segunda coluna utiliza fase estacionaria diferente da primeira dimenséo,
sendo geralmente polar ou de acordo com a nhatureza da amostra (polietilenoglicol -
Carbowax ou 50% fenil-polidimetilsiloxano), garantindo a condicdo ortogonal requerida
para a separacdo (DALLUGE; BEENS; BRINKMAN, 2003).
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Em um sistema de colunas convencional apolar x polar, a separacdo em uma
primeira dimensdo ocorre essencialmente pelas pressdes de vapor dos analitos e a
insercdo de uma segunda coluna polar, faz com que analitos, com pressfes de vapores
préximas possam ser separadas de acordo com a suas interacdes polares. Existem ainda
0s sistemas inversos polar x apolar, bem como uso de outros tipos de coluna como de
média polaridade, enantioseletiva, entre outros, que deve ser previamente testado de
acordo com a amostra a ser analisada (DALLUGE; BEENS; BRINKMAN, 2003, ZINI,
2009).

O modulador é considerado o coracado de um sistema CGxCG. A introducdo de
um modulador entre as duas colunas faz com que o efluente da primeira dimenséo seja
introduzido na segunda dimens&o, preservando a separacdo alcancada na 1D. Existem
dois tipos basicos de interfaces: a base de valvulas e moduladores térmicos (que se
dividem em de aquecimento e criogénico) (ZINI, 2009). O primeiro engloba dispositivos
baseados em vélvulas dispersoras de comando eletrénico ou pneumatico instaladas entre
as colunas. Esses moduladores apresentam como grande inconveniente o fato de néo
haver reconcentragéo das fragdes (PEDROSO et al., 2009).

Moduladores térmicos do tipo criogénico empregam jatos de fluido criogénico
(CO, ou N,) diretamente sobre a coluna, gerando uma armadilha criogénica. Valvulas
instaladas fora do forno séo abertas e fechadas sincronizadamente, criando ciclos de
modulagéo através do resfriamento alternado de sec¢des da 2D. As principais vantagens
destes moduladores sé@o sua robustez (eles ndo tém partes moveis) e a alta eficiéncia de
resfriamento. Estes moduladores séo os mais empregados e apesar do amplo uso, nao
existe um Uunico modelo que seja considerado melhor para todas as aplicacbes
(PEDROSO et al., 2009; ZINI, 2009).

Independente do modelo, um modulador deve apresentar trés funcdes: 1)
continuamente acumular fragdes de efluente da 1D; 2) refocar as fracdes retidas; e 3)
injetar as fracOes retidas como pequenas fracbes na coluna da segunda dimensao
(DALLUGE; BEENS; BRINKMAN, 2003).

A Figura 7, exemplifica o processo de separacdo através de CGxCG, em que uma
banda cromatogréfica larga, que apresenta co-eluicdo de trés analitos na 1D (A), é
fracionada e eluida na 2D, gerando um cromatograma bruto (B). Os cromatogramas
individuais das fragBes séo transformados através de softwares adequados (C) e geram
gréficos sinal x 'tz x “tg como diagrama tridimensional (D). Além disso, observa-se que a
compressao das bandas cromatograficas decorrente da modulagcdo proporciona um
aumento significativo da detectabilidade: ao invés de eluir como um sinal largo e pouco
intenso, cada analito elui como uma série de sinais estreitos e intensos (altas relacbes
sinal/ruido), sendo facilmente detectados (PEDROSO et al., 2009).
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Figura 7. Construcdo de diagrama tridimensional. Fo  nte: PEDROSO, M. P. et al.
Cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxG  C). Quimica Nova, v. 32. n. 2, p. 421-
430, 2009.

O processo de modulacédo resulta em sinais com largura de 100 a 600 ms (10 a 50
vezes mais estreitos que na 1D-CG), o que requer detectores mais rapidos, com um
pequeno volume interno e com alta velocidade de aquisicdo dos dados para reconstruir
adequadamente os cromatogramas. Inicialmente a deteccdo CGxCG era limitada ao
detector de ionizacdo de chamas (DIC), uma vez que detectore modernos de DIC
possuem um volume interno desprezivel e podem adquirir dados nas frequéncias de 50-
200 Hz (DALLUGE; BEENS; BRINKMAN, 2003).

O uso de um detector de espectrometria de massas, que possibilita a obtencdo de
informagbes estruturais para identificagdo dos muitos compostos separados é
indispensavel (ZINI, 2009). Recentemente o espectrometro de massas por tempo de voo

(TOF) tem ganhado popularidade como um detector rapido. A frequéncia de aquisicéo de
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um TOF varia de 50 a 500 Hz, o que o torna um detector ideal para investigacao sobre
informacfes estruturais. Por outro lado, o0s espectrébmetros quadrupolos sao
extremamente populares e mais baratos que os TOF. Estes espectrdmetros apresentam
uma baixa velocidade de varredura (~20 Hz), resultando de trés a cinco pontos de leitura
ao longo dos sinais da segunda dimensdo. Porém, é possivel obter uma maior taxa de
aquisicdo e resultados satisfatorios, através da diminuicdo da faixa de massas
investigada ou monitorar apenas alguns ions durante a corrida (SHELLIE; MARRIOT;
HUIE, 2003; PEDROSO et al., 2009; ZINI, 2009).

A introducdo de uma varredura rapida através dos espectrémetros quadrupolos,
atua como um estimulo para a expanséao da técnica, fazendo com que diversos grupos de
pesquisas utilizem este sistema para CGxCG (MONDELLO et al., 2008).

1.4.3 Amidas - piperamidas

As amidas sdo os maiores constituintes do género Piper. As amidas naturais
podem ocorrer como alcamidas de cadeia aberta, aristolactamas, 4,5-dioxoaporfinicos,
ceramidas, amidas pirrolidinicas, piperidonicas e piperidinicas, ciclobutamidas e
cicloexamidas. O termo piperamida € restrito para descrever todos 0os compostos com a
presenca de um grupo aromatico e um grupo amida (NASCIMENTO et al., 2012).

Dados recentes revelam no total 277 amidas isoladas até 2012, o que representa
92% do numero de metabdlitos secundarios encontrados no género Piper. Muitas dessas
amidas apresentam atividades bioldgicas, como atividade antiplaquetaria, anti-
inflamatodria, antifingica, anticancerigena, antimicrobiana, alelopatica, antileishmaniase,
inseticida, hepatoprotetora entre outras (NASCIMENTO et al., 2012).

A rota biossintética das amidas varia de acordo com a estrutura quimica. Para a
amida aegelina (1) anteriormente isolada de M. obtusa, o &cido chiquimico € o precursor
comum para gerar as duas unidades envolvidas na condensacao final da biossintese,
sendo a fenilalanina e a tirosina (Figura 8). A fenilalanina sofre desaminacéo resultando
no acido cindmico e a tirosina sofre descarboxilacdo e posterior hidroxilacdo resultando
na B-hidroxitiramina. A condensacdo das duas unidades resulta na amida aegelina
(FERNANDES, 2006).
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Figura 8. Proposta biossintética para aegelina. Fon te: FERNANDES, G. G. Avaliagédo
Fitoquimica de Sarcorhachis obtusa — Piperaceae. 80f. Dissertagdo (Mestrado em Quimic a)
— Programa de Pés-Graduacéo em Quimica, Universidad e Federal do Parand, Curitiba, 2006.

Baseado nos artigos de revisdo de Parmar et al. (1997), Nascimento et al. (2012),
Gutierrez; Gonzalez; Vadillo (2013), foi construida a Tabela 1, com as piperamidas
simples encontradas no género Piper e Manekia, que apresentam estrutura quimica
semelhante a substancia isolada de M. obtusa, aegelina. Uma revisdo completa de todas

as amidas isoladas de Piper pode ser obtida nos artigos citados acima.



Tabela 1. Algumas amidas isoladas de

Piper e Manekia.
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Substancia R R, R; R, Rs Re R- Espécie Referéncia
. . . CHEN; CHEN;
taiwanamida A OH OMe H H H OMe | OMe | P.taiwanense
LIAO, 2007
. . . CHEN; CHEN;
taiwanamida B OMe | OMe H H H OMe | OMe | P. taiwanense
LIAO, 2007
. . . CHEN; CHEN;
taiwanamida C OMe | OMe H H OMe | OMe | OMe | P.taiwanense
LIAO, 2007
MAXWELL;
acetato de
) H H H OAc H OMe H P. guayranum | RAMPERSA,
tembamida
1989
N-benzoil . BANERGI et
) ) H H Ac H H H H P. auratiacum
fenilalanina al., 1979
ORJALA,;
. WRIGHT;
aduncamida OH | OMe H H H OH OMe P. aduncum
STICHER,
1993
N-2-(3,4',5'-
trimetoxifenil)etil- o RUIZ et al.,
) . OH H H H OMe | OMe | OMe P. hispidum
2-hidroxi 2011
benzamida
Substancia Espécie Referéncia
alatamida P. guayranum MAXWELL; RAMPERSA, 1989
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Tabela 1. Algumas amidas isoladas de  Piper e Manekia (continuacao).

Substancia Espécie Referéncia
.. . . . . . BANDYOPADHYAY;
3',4’-diidroxi-6’-(N-etilamina)benzamida P. nigrum
NARAYAN; VARIYA, 1990

Substancia Espécie Referéncia

N-isobutil(3’,4’-dimetoxi)benzamida P. amalago ACHENBACH et al., 1986

Substancia Espécie Referéncia

. ) ) P. arboricola HE etal., 1981
3-(3',4’-dimetoxi)-propanamida

P. sintenense CHEN et al., 2002

Substancia Espécie Referéncia

E-cinamamida P. taiwanense CHEN et al., 2004
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Tabela 1. Algumas amidas isolad as de Piper e Manekia (continuacao).

Substancia Espécie Referéncia
awaina P. methysticum DRAGULL; YOSHIDAB; TANG, 2003
O
3 "
\/{LN L . 55
2 |
H =3
Substancia R R, R3 R4 Rs Espécie Referéncia
N-trans-(3’,4’-dimetoxi ACHENBACH
) . o H OMe | OMe | Me | Me P. amalago
cinamoil)isobutilamina etal., 1986
N-trans-(2',3",4'- ACHENBACH
) . . o OMe | OMe | OMe | Me | Me P. amalago
trimetoxicinamoil)isobutilamina etal., 1986
. . ACHENBACH
N-trans-(3’,4’-metilenodioxi P. amalago
. . o H OCH,0 Me Me etal., 1986
cinamoil)isobutilamina .
P. nigrum WEI et al., 2004
N-trans-(3',4’-metilenodioxi-2’- ACHENBACH
L . o OMe OCH,0 Me | Me P. amalago
metoxicinamoil)isobutilamina etal., 1986
N-trans-(3',4'-
. L . ACHENBACH
metilenodioxicinamoil) H OCH-,0 Me Et P. amalago
et al., 1986
isopentilamina
N-trans-(3',4'-
. L . n- ACHENBACH
metilenodioxicinamoil)n- H OCH,0 H . P. amalago
propil et al., 1986
pentilamina
Ry
e R
Substancia R R, Espécie Referéncia
piperlotina J OAc OH P. lolot Ll et al., 2007
piperlotina K OH OH P. lolot Ll et al., 2007
piperlotina L OAc OAc P. lolot Ll et al., 2007




Tabela 1. Algumas amidas isoladas de

Piper e Manekia (continuacao).
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Substancia R1 R, R; R, Rs Espécie Referéncia
. POSSO; DIAZ; DIAZ,
P. steerni
N-trans-cinamoiltramina | H H H H OH 1994
P. taiwanense CHEN et al., 2004
N-trans-feruloil-3-O- o CHEN; LIAO; CHEN,
_ ) OH | OMe | H | OMe OH P. philippinum
metildopamina 2007
P. argyrophylum SINGH et al., 1996
P. kadsura LIN et al., 2006
N-trans-p-
A H OH H H OH TABOPDA et al.,
coumaroiltiramina P. umbellatum
2008
P. sanctum MATA et al., 2004
P. argyrophylum SINGH et al., 1996
s . . NAKATANI; INATANI;
N-trans-feruloiltiramina | OH | OMe | H H OH P. nigrum
FUWA, 1980
P. sanctum MATA et al., 2004
N-cis-feruloiltiramina OH | OMe | H H OH P. argyrophylum SINGH et al., 1996
. Manekia WILLIAMS et al.,
aegelina H H OH H OMe )
naranjoana 2003
Substancia R1 R, Espécie Referéncia
paprazina OH OH P. nigrum EE et al., 2009
N-benzilcinamida H H P. submultinerve NOBSATHIAN et al., 2011
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Tabela 1. Algumas amidas isolad as de Piper e Manekia.

Substancia Espécie Referéncia
pipercallosidina P. callosum PRING, 1982
@)
M

10

Substancia Espécie Referéncia

(2E,4E)-N-[(4’-hidroxi-3'-metoxi-fenill)etil]dec-

] ) P. boehmeriaefolium TANG et al., 2011
2,4-dienamida

1.4.4 Aristolactamas

As aristolactamas sdo substancias que contém um grupo fenantreno, as quais
fazem parte de uma classe de compostos geralmente encontrada na familia
Aristolochiaceae. Elas também tém sido descritas nas espécies das familias
Annonaceae, Monimimaceae, Menispermaceae e Piperaceae. Mesmo que as
aristolactamas nao sejam basicas, elas séo classificadas como aporfinoides, visto que
seus esqueletos sdo semelhantes aos alcaloides aporfinicos (KUMAR; PRASAD;
PARMAR, 2003).

Pouco se sabe da biossintese das aristolactamas, elas s&o, contudo,
biogeneticamente relacionados aos alcaloides aporfinicos dos quais sdo provavelmente
derivados (KUMAR; PRASAD; PARMAR, 2003), como pode ser visualizado na Figura 9.
Os alcaloides 4,5-dioxoaporfinicos, derivados dos aporfinicos, seriam os intermediarios
da biossintese das aristolactamas. A relagdo estrutural entre os dois grupos de produtos
naturais, sugere que o acido aristoloquico € derivado das aristolactamas, de acordo com
Castedo; Suau; Mourifio (1976) e Lin et al. (1997).
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COOH COOH 00
O NO O NH, O
SEPOLAESE ‘ -

Figura 9. Proposta biossintética para aristolactama s. Fonte: CASTEDO, L.; SUAU, R;
MOURINO, A. A revised structure for pontevedrinene. Tetrahedron Letters, v.17, n. 6, p. 501-
502, 1976. LIN, W-H. et al. Alkaloids from the roots of  Aristolochia triangularis (). Journal of
Chinese Pharmaceutical Sciences, v. 6,n. 1, p. 8-1 3, 1997.

As aristolactamas apresentam diversas atividades biolégicas como atividade
anticancerigena, antimicrobiana, neuroprotetora, antimalarica, anti-inflamatoria,
antioxidante e citotoxico (KUMAR; PRASAD; PARMAR, 2003).

O isolamento de cefaranona B, aristolactama A Il, piperolactama A e B (Tabela 2),
de Piper longum foi o primeiro relato da ocorréncia de aristolactamas na familia
Piperaceae (DESAI; PRABHU; MULCHANDANI, 1988). Posteriormente, diversas
aristolactamas foram isoladas do género Piper, como pode ser verificado em artigos de
revisdo como Parmar et al. (1997), Kumar; Prasad; Parmar (2003) e Nascimento et al.
(2012). Através da analise desses artigos, bem como a base de dados Scifinder,

elaborou-se uma revisdo das aristolactamas encontradas em Piper (Tabela 2).



Tabela 2. Aristolactamas descritas no género

Piper.
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Substancia R1 R, R3 R, Rs Espécie Referéncia
cefaranona B OMe | OMe H H H SINGH et al.,
P. argyrophylum

1996

DESAI etal.,
P. attenuatum

1989
p DESAI etal.,
' 1989; ZHANG:

boehimeriaefolium

WEI; CHEN, 1999

P. sanctum MATA et al., 2004
. PENA; DIAZ,
P. chiadoense
1995
DESAI; PRABHU;
MULCHANDANI,
P. longum
1988; DESAI et
al., 1989;
DELGADO;
P. augustum AUVELLA; DIAZ,
1998
ARAUJO JUNIOR
P. tuberculatum
et al., 1999

P. wightii

BOLL et al., 1996

P. submultinerve

NOBSATHIAN et
al., 2012

P. wallichii

ZHAO; RUAN;
CAl, 2005; WEI,
etal., 2011

P. lolot

Ll etal., 2007

P. marginatum

CHAVES;
OLIVEIRA;
SANTOS, 2006

P. arborescens

TSAl et al., 2005

P. taiwanense

CHEN et al., 2004

P. betle

LIN et al., 2013




Tabela 2. Aristolactamas descritas

no género Piper (continuacao).
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Substancia R1 R, R3 R, Rs Espécie Referéncia

aristolactama A Il OMe OH H H H P. boehimeriaefolium | DESAI et al., 1989
P. hamiltonii DESAI et al., 1989
DESAI; PRABHU;

MULCHANDANI,

P. longum
1988; DESAI et
al., 1989
. ZHOU; YANG;
P. hancei
TU, 2005
ZHAO; RUAN;
P. wallichii CAl, 2005; WEI,
etal., 2011

P. kadsura KIM et al., 2011

P. attenuatum DESAI et al., 1989
GHOSH;
BHATTACHARY,
P. betle
2005; LIN et al.,
2013

P. lolot Ll et al., 2007
piperolactama A OH | OMe H H H DESAI; PRABHU;
P. longum MULCHANDANI,

1988; DESAI et
al., 1989; LIU et
al., 2009

P. argyrophylum

SINGH et al.,
1996

P. sanctum

MATA et al., 2004

P. boehimerifolium

DESAI et al., 1989

P. attenuatum

DESAI et al., 1989

P. hamiltonii

DESAI et al., 1989

P. wightii

BOLL et al., 1996

P. submultinerve

NOBSATHIAN et

al., 2012
P. kadsura KIM et al., 2011
P. lolot Ll etal., 2007
P. philippinum CHEN: LIAC:
CHEN, 2007
CHAVES;
P. marginatum OLIVEIRA,;

SANTOS, 2006

P. taiwanense

CHEN et al., 2004




Tabela 2. Aristolactamas descritas no género Piper (continuacao).
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Substancia R1 R, R3 R, Rs Espécie Referéncia
P. nigrum EE et al., 2008
P. betle LIN et al., 2013
piperolactama B OH | OMe | OMe H H . . OLSEN et al.,
P. acutisleginum
1993
P hv SINGH et al.,
. argyro um
gyropny 1996
P. boehimertfolium | DESAI et al., 1989
DESAI; PRABHU;
MULCHANDANI,
P. longum
1988; DESAI et
al., 1989
P. kadsura KIM et al., 2011
P. arborescens TSAl et al., 2005
P. taiwanense CHEN et al., 2004
piperolactama C OMe | OMe | OMe H H SINGH et al.,
P. argyrophylum
1996
P. boehimertfolium | DESAI et al., 1989
o MARQUES et al.,
P. scutifolium
2007
P. longum DESAI et al., 1989
P. wightii BOLL et al., 1996
. . DANELUTTE
P. crassinervium
et al., 2005
P. arborescens TSAl et al., 2005
P. taiwanense CHEN et al., 2004
piperolactama D OMe | OMe | OH H H SINGH et al.,
P. argyrophylum
1996
DESAI,
. . CHATURVEDI;
P. boehimertfolium
MULCHANDANI,
1990
DESAI,
CHATURVEDI;
P. attenuatum
MULCHANDANI,
1990
PENA; AVELLA;
P. bogotense
DIAZ, 2000.
P. taiwanense CHEN et al., 2013
EE et al., 2008,

P. nigrum

EE et al., 2009




Tabela 2. Aristolactamas descritas

no género Piper (continuagéo).
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Substancia R1 R, R3 R, Rs Espécie Referéncia
4-hidroxi-3-metoxi- OH OMe H Me H . . LANGE et al.,
o P. ribesioides
N-metilaristolactama 1992
P. taiwanense CHEN et al., 2004
piperolactama S OMe | OH H OMe H P. puberulum WU et al., 1997
P. kadsura LIN et al., 2006
piperolactama E OH OMe | OMe | Me H P. taiwanense CHEN et al., 2004
DELGADO;
P. augustum AUVELLA; DIAZ,
1998
caldensina OMe | OMe H Me H CARDOZO;
P. caldense
CHAVES, 2003
aristolactama BllI OH OMe H H OMe P. arborescens TSAI et al., 2005
goniotalactama OMe | OMe H OH P. arborescens TSAl et al., 2005
goniopedalina C OMe | OH | OMe H H , ) DANELUTTE
P. crassinervium
et al., 2005
2,3,4-trimetoxi-N- OMe | OMe | OMe | Me H ) ] DANELUTTE
o P. crassinervium
metilaristolactama et al., 2005
3-hidroxi-2-metoxi- H OH | OMe Me H
. . . DANELUTTE
N-metil P. crassinervium
et al., 2005
aristolactama
piperumbelactama OH OH H OMe H TABOPDA
P. umbellatum
C et al., 2008
piperumbelactama | OMe | OMe H OH H TABOPDA
P. umbellatum
A et al., 2008
piperumbelactama OH OMe H OH H TABOPTA
P. umbellatum
B et al., 2008
aristolactama A llla | OMe OH H H OH L WEI et al., 2011;
P. wallichii
ZHAO; RUAN;
CAl, 2005
P. kadsura LIN et al., 2006
FENG et al., 2009
P. hancei ZHOU; YANG;

TU, 2005
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Tabela 2. Aristolactamas descritas no género Piper.

Substancia R Espécie Referéncia
piperumbelactama D OMe P. umbelatum TABOPDA et al., 2008
N-hidroxi-aristolactama Il OH P. umbelatum TABOPDA et al., 2008
cefararona A H P. boehmeriaefolium ZHANG; WEI; CHEN, 1999
P. hancei FENG et al., 2009

1.4.5 Lignanas

O termo lignana foi primeiramente introduzido por Haworth (1948) que descreveu
esta classe como dimeros de unidades de fenilpropanoides (Cs-C3) ligadas pelo atomo de
carbono central Cg-Cg. Gottlieb (1978) propds que dimeros de fenilpropanoides ligados
por uma ligacao diferente de Cg-Cg, seriam neolignanas. Além disso, sdo consideradas
neolignanas as estruturas nas quais o &tomo de oxigénio proporciona a ligacao entre as
duas unidades C4-C3 (MACRAE; TOWERS, 1984; MOSS, 2000).

As lignanas sao amplamente distribuidas no Reino Vegetal. Mais de 200
constituintes desta classe foram encontrados em mais de 60 familias. Esta classe tem
revelado diversas atividades bioldgicas como agentes anticancerigenos, antivirais,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, hepatoprotetora entre outras. Ao nivel de ecologia
quimica, h& evidéncias que as lignanas desempenham um papel importante nas
interacbes planta-fungo, planta-planta e planta-inseto (MACRAE; TOWERS, 1984;
CUNHA et al. 2012).

As lignanas séo biossintetizadas através do acoplamento oxidativo de duas unidades
de fenilpropanoides, conforme visualizado na Figura 10. Os fenilpropanoides sao
derivados dos acidos aminados L-fenilalanina e L-tirosina, sendo a primeira etapa, a
eliminacdo de amoénia da cadeia lateral para gerar um apropriado acido cindmico com
configuracdo E. No caso de fenilalanina, originara o 4cido cinAmico e a tirosina, resultara
no acido 4-coumarico. A reducdo destes acidos via coenzima A, levar4d ao alcool
correspondente, sendo 0s que os principais percursores das lignanas sdo: p-coumaril,

coniferil e sinapil. As enzimas peroxidases ativam oxidag&o via um elétron do grupo fenol,
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permitindo a deslocalizacdo do elétron desemparelhado, resultando nas formas de
ressonéncia, com o deslocamento ocorrendo até a cadeia lateral. Em seguida, o
pareamento dos radicais das estruturas de ressonéancia resultam em um sistema dimérico
reativos ao ataque nucleofilico do grupo hidroxila do mesmo sistema ou por moléculas de
agua externas levando aos diferentes esqueletos de lignanas, sendo a maioria das
lighanas oxigenada em Cy ou Cy (MACRAE; TOWERS, 1984; DEWICK, 2009; CUNHA et
al. 2012).

Oxidagéo
NH» um elétron
Ellmlna(;ao
de amonia NADpH “H+
—_—
e
L-fenilalanina Acido cinamico
Acido 4-coumarico Alcool 4-coumarico
CHZOH
szOH CHon CH,OH
(=_
j 0]

Figura 10. Proposta biossintética de lignanas.

De acordo com a incorporacdo do oxigénio no esqueleto e o padréo de ciclizagéo,
pode ser reconhecido oito grupos estruturais de lignanas (Figura 11), sendo: furofurano
(13); furano (14); dibenzilbutano (15); dibenzilbutirolactona (16); dibenzilbutirolactol (17),
ariltetralina (18); arilnaftaleno (19); dibenzociclooctadieno (20) (MACRAE; TOWERS,
1984, UMEZAWA, 2003, CUNHA et al., 2012).
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Furofurano Tetraidrofurano

Com oxigénio 9(9') Sem oxigénio 9(9')

14

Dibenzilbutirolactona Dibenzilbutirolactol
Dibenzilbutano

8w

9,9'-diidroxidibenzilbutano Dibenzilbutano sem oxigénio 9(9')

Ariltetralina

Dibenzociclooctadieno

Qg
> 1D

CH
o LT

20

Figura 11. Diferentes esqueletos de lignanas (13-2 0).

E possivel encontrar uma grande diversidade na ligacdo dos dois
fenilpropanoides, bem como o grau de oxidagdo e tipos de substituintes. Os anéis
frequentemente encontrados incluem: 3-metoxi-4-hidroxifenil (guaiacil), 3,4-dimetoxifenil
(veratril), 3,4-metilenodioxifenil (piperonil), 3,5-dimetoxi-4-hidroxifenil (siringil) e 3,4,5-
trimetoxifenil.

Um grande numero de lignanas esta presente na familia Piperaceae, sendo que

0s esqueletos mais comuns sdo  furofurano,  9,9-diidroxidibenzilbutano,
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dibenzilbutilactona, dibenzilbutilactanol e furano sem o oxigénio 9(9’), conforme descrito
por Jensen; Hansen; Boll (1993), Parmar et al. (1997), Verza et al. (2009) e Gutierrez,

Gonzalez; Vadillo (2013). Uma revisdo das lignanas tetraidrofuranicas (sem o oxigénio

9(9") encontradas nas espécies de Piper, esté listada na Tabela 3.

Tabela 3. Lignanas tetraidrofuranicas encontradas e

m Piper.

Substancia Arq Ar, Espécie Referéncia
+)-calopiptina o PRASAD et al.,
*) PIp —0 P. wightii
< 1994a
_ TYAGI et al.,
It e) P. schmidtii
1993
futokadsurina-A _0 o)
KONISHI et al.,
P. futokadsura
— 2005
O HO
(+)-veraguensina __0 _0 CHEN; YU; XU,
P. futokadsura | 1993; KONISHI
~0 ~0 et al., 2005
ZHANG et al.,
P. puberulum
1992
L ABDALLAH;
P. cuneifolium
IBRAHAM, 1996
Substancia Arq Ar, Espécie Referéncia
(7"R,8R,7'S,8'R)-
3.4- _0
metilenodioxi- < )
P. solmsianum | MARTINS et al.,
3,4,5,5'"- @)
_ \ 2000
tetrametoxi-7,7’- O—_ OCHg3
epoxi-lignana
futokadsurina-B _0
< P. futokadsura | KONISHI et al.,
2005




Tabela 3. Lignanas tetraidrofurénicas encontradas e

m Piper (continuacao).
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Substancia Arq Ar, Espécie Referéncia
-)-galbelgina DUAN; ZHANG;
()-galbelg —0 —0 p. wallichii
YU, 2010
~ ~ PARMAR et al.,
o o P. thomsonii
1998
L PRASAD et al.,
P. wightii
1994
SUMATHYKUT
P. attenuatum
TY; RAO, 1991
CHEN; YU; XU,
P. futokadsura | 1993; KONISHI
et al., 2005
(+)-grandisina /O /O
P. MA et al., 1991
O O polysyphorum
Vol Vo
(-)-galbacina
O KONISHI et al.,
| P. futokadsura 2005
o
(7S,85,7'S,8'S)- o\/\/ 0
3',4’-dimetoxi- < |
3.4- o X —0 —— PRASAD et al.,
. wightii
metilenodioxi- 1994
7,7’-epoxi-
lignana
Substancia Arq Ar, Espécie Referéncia
(+)-galbelgina —0 —0
o PRASAD et al.,
P. wightii
-0 -0 19942




Tabela 3. Lignanas tetraidrofurénicas encontradas e

m Piper (continuacao).
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Substancia Arq Ar, Espécie Referéncia
(-)-grandisina MARTINS et al.,
0 _0 2000; MARTINS
. et al., 2003;
P. solmsianum
O (@) LEITE et al.,
\ O—_ \ O— 2012; RAMOS;
KATO, 2012
(7R,8R,7'R,8'R) /O
_3!,4!_ <
. .. MARTINS et al.,
metilenodioxi- @) ,
\ P. solmsianum 2003
3,4,5,5'- O— O
tetrametoxi-7,7'-
epoxi-lignana
(7R,8R,7'R,8'R)
-3,4,3',4'- < < _
_ _ o P. solmsianum | MARTINS et al.,
dimetilenodioxi-
_ _ 2003
5,5-dimetoxi- O\ O\
7,7'-epoxi-
lignana
Substancia Ar; Ar, Espécie Referéncia
galgravina 0 0 P. kadsura LIN et al., 2006
HAN et al.,
o) o) P. wallichii 1989; ZHAO;
RUAN, 2006
CHEN; YU; XU,
P. futokadsura | 1993; KONISHI
et al., 2005
. JOSHI; GARG;
P. schmidtii
BHAKUNI, 1990
ZHANG et al.,
P. puberulum
1992
ZHANG et al.,
P. mullesua
1998
machilina-F KONISHI et al.,
—0 —0 P. futokadsura
2005
e HO P mullesua ZHANG et al.,

1998




Tabela 3. Lignanas tetra idrofurénicas encontrada s em Piper (continuacao).
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(-)-futokadsurina _0 9)
C < jg/ P. kadsura KIM et al., 2010
0 @)
nectandrin B ZHANG et al.,
P. mullesua
1998
(@] O P. ZHANG; CHEN;
O— O— polysyphorum CHEN, 1997
+)-machilina-G PRASAD et al.,
*) —0 P. wightii
< 1994
TYAGI et al.,
e P. schmidtii
1993
Arl/Qllu...Arz
Substancia Arq Ar, Espécie Referéncia
(-)-zuionina-A P. KONISHI et al.,
< < futokadsura 2005
oo TYAGI et al.,
P. schmidtii
1993
(-)-chicanina _0
< P. KONISHI et al.,
futokadsura 2005
HO
(-)-machilusina- o) 0
E < P. KONISHI et al.,
0 -5 futokadsura 2005
Ary™ N 5 Ar,
Substancia Ary Ar, Espécie Referéncia
(7S,85,7S',8'R)- _0 o)
diveratrildimetilt P clarkii | TRASADetal,
. 1995
etraidrofurano te) —~0
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Tabela 3. Lignanas tetra idrofurénicas encontradas em  Piper.

Substancia Ary Ar, Espécie Referéncia

futokadsurina-C 9) —0
< ji)/ P. KONISHI et al.,
2005
o —5 futokadsura

@)
Substancia Arq Ar, Espécie Referéncia
Isonectandrin B
P ZHANG;
' CHEN; CHEN,
HO HO polysyphorum
1997

1.5 PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE BIOLOGICA

1.5.1 Atividade antimicrobiana

Atualmente, as doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de morte em todo
0 mundo, e infelizmente os antibiéticos ndo sdo ativos contra todos os casos, sendo que
para alguns microrganismos o0s tratamentos sdo cada vez mais dificeis (VON
NUSSBAUM et al., 2006).

Os produtos naturais mostram-se promissores para o problema crescente em
relacdo a resisténcia aos antibioticos. Seu conhecimento como antimicrobianos tem sido
reconhecido h& centenas de anos, porém, apenas nos Ultimos 30 anos esta atividade tem
sido cientificamente confirmada (HAYEK; GYAWALI; IBRAHIM, 2013).

Menos de 1% de todos os constituintes organicos conhecidos sao derivados de
produtos naturais. Apesar destes dados, mais da metade de todos os farmacos vendidos
no periodo de 1981 a 2006, foram produtos naturais e/ou baseados na sua estrutura
guimica. No que se refere aos antibacterianos este nimero aumenta para cerca de 75 %
(NEWMAN; CRAGG, 2007; VON NUSSBAUM et al., 2006).

Nos Uultimos anos, diversos estudos foram realizados visando a atividade
antimicrobiana em produtos naturais. Atualmente existe mais de 1340 plantas que foram
descritas com atividade antimicrobiana (HAYEK; GYAWALI; IBRAHIM, 2013). A eficiéncia
antimicrobiana dos constituintes em plantas dependem da estrutura quimica, grupos

funcionais, estereoquimica e da concentracdo em que se encontra na espécie estudada.
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Algumas classes sdo conhecidas por apresentarem atividade antimicrobiana como:
saponinas, flavonoides, tiosulfinato, glucosinolato, acidos organicos e especialmente os
compostos fendlicos (HAYEK; GYAWALLI; IBRAHIM, 2013).

Dentro da familia Piperaceae, existem diversos exemplos de extratos,
constituintes isolados e Oleos esséncias com potencial atividade antimicrobiana. No
estudo realizado com Piper regnellii, identificou-se trés constituintes fendlicos com
potencial atividade antimicrobiana (Figura 12): eupomatenoide-5 (21), eupomatenoide-6
(22), e conocarpan (23), estes constituintes inibiram o crescimento de Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis (PESSINI et al., 2003; SALEEM et al., 2010). Eupomatenoide-5
inibiu também o crescimento do fungo Trichophyton rubrum (KOROISHI et al., 2008;
SALEEM et al., 2010)

O extrato etandlico de Piper aduncum, foi ativo contra Cryptococcus neoformans e
Mycobacterium intracellulare e seus constituintes identificados (Figura 12) acido 4-metoxi-
3,5-bis(3’-metil benzoico (24), 2,6-diidroxi-4-metoxi-chalcona (25), acido nervogénico (26)
e 2,2-dimetoxi-8-(3-metil-2-butenil)-2H-cromeno-6-acido carboxilico (27) foram ativos
contra Candida albicans, C. neoformans, M. intracellulare, Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilus e Pseudomonas aeruginosa (OKUNADE et al., 1997).
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Figura 12. Alguns constituintes encontrados nas esp écies de Piper que apresentam
atividade antimicrobiana (21-27).

As propriedades antimicrobianas dos 6leos volateis de uma ampla variedade de
espécies também tém sido acessadas e revisadas. Isto mostra claramente que estes
metabdlitos secundarios tém potencial na area médica, na aplicacdo em cosméticos,
alimentos e na industria farmacéutica (DORMAN; DEANS, 2000).

Alguns 6leos como tomilho (Thymus sp.), cravinho (Syzygium aromaicum),
alfazema (Lavandula sp.) ou de segurelha (Satureja sp.) sdo exemplos classicos dos que
tém sido usados em medicina humana pela sua atividade antimicrobiana (CUNHA;
CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2005).

Na familia Piperaceae o 6leo essencial de Piper cernuum e de Piper regnellii
apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Candida albicans
(COSTANTIN et al.,, 2001). Atividade antifungica também foi verificada para o 6leo
essencial da espécie Piper malacophyllum contra Trichophyton mentagrophytes e
Cryptococcus neoformans (SANTOS et al., 2012).

No estudo de Dorman; Deans (2000) o 6leo essencial de Piper nigrum apresentou

atividade contra 22 microrganismos, sendo: Acinetobacter calcoacetica, Alcaligenes
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faecalis, Bacillus subtilis, Beneckea natriegens, Brevibacterium linens, Brocothrix
thermosphacta, Citrobacter freundii, Clostridium sporogenes, Enterococcus faecalis,
Flavobacterium suaveolens, Leuconostoc cremoris, Micrococcus luteus, Moraxella sp.,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella pullorum, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica.

Considerando o grande numero de diferentes constituintes quimicos presentes
nos 6leos essenciais, € mais provavel que a sua atividade antibacteriana ndo € atribuivel
a um mecanismo especifico, mas ha varios alvos na célula. Ha evidéncias que os
constituintes minoritarios tém um papel crucial no desempenho da atividade
antibacteriana, possivelmente pela producéo de sinergismo entre 0s outros componentes
(BURT, 2004).

1.5.2 Toxidade ou atividade antitumoral

Na area dos medicamentos anticancer mais de 50% dos farmacos aprovados no
periodo de 1981 a 2006, foram produtos naturais e/ou baseados na sua estrutura quimica
(NEWMAN; CRAGG, 2007).

Diversos constituintes derivados de planta tem apresentado sucesso na sua
utilizacdo no tratamento para cancer. Entre os exemplos esta a vincristina, que € obtida
através de Catharanthus roseus, sendo utilizada eficientemente nos casos de Linfoma de
Hodgkin e em alguns casos de leucemia (DA ROCHA; LOPES; SCHWARTSMANN,
2001). Paclitaxel e docetaxel, incialmente obtidos de Camptotheca accuminata, revelam
uma conhecida atividade antitumoral contra cancer de mama e ovario (DA ROCHA;
LOPES; SCHWARTSMANN, 2001). Outra substancia amplamente utilizada é a
podofilotoxina, uma lignana com propriedades antitumoral e antiviral, obtida de espécies
do género Podophyllum (GORDALIZA, 2007).

Atualmente, mais de 30 constituines de origem natural estdo em diferentes fases
de estudos clinicos para o tratamento de diferentes tipos de cancer (GORDALIZA, 2007).
Os Oleos essénciais e seus constituintes também tém demonstrado sua atividade
antitumoral contra uma gama de células cancerosas humanas, como glioma, cancer de
céblon, cancer gastrico, cancer de mama entre outros (EDRIS, 2007).

Na familia Piperaceae, o extrato etandlico de Piper longum e seu constituinte
isolado piperina (28) (Figura 13), apresentaram citoxidade contra contra células tumorais
de ascites de linfoma de Dalton e carcinoma de ascite de Ehrlich. Além disso, o extrato e
a piperina isolada também inibiram o desenvolvimento de tumores sélidos em ratos
induzidos com estas células de ascites de linfoma de Dalton e aumentaram o tempo de
vida de ratos portadores de carcinoma de ascite de Ehrlich (SUNILA; KUTTAN, 2004).
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Piperina (de Piper nigrum - obtida comercialmente da Acros) e piplartina (29)
isolada de Piper tuberculatum, apresentaram atividade antitumoral in vivo em
camundongos fémeas transplantadas com células tumorais de Sarcoma 180 (BEZERRA
et al., 2006). A fracdo hexanica e diclorometanica do extrato metandlico de Piper
methysticum, mostraram-se ativa contra células tumorais de ovario e leucemia. Esta
atividade foi relacionada aos constituintes quimicos isolados cis-yagonina (30) e
flavokavaina B (31) (Figura 13) (TABUDRAVU; JASPARS, 2005).

Outro exemplo ocorre na espécie Piper betel, em que observou-se toxidade in
vitro e atividade antitumoral in vivo contra cancer de préstata, da fragdo ativa do extrato
metandlico, rica em hidroxichavicol (32) (Figura 13) (PARANJPE et al., 2013).
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Figura 13. Algumas substéncias encontradas nas espé cies de Piper que apresentam
toxidade ou atividade antitumoral (28-32).

1.5.3 Atividade inseticida

Os insetos sd@o importantes consumidores da producdo primaria terrestre e, em
particular, as larvas da ordem Lepidoptera apresentam-se como as principais
consumidoras da biomassa foliar (TADEU, 1999). Este consumo pode causar danos nos
alimentos e transmissdo de doencas, o que resulta em perdas de safras em todo o
mundo. As estimativas mundiais sugerem que a eliminagdo de pragas de insetos
aumentaria a producéo agricola em cerca de um ter¢co (VAN EMDEN, 1989).

Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) é um herbivoro generalista que é a
praga em numerosas espécies vegetais como algoddo, tomate, alface e repolho, em
vérias regides da América do Norte. Nas Ultimas duas décadas nos Estados Unidos, a S.
exigua surgiu como uma praga grave no algoddao em todos os estados do Sul. Este

herbivoro tem uma histéria longa com o tratamento com inseticidas, o que resultou no
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desenvolvimento de resisténcia a diversos compostos (MOULTON; PEPPER; DENNEHY,
2000).

A resisténcia adquirida por pragas como S. exigua e a poluicdo ambiental, devido
a aplicacdo repetida de inseticidas sintéticos persistentes, tém levado a um aumento no
interesse por novos produtos quimicos para o controle de pragas. Inseticidas sintéticos,
incluindo hexacloro benzeno, ésteres organofosforados, carbamatos, piretréides e
neonicotinoides, continuam a contribuir para a produ¢cdo mundial de alimentos (VIEGAS
JUNIOR, 2003), gerando uma série de problemas, como contaminacdo ambiental,
presenca de altos niveis de residuos nos alimentos, desequilibrio biolégico, surgimento
de insetos resistentes e 0 aumento dos custos de produgdo. Além disso, a preocupacao
crescente dos consumidores quanto a qualidade dos alimentos e do ambiente,
oferecendo maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econémica e
de baixo impacto ambiental (VIEGAS JUNIOR, 2003, ONODY, 2009), tem incentivado
estudos relacionados as técnicas alternativas de controle destas pragas.

Em muitos casos, estes estudos sdo voltados para a busca de inseticidas
botanicos ou de outros tipos de produtos naturais no controle de pragas agricolas
(FAZOLIN et al., 2002, ONODY, 2009). Os constituintes das folhas tém exercido um
papel crucial no ciclo de vida dos insetos atuando no seu crescimento normal e processo
de desenvolvimento (HARBORNE, 2001).

De acordo com Shin-Foon e Yu-Tong (1993), produtos naturais extraidos de
plantas séo fontes de substancias que podem ser utilizadas no controle de pragas, sendo
compativeis com programas de Manejo Integrado de Pragas como uma opcdo de
controle capaz de minimizar os efeitos negativos do uso indiscriminado de inseticidas.

Vérias familias de plantas sdo promissoras como fontes de novos inseticidas
botanicos, dentre elas, a familia Piperaceae (SCOTT et al.,, 2004), a qual observa-se
inUmeras demonstracdes dos fortes efeitos em herbivoria e patdbgenos para as classes de
constituintes de Piper.

Apesar de diversas classes de metabdlitos apresentarem conhecidas atividades
inseticidas, no laboratério do prof. Dyer (Universidade de Nevada, Reno) ha um interesse
especial pelas amidas, visto que estudos realizados por seu grupo de pesquisa revelam o
potencial desta classe como inseticida. Como por exemplo, no estudo realizado por Dyer
et al. (2003), onde as amidas isoladas de Piper cenocladum (piplartina (33), 4'-
desmetilpiplartina (34) e cenocladamida (35) influenciaram o ciclo de vida da espécie
generalista Spodoptera frugiperda e especialista Eois spp. De forma semelhante, imidas
isoladas de Piper imperiale afetaram o desenvolvimento de Eois nympha (RICHARDS et
al., 2010).
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Além disso, muitas amidas da familia Piperaceae foram investigadas quanto a sua
atividade bioldgica, e demonstraram atividade inseticida (SU; HORVAT, 1981; SCOTT et
al., 2002; DYER et al., 2003, RICHARDS et al., 2010).

No estudo de Bernard et al. (1995), as espécies de P. tuberculatum e P.
guineense, ricas em amidas, apresentaram atividade inseticida contra Ostrinia nubilalis
(praga do milho), sendo a isobutilamida diidro-piperlonguminina (36), o0 constituinte
majoritario de P. tuberculatum e para P. guineense, varias isobutilamidas foram descritas
como pipercida (37), guineensina (38), pellitorina (39) e kalecida (40) (Figura 14).
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Figura 14. Algumas amidas encontradas nas espécies de Piper que apresentam atividade
inseticida (33-40).

No estudo de Miyakado et al. (1980) a amida pipercida de P. nigrum apresentou
atividade inseticida contra Callosobruchrus chinesis. De P. nigrum também se isolou as
amidas (E,E)-N-(2-metilpropil)-2,4-decadienamida, (E,E,E)-13-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-(2-
metipropil)-2,4,12-tridecatrienamida, e (E,E,E)-11-(1,3-benzodioxol-5-il)-(N)-(2-

metilpropil)-2,4,10-undecatrienamida, as quais apresentaram atividade inseticida contra
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Callosobruchus maculatus (SU; HORVAT, 1981). Além disso, o extrato de P. nigrum, rico
em isobutilamidas (grande quantidade de piperina e pequenas quantidades de
piperlonguminina, diidro-piperina e diidro-piperlonguminina), apresentou resultados
inseticidas para diferentes lepiddpteros (SCOTT et al.,, 2002). As amidas guineesina,
pellitorina, pipercida e retrofractamida, também desta espécie, revelaram ainda potente
atividade inseticida contra as espécies de mosquito Culex pipiens pallens, Aedes aegypti
e A. togoi (PARK et al., 2002).

Além disso, as amidas pipernonalina e piperoctadecalidina (isoladas de P.
longum) revelaram uma potencial atividade tdxica contra as larvas de segundo estagio de
Spodoptera litura (PARK et al., 2002).

Um exemplo de uma amida sintética bem-sucedida na &rea inseticida € o DEET
(N,N-dietil-meta-toluamida) (Figura 15). Este repelente sintético é muito utilizado
topicamente, cerca de 30% da populacdo dos Estados Unidos e 25% da populacdo do
Reino Unido utilizam pelo menos uma vez ao ano. Esta amida mostra-se altamente eficaz
contra mosquitos e artrépodes causadores de doencas, além de apresentar seguranca na
sua utilizagdo, resultando notavelmente em poucos problemas de saide (CORREA,;
SALGADO, 2011; GOODYER; BEHRENS, 1998).

O

N
Figura 15. Estrutura quimica de DEET.

Estudos de sintese envolvendo amidas encontradas em Piper teve inicio no final
do século 19. As primeiras sinteses foram designadas a confirmar a estrutura dos
compostos isolados. Isto foi especialmente importante para confirmar o isolamento antes
das avancadas técnicas espectrométricas. O aumento do interesse no isolamento,
identificacdo e atividades biolégicas interessantes de amidas encontradas em espécies
de Piper, tem também feito delas, alvos atrativos para novas sinteses totais, exploracdo
de novas metodologias e preparacdo de analogos das amidas de ocorréncia natural de
Piper para avaliar seu potencial comercial e medicinal (DYER; RICHARDS; DODSON,;
2004).

Diferentes amidas sintéticas apresentaram atividade toxica contra insetos
importantes como Ascia monuste orseis, Acanthoscelides obtectus, Brevicoryne

brassicae, Protopolybia exigua e Cornitermes cumulans (PAULA et al., 2000).
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Kiuchi et al. (1997) relataram a acdo de 79 piperamidas sintéticas em larvas de
segundo estagio de Toxocara canis. Estrela et al. (2003), sintetizaram amidas analogas a
piperina, as quais apresentaram atividade toxica para larvas do terceiro estagio de Ascia
monuste e S. frugiperda. No estudo de Castral (2008), a amida sintética N,N-(piperidina)-

3-(3',4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida alterou o ciclo de vida de S. frugiperda.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral ampliar o conhecimento acerca da
fitoquimica de Manekia obtusa e Piper cubataonum, juntamente com a avaliacdo da

atividade biol6gica dos extratos de compostos produzidos por essas espécies.

2.2 ESPECIFICOS

- Extracdo dos constituintes volateis presentes das partes aéreas de Manekia
obtusa e das folhas e galhos de Piper cubataonum e identificacdo dos seus
componentes, através das técnicas de Cromatografia em fase Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e Cromatografia em fase Gasosa Bidimensional
Abrangente (CGxCQG);

- Extracdo, fracionamento e purificacdo dos metabdlitos secundarios das partes
aéreas de Manekia obtusa e das raizes de Piper cubataonum;

- Identificac&o dos constituintes isolados utilizando os métodos espectroscopicos e
espectrométricos (RMN, EM, IV);

- Avaliacdo da atividade antimicrobiana e citotoxica dos extratos e dos 6leos
essenciais das espécies estudadas;

- Sintese dos constituintes isolados de Manekia obtusa: estigmast-4-en-3-ona e
(S)-aegelina;

- Sintese do analogo da aegelina, (R)-6'-desmetoxi aegelina.

- Avaliacdo da atividade inseticida dos constituintes isolados de M. obtusa
sintetizados ou obtidos comercialmente e do analogo da aegelina, frente a Spodoptera

exigua.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 SUPORTES PARA CROMATOGRAFIA E REAGENTES

- Cromatografia em coluna (CC) . Os fracionamentos cromatograficos foram
realizados em coluna de vidro, utilizando como fase estacionaria gel de silica 60 com
particulas entre 0,063-0,200mm (70-230 mesh) (Merck, Germany) para a realizacdo de
cromatografia em fase liquida a vacuo e a pressao atmosférica e 0,040-0,063mm (230-
400 mesh) (Merck, Germany) para realizacdo de coluna flash. O comprimento e o
didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades de amostras a serem
cromatografadas. A propor¢éo de silica foi cerca de 20 vezes a massa da amostra a ser
purificada (MATTOS, 1997) e no caso da coluna flash, que corresponda a uma altura de
20 cm.

- Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) . As analises e
purificacbes em camada delgada analitica foram realizadas em cromatofolhas de
aluminio CCD recobertas por gel de silica 60, com indicador de fluorescéncia F254 e 0,2
mm de espessura (Merck, Germany).

- Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) . As purificagbes em
escala preparativa foram desenvolvidas em placas de vidro de tamanho 20 x 20 cm,
espessura de 1,0 mm de gel de silica 60 (Vetec, Brasil e Machery-Nagel, Germany) com
indicador de fluorescéncia F254. A recuperacdo das amostras foi efetuada utilizando
como solventes: éter de petréleo, diclorometano, acetato de etila e metanol.

- Cromatotron. As purificacbes realizadas em cromatografia em camada delgada
centrifuga foram desenvolvidas em placas de vidro com espessura de 1,0 mm de gel de
silica 60 (Merck, Germany) com gesso e indicador de fluorescéncia F254.

- Reveladores . A revelacdo das substancias foi feita sob luz ultravioleta nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm, solugdo de anisaldeido e solugdo de H,SO, (5%
em etanol).

. Solventes e reagentes . Os solventes utilizados foram éter de petréleo,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, éter etilico (Dipa e FMaia), etanol
70%, metanol (Dipa), éter etilico ultra puro (Mallinckrodt), hexano ultra puro (Mallinckrodt)
e diclorometano ultra puro (Mallinckrodt). Os solventes utilizados que ndo apresentavam
alto grau de pureza foram previamente destilados. Utilizou-se sulfato de sodio anidro
(Vetec) como secante. Para andlise por Ressonanca Magnética Nuclear foram utilizados
0s solventes deuterados: cloroférmio (99,8%) (Aldrich) e metanol (99,5%) (Fluka). Nas
etapas de sintese utilizaram-se reagentes da Sigma-Aldrich, cicloexanona (Janssem

Chimica), tri-isopropéxido de aluminio (Eastman) e acetonitrila (EMD).
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3.2 EQUIPAMENTOS

- As folhas, galhos e raizes de Piper cubataonum e as partes aéreas de Manekia
obtusa foram moidos em moinho de facas Marconi, modelo TE340. As amostras foram
pesadas em balanca Shangping-FA2104N e Marte-AL500-257619 e o0s extratos
concentrados em evaporador rotativo Tecnal-TE 210.

- O extrato etandlico foi liofilizado em liofilizador Edwards (Freeze Dryer) operando
com bomba de vacuo Symbol (A:25).

- As purificagdes realizadas por camada delgada centrifuga, foram realizadas no
Chromatotron® (Harrison Research), modelo 7924T.

- As andlises CLAE-EM foram realizadas utilizando o equipamento MicroQTOF Il
Bruker, com espectrometro quadrupolo (5 eV), equipado com uma fonte de ionizag&o por
spray de elétrons (Electrospray), aquisicdo em modo positivo.

- A andlise monodimensional do 6leo essencial foi realizada em cromatografo a gas
Shimadzu GC-2010 acoplado ao detector seletivo de massas GCMS-QP2010 Plus
equipado com um auto injetor modelo AOC-20i (Shimadzu) e software GCMS solution
Ver. 2 (Shimadzu, Italy).

- As andlises de Cromatografia em fase Gasosa Bidimensional Abrangente dos
Oleos essenciais foram realizadas em cromatégrafo a gas Shimadzu GC-2010 acoplado
ao detector seletivo de massas GCMS-QP2010 Plus equipado com um auto injetor
modelo AOC-20i (Shimadzu), acoplado com um modulador criogénico (utilizando N,
liguido) desenvolvido em laboratério e softwares GCMS solution versdo 2 (Shimadzu,
Italy) e GC Image software, versdo 2.1 (GC Image, LLC, Lincoln, NE). A analise por
Cromatografia em fase Gasosa Bidimensional Abrangente (CGxCG) foi realizada no
Laboratério de Cromatografia Gasosa, na Universidade de Campinas (UNICAMP), sob
orientacéo do prof. Dr. Fabio Augusto.

- As analises de Espectroscopia no Infravermelho foram realizadas no
equipamento Thermo Nicolet 6700 FT-IR com ATR (Attentuated Total internal Reflection)
de diamente. As andlises foram realizadas no laboratério de Instrumentacdo do
Departamento de Quimica da Universidade de Nevada, Reno.

- As andlises de Espectrometria de Massas foram realizadas utilizando
Espectrometro de massas Waters Micromass ZQ, com analisador quadrupolo, equipado
com uma fonte de ionizacdo por spray de eléntrons (Electrospray), aquisicdo em modo
positivo, através da insercdo direta. As analises foram realizadas no laboratério de

Instrumentacao do Departamento de Quimica da Universidade de Nevada, Reno.
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- As rotacBes Opticas especificas foram obtidas em polarimetro Jasco modelo P-
2000. As andlises foram realizadas no laboratério de Instrumentacdo do Departamento de
Quimica da Universidade de Nevada, Reno.

- Os espectros de ressonéncia magnética nuclear 1D e 2D, foram registradas em
Espectrébmetro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker DPX 200 e Avance 400,
operando a 4,7 e 9,4 Tesla, observando os nicleos de *H a 200 e 400 MHz,
respectivamente, e a 50 e 100 MHz para *C. As anélises de ressonancia magnética
nuclear 1D para os compostos sintetizados, foram registradas em Espectrébmetro de
Ressonéncia Magnética Nuclear Varian VNMR 400 e 500, operando a 9,4 e 11,7 Tesla,
observando os ntcleos de H a 400 e 500 MHz, e de ¥*C a 100 e 125 MHz,
respectivamente. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado e/ou
metanol deuterado, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padréo de referéncia interna.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (6) e sdo dados em relacdo ao
TMS com 6 = 0 ppm, as constante de acoplamento (J) foram registradas em Hertz e a
multiplicidade dos sinais foi indicada como segue: s = simpleto, sl = simpleto largo, d =

dupleto, t = tripleto, g = quarteto e m = multipleto.

3.3 ESTUDO FITOQUIMICO

3.3.1 Coleta e Identificacdo Botanica

A coleta das partes aéreas de Manekia obtusa (folhas e galhos) (Figura 16A) foi
realizada em julho de 2009 no campus da Universidade de S&o Paulo (23° 33' 46.883" S;
46° 43' 39.400" O; 748m), Sdo Paulo, SP, Brasil. A coleta das folhas, galhos e raizes de
Piper cubataonum (Figura 16B) foi realizada em margo de 2011, na Serra da Cantareira,
Floresta Atlantica (23° 21' 55.098" S; 46° 36' 56.977" O; 822m), em S&o Paulo, SP, Brasil.
As espécies foram coletadas pelo prof. Dr. Massuo Jorge Kato e identificadas pela Dra.
Elsie Franklin Guimardes. Uma exsicata de cada espécie estd depositada no herbério do
Jardim Boténico do Rio de Janeiro sob o codigo Kato-838 (para Manekia obtusa) e K-

1172 (para Piper cubataonum).
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(A) (B)

Figura 16. (A) Manekia obtusa e (B) Piper cubataonum.

3.3.2 Extracdo e identificacdo dos constituintes do 6leo essencial de M. obtusa e P.

cubataonum

As partes aéreas secas de Manekia obtusa (74 g em 1 L de 4gua destilada) e as
folhas e galhos secos de Piper cubataonum (30 g em 400 mL de agua destilada) foram
submetidas a hidrodestilacdo, separadamente, em aparelho de Clevenger modificado por
4 h, em duplicata. Apos a extracdo, o 6leo essencial foi coletado e extraido do hidrolato (3
x 3 mL) com hexano ultra puro. A remocao do excesso de agua foi feita empregando uma
pipeta Pasteur, em seguida o 6leo foi seco com sulfato de sodio anidro. Os rendimentos
dos dleos foram calculados relacionando-se a massa de Oleo obtida e a massa de
material vegetal seco utilizado na extracao (% m/m).

Na andlise por Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) a amostra foi diluida a 1% (m/v) em hexano e foi caracterizada
utilizando as seguintes condi¢cdes de analises: coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS
(5% difenil + 95% dimetil polisiloxano, com 30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Como gas de
arraste foi empregado hélio com vazéo de 1,02 mL min™, em modo split 1:10, estando o
injetor & 250 °C e o sistema de ionizacao 70 eV. Injetou-se 1 uL de amostra e empregou-
se na analise a seguinte rampa de aquecimento: temperatura inicial 60 °C (0’) até 250 °C,
com aquecimento de 3 °C/minuto.

Para a andlise de CGxCG, a amostra foi diluida a 1% (m/v) em diclorometano,
sendo caracterizada utilizando coluna capilar de silica fundida na primeira dimenséao HP-5
(5% difenil + 95% dimetil polisiloxano, com 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e na segunda
dimenséo foi utilizada coluna polar DB-Wax (polietilenolglicol-PEG, com 1,0 m x 0,10 mm
x 0,10 um). Como gas de arraste foi empregado hidrogénio, com vazdo de 0,6 mL min™,

em modo split 1:50, estando o injetor & 250 °C. Injetou-se 1 yL de amostra e empregou-
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se na analise a seguinte rampa de aguecimento: temperatura inicial 60 °C (0’) até 250 °C,
com aquecimento de 3 °C/minuto. Foi aplicado o periodo de modulagdo de 6 s. Os
parametros de massas incluem o intervalo de massas de m/z 40-350, temperatura na
linha de transferéncia de 250 °C, temperatura na fonte de ions de 280 °C e o sistema de
ionizacdo de impacto de elétrons a 70 eV. Os dados foram adquiridos pelo GCMS Real
Time Analysis (GCMS Solutions, Shimadzu Corp., Kyoto, JP) e processados utilizando
GC Image software, versdo 2.1 (GC Image, LLC, Lincoln, NE).

Os valores de indices de retencdo experimental (IR exp) foram calculados
utilizando a equacdo de Van den Dool e Kratz (demonstrada abaixo), determinados
através da adicao as amostras de série homologa de hidrocarbonetos lineares saturados

contendo de 8 (oito) a 24 (vinte e quatro) &tomos de carbono.

IR=100% 7 +100x[ tr(X) —tr(2) j
tr(z +1) —tr(2)

Sendo:

Z = numero de carbonos do hidrocarboneto padrao;

tr(X) = tempo de retencdo do constituinte sob analise, cujo valor encontra-se entre tz(z) e
tr(z+1);

tr(z) = tempo de retencéo do hidrocarboneto padréo com z carbonos;

tr (z + 1) = tempo de retencdo do hidrocarboneto padrédo com z + 1 carbonos.

Os componentes dos 6leos essenciais foram identificados através da comparacao
dos indices de retencdo e espectros de massas com 0S espectros existentes na
biblioteca de massas NIST 02 (NIST, Gaithersburg, USA) e baseados pela analise visual
comparativa com 0s espectros de massas, fazendo-se uso da literatura Adams (2007) e
as bases de dados Pherobase e Nist WebBook.

A quantificacdo foi baseada na area dos sinais para CG-EM e no volume dos
sinais para CGxCG. Para analise, foram considerados semelhantes os constituintes com

valores de similaridade espectral com Match acima de 800, obtidos pelo software NIST.
3.3.3 Obtencao dos extratos

Os materiais vegetais foram submetidos a uma pré-secagem a sombra em
temperatura ambiente, seguido de secagem em estufa de ar circulante a 40 °C, sendo em
seguida triturados em moinho. Em seguida, estes foram submetidos individualmente a
extracdo a frio (maceracdo). No estudo de Manekia obtusa as partes aéreas foram

extraidas com solventes de ordem crescente de polaridade: éter de petréleo (EP),
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diclorometano (DCM) e etanol 70% (ET). No estudo de Piper cubataonum as folhas,
galhos e raizes foram extraidos separadamente com metanol (MeOH). Para a extracdo
houve renovacao do solvente em intervalos de 24 horas, até ser observado esgotamento
da extracdo do material vegetal.

Os extratos éter de petroleo, diclorometanico e metandlico foram concentrados em
evaporador rotativo a pressdo reduzida, a temperatura de 40 °C e armazenados em
dessecador. O extrato etandlico foi previamente concentrado em evaporador rotativo e

posteriormente liofilizado. Os rendimentos obtidos encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento dos extratos das espécies  Manekia obtusa e Piper cubataonum.

Massa Massa do extrato (g) e rendi mento (%)
Parte da planta _
(9) Eter de petrdleo  |Diclorometano  [Etandlico 70% Metanol
$ @ | Partes aéreas
@ 3 2000 14,5 (0,7) 37,2(1,9) 110,6 (5,5) -
T 2 (PA)
s (o]
45,8

£ Folhas (F) 420,9 - - -
g 8
a = Galhos (G) 305,9 - - - 28,3(9,2)

Keo)

3 Raizes (R) | 139,1 - - - 9,2 (6,6)

3.3.4 Fracionamento do extrato diclorometanico das partes aéreas de Manekia obtusa

Uma parte do extrato diclorometanico (5,0 g) foi submetido ao fracionamento
cromatogréafico em coluna liquida a vacuo (CLV, altura x ¢ = 23,5 x 4,5 cm) de gel de
silica (0,063-0,200), utilizando gradiente de eluicdo com o0s seguintes solventes: EP,
DCM, AcOEt e MeOH, obtendo-se 21 fragBes de 250 mL cada. As fracdes obtidas foram
analisadas por CCD e as semelhantes foram agrupadas. As fracbes que apresentaram
perfil interessante e quantidades suficientes foram purificadas, conforme visualizadas no

Esquema 1.

3.3.5 Fracionamento do extrato metandlico das raizes de Piper cubataonum

Uma parte do extrato metandlico (8,2 g) foi submetida ao fracionamento
cromatografico em coluna (altura x ® = 60,0 x 4,9 cm) de gel de silica (0,063-0,200),
utilizando gradiente de eluicdo com os solventes: EP, CHCI;, AcOEt e MeOH, obtendo-se
68 fracbes. As fracBes obtidas foram analisadas por CCD e as semelhantes foram
agrupadas. As fracbes que apresentaram perfil interessante e quantidades suficientes

foram purificadas, conforme Esquema 2 e 3.
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Manekia obtusa partes aéreas
Extrato diclorometénico

5009
Cromatografia em Coluna Liquida a Vacuo de silica 0,063-
: 0,200 mm (altura x ¢ = 23,5 x 4.5 cm). Eluentes: EP, — 9Tt|21f~ ........................
: DCM, AcOEt e MeOH em mistura de polaridades. : | o f"‘. racoes. . :
O i : = Analise por CCD e reunido. i
F1-9 F15-21
202,8 mg 1,10g
F12
F10-11 grossmssnsnassmssrelinsasens s \
570,6 mg 35,4 mg : Agrupadas = 3,02 g :
F13 ; : F14
i Cromatografia em Coluna Flash de silica A PreC|p|tad0— """
presssassns s s 0,040-0,0_63 mm, 230-490 mesh . i Lavado comEP. i : Cromatografia em Coluna Liquida a :
E 9 TOtaI 55 fragoes (200 mL Cada); E__E (altura X ¢ - 56 X 3'5 Cm), EIUenteS. E e rrarsnssesss s nnnnnanaannd : E Vécuo de Si'ica 0 063_0 200 mm
! >Anélise por CCD e reunido. N EP e Acetona em mistura de : It = 23545
Here e ———— o polaridades crescentes. : MO 1 — (altura x ¢ =23,5 x 4,5 cm).
ftrerre e e ranrarrannans : 36,9 mg : Eluentes: EP, DCM, AcOEt e MeOH em
| l mistura de polaridades crescentes.
F10(17-19 F10(23-26) F10(50-55) ' 5, - Total 21 fragdes (150 mL cada);
(17-19) 52,2mg : >Analise por CCD e reunido :
12,7 mg 896 mg : :
CCDA S . CCDP |
— EP:ACOEt (9:1) (2x) Precipitado — : —: EP:AcOEt (6:4) +5gotas F13(14) F13(16)
i Lavado com EP. ;,.de acido acetico dlacial (3) : | 34,3mg 362,2mg
Foaragc || e -
5,1 mg F10(50-55) A | i Precipitado— i Precipitado 0 °C.
! Lavado com EP. | i Lavado com EP.
EesssEsssEssEssEEsEEsEEsEEEEEEn . Fassssnsssssnsssssnsnnnnnnnnn | ieusssssssssssssssssssssssssss H
Lavado com ; g ———————
- CHCl3:MeOH (1:1) : CCDP :
L : DCM:MeOH (95:5) (1x)

MO 2 o1
8,7mg 19,9 mg

Esquema 1. Purificacdo das partes aéreas de Manekia obtusa.



CC de silica 0,063-0,200 mm
(altura x ® = 60,0 x 4,9 cm). :
Eluente EP, CHCIl3, AcOEte MeOHem i

Piper cubataonum raizes
Extrato metandlico
8,2¢9

68

Continuagdo
Esquema 3

CCDP
EP:Eter etilico
(6:4) (1x)

misturas de polaridades crescentes. T EE Y EPRT EPPETPPELPTELRIES
PR NN RN R AR NN NN RN R AR EEEEEERAEREEEEEREEEEEEEREEEEREEE " 9 Total 68 fl’a(;f)es E
- Analise por CCD e reuniao. :
F13 || e H
58,7 mg | | |
F 5-8 F 10-12 F 14-15 F 16-19
Fa 870 m F9 81,9m F13 75,6 m 80,2
19,4 mg 9 131,3 mg ¥ M9 87,0mg g mg
: Cromatotron P e
- Eluente EP, CHCI; : CCDP
e MeOH em misturas  : EP-DCM
PCR2e3 — de polaridades 28) () :
131,3mg crescentes. S H
- Total de 11 fracdes. : j
| F 16-19 C F16-19D
PCR 1 F 13 (4) F 13 (5_6) 16,1 mg :, ------------------------- 30’2 mq
2,7 mg 27,5 mg 16,0 mg : ?CDA’.
:  EP:Eter etilico
""""""""""""""""""" FRLLLLERTTCEERLTEEEREEELEEETECEE H (6:4) (2%)
CCDP E CCDA E_ FPasssEssssssEsEEEEEEEEEEEEE
EP:MeOH (98:2) (1x) : EP:Acetona (95:5) (5%) i F 16-19 C (F) F 16-19 D (B)
Y- 1.4 mg 12,2 mg

Esquema 2. Purificagdo das raizes de Piper cubataonum.

F13(4)C
14,5 mg

PCR 4
14,5 mg

F 13 (5-6) F
2,4 mg

MO 4
2,4 mg

PCR 5
1,4 mg

MO 3AeB
12,2 mg




F1-24
1,519

Continuagao Esquema 2
Fracionamento Piper cubataonum raizes
Extrato me tandlico

CCDP

— CHCl; (100%) (1x)

F25G
6,6 mg

PCR 6
6,6 mg

F 27
23,8 mg

CCDP
DCM:MeOH (98:2) (1x)

F27A
8,9 mg

PCR 7
8,9 mg

Esquema 3. Purificacdo das raizes de Piper cubataonum (continuacéo).

F 28 F 29-32
31,6 mg 77,1 mg
;
F28 A
3,5mg

PCR 7
3,5mg

F 36-68
| 4,81g
F 33-35
104,6 mg
Cromatotron
: - Eluente DCM e :
MeOH em misturas de :
polaridades
crescentes. :
- Total de 15 fracdes. :
---------------------------------- -
F33-35 (4)
3,5mg s
: CCDA
I CHCl3: MeOH (99:1) (5x)
F 33-35(4) A
1,6 mg

PCR 8
1,6 mg

69
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3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As amostras (6leos essenciais, extratos e aegelina) foram avaliadas quanto a sua
atividade antimicrobiana contra onze microrganismos. Os testes foram realizados na
Divisdo de Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimica, Biologica e
Agricola (CPQBA) - UNICAMP tendo como colaboradora a Dra. Marta Cristina Teixeira
Duarte.

Os microrganismos utilizados foram: Bacillus subtilis (TCC 2576), Escherichia coli
(TCC 0547), Staphylococcus aureus (TCC 2740), Staphylococcus epidermides (ATCC
12228), Micrococcus luteus (TCC 2692), Rhodococcus equi (TCC 0541), Salmonella
choleraecium (TCC 4296), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388), Enterococcus
faecium (TCC 5079), Enterococcus hirae (ATCC 10541) e Candida albicans (TCC 776).
Esses microrganismos foram obtidos da “American Type Collection Culture” (ATCC) e
“Tropical Culture Collection (TCC) e sdo sistematicamente usados como parte de um
programa de triagem direcionado para a identificacdo de produtos naturais com potencial
a ser explorado como novas drogas antimicrobianas.

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determina¢do da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) das amostras, através do método da microdiluicdo (ELLOF, 1998).
Para isto, em uma microplaca esterilizada de 96 pocos foram depositados 100 yL de
caldo Mueller-Hinton e 50 yL da amostra a ser testada, nas concentracdes de 1,0 - 0,016
mg mL™. Em seguida foram adicionados 100 pL de uma suspensdo dos microrganismos,
de crescimento recente, cuja turvacdo foi comparada a escala de McFarland n° 0,5 e
diluidos para concentracdo final de 10* células mL™. As placas foram incubadas por 24 h
a 37 °C. Apés este periodo foram acrescentados 50 pL da solugédo aquosa de cloreto de
trifenil tetrazélio (CTT) a 0,5%, e a placa foi re-incubada por 3 h na referida temperatura.
A CIM foi definida como a menor concentracdo da amostra capaz de impedir o
aparecimento de coloragéo vermelha.

Foram incluidos nos testes, controles dos medicamentos antibidticos nistatina
(para Candida albicans) e cloranfenicol (bactérias) (Merck) dentro da faixa de
concentracdo de 0,25 - 0,002 mg mL*, bem como controles de esterilidade do meio de

cultura e do crescimento do microrganismo.



71

3.5 ATIVIDADE CITOTOXICA

Estes testes foram realizados na Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimica, Biolégica e Agricola (CPQBA) - UNICAMP, tendo
como colaborador o Dr. Jo&o Ernesto de Carvalho.

A avaliacédo da atividade anticancer de cada amostra (6leos essenciais, extratos e
aegelina) foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida pelo “National Cancer
Institute” - NCI-USA, utilizando dez linhagens de células tumorais humanas: linhagens
K562 (leucemia), U251 (glioma, SNC), MCF-7 (mama), NCI-ADR (ovéario com fendétipo de
resisténcia a multiplas drogas), UACC-62 (melanoma), NCI-H460 (pulm&o), PC-3
(préstata), HT-29 (colon), OVCAR-3 (ovério) e 786-0 (rim) e célula vero (célula normal,
rim).

Placas de 96 poc¢os, com uma suspensao com densidade de inoculacdo entre 3,0
x 10* e 7 x 10* células/mL com meio RPMI/SFB (RPMI 1640 (Gibco®, NY, USA), 5% de
soro fetal bovino inativado (SFB) (Gibco®)) com 50 pL mL™ de gentamicina (Schering
Plus®) foram incubadas 24 h a 37 °C em atmosfera Gmida com 5% CO,. Apds este
periodo foi adicionado 100 pL/compartimento da amostra nas concentragfes de 0,25; 2,5;
25 e 250 pg/mL. Como controle positivo foi padronizado o quimioterapico doxorrubicina
nas mesmas concentragdes das amostras testes.

Ap6s um periodo de incubacdo de 48 h, as células foram fixadas através da
adigéo de 50 pL/compartimento de acido tricloroacético (TCA) (50%) (Merck®, Darnstadt,
Germany) e incubadas por 1 h a 4 °C. Apés este periodo, o 4cido tricloroacético foi
removido por aspiracdo e a seguir as placas foram lavadas com agua corrente para a
remocao dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios, sendo mantidas a
temperatura ambiente até a secagem completa. As placas foram coradas com 50
pL/compartimento de sulforrodamina B (SRB) (Sigma Chemical Co®, St Louis, MO, USA)
0,4% dissolvido em acido acético a 1%, por 30 minutos a 4 °C. O excesso de SRB foi
removido das placas apdés 10 minutos através de lavagem com &cido acético a 1% e
secas a temperatura ambiente. Finalmente, o corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado com a adicdo de 150 pL de Trizma Base [(Sigma Chemical Co®, St Louis,
MO, USA), (10 uM, pH 10,5) por 5 minutos em ultrasson. A leitura Optica foi realizada por
leitor de microplacas (elisa) em A = 540 nm no instrumento Labsystems Multiskan
MCC/340 (SKEHAN et al., 1990; MONKS et al., 1991).

Com os dados obtidos, foram construidos gréaficos relacionando a porcentagem de
inibicdo de crescimento com a concentracdo da substancia teste. Através da regressao
sigmoide das curvas obtidas com as médias da porcentagem de crescimento, foram

calculados os valores TGI (Total Growth Inhibition).
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3.6 METODOLOGIA DE SINTESE

A sintese dos constituintes estigmast-4-en-3-ona e (S)-aegelina, isolados de M.
obtusa, e do analogo da aegelina foi realizada durante o periodo de doutorado sanduiche
no Laboratério de Sintese Orgéanica, na Universidade de Nevada, Reno, EUA, sob

orientacéo do prof. Dr. Christopher Jeffrey.

3.6.1 Sintese de estigmast-4-en-3-ona

Cicloexanona
Al(OiPr);

Tolueno
refluxo, 15h

HO

Esquema 4. Esquema da sintese de estigmast-4-en-3-0  na.

Em um baldo de 500 mL com junta esmerilhada equipado com Dean Stark e
condensador de refluxo, sob atmosfera inerte de N,, foram adicionados 10 g de B-
sitosterol (24,11 mmol) (= 70% - Sigma, previamente recristalizado em acetona), 70 mL
de cicloexanona e 200 mL de tolueno. Em seguida adicionaram-se 7,38 g de tri-
isopropdxido de aluminio (36,17 mmol) e a solugéo foi deixada sob agitacdo magnética e
refluxo por 15 h. Apds este periodo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente,
seguida pela adicao lenta de 30 mL de agua e 60 mL de solucdo aquosa de acido
sulfrico 10%. Em seguida, a camada organica foi separada e a camada aquosa foi
extraida com tolueno (3 x 50 mL). As camadas organicas combinadas foram lavadas com
agua (3 x 50 mL), secas com sulfato de sdédio anidro, filtradas e concentradas sob
pressdo reduzida (Esquema 4) (ASKINAZI et al.,, 1985; LICHTFOUSE; ALBRECHT,
1994).

O produto obtido foi submetido a destilacdo a vacuo a temperatura de 250 °C para
retirada do excesso de cicloexanona. Em seguida, o produto foi purificado através de
recristalizagdo, utilizando 85 mL de metanol, obtendo-se 3,83 g de um sélido cristalino
branco (38,5%).
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RMN de *H (500 MHz - CDCIs/TMS) & (ppm): 0,71 (s; 3H; H-18), 0,81 (d; 6,8; 3H; H-26),
0,83 (d; 6,8; H-27), 0,84 (t; 7,4; 3H; H-29), 0,91 (d; 6,5; 3H; H-21), 1,18 (s; 3H; H-19), 5,71
(s; 1H; H-4) (pg. 194).

RMN de **C (125 MHz - CDCIs/TMS) & (ppm): 12,0 (C-29), 17,4 (C-19), 18,7 (C-21), 19,0
(C-27), 19,8 (C-26), 21,0 (C-11), 23,1 (C-28), 24,2 (C-15), 26,1 (C-23), 28,2 (C-16), 29,1
(C-25), 32,0 (C-7), 32,9 (C-6), 33,9 (C-2), 34,0 (C-22), 35,6 (C-1), 35,7 (C-8), 36,1 (C-20),
38,6 (C-10), 39,6 (C-12), 42,4 (C-13), 45,8 (C-24), 53,8 (C-9), 55,9 (C-14), 56,0 (C-17),
123,7 (C-4), 171,5 (C-5), 199,5 (C-3) (pg. 194).

3.6.2 Sintese de (R)-6'-desmetoxi aegelina

OH

NH>  (E)-PhcH=CHCOC],
Piridina
CH,Cl,, 0°C, 15h

Esquema 5. Esquema da sintese de ( R)-6'-desmetoxi aegelina.

Em um baldo de 100 mL com junta esmerilhada sob atmosfera inerte de N,, foram
adicionados 0,5 g de R-(-)-2-amino-1-feniletanol (3,64 mmol) em 36 mL de diclorometano
anidro e 11 mL de piridina anidra, e misturou-se sob agitagdo magnética a 0 °C. Em
seguida, adicionou-se gota a gota uma solucdo de 0,67 g de cloreto de cinamoila (4,01
mmol) em 2 mL de diclorometano anidro. A reagéo foi mantida sob agitacdo magnética na
mesma temperatura por 15 h.

Apos este periodo, foi adicionado &gua destilada (29 mL), a camada organica foi
separada e a camada aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 18 mL). As camadas
organicas combinadas foram lavadas com &cido cloridrico 10% (18 mL), com solucao
salina de NaCl (18 mL) e secas com sulfato de sédio anidro, filtradas e concentradas sob
pressédo reduzida (Esquema 5) (CHO; KANG; SHIN, 2002).

O produto obtido foi purificado através de recristalizacao, utilizando 30 mL de
etanol: 4gua (8:2) (LEE et al., 2007), obtendo-se 0,373 g de um sélido cristalino branco
(38,3%).

RMN de 'H (500 MHz — CDCl;+MeOD/TMS) & (ppm): 3,41 (dd; 13,9; 8,2; 1H; H-1'a), 3,73
(dd; 13,9; 3,7; 1H; H-1'b), 4,85 (dd; 8,2; 3,7; 1H; H-2), 6,47 (d; 15,8; 1H; H-2); 7,38 (m;
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8H; H-5-9, H-5-7); 7,49 (m; 2H; H4'-8™), 7,60 (d; 15,8; 1H; H-3) *podem estar trocados
(pg. 195).

RMN de **C (125 MHz - CDCl;+#+MeOD/TMS) & (ppm): 47,1 (C-1'), 72,7 (C-2’), 120,2 (C-
2), 125,8 (C-4’; C-8)*, 127,7 (C-7)**, 127,8 (C-5; C-7")*, 128,4 (C-5;C-9)*, 128,7 (C-6; C-
8)*, 129,7 (C-6")**, 134,6 (C-3')***, 141,2 (C-3), 141,9 (C-4)*** 167,4 (C-1). Carbonos
marcados com o mesmo simbolo podem estar trocados (pg. 195).

IV (ATR-FTIR)= 1660, 1619, 1223, 1052, 748, 697 cm™.

m/z (ESI +) = [M + 23] = 289,79; C,7H;;NO,Na.

[a]o>= -30,93 (conc. 0,9; CHCIy).

3.6.3 Sintese da (S)-aegelina

3.6.3.1 Rota 1

A metodologia utilizada para a rota 1 da sintese da (S)-aegelina foi baseada no

método descrito por Sadyandy; Fernandes; Kumar (2005).

3.6.3.1.1 (S)-1-(4-metoxifenil)-1,2-etanodiol.

/
= (DHQ)PHAL
K3Fe(CN)6
K,CO4
OSO4

t-BUOH:H,0 (1:1)
@) 0°C, 18h

Esquema 6. Esquema da reacdo de diidroxilagdo assim  étrica de Sharpless.

Em um baldo de 500 mL com junta esmerilhada e sob atmosfera inerte de N,,
33,12 g de KzFe(CN)g (100,58 mmol), 13,9 g de K,CO3; (100,58 mmol) e 0,2617 g de
(DHQ),PHAL (0,3359 mmol; 1% mol) foram adicionados em 300 mL de t-butanol: &gua
(1:1). Em seguida, adicionaram-se 4,26 mL de uma solucdo de tetroxido de 6smio 1%
(0,5% mol) em 4gua destilada a 0 °C e a mistura foi deixada sob agitacdo magnética por
5 minutos. Apds, adicionaram-se 4,5 g de 4-metoxi-etenofenila (33,53 mmol) e a reacao
foi mantida sob agitacdo magnética na mesma temperatura por 18 h (Esquema 6).

Apobs este periodo, foi adicionado a mistura 4,5 g de Na,SOs; e agitou-se por 1 h.

Em seguida, procedeu-se a separacao da fase organica e a fase aquosa foi extraida com
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acetato de etila (3 x 150 mL). As camadas orgénicas combinadas foram lavadas com
solucdo salina de NaCl (300 mL), secas com sulfato de soédio anidro, filtradas e

concentradas sob presséo reduzida. Obteve-se 5,46 g de um sélido branco (96,8 %).

RMN de 'H (500 MHz — MeOD/TMS) & (ppm): 3,59 (dd; 11,4; 8,4; 1H; H-2a), 3,66 (dd;
11,4; 3,5; 1H; H-2b), 4,70 (dd; 8,4; 3,5; 1H; H-1), 6,87 (d; 8,7; 2H; H-3; H-5), 7,26 (d; 8,7;
2H; H-2; H-6) (pg. 196).

RMN de *C (125 MHz - MeOD/TMS) & (ppm): 54,2 (OMe), 67,3 (C-2), 74,1 (C-1), 113,2
(C-3; C-5), 127,2 (C-2; C-6), 133,9 (C-1), 159,2 (C-4) (pg. 196).

[a]o*= +1,05 (conc. 6,9; MeOH).

3.6.3.1.2 (S)-2-(O-tosil)-1-(4-metoxifenil)etanol.

p-TsCl
Piridina

CH,Cl,,
-15°C, 8h

_0

Esquema 7. Esquema da reacéo de tosilacéo.

Em um baldo de 500 mL com junta esmerilhada, a temperatura ambiente, sob
agitacdo magnética e atmosfera inerte de N,, foram adicionados 5,41 g (32,2 mmol) do
produto diidroxilado dissolvidos em 270 mL de diclorometano anidro, seguida da adicdo
de 3,9 mL de piridina anidra (48,4 mmol) por 15 minutos. Em seguida, a mistura reacional
foi resfriada a -15 °C e adicionaram-se 6,44 g de cloreto de p-toluenossulfonila (33,8
mmol), divididas em trés partes e adicionadas a cada 30 minutos. A reagdo foi mantida
sob agitagdo magnética a -15 °C por 8 h (Esquema 7).

Apés este periodo, deixou-se a mistura reacional a temperatura ambiente e foi
adicionado 500 mL de acetato de etila, 100 mL de solu¢cdo aquosa de sulfato de cobre
10% e agitou-se por 30 minutos. Em seguida, procedeu-se a separacdo da fase organica
e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 250 mL). As camadas organicas
combinadas foram lavadas com solucéo salina de NaCl (500 mL), secas com sulfato de
sédio anidro, filtradas e concentradas sob presséao reduzida.

O produto obtido foi purificado através de cromatografia em coluna de gel de silica
através do equipamento Biotage®, utilizando como eluentes cloroférmio e metanol em

misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 1 g de um 6leo amarelo (9,6%).
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RMN de 'H (500 MHz — CDCI,/TMS) & (ppm): 2,44 (s; 3H; CHs), 3,79 (s; 3H; OCHy), 4,03
(dd; 10,4; 8,5; 1H; H-2a), 4,11 (dd; 10,4; 3,4; 1H; H-2b), 4,93 (dd; 8,5; 3,4; 1H; H-1), 6,86
(d; 8,7; 2H; H-3; H-5), 7,22 (d; 8,6; 2H; H-3’; H-5’), 7,33 (d; 8,7; 2H; H-2; H-6), 7,77 (d; 8,6;
2H; H-2'; H-6") (pg. 197).

RMN de *C (125 MHz - CDCI5/TMS) & (ppm): 21,6 (CHs), 55,3 (OMe), 71,4 (C-2), 74,3
(C-1), 114,0 (C-3; C-5), 127,5 (C-2; C-6), 127,9 (C-3’; C-5’), 129,9 (C-2’; C-6’), 130,6 (C-
4", 132,7 (C-1), 145,0 (C-1"), 159,7 (C-4) (pg. 197).

[a]o*'= +21,46 (conc. 3,8; CHCly)

3.6.3.1.3 (S)-2-azida-1-(4-metoxifenil)etanol.

NaN;
_— >
DMF

refluxo, 3h

7

Esquema 8. Esquema da sintese do produto azida.

Em um baldo de 50 mL, com junta esmerilhada equipado com condensador de
refluxo sob atmosfera inerte de N,, foi adicionado 0,95 g do produto tosilado (2,94 mmol),
19 mL de dimetilformamida anidra e 1,15 g de azida de sodio (17,69 mmol), os quais
foram deixados sob agitacdo magnética e refluxo por 3 h (Esquema 8).

Apés este periodo, deixou-se a mistura reacional a temperatura ambiente e foi
adicionado 40 mL de &gua destilada e 40 mL de acetato de etila. Em seguida, procedeu-
se a separacao da fase organica e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 40
mL). As camadas organicas combinadas foram lavadas com &agua destilada (100 mL),
solucdo salina de NaCl (100 mL), secas com sulfato de soédio anidro, filtradas e

concentradas sob presséo reduzida, obteve-se 0,630 g de um éleo amarelo impuro.

RMN de *H (500 MHz — CDCI,/TMS) & (ppm): 3,40 (dd; 12,5; 3,9; 1H; H-2a), 3,47 (dd;
12,5; 8,3; 1H; H-2b), 3,81 (s; 3H; OCH,), 4,82 (dd; 8,3; 3,9; 1H; H-1), 6,90 (d; 8,8; 2H; H-
3; H-5), 7,29 (d; 8,8; 2H; H-2; H-6) (pg. 198).

RMN de **C (125 MHz - CDCIy/TMS) & (ppm): 55,3 (OMe), 58,1 (C-2), 73,0 (C-1), 114,1
(C-3; C-5), 127,2 (C-2; C-6), 132,7 (C-1), 159,6 (C-4) (pg. 198).

[a]o*'= +25,73 (conc. 1,0; CHCIy)

[0]o? jieratwra = +114,3 (conc. 1,3; CHCI3) (KAMAL et al., 2004).
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3.6.3.1.4 (S)-2-amino-1-(4-metoxifenil)etanol.

10% Pd/C
MeOH
H,, 12h

\J

~

Esquema 9. Esquema da reducéo da azida para aminap rimaria.

Em um baldo de 50 mL, com junta esmerilhada sob atmosfera de H,, foi
adicionado 0,62 g do produto azida (3,21 mmol), 15 mL de metanol e 0,0498 g do
catalisador 10% Pd/C, os quais foram deixados agitando magneticamente a temperatura
ambiente por 12 h (Esquema 9).

Apoés este periodo, a mistura reacional foi filtrada a vdcuo com uma camada de
celite para a remocéo do catalisador. O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida,
ressuspendido em diclorometano, seco com sulfato de sédio anidro, filtrado e
concentrado novamente sob pressdo reduzida. Obteve-se 0,509 g de um 6leo amarelo
(94,9%).

RMN de 'H (500 MHz — MeOD/TMS) & (ppm): 2,80 (dd; 12,6; 7,9; 1H; H-2a), 2,98 (dd;
12,6; 4,0; 1H; H-2b), 3,80 (s; 3H; OCHs), 4,58 (dd; 7,9; 4,0; 1H; H-1), 6,90 (d; 8,7; 2H; H-
3; H-5), 7,28 (d; 8,7; 2H; H-2; H-6) (pg. 199).

RMN de **C (125 MHz - MeOD/TMS) & (ppm): 48,6 (C-2), 54,3 (OMe), 74,1 (C-1), 113,4
(C-3; C-5), 126,9 (C-2; C-6), 134,8 (C-1), 159,2 (C-4) (pg. 199).

[a]p?®= +12,73 (conc. 0,9; MeOH).

[a]p?°= +37,8 (conc. 1,1, EtOH) (KAMAL et al., 2004).

3.6.3.1.5 (S)-aegelina.

OH
: ‘ ¢ O

NHz  (E)-PhcH=CHcOCI, e 4
Piridina \/[k . .
» 5 1 o3 .
~o CH,Cl,, 0°C, 3h 6 ! N : =7
9

Esquema 10. Esquema da etapa final da sintese de ( S)-aegelina.
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Em um baldo de 100 mL com junta esmerilhada sob atmosfera inerte de N,, foram
adicionados 0,457 g de S-(+)-2-amino-1-(4-metoxifenil)etanol (2,73 mmol) em 30 mL de
diclorometano anidro e 8,2 mL de piridina anidra, e misturou-se sob agitacdo magnética a
0 °C. Em seguida, adicionou-se gota a gota uma solucdo de 0,501 g de cloreto de
cinamoila (3,01 mmol) dissolvidos em 10 mL de diclorometano anidro. A reacdo foi
mantida sob agitacdo magnética ha mesma temperatura por 3 h (Esquema 10) (CHO;
KANG; SHIN, 2002).

Apbs este periodo, foi adicionado agua destilada (21 mL), a camada organica foi
separada e a camada aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 15 mL). As camadas
organicas combinadas foram lavadas com solucdo aquosa de &cido cloridrico 10% (10
mL), com solucdo salina de NaCl (10 mL) e secas com sulfato de sédio anidro, filtradas e
concentradas sob presséo reduzida.

O produto obtido foi purificado através de cromatografia em coluna de gel de silica
através do equipamento Biotage®, utilizando como eluentes hexano e acetato de etila em

misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 0,106 g de um sdélido amarelo (13,1%).

RMN de *H (500 MHz — CDCl;+MeOD/TMS) & (ppm): 3,42 (dd; 13,9; 8,2; 1H; H-1'a), 3,68
(dd; 13,9; 3,9; 1H; H-1'b), 3,81 (s; 3H; OCHy), 4,81 (dd; 8,2; 3,9; 1H; H-2"), 6,53 (d; 15,7,
1H; H-2), 6,90 (d; 8,7; 2H; H5"; H-7"), 7,33 (d; 8,7; 2H; H-4"; H-8"), 7,37 (m; 3H; H-6-8),
7,53 (m; 2H; H-5; H-9), 7,59 (d; 15,7; 1H; H-3) (pg. 200).

RMN de C (125 MHz - CDCl;+MeOD/TMS) & (ppm): 47,2 (C-1'), 55,1 (OMe), 72,4 (C-
2’), 113,7 (C-5’; C-7’), 120,3 (C-2), 127,1 (C-4’; C-8), 127,7 (C5; C-9), 128,7 (C-6; C-8),
129,7 (C-7), 134,2 (C-3’), 134,7 (C-4), 141,1 (C-3), 159,1 (C-6’), 167,6 (C-1) (pg. 200).

IV (ATR-FTIR) = 3277, 1657, 1619, 1515, 1246, 1023, 762, 661 cm™.

m/z (ESI +) = [M + 23] =319,85; C15H;1oNO;Na.

[a]o>= +15,69 (conc. 0,3; CHCIs).

[0]o” fteratura = +34,1 (conc. 0,4; CHCIl;) (KAMAL et al., 2004).

3.6.3.2 Rota 2

A metodologia utilizada para a rota 2 da sintese da (S)-aegelina foi baseada no
método descrito por Peach et al. (2006), Lee et al. (2007) e Lee; Kwak; Lee (2009).
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3.6.3.2.1 a-tosiloxi-p-metoxiacetofenona.
O

(PhIOH)OTs

\O ACN, refluxo, 3h

Esquema 11. Esquema da a-oxitosilacdo de 4-metoxiacetofenona.

Em um baldo de 500 mL com junta esmerilhada, com condensador de refluxo sob
atmosfera inerte de N,, foi adicionado 5 g de 4-metoxiacetofenona (33,29 mmol)
dissolvida em 100 mL de acetonitrila e 15,31 g de [hidroxi(tosiloxi)iodo]benzeno (39,05
mmol) e 200 mL de acetonitrila. Esta mistura foi deixada sob agitacdo magnética e refluxo
por 3 h (Esquema 11).

Apos este periodo, deixou-se a mistura reacional a temperatura ambiente, a qual
foi concentrada sob presséo reduzida. O produto foi recristalizado com 40 mL de etanol e
lavado com hexano, o que resultou em 7,28 g de um sélido levemente alaranjado
(68,3%).

RMN de *H (500 MHz — CDCIy/TMS) & (ppm): 2,45 (s; 3H; CHs), 3,87 (s; 3H; OCHs), 5,20
(s; 2H; H-2), 6,93 (d; 9,0; 2H; H-3; H-5), 7,34 (d; 8,5; 2H; H-3"; H-5"), 7,83 (d; 9,0; 2H; H-2;
H-6), 7,86 (d; 8,5; 2H; H-2'; H-6") (pg. 201).

RMN de **C (125 MHz - CDCIl/TMS) & (ppm): 21,7 (CHs), 55,5 (OMe), 69,8 (C-2), 114,1
(C-3; C-5), 126,8 (C-4'), 128,2 (C-2; C-6), 129,9 (C-3’; C-5'), 130,4 (C-2’; C-6'), 132,6 (C-
1), 145,2 (C-1'), 164,3 (C-4), 188,7 (C-1) (pg. 201).

3.6.3.2.2 (S)-2-tosiloxi-1-(p-metoxifenil)etanol.

O
OTs RUCI[(R,R)TSDPEN] OH (l? 3
(mesitileno) 6 : . Y
_ A _0—S -
> 5 I
~ HCO,H/Et,N, 2 o) —/
O AcOEt, 16h ~o 3 2

Esquema 12. Esquema da reacéo de Noyori.

Em um baldo de 50 mL com junta esmerilhada e sob atmosfera inerte de N,, foi
adicionado 1,5 g de o-tosiloxi-p-metoxiacetofenona (4,68 mmol), 0,01457 g de
RUuCI[(R,R)TsDPEN](mesitileno) (0,023 mmol), juntamente com 2,34 mL de A&cido
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formicoltrietilamina (5:2), dissolvidos em 25 mL de acetato de etila. Esta mistura foi
deixada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 16 h (Esquema 12),
conforme descrito por Fuijii et al. (1996) e Lee et al. (2007).

Apés este periodo, foi adicionado &gua destilada (20 mL) e acetato de etila (10
mL). A camada organica foi separada, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida, obtendo-se 1,49 g de um sélido branco cristalino
(98,7%).

RMN de *H (500 MHz — CDCIy/TMS) & (ppm): 2,44 (s; 3H; CHs), 3,79 (s; 3H; OCHj), 4,03
(dd; 10,3; 8,5; 1H; H-2a), 4,10 (dd; 10,3; 3,4; 1H; H-2b), 4,92 (dd; 8,5; 3,4; 1H; H-1), 6,86
(d; 8,6; 2H; H-3; H-5), 7,23 (d; 8,6; 2H; H-3"; H-5’), 7,33 (d; 8,6; 2H; H-2; H-6), 7,76 (d; 8,6;
2H; H-2'; H-6") (pg. 202).

RMN de **C (125 MHz - CDCIy/TMS) & (ppm): 21,7 (CHs), 55,3 (OMe), 71,5 (C-2), 74,3
(C-1), 114,0 (C-3; C-5), 127,5 (C-2; C-6), 127,9 (C-3', C-5'), 129,9 (C-2’; C-6"), 130,3 (C-
4'), 132,6 (C-1), 145,0 (C-1’), 159,6 (C-4) (pg. 202).

[a]p?'= +7,93 (conc. 0,72; CHCI).

3.6.3.2.3 (S)-2-azida-1-(4-metoxifenil)etanol. Esta reacdo ocorreu de acordo com a

metodologia j& descrita - ver secdo 3.6.3.1.3 para metodologia e dados de RMN de 'H e
3C (pg. 76). Houve alteracdo apenas nas quantidades: 1,49 g do produto tosilado (4,65
mmol), 30 mL de dimetilformamida anidra e 1,81 g de azida de sddio (27,95 mmol).
Obteve-se 0,90 g de um éleo amarelo impuro.

[a]o*'= +35,01 (conc. 1,6; CHCIs).

[0]o” fteratura = +114,3 (conc. 1,3; CHCl;) (KAMAL et al., 2004).

3.6.3.2.4 (S)-2-amino-1-(4-metoxifenil)etanol. Esta reagdo ocorreu de acordo com a

metodologia ja descrita - ver secdo 3.6.3.1.4 para metodologia e dados de RMN de 'H e
3C (pg. 77). Houve alteracéo apenas nas quantidades: 0,86 g do produto azida (4,48
mmol), 15 mL de metanol e 0,0694 g do catalisador 10% Pd/C. Obteve-se 0,739 g de um
6leo amarelo (99,3%).

[a]o*= +13,31 (conc. 0,5; MeOH).

[a]p?°= +37,8 (conc. 1,1, EtOH) (KAMAL et al., 2004).

3.6.3.2.5 (S)-aegelina. Esta reacdo ocorreu de acordo com a metodologia ja descrita -
ver secdo 3.6.3.1.5 para metodologia e dados de RMN de 'H, *C, IV e EM (pg. 77-78).

Houve alteracdo apenas nas quantidades: 0,709 g de S-(+)-2-amino-1-(4-

metoxifenil)etanol (4,24 mmol) em 32,5 mL de diclorometano anidro, 12,7 mL de piridina
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anidra e 0,778 g de cloreto de cinamoila (4,66 mmol) dissolvido em 10 mL de
diclorometano anidro. Apdés purificacdo obteve-se 0,156 g de um sélido amarelo (12,4%).
[a]o*'= + 28,35 (conc. 0,16; CHCIy).

[0]o” fteratura = +34,1 (conc. 0,4; CHCIl;) (KAMAL et al., 2004).

3.7 METODOLOGIA DO ENSAIO INSETICIDA

A atividade inseticida dos constituintes sintetizados e adquiridos comercialmente,
foi realizada durante o periodo de doutorado sanduiche no Laboratério de Ecologia
Quimica, na Universidade de Nevada, Reno, EUA, sob orientacdo do prof. Dr. Lee Dyer.

Ovos de Spodoptera exigua foram adquiridos a partir da colénia mantida no
laboratério do Prof. Dyer. Apds a eclosao, 506 larvas foram submetidas a dietas artificiais.
A dieta controle consistiu em 35 g de dieta para lagarta com 200 mL de agua destilada e
para dietas experimentais, 0s constituintes foram adicionados a dieta controle. A
guantidade de constituinte foi relativa a concentracdo isolada na espécie vegetal M.
obtusa, diluidos em 0,32 mL de etanol.

Para verificar a existéncia de interacdes sinérgicas, o efeito dos compostos
individuais foi comparado com os efeitos de misturas equimolares dos constituintes.
Desta forma, analisou-se individualmente MO 1 (aegelina), MO 2 (cinamamida), MO 3A
(B-sitosterol), MO 3B (estigmasterol), MO 4 (estigmast-4-en-3-ona) e NMO 1 ((R)-6'-
desmetoxi aegelina). E como mistura analisou-se a mistura dos esteroides (MO 3A + MO
3B + MO 4), misturas das amidas (MO 1 + MO 2) e (NMO 1 + MO 2) e mistura de todos
os constituintes (MO 1+ MO 2+ MO 3A+MO 3B eMO 4)e (NMO1+MO 2+ MO 3A+
MO 3B e MO 4). Os tratamentos consideraram 4 concentracfes diferentes para cada
amostra, sendo para MO1 e NMO1 (0,1; 0,5; 0,8; 1), para MO2 e MO4 (0,05; 0,1; 0,2;
0,5), para MO3A (0,05; 0,1; 0,3; 0,6), para MO2B (0,01; 0,07; 0,2; 0,5), para as misturas
de amidas (0,5; 0,8; 1; 1,6), para a mistura de esteroides (0,6; 0,9; 1,05; 1,2) e para a
mistura total (0,5; 0,75, 1; 1,25).

As larvas do primeiro estagio foram colocadas em copos plasticos opacos com a
dieta e criadas numa camara de crescimento (28 °C). Diariamente avaliou-se a massa
larval, a necessidade de comida fresca, a data de alteracdo de estagio, de pupacédo e
data de morte. Na pupacdo a massa final foi obtida e a data da idade de adulto foi
anotada ap6s a ecloséo.

A andlise foi realizada utilizando modelos dose dependente lineares generalizados

e regressoes lineares, comparando os melhores modelos de ajuste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Manekia obtusa E Piper

cubataonum

Inicialmente o Oleo essencial das partes aéreas de M. obtusa e das folhas e
galhos de P. cubataonum foram analisados separadamente por CG-EM (Tabela 18 —
Anexo 1 — pg. 164). O Oleo essencial de M. obtusa apresentou 0,04% (m/m) de
rendimento e foram identificados 22 constituintes, o que representa 79,5 % dos
compostos do 6leo essencial. O cromatograma (Figura 17) revelou-se constituido
majoritariamente por sesquiterpenos oxigenados (aproximadamente 57% do 6leo total),
dentre os quais se destacam: espatulenol (17,4%), E-nerolidol (13,4%) e selin-11-en-4a-
ol (7,3%). O género Manekia, apresenta oito espécies (SCHUBERT et al., 2012), destas,
M. naranjoana e M. obtusa tiveram seu 0leo essencial estudado. No estudo de Chaverri;
Diaz; Ciccié (2011) o oleo essencial de M. naranjoana revelou como constituintes
majoritarios os hidrocarbonetos monoterpénicos: p-pineno (30,6%), a-pineno (18,8%) e
limoneno (13,7%).

A caracterizagdo quimica do Oleo essencial de M. obtusa coletada em outra
localidade (Morretes, PR) j& havia sido realizada previamente por nosso grupo de
pesquisa (FERNANDES, 2006), apresentando-se distinta da descrita neste trabalho (S&o
Paulo, SP), onde o 6leo essencial das folhas apresentou 42% de monoterpenos e 24,9%
de sesquiterpenos. Os monoterpenos majoritarios foram B-felandreno (17,4%) e a-pineno
(15,1%) e os sesquiterpenos majoritarios foram E-cariofileno (9,4%) e germacreno
(7,9%). O oleo essencial dos galhos apresentou 31,5% de monoterpenos e 33,4% de
sesquiterpenos, sendo 0os monoterpenos majoritarios o B-felandreno (17,2%) e a-pineno
(9,7%) e os sesquiterpenos majoritarios o E-cariofileno (15,6%) e a-humuleno (8,7%).
Além disso, no trabalho de Marques et al. (2013), o 6leo essencial das folhas de M.
obtusa coletada em Itajub4, MG, apresentou como constituintes majoritarios 6-3-careno
(57%), a-pineno (6,3%) e safrol (4,0%). Nos galhos encontrou-se 6-3-careno (41%),
seguido de safrol (8,3%) e B-elemeno (7,2%) como majoritarios.

Esta diferenca encontrada pode ser atribuida as diferentes condi¢cdes de
crescimento das plantas, como clima, luz, temperatura, disponibilidade de agua, altitude,
area geografica, estacbes, condicbes do solo e periodo de colheita (PAULI, 2001;
BARROS et al., 2009).
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Figura 17. Cromatograma do Oleo essencial das partes aéreas  de M. obtusa obtido por
CG-EM.

O 6bleo essencial das folhas de Piper cubataonum apresentou rendimento de
1,96% (m/m) e os galhos de 0,44% (m/m), sendo possivel caracterizar 14 e 20
constituintes principais, respectivamente, o que representa 96,8% e 98,5% dos
constituintes do 6leo essencial (Tabela 18, Anexo 1 — pg. 164). Os cromatogramas das
folhas e galhos foram semelhantes e apresentaram dois sinais intensos, correspondentes
aos alilfendis, dilapiol e apiol, que somados representam aproximadamente 90% do 6leo
essencial total (Figura 18). Os demais constituintes minoritarios sao representados por
sesquiterpenos hidrocarbonetos. Devido ao 6leo essencial das folhas e galhos de P.
cubataonum serem muito semelhantes, os cromatogramas serdo apresentados apenas
para as folhas.

A caracterizagdo quimica do Oleo essencial de Piper cubataonum, esta sendo
descrita aqui pela primeira vez. Porém, a sua caracterizacdo quimica revelou-se
condizente com outras espécies da familia Piperaceae. E comum as espécies do género
Piper apresentarem na composi¢cao quimica do seu 6leo essencial alilfendis, muitos dos
gquais apresentam alguma atividade biolégica. Como por exemplo, o dilapiol, isolado de P.
aduncum, que revelou atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata (PARMAR et

., 1997).
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Figura 18. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de P. cubataonum obtido por CG -EM.

Em uma analise monodimensional, uma separacao real ndo pode ser encontrada
para amostras complexas, enquanto que a analise por CGxCG, devido a presenca de
duas colunas, e consequentemente dois processos de separacao, € possivel obter uma
resolucdo e separacdo superiores. Deste modo, os 6leos essenciais também foram
caracterizados por Cromatografia em fase Gasosa Bidimensional Abrangente (Tabela 18,
Anexo 1 — pg. 164). Para comparar ambas as técnicas, no CGxCG utilizou-se a mesma
fase estacionaria que na CG-EM na coluna da primeira dimenséo (coluna apolar) e todas
as condicdes experimentais possiveis foram mantidas. Conforme descrito por Wu et al.
(2004), o sistema convencional de colunas € utilizar na primeira dimensdo uma coluna
longa apolar e na segunda uma coluna curta e polar, o que proporciona uma melhor
separacdo das amostras, pois permite dois mecanismos de separa¢do independentes,
neste caso, permitindo na 1D uma separagdo de acordo com a pressdo de vapor dos
analitos e na segunda dimensédo de acordo com suas polaridades. Através desta técnica,
foi possivel caracterizar 80 constituintes nas partes aéreas de M. obtusa, além de 57 e 66
constituintes das folhas e galhos de P. cubataonum, respectivamente. Na Figura 19, é
possivel observar um grafico de volatilidade (12 dimensao) por polaridade (22 dimenséo)
das partes aéreas de M. obtusa com os constituintes devidamente numerados conforme
Tabela 18.
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Figura 19. Cromatograma 2D dos constituintes identi  ficados de M. obtusa.

Dentre os 128 constituintes caracterizados nas duas espécies, 12 sao
hidrocabonetos monoterpénicos, 10 monoterpenos oxigenados, 37 hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, 32 sesquiterpenos oxigenados, 1 diterpeno, 5 arilpropandides, 3
cetonas alifaticas, 1 cetona ciclica, 3 ésteres alifaticos, 6 aldeidos alifaticos, 4 alcoois
alifaticos, 10 hidrocarbonetos alifaticos, 2 hidrocarbonetos n&o identificados, 1
constituinte aroméatico néo identificado e ftalato de dietila.

A separacdo ortogonal bidimensional faz com que constituintes similares se
apresentem em grupos préoximos, formando cromatogramas estruturados. Um
cromatograma tipico de 2D de um Oleo essencial, nos permite observar a regido de
hidrocarbonetos monoterpénicos e uma regido similar com maior tempo de retencdo na
1D para sesquiterpenos hidrocarbonetos. Os monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados
sdo tipicamente encontrados em um tempo de retengdo préximo a sua classe nao
oxigenada na primeira dimensao, porém devido a sua maior interacao polar, estes sao
observados em uma regido com maior %ty (MATEUS et al., 2010; SHELLIE et al., 2002).
De acordo com os indices de retencédo e identidade quimica dos constituintes na Figura
20A, observa-se a analise do Oleo essencial das folhas de P. cubataonum a qual
apresentou um padrdo de distribuicdo caracteristico de Oleos essenciais, sendo
observados cinco grupos quimicos: na regido (A) hidrocarbonetos monoterpénicos, na
regido (B) os monoterpenos oxigenados, 0s quais apresentam maior %z que 0s n&o

oxigenados, devido a sua interacdo com a coluna polar na segunda dimenséo, na regiao
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(C) hidrocarbonetos sesquiterpénicos, na regido (D) os sesquiterpenos oxigenados,
também com “tz superior aos sesquiterpenos hidrocarbonetos devido a sua polaridade, e
na regido (E) observa-se os fenilpropanoides. Na andlise do 6leo essencial das partes
aéreas de M. obtusa (Figura 20B) foi possivel observar trés grupos, sendo identificados
como sesquiterpenos hidrocarbonetos na regido (C), seguido dos sesquiterpenos
oxigenados (D) com aumento de “tz devido a sua polaridade e na regido (F), observa-se

a presenca de outros constituintes.
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Figura 20. Cromatograma CGxCG das: (A) Folhas de  Piper cubataonum e (B) Partes aéreas
de Manekia obtusa. Ressaltando o0s principais grupos: (A) hidrocarbon etos
monoterpénicos, (B) monoterpenos oxigenados, (C) hi drocarbonetos sesquiterpénicos, (D)
sesquiterpenos oxigenados, (E) fenilpropanoides e ( F) outros.
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A distribuicdo dos constituintes dos 6leos na coluna apolar, da primeira dimenséo,
esta diretamente correlacionada com a separacao obtida na andlise monodimensional. A
adicdo de uma segunda coluna polar pode resolver muitos sinais sobrepostos. Devido a
menor capacidade de pico na andlise monodimensional, muitos sinais sobrepostos e
constituintes menos concentrados sdo incorporados por sinais mais largos. Na CGxCG, a
resolugdo superior e menor co-eluicdo, leva a sinais mais resolvidos e precisos (WU et
al., 2004; ZHU et al., 2005; GAINES et al., 1999). No 6leo essencial de M. obtusa, o alto
poder de resolucdo de CGxCG é visivelmente demonstrado pelo constituinte majoritario
espatulenol (IR=1586 - sinal 65), que aparece como um Unico sinal na Figura 21 na
analise monodimensional, o qual pode ser separado, no minimo em seis constituintes
pela andlise por CGxCG, sendo estes globulol (IR=1592, sinal 67), viridiflorol (IR=1600,
sinal 68), cubeban-11-ol (IR=1605, sinal 69), 6xido de cariofileno (IR=1592, sinal 66),
dodecanoato de etila (IR=1591, sinal 113), 1l-hexadeceno (IR=1595, sinal 111), n-

hexadecano (IR=1600, sinal 114), os quais sdo separados apenas na segunda dimensao.
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Figura 21. Sobreposicdo do espatulenol na analise 1 D e separacdo em seis sinais na analise
por CGxCG, do dleo essencial de M. obtusa.
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4.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES ISOLADOS
O estudo fitoquimico do extrato diclorometanico das partes aéreas de M. obtusa
forneceu cinco compostos e do extrato metandlico das raizes de P. cubataonum foram

identificados onze compostos, e a seguir, sera discutido a determinagéo estrutural das

substancias isoladas.

4.2.1 Determinacao Estrutural das Amidas

4.2.1.1 Determinacéo de MO 1

Figura 22. Estrutura quimica de MO 1 - aegelina

A substancia MO 1 (Figura 22) (Tabela 5) foi isolada das fragdes F13, F13 (14),
F13 (16) de M. obtusa. Este composto apresentou-se como um soélido branco-amarelado

amorfo.

Tabela 5. Dados de RMN de 'H, de *C e mapa de correlacio 'H-BC a longa distancia (HMBC)
para a substancia MO 1.

oL MO 1 Aegelina MO 1 Aegelina D
Posicao | a 13 b 1 a 1 c Jhc
C (®) C (d) H (8)” (mult., J em Hz) H (8)" (mult., J em Hz)
1 167,3 167,4
2 120,1 120,7 6,50 (d; 15,7; 1H) 6,56 (d; 15,6; 1H) 1,4
3 141,0 1411 7,60 (d; 15,7; 1H) 7,57 (d; 15,6; 1H) 1,2,59
4 134,5 134,6
5,9 127,6 7,52 (m; 2H) 7,50 (d; 8,0; 2H) 3,7
127,8 -
6,8 128,6 4
129,6 7,38 (m; 3H) 7,36 (m; 3H)
7 129,6 59
3,41 (dd; 13,9; 8,1; 1H) | 3,35 (dd; 14,0; 8,2; 1H)
T 47,1 47,1 1,2,3
3,69 (dd; 13,9; 3,7; 1H) | 3,72 (dd; 14,0; 3,5; 1H)
2 72,2 72,2 4,80 (dd; 8,1; 3,7; 1H) 4,79 (dd; 8,2; 3,5; 1H) 1,34
3 133,9 133,9
4.8 126,9 128,0 7,33 (d; 8,8; 2H) 7,33 (d; 8,0; 2H) 2,468
5,7 113,6 113,7 6,90 (d; 8,8; 2H) 6,77 (d; 8,0; 2H) 3,5,6, 7
6’ 158,8 158,9
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OCH; | 550 56,0 3,81 (s; 3H) 3,80 (s; 3H) 6

Experimento realizado a 200 MHz para "H, 400 MHz para HMBC e 50 MHz para ~-C em CDCl; + gotas de
MeOD, utilizando o TMS como padréo interno. PALI, M. et al. Naturally Occurring Antifungal Aromatic Esters
and Amides. Journal of the Chemical Society of Pakistan , v. 32, n.4, p.565-570, 2010. “CORTEZ, N. A. et
al. Synthesis of (R)-tembamide and (R)-aegeline via asymmetric transfer hydrogenation in water.
Tetrahedron: Asymmetry ,v. 24, p. 1297-130, 2013.

A andlise do espectro RMN de 'H (Anexo 1 — Espectro 1 e 2 — pg. 171)
apresentou trés duplos dupletos cada um com integracdo para um hidrogénio: em & 3,41
ppm com constantes de acoplamento de 13,9 e 8,1 Hz; em & 3,69 ppm com constantes
de acoplamento de 13,9 e 3,7 Hz e em & 4,80 com constantes de acoplamento de 8,1 e
3,7 Hz, referentes aos H-1'a, H-1'b e H-2’, respectivamente. Os hidrogénios em & 3,41 e
3,69 ppm sdo geminais (H-1"), visto que a constante de acoplamento é de 13,9 Hz,
correspondendo a um metileno acoplado com um metino (H-2’) em & 4,80 ppm. O
simpleto em & 3,81 ppm com integracdo para trés hidrogénios indica a presenca de uma
metoxila ligada ao anel aromatico. Observa-se ainda em & 6,50 (H-2) e 7,60 ppm (H-3)
dois dupletos com constante de acoplamento de 15,7 Hz com integracdo para um
hidrogénio cada, que sao referentes aos hidrogénios ligados ao carbono da ligacao dupla
gque apresenta configuracdo E. Na regido dos hidrogénios aromaticos verificou-se a
presenca de dois dupletos em & 6,90 (H-5 e H-7") e & 7,33 ppm (H-4' e H-8) com
constante de acoplamento de 8,8 Hz e com integracdo para dois hidrogénios cada,
correspondendo a um anel aromatico para substituido. Nesta regido, observam-se ainda
dois multipletos: em & 7,38 ppm com integracdo para trés hidrogénios e em & 7,52 ppm
com integracdo para dois hidrogénios, correspondendo ao anel aromaético
monosubstituido.

Pela analise do espectro de RMN de *C (Anexo 1 — Espectro 3 — pg. 172) e o
mapa de correlacéo direta *H-*C (Anexo 1 — Espectro 4 — pg. 172) de MO 1 observou-se
a presenca de 18 carbonos sendo 14 na regi&o de carbono sp? localizados entre & 113,6
e 158,8 ppm, dentre eles dois quaternarios, um em & 134,5 ppm (C-4) e outro em 6 133,9
ppm (C-3’). Nesta regido observa-se também a presenca dos dois carbonos da ligagédo
dupla, um em & 120,1 ppm (C-2) e outro em & 141,0 ppm (C-3), confirmados pelos mapa
de correlacdo direta 'H-13C. Observa-se ainda, o sistema metileno-metino, sendo em &
47,1 ppm o sinal do metileno (C-1") e em & 72,2 ppm o sinal do metino (C-2'). Além disso,
€ possivel observar também a metoxila em & 55,0 ppm e a carbonila em & 167,3 ppm,
consistente com a estrutura de MO 1.

Através da andlise do mapa de correlacdo 'H-*C a longa distancia (Anexo 1,
Espectro 5 - pg. 173), é possivel observar a correlacdo do sinal em 6 7,33 ppm (H-4' e H-
8) a J® com os sinais dos carbonos em & 158,8 (C-6') e & 72,2 (C-2’), confirmando a

posicdo da metoxila neste anel. Observa-se também a correlacdo do sinal em & 7,60 ppm
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(H-3) a J° com os sinais da carbonila em & 167,3 (C-1) e com os carbonos em & 127,6 (C-
5 e C-9), confirmando a presenc¢a no anel aroméatico monosubstituido proximo a ligagéo
dupla. As principais correlagdes de HMBC podem ser visualizadas na Figura 23, sendo
consistente com a amida denominada (2E)-N-[2'-hidroxi-2’-(6’-metoxifenil)etil]-3-fenil-2-

propenamida, conhecida na literatura como aegelina.

5
. 0
4 6~
™, 9
5 3\)(\1‘ 3 )
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7\/9 H OH
8

Figura 23. Principais correlacbes observadas no map a de correlacdo 'H-2C a longa
distancia para MO 1.

A amida aegelina teve sua rotacdo optica analisada, apresentando [a]p® = +32,97
(conc. 0,5; CHCIy), o que comparado a literatura [a]p> = +34,1 (conc. 0,4; CHCI3) (KAMAL
et al., 2004) para a (S)-aegelina, nos permite atribuir para a aegelina isolada a
configuracao (S), conforme representado na Figura 22.

Diferentes familias j& revelaram a presenca de aegelina. Na familia Piperaceae
esta substancia foi encontrada nas folhas de Manekia naranjoana e revelou atividade
antileishmaniase (WILLIAMS et al., 2003). Também foi encontrada em espécies da
familia Rutaceae, como Zanthoxylum coriaceum (SWINEHART; STERMIT, 1980),
Zanthoxylum ocumarense (MARCANO; HASEGAWA; CASTALDI, 1972; SWINEHART;
STERMITZA, 1980) e Aegle marmelos, cuja atividade anti-hiperlipidémica e
antidislipidémica mostrou-se promissora no trabalho de Narender et al., (2007). A
aegelina foi obtida ainda nas cascas de espécie Mitrella kentii (Annonaceae) (ELLIS;
GELLERT; SUMMONS, 1972), e de Solanum erianthum (Solanaceae), a qual néo

apresentou atividade antifungica consideravel conforme citado por Ali et al. (2010).
4.2.1.2 Determinacéo de MO2
@)
4
6 > 1 NH,

Figura 24. Estrutura quimica de MO 2 — cinamamida.

A substancia MO 2 (Figura 24) (Tabela 6) isolada da fracdo F10 (50-55) A de M.

obtusa apresentou-se como um sélido amarelado amorfo.
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e de **C para a substancia MO 2.

Posicdo 13l\/IO 2a 1 ) MO 2 ) 1 Cbinamamida
C (8) H (8)" (mult., J em Hz) H (8)" (mult., J em Hz)
1 167,7
2 119,4 6,47 (d; 15,7; 1H) 6,47 (d; 15,6; 1H)
3 142,6 7,66 (d; 15,7; 1H) 7,65 (d; 15,6; 1H)
4 134,5
509 127,9 7,52 (m; 2H) 7,51 (m; 2H)
6,8 128,9
. 1300 7,38 (m; 3H) 7,38 (m; 3H)
NH, - 5,64 (sl; 2H) 5,77; 5,92 (sl; 2H)

Experimento realizado a 200 MHz para 'H e 50 MHz para ~°C em CDCls, utilizando TMS como padréo
interno. °LEE, H.S.; KIM, S.H.; KIM, J.N. Facile One-Pot Synthesis of Cinnamamides from Aromatic
Aldehydes and Acetonitrile with Me3SiOK. Bulletin of the Korean Chemical Society , v. 32, n.5, p. 1748-
1750, 2011.

A andlise do espectro RMN de 'H e de **C (Anexo 1 — Espectro 6 e 7 — pg. 173 e
174) apresentou sinais semelhantes a MO 1, com os sinais de hidrogénios em 6 6,47 (H-
2) e 7,66 ppm (H-3) como dois dupletos com constante de acoplamento de 15,7 Hz com
integracdo para um hidrogénio cada, que sao referentes aos hidrogénios sobre a ligacéo
dupla com configuracéo E. Na regido dos hidrogénios aromaticos verificou-se a presenca
de dois multipletos: em & 7,38 ppm com integracdo para trés hidrogénios e em & 7,52
ppm com integracdo para dois hidrogénios, correspondendo ao anel aromatico
monosubstituido. Diferente da amida anteriormente isolada, em MO 2 houve auséncia
dos sinais referentes aos hidrogénios 1’ a 7’, sendo neste caso uma amida néo
substituida.

Para a confirmagéo da atribuicdo dos hidrogénios de NH, em & 5,65 ppm, foram
adicionadas gotas de agua deuterada (D,O) na solugdo com a amostra, sendo possivel
observar o desaparecimento deste sinal (Anexo 1 — Espectro 8 — pg. 174).

A andlise do espectro de RMN de C confirmou a estrutura de MO 2, onde
observou-se a presenca de 9 carbonos, sendo 8 na regido de carbonos sp® entre 8 119,4
e 142,6 ppm, dentre eles, um quaternario em & 134,5 ppm (C-4). Nesta regido observa-se
também a presenca dos dois carbonos da liga¢do dupla, em & 119,4 ppm (C-2) e em &
142,6 ppm (C-3). Os demais correspondem aos carbonos do anel aromatico
monosubstituido e a carbonila é observada em & 167,7 ppm, consistente com a
substancia 3-fenil-2-propenamida, conhecida na literatura como cinamamida.

A cinamamida ja foi descrita em outra espécie da familia Piperaceae, Piper
taiwanense, a qual ndo apresentou efeito antiplaquetario (CHEN et al., 2004). Também
foi encontrada em Aristolochia kaempferi (Aristolochiaceae) (WU; LEU; CHAN, 1998), em
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Clausena lansium (Rutaceae) (SHEN et al., 2012), em Verbascum pseudonobile
(Scrophulariaceae) (NINOVA; KOBLICOVA; TROJANEK, 1984) e na espécie
Ochreinauclea maingayii (Rubiaceae) (MUKHTAR et al., 2012).

4.2.2 Determinacéo estrutural dos esteroides

4.2.2.1 Determinagéao de MO 3

MO 3 A MO 3B

Figura 25. Estrutura quimica de MO 3A — B-sitosterol e MO 3B — estigmasterol

A substancia MO 3 (Figura 25) (Tabela 7) isolada da fracdo F10 (23-26) de M.
obtusa e da fracdo F 16-19 D (B) de P. cubataonum apresentou-se como um solido

cristalino branco em forma de agulhas.

Tabela 7. Dados de RMN de **C para as substancias MO 3A e MO 3B.

Posicéo MO 3A (8)° B-sitosterol ( 8)° MO 3B (8)° Estigmasterol ( &)°
1 37,3 37,3 37,3 37,3
2 31,6 31,6 31,6 31,7
3 71,8 71,7 71,8 71,8
4 42,3 42,3 42,3 42,4
5 140,8 140,8 140,8 140,8
6 121,7 121,6 121,7 121,6
7 31,9 31,9 31,9 31,9
8 31,6 31,9 31,6 31,9
9 50,1 50,2 50,1 50,2
10 36,5 36,5 36,5 36,5
11 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,8 39,7 39,7
13 42,3 42,3 42,3 42,4
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14 56,8 56,8 56,9 56,9
15 24,3 24,3 24,3 24,4
16 28,3 28,3 28,3 28,3
17 56,1 56,1 56,0 56,1
18 11,9 11,9 12,1 12,1
19 19,4 19,4 19,4 19,4
20 36,1 36,2 40,5 40,5
21 18,8 18,8 21,2 21,1
22 33,9 33,9 138,3 138,3
23 26,1 26,1 129,3 129,3
24 45,8 45,9 51,2 51,3
25 29,2 29,2 31,6 31,9
26 19,8 19,8 21,2 21,3
27 19,1 19,1 19,0 19,0
28 23,1 23,1 25,4 25,4
29 12,3 12,3 12,3 12,3

Experimento realizado a 50 MHz para “C em CDCl5 utilizando TMS como padréo interno. "GOULART, M. O.
F. et al. Fitoconstituintes quimicos isolados de Jatropha elliptica, atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono e hidrogénio dos diterpenos Jatrofolonas A e B. Quimica Nova , v. 16, n.2, p. 95-100,
1993.

A andlise do espectro RMN de 'H (Anexo 1 — Espectro 9 — pg. 175) apresentou
sinais caracteristicos de esteroides: um dupleto largo em & 5,35 ppm com constante de
acoplamento 5,1 Hz atribuido ao H-6 do B-sitosterol (MO 3A) e do estigmasterol (MO 3B);
um multipleto em & 3,52 ppm caracteristico de hidrogénio ligado a carbono carbindlico
atribuidos aos hidrogénios H-3 do B-sitosterol e do estigmasterol. Na regido de & 0,68 a
2,29 ppm verificou-se o0s sinais referentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos.
Observou-se em 6 5,08 ppm dois duplos dupletos com constante de acoplamento de 15,2
e 8,5 Hz e com integracdo para um hidrogénio cada relativos ao H-22 e H-23 do
estigmasterol.

Pela anélise do espectro de RMN de *C (Anexo 1 — Espectro 10 — pg. 175) de
MO 3 observou-se a presencga de 45 carbonos, indicando a provavelmente uma mistura
esteroidal. Os sinais em & 138,3 ppm e & 129,3 ppm s&o relativos aos carbonos sp? C-22
e C-23 do estigmasterol e os sinais em © 33,9 ppm e 26,1 ppm sao relativos a estes
mesmos carbonos do B-sitosterol. E possivel observar ainda, sinais em & 140,8 e 121,7
ppm caracteristicos dos carbonos olefinicos C-5 e C-6 e o sinal em & 71,8 ppm tipico de
carbono carbindlico atribuido a C-3 de ambos o0s compostos, consistente com 0s

esteroides B-sitosterol e estigmasterol.
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Esta mistura de compostos é frequentemente encontrada no reino vegetal. Na
familia Piperaceae vérias espécies ja relataram a ocorréncia desses compostos, algumas
destas séo: Piper manausense (DE DIAZ; DIAZ; NATHAN, 1990), Piper sarmentosum
(RUKACHAISIRIKUL et al., 2004), Piper carniconnectivum (ALVES et al., 2010), Piper
aduncum, Piper betle, Piper chiadoense, Piper longum, Piper methysticum e Piper
taboganum (PARMAR et al., 1997). Verifica-se que o B-sitosterol apresenta-se, em geral,
distribuido em todas as partes das plantas e, quando isolado em mistura com o
estigmasterol, estd praticamente sempre em maior proporcdo (GALOTTA;
BOAVENTURA, 2005). As porcentagens aproximadas dos dois constituintes na mistura
foram calculadas com base na integracdo dos sinais correspondentes ao H-6
(estigmasterol + B-sitosterol) e H-22 e H-23 (estigmasterol). Esta analise permitiu deduzir
que a mistura contém 83,4% de [B-sitosterol e 16,6% de estigmasterol em M. obtusa e

59,8% de B-sitosterol e 40,2% de estigmasterol em P. cubataonum.

4.2.2.2. Determinagéao de MO 4

Figura 26. Estrutura quimica de MO4 - estigmast -4-en-3-ona.

A substancia MO 4 (Figura 26) (Tabela 8) isolada da fracdo F10 (17-19) C de M.

obtusa e F 13 (5-6) F de P. cubataonum apresentou-se como um sélido amorfo amarelo.

Tabela 8. Dados de RMN de '*C e mapa de correlacdo 'H-'*C a longa distancia (HMBC) para
a substancia MO 4.

Posicéo MO 4 (5)* Estigmast -4-en-3-ona (8)" ®hc
1 35,7 35,68
2 33,9 33,89 3
3 199,7 198,92
4 123,7 123,64 6, 10
5 171,8 171,01
6 32,9 32,86
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32,0 32,07
8 36,1 35,73
53,8 53,84
10 38,6 38,58
11 21,0 21,03
12 39,6 39,48 18
13 42,4 42,35
14 55,9 55,94 18
15 24,2 24,12
16 28,2 28,10
17 56,0 56,08
18 11,9 11,98 12,13, 14, 17
19 17,1 17,38 1,59, 10
20 36,1 36,10
21 18,7 18,72 17, 20, 22
22 34,0 34,01
23 26,0 25,99
24 45,8 45,80
25 29,1 29,11
26 19,8 19,81 24,25, 27
27 19,0 18,18 24,25, 26
28 23,0 23,10 23,24, 29
29 11,9 11,14 28

Experimento realizado a 400MHz para HMBC e 50 MHz para ~°C em CDCls utilizando TMS como padréo
interno. "GRECA, M. D.; MONACO, P.; PREVITERA, L. Stigmasterols from Typha latzfolza. Journal of
Natural Products , v. 53, n. 6, p. 1430-1435, 1990.

A andlise do espectro de RMN de 'H (Anexo 1 — Espectro 11 — pg. 176)
apresentou sinais caracteristicos de esteroides, e semelhantes & MO 3, com sinais na
regido entre & 0,71 a 2,34 ppm caracteristicas de hidrogénios metilénicos e metilicos
ligados a carbono sp® de nucleos triterpénico ou esteroidal (KOJIMA et al., 1990;
RAMIREZ, 2008). Desta regido, destaca-se as metilas em 6 0,71 ppm, 6 0,81 ppm, 6 0,84
ppm, & 0,86 ppm e 8 0,92 ppm e & 1,18 ppm. A auséncia de um multipleto caracteristico
de hidrogénio oximetinico da posi¢do 3 destes nulcleos, indica que esta posicdo esta
substituida (KOJIMA et al., 1990; RAMIREZ, 2008).

Pela anélise do espectro de RMN de *C (Anexo 1 — Espectro 12 — pg. 176) de
MO 4 observou-se a presenca de 29 carbonos, indicando possivelmente um esteroide. A
andlise dos sinais indicaram a presenca de seis metilas caracteristicas de nucleo
esteroidal entre & 11,9 a 19,8 ppm. Observou-se também a auséncia do carbono

carbindlico C-3 (aproximadamente & 71,8 ppm no [B-sitosterol) e a presenca de dois
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carbonos sp?, sendo os sinais em & 123,7 ppm e em & 171,8 ppm. O sinal do carbono em
& 123,7 ppm (C-4) através da andlise do mapa de correlacéo direta *H-">C (Anexo 1 —
Espectro 13 — pg. 177) apresentou-se ligado ao hidrogénio em & 5,72 ppm (H-4).

A andlise do mapa de correlacéo "H-"*C a longa distancia (Anexo 1 — Espectro 14
— pg. 177) (Figura 27) confirmou a existéncia da ligagdo dupla entre C-4 (5 123,7 ppm) e
C-5 (® 171,8 ppm), uma vez que o sinal da metila H-19 (& 1,18 ppm) apresentou
correlacdo a J® com sinal do carbono sp?em & 171, 8 ppm (C-5). Além disso, foi possivel
observar a correlacdo do sinal em & 2,24 ppm (H-2) a J? com o sinal da carbonila em &
199,7 ppm (C-3), sendo este deslocamento caracteristico de carbonila de cetona a,3 ndo
saturada, confirmando a estrutura consistente com o esteroide denominado estigmast-4-

en-3-ona.

Figura 27. Principais correlagdes observadas no map a de correlagdo 'H-°C a longa
distancia para MO 4.

Esta substancia ja foi isolada em diversas familias do reino vegetal. Na familia
Piperaceae, as espécies que ja relataram a ocorréncia de estigmast-4-en-3-ona, foram
Piper philippinum (CHEN; LIAO; CHEN, 2007), Piper sintenense (CHEN et al., 2002) e
Piper betle (GHOSH; BHATTACHARYA, 2005).

4.2.3 Determinacao estrutural dos alilfendis

4.2.3.1 Determinacdo de PCR 1

Figura 28. Estrutura quimica de PCR 1 — miristicina

A substancia PCR 1 (Figura 28) (Tabela 9) foi isolada da fracdo F 4 (C) de P.

cubataonum, apresentando-se como um 6leo amarelado.
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H, de **C, mapa de correlagdo *H-"°C a longa distancia (HMBC)
e NOE para a substancia PCR 1.

L PCR 1 | Miristicina PCR 1 Miristicina LD
Posicao | ,; a 13 b 1 a 1 b Jhc NOE
C (®) C (®) H (8)* (mult., J em Hz) H (8)” (mult., J em Hz)
1 134,7 134,52
2 107,7 107,61 6,35 (d; 1,4; 1H) 6,35 (d; 1,5; 1H) 4,6,7 OCHgs;
3 143,5 143,43
4 133,2 133,41
5 148,8 148,78
6 102,7 102,59 6,39 (d; 1,4; 1H) 6,38 (d; 1,5; 1H) 2,4,7
3,30 (dd; 6,6; 1,4; 1,2, 6,
7 40,2 40,18 3,30 (d; 6,7; 2H)
2H) 8,9
8 137,3 137,31 5,94 (m; 1H) 5,92 (m; 1H) 7
5,06 (m; 1H) 5,06 (d; 9,6; 1H)
9 115,9 115,76 7
5,10 (m; 1H) 5,08 (d; 18,9; 1H)
OCH,O | 101,3 101,16 5,94 (s; 2H) 5,92 (s; 2H) 4,5
OCHgs; 56,6 56,44 3,89 (s; 3H) 3,88 (s; 3H) 3 2

Experimento realizado a 400 MHz para “H, HMBC, NOE e 50 MHz para °C em CDCls. °ZHENG,G.Q;
KENNEY, P. M.; LAM, L. K. T. Myristicin: A Potential Cancer Chemopreventive Agent from Parsley Leaf Oil.
Journal of Agricultural and Food Chemistry ~ , v.40, p. 107-110, 1992.

Através da analise do espectro de RMN de *H (Anexo 1 — Espectro 15 — pg. 178)
foi possivel observar sinais caracteristicos de alilfen6is, como sinais de hidrogénios
aromaticos (6 = 6,35 (H-2) e & 6,39 ppm (H-6), d, J = 1,4 Hz). Além disso, observou-se
um duplo dupleto em & 3,30 ppm (J = 6,6 e 1,4 Hz) e dois multipletos nas regibes de &
5,06-5,10 (H-9) e outro em 5,94 (H-8), indicando a presenca de um residuo alilico ligado
ao anel aromético. Observou-se ainda um sinal relativo aos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (OCH,0) em & 5,94 ppm (s; 2H) e uma metoxila em & 3,89 ppm (s; 3H).

Pela anélise do espectro de RMN de *C (Anexo 1 — Espectro 16 — pg. 178)
observou-se a presenca de 11 carbonos, sendo 8 carbonos sp® localizados na regido
entre & 102,7 — 148,8 ppm. Através da andlise do mapa de correlacéo direta "H-"*C
(Anexo 1 — Espectro 17 — pg. 179) foi possivel observar a correlacdo do sinal em & 5,94
ppm (H-8) com o sinal do carbono & 137,3 ppm (C-8), do sinal em & 5,06-5,10 ppm (H-9)
com o sinal do carbono em & 115, 9 ppm (C-9), bem como o sinal dos hidrogénios
arométicos 6 6,35 (H-2) e 6,39 ppm (H-6) com os sinais dos carbonos 6 107,7 (C-2) e
102,7 ppm (C-6), respectivamente.

Através da anélise do mapa de correlacédo 'H-"*C a longa distancia (Anexo 1 —
Espectro 18 — pg. 179) (Figura 29) foi possivel determinar as correlagdes corretas entre

0s grupos metilenodioxi e anel aromatico. Nesta substancia, o grupo metilenodioxi 6 5,94
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correlacionou a J° com 133,2 (C-4) e 148,8 ppm (C-5). O hidrogénio aromatico em & 6,35
ppm (H-2) mostrou correlagéo a J* com os sinais em & 133,2 (C-4), 102,7 (C-6) e 40,2
ppm (C-7) e o hidrogénio em & 6,39 (H-6) mostrou correlagdo a J*> com os sinais em &
107,7 (C-2), 133,2 (C-4) e 40,2 (C-7).

A localizagdo da metoxila e dos hidrogénios aromaticos foi confirmada pela
andlise de NOE 1D (Anexo 1 — Espectro 19 — pg. 180) (Figura 29) em que a irradiacao da
metoxila em & 3,89 (OCHs) apresentou correlacdo com o sinal do hidrogénio aromatico
em 0 6,35 ppm (H-2). Entretanto, a irradiacdo do sinal em & 6,39 (H-6) ndo apresentou
correlagdo com outros sinais, confirmando, a substancia 1-alil-3-metoxi-4,5-metilenodioxi-

benzeno conhecida como miristicina.

Figura 29. Principais correlacbes observadas no map a de correlagcdo 'H-2C a longa
distancia HMBC (preto) e experimentos de NOE 1D (az ul) paraPCR 1.

Na familia Piperaceae a miristicina foi isolada de Piper solmsianum (MARTINS et
al.,, 2000), Piper regnelli (BENEVIDES; SARTORELLI; KATO, 1999), Peperomia
campylotropa (GARCIA et al., 1990), Piper aduncum (PARMAR et al., 1998) e de Piper
mullesua a qual revelou atividade inseticida para Spilarctia obliqua (SRIVASTAVA et al.,
2001). Além disso, diferentes familias ja revelaram a presenca desta substancia, dentre
estas, a miristicina foi isolada na familia Apiaceae, de Ligusticum scoticum (MITSUHASHI
et al., 1959), Ligusticum sinense (LU et al., 2010), Ferula equisetacea (BORISOV et al.,
1973), Seseli webbii (GONZALEZ et al., 1982) e de Todaroa aurea subsp. suaveolens
(GONZALEZ et al., 1991). Na familia Myristicaceae, foi isolada de Myristica fragrans
(ZHAO; WANG; GAO, 2011), na familia Aristolochiaceae, de Asarum petelotii (NGUYEN;
NGUYEN; PHAN, 2007), na familia Caesalpiniaceae de Cassia grandis (GONZALEZ;
BERMEJO; VALENCIA, 1996) e na familia Degeneriaceae, de Degeneria vitiensis
(CAMBIE; LAL; PAUSLER, 1992).
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4.2.3.2 Determinacdo de PCR 2 e PCR 3

PCR 2
Figura 30. Estrutura quimica de PCR 2 - apiol e PCR

PCR 3
3 - dilapiol.

As substancias PCR 2 e PCR 3 (Figura 30) (Tabela 10) foram isoladas em mistura
diretamente da fracdo F 9 da coluna de P. cubataonum apresentando-se como um 6leo
amarelado.

Tabela 10. Dados de RMN de 'H, de °C, mapa de correlacio 'H-*C a longa distancia

(HMBC), mapa de contorno ‘H x *H NOESY e NOE para as substancias PCR 2 (cinza) e P CR

3 (branco).

) o PCR2e3 Apiol e dilapiol
) PCR2e 3 | Apiol e dilapiol . a . be D NOESY
Posicéo 13 a 13 be H (8)" (mult., J H (8)"" (mult., J Jh-c
C () c®” e NOE
em Hz) em Hz)
1 125,7* 110,8
2 136,3 136,5
3 138,7 139,0
4 135,2 135,2
5 139,1 139,2
2,4,5, | 5-OCHs,
6 108,4 108,5 6,30 (s; 1H) 6,31 (s; 1H) ; 7
3,30 (dd; 6,6; 3,31 (dm; 6,4; 1, 2,6,
7 33,9* 34,3 6,8,9
1,4; 2H) 2H) 8,9
8 137,6 137,6 5,93 (m; 1H) 5,94 (m; 1H) 9
5,02 (m; 1H)
9 115,3* 115,6 5,05 (m; 2H) 7 7,8
5,05 (m; 1H)
OCH,0 101,5 101,7 5,93 (s; 2H) 5,96 (s; 2H) 3,4 9
2-OCHgz 60,0 60,4 3,87 (s; 3H) 3,88 (s; 3H) 2
5-OCHj3 56,8 57,1 3,83 (s; 3H) 3,86 (s; 3H) 5 6
1 126,0* 126,0
2 144,3 1446
3 137,6 137,6
4 136,0 135,1
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5 144,6 144,3
6 102,7 102,7 6,34 (s; 1H) 6,23 (s; 1H) 2,4,7 7
3,30 (dd; 6,6; 3,23 (dd; 6,6; 1,2,6, | 2-OCHg,
7 34,1* 33,9
1,4; 2H) 1,5; 2H) 8,9 8,9
8 137,4 137,4 5,93 (m; 1H) 5,81 (m; 1H) 9
4,96 (dd; 9,0;
5,02 (m; 1H) 1,5; 1H)
9 115,5* 115,5 7,8 7,8
5,05 (m; 1H) 4,97 (dd; 15,4;
1,5; 1H)
OCH,0 101,1 101,1 5,86 (s; 2H) 5,88 (s; 2H)
3-OCHgs,
2-OCH; 61,2 61,3 3,75 (s; 3H) 3,78 (s; H) 2 .
3-OCHjs 59,9 59,9 4,01 (s; 3H) 3,80 (s; 3H) 3 2-OCH;

®Experimento realizado a 400 MHz para "H, HMBC, NOE e 50 MHz para °C em CDCls. "'SANTOS, B. V. O. et
al. Phenylalkanoids from Piper marginatum. Phytochemistry , v. 48, n. 5, p.1381-1384, 1998. “BENEVIDES,
P. J. C.; SARTORELLI, P., KATO, M. J. Phenylpropanoids and neolignans from Piper regnellii.
Phytochemistry , v. 52, p. 339-343, 1999. *Deslocamentos dos sinais podem estar trocados.

A anélise do espectro de RMN de 'H e de **C (Anexo 1 — Espectro 20 e 21 — pg.
180 e 181) apresentou caracteristicas semelhantes ao alilfenol PCR 1, porém neste caso,
por ser uma mistura, com o0s sinais duplicados, como observado nos dois sinais
caracteristicos dos hidrogénios do grupo metilenodioxi em & 5,86 e & 5,93 ppm que
correlacionam no mapa de correlacéo direta 'H-"*C (Anexo 1 — Espectro 22 — pg. 181),
com o sinal do carbono em & 101,1 e & 101,5 ppm, respectivamente. Observa-se ainda
diferencas de PCR 1, pela presenca de duas novas metoxilas (uma de cada substancia)
em 0 3,75 ppm e d 3,87 ppm.

Através da anélise mapa de correlacdo "H-"*C a longa distancia HMBC (Anexo 1 —
Espectro 23 — pg. 182) (Figura 31), foi possivel determinar as correlagfes corretas entre
0s grupos metilenodioxi e anel aromético. O sinal em & 6,30 ppm (H-6 — PCR 2) mostrou
correlacdo a J® com os sinais em & 136,3 (C-2) e 135,2 ppm (C-4). Nesta substancia, o
grupo metilenodioxi & 5,93 correlacionou a J* com 138,7 (C-3) e 135,2 ppm (C-4). Para
PCR 3, é possivel observar a correlacdo do sinal em & 6,34 ppm (H-6) a J* com os sinais
em & 144,3 (C-2) e 6 136,0 ppm (C-4) e o grupo metilenodioxi em & 5,86 correlacionou a
J® com & 136,0 (C-4) e 144,6 ppm (C-5).

A localizacdo dos grupos metoxilas e hidrogénios arométicos foi confirmada pela
analise de NOE 1D e NOESY (Anexo 1 — Espectro 24 e 25 — pg. 182 e 183) (Figura 31),
em que a irradiacao do sinal em & 3,83 (5-OCHp3) apresentou correlacdo com o sinal em &
6,30 (H-6), para PCR 2. Para PCR 3, a irradiacdo do sinal em & 3,75 (2-OCHy)
apresentou correlacdo com o sinal em & 4,01 (3-OCHjs), desta forma para PCR 2 atribuiu-

se a substancia 1-alil-2,5-dimetoxi-3,4-metilenodioxi-benzeno conhecido como apiol e
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para PCR 3 a substancia 1-alil-2,3-dimetoxi-4,5-metilenodioxi-benzeno conhecido como

dilapiol.

Figura 31. Principais correlacbes observadas no map a de correlacdo 'H-2C a longa
distancia HMBC (preto) e experimentos de NOE 1D (az ul) para PCR 2 e PCR 3.

De diversas familias ja foram isolados apiol e dilapiol, em misturas ou
separadamente. Na familia Piperaceae, o apiol foi isolado de Piper fulvescens (GARCIA
VEGA et al, 2001), Piper solmsianum (MARTINS et al., 2000), Piper regnellii
(BENEVIDES; SARTORELLI; KATO, 1999), Piper argyrophyllum (GUPTA et al., 1999),
Piper marginatum (SANTOS et al., 1998), Piper brachystachyum (SINGH; ATAL, 1969),
Piper schmidtii (TYAGI et al., 1993) e em Peperomia pellucida (MANALO et al., 1983;
BAYMA et al., 2000). Além disso, o apiol foi isolado em espécies da familia Apiaceae,
como Todaroa aurea subsp. suaveolens (GONZALEZ et al., 1991), Elaeoselinum
tenuifolium (GRANDE; SEGURA; MANCHENO, 1986), Heracleum pyrenaicum
(GONZALEZ et al., 1978) e em Ligusticum hultenii, em que revelou atividade contra o
cupim Coptotermes formosanus (MEEPAGALA et al., 2006). Em Petroselinum sativum, o
apiol isolado apresentou atividade acaricida (SONG et al., 2011), além disso, estudos de
Razzaghi-Abyaneh (2007) revelou que tanto o apiol (isolado de Petroselinum sativum)
guanto o dilapiol (isolado de Anethum graveolens) inibem a aflatoxina G1 produzida por
Aspergillus parasiticus. Esta substancia também foi isolada na familia Aristolochiaceae,
de Asarum petelotii (NGUYEN; NGUYEN; PHAN, 2007), na familia Degeneriaceae, de
Degeneria vitiensis (CAMBIE; LAL; PAUSLER, 1992) e da alga Spatoglossum variabile
(familia Dictyotaceae) (ATTAR-UR-RAHMAN et al., 1999).

O dilapiol também ja foi identificado de espécies da familia Piperaceae, como em
Piper fulvescens (GARCIA VEGA et al., 2001), Piper solmsianum (MARTINS et al., 2000),
Piper regnelli (BENEVIDES; SARTORELLI; KATO, 1999), Peperomia pellucida
(MANALO et al., 1983; BAYMA et al., 2000), Piper aduncum (PARMAR et al., 1998),
Piper banksii (LODER; NEARN, 1972), Piper pedicellosum (AHMAD; KADIR, 2000) e em
Piper auritum (NAIR; SOMMERVILLE; BURKE, 1989). Além disso, foi identificado em
espécies da familia Campanulaceae, em Codonopsis cordifolioidea (HU et al., 2012), da
familia Apiaceae de Foeniculum vulgare (ZHANG et al., 2011), da familia Lamiaceae de
Perilla frutescens (HONDA; KOEZUKA; TABATA, 1988) e da familia Lauraceae de Licaria
canella (GIESBRECHT et al., 1974).
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4.2.3.3 Determinacéao de PCR 4

Oo—
Figura 32. Estrutura quimica de PCR 4 - elemicina.

A substancia PCR 4 (Figura 32) (Tabela 11) foi isolada da fracdo F 13 (4) C de P.

cubataonum apresentando-se como um 6leo amarelado.

Tabela 11. Dados de RMN de 'H, de “°C, mapa de correlacio 'H-BC a longa distancia (HMBC)
para a substancia PCR 4.

Posica PCR 4 Elemicina PCR 4 Elemicina 1o}
0osIi¢cao R
¢ Be@) | Bc®@)® | M (@) (mult, JemHz) | H () (mult, J em Hz) e
1 135,8 136,4
21 31 4! 5!
2,6 105,4 105,6 6,41 (s; 2H) 6,42 (s; 2H) 6 7
3,5 153,2 153,0
4 136,3 136,0
1,2,6,8,
7 40,5 40,8 3,34 (dd; 6,6; 1,4; 2H) 3,34 (d; 6,7; 2H) 9
5,96 (ddt; 17,0; 10,1;
8 137,2 137,2 5,97 (m; 1H) 7
6,7; 1H)
5,09 (m; 1H)
9 116,0 116,0 5,10 (m; 2H) 7,8
5,14 (m; 1H)
3-OCHs5/
56,0 56,0 3,85 (s; 6H) 3,86 (s; 6H) 3,5
5-OCHj;
4-OCHjs 60,9 60,8 3,83 (s; 3H) 3,83 (s; 3H) 4

Experimento realizado a 400 MHz para 'H, HMBC e 50 MHz para °C em CDCls. °"GARCEZ. F. R.; et al.
Fenilpropanoides e outros constituintes bioativos de Nectandra megapotamica. Quimica Nova , v. 32, n. 2,
p.407-411, 2009.

A anélise do espectro RMN de *H e de **C (Anexo 1 — Espectro 26 e 27 — pg. 183
e 184) apresentou caracteristicas semelhantes ao alilfenol PCR 1, porém diferencia-se
pela auséncia do sinal caracteristico dos hidrogénios do grupo metilenodioxi e pela
presenca de trés metoxilas, sendo uma em & 3,83 ppm (3H) e as outras duas em & 3,85

ppm (6H), indicando possivelmente a presenca de uma molécula simétrica.
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A anélise do mapa de correlacdo direta *H->C e do mapa de correlacdo ‘H-"*C a
longa distdncia HMBC (Anexo 1 — Espectro 28 e 29 — pg. 184 e 185) (Figura 33), permitiu
determinar as correlagfes corretas entre as metoxilas e anel aromatico. O sinal em 6 6,41
ppm (H-2; H-6) com integracéo para dois hidrogénios, mostrou correlagdo a J* com os
sinais em & 105,4 (C-2; C-6), 136,3 (C-4), e 40,5 ppm (C-7) e a J* com 153,2 (C-3),
confirmando para PCR 4 a estrutura de 1-alil-3,4,5-trimetoxibenzeno conhecida na

literatura como elemicina.

Figura 33. Principais correlacbes observadas no map a de correlacdo 'H-2C a longa
distancia para PCR 4.

A elemicina também esta presente em diversas familias. Na familia Piperaceae, a
elemicina foi encontrada em Piper futokadsura (KONISHI et al., 2005), Piper solmsianum
(MARTINS et al., 2000), Piper lenticellosum (DIAZ; RAMOS; MATTA, 1986), Piper banksii
(LODER; NEARN, 1972), e em Piper brachystachyum (PARMAR et al., 1998).

Além disso, a elemicina foi isolada na familia Myristicaceae, em Myristica fragrans
(ZHAO et al., 2012), Myristica argentea (ZHANG et al., 2011a) e em Virola surinamensis
(BARATA et al., 1978). Na familia Lauraceae, em Nectandra megapotamica (GARCEZ et
al.,, 2009) e em Licaria canella (GIESBRECHT et al.,, 1974). Além disso, na familia
Aristolochiaceae isolou-se em Asiasarum heterotropoides (MIYAZAWA; KOHNO, 2005) e
em Asiasarum sieboldi (HASHIMOTO et al., 1994), na familia Smilacaceae, em Smilax
roxburghiana (AFROZE et al., 2004), na familia Euphorbiaceae, em Bridelia retusa
(JAYASINGHE et al., 2003), na familia Apiaceae, em Thapsia villosa (MENDEZ, 2002),
em Ferula communis (AL-YAHYA et al., 1998), em Anthriscus sylvestris (IKEDA et al.,
1998), em Diplolophium buchanani (MARSTON; HOSTETTMANN; MSONTHI, 1995) e
em Todaroa aurea subsp. suaveolens (GONZALEZ et al., 1991). Na familia Asteraceae a
miristicina foi isolada em Chrysothamnus viscidiflorus (LE-VAN; PHAM, 1980), na familia
Euphorbiaceae, em Croton nepetaefolius (MOURA; MONTE; BRAZ FILHO; 1990), na
familia Hernandiaceae, em Sparattanthelium amazonum (BRAVO; SAUVAIN, 2002), na
familia de Anonaceae, em Uvariodendron connivens (MOHAMMAD; WATERMAN;
THOMAS, 1985), na familia Amaryllidaceae de Proiphys amboinensis (CHUAH; YONG;
GOH, 1997) e ainda da planta aquéatica Micranthemum umbrosum (Scrophulariaceae)
(PARKER et al., 2006).
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4.2.4 Determinacgdo estrutural das lignanas

4.2.4.1 Determinacgédo de PCR 5

Figura 34. Estrutura quimica de PCR 5.

A substancia PCR 5 (Figura 34) (Tabela 12) foi isolada da fracado F 16-19 C (F) de

P. cubataonum, apresentando-se como um 6leo amarelado.

Tabela 12. Dados de RMN de 'H, mapa de correlacdo direta 'H-Bc (HSQC), mapa de
correlacdo 'H-BCa longa distancia (HMBC) e NOESY para a substanci a PCR 5.

. Literatura
L PCR 5 Literatura PCR 5 . b b
Posicéo 1 R 1 b ) a H () Juc NOESY
Juc (B) C (8) H (8)? (mult., J em Hz)
(mult., J em Hz)
1 136,6 137,0
2,3,4,5, | OCHz(3/5),
2,6 104,4 104,5 6,55 (s; 2H) 6,48 (s)
6,7 7
3,5 152,8 152,8
4 136,7 136,6
1,2,6,8,
7 83,5 83,2 5,09 (d; 8,5; 1H) 5,02 (d; 8,5) 9 2,6,8, 7
2,24 (ddq; 9,3; 8,5; 7,0;
8 46,8 45,8 2,16 (m) 1,9 7,9,7,9
1H)
9 15,1 15,0 0,69 (d; 7,0; 3H) 0,61 (d; 7,5) 7,8, 8 2,6,8,8
iy n.o. 135,4
45,6,
2 107,8 106,6 6,69 (d; 1,3; 1H) 6,61 (s) - OCHs;(3), 7
143,5 143,4
4 134,6 134,6
5 148,9 149,0
2,45,
6’ 100,7 100,3 6,73 (d; 1,3; 1H) 6,65 (s) - 7
7 87,6 87,3 4,38 (d; 9,2; 1H) 4,30 (d; 9,0) 2,6,9 7,8,2,9
1,76 (ddq; 9,3; 9,2; 6,6);
8’ 48,3 47,8 1H 1,68 (m) 8,7,9 9,9
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9 15,2 148 1,08 (d; 6,6; 3H) 1,01 (d; 6,5) 8,7.8 8,7.8
OCH; (3/
5 56,5 56,0 3,85 (s; 6H) 3,77 (s) 3,5 2,6
OCH:(4) | 562 60,7 3,84 (s; 3H) 3,76 (s) 4
OCH3(3) | 569 56,6 3,92 (s; 3H) 3,85 (s) 3 2
OCH,O0 | 101,7 101,3 5,97 (s; 2H) 5,89 (s) 45

Experimento realizado a 400 MHz para 'H, HSQC, HMBC e NOESY em CDCls. FELIPPE, L. et al.
Trypanocidal tetrahydrofuran lignans from Peperomia blanda. Phytochemistry , v. 69, n. 2, p. 445-450, 2007.

Através da analise do espectro de RMN de 'H (Anexo 1 — Espectro 30 — pg. 185)
foi possivel observar sinais caracteristicos de alilfendis, todavia observou-se também os
sinais dos hidrogénios oxobenzil metinos em & 4,38 ppm (d; 9,2; H-7") e & 5,09 ppm (d;
8,5; H-7) e as duas metilas em & 0,69 (d; 7,0; H-9) e & 1,08 ppm (d; 6,6; H-9’), sugerindo
ser uma lignana assimétrica tetraidrofuranica (MARTINS et al., 2000). A presenca de
gquatro metoxilas, em & 3,84 (OCH; — 6H), & 3,85 (3H) e & 3,92 ppm (3H) e do grupo
metilenodioxi em & 5,97 ppm, bem como dos hidrogénios aromaticos em & 6,55 ppm (s;
2H), & 6,69 ppm (d; 1,3; 1H) e & 6,73 (d; 1,3; 1H), permitiu determinar o padrdo de
substituicdo dos anéis benzénicos, sendo 3,4,5,-trimetoxifenil e 3’-metoxi-4',5'-
metilenodioxifenil (MARTINS et al., 2000).

Pela analise do mapa de correlacdo direta *H-*C (Anexo 1 — Espectro 31 — pg.
186), foi possivel determinar as correlacdes diretas dos hidrogénios oxobenzil metinos:
em & 4,38 (H-7") com seu respectivo carbono em & 87, 6 ppm e de 6 5,09 (H-7) com C-7
em & 83,5 ppm. A andlise do mapa de correlacdo *H-*C a longa distancia (Anexo 1 —
Espectro 32 — pg. 186) mostrou a correlagdo de & 4,38 (H-7") a J° com & 107,8 ppm (C-
2"), 8100,7 ppm (C-6’) e d 15,2 ppm (C-9’), confirmado a posi¢ao do anel 3'-metoxi-4',5-
metilenodioxifenil, deste lado da estrutura. Além disso, o hidrogénio em & 5,09 ppm (H-7)
apresentou correlacdo a J° com & 104,4 ppm (C-2 e C-6) o qual esta diretamente ligado a
d 6,55 ppm, um simpleto com integragéo para dois hidrogénios, revelando tratar-se do
substituinte aromatico 3,4,5,-trimetoxifenil.

O anel tetraidrofurano das 7,7 epoxilignanas apresenta quatro centros
estereogénicos, existindo 16 possiveis isdbmeros, que correspondem a 8 possiveis
diastereoisémeros (Figura 35), mas se os substituintes em 7 e 7' forem iguais, este
namero se reduz para seis, ja que a estruturas 44 e 45 seriam iguais, assim como 46 e
47 (FELICIANO; PEREZ; OLMO, 2007).
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Figura 35. Possibilidades de diastereoisdbmeros de 7 ,7'-epoxilignanas (41-48).

Na investigacdo da estrutura PCR5, se elimina facilmente as formas meso (41 e
42) e o isbmero trans(H-7/H-8)-trans(H-8/H-8")-trans(H-8'/H-7")-trans(H-7/H-7") (43), os
guais apresentam apenas um sinal para H-7 e H-7’, um para H-8 e H-8' e outro para H-9
e H-9 (FELICIANO; PEREZ; OLMO, 2007). Dentre as demais possibilidades, a
configuracdo relativa para PCR 5 foi determinada com o auxilio do experimento de
NOESY (Anexo 1 — Espectro 33 e 34 — pg. 187) (Figura 36), através deste, a irradia¢ao
de & 5,09 ppm (H-7), apresentou correlacdo mdtua com H-8 e H-7’, sendo proposta a
relagéo sin entre H-7/H-8 e entre H-7/H-7'. A irradiac&o do hidrogénio em & 2,24 ppm (H-
8) apresentou correlacdo espacial com H-9, H-9, H-7 e H-7, ndo apresentando
correlacédo com o hidrogénio em H-8’, o que nos faz propor a configuracdo trans entre H-8
e H-8'. A irradiagdo de & 1,76 ppm (H-8’), ndo apresenta correlagdo com H-8, nem com
H-7’, revelando apenas correlacao espacial com as metilas em H-9 e H-9'. Através destes
dados é possivel atribuir a configuracéo trans para H-8' e H-7’, a qual é confirmada pela
irradiacéo de 4,38 ppm (H-7’), onde é possivel observar correlagdo com H-9’, H-8 e H-7,

porém néo ha correlacao com H-8.

Figura 36. Principais correlagfes observadas no exp  erimento de NOESY para PCR 5.

Desta forma, os dados permitiram atribuir para PCR 5 a configuracdo relativa
cis(H-7/H-8)-trans(H-8/H-8')-trans(H8'-H-7"), sendo identificada como rel-(7R,8S,7'S,8'S)-

4’ \5'-metilenodioxi-3,4,5,3'-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana.
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As lignanas sdo uma classe de metabdlitos secundéarios frequentemente
encontrados em Piperaceas, dentre elas, as tetraidrofurano lignanas (PARMAR et al.,
1997). Entretanto, a estrutura de PCR 5, com a estereoquimica relativa e padrdo de
substituicdo, ndo foi descrita no género Piper, sendo encontrada na familia Piperaceae
apenas no estudo de Felippe et al, (2007) na espécie Peperomia blanda.
Diastereoisdmeros de PCR 5, j4 foram descritos nas espécies Beilschmiedia tsangii
(Lauraceae) (CHEN et al., 2006), Virola sp. (TEIXEIRA et al., 2009) e na familia
Piperaceae, em Piper solmsianum (MARTINS et al., 2000).

4.2.4.2 Determinacéo de PCR 6

Figura 37. Estrutura quimica de PCR 6 - epigrandisi  na.
A substancia PCR 6 (Figura 37) (Tabela 13) foi isolada da fracdo F 25 G de P.
cubataonum, apresentando-se como um 6leo amarelado.

Tabela 13. Dados de RMN de 'H, mapa de correlacdo direta ‘H-"*C (HSQC), mapa de
correlagdo 'H-"°C a longa distancia (HMBC) e NOESY para a substanci a PCR 6.

) o Epigrandisina
L PCR 6 Epigrandisina PCR 6 1 b HMBC
Posicao . a 12 b . a H (3) o NOESY
Juc (B) C () H (8)" (mult., J em Hz) N
(mult., J em Hz)
1 136,7
2,3,4,5, | OCHs(3/5),
2,6 104,0 104,2 6,56 (s; 2H) 6,56 (s; 2H)
6,7 7
3,5 152,7
4 137,1
83,2 83,3 5,12 (d; 8,5; 1H) 5,11 (d; 8,7;1H) | 1,2,6,8 2,6,8, 7
2,26 (ddq; 9,2; 8,5;
8 46,0 46,1 2,26 (m; 1H) 1,9,8 7,9,7,9
6,9; 1H)
9 14,7 14,4 0,70 (d; 6,9; 3H) 0,70 (d; 7,1; 3H) 7,8, 8 8,8
1T *n.o.
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2',3,4', | OCHs3(3/5)),
2,6 103,3 103,6 6,75 (s; 1H) 6,75 (s; 1H)
5,6, 7 7,8
3,5 153,2
4 137,4
2,6, 8
7 87,2 87,4 4,43 (d; 9,1; 1H) 4,43 (d; 9,1; 1H) o 7,8,2,6.9
1,80 (ddg; 9,2; 9,1;
8’ 47,6 47,9 1,80 (m; 1H) 7,9 9,9
6,6); 1H
9 15,0 14,9 1,12 (d; 6,5; 3H) 1,12 (d; 6,6; 1H) 8,7,8 8,7,8
OCHs (3/
5) 55,5 56,1 3,84 (s; 6H) 3,84 (s; 6H) 3,5 2,6
OCHs (4) 60,6 60,9 3,84 (s; 3H) 3,83 (s; 3H) 4
OCHgs
55,6 56,1 3,88 (s; 6H) 3,88 (s; 6H) 3,5 2,6
(315
OCHg3
@) 55,4 60,9 3,86 (s; 3H) 3,86 (s; 3H) 4

®Experimento realizado a 400 MHz para H, HSQC, HMBC, NOESY em CDCls. "GREGER, H. et al.
Infraspecific Variation of Sulfur-Containing Bisamides from Aglaia leptantha. Journal of Natural Product , v.
63, p. 616-620, 2000.

Através da analise do espectro de RMN de *H (Anexo 1 — Espectro 35 — pg. 188)
foi possivel observar sinais semelhantes a PCR 5, verificando a presenca dos sinais
caracteristicos de uma lignana assimétrica tetraidrofuranica, sendo os hidrogénios
oxobenzil metinos em 6 4,43 (d; 9,1; H-7") e 8 5,12 ppm (d; 8,5; H-7) e as duas metilas
em 0 0,70 (d; 6,9; H-9) e 6 1,12 ppm (d; 6,5; H-9").

A diferenca apresentada na PCR 6 em relacdo a lignana anterior, ocorre no
padrdo de substituicdo do anel aromatico. Neste caso, observa-se a presenca de seis
grupos metoxilas: em & 3,84 (OCH; — 6H), & 3,84 (3H) 6 3,86 (3H) e & 3,88 ppm (6H),
além disso, o sinal do grupo metilenodioxi ndo é observado. Desta forma, para PCR 6, 0
padrdo de substituicdo dos anéis benzénicos, é 3,4,5,3,4’5-hexametoxi-7,7'-
epoxilignana.

Pela analise dos mapas de correlacéo direta *H-*C e de correlacdo 'H-'*C a longa
distancia (Anexo 1 — Espectro 36 e 37 — pg. 188 e 189) foi possivel observar a correlagao
do sinal em & 4,43 ppm (H-7") a J* com & 103,3 ppm (C-2’ e C-6'), 0 qual esta diretamente
ligado a & 6,75 ppm. Observa-se ainda, a correlacdo de & 5,12 ppm (H-7) a J° com &
104,0 ppm (C-2 e C-6) o qual esté diretamente ligado a 6 6,56 ppm.

Com auxilio no experimento de NOESY (Anexo 1 — Espectro 38 — pg. 189) foi
possivel determinar a localizac@o precisa das metoxilas e a configuracdo relativa, sendo
determinada a mesma estereoquimica relativa atribuida a PCR 5, sendo a configuracdo
relativa cis(H-7/H-8)-trans(H-8/H-8")-trans(H8’-H-7’). Desta forma, a substancia PCR 6, foi
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identificada como rel-(7R,8S,7'S,8'S)-3,4,5,3,4",5'-hexametoxi-7,7’-epoxilignana,
conhecida na literatura como epigrandisina.

Segundo as bases de dados utilizadas a Web of Science e Scifinder, a
epigrandisina ja foi registrada em diversas espécies de diferentes familias, porém esta é
a primeira vez que esta sendo descrita na familia Piperaceae.

Dentre as familias, destaca-se nas espécies Eupomatia bennettii (Eupomatiaceae)
(CARROLL; TAYLOR, 1991), Virola sp. (Myristicaceae) (TEIXEIRA et al., 2009), Bonamia
spectabilis (Convolvulaceae) (KRAFT et al.,, 2002), Saururus chinensis (Saururaceae)
(CUI et al., 2013), Rhaphidophora decursiva (Araceae) (ZHANG et al., 2001) e Aglaia
leptantha (Meliaceae) (GREGER et al., 2000).

4.2.5 Determinacdo estrutural das aristolactamas

4.2.5.1 Determinacgdo de PCR 7

Figura 38. Estrutura quimica de PCR 7 — cefaranona  B.

A substancia PCR 7 (Figura 38) (Tabela 14) foi isolada da fragdo F 27 Ae F 28 A

de P. cubataonum, apresentando-se como um sélido amarelo.

Tabela 14. Dados de RMN de 'H, mapa de correlacdo direta 'H-B¢c (HSQC), mapa de
correlagdo 'H-"*C a longa distancia (HMBC) e NOESY para a substanci a PCR 7.

PCR7 PCR7 Cefaranona B
L . Cefaranona B . a . b D
Posicéo Jh-c 15c (6)b H (8)" (mult., J em H (8) Jh-c NOESY
(®)? Hz) (mult., J em Hz)
1 1211 121,2
1, 3,4,
2 109,9 110,2 7,83 (s; 1H) 7,76 (s; 1H) OCHz(3)
11,12
154,4 154,9
151,5 151,4
42 n.o 122,8
5 128,0 127,9 9,25 (m; 1H) 9,18 (m; 1H) 7 OCHz (4), 6
52 127,0 127,3
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126,2 125,8 7,58 (m; 1H) 7,53 (m; 1H) 5
127,8 128,0 7,58 (m; 1H) 7,53 (m; 1H)
129,3 129,3 7,83 (m; 1H) 7,76 (m; 1H) 6 9
82 n.o 1314
9 106,0 105,1 7,09 (s; 1H) 7,11 (s; 1H) 5a, 8, 11 8
10 133,9 136,6
11 124,3 124.,9
12 169,2 169,9
NH 8,04 (sl; 1H) 8,82 (s; 1H)
OCHs
. 57,1 56,8 4,08 (s; 3H) 4,01 (s; 1H) 3 2
OCHz(4) | 60,6 60,2 4,13 (s; 3H) 4,07 (s; 1H) 4 5

®Experimento realizado a 400 MHz para H, HSQC, HMBC, NOESY em CDCls. P KIM, K. H. et al. The
chemical constituents of Piper kadsura and their cytotoxic and anti-neuroinflammtory activities. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry , v. 26, n. 2, p. 254-260, 2011 — para esta referéncia RMN de
'H — CDCl; e para RMN de **C piridina-ds.

Através da andlise do espectro de RMN de *H (Anexo 1 — Espectro 39 — pg. 190)
foi possivel observar sinais de seis hidrogénios aromaticos, sendo o sinal em & 7,58 ppm
(m; 2H) correspondente a dois hidrogénios ligados a carbonos diferentes, confirmado
pelo mapa de correlagcdo direta 'H-*C (Anexo 1 — Espectro 40 — pg. 190), o qual
correlaciona com os carbonos em & 126,2 (C-6) e em & 127,8 ppm (C-7). O mesmo
ocorre para o sinal em & 7,83 ppm (m; 2H), o qual esté ligado aos carbonos & 109,9 ppm
(C-2) e & 129,3 ppm (C-8). Além disso, pode-se observar a presenca de duas metoxilas
aromaticas em 6 4,08 e 6 4,13 ppm.

Pela andlise do mapa de correlacdo *H-'*C a longa distancia e NOESY (Anexo 1 —
Espectro 41 e 42 — pg. 191), foi possivel observar a correlagéo do hidrogénio em & 7,83
ppm (H-2) a J* com & 121,1 (C-1), d 124,3 (C-11), 5 154,4 (C-3), & 151,5 (C-4) e & 169,2
ppm (C-12). Este H-2 quando irradiado através do NOESY, apresentou correlacdo
espacial com a metoxila em & 4,08 ppm, a qual encontra-se ligada ao C-3 (6154,4 ppm).
A metoxila em & 4,13 ppm esta ligada no carbono C-4 (6 151,5 ppm) e quando irradiada
apresentou correlagéo espacial com 6 9,25 ppm (H-5).

O hidrogénio em & 9,25 ppm (H-5) apresenta correlagéo espacial com & 7,58 ppm
(H-6), e apresenta correlacdo a longa distancia com & 127,8 ppm (C-7). O hidrogénio em
d 7,83 ppm (H-8) apresenta correlagéo a J* com & 126,2 ppm (C-6) e correlagéo espacial

mutua com & 7,09 ppm (H-9), confirmando a aristolactama proposta na Figura 39.
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Figura 39. Principais correlacbes observadas no map a de correlacdo 'H-2C a longa
distancia HMBC (preto) e experimentos de NOESY (azu |) para PCR 7.

A andlise por CLAE-EM para PCR 7, apresentou massa molecular de 279 Da,
correspondente a formula C17H3NO3 confirmando a substancia como cefaranona B.

As aristolactamas fazem parte de um grupo de compostos, assim denominados
por ser geralmente encontrada na familia Aristolochiaceae. Elas também tém sido
descritas nas espécies das familias Annonaceae, Monimimaceae, Menispermaceae e
Piperaceae (KUMAR; PRASAD; PARMAR, 2003).

A cefaranona B, ja foi registrada em diversas espécies pertencentes a familia
Piperaceae, dentre elas em Ottonia anisum (MARQUES et al., 2011), Piper marginatum
(CHAVES; OLIVEIRA; SANTOS, 2006), Piper chiadoense (PENA; DIAZ, 1995), Piper
submultiverne (NOBATHIAN et al., 2012), Piper wallichii (WEI et al., 2011), Piper lolot (LI
et al., 2007), Piper arborescens (TSAI et al., 2005), Piper sanctum (MATA et al., 2004),
Piper taiwanense (CHEN et al., 2004), Piper boehmeriafolium var. tonkinense (ZHANG;
WEI; CHEN, 1999), Piper tuberculatum (ARAUJO JUNIOR et al., 1999), Piper augustum
(DELGADO; AUVELLA; DE DIAZ, 1998), Piper argyrophylum (SINGH et al., 1996), Piper
wightii (BOLL et al., 1996), Piper chiadoense (PENA; DIAZ., 1995), Piper longum
(DESAIl; PRABHU; MULCHANDANI, 1988), Piper attenuatum (DESAI et al., 1989), Piper
betle (LIN et al., 2013) e em Piper umbelatum (TABOPDA et al., 2008).



4.2.5.2 Determinacgéo de PCR 8

Figura 40. Estrutura quimica de PCR 8 — piperolacta

ma A.
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A substancia PCR 8 (Figura 40) (Tabela 15) foi isolada da fragéo F 33-35 (4) A de

P. cubataonum, apresentando-se como um sélido amarelo.

Tabela 15. Dados de RMN de 'H, mapa de correlacdo direta

'H-C (HSQC), mapa de

correlacdo 'H-BC a longa distancia (HMBC) e NOESY para a substanci a PCR 8.
PCR 8 ,
Posico 10 1 ) PCR 8 1 Plpberolactama A g, NOESY
®)° H (8)" (mult., J em Hz) H (8)" (mult., J em Hz)
1 n.o
2 107,1 7,77 (s; 1H) 7,61 (s; 1H) 4,11,12 OCHz (3)
3 147,1
4 148,4
42 n.o
5 1278 9,23 (m; 1H) 9,10 (m; 1H) 6
52 127,1
6 1254 7,59 (m; 1H) 7,56 (m; 1H)
7 126,9 7,59 (m; 1H) 7,56 (m; 1H)
8 128.,6 7,83 (m; 1H) 7,93 (m; 1H) 6 7.9
82 n.o
9 105,5 7,11 (s; 1H) 7,08 (m; 1H) 5a, 8, 11 8
10 n.o.
11 125,3
12 169,2
NH 7,70 (sl; 1H) 10,30 (s; 1H)
OCH3
. 57,2 4,13 (s; 3H) 4,01 (s; 1H) 3 2

Experimento realizado a 400 MHz para 'H, HSQC, HMBC, NOESY em CDCls. ° KIM, K. H. et al. The
chemical constituents of Piper kadsura and their cytotoxic and anti-neuroinflammtory activities. Journal of
, V. 26, n. 2, p. 254-260, 2011 — para esta referéncia RMN de

Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry

'H — DMSO-ds.

Através da andlise do espectro de RMN de 'H (Anexo 1 — Espectro 43 — pg. 192),

foi possivel observar sinais semelhantes a PCR 7, com o0 mesmo padrédo de substituicdo
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do sistema de anéis aromaticos. A alteragdo pode ser observada na substituicdo da
metoxila presente em C-4 em PCR 7 por uma hidroxila, em PCR 8.

A andlise dos mapas de correlacdo direta 'H-*C e de correlacdo 'H-"*C a longa
distancia e NOESY (Anexo 1 — Espectro 44, 45 e 46 — pg. 192 e 193), revelou a ligacdo
da metoxila em & 4,13 ppm no carbono C-3. Esta metoxila quando irradiada no
experimento de NOESY apresentou correlagdo espacial com & 7,77 ppm (H-2) (Figura
41).

Figura 41. Principais correlacbes observadas no map a de correlagcdo 'H-2C a longa
distancia HMBC (preto) e experimentos de NOESY (azu ) para PCR 8.

A andlise por CLAE-EM para PCR 8, apresentou massa molecular de 265 Da,
correspondente a férmula C;sH;3NO; confirmando a aristolactama denominada
piperolactama A.

A piperolactama A, também j& foi descrita em diversas espécies pertencentes a
familia Piperaceae, dentre elas em Piper submultinerve (NOBATHIAN et al., 2012), Piper
kadsura (KIM et al., 2011), Piper longum (LIU et al., 2009), Piper nigrum (EE et al., 2008),
Piper lolot (LI et al., 2007), Piper philippinum (CHEN; LIAO; CHEN; 2007), Piper
marginatum (CHAVES; OLIVEIRA; SANTOS, 2006), Piper sanctum (MATA et al., 2004),
Piper taiwanense (CHEN et al., 2004), Piper argyrophylum (SINGH et al., 1996), Piper
betle (LIN et al., 2013), Piper boehimerifolium (DESAI et al., 1989), Piper attenuatum
(DESAI et al., 1989), Piper hamiltonii (DESAI et al., 1989) e Piper wightii (BOLL et al.,
1996).

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os extratos, 6leos essenciais de M. obtusa e P. cubataonum e a aegelina foram
submetidos a ensaios para verificar a sua atividade antimicrobiana. Os resultados da CIM
(Concentracao Inibitéria Minima) foram avaliados contra 11 microrganismos (10 bactérias

e 1 fungo) e podem ser visualizados na Tabela 16.
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Segundo Holetz et al. (2002), a atividade antimicrobiana para extratos pode ser
considerada significante quando a CIM < 100 pg mL™*, moderada quando a CIM for entre
100-500 pg mL*, fraca quando a CIM for entre 500-1000 pg mL™ e inativo com CIM
acima de 1000 pg mL™.

Desta forma, para Manekia obtusa o extrato éter de petréleo apresentou atividade
antimicrobiana moderada para E. faecium. O extrato diclorometanico apresentou
atividade forte para C. albicans sendo superior ao antifiingico de referéncia. Porém a
aegelina (constituinte majoritario deste extrato) ndo mostrou atividade antifingica,
sugerindo que talvez ndo seja ela responsavel pela atividade antifingica do extrato,
podendo esta atividade estar relacionada a outra substancia ou a um sinergismo entre
diversas substancias. Para os extratos de Piper cubataonum, todos se apresentaram
inativos para 0s microrganismos testados.

Para dleos essenciais a classificacdo sugerida por Aligiannis et al. (2001), e
utilizada por diversos autores (SARTORATTO et al., 2004; DUARTE et al., 2005; BRAGA
et al., 2007; MAGINA et al., 2009), classifica a atividade antimicrobiana como forte para
6leos essenciais que possuem CIM até 500 pg mL™*, moderada para CIM de 600 a 1500
g mL* e fraca para CIM acima de 1500 pg mL™*, o que sera adotado neste trabalho
também.

Desta forma, o 6leo essencial de M. obtusa apresentou uma importante atividade
antimicrobiana, inibindo fortemente o crescimento de sete microrganismos sendo eles: C.
albicans, E. hirae, S. choleraecium, R. equi, M. luteus, S. aureus e S. epidermides,
destacando-se para C. albicans (CIM = 30 ug mL™"), sendo este valor de CIM inferior ao
antifingico utilizado como referéncia.

O dleo essencial das folhas e galhos de P. cubataonum apresentou atividade
antimicrobiana forte (CIM 62 e 250 ug mL™*, respectivamente) apenas para R. equi. Para

as demais bactérias e para C. albicans, estes ndo apresentaram atividade significante.
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Tabela 16. Atividade antimicrobiana para os extrato s, 6leos essenciais de M. obtusa e P. cubataonum e de aegelina.
Microrganismos — CIM (pg mL ™)
Amostras Bacillus | Candida Enterococcus Enterococcus | Escherichia | Salmonella Rhodococus | Micrococus | Pseudomonas | Staphylococcus | Staphylococcus
subtilis albicans faecium hirae coli choleraecium equi luteus aeruginosa aureus epidermides
OEMO 600 30 * 300 1000 400 500 500 * 500 350
MOEP 1000 1000 500 * 1000 1000 900 * * * *
MODC * 30 * * * * * * * * *
MOET * * * * * * * * * * *
Aegelina * * * * * * 200 * * * *
OEPCE * * * * * * 62 * * * *
OEPCG * * * * * * 250 * * * *
PCF * * _ _ * * _ _ * * _
PCG * * N N * * N N " * N
PCR * * N N * * N N * * N
Ref. 20 50 70 120 40 60 40 50 850 20 40

*CIM >1000 pg mL™". OEMO = 6leo essencial de M. obtusa; MOEP = M. obtusa extrato éter de petréleo; MODC= M. obtusa extrato diclorometanico; MOET = M. obtusa extrato
etandlico; OEPCF = ¢6leo essencial de P. cubataonum folhas; OEPCG = ¢éleo essencial de P. cubataonum galhos; PCF = extrato metandlico de P. cubataonum folhas; PCG =
extrato metandlico de P. cubataonum galhos; PCR = extrato metandlico de P. cubataonum raizes; Ref. = antimicrobianos de referéncia: nistatina para C. albicans e cloranfenicol
para as bactérias.
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4.4. ATIVIDADE CITOTOXICA

Os extratos, 6leos essenciais de M. obtusa e P. cubataonum e a aegelina foram
submetidos a ensaios para verificar a sua atividade citotoxica. Os resultados da TGl
(Total Growth Inhibition - Inibicdo Total do Crescimento) foram avaliados com dez
linhagens de células tumorais humanas e podem ser visualizados na Tabela 17.

Segundo Fouche et al. (2006), a atividade citotéxica pode ser classificada em 4
categorias: inativa quando TGI > 50 ug mL™, atividade fraca quando TGl entre 15 pg mL™
e 50 ug mL*, atividade moderada quando TGl ocorre entre 6,25 pg mL™ e 15 pg mL™ e
atividade potente quando TGI <6,25 pg mL™.

De acordo com esta classificacdo, o0 extrato diclorometanico de M. obtusa
apresentou uma atividade moderada para célula de glioma e fraca para melanoma,
porém a aegelina, seu constituinte majoritario foi inativo para todas as células tumorais. O
extrato éter de petroleo de M. obtusa apresentou atividade fraca para célula de glioma,
ovario com fendtipo de resisténcia a multiplas drogas, prostata e ovario. O 6leo essencial
das folhas e galhos de P. cubataonum, apresentou atividade fraca para células de ovario.
Para as demais células os extratos e os 6leos essenciais ndo apresentaram atividade

significativa.

Tabela 17. Atividade citotéxica para os extratos, 6 leos essenciais de M. obtusa, P.

cubataonum e da aegelina.

Inibicdo Total do Crescimento (ug mL )
Amostras
2 u m a 7 4 p o] h k %

Doxorubicina | 0,46 | 1,3 1,2 >25 1,0 11 >25 3,6 9,5 >25 4,1
MOEP 43,0 | 51,1 | >250 | 48,4 75,4 | 1135 | 43,8 | 43,2 | >250 | >250 | >250
MODC 13,6 | 42,3 | 73,8 | 162,4 | 102,7 | 89,9 | >250 | >250 | >250 | >250 | 138,1
MOET >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Aegelina >250 - >250 | >250 | >250 | >250 - >250 | >250 | >250 | >250

OEPCF 89,2 - 71,7 | 90,1 | 89,8 | 118,0 - 19,3 | 99,7 | >250 | 85,3
OEPCG 73,8 - 91,1 | 109,5| 78,9 | 103,1 - 48,8 | 99,5 | >250 | 132,9
PCF >250 - >250 | >250 | >250 | >250 - >250 | >250 | >250 | >250
PCG >250 - >250 | >250 | >250 | >250 - >250 | >250 | >250 | >250
PCR >250 - >250 | >250 | >250 | >250 - >250 | >250 | >250 | >250

2 = U251 (glioma, SNC); u = UACC-62 (melanoma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovéario com
fendtipo de resisténcia a multiplas drogas); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmao); p = PC-3 (préstata); o =
OVCAR-3 (ovario); h = HT-29 (cdlon); k = K562 (leucemia); v = VERO (rim, célula normal, macaco verde);
Doxorubicina = Quimioterapico referéncia; MOEP = M. obtusa extrato éter de petroleo; MODC= M. obtusa
extrato diclorometanico; MOET = M. obtusa extrato etandlico; OEPCF = 6leo essencial de P. cubataonum
folhas; OEPCG = o6leo essencial de P. cubataonum galhos; PCF = extrato metandlico das folhas de P.
cubataonum; PCG = extrato metandlico dos galhos de P. cubataonum; PCR = extrato metandlico das raizes
de P. cubataonum.
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4.5 SINTESE DE PRODUTOS NATURAIS

E um paradigma atual que os metabdlitos secundéarios existem para aumentar a
adaptacédo da planta que os produz. Geralmente, isso é realizado através de alguma
funcdo que esses compostos exercem na defesa das plantas contra herbivoros e
patégenos. Estes constituintes estdo sempre presentes em plantas, como misturas
simples ou complexas de compostos (DYER et al., 2004).

As espécies pertencentes a familia Piperaceae sdo ricas em metabdlitos
secundarios bioativos. Dentre os metabdlitos isolados e/ou identificados, muitos séo
estruturalmente semelhantes a modelos ja estudados em relacdo ao sinergismo dentro
da ecologia quimica, especialmente as amidas (SCOTT et al.; 2002, DYER et al., 2003,
RICHARDS et al., 2010).

Neste sentido, os constituintes isolados de M. obtusa, que ndo estdo disponiveis
comercialmente por um preco acessivel, foram sintetizados através de metodologias
conhecidas, com o objetivo de obter quantidade de amostra suficiente para ensaios

inseticidas. Com 0 mesmo proposito, sintetizou-se a (R)-6'-desmetoxi aegelina.

4.5.1 SINTESE DE ESTIGMAST-4-EN-3-ONA

Para a sintese da estigmast-4-en-3-ona, realizou-se a oxidacao de Oppenauer
(Esquema 13) a partir de B-sitosterol, utilizando tri-isopropéxido de aluminio e

cicloexanona em tolueno como co-solvente.

Cicloexanona
Al(OiPr)3

Tolueno
refluxo, 15h

HO

Esquema 13. Esquema da sintese de estigmast-4-en-3- ona.

Inicialmente para esta reacdo utilizou-se como aceptor de hidreto a acetona,
porém os rendimentos obtidos foram baixos (dados ndo mostrados). Desta forma,
empregou-se a cicloexanona, pois, por razdes estruturais, esta cetona apresenta um
maior potencial de oxidacdo (TOJO; FERNANDEZ, 2006).
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A realizacdo desta reagdo em cicloexanona, ao invés de acetona, apresentou
como dificuldade a purificacdo. Foram realizados testes de metodologias de purificagéo,
entre elas, cromatografia em coluna flash e a pressao atmosférica, porém nao foi possivel
a retirada da cicloexanona. Desta forma, a melhor metodologia empregada foi a
destilacdo a véacuo da mistura reacional, seguida de recristalizacdo em solvente
previamente testado, apresentando rendimento de 38,5%

A oxidacdo de Oppenauer é frequentemente aplicada a sintese de esteroides,
consistindo-se no aquecimento de benzeno ou tolueno com iso-propéxido de aluminio
(como catalisador) e acetona, benzoquinona ou cicloexanona (como aceptor de
hidrogénio). Durante a oxidacao, o alcool secundéario do esteroide de partida é oxidado
para um grupo cetdnico (AGARWAI, 2003). Além disso, a oxidacdo de A°-3-
hidroxiesteroides é acompanhada pela migracdo da ligacao dupla de B, y para a posicao

a, B a carbonila formada (LI; CORE, 2007), como pode ser visualizado no Esquema 14.

o e —— \
—
o HO O_A|\@o

. N /7
)\ R1 C|)|Pr ,Al\/)
. ( 0
0 ’ _.--Al—0iPr O
\ | Ra27/ 0 / /H\ R
A\O H o R3
4< R,

V.

- QiPr

o AP,
H,0 OH

o~

Esquema 14. Proposta de mecanismo de reacdo de form  acdo de estigmast-4-en-3-ona via
reacdo de Oppenauer. Fonte: KURTI, L. CZAKO, B. Str ategic Applications of Named
Reactions in Organic Synthesis. Elsevier, 2005.
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Os espectros de RMN de 'H e de '*C (Anexo 1 - Espectro 47 e 48 - pg. 194)
mostram tratar-se da substancia desejada, uma vez que os dados foram comparados a
substancia previamente isolada (para dados de RMN completos, item 3.6.1 pg. 72 e 73).
Para esta substancia foi possivel verificar a auséncia do dupleto largo em & 5,35 ppm
com constante de acoplamento 5,1 Hz atribuido ao H-6 do B-sitosterol (material de
partida) e do multipleto em & 3,52 ppm caracteristico de hidrogénio ligado a carbono
carbinélico atribuido ao H-3 do [-sitosterol. Além disso, verificou-se as metilas
caracteristicas do produto em & 0,71 ppm, 6 0,81 ppm, & 0,83 ppm, & 0,84 ppm e d 0,91
ppm e & 1,18 ppm e a presenca do simpleto largo em & 5,72 ppm no espectro de RMN de
'H, com integracdo para um hidrogénio. Através dos dados de RMN de **C observou-se a
presenca de carbonos caracteristicos de esteroides. Foi possivel verificar também a
auséncia do carbono carbindlico C-3 (aproximadamente & 71,8 ppm no B-sitosterol) e a
presenca de trés carbonos sp?, sendo observado o sinal em & 123,7 ppm, 5 171,5 ppm e
0 199,5 ppm, sendo este deslocamento caracteristico de carbonila de cetona a,8 ndo

saturada.
4.5.2 SINTESE DE (R)-6'-DESMETOXI AEGELINA

A sintese do analogo da aegelina foi realizada utilizando cloreto de cinamoila,

piridina e diclorometano (Esquema 15).

OH

NH>  (E)-PhcH=CHCOC],
Piridina
CH,Cl,, 0°C, 15h

Esquema 15. Esquema da sintese de ( R)-6'-desmetoxi aegelina.

Em funcéo da variedade de atividades bioldgicas, existem muitos estudos visando
a sintese de amidas néo saturadas analogas as amidas naturais de espécies de Piper. A
sintese de amidas envolve tipicamente reacdes de baixa complexidade e amplamente
estudadas. A formacdo da amida normalmente é obtida pela reacdo da amina de
interesse com um cloreto de acila (MARQUES, 2009; MCMURRY, 2011).
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Esta reacdo mostrou-se eficiente e de facil execucao, apresentando rendimento
de 38,3%, sendo preparada, neste caso, através do alcool aminado e cloreto de acila
disponiveis em laborat6rio, sem a necessidade de preparacao desse ultimo.

A sintese do andlogo da aegelina ocorre pelo mecanismo classico e bem
conhecido de substituicdo nucleofilica de acila.

O produto obtido foi caracterizado por RMN de 'H e de *C (Anexo 1 - Espectro 49
e 50 - pg. 195) (item 3.6.2 — pg. 73 e 74 para dados de RMN). Através dos dados de
RMN de 'H foi possivel verificar a presenca de trés duplos dupletos cada um com
integracdo para um hidrogénio: em & 3,41 ppm com constantes de acoplamento de 13,9 e
8,2 Hz; em & 3,73 ppm com constantes de acoplamento de 13,9 e 3,7 Hz e em & 4,85
com constantes de acoplamento de 8,2 e 3,7 Hz. Os hidrogénios em & 3,41 e 3,73 ppm
sdo geminais (H-1), visto que a constante de acoplamento é de 13,9 Hz ligado a um
metino (H-2") em & 4,85 ppm. Além disso, pode-se observar em 6 6,47 (H-2) e 7,60 ppm
(H-3) dois dupletos com constante de acoplamento de 15,8 Hz com integracdo para um
hidrogénio cada, referentes aos hidrogénios da ligacdo dupla com configuracdo E. Na
regido dos hidrogénios aromaticos verificou-se a presenca de multipletos totalizando 10
hidrogénios, referentes aos dois anéis benzénicos monosubstituidos. Pela analise do
espectro de RMN de *C observou-se a presenca de 17 carbonos, destes 14 séo relativos
a carbonos sp” ndo oxigenados, sendo dois carbonos da ligagéo dupla: em & 120,2 ppm
(C-2) e em & 141,2 ppm (C-3). E possivel verificar ainda a presenca da carbonila em &
167,4 ppm, confirmando a estrutura do produto, assim como observado através do
infravermelho a deformacdo axial C=0, em 1660 cm™, caracteristico de carbonila de

amida.

4.5.3 SINTESE DE (S)-AEGELINA

45.3.1 ROTA1

A primeira etapa da sintese de (S)-aegelina, produto natural isolado de M. obtusa,
consistiu na diidroxilagdo assimétrica de Sharpless, partindo de p-metoxi-etenofenila,
utilizando OsQ,, (DHQ),PHAL, Ks;Fe(CN)s e K,CO3; em t-BuOH:H,O (1:1) (Esquema 16).
Através da metodologia empregada, esta etapa demonstrou ser eficiente, obtendo alto
rendimento do produto (96,8%), o qual ndo necessitou de purificacdo para dar

continuidade as préximas etapas.
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\

(DHQ)PHAL
K3F€(CN)6
K,CO4
0s0O,

t-BuOH:H,0 (1:1)
@) 0°C, 18h

Esquema 16. Esquema da reacéo de diidroxilagdo assi  métrica de Sharpless.

Existem muitos métodos para formar um produto diidroxilado. Dentre eles, o mais
amplamente utilizado para a oxidacdo de alcenos é através do OsO, que realiza adigdo
sin estereoespecifica para o lado menos impedido da ligacdo dupla (CAREY;
SUNDBERG, 2007; SMITH; MARCH, 2007).

As oxidacBGes com tetroxido de 6smio podem ser altamente enantiosseletivas na
presenca de ligantes quirais. Um dos ligantes mais eficientes desenvolvidos é o oriundo
do alcaloide chinchona, derivados de quinina e quinuclidina, os quais tem alta afinidade
por OsO,. Estas aminas se ligam ao OsQ; in situ, realizando a adi¢do assimétrica, como
€ 0 caso dos dois derivados de ftalazina (DHQD),PHAL e (DHQ),PHAL os quais induzem
a alta seletividade e aceleram a reac¢do (SMITH; MARCH, 2007) (Figura 42).

MeO OMe MeO

(A (B)

Figura 42. Estrutura quimica dos ligantes quirais d erivados de ftalazina. (A) (DHQD) ,PHAL e
(B) (DHQ),PHAL. Fonte: SHARPLESS, K. B. et al. The Osmium-Catalyzed Asymmetric
Dihydroxylation: A New Ligand Class and a Process |  mprovement. Journal of Organic
Chemistry, v. 57, n.10, p. 2768-2771, 1992.

Em uma olefina posicionada conforme a Figura 43, a seletividade enantiofacial da
reagdo ocorre através do ataque pela face superior () no caso de derivados de
diidroquinidina (DHQD) (A) ou pela face de baixo (a), no caso de derivados de
diidroquinina (DHQ) (B), determinando assim qual enantidbmero sera formado (KOLB,;
VANNIEUWENHZE; SHARPLESS, 1994). Através do modelo de aproximagao proposto

por Corey; Guzman-Perez; Noe (1995) (Figura 44), pode-se observar como ocorre a

interacédo ligante-6smio-olefina.
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R, H

t-BuOH-H,0 (1:1)
0°C

R, H
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Figura 43. Possibilidades de ligacdo dos derivados de ftalazina determinando a
enantiosseletividade do produto. Fonte: SHARPLESS, K. B. et al. The Osmium-Catalyzed
Asymmetric Dihydroxylation: A New Ligand Class and a Process Improvement. Journal of
Organic Chemistry, v. 57, n. 10, p. 2768-2771, 1992.

OMe OMe

Figura 44. Modelo de aproximagao da olefina com o dsmio ligado ao ligante quiral. Fonte:
COREY, E. J.; GUZMAN-PEREZ, A. NOE, M. C. The application of a mechanistic model leads
to the extension of the sharpless asymmetric dihydroxylation to allylic 4-methoxybenzoates
and conformationally related amine and homoallylic alcohol derivatives. Journal of the
American Chemical Society, v. 117, p. 10805-10816, 1995.

O mecanismo da diidroxilagcdo assimétrica de Sharpless pode ser visualizado no
Esquema 17. Nesta, é possivel observar que a adicdo do tetréxido de ésmio forma um
éster ciclico como intermediario, obtendo como produto final um 1,2-diol com um ou dois
novos centros estereogénicos (CAREY; SUNDBERG, 2007; SMITH; MARCH, 2007).
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Esquema 17. Proposta de mecanismo de reacdo de diid  roxilagdo assimétrica de Sharpless.
Fonte: KOLB, H. C.; VANNIEUWENHZE, M. S.; SHARPLESS , K. B. Catalytic Asymmetric
Dihydroxylation. Chemical Reviews, v. 94, p. 2483-2 547, 1994; ROWLANDS, G. Reduction
and Oxidation, 2002. Disponivel em: < http://www.su  ssex.ac.uk/Users/kafj6>.

O produto obtido foi caracterizado por RMN de *H e de **C (Anexo 1 - Espectro 51
e 52 - pg. 196) (item 3.6.3.1.1, pg. 74 e 75 para dados de RMN). Através dos dados de
RMN de 'H foi possivel verificar a presenca de dois dupletos cada um com integracéo
para dois hidrogénios: em d 6,87 ppm e & 7,26 ppm com constantes de acoplamento orto
de 8,7 Hz referentes ao anel para substituido. A formacdo do diol pode ser confirmada
através presenca de duplos dupletos em & 3,59 ppm e & 3,66 ppm (H-2a; H-2b) relativos
aos hidrogénios geminais, em & 4,70 ppm (H-1) e através da auséncia dos sinais dos
hidrogénios da ligacdo dupla, confirmando a auséncia do material de partida. Os
deslocamentos de RMN de *C em & 67,3 ppm e & 74,1 ppm, sdo referentes aos
carbonos carbindlicos, assim como a presenca de seis carbonos sp® sendo um
oxigenado em d 159,2 ppm no qual se encontra ligado a metoxila.

Para a discussdo de RMN das préximas etapas serd levado em consideracao
apenas os deslocamentos quimicos em relacdo as alteracées que ocorreram na estrutura
do composto em funcéo da reacéo realizada.

A segunda etapa da sintese de (S)-aegelina consistiu na tosilagdo do (S)-1-(4-
metoxifenil)-1,2-etanodiol, onde se utilizou cloreto de p-toluenossulfonila, piridina como

base e diclorometano (Esquema 18).

HO.,

p-TsCl
Piridina

CH,Cl,,
-15°C, 8h

\J

0

Esquema 18. Esquema da reacéo de tosilagao.
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A preparacdo de um éster tosilado a partir de &lcool é um efetivo meio de obter
um bom grupo abandonador, frequentemente utilizado para facilitar uma subsequente
reacdo de substituicdo nucleofilica. A reacdo é muito geral, e o método usual para
introduzir grupos tosila é a reacdo deste com o alcool em piridina a temperatura de 0 a
-25 °C (TIPSON, 1944; KABALKA et al., 1986; CAREY; SUNDBERG, 2007).

No caso do produto diidroxilado é vantajoso optar pela adigdo do grupo tosila ao
invés de halogénios, uma vez que o grupo tosila sob condicBes especificas, apresenta
seletividade a hidroxila priméaria em detrimento da secundaria (PIGMAN, 1957; KAWANO,

2010). O mecanismo desta reacdo pode ser visualizado na Esquema 19.
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Esquema 19. Proposta de mecanismo de reagéo de tosi  lacao.

Embora a metodologia desta reacdo seja usualmente conhecida e o rendimento
descrito na literatura citada tenha sido de 80%, seguindo as mesmas condi¢cdes
reacionais obteve-se um baixo rendimento, sendo de apenas 9,6% do produto, o que
representa um problema limitante para o rendimento global da reacdo. Além disso, foi
possivel recuperar 1,6 g de material de partida, o qual foi novamente submetido a reacao
para gerar o produto tosilado, porém ndo foi possivel obter um rendimento superior ao
anteriormente obtido. O produto ditosilado também foi obtido como subproduto desta
reacao, porém com baixos rendimentos. Acredita-se que este baixo rendimento possa ser
atribuido a hidrdlise do cloreto de tosila no seu acido correspondente.

Os dados de RMN de 'H e de **C (Anexo 1 - Espectro 53 e 54 - pg. 197) (item
3.6.3.1.2, pg. 75 e 76 para dados de RMN) revelam que apds purificacdo foi possivel

obter o produto monotosilado na hidroxila priméria, visto que no RMN de 'H além dos
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sinais caracteristicos descritos anteriormente, é possivel verificar a presenga de apenas
um sinal de metila aroméatica em & 2,44 ppm com integracdo para trés hidrogénios e dois
dupletos na regido de aromatico, em & 7,22 ppm e & 7,77 ppm com constante de
acoplamento de 8,6 Hz e integracdo para dois hidrogénios cada, referente ao anel p-
substituido do tosila. Além disso, através dos dados de RMN de *3C é possivel verificar
alteracdo no deslocamento quimico do C-2, o qual no material de partida apresenta
deslocamento de & 67,3 ppm e no produto monotosilado o deslocamento do carbono é &
71,4 ppm.

A etapa seguinte da sintese de (S)-aegelina consistiu na substituicdo nucleofilica

do tosilato pela azida (Esquema 20).

NaN3
- >
DMF

refluxo, 3h

-

Esquema 20. Esquema da sintese do produto azida.

O ion azida N3, sendo a azida de sodio mais comumente empregada, é utilizado
na reacdo de substituicdo nucleofilica, com um bom grupo de saida, como haletos ou
tosilatos, para entdo formar uma azida de alquila, RN3. Para isto, 0 método mais confiavel
envolve utilizar o substrato com a azida de s6dio em presenca de DMF como solvente
(SCRIVEN; TURNBULL, 1988; BRASE et al.,, 2005; CAREY; SUNDBERG, 2007;
MCMURRY, 2011).

O mecanismo desta reacao pode ser visualizado na Esquema 21.

OTs

Esquema 21. Proposta de mecanismo de substituicdo n  ucleofilica através de azida.

Através da metodologia empregada, esta etapa demonstrou ser eficiente e de facil

execucdo. Obteve-se como produto um Oleo amarelado impuro, porém, com pureza
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suficiente para seguir para a proxima etapa da reacdo, como pode ser verificado nos
espectros de RMN de 'H e de **C (Anexo 1 - Espectro 55 e 56 - pg. 198) (item 3.6.3.1.3,
pg. 76 e 77, para dados de RMN). Os dados de RMN de 'H, permitiram observar que a
reacdo foi completa devido a auséncia do simpleto da metila aromética em & 2,44 ppm,
assim como dos sinais aroméaticos referentes ao grupo tosila. Além disso, através dos
dados de RMN de **C, foi possivel observar o produto formado, devido a alteragéo no
deslocamento quimico de C-2 de & 71,4 ppm do material de partida (tosilato) para 6 58,1
ppm no produto azida.

As azidas sado derivados organicos muito Uteis para compostos contendo
nitrogénio, pois o grupo azida € estavel em alguns reagentes e pode ser faciimente
reduzido a aminas primarias (SMITH; NOTHEISZ, 1999).

A etapa seguinte consistiu nesta reducdo (Esquema 22). A reducado de azidas na
sua amina correspondente tem sido realizada com hidrogénio na presenca de um
catalisador, como a classica hidrogenacao catalitica de Pd/C (BRASE et al., 2005), e este
método tém revelado bons rendimentos (SCRIVEN; TURNBULL, 1988).

10% Pd/C
MeOH
H,, 12h

\j

~

Esquema 22. Esquema da reducdo da azida para amina  primaria.

A hidrogenagdo-hidrogenolisagdo precisa que ambas as ligagbes sejam
hidrogenadas e que a ligacdo simples N-N seja hidrogenolisada. Para isto o catalisador
Pd/C é frequentemente utilizado com metanol em atmosfera de H, (SMITH; NOTHEISZ,
1999). O mecanismo de hidrogenacdo catalitica no caso de azidas ndo esta bem
estabelecido, mas sabe-se que triazenos RN=NNH,, tem sido sugerido como
intermediario (TROST, 1991).

Através da metodologia empregada, esta etapa também demonstrou ser eficiente
e de facil execucéo, apresentando um rendimento de 94,9%. Os espectros de RMN de 'H
e de 'C (Anexo 1 - Espectro 57 e 58 - pg. 199) (item 3.6.3.1.4, pg. 77, para dados de
RMN), permitiram observar a alteracdo do deslocamento de H-2a de & 3,40 ppm para &
2,80 ppm e H-2b de 6 3,47 para 6 2,98 ppm. O H-1 também alterou seu deslocamento
quimico de & 4,82 ppm para d 4,58 ppm. Os dados de RMN de '3C, reafirmam a
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formacdo do alcool aminado através da alteracdo de C-2 de & 58,1 ppm no material de
partida (azida), para & 48,6 ppm na presenca de amina primaria.
A etapa final para a sintese de (S)-aegelina foi realizada utilizando cloreto de
cinamoila, piridina e diclorometano (Esquema 23), apresentando rendimento de 13,1%.
OH

: NH>  (E)-PhcH=CHcOCI,
Piridina
CH,Cl,, 0°C, 3h
O 2%12

\

Esquema 23. Esquema da etapa final da sintese de ( S)-aegelina.

Esta dltima etapa, consiste na mesma reacdo e mecanismo de substituicdo
nucleofilica de acila propostos para a sintese do analogo da aegelina, alterando apenas o
material de partida.

Os dados de RMN de 'H e *3C séo iguais aos descritos para a aegelina isolada a
partir do extrato diclorometanico de Manekia obtusa citada anteriormente. A formacé&o do
produto pode ser confirmada pela analise de por RMN de *H e de **C (Anexo 1 - Espectro
59 e 60 - pg. 200) (item 3.6.3.1.5, pg. 77 e 78, para dados de RMN), o qual é possivel
verificar, a presenca de dois dupletos em & 6,53 (H-2) e 7,59 ppm (H-3) com constante de
acoplamento de 15,7 Hz com integracdo para um hidrogénio cada, que sado referentes
aos hidrogénios sobre a ligacdo dupla com configuracdo E. Na regido dos hidrogénios
arométicos verificou-se também a presenca dois multipletos: em & 7,37 ppm com
integracéo para trés hidrogénios e em & 7,53 ppm com integracdo para dois hidrogénios,
correspondendo ao anel aromético monosubstituido. A andlise de RMN de 3¢,
novamente confirma a formacéo da aegelina, pelo surgimento de novos nove carbonos,
em detrimento do material de partida, sendo um deles em & 167,6 ppm referente a
carbonila de amida formada.

Com os dados apresentados, é possivel observar que a rota 1, apresentou um
rendimento global de apenas 1,27%, causada principalmente pelo baixo rendimento da
reacdo de tosilacdo. Desta forma, devido a necessidade de obter maior quantidade de
(S)-aegelina para a realizacdo de ensaios inseticidas, optou-se por realizar uma nova rota
de sintese para o constituinte desejado, sendo esta nova metodologia descrita por Lee et
al. (2007).
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45.3.2 ROTA 2

A primeira etapa da segunda rota da aegelina envolve a a-oxitosilagdo de
cetonas, utilizando 4-metoxiacetofenona e [hidroxi(tosiloxi)iodo]lbenzeno, em acetonitrila
sob refluxo (Esquema 24). Através da metodologia empregada, esta etapa demonstrou
ser eficiente e de facil execucdo, obtendo um produto de facil purificagdo e um

rendimento considerado satisfatério de 68,3%.
O

(PhIOH)OTs

~
o) ACN, refluxo, 3h

Esquema 24. Esquema da a-oxitosilacdo de 4-metoxiacetofenona.

O [hidroxi(tosiloxi)iodo]benzeno (reagente de Koser) é um reagente util para a a-
oxitosilacdo de cetonas, visto que € capaz de converter em apenas uma etapa, cetonas
enoliziveis ao seu correspondente a-tosiloxi cetona (KOSER et al., 1982; TUNCAY et al.,
1992; KOSER, 2001; NABANA, TOGO, 2002). A oxitosilacdo direta de cetonas no
carbono a esta entre as aplicagdes mais populares do reagente de Koser. Isto se deve a
facilidade e generalidade do produto como um intermediario sintético util (KOSER, 2001),
0s quais podem reagir com diferentes nucledfilos (VARVOGLIS, 1997).

A o-oxitosilagdo de cetonas é iniciada pela adicdo eletrofilica de PhIOH" ao
correspondente tautdmero enol. A substituicdo nucleofilica de iodobenzeno do carbono a
pelo ion tosilato dar4 origem ao produto final (KOSER et al., 1982), como pode ser

observado no mecanismo abaixo (Esquema 25).
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Esquema 25. Proposta de mecanismo de  a-oxitosilagdo de 4-metoxiacetofenona. Fonte:
KOSER, G. F. et al. One-Step a-Tosyloxylation of Ketones with [Hydroxy(tosyloxy)
iodo]benzene. Journal of Organic Chemistry, v. 47, p. 2487-2489 2487, 1982.

Através da andlise dos dados de RMN de *H e de **C (Anexo 1 - Espectro 61 e
62, pg. 201) (item 3.6.3.2.1, pg. 79, para dados de RMN), foi possivel confirmar a
formacgdo do produto desejado, onde se verifica a presenca do substituinte tosila no
espectro de RMN de 'H através do sinal da metila aroméatica em & 2,45 ppm com
integracdo para trés hidrogénios, além da presenca de novos dois dupletos (se
comparados ao material de partida), em & 7,34 e em & 7,86 ppm com constante de
acoplamento orto de 8,5 Hz e com integracdo de dois hidrogénios cada. Os dados de
RMN de *C, também confirmam a formagéo do produto através da presenca de novos
seis carbonos na regido de aromaticos além da presenca da metila em & 21,7 ppm.

A segunda etapa da sintese consiste na reacdo de Noyori, que realiza
hidrogenacdo assimétrica por transferéncia de hidrogénio a cetonas pré-quirais,
utilizando, neste caso, a a-tosiloxi-p-metoxiacetofenona na presenca do catalisador
RuCI[(R,R)TsDPEN] (mesitileno), da mistura azeotropica de acido férmicof/trietiliamina
(5:2) e acetato de etila (Esquema 26). As condicdes reacionais foram previamente
testadas, onde as variaveis analisadas foram alteracéo de tempo de reacdo (12 h, 16 h e
70 h), temperatura (temperatura ambiente e 60 °C) e relacdo estequiométrica
reagente/catalisador (200:1 e 1000:1), sendo que a condicdo que apresentou menos
subprodutos foi a relacdo de 200:1, a temperatura ambiente por 16h, apresentando

rendimento de 98,7%.
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Esquema 26. Esquema da reacéo de Noyori.

A hidrogenacéo por transferéncia é a reducao de ligagcdes multiplas, com o auxilio
de um doador de hidrogénio e de um catalisador metalico. As reac¢des por transferéncia
de hidrogénio utilizam outras fontes de hidrogénio, que ndo o molecular, como por
exemplo, o cicloexeno, cicloexadieno, &lcoois, acido férmico, hidrazina, dentre outros
(MURTINHO, 2006).

A transferéncia assimétrica de hidrogénio tem sido amplamente aplicada na
hidrogenacédo enantiosseletiva de carbonilas. Esta transferéncia assimétrica oferece uma
simplicidade operacional, uma vez que a reacdo ndo envolve hidrogénio molecular, além
de uma alta seletividade. Geralmente os catalisadores consistem em ligantes bidentados
ligados a ruténio ou rédio. Tem sido demonstrado na literatura que (1R,2R) ou (1S,2S)-N-
(p-tolueno-sulfonil)-1,2-difeniletilienoamina (TsDPEN) é um excelente ligante para a
transferéncia catalitica de hidrogenacdo de aril cetonas (FUJII et al., 1996, NOYORI,
YAMAKAWA; HASHIGUCHI, 2001; MURTINHO, 2006).

Uma vez que Noyori; Yamakawa; Hashiguchi (2001) descobriram que os
complexos de ruténio modificados com arenos e 1,2-diaminas N-tosilatos eram eficientes
na reducdo assimétrica de cetonas, este sistema permitiu obter &lcoois com conversées
praticamente completas e excesso enantiomérico até 99% (MURTINHO, 2006). Esta
reacdo pode ser rotineiramente realizada utilizando uma mistura azeotropica de &cido
férmicoltrietilamina como doadores de hidrogénio (FUJII et al.,1996; LEE et al., 2007), o
qual é um aduto de H, e CO,, que permite efetuar a reducao de forma irreversivel, devido
a liberagdo do CO, (FUJII et al., 1996; MURTINHO, 2006).

O mecanismo da transferéncia assimétrica de hidrogénio de uma ligacdo dupla
C=X (X= N, 0), usando RuClI[(R,R)TsDPEN](mesitileno) pode ser dividido em trés partes
fundamentais: (1) geracdo da espécie catalitica ativa, a partir do “pré-catalisador” cloreto;
(2) reducédo da ligacdo dupla com concomitante geracdo da assimetria e (3) regeneracao
do catalisador (Figura 45) (VACLAVIK et al., 2013).
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Figura 45. Etapas do mecanismo da reacdo de Noyori. Fonte: SPAHN, C. W. Transfer
Hydrogenation: Emergence of the Metal-Ligant Bifunc ional Mechanism, 2002. Disponivel
em:<http://www.chemistry.illinois.edu/research/inor ganic/seminar_abstracts/2002-2003/
Spahn.Abstract.LitSeminar.pdf>.

A reducdo da ligacdo dupla gera um &lcool com centro estereogénico, e esta
enantiosseletividade depende da forma como a cetona se aproxima do complexo, pela
posicao dos substituintes da cetona em relagcéo ao ligante. A reacdo ocorre via complexo
de ruténio, onde o substrato se aproxima do complexo de tal forma que seja capaz de
efetuar, simultaneamente, uma ligacdo de hidrogénio entre o préton da amina e o par de
elétrons livre da carbonila, e uma ligacdo entre o carbono carbonilico e o hidreto do
ruténio. O sistema é efetivo e seletivo devido a natureza do seu estado de transicao de
seis membros, sendo este M'-H-C*-O-H'-N" (Figura 46) (NOYORI; YAMAKAWA;
HASHIGUCHI, 2001; MURTINHO, 2006, MORRIS, 2009). A informac¢&o quiral presente
no catalisador permitira diferenciar entre a face Si e a face Re do substrato (MURTINHO,
2006).



133

0
74 N
\ \H
R \H ‘ ‘H
o | N
'/M\‘ \
\ A
Figura 46. Ligacdo do complexo a cetona pré-quiral. Fonte: MORRIS, R. H. Asymmetric
hydrogenation, transfer hydrogenation and hydrosily lation. of ketones catalyzed by iron

complexes. Chemical Society Reviews, v. 38, p. 2282 —-2291, 2009.

Noyori; Yamakawa; Hashiguchi (2001) propem que a quiralidade do estado de
transicdo, seja ndo s6 devido a geometria do quelato formado pelo metal e pelo auxiliar
quiral, mas também & interagcdo CH/1r entre o ligante n°-areno do catalisador de ruténio e
0 grupo arila do substrato, que estabiliza o estado de transicdo e determina a
enantiosseletividade do processo (MURTINHO, 2006).

Os dados de RMN de 'H e de *C (Anexo 1 - Espectro 63 e 64 - pg. 202) (item
3.6.3.2.2, pg. 79 e 80, para dados de RMN), sdo os mesmos obtidos para a tosilacdo da
rota 1, em que pode ser observado a formacédo do estereocentro devido ao surgimento de
trés duplos dupletos com integracdo para um hidrogénio cada: em & 4,03 com constante
de acoplamento de 10,3 e 8,5 Hz, em & 4,10 com constante de 10,3 e 3,4 Hz, sendo
estes dois geminais e em © 4,92 ppm, com constante de 8,5 e 3,4 Hz, o qual se encontra
ligado ao carbono carbinélico. Pode-se observar também a auséncia do sinal em & 5,20
ppm com integracdo para dois hidrogénios, referentes aos hidrogénios a a carbonila.
Além disso, os deslocamentos de RMN de C, comprovaram a auséncia da carbonila da
cetona em © 188,7 ppm e altera¢do do deslocamento de C-1 para 74,3 ppm.

As etapas seguintes consistiram nas mesmas reacdes ja descritas para a rota 1
sendo (1) substituicdo nucleofilica do tosilato pela azida, obtendo-se 0,90 g de um 6leo
amarelo impuro; (2) reducao do produto com azida em amina primaria cujo rendimento foi
de 99,3% e (3) substituicdo nucleofilica de acila com cloreto de cinamoila com
rendimento de 12,4%. Ver pagina 81 - 82 para esquemas e descricdo dos dados de RMN
de 'H e C.

Com a realizacdo da segunda rota de sintese para a obtencao de (S)-aegelina, foi
possivel obter material necessario para a realizacdo dos ensaios inseticidas. E possivel
observar que a rota 2 demonstrou ser mais eficiente, apresentando um rendimento global
de 8,37% em detrimento do rendimento global da rota 1 de 1,27%. Este aumento no
rendimento pode ser justificado, em parte, pela auséncia da etapa de tosilacdo do alcool

secundario, o qual na rota 1 apresentou um rendimento de apenas 9,6%. Desta forma,
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esta segunda rota demonstrou ser uma rota alternativa e viavel para a sintese de (S)-

aegelina.

4.6 ATIVIDADE INSETICIDA

Os constituintes sintetizados: (S)-aegelina (MO 1), (R)-6'-desmetoxi aegelina
(NMO 1) e estigmast-4-en-3-ona (MO 4), bem como o0s constituintes obtidos
comercialmente: E-cinamamida (MO 2), B-sitosterol (MO 3A) e estigmasterol (MO 3B),
foram avaliados quanto a sua influéncia no ciclo de vida de S. exigua, isoladamente ou
em misturas. As misturas foram divididas de acordo com a classe, sendo mistura de
amidas (mistura 1: MO 1 + MO 2; mistura 2: NMO 1 + MO 2), mistura de esteroides (MO
3A + MO 3B + MO 4) e mistura total (mistura 1: MO 1-MO 4; mistura 2: NMO 1 + MO 2-
MO 4).

Para estes constituintes foram avaliados quatro parametros frente & S. exigua:
taxa de sobrevivéncia, massa da pupa; tempo de desenvolvimento (considerando o
namero de dias entre o terceiro estagio e pupacgéo) e tempo de desenvolvimento total. Os
constituintes quimicos testados apresentaram diferentes respostas, sendo que as
amostras que apresentaram diferenca significativa do controle serdo discutidas nesta
secao.

Com os resultados obtidos ha evidéncias de que 0s constituintes que ocorrem
naturalmente em M. obtusa atuam sinergicamente na taxa de sobrevivéncia de S. exigua.
Dentre as dietas individuais, apenas a estigmast-4-en-3-ona (MO 4) teve um efeito dose
dependente significante na taxa de sobrevivéncia (p = 0,024), com uma dose letal para
reduzir 50% a sobrevivéncia (DLs,) de 0,53% do peso seco. Entretanto, este efeito néo foi
observado na mistura dos esteroides, indicando um potencial antagonismo entre o0s
mesmos. Ambas as misturas de amidas (mistura 1 = MO 1 + MO 2; mistura 2 = NMO 1 +
MO 2) afetaram negativamente a taxa de sobrevivéncia, sendo que com MO 1 h4 uma
tendéncia na reducéo (p = 0,085) para uma resposta dose dependente (DLsg = 1,94% do
peso seco), e com NMO1 ha reducdo (p = 0,013) com DLy, de 1,70% do peso seco,
porém este efeito ndo é observado nos constituintes individuais, indicando um potencial
sinergismo. Além disso, a mistura de todos os constituintes de ocorréncia natural (MO 1 —
MO 4) revelou uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia com DL, de 1,39% do peso
seco (p=0,045), o qual foi menor comparado a mistura das amidas MO 1 e MO 2 (DLs =
1,94%), o que nos revela indicios de atividades sinérgicas na mistura completa (Figura
47). Testando individualmente as amidas MO 1 e NMO 1, observou-se que o analogo
(NMO 1) tem efeitos significativamente diferentes na bioatividade apresentando

sobrevivéncia larval maior que o produto natural MO 1 (p=0,027) (Figura 48).
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Figura 47. Efeito dos constituintes na média de sob  revivéncia de S. exigua.
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Figura 48. Efeito comparativo de NMO1 (preto) e MO1  (vermelho) na média de sobrevivéncia
de S. exigua.

Com relacdo a massa da pupa, a cinamamida (MO 2) causou forte reducdo da
massa (p = 0,001), o qual também foi observado em ambas as misturas de amidas (MO 1
+ MO 2) (p =0,043) e (NMO 1 + MO 2) (p =0,044). Todavia, quando se analisa a misturas
completas (MO 1-MO 4 e NMO 1 + MO 2-MO 4), ndo se verifica nenhum efeito
significativo (Figura 49). Na mistura de amidas MO 1 e MO 2 a inclina¢&o da regressao foi
menor (-0,013) que na dieta da cinamamida (MO 2) individualmente (-0,068), indicando
um efeito de diluicdo causado pela adicdo da aegelina (MO 1).

O tempo de desenvolvimento também é afetado pela amida cinamamida (MO 2)
(p = 0003), bem como a mistura de amidas com o analogo (NMO 1 + MO 2) (p = 0,001),
excercendo um aumento no tempo de desenvolvimento larval (considerando o nimero de
dias entre o terceiro instar e pupa¢do). Embora a cinamamida (MO 2) individualmente
tenha aumentado o tempo de desenvolvimento larval, quando testada na mistura total
(MO 1-MO 4), o tempo de desenvolvimento diminuiu (p = 0,047), indicando que sua

atividade é inibida pela presenca dos outros compostos naturais (Figura 50).
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Com relagéo ao tempo de desenvolvimento total, a mistura de amidas NMO 1 e MO
2 aumentou o tempo de desenvolvimento em comparacao a mistura MO 1 e MO 2, como

pode ser observado (p < 0,001) na Figura 51.
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Figura 51. Efeito dos constituintes no tempo de des  envolvimento total de  S. exigua.

Resultado semelhante ao obtido neste trabalho foi observado no estudo de
Castral (2008), onde a amida sintética N,N-(piperidina)-3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-
propenamida também causou prolongamento da fase larval e pupal e a diminuicdo da
massa da pupa. Como consequéncia destes resultados, Castral (2008) afirma que o
prolongamento da fase larval, associados a diminuicdo da massa da pupa indica a
inibicdo tanto do crescimento, como do consumo de comida pelo inseto na respectiva
fase (TANZUBIL; MCCAFFERY, 1990). Esta reducdo no crescimento pode indicar dois
modos de acdo da amida: deterréncia alimentar causando uma diminuicdo no consumo

de comida, e/ou efeito de toxidade cronica apds a ingestdo (WHEELER et al., 2001).
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Segundo Mordue e Nisbet (2000), a deterréncia € um disturbio associado a
mecanismos sensoriais que causa reducdo do consumo do alimento. Para estes autores,
0 comportamento alimentar dos insetos depende da integracdo do sistema nervoso
central com os quimioreceptores. Ao reduzir o consumo de alimento, a deterréncia
provoca deficiéncia nutricional que, por sua vez, ocasiona atraso no desenvolvimento ou
deformacfes dos insetos. Estas deformacdes ou deficiéncia nutricional diminuem a
capacidade de movimentac¢ao do inseto na procura por alimentos ou de locais para abrigo
e reproducdo (COSTA et al., 2004).

Como consequéncia destes resultados, o inseto pode se tornar mais vulneravel a
acdo de patégenos e variacBes do meio ambiente (BATISTA-PEREIRA et al., 2002).
Adultos que emergem de pupas com peso abaixo da média se tornam mais debilitados. O
prolongamento do ciclo de inseto € uma estratégia do manejo integrado de pragas,
diminuindo o namero de insetos no campo (MIKOLAJCZAK; ZILKOWSKI; BARTELT,
1989).

No estudo de Dyer et al. (2003), as amidas isoladas de Piper cenocladum
(piplartina, 4’-desmetillpiplartina e cenocladamida), também exerceram aumento no
tempo de desenvolvimento larval e diminuiram a sobrevivéncia. De forma semelhante,
Richards et al. (2010) obteve reducdo da massa larval Eois nympha, a qual pode ser

observada através da mistura de imidas isoladas de Piper imperiale.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

- A caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Manekia obtusa por CG-EM
resultou na identificagdo de 22 constituintes, o qual revelou um cromatograma composto
majoritariamente por sesquiterpenos oxigenados.

- A caracterizacdo quimica por CG-EM do 6leo essencial de Piper cubataonum
revelou um 6leo majoritariamente constituido por alilfendis, sendo possivel identificar 14 e
20 constituintes majoritarios nas folhas e galhos, respectivamente.

- Entretanto, a analise dos 6leos essenciais por Cromatografia em fase Gasosa
Bidimensional Abrangente (CGxCG-EM), possibilitou a caracterizacdo de 128
constituintes dos trés 6leos essenciais analisados, demonstrando a superior resolucao de
sinais sobrepostos na analise monodimensional, através da inser¢cdo de uma coluna na
segunda dimenséao.

- Através do estudo fitoquimico de Manekia obtusa, obteve-se como resultado o
isolamento de cinco substancias do extrato diclorometanico. Estas s8o as amidas
aegelina e cinamamida e os esteroides estigmasterol, B-sitosterol e estigmast-4-en-3-ona.

- O estudo fitoquimico das raizes da espécie de Piper cubataonum, resultou no
isolamento de onze substancias, correspondendo a quatro alilfendis, sendo eles
miristicina, apiol, dilapiol e elemicina, duas lignanas sendo a rel-(7R,8S,7'S,8'S)-4',5'-
metilenodioxi-3,4,5,3-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana e a epigrandisina, duas
aristolactamas sendo a cefaranona B e piperolactama A e trés esteroides, sendo eles B-
sitosterol, estigmasterol e estigmast-4-en-2-ona, sendo os trés ultimos j& isolados de M.
obtusa.

- A atividade antimicrobiana apresentou-se forte para o extrato diclorometénico de
M. obtusa e seu Oleo essencial contra C. albicans, sendo superior ao antifungico de
referéncia. O 6leo essencial das folhas e galhos de P. cubataonum apresentou atividade
antimicrobiana forte para Rhodococus equi.

- A atividade citotéxica apresentou-se moderada para o extrato diclorometéanico de
M. obtusa contra a célula de glioma.

- Foi possivel sintetizar a estigmast-4-en-3-ona, (R)-6'-desmetoxi aegelina e (S)-
aegelina. A sintese de (S)-aegelina foi realizada através de duas rotas de sintese, sendo
gue a segunda rota mostrou um rendimento global superior.

- O esteroide estigmast-4-en-3-ona, as misturas de amidas e a mistura de todos
0os constituintes com a amida (S)-aegelina, reduziram a taxa de sobrevivéncia nos
ensaios inseticidas contra S. exigua. Além disso, a amida cinamamida e as misturas de
amidas, causaram forte reducdo da massa da pupa e um aumento no tempo de

desenvolvimento larval deste inseto.
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ANEXO 1 - RESULTADOS

Tabela 18. Constituintes, indice de retencdo e conc

galhos de Piper cubataonum.

entracdes relativas por CGxCG-EM e CG-EM, para part
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es aéreas de Manekia obtusa, folhas e

Partes aéreas de M. obtusa

Folhas de P. cubataonum

Galhos de P. cubataonum

Constituintes IR lit* CGxCG-EM CG-EM CGxCG-EM CG-EM CGxCG-EM CG-EM
% (IR calc) % (IR calc) % (IR calc) % (IR calc) % (IR calc) % (IR calc)
Hidrocarbonetos 0,14 0,00 1,32 0,03 0,30 0,04
Monoterpénicos
1 a-pineno 932 0,06 (938) - 0,32 (938) - 0,03 (938) -
2 canfeno 946 - - 0,03 (953) - 0,01 (953) -
3 B-pineno 974 - - 0,13 (981) - 0,02 (981) -
4 B-mirceno 988 - - 0,03 (994) - 0,02 (994) 0,01 (982)
5 a-felandreno 1002 - - 0,01 (1008) - 0,01 (1008) -
6 0-3-careno 1008 - - 0,26 (1013) - 0,01 (1013) -
7 p-cimeno 1020 - - - - 0,02 (1028) -
8 limoneno 1024 0,08 (1031) - 0,45 (1031) 0,03 (1028) 0,04 (1031) 0,01 (1028)
9 (2)-B-ocimeno 1032 - - 0,02 (1038) - 0,06 (1038) 0,01 (1035)
10 (E)-B-ocimeno 1044 0,03 (1049) - 0,04 (1049) 0,01 (1045)
11 y-terpineno 1054 - - 0,02 (1062) - 0,03 (1062) -
12 terpinoleno 1086 - - 0,02 (1092) - 0,01 (1092) -
Monoterpenos 0,42 0,00 0,27 0,00 1,03 0,08

Oxigenados
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o6xido de cis-linalol

13 (furandide) 1067 0,02 (1074) - - - - -

14 éXido(fif;r%?dsé')i”a'o' 1084 | 0,02 (1092) . . . . .

15 linalol 1095 - - 0,14 (1102) - 0,19 (1102) 0,03 (1095)
16 iso-3-tujanol 1134 0,04 (1129) - - - - -

17 canfora 1141 - - - - 0,01 (1150) -

18 borneol 1165 0,11 (1171) - - - - -

19 éXid(‘I’O i‘:gﬂ%ﬁ;gr)‘a'o' 1170 0,05 (1174) - - - .

20 "’Xido(gi‘f;rzg?ds:)i”a'o' 1173 | 0,04 (1179) : . : . :

21 a-terpineol 1186 0,14 (1198) - - - 0,04 (1198) -

22 acetato de bornila 1287 - - 0,13 (1291) - 0,79 (1291) 0,05 (1290)

'S*égaou‘}f‘g’poé”ni?; 7,15 16,00 36,06 6,52 26,01 3,43

23 o-elemeno 1335 - - 0,24 (1340) - 0,06 (1343) -

24 a-cubebeno 1345 - - 0,54 (1355) - 0,13 (1355) -

25 longicicleno 1371 - - 1,22 (1371) 0,16 (1370) 1,60 (1371) 0,28 (1370)
26 a-copaeno 1374 - - 2,18 (1381) - 1,41 (1381) -

27 B-elemeno 1389 1,95(1398) 5,69 (1390) 2,61 (1388) 1,07 (1396) 1,08 (1398) 0,15 (1396)
28 (2)-cariofileno 1408 - - 0,64 (1414) 0,05 (1412)

29 (E)- cariofileno 1417 0,53 (1426) - 3,13 (1426) 0,92 (1426) 2,02 (1426) 0,17 (1426)
30 (E)-a-ionone 1428 0,14 (1431) - 0,02 (1431) - - -
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

B-gurjuneno
trans-a-bergamoteno
y-elemeno
aromadendreno
a-humuleno
propanoato de nerila
geranil acetona
(E)-B-farneseno
allo-aromadendreno
9-epi-(E)-cariofileno
y-gurjuneno
a-curcumeno
a-amorfeno
germacreno D
(E)-B-ionone
B-selineno
valenceno
a-selineno
a-muuroleno
(E,E)-a-farneseno
B-bisaboleno

y-cadineno

1431
1432
1434
1439
1452
1452
1453
1454
1458
1464
1475
1479
1483
1484
1487
1489
1496
1498
1500
1505
1505
1513

0,46 (1445)
0,16 (1457)
0,11 (1464)
0,06 (1455)

0,12 (1464)
0,35 (1479)
0,10 (1483)

0,17 (1488)
1,57 (1490)
0,52 (1500)

0,38 (1511)
0,20 (1519)

0,71 (1435)

4,18 (1483)

2,23 (1491)

0,57 (1507)

0,11 (1395)
2,34 (1438)
0,66 (1438)
1,97 (1457)
0,75 (1464)

1,13 (1479)
4,66 (1486)
0,03 (1488)
0,86 (1495)
0,96 (1508)
3,75 (1500)

0,10 (1461)

0,38 (1489)
0,59 (1505)

0,10 (1395)
3,31 (1438)
0,36 (1438)

0,97 (1457)
0,26 (1467)
0,97 (1481)
5,77 (1486)
0,02 (1488)

1,74 (1503)

0,47 (1441)

0,08 (1461)
1,07 (1489)
0,46 (1508)
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53 a-panasinseno” 1518 - - 1,24 (1522) - 0,68 (1522) -
54 o-cadineno 1522 0,12 (1527) - 3,83 (1527) 3,30 (1532) 2,67 (1527) 0,75 (1532)
55 trans-calameneno 1521 0,13 (1527) 0,78 (1521) 0,36 (1527) - 0,14 (1527) -
56 trans-cadina-1,4-dieno 1533 - - 0,46 (1538) - - -
57 a-calacoreno 1544 - 1,21 (1540) 0,20 (1549) - 0,10 (1549) -
58 germacreno B 1559 - - 2,17 (1565) - 2,57 (1565) -
59 cadaleno 1675 0,08 (1684) 0,63 (1678) - - - -
Sesquiterpenos 41,39 57,06 4,67 0,18 4,68 0,03
Oxigenados
60 | tert-butil-hidroxi-tolueno 1514 0,61 (1514) - - - - -
61 (2)-nerolidol 1531 - - 0,01 (1543) - 0,01 (1543) -
62 elemol 1548 0,11 (1554) 0,72 (1549) - - 0,04 (1554) -
63 (E)-nerolidol 1561 8,16 (1568) 13,44 (1565) 1,34 (1568) 0,10 (1568) 0,36 (1568) 0,03 (1568)
64 palustrol 1567 0,08 (1576) - - - - -
65 espatulenol 1577 10,24 (1586) 17,41 (1576) 1,47 (1586) 0,08 (1585) 0,51 (1586) -
66 oxido de cariofileno 1582 2,75 (1592) 4,12 (1579) - - 0,26 (1592) -
67 globulol 1590 3,30 (1592) 4,53 (1582) - - - -
68 viridiflorol 1592 0,67 (1600) 1,28 (1589) - - - -
69 cubeban-11-ol 1595 0,13 (1605) 1,80 (1591) - - - -
70 rosifoliol 1600 0,35 (1611) 1,60 (1599) - - - -
71 ledol 1602 1,22 (1614) 1,01(1600) - 1,41 (1600) -
72 6xido de ledeno-(l1)° 1631 - - - - 0,21 (1622) -
73 selina-3,11-dien-6a-ol 1642 0,14 (1654) - - - - -
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74 a-muurolol 1644 - - 0,32 (1657) - 1,36 (1657) -
75 cubenol 1645 - - - - 0,06 (1654) -
76 B-eudesmol 1649 0,54 (1632) - - 0,21 (1662) -
77 a-cadinol 1652 1,94 (1654) 1,47 (1645) 0,52 (1651) - 0,23 (1654) -
78 oxido de a-bisabolol B 1656 0,23 (1641) - - - - -
79 selin-11-en-4a-ol 1658 5,92 (1665) 7,33 (1653) - - - -
80 (2)-a-santalol 1674 1,32 (1678) 0,97 (1668) - - - -
81 | acetato de (Z)-nerolidila 1676 0,15 (1665) - - - - -
82 acetato de elemol 1680 0,06 (1684) - - - - -
83 a-bisabolol 1685 0,33 (1692) - - - 0,02 (1681) -
84 (22,62)-farnesol 1698 0,24 (1689) - - - - -
85 sesquicineol-2-ona 1701 0,09 (1684) - - - - -
86 cedroxide 1713 0,23 (1717) 1,18 (1715) - - - -
87 (2)-B-santalol 1715 0,74 (1723) - - - - -
88 (2Z,6E)-farnesol 1722 1,25 (1720) - - - - -
89 isobiciclogermacrenal 1733 0,27 (1760) 1,21 (1746) - - - -
90 (E)-B-santalol 1738 0,76 (1731) - - - - -
91 (2E,6E)-farnesol 1742 0,37 (1754) - - - - -
Diterpenos 0,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
92 fitol 1942 0,36 (1950) - - - - -
Fenilpropanoides 2,72 6,42 41,64 89,42 43,45 89,51
93 miristicina 1517 - - 0,23 (1527) - 0,72 (1527) -
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94 y-elemicina 1555 - - 0,51 (1562) - 1,78 (1562) 0,24 (1563)
95 dilapiol 1620 2,72 (1632) 6,42 (1624) 25,93 (1638)  65,31(1634) 21,96 (1638) 66,04 (1636)
96 (E)-asarona 1675 - - - - 0,10 (1659) -
97 apiol 1677 - - 14,97 (1695) 24,11 (1693) 18,89 (1695) 23,23 (1695)
Outros 15,56 0,00 4,87 1,48 8,50 5,41
98 cicloexanona® 895 - - 0,03 (906) - 0,04 (906) -
99 6-metil-5-hepten-2-ona 981 0,16 (991) - - - - -
100 20-dimetl-2,6 990 i . 0,01 (1003) . 0,01 (1003) i
101 2-nonanol 1097 - - - - 0,02 (1107) -
102 n-nonanal 1100 0,02 (1107) - - - - -
103 (2)-6-nonenol 1164 0,03 (1176) - - - - -
104 2-undecanona 1293 - - 0,02 (1300) - 0,09 (1298) -
105 n-tridecano 1300 - - 0,55 (1300) - 0,43 (1300) 0,03 (1301)
106 n-tetradecano 1400 0,26 (1400) - 0,09 (1400) - 0,21 (1400) -
107 dodecanal 1408 0,03 (1412) - - - - -
108 | (2Z,6E)-dodecadien-1-al 1445 0,07 (1455) - - - - -
109 n-dodecanol 1469 0,08 (1476) - - - - -
110 n-pentadecano 1500 1,82 (1498) - 2,94 (1498) 1,42 (1503) 3,54 (1498) 5,38 (1504)
111 1-hexadeceno 1588 0,35 (1595) - - - - -
112 ftalato de dietila 1590 - - 0,03 (1603) - 0,02 (1603) -
113 dodecanoato de etila® 1591 0,02 (1597) - - - - -
114 n-hexadecano 1600 2,39 (1603) - - - 1,05 (1603) -




170

115
116
117
118
119
120
121

122

123
124
125

126

127
128

NI aromatico m/z = 238
tetradecanal
8-heptadeceno®
n-heptadecano
n-octadecano
hexadecanal®
NI hidrocarboneto

6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona®

NI hidrocarboneto
n-hexadecanol
n-nonadecano

hexadecanoato de
metila

hexadecanoato de etila®
9-octadecenal®
Total

1611
1677
1700
1800
1817

1845

1874
1900

1921

1990
1999

0,03 (1616)
0,27 (1700)
1,88 (1803)
1,00 (1821)
0,10 (1841)

3,04 (1847)

0,60 (1847)
1,99 (1882)
0,43 (1900)

0,76 (1928)

0,18 (1997)
0,05 (1997)
67,74

79,48

0,07 (1605)

1,13 (1700)

88,83

0,06 (1703)

97,63

0,10 (1605)

1,32 (1678)

1,67 (1803)

83,97

98,50

IR lit: indice de retencéo da literatura Adams (2007), °: indice de retencéo da base de dados Pherobase; “:indice de retencéo da base de dados
Nist WebBook.
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Espectro 14. Mapa de correlacdo 'H-C a longa distancia, proveniente do experimento
de HMBC (400 MHz, CDCl ;) de MO 4.
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Espectro 15. Espectro de RMN de  'H (400 MHz, CDCl;) de PCR 1.
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Espectro 16. Espectro de RMN de  **C (50 MHz, CDCls) de PCR 1.
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Espectro 17. Mapa de correlagéo direta
(400 MHz, CDCI;) de PCR 1.
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Espectro 20. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDClI3) de PCR 2 e 3 com ampliacéo.
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Espectro 21. Espectro de RMN de  **C (50 MHz, CDCl;) de PCR 2 e 3.
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Espectro 23. Mapa de correlacdo ‘H-"°C a longa distancia, proveniente do experimento
de HMBC (400 MHz, CDCIl ;) de PCR 2 e 3.
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Espectro 24. Experimentos de NOE 1D (400 MHz, CDCI ;) de PCR 2 e 3.
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Espectro 25. Mapa de contorno  'H x *H NOESY (400 MHz, CDCl;) de PCR 2 e 3.
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Espectro 26. Espectro de RMN de  'H (400 MHz, CDCl3) de PCR 4.
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Espectro 27. Espectro de RMN de  **C (50 MHz, CDCl;) de PCR 4.
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Espectro 28. Mapa de correlacdo direta 'H-"3c, proveniente do experimento de HSQC
(400 MHz, CDCI;) de PCR 4.
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Espectro 29. Mapa de correlacdo
de HMBC (400 MHz, CDCl3) de PCR 4.
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Espectro 30. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) de PCR 5.
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Espectro 31. Mapa de correlacdo direta 'H-2c, proveniente do experimento de HSQC
(400 MHz, CDCI3) de PCR 5.
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Espectro 32. Mapa de correlacdo 'H-'*C a longa distancia, proveniente do experimento de
HMBC (400 MHz, CDCl;) de PCR 5.
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Espectro 35. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de PCR 6.
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Espectro 36. Mapa de correlacdo direta 'H-">C, proveniente do experimento de HSQC
(400 MHz, CDClI5) de PCR 6.
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Espectro 37. Mapa de correlacéo
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Espectro 38. Mapa de contorno
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Espectro 39. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) de PCR 7.

=

0 ppm

el EH

ppm

20

40|

60+

@ #_JJWLL
80| ppm

100+ . W

100 .
120 -

140+ 150+

- T T T T T T
160 95 90 85 80 75 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

Espectro 40. Mapa de correlacdo direta 'H-">C, proveniente do experimento de HSQC
(400 MHz, CDClI3) de PCR 7.
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Espectro 43. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) de PCR 8.
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Espectro 44. Mapa de correlacdo direta 'H-2c, proveniente do experimento de HSQC
(400 MHz, CDCI;) de PCR 8.
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Espectro 45. Mapa de correlacéo 'H-BC a longa distancia, proveniente do experimento de
HMBC (400 MHz, CDCl;) de PCR 8.

Espectro 46. Mapa de contorno  "H x *H NOESY (400 MHz, CDCl;) de PCR 8.
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Espectro 47. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) de estigmast-4-en-3-ona.
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Espectro 48. Espectro de RMN de  *C (125 MHz, CDCl3) de estigmast-4-en-3-ona.
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Espectro 49. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIl; + MeOD) de (R)-6'-desmetoxi aegelina.
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Espectro 50. Espectro de RMN de 'C (125 MHz, CDCl; + MeOD) de (R)-6-desmetoxi
aegelina.
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Espectro 51. Espectro de RMN de H (500 MHz, MeOD) do produto diidroxilado.
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Espectro 52. Espectro de RMN de  **C (125 MHz, MeOD) do produto diidroxilado.
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Espectro 53. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDClI3) do produto tosilado.
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Espectro 54. Espectro de RMN de 3¢ (125 MHz, CDClI3) do produto tosilado.
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Espectro 55. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) do produto azida.
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Espectro 56. Espectro de RMN de 3¢ (125 MHz, CDCl3) do produto azida.
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Espectro 57. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) do produto amina.
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Espectro 58. Espectro de RMN de  **C (125 MHz, MeOD) do produto amina.
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Espectro 59. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl; + MeOD) do produto ( S)-aegelina.
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Espectro 60. Espectro de RMN de  **C (125 MHz, CDCl; + MeOD) do produto ( S)-aegelina.
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Espectro 61. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) do produto da a-oxitosilacdo de 4-
metoxiacetofenona.
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Espectro 62. Espectro de RMN de Bc (125 MHz, CDCl3) do produto da a-oxitosilagdo de 4-
metoxiacetofenona.
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Espectro 63. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) do produto tosilado da segunda rota.
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Espectro 64. Espectro de RMN de 3¢ (125 MHz, CDCl3) do produto tosilado da segunda rota.



