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RESUMO

O estudo fitoquimico dos galhos de Sarcorhachis obtusa, familia Piperaceae foi
realizado obtendo-se trés extratos, éter de petréleo, diclorometanico e etandlico. O
fracionamento do extrato diclorometanico resultou no isolamento e identificagdo de uma
mistura de esterdides (sitosterol e estigmasterol) e de aegelina, uma amida ja isolada do
género Sarcorhachis. Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos extratos, e da aegelina,
utilizando cinco bactérias (Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococus luteus,
Escherichia coli e Staphylococcus epidermides), onde o extrato éter de petréleo apresentou
forte atividade para o microrganismo B. subtilis e fraca atividade para M. luteus e S.
epidermides, enquanto o extrato diclorometanico apresentou forte atividade apenas para S.
epidermides. O extrato etandlico e a aegelina nado apresentaram atividade para os
microrganismos testados.

O estudo dos dleos essenciais das folhas e caules de S. obtusa foi realizado pela
técnica de hidrodestilacido e as analises foram realizadas por CG/EM. Observou-se como
componente majoritario nos 6leos das folhas o B-felandreno (17,4%) seguido do a-pineno
(15,1%) enquanto que no o6leo do caule, além do B-felandreno (17,2%) foi observado o
cariofileno (15,6%) em quantidades significativas. Nao existe nenhum relato sobre os dleos
essenciais do género Sarcorhachis na literatura.

A sintese do isdmero da aegelina foi realizada a partir da reagcdo de benzaldeido e
cianeto de potassio, obtendo-se a mandelonitrila, com rendimento de 69%. Posterior redugao
desta para aminoalcool e condensacao com acido cinamico, forneceu o produto final com

80% de rendimento.
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ABSTRACT

The branches from Sarcorhachis obtusa (Piperaceae) were extracted with
petroleum ether, dichloromethane and ethanol. The study of the dichloromethane
extract resulted in the isolation and identification a mixture of steroids sytosterol and
stygmasterol and aegelina, an amide already isolated from the genus of Sarcorhachis.
The antimicrobial activity of the extracts and of aegeline were evaluated against five
microorganisms (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Escherichia coli and Staphyloccus epidemides). The petroleum ether extract showed
strong activity against B. subtilis and weak activity against M. luteus and S.
epidermides, while the dichloromethane extract showed strong activity only against S.
epidermides. The ethanolic extract and aegeline did not show any activity against the
microorganisms tested.

Essential oils of the leaves and branches of S. obtusa was obtained by
hydrodestillation and analysed by GC/MS. The major constituents identified in the leaf
oil were B-felandrene (17.4%) and a-pinene (15.1%), while in the branches oil were (-
felandrene (17.2) and caryophyllene (15.6). There is no any report about the essential
oils of Sarcorhachis on literature.

The synthesis of the isomer of the aegeline was done through condensation of
benzaldehyde and the cianyde anion which furnished mandelonitrile in 69% yield. The
desired amide was prepared after the reduction of mandelonitrile to its corresponding

aminoalcohol which was reacted with cinnamic acid leading to the amide in 80% yields.



1. INTRODUGAO

A importancia do estudo de produtos naturais se torna cada vez mais evidente e
necessario no nosso pais e no mundo. Atualmente, a comunidade cientifica preocupa-se
com questdes como: Qual sua fungao no organismo que a produz? Qual sua atividade? Qual
sua rota biossintética? Como se pode aproveita-lo em beneficio da humanidade?

O estudo de produtos naturais é considerado uma ciéncia interdisciplinar, ou seja,
depende de um botanico na identificagao e coleta da planta, de um quimico no isolamento e
identificacdo dos compostos e de um farmacoélogo ou bidlogo para os testes de atividade
biolégica ou atividades de campo com herbivoros.

O uso de plantas como fonte de medicamentos € muito antigo e relatos do uso séo
encontrados em documentos das civilizacdes da China e india. As plantas sdo quase que
exclusivamente a unica fonte de farmacos para a maioria da populacdo mundial, sendo que
ainda hoje muitos paises ou regides utilizam-se das plantas como unica fonte de cura. Mais
de 80% da populacdo mundial usa as plantas diretamente no tratamento das doencas, sendo
que em muitos paises é reconhecida a medicina tradicional (popular)(CORDELL, 1995).

Mesmo nos paises industrializados, 25% dos remédios sao extraidos de plantas,
movimentando um mercado de 70 bilhées de ddélares por ano (HOSTETTMANN et al, 1991;
BERNARDES, 1997).

Devido ao grande uso de plantas pela populagdo em tratamento de doengas, muitos
trabalhos cientificos tém sido realizados com o intuito de isolar os principios ativos. Foi no
século XIX que ocorreu o primeiro isolamento de principios ativos como, por exemplo, o
alcaléide morfina (HOSTETTMANN et al, 1991).

Nas ultimas décadas, varios estudos foram realizados com plantas medicinais, tendo-
se obtido resultados satisfatdrios quanto ao isolamento e comprovagao da atividade biolégica
de varios constituintes de determinada planta. E o caso dos alcaldides vinblastina e
vincristina isolados de Catharanthus roseus (Apocynaceae) (NEUSS et al, 1964). Estes dois
compostos sdo atualmente comercializados e tem atividade antitumoral.

Etoposide (VePesid®) é um exemplo de um composto sintético que surgiu baseado no
produto natural podofilotoxina, isolado de Podophyllum peltatum (Berberidaceae). Esta planta

€ tradicionalmente usada contra o cancer e o etoposide tem sido usado para o tratamento de



tumores de testiculo e pulmao, mostrando-se menos téxico e mais potente que o composto
natural (KINGHORN, 1987).

1.1 Familia Piperaceae

As plantas da familia Piperaceae sao angiospermas que apresentam seu corpo
vegetativo diferenciado em raiz, caule e folha. As Angiospermas estdo divididas em duas
classes: dicotileddbnea e monocotiledonea. As plantas desta familia sdo dicotiledéneas e
estdo classificadas neste trabalho seguindo a linha filogenética de Arthur Cronquist. Em
1968, A. Cronquist propbs a classificacdo das Magnoliophytas baseando-se em Armen
Tahktajan, considerando diversos aspectos morfo-fisioldgicos. Divisdo Magnoliophyta; classe
Magnoliopsida; subclasse Magnoliidae; ordem Piperales e familia Piperaceae (AGAREZ ,
1994). Estudos taxondémicos feitos no Brasil determinaram as caracteristicas das plantas
desta familia. Sdo plantas eretas ou escandentes, arbustos ou arvoretas, terrestres ou
epifitas; folhas estipuladas, alternas, opostas ou verticiladas, inteiras, sésseis ou pecioladas
de consisténcia e formatos os mais diversos, bem como de indumento muito variado,
geralmente dotadas de glandulas translucidas (VALENTE, M. C.et al, 1994). A familia
Piperaceae tem larga distribuicdo no mundo, sendo composta por 10 géneros contendo em
torno de 2300 espécies. No Brasil esta familia esta representada por cinco géneros: Piper,
Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis.

Na figura 1 podem-se observar as fotos de algumas espécies dos géneros Piper e

Peperomia.



Piper solmsianum Piper nigrum Peperomia nivences Peperomia scandens

Figura 1. Exemplos de espécies dos géneros Piper e Peperomia.

O género Piper tem 700 espécies distribuidas em ambos os hemisférios. As plantas
do género Piper sdo geralmente arbustos ou arvores. Possuem importancia: comercial,
econ6mica e medicinal. Economicamente as plantas desta familia, sdo importantes no
mundo para o mercado de condimentos — a pimenta. Os frutos maduros de Piper nigrum sao
a fonte da pimenta branca, enquanto os frutos imaturos da mesma espécie sdo da pimenta
preta. (PARMAR, et al, 1997) As propriedades inseticidas de extratos da pimenta-do-reino
(Piper nigrum L., Piperaceae) sdo conhecidas desde 1924. E mostraram-se toxicos para a
mosca doméstica Musca domestica L. (Diptera: Muscidae), o mosquito Culex pipiens Palex
(Diptera: Culicidae) e o gorgulho-do-caupi Callosobruchus chinensis L. (Coleoptera:
Bruchidae) (ESTRELA et al, 2003).

Além de apresentar importadncia econdmica para o mercado de condimentos e
atividades inseticidas esta familia apresenta grande diversidade estrutural em relagdo aos
seus constituintes quimicos: lignanas, flavondides, alcaldides e amidas (quadro ).

A maioria dos trabalhos, na area medicinal, €& realizado por pesquisadores
principalmente da China e india e com o género Piper (PARMAR, et al, 1997). Piperina (1,
quadro 1) € um dos alcaléides mais encontrado no género Piper. Varios estudos foram
realizados quanto as suas propriedades farmacologicas, dentre elas analgésica e
antiinflamatdria, com o objetivo de elucidar o seu mecanismo de acdo (MUJUNDAR et al,
1990). Piper aborescens (originaria da China), apresentou atividade citotoxica devido aos

alcaldides piridénicos presentes nas folhas e caules, (compostos 2, 3, 4, quadro |) (WU, et al,



1990). A espécie Piper puberulum (originaria da China) é usada popularmente contra asma e
artrite. Seu estudo quimico levou ao isolamento das neolignanas puberulinas A, B e C (5, 6,
7, quadro |) e testes de atividade foram feitos para inibicdo PAF (fator de agregacao de
plaguetas) (CHEN et al, 1995). Outra classe de compostos presentes nas espécies de Piper,
as diidrochalconas (8, 9, 10, quadro |), apresentam atividade citotoxica e antibacteriana; este
estudo foi realizado com as folhas de Piper aduncum, coletada na Nova Guiné (OJARLA et
al, 1994). Mais um exemplo da utilizagdo de plantas desta familia € a espécie Ottonia
frutescens, que apresenta conhecida atividade anestésica devido a presenga do composto
piperovatina (11, quadro I), uma isobutilamida. Esta planta tem sido largamente usada para
aliviar dores de dente, de garganta e de lesdes superficiais (KINGHORN, 1987).



Quadro I: Substancias encontradas em algumas espécies de Piper

(0] O O
L0 ) \fﬁ
Ry
Ry

@
(2) R ;= OMe; R + Ry = OCH,0
(3)R ;=R =Ry = OMe
(4 R;=R,=OMe; R=H

(5)R 1=R, = Ry= OMe; R = CIhCH=CH,
(6) R 1+ Ry = OCHO; Ry = OMe; R = CHh,CH=CH
(7 R 1=Ry= OMe; R = OH; R = ClLCH=CH,

O estudo da atividade analgésica em extratos de Piper aduncum foi realizado com os
extratos diclorometanico das inflorescéncias e os hexanicos das folhas e dos caules.
Constatou-se que o extrato das inflorescéncias possui maior atividade que os extratos das
folhas e caules (KAPLAN et al, 1996).

Os extratos de Piper tuberculatum e P. marginatum apresentaram efeito hipotensor em

ratos. Estes resultados sugerem diminuicdo da pressao arterial no rato acordado e livre de



estresse, através de um efeito relaxante sobre a musculatura lisa vascular (ARAUJO et al,
1996; SANTOS et al, 1996).

Duas espécies de Piper (P.arboreum e P.umbellata) foram estudadas quanto a
atividade leishmanicida, apresentando uma inibi¢ao da proliferagédo do parasita de 76 e 83%
respectivamente (KAPLAN et al, 1996a).

Um extraordinario numero de espécies do género Piper aparece em farmacopéias por
todo o mundo. O género Piper € um dos mais estudados e também um dos maiores
(PARMAR, et al, 1997). Na América do Sul, varias espécies de Piper sao utilizadas como
anestésico local (MCFERREN et al, 1998; MCFERREN et al, 2002).

O mapa mostrado na figura 2 apresenta a ocorréncia do género Piper no mundo
(JARAMILLO M. A. et al, 2001)

America Central
#200 espécies

W Amazonia

200 espécies

/&@;{

S FJ \ ! 5 - 3 .
\L_, U W I
L . = . Sul do Pacifico
Tropico dg _Afnca Z] + 40 espécies i ;‘r Mata Atlantica

1% espécies 150 espécies

300 espécies

Figura 2. Ocorréncia do género Piper no mundo.

1.2 O género Sarcorhachis

As plantas do género Sarcorhachis sao rastejantes ou trepadeiras, com raizes
grimpantes e folhas alternas. Espigas terminais e axilares; flores hermafroditas sésseis com
bractéolas cuculadas; raque carnosa. Estames 3-4; anteras alongadas providas de conectivo
dilatado. Ovario imerso na raque; estigmas 3-4, sésseis. Drupa pequena com uma unica
semente, parcialmente imersa e coalescente a raque, quando madura (VALENTE, M. C.et al,
1994).



As plantas de Piperaceae podem ser encontradas em areas umidas, com luz difusa e
altitude variavel entre 800-1400m, onde ocorrem numerosos representantes, dentre elas
Sarcorhachis obtusa que foi coletada para este trabalho na flora Paranaense (VALENTE, M.
C.et al, 1994). A foto abaixo (figura 3) foi tirada no momento da coleta da planta S. obtusa, na

estrada da Graciosa, municipio de Morretes, Estado do Parana.

Sarcorhachis obtusa

G o
P s

Figura 3. Foto da coleta de Sarcorhachis obtusa, municipio de Morretes, estrada da Graciosa, Recanto
Bela Vista — PR 410.

Esta planta, S. obtusa, nao possui nenhum relato em literatura relacionado a estudo
fitoquimico. A Unica espécie deste género citada na literatura € S. naranjoana, com a qual foi
feito um estudo sobre a atividade leishmanicida utilizando o extrato metandlico e um unico
metabdlito isolado, chamado aegelina (WILLIANS,C. et al, 2003). Além deste relato, o género
Sarcorhachis possui apenas estudos botanicos em literatura (JARAMILLO M. A. et a/,2001;
VALENTE, M. C.et al, 1994). As fotos da figura 4 mostram a planta Sarcorhachis obtusa. As
plantas do género Sarcorhachis sao trepadeiras e a foto mostra também as folhas em

formato de coracao que a planta possui.
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Figura 4. Fotos de Sarcorhachis obtusa coletada no Parana, Serra do Mar.

O estudo completo de nossas plantas é importante para comprovar, ou nao, as fontes
populares. Portanto é de grande importancia o estudo quimico desta planta, bem como a
verificacdo quanto a sua atividade biolégica. Nosso grupo de trabalho vem estudando as
espécies de Piperaceae que ocorrem no Paranda, visando o isolamento de metabdlitos
secundarios com atividades biolégicas ou suas interagdes com animais. Neste trabalho, foi
realizado o estudo fitoquimico da Sarcorhachis obtusa, para que se conhegca um pouco mais
deste género pertencente a uma familia de interesse em aspectos econdmicos bem como
medicinais (PARMAR, et al, 1997).

1.3 Familia Piperaceae e a relagcdo com amidas/alcaldides

Alcaldides sao bases orgéanicas nitrogenadas encontradas em muitas plantas, porém
podem ser encontrados também em microrganismos e animais, onde podem estar presentes
compostos com um ou mais atomos de nitrogénio (DEWICK, 2001). Pode-se observar a
presenca do atomo de nitrogénio em peptideos e proteinas, onde ambos s&o conceituados
como poliamidas, compostos de o-aminoacidos. A participagcdo de aminoacidos como

precursores tanto de alcaléides como de peptideos e proteinas (DEWICK, 2001) sao



indicativos de que podemos ter a fungdo amida em alcal6ides. Desse modo a utilizagdo de
amidas e/ou alcaldides para denominar os constituintes isolados, estdo presentes em muitas
referéncias e por isso neste trabalho ndo faremos distingao entre os dois grupos.

A piperina (1, quadro |) foi a primeira amida a ser isolada dos frutos das espécies de
Piper (PARMAR, et al, 1997). Os constituintes quimicos isolados tém sido frequentemente
estudados, dentre os quais as amidas lipofilicas insaturadas. Estas além de constituirem o
principal grupo de metabdlitos da planta, sdo os principais responsaveis pelas atividades
inseticidas (PARMAR, et al, 1997). A atividade inseticida da piperina sobre M. domestica,
mostrou-se maior do que a das piretrinas (ESTRELA et al, 2003)"

Um estudo farmacolégico da piperina demonstrou atividade depressora no sistema
nervoso central, atividades antipiréticas, analgésicas e antiinflamatérias (MIYAKADO et al,
1989). Miyakado isolou a pipericida de Piper nigrum, que mostrou atividade inseticida contra
o inseto praga do feijao adzuki (Callosobruchus chinensis). Outro alcaldide/amida isolado de
Piper nigrum causa a dilatagdo no coragao de coelhos. A amida extraida de Piper longum,
deidropipernonalina, tem atividade vasodilatadora de coronarias (PARMAR, et al, 1997).

A quimica do género Piper tem sido investigada revelando amidas inseticidas
(MCFERREN et al, 1998). Estas amidas suscitaram interesse por ter potencial inseticida e
fungicida. As amidas isoladas das folhas de Piper hispidum (ALECIO et al, 2000), Piper
arboreum e Piper tuberculatum, como exemplo a arboreumina (12), que através de testes de
bioautografia direta em CCD inibiram o fungo Cladosporium sphaerospermum (VASQUES et
al, 2002).

(12)

Outro exemplo de amida isolada de Piper tuberculatum (VASQUES et al, 2002) e
Piper sarmentosum (RUKACHAISIRIKUL et al, 2004) é a piletorine (13), que possui atividade

fungicida.



10

/\/de/\r

(13)

As amidas presentes em Piper tém sido investigadas em seus aspectos inseticidas e
anestésicos. O extrato metandlico Piper piscatorum revelou a presencga de piperovatina (14),
uma substancia que causa intoxicacdo em peixes. Estudos recentes indicam o efeito de
alquil isobutilamidas que podem afetar o funcionamento dos canais de soddio dos peixes,
atuando como veneno. E possivel que o anestésico local e a propriedade piscicidal da
piperovatina (14) sejam produzidas por um mecanismo similar (MCFERREN et al, 1998).
Outra amida isolada de P. piscatorum que também possui atividade inseticida, porém menor,
é a pipercalosidina (15) (MCFERREN et al, 1998; ALECIO et al, 1998).

H S
\@\/Wu\m/ﬁ/ M”R)\

(14) (15) “

Outros exemplos de amidas isoladas de Piper argyrophylum séo dadas a seguir: (Z)-
N-ferruloiltiramina (16), 4-N-p-coumaroiltiramina (17) e 5 (E)-N-ferruloiltiramina (18) (SINGH

et al, 1996).
OH
0
) :O/j\ J/O/
HO 0 MH

(16)
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OCHs
HO
HO H

OH

(17) (18)

As amidas nao sao exclusivas do género Piper e tém sido isoladas de duas espécies
do género Ottonia: Ottonia frutences e O. corcovadenses (FACUNDO et al, 2005).

A Unica substéancia isolada do género Sarcorhachis € a amida aegelina (19). Esta
amida foi inicialmente isolada de Aegles marmelos — Rutaceae (SHARMA et al, 1981) e
posteriormente de S. naranjoana, em um estudo sobre atividade leishmanicida (WILLIANS,C.
et al, 2003).

OCHs

(19)

1.4 Sintese da aegelina

A partir do isolamento de substancias em plantas (sendo substancias com atividades
biolégicas ou nao), os quimicos organicos tém realizado sinteses destes compostos ou
proposto metodologias para sintetiza-los. Muitas amidas tém sido sintetizadas, dentre elas a
aegelina (19) (CHO B. T et al, 2002; PATRA et al, 1981; RAMALINGAM et al, 2005).

O esquema abaixo apresenta uma das metodologias utilizadas para a preparagao da

R-aegelina (19).
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E/ HOE ;OH HOE 5\0&
i ii iii
—_— —_— - 5
OMe OMe OMe

(20) (21) 0 (22)
"o N3 "o NH =
iv
OMe OMe
(23) (19)

Esquema 1. (i) (DHQD),PHAL, KsFe(CN)s, K2CO3, OsOy, t-BuOH/H,0O (1:1), 0°C, 18 h,
93%; (ii) p-TsCl, piridina, —15°C, 8 h, 80%; (iii) NaN3;, DMF, 80°C, 4 h, 93%; (iv) (a) Pd/C, Ha,
(b) 50% aqg. NaOH, CH,Cl,, RCOCI, tolueno, 10°C, 30 min, 90-92%.

A diidroxilacao assimétrica do 4-metoxiestireno (20) com o ligante (DHQD),PHAL
produziu o diol (21) em 93% de rendimento e 97,5% de excesso enantiomérico. A conversao
seletiva do alcool primario em tosilato, seguida da substituicdo nucleofilica com NaNj
produziu o azidoalcool (23). A reducdo da azida por hidrogenagao sob paladio e carvao em
metanol forneceu o aminoalcool que em subseqliente acilagdo com cloreto de cinamoila
rende a R-(-)-aegelina (19) em 90% de rendimento tendo [a]p %° = - 35,21. (RAMALINGAM et
al, 2005).

1.5 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais, em sua maioria, sao constituidos de substancias terpénicas e
eventualmente de fenilpropandides. O perfil terpénico apresenta normalmente substancias

constituidas de moléculas de dez e de quinze atomos de carbono (mono e sesquiterpenos),
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mas, dependendo do método de extracdo e da composicdo da planta, terpenos menos
volateis podem aparecer na composicao do 6leo essencial.

Os monoterpenos podem ser agrupados em diversos tipos, de acordo com a sua
estrutura quimica. Para os monoterpenos podem ser encontrados os do tipo: p-mentano,
pinano, canfeno (bornano), isocanfeno, fencheno, careno e tujano (figura 5) (DEWICK,
2001). Destes esqueletos basicos varios outros monoterpenos derivados sdo encontrados. O
estudo da fragmentagado destes compostos por Espectrometria de Massas € uma importante

ferramenta para a sua identificacao.

Sbbebib g

Figura 5. Monoterpenos: esqueletos basicos da esquerda para direita: p-mentano, pinano, canfeno, isocanfeno,

fencheno, carano e tujano.

O estudo de sesquiterpenos € muito mais complexo em relagcdo aos monoterpenos,
fato este relacionado a maior variabilidade dos esqueletos basicos (figura 6). Em muitos
casos, apenas os indices de retengcao e comparagao de seus espectros de massas mostram-
se insuficientes para identificacdo do composto, sendo necessario outra técnica de
identificagdo. (PINTO et al, 1996a; VAN DEN DOOL, 1964)
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ﬁ

Cariofilano Eudesmano Eremofileno Valerano Cadinano Drimano

colcolivoR:oUl-ogpesy

Guaiano Himachaleno Longipinano Picrotoxano Daucano lludano

o< QP QO A (L GRo

Prezizaano Marasmano Acorano Chamigreno Cedrano Thujopsano Irsutano

Figura 6.Tipos de esqueletos de sesquiterpenos.

Na familia Piperaceae, encontra-se varios estudos de o6leos essenciais envolvendo
principalmente o género Piper. Foi realizado, em Minas Gerais, o estudo comparativo dos
Oleos essenciais de Piper aduncum, P. amalago, P. arboreum, P. cernuum, P. hispidum, P.
regnelii, P. vicosanum e Pothomorphe umbellata se isolou e identificou varios mono e
sesquiterpenos (Mesquita et al, 2005). A porcentagem de identificagdo entre monoterpenos e
sesquiterpenos tiveram variacbes em relagdo a data de coleta, para a mesma espécie. Os
dados desta comparagao apresentou, dentre os compostos majoritarios, os mais frequentes
nas 8 espécies estudadas foram B-pineno e espatulenol, seguidos por E-cariofileno, éxido de
cariofileno, germacreno D, a-pineno e limoneno.

A composic¢ao do 6leo essencial de Piper cernuum e Peperomia emarginella coletadas
no Vale do Itajai em Santa Catarina, foi descrita por meio de anadlise em Cromatografia
gasosa e CG/EM. A espécie Piper cernuum forneceu um 6leo constituido principalmente por
o-pineno (2.5%), 13-elemeno (2.6%), 3-cariofileno (4.4%), germacreno D (2.7%), 3-
diidroagarofurano (31.0%), elemol (12.0%), e 10-epi-eudesmol (13.0%). Ja a espécie
Peperomia emarginella forneceu o 6leo mais interessante devido a seu odor agradavel e
intenso, onde o limoneno (29.0%) e o decanal (33.0%) descrevem 62.0% da composi¢cao

total (ABREU, et al2005). O 6leo essencial das folhas de Piper carniconectivum coletadas no
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sul da floresta amazénica foram analisadas e seus componentes majoritarios foram o 6xido
de cariofileno (21,3%) e o B-pineno (19,0%) (FACUNDO et al, 2006).

Na mesma linha de estudo de 6leos essenciais, estudaram trés espécies de Piper (P.
amalogo, P. cernum e P. truncatum) comparando a eficiéncia de duas técnicas de extragéo
(“headspace” e coobagéao) (PINTO et al, 1996a).

O género Sarcorhachis nao possui nenhum relato de estudos de 6leos essenciais em

literautra.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho consiste da avaliagao fitoquimica de Sarcorhachis obtusa, uma planta da
familia Piperaceae de ocorréncia na Flora Paranaense, ainda nao estudada quimicamente. A
avaliacao fitoquimica engloba o isolamento e identificagdo dos metabdlitos secundarios
presentes nos galhos e o estudo dos 6leos essenciais das folhas e caules. Também sera
realizada a sintese do isbmero da aegelina, uma amida encontrada no mesmo género da

espécie proposta para estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Métodos Gerais

e Os reagentes e solventes empregados nos procedimentos, quando necessario, foram
previamente tratados de acordo com procedimentos descritos em literatura (PERRIN,
1998).

¢ Os solventes foram removidos em um evaporador rotativo Blchi, operando a pressao
reduzida de 30mmHg.

e Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN'™C) e
hidrogénio (RMN 'H) foram registrados em espectréometros Varian Gemini operando a
7,3 Tesla (DQ-UEM) e/ou em um espectrometro BRUKER® AC 200 operando a 4,7
Tesla. Os solventes utilizados foram cloroformio deuterado (CDCl;) e metanol
deuterado (CD3;OD) utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (8) sdo indicados em ppm e as constantes de acoplamento
(J) em Hertz (Hz).

e Os espectros HMBC e NOE foram registrados em espectrometros BRUKER®
AVANCE 400 BB operando a 9,4 Tesla. Os solventes utilizados foram cloroférmio
deuterado (CDCIs3) e metanol deuterado (CD3;0D) utilizando como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) sdo indicados em ppm e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

e As medidas de ap foram feitas em um polarimetro Rudolph modelo Autopol Il com A
589 nm e padrao interno de calibragdo com leitura de 33,9732°£0,0001 com cubeta de
comprimento de 1 dm.

e Os espectros de massas de alta resolugao foram obtidos em um Micromass VG-
AutoSpec (IQ - UNICAMP) e o modo de ionizagao foi impacto eletrénico.

e As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em silica gel 60 PF254
da Merck, sobre suporte de vidro (espessura 0,50 mm). A detec¢cdo dos compostos foi
feita por irradiagdo com lampada de UV (366 e 254 nm) e posterior revelagdo com

anisaldeido e aquecimento.
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e As cromatografias em coluna foram feitas com silica gel 60 (0,063 - 0,200 mm) da
Merck, como fase estacionaria. A proporcao da silica foi cerca de 20 vezes o peso do
produto bruto a ser purificado.

e As andlises de cromatografia gasosa foram efetuadas em um cromatégrafo VARIAN
SATURN 3800 equipado: VA-5 (30 x 0,25 x 0,25.) temp. de inj. 250°C rampa de
aquecimento 60°C — 3C°/min -240°C, gas hélio fluxo de 1mL/min.

e A hidrodestilagdo foi realizada em laboratério, utilizando um aparelho de Clevenger
modificado (DEUTSCHES, farmacopéia alema).

e O espectro de absorgdo na regiao do infravermelho foi registrado em um equipamento
BIORAD Modelo: FTS-3500 GX. As amostras foram preparadas na forma de um filme
liquido sobre pastilhas de KBr e as absorgbes s&o expressas em numero de onda

(cm™).

3.2 ESTUDO FITOQUIMICO DA ESPECIE Sarcorhachis obtusa

3.2.1 COLETA E OBTENGCAO DOS EXTRATOS

O presente trabalho iniciou-se com a coleta do material vegetal, Sarcorhachis obtusa.
A coleta foi realizada na estrada da Graciosa, Reserva Florestal do Estado do Parana. A
planta foi identificada pelo botanico Gert Hatschbachii. O material vegetal foi separado em
caules e folhas. O caule foi seco em estufa a 40° C, moido, obtendo-se a massa de 116,517¢g
e em seguida extraido por percolacdo. A percolagdo foi realizada com solventes de
diferentes polaridades: éter de petroleo, diclorometano e etanol. O volume do solvente
utilizado para cada extracao foi de 150 mL. As massas obtidas dos extratos foram: extrato
em éter de petréleo (EEP) 1,08 g; extrato diclorometanico (ED) 1,16 g e extrato etandlico
(EE) 1,15g.

As analises dos extratos foram feitas através de placas de CCD, as quais foram
submetidas a lampada de UV e reveladas em anisaldeido. Apds analise dos trés extratos por
CCD, em lampada de UV, e revelacdo em anisaldeido, foram submetidos a analise em RMN

'H, para entdo dar inicio a purificagdo do extrato diclorometanico.
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A purificagdo deste extrato iniciou-se com uma coluna filtrante de silica gel e

gradientes de eluigdo conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1. Coluna Filtrante do ED dos caules de S. obtusa.

Extrato Volume Solvente ‘ Solvente W EEEE]
| 150mL EP/ CH,CI, 50% 0.0836g
1 130mL CH.Cl, 0.0643g
CH2C|2/ MeOH
1l 150mL 0.9429¢g
50%
\Y] 150mL MeOH 0.0534g

Foi realizada uma coluna cromatografica com Fragéo lll resultando em 132 frages, as

quais foram agrupadas apés analise por CCD, conforme a tabela 1.1:

Tabela 1.1. Fragdes da coluna cromatografica de F 11l do extrato diclorometanico.

Fracbes (agrupadas) Eluente Massa em g
01-49 CH,CI, 0,0144
40 — 53 CH2Cl; 5% MeOH 0,0091
42 CHCl; 5% MeOH 0,0007
54 CH2Cl; 10% MeOH 0,0036
55 - 58 CH2Cl; 10% MeOH 0,0377
59 — 65 CH,Cl; 10% MeOH 0,728
66 — 67 CH2Cl; 10% MeOH 0,0335
68 — 75 CHCl; 15% MeOH 0,0820
76 — 85 CH,Cl; 15% MeOH 0,0034
86 — 100 CHCl; 15% MeOH 0,0066
101 - 103 CH2Cl, 15% MeOH 0,0044
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104 — 106 CH2Cl,25% MeOH 0,0073
107 — 112 CH2Cl;50% MeOH 0,0044
113 -132 MeOH 0,0025

soma 0,9385

A fragao Il foi purificada, por sucessivas colunas cromatograficas e cromatografia em
camada preparativa, resultando no isolamento da substancia A (30,0mg), também presente
em varias outras fragbes e de uma mistura esteroidal de sitosterol e estigmasterol (2,0mg),

substancia B1 e B2 (esquema 2).

3.2.3 EXTRATO ETANOLICO DOS CAULES

O extrato etandlico, com massa de 1,15g, submetido a extragao liquido-liquido com
gradientes de solventes, utilizando um volume aproximado de 50mL para cada um. Esta
extragdo gerou fragbes que foram agrupadas. A tabela 2 apresenta as fragdes obtidas da

extragdo com os solventes utilizados e suas respectivas massas.

Tabela 2. Extragao liquido-liquido do EE dos caules de S. obtusa.

Fracbes Agrupadas Massas (mg)
EE — F: Eter de Petréleo 448,2 mg
EE — F: CH,Cl, 501,1 mg
EE — F: CH,Cl, e Acetato de Etila 25% | 48,4 mg
EE — F: N-Butanol 56,4 mg

As fragdes foram analisadas por CCD, |lampada de UV e reveladas com anisaldeido.
Elas apresentaram varias substancias com Rs proximos, demonstrando que seria necessario
outros métodos cromatograficos para melhor separacdo. Com a fragcdo em éter de petroleo
do extrato etandlico (EE — EP) de massa 448,2mg, foi realizada uma coluna cromatografica
com gradiente de polaridade. Desta coluna obteve-se 100 fragbes, das quais uma delas, a

fragdo 9 (2,0mg) continha a mistura de esterdides (substancias B1 e B2). As outras fra¢des
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demonstraram alta complexidade e baixa quantidade, dificultando o isolamento de
substéancias puras.
O esquema a seguir apresenta um resumo em forma de fluxograma, do trabalho

fitoquimico realizado em laboratdrio:
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3.3 Testes de Atividade Antimicrobiana

Para verificar a atividade antimicrobiana dos EEP, ED e EE dos caules de S. obtusa e
da substancia (A) foram utilizadas cinco bactérias (Bacilus subtilis, Staphylococus aureus,
Staphylococus epidermides, Micrococus luteus, Escherichia coli).

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinacdo da Concentracao
Minima Inibitéria (MIC) dos extratos e da substancia (A), de acordo com o método da
microdiluicdo (ELOFF, 1998), descrito a seguir:

Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou pogos sdo depositados 100 uL de
caldo Mueller-Hinton, com excecdo da coluna 12, que é utilizada para os controles. Na
coluna 1 — linha A foram acrescentados 50 uL da amostra, de concentragdao conhecida (uma
substancia diferente para cada numero ou coluna), até a concentragao de 1,0 mg/mL. Em
seguida, 100 uL do conteudo do orificio foram homogeneizados com o meio Nutriente Agar e
transferidos para o orificio da linha seguinte (B), repetindo-se este procedimento até a linha
H, de modo a obter uma concentracdo decrescente do extrato. Os 100 uL finais foram
desprezados. Em seguida, 100 uL de uma suspensédo dos microrganismos, de crescimento
recente (24 horas), cuja turvagéo foi comparada a escala de McFarland n° 0,5 e diluidos para
concentragdo final de 10* células/mL foram adicionados. As placas foram seladas com
parafiime e incubadas por 24 h a 37°C. Apds este periodo foram acrescentados 50 pL de
uma solugdo aquosa de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5%, e a placa re-incubada
por 3 h na referida temperatura. A MIC é definida como a menor concentragao do extrato ou
substancia capaz de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha. Foi também incluido
nos testes controle o antibiético cloranfenicol, para confirmagcao da esterilidade do meio de

cultura e do crescimento do microrganismo.

3.4 Oleos essenciais de Sarcorhachis obtusa

Os Oleos essenciais foram extraidos dos caules (100g) e das folhas (100g) através da
técnica de hidrodestilagdo, utilizando aparelho tipo Clevenger durante quatro horas.
(DEUTSCHES, farmacopéia alema) Os 6leos foram coletados em éter etilico e armazenados

em frascos mantendo-os sob refrigeragao até analise por CG/EM.
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Os oleos foram analisados num aparelho VARIAN 3800 equipado com uma coluna
capilar (30 X 0,25 X 0,25), fase estacionaria: 5% fenil - 95% dimetilpolisiloxana acoplada a
um detetor seletivo de massas. As condigbes de injecdo foram: Temperatura do injetor
250°C; rampa de aquecimento numa temperatura programada de 60-240°C, 3 °C/min; split;
gas hélio como gas de arraste com fluxo de 1 mL/min; volume injetado de 1 L. Os
constituintes foram identificados pelos indices de retencao calculados através da co-injecao
de uma mistura de n-alcanos e comparacao dos seus espectros de massas com a literatura
(ADAMS, 2001; SATCH et al, 1969).

Equacao de Van den Dool e Kratz

[te (tn-1)]
Onde: IR=100.N X nA +100 (Cp-1)

[trr(tn-1)]

N =Cy,-(Cni)

Cn = numero de carbonos do n-alcano que elui apds a substancia analisada.
Cr-1 = numero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada.
tx = tempo de retencao da substancia analisada.

t, = tempo de retencéo do n-alcano que elui apds a substancia analisada.

t-1 = tempo de retengdo do n-alcano que elui antes da substancia

3.5 Sintese

3.5.1 Preparagao de Mandelonitrila (25, esquema 3). Em um baldo mantido sob
agitacdo magnética e a 0°C, adicionou-se bissulfito de sédio (10,4 g) em 35mL de agua e
benzaldeido (24) (10,2 mL). Em seguida adicionou-se lentamente cianeto de potassio (6,51g
em 20 mL de agua). Apds uma hora de agitacdo & 10°C aumentou-se & temperatura a 25°C
por mais duas horas sob agitagcdo. Adicionou-se éter etilico, mantendo-se sob agitagcao por
12 horas, separou-se as fases, extraiu-se a fase aquosa com éter etilico (5 x 20mL), lavou-se

com solugado de NaCl (2 x 75 mL) e secou-se com sulfato de magnésio (aproximadamente 5
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g de MgSO, para 400 mL de solugédo) por 20 minutos. Depois de filtrada, a solugéo foi
mantida por dois dias a -10°C. Rendimento de 69% (SATCH et al, 1969).
IV(v max, filme cm™): 3410, 2652, 2308, 1495. (anexo V)

3.5.2 Preparagdao de 1-amino-2-feniletanol (26, esquema 3). Em um baldo,
contendo metanol (45,0 mL) e mandelonitrila (25) (1,0g) sem purificagdo prévia, foi
adicionado cloreto de cobalto hexaidratado (3,5 g) e lentamente boroidreto de sédio (2,8 g),
permanecendo sob agitacdo por uma hora a 20° C. Em seguida, adicionou-se acido cloridrico
(15,0 mL, 3,0 mol/L) até que o precipitado preto fosse dissolvido. Destilou-se o metanol,
coletou-se a fase aquosa e adicionou-se hidroxido de amdnio concentrado até pH 9 -10. Em
seguida foi extraida a fase aquosa com éter etilico (4 x 40 mL). A fase etérea foi lavada com
cloreto de sédio saturado secando-se com sulfato de sddio anidro. Obteve-se 78% do
produto bruto.*°

RMN 'H (200MHz — CDCls) 8: 2,63 — 2,82 (m, 2H); 4,50 — 4,55 (m, 1H); 7,25 (m, 5H),
figura 38, anexo VI.

RMN "3C (75MHz — CDCl,) &: 49.1; 74,0; 142,8; 125,7; 127,2; 128,2, figura 39, anexo
VI.

3.5.3 Preparagao de N-2-fenil-2-hidroxietil-4-metoxicinamamida (A - I, esquema
3). Em um balédo equipado com agitacdo magnética sob atmosfera de argdnio, solubilizou-se
o acido p-metoxicinamico (27) (178,0mg) em diclorometano anidro, em seguida, adicionou-se
cloreto de oxalila (0,09mL). Paralelamente, em outro baldo, também equipado com agitagao
magneética e sob atmosfera de argbnio, contendo 1-amino-2-feniletanol (26) (164,4mg) e
acrescentou-se trietilamina (0,2mL), misturou-se ao baldo contendo a solu¢do de acido p-
metoxicindmico. A condensacgao foi realizada sob temperatura ambiente. Rendimento de
0,1315g (80%).

RMN "H (200MHz — CDCls, MeOD) 5: 3,40 (dd, 1H); 3,60 (dd, 1H); 3,8 (s, 3,H); 4,78
(dd, 1H); 6,26 (d, 1H); 6,79 (d, 2H); 7,22 (m, 9H), figura 35, anexo IV.

RMN ®C (100MHz — CDCl; MeOD) &: 47.0; 54,9; 72,6; 113,9; 117,5; 125,5; 127,2;
127,3; 128,0; 129,1; 140,5; 141,7; 160,7; 167, figura 36, anexo IV.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A importancia de se estudar um género quimicamente desconhecido desta familia tdo
interessante em seus aspectos farmacologicos, despertou a realizagao da atual pesquisa,

onde se obteve os resultados descritos abaixo.

A espécie foi coletada na Estrada da Graciosa, municipio de Morretes, Recanto Belo
Vista-PR, sendo classificada pelo botanico Gerdt Hatchbach do Museu Botanico de
Curitiba. Apds a coleta, secagem e moagem do caule, realizou-se a extracdo com trés
solventes de diferente polaridade (éter de petréleo, diclorometano e metanol). Estes
possibilitaram uma separacéo inicial dos metabdlitos secundarios nos extratos, ou seja,

substancias apolares presentes no EEP; média polaridade no ED e alta polaridade no EE.

Anadlise de RMN'H dos extratos EEP e EE demonstraram claramente distingdo entre
eles. O espectro do EEP apresentou muito poucos sinais, sendo todos concentrados na
regidao de compostos alifaticos (1-2ppm). Provavelmente sao acidos graxos e
hidrocarbonetos de cadeia longa, devido ao sinal de maior intensidade em 1,25 ppm,

caracteristicos de grupos metileno nestes compostos.

O espectro de RMN "H do EE apresentou sinais em torno de 4,0 e 7,0 ppm, sendo
respectivamente sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a heteroatomos ou sobre
ligacdo dupla e hidrogénios de aromaticos. O espectro também apresentou o sinal

caracteristico de grupos metilenos em hidrocarbonetos (1,25ppm).

No espectro de RMN 'H do extrato ED verificou-se sinais na regido de compostos
alifaticos em torno de 2,0ppm, sinais de hidrogénios ligados a heteroatomos e também

sinais de hidrogénios em regiao de aromaticos em torno de 7,0 ppm.
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4.1 Substincia A

Foram realizadas analises de RMN "H (300MHz) e RMN **C (75MHz) da fragéo F-
[11-59(60) identificada neste trabalho como substancia A (36mg). Observou-se no espectro
de RMN 'H (figuras 26, 27 e 28, anexos II) sinais em 3,40ppm como duplo dubleto (dd)
com constante de acoplamento de 8,3 e 14Hz, integrando para 1 hidrogénio (1H); em
3,60ppm (dd, J= 4 e 14Hz, 1H) e em 4,8Hz (dd, J= 4 e 8Hz, 1H). Pelas constantes de
acoplamento, sabe-se que os hidrogénios em 3,40 e 3,60ppm sao geminais (J=14Hz) e,
portanto deve ser um metileno acoplando com um grupo metino (CH) em 4,8ppm (J=4 e
8Hz). Observou-se também a presenca de um grupo metoxila ligado no anel aromatico
(3,80ppm, s, 3H) e dois dubletos em 6,5 e 7,6 ppm (1H, J= 15,6Hz) referente a
hidrogénios sobre ligagdo dupla em posigao trans. E finalmente dois multipletos em regido
de aromaticos (7,37 ppm, 3H e 7,50 ppm, 2H) que é tipico de anel aromatico
monosubstituido e dois dubletos em 6,9ppm (J=8,7Hz, 2H) e em 7,31ppm (J=8,7Hz, 2H),
tipico de aromatico para substituido. Analise do espectro de RMN'C (figuras 29, 30 e 31,
anexos IlI) mostrou os sinais esperados para o sistema metileno - metino (C-1" em 47,7 e
C-2’ em 72,8 ppm), para o sistema da ligagdo dupla trans (141,7 e 120,9 ppm), para a
metoxila (55,4 ppm), e para a carbonila (168 ppm). Os dados de RMN'H e de RMN'*C

estdo na tabela 3.

Através dos dados obtidos pelo experimento HETCOR pode-se definir os
hidrogénios diretamente ligados aos carbonos, representados na estrutura (A) e

mostrados na tabela 3.

A-l
R1=H ,R2=OCH3

A-ll
R1=OCH3,R2=H
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Tabela 3. Dados referentes a analises de RMN'H e RMN'™C associados a analise de
HETCOR para o composto A.

N° Carbono 3C (ppm) H
1 168,3 -
2 120,9 6,50 ppm (d, J= 15,6Hz, 1H).
3 141,7 7,60 ppm (d, J= 15,6Hz, 1H).
4 135,4 -
5,9 128,3 7,50 ppm (m, 2H).
6,7,8 129,3 7,37 ppm (m, 3H).

3,40 ppm (dd, J= 14 e 8,3Hz, 1H).

! 41,7 3,60 ppm (dd, J= 14 e 4,0Hz, 1H).
2 72,8 4,80 ppm (dd, J=8,3 e 4,0Hz, 1H).
3’ 134,8 -

4, 8 1277 7,31 ppm (d, J=8,7Hz, 2H).

5,7 114,3 6,80 ppm (d, J= 8,7Hz, 2H).
6’ 159,8 -

Me 55,4 -

Diante dos dados determinou-se a estrutura descrita na figura 7, porém sem definir

a localizagado da metoxila nos anéis aromaticos.

Ry A-l
T OH Ri=H ,Ry;=0CHj3
_— N.
M Al
R1 R]ZOCH3,R 2_-H

~

O/

Figura 7. Possibilidades do posicionamento da metoxila nos anéis aromaticos do composto A.

Foi também realizada a analise do espectro de massas de alta resolugéo (figura 8).
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Figura 8. Espectro de Massas de alta resolugao da substancia A.

Através da analise do espectro de massas pode-se definir em qual anel aromatico a
metoxila esta ligada. A massa molar do composto (M* 297) analisado ndo foi detectada,
devido a rapida perda de uma molécula de agua e a confirmagao da presenga do nitrogénio
na estrutura se deu pela massa impar do fragmento m/z 279,12522. Pelo fato do
experimento realizado ser de alta resolugado, o pico base m/z 161,0822 aproxima-se da
proposta de fragmentagao da estrutura A - Il (figura 9).

As propostas de fragmentagdes para o composto A podem ser visualizadas na figura
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R, A-l
H OH _l R1 H R2 = OCH3
[ ]
_ +
Proposta de fragmentacgdes para a 5 A -1l
Estrutura A - | R, =OCH;, Ry =H
m/z 297.12593
Hz20 Proposta de fragmentagdes para a
Estrutura A -l
CH30
T .
= = _l +
m/z 279 (<1%)
L}'cz;HgN
CH30.
=
I
o +
m/z 161,06254 (100%)
CH20 161,084064 (100%)

)

m/z 131 (68 %) r%
CoHp CoH2
—L + —L
©\/+ CeHs ©\/+ Cohs *
s

m/z 77 (64 %) m/z 77 (64 %)
m/z103 (53 %) m/z 103 (53 %)

Figura 9. Propostas de Fragmentagdes da substancia A.

Foram realizados também, os experimentos HMBC e NOE dessa substancia. A seguir
a tabela 4 representa os dados obtidos através do experimento HMBC, confirmado pelo
NOE.
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Tabela 4. Dados referentes a substancia aegelina (substancia A), analisados através
do HMBC (figura 32, anexo Il).

N° Carbono Carbono (ppm) ‘ Hidrogénio (ppm)

1 167,4 6,45 (J°); 7,64 (J°); 3,76(J%); 3,44(J°)
2 120,2 7,64 (J%)

3 141,6 6,45 (J%)

4 134,9 7,64 (J%); 7,5 (J%); 7,37 (J°)

5,9 128,0 7,37 (J%); 7,64 (J°)

6,78 129,9 7,50 (J%); 7,37 (J°)

1 47,5 4,84 (J%)

2 72,9 3,44 (J%); 3,76(J%); 7,34(J°).

3’ 134,2 4,84 (J%);3,44, (J%); 3,76 (J°); 6,98 (J°).
4.8 127,3 6,98 (J%); 4,8 (J°).

5,7 114,1 7,34 (J%); 6,98 (J°).

6’ 159,4 6,98 (J%) 7,34 (J°); 3,8 (J°).

Me 55,4 -

A figura 10 apresenta a analise do experimento HMBC, ressaltando as principais

interacoes.

(7,37

{7,500
H

(6,45)

(7,50

(1,_9"8) H
5

554
H
(3,30)

Figura 10. Principais interagées observadas no experimento HMBC do composto A-Il.
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Pode-se observar pelo espectro de correlagcdo HMBC (figura 11 e 11a), a correlagéo a
trés ligagdes (J°) do hidrogénio 2’ (4,84 ppm) com os carbonos 8’ e 4’ (127,3 ppm) e vice-
versa, os hidrogénios 8’ e 4’ (7,34 ppm) com o carbono 2’ (72,9ppm).

Verifica-se também, a correlacdo a duas ligagdes (J?) dos hidrogénios 4’ e 8
(7,34ppm) com os carbonos 5 e 7’ (114 ppm), e os H-5 e H-7’ (6,98ppm) com o C-6’
(159,4ppm). Com estas correlagbes observadas, considerando a sequéncia de H-2’ / C-8,

H-8 / C-7" e H-7’ | C-6’, confirmou como a estrutura A - Il como a correta (figura 7).

ool

b L

w oo

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (2)

Figura 11. Espectro de HMBC do composto A-ll, operando a 9,4 Tesla.
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Figura 11a. Expansdo do HMBC da substancia A-ll mostrando, principalmente, as correlagdes entre os
H-8' com C-7’ (J%) e H-8' com o C-2'(J%).

O experimento NOE indicou, apés irradiagao de H-2’, interacao espacial com os H-4’ e
H-8'. A irradiagdo do H-3 mostrou relacdo com H-5 e H-9, pertencentes ao anel aromatico

monossubstituido (figura 12).

(737)

Figura 12. Andlise do experimento NOE realizado com a substancia A-Il.
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Através das analises envolvendo todos os experimentos discutidos acima, pode-se
definir a estrutura correta para a substadncia A, como sendo a (2E)-N-[2’-hidroxi-2’-(6'-

metoxifenil) etil]-3-fenil-2-propenamida (estrutura A - 1I).

A-ll

Esta substancia (A - ll) é abundante nos caules de S. obtusa, pois foi isolada na
maioria das outras fragdes do ED estudadas. E conhecida na literatura como aegelina (19) e
foi a unica substancia isolada de Sarcorhachis naranjoana dentre outras fontes naturais
(WILLIANS,C. et al, 2003). Aegelina é bastante estudada, principalmente sua sintese,
devido a sua atividade biolégica. (CHO B. T et al, 2002; PATRA et al, 1981; RAMALINGAM
et al, 2005)

4.2 Substiancia B

A analise fitoquimica do ED resultou também no isolamento da mistura dos esteréides
B-sitosterol e estigmasterol (substancia B), a qual foi isolada da fragdo Il deste extrato
(esquema 2).

Os sinais caracteristicos da mistura de esterdides (substédncia B) podem ser
evidenciados como sendo: dubleto com deslocamento quimico em 5,3 ppm, integragdo para
2 hidrogénios e atribuido ao H-6 do B-sitosterol (B1) e do estigmasterol (B2); dois duplos
dubletos em 5.0ppm com integragao para 1 hidrogénio cada, atribuidos ao H-22 e H-23 do
estigmasterol. A presenca de um multipleto em 3,5ppm, caracteristico de hidrogénio ligado a
carbono carbindlico foi atribuido ao H-3 dos estigmasterol e sitosterol. A atribuicdo dos
hidrogénios e carbonos das duas moléculas estdo de acordo com os dados de literatura
(GOAD, 1991) e com o padrao disponivel em nosso laboratério. Os espectros de RMN He

13C est&o no anexo I,
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HO! HO'

(B1) (B2)

Tabela 5. Assinalamentos do RMN *C das substancias B1 e B2 comparados com

dados da literatura.

Substancia B Substancia B
Carbonos B-Sitosterol® Estigmasterol® Estigmasterol (B2) B-Sitosterol (B1)

C-1 37,3 37,3 37,2 37,2
C-2 31,6 31,7 31,8 31,6
C-3 71,7 71,8 71,7 71,7
C-4 42,3 42,4 42,2 42,2
C-5 140,8 140,8 140,7 140,7
C-6 121,6 121,7 121,6 121,6
C-7 31,9 31,9 31,8 31,8
C-8 31,9 31,9 31,8 31,8
C-9 50,2 50,2 50,1 50,1

C-10 36,5 36,6 36,4 36,4
C-1 21,1 21,1 21,0 21,0
C-12 39,8 39,7 39,6 39,6
C-13 42,3 42,4 42,2 42,2
C-14 56,8 56,9 56,8 56,7
C-15 24,3 24,4 24,3 24,2
C-16 28,3 29,0 29,1 28,2
C-17 56,1 56,1 56,0 56,0
C-18 11,9 12,1 12,0 11,8
C-19 19,4 19,4 19,3 19,3
C-20 36,2 40,5 40,4 36,1

C-21 18,8 21,1 21,0 18,7
C-22 33,9 138,4 138,3 33,9
C-23 26,1 129,3 129,2 26,0
C-24 45,9 51,3 51,2 45,8
C-25 29,2 31,9 31,8 29,1

C-26 19,8 21,3 21,2 19,8
C-27 19,1 19,0 18,9 19,3
C-28 23,1 254 25,3 23,0
C-29 12,3 12,3 12,2 12,2

FONTE: °GoAD, 1991(Campo ndao mencionado, CDCl;). Deslocamentos em ppm. nm: valores ndo medidos
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4.3 Oleos essenciais de Sarcorhachis obtusa

Os dleos essenciais das folhas e caules de S. obtusa, obtidos através da técnica de
hidrodestilagdo, foram analisados por CG/EM e os cromatogramas estdo apresentados a
seguir. Oleos essenciais sdo largamente estudados e no género Piper tem-se varios relatos
em literatura, mas para Sarcorhachis, este trabalho é o primeiro que descreve a composi¢cao
dos d6leos. A figura 13 mostra as partes aéreas de S. obtusa.

Observa-se no cromatograma dos oleos das folhas (figura 14) a presenga de mono
(42%) e sesquiterpenos (24,9%) em teores distintos. Os monoterpenos majoritarios sao -
felandreno (17,4%) e a-pineno (15,1%), enquanto que os sesquiterpenos majoritarios séo E-

cariofileno (9,4%) e biciclogermacreno (7,9%) (tabela 6).

Figura 13. Representacao de folhas e caules de Sarcorhachis obtusa.
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Figura 14. Cromatograma dos 6leos essenciais das folhas de Sarcorhachis obtusa.

Tabela 6. Principais constituintes dos 6leos das folhas de S. obtusa.

Picos | Nome do composto IR(Literatura) | IRc Teor(%)
Monoterpenos - hidrocarbonetos
3 a-Pineno 939 939 15,1
4 o-Felandreno 1003 1009 3,5
5 Limoneno 1029 1032 3,2
6 B-Felandreno 1030 1034 17,4
8 (Z) B-Ocimeno 1037 1047 2,8
Sesquiterpenos Oxigenados

9 (E) Cariofileno 1419 1426 9.4
10 o-Humuleno 1455 1462 5,7
11 Germacreno-D 1485 1488 1,9
12 Biciclogermacreno 1500 1502 7,9

N3ao ldentificados 33,2

IR = Indice de Retencao
IR¢ = Indice de Retengao calculado. (VAN DEN DOOL, 1964)

37
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O oleo essencial dos caules apresenta teores muito préximos de mono (31,5%) e
sesquiterpenos (33,4%) (figura 15, tabela 6). Os componentes majoritarios séo B-felandreno
(17,2%) e E-cariofileno (15,6%).

3on—] —

zoo—]

E] 1] 1] zh =5 sb EL]

Figura 15. Cromatograma do 6leo essencial dos caules de Sarcorhachis obtusa.

Tabela 7. Principais constituintes dos 6leos dos caules de S. obtusa

Picos Nome do composto IR(Literatura) IR Teor(%)
Monoterpenos Hidrocarbonetos
3 o-Pineno 939 939 9,7
5 o-Felandreno 1003 1009 1,1
6 Limoneno 1029 1032 2,2
7 B-Felandreno 1030 1034 17,2
Monoterpeno Oxigenado
8 | Linalool | 1097 | 1101 | 1,3
Sesquiterpenos Oxigenados
11 (E) Cariofileno 1419 1426 15,6
12 o-Humuleno 1455 1463 8,7
13 Germacreno-D 1485 1487 0,7
14 Biciclogermacreno 1500 1503 7,7
16 y-Cadineno 1514 1523 0,7
Nao ldentificados 35,1

IR = Indice de Retencdo
IR¢ = Indice de Retengao calculado. (VAN DEN DOOL, 1964)
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O cromatograma a seguir representa a confirmag¢ao de que tanto nas folhas como nos
caules pode-se observar a mesma distingdo entre monoterpenos e sesquiterpenos (figura
16a e b). Verifica-se também que o componente maijoritario tanto das folhas como nos caules
foi o B-felandreno, onde nas folhas seu teor foi de 17,42% e nos caules de 17,15%. Pode-se
constatar que ha uma inversdao de teores entre monoterpenos e sesquiterpenos nos
cromatogramas analisados das folhas e caules, em que a maior porcentagem nas folhas esta
com 0s monoterpenos e nos caules esta porcentagem maior € dos sesquiterpenos. Isto esta
relacionado aos teores do a-pineno (folhas: 15,1% e caule: 9,7%) e do E-cariofileno (folhas:
9,4% e caule: 15,6%).

W oeunta]

Folhas

50—

Caules

200 .

min utes

Figura 16a. Sobreposicdo dos cromatogramas dos Oleos essenciais das folhas e caules de

Sarcorhachis obtusa; regido de monoterpenos.
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Figura 16b. Sobreposicdo dos cromatogramas dos Oleos essenciais das folhas e caules de

Sarcorhachis obtusa; regiao de sesquiterpenos.

No anexo XIlll, pode-se observar a estrutura dos compostos analisados nos

cromatogramas das folhas e caules de S. obtusa.

4.4 Testes de Atividade Antimicrobiana

Os testes, de atividade antimicrobiana, realizados com os extratos brutos e a aegelina

(A -Il) estédo representados na tabela 8
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana dos extratos brutos de S. obtusa e de aegelina (A -

).

Microrganismos

Cloranfenicol?

Staphylococcus aureus - - 20ug/mL
Escherichia coli - - 40ug/mL
Staphylococcus epidermides | 800ug/mL | 300xg/mL 40ug/mL
Bacilus subtilis 4009/mL - 20ug/mL
Micrococus luteus 800g/mL - 50ug/mL

(-) >1000pg/mL

® = droga de referéncia.

Os resultados dos testes de atividade antimicrobiana, realizados com os extratos
brutos foram positivos para os extratos éter de petréleo e diclorometanico. O extrato bruto de
éter de petroleo revelou moderada atividade para os microrganismos S. epidermides e M.
luteus e forte atividade para o B. subtilis. O extrato bruto de diclorometano revelou forte
atividade antimicrobiana para S. epidermides.

A substancia (A - ll) ndo apresentou atividade para nenhum microrganismo testado,
apesar do ED ser fortemente ativo contra S. epidermides e da aegelina ser a substancia

majoritaria neste extrato.

4.5 Biossintese de amidas

As espécies de Piperaceae encontram-se evolutivamente na base das Angiospermas
e tém sido investigadas como modelos visando reconstruir suas linhagens evolutivas. O
processo evolutivo envolve fatores abiéticos e biodticos, entre os quais a predacao por insetos
e a presenca de microrganismos associados podem ter afetado de forma consideravel a
especiacdo. Os dados disponiveis sobre a composicdo quimica demonstram a
potencialidade de seus metabdlitos quanto a bioatividade. No entanto, o papel dos

metabdlitos secundarios no processo evolutivo de Piperaceae € muito pouco conhecido.
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Estudos tém possibilitado caracterizar os diversos grupos de Piperaceae contendo amidas,
(oriundos das vias do chiquimato e de policetideos) (RESEM, 2004).

Como a principal substancia isolada de S. obtusa foi a aegelina (A - Il), a qual também
foi o unico composto isolado de S. naranjoana, propde-se aqui sua biossintese via rota do
chiquimato (figura 17). O acido chiquimico € o precursor comum para gerar as duas unidades
envolvidas na condensacgao final da biossintese. Séo elas, a fenilalanina através de
desaminacao levando ao acido cinamico, e a tirosina através de descarboxilacdo e posterior
hidroxilagao levando a B-hidroxitiramina. A condensagdo destes dois compostos (acido

cinamico e B-hidroxitiramina) resulta na aegelina.
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PAL.: fenilalanina aménia liase.
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= N
O
OCH;
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Figura 17. Proposta de biossintese para a aegelina (A-Il).
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4.6 Sintese da N-2’-fenil-2’-hidroxietil-4-metoxicinamamida

A estrutura A - Il (figura 7), foi isolada do ED de S. obtusa e também verificada em
varias outras fragdes desta mesma planta. Esta substancia é chamada de aegelina, devido a
ocorréncia natural na planta Aegle marmelos. Varios métodos de sintese assimétrica da R-
aegelina foram publicados por possuir atividade hipoglicémica e propriedade leishmanicida
(PATRA et al, 1981).

Inicialmente a substancia isolada (A - ll) teve sua estrutura determinada pela analise
de EM de baixa resolugdo como sendo o composto A - | (N-2-fenil-2’-hidroxietil-4

metoxicinamamida, isdbmero da aegelina).

MeO

Com este resultado parcial, propds-se sua sintese de acordo com o esquema 3.
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o OH OH
NH,
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OH >
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(27) (28) l (26)

CH30.
||-| OH
=
o)
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Esquema 3. Sintese racémica da substancia A - I, N-2'-fenil-2’-hidroxietil-4 metoxicinamamida, isémero da
aegelina (A-ll).

A opcéao desta proposta de sintese (esquema 3), foi pelos reagentes disponiveis em
nosso laboratorio.

A primeira etapa do caminho sintético foi a preparacao do 2-amino1-feniletanol (26).
Esta etapa envolveu a preparagdo da mandelonitrila (25), a partir da reagdo do benzaldeido
(24) com cianeto de potassio (SATCH et al, 1969). Esta reagao forneceu uma mistura a qual
foi analisada por IV, onde se observou a presenga do grupo nitrila em 2300cm™ da

mandelonitrila.
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o OH OH
NH,
H KCN CN NaBH4
—_— —_— >
CoCl2.6H20
(24) (25) (26)

Figura 18. Primeira etapa da sintese racémica de N-2’-fenil-2’-hidroxietil-4 metoxicinamamida.

Esta mistura reacional foi submetida a reacdo de reducdo com boroidreto de sdédio
utilizando cloreto de cobalto como catalisador (PRASAD et al, 1992) cujo produto foi
analisado por IV. A formagdo do aminoalcool pode ser evidenciada pela auséncia da banda
de vibracdo na regido de 2300 cm™ caracteristica de grupo nitrila e do aparecimento de uma
banda larga por volta de 3400cm™ (anexo V) além das analises de RMN 'H e RMN "°C
(anexo IV).

O acido p-metoxicindmico (27) foi convertido no cloreto de p-metoxicinamoila (28)
devido ao ion cloreto ser um melhor grupo abandonador que o ion hidroxila, facilitando a
condensagao com (26). A condensacao do aminoalcool (26) com o cloreto do acido p-
metoxicindmico levou ao produto esperado com 80% de rendimento.

Para confirmacao da sintese da substancia A - |, realizaram-se as analises de RMN 'H
e RMN "*C (anexo IV), os quais foram comparados com os resultados das analises obtidos
para a substancia natural (A - Il) (anexo II).

Os espectros a seguir mostram as semelhancgas encontradas pelas analises de RMN

'H entre as substancias sintética e seu isdmero de origem natural de S. obtusa.
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Figura 20. Espectro RMN H (400MHz, CDCI3/MeOD 10%) da substancia A - II.

Apesar da semelhanga observada nos espectros das figuras 19 e 20, foi realizada
analise de RMN 13C, sendo verificado a coincidéncia de todos os carbonos, exceto pelos

deslocamentos quimicos de dois Cy. As figuras 21 e 22 demonstram a ampliacdo desta

regido para as duas substancias:



Figura 21. RMN c (75MHz, CDCI3/MeOD 10%) da substancia A - 1l.

Figura 22. RMN "*C (75MHz, CDCly/MeOD 10%) da substancia A - I.
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Na substancia natural, os C-3' e C-4 absorvem respectivamente em 134,9 e 134,2
ppm. Estes sinais aparecem deslocados no espectro da sintética para 141,0 e 127,3 ppm,
respectivamente (Figuras 21 e 22).

A figura 23 apresenta os dois isbmeros, o isolado na planta S. obtusa e o sintetizado.

Natural (Estrutura A -ll) R, =H e R, =OMe
Sintética (Estrutura A - )R; =OMe e R, =H

Figura 23. Estrutura das substancias natural e sintética.

A tabela 9 apresenta os dados de comparacao entre as substancias A-le A— 1l e os
dados de literatura referentes as mesmas substancias (denominadas como: A-1%e A-1172)
(PATRA et al, 1981).

Tabela 9. Dados de RMN *Cde A—I,A—Il,A-12eA-1l2

A-l A-12 A-ll A-l12
C RMN “C RMN C RMN “C RMN “C
1 167.8 165,4 168.3 165,2
2 117.5 119,8 120.9 122,4
3 140.5 138,3 141.7 138,6
4 127.3 127,5 135.4 135,7
5 129.0 129,0 128,3 128,9
6 113.9 114,3 129,3 127,4
7 160.7 160,2 129,3 129,3
8 113.9 114,3 129,3 127,4
9 129.0 129,0 128,3 128,9
Me 54.8 55,3 55.4 55,0
1’ 46.5 47,2 47.7 47,1
2’ 72.5 71,6 72.8 71,0
3 141.0 143,7 134.8 135,0
4 127.49 128,0 127,7 127,2
5’ 124.99 126,0 114,3 113,5
6’ 126.61 127,0 159,8 158,4
7 124.99 126,0 114,3 113,5
8’ 127.49 128,0 127,7 127,2

FONTE: ? PATRA et al, 1981. Os espectros de carbono 13 foram feitos em aparelho Varian (Campo nao

mencionado).
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5. CONCLUSAO

Varias plantas da familia Piperaceae sdo reconhecidamente detentora de compostos com
atividades bioldgicas, justificando a importancia da verificagdo dos componentes quimicos de
S. obtusa.

Os 6leos essenciais das folhas e caules de S. obtusa foram muito semelhantes nos teores de
mono e sesquiterpenos, sendo o composto majoritario em ambas as amostras, o B-
felandreno. Nao existe nenhum relato de 6leos essenciais do género Sarcorhachis até o

momento, mas estdo concordantes quando se compara aos 6leos do género de Piper.

O estudo fitoquimico do extrato diclorometénico de S. obtusa forneceu como substancia
majoritaria, a amida aegelina (A-ll) e a mistura de sitosterol (B1) e estigmasterol (B2). Esta
amida & conhecida por possuir atividade bioldgica, mas neste trabalho ela ndo se mostrou

ativa para as bactérias testadas.

Foi realizada a sintese racémica do isémero (A-l) da aegelina, colaborando na identificacédo

da estrutura do composto isolado (A-ll).
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ANEXO |

Tabela 10. Tabela referente aos 6leos essenciais de Sarcorhachis obtusa

7. ANEXOS

IRc Teor(%) IRc Teor(%)
Nome do composto IR(Literatura) = Folhas Folhas Caules Caules
Monoterpenos hidrocarbonetos
a-Pineno 939 939 15,1 939 9,7
a-Felandreno 1003 1009 3,5 1009 1,1
Limoneno 1029 1032 3,2 1032 2,2
B-Felandreno 1030 1034 17,4 1034 17,2
(Z) p-Ocimeno 1037 1047 2,8 - -
Monoterpeno Oxigenado
Linalool | 1097 | - [ - 1 1101 1,3
Sesquiterpenos Oxigenados

(E) Cariofileno 1419 1426 9,4 1426 15,6
a-Humeleno 1455 1462 5,6 1463 8,7
D-Germacreno 1485 1488 1,9 1487 0,7
Biciclogermacreno 1500 1502 7,9 1503 7,7
y-Candineno 1514 - - 1523 0,7
Nao Identificados 33,2 35,1
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Figura 24. Estruturas dos compostos extraidos dos 6leos essenciais das folhas e caules de S. obtusa.
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Figura 25. CG/EM dos 6leos essenciais das folhas e caules de Sarcorhachis obtusa.
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Figura 27. Espectro parcial ampliado RMN'H (300MHz, CDCI5/MeOD 10%) de A-Il.
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Figura 34. Espectro de RMN *c (100MHz, CDCI3) expandido das substancias B1 e B2.
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ANEXO IV
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Figura 35. Espectro de RMN 'H (200MHz, CDCl; MeOD) da substancia A - 1.
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Figura 36. Espectro de RMN c (100MHz, CDCl; MeOD) da substancia A - 1.
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ANEXO V
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—— Mandelonitrila
—— 2-Amino-1-feniletanol
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Figura 37 Espectro no Infravermelho dos compostos 25 e 26, indicados no esquema 3.
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Figura 38. Espectro de RMN H (200MHz, CDCI3) do composto (26).
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Figura 39. Espectro de RMN °C (75MHz, CDCl;) do composto (26).



