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RESUMO

MOREIRA, L. S. Estudo Fitoquimico dos Constituintes Volateis e Fixos de Piper hispidum sw.
e Avaliagao in vitro da Atividade Leishmanicida e Antiplasmodial.

Dissertacdo apresentada ao departamento de Medicina da Universidade Federal de
Ronddbnia - UNIR

O Presente trabalho relata o isolamento, caracterizagao estrutural, avaliacdo de atividade
leishmanicida e antiplasmodial de constituintes volateis e fixos de Piper hispidum SW. Foi
realizado o levantamento bibliografico da distribuicdo de metabdlitos secundarios nos éleos
essenciais de plantas do género Piper pesquisadas no Brasil. Em virtude da auséncia de
padroniza¢ao na literatura especializada, a respeito do habitat e condi¢des a que as plantas
estdo submetidas, torna-se invidvel o estabelecimento de correlacdo entre a distribuicdo
dos metabdlitos secunddrios com a variacdo de fatores bidticos e abidticos influentes na
composicdo de tais produtos naturais desta espécie. Foram identificados 82,12% da
composicdo do 6leo essencial extraido das folhas de P. hispidum, o que corresponde a 28
substancias, sendo 9,16% de monoterpenos, 71,68% de sesquiterpenos e 1,28% de
fenilpropandides. Ja do dleo essencial extraido dos talos foram identificados 77,32% da
constituicdo, isto é, 37 substancias, sendo 5,25% de monoterpenos, 57,16% de
sesquiterpenos e 14,91% de fenilpropandides. Foi isolado um fenilpropandide do dleo
essencial dos talos (dilapiol), duas substancias do extrato de acetato de etila, uma amida do
tipo piperidina (Piplartina) e um dacido carboxilico derivado do acido cindmico (acido 3,4,5-
trimetoxifenil-propandico). Avaliou-se o potencial leishmanicida in vitro frente a
promastigotas de Leishmania amazonensis, de ambos 6leos essenciais e do extrato de
acetato de etila dos talos de P. hispidum. Também investigou-se o potencial antiplasmodial
in vitro frente a cepas 3D7 e W2 de Plasmodium falciparum, de ambos d6leos essenciais, da
amida Piplartina, do acido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico e de extratos de P. hispidum. Os
resultados apresentados relatam uma inédita e eficiente atividade leishmanicida e
antiplasmodial dos 6leos essenciais das folhas e talos de P. hispidum, e também relatam pela
primeira vez a promissora atividade antiplasmodial da amida Piplatina.

Palavras-chaves: Piperaceae, Piper hispidum, O6leo essencial, Leishmania amazonensis,
Plasmodium falciparum.



ABSTRACT

MOREIRA, L. S. Phytochemical Study of Volatiles and No Volatiles Compounds of the Piper
hispidum sw. and Evaluation leishmanicidal and antiplasmodial activity in vitro.
Dissertation submitted from medicinal department of the Federal University of the
Rondobnia

The present essay reports isolation, estructural caracterization, leishimanicidal
activity evaluation and antiplasmodial of volatiles and no volatiles compounds from the Piper
hispidium SW. A biographical study was done about secondary metabolites distribution on
the essential oils from plants from the Piper gender researched in Brazil. Due to the absence
of a standard in specialized literature, about the habitat and conditions in which the plants
are exposed, it is impossible to stabilish a correlation between secondary metabolites with
biotics variations and abiotics tha exist in the composition of natural products. It were
identified 82,12% of the essential oil compositon extracted of the P. hispidum leaves, which
relates ti 28 substances, 9,16% of monoterpenes, 71,68% of sesquiterpenes and 1,28% of
phenylpropanoids. From the essential oil extracted from stems 77,32% were identified on
constitution, 37 substances, being 5,25% monoterpenes, 57, 16% sesquiterpenes and
14,91% phenylpropanoids. An isolated phenylpropanoid of essential oils from the stem
(dilapiol) was isolated, two substances of ethyl acetate extract, an amide tipe piperidine
(Piplartine) and a carboxylic acid derived from cinnamic acid (3,4,5- trimetoxphenyl-
propanoic). The leishmanicidal potential was evaluated in vitro with promastigotes of
Leishmania amazonensis,from both essential oils and ethyl acetate extract from the stems of
P. hispidium. Antiplasmodial potential was also investigated in vitro with Plasmodium
falciparum,from both essential oils, from Piplartina amide, from cinnamic acid 3,4,5-
trimetoxphenyl-propanoic and extracts of P.hispidum. The results presented a new and
efficient leishmanicidal and antiplasmodial of essential oils from the leaves and stems of
P.hispidum, and also relate for the first time a antiplasmodial activity of Piplatine amide.

Word-keys: Piperaceae, Piper hispidum, essential oil, Leishmania amazonensis, Plasmodium
falciparum



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCD - Cromatografia em Camada Delgada (placa cromatogréfica)
CG/MS — Cromatografia Gasosa Acoplada a um Espectrometro De Massas.
DMSO — Dimetilsulféxido

DNA — acido desoxirribonucléico

IV — Espectroscopia no Infravermelho.

LTA — Leishmaniose Tegumentar Americana.

LVA - Leishmaniose Visceral Americana

OEPHF — Oleo essencial das folhas de Piper hispidum

OEPHT - Oleo essencial dos talos de Piper hispidum

OMS — Organizacdao Mundial da Saude

OPS - Organizacién Panamericana de la Salud

PHTAC — Piper hispidum, extrato de acetato de etila dos talos

PBS — solucdo salina tamponada com fosfato 0,01 M e pH entre 7,4 e 7,6
RMN H® - Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio.

RMN C* - Ressonancia Magnética Nuclear de carbono 13.

SFB — Soro Fetal Bovino

UV — Ultra Violeta.
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INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS DE INTERESSE TERAPEUTICO E BIODIVERSIDADE AMAZONICA.

A utilizacdo de plantas medicinais com finalidade terapéutica descende de tempos
remotos, enquanto buscavam alimentacdo para sua sobrevivéncia, a humanidade foi
descobrindo as propriedades curativas ou téxicas das plantas (ALVES, 2001). Atualmente na
regido amazOnica, a medicina tradicional a base de plantas medicinais, representa um
importante ponto de encontro entre permanéncias e rupturas culturais estabelecidas desde
os primeiros contatos entre tribos e outras etnias, que se consolida no encruzamento das
principais matrizes presentes no processo de formacdo da cultura do povo brasileiro

(SANTOS, 2000).

As plantas medicinais podem ser definidas, segundo a Organizacdo Mundial da
Saude — OMS, como sendo vegetais que possuem em um ou mais de seus 0rgdos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursoras de
farmacos semi-sintéticos (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Os vegetais sdo fontes importantes de
moléculas biologicamente ativas, geralmente com grande potencial sinérgico a varias
doencas que assolam a humanidade. A diversidade em termos de estruturas e propriedades
guimicas, na qual essas substancias ocorrem na natureza podem servir, para o

desenvolvimento de um grande numero de fitofarmacos (ALVES, 2001).

Historicamente os primeiros esforcos relevantes na busca de novos farmacos
naturais, se ddo por volta do fim do século XIX inicio do século XX principalmente por fatores

como o desenvolvimento da industria quimica e inicio da expansdo da sintese organica,
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porém estava relegado ao segundo plano o uso de produtos vegetais na forma de
fitoterdpicos (CALIXTO, 2000; CALIXTO et al, 2003).

Mais recentemente por volta dos anos 80, os fitoterpicos ganharam mais destaque, o
desenvolvimento da pesquisa cientifica e 0os avancos tecnoldgicos resultaram na identificacdo
de 121 compostos de origem vegetal, provenientes de 95 espécies de plantas medicinais.
Grande parte deles estdo atualmente incluidos na terapéutica dos paises ocidentais. No
periodo 1983-1994, 6% dos medicamentos aprovados foram extraidos diretamente de espécies
vegetais; outros 24% foram de produtos derivados e 9% foram desenvolvidos através de
modelagem molecular, onde as estruturas moleculares dos compostos serviram como
precursores nos processos de sinteses. Atualmente, metade dos 25 medicamentos mais
vendidos no mundo tem sua origem em metabolitos secundarios de origem vegetal. E
importante salientar que atualmente a maior parte dos farmacos presentes no mercado,
oriunda de derivados sintéticos de produtos naturais (CALIXTO, 2000; CALIXTO et al, 2003;
ALVES, 2001; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

A utilizacdo de produtos naturais ocorre em mais de 2/3 da populacdo de paises
subdesenvolvidos, No Brasil para uma consideravel parcela da populacgdo, este é o principal
recurso terapéutico por ser mais acessivel do ponto de vista econémico e cultural. Em todo
o mundo este mercado vem atraindo a cada ano mais adeptos principalmente nos paises

desenvolvidos (PINTO et al., 2002)

O conhecimento adquirido pelas populagdes tradicionais que fazem o uso de
produtos vegetais é de um valor inestimdvel para o desenvolvimento cientifico dos
fitoterapicos. Esse conhecimento etnofarmacoldgico construido ao longo de nossa evolucao
atingiu um alto grau de relevancia com o desenvolvimento de farmacos de grande
importancia na terapéutica atual (ALVES, 2001). A grande quantidade de informacgdes sobre
o uso de centenas de plantas como “remédio” em todo o mundo leva a necessidade de se
avaliar cientificamente o valor terapéutico de espécies vegetais. Contudo, a perda da
biodiversidade principalmente por interferéncias antrépicas e o acelerado processo de
mudanca cultural, acrescentam um censo de urgéncia em garantir o registro dessas

informacdes, inclusive para uso cientifico (SIMOES et al., 2004).

O Brasil, conta com uma grande quantidade e diversidade de espécies vegetais que

sdo empregadas pela populacdo no tratamento dos mais diversos males. A Amazonia ganha
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destaque neste cendrio de riquezas naturais por possuir o maior ecossistema de florestas
tropicais do mundo, e pelo potencial ainda pouco conhecido e explorado da sua
biodiversidade. Diante da enorme abundancia de espécies vegetais com poder terapéutico, a
Amazonia é considerada a maior reserva de plantas medicinais do mundo. O nimero de
estudos estd cada vez mais intenso, porém o nimero de espécies que foram estudadas e
comprovadas como fitoterdpicos eficientes ainda é muito pequeno. (DI STASI, 1996).
Milhares de plantas medicinais utilizadas no mundo todo, pela medicina tradicional, ainda

nado foram estudadas cientificamente, do ponto de vista farmacolégico, bioldgico ou clinico.

A fitoquimica é a principal ferramenta de pesquisa destas plantas, associada a varias
técnicas de extracdo e purificacdo de substdncias como, por exemplo, maceracdo e
cromatografia em coluna de silica respectivamente. A fitoquimica também estd associada a
eficientes técnicas de identificacdo estrutural como exemplo cromatografia em fase gasosa
associada a espectrometro de massas (CG/MS), espectroscopia no infravermelho (IV) e

ressonancia magnética nuclear (RMN) de H' e C*2.

A fitoquimica também possibilita a realizacdo da correlacdo entre estrutura quimica
e atividade bioldgica através de modificagdes estruturais. As modificacdes produzidas pela
introducdo de um substituinte podem atingir varias propriedades fisico-quimicas da
molécula, tais como: hidrofobicidade, densidade eletrénica, conformacdo estrutural e
propriedades farmacocinéticas, entre outros, cuja andlise podera orientar as sinteses a

serem seguidas (YUNES & CALIXTO, 2001; SIMOES et al., 2004).

O estudo fitoquimico de plantas medicinais constitui numa estratégia alternativa na
procura de novos agentes terapéuticos, tanto o levantamento bibliografico como o
conhecimento popular serve de base para a identificacdo da atividade farmacolégica de

principios ativos de plantas medicinais (PINTO et al., 2002).

1.2 ESTUDO FITOQUIMICO DOS VEGETAIS

Tem como principal objetivo isolar e identificar os constituintes quimicos de
espécies biologicamente ativas. Geralmente os compostos responsaveis pela acdo bioldgica

destes vegetais fazem parte do metabolismo secunddrio destas plantas. Estas substancias
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sdo chamadas de “principio ativo” e constituem nos alvos principais do estudo fitoquimico

de espécies vegetais (SIMOES et al, 2004).

Dentre os métodos de separa¢cdao empregados no estudo fitoquimico para se isolar
uma substancia do metabolismo secunddrio, os métodos cromatograficos sdo os mais
amplamente utilizados atualmente. A cromatografia acontece pela passagem de uma
mistura de susbtancias (amostra) através de duas fases, uma estacionaria chamada de (fase
fixa) e outra movel (solvente). A grande variabilidade de combinac¢Ges entre as fases fixa e
movel, faz com que a cromatografia apresente uma série de técnicas diferénciadas. A
cromatografia ndo se limita apenas a separacdo de misturas mas também atua na
identificacdo e anadlise de misturas e de substancias isoladas, neste caso chama-se
cromatografia analitica, enquanto a cromatografia que visa o isolamento de compostos é

dita cromatografia preparativa (DEGANI et al., 1998)

A determinacdo estrutural é realizada através do cruzamento de informacdes
obtidas de varias técnicas espectroscopicas como espectroscopia de massas, que prové
informacdes a respeito do tamanho e da formula molecular. Espectroscopia na regido do
infravermelho que disponibiliza informagdes a respeito dos grupos funcionais da molécula.
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), considerada a mais importante
técnica espectroscépica, fornece um “mapa” do esqueleto de carbono-hidrogénio de uma
molécula organica. Apesar de ser considerada a mais importante, a espectroscopia de RMN
ndo substitui nenhuma das outras técnicas, em vez disso, ela as complementa e juntas a
RMN, o IV, e a espectroscopia de massas possibilitam a determinacdo estrutural das

estruturas de moléculas complexas (MCMURRY, 2005)
1.2.1 Metabdlitos Secundarios

A atividade metabdlica é uma caracteristica intrinseca dos seres vivos. O
metabolismo nada mais é do que o conjunto de reagdes quimicas que ocorrem no interior
das células, no caso das células vegetais, o metabolismo costuma ser dividido em primario e

secundario (SIMOES et al, 2004).

Entende-se por metabolismo primdrio o conjunto de processos metabdlicos que

desempenham uma funcdo essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiracao e o
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transporte de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo primdrio possuem uma
distribuicdo universal nas plantas. Esse é o caso dos aminodacidos, dos nucleotideos, dos

lipidios, carboidratos e da clorofila (SIMOES et al, 2004).

Em contrapartida, o metabolismo secundario origina compostos que ndao possuem
uma distribuicdo universal, pois ndo sdo necessdrios para todas as plantas. Como
conseqliéncia pratica, esses compostos podem ser utilizados em estudos taxonémicos na
elucidacdo da quimiosistematica de plantas medicinais e no desenvolvimeto de novos
agentes terapéuticos no combate a patdégenos e com efeitos curativos como cicatrizantes,

anestésicos e outros (POST-BEITTENMILLER, 1996, YUNES & CALIXTO, 2001).

Embora o metabolismo secundario nem sempre seja necessario para que uma planta
complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel importante na interacdo das plantas
com o meio ambiente. Um dos principais componentes do meio externo cuja interagdo é
mediada por compostos do metabolismo secunddrio sdo os fatores bidticos (BIESKI et al,
2004). Desse modo, produtos secunddrios possuem um papel contra a herbivoria, ataque de
patdégenos, competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como

polinizadores, dispersores de semente e microorganismos simbiontes (SIMOES et al, 2004).

Contudo, produtos secunddrios também possuem acdo protetora em relacdo a
estresses abiéticos, como aqueles associados com mudancas de temperatura, conteddo de
agua, niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes minerais (BIESKI et al, 2004;

GOBBO-NETO et al, 2007 ).

Ainda ndo se conhece com exatidao, como esses produtos sdo formados pelas células
vegetais, e uma das questdes que se busca responder é “como que as plantas regulam a
producdo destas substancias”, e o resultado deste questionamento resultou na elucidacdo
das trés principais vias metabdlicas conhecidas, representadas na Figura 01 (pag 23), a via do
piruvato com acido fosfoglicérico (3-PGA), a via do Mevalonato e a via do acido chiquimico.
Atualmente estima-se que existam cerca de 10.000 metabdlitos secunddrios conhecidos e
supOe-se que este numero ultrapasse 100.000 na natureza, em geral oriundos destas trés
vias metabdlicas, o que evidencia o qudo perfeita é a sua natureza (CARVALHO, 2004;

SIMOES et al., 2004; YUNES & CALIXTO, 2001).
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Existem trés grandes grupos de metabdlitos secunddrios: terpenos, compostos

fendlicos e alcaldides conforme exemplifica a Figura 01.

Os terpenos formam o maior grupo de metabdlitos secundarios, com cerca de 29.000
compostos conhecidos, incluindo os esterdides (POST-BEITTENMILLER, 1996). Sao
estruturas que contém esqueleto carboénico derivados da condensacdao de unidades de
isoprenos, e que apresentam uma classificacdo de acordo com a quantidade de atomos na
cadeia carbonica, monoterpenos (Cyo), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), triterpenos

(C3o) e tetraterpenos (Cyo) (BIESKI et al, 2004).

Os fendis sdo substancias que tem pelo menos um grupo hidroxila ou derivado
funcional ligado a um sistema aromatico. O numero e variedades dos fendis fazem deles
um importante grupo de substancias das plantas, como por exemplo as cumarinas, ligninas,
flavononas, flavonas, antocianidinas entre outras. As lignanas sdao dimeros encontradas na
natureza, obtidas a partir do acoplamento fendlico oxidativo de monémeros derivados do
acido chiquimico que é o precursor de muitos metabolitos com unidades bdsica Ce-Cs

(SIMOES et al, 2004).

Os alcaldides sdao compostos azotados complexos, de natureza basica, capazes de
produzir geralmente poderosos efeitos fisioldgicos. Sdo, na maior parte dos casos, venenos
vegetais muito ativos, dotados de uma acdao especifica. A medicina emprega-os
normalmente em estado puro e o seu verdadeiro valor apenas se releva quando usados
adequadamente pelo médico. Segundo a sua composicdo quimica e, sobretudo, a sua
estrutura molecular (POST-BEITTENMILLER, 1996; CARVALHO, 2004). Um exemplo de
alcaldide utilizado na medicina é a efedrina, que age na prevencao dos efeitos hipotensores
arteriais induzidos pela associacdo do propofol e do remifentanil em procedimentos de

inducdo de anestesia em cirurgias (MORO et al., 2007).
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Piruvato + 3P GA Iy 2

) TERFPENOS

Via do Mevalonato P
» FENOIS

Aminoacidos
aromaticos

Via do Ac. Chigquimico

—- e ALCALOIDES

Figura 01 : Principais vias do metabolismo secundario e suas interligagdes. Adaptado de Bieski et al, (2004).

A barreia que divide o metabolismo primario do secunddrio, ainda n3o é tdo nitida. O
metabolismo primario em sua esséncia é geral a todos os vegetais, contudo o metabolismo
secundario apresenta rotas ndo tdao gerais conforme esquema ilustrado na Figura 02.
Também é possivel que sé sejam ativadas durante alguns estagios particulares de

crescimento e desenvolvimento, ou em periodos de estresse causados por fatores bidticos

ou abidticos (SIMOES et al, 2004; CARVALHO, 2004).
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quinolinicos .
antraquinonas ornitina isoprenoides
flavonoides lisina
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protoalcaldides acido terpendides e
alcaloides cinamico B esterois
isoquinilinicos e ‘ alcaldides
benzilisoquinolinicos ) . pirrolidinicos,
fenilpropandides tropanicos,

lignanas e ligninas
cumarinas

pirrolizidinicos,
piperidinicos e

quinolizidinicos

Fonte: (SIMOES et al, 2004; p.411)

Figura 02: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.




Pagina |25

1.2.2 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais podem ser encontrados em varias partes das plantas (galhos,
madeira, folhas, frutos, flores, raiz). Oleos essenciais podem ser conceituados como uma
mistura de substancias volateis, lipofilica, geralmente odorifera, liquida com viscosidade
oleosa e sdo extraidos das plantas, principalmente através de destilacdo por arraste com
vapor d’agua. Em d4gua os Oleos essenciais tém solubilidade limitada o suficiente para

aromatizar as solucGes aquosas, que sdao chamados hidrolatos.

Seus principais constituintes sdo os monoterpenos seguidos pelos sesquiterpenos
além de compostos aromaticos de baixo peso molecular. Sua real finalidade, ainda é
desconhecida, porém acredita-se que durante o seu desenvolvimento, as plantas superiores
sintetizam terpendides essenciais para o crescimento e desenvolvimento, como, por
exemplo, reguladores de crescimento (giberelinas), pigmentos e esteroides. Contudo, a
presenca de outras classes de terpenos pode estar relacionada a fungbes ecoldgicas, tais

como atragao a polinizadores (LANGENHEIM, 1994).

Normalmente, o dleo essencial das folhas e as resinas apresentam alguns
constituintes em maior concentracdao e cerca de 30 a 40 compostos minoritarios, em
concentracdo inferior a 1% (TAKABAYASHI et al, 1994). AlteracGes nessa complexa mistura
podem dificultar a capacidade de adaptacdo de herbivoros frente a problemas de
intoxicacdo (JONES et al, 1991), ou ainda, podem estimular a presenca de polinizadores
(BERGESTROM, 1991). Outras atividades ecoldgicas, como protecdo ao ataque de fungos
(BERENBAUM & ZANGERL, 1992) e atividade bactericida, estao relacionadas com a presenca
dessas substancias (LERDAU & PENUELAS, 1984).

1.2.3 O género Piper

A familia Piperaceae compreende 14 géneros e cerca de 1950 espécies (MABBELEY,
1997). Sdo ervas, arbustos ou pequenas arvores, frequentemente epifitas ou lianas; folhas
alternas, menos frequentemente opostas ou verticiladas, simples, com ou sem estipulas.
Inflorescéncia geralmente do tipo espiga, raramente recemo (Ottonia), terminal, axilar ou
oposta a folha (Piper); flores ndo vistosas, bissexuadas ou unissexuadas (plantas mondicas

ou didicas), aclamideas, dispostas na axila bracteas geralmente peltadas; anteras rimosas;
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ovdrio supero, uni (Peperémia) a tetracarpelar, unilocular, placentacdo ereta, univulado,

estigma geralmente séssil. Fruto: Braga ou durpa (SOUZA & LORENZI, 2005).

O género Piper possui cerca de 700 espécies distribuidas nas regiGes tropicais e
subtropicais do mundo como ilustra a Figura 03. Podem apresentar habitos arbustivos,
arbdreos, escandentes ou herbaceos, crescendo geralmente no interior ou na margem de
formacdes florestais. As folhas sdao sempre simples, com formas variadas e venagao pinada
ou palmada. As flores (bracteas) sdo pequenas, aperiantadas, reunidas em racemos ou mais
comumente em espigas, solitdrias ou fasciculadas. Os frutos sdao pequenas drupas
dispersadas por passaros e morcegos, mas principalmente pelo vento (PARMAR et al., 1997;

BARROSO et al., 1986).

200 SPP.

AMAZONIA

300 SPP.
CHOCO REGION

200SPP. =

)/2 N L ANDES !
- . 300 SPP
" i/ 0
AFRICAN TROPICS i SOUTH PACIFIC
15 SPP. \& o  AOSER ATLANTIC FOREST
7 ' - 1508PP

(Jaramillo et al., 2001)

Figura 03: Distribuicdo geografica do género Piper em regides tropicais e subtropicais do mundo.

O género Piper tem demonstrado uma grande diversidade de metabdlicos com varias
atividades bioldgicas. Dentre estes, podem ser citados lignanas, neolignanas, terpenos,
propenilfendis, chalconas, flavonas, benzenopiranos e principalmente amidas (PARMAR et
al., 1997). Essas ultimas constituem metabdlicos caracteristicos de Piperaceae e podem ser
classificadas em isobutilica, pirrolidinicas, piridonicas e piperidinicas (SENGUPTA & RAY,

1987 apud NAVICKIENE et al., 2000).

O uso de espécies do Género Piper para fins curativos é pratica comum em diversas
culturas. O histérico do género Piper descrito por Parmar, V. S et al.,(1997), relata o uso de

espécies para o tratamento de algumas enfermidades em diferentes povos. Na China, algumas
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prescricGes recomendam o uso de P. futokasura no tratamento de arritmias cardiacas e da
asma. Na Jamaica dores estomacais sdo tratadas com uma infusdo de P. aduncum e P.
hispidum. No México e Brasil usa-se P. amalago para aliviar dores estomacais e no combate a

diversas infecgdes.

No género Piper, os constituintes quimicos mais comuns sdao as amidas, destacando-
se as isobutilamidas, piperidina [53] e pirrolidina [54] (PARMAR et al., 1997). Outro grupo
de compostos potencialmente ativos e ndo menos importantes, que estdo presentes em
proporg¢des considerdveis, sdo os fenilpropandides, incluindo-se entre eles: monolignélides
como o apiol, miristicina, eugenol, safrol, dimeros de fenilpropandides e dilapiol (BERNARD
et al. 1995). Bernard et al. (1995) compararam o extrato alcéolico de folhas de dezesseis
espécies de Piper apontando P. aduncum como a de maior atividade inseticida, com 92% de
eficiéncia no controle de larvas de segundo instar de Aedes atropalpus L., a concentra¢do de
1 ppm. O dilapiol aparece como constituinte principal no éleo essencial de P. aduncum

variando de 58% a 88,4% (GOTTLIEB et al. 1981).

No estudo comparativo realizado por Kiuchi et a/ (1988) sobre a atividade larvicida de
amidas isoladas dos frutos secos de P. nigrum foi evidenciada suas a¢des contra Toxocara sp,
gue habita o intestino delgado de cdes e canideos selvagens e é o agente etiolégico da
toxocariase ou (Larva migrans visceral humana). Dentre as moléculas isoladas e testadas, duas
piperamidas, pipericida [53] e pirronidina [54], revelaram acentuadas atividades,
apresentando concentracdes letais de 50 e 150 pg/ml apds 24 horas de tratamento,

respectivamente.

Dévéhat et al, (2002), determinaram a atividade antiviral de algumas plantas
medicinais utilizadas na medicina popular da Indonésia contra o poliovirus, agente etiolégico
da poliomelite, sendo observado que o extrato metandlico de P. aduncum foi o mais ativo,

apresentando ICso de 22pug/ml.

A atividade antiinflamatéria in vivo de P. lenticellosum foi evidenciada em
camundongos suicos que desenvolveram edema no coxim posterior apds a injecdo
subcutanea de carregenina. Os animais foram tratados via oral 1 hora apds a injecdo com 1.25
g/Kg do extrato etandlico de P. lenticellosum e o percentual de inibicdo do edema foi avaliado

em relacdo ao controle. Os resultados obtidos revelaram que o extrato etandlico de P.
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lenticellosum apresentou uma proeminente inibicdo de 43% do edema apds trés horas e de

54% apds cinco horas de tratamento (HOLTEZ et al, 2002).

O efeito toxico do extrato hidroalcodlico de 13 plantas usadas na medicina popular
brasileira foi testado sobre bactérias de grande acuidade na drea da saude publica. P. regnellii,
gue é comumente utilizada na medicina popular brasileira na forma de extrato bruto para o
tratamento de doengas infecciosas, apresentou uma estimavel atividade bactericida contra
Staphylococus aureus e Bacilus subtilis, apresentando uma concentracdo inibitéria minima de

7.8 para S. aureus e 15.6 ug/ml para B. subtilis (HOLTEZ et al, 2002).

A atividade antiplasmoidal do extrato lipofilico das folhas de P. hispidum e de trés
substancias isoladas deste extrato caracterizadas como: dilapiol [45], asebogenina [51], e uma
2’, 4, &' trihidroxidihidrochalcona [52], foi corroborada sobre duas amostras de Plasmodium
falciparum, uma resistente (Dd2) e outra sensivel (poW) ao tratamento com Cloroquina, droga
padrdo utilizada no combate a maldria. O extrato lipofilico apresentou um ICso de 7.6 e 13
pug/ml sobre as amostras poW e Dd2, respectivamente. Dentre as trés moléculas isoladas e
caracterizadas no extrato, asebogenina, foi a mais ativa, no entanto, o ICsg apresentado por
esta substancia foi maior do que a do extrato, sugerindo que a atividade antiplasmoidal de P.
hispidum n3do é exercida somente pela asebogenina, mas sim por um efeito sinergistico entre

as trés substancias majoritdrias (SIEMS et al, 1999).

O efeito reversivel da infertilidade de camundongos tratados com o extrato alcoélico
de P. betle foi demonstrado por Sarkar et al, (2000). Durante o tratamento, os animais
apresentaram alteracdes morfoldgicas e estruturais de orgaos reprodutivos e uma redugao
em 78 e 100% na mobilidade de espermatozdides e da fertilidade, respectivamente. No
entanto, apds cessar a administracdo da droga os parametros alterados restituiram-se,
sugerindo que o efeito contraceptivo de P. betle esta envolvido com a maturacdo dos
espermatozodides no epididimo, ndo comprometendo o efeito androgénico, uma vez que o

nivel de testosterona no soro ndo foi alterado durante o tratamento (SARKAR et al, 2000).

Na [ndia, uma mistura de P. nigrum, P. longun e Zengiber officinalis (gengibre),
constitui o chamado “trikatu”, uma formulacdo usada pelos povos indianos para o tratamento

de varias doencas (JOHRI & ZUTSHI, 1992).
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1.2.4 Piper hispidum Sw. Var. obliquum Tr. Yunker

Esta espécie é conhecida como matico, apertajodo, matico-falso. As folhas, as raizes e
os frutos sdao adstrigentes, diuréticos e estimulantes, empregados como desobstruentes do
figado. Em Cuba é conhecida como “platanillo-de-cuba”, utilizada para deter hemorragias
traumaticas (ROIG & MESA, 1945). Peckolt & Peckolt (1888), informam que as folhas sdo
utilizadas sob a forma de banhos contra as hemorrdidas, reumatismos e disenterias; quando
frescas sdo usadas como emplastros em hérnia de umbigo de criancas, tendo o mesmo uso

no estado seco e reduzido a pd, sendo ainda consideradas hemostaticas.

E uma espécie arbustiva, facilmente confundida com P. aduncum, diferindo desta,
porém pela consisténcia membrandcea e pelo habito arbustivo escandente, encontrada em

regides neotropicais (RIBEIRO, et al 1999).

Piper hispidum Sw. Figura 04 é
um arbusto com 2-4 m de altura, com
tricomas escabrosos nos ramos. Folhas
com peciolo de 0,5-1cm compr.,
hispido, bainha basal; Iamina eliptica ou
ovado-eliptica, 10-16 x 5-8 cm, base
assimétrica, um dos lados arredondados

e diferindo do outro em 3-5 cm

comprimento, quando simétrica aguda,

Foto: Aline R. Polli

apice acuminado, cartaceas, escabrosas  Figura 04. Piper hispidum Sw. no local das coletas,
(Campus da Universidade Federal de Rondénia).

ou hispidas na face adaxial e hirsutas na
abaxial, profundamente glandulosas; nervuras secundarias 4-5, ascendentes, dispostas
abaixo ou pouco acima da porcao mediana da lamina. Espigas eretas, 8-14 cm comprimento,
pedunculo até 1 cm comprimento, hirtelo; bractéolas triangularpeltadas e franjadas na
margem. Estames 4. Drupas oblongas ou lateralmente comprimidas, papiloso-puberulentas

no apice, com 3 estigmas persistentes sésseis (PECKOLT & PECKOLT, 1888).
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1.3 PATOLOGIAS DE LEISHMANIOSE E MALARIA
1.3.1 Leishmaniose

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa, causada por protozodrios do género
Leishmania, que acomete pele e mucosa. E primariamente uma infecgdo zoonética, ou seja,

afeta outros animais e secundariamente o homem (BRASIL?, 2007).

Existem duas categorias amplas de Leishmaniose; A Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), que inclui a Leishmaniose cutanea e a Leishmaniose mucocutanea; e a
Leishmaniose Visceral Americana (LVA), também conhecida como Calazar. A LTA é causada
pelas espécies Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis. A
LVA é causada por Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis (BRASIL', 2007 aput

MARZOCHI, 1989).

A LTA (leishmaniose tegumentar americana), também é conhecida como
Leishmaniose mucocutanea, Ulcera de Bauru, ferida brava e etc., distribui-se amplamente,
estendendo-se do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, no Brasil, tem sido
assinalados em praticamente todos os Estados com grande incidéncia principalmente na

regido norte e nordeste (LEMOS et al., 2001; BRASIL}, 2007).

A LTA esta entre uma das endemias de maior importancia em saude publica no
Brasil, devido sua ampla distribuicao pelo territdrio nacional, a ocorréncia de formas clinicas
graves e pelas dificuldades referentes tanto ao diagndstico como ao tratamento com drogas

fortes e de uso prolongado sob supervisao integral (DORVAL et al., 2006).

A manifestagdo cutanea da Leishmaniose caracteriza-se por lesdes isoladas ou
aglomeradas (forma unica ou multipla), a forma disseminada caracteriza-se por lesdes
numerosas em varias areas do corpo e na forma difusa a principal caracteristica é o grave
comprometimento dérmico, de natureza cronica. A Leishmaniose mucosa é na maioria das
vezes secundaria as lesdes cutaneas, surgindo geralmente meses ou anos apods a resolucdo
das lesGes de pele. As areas de mucosa mais frequentemente acometidas sdo as cavidades
nasais seguidas da faringe, laringe e cavidade oral (BRASIL', 2007). A Leishmaniose visceral é

caracterizada por lesdes internas, principalmente nos érgdos (BRASIL*, 2007).



Pagina |31

A Leishmania é um protozoario pertencente a familia Trypanosomatidae, com duas
formas principais, uma flagelada chamada de promastigota, apresentado na Figura 06,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e em alguns meios de cultura artificiais,
sempre fora da célula, e outra sem flagelo de forma arredondada, chamada de amastigota,
apresentada na Figura 07, observada nas células dos hospedeiros vertebrados (macréfagos),
a Figura 05 que representa o ciclo de vida do parasita se diferenciando entre as duas formas

(BRASIL?, 2007).

Ciclo no flebotomideo Ciclo no Humano

o Flebotomideo se alimenta de sangue e Promastigotas sdo
(injeta promastigotas na pele) fagocitadas por

macrofago

divis&o no |ntest|n0 e

e migrag&o para o
prosbocnde

\V/

o amastigotas transforman-se em
promastigotas no intestino
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Fonte: Center of Diseases Control and Prevention (modificada) ( CDC", 2009)

Figura 05 : Cilco de vida Leishmania ssp.
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Figura 06 : Formas promastigotas de Leishmania Figura 07 : Formas amastigotas de Leishmania


http://www.parasitoliga.com/protozooses.htm

Os principais vetores das Leishmanioses
sdao flebétomos (mosquitos) pertencentes aos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia conforme
Figura 08. S3o facilmente reconheciveis pela
posicdo em que se encontram quando estdo em
repouso, com as asas entreabertas e

fonte: BRASIL*, 2007
ligeiramente levantadas, em vez de se cruzarem
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Figura 08 : FéEmea de Flebotoineo

sobre o dorso, por este motivo este mosquito

também é conhecido como cangalha, cangalhinha, asa dura, orelha-de-veado, palha, birigti,

tatuira, bereré, tatuquira, murutinga, escangalho e asa branca (LEMOS et al.,2001; BRASIL?,

2007).

Atualmente pode-se dizer que no Brasil, a doenca apresenta trés padrdes

epidemioldgicos caracteristicos segundo Ministério da Satde (BRASILY, 2007).

By

e Silvestre - Surtos epidémicos associados a derrubada das florestas,

perturbando o ecossistema local e favorecendo o descontrole dos principais

vetores em areas nativas. Neste caso a Leishmaniose Tegumentar é

fundamentalmente, uma zoonose de animais silvestres, que pode atingir o

homem quando entrar em contato direto com os focos zoondticos; como

por exemplo o Rato do Mato (proechysmis) um dos principais reservatorios

da Leishmania amazonensis no Brasil, outro exemplo é o Gamba (didelphis).

e Ocupacional e Lazer — Este padrdo de Transmissdo estd associado a

exploracdo desordenada de florestas, ao desmatamento para construcdo de

estradas e usinas hidrelétricas, desenvolvimento de atividades agropecudria

e ecoturismo.

e Rural e Periurbano - Leishmaniose em regides de colonizacdo antiga,

relacionada ao processo migratdrio, ocupacao de encostas e aglomerados

semi-urbanizados na periferia de centros urbanos. Neste novo cenario os

principais vetores sdo cdes, eqilinos e roedores que

reservatorios do parasita.

atuam como
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Uma analise da evolucdo da LTA no Brasil, realizada pela Secretaria de vigilancia em
Saude (BRASIL!, 2007), revelou uma expansdo geografica crescente, sendo que em 1994
foram registrados casos em 1861 municipios, representando 36,9% do total de municipios
do pais; e em 1998 houve uma expansdo da doenga para 2.055 municipios, cerca de quase
200 municipios infectados em apenas 4 anos. Em 2008 foram registrados pelo Ministério da
Saude através do SINAN (Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo), 20.522 casos de
LTA em todo territério nacional. Rondonia estd em 82 lugar no nimero de casos com 976
registros, os 03 estados mais endémicos sdo Pard (3.643 registros), Bahia (3.063 registros) e

Mato Grosso (2.525 registros) (BRASIL%. 2009).
1.3.2 Tratamento de Leishmaniose.

O tratamento de Leishmaniose é relativamente demorado e as drogas utilizadas
sao relativamente fortes e com efeitos colaterais considerdveis. As drogas mais indicadas sao
os Antimoniais Pentavalentes, ha dois tipos de Antimoniais Pentavalentes que podem ser
utilizados, o Antimoniato N-metil glucamina (Glucantime®) e o Stibogluconato de Sddio,
porém, este ultimo ndao é comercializado no Brasil. Ndao havendo uma resposta satisfatéria
com o tratamento pelo Antimonial Pentavalente, as drogas de segunda escolha sdo a

Anfotericina B e o Isotionato de Pentamidina (BRASIL*, 2007).

O Antimoniato N-metil glucamina tem acdo descrita contra o parasita Leishmania
na forma amastigota, que se encontra dentro do macréfago, ndo sendo eficiente contra a
forma promastigota, a Pentamidina, que é uma droga de segunda escolha, se torna mais
eficaz no tratamento por apresentar atividade contra as duas formas, porém, com efeitos

colaterais mais fortes por se tratar de uma droga mais potente (CROFT & COOMBS, 2003).

Poucos estudos foram realizados quanto a utilizacdo da Pentamidina no tratamento
da Leishmaniose. A Pentamidina é acumulada pelo parasita, se liga ao acido
desoxirribonucléico - DNA do mesmo e inibe a replicacdo dos microorganismos. Ela ndo é
bem absorvida oralmente e por isso é administrada intravenosa ou intramuscularmente.
Classicamente a dose recomendada é de 4mg/kg/dia, por via intramuscular profunda, de 2
em 2 dias, recomendando-se ndo ultrapassar a dose total de 2g. Esta estimativa foi
observada devido a alguns casos de sucesso no uso de Pentamidina no tratamento de

leishmaniose cutdnea com excelentes niveis de cura, na regido Amazonica e em paises da
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América do Sul. Os efeitos colaterais ou reacbes adversas mais freqlentes sdo dor,
induracdo e abscessos estéreis no local da aplicacdo além de nauseas, vomitos, tontura,
adinamia, miaglias, cefaléias, hipotensao, lipotimias, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia.
O diabetes mellitus pode se manifestar a partir da administracdo da dose de 1g. O efeito
diabetogénico pode ser cumulativo e dose dependente (BRASILl, 2007; HANDMAN, 2000;
HERWALDT, 1999).

1.3.3 Relagao Entre Leishmaniose E Plantas Medicinais.

O uso empirico de plantas medicinais pela populacdo tem revelado que desde a raiz
até o caule, folhas, frutos, sementes e flores de plantas medicinais tém eficiéncia na cura de
diversos males, suscitando assim grande interesse no estudo cientifico destas plantas,
contudo, compostos presentes nestas plantas que estimulam o sistema imune sdo Uteis
quando usados como adjuvantes no tratamento de certas doengas causadas por fungos,

bactérias e protozodrios, como no exemplo da Leishmaniose (BERGMANN et al., 1997)

Estudos quimicos e imunofarmacolégicos, da Leishmaniose, tém sido realizados
com o intuito de encontrar novos compostos menos tdxicos, economicamente mais viaveis
de efeito especifico e que reverta a resisténcia do parasita as drogas utilizadas no
tratamento (BERGMANN et al., 1997). Existem varias plantas que apresentam potencial na
modulacdo da resposta imune na leishmaniose, uma delas é a Kalanchoe pinata, que
demonstra efeito sobre a reducdo das lesdes em camundongos, pelo aumento da producdo
de oOxido nitrico por macréfagos (BERGMANN et al., 1997). Outra espécie apresentou a
mesma atividade, a Solanum lyratum Thunb (SOLANACEAE), muito utilizada na medicina

Coreana segundo (KIM, et al., 1999).

A avaliacdo da atividade leishmanicida de compostos isolados de espécies vegetais,
in vitro sao realizadas com as duas formas do parasita a promastigota e a amastigota, dentre
0s varios compostos que apresentam atividade estdo triterpendides de Artemisia annua
(YANG et al, 1992), de Peperomia galioides (MAHAIO et al,1995), e de Guarea
rhophalocarpa (CAMACHO et al., 2000). Além dos terpendides, tem os aminoglicosterdides e
aminosterdides de Holarrhena curtisii (KAM et al., 1997), naftoquinonas de Péra benensis
(FOURNET et al., 1992.; KAYSER et al.,2000), flavondides de Centrolobium sclerophyllum
(ARAUJO et al., 1998), neolignanas de Virola surinamensis (BARATA et al., 2000). Além destes
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compostos, os alcaldides também tém sido muito estudados quanto ao seu potencial
leishmanicida. Muitos destes alcaldides sdao do tipo isoquinolinico isolados de espécies
vegetais nativas bolivianas, utilizadas pelos indigenas quimane dentre elas: o Cardiopetalum

calophyllum, a Abuta rufescens e a Abuta pahni, revisto por (FOURNET et al., 1992).

1.3.4 Malaria

A maladria é uma importante doenga parasitdria que perdura a séculos, é
mundialmente um dos mais sérios problemas de satde publica. E uma doenca infecciosa
causada por protozodrios do género
Plasmodium e transmitida para os
humanos por fémeas de mosquitos do
género Anopheles conforme Figura 09.
Quatro espécies de plasmodio podem
causar a doenca: P. falciparum, P. vivax, P.

malariae e P. ovale (BRASIL®, 2005).

Fonte: (CRAVO e ROSARIO, s.n.t )

Figura 09: Mosquito Vetor de malaria - Anopheles

O Plasmodium é um parasita humano unicelular protozoario, que infecta os
eritrocitos, causando a malaria. Apresentam diversas formas de acordo com as fases do ciclo
de vida, possui cerca de 1 a 2 micrometros de diametro, e tem duas fases de reproducao,
nos seres humanos de forma assexual e no mosquito sexual conforme a Figura 10 (BRASIL’

2001).

O ciclo de vida do Plasmodium, ilustrado na Figura 10, inicia-se com a picada de uma
pessoa por um mosquito Anopheles fémea, durante a picada antes de sugar o sangue o
mosquito injeta uma pequena quantidade de saliva, com substancias anticoagulantes, rica
em Plasmddios na corrente sanguinea, sendo que um minimo de dez parasitas é o suficiente
para causar a infeccdo. Os Plasmddios estdo na fase de esporozoitos, e chegam ao figado por
volta de 30 minutos depois da picada, no figado os esporozoitos invadem os hepatdcitos e
inicia-se o estagio exo-eritrécito {A}. Os esporozoitos dentro dos hepatécitos se

desenvolvem a esquizontes maiores e multinucleares. Esses dividem-se por reproducdo
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assexuada e se desenvolvem até o rompimento dos esquizontes gerando centenas e
milhares de novos merozoitos, uma fase que dura de 6 dias (P. falciparum) até algumas

semanas (outras espécies) (BRASIL?, 2005).
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Fonte: Center of Diseases Control and Prevention (modificada) ( CDC?, 2009)

Figura 10: Ciclo de vida Plasmodium spp

No interior dos eritrécitos os merozoitos se desenvolvem em trofozoitos e estes se
dividem assexuadamente formando novos esquizontes, que rompem liberando novos
merozoitos para novamente infectar eritrécitos e substancias téxicas como a hemozoina que
causa febre na pessoa infectada. Alguns merozoitos se transformam em formas sexuais
(gametdcitos) apds meiose. As formas sexuais (macrogametas e microgametas) sdo ingeridas
pelo mosquito quando o mesmo pica a pele da pessoa infectada para se alimentar de

sangue, dando inicio ao ciclo esporongénico {C} (BRASIL3, 2005; FRANCA, et al., 2008).

No estbmago do mosquito o microgameta sofre exflagelacdo e funde-se com o
macrogameta, gerando um zigoto. Este se diferencia em oocineto, uma forma modvel que

atravessa a parede do estdbmago e se aloja na membrana basal, e se diferencia em oocisto.
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Os oocistos se desenvolvem e se dividem em milhares de esporozoitos estourando o oocisto
e migrando para as glandulas salivares do inseto, estes irdo invadir novamente um novo

humano e iniciando um novo ciclo de infecgao (BRASIL3, 2005; FRANCA, et al., 2008).
1.3.5 Aspectos Clinicos da Malaria

Os sintomas mais comuns relatados nos casos de maldria sdo febre, calafrios,
cefaléia, vomito, anorexia, fadiga, diarréia e anemia. O tratamento deve ser adequado e
eficaz, caso contrdrio a doenca pode levar o paciente a desenvolver outras complicagdes
como edema pulmonar, complicagdes renais, ictericia e obstru¢ao de vasos sanguineos no
cérebro nos casos mais graves da doenca, podendo levar o individuo a 6bito (BRASIL?, 2005;

BRASIL®, 2001).

De acordo com a espécie do protozoario, pode-se observar variagdes nos quadros
clinicos, na infeccdo por Plasmodium falciparum a doenca é conhecida como malaria
falciparum, também chamada de maldria grave ou maligna, tem um periodo de incubagdo
de 1 a 3 semanas, pode apresentar sintomas adicionais mais graves como choque
circulatério, sincopes (desmaios), convulsdes, delirios e crise vaso-oclusivo. Os casos de
Obitos podem ocorrer quando eritrécitos infectados causam a oclusdo de vasos sanguineos
no cérebro levando o individuo a déficits mentais, coma seguido de morte ou a déficits
mentais irreversiveis. Danos Renais e hepaticos ocorrem pelo mesmo motivo, é a forma da

doencga mais grave, pois leva um nimero maior de pacientes a ébito (FRANCA et al., 2008).

As InfeccOes causadas pelas outras espécies, apenas causam uma debilitacdo
ocorrendo muito raramente a morte. A malaria vivax também conhecida como ‘ter¢a’ ou
benigna, caracteriza-se pela intermiténcia dos ataques paroxisticos provenientes da infeccdo
eritrocitica que ocorre a cada trés dias. E a forma de maldria mais comum no Brasil e
apresenta um periodo de incubacdo de 1 a 4 semanas, o Plasmodium vivax tem a capacidade
de permanecer latente nos hepatdcitos na forma de hipnozoitos permanecendo por um
tempo variavel podendo levar a uma recaida de até anos depois da infeccdo. A malaria
malariae é a forma ‘quartd’ da doenca apresentando periodos de intermiténcia a cada
qguatro dias, o periodo de incubacdo é de 2 a 4 semanas. A malaria ovale é considerada

basicamente uma forma ‘tercda’ da doenca que praticamente ocorre quase que



Pagina |38

exclusivamente na Africa, apresenta um periodo de incubacio de 9 a 18 dias (BRASIL?, 2005;

BRASIL5, 2001; FRANCA, et al., 2008).
1.3.6 Diagnéstico da Maldria

O diagnéstico da maldria compreende o diagndstico clinico e o diagndstico
laboratorial. No diagndstico clinico levam-se em consideracdao aspectos epidemiolégicos
como areas endémicas, tempo de permanéncia nestas areas e incidéncia de casos na regido,
e aspectos clinicos como a presenca de sintomas no paciente que evidenciem a presenca da
doenca. O diagndstico laboratorial é recomendado quando os aspectos clinicos evidenciam a
infeccao por Plasmodium e é o diagndstico laboratorial que confirma com precisdo se o caso

se trata de malaria ou ndo (BRASIL4, 2005; COSTA, et al., 2008).

Dentre as técnicas laboratoriais temos o “gota espessa” que é um método adotado
oficialmente no Brasil para o diagndstico de maldria por ser simples, eficaz, de baixo custo e
de facil realizacdo. Sua técnica baseia-se na visualizacdo do parasita através de microscopia
Gtica, apds coloracdo com corantes (Azul de metileno e Giemsa), permitindo a diferenciacao
especifica dos parasitas a partir da analise da sua morfologia e dos seus estagios de
desenvolvimento. O exame através da gota espessa deve ser de 100 campos microscopicos
examinados com aumento de 600 a 700 vezes, a avaliacdo da parasitemia pode ser expressa
semiqualitativamente em “cruzes” ou quantitativamente em mm?® conforme apresenta a

Tabela 01 (BRASIL®, 2005; BRASIL®, 2001; COSTA, et al., 2008).

Tabela 01: Avaliagdao semiquantitativa e quantitativa da densidade parasitaria por
plasmdédio na gota espessa de sangue

Numero de parasitos contados / P?rasne.m |a- Parasitemia quantitativa
- semiquantitativa ot mm3)
(cruzes)

40 a 60 por 100 campos +/2 200 a 300

1 por campo + 301 a500

2 a 20 por campo ++ 501 a 10.000

21 a 200 por campo +++ 10.001 a 100.000

200 ou mais por campo ++++ >100.000

Fonte: (BRASIL®, 2005), pag. 30

Obs: para exames com menos de 40 parasitas por 100 campos, expressar o resultado pelo nimero de parasitas contados
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Outra técnica laboratorial é o “esfregaco delgado”, este possui baixa sensibilidade em
baixas parasitemias, estima-se que a gota espessa seja cerca de 30 vezes mais eficiente.
Porém o esfregaco delgado é o Unico método que permite, com facilidade e seguranca, a
diferenciacao especifica e detalhada dos parasitas, a partir da andlise da sua morfologia e

das alteragBes provocadas no eritrécito infectado (BRASIL?, 2005).

A identificacdo da forma do parasita ajuda a diagnosticar o estagio de
desenvolvimento em que a doenga se encontra. De acordo com a Figura 10, as formas do
parasitas dependem do estagio de desenvolvimento dos mesmos dentro do hospedeiro, e
de acordo com cada estagio o parasita se diferencia em uma forma diferente. Ainda no
mosquito o parasita se encontra na forma de esporozoitos, assim que inoculado no
hospedeiro ele se diferencia em esquizontes dentro das células hepaticas, e de acordo com a
espécie do parasita as formas de esquizontes, e as outras formas também podem apresentar

variacGes morfoldgicas conforme ilustra a Figura 11.

Trofozoitas Esquizontes Gametocito

P.falciparum

P.malariae

P.ovale

Fonte: (BRASIL®, 2005)

Figura 11: Morfologia dos Plasmddios dentro dos eritrécitos

Também Existem os testes imunocromatograficos, estes representam novos métodos
de diagnéstico rapido de malaria. S3o realizados em fitas de nitrocelulose contendo
anticorpo monoclonal contra antigenos especificos do parasita. Em geral apresentam
sensibilidade superior a 95% quando comparado a “gota espessa” e parasitemia superior a

100 parasitas/pL de sangue (BRASIL?, 2005; BRASIL>, 2001).
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Existem ainda outros métodos que podem ser utilizados no diagndstico da maldria,
como a Imunofluorescéncia Indireta, Elisa e PCR (Reagdo em cadeia de Polimerase) de
grande importancia na pesquisa em laboratérios de referéncia para maldria, ndo usados

rotineiramente para diagndstico laboratorial (BRASIL*, 2005; COSTA, et al., 2008).
1.3.7 Tratamento da Malaria

O tratamento dos casos de malaria causados pela espécie Plasmodium falciparum sao
considerados uma emergéncia médica por haver risco de morte, e que requer atendimento
médico imediato. A maldria causada por outras espécies sdao consideradas doengas cronicas

(BRASIL?, 2005).

Atualmente os farmacos antimaldricos sdo baseados na estrutura de produtos
naturais ou de compostos sintéticos desenvolvidos na década de 40. Estes farmacos sao
especificos para cada etapa do ciclo de vida do Plasmodium (FRANCA, et al., 2008; BRASIL?,
2005;ALECRIM, 1981).

e Farmacos eritrociticos: atuam nas formas presentes nos eritrocitos humanos.

e Farmacos gametociticos: matam as formas sexuais do parasita (gametdcitos)
de um individuo infectado, evitando que o mesmo transmita a doenca para o
mosquito e consequentemente para outras pessoas.

e Farmacos esporonticidas: atuam contra esporozoitos e sdo capazes de matar
os parasitas assim que eles entram na corrente sanguinea pela picada do
mosquito ou assim que sdo liberados pelos esquizontes hepaticos ou
sanguineos.

Muitas vezes os farmacos antimalaricos podem atuar de forma eficaz para diversas
formas do parasita, ser efetivos contra uma espécie e ineficazes para outras, agindo de
maneira bem especifica. Os principais antimaldricos sdo classificados em dois grandes

grupos, de acordo com o seu modo de acdo (BRASIL® 2005).

O primeiro grupo inclui alcaldides derivados da cinchona (planta nativa da América
do Sul utilizada pelos indios no tratamento de malaria) as aminoquinolinas e as acridinas.
Acredita-se que estes farmacos podem interferir no metabolismo da glicose em diferentes

pontos e também na habilidade do parasita de digerir a hemoglobina, impedindo assim que
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ele se alimente, eles podem agir ainda intoxicando-o com altos niveis de ferriprotoporfirina-

IX, que é um subproduto toxico da digestdo da hemoglobina (FRANCA, et al., 2008).

O segundo grupo inclui as pirimidinas e biguanidas e estdo envolvidas na
interferéncia da sintese do acido tetra-hidrofélico, um importante cofator no processo de

sintese de DNA e de aminoacidos.

Dentre os principais antimalaricos podemos citar o principio ativo das cascas de
cinchona, um alcaléide conhecido como quinina descoberta pelos quimicos franceses Pierre
Joseph Pelletier e Joseph Bienaime Caventou em 1820, é considerado o primeiro farmaco
antimaldrico, logo apds sua descoberta seu uso se espalhou pela Europa, Asia e América do
Norte. Até meados do século XX era o principal quimioterdpico utilizado no tratamento da
maldria. Seu uso foi reduzido devido a alta toxicidade e devido ao aparecimento de cepas de
P. falciparum resistentes, o que aumentou a necessidade de buscar novos agentes

antimaldricos (FRANCA, et al., 2008; BRASIL*, 2005; CALDERON, et al., 2009).
Dentre os principais antimalaricos existentes temos:

e A quinina faz parte da familia das quinolinas que incluem as 4-
aminoquinolinas, as 8-aminoquinolinas e os alcoois quinolinicos. Estes
compostos sdo ativos contra as formas eritrociticas de P. falciparum e P vivax.

e Acloroquina (4-aminoquinolina) o droga mais eficaz dentre os farmacos desta
familia, atua como esquizonticida e raramente produz sérios efeitos colaterais
no tratamento profilatico da doenca. Porem o uso profilatico levou o P.
falciparum a desenvolver resisténcia.

e A mefloguina é uma droga cerca de 10 vezes mais forte que a quinina, tem
sido utilizada no tratamento de P. falciparum resistente a cloroquina, apesar
de este farmaco ser relativamente novo ja ha relatos de resisténcia. Uma das
desvantagens é que ele ndo é recomendado para pacientes com histdrico de
epilepsia ou desordens psiquidtricas, seus principais efeitos colaterais
geralmente tempordrios sdo complicagdes gastrintestinais, tonturas e efeitos

psicoldgicos.
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e A amodiaquina e a hidroxi-cloroquina sao duas alternativas para o tratamento
de malaria causada por cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina,
entretanto sdo medicamentos menos efetivos do que os outros, e a
amodiaquina é mais toxica do que a cloroquina.

e A artemisinina é uma substancia isolada em 1970 de uma erva chinesa
conhecida como Artemisia annua. A parir dela ja foram sintetizados varios
analogos com atividades farmacocinéticas diversas como o artesunato de
sodio, diidroartemisinina, arteéter e o arteméter. Estes compostos
sesquiterpénicos apresentam atividade esquizonticida e gametocida o que

dificulta a transmissao para outros hospedeiros.

O crescente aumento da resisténcia do Plasmodium falciparum a varios
antimaldricos constitui-se um dos maiores problemas no tratamento e nos programas de
controle da maldria. O crescente aumento da resisténcia a cloroquina levou a busca de novas
alternativas e a introducdo de novos antimaldricos bem como a modificacdo de esquemas

terapéuticos na terapéutica da malaria (FRANCA, et al., 2008; BRASIL®, 2005).

A resisténcia aos fdrmacos antimaldricos é definida pela O.M.S (Organizacdo

Mundial de Saude) como:

“a capacidade que um parasita possui, para sobreviver e se multiplicar na presenca
de concentra¢des de farmaco que normalmente destruiriam parasitas da mesma
espécie ou preveniriam a sua multiplicagdo.” (W.H.O., 1963 apud CRAVO &
ROSARIO, s.n.t.)

A resisténcia a farmacos antimaldricos é consequéncia da associacdao de varios
fatores tais como uso profilatico, administracdo inadequada, propriedades intrinsecas do
composto utilizado, niveis de imunidade do hospedeiro e farmacocinética. Em relacdo ao P.
falciparum a resisténcia surge quando um ou mais individuos infectados que lhe
proporcionam uma vantagem seletiva na presenc¢a de concentracdes de farmaco que em
condicGes normais inibiriam a proliferacdo da fracdo sensivel da populagcdo parasitaria.

(FRANCA, et al., 2008; CRAVO & ROSARIO, s.n.t; ALECRIM, 1981)
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1.3.8 Aspectos Epidemioldgicos da Malaria

Os dados disponiveis sobre a ocorréncia de malaria, em todo o mundo, sdo bastante
imprecisos em vista da baixa qualidade dos sistemas de registro de informagdes em saude,
principalmente na Africa, onde se concentram aproximadamente 80% dos casos clinicos da
doencga e 90% das infecgdes, atualmente. Estima-se que a cada ano cerca de 110 milhdes de
casos novos de maldria e um a dois milhdes de 6bitos ocorram em todo o mundo. As
maiores taxas de incidéncias s3o observadas na Africa, na Asia e nas Américas. O nimero de
individuos infectados é avaliado em 270 milhGes de pessoas e a transmissdo autdctone

continua ocorrendo em 100 paises (WHO, 1991; BRASIL?, 2005).

No Brasil ocorre anualmente de 300mil a 500 mil casos por ano, apds a realizacdo da
campanha de erradicacdo, durante a década de 60, o nUmero de casos de malaria atingiu o
seu valor mais baixo: 52.469 casos, confinando-se a transmissdao, praticamente, a regidao
amazonica. A manutencao da transmissdo, apds a campanha, foi atribuida a baixa densidade
e a dispersao populacional na Amazonia, que dificultam a execuc¢do das acdes de controle;
ao tipo de habitacdo predominante nessa area que facilita os contatos homem-mosquito e
atrapalha a aplicacdo de DDT; e ao aumento progressivo das cepas de Plasmodium
falciparum resistentes a cloroquina, impedindo o esgotamento das fontes de infec¢ao, com

os recursos habitualmente utilizados (BRASIL3, 2005; BRASIL®, 2005).

Na Amazbnia, a ocorréncia da doenca também ndo é homogénea, havendo
diferentes situacdes epidemioldgicas (BRASIL* 2005; BRASIL® 2001) em funcdo das diferentes
formas de ocupacdo do solo e das diversas modalidades de exploracdo econdmica dos
recursos naturais. Os seringais, por exemplo, sdo areas de baixa densidade populacional,
com ocupacdo estavel e pequena mobilidade, favorecendo a dedetizacdo domiciliar com
DDT e o uso de mosquiteiros, tornando a transmissdo estavel com baixa incidéncia. As areas
de pastagem, também apresentam incidéncias muito baixas, dado que a mao-de-obra é
utilizada em pequeno numero e a auséncia da mata diminui a densidade dos vetores. Os
acampamentos de construtoras sdo geralmente livres da maldria em fungao do controle do
ingresso dos trabalhadores, evitando a presenca de portadores, controle de vetores e

diagndstico e tratamento precoces das fontes de infecgao.



Pagina | 44

Os garimpos fechados sdo praticamente livres de maldria, dadas as condicoes
ambientais desfavoraveis a transmissao. Os garimpos abertos, ao contrario, sdo areas de
alta incidéncia, dadas as facilidades de exposi¢cdo, uma vez que os garimpeiros trabalham
com pouca roupa e nos horarios de maior atividade vetorial; ha multiplicidade de criadouros
decorrente da forma como o espaco é alterado pela presenca do garimpo; e existéncia. de

muitos portadores assintomaticos.

As zonas novas de colonizagdo tém incidéncias altissimas, tendo em vista as
condicOes favoraveis de transmissdo, principalmente nas etapas iniciais em que a derrubada
da mata é feita para o plantio, e a presenga de inimeros individuos suscetiveis provenientes
de areas onde nao ha transmissdo natural da doenca. Ja nas zonas de colonizagdo antiga, a
incidéncia tende a estabilizar-se, em niveis baixos, em decorréncia da melhoria nas
habita¢Ges, da presenga de animais domésticos, diversificando as fontes alimentares para os
anofelinos e das acbes de controle praticadas. Os assentamentos espontdneos tém alta
incidéncia, face ao rapido crescimento populacional dos nucleos urbanos nas areas de

garimpo ou nos projetos agricolas.

As areas periurbanas de Manaus e Porto Velho apresentam incidéncias epidémicas
em funcdo do constante afluxo de populacido. Face as dificuldades enfrentadas nas areas de
assentamento agricola, essa populagao abandona suas terras e vem procurar emprego nas
areas urbanas. Acrescente-se a isto a multiplicacdo dos criadouros, provocada pela

instalacdo das favelas.

Finalmente, as aldeias indigenas que apresentam situacdo variavel na dependéncia
do maior ou menor contato com o "homem branco" infectado (WHO, 1988; BRASIL* 2005;

BRASIL® 2001).

Ronddnia possui o terceiro maior indice de casos autéctones de malaria, faz parte da
Amazonia legal e ocupa 4,7% desta area. A Amazonia legal abrange nove estados brasileiros
e é responsavel por 99,6% dos casos nacionais. Em 2004 e 2005 Rondonia apresentou 22,2%
e 18,7% dos casos respectivamente, caracterizando a regido como endémica. No ano de
2008 foram registrados 91 mil casos em Rondoénia sendo que destes aproximadamente 29

mil casos foram registrados no municipio de Porto Velho. Os municipios mais endémicos de
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Rondbnia sdo Porto Velho, Guajara-mirim, Ariguemes, Machadinho, Candeias, Nova
Mamoré, Cujubim, Itapud, Alto Paraiso, Campo Novo e Buritis. (KATSURAGAWA et al., 2008;
BRASIL?, 2005).
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OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar fitoquimica e farmacolégicamente as folhas e talos da espécie Piper
hispidum Sw. (Piperaceae) a fim de caracterizar e isolar os componentes fixos e volateis para
realizacdo de ensaios bioldgicos, buscando uma possivel acdo leishmanicida ou
antiplasmodial, além de realizar uma pesquisa bibliografica com finalidade de caracterizar a
distribuicdo de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides nos éleos essenciais de

plantas do género Piper nas diferentes regides do Brasil.

2.2  Objetivos Especificos

® Realizar um levantamento bibliografico sobre a distribuicdo de terpendides e
fenilpropandides nos déleos essenciais de plantas do género Piper no Brasil;

® Extrair e identificar os constituintes volateis das folhas e talos de P.hispidum:;

® |[solar e caracterizar os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais das
folhas e talos da espécie em estudo;

® |[solar e caracterizar os constituintes fixos das folhas e talos de P.hispidum;

® Realizar ensaios para verificacdo da inibicdo do crescimento da Leishmania
amazonensis quando tratada com os dleos essenciais e extratos de
P.hispidum

® Realizar ensaios para verificacdo da atividade antiplasmodial dos dleos

essenciais, extratos e substancias isoladas de P.hispidum frente a

Plasmodium falciparum cepa 3D7 e W2.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO.

Obteve-se os artigos sobre a composicao de déleos essenciais de plantas do género
Piper, através de buscas em periddicos principalmente pertencentes a base de dados do
Chemical Abstracts, com auxilio do software SciFinder Scholar fornecido pela biblioteca
central da Universidade Federal de Rondénia.

Levantou-se as quantidades de 6leo essencial extraidos de diversas partes da planta
(folhas, talos e frutos) publicado nos artigos obtidos. Com estas informacgGes elaborou-se a
Tabela 03 que descreve a distribuicdo de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides
em dleos essenciais de espécies do género Piper analisadas no Brasil.

Posteriormente agrupou-se estes dados de acordo com as regides norte, nordeste,
sudeste, centro-oeste e sul. De acordo com as partes da planta, realizou-se a media
aritmética simples das quantidades de 6leo essencial, sendo representada graficamente nas

Figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22.

3.2 ENSAIOS FITOQUIMICOS - Piper hispidum

Os ensaios fitoquimico foram realizados no Laboratdrio de Pesquisa em Quimica de
Produtos Naturais — LPQPN da Universidade Federal de Ronddnia — UNIR, em Porto Velho —

RO.

3.2.1 Material Botanico
Coletou-se cerca de 7,0 Kg de folhas e 7,3 Kg de Talos de P. hispidum nos arredores
do campus da UNIR no municipio de Porto Velho - Rondénia (08° 50°14” de latitude sul, 63°

50’20” de longitude oeste) em agosto de 2008. Cinco exsicatas foram confeccionadas, sendo
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que dois exemplares foram encaminhados ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA), identificadas pelo Botanico J.F. Ramos e registradas com numero 216630-INPA. Os
demais exemplares encontram — se depositados no Laboratdrio de Pesquisa em Quimica de
Produtos Naturais da Fundacdo Universidade Federal de Rond6nia (UNIR), sob os numeros
86, 87 e 88.

3.2.2 Obtencdo do Oleo Essencial

O dleo essencial foi extraido como o auxilio de um sistema de arraste por vapor
d’agua que consiste em um método bastante simplificado, onde o material a ser extraido
foi triturado e colocado em um recipiente por onde passa uma corrente de vapor d’agua
com pressdo. O vapor d’agua arrasta as substancias voldteis existentes no material, a
mistura de vapores é conduzida a um condensador, onde os vapores voltam ao estado
liquido, e com o auxilio de um separador de 6leo por densidade, obtém-se o dleo
essencial concentrado.

Ambas as partes da planta, folha (4,5 Kg) e talos (5,0 Kg) foram submetidos a
extracdo, obtendo-se dessa forma 2,5 mL de 6leo das folhas e 0,8 mL de dleo dos talos, que
em seguida foram submetidos a uma filtracdo em um funil de vidro provido de algodado e
sulfato de sddio anidrido para remocao da unidade, e posteriormente os éleos foram

armazenados em tubos devidamente vedados e conservados a -20 °C.
3.2.3 Materiais e Métodos Cromatograficos

Nas cromatografias de adsor¢des em colunas utilizou-se gel de silica 60 da Merck e
da Vetec (¢ um 63-230). O comprimento e diametro das colunas variaram de acordo com as
guantidades de amostras a serem cromatografadas. Para cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizou-se placa cromatografica de gel de silica 60 (¢ um 2-25 sobre poliéster T — 6145
da Merck e da Sigma Chemical CO com indicador de fluorescéncia na faixa de 24 nm). Os
solventes utilizados nas eluicdes cromatograficas foram: éter de petréleo, hexano, acetona,

acetato de etila e metanol, puros ou combinados em gradiente crescente de polaridade.

A revelacdo das substancias cromatograficas em CCD se deu por exposicao das
placas cromatograficas analiticas a luz ultravioleta (UV), reveladas em um comprimento de

onda (254 nm) e por pulverizagdao com revelador universal (mistura de etanol: dcido acético:
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acido sulfdrico — 8:1:1), seguido de aquecimento em estufa a 100 °C por aproximadamente
cinco minutos.

Os constituintes volateis que compdem o dleo essencial das folhas e talos desta
espécie foram extraidos e posteriormente analisados pelo processo de cromatografia gasosa
acoplado a um detector de massas com interface controlada por um computador através do

software X-Callibur — (Thermo Fisher Scientific Inc.).

3.2.4 Materiais e Métodos Escpectroscdpicos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em aparelhos
pertencentes a Central Analitica da Universidade Federal do Ceard e na Universidade Federal
de Rondbnia. Os modelos e condi¢des dos aparelhos para a caracterizacdo das substancias

isoladas estdo descritas abaixo.
3.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio - 'H e de carbono — C.

Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais foram registrados em
espectrométros Bruker AC — 200 e 500, operando a 200 e 500 MHz para hidrogénio — 1
(RMN H) e 50 e 125 MHz para carbono — B3¢ (RMN 20). As seqléncias de pulsos utilizadas
nas experiéncias bidimensionais estdo contidas nos programas Bruker XHCORREAU, para
correlagao heteronuclear de hidrogénio — 1 e carbono — B3Cauma ligacdo e a longa distancia
(lH x 3C-COoSY, Jy,n=1,2¢€ 3) e COSY — UA, para correlagdo Homonuclear (1H x H -
COSY). Os espectros de *H e 3C foram referenciados de acordo com o deslocamento quimico
do TMS e do CDCI3 respectivamente. Nos experimentos unidimensionais de DEPT UA
(angulo de mutagio 135°). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e as multiplicidades dos deslocamentos indicados segundo a convencao: s
(silgleto), SI (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), g (quarteto) e m

(multipleto).

3.2.6 Andlise do Oleo Essencial via analise em CG-EM (cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massa)

Para a caracterizacdo dos compostos, analizou-se os 6leos essenciais por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, equipamento da

Thermoelectron modelo TRACE GC ULTRA - DSQ. Utilizou-se coluna capilar OV5-MS (30 m X
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0,25 mm X 0,25 mL/min), tendo como gas carreador o hélio (1,0 mL/min). Para a separagao
das fracOes utilizou injetor a 250 °C no modo split, detector a 250 °C e temperaturas
programadas: 50 °C por 1 min seguido de uma rampa de 5 °C/min até 290 °C. O modo de
operacao do espectrometro de massas foi por impacto de elétrons a 70 eV. O escanemento
das massas fez-se no modo Full Scan 43 — 650. Identificou-se os compostos através da
comparagao dos espectros de massas com o espectro do banco de dados da biblioteca de
espectros “NIST” (National Institute of Standards and Technology). A andlise dos espectros
de massas e do indice de retencdo (IR) foi calculado a partir do tempo de reteng¢dao dos

hidrocabonetos lineares presentes nas amostras.

IR = [100 x AN(TRs — TRa)/ (TRup-TRna)] + 100 x N, Onde:

IR= Indice de Retenc3o.

AN= E a diferenca de nimero de carbonos entre os hidrocarbonetos com tempo de
retencdo imediatamente anterior ao tempo de retencdo da substancia em andlise e o
hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente posterior a mesma substancia em

analise.
TRs = Tempo de retengdo da substancia em analise.

TRua= Tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente

anterior ao tempo de retengao da substancia em analise.

TRup= Tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente

posterior ao tempo de retencdo da substancia em andlise.

N = E o nimero de carbonos contido no hidrocarboneto com tempo de retencdo

imediatamente anterior ao tempo de retencao da substancia em analise.



Pagina |51

3.2.7 lIsolamento e Purificacdo dos Constituintes Majoritarios do Oleo Essencial

dos Talos de P.hispidum

Para isolar os constituintes em maior concentragao no 6leo empregou-se a técnica
de separacdo por cromatografia em coluna, onde utilizou-se como fase fixa os seguintes
materiais: silica gel (¢ = 0,05 mm) e silica previamente tratada, por uma noite, com solugdo
aquosa de 10% de bicarbonato de sédio. E como fase mdvel utilizou-se como solvente
apenas o éter de petrdleo. Os demais materiais e métodos utilizados foram os mesmo

empregados para o isolamento dos constituintes fixos.
3.2.8 Obtengao do extrato das folhas e talos de P. hispidum

Cerca de 2,5 kg de folhas e 2,3 Kg de talos foram secos a 50 °C, em estufa com
ventilacdo. Submeteu-se as folhas a extracdo via soxlet primeiramente com Hexano,
posteriormente com acetato de etila e por ultimo com metanol. Cada solvente foi submetido
a um periodo de 8 horas de extracdo. Também submeteu-se os talos a extracdo via soxlet
com etanol por um periodo de 8 horas. A destilacdo dos solventes sob pressdo reduzida
forneceu 20 g de extrato bruto extraido com hexano das folhas denominado PHFHE, 18 g de
extrato acetato de etila das folhas denominado PHFAC e 25 g de extrato metandlico das
folhas denominado PHFME. O extrato etandlico dos talos denominado PHTET, rendeu 93 g

de extrato .

3.2.9 Tratamento cromatografico do Extrato Acetato de Etila dos Talos

Para separagao das substancias presentes no extrato utilizou-se cromatografia por
adsorcdo em coluna. O procedimento envolveu a aplicacdo do extrato no topo de uma
coluna adsorvente (fase estacionaria) empacotada em um tubo de vidro e eluiu -se com
misturas de solventes em ordem crescente de polaridade: hexano , acetato de etila e

metanol (fase movel).

Para realizacdo do procedimento descrito no paragrafo anterior utilizou-se 47,5 g de
extrato, que foi pulverizado em grau de porcelana, adsorvido em 120g de gel de silica e
devidamente acondicionado sobre 300 g de gel de silica em uma coluna cromatografica de
800 ml. Na eluicdo utilizou-se os seguintes solventes: hexano, acetato de etila e metanol.

Coletou-se fracdes de 50 ml e concentrou-se por destilagdo do solvente sob pressdo
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reduzida. Este procedimento rendeu 128 sub-fragdes, que foram coletadas e posteriormente
analisadas por cromatografia em camada delgada. As fracbes 12 a 28 apresentaram o
mesmo perfil cromatografico e posteriormente reuniu-se e submeteu-se novamente a uma
outra cromatografia em coluna, obtendo-se 55 mg de um cristal branco denominado, PHTAC
-1

Reuniu-se as fragdes 42 a 50 e submeteu-se novamente a coluna de silica gel e eluida
com mistura de hexano/acetato de etila em polaridade crescente obtendo-se 60 mg de um

sdlido cristalino branco denominado PHTAC — 2.

3.3 ENSAIOS FARMACOLOGICOS FRENTE A L. amazonensis in vitro.

Os testes a seguir foram realizados no Laboratério de Quimioterapia, no Instituto de
Pesquisa em Patologias Tropicais (IPEPATRO) de Porto Velho, Rond6nia com a colaboracao
dos estagidrios Homero Gongalves Neto e Delvania Marta Ferreira Santos, sob orienta¢do da Dr2

Izaltina Silva Jardim, responsavel pelo laboratdrio.

3.3.1 Obtencao E Cultivo Dos Parasitas (Leishmania amazonensis).
3.3.1.1 Parasitas.

Os parasitas utilizados no presente trabalho foram promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis cepa IFLA/BR/67/PH8, cuja cultura original foi cedida pelo prof.
Dr. Francisco Juarez Ramalho-Pinto do Departamento de Bioquimica e Imunologia da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP.
3.3.1.2 Criopreservacao do Parasita.

Para preservacdo e posterior utilizacdo, as promastigotas eram criopreservadas em
meio de cultura de RPMI-1640 acrescidos de glicerina a 10% (v/v). A glicerina era adicionada
gota a gota na cultura sob agitacdo manual constante. Apds 30 min de agitacdo, aliquotas da
cultura glicerinada eram distribuidas em tubos de criopreservacdo de 1,8 ml, mantidas por
24 horas a 20 °C em suporte de isopor, em seguida transferida para deep-freezer a — 80 °C, e

finalmente conservadas em nitrogénio liquido. Para recuperacdo das promastigotas
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criopreservadas, o material é retirado do nitrogénio liquido, degelado rapidamente em

banho a 37 °C e inoculado em 5 mL de meio de cultura e mantidos a 23 °C em estufa BOD.
3.3.1.3 Meio de Cultura.

O meio de cultura utilizado para a propagacao in vitro das promastigotas de L.
amazonensis é o meio de RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino. O meio é
preparado segundo as instru¢des do fabricante, e adicionado sulfato de gentamicina na
concentragdo final de 50 pg/mL. O meio é esterilizado por filtragdo em membrana de
nitrocelulose de poro 0,22 um. O SFB, previamente inativado a 56 °C por 30 min é
adicionado ao meio no momento do uso.

Como mencionado, para a propagacao in vitro das promastigotas de L.
amazonensis, Utiliza-se o indculo de 5 x 10° promastigotas por ml de meio de cultura,
obtidas no 52 dia de crescimento (final da fase logaritmica). Avalia-se o crescimento dos
parasitas mantidos a 23 °C, por contagens de aliquotas de 10 ul de cultura diluida 1:10 em
PBS (NaCl 145 mM, Na,HPO4; 9 mM, NaH,PO4H,0 1mM, pH 7,6). Realiza-se a contagem em
uma camera hemocitométrica de Neubauer em microscépio éptico com aumento de 400
vezes, utiliza-se a formula abaixo para calcular o nimero de parasitas contidos em 1,0 ml de
cultura.

n° de parasitas = Nimero de parasitas x fator de diluicdo da amostra x 10°.
3.3.1.4 Curva de Crescimento e ensaio da atividade leishmanicida.

Avaliou-se o crescimento dos parasitas no meio de cultura através de curvas de
crescimento do parasita na forma promastigota in vitro. A concentracgao inicial de leishmania
é de 5x10° parasitas/mL. O grupo controle indica o final da fase logaritmica no quinto dia de
experimento, a substancia em estudo sera avaliada em diferentes concentracdes e sera
comparada com o grupo controle ao final do experimento. Realizou-se contagens didrias
durante os cinco dias de experimento. Avaliou-se os dleos essenciais das folhas e talos nas
seguintes concentrag¢des (12,5ug/mL; 25pg/mL; 50ug/mL e 100pug/mL). Avaliou-se o extrato
de acetato de etila dos talos nas seguintes concentra¢es (10ug/mL; 25ug/mL; 50ug/mL;
100pg/mL e 150pg/mL)
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Para realizagdo das contagens, diluiu-se aliquotas do meio de cultura em Eritrosina
B diluido a 0,4% (p/v). Apds 5 minutos no gelo contou-se as promastigotas em camara de
Neubauer. Considera-se os parasitas corados de vermelho como mortos e os birrefringentes
e moveis como sendo os vivos. Para fins de calculo considera-se apenas o numero de

parasitas vivos.
3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS COM PLASMODIUM FALCIPARUM IN VITRO

3.4.1 Ensaio qualitativo frente a cepa 3D7 (sensivel a cloroquina) de Plasmddium

Falciparum.

No ensaio qualitativo utilizou-se o método do esfregaco delgado, onde a
visualizacdo do parasita se dd através de microscopia oOtica, apds coloracdo com corantes
(Azul de metileno e Giemsa), permitindo a diferenciacdo especifica dos parasitas a partir da
analise da sua morfologia e dos seus estdgios de desenvolvimento. A técnica do esfregaco
delgado foi de 10 campos microscépicos examinados com aumento de 600 a 700 vezes, a

avaliagao da parasitemia pode ser expressa semiqualitativamente em percentual.
3.4.1.1 Cultivo da P. falciparum cepa 3D7

Cepas de P. falciparum 3D7 cultivada de acordo com Trager e Jensen, 1976. Os
parasitas foram cultivados em meio RPMI — 1640 suplementado com 25mM de HEPES,
21mM de bicarbonato de sddio, 300uM de hipoxantina, 11mM de glicose, 40ug/ml de
gentamicina e 100% (v/v) de plasma humano. Eritrdcitos foram adicionados a cultura
provenientes de doadores voluntarios, obtendo-se um hematdcrito de 4%. As placas de 96
pocos foram mantidas em estufa a 37 °C durante 48 horas sem trocas didrias de meio e
adicdo de uma mistura gasosa composta por 5% de CO, 5% de 0, e 90% de N, A parasitemia
foi monitorada mediante microscopia de esfregacos corados com Giemsa ou pelos
componentes do Kit Panético Rapido (Laborclin). Quando a parasitemia das culturas atingia

acima de 5% até 10%, as culturas foram diluidas ou congeladas.
3.4.1.2 Plasma

O Plasma humano foi gentilmente cedido pela FEMERON de Porto Velho, Cada lote

de plasma foi desativado a 56 °C durante 30 minutos. As aliquotas foram criopreservadas
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durante a noite a -20 °C, descongeladas e a fibrina precipitada foi eliminada por
centrifugacdo a 3000 x g. durante 30 minutos, em temperatura ambiente. O plasma foi

criopreservado em aliquotas de 15 mla -20 °C.
3.4.1.3 Preparacado de eritrécitos:

Os eritrécitos humanos ( Tipo A+ ou O+) foram doados por doadores voluntarios do
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical — CEPEM. Semanalmente, de 5-10ml de sangue
total, foram centrifugadas, separadas e lavadas 3x com RPMI pH 7,2 (sem plasma). Os
eritrocitos lavados foram mantidos em meio completo (RPMI pH 7,2, 10% de plasma)

utilizados durante uma semana.
3.4.1.4 Evolugdo da atividade antiplasmodial

As amostras foram preparadas em uma concentragdo de 100ug/mL, realizou-se o
experimento em placas de cultura com 24 pocos e cada amostra foi incubadas em duplicatas
com eritrécitos tipagem 0 positivo (4% de hematdcrito), com parasitemia de 0,5%, em um
volume final 500 microlitros, e mantidos numa temperatura e atmosfera de 37°C, a 5% 02,
5% CO2 e 90% N2, contendo meio de cultura RPMI 1640, 25mM HEPES, pH 7.2,
suplementado com soro humano durante 48 horas. Os controles foram mantidos na mesmas
condicGes. A contagem dos parasitas se deu através da preparacao de esfregaco delgado em
[aminas de vidro para andlise em microscopio 6tico. Os esfregacos foram corados pelo
método panético rapido (laborclin), e observado em aumento de 1000X. Contou-se 10
campos de cada amostra classificando o parasita entre trés grupos distintos: (anéis),

(trofozoitos e esquizontes) e (mortos).

3.4.2 Ensaio Quantitativo frente a cepa W2 (resistente a cloroquina) de Plasmodium

falciparum.
3.4.2.1 Cultivo da P. falciparum cepa W2 e preparacdo dos eritrdcitos.

A cepa padrdo de Plasmodium falciparum utilizada para ensaios in vitro foi a W2
(CQR - cloroquina resistente) oriunda da Indochina (Cojean et al., 2006), mantida em cultura
apos o descongelamento com hematdcrito 5%, de acordo com a técnica de Trager e Jansen

1976, modificada por Trager, 1990. O cultivo foi realizado em meio completo composto por
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RPMI 1640 suplementado com 5% de plasma humano desfibrinado A+ ou O+ na
concentragdo final de 1%; Hepes 22,8mM,; glicose 11,1mM; hipoxantina 0,36 mM (50ug/ml);
NaHCO3 23,8mM, gentamicina 40ug/ml.

Os parasitas foram mantidos em estufa a 37 °C, condicionados em garrafas plasticas
de cultura de 25cm® sob uma tens3o de gases (5% de O, + 5% de CO, + N, balanceado) ou

no dissecador a vela segundo a técnica de Trager (“candle jar”).

O acompanhamento do desenvolvimento do plasmddio foi realizado por meio da
preparacao de esfregaco delgado em laminas para andlise em microscépio Optico. Os
esfregacos foram corados pelo método pandtico rapido (Laborclin), e observado em

aumento de 1000X.
Para a contagem, os parasitas foram divididos em trés classificacoes:

e Anéis: Parasitas na forma de anéis;
e Trofozoitos/Esquizontes; Parasitas nas formas de trofozoitos e esquizontes;
e Mortos; Parasitas que apresentavam morfologia anémala e que se

destacavam pela coloragdo.

3.4.2.2 Evolucdo da atividade antiplasmodial frente a cepas W2 de P.

falciparum.

Para analise antiplasmodial de cada amostra obtida do vegetal, foram distribuidos
em uma placa de 96 pogos, 200 pL da suspensao de hemadcias parasitadas, com parasitas
sincronizados na fase de anéis maduros, em meio sem hipoxantina. Adicionou-se 25ulL de
substancia a ser avaliada com as seguintes concentrag¢des, 12,5ug/mL, 25ug/mL, 50ug/mL e
100pg/mL. O experimento teve duracdo de 48 horas, realizou-se duplicatas repetitivas de
cada amostra analisada. Realizou-se posteriormente mais dois experimentos idénticos

totalizando um n amostral igual a 3 experimentos.

Utilizou-se amostras de ambos 6leos essenciais, do éacido 3,4,5-trimetoxifenil-

propandico e da amida Piplartina para realizacdo dos ensaios.



Pagina |57

A placa foi incubada num dissecador a vela em estufa a 372C e apds 24h foi retirada
para adi¢do de 25ul de uma solugdo mde de hipoxantina tritiada (20uCi/ml) em todos os

pogos, inclusive nos controles.

A placa retornou a estufa por mais 24h para em seguida ser retirada e congelada a -
20 °C, promovendo a hemodlise da suspensdo de hemacias. A microcultura hemolizada foi
coletada num filtro de fibra de vidro (Wallac) através do Cell Harvest da PerkinElmer (coletor
de células), apés a secagem do papel de filtro este foi embalado num saco plastico, e
umedecido por um liquido de cintilacdo em seguida devidamente selado por um selador, a
radioatividade incorporada (devido ao crescimento do DNA) foi avaliada usando um
contador de liquido de cintilacdo, micro beta plate (Trilux da PerkinElmer), onde as

contagens (cpm) correspondem as respostas do parasita a agdo dos compostos.
3.4.2.3 Ensaios de captagao radioativa

A anadlise do crescimento do Plasmodium falciparum foi realizada através de medida
de incorporacdo de hipoxantina tritiada seguindo o método descrito por (Pradines et al

2002).

A solucdo concentrada de hipoxantina tritiada (Amersham) corresponde a 1mCi/mL(
ou seja 1uCi/pL). A partir desta solugdo preparou-se uma solug¢do diluida 50x para o ensaio
in vitro, onde 25 pL dessa diluigdo sao adicionados a cada pogo da placa de 96 wells. Cada
poco recebe, portanto aproximadamente entre 100 a 300 c.p.m./minuto de hipoxantina
tritiada para uma média de 108 parasitas por poco.

A hipoxantina é uma precursora da guanina, base purica nitrogenada que compde a
molécula do DNA. A hipoxantina utilizada em testes de radio-marcacdo é complexada ao
tritio H, um isétopo do hidrogénio.

Durante o crescimento intraeritrocitario do parasita, anel a trofozoito, ocorrem
sucessivas divisOes mitéticas, onde a guanina (agora marcada) se incorpora as novas
moléculas de DNA, possibilitando a leitura radioativa do crescimento do parasita em
unidades de cpm (crescimento por minuto). No caso de uma atividade antimalarica havera o

decréscimo desta incorporacao no DNA demonstrando a intensidade da referida atividade.
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Radioisétopos emissores beta e gama de baixa energia tém sido comumente
utilizados em pesquisas nas ciéncias naturais e sdo manipulados na forma de fontes nao

seladas de atividade baixa, suficiente para garantir a eficiéncia na detecgao direta ou indireta

da mesma.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

4.1.1 Revisdo Bibliografica Sobre Espécies Do Género Piper Produtoras De Oleo

Essencial no Brasil.

Com o objetivo de realizar uma comparacdo entre a distribuicdo dos constituintes
quimicos volateis de espécies do género Piper analisadas por regido no Brasil, foi realizada
uma revisdao bibliografica observando o teor de monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides nas folhas, talos e frutos de plantas deste género. Na Tabela 02, encontra-
se a relagdo das espécies analisadas nas cinco regides do Brasil. Algumas espécies foram
analisadas de acordo com as diferentes localidades e épocas de coletas. Na Tabela 03,
encontra-se a relacao da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides

nos 6leos essenciais das espécies de Piper.

As distribuicdes geograficas de espécies do género Piper no continente Americano,
se estendem desde a América Central, Antilhas e América do Sul. No Brasil, elas ocorrem nos
estados do Amazonas, Acre, Amapad, Pard, Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro,
Minas gerais, Parand Santa Catarina, S3o Paulo, Distrito Federal e Mato Grosso (GUIMARAES

& GIORDANO, 2004; NAVICKIENE et al., 2000).

A Tabela 02 apresenta na coluna 01 as espécies do género Piper estudadas no
Brasil, separadas por cada regido, seguidas das informacdes do estado de origem da
pesquisa na coluna 02 e do referido autor do trabalho na coluna 04. Na coluna 03 tem se o
respectivo cddigo de identificacdo que posteriormente sera citado na tabela 03, onde estdao
descritos as quantificacbes dos teores de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides

nas folhas, talos e frutos das espécies pesquisadas.

Tabela 02: Relacdo das espécies do género Piper
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Espécie Estado Abrev. Referéncia
Regidao Norte
Piper amapaense Yuncker Amazonas Pam SANTOS (1998)
Piper aduncum L. Amapd Pad | MAIA (1998)
Piper aduncum L. Pard Pad lla-d MAIA (1998)
Piper aduncum L. Amazonas Pad llle,f  MAIA (1998)
Piper aduncum L. Acre Pad IV MAIA (1998)
Piper arboreum Aubl. Para Par | MAIA (2000)
Piper arboreum Aubl. var. latifolium (C.DC.) Yuncker Rondo6nia Par MACHADO (1994)
Piper bartlingianum (Mig. ) C.DC. Amazonas Pba SANTOS (1998)
Piper callosum Ruiz & Pav. Amazonas Pca MAIA (1987)
Piper crassinervium Kunth Acre Pcrl MAIA (2000)
Piper dactylostigmum Yuncker Amazonas Pda LUZ (2000)
Piper divaricatum G. Mey Pard Pdi MAIA (2000)
Piper duckei C. DC. Amazonas Pdu SANTOS (1998)
Piper hispidinervium C. DC. Acre Phi | MAIA (1987)
Piper hostmannianum (Miq.) C. DC. Amazonas Pho | MAIA (2000)
Piper marginatum Jacq. Amazonas Pmall RAMOS (1986)
Piper marginatum Jacq. Rondénia Pma ll ALVES (2006)
Piper plurinervosum Yuncker Amazonas Ppl LUZ (2000)
Piper reticulatum L. Acre Pre MAIA (2000)
Piper vitaceum Yuncker Amazonas Pvi LUZ (2000)
Piper tuberculatum var. tuberculatum (Micq.) C. DC. Rondoénia Ptb | FACUNDO (2005)
Piper tuberculatum Jacq. Rond6nia Ptb IV FACUNDO (2008)
Piper hispidum Sw. Rond6nia Phs | MACHADO (1994)
Piper renitens (Mig.) Yuncker Ronddnia Prn SOLEANE (2007)
Piper dumosum Rudge Rondo6nia Pdm FACUNDO (2007)
Piper aleyreanum C. DC. Rondo6nia Pal FACUNDO (2007)
Piper carniconnectivum Rondo6nia Pcn FACUNDO (2006)
Piper alatabaccum Rondo6nia Pit PEREIRA (2003)
Piper gaudichaudianum Kunth Rondo6nia Pga MORAIS (2007)
Piper humaytanum Yuncker Rondo6nia Phu MORAIS (2007)
Piper permucronatum (Miq.). C. DC. Rondo6nia Ppe | MORAIS (2007)
Piper hostmannianum (Miq.) C. DC. Rondo6nia Pho Il MORAIS (2007)
Regiao Nordeste
Piper crassinervium kunth Ceard Pcrll CYSNE (2005)
Piper dilatatum L.C. Rich Ceard Pdl | CYSNE (2005)
Piper tuberculatum Jacq. Ceard Ptb Il CYSNE (2005)
Piper arboreum Aubl. Ceara Par lll CYSNE (2005)
Piper aduncum L. Pernambuco Pad Va-f OLIVEIRA? (2006)
Piper marginatum Jacq Pernambuco Pma lll OLIVEIRA! (2006)
Regido Sudeste
Piper amplum kunth Rio de Janeiro Pmp SANTOS (2001)
Piper arboreum var. arboreum Yunck Rio de Janeiro  Par IV SANTOS (2001)
Piper dilatatum L.C. Rich Rio de Janeiro  Pdl Il SANTOS (2001)
Piper goesii Yunck Rio de Janeiro  Pgo SANTOS (2001)
Piper hispidum var. hispidum Kunth Rio de Janeiro  Phs|l SANTOS (2001)
Piper hoffmanseggianum Rocker & Sehulter Rio de Janeiro  Phf SANTOS (2001)
chipewen@licomum Kunth Rio de Janeiro Pmo SANTOS (2001)
Piper daffinis hispidinervum C.DC. Rio de janeiro  Phill BIZZO ( 2001)
Piper solmsianum C.DC. Rio de janeiro  Pso SANTOS (2001)
Piper aduncum L. Sdo Paulo Pad VI NAVICKIENE (2006)



Pagina |61

Piper arboretum H.B.K Sao Paulo ParV NAVICKIENE (2006)
Piper tuberculatum Jaq. Sao Paulo Ptb 1l NAVICKIENE (2006)
Piper cernuum Vell. Sao Paulo Pce | CONSTANTIN (2001)
Piper regnellii (Miq.) C.DC. Sao Paulo Prgl CONSTANTIN (2001)
Piper aduncum L. Minas Gerais Pad VI MESQUITA (2005)
Piper amalago Minas Gerais Pml la-c MESQUITA (2005)
Piper cernuum Vell. Minas Gerais Pce lla,b MESQUITA (2005)
Piper arboreum Yunck Minas Gerais Par Vla-c  SANTOS (2001)
Piper hispidum Kunth Minas Gerais Phsllla-d  MESQUITA (2005)
Piper regnellii (Miq.) C.DC. Minas Gerais Prgli MESQUITA (2005)
Piper submarginatum Minas Gerais Psm MESQUITA (2005)
Piper vicosannum Minas Gerais Pvs la,b MESQUITA (2005)

Regido Centro-Oste

Piper arboreum subsp. Arboreum Aubl. D. Federal ParVlla,b POTZERNHEIM*® 2006

Piper dilatatum Rich. D. Federal Pdl llla,b POTZERNHEIM®® 2006

Piper hispidum Sw. D. Federal PhsIVa,b POTZERNHEIM™® 2006

Piper xylosteoides (Kunth) Steud D. Federal Pxy la,b POTZERNHEIM®*‘ 2006

Piper amalago L. D. Federal Pmlll POTZERNHEIM® 2006

Piper ovatum Vahl. D. Federal Pov POTZERNHEIM® 2006

Piper tectonifolium Kunth D. Federal Pte POTZERNHEIM® 2006
Regido Sul

Piper cernuum Vell. Santa Catarina Pce lll ABREU (2005)

Piper mikanianum Parana Pmi LEAL (2005)

Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. pallescens (C. DC.) Yunck Parana Prg il PESSINI (2005)
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Figura 12: Representacdo grafica da distribuicdo das publicagGes

desenvolvimento de espécies deste  por regido no Brasil

género. Comparando as regides norte (floresta amazonica) e sudeste (mata atlantica), ambas

apresentam caracteristicas de florestas tropicais, destacando que no norte o indice

pluviométrico e a temperatura sdo mais altos do que no sudeste.

As demais regides Nordeste, Centro Oeste e Sul, apesar de apresentar baixa

diversidade de espécies apresentam espécies especificas da respectiva regido, como por
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exemplo, a Piper xylosteoides, relatada apenas no Distrito Federal — regido centro-oeste
(POTZEMHEIN et al., 2006b) e a Piper mikanianum relatada apenas no estado do Parana —
regiao sul (LEAL et al., 2005). No nordeste aparecem as mesmas espécies encontradas em
outras regides, até o momento sem nenhuma exclusividade, porem encontra-se diferencas
quanto a composi¢ao do dleo essencial, as plantas do nordeste apresentam um perfil de
substancias quimicas bem caracteristico com relacdo aos monoterpenos, como sera

apresentado mais adiante.

Na Tabela 03, encontra-se a relacdo da distribuicido dos monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides nos éleos essenciais de Piper analisados no Brasil. Para
uma melhor apresentacdo dos dados codificou-se cada espécie de Piper estudada. o cddigo
identifica a espécie com as trés letras iniciais, em seguida identifica o autor em numeros
romanos e por ultimo a amostra de dois ou mais éleos de uma mesma planta de um mesmo
autor com letras em seqiéncia alfabética. Todos os cddigos listados na Tabela 03 estao

descritos na Tabela 02, coluna 03.

Tabela 03: Distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides em dleos
essenciais de espécies do género Piper analisadas no Brasil.

Monoterpenos (teor) Sesquiterpenos (teor) Fenilpropanoides (teor)
Espécie fohas  Talos frutos folhas talos  frutos folhas talos frutos
Pad | 57,5 - - 6,9 - - 32,8 - -
Pad lla 42,8 - - 2,8 - - 51,1 - -
Pad Ilb 22,2 - - 10,6 - - 56,8 - -
Pad lic 7.00 - - 8,5 - - 84,6 - -
Pad Iid 3,3 - - 7 - - 89,2 - -
Pad llle 3,6 - - 3,6 - - 92,3 - -
Pad llIf 1,6 - - 0,4 - - 97,7 - -
Pad IV 2,7 - - 4,2 - - 90,7 - -
Pam - - - 93,1 - - - - -
Par | 69,5 - - 28,2 - - - - -
Par Il 5,48 - - 88,26 - - - - -
Bhaénuacio 9 - - 84,3 - - - - -
Pca 31,7 2,5 - - - - 67 - -
Pcr | 4,4 - - 62,8 - - 0,6 - -

Pda - - - 93,7 - - - - -
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Pdi 7,9 - - 1,8 - - 90,5 - -
Pdu - - - 88,7 - - - - -
Phi | 1 - - 1,2 - - 95,6 - -
Pho | 48,3 - - 34,9 - - 0,6 - -
Pho Il 6,58 - - 30,79 - - 56,97 - -
Pmal 13,37 10,15 - 17,36 12,86 - 13,28 25,21 -
Pmall - - - 6,7 - - 83,2 - -
Ppl 49,6 - - 49,5 - - - - -
Pre 18,5 - - 66 - - 2,1 - -
Pvi 70,6 - - 23,6 - - - - -
Ptb | 35,8 - - 60,8 - - - - -
Ptb IV - 15,2 19,4 - 77,5 71 - - -
Phs | 40,66 - - 52,87 - - - - -
Prn 39,1 - - 60,5 - - - - -
Pdm 36,5 - - 58,7 - - - - -
Pal 3,6 - - 60,2 - - - - -
Pcn 25,7 41,11 - 41 41,2 - - - -
Plt 30,7 - - 59,3 - - - - -
Ppe 0,79 - - - - - 98,78 - -
Pga 2,43 - - 47,78 - - - - -
Phu 1,54 - - 79,36 - - - - -
Pad Va 86,9 - - 10,2 - - - - -
Pad Vb 90,1 - - 7,8 - - - - -
Pad Vc 87 - - 8,6 - - - - -
Pad vd 80,2 - - 17,9 - - - - -
Pad Ve 81,7 - - 15 - - - - -
Pad Vf 83,4 - - 16,3 - - - - -
Par lll - - - 88,49 - - - - -
Per 74,55 - - 23,07 - - - - -
Pmalll 0,23 - - 60,99 48,16 68,11 38,78 51,84 31,89
Ptb Il 11 - - 81,07 - - - - -
Pdl 1 42,14 - - 54,19 - - - - -
Pad VI 45,2 85,1 66,9 52 10,6 24,5 - - -
Pad VI 27,9 - - 54,6 - - - - -
BatidVacio 4,28 - - 65,85 - - - - -
ParV 3 22,6 256 94,4 752 72,2 - - -
Par Via 8,3 68,5 - - - - -
Par Vib 0,1 75,2 - - - - -
Par Vic 0,9 63,2 - - - - -
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Phill 0,8 - 3,9 - - 94,2
Ptb 111 36 82,3 62,1 63,1 154 33,33 -
Phs II 1,65 - - 70,13 - - -
Phs llla 37 - - 45,8 - - -
Phs llib 27,8 - - 51 - - -
Phs llic 10,7 - - 73,2 - - -
Phs llid 8,3 - - 51 - - -
Pdl Il 63,06 - - 12,02 - - -
Pmp 22,48 - - 34,89 - - -
Pgo 2,25 - - 84,85 - - -
Phf - - - 90,18 - - ]
Pmo - - - 60,33 - - -
Pso 30,23 - - 0,92 - - -
Pcel 18,88 - - 80,03 - - -
Pce lla 7,2 - - 81,9 - - -
Pce llb 10,8 - - 72,6 - - -
Prgl 78,9 - - 19,9 - - -
Prgli 0,2 - - 79,4 - R B
Pml-la 19,4 - - 69,6 - - -
Pml-Ib 14,3 - - 74,5 - ; ]
Pml-Ic 15,6 - - 70,2 - ; -
Psm 40,1 - - 49,3 - R -
Pvs la 68,3 - - 25 - - -
Pvs Ib 79,4 - - 10,9 - - -
Par Vlla 2 68,2 - - .
Par Vb 0,9 74,9 - - -
Phs IVa 49,2 - - 24,7 - - -
Phs IVb 42,7 - - 30,7 - - .
Pdl llla 30,4 - - 65,1 - - -
Pdl lllb 29 - - 58,3 - . .
Pml-II 60,6 - - 17,4 - . -
Pov 44,5 - - 49,4 - - -
Pxy la 92,2 - - 4,6 - - -
BX¥irbaczo 95,5 - - 4,5 . - .
Pte 28,1 - - 28,7 - R -
Pce Il 7,1 - - 83,5 - - ]
Prg lll 70 - - - - _ _
Pmi 0,9 - - 98,6 - - -
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Estas informacgdes foram representadas graficamente e apresentadas a seguir.

Existem varidveis limitantes & analise estatistica destes valores e devido a este fato,
este trabalho ird se restringir a representacdo grafica da média dos valores apresentados
acima diferenciados por regido. A baixa diversidade de espécies pesquisadas e
consequentemente o baixo nimero de estudos nas regides nordeste, centro Oeste e Sul, sao
fatores que causam grande desvio na media final. Outro fator de relevancia é que a maioria
dos trabalhos ndo apresenta resultados de todas as partes das plantas, sendo que os estudos
das folhas predominam na literatura em detrimento ao nimero reduzido de publicacdes de
talos e frutos, trazendo consequéncias para a média final destas partes, porem nao
comprometeu uma andlise de modo geral da observacdo da distribuicdo de monoterpenos,

sesquiterpenos e fenilpropandides nas espécies do género Piper no Brasil.

Na regido norte foram realizados 15 estudos de 26 espécies desde 1987 até 2008. O
estado de Rondonia aparece com 13 das 26 espécies estudadas na regido norte e se destaca
no critério biodiversidade, pelo menos no nimero de espécies estudadas. A Amazbnia nesta
porgdo ocidental ainda é muito pouco conhecida e pouco estudada, sendo possivel que o
estado do Amazonas, que é t3o grande, detenha uma variedade de plantas bem maior do

gue as outras regides, apenas ainda nao foram encontradas ou descobertas.

Dentre as plantas pesquisadas na regido norte apenas trés espécies tiveram seus
talos estudados (Piper callosum — Amazonas; Piper marginatum — Amazonas; Piper
carniconnectivum — Rondobnia) e apenas uma teve os frutos estudados (Piper tuberculatum —

Ronddnia).
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Este montante de estudos dos 6leos essenciais dos talos e frutos é muito pequeno e
possivelmente ird gerar desvios nas medias finais dos teores de substdncias que serdao
desconsiderados, pois este trabalho visa apenas uma analise geral da distribuicdo de
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides nos dleos essenciais de plantas do género
Piper, sendo assim as trés espécies que tiveram seus talos estudados, irdo representar a
media da incidéncia destas substdncias nos talos, e a Piper tuberculatum (Ptb IV) ird

representar nos frutos.

O grafico da Figura 13 mostra que na regido norte o perfil de distribuicio de
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides se caracteriza por apresentar nas folhas
um alto teor de fenilpropandides em relacdo as outras duas classes de substancias, também
pode-se observar que ndo foi detectado a presenca de fenilpropandides no dleo essencial
dos frutos e que o teor nos talos caiu pela metade em relacdo as folhas, em contrapartida os
frutos apresentam um alto teor de sesquiterpenos, nos talos e folhas este teor cai
consideravelmente. Com relacdo ao teor de monoterpenos as espécies demonstram certa

semelhanca (teor padrdo) em qualquer uma das partes (folhas, talos e frutos).

Regiao Norte

B Monoterpenos

80% -
70% - M Sesquiterpenos
60% - Fenilpropandides
50% -
40% -

0, -
30% Fenilpropandides
20% A )

Sesquiterpenos
10% -
Monoterpenos
0% T T T T

folhas talos fruto Total

Figura 13: Representagdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides
nos 6leos essenciais das espécies do género Piper na regido norte.
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Pode-se observar que os teores de sesquiterpenos e fenilpropandides sao
inversamente proporcionas nas folhas, talos e frutos, ou seja, quanto maior o teor de
fenilpropandides menor o teor de sesquiterpenos e vice-versa, porem ressalta-se que o teor
de sesquiterpenos nas trés partes é expressivo o que significa que estas substancias ocorrem
neste género independentemente dos fatores bidticos e abidticos, e isto expressa a
importancia desta classe de metabdlitos neste género. No geral as plantas do género Piper
oriundas da regido norte produzem altos teores de sesquiterpenos e fenilpropandides em

seus 6leos essenciais em relagdo a monoterpenos.

Na regido nordeste foram realizados 3 estudos com 6 espécies de plantas do género
Piper, sendo quatro espécies estudadas no Ceara e 2 espécies em Pernambuco. Este total de
estudos é muito pequeno comparado com a dimensdo da regido nordeste, as possibilidades
de ocorréncia de outras espécies do género Piper sdo eminentes. Este estudo ird considerar
que estes dois estados representem a regidao nordeste, fica evidente a necessidade de mais
estudos para uma melhor representatividade da analise estatistica dos dados. Das seis
espécies estudadas apenas uma (Piper marginatum — Pernambuco) teve seus talos e frutos
analisados além das folhas, e esta ira representar a distribuicdo destas substancias nos talos

e frutos de espécies do género Piper na regido nordeste.

A Figura 14 mostra que diferentemente da regidao norte, no nordeste as espécies
estudadas apresentam um alto teor de monoterpenos nas folhas, os talos e frutos nao

exibem teor algum de monoterpenos.

O nordeste apresenta um perfil de distribuicdo de sesquiterpenos nas diferentes
partes da planta (folhas, talos e frutos) semelhante ao perfil da regido norte, ou seja, o teor
nas folhas e talos e expressivamente menor em relagao aos frutos. Com relagao ao teor de
fenilpropandides desta vez os talos se destacam mais abundantes, na sequéncia os frutos
apresentam um teor intermedidrio e por ultimo as folhas com o menor teor de
fenilpropandide, apresentando um perfil de distribuicdo contrario em relacdo a regido norte.
Para determinar quais seriam os fatores determinantes nesta relacdo de inversdo entre o
6leo essencial das folhas do norte e nordeste seriam necessarias mais informagdes alem dos

constituintes do dleo essencial.
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informacgdes sobre fatores bidticos e abidticos a qual as plantas estdo submetidas,

para assim comparar a variagdo destes aspectos entre si e possivelmente compreender esta

dindmica.

Nordeste
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Fenilpropandides
Fenilpropandides
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0% T
folhas talos

fruto Total

Figura 14: Representacdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides nos

6leos essenciais das espécies do género Piper na regido nordeste.

No geral as plantas do género Piper oriundas da regido nordeste, apresentam um

perfil de distribuicio predominante em monoterpenos e sesquiterpenos. E interessante o

fato de que a espécie Piper marginatum ndo apresenta monoterpenos na constituicdo do

Oleo essencial dos talos, conforme ilustra a Figura 15, visto que um estudo feito com a

mesma espécie na regido norte
apresentou um teor com cerca de
10% mais de monoterpenos. O
teor de sesquiterpenos nos frutos
das plantas da regidao norte foi de
(62,8 %), e é ligeiramente maior
do que no nordeste (48,16 %). O
teor de fenilpropandides nos

frutos é o que realmente chama

Piper marginatum
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Figura 15: Representa¢do grafica da comparagdo da
composicdo do d6leo essencial de P. marginatum nas regides
norte e nordeste.
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atencdo nas espécies residente no nordeste (51,84 %), o dobro em relagdo a regidao norte

(25,21%).

Existe uma grande variedade de plantas do género Piper na regido sudeste,
subentende-se que seja porque as regides de predominancia de Mata Atlantica se
assemelham muito com a Floresta AmazOnica em alguns aspectos. Esses aspectos fazem
relacdo com clima, solo e outros fatores, estabelecendo um habitat propicio ao

desenvolvimento destas espécies de carater tropical.

Foram publicados 05 trabalhos relacionados a 18 espécies incidentes na regido
sudeste. Estas espécies estdo distribuidas entre os estados de Sdo Paulo (05 espécies), Rio de
Janeiro (10 espécies) e Minas Gerais (08 espécies), sendo que das cinco espécies do estado
de S3o Paulo, 04 sdo incidentes em Minas Gerais. Ficando o Rio de Janeiro com a maior
Biodiversidade de espécies do género Piper que tiveram seus éleos essenciais pesquisados

desta regido.

Os talos e frutos foram estudados em apenas trés trabalhos com trés espécies do
estado de S3o Paulo (Piper aduncum, Piper arboreum e Piper tuberculatum), as médias dos
percentuais de cada classe de substancia das trés espécies irdo representar a distribuicao
destas substancias em plantas do género Piper na regido sudeste, conforme representa o
grafico 05. Ambas as partes apresentaram um alto teor de monoterpenos em relagao as

outras classes de substancias.

As plantas do sudeste apresentaram um perfil na distribuicdo dos metabdlitos dos
Oleos essenciais nos talos e frutos inverso em relacdo ao nordeste. A Figura 16 apresenta o
perfil de distribuicio de metabdlitos. Algum fator pode estar associado ao fato de no
sudeste as plantas preferirem produzir monoterpenos ao invés de fenilpropandides como

ocorre no nordeste.

Nas folhas é evidente que a classe predominante é de sesquiterpenos,
diferentemente dos talos e frutos, que apresentam maioria de monoterpenos. O teor de
fenilpropandides em espécies desta regido estd resumido a um pequeno percentual
insignificante nas folhas, apenas uma das espécies estudadas (Piper affinis hispidinervum —

Rio de Janeiro), apresentou um teor de 94,2% de fenilpropandides nas folhas.
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E interessante ressaltar que apesar da semelhanca com clima tropical da floresta

amazonica, as plantas desta regido sao pobres em fenilpropandides

Sudeste
B Monoterpenos

20% B Sesquiterpenos

b -
60% - Fenilpropandides
50% -
40% -
30% -
20% - Fenilpropandides
10% Sesquiterpenos
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0% T 1 f
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Figura 16: Representacdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides

nos oleos essenciais das espécies do género Piper na regido sudeste.

A espécie Piper hispidinervum foi estudada nas regiGes norte e sudeste, e como

mostra a Figura 17, a distribuicdo das trés classes de substancias é muito semelhante,

praticamente sdo iguais nas duas regides. Apresentam um perfil bem definido de um

altissimo teor de fenilpropandides, com um percentual muito pequeno de sesquiterpenos e

um percentual menor ainda
(tracos) de monoterpenos. Esta
espécie é a excecdo no perfil de
distribuicdo de substancias no
sudeste, é de se esperar que a
mesma mantenha este perfil em
qualquer regido em que for

encontrada.
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Figura 17: Representagdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides nos éleos essenciais de Piper
hispidinervum nas regides norte e sudeste.
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O que chama ateng¢do na Figura 16 é o teor de sesquiterpenos nos talos e frutos.
Mesmo com a auséncia de fenilpropandides os teores de sesquiterpenos sdao menores do
que os teores de monoterpenos, ficando, os sesquiterpenos, ligeiramente em desvantagem,
e isto ndo ocorre nem no norte e nem no nordeste. O que destaca certa semelhanga com o
perfil das plantas do centro oeste como se pode ver a seguir na Figura 18. Dentre as espécies
que tiveram seus talos e frutos estudados na regido sudeste, nenhuma apresentou na

constituicao de seu dleo essencial a presenca de fenilpropandides.

Na regido centro-oeste foi realizado 03 estudos com sete espécies diferentes, todas
com origem no Distrito Federal. Das sete espécies estudadas trés incidem somente nesta
regido (Piper xylosteoides; Piper ovatum; Piper tectonifolium). Nenhuma das espécies teve
seus talos ou frutos pesquisados, somente as folhas foram investigadas, como mostra a
Figura 18, sendo assim, ndo sera possivel estabelecer um perfil de distribuicdo nestas partes
para regido centro-oeste. Este total de estudos é muito pequeno comparado com a
dimensado da regido centro-oeste, as possibilidades de ocorréncia de outras espécies do
género Piper sdo eminentes, porém este estudo ira considerar que o Distrito Federal
represente a regido Centro-Oeste. Fica registrado a necessidade da realizacdo de mais
pesquisas para uma melhor representatividade dos dados, para assim definirem-se como

estas classes de substancias se distribuem nas espécies do centro-oeste.

Centro-Oeste

B Monoterpenos

50% M Sesquiterpenos
40% -
Fenilpropandides
30% - prop
20% - ) .
Fenilpropandides
10% A 4 A Sesquiterpenos
0% A 4 Monoterpenos
0 T T T

folhas talos fruto Total

Figura 18: Representacdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides
nos 6leos essenciais das espécies do género Piper na regido centro-oeste.
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Na regidao centro-oeste as plantas produzem mais monoterpenos nas folhas do que
em qualquer outra regido do pais, conforme ilustra a Figura 18, esta é uma caracteristica
muito parecida com as espécies do sudeste nos 6leos dos talos e frutos. O teor de
sesquiterpenos também é alto e quase se equipara com os monoterpenos, nenhuma das

espécies apresentaram fenilpropandides.

E possivel que existam fatores associado a esta semelhanca das plantas do centro-
oeste e sudeste em produzir muito monoterpenos, mas para determina-los é necessario
conhecer as semelhancas e diferencas de ambas as regides em relacdo ao habitat e as
condicdes em que se encontra a planta. Porém os trabalhos apontam destaque somente

para a constituicdo quimica do 6leo essencial e ndo contemplam estas informacdes.

A regido sul estd representada por apenas trés trabalhos referentes a trés espécies,
sendo que uma delas (Piper mikanianum) é citada somente nesta regido. Nenhuma das
espécies teve seus talos ou frutos pesquisados, somente as folhas foram investigadas, sendo
assim, ndo serd possivel estabelecer um perfil de distribuicdo nestas partes. Estes trés
trabalhos sobre o 6leo essencial das folhas destas espécies também ndo sao suficientes para
tracar o perfil da constituicdo destes éleos, devido a baixa representatividade estatistica,
porém para efeitos qualitativos este trabalho irda considerar estes trés trabalhos como

representantes da regido sul.

Ao contrario da regido centro-oeste, a regido sul apresenta um teor de
sesquiterpenos bem maior do que monoterpenos, como mostra a Figura 19. Para conseguir-
se conhecer os fatores envolvidos que estariam favorecendo a planta a aumentar a
producdo de sesquiterpenos em relacdo a monoterpenos, seria necessario conhecer as
semelhancas e diferengas de ambas as regides em relacao ao habitat e as condi¢des em que
se encontra a planta, porém os trabalhos apontam destaque somente para a constituicdo

guimica do 6leo essencial e ndo contemplam estas informacdes.

Supde-se que ambas as regides Centro-Oeste e Sul, apresentam baixa umidade
relativa como fator de semelhanca e como diferenca o fator de destaque entre estas duas
regides é a temperatura, sendo assim, supde-se que a temperatura seja um dos fatores que

levaram as plantas do sul a preferir produzir mais sesquiterpenos do que monoterpenos.
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Figura 19:Representacado grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides nos
Oleos essenciais das espécies do género Piper na regido sul.

Das trés espécies pesquisadas, a Piper regnelli apresentou somente monoterpenos

em sua constituicdo. Estudos realizados com esta espécie na regido sudeste, nos estados de

Sao Paulo, Minas Gerais e Parang, ilustrados na Figura 20, mostraram que, em Sao Paulo ela

mantém o mesmo perfil do Parand
quanto ao teor de monoterpenos e
apresenta também certo teor de
sesquiterpenos. Entretanto, quando se
observa esta espécie no estado de
Minas Gerais depara-se com uma nova
situacdo, agora a constituicdo do déleo
essencial é concentrada somente em

sesquiterpenos e em nenhum dos trés

estados ela apresentou
fenilpropandides. E interessante
observar que S3o Paulo estd

exatamente entre os outros dois

estados e por isso apresentou em seu

Piper regnelli
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Figura 20: Representacgdo grafica da distribuicdo dos
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides nos dleos
essenciais de Piper regnelli nas regides sul e sudeste.

O0leo essencial ambas as classes de substdncias, conforme descrito na Figura 20.
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Possivelmente pode-se relacionar este fendbmeno a adapta¢des climaticas e geoldgicas
(temperatura, umidade, solo e outros) da planta visto que apesar dos trés estados estarem
inseridos no mesmo perfil climatico subtropical, as diferengas na sazonalidade e no solo

possivelmente pode ser os fatores que melhor justificam este fendmeno.

Porem isto ndo é um padrao geral aplicado a todas as espécies, visto que a Piper
cernuum, estudada no estado de Santa Catarina, também foi estudada nos estados de Minas
Gerais e de Sdo Paulo. Porem desta vez manteve o seu perfil na distribuicdo das classes de
substancia em seus 6leos essenciais nos trés estados. Todas as classes se mantiveram
constantes, com leves flutuacdes e é interessante evidenciar que ndo ocorreu o
aparecimento de fenilpropandides em nenhum dos locais pesquisados como se observa na

Figura 21.

Piper cernuum

/: Santa Catarina

Minas Gerais B

/Minas gerais A

y 4 / S3o Paulo

Figura 21: Representacgdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides
nos 6leos essenciais de Piper cernuum nas cidades de S3o Paulo, Minas Gerais e Santa Catarina.

A falta de uma padronizacdo na publicacdo de estudos da composicdo quimica de
dleos essenciais torna estes dados quase que obsoletos. Ndo adianta conhecer a composicao
guimica dos éleos essenciais sem conhecer as condi¢cdes a qual a planta estava submetida
para que ela produzisse tal composicdo. Pode ocorrer que uma planta produza determinado
metabdlito devido a interagdo dela com o meio a qual ela esta inserida, e se ndo se conhece
estas condicbes pode acontecer de nao ser possivel encontrar novamente determinado

metabdlito na composicdo do dleo essencial da planta.
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A distribuicdo de monoterpenos, sesquiterpenos e monoterpenos nos 6leos
essenciais de plantas do género Piper no Brasil é bem distinta de acordo com a regido como
apresenta a Figura 22. Pode-se notar que na regido norte é onde se observa o maior teor de

fenilpropandides e o menor teor de monoterpenos respectivamente.

Brasil

70% -+

H Monoterpenos
60% - H Sesquiterpenos
50% Fenilpropandides
40% -
30%
20% Fenilpropandides
10% - Sesquiterpenos

Monoterpenos

0% T T T T

norte Nordeste Sudeste C. Oeste Sul

Figura 22: Representacdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides
nos 6leos essenciais de plantas do género Piper nas cinco regides do Brasil.

A Producdo destes ocorre principalmente nas folhas diferentemente do nordeste

gue tem a producgdo de fenilpropandides acentuado nos talos.

Na regido nordeste é marcante a producdo de monoterpenos, apesar disto os
estudos com plantas do género Piper desta regido dos talos e frutos ndo apresentaram a
presenca de monoterpenos, se concentrado praticamente nas folhas. Semelhante ao que
ocorre no centro-oeste e que de certa forma possuem biomas bem semelhantes quanto aos
fatores climaticos (predominantemente quente e seco) e vegetativos (caracteristico de
cerrado), sendo estas condi¢Ges podem estar associadas de forma semelhante entre as duas

regides na producao de monoterpenos.

A regido sudeste e o centro-oeste em termos de semelhanca sdo os mais parecidos

entre si, em relacdo os teores elevados de monoterpenos e sesquiterpenos. Das plantas
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pesquisadas no sudeste apenas uma apresentou fenilpropandides, e foi em teor

relativamente elevado e equiparado ao teor da mesma no norte.

A regido Sul destaca-se apenas pelo elevado teor de sesquiterpenos. O numero de
trabalhos na regido sul é muito pequeno e isto dificulta qualquer previsdao ou até mesmo

comparagao com outras situagdes.

Pode-se observar analisando a Figura 22 que com relagdao a distribuicdo de
fenilpropandides no Brasil, supde-se que quanto mais quente e Umido maior é a producdo
destes metabdlitos, regides norte e nordeste confirmam esta evidencia, apesar do nordeste
ter predominancia do bioma de cerrado, o litoral é marcado por um clima de caracteristicas
tropicais (Mata Atlantica) e os estudos com plantas do nordeste foram realizados

aparentemente com individuos inseridos em habitats préximo ao litoral.

Em relacdo a distribuicdo nacional de sesquiterpenos, estes metabdlitos estdo
presentes de forma marcante em todas as regifes principalmente na regido sul e
possivelmente alguns metabdlitos desta classe ajam como marcadores quimio-taxonémico

deste género.

Os monoterpenos encontram-se bem distribuidos nas cinco regides e sem a
descricao das diferencas e semelhancas a qual as plantas estdo submetidas, fica dificil e
praticamente impossivel associar estas variagdes a fatores de inducdo e inibicdo na
producdo destes metabdlitos. Diante destas evidencias, sugere-se que aparentemente
guanto mais seco e quente, maior a producdo destes metabdlitos, as regides, sudeste e

centro-oeste aparentemente representam esta evidéncia.
4.1.2 Fatores que influenciam a produc¢ao de metabdlitos secundarios

Estas variacdes na composicao de 6leos essenciais sdo geralmente norteadas por
fatores resultantes da interacdo da planta com o meio a qual ela se desenvolve, estas
interacGes possuem mecanismos de controle a niveis genéticos, estes mecanismos podem
sofrer alteracdes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecolégicos
e evolutivos. Sendo assim os metabdlitos secunddrios presente na composicao destes dleos

essenciais representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente que a cerca,
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deste modo sua sintese é frequentemente afetada por condigdes ambientais (GOBBO-NETO

& LOPES, 2007; SIMOES et al., 2004).

Dentre os fatores existentes muitas vezes apresentam correlacdes entre si, e ndo
atuam individualmente, influindo em conjunto no metabolismo secundario como, por
exemplo, temperatura e altitude, quanto maior a altitude é relativamente menor a
temperatura (GOBBO-NETTO & LOPES, 2007). Os fatores associados estdo representados na
Figura 23.

Ritmo circadiano

\\ N
indice pluviomético
Sazonalidade Radiagéo UV
‘ / Composicio (N
* \ atmosférica NO, O,

== Herbivoria e
Ataque de patogenos

A A e
a o e e

Fonte: (GOBBO-NETO & LOPES., 2007)

Figura 23: Principais fatores que podem influenciar no acumulo de metabdlitos
secunddrios em plantas.

Para ser possivel realizar previsdes sobre quais fatores estariam envolvidos na
variabilidade de metabdlitos presente no dleo essencial em espécies do género Piper, seria
necessario desenvolver um modelo padrdo de requisitos destes fatores que fosse publicado
juntamente com a composicdo do 6leo essencial. Desta forma seria possivel comparar a
composicao do bleo essencial com o perfil condicional dos fatores a qual a planta esta sendo

submetida, e isto facilitaria a busca pelo metabdlito de interesse.

Durante a execugdo deste trabalho, pode-se observar que os artigos que publicam

resultados sobre d6leo essencial tanto sobre este género quanto sobre outros géneros e
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espécies, acabam enfocando muito os constituintes da planta e acabam por esquecer da
planta em si, e fatores climaticos, geoldgicos e bidticos passam despercebidos, esquecendo
eles que estas informagdes sao cruciais para a elucidagao de situagdes como a apresentada
na Figura 20 da Piper regnelli, e isto é consequéncia da falta de uma padronizacdo destes
estudos tanto a nivel nacional como a nivel internacional, onde uma vez que todos os
trabalhos apresentassem estes fatores que envolvem a planta no seu habitat, seria possivel
prever e elucidar quais fatores seriam responsaveis por ativar na planta o gene que regula a
producdo ou inibicdo da producdo de determinados metabdlitos presente em sua

constituigao.

7

E necessario realizar esta discussdo da necessidade de uma padronizacdo destes
estudos, para num futuro ser possivel cruzar estas informag¢Ges com outras linhas de
pesquisa, como por exemplo, utilizando de ferramentas da biologia molecular seria possivel
investigar o gene que estaria ativando ou desativando a produ¢dao destes metabolitos
secundarios de interesse, com o passar do tempo o conhecimento acumulado sobre a
interacdo destes fatores (fatores de carater multidisciplinar, climaticos, geoldgicos, bidticos,
fisiolégicos) com a planta de interesse, ajudariam a moldar e aperfeicoar os modelos de
cultivos a um nivel muito mais elevado do que o atual, gerando possibilidades que hoje
seriam muito cobicadas principalmente na industria farmacéutica, como por exemplo extrair
em quantidade um fitofarmaco 100% natural, que antes era produzido pela planta numa
guantidade muito baixa, mas que com a evolucdo destes estudos seria possivel induzir a
producdo deste fitofdrmaco a niveis considerdveis, resultaria em remédios mais baratos e

saudaveis do que os produzidos com farmacos sintéticos.

A forma com que estdo ocorrendo estes estudos sobre dleos essenciais atualmente,
quando analisada de um ponto de vista individual possui suas contribuicdes no meio
cientifico, porém guando analisadas no coletivo ndo possuem sentido algum, visto que ndo é
possivel concluir que fatores estdo atuando e interagindo com a planta para que ela

responda da forma como se observou no estudo.

Todos os fatores sdao importantes quando comparamos os trabalhos, fatores como
possiveis insetos que de alguma forma sempre sdo encontrados em determinadas espécies,
ou ainda espécies de plantas que sempre sdo encontradas onde a planta de interesse esta

ocorrendo, a incidéncia de luz sobre a planta, a pluviosidade local, acGes antroépicas,
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poluicdo local, tipo de dgua encontrada na regido, variacdes geoldgicas podem interferir na
retencdo de agua no solo, biodisponibilidade de minerais e uma serie de outros fatores que
quando alterados podem induzir determinados efeitos no metabolismo secundario das

plantas.

4.2 ANALISE ESPECTROSCOPICA DO OLEO ESSENCIAL

4.2.1 Identificacdo dos compostos quimicos presentes no dleo essencial de

P.hispidum
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A amostra de 6leo essencial obtida das folhas foi chamada de OEPHF, significa a
abreviacdo de (6leo essencial de P. hispidum; Folhas), obteve-se 2,2 g de éleo essencial de
um total de 2,9 Kg de folhas frescas, isto €, um rendimento de extragdo 0,55 mL/Kg de éleo

essencial.

O Cromatograma do dleo essencial das folhas Figura 24, apresenta uma boa
variedade de substancias com uma considerdvel quantidade de picos, frente a esta
variedade quatro picos apresentam destaque com relagdao a sua intensidade, com teores
superiores a 5%, o pico mais intenso corresponde a 21,77% do total do 6leo essencial com
tempo de retencdo de (TR 25,27 min), o segundo corresponde a 16,88% (TR 27,14 min), o
terceiro 7,9% (TR 26,65 min) e o quarto com 5,33% (TR 24,23 min)

RT: 0,00 - 65,02
25,27 NL:
1007 8,62E8
] TICF: MS
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] 27,14 EX
80
70+
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50
40
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] ~ 30,11
10 30,23
] 8,51 32,50
21111 37,26
3 468 1.63 16,47 70 3856 5078 52,21 5814 62,29
0 Tr[rrrrirfrererrrrrrTTT i rrrrrrrrrroro]
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Time (min)

Figura 24 : Cromatograma de OEPHF

A identificacdo destes constituintes e dos componentes minoritarios foi feita por
comparacao dos espectros de massa de cada substancia com padrdes arquivados no banco
de espectros do computador. Também foram calculados os indices Kovats de cada um dos
picos para observacdo e comparacao visual dos espectros obtidos com espectros de
catdlogos (ADAMS, 2001). Desta forma identificou-se cerca de 82,12% dos constituintes
guimicos do 6leo essencial das folhas sendo 9,16% monoterpenos, 71,68% sesquiterpenos e
1,28% fenilpropandides apresentados na Tabela 04 com seus respectivos percentuais. Os

compostos majoritarios identificados sdo (E)-cariofileno [21] (TR 25,27 min), germacreno D
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[30] (TR 27,14 min), Ishwarano [27] (TR 26,65 min) e o B-elemeno [20] (TR 24,23 min). A
amostra de d6leo essencial obtida dos talos foi chamada de OEPHT (significa a abreviacdo de
6leo essencial de P. hispidum; Talos), obteve-se 1,5 g de 6leo essencial a partir de 2,5 Kg de

talos frescos, isto é, um rendimento de extra¢do 0,16 mL/Kg de éleo essencial.

O Cromatograma do dleo essencial dos Talos Figura 25, apresenta considerdvel
quantidade de picos representando uma boa variedade de substancias, frente a esta
variedade quatro picos apresentam destaque com relagdo a sua intensidade, com teores
superiores a 5%, o pico mais intenso corresponde a 22,63% do total do 6leo essencial com
tempo de retencdo de (TR 25,21 min), o segundo corresponde a 10,63% (TR 31,04 min), o
terceiro 7,18% (TR 30,11 min) e o quarto com 5,43% (TR 27,59 min).
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Figura 25: Cromatograma de OEPHT

Identificou-se cerca de 77,32% dos constituintes quimicos do d6leo essencial dos
talos sendo 5,25% monoterpenos, 57,16% sesquiterpenos e 14,91% fenilpropandides
apresentados na Tabela 04 com seus respectivos percentuais. Os compostos majoritarios
identificados sdo (E)-cariofileno [21] (TR 25,21 min), dilapiol [45] (TR 31,04 min), éxido de
cariofileno [43] (TR 30,11 min) e o a-muuroleno [32] (TR 27,59 min). Verificou-se que estes
resultados sdo inéditos, sendo esta a primeira vez que se relata a composicdo do dleo
essencial dos talos de P. hispidum. Acarretando uma significativa contribuicdo no

conhecimento quimico desta espécie.
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A Tabela 04 apresenta na primeira coluna os constituintes identificados nos éleos
essenciais das folhas e talos, na segunda coluna tem-se o numero correspondente a
estrutura quimica do composto apresentada na Tabela 05. Na quarta e quinta colunas temos

os respectivos teores das substancias identificadas.

Tabela 04: Composi¢cao quimica (%) do 6leo essencial das folhas e dos talos de P. hispidum

indice o
o P. hispidum
Constituintes Kovats
Folhas Talos
a-pineno [1] 939 1,73 0,21
Canfeno [2] 954 1,13 -
B-pineno [3] 979 4,75 -
Mirceno [4] 991 0,24 0,11
a-felandreno [5] 1003 - 0,61
<para>-cimeno [6] 1025 - 2,47
Limoneno [7] 1029 0,78 -
8-3-careno [8] 1031 - 1,47
(E)-B-ocimeno [9] 1050 - 0,28
Canfora [10] 1146 0,17 -
Borneol [11] 1169 0,36 -
a-terpineol [12] 1189 - 0,1
Acetato de isobornila [13] 1286 - 0,45
Acetato de bornila [14] 1289 1,28 -
5-elemeno [15] 1338 0,3 0,17
a-cubebeno [16] 1351 0,7 0,33
ciclosativeno [17] 1371 - 0,53
Isoledeno [18] 1376 0,53 -
o-copaeno [19] 1377 1,79 1,42
B-elemeno [20] 1391 5,33 1,63
(E)-cariofileno [21] 1419 21,77 22,63
B-copaeno [22] 1432 2,32 1,37
<allo>-aromadendreno [23] 1460 0,34 -
a-humuleno [24] 1455 2,58 1,72
(E)-B-farneseno [25] 1457 - 0,1
9-epi-(E)-cariofileno [26] 1466 - 0,18
kshvwasaivo [27] 1467 7,9 1,85
y-muuroleno [28] 1480 - 1,52
Germacreno-D [29] 1485 16,88 3,82
y-amorfeno [30] 1496 2,83 0,53
a-selineno [31] 1498 - 0,95
a-muuroleno [32] 1500 - 5,43
miristicina [33] 1519 - 3,52
y-cadineno [34] 1514 1,92 -
&-cadineno [35] 1523 2,76 1,84
a-cadineno [36] 1539 0,26 0,14

trans-cadina-1(2),4-dieno [37] 1535 - 0,18
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Elemol [38] 1550 0,22 0,28
Elemicina [39] 1557 - 0,31
<E>-nerolidol [40] 1563 0,14 0,38
germacreno-B [41] 1561 0,71 0,58
Espatulenol [42] 1578 - 0,8
oxido de cariofileno [43] 1583 2,23 7,18
Epoxido de humuleno II [44] 1608 0,17 -
dilapiol [45] 1621 - 10,63
1-epi-cubenol [46] 1629 - 0,4
a-cadinol [47] 1654 - 1,2

Quando se compara a composicdo do d6leo essencial das folhas com éleo essencial
dos talos, percebe-se que o teor de fenilpropandides nos talos é relativamente maior do que
nas folhas. Enquanto que os teores de monoterpenos e sesquiterpenos nas folhas superam
ligeiramente os teores dos talos como representa o grafico 12. Em ambas as partes o
componente majoritario foi o sesquiterpeno (E)-cariofileno [21](Folhas 21,77% e Talos

22,63%).

80,00% -
60,00% {
40,00% ]
E monoterpenos
20,00% - H sesquiterpenos
0,00% = 'c)- fenilpropandides
- o
Folh S &
ofhas Talos & Q/«QQ' R
K N {&Q
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KOG
o
&

Figura 26: Representacdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanadides nos dleos essenciais das folhas e talos de Piper hispidum.
Tabela 05: Estruturas quimicas dos componentes presentes nos 6leos essenciais e de

substancias deste género
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continuacao
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Obs: Figuras de [01 a 47]. Estruturas dos constituintes quimicos identificados no dleo essencial das
folhas e talos de P. hispidum. Figuras de [48 a 54] sdo demais figuras de estruturas quimicas citadas.

Um estudo do dleo essencial da raiz desta planta foi realizado por FACUNDO et al.,
(2008), demonstrou que a composicdo do dleo é cerca de 92,2% de fenilpropandides
conforme comparacdo da Figura 27,correspondendo a trés componentes majoritarios
(dilapiol [45] 57,5%, elemicina [39] 24,5% e apiol [48] 10,2%). O dilapiol e a elemicina
presente na raiz desta planta, também se encontra presente nos talos da mesma em menor

concentragao.



Pagina |89

100,00%
80,00%

60,00% H monoterpenos

40,00% M sesquiterpenos

fenilpropandides
20,00% prop

0,00%

raiz

Figura 27: Representacdo grafica da comparacao dos dleos esséncias de diferentes partes
de P. hispidum.

O ¢leo essencial das folhas de P. hispidum também foi estudado por Mesquita et al.
(2005) no estado de Minas Gerais (Phs lll), por Santos et al. (2001) no estado do Rio de
Janeiro (Phs Il), e por Facundo et. al. (1994) em Rondébnia (Phs 1), a Tabela 06 apresenta os
teores dos constituintes presente nos dleos estudados por cada um dos autores.

Tabela 06: Comparagdo da composicao quimica (%) do déleo essencial das folhas P. hispidum
com a composigdo de outros autores.

indice P.
Constituintes Kovats hispidum Phs il Phs I Phs |
Folhas Folhas Folhas Folhas
a-pineno 939 1,73 4,6 1,37 5,21
Canfeno 954 1,13 - - 15,61
B-pineno 979 4,75 14 0,28 3,49
Mirceno 991 0,24 - 1,29
a-felandreno 1003 - - - 1,29
B-felandreno 1009 - - - 9,66
Limoneno 1029 0,78 5,8 - -
Linalol 1097 - 0,6 - -
Canfora 1146 0,17 - - -
Borneol 1169 0,36 - - -
Acetato de bornila 1289 1,28 - - 4,11
6-elemeno 1338 0,3 - - -
a-cubebeno 1351 0,7 - 0,42 -
Isoledeno 1376 0,53 - - -

a-copaeno 1377 1,79 - 2,50 -
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continuacao

B-elemeno 1391 5,33 - - -
B-cariofileno 1405 - - - 5,39
(E)-cariofileno 1419 21,77 5,2 6,30 -
B-copaeno 1432 2,32 - - -
B-gurjuneno 1432 - - 1,31 -
trans-a-bergamoteno 1436 - - 2,11 -
a-cariofileno 1454 - - 9,21 -
<allo>-aromadendreno 1460 0,34 - - -
o-guaieno 1452 - - - 11,47
a-humuleno 1455 2,58 - - -
9-epi-(E)-cariofileno 1466 - - 1,31 -
Ishwarano 1467 7,9 - - -
y-gurjuneno 1473 - - 4,27 -
Germacreno-D 1485 16,88 6,9 7,11 -
y-elemeno 1488 - - - 10,88
guaieno 1490 - - 3,36 -
y-amorfeno 1496 2,83 - - -
biciclogermacreno 1500 - 5,0 - -
(E,E)-a-farneseno 1508 - - 5,62 -
y-cadineno 1514 1,92 - 3,03 25,13
6-cadineno 1523 2,76 1,3 3,95 -
a-cadineno 1539 0,26 - - -
trans-dihidroagarofurano 1520 - 7,4 - -
elemol 1550 0,22 2,4 - -
<E>-nerolidol 1563 0,14 1,2 2,5 -
germacreno-B 1561 0,71 - 1,56 -
espatulenol 1578 - 7,0 4,05 -
oxido de cariofileno 1583 2,23 6,4 5,03 -
globulol 1583 - - 0,75 -
Epdxido de humuleno Il 1608 0,17 - 3,62 -
1-10-di-epi-cubenol 1619 - - 1,09 -
10-epi-y-eudesmol 1624 - 2,2 - -
a-epi-muurolol 1641 - - 1,03 -
B-eudesmol 1651 - 3,1 - -

Nenhum dos estudos apresentados dos d6leos essenciais das folhas - Phs lll, Phs Il e
Phs |, apresentaram fenilpropandides em sua constituicdo, no entanto o éleo das folhas

OEPHF apresentou em sua constituicdo um pequeno teor (1,28%) de um fenilpropandide
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conhecido como acetato de bornila [14], cujo um isdmero conhecido como acetato de

isoborniila [13] (0,45%) também foi encontrado nos talos em menor percentual.

Pode-se observar outras variacdes na composicdo também, observando a
distribuicdo de monoterpenos. Sesquiterpenos e fenilpropandides nesta espécie de acordo

com a regido pesquisada e de acordo com o ano da coleta como representa a Figura 28.

A Unica semelhanga entre os estudos apresentados €é a auséncia de
fenilpropandides em sua constituicdo, com relacdo a espécie estudada na regido norte, a
predominancia de sesquiterpenos é muito semelhante a regido sudeste e completamente
oposta a regido centro-oeste onde apresenta predominancia de monoterpenos em sua

composigao.

Com relacdo a regido sudeste o estudo feito por Mesquita et al., (2005) relata a
variacdo da composicdo do 6leo essencial de P. hispidum das folhas por trés anos (1999,
2000 e 2001), no primeiro ano foram analisados duas amostras de P. hispidum da mesma
regido (Phs llla e Phs lllb) e ambas apresentaram um perfil semelhante quanto ao teor de
monoterpenos e sesquiterpenos, a amostra Phs llIb foi analisada um ano depois (Phs llic) e
apresentou uma significativa variacdo em sua composicdao, elevando o teor de
sesquiterpenos e reduzindo o de monoterpenos consideravelmente, mantendo o mesmo

perfil no ano de 2001 (Phs llid).

Ph2 - 2000 i monoterpenos
Ph2 - 1999 Ph2 - 2001 .
H sesquiterpenos
Ph1 - 1999
80 1
60 -
40 A
20
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e 2 2 2 2 e 2 2
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Figura 28: Representacdo grafica da distribuicdo dos monoterpenos, sesquiterpenos nos éleos essenciais
das folhas P. hispidum. das regides norte, sudeste e centro-oeste.
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Os fatores que induzem a planta a produzir determinada classe de compostos,
guando alterados passam a induzir a producdo de outras classes, como no caso da espécie
estudada no sudeste (Phs llla — d), conforme passam-se os anos o percentual de
sesquiterpenos sobrepde o de monoterpenos, isto ocorre em consequéncia das alteracdes
no habitat da planta. Possivelmente o habitat inicial era muito semelhante ao de plantas da
regido norte, posteriormente o habitat passou a ser semelhante ao da regido centro-oeste
que possui um clima de cerrado mais quente e mais seco apresentando maioria de
monoterpenos em sua composicdo. Para que estes dados corroborem com esta verdade
seria necessario registros climaticos e informacdes a respeito de acdes antrdpicas no habitat
da planta em estudo, porém estas informacdes nao estdo disponiveis e ndo constam nos

trabalhos consultados.

A grosso modo de acordo com as observacbes deste exemplo e dos exemplos
anteriores, fica evidente que quanto mais tropical for o clima, maior a incidéncia de
sesquiterpenos e fenilpropandides na composicdo, e quanto mais quente e seco maior o

indice de monoterpenos.
4.2.2 Estudo Fitoquimico de OPHT— Determinacdo Estrutural de PHTO-1 (dilapiol).

O dleo essencial dos talos foi submetido a uma coluna cromatografica de silica,
eluida com gradiente de polaridade crescente (éter de petrdleo / hexano / acetato de etila)

resultando no isolamento de 100 mg de um composto codificado como PHTO-1.

PHTO-1 apresentou-se na forma de um dleo viscoso incolor e soluvel em
cloroférmio, o espectro de massas Figura 29, demonstra o pico do ion molecular m/z 222

u.m.a., compativel com a férmula molecular C1,H1404.

OCH,

oY oon J
f’"ﬂ‘hﬂi u“* Lrjwwh*‘"rmf'[ *'"T'"*Il‘“f ’f'"w"'!h'ﬂ["w""f"fr"m }Z b

30 90 110 130 150 170 190 210 230|
Figura 29: Espectro de massas do dilapiol [45] na literatura (ADAMS, 2001)
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OEPHT HEXANO #3310 RT: 31,04 AV: 1 NL: 2,14E7
T: + ¢ Full ms [ 43,00-500,00]
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Figura 30: Espectro de massas de PHTO-1

Comparando o espectro de massas de PHTO-1 Figura 30, com o espectro de massas
do dilapiol na literatura Figura 29, pode-se observar que o mesmo possui grande semelhanca

nos fragmentos apresentados. O que indica que se trata da mesma substancia.

Através dos dados espectroscopicos de Ressonancia Magnética nuclear de *H e C
pode-se chegar a uma conclus3o sobre a estrutura de PHTO-1. O espectro de RMN 'H de

PHTO-1 Figura 31, apresentou as seguintes absor¢des:

Um singleto em 6 6,37 (1H), compativel com um hidrogénio de anel aromatico penta-
substituido, trés sinais em & 5,01 (dd, J=5,02; 10,87Hz), 6 5,03 (dd, J=5,02;14,97Hz) (ver
regido expandida Figura 32) e § 5,04 (1H, m) de trés hidrogénios olefinicos de uma ligacdo
dupla terminal carbono-carbono trisubsstituida, um singleto intenso em 6 5,88 (2H) que
pode ser relacionado a dois hidrogénios de um grupamento metilenodidxido, dois singletos

intensos em & 4,03 (3H) e & 3,77 (3H) de grupamentos metoxilas e em & 3,32 de

hidrogénios alilicos.
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Figura 31: Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de PHTO-1
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Figura 32: Expansdo do espectro de RMN 'H de PHTO-1.

O espectro de RMN — **C de PHTO-1 Figura 33, apresentou absorcdes na regido de

atomos de carbonos de anéis aromaticos na regidao que compreende § 145,0 — 101,5, sendo
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que a absor¢do em 6 101,5 pode ser relacionada a um atomo de carbono alifatico,
confirmando assim a presenca do grupamento metileno. As absor¢des em 6 60,9 e 6 59,6
confirmaram a presenca de dois grupamentos metoxilas, e em & 33,7 confirma a presenca

de um atomo de carbono alilico.

145.797
138.594
127.314
116.600
103.995

TSN 102245
78.393
78.139
77.885
62.355

TSN 61082

35.114

\ \ \ \ \
200 150 100 50 0

ppm (f1)
Figura 33: Espectro de RMN *C (CDCl3, 50 MHz) de PHTO-1.

Os dados apresentados pelos espectros de RMN — *H e RMN — *C de PHTO-1,
juntamente com a comparacao dos dados RMN — 'H e RMN - 3C da literatura (BENEVIDES
et al, 1999) para o composto dilapiol [45] Tabela 07, permitiram propor tratar-se da mesma

substancia.

Tabela 07. Comparacéo dos dados de RMN *H e 3C de PHRO-1 e do Dilapiol

PHTO-1 Dilapiol
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C S¢

1 126,6
2 136,5
3 137,8
4 145,0
5 145,0
6 103,2
7 33,8
8 137,8
9 115,8

OCH,0 101,5
OMe-2 61,6

OMe-3 69,3

by

6,33 (1H, H-6)

3,32 (2H, dd, J= 1,8; 7,2 Hz)
5,87 (1H, m, H-8)
4,68 (dd, J=5,02; 10,87)
4,71 (dd, 1=5,02;14,97)
5,81 (2H)

4,03 (3H)

3,77 (3H)

b¢
126,0
135,1
137,6
144,6
144,3
102,7
33,9

137,4

115,5

101,1
61,3

59,3

by

6,23 (1H, H-6)
3,24 (2H, dd, J=1,5; 6,6, H-7)
5,81 (1H, m, H-8)

4,96 (1H, dd, J=1,5; 9,0, H-9a)
4,97 (1H, dd,J=1,5, 15,4, H-9b
5,88 (2H)

3,78, 3,80 (3H, s)

3,78, 3,80 (3H, s)

O Dilapiol [45] destaca-se por ser uma substancia

reconhecida como sinergista, e

varios derivativos tém sido preparados a partir desta com o objetivo de potencializar esse

efeito sobre larvas de Aedes aegypti. Nesse caso o efeito sinérgico foi associado a cadeia

alila ligado ao anel benzénico de Dilapiol (CARVALHO, 2004). Entretanto, outros autores

atribuem a atividade sinérgica de compostos com estrutura do tipo metilenodioxifenil

através de um mecanismo inibitério do citocromo P450 pelo grupo metilenodioxido

(HODGSON, 1995).

4.3 ESTUDO FITOQUIMICO DO EXTRATO DE ACETATO DE ETILA DOS TALOS DE P. hispidum.
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O estudo fitoquimico do extrato acetato de etila dos talos de P. hispidum (PHTAC —
P.hispidum; talos; extrato acetato de etila) levou ao isolamento de duas substancias

denominadas PHTAC-1 e PHTAC-2.
4.3.1 Determinagao Estrutural de PHTAC-1 (Piplartina)

O composto codificado como PHTAC-1 apresentou-se como um soélido branco

amorfo, com ponto de fusdo 1062 C e soluvel em cloroférmio.

O espectro de RMN'H (Figura 34) apresentou um sistema de anel aromético tetra
substituido, semelhante ao apresentado pelo espectro de RMN'H da PHTAC-2 (Figura 37).
Duas absor¢ées em o 168,85 e O 165,83 podem ser relacionadas a dois grupamentos
carbonilicos, a e B-conjugados. Outras duas absor¢des em & 6,05 (dd, 1 H, J =9,9; 1,8 Hz) e
6,95 (td, 1H, 9,9; 4,0 Hz) podem justificar uma das conjugacdes de uma das duas carbonilas.
A outra conjugacao da carbonila pode ser relacionada as absorcdes em 6 7,68 ( 1H, d, J=15=8
Hz) e 6 7,48 (1H, d, J = 15,8 Hz) de uma ligacdo dupla dissubstituida carbono-carbono, com
uma estereoquimica trans. Um sistema -CH,CH,- ligado a um atomo de nitrogénio e a um
atomo de carbono olefinico pode ser proposto através das absorcées em 6 2,48 (2 H, m) e o

4,04 (2H, t, )= 6,2 Hz).

O espectro de RMN Bc (Figura 35) de PHTAC-1 confirma o sistema de anel aromatico
semelhante ao de PHTAC-2, através das absor¢des em o 56,14 e o 60,93, dos trés
grupamentos metoxilas e dos carbonos hidrogenados absorvendo em 6105,46 (ver Tabela
08). A presenca das duas carbonilas foram confirmadas pelas absor¢cdes em o 168,85 e o
165,83. Os sistemas olefinicos conjugados as duas carbonilas também foram observados
através das absorgdes em 6143,73; 145,50; 125,79 e 121,05. O sistema —CH,—CH,, absorvem

em 824,71 e 41,61.

O espectro de massas (Figura 36) de PHTAC-1, exibiu o pico ion molecular em m/z
317 u.m.a. compativel com a féormula molecular C;7H19NOs. Esta féormula é compativel com
uma molécula contendo um grau de insaturacdo nove, onde comporta um sistema de anel
aromatico, um anel hetrerociclico com duas insaturacbes e um sistema C; com uma

carbonila conjugada.

A combinacdo de todos os dados apresentados para PHTAC-1 possibilitaram propor a

estrutura [49], tratando-se da substancia descrita na literatura como Piplartina.



Pagina |99

Os dados de RMN *H e 3C de PHTAC — 1 encontram-se resumidos na tabela 08.

Tabela 08. Dados de RMN de *H e *C de PHTAC-1.

§C SH
C
1 130,62 -
3/5 153,30 -
4 140,08 -
9 168,85 -
1 165,83 -
CH
2/6 105,46 6,81 (2H,s)
7 143,73 7,68 (1H, d, J = 15,8 Hz)
8 121,05 7,48 (1H, d, J = 15,8 Hz)
2 125,79 6,05 (1H, dd, J = 99; 1,8 Hz)
CH,
y 24,71 2,48 (2H, m)
5 41,61 4,04 (2H, m)
CH;
CH;0-3  |56,14 3,89 (3H, s)
CH;0-4  |60,93 3,89 (3H, s)
CH;0-5  |[56,14 3,89 (3H, s)




Pagina | 100

\F: y
| |
] |
| ‘ ,
) N o ,“ T |
/\ 1“‘ s‘ \
3 2| - !

Figura 34. Espectro de RMN'H (CDCl; 500 MHz) de PHTAC-1.
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Figura 35. Espectro de RMN Bc (CDCl; 50 MHz) de PHTAC-1.
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Figura 36. Espectro de Massas (CDCl; 50 MHz) de PHTAC-1.
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A piplartina ja foi isolada de outras espécies do género Piper (PARMAR et al., 1997;
BEZERRA, 2000). Os ensaios farmacoldgicos realizados por (OLIVEIRA?, 2008) com piplartina
em musculo liso mostrou que a alcamida apresentou atividade espasmolitica em utero
isolado de rata e aorta isolada de rato. Como outras alcamidas isoladas de P. tuberculatum
haviam apresentado efeito sobre o sistema cardiovascular, o autor decidiu investigar o

mecanismo de acdo espasmolitica de piplartina em aorta de rato.

Piplartina relaxou de maneira concentragao-dependente a aorta pré-contraida com
10-6M de fenilefrina. Este efeito foi independente do endotélio funcional e da participacao
das protaciclinas. Piplartina administrada cumulativamente sobre a fase tonica da
contracdo, inibiu de maneira concentracdo-dependente as contracdes induzidas, sugerindo
um efeito sobre os canais de calcio dependentes de voltagem. Esta hipdtese foi confirmada
pelo fato de piplartina ter bloqueado (Cls=1,2x10-5M) de maneira ndo competitiva as
contragGes induzidas por CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem cdlcio em aorta

de rato (OLIVEIRA?, 2008).

A Piplartina também inibiu (Clso=6,7x10-6M) as contrag¢des fasicas induzidas por
fenilefrina (10-6M) em meio livre de calcio, porém nado apresentou nenhum efeito sobre as
contragGes fasicas induzidas por cafeina (20 mM) nas mesmas condi¢cdes experimentais.
Com base nestes resultados, foi sugerido que a piplartina induz o relaxamento em aorta de
rato, provavelmente, por bloquear o influxo de Ca®* através dos canais de calcio
dependentes de voltagem e por interferir na mobilizagio de Ca®" dos estoques intracelulares
sensiveis ao 1,4,5-trifosfato de inositol (mobilizagio de Ca®* mediada por receptor)

(OLIVEIRA3, 2008).
4.3.2 Determinacdo Estrutural de PHTAC-2 (acido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico).

O composto codificado como PHTAC-2, isolado do extrato de acetato de etila dos
talos de P.hispidum, apresentou-se como um sélido branco amorfo, com ponto de fusdo em

10 °C, soldivel em cloroférmio.

O espectro de RMN ' H (Figura 37) de PHTAC-2 absorcdes em & 6,43 9 (sl),
relacionado, levando em consideracgao a integracao, dois atomos de hidrogénio ligados a um
anel aromatico, tetrasubstituido. As absor¢des em o 3,84 e 3083, relativas a nove atomos de

hidrogénio, podem ser relacionados a trés grupamentos metoxilas como parte de trés das
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quatro substituices do anel aromatico. Duas absor¢des em 82,90 (2H, t, J= 7,0 Hz) e 2,68
(2H, J = 7,0 Hz), justificam um sistema —CH,CH,- como parte do quarto grupamento ligado ao

anel aromatico. Uma absorcdo em 0612 (sl, 1H) justifica um grupamento carboxilico na

molécula.

O espectro de RMN *C (Figura 38) de PHTAC-2, através das absorcdes em 856,71 e
60,82 justificam os trés grupamentos metoxilas ligados ao anel aromatico. A absorcdo em

0180 confirma a presenca do grupamento carboxila.

O espectro de massas (Figura 39) de PHTAC-2 exibe o pico do ion molecular m/z 240
u.m.a., sugerindo uma férmula molecular Cy,H160s. Esta férmula é compativel com uma
molécula contendo as propostas citadas acima: um anel aromatico tetrasubstituido, sendo
os substituintes relacionados a trés grupamentos metoxilas, um sistema —CH,CH,- ligadas ao

anel aromatico e um grupamento carboxila.
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Figura 37. Espectro de RMN 1H (CDCI 500 MHz) do PHTAC-2
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Utilizando-se dos dados espectroscopicos citados até aqui, foi possivel propor a
estrutura [50], para PHTAC-2, tratando-se da substancia descrita na literatura como o acido
3,4,5-trimetoxifenil-propandico. Os dados de RMN 3¢ e 'H de PHTAC-2, atribuidos aos

atomos de hidrogénios e aos atomos de carbonos, encontram-se resumidos na tabela 09.

1.0 20 30 40 50 60 7.0 80 9.0 100 11.0 12.0 13.0 140

0
3

. 9 % W‘r_._. ST " 1"‘“.
’ 1 ] | |

-6.0 -5.0 —4.0 -3.0 -2.0 -1.0

T

190.0180,0 170.0 160.0 150.0 140.0, 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 80.0, 70.0 60.0 50.0 40.0 30.0 20.0 10.0 0

Figura 38. Espectro de RMN 13 C (CDCI3 126 MHz) do PHTAC-2, utilizando a técnica DEPT 135.
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Figura 39. Espectro de massas (I. E. 75 e V) do PHTAC-2

Tabela 09. Dados de RMN de *H e 3C de PHTAC-2

oC OH
C
1 135,92 -
3/5 153,21 -
4 136,47 -
9 178,59 -
CH
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continuacao

2/6 105,21 6,43 (s)
CH,
7 35,71 2,90 (t,J=7,0 Hz)
8 30,99 2,68 (t=7,0 Hz)
CHs
CH50-3 56,71 3,84 (s)
CH30-4 60,82 3,83 (s)
CH30-5 56,71 3,84 (s)

O 4&cido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico [50] ja foi isolado de P. retrofractum e
também sintetizado a partir do composto etil 3’,4’,5' — trimetoxicinamante isolado do
extrato hexanico de P. longum (PARMAR et al.,1997; KUMAR et al., 2005) onde recebeu o
nome de 4cido 3,4,5- trimetoxidihidrocinamico. Os autores relatam atividade

antiinflamatéria contra a acdo do TNF — a sobre a liberagdo de ICAM-1 pelas células.

Esta é a primeira vez que esta substancia estd sendo relatada nos talos de Piper

hispidum.



Pagina | 107

4.4 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

4.4.1 Avaliagao da Atividade leishmanicida de P. hispidum.

Os ensaios farmacolégicos com Leishmania amazonensis utilizando os 6leos
essenciais das folhas e talos de P. hispidum e os extratos de acetato de etila e hexano das
folhas, avaliaram o potencial dos metabdlitos frente a este parasita. Para maior

confiabilidade dos resultados todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Antes de prosseguir com os testes realizou-se um teste de viabilidade a fim de
observar o comportamento das L. amazonensis frente ao etanol. Observa-se na Figura 40,
gue a partir de 50uL (10%) de etanol as L. amazonensis morrem consideravelmente
indicando que a 10% o

etanol comeca a ser

—
2o 10" v o
toxico. Nos testes ] /
. - ] v ¢
realizados utilizando . _7 /
‘e . ] e
etanol para solubilizar E /I//// —=— Grupo Controle
S ] / —e— Etanol 10%
os Oleos e o extrato a S 1 = Etanol 5%
b —v— Etanol 2,5%
quantidade de alcool e Etanol 1,25%
@]
~ = 10° A
ndo ultrapassa 5% o
, : Etanol
ficando evidente que o
etanol n3o interferiu T 2 3 4 s

nos resultados. Tempo (dias)

Figura 40: Curva de crescimento de L. amazonensis na presenca de etanol.

4.4.1.1 Atividade inibitoria do crescimento celular in vitro das formas

promastigotas de L. amazonensis frente aos dleos essenciais OEPHF e OEPHT.

Testou-se o 6leo essencial das folhas de P. hispidum - OEPHF nas concentracdes de
100pg/mL, 50pug/mL, 25pug/mL e 12,5ug/mL comparados a um controle de Pentamidina a
100pg/mL que representa a concentracdo maxima do OEPHF no ensaio. Os resultados
expressos na Figura 41 apresentam a média de trés ensaios (n=3) do numero de

promastigotas (x 10°) encontrados vivos durante os cinco dias do ensaio.
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A Figura 41 mostra que o 6leo essencial das folhas inibiu o crescimento das
promastigotas em 50,67% numa concentrag¢do de 12,5ug/mL, na concentracdo de 25ug/mL a
inibicdo foi de 59,79%, na concentra¢do de 50ug/mL inibiu 70,32% e na concentra¢do de

100pg/mL inibiu cerca de 84,66%.

10,18%

 y 50,67%
,,,,:jt:’i — 4 59 ,79%

-1

70,32%

84,66%

—a— Controle

—e— Controle etanol

—A— OEPHF 100 pg/mL
—w— OEPHF 50 pg/mL

—<4— OEPHF 25 pg/mL

—»— OEPHF 12,5 pg/mL
—o— Pentamidina 100 pg/mL

Promastigotas . mL
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Figura 41: Curva de crescimento de L. amazonensis na presen¢a de OEPHF.

Os resultados foram analisados a partir de um modelo de regressdo linear com o
objetivo de descrever a relagdo existente entre as varidveis de concentragao e inibicao do
crescimento (IC). Desde que o valor médio da varidvel IC seja uma funcdo linear da
concentracdo utilizada no experimento pode-se predizer a inibicdo do crescimento médio
(ICsp), inibicdo do crescimento eficaz (ICqo) a partir deste modelo interpolando os valores de
concentracdo versus percentual da inibicdo do crescimento em um grafico obtendo desta
forma um modelo de previsdo. Esta previsdo é uma estimativa baseada nas varidveis de

concentracdo e percentual de inibicdo.
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Figura 42: Regressao linear dos resultados do teste de inibicdo do crescimento de
promastigotas L. amazonensis frente a OEPHF.
A previsdo estatistica expressa na Figura 42 sugere que o ICso do 6leo essencial das
folhas de P. hispidum corresponda a uma concentragdo de 4,2pg/mL, e o ICyg corresponda a

108,5ug/mL.

Testou-se o 6leo essencial dos talos de P. hispidum - OEPHT nas concentracdes de
100pg/mL, 50ug/mL, 25ug/mL e 12,5ug/mL comparados a um controle de Pentamidina a
100ug/mL que representa a concentragdo maxima do OEPHT no ensaio. Os resultados
expressos na Figura 43 apresentam a média de trés ensaios (n=3) do numero de

promastigotas (x 10°) encontrados vivos durante os cinco dias de ensaio.

A Figura 43 mostra que o 6leo essencial dos talos inibiu o crescimento das
promastigotas em 48,15% numa concentrac¢do de 12,5ug/mL, na concentracdo de 25ug/mL a
inibicdo foi de 60,69%, na concentragdo de 50ug/mL inibiu 69,80% e na concentragdo de

100pg/mL inibiu cerca 80,87%.

Ambos os 6leos essenciais apresentaram valores de inibicdo do crescimento muito
préximos com variacées muito pequenas, mesmo apresentando diferencas nas composicoes

guimicas.
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Figura 43: Curva de crescimento de L. amazonensis na presenc¢a de OEPHT.

A previsdo estatistica expressa na Figura 44 sugere que o IC5g do 6leo essencial dos

talos de P. hispidum corresponda a uma concentracdo de 7,4ug/mL, e o ICq corresponda a

113,5ug/mL.
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Figura 44: Regressao linear dos resultados do teste de inibicdo do crescimento de promastigotas
L. amazonensis frente a OEPHT.

Esta é a primeira vez que se relata a atividade leishmanicida dos dleos essenciais
das folhas e dos talos de P. hispidum. Ambos os Oleos essenciais apresentaram bons

resultados de inibicdo do crescimento de promastigotas de Leishmania amazonensis.

4.4.1.2 Avaliacdo do extrato dos talos de P. hispidum frente a L. amazonensis
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O extrato de acetato de etila dos talos de P. hispidum — PHTAC foi avaliado nas
concentra¢des de 150ug/mL, 100pg/mL, 50ug/mL, 25ug/mL e 10pg/mL comparados a um
controle de Pentamidina a 150ug/mL que representa a concentragdo maxima de PHTAC
neste experimento. Os resultados expressos na Figura 45 apresentam a média de trés
ensaios (n=3) do numero de promastigotas (x 10°) encontrados vivos durante os cinco dias

do experimento.

A Figura 45 mostra que o extrato de acetato de etila dos talos inibiu o crescimento
das promastigotas em 11,70% numa concentracdo de 10upg/mL, na concentragdo de
25pug/mL a inibigdo foi de 44,01%, na concentragdo de 50ug/mL inibiu 60,72%, em 100ug/mL
inibiu cerca 80,87% e em 150ug/mL chegou a inibir 98,22%.
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Figura 45: Curva de crescimento de L. amazonensis na presenga de PHTAC.

Um estudo realizado por Esteves et al., (2007), avaliou a atividade leishmanicida do
extrato etandlico das folhas de P. hispidum frente a Leishmania amazonensis, e relatou um
bom resultado de inibigdo com ICsg menor do que 10ug/mL, se comparado com o extrato de
acetato de etila dos talos, o mesmo possui uma acdo mais potente pois os talos na
concentragdo de 10ug/mL inibiu apenas 11,70%. O autor ndo faz mengdo sobre os possiveis

metabolitos responsaveis pela eficiente acdo do extrato das folhas.
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A previsdo estatistica expressa na Figura 46 sugere que o ICso do extrato acetato de
etila dos talos de P. hispidum corresponda a uma concentracdo de 50,7ug/mL de extrato, e 0

ICqo corresponde a 112,9ug/mL.

180,0 +
160,0 -
140,0 - - y = 155,51x - 27,093
120,0 - MCQD; R? = 0,8963

100,0 -
80,0 - & Conc. versus % (IC)
60,0 -
40,0 -
20,0 -

——Regressao Linear

Concentragdo pg/mL

0,0 7
2200 0% 50% 100% 150%
’ % Inibicdo do Crescimento

Figura 46: Regressdo linear dos resultados do teste de inibicdo do crescimento de
promastigotas L. amazonensis frente a PHTAC.

Porém é nitido que as conc. de 10pg/mL (sem efeito inibitério) e 150ug/mL (efeito
inibitério mais eficaz) estdo causando um desvio a linha de tendéncia do grafico, e
consequentemente causando flutuagdes nas estimativas estatisticas de ICso e 1Cq. Desta

forma optou-se por ndo incluir estes valores com a finalidade de eliminar estas flutuagdes.

A revisdo da previsdo estatistica (grafico 47) sugere que o ICso do extrato acetato de
etila de P. hispidum corresponda a uma concentra¢do de 33,9ug/mL de extrato, e o 1Cqg

corresponde a 102,8ug/mL.

E fato que na condicdo de extrato os principios ativos estdo em concentracdes bem
diluidas, e quando isolados podem exercer uma acdo mais acentuada. Visto desta maneira
este extrato apresenta-se com grande potencial na busca de farmacos com atividade

leishmanicida.
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Figura 47: Regressao linear redefinida dos resultados do teste de inibicdo do
crescimento de promastigotas L. amazonensis frente a PHTAC.

Estes resultados indiciam a necessidade de mais estudos sobre estes componentes
com a finalidade de elucidar quais os possiveis metabolitos que estejam exercendo esta
atividade, diante deste quadro de potencialidade para atividade leishmanicida, também se

faz necessario avaliar a toxicidade destes dleos essenciais e do extrato de acetato de etila.

4.4.2 Avaliacao da atividade Antiplasmodial de P. hispidum
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Os ensaios farmacolégicos frente a Plasmodium falciparum utilizando os dleos
essenciais das folhas e talos de P. hispidum e os extratos de acetato de etila e hexano das
folhas, avaliaram o potencial dos metabdlitos desta espécie frente a este parasita. Para
maior confiabilidade dos resultados todos os ensaios foram realizados em duplicatas

repetitivas.

Foram realizados 02 ensaios preliminares inicialmente partindo de culturas
assincronicas e avaliacdo do efeito antiplasmodial feita através da contagem em microscépio
de 10 campos da lamina apds o esfregaco delgado. Posteriormente realizou-se ensaios mais
complementares partindo de culturas sincronizadas e desta vez a contagem foi realizada

utilizando um marcador de hipoxantina tritiada.

4.4.2.1 Ensaios Preliminares de Avaliagdo da Atividade Antiplasmodial dos Oleos

Essenciais dos Talos e Folhas de P. hispidum Frente a P. falciparum cepas 3D7.

Os ¢dleos essenciais das folhas e talos de P. hispidum, apresentaram distintos
potenciais de atividade antiplasmodial. A avaliacdo preliminar da atividade antiplasmodial
dos dleos esséncias das folhas e talos partiu de uma concentragdo de 100ug/mL, e de uma
cultura com parasitemia assincronica de maioria trofozoito-esquizonte (0,5%), onde apds
48hs os mesmos evoluiram para uma parasitemia de maioria anéis - maduros, como se

observa no grupo controle da figura 48.

Escolheu-se 48hs de experimento, pois é neste tempo em que o mesmo completa
um ciclo no hospedeiro (Figura 10, pag. 36). O metabolismo do parasita in vitro é mais lento,
possivelmente por n3o reproduzir na totalidade o ambiente do hospedeiro. E por este
motivo que a cultura in vitro partiu de maioria trofozoito e esquizonte para anéis maduros
ao invés de voltar para maioria de trofozoito esquizonte. Este também é o limite em que se

pode levar a cultura sem renovar o meio de cultura.
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Figura 48: Ensaio com OEPHF e OEPHT - 100ug/mL frente a cepa 3D7 de P.
falciparum. Evolugdo apds 48hs. (n=2)

Pode-se observar na Figura 48 que o grupo controle apresentou certo numero de
parasitas mortos, isto se deve possivelmente pelo fato de ndo ter sido trocado o meio de
cultura durante o decorrer do experimento, para evitar alterar a concentracdo do dleo
essencial no meio. Com o passar do tempo é inevitavel que os nutrientes diminuem e

aumente a taxa de algumas toxinas liberadas pelo parasita ocasionando a morte de alguns.

Desta forma avaliou-se ao fim do experimento (48hs), o niumero de parasitas na
forma de anéis, na forma de trofozoitos e esquizontes e o niumero de parasitas mortos.
Observa-se que o 6leo OEPHF (100ug/mL) inibiu cerca de 25,6% o numero de anéis
formados, assim como inibiu em cerca de 50% o desenvolvimento das formas de trofozoitos
e esquizontes. As Figuras 49 e 50 ilustram as condi¢Bes acima citadas. As setas vemelhas em
ambas imagens indicam a alta incidéncia de parasitas na forma de anéis, e as setas amarelas

indicam a presenca de esquizontes maduros.

Estes Dados demonstram que o dleo essencial das folhas (OEPHF) de P. hispidum,
apresenta baixo potencial antiplasmodial, pois obteve uma baixa resposta numa

concentrag¢do considerada alta (100ug/mL), ao contrario do 6leo essencial dos talos (OEPHT).
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Figura 49: Ensaio de OEPHF (100ug/mL) frente a Figura 50: Ensaio de OEPHF (100pg/mL) frente a
cepa 3D7 de P. falciparum, evolug3o apos 48hs . cepa 3D7 de P. falciparum, evolugdo ap6s 48hs,
destacando trofozoitos e esquizontes

Com relacdo ao numero de parasitas considerados mortos (com morfologia
alterada) pode-se observar que o Oleo essencial das folhas apresentou uma pequena
mortalidade comparada ao grupo controle, cerca de 12,5% maior do que o grupo controle. O
OEPHF apresentou uma atividade antiplasmodial muito baixa levando em consideracdo a sua

concentrac¢do (100ug/mL).

O odleo essencial dos talos OEPHT ao contrario do 6leo das folhas OEPHF,
apresentou uma excelente atividade antiplasmodial a 100ug/mL, pode-se observar na Figura
48 que praticamente ndo foram encontrados parasitas na forma de anéis, o mesmo pode ser
visto ilustrado na Figura 51. A
maioria das células ndo foi
parasitada e as poucas células
que foram, apresentam parasitas
com a morfologia alterada e
foram classificados como mortos
“invidveis” (ndo iriam se
desenvolver) destacado pelas

setas vermelhas na Figura 51.

Figura 51:
falciparum

Quanto a presenca de trofozoitos
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e esquizontes a maior parte também se encontra morto “invidveis” indicados pelas setas
vermelhas, porém foram encontrados alguns poucos que ainda tinham um aspecto
morfoldgico que indicavam certa viabilidade, indicados pela seta azul, apenas 5% em relagao

ao total de parasitas do grupo controle, conforme representado no esquema da Figura 52.

Em relagdo ao numero de parasitas mortos OEPHT apresenta um total de 140%
mais parasitas mortos em relacdo ao total de mortos do grupo controle, superando até
mesmo a cloroquina, droga comercial utilizada no tratamento da maldria. Demonstrando
que possivelmente o OEPHT (100upg/mL) possui uma significativa e potente acdo

antiplasmodial contra Plasmodium falciparum, cepas 3d7 sensivel a cloroquina.

4.4.2.2 Ensaios Preliminares de Avaliagdao da Atividade Antiplasmodial do Extrato de

Acetato de Etila dos Talos e isolados Frente a P. falciparum cepa 3D7.

Foi investigado o potencial da atividade antiplasmodial dos extratos brutos dos
talos de P. hispidum, e uma das substancias isolada (PHTAC-2) do extrato de acetato de etila
dos talos, a outra substancia isolada ndo foi avaliada preliminarmente devido a pouca
guantidade da mesma, decidiu-se entdo avaliar o potencial antiplasmodial de PHTAC-1

somente no ensaio com hipoxantina tritiada.

Os extratos investigados foram extrato de éter de petrdleo (PHTEP), extrato
hexanico (PHTHE) e extrato acetato de etila (PHTAC) dos talos de P. hispidum. A avaliacdo
preliminar da atividade antiplasmodial dos 6leos esséncias das folhas e talos partiu de uma
concentra¢cdo de 100ug/mL, e de uma cultura com parasitemia assincronica de maioria
trofozoito-esquizonte 0,5%, onde apds 48hs os mesmos evoluiram para uma parasitemia de

maioria anéis -

maduros, como

I Controle
S SEm -
grupo _ B Cloroquina fSM controle da
Figura 53.

Controle

Aneis T.E Mortas
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Figura 53: Ensaio com extratos de P. hispidum - 100ug/mL frente a
cepa 3D7 de P. falciparum. Evolugdo apos 48hs. (n=2).

A Figura 53 mostra trés extratos onde ndo apresentaram parasitas na forma de
anéis, porém o extrato hexanico apresentou mais parasitas na forma de trofozoitos e
esquizontes do que o grupo controle. Enquanto os outros dois extratos continuaram
apresentando indicios de que possuem uma atividade antiplasmodial ligeiramente mais
acentuada. Dentre os trés extratos, o que se destaca é o PHTAC, com menos parasitas
vidveis e com mais parasitas mortos, apresentando um perfil semelhante ao da cloroquina.
O extrato PHTEP também merece destaque, pois se apresenta ligeiramente em desvantagem

com PHTAC, mas com bons indices de parasitas mortos.

A substancia PHTAC-2 (4cido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico) isolada do extrato de
acetato de atila dos talos, praticamente ndo apresentou niveis significativos de atividade

antiplasmodial como pode-se observar na Figura 54.

Houve uma boa evolugdo de anéis no ensaio com PHTAC, quase comparado ao
grupo controle, assim também foi com trofozoitos e esquizontes, indiciando que esta

substancia ndo possui propriedades antiplasmodial.

CrificrA ‘AvialiarcrSA Aa AafiviidaAdAa santinlacrmadial Aa DUTAC D franta A D
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Figura 54: Ensaio de PHTAC-2 100ug/mL frente a cepa 3D7 de P.
falciparum. Evolugdo apds 48hs.

A morfologia dos parasitas era praticamente igual as do grupo controle, com raras
excec¢Oes de parasitas invidveis. Nas Figuras 55 e 56 pode-se observar os parasitas na forma
de anéis bem formados, indicados pelas setas vermelhas, trofozoitos e esquizontes maduros
e desenvolvidos indicados pelas setas amarelas. Evidenciando que a substdncia ndo
apresenta uma propriedade Antiplasmodial, sendo a primeira vez que esta atividade é

avaliada para esta substancia.

Figura 55: Ensaio de PHTAC-2 (100ug/mL) frente a Figura 56: Ensaio de PHTAC-2 (100ug/mL) frente a cepa
cepa 3D7 de P. falciparum, evolugdo apds 48hs, 3D7 de P. falciparum, evolugdo apos 48hs, destacando
destacando parasitas na forma de anéis. as formas trofozoitos e esquizontes.
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4.4.2.3 Ensaios de Avaliacdo da Atividade Antiplasmodial dos Oleos Essenciais dos
Talos e Folhas de P. hispidum e seus isolados PHTAC-1 e PHTAC-2 Frente a P. falciparum

cepas W2 utilizando hipoxantina tritiada como marcador de crescimento.

Com o objetivo de avaliar mais precisamente o potencial antiplasmodial dos 6leos
essenciais e das substancias isoladas PHTAC-1 e PHTAC-2, realizaram-se ensaios utilizando
cepas W2 cloroquina resistente de Plasmidum falciparum, utilizando [*H] hipoxantina como
marcador de crescimento dos parasitas in vitro. Os ensaios foram realizados em duplicatas
repetitivas e os graficos das Figuras 57, 58, 59 e 60 sdo representativos de um experimento.
Foram testados varias concentra¢des das substdncias em teste, 12,5pug/mL, 25ug/mL,

50ug/mL e 100ug/mL respectivamente.

A Figura 57 reproduz a resposta do 6éleo essencial das folhas — OEPHF, onde pode-se
observar que independente da concentracdo a inibicdo ndo altera se significativamente,
entre a menor concentracdo e a maior a atividade evolui apenas 4%, o que reproduz o perfil
observado no ensaio anterior, evidenciando que OEPHF n3o apresenta uma consideravel

atividade antiplasmodial.
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Figura 57: Ensaio de OEPHF frente a cepa W2 de P. falciparum. Evolugdo apds 48hs.
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6leo essencial dos talos de Piper hispidum apresenta uma atividade antiplasmodial muito
relevante conforme representa a Figura 58. O OEPHT inibiu o desenvolvimento dos parasitas
em cerca 7,61% na concentragdo de 12,5 ug/mL, quando dobra-se a dose para 25ug/mL a
inibicdo sobe para 17,17%, um aumento de 10%. Quando a concentracdo atinge 50ug/mL o
percentual de inibicdo sobre para 58,31%, um aumento de 40%. Isto caracteriza um
crescimento exponencial da atividade, quando se dobra a concentra¢do para 100ug/mL a
inibicdo sobe para 78,37% ja demonstrando certa queda no aumento da atividade com
relacdo ao aumento da concentracdo como mostra o grafico 26. O IC5g deste bleo essencial
esta proximo a concentracdo de 50ug/ml. Este experimento reproduz os resultados do

primeiro ensaio, confirmando a presenca da atividade antiplasmodial em OEPHT.

2200
2000
[ ]

1800 \.
1600 - 7.61% \_

1400 - 17,17%

1200

1000 A

N° Parasitas

800 + [ |

] 58,31
600

] 78,37%
400 u

200

oO———7F——77TT T T T T T 1
-10 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Concentragdo (ng/mL)

Figura 58: Ensaio de OEPHT frente a cepa W2 de P. falciparum. Evolugdo apds 48hs.

Janett-Siems et al., (1999) realizou um estudo avaliando a atividade antiplasmodial
frente a parasitas sensiveis e resistentes a cloroquina, de substancias isoladas de P.
hispidum, foram testadas trés substancias isoladas do extrato lipofilico de P. hispidum, o
dilapiol [45], e duas dihidrochalconas, asebogenina [51] e 2’, 4’, 6’ trihidroxidihidrochalcona
[52]. A asebogenina apresentou um ICsg na concentragdo de 16,9ug/mL para parasitas

resistentes a cloroquina e 10,4ug/mL para parasitas sensiveis a cloroquina. A segunda
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dihidrochalcona e o dilapiol foram considerados com baixa atividade apresentando ICsg

acima de 50ug/mL para ambas cepas.

O ¢6leo essencial dos talos OEPHT, apresenta em sua composicdo o dilapiol como um
dos componentes majoritarios, e este possivelmente pode estar exercendo parte da
atividade antiplasmodial de OEPHT. E interessante enfatizar que se o ICsg de OEPHT estd
abaixo de 50upg/mlL, possivelmente deve haver uma ou mais substdncia presente na
constituicdo do OEPHT com atividade antiplasmodial, fazendo com que haja sinergismo
entre elas fazendo com que apresente este potencial antiplasmodial. A atividade
antiplasmodial dos 6leos essenciais dos talos e folhas de P. hispidum nunca tinha sido

elucidada, esta é a primeira vez que se reporta o potencial antiplasmodial destes 6leos.

A substancia isolada do extrato de acetato de etila PHRAC-1 identificada como
piplartina apresentou uma excelente atividade antiplasmodial, como ilustra a Figura 59.
Inibindo o desenvolvimento dos parasitas em 29,02% numa concentragdo de 12,5ug/mL, ao
dobrar a concentragdo para 25pug/mL a inibicdo praticamente dobrou também, aumentando

para 65,35%. Evidenciando que o ICso desta substadncia esta entre 12,5ug/mL e 25ug/mL.
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Figura 59:Ensaio de Piplartina frente a cepa W2 de P. falciparum. Evoluc¢do apds 48hs. (n=3)
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Nas concentragdes de 50ug/mL e 100pg/mL a inibicdo atingiu 81,18% e 81,84%
respectivamente, o que pode estar ocorrendo nesta situacdo é a expressio da [*H]
hipoxantina em outras células, que sdao contadas no equipamento, e possivelmente a a¢do
antiplasmodial da Piplartina chegue a atingir 100% antes mesmo de chegar a concentracao
de 100ug/mL. Demonstrando uma potente a¢do antiplasmodial, que pode estar associada a

eficiente acdo do extrato de acetato de etila testado anteriormente.

A atividade antiplasmodial da piplartina nunca tinha sido elucidada anteriormente,

esta é a primeira vez que se reporta o potencial antiplasmodial desta substancia.

A substancia isolada PHTAC-2, identificada como 4&cido 3,4,5-trimetoxifenil-
propandico, ndo apresentou atividade antiplasmodial, inibiu cerca de 18% o crescimento dos
parasitas na concentragcdo maxima de 100ug/mL, confirmando os resultados do experimento
anterior, evidenciando que esta substancia ndo apresenta atividade antiplasmodial frente a

P. falciparum, como representa a Figura 60.

A atividade antiplasmodial do acido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico nunca tinha
sido elucidada anteriormente, esta é a primeira vez que se reporta o potencial

antiplasmodial desta sustancia.
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Figura 60: Ensaio do acido 3,4,5-trimetoxi-propandico frente a cepa W2 de P.
Déritinaruas EvalbstdapfastSiestadas frente a Plasmodium falciparum, as mais

significativas foram o dleo essencial dos talos OEPHT com ICsog abaixo de 50ug/mL, e a
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piplartina com ICsq abaixo de 25ug/mL, com os melhores indices de inibi¢cdo do crescimento

de P. falciparum cepa 3D7 sensivel a cloroquina e W2 resistente a cloroquina.
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CONCLUSAO

No dleo essencial das folhas, identificou-se cerca de 82,12% dos constituintes
quimicos do dleo essencial das folhas sendo 9,16% monoterpenos, 71,68% sesquiterpenos e
1,28% fenilpropandides. Os compostos majoritarios identificados sdo (E)-cariofileno [21],

germacreno D [30], Ishwarano [27] e o B-elemeno [20].

Foram identificados cerca de 77,32% dos constituintes quimicos do éleo essencial
dos talos sendo 5,25% monoterpenos, 57,16% sesquiterpenos e 14,91% fenilpropandides. Os
compostos majoritarios identificados sdo (E)-cariofileno [21], dilapiol [45], 6xido de
cariofileno [43] e o a-muuroleno [32]. Sendo que desses constituintes foi possivel o
isolamento através de cromatografia do dilapiol. Esta é a primeira vez que se apresenta a

constituicao do dleo essencial dos talos de P. hispidum.

Quanto aos constituintes fixos foi possivel isolar duas substancias do extrato de
acetato de etila dos talos. Uma amida do tipo piperidina conhecida como Piplartina e um
acido carboxilico derivado do acido cinamico. Sendo que este é o primeiro registro destas

substancias nos talos desta espécie.

Avaliou-se a atividade inibitéria do crescimento celular in vitro das formas
Promastigotas de Leishmania amazonensis frente aos éleos essenciais das folhas e talos,
conclui-se que ambos apresentam um significativo potencial leishmanicida onde na menor
concentragdo de 12,5ug/mL, inibiram o crescimento das leishmanias em 50,67% e 48,15%
respectivamente, sendo este um bom resultado. Estes resultados sdo os primeiros registros

do potencial leishmanicida dos dleos essenciais de P. hispidum.
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O extrato de acetato de etila apresentou resultados interessantes onde na
concentragdo de 25ug/mL, inibiu o crescimento das leishmanias em 44,01%, considerando

gue se trata de um extrato, este resultado é muito significante.

Quanto a avaliagdo da atividade antiplasmodial dos éleos essenciais, dos extratos e
dos metabolitos isolados Piplartina e acido cindmico, o dleo essencial dos talos, o extrato
PHTAC e a piplartina apresentam uma expressiva e promissora atividade antiplasmodial, o
gue os torna, alvos potenciais na busca ferramentas farmacoldgicas para o controle de

doengas como a malaria.
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