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RESUMO

Piper rivinoides Kunth ¢ uma das 3600 espécies da familia Piperaceae, em que o
género Piper, devido a sua grande diversidade quimica e alta atividade bioldgica, vem
sendo alvo de muitos estudos. O 6leo essencial das folhas de P. rivinoides foi obtido por
hidrodestilacdo e os extratos brutos das raizes e folhas foram preparados em diferentes
polaridades de solventes, hexano, acetato de etila e metanol. O objetivo desse estudo foi a
andlise fitoquimica dos compostos volateis e fixos, e avaliagdo da atividade
antimicrobiana. Foram identificadas 99,44% das substancias presentes no 6leo essencial
pela técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-EM)
sendo o arilpropanoide elemicina o composto majoritario (61,44%), seguido do
sesquiterpeno o-muuroleno (10,98%). Os demais constituintes ocorreram em menores
concentragdes. No teste antimicrobiano o 6leo essencial apresentou atividade significativa
contra os microrganismos Staphylococcus. aureus, S. epidermides, Escherichia. coli e,
também atividade antifungica contra Candida albicans. Entre os extratos brutos o patdgeno
S. aureus se mostrou mais sensivel na presenca dos extratos em hexano e acetato de etila,
os melhores resultados de concentracdo minima inibitoria foi do extrato das folhas em
hexano sobre as bactérias S. aureus, S. epidermides e E. coli. O fracionamento do extrato
das raizes em hexano ocorreu por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
coluna semi-preparativa. Foi possivel isolar os arilpropanoides miristicina e elemicina que
foram identificados por CG-EM. As técnicas de RMN e DRX de monocristal foram
utilizadas na identificagdo da neolignana grandisina, sendo essenciais da determinagdo na
estereoquimica do anel tetra hidrofuranico como trans, cis, trans.

Palavra-chave:  Piper rivinoides;  metabdlitos  secundarios;  atividade
antimicrobiana; CLAE; DRX de monocristal.



ABSTRACT

Piper rivinoides Kunth is one of the 3600 species from the Piperaceae family, in
which the genus Piper, given its great chemical diversity and high biological activity, has
been the target of many studies. The essential oil from the leaves of P. rivinoides was
obtained through hydrodistillation, the crude extracts from the roots, and leaves were
prepared in different solvent polarities, hexane, ethyl acetate and methanol. The objective
of this study was to perform the phytochemical analysis of volatile and fixed compounds,
as well as antimicrobial activity. In the essential oil, 99.44% of the substances analyzed by
the technique of gas chromatography coupled to a mass spectrometer (GC-MS) were
identified, being the arylpropanoid elemicine as the majority compound (61.44%) and of
the sesquiterpene, a-muurolene (10.98%). The other constituents occur in lower
concentrations. In the antimicrobial test, the essential oil presented significant activity
against the microorganisms S. aureus, S. epidermides, E. coli, and antifungal activity
against Candida albicans. Among the crude extracts, the pathogen S. aureus was more
sensitive in the presence of the extracts in hexane and ethyl acetate. The best results of
minimum inhibitory concentration were the extracts of the leaves in hexane over the
bacteria S. aureus, S. epidermides and E. coli. The fractionation of the extract of the roots
in hexane was done using high performance liquid chromatography (HPLC) on a semi-
preparative column and it was possible to isolate the arylpropanoids myristicin and
elemicin, which were identified by GC-MS. The neolignan grandisin was identified by
NMR and the single crystal XRD techniques, and configuration of the tetrahydrofuran ring
was determined as trans, cis, trans.

Keywords: Piper rivinoides; secondary metabolites; antimicrobial activity; HPLC;
single crystal XRD.
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1 INTRODUCAO

A quimica dos produtos naturais (PN) tem como um dos objetivos extrair, separar e
identificar as substancias presentes nos organismos vivos. Conhecer cada uma dessas
substancias permite uma série de estudos em uma ampla area de pesquisa (NEWMAN e
CRAGG, 2020).

Desde muito tempo as pessoas procuram produtos naturais para melhorar a sua
qualidade de vida, muitos desses produtos estdo associados a tratamentos fitoterapicos,
principalmente em paises em desenvolvimento onde esses produtos sdao usados de forma
empirica no tratamento de doencas, a exemplo dos indios no Brasil que usam seu
conhecimento e experiéncia com plantas para o tratamento de suas enfermidades
(MENDES et al., 2018). Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), 80% da
populagdo desses paises utiliza plantas na aten¢do primdria a saide (ROSA et al., 2016).

O estudo mais aprofundado de plantas vem crescendo nos ultimos anos
principalmente com o desenvolvimento de técnicas analiticas como a cromatografia e a
espectroscopia. A partir do avango tecnologico, através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia em fase gasosa (CG), ressondncia magnética nuclear
(RMN) entre outras, nos permite um estudo mais detalhado sobre os metabdlitos
secundarios dos seres vivos (BERLINK et al., 2017).

A espécie Piper rivinoides Kunth. ainda ¢ muito pouco estudada comparada a
outras do género Piper, que possui em torno de 2000 espécies distribuidas por todo Brasil
(SILVA et. al., 2017). Estudos mostram a diversidade quimica presente nas espécies desse
género, além de resultados promissores em diversas modalidades de atividade bioldgica,
como efeitos antiviral, antimicrobiano, antifingico, anti-helmintico, além da presenga de
propriedades antioxidantes, antitumorais, antidiabéticas e anti-inflamatorias (RAUT;

KARUPPAYIL, 2014; BERNUCCI et al., 2016; SILVA et al., 2017).

1.1 PRODUTOS NATURAIS
Em um estudo de quase quatro décadas, NEWMAN E CRAGG (2020) ressaltaram

a importancia de produtos naturais em medicamentos. Os produtos naturais e seus
derivados, representam a maioria dos compostos usados no desenvolvimento de novos
farmacos (37,7%). Esses mesmos autores enfatizaram também a importancia da pesquisa
nesta area.

Esse estudo abrangeu uma série de artigos, demonstrou a importancia dos produtos
naturais na descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos. Entre os trabalhos

citados estdo: triagem de extratos de PN; microbios como fonte de PN; descoberta de
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substancias na biodiversidade; farmacos antitumorais de origem marinha; métodos para
identificar compostos a base de PN; entre outros.

A figura 1.1 apresenta a importancia dos produtos naturais na descoberta de
farmacos aprovadas nos ultimos 39 anos. Das 1881 substancias aprovadas, 713 estdo
diretamente relacionadas aos compostos naturais (N), € nas categorias de produtos naturais
botanicos (NB) e derivados de produtos naturais (ND), ou indiretamente, como os
sintéticos possuindo o farmacoforo de origem natural (S*). Os dados obtidos indicam que
ainda hoje os produtos naturais oferecem as melhores opgdes na descoberta de novas
estruturas de atividade bioldgica relevante no tratamento de doengas (NEWMAN e

CRAGG, 2020).

Figura 1.1: Categorias dos 1881 medicamentos aprovados de 01-Jan-81 a 30-Set-2019.

S*/NM, 207, 11 V. 142,7.5 B, 346, 18.4

8%, 65,3.2

S/NM, 217,115

NI, 356, 189

5, 463, 24.0
aB =N «=NB =ND =8 - 5/NM =5* =5%NM =¥

Fonte: adaptado de NEWMAN e CRAGG, 2020

O Brasil apresenta grande potencial no estudo de produtos naturais, possuindo entre
15 e 20% da biodiversidade mundial, da qual 24% referem-se as plantas superiores
(MENDES et al., 2017). A diversificacdo de fontes naturais de metabodlitos secundarios
permite a exploracdo de moléculas para o preparo de novos compostos quimicos bioativos
(BERLINK et al., 2017).

Para BERLINK et al. (2017) quimicos de produtos naturais devem estar associados
a profissionais da area de quimica analitica no uso de técnicas hifenadas, ou seja, com a

associacdo de técnicas, a fim de proporcionar uma investigagdo mais completa do
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metabolismo secundario. Da mesma forma a integracao da quimica medicinal e de sintese
organica na descoberta de novos produtos, atendendo a necessidade da sociedade.

Além disso, sob o ponto de vista ambiental, sdo as espécies herbaceas e arbustivas,
classificadas como produtos florestais ndo madeiraveis (PFNM), que representam novas
fontes de recursos, além de promoverem a conservagdo de areas, o fortalecimento da
agricultura familiar no caso de cultivos direcionados (CORADIN et al., 2011) e o controle

biolégico (RESTELLO et al., 2009).

1.2 FAMILIA Piperaceac E GENERO Piper:

A familia Piperaceae teve destaque em seu uso medicinal popular em paises como
Brasil (SILVA et al., 2017), Malasia (NAIM et al., 2020) ¢ México (MARTINEZ-
BAUTISTA et al., 2019). Distribuida em regides tropicais e subtropicais nos hemisférios
norte e sul, possui 10 géneros e cerca de 3600 espécies no mundo (BERNUCI et al., 2016).
A familia Piperaceae ¢ uma das mais importantes na regido de Osaca no México, sendo
muito popular entre os indigenas da regido (MARTINEZ-BAUTISTA et al., 2019). NAIM
(2020) destaca a importancia do estudo dessas plantas, nao s6 por haver um aumento no
consumo ¢ fabricagdo de suplementos alimentares, mas também, assim como na Malasia,
curandeiros usam o extrato bruto dessas plantas para o tratamento de algumas
enfermidades, reiterando que o uso indiscriminado de certas substancias pode causar mal-
estar e até ser fatal. Como mostra, RAMOS et al. (2020) algumas plantas desta familia
possuem uma grande capacidade inseticida atribuida a presenga de amidas naturais.

Dentro da familia Piperaceae, o género Piper ¢ o mais representativo possuindo em
torno de 2000 espécies e um numero significativo de pesquisas cientificas em areas como
agricultura, culinaria, farmacia, medicina, além de ser usado hd muito tempo em rituais
culturais e na medicina popular (SILVA et al., 2017).

Na figura 1.2 pode-se observar a diversidade na composi¢do quimica de alguns
Oleos essenciais da espécie Piper, em um estudo que analisou o poder inibidor das espécies
Piper sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE) que estd associada a doencas neurais
como Alzheimer. Das 23 espécies analisadas foram detectados um total de 106 compostos
entre folhas, caules e frutos dessas amostras. Os métodos de detec¢do aplicados foram a
cromatografia em fase gasosa (CG-DIC) e cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) (XIANG et al., 2017).

O interesse pelo estudo de oOleos essenciais da espécie se justifica por resultados

promissores em diversas modalidades de atividade biologica, como efeitos antiviral,
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antimicrobiano, antifingico, anti-helmintico, além da presenga de propriedades
antioxidantes, antitumorais, antidiabéticas e anti-inflamatérias (RAUT; KARUPPAYIL,
2014; BERNUCCI et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Figura 1.2: Composic¢do Quimica de dleos essenciais de algumas espécies do género Piper. Em que: YP-1 P.
austrosinense Tseng.; YP-2 P. Sarmentosum Roxb.; YP-3 P. hancei Maxim.; YP-4 P. wallichi DC.; YP-5 P.
lactispicum C. DC.; YP-6 P. austrosinense Y. Q. Tseng.; YP-7 P. bavinum C. DC.; YP-8 P. puberculatum
(Benth.) Maxim.; YP-9 P. hancei Maxim.; YP-10 P. betle 1.; YP-11 P. senporeiense Yaman.; YP-12 P.
aduncum 1.; YP-13 P. hainanense Hemsl.; YP-14 P. thomsonii Hook f.; YP-15 P. bochmeriacfolium Miq.;
YP-16 P. flaviflorum C. DC.; YP-17 P. nigrum L.; YP-18 P. betle L.; YP-19 P. hispidinervium C. DC.; YP-
20 P. nigrum L.; YP-21 P. nigrum L.; YP-22 P. nigrum L.; YP-23 P. nigrum L.
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Fonte: Adaptado de XIANG et al., 2017

Oleos essenciais extraidos de flores e folhas da espécie Piper aduncum
apresentaram uma alta atividade contra Sclerotinia sclerotiorum, patdégeno fungico que
atinge plantas de interesse econdmico. Sua atividade fungicida se da pela presenga do

arilpropanoide dilapiol (figura 1.3) em sua composi¢ao (VALADARES et al., 2018).

Figura 1.3: Estrutura do dilapiol, substancia encontrada na espécie Piper aduncum.

\/ Dilapiol
o

A composi¢ao dos oleos essenciais ndo ¢ dependente somente das caracteristicas

genéticas da planta, fatores ambientais também podem influenciar sua qualidade. Este

conjunto de condi¢des ¢ chamado de fatores edafoclimaticos (tipo e qualidade do solo,
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altitude, regime pluviométrico, temperatura e radiagao solar) (GOBBO-NETO e LOPES,
2007). Além disso, alguns desses fatores apresentam flutuagdes entre as diferentes estagdes
do ano, o que acarreta variagdo no teor ¢ na qualidade de 6leos essenciais, justificando a
realizacdo dos estudos com caracterizagdo especifica da(s) fonte(s) vegetal(is) utilizada(s)
no estudo.

Como exemplo, dois estudos dos oOleos essenciais da espécie Piper betle
demonstraram que a diferenca nas condi¢des de cultivo alterou sua composi¢do quimica.
O primeiro estudo apresentou chavicol (figura 1.4 A), chavibetol (figura 1.4 B) e acetatos
como componentes principais, enquanto o segundo revelou hidroxichavicol (figura 1.4 C)

como componente mais abundante identificado (LIU et al., 2015).

Figura 1.4: Substancias encontradas na espécie Piper betle: A- chavicol; B- chavibetol; C- hidroxichavicol.
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A espécie Piper cubeba L. F. ¢ usada na culindria como tempero e através de
andlises por CLAE foram detectadas lignanas em sua composi¢do, que apresentaram
atividades citotoxicas, anti-inflamatorias e antiparasitarias (ARRUDA et al., 2019).

Outra técnica muito utilizada na identificacdo dos compostos volateis ¢ a
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), na qual pelo
indice de retencdo ¢ possivel a identificacdo dos constituintes de uma amostra, e associado
a um detector por ionizagdo de chama (DIC) permite a quantificagdo dos constituintes. Em
amostras de 6leos essenciais de Piper mikanianum foram identificados em sua composicao
82% do arilpropanoide safrol (figura 1.5 A), 2,2% de linalol (figura 1.5 B), 1,8% limoneno
(figura 1.5 C), 1,7% p-cariofileno (figura 1.5 D), 1,4% a-pineno (figura 1.5 E), 1,2%
biciclogermacreno (figura 1.5 F) e 1,3% de Z-nerolidol (figura 1.5 G) (CARNEIRO et al.,
2020).
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Figura 1.5: Estrutura das substancias encontradas na espécie Piper mikanianum: (A)- safrol; (B)- linalol;

(C)- R,S-limoneno; (D)- f-cariofileno; (E)- a-pineno; (F)- biciclogermacreno; (G)- Z-nerolidol.
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Ja em Piper tuberculatum, através da técnica de CG/EM, foram identificados de

seus extratos diferentes amidas, que apresentaram propriedades inseticidas para algumas

espécies de insetos (RAMOS et al., 2020).

1.3 Piper rivinoides KUNTH.:

A espécie Piper rivinoides Kunth (figura 1.6) também conhecida como “rudo” ¢
nativa do Brasil (SOUZA et al., 2014) e no estudo de 6leos essenciais dessa espécie, LEAL
et al. (2019) relata a atividade fingica das folhas atribuida a presenga das classes dos
monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropanoides Os principais componentes sdo FE-
isoelemicina (arilpropanoide, 40,81%) e oJ-3-careno (monoterpeno, 16,88%) com e os
outros componentes identificados podem ser observados na tabela 1.1. SOUZA et al (2014)
estudaram os Oleos essenciais das folhas frescas de P. rivinoides e P. mollicomun e
avaliaram a atividade antinoceptiva. Foram identificados como principais compostos o a-

pineno e o f-ocimeno, respectivamente.
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Figura 1.6: Foto da espécie Piper rivinoides Kunth, na reserva biolégica Bom Jesus, PR.

Tabela 1.1: Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.

Piper rivinoides Composicao RI Calculado | %
6-3-Careno 1013 16,88
(E)- Cariofileno 1425 4,5
Germacreno D 1487 1,56
-Cacrocarpeno 1504 2,66
o-Muuroleno 1507 12,45
(Z£)-Carpacina 1532 8,13
(E)-Isoelemicina 1565 40,81
TOTAL 86,99

Fonte: Adaptado de LEAL et al., 2019.

Sobre metabolitos ndo volateis foram encontrados estudos descrevendo neolignanas
isoladas do extrato hidroalcéolico das folhas de P. rivinoides Kunth. (MOREIRA et al.,
2016). A neolignana conocarpana foi a mais ativa contra Candida albicans, Leishmania
amazonensis e L. chagasi. Em estudo mais recente, SANTOS et al. (2021), isolaram
neolignanas que foram testadas na inibicdo de enzimas monooxigenases do citocromo

P450 (CYP1A), provando serem potentes inibidores dessas enzimas.
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1.4 ARILPROPANOIDES, LIGNANAS E NEOLIGNANAS:
Os arilpropanoides sao metabolitos secundarios biossintetizados via a rota do acido

chiquimico, o qual ap6s algumas reagdes leva a formagao da fenilalanina (figura 1.7).

Figura 1.7: Estrutura da fenilalanina, representando a unidade C6C3.

O
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A eliminagdo de amonia na cadeia lateral forma o 4cido cinamico, o qual pode ser
reduzido aos correspondentes alcoois que sdo os precursores das lignanas (figura 1.8) e

neolignanas (figura 1.9) através de acoplamento oxidativo (DEWICK, 2009).

Figura 1.8: Estrutura da lignana cubebina, representando duas unidades C6C3.

Lignana: Cubebina onx

Figura 1.9: Estrutura da neolignana conocarpana, representando duas unidades C6C3

Neolignana: Conocarpana
9
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As espécies Piper sdo ricas em lignanas e neolignanas bioativas (MACEDO et. al.,

9’

2017). Apesar da relevancia econdmica ¢ medicinal desse género (FRANCOIS et al.,



23

2009), ainda ha espécies com caréncia de estudos cientificos que demonstrem seu potencial
biologico de uso. Diante do exposto, o objetivo dessa pesquisa foi analisar o potencial do

extrato e do oleo essencial da espécie Piper rivinoides Kunth.

1.5 TESTES BIOLOGICOS:

Os testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos sdo usados para medir sua
atividade contra um determinado isolado bacteriano, sendo avaliado o crescimento do
microrganismo mediante a concentracdo do agente, esse calculo ¢ chamado de
concentragdo inibitdria minima (CIM). Outro célculo avaliado ¢ a concentragcdo capaz de
provocar a morte desses microrganismos, ou seja, concentracdo bactericida ou fungicida
minima (CBM e CFM) (TSUKATANI, 2012).

Nos estudos das substancias presentes em uma planta, o teste pode ser feito com os
extratos, 0leos essenciais ou compostos isolados. Quando um extrato ou o6leo essencial é
analisado e possui atividade antimicrobiana ndo significa que seus compostos isolados
terdo a mesma atividade, pois, pode ocorrer um sinergismo, ou seja, a combinacao das
substancias presentes nessas amostras ¢ que podem estar causando o efeito antimicrobiano.
No entanto, o antagonismo também pode ocorrer, isso ocorre quando a jun¢do das
substancias inibe a acdo de um composto isolado (RODRIGUES, 2015).

As espécies de Piper, incluindo Piper rivinoides Kunth., possuem uma grande
diversidade quimica, que pode estar ligada a propriedades fisiologicas e fisico-quimicas.
Conhecer essas propriedades e entender o funcionamento dessas substancias em

organismos vivos ¢ primordial para descoberta de novos farmacos.
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2 OBJETIVOS:
2.1 OBJETIVO GERAL:
Realizar o estudo fitoquimico das raizes e folhas da espécie Piper rivinoides Kunth.

e avaliar sua atividade antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1 Extracdo, fracionamento, isolamento dos metabolitos secundarios nao volateis das
raizes e folhas de Piper rivinoides Kunth.;

2.2.2 Identificagdo dos compostos isolados utilizando métodos espectrométricos e
espectroscopicos (RMN de 'H e °C, EM, IV e UV).

2.2.3 Extragdo dos 6leos essenciais e identificagdo dos constituintes volateis por CG/EM
das folhas de Piper rivinoides Kunth.;

2.2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos e Oleos essenciais através do
método de micro diluicdo em caldo para Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa e

Candida albicans;
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3 MATERIAIS E METODOS:

3.1 COLETA:

3.1.1 Coleta e processamento do material vegetal:
Folhas e raizes de Piper rivinoides Kunth. foram coletadas em marco de 2019 e
2022, no municipio de Antonina, Parana, Brasil, coordenadas - 25° 23" 19,94" S,
48° 33" 21,7" W, sob supervisao do botanico Wanderlei do Amaral. O material
vegetal foi desidratado a temperatura ambiente e depois colocado em estufa de ar
circulante a 40 °C, sendo em seguida triturado em moinho de facas até obtencao de

particulas uniformes.

3.2 EXTRACAO:
3.2.1 Preparo dos extratos brutos por gradiente de polaridade dos solventes:

A partir do material obtido da moagem foi feita a obtencdo dos extratos brutos, o
material vegetal foi submetido a extragdo com solventes de diferentes polaridades
previamentes purificados. Primeiro foi realizado o extrato das raizes, 319,1 g, com
hexano, sendo esse renovado a cada 24h durante até que ndo houvesse alteracdo na
extragcdo. A cada troca o extrato foi filtrado sob pressdo reduzida, em seguida concentrado
em evaporador rotatorio. O extrato obtido foi guardado em frasco previamente pesado,
rotulado e mantido no dessecador.

Apo6s o hexano o solvente utilizado para extracao foi o acetato de etila seguido por
metanol. Apds a obtengdo dos extratos brutos das raizes o processo foi repetido para as
folhas de Piper rivinoides Kunth., 467,8 g, com os mesmos solventes hexano, acetato de
etila e o metanol.

Os extratos brutos foram armazenados em dessecador para a secagem do solvente

restante e em seguida foram pesados.

3.2.2 Extracdo do 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.:
3.2.2.1 Hidrodestilagdo para a obtencao dos 6leos essenciais das folhas de Piper rivinoides
Kunth.:

Para os 0leos essenciais 0 método utilizado foi de hidrodestilagdao, nesse processo
foi utilizado o aparelho de Clevenger, no laboratério de ecofisiologia vegetal —UFPR,
campus agrarias, prof. Cicero Deschamps e técnico responsavel: Roger Raupp Cipriano.

Em um baldo de fundo redondo foram colocados aproximadamente 55 g de folhas

de Piper rivinoides Kunth., trituradas grosseiramente, em 1000 mL de agua destilada, ¢ a
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hidrodestilagao ocorreu durante 3 h. Os 6leos foram coletados do Clevenger, secos e
armazenados no freezer. A extragdo foi em triplicata. As solucdes dos oleos (0,1% em
hexano) foram analisadas em cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de

massas (CG/EM).

3.3 ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS E OLEO ESSENCIAL:
3.3.1 Cromatograma em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos extratos:
Solugdes dos extratos das raizes e folhas de Piper rivinoides Kunth, de
concentragido de 3 mg mL™! em metanol grau espectroscopico foram preparadas e filtradas
em filtro de seringa PTFE hidrofobico 25 mm x 0,22 pum. As amostras foram analisadas em
CLAE marca WATERS®, dotado de uma bomba quaterndria e um injetor automatico,
detector PDA 2998, utilizando uma coluna de fase reversa Kinetex 5 pm, C18 (250 x 4,5
mm), em fluxo de 0,8 mL min"! com fase movel inicial de 4gua e acetonitrila (60:40) e

final 100% acetonitrila, como mostrado na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Metodologia utilizada para o cromatograma em CLAE dos extratos de raizes e folhas de Piper
rivinoides Kunth.

Tempo (min) | Fluxo HzO MilliQ(%) | ACN (%)
(mL/min.)
0,8 60 40
1 0,8 56 44
11 0,8 48 52
46 0,8 0 100
49 0,8 0 100

3.3.2 Espectrograma em infravermelho dos extratos (FTIR):

Foram pesados aproximadamente 2,0 mg de cada extrato e adicionados a 100 mg
aproximadamente de brometo de potdssio (KBr) para obtencdo de uma pastilha, em
seguida foram analisados em espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), modelo Vertex 70 da Bruker®. Os espectros de infravermelho foram obtidos em
uma faixa espectral de 4000 a 400 cm™ no laboratério multiusuario de espectrometria no

Infravermelho (LAMIV), no departamento de quimica da UFPR.

3.3.3 Andlise antimicrobiana dos extratos brutos e do 6leo essencial de Piper rivinoides
Kunth.:
Os extratos brutos das raizes, das folhas e o 6leo essencial das folhas de Piper

rivinoides Kunth. foram enviados para divisdo de microbiologia do Centro Pluridisciplinar
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de Pesquisas Quimica, Biologica e Agricola (CPQBA) da UNICAMP para Dra. Marta
Cristina Teixeira e foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana contra seis
microrganismos: Candida albicans (CCT 776), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Salmonella choleraesuis (ATCC 10708),
Escherichia coli (ATCC 11775) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388).

Os microrganismos foram cultivados durante a noite a 36 °C em meios de cultura
especificos (4gar nutriente para as bactérias e agar Sabouraud Dextrose para C. albicans).
Os in6culos para os ensaios foram preparados diluindo a massa celular raspada em solugdo
de cloreto de sodio (NaCl) a 0,85% e ajustando a escala de McFarland no 0,5. As
suspensdes celulares foram entdo diluidas para 10* UFC mL™! para serem utilizadas nos
bioensaios.

Testes de concentragdo inibitéria minima (CIM) foram realizados em triplicata, de
acordo com CLSI (2012, 2008), utilizando microplacas de cultura de tecidos de 96 pocos
contendo 100 puL do meio de cultura especifico (caldo Muller-Hinton para a bactéria e
RPMI-1640 para C. albicans). As solugdes estoques dos extratos brutos foram diluidas
para obter concentra¢des que variaram de 1,0 a 0,015 mg mL"!'. Como controle positivo foi
utilizado o antibiético cloranfenicol para as bactérias com solugio de 0,5 mg mL™! e para
levedura foi utilizado o antibidtico nistatina com concentra¢io de 1,0 mg mL™.

Os inoculos bacterianos e fingicos foram adicionados aos pogos € as microplacas
foram incubadas a 37 °C por 24 h. A CIM foi definida como a menor concentragao do
extrato que inibia o crescimento microbiano visivel, o que foi confirmado pela adicao de
20 pL de solugdo de 0,5% de cloreto de trifenil tetrazdlio 32 (TTC) para bactérias e pela
alteragdo na cor do meio RPMI-1640, de rosa para amarelo, para C. albicans.

A concentragdo bactericida minima (CBM) foi determinada por meio de
plaqueamento de 10 pL. do material contido no pogo correspondente ao de CIM e de todos
os pogos subsequentes de maior concentragdo, no meio de cultura especifico para cada
micro-organismo. Posteriormente, as placas foram incubadas a 36 °C por 24 a 48 h para as
bactérias. A CBM foi definida como as concentracdes minimas capazes de inibir o
crescimento bacteriano em meios de cultura solidos especificos (CLSI, 2005). A CBM foi

definida como a menor concentragdo capaz de causar a morte de 99,9% do microrganismo.
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3.3.4 Analise antifungica do 6leo essencial de Piper rivinoides Kunth:
3.3.4.1 Isolados fungicos:

Os isolados de Aspergillus niger e Aspergillus nomius foram obtidos a partir da
Cole¢ao Microbioldgica da Rede Paranaense Taxonline da Universidade Federal do
Parana, Laboratorio de Epidemiologia para Manejo Integrado de Doenca — UFPR
Coordenador: Prof. Dr. Henrique da Silva Silveira Duarte, andlises: Doutorando Rubens
Candido Zimmermann, Dr. Edson José Mazarotto ¢ Dra. Carolina Gracia Poitevin, sendo
multiplicados em meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA). As espécies Fusarium
culmorum e F. graminearum foram isoladas de graos de trigo (TRALAMAZZA et al.,
2016), sendo multiplicados em meio de cultura Agar Nutriente Sintético (SNA). Todos os
isolados foram incubados em Biochemical Oxygen Demand (BOD) a 28 £ 1°C e 12 h de
fotofase, por 7 dias (ZIMMERMANN et al., 2022)

3.3.4.2 Avaliacdo do efeito fungicida

Foi conduzido um experimento para avaliar o potencial efeito fungicida do 6leo
essencial de Piper rivinoides contra os isolados de A. niger, A. nomius, F. culmorum e F.
graminearum pelo método por contato. Os tratamentos foram o O6leo essencial na
concentragdo final de 1,5% e o meio de cultura RPMI1640 como controle negativo. A
analise foi realizada no laboratorio de epidemiologia para manejo integrado de doenca da
UFPR, coordenada pelo prof. Dr. Henrique da Silva Silveira Duarte e analisado pelo
doutorando Rubens Candido Zimmermann, Dr, Edson José Mazarotto ¢ a Dra. Carolina
Garcia Poitevin.

Foi adotada a metodologia proposta por Zimmermann et al. (2022), com
modificagdes. Os isolados de cada espécie foram diluidos em meio de cultura RPMI1640
até a concentragiio final padronizada em 4x10* conidio mL™'. O 6leo essencial de Piper
rivinoides Kunth foi diluido no meio de cultura RPMI1640 até a concentracao de 3%.
Todos os tratamentos foram diluidos em microtubos com capacidade para 2 mL.
Posteriormente, foram pipetados 100 puL de cada tratamento em placas de microtitulagdo de
96 pocos com fundo chato, obtendo as concentragdes finais em 2x10* conidios mL™! para
os isolados fungicos e 1,5% para o 6leo essencial. Em seguida, as placas foram mantidas
em BOD 28 + 1° C e 12 h de fotofase, por 48 h.

A avaliagdo do crescimento fungico foi determinada pelo método de absorbancia a

600 nm utilizando o espectrofotometro de microplacas EPOCH® (Biotek Instrument Inc,
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Winooski, EUA). Em seguida, os dados de inibicdo foram calculados em relagdo ao

controle negativo através da féormula proposta por VILELA et al. (2009):

(c-T)
-

Inibicio(%) = 100

Em que:
C = Absorbancia do controle negativo

T = Absorbancia do controle positivo e dos OEs

3.4 PURIFICACAO:

3.4.1 Fracionamento dos extratos brutos de Piper rivinoides Kunth.:

3.4.1.1 Fracionamento do extrato das raizes em hexano por CLAE:

O extrato das raizes em hexano foi fracionado através da CLAE marca WATERS®,
dotado de uma bomba quaternaria e um injetor automatico, detector PDA 2998, utilizando
uma coluna semi-preparativa de fase reversa Kinetex®, C18 (150 x 10 mm), em fluxo de

3,6 mL min’!

com fase movel inicial de 4gua e acetonitrila (60:40) e final 100%
acetonitrila.
Para realizacdo das andlises foram coletadas quatro fracdes de interesse (PRHR-

SPF3.1; PRHR-SPF3.2; PRHR-SPF4; PRHR-SPF6).

3.4.1.2 Fracionamento por Cromatografia de coluna (CC) a vacuo:

Para a cromatografia em coluna (CC) foi utilizado um funil de placa porosa de 150
mL com porosidade 4, conectado a uma bomba de vacuo, contendo fase estaciondria de
silica gel 60, de particulas de tamanho entre 0,063 a 0,200 mm da Merck®. A coluna a

vacuo foi realizada com os extratos das folhas em acetato de etila e das raizes em metanol.

a. Extrato das folhas em acetato de etila:

O extrato das folhas em acetato de etila foi submetido a filtracdo a vacuo para a
remocdo da clorofila, foram utilizados 7,6 g do extrato e solubilizado em 100 mL de
metanol destilado, em seguida foi acrescentado aos poucos agua destilada
(aproximadamente 15 mL) até que houvesse a floculagdo da clorofila. Essa suspensdo foi
filtrada em funil de placa porosa preenchido com silica gel 60 para coluna cromatografica
0,2-0,5 mm, algodao e papel filtro e eluida com metanol:H>O (20%).

A amostra sem clorofila foi submetida a extragao por particao, sendo colocado em

um funil de separacdo, adicionado mais 100 mL de metanol e extraido com hexano (2 x
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100 mL), apds agitacdo as fases foram separadas. Obteve-se 20,3 mg da fracdo de hexano
(FH) e 330,2 mg da fragao hidroalcoolica (FM).

As fragdes FH e FM do extrato em acetato de etila foram submetidas a uma
cromatografia em coluna liquida a vacuo e eluidas com gradiente de diclorometano e

acetato de etila. Foram coletadas 17 sub fracdes de 50 mL cada.

b. Extrato das raizes em metanol:
Foi fracionado 5 g do extrato das raizes em metanol através de coluna
cromatografica a vacuo, sendo eluida em um gradiente de diclorometano, acetado de etila e

metanol, sendo coletadas 26 sub-fracoes de 100 mL cada.

3.4.2 Fracionamento do 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.:

Para o fracionamento do o6leo essencial (20 mg) foi utilizada a técnica de
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), em placas de vidro de tamanho 20
cm x 20 cm, com espessura de 1 mm de gel de silica. A fase movel utilizada foi hexano e
diclorometano (1:1). A recuperagdo das amostras foi efetuada utilizando os mesmos

solventes.

3.5 IDENTIFICACAO:

3.5.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN):

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em espectrometros
Bruker® DPX 200 (com uma sonda QNP de 5 mm), Avance IIl (com sondas
multinucleares de observacdo direta (BBO) e inversa (BBI) de 5 mm) e Avance III HD
(com uma sonda multinuclear QXI de 5 mm), operando a 4,7, 9.4 e 14,1 Tesla®
respectivamente e observando o nticleo de hidrogénio a 200, 400 e 600 MHz, e o nucleo de
carbono-13 a 50, 100 e 150 MHz, respectivamente. As amostras foram solubilizadas em
cloroférmio deuterado (CDCI3) contendo 0,2% de tetrametilsilano (TMS) e uma folha de
prata. Os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm (9) e relacionadas em relagdo

ao TMS (0,00 ppm). As constantes de acoplamentos (J) foram registradas em Hertz (Hz).

3.5.2 Cromatografia Gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG/EM):
As analises dos 0leos e os espectros de massas foram obtidos em um sistema de

Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), marca
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SHIMADZU® modelo GCMS-TQ8040, utilizando as seguintes condigdes: coluna capilar
de silica fundida Rtx-5MS (5% difenil + 95% dimetil polisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25
um). Como gas de arraste foi empregado hélio com vazio de 1,02 mL min!, em modo split
1:90, estando o injetor a 250°C e o sistema de ioniza¢do 70 eV. Foi injetado 1 uL de
solugdo 1% de 6leo essencial em hexano na seguinte rampa de aquecimento: temperatura

inicial 60 °C (0”) até 250 °C, com taxa de aquecimento de 3 ° C min™.

3.5.3 Difratometria de raios x (DRX) de monocristal:

Os cristais obtidos de uma das fracdes do extrato das raizes em hexano (PRHR-
SPF5) foram obtidos por difusdo lenta em acetonitrila. Os dados do cristal foram
processados no programa APEX3 (1) e a estrutura foi determinada pela rotina de fase
intrinseca no programa SHELXT (2A), e refinada pelo método de minimos quadrados de
matriz completa, sobre F2, no SHELXL (2B). Todos os atomos, exceto os de hidrogénio,
foram refinados em parametros anisotropicos térmicos. Em relagdo ao tratamento dos
atomos de hidrogénio, foram localizados em mapas de diferencas e foram refinados
isotropicamente e livremente, todos foram incluidos em posicoes calculadas U(iso)
ajustado em 1.2*U(eq), para os hidrogénios dos grupos metila, ¢ U(iso) ajustado em
1.5*U(eq) para os demais. No final do refinamento R1= 0,144 ¢ wR2 = 0,095 (2B) para
todas as 75644 reflexdes ponderadas e somente R1 = 0.048 para os dados observados.

Os dados cristalograficos completos estao no apéndice 1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1 ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS DE Piper rivinoides KUNTH.:

A quantidade de Piper rivinoides Kunth. seca obtida para extracdo foi de 319,1 g
das raizes e de 467,78 g das folhas. A secagem ocorre a 40 °C, a agdo do calor promove a
desnaturagdo proteica impedindo a acdo enzimdtica da planta, evitando assim a alteracao
dos compostos quimicos (BORGES, 2020). O material seco também facilita a moagem,
que tem como objetivo uma melhor extragdo desses compostos. Uma vez que os tecidos
das raizes sdo compactos e rigidos, a moagem permite que as particulas tenham maior
superficie de contato com o solvente.

Para obtencdo dos extratos brutos, o material vegetal foi submetido a sucessivas
extragdes, com solventes de diferentes polaridades. Esse processo permite a coleta do
maior nimero de substincias possiveis para um estudo fitoquimico mais completo da
planta. A troca de solventes ocorreu aumentando a polaridade, assim nos primeiros extratos
obtidos com hexano espera-se a presenca dos compostos apolares, ja no extrato de acetato

de etila compostos de polaridade intermediaria, enquanto no extrato de metanol compostos

mais polares (SIMOES et al., 2000).

Tabela 4.1: Massas dos extratos brutos de Piper rivinoides Kunth. raizes e folhas.

Pip elig;lt’:."des Solvente Massa (g) Rendimento
Hexano 3,458 1,08 %
Raizes Acetato de etila 2,860 0,90 %
Metanol 13,443 421 %
Hexano 8,320 1,78 %
Folhas Acetato de etila 18,523 3,96 %
Metanol 6,856 4,46 %

4.1.1 Cromatograma em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):

A metodologia para obter o cromatograma dos extratos, foi baseada em estudos de
outras espécies desse género realizados no Laboratorio de Produtos Naturais e Ecologia
Quimica (LAPNEQ). Dessa forma foi possivel observar a diversidade quimica dos extratos
de Piper rivinoides Kunth. (figura 4.1).

Todos os extratos foram submetidos a mesma condicao e analise, tabela 3.1, assim
¢ possivel fazer uma comparagao entre o tempo de retencdo e os compostos presentes em
cada extrato. Como se trata de uma cromatografia de fase reversa, coluna apolar (C18) e

fase movel polar (H20:ACN), os compostos apolares possuem uma maior retengdo que os
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compostos polares, pois interagem mais com a coluna, isso ¢ observado na figura 4.1, na
qual os extratos de hexano e acetato de etila apresentam maior nimero de picos com maior
tempo de retengdo desses compostos, enquanto nos extratos de metanol os compostos

polares, com menor reten¢do, estdo em maior quantidade.

Figura 4.1: Cromatograma dos extratos brutos das raizes e folhas de Piper rivinoides Kunth.
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Na figura 4.1 também ¢ possivel observar uma maior quantidade dos compostos
nos extratos das raizes do que nos das folhas, isso ¢ mostrado pelo nimero e intensidades
dos sinais. Como por exemplo, os cromatogramas dos extratos em hexano, que sao muito
parecidos, ou seja, apresentam praticamente as mesmas substancias, porém o extrato das
raizes em hexano possui picos de maiores intensidades, figura 4.2.

Os cromatogramas dos extratos em acetato de etila mostram uma maior quantidade
de sinais, comprovando o que ja era esperado para esse extrato, ou seja, uma maior
quantidade de substincias, figura 4.3, j4 que o solvente acetato de etila possui uma
polaridade intermediaria entre os solventes hexano e metanol. Enquanto os extratos de
metanol quase ndo apresentam substincias apolares e as substdncias polares estdo

concentradas no inicio do cromatograma, figura 4.4.



Figura 4.2: Cromatograma dos extratos das raizes e folhas de Piper rivinoides Kunth em hexano.

0.30
1 —— Hexano Folhas
025 —— Hexano Raiz
i B N SR
0,20 -
P
-] 4
é 0.15 -
[ ¥]
-
= 4
=
2 0,10
]
= i
(]
0.05 -
0.00 _Ju"d'ww e
T | T | T | T | T | T | T I T | T I
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

tempo (min’)

Figura 4.3: Cromatograma dos extratos das raizes e folhas de Piper rivinoides Kunth em acetato de etila.
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Figura 4.4: Cromatograma dos extratos das raizes e folhas de Piper rivinoides Kunth em metanol.
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Para uma melhor resolucdo das bandas presentes nos primeiros minutos dos
cromatogramas sera necessario procurar uma mistura ideal de solventes, para ser usado em
eluicdo gradiente adequada, isolando assim os componentes para futura identificagao ou

verificar uma possivel troca de coluna.

4.1.2 Espectrograma em FTIR dos extratos brutos:

Os extratos brutos das diferentes partes da planta também foram avaliados no
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), figura 4.5 ABC. Na
regido de vibragdes de estiramento, que vai de 1600 a 4000 cm™', ha picos caracteristicos

em todas as amostras como: proximo a 2360 cm’

que corresponde a vibragdo de
estiramento O=C=0 indicando presenca de COj; os picos em 2850 e 2920 cm'
aproximadamente correspondem as vibracdes de estiramento em C-H de grupos CH3 ou
CHz, com hidrogénio ligado a carbono sp®; no entanto em 3400 cm™ s6 é observado nos
extratos em metanol devido a presenga do grupo hidroxila, a largura da banda se deve a

grande interacgdo entre as ligagdes de hidrogénio (figura 4.5 C). (SINGH, at. al., 2019)
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Figura 4.5: Espectros no infravermelho dos extratos brutos de Piper rivinoides Kunth. em placas de KBr: A-
FTIR extrato em hexano das raizes e folhas; B- FTIR extrato em acetato de etila das raizes e folhas; C- FTIR
extrato em metanol das raizes ¢ folhas.
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Quando comparamos os espectros brutos das raizes com seus respectivos extratos
brutos das folhas ndo se percebe a presenga de novos picos aparentes, apenas com uma
pequena diferenca nas intensidades, demonstrando assim que nao ha muita variedade nos
grupamentos quimicos verificado nas substancias presentes nas raizes e nas folhas da

planta de Piper rivinoides Kunth.

4.1.3 Atividades antimicrobianas dos extratos brutos:

As atividades antimicrobianas dos extratos brutos de Piper rivinoides Kunth. foram
analisadas pela concentrag@o inibitdria minima (CIM) que ¢ a menor concentracdo do
agente antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do microrganismo. Os
extratos que apresentaram atividade tiveram CIM menor que 2,0 mg mL™'. Foi avaliado
também a concentracdo bactericida minima (CBM), que ¢ a menor concentragdo capaz de
causar a morte de pelo menos 99,9% do micro-organismo.

Os extratos brutos foram avaliados em seis microrganismos diferentes, os
resultados estdo expostos na tabela 4.2. Os extratos brutos das raizes e das folhas em

metanol ndo apresentaram atividade contra nenhum dos microrganismos. O fungo Candida
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albicans e as bactérias Salmonella choleraesuis e Pseudomonas aeruginosa nao sofreram

acdo bactericida e fungicida, por esse motivo ndo estao apresentados na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos das raizes (R) e folhas (F) da planta de Piper
rivinoides Kunth. Concentracdo minima inibitoria (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) valores
em mg mL":

Extratos Staphylococcus aureus St:}:::;; i;:?;::s Escherichia coli
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Hexano R 0,25 0,25 2,0 -—- 1,0 -
AcOEt R 0,062 2,0 2,0 -—-- 2,0 -—--
Hexano F 0,25 0,25 1,0 -—-- 0,5 -—--
AcOEt F 0,50 0,50 2,0 - 2,0 -

A bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus foi a mais sensivel frente a agdo
dos extratos. Ambos os extratos em hexano apresentaram inibigdo para essa bactéria com
mesmo valor de CIM e CBM (0,25 mg mL™). O melhor resultado de CIM (0,062 mg mL™)
foi com o extrato das raizes em acetato de etila cujo a CBM foi 2,0 mg mL!. O extrato da
folha em acetato de etila também apresentou atividade para essa bactéria CIM ¢ CBM
ambos com mesmo valor (0,5 mg mL™).

Para as bactérias gram-positiva S. epidermides e gram-negativa E. coli os extratos
ndo apresentaram atividade de controle. O extrato das folhas em hexano apresentou CIM
moderada (1,0 mg mL') e alta (0,5 mg mL™) para essas bactérias respectivamente. O
extrato das raizes em hexano teve CIM baixa (2,0 mg mL™) para S. epidermides e
moderado (1,0 mg mL") para E. coli. Os extratos de acetato de etila tiveram CIM baixa
(2,0 mg mL") para ambas as bactérias.

Em geral, os extratos demonstraram maior atividade contra S. aureus com destaque
para o extrato das raizes em acetato de etila. Porém o extrato das folhas em hexano

apresentou melhor resultado para as bactérias S. epidermides e E. coli.

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO:

A andlise do extrato das raizes em hexano por CLAE, gerou um cromatograma livre
de ruidos, com picos majoritarios, identificados por 1, 2, 3 e 4 (figura 4.6). Analisando os
tempos de retengdo, foi verificado que estavam proximos dos valores de outros
arilpropanoides j4 identificados em nosso grupo com mesma metodologia (tabela 3.1). Por
esse motivo foi feito CLAE do extrato em hexano comparando os tempos de retencdo com

amostras de arilpropanoides, um padrdo de safrol e uma fracdo rica em miristicina e
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asaricina, figura 4.7. Os outros picos foram coletados, porém nao foi possivel

identificacdo.

Figura 4.6: Cromatograma em CLAE do extrato de Piper rivinoides Kunth. das raizes em hexano.
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Figura 4.7: Comparagdo dos tempos de retencdo dos cromatogramas em CLAE do extrato de Piper
rivinoides Kunth. das raizes em hexano, amostra rica em miristicina e asaricina e padrao de safrol:
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Comparando os tempos de retencdo, em 24,31 min temos o pico 1 e o mesmo ¢

observado para o padrao de miristicina, assim como o pico 2 e¢ o padrao de safrol que
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tiveram o tempo de retengao em 25,31 min. O equipamento utilizado determinou durante a
mesma analise o espectro UV-Vis em 254 nm da miristicina e do pico 1 que tiveram o
mesmo tempo de retencdo. Os valores de comprimento de onda maximos (Amax) obtidos
para esses dois compostos foram 277,3 nm. A comparagdo entre os espectros UV-Vis de

pico 1 das raizes em hexano e miristicina estdo na figura 4.8 A e B respectivamente.

Figura 4.8: Espectro UV-Vis em 250 nm: A- extrato das raizes em hexano referente ao pico 1; B- amostra de
miristicina.
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Outra técnica utilizada na intencdo de identificagao do pico 1 e 2, foi a de dopagem
do extrato com o mesmo padrdo de safrol e a amostra de miristicina e asaricina.
Verificando a intensidade dos picos quando h4 a dopagem com o safrol o pico 2 que no
inicio tem intensidade 0,007 mAU, aumenta para 0,03 mAU (figura 4.9 A), ja a dopagem
com a miristicina e asaricina foi verificado que o pico 1 aumentou a intensidade de 0,05
mAU para 0,17 mAU (figura 4.9 B) e o aparecimento do pico referente a asaricina, que
nao havia no extrato sem a dopagem. Com a presenga confirmada de safrol e miristicina o
proximo passo foi isolar, ndo sé essas duas substdncias como também o pico majoritario

denominado 3.

Figura 4.9: CLAE da amostra das raizes em hexano dopada: A) dopagem de padrao safrol; B) dopagem com
amostra de miristicina e asaricina.
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4.2.1 Fracionamento do extrato das raizes de Piper rivinoides Kunth em hexano:

A metodologia utilizada para o fracionamento do extrato das raizes de Piper
rivinoides Kunth. foi a CLAE em coluna semi-preparativa. O objetivo foi identificar os
quatro picos majoritarios mostrados na figura 4.6. O cromatograma da semi-preparativa,
por possuir um fluxo maior que a analitica, de 0,8 mL min™!' para 3,6 mL min™!, diminuiu o
tempo de corrida para 20 min e cada um dos picos foi coletado no devido tempo de
retengdo, a coleta do pico 1 foi feita em 11,0 min, a amostra foi definida como PRHR-
SPF3.1, por estarem muito proximos o pico 2 foi coletado no fim do pico 1 em 11,5 min
(PRHR-SPF3.2), ambas as amostras foram concentradas para evaporacdo da acetonitrila
ficando somente a amostra em agua, a extracao foi feita por particdo em hexano obtendo
3,1 mg e 0,5 mg respectivamente. O pico 3 (PRHR-SPF4) foi coletado 12,6 min,
concentrada para a evaporagdo da acetonitrila obtendo agua turva, em seguida levado para
liofilizagcdo até a sublimagdo da dgua cujo foi obtido um so6lido branco em 30,2 mg. A
subtancia referente ao pico 4 (PRHR-SPF6) foi obtida da mesma forma que o 3,
concentrada e em seguida liofilizada, obtendo uma amostra de 1,6 mg. (dados na tabela

43).

Tabela 4.3: Fracionamento e isolamento por CLAE em coluna semi-preparativa do extrato das raizes de
Piper rivinoides Kunth. em hexano.

Pico Amostra Tempo retenciio Massa (mg)
1 PRHR-SPF3.1 11,0 min. 3,1
2 PRHR-SPF3.2 11,5 min. 0,5
3 PRHR-SPF4 12,6 min. 30,2
4 PRHR-SPF6 14,4 min. 1,6

4.2.1.1 Identificagdo da amostra PRHR-SPF3.1 ¢ PRHR-SPF3.2:

As amostras PRHR-SPF3.1 (pico 1) e PRHR-SPF3.2 (pico 2) foram analisadas em
CG/EM, e a partir do tempo de reten¢do foi calculado o indice aritmético experimental e
comparado os espectros de massas com o da literatura (ADAMS, 2017) (tabela 4.4). Para o
pico 1 (PRHR-SPF3.1), se observou a miristicina como ja era esperado, porém além dessa
substancia observou outro pico em menor intensidade referente a fragmentacao da
elemicina, (figura 4.10). Ja para o pico 2 (PRHR-SPF3.2), que esperava ser o safrol, ndo

foi possivel identificar pois observou apenas ruido no cromatograma.

Tabela 4.4: dados obtidos por CG/EM da amostra PRHR-SPF3.1.

IA IA tedrico* Composto %
1521 1517 Miristicina 99,27
1547 1555 Elemicina 0,73

*{ndice aritmético teérico ADAMS, 2017.
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Figura 4.10: Cromatograma de CG/EM da amostra PRHR-SPF3.1.
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4.2.1.2 Identifica¢ao da amostra PRHR-SPF4:

A fragdo PRHR-SPF4 (pico 3) (figura 4.6), ¢ majoritaria no extrato das raizes em
hexano de Piper rivinoides Kunth.e sua estrutura elucidade através das andlises de
RMN(FERREIRA,2013) e DRX de monocristal.

No espectro de RMN de 'H (figura 4.11) foram observados dois simpletos com
integracdo 6:3 em 083,86 e 63,85 ppm respectivamente, correspondendo a 3 metoxilas
sendo duas delas equivalentes, outro simpleto com integragdo para 2 hidrogénios em 66,67
ppm ligados a anel benzénico tetrasubstituido que, por possuirem mesmo deslocamento,
esses dois hidrogénios sdao equivalentes. Além desses sinais caracteristicos ha também em
01,08 ppm um sinal referente a metila, um dupleto em 64,53 ppm e um multipleto

simétrico em 62,35 ppm.

Tabela 4.5: Dados de RMN de 'H e '3C (CDCl;) para amostra PRHR-SPF4,

Posicio 5 B¢ 5 () § 13c* 5 ly*

1 137,83 137,9

2¢6 103,41 6,67 s (2H) 1028 | 6,60 (s)

3¢5 153,20 153,1

4 137,42 137,9

CH:-O (p) | 60,82 3.85 5 (3H) 60,7 3,82 (s)
CH:-O (m) | 56,07 3,86 5 (6H) 56,0 3,87 (s)

7 87,38 4,53 d (6,4; 1H) 88,4 4,63 (d, J=9,1)
8 44,26 2,35 m (1H) 50,9 1,80 (m)

9 13,08 1,08 (6,59, 3H) | 13,9 1,07 (d, J=5,7)

* Dados da literatura (FERREIRA, 2013)
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Figura 4.11: Espectro de RMN de 'H (CDCls) para fragdo PRHR-SPF4. Os deslocamentos estdo na tabela
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Foram adquiridos os espectros gHSQC (figura 4.13), COSY (figura 4.14) e
gHMBC (figura 4.15), esses espectros que correspondem as correlagdes entre carbonos e
hidrogénios a curta e longa distancia ajudaram a elucidar parte da estrutura. Deslocamentos
de 13C (figura 4.12) em §153,20 ppm e 5137,42 ppm sdo referentes a atomos de carbono do
anel benzénico ligados diretamente as trés metoxilas, que apresentaram deslocamentos em
060,82 ppm (posicao para) e 856,07 (posicdo meta) acoplando aos hidrogénios em 33,85
ppm e 383,86 pmm respectivamente. Os hidrogénios em 66,67 ppm estdo diretamente
ligados aos dois atomos de carbono em 6103,41 ppm que por serem equivalentes possuem
o mesmo deslocamento. Outro atomo de carbono quaternario tem deslocamento em
0137,83 ppm que pelo acoplamento a longa distancia esta ligado a cadeia propilica, a qual
foi possivel elucidar pelo COSY (figura 4.14). Outro deslocamento importante foi o do
atomo de carbono em 887,38 ppm que corresponde a C-H ligado a oxigénio. Na figura

4.16 esta a estrutura elucidada a partir dos espectros de RMN.
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Figura 4.12: Espectro de RMN de '*C (CDCl;) para fragio PRHR-SPF4. Os deslocamentos estdo na tabela
4.5.
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Figura 4.13: Mapa de correlagdes de 'H-'*C a uma ligagdo (gHSQC) em CDCl; da fragio PRHR-SPF4.
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Figura 4.14: Mapa de correlagdes de 'H-'H a trés ligagdes (COSY) em CDCl; da fragio PRHR-SPF4.
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O multipleto simétrico em 82,35 ppm presentes no RMN 'H, indica a possibilidade
de um dimero, levando a pensar que a estrutura se trata de uma lignana. A analise de DRX
de monocristal comprovou que se tratava de um dimero (figura 4.17), confirmando a

estrutura da lignana tetrahidrofuranica.

Figura 4.17: Estrutura da substancia PRHR-SPF4.
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Das trés possiveis configuragdes entre os substituintes do anel tetrahidrofuranico da

9 9’

lignana (figura 4.18), “trans, cis, trans”; “trans, trans, trans”; e “trans, trans, cis’, essa
ultima os sinais dos hidrogénios no carbono 7/7°, 8/8” e 9/9° diferem entre si, pois 0s
grupos arilicos em cis possuem rotagdo restrita acarretando a prote¢ao anisotropica de H-9°
e a desprotecdo de H-7’. As estereoquimicas trans, cis, trans e trans, trans, trans nao
apresentam distingdo dos hidrogénios oxibenzilicos (7/7°), metinilicos (8/8”) e metilicos
(9/9°) apresentando elementos de simetria nas moléculas (MORALIS, 2008; FERREIRA,
2013).

Figura 4.18: Estereoquimica relativa das lignanas tetra-hidrofuranicas.
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Adaptada FERREIRA, 2013.

A possibilidade de adquirir um cristal dessa substancia pela evaporacao lenta da

acetonitrila, permitiu a analise de DRX de monocristal, o que ajudou nao so6 elucidar toda a
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estrutura como também a definir sua estereoquimica. Na figura 4.19 € possivel observar os
grupos arilas em frans em relagdo aos grupos metilas, enquanto as metilas estao em cis. A
estereoquimica definida € trans, cis, trans. Todos os dados da andlise de DRX em

monocristal estdo no apéndice 1.

Figura 4.19: DRX de monocristal da substancia PRHR-SPF4: vista do fragmento crescente da molécula
C2H3,07, indicando o esquema de numeragdo dos atomos. Os elipsoides térmicos sdo desenhados no nivel
de probabilidade de 50%.
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A substancia foi identificada como a neolignana grandisina, ¢ a primeira vez que
essa substancia € relatada na espécie de Piper rivinoides Kunth. Porém ja foi anteriormente
isolada na espécie Piper solmsianum (FERREIRA, 2013) na esteroquimica trans, trans,
trans. Estudo mais aprofundado quanto a atividade bioldgica se faz necessario, ja que a

estereoquimica encontrada ¢ diferente da relatada até o momento.

4.3 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE Piper rivinoides KUNTH.:

A extracao dos oleos essenciais das folhas de Piper rivinoides Kunth. foi feita por
duas vezes, a primeira foi em 2019, onde o mesmo material vegetal foi destinado para a
preparacdo dos extratos e do 6leo. Com o objetivo de fazer mais testes uma nova coleta das
folhas foi feita em 2022, no mesmo local, no més de marco, correspondente ao da primeira

coleta, no qual o 6leo foi quimicamente analisado e enviado para testes biologicos.
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Os oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo e as analises foram feitas
por CG/EM, a tabela 4.6 mostra os principais compostos presentes no 6leo de 2019 e a
tabela 4.7 contém os constituintes do 6leo de 2022, ambos identificados pelo indice de
retengdo e comparacdo dos espectros de massas com a literatura (ADAMS, 2017). No
apéndice 2 e 3 estdo as tabelas completas com os compostos identificados em cada 6leo

essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.

Tabela 4.6: Principais constituintes presentes no 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth. coleta
2019.

1A IA tedrico* | Composto %
1007 | 1008 0-3- careno 9,00
1414 | 1417 E-cariofileno 4,34
1494 | 1500 o-muuroleno 16,08
1516 | 1517 miristicina 20,14
1545 | 1555 elemicina 22.25

*Indice aritmético tedrico ADAMS, 2017.

Algumas das substancias apresentadas na tabela 4.6 ja haviam sido identificadas em
LEAL et al., 2019, como o J-3- careno e o a-muuroleno, porém foi relatado 40,81% de
isoelemicina, tabela 1.1, enquanto nesse trabalho, o composto identificado como
majoritario foi a elemicina com 22,25%, figura 4.20 A e B. Essas substancias diferenciam
na posicao da ligagdo dupla da cadeia propenilica ligada ao anel benzénico.

Na tabela 4.7 estdo os principais constituintes do 6leo essencial de 2022, que apesar
de terem sido coletadas no mesmo més de margo, porém com trés anos depois, houve
diferenca na quantidade do composto majoritario, a elemicina estd presente em 61,44%
seguido do a-muuroleno com 10,98%, além de outros compostos que ndo apareceram
nesse Oleo essencial como a miristicina. Varios fatores externos podem acarretar a
diferenca nos constituintes do oleo essencial como ataque de pragas, solo, fatores
ambientais (SILVA at.al., 2013; BERGO at. al., 2017) como a escassez de agua que

ocorreram na regido sul do Brasil nos ultimos anos.

Tabela 4.7: Principais constituintes presentes no 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth. coleta
2022.

1A IA tedrico* | Composto Y%

1058 1054 y-terpineno 4,04

1421 1417 E-cariofileno 1,99

1497 1500 biciclogermacreno 3,58

1500 1500 a-muuroleno 10,98
1550 1555 elemicina 61,44

*Indice aritmético teérico ADAMS, 2017.
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Figura 4.20: Estrutura Elemicina e Isoelemicina: (A) Elemicina: composto majoritario do OE das folhas de
Piper rivinoides Kunth. analisado, 22,25% (2019) e 61,44% (2022); (B) Isoelemicina, composto majoritario
do OE das folhas de Piper rivinoides Kunth. relatado em LEAL et al., 2019, 40,81%
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A miristicina, figura 4.21 (A), identificada no OE com 20,14% e no extrato das
raizes em hexano, foi relatada anteriormente para Piper rivinoides Kunth em 13,3%
(RODRIGUESIA, 2021). Ja o composto o-muuroleno, figura 4.22, apresentou
porcentagens parecidas com as da literatura (LEAL, 2019).

Figura 4.21: Estrutura da miristicina e do §-3-Careno: (A) Miristicina: identificada no OE analisado em
20,14% (2019); (B) 6-3-Careno: identificado no OE analisado em 9% (2019) e 1,13% (2022).
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Figura 4.22: Estrutura do a-muuroleno: identificado no OE analisado em 16,08% (2019) ¢ 10,98% (2022).

(

QU] ==

oD

a-muuroleno



49

O potencial bioldgico dos o6leos essenciais vem sendo investigado e revelado
grande potencial para aplicagdes biomédicas (KUHN, et al., 2019). O conhecimento prévio
das substancias presentes no 6leo essencial nos d4 uma direcdo de futuros testes para
conhecer melhor seus efeitos e futuras aplicacdes. A elemicina, por exemplo, ¢ um
alquenilbenzeno presente em varias plantas medicinais, apresenta atividades
antimicrobiana, antioxidantes e antivirais. Em recente estudo, YANG, et al., 2019, mostra
que a ativacdo metabdlica da elemicina contribui para sua toxicidade, podendo causar
doengas hepaticas.

SENEME, 2021, reuniu varios estudos nos ultimos dez anos sobre a miristicina,
relatando que Oleos essenciais onde esse composto estava presente apresentaram atividade
anti-inflamatoria e antioxidante. J& os compostos a-Muuroleno e E-Cariofileno foram
analisados e apresentaram atividade farmacocinética e baixa toxicidade (BARBOSA, et al.,

2020).

4.3.1 Teste antimicrobiano do o6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.
coletadas em 2022:

Assim como ja relatado para os extratos brutos no item 4.1.3, o teste
antimicrobiano do 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth. rico em elemicina
foi analisado pela CIM e pela CBM em seis microrganismos, os dados positivos estdo na
tabela 4.8, ndo tendo apresentado agdo bactericida contra Salmonella choleraesuis e

Pseudomonas aeruginosa.

Tabela 4.8: Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas da planta de Piper rivinoides Kunth.
Concentragdo minima inibitéria (CIM) e concentragio bactericida minima (CBM) valores em mg mL"":

Microrganismo CIM (mg mL™") CBM (mg mL™")
Candida albicans 0,50 1,00
Staphylococcus aureus 0,031 0,062
Stapﬁylochcus 0.25 1,00
epidermides
Escherichia coli 0,25 1,00

Diferente do extrato, o dleo essencial apresentou agdo fungicida contra Candida
albicans com CIM (0,50 mg mL™') e CFM (1,00 mg mL"!), tendo o melhor resultado de
CIM (0,031 mg mL-1) e CBM (0,062 mg mL"') contra a bactéria gram-positiva

Staphylococcus aureus. Além disso, apresentou um bom resultado frente as bactérias
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gram-positiva Staphylococcus epidermides e gram-negativa Escherichia coli ambas com
CIM (0,25 mg mL') e CBM (1,0 mg mL™).
Devido a um resultado significativo em relagdo ao fungo Candida albicans, o 6leo

essencial foi mandado para outro tipo de teste fungicida, descrito a seguir.

4.3.2 Avaliagdo do efeito fungicida do 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.
coletadas em 2022:

Nesse teste fungicida o 6leo essencial de Piper rivinoides Kunth. foi avaliado pela
inibicao do crescimento de quatro fungos, Aspergillus niger, Aspergillus nomius, Fusarium
culmorum e Fusarium graminearu, cuja inibicao ¢ dada em porcentagem pela formula do
item 3.3.4.2.

Os resultados demonstram que houve variagdo na inibi¢do do crescimento entre os
isolados fungicos expostos ao 6leo essencial de Piper rivinoides Kunth. A espécie A. niger
foi a que demonstrou menor sensibilidade ao produto, com inibi¢ao do crescimento inferior
a 40%, enquanto o isolado de F. graminearum apresentou maior sensibilidade com

inibi¢do superior a 60% (figura 4.23).

Figura 4.23: Atividade fungicida do 6leo essencial de Piper rivinoides Kunth. pelo método de contato na
concentragdo de 1,5% contra isolados de Aspergillus niger, Aspergillus nomius, Fusarium culmorum e
Fusarium graminearum.

Inibi¢do fungicida do O.E. das folhas de P, rivinoides Kunth.
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Inibigao (%)




51

Até o presente momento sé foi verificado um relato da atividade antifungica do
oleo essencial de Piper rivinoides. Leal et al. (2019) avaliaram a agao fungicida desse 6leo
essencial pelo método de contato contra as espécies Candida albicans e Candida
tropicalis, demonstrando a sua eficacia em concentragdes inferiores a 1000 mg mL™', sendo
39-carene , o-murolene , (£) carpacin e (E)-isoelemicin os compostos majoritarios dessa
amostra. Entretanto, outras espécies do género Piper foram relatadas com atividade
fungicida contra isolados de Aspergillus e Fusarium (DA SILVA et al., 2017; DE
OLIVEIRA et al., 2021).

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que além da composi¢do quimica ser
um fator que pode afetar a atividade fungicida, esse efeito também pode ser influenciado
pelo organismo alvo (KUMAR et al., 2017). Ademais, outros fatores que também podem
determinar ou influenciar no potencial antifiingico dos oOleos essenciais, como por
exemplo, a concentragdo (LEAL et al., 2019), o método de aplicagao (ZIMMERMANN et
al., 2022) e o mecanismo de a¢ao (SOUZA et al., 2020).

4.4 FRACIONAMENTOS DOS EXTRATOS E DO OLEO ESSENCIAL:

4.4.1 Fracionamento do extrato das folhas de Piper rivinoides Kunth. em acetato de etila
Primeiramente no extrato das folhas ocorreu a retirada da clorofila, nessa etapa a
presenca da agua ¢ fundamental ja que a clorofila ¢ insolivel nesse solvente. Foi utilizado
metanol (maximo 20%) promovendo a floculacdo da clorofila, para filtragem em silica.
Antes do fracionamento do extrato, foi feito uma extragao liquido-liquido, como a
amostra filtrada estava em metanol e agua o solvente escolhido foi o hexano, pois ¢
imiscivel em metanol e dgua, assim os componentes que possuem uma solubilidade maior
em hexano foram separados. Em seguida essas fragdes passaram pelo processo de
cromatografia em coluna liquida a vacuo com a fase mével de diclorometano (DCM) e
acetato de etila, sendo que o fluxo da fase moével foi controlado por uma torneira
aumentando e diminuindo o vacuo. As amostras que apresentaram similaridade na CCD
foram agrupadas e pesadas, tabela 4.9, ficando a particdo de hexano fracionada em trés

sub-fracdes e a particdo de metanol fracionada em seis sub-fracoes.



52

Tabela 4.9: Massa das sub-fragdes que apresentaram caracteristicas semelhantes em CCD: Piper rivinoides
Kunth. extrato em acetato de etila das folhas
Particio Hexano

Amostra Massa (mg)
PRAF-Part.HFO1 6.8
PRAF-PartHF09 1,3
PRAF-PartHF11 4,0
Particio Metanol
Amostra Massa (mg)
PRAF-Part. MF1 16,2
PRAF-Part. MF6 34,1
PRAF-Part. MF8 45,7
PRAF-Part. MF9 18,8
PRAF-Part. MF12 16,4
PRAF-Part. MF14 22,2

As amostras que apresentaram maior massa (MF6, MF8 e MF9) foram submetidas
a cromatografia preparativa (CCDP). Apds uma CCD com revelacao de anisaldeido cada
uma das fracdes revelou mais de uma substincia. A figura 4.24, mostra um fluxograma

com todas as fragdes obtidas para futuras analises.

Figura 4.24: Fluxograma das fragdes do extrato de Piper rivinoides Kunth. em acetato de etila das folhas.
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4.4.2 Fracionamento do extrato das raizes de Piper rivinoides Kunth em metanol:
O extrato das raizes de Piper rivinoides Kunth foi fracionado em CC a vacuo, em
fase movel com gradiente DCM:AcOEt:MeOH. Foram obtidas 26 fracdes. A tabela 4.10

estdo os dados das massas obtidas das fragdes em sua respectiva fase movel.

Tabela 4.10: Massa das fragdes do extrato das raizes de Piper rivinoides Kunth. em metanol

Extrato das raizes em metanol

Codigo massa Fase movel

PRMR-CF1 |59mg |DCM(100%)
PRMR-CF2 |9,8mg |DCM(100%)
PRMR-CF3 |5,0mg |DCM(100%)
PRMR-CF4 |5,7mg |DCM:AcOEt(10%)
PRMR-CF5 | 1,8mg |DCM:AcOEt(10%)
PRMR-CF6 |4,4mg |DCM:AcOEt(20%)
PRMR-CF7 |2,1mg |DCM:AcOEt(20%)
PRMR-CF8 | 1,9mg |DCM:AcOEt(30%)
PRMR-CF9 ]2,2mg [DCM:AcOEt(30%)
PRMR-CF10 | 3,8 mg |DCM:AcOEt(40%)
PRMR-CFI11 | 2,0 mg [DCM:AcOEt(40%)
PRMR-CF12 | 3,3 mg |DCM:AcOEt(50%)
PRMR-CF13 | 6,9 mg |DCM:AcOEt(50%)
PRMR-CF14 | 2,8 mg |DCM:AcOEt(75%)
PRMR-CF15 1 4,7mg DCM:AcOEt(75%)
PRMR-CF16 | 4,0 mg |DCM:AcOEt(90%)
PRMR-CF17 | 4,7mg |DCM:AcOEt(90%)
PRMR-CF18 | 7,3 mg JAcOEt(100%)
PRMR-CF19 | 26,8 mg JAcOEt(100%)
PRMR-CF20 | 8,8 mg  JAcOEt(100%)
PRMR-CF21 | 27,0 mg JAcOEt:MeOH(5%)
PRMR-CF22 | 82,9 mg JAcOEt:MeOH(5%)
PRMR-CF23 | 92,0 mg JAcOEt:MeOH(10%)
PRMR-CF24 | 24,74 mg JAcOEt:MeOH(10%)
PRMR-CF25 | 27,8 mg JAcOEt:MeOH(25%)
PRMR-CF26 | 1,1009 g JAcOEt:MeOH(25%)

4.4.3 Fracionamento do 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.:

O oleo essencial da folha de Piper rivinoides Kunth (20 mg). foi fracionado por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), em fase movel hexano e DCM
(1:1) foram obtidas 4 fragcoes PROEF-PF1, PROEF-PF2, PROEF-PF3 ¢ PROEF-PF4.
Todas foram analisadas em CG/EM e apresentaram os compostos majoritarios nas fragdes

PF1 (elemicina 93,48%), PF2 (elemicina 88,38%) e PF4 (a-muuroleno 52,85%). A fracao
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PF3, por ter sido recolhida entre as manchas observadas nao apresentou nada significativo.

(Figura 4.25)

Figura 4.25: Fracionamento do 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides Kunth.

Oleo Essencial das folhas de Piper
rivinoides Kunth.

CCDP - SiO, (Hexano/DCM 1:1)

PROEF-PF1 PROEF-PF2 PROEF-PF3 PROEF-PF4
m=15,3 mg m=2.7mg m=15mg m=4 mg
Elemicina (93,48%) Elemicina (88,38%) a-muuroleno (52,85%)
\/
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As fragoes do oleo essencial e dos extratos obtidos como resultado desse trabalho

serdo utilizadas para analises futuras e testes biologicos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A analise dos extratos brutos de Piper rivinoides Kunth. mostrou que ndo ha grande
variedade dos compostos das raizes em comparagdo com as folhas. A atividade
antimicrobiana apresentou resultados significativos para os extratos das raizes em acetato
de etila e em hexano.

No fracionamento do extrato das raizes em hexano pela técnica de CLAE com
coluna semi-preparativa, foi possivel a identificagdo de quatro compostos, sendo trés deles
os arilpropanoides miristicina, safrol e elemicina. A identificacao da neolignana grandisina
ocorreu pelas técnicas de RMN e DRX de monocristal que foram essenciais para a
determinagdo da estrutura e a estereoquimica relativa do tetra-hidrofuranico em trans, cis,
trans que nessa configuragdo foi isolada pela primeira vez em espécies de Piper.

O estudo fitoquimico dos 6leos essenciais das folhas de Piper rivinoides Kunth.
ocorreu pela andlise de CG/EM, em que foram identificados 42 compostos no o6leo
essencial extraido da planta colhida em 2019, a mesma usada para o preparo dos extratos, e
33 compostos no oleo volatil de 2022. Em ambos foi identificado como composto
majoritario a elemicina, porém de 22,25% em 2019 foi para 61,44% em 2022, sendo essa
variagao possivelmente relacionada a fatores ambientais.

A presenca da elemicina e dos outros arilpropanoides nos extratos e nos 6leos pode

ser um dos fatores pela ocorréncia da atividade antimicrobiana e fungicida.
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7 APENDICES:
APENDICE 1: Dados cristalogréficos da Neolignana Grandisin.
Crystal structure analysis of C24H3207
Crystal data: C24H3,07, M = 432.49; Triclinic; space group P-1, a=9.6881(7) A, b=
10.5524(8) A, c= 12.1595(8) A, a = 106.599(2) °, B = 98.224(2)°, y = 102.613(3)°, V =

1134.15(14) A3,Z = 2, De= 1.266 Mg/m®, F(000) = 464, T = 299(2) K, u(Mo-Ka) = 0.092
mm™!, M(Mo-Ka) =0.71073 A.

Crystals are prism colorless. From a sample under oil, one, ca 0.525 x 0.522 x
0.390 mm, was mounted on a Micro-mount/mesh on a Bruker D8 Venture diffractometer,
equipped with a Photon 100 CMOS detector, Mo-Ka radiation and graphite
monochromator. Intensity data were measured by thin-slice ®- and ¢-scans. Total n°. of
reflections recorded, to Omax = 29 °, was 83656 of which 6029 were unique (Rint =
0.042); 4438 were 'observed' with [ > 2c1.

Data were processed using the APEX3 (1) program. The structure was determined
by the intrinsic phasing methods routines in the SHELXS program (2A) and refined by
full-matrix least-squares methods, on F2's, in SHELXL (2B). The non-hydrogen atoms
were refined with anisotropic thermal parameters. All hydrogen atoms were located in
differences maps and were refined isotropically and freely. At the conclusion of the
refinement, wR2 = 0.095 and R; = 0.144 (2B) for all 75644 reflections weighted w =
[6%(Fo?) + (0.0535P)? + 0.9317P]! with P = (Fo? + 2Fc?)/3; for the 'observed' data only, R;
=0.048.

In the final difference map, the highest peak (ca 0.25 and —0.22 e. A-3) is between
C(10) and C(11) atoms.

Scattering factors for neutral atoms were taken from reference (3). Computer
programs used in this analysis have been noted above, and were run through WinGX (4) at
the Universidade Federal do Parana.

References

(1) Program APEX3, Bruker AXS Inc., Madison, WI (2015).

(2) G. M. Sheldrick, SHELX — Programs for crystal structure determination
(SHELXT) and refinement (SHELXL-2014), Acta Cryst. (2008) A64, 112-122, (2015)
C71, 3-8 and (2015) A71, 3-8.

(3) 'International Tables for X-ray Crystallography', Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht (1992). Vol. C, pp. 500, 219 and 193.

(4) L. J. Farrugia, (2012)J. Appl. Cryst.45, 849-854.



62

Legends for Figures

Figure 1. View of grow fragment of molecule of C24H3,07, indicating the atom
numbering scheme. Thermal ellipsoids are drawn at the 50 % probability level.

Figure 2. Packing of molecules of CzsH3207, viewed along b axis. Thermal

ellipsoids are drawn at the 50% probability level. Hydrogen atoms were omitted for clarity.
p
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APENDICE 2: Constituintes presentes no 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides

Kunth. com coleta da planta em 2019.

Al Al tedrico* Composto %
931 932 a-pineno 0,2
987 988 mirceno 0,17
1005 1002 felandreno 0,21
1007 1008 careno 9
1015 1014 a-terpineno 0,24
1022 1020/ 1022 p-cimeno/ o-cimeno 0,35
1027 1024 limoneno 0,16
1055 1054 y-terpineno 0,8
1082 1086 terpinoleno 0,28
1363 1373 a-ilangeno 0,8
1371 1374 a-copaeno 0,54
1385 1389 p-elemeno 0,22
1414 1417 E-cariofileno 4,34
1425 1431 [-gurgeneno 0,21
1437 1442 6,9-guaiadieno 1,28
1444 1448 cis- muurola-3,5-dieno 0,32
1450 1452 o-humuleno 0,61
1454 1458 allo-aromadendreno 1,08
1470 1478 y-muuroleno 0,77
1475 1480 germacreno D 1,83
1483 1489 [-selimeno 0,15
1485 1478 y-muuroleno 0,06
1490 1500 biciclogermacreno 2,27
1494 1500 o-muuroleno 16,08
1497 1506 (2)-a-bisaboleno 0,39
1500 1500 n-pentadecano 1,18
1508 1513 y-Cadineno 0,21
1516 1517 miristicina 20,14
1545 1555 elemicina 22,25
1552 1559 germacreno B 0,41
1558 1561 E-nerodidol 0,28
1563 1570 cis-Muurol-5-em-4-a.-ol 0,09
1575 1582 oxido cariofileno 0,61
1601 1600 guaiol 0,16
1612 1620 dilapiol 2,60
1636 1640 epi-a- cadinol 0,80
1640 1644 o-muurodol 1,33
1649 1640 epi-a- cadinol 1,08
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1667 1677 occidenol 0,20
1683 1679 khusinol 0,13
1686 1684 cedranol 0,13
1700 1700 n-heptadecano 0,34
Total 94,30

*Indice aritmético teérico ADAMS, 2017.

APENDICE 3: Constituintes presentes no 6leo essencial das folhas de Piper rivinoides

Kunth com coleta da planta em 2022.

Al Al tedrico* Composto %
933 932 o-pineno 0,53
949 946 canfeno 0,23
988 989 2-hidroxi-3-metilpentanoato de metila 0,12
1010 1008 0-3-careno 1,13
1017 1014 a-terpineno 1,67
1024 1020 /1022 para-cimeno/orto-cimeno 1,14
1045 1032 E-B-ocimene 0,14
1058 1054 y-terpineno 4,04
1369 1374 isoledeno 0,86
1377 1374 o-copaeno 0,49
1384 1387 -bourboneno 0,15
1390 1400 B-longipineno 0,17
1421 1417 E-cariofileno 1,99
1431 1430 -copaene 0,12
1442 1442 6,9-guaiadieno 0,8
1449 1450/ 1451 cis ou trans-muurola-3,5-dieno 0,25
1457 1452 o-humuleno 0,19
1462 1460 / 1464 allo-aromadepdreno / 9-epi-E- 0.63
cariofileno
1473 1475 y-gurjunene 0,24
1476 1478 y-muuroleno 0,59
1482 1478 y-muuroleno 1,32
1497 1500 biciclogermacreno 3,58
1500 1500 o-muuroleno 10,98
1520 1528 zonareno 1,74
1531 1529 kessano 0,53
1550 1555 elemicina 61,44
1561 1559 germacreno B 0,28
1580 1577 spatulenol 0,85
1584 1585 presilfiperfolan-8-ol 0,21
1599 1600 guaiol 0,19
1629 1638 epi-a-cadinol 1,08
1649 1644 o-muurolol 0,99
1659 1656 valerianol 0,77
Total 99,44

*Indice aritmético teérico ADAMS, 2017.



