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RESUMO
Ferreira, E. A. 2-Acil-cicloexano-1,3-dionas de Peperomia trineura (Miq.). 2009.
139p. Dissertacdo — Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo.

O extrato bruto da planta inteira (Peperomia trineura) foi submetido a
cromatografia de adsorcdo em silica gel, cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) e CLAE semipreparativa, resultando no isolamento de cinco
policetideos inéditos em funcdo do comprimento ou presenca da insaturacdo na
cadeia alquilica. A elucidagao estrutural destes policetideos foi realizada com base
nas analises espectroscopicas de RMN 1D e 2D, infravermelho e espectrometria de
massas de baixa e alta resolucdo. As fracdes provenientes do extrato bruto foram
testadas frente a duas linhagens de células leucémicas (K-562 e Nalm 6),
apresentando atividades consideraveis. Ja os policetideos tiveram seu potencial
antifungico avaliado frente a duas espécies de fungos fitopatogénicas -
Cladosporium cladosporioides € C. sphaerospermum - e apresentaram atividade

fraca e média variando de acordo com suas estruturas.

Palavras-chave: Piperaceae, Peperomia trineura, policetideos, antifungico,

antitumoral.



ABSTRACT
Ferreira, E. A. 2-Acylcyclohexane-1,3-diones from Peperomia trineura (Miq.).
2009. 139p. Masters Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo.

The crude extract of whole plant (Peperomia trineura) was subjected to
adsorption chromatography on silica gel, preparative thin-layer chromatography
(CCDP) and semi-preparative HPLC, resulting in the isolation of five novel
polyketides with variable chain lenght or presence of unsaturation in the alkyl chain.
The structural elucidation of these compounds was based on spectroscopic
techniques for 1D and 2D NMR, infrared and low and high resolution mass
spectrometry. The fractions from the crude extract were tested against the two
leukemic cell lines (K-562 and Nalm 6), showing considerable activities. The
polyketides were evaluated against the phytopathogenic fungi - Cladosporium

cladosporioides and C. sphaerospermum - and displayed low and medium activity.

Keywords: Piperaceae, Peperomia trineura, polyketides, antifungal, antitumour.
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1. INTRODUCAO

Desde tempos imemoraveis, os homens buscam na natureza recursos para
melhorar suas condicdes de vida. O uso de plantas como alimento sempre existiu,
mas o uso de plantas com o propésito medicinal para o tratamento de doencgas teve
inicio ha aproximadamente 5000 anos. Manuscritos deixados por civilizacbes que
viviam na China, india e paises vizinhos, indicam que estes povos detinham amplo
conhecimento sobre plantas medicinais (Hamburger e Hostettmann, 1991). Com o
passar dos tempos a humanidade cada vez mais tomou conhecimento sobre a
importancia do uso de plantas para diversas finalidades e os produtos naturais tém
sido uma valiosa fonte de compostos para muitas aplicacbées no campo da medicina,
agricultura e biologia.

Os primeiros relatos sobre os beneficios das cascas de Salix alba
(Salicaceae) e Filipendula ulmaria (Rosaceae) vém do século V a.C. em que a planta
era utilizada para diminuir as dores do parto. Hoje se sabe que nas cascas de Salix
alba (Salicaceae) e Filipendula ulmaria (Rosaceae) contém derivados do acido

salicilico como a salicina e salicigenina (Figura 1) (Hostettmann et al., 2003).

OH HO OH o) OH
@]
(o) OH 0
\ﬁ)ﬂ"l \n/
HO
(0]
salicina saligenina acido acetilsalicilico

Figura 1: Acido acetilsalicilico e derivados.

Ha 4000 anos a.C. os sumérios utilizavam a papoula (Papaver somniferum)

por suas propriedades analgésicas, em que o composto majoritario € a morfina
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(Figura 2), um alcaléide com propriedade narcética, utilizada como

analgésico(Hostettmann et al., 2003).

Figura 2: Morfina.

No inicio do século XIX com o advento da quimica farmacéutica, as plantas
tornaram-se a principal fonte de recursos para o desenvolvimento de novos
farmacos. Neste periodo, a éarea de farmacos sintéticos desenvolveu-se
enormemente em busca de novas drogas. Porém, os compostos de origem natural
sao considerados indispensaveis, pois além de seu uso direto como farmacos,
também sao utilizados como protoétipos para a sintese de compostos biologicamente
ativos; submetidos a modificagcdes estruturais na busca do aumento de sua atividade
biolégica e/ou para diminuir sua toxicidade (Figura 3) (Hostettmann et al., 2003).

H PRODUTOS SINTETICOS
mDBIOLOGICOS
PRODUTOS NATURAIS

B DERIVADOS DE PRODUTOS
NATURAIS

HPRODUTOS SINTETICOS
MODELADQOS A PARTIR DE
PRODUTOS NATURAIS

Figura 3: Fonte de agentes terapéuticos (Hostettmann et al., 2003).

No periodo de 1970 a 2006, 24 produtos naturais oriundos de plantas, fungos

e bactérias tiveram aprovacgéo para uso como droga (Tabela 1) (Ganesan, 2008).
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Tabela 1: Os 24 produtos naturais aprovados para uso como drogas entre 1970 e 2006 (Ganesan, 2008).

Nome, Ano da Nome comercial e
descoberta e classe Estrutura Origem Descobridor ano de introducao
do composto no mercado

Validamicina, 1970 Acarbose, 1990

Oligosacarideo Actinomiceto Takeda (Japao) Voglibose, 1994
M|decqm|0|na,1971 Actinomiceto Meiji (Japao) Miocamicina, 1985
Macrolideo
OH
HO 0
Acido pseudomonico, \é ~ . .
1971 Policetideo Y\<l\ o \r/:f/v\j Bactéria Beecham (UK) Mupirocina, 1995
OH ©
HOOC
Taxol, 1971 Planta Res Triangle Inst/NIH Paclitaxel, 1993
Diterpeno (USA) Docetaxel, 1995
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Cefamicina C, 1971
B-lactama

Coformicina, 1974
Nucleosideo

Equinocardina B, 1974
Ciclopeptideo

Mizoribene, 1974
Nucleosideo

Actinomiceto

COH 0
N Actinomiceto
H—O _O.
AH HE
= =

Fungo

Fungo

Lilly (USA)

Inst Microbial Chem (Jap)

Ciba-Geigy (Sui)

Toyo (JAP)

Moxalactama, 1982
Cefotetama, 1984
Cefbuperazona, 1985

Pentostatina, 1992

Caspofungina, 2001
Micafungina, 2002
Anidulafungina, 2006

Mizoribina, 1984
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Rapamicina, 1974
Policetideo

Compactina, 1975
Policetideo

Ciclosporina A, 1975
Ciclopeptideo

Lipstatina, 1975
Policetideo

Actinomiceto

Fungo

Fungo

Actinomiceto

Ayerst (CAN)

Sankyo (JAP)

Sandoz (SUI)

Roche (SUI)

Sirolimus, 1999
Everolimus, 2004
Anidulafungina, 2006

Lovastatina, 1984
Simvastatina, 1988
Pravastatina, 1989
Fluvastatina, 1994
Atorvastatina, 1997
Cerivastatina, 1997
Pitavastatina, 2003
Rosuvastatina, 2003

Ciclosporina, 1983

Orlistati, 1987
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Bestatina, 1976 i Actinomiceto  Inst Microbial Chem (JAP)  Ubenimex, 1987
Peptideo
HoN N CoH
OH
Imipenema, 1985
HO W NH, Meropenema, 1994
T icida. 1976 )4 /—/ Panipenema, 1994
|<|ane;m|0| a, \ )= Actinomiceto Merck (USA) Faropenema, 1997
B-lactama S Biapenema, 2002
CO.H Ertapenema, 2002

Doripenema, 2005

Artemsinina, 1987

Artemisinina, 1997 Artemeter, 1987

Sesquiterpeno Planta Qinghaosu Res Grp (PRC) Artenusato, 1987
Arteter, 2000
F(_)rscolina, 1977 Planta Hoechst (IND) Colforsina, 1999
Diterpeno
OH
AN

P[aunotol, 1977 HO Planta Sankyo (JAP) Plaunotol, 1987
Diterpeno
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Avermectina Bqa, 1979
Policetideo

SQ26, 180, 1981
B-lactama

Espergualina, 1981
Peptideo

Arglabina, 1982
Sesquiterpeno

OCHa

HO,,

QCH,
o” "o.,

Actinomiceto

Actinomiceto

Bactéria

Planta

Kitastato Inst (JAP)/Merck
(USA)

Squibb (USA)

Inst Microbial Chem (JAP)

Inst Phytochem (USSR)

Ivermectina, 1987

Aztreonam, 1984
Carumonam, 1988

Gusperimus, 1994

Arglabina, 1999
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FK506, 1984
Policetideo

Daptomicina, 1986
Ciclodepsipeptideo

Caliqueamicina, 1988
Policetideo

Actinomiceto

Actinomiceto

Actinomiceto

Fujisawa (JAP)

Lilly (USA)

Lederle (USA)

Tacrolimus, 1993

Daptomicina, 2003

Gemtuzumab, 2000
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Um numero significante de produtos naturais disponiveis hoje para uso
comercial tem como origem as plantas superiores (Soejarto, 1996).

O numero de plantas foi estimado em 500.000 espécies (Dixon, 1999), mas
somente de 15 a 17% dessas espécies foram estudadas quanto ao seu potencial
medicinal (Soejarto, 1996). Tal fato desperta interesse de grandes empresas na
busca de novos compostos de origem vegetal com atividade biol6gica (Hamburger e
Hostettmann, 1991).

Os produtos naturais de origem vegetal apresentam uma grande variedade de
classe de compostos e estruturas que incluem alcaléides, terpenos, flavondides,
policetideos, fenilpropandides, entre outros (Wink, 2003).

Um dos mais conhecidos produtos naturais, o taxol - um diterpeno (Figura 4)
que apresenta atividade contra cancer de mama e ovario - € extraido da casca do
pinheiro Taxus brevifolia (Taxaceae) e das folhas de varias espécies de Taxus. Sua

aprovacao junto ao FDA ocorreu em dezembro de 1992 (Ganesan, 2008).

Taxol® Taxotere®

Figura 4: Paclitaxel (Taxol®) e seu derivado Docetaxel (Taxotere®).
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1.1. Policetideos

Os policetideos representam uma importante classe de produtos naturais,
podendo ser encontrados em diversos organismos, incluindo bactérias, plantas e
fungos (Staunton e Weissman, 2001; Austin e Noel, 2003). Apresentam grande
variedade estrutural, incluindo estruturas das mais simples como o &cido 6-
metilsalicilico até estruturas bem complexas como a anfotericina B (Figura 5).
Também se destacam como compostos biologicamente ativos, incluindo a atividade
antibiética, antitumoral, antifingica, antiparasitaria e propriedades

imunossupressoras (Staunton e Weissman, 2001).

nonensina A
Antibidtico
rapamicina A

imunosupressor
m,
OH
OH (0]
aflatoxina B1 acido 6-metilsalicilico lovastatina
Antitumoral Antibiético Anticolesterol

O 0.
anfotericina B
Antifingico HO “OH

NHz

Figura 5: Exemplos de policetideos com atividade biologica.
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A biossintese dos policetideos de estruturas complexas e a dos acidos graxos
estdo intimamente relacionadas. Suas rotas biossintéticas apresentam muitas
semelhancas no que diz respeito a formacdo da cadeia alquilica, onde estao
envolvidas etapas de condensacao, reducao, desidratacdo, além de apresentarem
precursores em comum (Austin e Noel, 2003).

As enzimas envolvidas nos processos de formacdo dos policetideos sao
denominadas de PKSs (policetideo sintases), sendo estas classificadas em trés
tipos: PKS I, PKS Il e PKS llI (Staunton e Weissman, 2001; Austin e Noel, 2003).

e PKS |: Enzima multifuncional organizada em mdédulos, responsavel
pela sintese de macrolideos - como a rapamicina A (Figura 5). Este
tipo de enzima é analogo as enzimas encontradas nos vertebrados
responsavel pela sintese de acidos graxos e esta tipicamente envolvida
na biossintese de policetideos em fungos.

e PKS Il: Complexo enzimatico monofuncional. Os sitios ativos estao
distribuidos entre polipeptidios pequenos e monofuncionais. Catalisa a
formacdao de compostos que requerem aromatizacao e ciclizagcao.
Estao envolvidas na biossintese de produtos naturais de bactérias.

e PKS lll: Responsavel pela biossintese de chalconas e estilbenos em
plantas e poliidroxifendis em bactérias. Sao proteinas pequenas com

uma cadeia polipeptidica simples.
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1.1.1. 2-Acil-cicloexano-1,3-dionas

Os policetideos denominados 2-acil-cicloexano-1,3-dionas (Figura 6) sdo de
ocorréncia restrita na natureza, sendo encontrados somente em espécies dos
géneros Peperomia (Piperaceae), Virola (Myristicaceae) (Tabela 2) e em larvas de
insetos das ordens Lepidoptera e Hymenoptera (Tabela 3). Neste ultimo caso,
atuam como cairomoénios para parasitéides. Os cairombnios constituem-se numa
classe de produtos que favorecem individuos de outras espécies (receptor), atuando
como horménios de oviposicao dos parasitéides (Sbarbati e Osculati, 2006).

Alguns relatos encontrados na literatura indicam que estes policetideos sao

promissores agentes antitumorais (Tabela 2).

R3
Ry=Ro= H, CHs OH

Rs=H, OH
R4= CHjs, fenila, alquila, alquilfenol.

Figura 6: Estrutura bésica de uma 2-acil-cicloexano-1,3-diona.
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Tabela 2: Ocorréncia de 2-acil-cicloexano-1,3-dionas em espécies de Peperomia e

Virola.
Espécie Atividade Estrutura Referéncias
OH (0]
Peperomia
dindygulensis ) (Wu etal, 2005)
(@]
OH O O Ri
Citotéxica ‘ n Re
.. contra células o) .
P. duclo Ri R Li et al., 2007b
uciouxi WI-38, VA-13 e OH 1 OCHO, n=8 ( )
HepG2 2 OCH:0, n=10
3 OCH:0, n=12
4 OCH20, n=14
5 H H, n=12
OH (o]
O,
* D
O 0
OH
Citotoxica OoH Q
P. sui co;(t)rilg_a:ugas ‘ 1 O (Cheng et al., 2003)
NUGC-3 o)
OH O
"M
(6]
OH
OH (¢]
15
(0]
P. proctorii i OH (Seeram et al.,
P oH o 2000)

Virola elongata

OH

OH O

OH

(Kato et al., 1985)
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OH O
i - o (Azevedo et al.,

V. oleifera 0 ok

OH
Antiproliferativa OH ©
V. sebifera o & e has D (Denny et al., 2008)
NCI-ADR HO 0 %

V. surinamensis

~
)

[¢]

(Blumenthal et al.,

1997)

Tabela 3: Ocorréncia de 2-acil-cicloexano-1,3-dionas em espécies de insetos.

4 o~
5\/\/\/\/\/\/\/\
6\/\/\/\M/\/\

7MWN

Espécie Ordem Atividade Estrutura Referéncia
. OH O
Venturia canescens | Hymenoptera
n =13
_ Cairomonal it\(mﬁ/\ 2: 15
_Plodia Lepidoptera °
interpunctella (Nemoto,
1987)
OH 0
. . n=13
Cadra cautella Lepidoptera | Cairomonal it\f‘\ﬁﬁf\ n=15
n=17
O
OH O
R R
M\/\/\/\/\/%
1 R~
2 AV VY Ve VY
Ephestia kuehniella | Lepidoptera | Cairomonal | 3 _ _~_~_—_~_~_ | (Mudd, 1983)
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Ephestia kuehniella

Lepidoptera

Cairomonal

(Mudd, 1983)

Plodia
interpunctella

Lepidoptera

Cairomonal

(Kuwahara et
al., 1983)

1.1. Produtos naturais com atividade antifungica.

Devido ao aumento da resisténcia microbiana e de infeccbes causas por

fungos, é constante a busca por agentes antifingicos mais eficazes e com um amplo

espectro de acdo. Além de seu uso como medicamento, os produtos antifungicos

encontram uso na agricultura, conservagao de alimentos e cosméticos (Hadacek e

Greger, 2000; Barrett, 2002). E, nesse sentido, os produtos naturais oriundos de
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micro-organismos € plantas sdo as principais fontes de potenciais produtos (Fenner
et al., 2006).

Os fungos sao frequentemente relacionados a doencas oportunistas, pois,
aproveitam-se de sistemas imunoldgicos debilitados. Nos Uultimos anos, tém-se
observado um grande aumento do nimero de infeccoes em pacientes portadores do
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), onde a principal infeccdo € causada pelo
fungo Cryptococcus neoformans (Marqui et al., 2008).

Um dos mais potentes agentes antifungicos é a anfotericina B (Figura 7). Ela
atua ligando-se a um constituinte da membrana plasmatica (ergosterol), alterando a
permeabilidade da membrana celular e ocasionando a perda de constituintes do
citoplasma. Dessa forma, causa modificagdes no metabolismo do fungo, levando-o a
morte celular (Martinez, 2006). Porém, a anfotericina B acarreta efeitos colaterais,
limitando seu uso clinico.

As doencas causadas por fungos sdao um fator de grande importancia a ser
considerada na producao agricola mundial (Fenner et al., 2006). Estima-se que 20%
da produgdo mundial de graos € perdida por essas doencas (Hadacek e Greger,
2000).

Uma doenca conhecida como carvao interno, que ocorre nos frutos do
mamao, deixa a fruta numa condicao inapropriada para o seu consumo. O fungo
mais frequentemente encontrado nos frutos doentes € o Cladosporium
cladosporioides (Vieira et al., 2005).

O Cladosporium é um dos maiores e mais heterogéneos géneros de
hifomicetos. Suas espécies podem ser endofiticas, patogénicas humanas,

fitopatogénicas e saprofitas (Crous et al., 2007).
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nistatina
NH,
OH
N/\[l\l l\\l/\\\N Cl NH,
F
\=N N~/ 7z
o] N
(¢]] H
F NH
fluconazole pirronitrina flucitocina

Figura 7: Agentes antifungicos.

1.2. Produtos naturais com atividade antitumoral

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), em 2005, das 58 milhdes
de mortes, 7,6 milhdes sao atribuidas aos mais diversos tipos de cancer existentes
(Cossy, 2008). No entanto, mais de 90% dos tumores podem ser prevenidos. Afinal,
cigarro, alcool, poluicdo, raios ultravioleta e dieta sdo os maiores responsaveis por
este indice (Aggarwal et al., 2008). Dentro deste quadro, a busca por agentes

antitumorais torna-se incessante, e os produtos de origem natural sdo uma das
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principais fontes de recursos para aquisicdo e desenvolvimento de novas drogas.
Mais da metade das drogas atualmente comercializadas sdo produtos naturais ou
relacionadas a eles (Newman e Cragg, 2007). Considerando os agentes
antitumorais, esta propor¢ao supera 60% (Gordaliza, 2007).

Atualmente, mais de 30 compostos de origem natural estdo em diferentes

fases de estudo clinico para os mais diversos tipos de cancer (Figura 8) (Gordaliza,

2007).
0]
HN
m, S\HN _~
0s
\: O\/EH HN” SO
O
o] OH O O
ixabepilona romidepsina

OH HO

ZT

HO

G F
ECO-4601

Figura 8: Produtos naturais em fase de estudo clinico contra células cancerigenas.

Entre os produtos naturais oriundos de plantas com atividade antitumoral
destacam-se o paclitaxel e docetaxel com atividade contra cAncer de mama e ovario,

além da vinblastina, vincristina e seus derivados vindesina e vinorelbina (Figura 9).
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vinblastina vincristina

vindesina vinorelbina

Figura 9: Vinblastina, vincristina e seus derivados vindesina e vinorelbina.

1.3. A familia Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales, e suas espécies estdo
distribuidas entre cinco géneros: Macropiper, Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia
(Jaramillo et al., 2004). Estes ultimos trés sdo encontrados no Brasil sobretudo nas
florestas Atlantica e Amazoénica (Monteiro e Guimaraes, 2008). Os géneros mais
representativos, em numero de espécies, sao Piper e Peperomia, com
aproximadamente 2000 e 1600 espécies, respectivamente (Wanke et al., 2006).

Um grande numero de espécies sao encontradas em regides tropicais e

subtropicais (Scott et al., 2005) sob porte arbustivo, herbaceo ou arbéreo, com
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arvores podendo alcancar mais de trés metros de altura (Figueiredo e Sazima,
2000).

A espécie mais conhecida da familia Piperaceae e pertencente ao género
Piper é a Piper nigrum (Figura 10), popularmente conhecida como “pimenta-do-
reino”. Suas sementes, sao utilizadas popularmente como tempero, e possuem
grande importancia econbémica mundial ha muitos anos. As substancias
responsaveis pelo seu sabor picante sdo as amidas aromaticas, destacando-se a

piperina.

piperina

Figura 10: Piper nigrum e a estrutura da amida aromatica piperina.

Além das amidas, espécies da familia Piperaceae apresentam em sua
composigdo quimica fenilpropandides, lignanas, neolignanas, acidos benzdicos,
cromenos, alcaldides, policetideos, flavondides e pironas (Tabela 4). Devido a
grande variedade de metabdlitos secundarios, a familia Piperaceae tem sido uma
importante fonte de compostos biologicamente ativos (Scott et al., 2005; Kato e

Furlan, 2007) (Tabela 4).
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Tabela 4: Produtos naturais de espécies de Piperaceae.

Espécie Atividade Estrutura Classe de Referéncia
compostos
o
Piper Antitumoral © Cromenos (Baldoqui et al.,
aduncum fraca o 1999)
Meo)l\©ij<
O
oY
o ° Amidas/ (Silva et al
P. arboreum Antifangica v
9 o Alcalbides 2002)
O
S0
o)
OH (e}
=
HO
coom Acido benzéico/
.P. ' Antifangica _ . (Danelutte et al.,
crassinervium COOH H|droqu|nona3 2003)
@\/YVY
OH
OMe
ol
OH O H
P. marginatum | Antifungica Flavanéides (Re|92%d0a7;e tal,
OMe
MeO\Q;Og}.\Q/
OH [e]
OMe
A
Antitrombética NN N (G|e1|;[329§§ al.,
P. Pironas
methysticum OMe
~ . \
Antse:)gborglca NN N (Kretzschmar et
estricnina o al, 1970)
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MeO.

MeO
OMe OMe

P. , . 0, . (Martins et al.,
solmsianum Tripanocida o} Lignanas 2003)
OMe OMe
O,
D
OMe OMe
oH 9 O
Citotoxica ‘ o
Peperoma célas Wi- - - Policetideos | (Li et al., 2007b)
38, VA-13 e YPYL

HepG2 ‘ o 0
(o}

1.4. Género Peperomia

O género Peperomia é o segundo maior em quantidade de espécies da
familia Piperaceae, compreendendo de 1500 a 1700 espécies (Wanke et al., 2007).

Sao plantas epifitas, rupiculas, terrestres ou suculentas, encontradas em
regides de florestas Umidas e areas montanhosas (Monteiro e Guimaraes, 2008). A
maioria de espécies ocorre nos neotrdpicos, seguidas pelo sul da Asia com
aproximadamente 100 espécies; Africa com cerca de 20 espécies; Madagascar, com

aproximadamente 40 espécie; Nova Zelandia e Australia com menos de 20 espécies
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(Wanke et al., 2006). Também podem ser encontradas no sul da América do Norte e

no Norte da América do Sul (Mathieu, 2007).

Muitas espécies sao cultivadas e comercializadas mundialmente como

plantas ornamentais (Figura 11).

A R

F'epemmra nitidgWariegata’
f Guids Muthisu rr
B S

; 1 \J
Omia QM 'Variegata'

4 PPmemiﬂ mammrata
= Photn G5 ido Mathies et g 4___ Pholo © Guido Mathieu

Figura 11: Espécies de Peperomia utilizadas como plantas ornamentais.

Popularmente sao utilizadas como plantas medicinais com as mais diversas

finalidades: Peperomia pellucida é utilizada no tratamento de impoténcia sexual,
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desordens mentais e cancer de mama (Aziba et al., 2001); P. vulcanica é usada
contra esterilidade; P. japonica é utilizada contra tumores malignos (Mbah et al.,
2002); P. duclouxii é utilizada contra cancer (Li et al., 2007b); P. glabella é utilizada
contra asma (Monache e Compagnone, 1996); P. tetraphylla é usada para casos de
disenteria (Zhang et al., 2007) e P. dindygulensis € utilizada contra dores de
estbmago (Wu et al., 2005).

Apesar da grande quantidade de espécies, somente uma pequena fracao teve
o estudo fitoquimico realizado, comparado com estudos envolvendo espécies de
Piper. Apesar da poucas de espécies estudadas, os resultados mostraram a
ocorréncia de uma grande variedade de metabdlitos secundarios e muitos destes

apresentaram atividade bioldgica frente a diversos ensaios (Tabela 5).
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Tabela 5: Produtos naturais de espécies de Peperomia.
L. i | A
Espécie Atividade Estrutura ccc:):fpsoes?:s Referéncia
MeO
. . . (Felippe et al.,
Tripanocida - Lignanas 2008)
Peperomia
blapnda
i Cromenos (Velozo et al.,
2006)
. on (Velozo et al.,
Antioxidante Flavonas 2009)
e i . (Seeram et al.,
P. clusiifolia Benzopirona 1998)
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P.
dindygulensis

Antiinflamatéria

Policetideo
-\
o 0
MeO OMe
R4 0’\
R, O
i, O Lignanas
MeQO' OMe
R40—§. OR;3
R4 R Rs R4
1 OCH20 Ac H
2 OCH20 H Ac
3 OCHz; OH Ac Ac
4 OCHs; OCHsz Ac H

(Wu et al.,
2005)

Secolignanas

(Govindachari
et al., 1998)
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P. duclouxii

Ri  Re
1 OCH:0, n=8
2 OCH20, n=10
3 OCH:0, n=12
4 OCH20, n=14
5 H H, n=12

Policetideos

OMe
R1 R2
1 OCH20
2 OCHs OH
3 OH OH
Atividade o\
contra células Lignanas (Li et al.,
VA-13 e o | 9 2007a)
HepG2 8
[ 0 e T H
MeO. =
o
HOD
OMe
O,
r
O
MeO °
HO =
MeO/%
o) —0AC
<OI;© ""n,,,_oAc
OMe S Lignana
MeO/Q\OMe
OH
OH
sesquiterpeno
OH
Citotdxica
contra células o o (Li etal.,
WI-38, VA-13 ‘ “ ) 2007b)
e HepG2 0
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Quinonas
preniladas
. Contra (Mahiou et al.,
P. galioides | | oishmania 1996)
Diidroquinona
prenilada
(Monache e
P. glabella - Secolignana Compagnone,
1996)
OMe
Ri Re Rs
1 OH OH OCH3
2 OCHO OH
P. heyneana | Contra HIV Lignanas (zhang et al,

OMe

MeO OMe

OAc

2007)
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P. obtusifolia

HO

OH

Difenol
prenilado

F
HO Benzopironas | (Tanaka et al.,
) o 1998)
ANF
G
Q OH
Z N\
Benzoquinona
Chalcona
0\
O
O !
0
o
N (6]
\o: ;
/O
. . lignanas (Mota et al.,
Tripanocida 2009)
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Flavona

s . . (Mota et al.,
P. obtusifolia | Tripanocida on R COOH 2009)
R H
X
Benzopironas
OH
NN
0]
Ri R: Rs
1 CH2  OCHs
2 H CHs OH
P. pellucida Antitumoral Lignanas (Xu et al., 2006)

Ri Rz Rs
3 OCH:O0 H
4 OCHs OH Ac

OMe O

MeO I |
OMe l OMe

MeQ
OMe
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Fenilbutandide

<o G
o) OMe Fenilpropandide
OMe
. oM oM j
P. pellucida - ¢ ] e (Bayzrggoit al.,
MeO O O OMe
OMe OMe
QMe Norlignanas
MeO
\QD OMe
OMe o
OMe
OMe
OH (o]
@fb\%/
OH
OH O
i 1 Policetideos (Seeram et al.
P. proctorii - s ;
) 2000)
OH
OH O
(0]
OH
OH
P. serpens Fungicida Cromenos (Kitamura et al.,

HO X

2006)
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= Policetideos
1
¢]
OH
OH O
. . (Cheng et al.,
P. sui antitumoral e - 2003)
Secolignana
Sesquiterpeno
Norlignana
P. tetraphylla - (Li et al., 2007c)
(0]
0 XN
< :Q/\)‘\ome Fenilpropandide
O
OMe
o
MeO
HO' o
A
(o}
MeO'
O OMe
e - (Salazar et al.,
P. villipetiola Fungicida 0 Cromenos 2005)
MeO A 3 R=H
4 R=Me
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P.vulcanica

Cromenos

(Mbah et al.,
2002)

1.4.1. Peperomia trineura (Miq.)

A espécie Peperomia trineura (Figura 12) é uma erva que pode ser epifita ou

rupicula, alcangando de 15 a 25 cm de altura (Monteiro e Guimaraes, 2008). No

Brasil é encontrada em todos os estados da regiao sul e sudeste, exceto no Espirito

Santo.

Esta espécie é reconhecida pela fitotaxia verticilada, tamanho e forma das

folhas. Seu florescimento e sua frutificacdo ocorrem de dezembro a fevereiro

(Monteiro e Guimarées, 2008).
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Figura 12: Peperomia trineura (Foto: Massuo Jorge Kato).
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2. OBJETIVOS

1.1. Descrever os principais metabdlitos secundarios através do fracionamento
cromatografico do extrato da planta inteira (folhas, caules e frutos) de Peperomia

trineura e elucidacao estrutural através de andlises espectroscépicas.

1.2. Avaliar a atividade antifungica frente as espécies Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum, e antitumoral as células leucémicas K562

e Nalm 6, dos extratos e/ou produtos isolados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Generalidades metodologicas

Os solventes utilizados nas extragdes e nas eluicdbes das colunas
cromatograficas foram de grau PA e previamente destilados. Para as analises
cromatograficas em CLAE foram utilizados solventes de grau cromatografico (Tedia).

Para as colunas cromatograficas abertas foram utilizadas silica gel do tipo 60,
com particulas 63-200 um da Merck.

Para CCDP foram utilizadas tanto placas de silica gel comerciais como placas
confeccionadas no laboratério. As placas de silica gel comerciais utilizadas
apresentavam espessura de 25 mm e tamanho das particulas de 17 um, sobre
suporte de vidro (20x20 cm) da Sigma-Aldrich. Ja para a confec¢do das placas no
laboratério, utilizou-se silica 60 PFzs4 com particulas de 5-40 ym da Merck e
espessura de 1 mm sobre suporte de vidro (20x20 cm).

Para CCDA, foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 PF254 para
cromatografia de camada fina, sobre suporte de aluminio da Merck.

As placas de CCDA e CCDP foram reveladas sob lampada ultravioleta (254 e
365 nm). Apo6s este procedimento, as placas de CCDA foram reveladas com
aspersdo de uma solucdo a 2% de sulfato cérico em &cido sulfarico (2 mol.L™")
seguido de aquecimento em chapa.

Os espectros no infravermelho foram obtidos por meio de pastilhas de KBr em
espectrémetro Bomen MB100.

As analises em CLAE foram obtidas em um sistema Shimadzu constituido de

duas bombas analiticas modelo LC-10AD, conectadas a um detector ultravioleta
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modelo SPD-10A, controlados por um médulo de comunicacao CBM-10A e tratados
pelo programa de computador LC-10.

Os espectros de RMN de 'H (500 MHz) e '3C (125 MHz) foram obtidos em um
espectrémetro Bruker DRX 500.

As amostras submetidas aos experimentos de RMN foram solubilizadas em
CDClI; da Sigma-Aldrich utilizando TMS como padrao interno.

Os valores de rotacao Optica foram obtidos em um polarimetro Perkin Elmer
Precisely modelo 343 com lampada de sédio.

Os espectros de massa de alta resolucao foram obtidos em um espectrémetro
Bruker Daltonics modelo microTOF LC por injecao direta das amostras, utilizando
uma solucao de formoldeido 0,05% para ionizar os compostos.

Os espectros de massas (IE) foram medidos a 70 eV em um espectrdmetro
CG-EM SHIMADZU modelo GCMS-QP5050A e equipado com coluna capilar DB5
(30 m x 0,25 m. i.d., 0.25 um). As condigdes empregadas nas analises foram:
temperatura do injetor: 250°C; detector: 280°C; gas de arraste: He; fluxo da coluna: 1
mL min”'; temperaturas programadas: 100°C (1 min); e taxa de elevacdo da

temperatura: 10°C min e 280°C (20 min).

3.2. Coleta do material vegetal e obtencao do extrato

A espécie Peperomia trineura (K-831) (Figura 12), foi coletada no municipio
de Encantado/RS, em Dezembro de 2006, e identificada pela Dra. Elsie Franklin
Guimaraes do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico Rio de Janeiro.

As plantas foram secas ao ar livre e depois em estufa a temperatura de 50 °C

por 48 horas. Depois de secas foram levados a um moinho de facas, sendo obtido
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270 g de material seco e moido. Parte deste material (240 g) foi duas vezes
submetido a extracdo com cloroférmio a frio durante dois dias. Apds este
procedimento, o extrato foi concentrado em evaporador rotatério sob pressao

reduzida, sendo obtido 9 g de extrato bruto.

3.3. Analise preliminar do extrato bruto

Visando a obtencao do perfil quimico da espécie Peperomia trineura (K-831),
0 extrato da planta foi analisado por CLAE. Este foi solubilizado em ACN e algumas
gotas de DMSO, seguindo os procedimentos descritos item 3.5.

O cromatograma revelou a presenca de um constituinte majoritario com
maximo de absorcdo no UV em 278 nm.

Em uma andlise do espectro de RMN de 'H do extrato bruto pdde-se
observar, além de um tripleto em & 5,35 referente a hidrogénios metilénicos e um
simpleto extremamente desprotegido em & 18,20 sugestivo de hidrogénio quelatado,
alguns sinais caracteristicos, como dois multipletos em § 6,61-6,72 e 7,16-7,35
referentes a dois anéis aromaticos, e um simpleto em & 5,91 referente ao grupo

metilenodioxila.

3.4. Fracionamento cromatografico

A metodologia utilizada para a separacao das substancias foi a cromatografia
de adsorcao em silica gel, cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) e
CLAE semipreparativa. Nos dois primeiros métodos as separagcbes foram
monitoradas por CCDA.

Visando o isolamento dos compostos presentes no extrato bruto da espécie

Peperomia trineura (K-831), 6 g deste extrato foram inicialmente submetidos a uma
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coluna filtrante empacotada com silica gel 60 (63-200 um), no modo gradiente de
polaridade (Hex; Hex: AcOEt; AcOEt; AcOEt: MeOH; MeOH). Foram recolhidas 46
fracbes de 200 mL cada, estas reunidas em doze fragbes, com base na
cromatografia de camada delgada analitica, e as massas reunidas de acordo com a

Tabela 6.

Tabela 6: Distribuicdo das massas ap6s o fracionamento cromatografico do extrato

bruto.
Fracao Quantidade (mg) Eluente
PP1 138 Hex: AcOEt 4:1 (V:V)
PP2 970 Hex: AcOEt 4:1 (V:V)
PP3 57 Hex:AcOEt 1:1 (V:V)
PP4 446 Hex:AcOEt 1:1 (V:V)
PP5 595 Hex:AcOEt 1:1 (V:V)
PP6 260 Hex:AcOEt 1:1 (V:V)
PP7 178 Hex:AcOEt 1:1 (V:V)
PP8 464 AcOEt
PP9 120 AcOEt:MeOH 4:1 (V:V)
PP10 1074 AcOEt:MeOH 4:1 (V:V)
PP11 685 AcOEt:MeOH 1:1 (V:V)
PP12 564 MeOH

Foi realizada uma andlise dos espectros de RMN de 'H das fracdes
recolhidas, onde se pdde ter informagdes das possiveis classes de substancias

contidas em cada fracao. Além desta informacgao, foram observadas as quantidades
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das massas recolhidas e os cromatogramas das fracdes obtidas, optando-se,
finalmente, por trabalhar com as fracées PP5, PP6 e PP10.

O espectro de RMN de 'H da fragdo PP5 apresentou sinais caracteristicos de
policetideos aromaticos. No entanto, esta fragdo ainda necessitava de etapas de
purificacdo. Entdo esta foi submetida a uma separacao cromatografica em ordem
crescente de polaridade (Hex; Hex:AcOEt; MeOH), sendo recolhidas 71 fracdes de
20 mL cada, posteriormente reunidas em doze fracbes com base na cromatografia

de camada delgada analitica, e as massas reunidas de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7: Distribuicdo das massas apds o fracionamento cromatografico da fracao

PP5.

Fracao Quantidade (mg) Eluente
PP5/1 4 Hex

PP5/2 8 Hex

PP5/3 6 Hex:AcOEt 4:1 (V:V)
PP5/4 72 Hex:AcOEt 4:1 (V:V)
PP5/5 50 Hex:AcOEt 4:1 (V:V)
PP5/6 112 Hex:AcOEt 7:3 (V:V)
PP5/7 65 Hex:AcOEt 3:2 (V:V)
PP5/8 45 Hex:AcOEt 1:1 (V:V)
PP5/9 29 Hex:AcOEt 2:3 (V:V)
PP5/10 15 MeOH
PP5/11 36 MeOH

PP5/12 24 MeOH
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Apbds a analise de RMN de 'H das novas fragdes e seus cromatogramas, a
fracdo PP5/6 foi entdo aplicada em CCDP utilizando como fase mével hex:AcOEt
(3:2), de onde foi extraida uma mancha (Figura 13) e esta injetada em CLAE
gerando o cromatograma da Figura 14. Assim foi possivel observar a ocorréncia de
trés sinais referentes aos policetideos (1, 2 e 3). Como a diferenca entre os tempos
de retencao para os trés picos foi satisfatorio, optou-se por separar as substancias
relativas a estes utilizando CLAE semipreparativa (vide pag. 64, item 3.6). Os trés
policetideos (1, 2 e 3) sao inéditos em fungdo do comprimento da cadeia alquilica ou

pela presenga da insaturagao.

Figura 13: Placa cromatografica delgada preparativa da fracao PP5/6.
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Figura 14: Cromatograma CLAE da mistura dos policetideos 1, 2 e 3 obtidos a partir

da fracéao PP5/6.
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A fracao PP5/7 também apresentava sinais caracteristicos de policetideos.
Desta forma, também foi submetida a cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP), utilizando como eluente uma mistura de hexano e AcOEt (3:2), e resultando
no isolamento de outro policetideo inédito (4), em fungdo da configuracao cis da
ligacao dupla.

Assim como para as outras fragdes estudadas anteriormente, a fracdo PP10
também apresentou sinais caracteristicos de policetideos, no entanto sem a
presenca de anel aromatico. Assim, esta fracao foi submetida a cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP), utilizando como eluente hexano e AcOEt (3:2).
Foi obtido mais um policetideo desconhecido (5), sendo este a substancia

majoritaria encontrada na planta (Figura 15).
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Figura 15: Cromatograma CLAE da fracao PP10 que contém o policetideo 5.

Os compostos isolados foram analisados por RMN de 'H, RMN de '3C e CG-
EM para a elucidacao estrutural, além da comparacdo com os dados descritos na
literatura.

Abaixo estdo representados, sob forma de fluxograma (Figura 16), os

fracionamentos cromatogréaficos realizados com o extrato bruto.
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Extrato Bruto (CHCIs)
6 g (planta inteira)

CC(SiO,)
Hex:AcOEt AcOEt: MeOH
11 (VIV) 4:1 (VIV)
Fracao PP5 Fracdo PP10
(595 mg) (1074 mg)
CC(Si0,) CCDP
Hex:AcOEt Hex:AcoEt | T olicetideo 5
7:3 (V/IV) 3:2 (V/IV)
Fragdo PP5/6 Fragdo PP5/7
(112 mq) (65 mq)
CCDP
CCDP/CLAE Policetideo 4
Semipreparativa (5,2 mg)

Policetideo 1 Policetideo 2 Policetideo 3
(4,2 mg) (10,2 mg) (15,2 mg)

Figura 16: Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato cloroférmico de

P. trineura.
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3.5. Analise por CLAE

O extrato e as fracoes obtidas dos fracionamentos cromatograficos foram
solubilizadas em ACN (5% DMSO) e preparadas em uma concentragao de 1 mg/mL.

As solugdes foram submetidas a um tratamento onde as mesmas foram
filtradas com filtro de teflon (3 mm, 20 um). Em seguida, 20 uL das amostras foram
injetados em CLAE.

A analise por CLAE foi realizada utilizando-se uma coluna analitica de fase
reversa C18 (Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 5 um). A fase mével utilizada foi ACN e
agua milli-Q com um fluxo de 1 mL/min. A elui¢do foi realizada no modo gradiente
(Tabela 8). A deteccao foi através de ultravioleta no comprimento de onda de 278
nm. O programa de computador Shimadzu Class LC-10 foi empregado para o

tratamento dos dados.

Tabela 8: Gradiente dos solventes utilizados para as analises dos extraidos e

frac6es de Peperomia trineura.

Tempo ACN (%)
0-4 90
4-25 100
25-30 100
30-35 90

35-40 90
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3.6. Isolamento dos policetideos 1, 2 e 3 por CLAE semipreparativa

Para o isolamento dos policetideos 1, 2 e 3 foi utilizado CLAE semipreparativa
e uma coluna semipreparativa de fase reversa C18 (Phenomenex®, 250 x 10,00 mm,
5 um). A fase mével utilizada foi ACN e agua milli-Q com um fluxo de 4,3 mL/min. A

eluicdo foi feita também modo gradiente (Tabela 8).

As fragdes injetadas foram solubilizadas em ACN (5% DMSO) e preparadas
em uma concentragdo de 5 mg/mL.

As solucdes foram submetidas a um tratamento onde as mesmas foram
filtradas com filtro de teflon (3 mm, 20 um), posteriormente sendo injetadas 500 uL

dessa amostra em CLAE.
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3.7. Dados espectrométricos e propriedades fisicas dos policetideos

isolados de Peperomia trineura

3-Hidréxi-2-[(10E)-11 -fenilundec-10’-enoil)]cicloex-2-an-1-ona

Férmula molecular: Cy3H3003

Massa molecular: 354 u.m.a.

Estado fisico: Oleo amarelado

IV: 3027 cm™; 2925 cm™'; 1667 cm™'; 1556 cm™.

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): & 1,27-1,41 ( 8H, m, H4-H7’), 1,61 (2H, m, J=7,0;
H3"), 1,48 (2H, m, J=7,0, H8"), 1,97 (2H, m, J=6,5; H5), 2,20 (2H, td, J=7,0; 6,5; 1,5;
H9"), 2,48 (2H, t, J=6,5; H6), 2,66 (2H, t, J=6,5; H4), 3,01 (2H, t, J=7,0; H2"), 6,22
(1H, dt, J=16,0; 7,0; H10"), 6,37 (1H, d, J=16,0; H11"), 7,16-7,19 (1H, m, H15"), 7,26-

7,30 (2H, m, H14", H16"), 7,31-7,36 (2H, m, H13", H17’), 18,26 (1H, s, OH).

RMN de *C (125 MHz, CDCl,): & 19,1 (C5), 24,7 (C3"), 29,2-29,4 (C4-C7’), 32,3
(C8"), 33,0 (C9"), 33,3 (C4), 38,9 (C6), 40,6 (C2°), 113,0 (C2), 125,9 (C13", C17),
126,7 (C15°), 128,4 (C14’, C16°), 129,7 (C10°), 131,2 (C11"), 137,9 (C12"), 195,3

(C1), 198,6 (C3), 206,3 (C1°).

EM m/z (Int rel. %): 354 (CasH300s, [M*], 11), 167 (71), 154(58), 139(65), 126(17),

117(100), 115(63), 104(77), 91(74); 69(64), 55(79), 41(44).
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3-Hidroéxi-2-(15"-fenil-18"-metilenodioxi-pentadecanoil)cicloex-2-an-1-ona

Formula molecular: CogH40O05
Massa molecular: 456 u.m.a.
Estado fisico: Oleo amarelado.

IV: 1665 cm™; 1559 cm™; 1490 cm™; 1470 cm™:1442 cm™; 1032 cm™; 935 cm™.

RMN de 'H (500 MHz, CDCl): & 1,22-1,38 ( 20H, m, H4"-H13"), 1,53-1,64 (4H, m,
H3"H14"), 1,97 (2H, m, J=6,5; H5), 2,48 (2H, d, J=6,5; H6), 2,51 (2H, t, J= 7,5;
H157), 2,66 (2H, t, J=6,5; H4), 3,01 (2H, t, J=7,5; H2"), 5,91 (2H, s, H22"), 6,61 (1H,
dd, J=8,0; 1,5; H21), 6,67 (1H, d, J= 1,5; H17"), 6,71 (1H, d, J= 8,0; H20"), 18,26

(1H, s, OH).

RMN de "*C (125 MHz, CDCls): § 19,1 (C5), 24,7 (C3’), 29,2-29,7 (C4°-C13"), 31,8
(C14’), 33,3 (C4), 35,7 (C15°), 38,9 (C6), 40,6 (C2°), 100,7 (C22°), 108,0 (C20"),
108,9 (C177), 113,0 (C2), 121,0 (C21"), 136,9 (C16°), 145,3 (C18’), 147,4 (C19"),

195,3 (C1), 198,6 (C3), 206,4 (C1°).

EM m/z (Int rel. %): 456 (CagHaoOs, [M*],12), 167(27); 136(23), 135(100), 69(17),

55(28), 43(13), 41(15).
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3-Hidroéxi-2-(15"-fenil-18"-metilenodioxi-heptadecanoil)-2-cicloexen-1-ona

Formula molecular: C3gH4405
Massa molecular: 484 u.m.a.
Estado fisico: Oleo amarelado.

IV: 1686 cm™: 1559 cm™; 1490 cm™; 1470 cm™:1442 cm™; 1032 cm™; 935 cm™.

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): § 1,22-1,38 ( 20H, m, H4"-H15"), 1,52-1,64 (4H, m,
H3",H16"), 1,97 (2H, m, J=6,5; H5), 2,48 (2H, d, J=6,5; H6), 2,51 (2H, t, J=7,5; H17"),
2,66 (2H, t, J=6,5; H4), 3,01 (2H, t, J=7,5; H2"), 5,91 (2H, s, H24"), 6,61 (1H, dd, J=
8,0; 1,5; H23"), 6,67 (1H, d, J=1,5;: H19"), 6,71 (1H, d, J=8,0; H22"), 18,27 (1H, s,

OH).

RMN de ®C (125 MHz, CDCls): § 19,1 (C5), 24,7 (C3"), 29,2-29,7 (C4'-C15°), 31,8
(C167), 33,3 (C4), 35,7 (C17"), 38,9 (C6), 40,6 (C2°), 100,7 (C247), 108,0 (C22),
108,9 (C197), 113,0 (C2), 121,0 (C23°), 136,9 (C18"); 145,4 (C20"), 147,4 (C21"),

195,3 (C1), 198,7 (C3), 206,4 (C1°).

EM m/z (Int rel. %): 484 (CaoHaOs, [M*], 4), 167(21), 139(15), 136(20), 135(100),

69(16), 55(29), 43(17), 41(18).
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3-Hidroéxi-2-[(102)-hexadecanoil)-2-cicloexen-1-ona

Formula molecular: C5H3603
Massa molecular: 348 u.m.a.
Estado fisico: Oleo amarelado.

IV: 3004 cm™; 1669 cm™; 1560 cm™.

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): & 0,90 (3H, t, H16"), 1,25-1,38 ( 16H, m, H4"-H8'";
H13°-H15%), 1,61 (2H, m, H3"), 1,97 (2H, m, J=6,5; H5), 2,02 (4H, m, H9",H12"), 2,48
(2H, d, J=6,5; HB), 2,66 (2H, t, J=6,5; H4), 3,01 (2H, t, J=7,5; H2"), 5,34 (2H, t, J=5,0;

H10",H11"), 18,27 (1H, s, OH).

RMN de '3C (125 MHz, CDCls): § 14,0 (C16), 19,1 (C5), 22,3 (15°), 24,7 (C3’), 26,9
(127, 27,2 (9°), 29,3-29,8 (C4’-C8", 13), 31,8 (C16°), 31,2 (14°), 33,3 (C6), 38,8

(C4), 40,6 (C27), 113,0 (C2), 129,9 (C10°,C117), 195,3 (C1), 198,6 (C3), 206,3 (C1°).

EM m/z (Int rel. %): 348 (Cx2H3603, [M7], 6), 221(9), 203(10), 189(14), 168(11),
167(100), 154(65), 139(56), 126(12), 111(13), 97(9), 81(7), 69(36), 55(75), 43(30),

41(58).
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3,6-Hidroxi-2-[(102)-hexadecanoil)-2-cicloexen-1-ona

Férmula molecular: CoH303
Massa molecular: 364 u.m.a.
Estado fisico: Oleo amarelado.

IV: 3466 cm™; 1667 cm™'; 1562 cm™.

[a?’ : -3,6°(c 0,05, CHCly).

RMN de "H (500 MHz, CDCl5): § 0,90 (3H, t, J=7,0; H16"), 1,25-1,40 ( 16H, m, H4 -
H8": H13-H15%), 1,63 (2H, m, H3"), 2,02 (4H, m, H9",H12), 2,76 (2H, m, H6), 2,97
(1H, m, H4 eq.), 3,07 (1H, m, H4 ax.), 5,34 (2H, t, J=5,0; H10",H11), 18,27 (1H, s,

OH).

RMN de *C (125 MHz, CDCl): § 14,0 (C16), 22,3 (15°), 24,6 (C3'), 26,9 (C5), 27,2
(127), 27,2 (9°), 29,3-29,8 (C4'-C8", 13°), 31,3 (14°), 32,0 (C6), 40,2 (C2"), 71,6 (C4),

110,3 (C2), 129,8 (C117), 129,9 (C10°), 195,6 (C3), 197,9 (C1), 206,1 (C1°).

EM m/z (Int rel. %): 364 (CasHssOs, [M'], 17), 183(20), 168(26), 153(8); 137(14),
126(11), 109(7), 95(10), 85(16), 81(15), 69(36), 67(21), 55(100), 43(42), 41(78),

39(12).
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3.8. Atividade bioldgica

3.8.1. Avaliagao da atividade antifungica contra Cladosporium cladosporioides e

C. sphaerospermum

Para a realizacdo do ensaio antifungico as espécies Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum, foram utilizados 2 mg de cada uma das
substancias purificadas. Os ensaios foram realizados na Secdo de Fisiologia e
Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica de Sao Paulo sob responsabilidade
da Dra. Maria Claudia Max Young. As duas espécies de fungos sdo mantidas no
préprio Instituto de Botanica.

Cinco solucdes de cada uma das substancias isoladas e uma substancia
padrao (nistatina), todas com concentracdes de 10,0; 5,0; 2,5; 1,0; 0,5 e 0,1 mg/mL
foram aplicadas (10 pL) em placa de silica gel GFzs4 com suporte de aluminio e
eluido com Hex:AcOEt (3:2 V/V). Apbs a eluicdo, o solvente foi completamente
evaporado. Entdo, uma solugdo de cada um dos fungos foi borrifada nas placas.
Essas placas foram incubadas em camara umida e escura por 48 horas e a uma
temperatura de 28°C. Apos o periodo de incubacao, o surgimento de regides claras

indicam o potencial de inibicao de crescimento dos fungos.

3.8.2. Avaliagao da viabilidade celular de células K562 e Nalm6

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade das células K562 e Nalmé6

(Leucemia mieléide / eritroleucemia Ph+ e Leucemia Linféide aguda B '¥'%), 8 mg

dos policetideos 1, 2, 3 e 5 foram enviados para o CIPOI (Centro Integrado de
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Pesquisa Onco-hematolégica da Infancia) sob responsabilidade do Dr. Gilberto
Carlos Franchi Junior.

Foram preparadas sete solucées de cada uma das substancias enviadas e
dos padrdes Aracetin e Gleevec, todas com concentracdes de 100; 10; 1; 0,1; 0,01,
0,001 e 0,0001 pg/mL de meio de cultura.

Uma quantidade de 30.000 cel/pogo foi adicionada em uma placa de 96
pocos. As solucdes foram adicionadas sobre as células e incubadas por um periodo
de 48 horas. Apds este periodo, a placa foi centrifugada, o meio de cultura retirado,
as células ressuspensas com 100 uL de PBS, adicionados 10 pyL de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) Sigma M2128, 5mg/mL em PBS e
incubado por quatro horas. Apds o periodo de incubacdo, a placa foi novamente
centrifugada, o sobrenadante retirado, entdo foi adicionado 150 pL de alcool
isopropilico e homogeneizado. A leitura foi realizada em leitora de Elisa com filtro de
570 nm.

Para o teste de cinética temporal foram utilizadas seis placas de 96 pocos ou

576 pocos divididos em 288 para ambas as células (K562 e Nalme6).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fracionamento Cromatografico

O fracionamento do extrato bruto da planta inteira (Peperomia trineura)
resultou no isolamento de cinco novos policetideos.

O extrato bruto (6 g) foi inicialmente submetido a uma coluna filtrante no modo
gradiente de polaridade, resultando em treze fracbes (PP1-PP12). A fragao PP5, foi
entdo submetida a uma separagdo cromatografica em ordem crescente de
polaridade, gerando doze fragdes (PP5/1-PP5/12).

A fracdo PP5/6 foi aplicada em CCDP utilizando como fase movel
hexano:AcOEt (3:2), de onde foi extraida uma mancha que possuia uma mistura de
trés policeticeos (1, 2 e 3). Estes, entdo, foram isolados empregando-se CLAE
semipreparativa, como descrito no item 3.6.

A fracao PP5/7 foi aplicada em CCDP também utilizando hexano:AcOEt (3:2)
como eluente, obtendo o policetideo 4.

A fracdo PP10 foi submetida a CCDP utilizando hexano:AcOEt (3:2), assim
como nos outros casos, resultando no isolamento do policetideo 5, também inédito

na literatura, em funcédo do seu comprimento da cadeia alquilica e da insaturacao.
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4.2. Elucidacao Estrutural

3-hidréxi-2-(11’-fenil-10’-undecenoil)-2-cicloexen-1-ona (1)

OH O

O policetideo 1 foi isolado como um 6leo amarelado, em que sua férmula
molecular, Ca3H30O3, foi determinada por CG-EM ([M]", m/z 354) (Figura 30) e
HRESI ((M+H]*, m/z 355,2274) (Figura 32).

O espectro no infravermelho (Figura 29) apresentou bandas em 3027, 2925,
1667 e 1556 cm™, referentes a um grupo hidroxila quelatado, anel aromatico,
carbonila conjugado e uma carbonila quelatada conjugada, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H (Figura 18-20) mostra sinais correspondentes a um
anel aromatico monosubstituido em 6 7,16-7,20 (m; H15), 7,26-7,30 (m; H14’, H16’)
e, 7,32-7,36 (m; H13’, H17’), que juntamente com um dupleto em & 6,37 (J=16,0 Hz;
H11’) e um duplo-tripleto em & 6,22 (J=16,0 Hz; 7,0 Hz; H10’) indica que este anel
aromatico contém uma ligacao dupla conjugada, fato que pode ser evidenciado pelo
ion fragmentario com m/z 117 em seu espectro de massas de baixa resolugao
(Figura 31).

A geometria trans da ligacdo dupla foi atribuida com base na constante de
acoplamento entre os hidrogénios ligados aos carbonos 10’ e 11’ (J= 16 Hz).

Os sinais relativos a cadeia alquilica foram observados no espectro de RMN
de 'H entre §1,27-1,41 e no espectro de RMN de '*C (Figura 21 e 22) entre § 29,2-

29,4.
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O simpleto observado em o 18,26 é referente ao hidrogénio do grupo
hidroxila, que forma uma ligagdo de hidrogénio com o grupo carbonila.

O espectro HMBC mostrou as correlagdes deste hidrogénio com os carbonos
C2, C3 e C4 (Figura 17).

O espectro de RMN de '*C apresentou dois sinais relativos & carbonila (5
195,3; C1 e 198,7; C3), um sinal referente a ligacao dupla (5 113,0; C2) e trés sinais
de carbonos saturados (6 33,3; C4, 19,1; C5, e 38,9; C6), que levam a uma proposta
de um sistema 3-hidroxi-2-cicloexen-1-ona. Esta proposta foi sustentada pelos
espectros COSY (Figura 21 e 24), HSQC (Figura 25) e HMBC (Figura 26-28). No
espectro COSY foi possivel observar H4 correlacionando com H5; H5
correlacionando com H4 e H6; H6 com H5.

A proposta foi confirmada por espectrometria de massas de baixa resolucéo,
onde foi possivel identificar os ions fragmentarios propostos na elucidacao estrutural

(Figura 31).

Figura 17: Algumas correlagbes HMBC do policetideo 1.
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Figura 20: Ampliacdo da regido de § 1,10 a 3,50 do espectro de RMN de 'H (500

MHz, CDClIs) do policetideo 1.

77.01

0.00

200 180 160 140 120 100 80 60
Chemical Shift (ppm)

Figura 21: Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do policetideo 1.
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Figura 22: Ampliacdo da regido de 6 0,0 a 130,0 e de 6 195,0 a 207,0 do espectro
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Figura 23: Mapa de contornos de 'H-'H - COSY (500 MHz, CDCls) do policetideo 1.
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Figura 24: Ampliagdo da regido de & 0,0 a 3,2 do mapa de contornos de 'H-'H -

COSY (500 MHz, CDCls) do policetideo 1.
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Figura 32: Espectro de massas de alta resolugédo (HRESI) do policetideo 1.

Tabela 9: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN do

policetideo 1 (500 e 125 MHz, CDCls).

Posicdo dy(multiplicidade, J/Hz) dc COSY HMBC

1 - 195,3 - -

2 - 113,0 - -

3 - 198,6 - -

4 2,66 (t, 6,5) 33,3 H5 C2, C3, C5,C6
5 1,97 (m, 6,5) 19,1 H4, H6 C1,C3,C4,C6
6 2,48 (t, 6,5) 38,9 H5 C1,C4,C5
17 - 206,3 H3’ C3, C4, C?1’
2 3,01 (¢, 7,0) 40,6 H2’ C1’, C3, C4’
3 1,61 (m, 7,0) 24,7 - -

4 1,27 - 1,41 (m) 29,2-29.4 - -

5 1,27 —1,41 (m) 29,2-29.4 - -

6’ 1,27 —1,41 (m) 29,2-29.4 - -

7 1,27 —1,41 (m) 29,2-29.4 - -

8 1,48 (m, 7,0) 32,3 HY’ c8’, C10’
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9
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127
13
14’
15
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177

OH

2,20 (td, 7,0;6,5;1,5)
6,22 (dt, 16,0; 7,0)
6,37 (d, 16,0)
7,31 -7,36 (m)
7,26 — 7,30 (m)
7,16 —7,19 (m)
7,26 — 7,30 (m)
7,31 -7,36 (m)

18,26 (s)

33,0

131,2
129,7
137.,9
125,9
128,4
126,7
128,4

125,9

H8’, H10’
HO’, H11’

H10’

C7,C17
c12’, C11’
Cc10, C13, C17
C11’,C17,C15’
Cc12, C1¢’
C13,C17
C12’, C14
C11’,C13, C1%’

C2, C3,C4
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3-Hidroxi-2-(15’-fenil-18 -metilenodioxipentadecanoil)-2-cicloexen-1-ona (2) e

3-Hidroéxi-2-(17’-fenil-20 -metilenodioxieptadecanoil)-2-cicloexen-1-ona (3)

O policetideo 2 foi isolado como um 6leo amarelado, em que sua férmula
molecular, CosH40Os foi determinada por CG-EM ([M]*, m/z 456) (Figura 46) e
HRESI ((M+H]*, m/z 457,2947) (Figura 47).

O espectro no infravermelho (Figura 45) apresentou bandas em 1686, 1559,
1032 e 935 cm™, referentes a um grupo carbonila conjugado, grupo carbonila
quelatado conjugado e ao grupo metilenodioxila, respectivamente.

Assim como o policetideo 2, o policetideo 3 também foi isolado como um 6leo
amarelado, em que sua formula molecular, C30H440Os5, foi determinada por CG-EM
(IM]J*, m/z 484) (Figura 62) e HRESI ([M+H]", m/z 485,3264) (Figura 64).

O espectro no infravermelho do policetideo 3 (Figura 61) apresentou bandas
em 1686, 1559, 1032 e 935 cm’', referentes a um grupo carbonila conjugado, grupo
carbonila quelatado conjugado e ao grupo metilenodioxila, respectivamente.

Os espectros de RMN de "H e de RMN de '3C para os policetideos 2 (Figura
34-38) e 3 (Figura 48-52) apresentaram os mesmos sinais referentes ao sistema 3-
hidréxi-2-cicloexen-1-ona observados nos espectros de RMN do policetideo 1. A

proposta foi sustentada pelos espectros COSY (Figura 39, 53 e 54), HSQC (Figura
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40 e 55) e HMBC (Figura 41-44 e Figura 56-60), em que no espectro COSY foi
possivel observar as correlagdes entre H4 e H5; H5 e H4 e H6; H6 e H5; e as
correlacdes observadas no espectro de HMBC estdo apresentadas na Figura 33.

A presenca dos sinais em o 6,67 (d, J=1,5 Hz, H17’), 6 6,72 (d, J=8,0 Hz,
H20’), 6 6,61 (dd, J=8,0 Hz e 1,5 Hz, 21’) indica a ocorréncia de um anel aromatico
trissubstituido em 167, 18" e 19" para o policetideo 2; e em 18", 20" e 21" para o
policetideo 3.

A ocorréncia de um simpleto em & 5,91, H22’, indica a existéncia do grupo
metilenodioxilico.

O espectro de RMN de '*C dos dois compostos indica a presenga de uma
grande cadeia alquilica com uma sobreposicao de sinais na regiao de 6 29,2-29,7 e
no espectro de RMN de 'H a sobreposicao de sinais ocorre na regido de § 1,22-1,38.

A diferenciacdo destes dois compostos somente foi possivel mediante a
observacdo dos espectros de massas que resultou em uma diferenca m/z de 28
u.m.a., equivalente a duas unidades de metileno (CH,). Com isto, a semelhanca dos
espectros de RMN de 'H e de RMN de ®C das duas substancias pdde ser
explicada. A Unica diferenca entre os dois compostos estava no tamanho da cadeia
alquilica, ndo sendo possivel diferencia-las pelos espectros de RMN, pois ocorre
uma grande sobreposicdo de sinais tanto no espectro de RMN de 'H, quanto no
espectro de RMN de '3C.

A proposta foi confirmada por espectrometria de massas de baixa resolucéo,
onde foi possivel identificar os ions fragmentarios propostos na elucidacao estrutural

(Figura 63).
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Figura 33: Algumas correlagbes HMBC dos policetideos 2 e 3.
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Figura 34: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do policetideo 2.

0.000




Resultados e discussao 87

5.909

B A L s o e e R L e AR s s LS M
650 645 640 635 630 625 620 615 610 6.05 6.00 595

Chemical Shift (ppm)

Figura 35: Ampliacdo da regido de & 5,85 a 6,80 do espectro de RMN de 'H (500

MHz, CDClIs) do policetideo 2.
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Figura 36: Ampliacdo da regido de & 0,9 a 3,2 do espectro de RMN de 'H (500 MHz,

CDClI3) do policetideo 2.
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Figura 37: Espectro de RMN de '*C (125 MHz, CDCls) do policetideo 2.
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Figura 38: Ampliacéo da regido de 6 0,0 a 150,0 e 6 194,0 a 207,0 do espectro de

RMN de C (125 MHz, CDCIs) do policetideo 2.



Resultados e discussao

s
B @ *6
— & =7

8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
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Figura 41: Mapa de contornos 'H-"*C - HMBC (500 MHz, CDCls) do policetideo 2.
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Figura 42: Ampliacdo de regido do mapa de contornos 'H-'*C - HMBC (500 MHz,
CDClI3) do policetideo 2.
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Figura 43: Ampliacdo de regido do mapa de contornos 'H-'*C - HMBC (500 MHz,
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[M+H]*

457.2947

+MS, 0.6-0.7min #(37-39)

[M+Na]*

479.2775

Figura 47: Espectro de massas de alta resolugdo (HRESI) do policetideo 2.

Tabela 10: Deslocamentos quimicos observados

policetideo 2 (500 e 125 MHz, CDCls).

nos espectros de RMN do

dn(multiplicidade,

Posicao JHz) d¢ COSY HMBC

1 - 195,3 - -

2 - 113,0 - -

3 - 198,6 - -

4 2,66 (1, 6,5) 33,3 H5 C2,C3, C5, C6
5 1,97 (m, 6,5) 19,1 H4, H6 C1,C3,C4, C6
6 2,48 (t, 6,5) 38,9 H5 C1,C4,C5
17 - 206,4 - -

2 3,01 (¢, 7,5) 40,6 H3’ C1’,C3, C4
3 1,53-1,64 (m) 24,7 H2’ C1’,C2,C4
4’ 1,22 - 1,38 (m) 29,2-29,7 - -

5 1,22 - 1,38 (m) 29,2-29,7 - -

6 1,22 - 1,38 (m) 29,2-29,7 - -

7 1,22 - 1,38 (m) 29,2-29,7 - -

8 1,22 - 1,38 (m) 29,2-29,7 - -
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9’ 1,22 - 1,38 (m)
10° 1,22 - 1,38 (m)
11° 1,22 - 1,38 (m)
12° 1,22 - 1,38 (m)
13° 1,22 - 1,38 (m)
14° 1,53-1,64 (m)
15° 2,51 (t, 7,5)
16° -

17° 6,67 (d, 1,5)
18° -

19° -

20’ 6,71 (d, 8,0)
21’ 6.61 (dd, 8,0; 1,5)
22’ 5,91 (s)

OH 18,26 (s)

29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
31,8
35,7
136,9
108,9
145,3
147,4
108,0
121,0

100,7

H15’

H14'

H21’

H20’

C1%
C13,C14’, C16’, C17°, C271
C15’, C18, C19, G271’

Cc1e’, C18, C19’
C15,C17, C18
C18’, C19’

C2, C3, C4,CY’
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Figura 48: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do policetideo 3.
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Figura 49: Ampliacdo da regido de § 5,78 a 7,77 do espectro de RMN de 'H (500

MHz, CDClIs) do policetideo 3.
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Figura 50: Ampliacdo da regido de § 1,20 a 3,11 do espectro de RMN de 'H (500

MHz, CDClIs) do policetideo 3.
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Figura 51: Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do policetideo 3.
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Figura 52: Ampliacdo da regido de 6 0,0 a 150,0 e de & 194,0 a 208,0 do espectro

de RMN de "*C (125 MHz, CDCls) do policetideo 3.
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Figura 53: Mapa de contornos 'H-'H - COSY (500 MHz, CDCls) do policetideo 3.
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Figura 54: Ampliagdo da regido de & 0,0 a 3,8 do mapa de contornos 'H-'H - COSY

(500 MHz, CDCl3) do policetideo 3.
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Figura 55: Mapa de contornos 'H-'°C - HSQC (500 MHz, CDCl3) do policetideo 3.
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Figura 56: Mapa de contornos 'H-"*C - HMBC (500 MHz, CDCls) do policetideo 3.
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Figura 57: Ampliacdo de regido do mapa de contornos 'H-'*C - HMBC (500 MHz,

CDClI3) do policetideo 3.
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Figura 60: Ampliacdo de regido do mapa de contornos 'H-'*C - HMBC (500 MHz,

CDCI3) do policetideo 3.
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Figura 61: Espectro no infravermelho (KBr) do policetideo 3.
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Figura 62: Espectro de massas de baixa resolucao (IE) do policetideo 3.
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Figura 63: Proposta de fragmentacéao para os policetideos 2 e 3.
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Intens ,+MS, 0:2.0.4min #(15.24)
x105 | [M+H]
485.3264
0.8
0.6
[M+Na]*
0.4
507.3004
0.2
316.3208 4571567 |
0.04— L L il
———— ————
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Figura 64: Espectro de massas de alta resolugdo (HRESI) do policetideo 3.

Tabela 11: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN do

policetideo 3 (500 e 125 MHz, CDCl3).

dn(multiplicidade,

Posicao JH2) dc COSY HMBC

1 - 195,3 - -

2 - 113,0 - -

3 - 198,6 - -

4 2,66 (t, 6,5) 33,3 H5 C2,C3, C5, C6
5 1,97 (m, 6,5) 19,1 H4, H6 C1,C3,C4, C6
6 2,48 (t, 6,5) 38,9 H5 C1,C4,C5
17 - 206,3 - -

2 3,01 (¢, 7.,5) 40,6 H3’ C1’,C3,C4
3 1,52 - 1,65 (m) 24,7 H2’ C1’,C2,C4
4’ 1,22-1,38 (m)  29,2-29,7 - -

5 1,22-1,38 (m)  29,2-29,7 - -

6 1,22-1,38 (m)  29,2-29,7 - -
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7

10°
117
127
13
147
15
16
177
18
19
20°
217
227
23’
247

OH

1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,22 - 1,38 (m)
1,52 - 1,65 (m)
2,51 (t,7,5)
6,67 (d, 1,5)

6,71 (d, 8,0)
6,61 (dd, 8,0; 1,5)
5,91 (s)

18,27 (s)

29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
29,2-29,7
31,8
35,7
136,9
108,9
1453
147,4
108,0
121,0

100,7

H17’

H16’

H23’

H22’

C1%
C15, C16’, C18’, C19’, C23’
C17, G20, C21’, C23’

C18’, C20’, C21°
C17°,C19,C20°
C20’, G271’

C2, C3, C4,CY’
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3-Hidroéxi-2-[(102)-hexadecanoil)-2-cicloexen-1-ona (4)

O policetideo 4 foi isolado como um 6leo amarelado, em que sua férmula
molecular, C2oH3s03 foi determinada por CG-EM ([M]", m/z 348) (Figura 77) e
HRESI ([M+H]", m/z 349,2751) (Figura 79).

O espectro no infravermelho (Figura 76) apresentou bandas em 3004, 1669 e
1560, referentes a um grupo hidroxila quelado, grupo carbonila conjugado e um
grupo carbonila quelado conjugado, respectivamente.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 66 e 67) e de RMN de '°C (Figura 68 e
69) apresentaram os mesmos sinais referentes ao sistema 3-hidréxi-2-cicloexen-1-
ona observados nos espectros de RMN de 'H e '3C dos policetideos anteriores,
assim como as correlagdes nos espectros HMBC (Figura 72-75) e COSY (Figura 70
e 71) entre H4 e H5; H5 e H4, H6; H6 e H5. As principais correlagcdes no espectro
HMBC estao apresentadas na Figura 65.

O espectro de RMN de '*C indica a presenca de uma longa cadeia carbonica
com uma sobreposicao de sinais na regiao de 8 29,2-29,7 e no espectro de RMN de
'H, uma sobreposicdo de sinais na regido de § 1,22-1,38, com uma insaturacdo
referente ao tripleto localizado em & 5,35 no espectro de RMN de 'H. A localizacédo
desta ligacdo dupla foi estabelecida com base na andlise do espectro de massas de

baixa resolucao (Figura 78 b).
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A geometria cis foi atribuida com base nos deslocamentos quimicos dos
carbonos 9’ e 12’ (6 27,2 e 26,9) (Haan e Ven, 1973).

No espectro de RMN de 'H em § 0,90 é possivel observar um tripleto que é
atribuido a uma metila terminal. A proposta foi confirmada por espectrometria de
massas de baixa resolucdo, onde foi possivel identificar a massa dos ions

fragmentarios propostos na elucidacao estrutural (Figura 78).

Figura 65: Algumas correlagbes HMBC do policetideo 4.
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Figura 66: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do policetideo 4.
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Figura 67: Ampliacdo da regido de & 0,60 a 3,60 do espectro de RMN de 'H (500

MHz, CDClIs) do policetideo 4.
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Figura 68: Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do policetideo 4.
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Figura 69: Ampliacdo da regido de 6 0,0 a 60,0; 6 129,0 a 131,0 e 6 194,0 a 207,0

do espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do policetideo 4.
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Figura 70: Mapa de contornos 'H-'H - COSY (500 MHz, CDCls) do policetideo 4.
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Figura 71: Ampliagdo da regido de & 0,0 a 5,6 do mapa de contornos 'H-'H - COSY

(500 MHz, CDCl5) do policetideo 4.
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Figura 72: Mapa de contornos 'H-"*C - HMBC (500 MHz, CDCls) do policetideo 4.
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Figura 73: Ampliacdo de regido do mapa de contornos 'H-"*C - HMBC (500 MHz,

CDCI3) do policetideo 4.
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Figura 74: Ampliacdo de regido do mapa de contornos 'H-"*C - HMBC (500 MHz,

CDCI3) do policetideo 4.
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Figura 75: Ampliacdo de regido do mapa de contornos 'H-'*C - HMBC (500 MHz,

CDClI3) do policetideo 4.
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Figura 77: Espectro de massas de baixa resolucao (IE) do policetideo 4.
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Figura 78: (a) Proposta de fragmentacao para o policetideo 4. (b) ons fragmentarios

que levaram a localizacao da ligacao dupla do policetideo 4.
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Figura 79: Espectro de massas de alta resolugdo (HRESI) do policetideo 4.
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Tabela 12: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN do

policetideo 4 (500 e 125 MHz, CDCl3).

dn(multiplicidade,

Posicao JHz) dc COSsYy HMBC
1 - 195,3 - -
2 - 113,0 - -
3 - 198,6 - -
4 2,66 (t, 6,5) 38,8 H5 C2, C3, C5,C6
5 1,97 (m, 6,5) 19,1 H4, H6 C1, C8, C4, C6
6 2,48 (t, 6,5) 33,3 H5 C1,C2, C4,C5
17 - 206,3 - -
2 3,01 (¢, 7,4) 40,6 H3’ C1’,C3’, C4
3 1,61 (m, 7,4) 24,7 H2’, H4’ C1’,C2, C4
4’ 1,36 (m) 29,4-29,8 H3’ -
5 1,25-1,33 (m) 29,4-29,8 - -
6 1,25-1,33 (m) 29,4-29,8 - -
7 1,25-1,33 (m) 29,4-29,8 - -
8 1,32 (m) 29,4-29,8 HY’ -
9 2,02 (m) 27,2 H8’, H10’ C10’
107 5,34 (t, 4,6) 129,8 H9’ C9o
117 5,34(t, 4,6) 129,9 H12’ C12
127 2,02 (m) 26,9 H11’,H13’ C11’
13 1,32 (m) 29,4-29,8 H12’ -
14" 1,25-1,33 (m) 32,0 - -
157 1,30 (m) 22,3 H16’ -
167 0,90 (t, 7,5) 14,0 H15 C14’, C15’
OH 18,26 (s) - - C2, C3, C4,C1’, C2
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1,4-Hidroéxi-2-[(102)-hexadecanoil)-2-cicloexen-1-ona (5)

O policetideo 5 foi isolado como um 6leo amarelado, em que sua férmula
molecular, CxH3604, foi determinada por CG-EM ([M]*, m/z 364) (Figura 93) e
HRESI ([M+H]", m/z 365,2687) (Figura 95).

O espectro no infravermelho (Figura 92) apresentou bandas em 3466, 3004,
1669 e 1560 cm™, referentes a um grupo hidroxila, grupo hidroxila quelado, grupo
carbonila conjugado e grupo carbonila quelado conjugado, respectivamente.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 82-84) e de RMN de '°C (Figura 85 e
86) apresentaram sinais caracteristicos de um sistema 3,6-hidréxi-2-cicloexen-1-ona
(Kato et al., 1985), (Li et al., 2007b), com sinais em 197,9 (C1), 110,3 (C2), 195,6
(C3), 71,6 (C4) e 26,9 (C5) e em 32,0 (C6), encontrados no espectro de RMN de
3C. A proposta é sustentada pelos espectros HMBC (Figura 89-91) e COSY
(Figura 87 e 88), onde neste ultimo & possivel observar as correlacées entre H4 e
H5; H5 e H4, H6; H6 e H5. As principais correlacées no espectro HMBC estédo
apresentadas na Figura 80.

O espectro de RMN de '*C indica a presenca de uma longa cadeia alquilica
com uma sobreposicao de sinais na regiao de 8 29,4-29,8 e no espectro de RMN de
'H, uma sobreposicao de sinais na regido de & 1,25-1,38.

Um tripleto localizado em & 5,34 no espectro de RMN de 'H é referente a uma
insaturacdo, e a geometria cis da ligacdo dupla foi atribuida com base nos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono 9’ e 12’ (8 27,2 e 26,9) (Haan e

Ven, 1973). A localizacao desta ligacao dupla foi atribuida com base na presenca de
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ions fragmentarios observados no espectro de massas de baixa resolucao (Figura
94 b).

No espectro de RMN de "H em & 0,90 é possivel observar um tripleto atribuido
a uma metila terminal.

A proposta de estrutura de um policetideo alquenilico com uma ligagao dupla
em C10’ e metila terminal foi confirmada por espectrometria de massas de baixa
resolucéo, onde foi possivel identificar a massa dos ions fragmentarios propostos na

elucidacéao estrutural (Figura 94 a).

Figura 80: Algumas correlagbes HMBC do policetideo 5.

A conformagéao do policetideo com H4 em equatorial foi estabelecida com
base na constante de acoplamento (J = 13,0 Hz) com H5 axial, indicando que a
hidroxila ligada a C4 esta na posicdo axial (Figura 81) (Azevedo et al., 1997),

(Cheng et al., 2003).

Figura 81: Visdo 3D do sistema 3,6-hidroxi-2-cicloexen-1-ona.
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Figura 82: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do policetideo 5.
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Tabela 13: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN do

policetideo 5 (500 e 125 MHz, CDCl3).

Posicao du(multiplicidade, J/Hz) dc COSY HMBC
1 - 197,9 - -
2 - 110,3 - -
3 - 195,6 - -
4 4,08 (dd, 5,5; 13,0) 71,6 H5(ax, eq) C3,C5
1,82 (1 Hax, ddt, 11,0; 13,0; 15,6) H4
5 26,9 C1,C3, C4,C6
2,38 (1H eq. m) H4
6 2,76 (m) 32,0 H5(ax,eq)  C1,C2,C3,C4,C6
17 - 206,1 - -
3,07 (ddd, 6,5; 8,5; 15,5) H3
2 40,3 C1,C2,Cc4
2,97 (ddd, 6,5; 8,5; 15,5) H3
3 1,63(m) 24,6 H4’ C1,C2,C4
4 1,32 (m) 29,3-29,7 H3 -
5 1,25 - 1,40 (m) 29,3-29,7 - -
6 1,25 - 1,40 (m) 29,3-29,7 - -
7 1,25 - 1,40 (m) 29,3-29,7 - -
8 1,30 (m) 29,3-29,7 HY’ -
9’ 2,02 (m) 27,2 H8’ -
10° 5,35 (t, 5,0) 129,8 H9', H11’ co,C1tr
117 5,35 (t, 5,0) 129,9 H10’, H12’ C10, C12
127 2,02 (m) 27,2 H13’ C13,C14’, C1%’
13 1,30 (m) 29,8 H12’ -
14’ 1,25 - 1,40 (m) 31,3 - -
15 1,36 (m) 22,3 H16’ -
16 0,90 (¢, 7,5) 14,0 H15’ C14,C15
OH 18,26 - - C1,C2,Ce, C1’, C2
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4.1. Avaliacao da atividade biolégica

4.1.1. Avaliagao da atividade antifungica

O método utilizado para a realizacdo do ensaio para testar a atividade

antifungica das substdncias isoladas frente aos fungos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum foi a autobiografia. O método é simples,

rapido e consiste na acao inibitéria das substancias antifungicas frente aos esporos

dos fungos que atuam como reveladores das cromatoplacas.

A Tabela 14 apresenta as atividades para os policetideos isolados.

Tabela 14: Atividade antifungica dos policetideos isolados de Peperomia trineura

frente aos fungos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum.

C. cladosporioides C. phaerospermum

Policetideo Estrutura 2 5 o o 2 5 o o
S S =] g’ g S =1 > 87 g
8 o vw o » - 8 © v o B -
— Te] (aV] — — Te] (V] —
OH 0
1 ‘ 7 / O *% *% *% * % *% * * % *% *% * * *
O
OH 0O
2 ‘ 13 O O> * * * * * * * * * * * *
o d
OH 0O
3 O, * * * * * * * * * * *
O™
o d
* *

OH O
*% *% *% *% *% *% *%

o

***)

inativo(i), fraco (*), médio (**), forte (
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4.1.2. Avaliagao da viabilidade celular de células K562 e Nalm 6

As fracbOes coletadas da coluna cromatografica do extrato bruto foram
enviadas para a realizagdo do ensaio antitumoral em células leucémicas K562 e
Nalm 6, utilizando o método MTT. Este é um método colorimétrico em que o MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) apresenta cor amarela e é
reduzido por desidrogenases de células vivas gerando um produto de coloragcao
violacea apenas nas células vivas. A atividade das fracoes estdo apresentadas na

Figura 96.
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Figura 96: Atividade das fragdes do extrato bruto contra células K562 e Nalm 6.

Os policetideos 1, 2, 3 e 4 encontram-se na fracdo PP5, enquanto que o

policetideo 5 encontra-se na fracdo PP10.
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4.2. Proposta biossintética para policetideos isolados

Os policetideos isolados 1, 2 e 3 de Peperomia trineura que possuem em
suas estruturas um anel aromatico devem ser formados a partir de uma rota
biossintética mista envolvendo o aminoacido L-fenilalanina ou L-tirosina, que
conferiria a porcao fenilpropanoidica, enquanto que os demais carbonos seriam
oriundos da via do acetato. Nesse processo, o cinamoil-SCoA sofreria uma série de
reacdes de condensacdo de Claisen (Dewick, 2002) por unidades de malonil-SCoA
e somente os grupos carbonilicos terminais ndo seriam reduzidos (Figura 97).

Ja os outros dois policetideos 4 e 5 sem o anel aromatico devem ser
formados somente pela via do acetato, em que unidades de malonil-SCoA
contribuiriam para o alongamento da cadeia alquilica, através de reacdes de

condensacao de Claisen (Figura 98).

4.2.1. Proposta biossintética para policetideo 1

O policetideo 1, como descrito no item anterior, provém de uma via mista
(chiguimato e acetato). Devido a auséncia da hidroxila na posicdo 4 do anel
aromatico, pode-se supor que 0 aminoacido envolvido na biossintese do policetideo
1 seja a L-fenilalanina. Esse aminoacido sofre desaminacgao pela enzima PAL e,
posteriormente sete unidades de malonil-CoA seriam adicionados a estrutura
através de um ciclo de reacdes para o alongamento da cadeia, seguidas de etapas

de condensacao, reducao, desidratacao e hidrogenacéao.
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Para a ciclizagcdo do anel referente ao sistema 3-hidréxi-2-cicloexen-1-ona
ocorreriam reacOes de condensacdo de Claisen intramolecular, seguido de

enolizagao.

4.2.2. Proposta biossintética para policetideos 2 e 3

As diferencas entre a biossintese do policetideo 1 e dos policetideos 2 e 3
referem-se ao comprimento menor da cadeia alquilica. Além disso, o primeiro
apresenta dupla ligacdo conjugada com o anel aromatico, enquanto que os dois
ultimos possuem o grupo metilenodioxila (-OCH,O-).

Para que ocorra a existéncia do grupo metilenodioxila seria necessaria a
presenca da hidroxila nas posicoes 3 e 4 do anel aromatico, seguido da metilacdo de
um desses dois grupos por uma metiltransferase/SAM (S-adenosilmetionina). Nessa
proposta, tem-se como intermediario o &cido-4-cumarico, que pode ser formado a
partir da L-fenilalanina, com sua desaminacéo e hidroxilacdo na posicao 4 do anel
aromatico; ou pela L-tirosina somente com sua desaminagdo. A partir deste
intermediario, ocorre a uma hidroxilagdo na posicao 3 do anel aromatico, formando o
acido cafeico e, por metilacdo, o acido ferulico. O sistema guaiacilico deve ser o
precursor do grupo metilenodioxila.

Para o alongamento da cadeia do policetideo 2 sao necessarias nove
unidades de malonil-CoA e para o policetideo 3 sdo necessarias dez unidades. E,
como no policetideo 1, ocorrem etapas de condensacao para o alongamento da
cadeia, seguidos de reducao, desidratacado e hidrogenacao.

A etapa de ciclizagdo do sistema 3-hidrdxi-2-cicloexen-1-ona ocorre como

descrito para o policetideo 1.
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Figura 97: Proposta biossintética para policetideos 1, 2 e 3.

4.2.3. Proposta biossintética para policetideos 4 e 5.

Diferentemente dos policetideos 1, 2 e 3, que sdo originados a partir de uma rota
mista, que se iniciaria a partir de um aminoacido e seguiria pela via do acetato para
o alongamento da cadeia, a rota biossintética para a formagao dos policetideos 4 € 5
envolveria somente a via do acetato, considerando a auséncia do anel aromatico em

uma das extremidades da molécula.
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Assim como ocorreu para o alongamento da cadeia alquilica dos policetideos
descritos anteriormente, as etapas de alongamento devem envolver etapas de
reducao, desidratacéo e hidrogenagao.

Para a formagao, tanto do policetideo 4 como para a formacao do policetideo
5, sdo necessarias dez unidades de malonil-SCoA.

No policetideo 5, ocorre a presenca de uma hidroxila na posicdo 4 que,
biossinteticamente, ndo seria compativel com a via do acetato, na qual as posicdes
oxigenadas encontrariam-se em carbonos alternados. Este fato ja foi também
observado em outros policetideos mas, até o momento, nenhuma hip6tese acerca
deste fato foi proposta.

A etapa de ciclizagdo do sistema 3-hidroxi-2-cicloexen-1-ona deve ocorrer

como descrita para o policetideo 1.

(0]
)LSCOA
O O
Condensacéao de
Claisen ‘OJJ\/U\SCOA
O 0
)l\/u\SCoA
0 0 H
CoA
O
9xmaloniI-SCoA/ \ 9 x malonil-SCoA
H QO H O
0 4 0 5

OH

Figura 98: Proposta biossintética dos policetideos 4 e 5.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo fitoquimico da espécie Peperomia trineura resultou na
caracterizagao de cinco policetideos, denominados de 2-acil-cicloexano-1,3-dionas,
todos inéditos na literatura, em funcao do comprimento ou insaturacao presente na
cadeia alquilica. Tais produtos naturais sdo de ocorréncia restrita, tendo sido
isolados somente de espécies de Peperomia, Virola e algumas espécies de larvas
de insetos. A principal diferenca entre as 2-acil-cicloexano-1,3-dionas isoladas, € a
ocorréncia de anel aromatico terminal nas plantas, enquanto que, em insetos, foram
constatadas metilas terminais.

O potencial antifungico dos policetideos de Peperomia trineura foi avaliado
frente a duas espécies de fungos fitopatogénicos, Cladosporium cladosporioides e
C. sphaerospermum. Este ensaio mostrou que os policetideos que contém o anel
aromatico livre de substituintes (1) ou sem o anel aromatico em sua estrutura (4 e 5)
foram os mais ativos. Até o0 momento, nenhuma descricao da atividade antifungica
de 2-acil-cicloexano-1,3-dionas foi relatada na literatura.

O potencial biolégico das fracdes da coluna cromatografica do extrato bruto
frente a duas linhagens de células antitumorais (K562 e Nalm 6) foram
consideraveis. Além disso, outros estudos de atividade bioldgica indicam que as 2-
acil-cicloexano-1,3-dionas de espécies de Peperomia e Virola mostraram potencial
atividade antitumoral a diferentes linhagens de células. Em termos de possiveis
funcbes biologicas, as 2-acil-cicloexano-1,2-dionas descritas de insetos
apresentaram atividade cairomonal, porém nada se sabe sobre seus papéis em

espécies de Peperomias.
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Em funcdo da caréncia de uma investigacdo sistematica, este tipo de
policetideo necessita de estudos mais aprofundados com relacdo a sua atividade
biolégica, ja que estes se demonstram como promissores agentes tumorais.

O estudo envolvendo mais espécies do género Peperomia também se faz
necessario, pois apesar de sua grande diversidade, poucos foram os trabalhos

fitoquimicos realizados.
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