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RESUMO
As espécies Piper arboreum e P. aduncum, pertencente a familia Piperaceae,
sdo conhecidas popularmente como “pimenta-longa” e “pimenta-de-macaco”,
respectivamente. Essas espécies de Piper apresentam muita utilizacdo na
medicina popular devido as substancias presentes nos extratos bioativos. Assim,
neste trabalho foi realizado extragcdes de folhas das espécies Piper mencionadas
com solventes de diferentes polaridades como em hexano, etanol e
diclorometano, seguido da prospecgao fitoquimica em cromatografia em camada
delgada (CCD) e constatando algumas classes de metabdlitos secundarios com
uso de reveladores especificos. A atividade antimicrobiana dos extratos foi
avaliada contra trés espécies de fungos causadores da candidiase através da
concentragcéo inibitéria minima (CIM) e também para bactérias aerobias e
anaerobias presentes na cavidade bucal. Os extratos etandlicos de P. arboreum
(EEO1) e P. aduncum (EE02), mais o extrato diclorometano para P. arboreum
(EDO1) se mostraram mais efetivos frente aos fungos analisados, em destaque
para o fungo Candida tropicalis (CIM de 46,7; 187,5; 187,5 ug mL™",
respectivamente). Entretanto, para a atividade antibacteriana, a espécie de P.
arboreum apresentou uma inibicdo maior na extracdo hexanica (EHO01), tendo
otimos resultados frente as duas bactérias anaerébia e apenas uma para
bactérias aerdbias, todas com valores de CIM iguais a 100 ug mL". O extrato
EEO2 se destacou com maiores inibicdes para bactérias anaerobias
Porphyromonas gingivalis e Actinomyces naeslundii, ambas com CIM de 50 ug
mL. Os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado ao espectrometro de massas (CLAE/EM) a fim de identificar compostos
bioativos. Através da analise verificou-se, dentre outros compostos, a presenca
dos flavonoides catequina (m/z 289,0715) e aduncamide (m/z 318,1336), da
lactona sequisterpénica laurenobiolide (m/z 291,1591), que sdo compostos com
o potencial de prevengéo para agentes microbianos bucais, como as caries e
periodontites tornando estas espécies estudadas promissoras como possiveis

farmacos fitoterapicos.

Palavras-chave: Piper arboreum, Piper aduncum, atividade antifungica, atividade
antibacteriana, CLAE/EM.



ABSTRACT
The species Piper arboreum and P. aduncum, belonging to the Piperaceae
family, are popularly known as "long pepper" and "monkey pepper", respectively.
These Piper species are widely used in folk due to the substances present in
bioactive extracts. Thus, in this work, leaf extractions of the species Piper
mentioned with solvents of different polarities such as in hexane, ethanol and
dichloromethane, followed by phytochemical prospection in Thin Layer
Chromatography (TLC) with specific developers for the main classes of
secondary metabolites. The antimicrobial activity of the extracts was tested
against three species of fungi that cause candidiasis through the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and also for aerobic and anaerobic bacteria. The
ethanolic extracts of P. arboreum (EEO1) and P. aduncum (EEO02), plus the
dichloromethane extract for P. arboreum (EDO1) were more active about the
analyzed fungi, especially the fungus Candida tropicalis (MIC of 46.7; 187.5;
187.5 ug mL™", respectively). However, for antibacterial activity, the species of P.
arboreum presented a greater inhibition in hexane extraction (EHO1), with
excellent results against the two anaerobic bacteria and only one for aerobic
bacteria, all with MIC values equal to 100 yg mL-". The leaves of P. aduncum
stood out in ethanol extraction (EE02), with greater inhibitions for anaerobic
bacteria Porphyromonas gingivalis and Actinomyces naeslundii, both with MIC
50 pgmL'. The extracts were analyzed by high performance liquid
chromatography coupled to the mass spectrometer (HPLC/EM) to identify
bioactive compounds. Through the analysis, it was verified, among other
compounds, the presence of the catechin flavonoid (m/z 289.0715) and
aduncamide (m/z 318.1336), of the laurenobiolide sequisterenic lactone (m/z
291.1591), which are compounds with the potential to prevent oral microbial
agents, such as cavities and periodontitis making these studied species

promising in possible phytotherapeutic drugs.

Keywords: Piper arboreum, Piper aduncum, antifungal activity, antibacterial
activity, HPLC/EM.
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1 INTRODUGAO

O emprego de plantas medicinais utilizadas na medicina popular ocorre
desde a antiguidade e ha registros confirmando a sabedoria do homem quanto
ao uso para a aplicacédo destes produtos naturais como fonte de medicamentos
(ESTEVAM et al., 2016).

A resisténcia de microrganismos aos medicamentos existentes no
mercado dificulta o tratamento de doencas infecciosas, que sdao uma das
principais causas de morte no mundo. Deste modo, desperta o interesse da
busca por novos agentes antimicrobianos, sendo a aplicagdo de produtos
naturais na forma de extrato bruto uma importante fonte de compostos com
propriedades terapéuticas, juntamente com uma demanda de menor tempo e
baixo custo, tornando assim mais acessivel a sociedade.

Neste trabalho foi realizado o estudo das atividades antibacteriana e
antifungica utilizando microrganismos de importancia epidemiolégica, tais como
bactérias aerdbias Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis, bactérias
anaerdbias Porphyromonas gingivalis e Actinomyces naeslundii, fungos Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata.

Embora existam na literatura estudos sobre ambas as espécies, como
trabalhos que demonstram bons resultados para atividade antifungica de extrato
metandlico de P. aduncum contra C. albicans (BRAGA et al., 2007) e do 6leo
essencial de P. aduncum e P. arboreum contra Cladosporium sphaerospermum
(NAVICKIENE et al., 2006), para atividade antibacteriana contra bactérias da
cavidade bucal em especifico, ainda nao foi avaliada. Sendo assim, esse trabalho
ira mostrar os resultados obtidos para essas atividades de extratos etandlicos,
hexanicos e diclorometano das folhas dessas espécies contra microrganismos

citados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produto natural e metabdlitos secundarios

Metabdlitos sdo compostos sintetizados por organismo e sao necessarios
para o desenvolvimento e manutencdo da vida. Os metabdlitos podem ser
classificados em primario e secundario, dependendo da sua especificidade.

Os metabolitos primarios s&o carboidratos, proteinas, gorduras e acidos
nucléicos, e que podem ser encontrados em todo organismo. A biossintese
desses compostos em espécies vegetais se da por um conjunto de reagdes
quimicas derivado da fotossintese de materiais inorganicos encontrados no meio
ambiente (CASTRO et al., 2004, DEWICK, 2002).

Os metabdlitos secundarios sao difundidos de modo restrito na natureza,
podendo ser caracteristicos de uma ou mais espécies, podendo até ser uma
expressao da individualidade das espécies. Esses metabdlitos resultam de um
conjunto de reagbes quimicas variadas responsaveis pelos procedimentos de
sintese e degradacao dos nutrientes na célula (CASTRO et al., 2004, DEWICK,
2002). A biossintese dos metabdlitos secundarios em uma espécie vegetal pode
sofrer variagoes, pois € dependente de fatores ambientais no qual a planta se
encontra, por exemplo: sazonalidade, indice pluviométrico, radiagdo UV, altitude,
tempo de vida da planta, quantidade de agua (producdo de micronutrientes e
macronutrientes), temperatura do local e aos possiveis ataques de herbivoros e
microrganismos (GOBBO-NETO, LOPES, 2007). Isso ocorre porque esses
compostos sao produzidos para defesa contra predadores, como atrativos
volateis para a mesma ou outra espécie, ou como corantes para atrair ou alertar
outras espécies (DEWICK, 2002). A Figura abaixo mostra um fluxograma com
as rotas metabdlicas para a produgdo de algumas classes de metabdlitos

secundarios.
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Figura 1. Fluxograma das rotas metabdlicas para compostos fendlicos, alcaloides e
terpenoides
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Fonte: CASTRO et al. (2004).

e Terpenos

A classe de compostos biossintetizada pelas plantas mais diversificadas
€ representada pelos terpenos. Esses compostos apresentam repetitivas
cadeias de 5 carbonos, baseadas em um esqueleto de um isopentano (2-
metilbutano) e sao classificados de acordo com o numero de unidades
isoprénicas apresentadas na Figura 2: monoterpenos (C10 — 2 unidades) como:
geraniol e pineno, sesquiterpenos (C15 — 3 unidades) como: biciclogermacreno
e espatulenol, diterpenos (C20 — 4 unidades) exemplo: Fitol e (E,E)-geranil
linalool, triterpenos (C30 — 6 unidades) como os acido betulinico, esteroides e
saponinas, tetraterpenos (C40 — 8 unidades) como os B-carotenos (DEWICK,
2002). Esta classe possui determinadas fung¢des primarias nas plantas, por
exemplo: a fungédo de pigmentos fotossintéticos (carotenoides), transportadores
de elétrons; exercem fungdes na glicosilagdo de proteinas, como lipidios de
membranas, entre outras. Os compostos de terpenos volateis também ajudam
nas interacbes de mutualismo, na atragdo de polinizadores, assim como na

protecao contra predadores, entre diversas fun¢des (THOLL, 2015).
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Figura 2. Estrutura de alguns terpenos.
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Fonte: Sousa, 2015.

e Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de pelo menos
um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico. Esse grupo abrange ampla série
de compostos metabolizados por plantas, por exemplo, chalconas, auronas,
flavanonas, isoflavonoides, flavanols, antocianinas, entre outros (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2000).

Os flavonoides sao um importante grupo pertencente aos compostos
fendlicos, que sao caracterizados por apresentarem 3 anéis de 6 membros, dois
fendis (anel A e B) e um benzopirano (anel C). A Figura 3 apresenta a estrutura
geral de um flavonoide. Sdo encontrados nessa classe desde simples fendis a
mais complexos, como lignanas, ligninas, flavonoides, entre outros
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000). Estes compostos mencionados
possuem varias fungdes nas plantas, por exemplo, as ligninas reforgam paredes
celulares, flavonoides estao relacionados aos pigmentos das plantas com intuito
de atrair polinizadores, alguns possuem funcbes de filtrar radiagdo UV
(ultravioleta), auxilio na protegao contra fungos e bactérias que sao prejudiciais
em relagdo a saude humana, tendo muitos grupos de compostos ja testados
frente a atividades antioxidante, antifungica, antialérgica, antiviral (KABERA et
al., 2014, DELMULLE; DE MAESENEIRE; DE MEY, 2018).
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Figura 3. Estrutura geral de um flavonoide.

Fonte: a autora.

e Alcaloides

Essa classe é caracterizada por possuirem bases nitrogenadas organicas,
uma ou mais atomos de nitrogénio, que na maioria das vezes sdo aminas
primarias, secundarias ou terciarias, fazendo com que grande parte dos
alcaloides tenha carater basico. Sao achados principalmente em plantas
servindo de protecdo contra insetos e herbivoros, mas também podem ser
encontrados em alguns microrganismos e animais (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000). Os alcaloides sao classificados baseado na estrutura que contém
0 nitrogénio do composto, por exemplo, arginina, lisina, fenilalanina, triptofano
etc, como € apresentado na Figura 4. Esses compostos geralmente sé&o
derivados de aminoacidos e na maioria das vezes exibem na estrutura final o
esqueleto do aminoacido precursor, apesar do carbono pertencente ao acido
carboxilico acabar sendo perdido na descarboxilagdo. Os principais aminoacidos
precursores na biossintese de alcaloides sdo ornitina, lisina, acido nicotinico,
tirosina, triptofano, acido antranilico e histidina (BUCHANAN; GRUISSEM,;
JONES, 2000, DEWICK, 2002).

Figura 4. Exemplo de estruturas de alcaloides.

,
HO N—
X (o] OH
N o/ ( (0] A
0 -
N H N N
o HO" H
cocaina licopodina morfina psilocina
(arginina) (lisina) {fenilalanina) {triptofano)

Fonte: SOUSA, 2015.
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2.2 Caracteristicas das espécies Piper arboreum e Piper aduncum.

A familia Piperaceae, pertencente a ordem Piperales, € uma das mais
primitivas familias entre as Angiospermas. E uma familia que predomina regiées
tropicais e abrange atualmente quatro géneros: Piper, Piperomia, Sarchorhachis
e Ottonia (MABBERLEY, 1997). Se desenvolve como arbusto, erva e arvores de
pequeno porte (CORDOVA et al., 2010).

O maior género, Piper, inclui mais de 1000 espécies. Neste trabalho,
foram estudadas as espécies de Piper aduncum e Piper arboreum que sao
popularmente conhecidas como “pimenta-de-macaco” ou “aperta-ruao” (Figura
5-a) e “pimenta-longa” (Figura 5-b), respectivamente (ANDRADE et al., 2009).

Figura 5. Fotografia das folhas de espécies a) P. aduncum e b) P. arboreum.

Fonte: Filho, 2010.

No Brasil, ambas as espécies possuem ampla distribuicdo geografica e
ocorrem do norte ao sul do pais (SILVA et al., 2016). Portanto, ndo se classificam
como endémicas, ocorrendo assim em todos os biomas do Brasil.

Ambas as espécies geralmente se destacam por apresentar variadas
atividades como anti-inflamatério, anti-hemorragico, adstringente, diurético e
outros, também apresenta atividade inseticida, bactericida e fungicida (SILVA et
al., 2007; SILVA et al., 2016).

Portanto, é importante conhecer a classe de metabdlitos secundarios
responsaveis por essas atividades que apresentaram resultados promissores na

medicina popular, como para as atividades antibacterianas e antifungicas.
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2.3 Caracteristicas morfologicas da P. arboreum e P. aduncum

A espécie de P. aduncum se desenvolve como arbustos ou arvoretas
eretas de 3 m de altura, ramos sem saliéncias, meio nodoso com entrenos
variandode 4,9a 7,7 cm (CHRIST et al., 2016). A haste de sustentagéo do limbo,
também chamada peciolo possuem 0,22 a 1,05 cm de comprimento, sem
sobrepor a base da lamina de folha. Lamina foliar simétrica, cartacea, eliptico,
escabroso, base assimétrica, um lado 2-4 mm mais curto que o outro, cordado,
apice acuminado e dois lados agudos (MONTEIRO, 2018). Nervura secundaria
denominada venacido eucamptodromo, possuem de 6 a 8 cm, dispostas até ou
pouco acima da por¢do mediana ndo atingindo o apice da folha, escabrosa ao
longo das veias, glandular e aspero ao tato nos dois lados. A haste de
sustentacao da flor € denominada como pedunculo, pode medir de 1 a 2 cm de
comprimento e é pubescente. Contem bractéola floral triangular, margem
franjada, quatro estames e trés estigmas sésseis (FAZOLIN et al., 2006).

Caracterizacdo morfolégica de P. aduncum apresentada na Figura 6.

Figura 6. (a-c) Piper aduncum — a. galhos com espiga; b. detalhe de tricomas em veias
secundarias; c. detalhe de tricomas em galhos.
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Fonte: adaptado de Christ et al., (2016).
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A espécie de Piper arboreum apresenta um porte comparativamente
maior que as demais da espécie Piper (RUSCHEL, 2004). Consiste em um
arbusto ereto, com 1 a 5 m de altura. Folhas com peciolo glabos, 1,5-2,5 cm de
comprimento, canaliculada com bainha alada por toda parte e ndo sobrepondo
a base da folha. Lamina base assimétrica, arredondado em ambos os lados, as
vezes cordados, um lado 1-2 cm mais curto que o outro, apice agudo a
acuminado. As nervuras secundarias que se curvam denominadas venagao
brochidédromo, contem 8-10 pares de veias secundarias que chegam até o apice
da veia principal e proeminente na face adaxial (MONTEIRO, 2018). O
pedunculo da flor possui de 3 a 8 mm de comprimento, flor ndo pedicelar, bractea
floral triangular, subpeltada, quatro estames, e trés estigmas sesseis e com
franjas densas (MELO; GUIMARAES; ALVES, 2014). Caracterizagéo

morfolégica de P. arboreum apresentada na Figura 7.

Figura 7. (d-f) Piper arboreum - d. ramo fértil; e. detalhe face abaxial da folha; f.
detalhe da espiga em flor, evidenciando as bracteas florais.

| o
/s

Fonte: adaptado de Melo, Guimaraes e Alves (2014).

2.4 Utilizacdo na medicina popular

Por muitos anos, a populacédo tem utilizado as plantas medicinais como

tratamento alternativo a fim de suprir as suas necessidades frente aos



20

medicamentos. Mesmo com toda modernidade nos processos industriais, ha
uma grande oferta de produtos farmacéuticos comercializados que sdo a base
de produtos naturais. Isso ocorre por serem uma importante fonte de compostos
bioativos, possuindo uma ampla variedade de ag¢des farmacoldgicas para o
desenvolvimento de novas drogas (SOUSA et al., 2008).

As folhas da espécie Piper aduncum sao utilizadas sob a forma de cha
contra desordens intestinais, dores estomacais e controlador de hemorragias
menstruais. S4o diuréticos e adstringentes, sendo um hemostatico importante
usados em feridas, tais como: ulceras e leucorréias. As espigas curvas e
aromaticas desta planta contém taninos, esséncias e resinas. A infusao das
folhas € usada como estomaquica, balsamica, adstringente e desobstruente do
figado (SOUSA et al., 2008).

Sob a forma de cha e banhos aromaticos, a espécie de Piper arboreum é
empregada para tratamento de reumatismos, bronquites, resfriados e gripes
fortes, sendo ainda carminativa e emoliente. As folhas contém o6leo de sabor
apimentado, com fragrancia semelhante ao hortela-pimenta, sendo utilizadas
como afrodisiacas e sudorificas. Além disso, sdo usadas nas dores de garganta
e dentes (NASCIMENTO, 2011).

2.5 Atividade biologica

Como pdde ser observado na extensa utilizagdo de espécies de Piper na
medicina popular, muitos trabalhos tém comprovado as atividades bioldgicas
dessas espécies. Trabalhos sobre P. arboreum ja evidenciaram atividades do
O0leo essencial como antifungica (NAVICKIENE et al., 2006), tripanocida
(REGASINI et al., 2009) e antibacteriana (NASCIMENTO et al., 2015). Enquanto
trabalhos com P. aduncum demostraram atividades biolégicas como
moluscicida, citotoxica, antibacteriana e antifungica (POHLIT; PINTO; MAUSE,
2006, SOUSA et al., 2008).

Neste contexto, alguns trabalhos de P. aduncum e P. arboreum foram
publicados sobre atividade antifungica. O 6leo essencial de P. arboreum, por
exemplo, apresentou atividade antifungica contra Microsporum gypseum e
Epidermophyton floccosum com MIC de 156,25 e 62,5 ug mL-", respectivamente
(NAVICKIENE et al., 2006). Extrato em hexano e acetato de etila de folhas de P.
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arboreum mostraram atividade antifungica contra Candida krusei com MIC de
15,6 e 62,5 uyg mL", respectivamente (REGASINI et al., 2009). Com relagado a
atividade antifungica de P. aduncum, alguns trabalhos demostraram atividade
antifungica para algumas espécies de fungos como: Cryptococcus neoformans
(MORANDIM-GIANNETTI et al., 2010) através do 6leo essencial apresentando
MIC de 62,5 yg mL"'; e espécies de Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphareospermum (DA SILVA et al., 2016) através do O6leo
essencial apresentando CIM de 100 yg mL-! para ambas espécies de fungos;
Trichophyton rubru e T. interdigitale (SANTOS et al., 2013) com extrato etandlico
das folhas apresentando CIM de 32,0 ug mL™" para ambas espécies de fungos;
Candida albicans (BRAGA et al., 2007) com extrato metandlico das folhas
apresentando MIC de 12,50 ug mL™".

Considerando as espécies de fungos do género Candida, essas podem
causar infecgdes quando o hospedeiro se torna debiltado ou
imunocomprometido, podendo resultar em até mesmo infecgbes fungicas
invasivas e fatais, devido a fatores como: diagndsticos ineficientes, terapias
antifungicas iniciais inadequadas e até mesmo resisténcia fungica aos
medicamentos (SPAMPINATO, LEONARDI, 2013). Sendo assim, a busca de
novos alvos terapéuticos antifungicos se faz necessaria, e como ja foi destacado,
P. arboreum e P. aduncum tém-se mostrado como uma promissora fonte de
antifungicos.

Considerando os trabalhos ja publicados sobre as atividades
antibacterianas, o 6leo essencial e o extrato etandlico das folhas de P. arboreum
ja demostraram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus com CIM
de 62,5 e 250 ug mL", respectivamente (NASCIMENTO et al., 2015). Com
relagdo a Piper aduncum podemos destacar alguns trabalhos como: atividade
contra Streptococcus mutans e Streptococcus sanguines do extrato etandlico
das folhas com CIM de 1620 e 310 pug mL™', respectivamente (MAGALHAES et
al., 2016); contra Alicyclobacillus acidoterrestris do extrato etandlico das folhas
com CIM de 15,6 ug mL" (RUIZ et al., 2013); Escherichia coli do 6leo essencial
das folhas com CIM de 500 pug mL-' (DUARTE et al., 2007).

Ainda sobre atividade antibacteriana, doencas bucais como a carie e
periodontites que sdo promovidas por bactérias, podem ser extremamente

perigosas pois quando atingem a corrente sanguinea, desencadeiam outras
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doencas como pneumonia e doencgas cardiovasculares. Os procedimentos feitos
em clinica odontoldgica (como extragdes dentais e cirurgias), infec¢des bucais e
saude bucal precaria sdo alguns dos principais fatores que promovem a
introdugdo desses microrganismos em nosso organismo. Um dos problemas
enfrentados no tratamento de infecgdes é a resisténcia bacteriana. Assim, o
estudo de compostos de origem natural contra bactérias presentes na cavidade
bucal se torna muito interessante como uma alternativa aos ja existentes e que
podem ja ter desenvolvido resisténcia. Neste trabalho pretende-se avaliar a
atividade antibacteriana de extratos (e ndo de dleo essencial) contra bactérias
bucais aerdbicas Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, e as anaerdbias Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum
e Actinomyces naeslundii, que sao bactérias que apresentam elevada
resisténcia a antibiético (RAMS; DEGENER; VAN WINKELHOFF, 2014).

Ainda sobre as atividades bioldgicas, alguns estudos correlacionaram a
composi¢cao quimica dos extratos dessas espécies vegetais as atividades
bioldgicas. Silva et al. (2007), por exemplo, isolou pirrolidinas de Piper arboreum
e verificou atividade antifungica. Regasini et al. (2008) isolou flavonoides desta
mesma espécie e observou atividade antioxidante. Em outro estudo, Regasini et
al. (2009) isolou alquilamidas pirrolidinas e verificou atividade tripanocida.
Portanto, através da identificagdo da composicdo quimica podera ser realizada

uma correlagdo com os resultados bioldgicos.

2.6 Composicao quimica das espécies Piper

Com relagao ao isolamento e a identificagdo de metabdlitos secundarios
com potenciais de atividades biologicas da espécie Piper, foram observados na
literatura variadas classes de compostos bioativos apresentados nas Tabelas 1
e 2 e Figuras 8 e 9 para P. arboreum. e P. aduncum, respectivamente.

Em suma, alguns compostos que foram identificados majoritariamente
sdo constituidos por fenilpropanoides (BENEVIDES et al., 1999), amidas,
flavonoides, alcaloides, chalconas, di-hidrochalconas (FAZOLIN et al., 2006;
PARMAR et al., 1997; ORJALA et al., 1994), ligninas e neoligninas (FAZOLIN et
al.,, 2006; CHAURET et al., 1996), acidos benzoicos prenilados, cromenos
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(BALDOQUI et al., 1999; LAGO et al., 2009; ORJALA et al., 1993), terpenos,
monoterpenos e sesquiterpenos (FAZOLIN et al., 2006; PARMAR et al., 1997).

Tabela 1. Compostos identificados em P. arboreum por espectrometria de massas.

Compostos identificados Classe de Férmula Massa molecular Referéncias
composto molecular

l. N-[10-(13,14- metilenodioxifenil )-7(E)- Amida C16H19NO3 273,1365 Vasques et al.
pentaenol]-pirrolidine (2002)

Il. N- [10-(13,14-metilenodioxifenil)-7(E), 9- C16H17NOs3 271,1208 Vasques et al.
(E)-pentadienoil] -pirrolidina ou piperilina (2002) Regasini

et al. (2009)

. N- [10-(13,14-metilenodioxifenil) -7 (E), C16H17NO3 271,1208 Vasques et al.
9(Z)-pentadienoil]-pirrolidina ou  4,5-di- (2002) Regasini
hidropiperilina et al. (2009)

IV. Arboreumine C25Ha0N20s5  448,2937 Vasques et al.

(2002)
V. Tetrahidropiperina C16H21NO3 275,1521 Regasini et al.
(2009)
VI. Piperetina C19H21NO3 311,1521 Nascimento et
al. (2015)
VII. 3-geranil-4-hidroxibenzoato de metila Preniladod Ci1sH2403 288,1725 Ramos et al.
e acido (2009)
VIII.  Acido 3-geranil-4-hidroxibenzoico benzdico  Cy7H240 244,1827 Ramos et al.
(2009)

Figura 8. Estruturas moleculares de P. arboreum referentes a tabela 1.
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Fonte: a autora.
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Tabela 2. Compostos identificados em P. aduncum por espectrometria de massas.

(continua)
Molécula Classe de Formula Massa Referencia
composto molecular molecular

IX. Metil-8-hidroxi-2,2-dimetil- Cromenos C13H1404 234,0892 Souza et al.
2H-1-cromeno-6- (2019)
carboxilato

X. Metil-2,2-di-metil-2H-1- C13H1403 218,0943 Souza et al.
cromeno-6-carboxilato (2019)

XI. Metil-2,2-di-metil-8-(3"- C18H2203 286,1569 Souza et al.
metil-2"-butenil)-2H-1- (2019)
cromeno-6-carboxilato

XIL. 2',6'-di-hidroxi-4'-metoxi-di- Chalcona C16H1604 272,1049 KARTIKA et
hidrocalcona al. (2019)

XIII. 2',6',4-tri-hidroxi-4'-metoxi- C16H160s 288,0998 KARTIKA et
di-hidrocalcona al. (2019)
(Asebogenina)

XIV. 2-(S)-isobutanol-2-O-f-D- C15H28016 368,1682 Luyen et al.
arabinopiranosil(1—6)-O- (2017)
B-D-glucopiranosideo

XV. (2R)-butilO-B-D- C10H2006 236,1260 Luyen et al.
glucopiranosideo (2017)

XVI. (2)-3-hexenilO-B-D- C12H2206 262,1416 Luyen et al.
glucopiranosideo (2017)

XVIL. 1'-O-benzila-L- C19H28010 416,1682 Luyen et al.
Ramnopiranosil- (1"—6')- (2017)
B-D-glucopiranosideo

XVIil. 2-feniletil-O-B-D- C14H2006 284,1260 Luyen et al.
glucopiranosideo (2017)

XIX. 2-(3,4-di-hidroxi) feniletilO- C14H200s 316,1158 Luyen et al.
B-D-glucopiranosideo (2017)

XX. Guaiacilglicerol C10H140s 214,0841 Luyen et al.

(2017)

XXI. guaiacilglicerol ~ 8-O-BD- C16H24010 376,1369 Luyen et al.
glucopiranosideo (2017)

XXI1. xilocosideo-B-[1-hidroxi-3- C17H26010 390,1526 Luyen et al
(4-hidroxi-3,5-di- (2017)
metoxifenil)-  prop-2-il-B-
glucopiranosideo]

XXl (6S, 9S) -roseosideo Ci19H3207 372,2148 Luyen et al.

(2017)

XXIV. (6R,9S)-9- C19H320s8 388,2097 Luyen et al.
hidroximegastigman4-en- (2017)
3-ona-9-0-3-D-
glucopiranosideos

XXV. Aduncamida Amida/alcaloide C17H19NOs 317,1263 Parmar et al.

(1997) e
Orjala et al.
(1993)

XXVI. 1,3-Di-metoxi-2-acetoxi-5- C13H1604 236,1049 Parmar et al.
alilbenzeno (1997)

XXVII. 2,6-Di-metoxi-4-alilfenol C11H1403 194,0943 Parmar et al.

(1997)
[ Elemicina Ci12H1603 208,1099 Parmar et al.

(1997)
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Tabela2. Compostos identificados em P. aduncum por espectrometria de massas.

(conclusao)

Molécula

Classe de composto

Formula molecular

Massa
molecular

Referencia

XXIX.

XXX.

XXXI.

XXXIL.

XXXIIL.

XXXIV.

XXXV.

XXXVI.

XXXVIL.

XXXVIIL.

XXXIX.

XL.

XLI.

XLII.

XL,

XLIV.

XLV.

Adunctina A

Adunctina B

AdunctinaC e
AdunctinaD

Adunctina E

Asebogenina

2, 6’-Di-hidroxi-4 -
metoxi-di-drochalcona

Piperadunina A

Piperadunina B

Piperadunina C

Sakuranetina

Pinostrobina

Acido 3,5-bis-(3-metil-2-
butenil)-4-
metoxibenzoico
(5Z, 62)-Fadienolida

(5E, 6E)-Fadienolida

Luteina

Sacarose

a -Tocoferol

Chalconas

Flavononas

Acido benzéico

C26H3204

C25H3004

C26H3204

C26H3205

C16H1605

C16H1604

C29H3007

C29H3008

C33H3208

C16H140s

C16H1404

C18H2403

C13H1204

C13H1204

C40Hs602

C12H22014

C13H200s5

408,2301

394,2144

406,2144

424,2250

288,0998

272,1049

490,1992

506,1941

556,2097

286,0841

270,0892

288,1725

232,0736

232,0736

568,4280

342,1162

256,1311

Parmar et al.
(1997) e
Orjala et al.
(1993)
Parmar et al.
(1997) e
Orjala et al.
(1993)
Parmar et al.
(1997) e
Orjala et al.
(1993)
Parmar et al.
(1997) e
Orjala et al.
(1993)
Parmar et al.
(1997) e
Orjala et al.
(1994)
Parmar V. S,
etal. (1997) e
Nair M. G, et
al. (1986)
Parmar et al.
(1997) e
Orjala J, et al.
(1994)
Parmar et al.
(1997) e
Orjala J, et al.
(1994)
Parmar et al.
(1997) e
Orjala et al.
(1994)
Parmar et al.
(1997) e Dutta
(1978)
Parmar et al.
(1997) e Nair
et al. (1986)
Parmar et al.
(1997)

Parmar et al.
(1997) e Nair
et al. (1986)
Parmar et al.
(1997) e Nair
et al. (1986)
Parmar et al.
(1997) e Dutta
(1978)

Parmar et al.
(1997)
Parmar et al.
(1997)




Figura 9. Estruturas moleculares de P. aduncum referentes a tabela 2.
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3 OBJETIVOS

— Objetivo geral:

Avaliar a composigéo quimica e atividade antimicrobiana dos extratos das

folhas de Piper arboreum e Piper aduncum.

— Objetivos especificos:

>

Preparar a exsicata das folhas coletadas para a identificacdo das
especies;

Realizar um levantamento bibliografico sobre as espécies a serem
estudadas;

Preparar os extratos hexanicos, etandlicos e diclorometanos de P.
arboreum e P. adundum por maceracao;

Analisar as classes de compostos dos extratos através de prospeccao
fitoquimica utilizando reagentes colorimétricos;

Avaliar as atividades antimicrobianas dos extratos;

Analisar a composi¢céo quimica dos extratos através cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentagéao
Na tabela a seguir estdo apresentados os equipamentos utilizados neste
trabalho.

Tabela 3. Equipamentos utilizados com suas respectivas marcas e modelo.

Equipamento Marca Modelo
Banho de aquecimento Fisatom 550
Balanga analitica Shimadzu AUW220D
Balanca de luz infravermelha (umidade) Kett FD-600
Espectrometria de massas Agilent® 6520 B

Rotaevaporador IVA RV 10
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4.2 Reagente e solugées.

Os solventes quimicos usados foram de grau analitico, adquiridos da
Vetec Quimica Fina LTDA.

4.3 Coleta de material vegetal e preparo dos extratos

Folhas de Piper arboreum e P. aducum foram coletadas no Parque
Municipal Victério Siquierolli no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil,
no més de novembro/2016 pelo Prof° Dr. Alberto de Oliveira e transportadas para
o laboratério do Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) da UFU.

Em seguida, uma exsicata de cada espécime coletada foi preparada e,
com o auxilio da profa. Micheline Carvalho Silva (Universidade de Brasilia), as
espécies foram identificadas e depositadas no Herbario Uberlandenses da UFU
com o numero HUFU78.606 - Piper arboreum Aubl. e HUFU78607 - Piper

aduncum L. Na Figura 10 é mostrada a fotografia da exsicata obtida.

Figura 10. Exsicatas das amostras de P. arboreum (a) e P. aduncum (b) depositada no
Herbario Uberlandense, respectivamente.

Fonte: a autora.

A preparagao dos extratos das folhas de espécies da familia Piperaceae,

assim como, as investigagdes dos metabdlitos secundarios foram realizadas no
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Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais (NuPPeN) do Institudo de Quimica
da UFU em Uberlandia.

Inicialmente, as folhas de Piper arboreum (numerada por 01) foram
desidratadas em estufa com ar circulante a temperatura média de 40 °C até
umidade menor que 10 % (o valor médio obtido foi igual a 7,3 %). A umidade foi
medida em balanga de umidade de luz ultravioleta. Em seguida, as folhas foram
trituradas utilizando um liquidificador obtendo uma massa de 44,73 g. Na
sequéncia, uma quantidade de 34,51 g de folhas trituradas foi macerada com
200 mL de hexano (CeH14) a temperatura ambiente, por 7 dias e protegido de
luz. Apds esse periodo, o material foi filtrado e o solvente do extrato foi
concentrado pelo aparelho de evaporador rotatério a pressao reduzida com
banho de 40 °C, o processo foi repetido por quatro vezes. Ao final, os extratos
em hexano foram reunidos obtendo um valor total de 1,380 g, essa amostra foi
denominada de EHO1. Para as folhas de Piper aduncum (numerada por 02) foi
realizado o mesmo procedimento, porém partiu-se de 8,680 g de folhas
trituradas, obtendo um valor total 0,5340 g de extrato em hexano, essa amostra
foi denominada de EHO02.

Posteriormente o processo foi repetido com as folhas restantes das
extracbes em hexano, para obtencdo do extrato etandlico. Foram adicionadas
as folhas em 200 mL de solvente etanolico por um intervalo de 7 dias, sendo o
processo repetido 4 vezes. Ao final, os extratos em etanol foram reunidos e apés
a concentragdo do solvente em evaporador rotatério obteve-se 5,340 g do
extrato, sendo essa amostra denominada EEO01. Para as folhas de P. aduncum
foi realizado o mesmo procedimento, porém foram obtido um valor total 1,571 g

de extrato em etanol, essa amostra foi denominada de EE02.

4.4 Extracbes de alcaloides

A extracao de alcaloides foi realizada pelo método descrito por Zuanazzi
et al. (2001). As folhas secas de Piper arboreum e Piper aduncum, 10,2ge 5,0 g
respectivamente, foram deixadas em maceragao com 60 mL de NH4OH aquoso
por 24 horas a temperatura ambiente. Na sequéncia, filtraram-se as folhas,
adidionadas em um aparelho Soxhlet e deixadas sob-refluxo com 200 mL de

diclorometano (CH2Clz2) por aproximadamente por 30 h (Figura 11).
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Figura 11. Extragéo de alcaloides de P. arboreum a) e P. aduncum b)

respectivamente.

1
Fonte: a autora.

Em seguida, foi realizado o método de extragdo acido-base de Stas-Otto
descrito por Zuanazzi et al. (2001). O extrato em diclorometano foi colocado em
funil de extragédo de 500 mL e acidificado com 100 mL HCI diluido (0,1 M). A fase
aquosa foi removida e separada, sendo o precesso repetido por 3 vezes, para
protonar os possiveis compostos presentes. As fases aquosas foram reunidas e o
pH ajustado para pH 9 com a solugao de NH4OH a 25%, a fim de desprotonar os
alcaloides tonando mais soluvel na extragdo. Na sequéncia, essa fase aquosa
foi coloda em funil de extracéo e extraida com diclorometano por 3 vezes ( Figura
12). Por fim, recolhendo a fase orgénica alcaloidica com diclorometano, o
solvente foi em um rota evaporador sob pressao reduzida adquirindo uma massa
de 0,1431 g da extragédo em diclorometano da folha P. arboreum (denominado
EDO01) e 0,1272 g da folha P. aduncum (denominado ED02).



31

Figura 12. Fluxograma do processo de técnica de separagao acido/base.

Extrato diclorometano

1. Solub. HC1 0,1 M (3x 100 mL)

|

Residuo DCM Solucdo acida

2. NH, OH at¢ pH 9
3. Diclorometano 100 mL

Alcaloidica |

F.DCM FEO |

Fonte: a autora.

4.5 Analise fitoquimica dos extratos

Na identificagdo das classes dos metabdlitos secundarios presentes nas
folhas da espécie Piper trabalhadas, foram preparadas solugcbes das fragdes de
acordo com o solvente usado na extragdo em uma concentragdo de 1 mg mL™".
Em seguida, realizou o método que é baseado na observagdo de aspecto da
alteracao de cor ap6s a adigédo de reagentes especificos (reveladores). O método
foi feito utilizando o uso da cromatografia da camada delgada (CCD).

Foram utilizadas as seguintes fases estacionarias (FE) e fases moveis
(FM).

» FE: placas de aluminio revestidas com silica gel (SiO2) da marca Alugram
> FM: 1) Acetato de etila (AcOEt); Acido acético (HsCCO2H); Acido férmico
(CH202) e H20 (10:1,1:1,1:2,6) e

2) Diclorometano (CH2Cl2); Metanol (MeOH) e hidréxido de aménio
(NH4+OH) (10:1:0,25).

Em seguida as placas foram reveladas com os reveladores que estédo
descritos abaixo, estes preparados segundo a metodologia proposta por Wagner
e Bladt (2001).
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e Deteccao de flavonoides:
Revelador NP/ PEG:

Solugéo A: Solugédo metandlica a 1 % (m/v) de NP

Solugao B: Solugéo etandlica a 5 % (m/v) de PEG.

Solucédo estoque: Misturar A e B (10:8)

Solugéo final para o teste: Misturar a solugao estoque.

- Analise: Apos a eluigédo das placas, essas foram visualizadas na luz ultravioleta
e 0s compostos de interesse separados.

Revelador Cloreto de aluminio:

Solugéo contendo AICI3 1% (m v-1) em metanol.
- Analise: A placa CCD foi borrifada com o revelador e observada na camara de
luz UV.

e Deteccao de alcaloides:

Revelador de iodocloroplatinato

Solugdo A: Solugdo aquosa a 5% (m/m), de acido hexacloroplatinico (IV)
(Hz2(PtCle).6H20).

Solugédo B: Solugdo aquosa a 10% (m/m), de iodeto de potassio (KIl).

Solucéo final para o teste: Misturar solugao A, solugdo B e H20 (1:9:10)

- Analise: A placa foi borrifada e observada a coloragdo marrom na presenca de

alcaloides.

e Detectores universais: detecg¢ao de terpenos e esteroides:

Revelador Libermann-Buchard:

Solugdo na seguinte propor¢ao de reagentes: C4HsOs: H2SO4: EtOH (5:5:50)
adicionados nessa mesma ordem e em banho de gelo.
- Analise: A placa foi borrifada com a solucéo e aquecida a 80 °C de 5 a 10

minutos.
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4.6 Determinagéo da atividade antimicrobiana dos extratos

As analises foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Franca (LaPeMa-UNIFRAN),
com a colaboragao do professor Dr. Carlos Henrique Gomes Martins. As cepas

padréo utilizadas no ensaio foram da “American Type Culture collection’(ATCC).

- Microrganismos utilizados

Bactérias do procedimento realizado foram obtidas de padrbes de cepas
provenientes da “American Type Culture Collection” (ATCC). As bactérias
aerobicas utilizadas foram: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
mitis (ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). As bactérias
anaerobicas utilizadas foram: Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277),
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) e Actinomyces naeslundii (ATCC
19039).

As cepas utilizadas para analise antifungica foram: Candida albicans
(ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata (ATCC
15126).

- Procedimento de analise da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada pelo método da
microdiluicdo em caldo em microplacas. Neste método foi determinada a menor
quantidade de amostra necessaria para inibir o crescimento bacteriano,
conhecida como “Concentragao Inibitéria Minima” (CIM) (CARVALHO et al.,
2011, PETROLINI et al., 2013).

O meio de cultura utilizado com as bactérias aerdbicas foi o caldo triptona
de soja (TSB) (CLSI, 2012b) e com as bactérias anaerdbicas foi o caldo
Schaedler suplementado com hemina (5 uyg mL') e menadiona (10 ug mL™")
(CLSI, 2012a). A andlise da atividade antimicrobiana foi realizada em uma
microplaca contendo 96 pogos. O indculo, o caldo e a amostra (fragées) foram
adicionados em cada orificio, obtendo-se um volume final de 100 uL para as
bactérias aerdbicas e 200 uL para as anaerdbicas. O volume de indculo
adicionado nos orificios da microplaca foi de 20 uL para os testes com bactérias
aerobicas e 40 pL para os testes com bactérias anaerébicas. O volume de
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amostra (500 ug mL") e de caldo variou conforme a concentragdo de amostra
desejada no orificio. As amostras foram inicialmente preparadas com
concentragéo de 8000 ug mL-' em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas para 500
pug mL-" utilizando o caldo. A faixa de concentragdo de amostras utilizada nos
experimentos foi de 0,195 a 400 yg mL-'. Como controle positivo para as
bactérias aerdbias foi utilizado a clorexidina (com faixa de 0,115 - 59 yg mL"). O
controle positivo para as bactérias anaerdbias utilizou-se metronidazol (com
faixa de 0,0115 uyg mL'a 5,9 yg mL").

Para os microrganismos aerdbios, as microplacas foram seladas com
parafiime e incubadas em microaerofilia pelo sistema chama/vela a 37 °C por 24
horas. Apds o periodo de incubagao, foram adicionados 30 uL do indicador
resazurina (0,01%, em agua) em cada orificio. Os microrganismos anaerobios
foram incubados por 72 horas em camara de anaerobiose (atmosfera contendo:
5-10% de Hz, 10% CO2, 80-85% N2) a 36 °C, sendo revelado com o0 mesmo
indicador. A coloragao azul apos a adicédo do indicador representa a auséncia
de crescimento bacteriano, sendo a coloracdo vermelha a presenga do
crescimento bacteriano (SOUSA, 2015).

- Procedimento de analise da atividade antifingica

Primeiramente solucbes de estoque foram preparadas dissolvendo os
extratos em DMSO na concentragdo de 192 000 ug mL~'. Em seguida, foram
feitas diluicbes com as solugdes de estoque usando o caldo RPMI tamponado
em pH 7,2 com acido 3-N-morfolinapropanosulfénico (MOPS) até a
concentragéo de 12 000 ug mL™".

A resolugcdo da CIM para as leveduras foi obtida em placas de
microdiluicdo com 96 pocos, onde foram feitas as diluicdes seriadas com
concentragdes 1,46 ug mL~" a 3000 ug mL~" dos extratos. O meio de cultura
utilizado foi o caldo RPMI tamponado com MOPS. Cada pocgo recebeu 100,0 puL
da suspensao do inéculo sendo o volume final de cada poco foi de 200 pL. Para
o controle positivo utilizou Anfotericina B (faixa de concentragédo 0,031 yg mL™"
a 16 uyg mL™").

Controles de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI), do inéculo, dos
extratos e partigdes e do solvente (DMSQO) também foram realizados. O controle

do solvente foi preparado nas concentragbes de 1 % a 5 % em vv~' e ndo
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influenciou no crescimento das leveduras. Para validagao dos ensaios, o controle
positivo anfotericina B foi testado frente as cepas de referéncia Candida krusei
(ATCC6258) e Candida parapsilosis (ATCC22019) com concentragbes entre
0,25 a 2,0 yg mL~". Valores de CIM dentro deste intervalo para estas leveduras
validam a metodologia e os resultados para as demais leveduras segundo o
CLSIM27-A3 (CLINICAL; INSTITUTE, 2008). Apés a montagem das
microplacas, estas foram incubadas por 48 h a 37 °C, e posteriormente foi
determinada a CIM utilizando o revelador resazurina (0,02 % mv~"). A leitura foi
realizada a partir da mudanca de coloracdo da resazurina que apresenta
coloragao azul para coloragado vermelha se houver crescimento das leveduras.
A CIM correspondeu a menor concentracdo dos extratos capaz de inibir o

crescimento das leveduras (KOCH et al., 2019).

-Preparo do in6culo

Foi realizada a preparagdao do inéculo conforme os procedimentos
segundo a referéncia CLSI M27-A3 (CLINICAL; INSTITUTE, 2008). Inicialmente
as leveduras foram cultivadas em placas de petri contendo agar Sabouraud por
24 horas a 37 °C. Com auxilio de algca de platina esterilizada, colénias das
leveduras foram transferidas para tubos contendo 2,0 mL de solugdo salina
0,85%. O indculo foi preparado usando método espectrofotométrico (530 nm) e
conferido por comparagdes com a escala de McFarland 0,5 para obter o valor de
6 x 106 UFC mL~". Em seguida, foram realizadas diluicbes em caldo RPMI até
que o indculo atingisse 5,0 x 105 UFC mL~' (PRADO, 2018).

4.7 Identificagbes dos compostos por CLAE-EM.

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
espectrometro de massas (CLAE-EM), foram realizadas no Laboratério de
Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia (IBTEC-UFU) em um CLAE (marca Agilent modelo Infinity 1260),
acoplado ao espectrometro de massas de alta resolugao do tipo Q-TOF da marca
Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagdo por electrospray (IES). Os
parametros cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell, 2.1 mm de

diametro interno, 10 cm de comprimento, particulas de 2,7 ym, a fase mével:
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agua acidificada com acido férmico (0,1% v v-1) (A) e metanol (B), com o
gradiente: 2% de B (0 min), 98% de B (0-10 min); 100% de B (10-11 min). Os
parametros de ionizagao foram: pressdo do nebulizador de 20 psi, gas secante
a 8 L/min a uma temperatura de 220 °C e no capilar foi aplicado uma energia de
4,5 KV.

Para as analises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) as
energias de colisdes foram ajustadas de acordo com cada ion molecular. Através
da m/z (razdo massa carga) obtida nos espectros em alta resolugéo foi possivel
identificar os compostos. Utilizando o Software MassHunter® foi obtido a formula
molecular proposta de cada composto, seguindo a menor diferenca entre a
massa experimental e a massa tedrica, erro em ppm, (Equacao 1) equivaléncia
de ligagdes dupla e regra do nitrogénio. As possiveis estruturas, fragmentos e
classe de metabdlitos foram propostos de acordo com outros trabalhos na
literatura, biblioteca Metlin e bancos de dados (Chemspider, Pubchem e
Massbank), analisando sistema de solventes, tempos de retencao e espectro de

massas.

massa experimental — massa exata P .
Eppm = 10 Equacao 1
massa exata

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento das extragbes

As técnicas realizadas das extragdes liquido-liquido e sélido-liquido sédo
partes relevantes em um estudo de quimica de produtos naturais, pois os
extratos serdo responsaveis por fornecer as substancias a serem estudas
tornando assim o trabalho de caracterizacdo e possiveis isolamentos mais
faceis, por separar as substancias de acordo com a afinidade em relagao aos
solventes utilizados. Logo, € considerado para o andamento do trabalho conter
um bom rendimento nessas etapas.

O procedimento empregado para a extragdo sélido-liquido foi por
maceragao, realizado primeiro o extrato hexanico a fim de se retirar substancias

com carater apolar como exemplo as clorofilas. Em seguida, foi utilizado o
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solvente etanol que possui polaridade intermediaria, permitindo assim, uma
extracao de mais variadas classes de compostos (MEDEIROS; KANIS, 2010).
Para os extratos diclorometano foi empregado a técnica de extragao
solido-liquido, realizado procedimentos de extracdo por aparelho Soxhlet em
seguida a extragao liquido-liquido acido-base com o objetivo de obter fragdes
contento compostos nitrogenados (alcaloides, glucosinolatos e cianidrinas). A

Tabela 4 apresenta os rendimentos obtidos para os extratos.

Tabela 4. Rendimento obtido dos extratos EH01, EHO02 e EEO1, EE02, EDO1 e ED02
das folhas de Piper arboreum e P. aduncum.

Espécie Massa das Extrato Massa obtida Rendimento
folhas (g) de extrato (g) (%)
34,51 Hexanico (EHO1) 1,381 4,0
P. arboreum 34,51 Etandlico (EE01) 5,324 15,43
10,22 Diclorometano (ED01) 0,1431 1,118
8,680 Hexanico (EH02) 0,5343 6,156
P.aduncum 8, 680 Etandlico (EE02) 1,572 18,11
5,0 Diclorometano (ED02) 0,1272 2,544

Fonte: a autora.

Observa-se que os extratos etanolicos apresentaram rendimentos
maiores seguido por hexano. Nessas extragdes para esses dois diferentes
solventes foram realizadas a mesma técnica de extracao, porem a de solvente
hexanica foi primeiro a fim de diminuir compostos apolares, intensificando assim
0s polares na extracdo em etanol.

Ja os extratos em diclorometano n&o sdo possiveis comparar com 0s
demais ja que o método de extragao foi diferente, voltado para extracdo em
alcaloides, submetendo a varias etapas o que pode ter interferido no baixo

rendimento.

5.2 Estudo fitoquimico

O objetivo do estudo fitoquimico foi de identificar as classes de
metabolitos secundarios, ou seja, de compostos presentes nos extratos.
Dessa forma, foi realizado a prospeccdo fitoquimica dos extratos

utilizando a técnica de cromatografia em camada delgada (CCD), como descrito
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no item 4.5. A Figura 13 apresenta as placas cromatograficas antes de serem

reveladas sob luz UV de comprimento de onda de 254 e 365 nm.

Figura 13. Placas CCD, sem reveladores, das duas FM sob dois comprimentos de
onda, a) 254 e b) 365 nm, respectivamente.

a)

Fonte: a autora.

Sem serem reveladores, foi possivel observar caracteristicas de uma cor
alaranjada na placa sob a luz de infravermelho de comprimento de onda 365nm,
indicando a presenga de flavonoides. Para confirmacdo, foi empregado o
revelador NP/PEG que intensificaria tal fluorescéncia dos possiveis compostos
fendlicos, pois o difenilboriloxietilamina (NP) do revelador NP/PEG depende da
existéncia da carbonila no carbono C-4 da estrutura de um flavonoide para poder
formar o complexos fluorescentes em UVsg5 de cores caracteristicas, alaranjado
e amarelo, conforme presenciadas (WAGNER; BLADT, 2001). Logo,
apresentaram resultados positivos para EHO1, EEO1 e EEOQ2.

O fato dos extratos em diclorometano de ambas espécies terem dado
resultados de baixa intensidade se da pela caracteristica mais polar desse
composto frente a fase movel utilizada (item 4.5). Porém, na aplicagdo do
revelador universal Lierbermann Buchard, foi observada formacbes de
manchas com coloragdo azul-esverdeado depois de alguns minutos apos a
aplicagao, indicando a presenca de classes de compostos como terpenos,
fendis, agucar, esteroides e flavonoides nestes extratos (WAGNER; BLADT,
2001). Este ultimo revelador apresentou sinais intensos para os extratos em
hexano de ambas folhas estudadas.

Enquanto que para o iodocloroplatinado, os alcaloides sdo detectados
pelo surgimento de manchas de coloragdo marrom, formadas pela complexagao
entre a platina e os compostos nitrogenados (WAGNER; BLADT, 2001). Assim,
foi possivel verificar a presenca desses compostos para todos os extratos, sendo

os extratos etandlicos de sinal mais intenso.
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A Tabela 5 mostra as observacgoes feitas pelo experimento realizado

usando a técnica CCD ap0és os reveladores.

Tabela 5. Estudo fitoquimico de extrato das folhas de P. arboreum e P. aduncum.

Amostras Flavonoides Alcaloides Terpenos,
fenois.
Esteroides,
acgucares e
flavonoides
Extratos Espécies NP/PEG lodocloroplatinado Lierbermann
Buchard
Hexano P. arboreum EHO1 + + ++
P. aduncum EHO02 - + ++
Etanol P. arboreum EEO1 ++ + +
P. aduncum EE02 ++ ++ -
Diclorometano P. arboreum EDO1 - + +
P. aduncum EDO02 - + +

Nota: - ndo observado; + observado; ++ observado intensamente.

Portanto, todos os extratos apresentaram resultados satisfatorios para
continuar os estudos de identificacdo de compostos utilizando a técnica da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS ou CLAE-
EM).

5.3 Identificagbes da composicao

As amostras extraidas foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM), com sistema de
ionizagao por electrospray (IES), no modo positivo e negativo para identificacao
dos constituintes quimicos.

As Figuras 14 e 15 mostram os cromatogramas de pico base (BPC)
obtidos nas analises de cada extragao de modos positivos e negativos das folhas
de P. arboreum e P. aduncum respectivamente, nele esta indicado a numeragao
das estruturas dos compostos organicos.

Encontra-se nas Tabelas 6 e 7 as propostas de identificagdes que foram
realizadas calculando-se a férmula molecular a partir da massa experimental em
alta resolugéo, o erro em ppm (Equagéao 1) e comparando os espectros de massa
EM/EM obtidos, com dados da literatura, da biblioteca online Metlin, GNPS e
outras. Os espectros EM/EM dos compostos encontram-se no Apéndice. As
Figuras 16 e 17 apresentam as estruturas dos compostos encontrados nas

extragcdes de ambas espécies.
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Figura 14. Cromatogramas de picos base do EHO1, EEO1 e EDO1 (folhas de P. arboreum) obtidos por CLAE-EM nos modos negativos (-) e positivos (+).
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Fonte: a autora.
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0,697

0,849

1,206

0,847

5,673

5,756

Tabela 6. Proposta de identificacido dos compostos em EHO1, EEO1 e EDO1 das folhas de P. arboreum

fon
molecular
[M+H]*

180,1035

316,1406

291,0867

fon
molecular
[M-H]

387,1175

178,0922

289,0721

447,0940

Massa

exata

291,0863
/289,0718

447,0933

Massa

molecular

290,0790

448,1006

Erro
(ppm)

1,04/
1,4

1,5

Fragmentos
MS/MS +/

energia (eV)

[M-HJ
341, 247, 210,

179, 132, 100
10eV

[M+H]* 163, 151,
145,137, 127,
117, 107 20eV

[M-H]
163, 149, 135,

129, 104 30eV

[M+H]
298, 263, 246,

220, 203, 178,
137, 113 30eV

[M+H]*
238, 188, 164,
139, 117, 108

30eV

| [M-H]
274, 247, 223,

205, 183, 161,
145, 109 20eV

[M-H]
401, 387, 311,

269, 233, 180,
161, 125 30eV

Férmula Compostos EH
Molecular identificados /
classe de
compostos
C15H1406 (epi)catequina
(1)
(Flavonol)
C21H20011 Astragalina
(2)
(Flavonol)

. (continua)

EE

ED

Referéncias

Abu-Reidah et al.,

(2015a), Da Costa

Silva et al. (2019)

Pikulski, e
Brodbelt (2003),
Abu-Reidah et al.

(2015b), Da Costa

Silva et al. (2019)
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Tabela 6. Proposta de identificagdao dos compostos em EHO1, EE01 e EDO1 das folhas de P. arboreum. (continuagao)

tr(min) fon fon Massa Massa Erro Fragmentos Formula Compostos EH EE ED Referéncias
molecular molecular exata molecular (ppm) MS/MS +/ Molecular identificados /
[M+H]* [M-H] energia (eV) classe de
compostos
5,782 268,1333 - 268,1332 267,1259 0,4 [M+H]* 251, 219, C17H17NO2 Asimilobina X De Lima et al.
191, 180, 151, (3) (2020)
119 30 eV (Alcadoide
aporfina)
5,847 387,2003 - - - - [M+H]* 298, 285, - - X -
252,234, 209
179, 149, 119,
107 30 eV
6,389 197,1173 - 197,172 196,1099 0,51 [M+H]* 179, 161, C11H1603 Loliolida X X
133, 121, 107, (4) GNPS-Wang et al.
105 (monoterpene (2016)
25eV lactone) Calixto et al.
(2017)
Kimura e Maki
(2002)
Neergaard et al.
(2010)
6,615 565,1558 - 565,1552 564,1479 1,0 [M+H]* 511, 469, C26H28014 Isoshaftoside X Abu-Reidah et al.
433, 415, 337, (5) Chfﬁlﬁ;"er .
313, 243,171,121 Ayers at al. (2012)
306V (flavonol) Pubchem-Kim et
al. (2016)
6,749 535,1482 - - - - [M+H]* 499, 481, - - X -
409, 379, 361,

307,167 30 eV



tr(min)

6,814

7,831

8,785

9,105

Tabela 6. Proposta de identificagdo dos compostos em EHO1, EE01 e EDO1 das folhas de P. arboreum. (continuagao)

fon
molecular
[M+H]*

267,1738

272,1281

fon
molecular
[M-H]

235,0979

327,2178

Massa

exata

235,0976

327,2177

272,1281

Massa

molecular

236,1049

328,2250

271,1208

Erro

(ppm)

1,3

0,3

0,0

Fragmentos
MS/MS +/-
energia (eV)

[M+H]* 253, 202,
165, 117, 25V
[M-H] 217, 201,
187, 177, 158,
149, 144, 132,
118, 106 20eV
[M-H] 291, 211,
208, 194, 171,
110 15eV

[M+H]* 201, 171,
256V

Formula

Molecular

C13H1604
(6)

C18H3205
(7)

C16H17NO3
(8)

Compostos
identificados /
classe de

compostos

1,3-dimetoxi-2-
acetoxi-5-

alilbenzeno
Acido
trihidroxioctadec

adiendico

(Acido graxo)

Piperilina

(alcaloide)

EH

EE

ED

Referéncias

Parmar et al.,
(1997)

Gomez et al.
(2010)
Silva et al. (2019)

Regasini et al.
(2009)

GNPS-Wang et al.

(2016)
FRIEDMAN et al.
(2008).
GAMES et al.,
(1984)
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Tabela 6. Proposta de identificagdo dos compostos em EHO1, EE01 e EDO1 das folhas de P. arboreum. (continuagao)

tr(min) fon fon Massa Massa Erro Fragmentos Formula Compostos EH EE ED Referéncias
molecular molecular exata molecular (ppm) MS/MS +/ Molecular identificados /
[M+H]* [M-H] energia (eV) classe de
compostos
9,313 221,1172 219,1035 221,172 220,1099 0,0/3,5 [M+H]*203, 189, C13H1603 Etil-2- X X Pubchem-Kim at
179, 165, 161, (9) benzilacetoacet al. (2016), Metlin-
153, 133, 121, ato Abecasis at al.
105 20eV (2002)
/[M-H]- 204, 186,
175, 164, 160,
149, 134, 117,
105 20eV
9,828 - 303,1629 303,0510 304,0583 0,37 [M-H]- 285, 247, C15H1207 Taxifolina X CHEN et al.
215, 188, 177, (10) (2016).
164, 118, 105 (flavanol)
20eV
9,899 287,1646 - 287,1642 287,1642 1,4 [M+H]* 269, 245, C18H2203 Acido 4-metoxi- X REGIANE et
231, 227, 217, (11) 3-[(E)-3-metil- M?N(/f%g%m
204, 189, 165, 1,3-butadien-1-
145,137,121, il]-5-(3-metil-2-
119, 109, 105 buten-1-il)-
20eV

benzoico



Tabela 6. Proposta de identificacdo dos compostos em EHO1, EEO1 e EDO1 das folhas de P. arboreum. (continuagao)

tr(min)

10,217

10,330

10,553

10,828

10,893

10,956

fon
molecular
[M+H]*

452,3250

277,2164

279,2324

517,3099

fon
molecular
[M-H]

273,1509

287,1658

Massa

exata

277,2162

279,2319

287,1653

Massa

molecular

276,2089

278,2246

288,125

Erro

(ppm)

0,72

1,8

1,7

Fragmentos
MS/MS +/

energia (eV)

[M-H] 229, 174,
119, 106 25eV

[M+H]* 317, 250,
163, 107 30eV
[M+H]* 259, 235,
221,199, 173,
159, 149, 135,
121, 107 20eV
[M+H]* 249, 221,
205, 187, 173,
149, 135, 121,
109 25eV
[M-H]- 250, 227,
203, 187, 164,
149, 118, 105 30
eV
[M+H]* 446, 347,
324,298, 272,
246,201, 178,
137,133 25eV

Formula

Molecular

C18H2802
(12)

C18H3002
(13)

C18H2403
(14)

Compostos EH EE ED
identificados /
classe de

compostos

Acido X

estearidénico

(Acido graxo)
a-Acido X

linolénico

(Acido graxo)
3-geranil-4- X X
hidroxibenzoato

de metila

Referéncias

Da Costa Silva et
al. (2019)
Metlin-Abecasis et
al. (2002)
MassHunter

Abu-Reidah et al.,
(2015a)
Leite, Afonso e
Aquino (2010)

Ramos et al.
(2009)
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Tabela 6. Proposta de identificagcdo dos compostos em EHO1, EEO1 e EDO1 das folhas de P. arboreum. (conclusao)

tr(min)

10,983

11,226

11,824

fon
molecular
[M+H]*

289,1800

634, 4548

fon Massa Massa Erro

(ppm)

Fragmentos
MS/MS +/-

energia (eV)

molecular
[M-HJ

exata molecular

- - - - [M+H]* 259, 241,
213, 199, 185,
163, 149, 135,
121,107 15 eV

- [M+H]*617, 535,

291,133 30 eV

[M-H]- 259, 236,

188, 146, 124 25

eV

277,211 - - -

Férmula Compostos EH EE ED

Molecular identificados /
classe de

compostos

Nota: Tr: Tempo de retencédo (min); ndo identificado: —; x: indicada que o composto esta presente na respectiva amostra.

Referéncias
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Figura 15. Estrutura dos compostos identificados no EH, EE e ED das folhas das folhas de P. arboreum.
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Figura 16. Cromatogramas de picos base do EH02, EE02 e EDO2 (folhas de P. aduncum) obtidos por CLAE-EM nos modos negativos (-) e positivos (+).
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tr(min)

0,671

3,817

5,099

5,752

5,815

6,315

Tabela 7. Proposta de identificacdo dos compostos em EH02, EE02 e ED02 das folhas de P. aduncum. (continua)

fon
molecular
[M+H]*

180,1029

318,1336

234,1499

387,2025

611,1602

fon
molecular
[M-H]

431,1924

609,1462

Massa

exata

318,1336

611,1607
/
609,1461

Massa Erro

molecular (ppm)

317,1263 0,0
610,1534 -0.8/
0,2

Fragmentos
MS/MS +/-
energia (eV)

[M+H]* 163, 151,
145, 137, 127,
117, 109 20eV

[M+H]* 291, 255,
219, 195, 167,
150, 146, 133,

107 30eV
[M+H]*
217, 199, 189,
175, 161, 157,
137,149, 129
25eV

[M-H]- 195, 160,
153, 135 30eV

[M+H]* 372, 270,
228, 209, 191,
149, 125 20eV

[M+H]* 557, 497,
449, 395, 287,

263 30eV
/[M-H]- 519, 489,
447, 429, 400,
369, 327, 219,
197, 135 30eV

Férmula

Molecular

C17H19NOs

(15)

C27H30016

(16)

Compostos
identificados /
classes de

compostos

Aduncamida

(Alcaloide)

Luteolina-6,8-di-
C-hexosideo ou

lucenina-2

(flavonol)

EH

EE

ED

49

Referéncias

Parmar et al.
(1997) e Orjala
et al. (1993)

Pubchem-Kim
et al. (2016)
Breiterl et al.

(2011) e Abu-
Reidah et al.

(2015a)



Tabela 7. Proposta de identificagdo dos compostos em EH02, EE02 e ED02 das folhas de P. aduncum. (continuacao)

tr(min) ion ion Massa Massa Erro Fragmentos Férmula Compostos EH EE ED Referéncias
molecular molecular exata molecular (ppm) MS/MS +/- Molecular identificados /
[M+H]* [M-H] energia (eV) classes de
compostos
6,395 197,1172 - 197,1172 196,1099 0 [M+H]* 179, 161, C11H1603 Loliolida X GNPS-Wang
133, 121, 107, (4) etal. (2016)
105 (monoterpene Calixto et al.
25eV lactone) (2017)
Kimura et al.
(2002)
NEERGAARD
et al. (2010)
6,499 449,1079 447,0928 449,1078 448,1006 -1,17 [M+H]* 413, 383, C21H20011 Luteolina-6-C- X Abu-Reidah et
/ 0,2 357, 329, 299, glucosideo al. (2015a)
447,0933 149, 103 20eV (17) El-Desouky et
[M-H] 429, 357, (flavonol) al. (2007)
327, 297, 223,
194, 133 30eV
6,747 433,1131 - 433,1128 432,1056 0,7 [M+H]* 415, 379, C21H20010 canferol-3-O- X Wojtanowski;
337, 313, 287, (18) ramnosideo Mroczek
283, 165, 121 (2018)
30eV (flavonol) e Da Silva et
al. (2019)
7,163 373,2224 - 373,2221 372,2148 0,8 [M+H]* C19H3207 (6S,9S)- X X Luyen et al.
314, 227, 193, (19) roseosideo (2017)
177, 135, 109

25eV (Chalcona)



tr(min)

8,260

9,209

9,352

9,461

9,777

Tabela 7. Proposta de identificagdo dos compostos em EH02, EE02 e ED02 das folhas de P. aduncum. (continuagao)

fon fon
molecular
[M+H]*

molecular
[M-H]

336,1812 -

271,1319 -

221,1180 -

291,1591 -

287,1644 -

Massa

exata

2211172

291,1591

287,1642

Massa

molecular

220,1099

290,1591

286,1569

Erro

(ppm)

3,62

0,0

0,7

Fragmentos
MS/MS +/-

energia (eV)

[M+H]* 285, 241,
185, 173, 157,
129 25eV
[M+H]* 253, 227,

185, 171, 107
20eV
[M+H]* 208, 189,
182, 165, 153,
147,133, 121,
109, 105 20eV
[M+H]* 276, 217,
199, 165, 151,
107 30eV

[M+H]* 269, 231,
187, 165, 135,
109 20eV

Férmula

Molecular

C13H1603
9)

C17 H22 04
(21)

C18H2203
(22)

Compostos
identificados /
classes de

compostos

Etil-2-
Benzilacetoaceta

to

Laurenobiolida

(Iactona

sesquiterpénica)

metil 2,2-dimetil-
8-(3"-metil-2"-
butenil)-2H-1-
chomeno-6-

carboxilato

(cromeno)

EH

EE

51

ED Referéncias

Chemspider-
Ayers et al.
(2012)

FUKUYAMA et
al., 2011.

Souza et al.
(2019)



tr(min)

9,778

9,828

10,108

10,343

10,513

Tabela 7. Proposta de identificagdo dos compostos em EH02, EE02 e ED02 das folhas de P. aduncum. (continuacao)

fon

molecular

[M+H]*

273,1120

507,2014

267,1741

fon

molecular

[M-H]

271,1005

293,2140

Massa

exata

273,121

507,2013

293,2132

Massa

molecular

272,1049

506,1941

294,2195

Erro

(ppm)

0,2

2,73

Fragmentos
MS/MS +/-
energia (eV)

[M+H]* 255, 219,
177, 163, 105
25eV

[M-HJ
238, 210, 165
152, 124, 103

25Ev

[M+H]*
457, 433, 327
285, 249, 187

105 256V

[M+H]*
226, 190, 155
117, 100 256V

[M-HJ
275, 239, 223
195, 167, 121,

109 30eV

Férmula

Molecular

C16H1604
(23)

C29H3008
(24)

C18H3003
(25)

Compostos
identificados /
classes de

compostos
2',6'-dihidroxi-4'-
metoxi

dihidrochalcona

(Chalcona)

Piperaduncina B

(chalconas)

Acido
hidroxioctadecatri

endico

(acido graxo)

EH

EE

ED Referéncias

KARTIKA et
al. (2019)

X Parmar et al.
(1997) e Orjala
et al. (1994)

Goémez-Romer
et al. (2010)
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tr(min)

10,559

10,579

11,060

11,425

11,812

Tabela 7. Proposta de identificagdo dos compostos em EH02, EE02 e ED02 das folhas de P. aduncum. (conclusao)

fon
molecular
[M+H]*

277,2165

425,2322

fon

molecular

[M-H]

587,1985

287,1667

277,2188

Massa

exata

277,2162

287,1653

425,2323

277,2173

Massa

molecular

276,2089

288,1725

424,2250

278,2246

Erro

(ppm)

1,0

4,8

5,41

Fragmentos
MS/MS +/-
energia (eV)

[M+H]*
249, 214, 185,
135, 121, 107

20eV

[M-HJ
442, 350, 287,
181 20eV

[M-H]- 193, 181,
149 15eV

[M+H]*
363, 301, 195,
153, 107 30eV
[M-H] 268, 182,
139 5eV

Féormula

Molecular

C1gH2802
(12)

C18H2403
(14)

C26H3205
(27)

C18H2002
(28)

Compostos EH EE
identificados /
classes de
compostos
Acido X X

estearidonico

(acido graxo)

Metil-3-geranil-4- X
hidroxibenzoato

Adunctina E X

(chalconas)

Acido linolénico X

(Acido graxo)

Nota: Tr: Tempo de retencéo (min); ndo identificado: — ; x: indicada que o composto esta presente na respectiva amostra.

ED Referéncias

Da Costa Silva
et al. (2019)
Metlin-
Abecasis et al.
(2002)

Ramos et al.
(2009)

Parmar et al.
(1997) e Orjala
et al. (1993)
Gbémez-
Romero et al.
(2010)
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Figura 17. Estrutura dos compostos identificados no EH, EE e ED das folhas de P. aduncum
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As prospeccgdes fitoquimicas realizadas indicavam uma prevaléncia de
flavonoides, alcaloides e acidos graxos mesmo que de baixa intensidade para
alguns extratos, presenca essa que foi confirmada pela técnica de
espectrometria de massas. Assim, pode ser identificado nos amostras EHO1,
EEO1, EEO2 e EDO2, alguns flavonoides, como os flavondis : (epi)catequina (1),
isoshaftoside (5), taxifolina (10), lucenina-2 (16), luteolina-6-C-glucosideo (17),
canferol-3-O-ramnosideo  (18), as chalconas: 2',6'-dihidroxi-4'-metoxi
dihidrochalcona (23), piperaduncina B (24) e a adunctina E (27).

Os acidos graxos foram identificados apenas nas extragdes de hexano e
etanol para ambas  espécies, os compostos  foram: acido
trinidroxioctadecadiendico (7), acido estearidénico (12), acido a-Linolénico (13),
acido hidroxioctadecatriendico (25), acido 13-hidroxi-9,11-octadecadiendico (26)
e acido octadecatriendico (28).

Compostos de terpenos foram encontrados nas amostras EHO1, EHO2,
EEO02, EDO1 e EDO2, como as lactonas de monoterpeno: loliolide (4) e a de
sesquiterpeno: laurenobiolida (21) e (6S,9S)-roseosideo (19).

Por fim, também foram identificados nas amostras EHO1, EEO1, EEQ2,
EDO1 e ED0O2 os compostos de alcaloides, como as amidas: piperilina (8),
aduncamida (15), e a aporfina: asimilobina (3). Esses compostos correspondem
a classe de compostos com mais sinais apresentados na Tabela 5 que aborda
os estudos fitoquimicos dos extratos analisados.

Para exemplificar a identificacdo da composi¢cao por espectrometria de
massas, a Figura 18 mostra o espectro de massas de fragmentagdo no modo
positivo da asimilobina (3) e a Figura 19 apresenta uma proposta de

fragmentacao para esse composto baseada em De Lima et al. (2020).

Figura 18. Espectro EM/EM do composto 3 em modo positivo da amostra ED0O1
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Figura 19. Proposta de mecanismo de fragmentacéo para o asimilobina (3).
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Fonte: adaptado de De Lima et al. (2020).

A fragmentacdo do composto 3 de m/z 268 no modo positivo, sofre um
rearranjo do hidrogénio no carbono 3 do anel C para o nitrogénio do anel B,
ocorrendo uma ruptura do anel B que favorece no mecanismo da clivagem
indutiva simples na molécula de nitrogénio (-17u de massas), gerando o primeiro
ion de fragmento m/z 251.

O segundo ion fragmentado m/z 219 ocorre devido a protonacao do éter
ao capturar o H da hidroxila, que se torna um bom grupo de partida formando
um alcool metilico, logo o oxigénio se liga ao anel A formando um epoxido. Neste
ion, ocorre a quebra do epéxido formando uma carbonila.

Por ultimo, que € o ion precursor fragmentado m/z 191, ele se forma com
a eliminagcéo da molécula de monoxido de carbono da carbonila ciclica por uma
reacdo de deslocamento de elétrons. Assim, vemos no espectro que ele € o

correspondente do pico base do composto.

-17u
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5.4 Andlise da atividade antimicrobiana

Neste trabalho a atividade antimicrobiana foi determinada através da
concentracgao inibitéria minima (CIM). O método de concentragéo utilizado na
analise foi o da microdiluicdo em caldo, como descrito no item 4.6. Os extratos

foram avaliados frente as atividades antibacteriana e antifungica.

-Analise de atividade antibacteriana.
Os extratos estudados foram avaliados quanto a atividade contra
bactérias aerdbias e anaerdbias da cavidade bucal. A Tabela 8 apresenta os

resultados obtidos.

Tabela 8. CIM (ug mL-1) para os extratos das folhas P. arboreum e P. aduncum.

Bactérias Hexano Etanol Diclorometano
P.a. P. ad. P. a. P. ad. P. a. P. ad.
(EHO1) (EHO02) (EEO1) (EE02) (EDO1) (ED02)
Aerébias
S. Mutans >400 400 >400 >400 >400 >400
S. mitis 400 200 >400 >400 >400 >400
S. sanguinis 100 200 >400 100 >400 >400
Anaerdébias
P. gingivalis 100 200 >400 50 >400 >400
F. nucleatum 200 400 400 200 >400 >400
A. naeslundii 100 100 >400 50 >400 >400

Nota: P. a.: P. arboreum, P. ad.: P. aduncum; Controle positivo: Clorexidina e Metronidazol.

Segundo Holetz e outros (2002), quanto menor o valor de CIM, melhor
atividade antimicrobiana das amostras. Assim, um extrato é considerado com
atividade antimicrobiana promissora quando a CIM é menor que 100 yg mL",
valores entre 100 e 500 ug mL-' € moderada, entre 500 a 1.000 ug mL-" é fraca
e acima de 1.000 yg mL-! é considerada inativa.

A analise do extrato hexanico nas duas espécies Piper mostraram serem
de maior atividade para as bactérias anaerdbias (P. gingivalis e A. naeslundii) e
somente uma bactéria aerdbia (S. Sanguinis) com valores de CIM iguais a 100
pug mL"', as demais bactérias de atividades moderadas. Esses resultados
promissores podem ser atribuidos a intensa presenca de classes de terpenos,
acidos graxos, fendis, agucares, flavonoides e esteroides, como verificado
anteriormente na Tabela 5. Na busca por compostos para esses extratos, foi

encontrado o composto (21) uma lactona sequisterpenica que também é
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estudada no trabalho de FUKUYAMA e outros (2011), mostrando efeito de
inibicado do crescimento contra outros tipos de patdégenos periodontais testados
para diferentes espécies de folhas, concluindo assim um composto promissor
frente a tais bactérias.

Entretanto, os extratos etandlicos so foram observados resultados mais
ativos para espécie P. aduncum, no qual as mesmas bactérias anaerdbias se
destacaram também, com valores excelentes de CIM de 50 yg mL™', e inibigao
evidente para apenas uma bactéria aerdbia, S. Sanguinis (CIM 100ug mL"). Pela
prospecc¢ao fitoquimica, item 5.2, essa amostra se destacou na Tabela 5 por
possuir mais quantidades de sinais nas classes de compostos, em énfase para
as classes como flavonoides e alcaloides. Um exemplo de identificacdo nesses
extratos foi o composto (15) (Tabela 7) da classe de alcaloides que também
constataram em Orjala e outros (1993), como promissor para a atividade
antibacteriana utilizando o extrato de 6leo essencial de P. aduncum.

Os resultados demonstram que os extratos diclorometano de ambas
espécies ndo conseguiu inibir o crescimento bacteriano em concentragdo menor
que 400 yg mL-', foram previstos baixos sinais para compostos das classes
analisadas na Tabela 5.

Os mecanismos pelos quais os produtos naturais podem inibir o
crescimento de microrganismos sdo diversos, alguns estudos apontam que a
agao antimicrobiana dos extratos estaria ligada ao carater hidrofilico dos grupos
funcionais e o carater lipofilico do esqueleto de hidrocarboneto dos compostos
presentes (SOUSA, 2015).

Portanto, foi possivel verificar que a amostra mais ativa frente a bactéria
anaerobia foi a extracdo em etanol da espécie P. aduncum (EE02). Para as
bactérias aerdbias, os extratos em hexano de ambas espécies se mostraram
serem mais ativas na inibi¢ao.

Dessa forma, essas amostras possuem grande potencial de prevengao de

bactérias bucais, como as caries e periodontites citado no item 2.4.
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-Analise da atividade antifungica

Os resultados de CIM para os extratos avaliados frente atividade
antifungica esta apresentado na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade antifungica para os extratos das folhas P. arboreum e P. aduncum.

CIM (ug mL™)
Fungos
Hexano Etanol Diclorometano
P.a. P. ad.
P.a. P.ad. P.a. P.ad.

(EHO1) (EH02) (EEO1) (EE02) (EDO1) (EDO02)

C.albicans 3000  >3000 187,5 375 375 >3000
C. tropicalis 750 >3000 46,75 187,5 187,5 >3000
>3000 >3000

C. glabrata >3000 >3000 93,75 375

Nota: P.a.: P. arboreum; P.ad.: P. aduncum; Controle positivo: Anfotericina (1,0 ug mL").

Segundo Kuete (2010), a atividade antifungica de extratos de vegetais
pode ser classificada como significantes quando o valor da CIM ¢ inferior a
100 yg mL-'; moderados para CIM entre 100 a 625 ug mL™" e fracos quando CIM
¢ superior a 625 ug mL".

Observando os resultados mostrados na Tabela 9, verifica-se que, para
ambas as espécies, o extrato etanodlico apresentou melhores resultados, sendo
que a espécie P. arboreum se destacou para as trés candidas: atividade mais
significativa para C. Tropicalis ( CIM 46,74 ug mL"), C. Glabrata (CIM 93,74 ug
mL-") e moderado para C. albicans (CIM 187,5 uyg mL™"). Enquanto a espécie P.
aduncum apresentou atividade moderada para os trés fungos, sendo C.
Tropicalis menos resistente a inibigdo (CIM 187,5 yg mL-"). Essa boa atividade
pode ser atribuida a presenca de flavonoides. Ha na literatura trabalhos como o
de Martins et al. (2015) que verificaram a atividade antifungica de flavonoides
como a catequina contra C. albicans e C. glabrata.

Para o extrato em diclorometano, somente a espécie P. arboreum
apresentou inibicdo com valores moderados para as C. albicans (CIM 375 ug
mL") e C. tropicalis (CIM 187,5ug mL"), sendo esta Ultima de valor mais
satisfatorio. Este extrato para ambas as folhas Piper, foi indicado nas

prospecgoes fitoquimicas a presenga de alcaloides e terpenos.
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Em extrato hexanico, ndo foi alcangado resultados aceitaveis de
inibicdes frente a cepas de fungo trabalhadas, apesar de ter apresentado classes
de compostos variados, com sinal significativo a terpenos conforme visto
anteriormente.

Portanto, dentre as trés espécies de Candida analisadas, a que mostrou
ter melhor concentragao inibitéria minima frente aos extratos foi a C. tropicalis,
com valores excelentes para EEO1 e moderados para EEO2 e EDO1. Esses
resultados mostraram que diferentes metabolitos secundarios presentes nos
extratos, como: terpenos, alcaloides, fenadis e flavonoides, sdo ativos com maior
potencial antifungico (NEGRI et al., 2014, TEODORQO et al., 2015).

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho mostra a potencialidade dos extratos obtidos das folhas das
duas espécies P. arboreum e P. aduncum, como fonte natural de compostos com
atividade antimicrobiana frente as bactérias relacionadas as doencas bucais e
fungos obtendo resultados promissores de inibigoes.

Na prospecgao fitoquimica foi observada a presencga de varias classes de
compostos as quais foram confirmadas pela espectrometria de massas (CLAE-
EM/EM). No extrato em hexano, a prospeccao fitoquimica indicou a presenca de
alcaloides e terpenos, no extrato em etanol observamos a presenca de alcaloides
e flavonoides, e o extrato em diclorometano apresentou poucos indicios de
terpenos e acidos graxos.

Para a atividade antibacteriana, a espécie de P. arboreum apresentou
uma inibicdo maior no extrato hexanico, tendo 6timos resultados frente as trés
bactérias anaerdbia e apenas uma para bactérias aerdbias. Ja a espécie P.
aduncum apresentou resultados de inibicdo para o extrato hexanico e etandlico
sendo que o etandlico se destacou com menores valores de CIM para bactérias
anaerobias. Para ambos extratos mencionados, foram identificados compostos
em comum como alcaloides e terpenos, tornando os possiveis responsaveis pelo
resultado adquirido da atividade antibacteriana.

Na atividade antifungica as amostras EEO01 e EE02 apresentaram
melhores resultados, sendo que P. arboreum exibiu atividade mais significativa

que P. aduncum. Sugere-se que os flavonoides encontrados, sejam os
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responsaveis pelo resultado da atividade antifungica observada para as trés
espécies de Candidas, com destaque para C. tropicalis que apresentou menores
valores de CIM para trés extratos conforme visto na tabela 9.

Logo, pode considerar que as folhas do género Piper estudadas neste
trabalho sado fonte de compostos com o potencial antimicrobiano, tornando

comercialmente promissoras como possiveis farmacos fitoterapicos.
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8 APENDICE 1

Espectros de fragmentagdes dos ions moleculares encontrados no extrato das folhas de P. arboreum.

Espectro EM/EM (10eV) do composto de m/z 387,1175 (modo negativo) detectado no EE.

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 0,697 min) Frag=175,0V CID@10,0 (387,1242[z=1] -> **) KVOS5NEGMSMS5_10_15eV.d
4 341.1143
3,
2,
14 400.8904  132.0446 179.0581 5406208  247.3292 388.1116
| *
0- L | | | | | | | I
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (20eV) do composto de m/z 180,1035 (modo positivo) detectado no EE.
x10 3 [+ESI Product lon (rt: 0,764 min) Frag=175,0V CID@20,0 (180,1040[z=1] -> **) KVO5POSMSMS20_25_30eV.d
145.0651 163.0759
6,
117.0698
4,
180.1011
i 137.0585 151.0725
2 107.0476 127.0574 * 108.4845
o) T (P PR Al |
T

90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



x10 2
1,4+

1,2

08
06
04

Espectro EM/EM (30eV) do composto de m/z 178,0922 (modo negativo) detectado no EE.

-ESI Product lon (rt: 1,206 min) Frag=175,0V CID@30,0 (178,0922 -> **) KVOSNEGMSMS20_25_30eV.d

149.0645
135.0471

104.0636 129.0309 163.0068

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto de m/z 316,1406 (modo positivo) detectado no EE.

+ESI Product lon (rt: 0,847 min) Frag=175,0V CID@30,0 (316,1430[z=1] -> **) KVO5POSMSMS20_25_30eV.d

137.0615

164.0680
113.9742 220.1005  246.0787 275.2642 298.1209

Ll ’\ | “‘ M

TS S PR P il | |

I PR I, \ A

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto 1 de m/z 291,0867 (modo positivo) detectado no EE.

+ESI Product lon (rt: 5,810 min) Frag=175,0V CID@30,0 (291,0868[z=1] -> **) KVO5POSMSMS20_25_30eV.d
139.0370

117.0789 164.0717

188.6718 238.0607

| s N R ] | o .
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (20eV) do composto 1 de m/z 289,0721 (modo negativo) detectado no EE.

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 5,673 min) Frag=175,0V CID@20,0 (289,0793[z=1] -> **) KVO5NEGMSMS20_25_30eV.d
109.0320
1,
4 125.0265
0.75 205.0517
0,5 145.0385 161.0326 247 0419 274.0764
0.25- 183.0373 223.0842
0- | H | ‘ \‘ \‘ ‘ ‘ [ ‘\ [ | H
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (30eV) do composto 2 de m/z 447,0940 (modo negativo) detectado no EE.
x10 1 |-ESI Product lon (rt: 5,756 min) Frag=175,0V CID@30,0 (447,1625 -> **) KVOSNEGMSMS20_25_30eV.d
2.5 117.9904 220.0039
27 179.0717
1,5
N 269.0956 423.6615
\ | M
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (30eV) do composto 3 de m/z 268,1333 (modo positivo) detectado no ED.
x10 3 |+ESI Product lon (rt: 5,936 min) Frag=175,0V CID@30,0 (268,1351[z=1] -> **) KV09_03POSMSMS20_25_30eV.d
44 191.0842
3,
2 219.0808 236.0807
251.1031
14 100.9833  119.0836 5, 4474 165.0711 1901009 ’ ’
0 | | [ L . [ PR R R m\l , \L_ L ‘ ‘\\m‘ ’\_ L. ‘_\
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (15eV) do composto 4 de m/z 431,1930 (modo negativo) detectado no EE.

x10 1 |-ESI Product lon (rt: 5,847 min) Frag=175,0V CID@15,0 (431,2008[z=1] -> **) KVOS5NEGMSMS5_10_15eV.d
4 153.0951
3,
179.0592 242 6623 385.1127
2] 334.2313 432.2043
14 109.9933 H *
| | ‘

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto 4 de m/z 387,2003 (modo positivo) detectado no EE.
x10 2 |+ESI Product lon (rt: 5,944 min) Frag=175,0V CID@30,0 (387,2016[z=1] -> **) KV0O5POSMSMS20_25_30eV.d

149.0240
5,
4,
119.0435 1631016
3 :
285.0597
2 107.0842 234.1395 355.2439
kN ‘ ‘ ‘ ! ‘ | M ! | ‘ ‘ Ly "
T T T T T T T T T T T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (25eV) do composto 5 de m/z 197,1173 (modo positivo) detectado no EH.
x10 3 |+ESI Product lon (rt: 6.411 min) Frag=175.0V CID@25.0 (197.1194[z=1] -> **) KVO3POSMSMS20_25_30eV.d
3
2.5
24 179.1082
154 161.0960
14 119.0832 128.0606 143.0883 151.1145 197.1135
0.5 A W i . . H n . . . . . *

90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



x10 4

1,754
1,5+
1,25+

Espectro EM/EM (30eV) do composto 6 de m/z 565,1558 (modo positivo) detectado no EE.

x10 4

0,81
0,61
0,41

+ESI Product lon (rt: 6,615 min) Frag=175,0V CID@30,0 (565,1591[z=1] -> **) KVO5POSMSMS20_25_30eV.d
433.1120

313.0690
121.0298  171.7024 243.0241 367.0776 469.1133 565.1545

®

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto de m/z 535,1482 (modo positivo) detectado no EE.

0,2+

+ESI Product lon (rt: 6,749 min) Frag=175,0V CID@30,0 (535,1482[z=1] -> **) KVO5POSMSMS20_25_30eV.d

379.0820 481.1147

433.0906

R N N “WWLLM_LLm LKHL. I

167.0757 222.0743 337.0677 \
|

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z 267,1738 (modo positivo) detectado no ED.

+ESI Product lon (rt: 6,993 min) Frag=175,0V CID@25,0 (267,1738[z=1] -> **) KV09_03POSMSMS20_25_30eV.d

165.0946
253.1033

117.0132

202.1547
232.1622
142.0457 177.0690 32.16

1 ‘ ‘ ‘ ‘\“ L o

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

72



73

Espectro EM/EM (20eV) do composto 7 de m/z 235,0979 (modo negativo) detectado no EH.
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 7.831 min) Frag=175.0V CID@20.0 (235.1043[z=1] -> **) KVO3NEGMSMS20_25_30eV.d

217.0895
5.2+

4.8+
158.0770 235.0995

4.6+ *
4.4

4.2 118.0458 133.0661 149.0250 177.0607 201.0591

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (15eV) do composto 8 de m/z 327,2178 (modo negativo) detectado no EE.

x10 1 |-ESI Product lon (rt: 8,785 min) Frag=175,0V CID@15,0 (327,2230 -> **) KVOSNEGMSMS5_10_15eV.d
6+ 171.1063
4 291.1990
24 110.4137 211.1370
0 \ ‘ | \ |

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (25eV) do composto 9 de m/z 272,1281 (modo positivo) detectado no EH.

x10 4 |+ESI Product lon (rt: 8.960 min) Frag=175.0V CID@25.0 (272.1294[z=1] -> **) KVO3POSMSMS20_25_30eV.d
201.0541

2,
15 135.0432

1,
05 1150530 143.0491 171.0426 1860611 218.1021 2541201  272.1269

N
i L L

\
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (25eV) do composto 10 de m/z 221, 1172 (modo positivo) detectado no EH.
x10 5 |+ESI Product lon (rt: 9.363 min) Frag=175.0V CID@25.0 (221.1188[z=1] -> **) KV03POSMSMS20_25_30eV.d

165.0543

133.0278

14 105.0336

121.0283 147.0439 179.0690 189:0895 206.1051 221.1101

0 \m‘ | ‘\“ | , \ | *
95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (20eV) do composto 10 de m/z219,1035 (modo negativo) detectado no EH.

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 9.393 min) Frag=175.0V CID@20.0 (219.1096 -> **) KVO3NEGMSMS20_25_30eV.d
2.5
164.0508
2 149.0273
1.5
1 105.0373 117.0383 134.0399 175.0686 186.0714 204.0809  219.1062

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (20eV) do composto 11 de m/z 303,1629 (modo negativo) detectado no EH.

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 9.795 min) Frag=175.0V CID@20.0 (303.1683 -> **) KVO3NEGMSMS20_25_30eV.d
2.5+
3034625

285.1522
177.0591

118.0455
0.5+ 149.0278 191.0749 219.0714 2441436 271.1248 ‘

i I ‘ VTRV PRl B P " bl . . i
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (30eV) do composto 12 de m/z 287,1646 (modo positivo) detectado no EH.

x10 3 |+ESI Product lon (rt: 9.916 min) Frag=175.0V CID@30.0 (287.1646[z=1] -> **) KVO3POSMSMS20_25_30eV.d

1.24 165.0554

1,

119.0842
0.8+
131.0815 189.0558

0.6
0.4 145.0969 2040799 4
0.2 l ‘ ’ ' 268.3705

' Ll L. \“ R | | “H \‘ | *

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z 273,1509 (modo negativo) detectado no EE.

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 10,220 min) Frag=175,0V CID@25,0 (273,1553 -> **) KVO5NEGMSMS20_25_30eV.d
106.0446
1,54
14
150.0324 229.1622
119.0541 174.1016
0,54 ‘ *

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto de m/z 452,3250 (modo positivo) detectado no ED.

x10 2 |+ESI Product lon (rt: 10,363 min) Frag=175,0V CID@30,0 (452,3253[z=1] -> **) KV09_03POSMSMS20_25_30eV.d

3,54

3 250.9791

163.1271

25, 107.0863

2] 192.9886 317.1887 453.1175
15 ‘ ‘ ‘ 271.9756 365.1529 414.1252 ¢

’ | | |

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



x104

2.5+

Espectro EM/EM (30eV) do composto 13 de m/z277,2164 (modo positivo) detectado no EH.

76

+ESI Product lon (rt: 10.553 min) Frag=175.0V CID@20.0 (277.2188[z=1] -> **) KVO3POSMSMS20_25_30eV.d
121.1006

x103
1.4+

1.2

0.8+
0.6
0.4+
0.2+

149.1317
277.2138
L 173.1312 199.1469 235.1696 259.2035
dl |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (30eV) do composto 14 de m/z 279,2324 (modo positivo) detectado no EH.
+ES| Product lon (rt: 10.838 min) Frag=175.0V CID@25.0 (279.2339[z=1] -> **) KVO3POSMSMS20_25_30eV.d
109.1017 135.1183
121.1024
149.0262
173.1283
‘ ’ 205.1657 221.0855 249.0826 279.2347
\\\L‘H | ‘ .“m ‘\ H.‘I\w ‘ ’ ‘\H‘\ \ L L \\H ‘ . . \’\
I I i I i | [} | i | i | [} i i | [} | i | i
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z 2871678 (modo negativo) detectado no EH.

-ESI Product lon (rt: 10.885 min) Frag=175.0V CID@25.0 (287.1738[z=1] -> **) KVOBNEGMSMS20_25_30eV.d

164.0508

287.1675
105.0375 .
134.3803 177.0595 203.0759 228.1547 2545611

! L ! . . L I8

80 90 100 110 120 130 140 150
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320



Espectro EM/EM (30eV) do composto 15, de m/z287,1658 (modo negativo) detectado no EE.

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 10,874 min) Frag=175,0V CID@30,0 (287,1730[z=1] -> **) KVO5NEGMSMS20_25_30eV.d
7,
149.0258
6  105.0363
5 164.0501
4
3,
118.0370 187.0486 203.0768 227.1501 250.3153
27 *
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z517,3099 (modo positivo) detectado no EH.
x10 4 |+ESI Product lon (rt: 10.888 min) Frag=175.0V CID@25.0 (517.3099[z=1] -> **) KVO3POSMSMS20_25_30eV.d
2.5 272.1276
24
1.5
14 201.0531
0.5 133.0661 298.1837  347.1754 446.2327 o17.3049
L U. I L L
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (15eV) do composto de m/z289,1819 (modo positivo) detectado no EH.
x10 4 |+ESI Product lon (rt: 10.983 min) Frag=175.0V CID@15.0 (289.1819[z=1] -> **) KV03POSMSMS5_10_15eV.d
8,
6,
121.1012 135.1164
4 107.0856 149.1319
259.2052
21 163.1482 185.1322 199.1476 213.1659 241.1929
0,‘\“““‘\‘\1‘ \“MH‘\‘M‘.H‘“ NN , B , ‘ \‘

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




Espectro EM/EM (30eV) do composto de m/z 634,4548 (modo positivo) detectado no ED.
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x10 3 |+ESI Product lon (rt: 11,436 min) Frag=175,0V CID@30,0 (634,4573[z=1] -> **) KV09_03POSMSMS20_25_30eV.d

1.2 133.0858

14
0,8

177.1102
067 221.1373
0,4+ ' 291.2317 378.1550 426.5283 491.2777 617.4063
0,2- T PRI A DR S T R V.
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z 277,2111 (modo negativo) detectado no EH.
x10 1 |-ESI Product lon (rt: 11.824 min) Frag=175.0V CID@25.0 (277.2252[z=1] -> **) KVO3NEGMSMS20_25_30eV.d

4.5

4] 188.7299
3.5

3,
2.57 236.8333

2+ 124.6876 146.1042 259.2178 .
1.51 | ‘ |

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



9 APENDICE 2

Espectros de fragmentagdes dos ions moleculares encontrados no extrato das folhas de P. aduncum.

Espectro EM/EM (20eV) do composto de m/z 180,1029 (modo positivo) detectado no EE.

x10 3 |+ESI Product lon (rt: 0,763 min) Frag=175,0V CID@20,0 (180,1036[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
6 145.0653
b 117.0705 163.0759
4
| 180.1016
2 109.0351 127.0540 137.0606 151.0771 N
L L I | l

85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto 16 de m/z 318,1336 (modo positivo) detectado no EE.

x10 2 |+ESI Product lon (rt: 3,881 min) Frag=175,0V CID@30,0 (318,1348[z=1] -> **) KVOBPOSMSMS20_25_30eV.d
4 146.0673
3 164.0649
2 133.0261 219.0218 255.0917
1 107.1920 | | | ’ 195.0827 291.8872
] R N I | I U R | ‘ R | |

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z234,1499 (modo positivo) detectado no EE.

x10 1

+ESI Product lon (rt: 5,390 min) Frag=175,0V CID@25,0 (234,1519[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d

161.0590 175.0763

115.0521 129.0686 149.0576

199.1089 217.1166

Ll b

232.1248

*

100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto 4 [M — H]~431,1924 (modo negativo) detectado no ED.

-ESI Product lon (rt: 5,823 min) Frag=175,0V CID@30,0 (431,1989[z=1] -> **) KV09_04NEGMSMS20_25_30eV.d

153.1052

195.1733
135.0861

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

400 420

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (20eV) do composto 4 de m/z 387,2025 (modo positivo) detectado no EE.
+ESI Product lon (rt: 5,860 min) Frag=175,0V CID@20,0 (387,2040[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
209.1531
125.0070 1094 191.1394
{ \ 228.0634 270.0847 327.0612 372.2487
| | | | | | | | | | | | | | |
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (30eV) do composto 17 de m/z611,1602 (modo positivo) detectado no EE.

x10 3 [+ESI Product lon (rt: 5,759 min) Frag=175,0V CID@30,0 (611,1637[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
3 449.1080
473.1061
2,
353.0667 395.0720
14 497.1027 557.1306
163.1019 207.1355 ‘ ‘
] ‘ { ‘ . L s \ | I L L \ " | |- \ "
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (30eV) do composto 17 [M — H]- 609,1462 (modo negativo) detectado no EE.
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 5,714 min) Frag=175,0V CID@30,0 (609,1569[z=1] -> **) KVOBNEGMSMS20_25_30eV.d
4,
3 369.0628
) 489.1046
2 609.1453
429.0829
14 135.0513 197.0654 247.3209 327.0483 519.1143 563.2214
| ‘\ .
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (25eV) do composto 5 de m/z 197,1172 (modo positivo) detectado no ED.
x10 2 |+ESI Product lon (rt: 6,411 min) Frag=175,0V CID@25,0 (197,1189[z=1] -> **) KV09_04POSMSMS20_25_30eV.d
84 133.1030
6,
105.0723 161.0967 179.1083
44
2. 184.5936

“ 123.1194 151.1131

Ly ] IS

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




x10 3

Espectro EM/EM (20eV) do composto 18 de m/z 447,0928 (modo negativo) detectado no EE.

82

x10 4

-ESI Product lon (rt: 6,352 min) Frag=175,0V CID@20,0 (447,1030 -> **) KVO6NEGMSMS20_25_30eV.d
327.0528 357.0647

447.0944

163.9369 194.4253 223.7631 269.0420 297.0476 399.0782

&

?

180 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

200 220 240

Espectro EM/EM (20eV) do composto 18 de m/z 449,1079 (modo positivo) detectado no EE.

440

460

+ESI Product lon (rt: 6,397 min) Frag=175,0V CID@20,0 (449,1118[z=1] -> **) KV0O6POSMSMS20_25_30eV.d
329.0656
299.0557
353.0658
383.0761 413.0897
103.0367 149.0176 191.0216 231.0661 ‘ .
\ _ 2
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (30eV) do composto 19 de m/z 433,1131 (modo positivo) detectado no EE.
+ESI Product lon (rt: 6,748 min) Frag=175,0V CID@30,0 (433,1154[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
283.0604
313.0701
337.0714
121.0286 165.0145  203.0322 236.0751 L 379.0835  415.1062
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



x10 3
2,54
24
1,54

Espectro EM/EM (25eV) do composto 20 de m/z 373,2224 (modo positivo) detectado no EE.

+ESI Product lon (rt: 7,218 min) Frag=175,0V CID@25,0 (373,2240[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d

135 1157 177.1623

109.1004

193.1554

227.0606 255.0602 279.8707 314.1318 358.2262

0,5+

149.1327 ‘
L ’

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z 336,1812 (modo positivo) detectado no ED.

+ESI Product lon (rt: 8,339 min) Frag=175,0V CID@25,0 (336,1813[z=1] -> **) KV09_04POSMSMS20_25_30eV.d

185.0964
241.1593
173.0978
199.1132

157.1012 257.1581

229.0865 285.1448

129.0689

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (15eV) do composto 21 de m/z 207,1011 (modo positivo) detectado no EH.

x10 4 |+ESI Product lon (rt: 8.447 min) Frag=175.0V CID@15.0 (207.1026[z=1] -> **) KV04POSMSMS5_10_15eV.d

151.0394

109.0649 123.1258 139.0438 165.0552

*

60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (20eV) do composto de m/z271,1309 (modo positivo) detectado no ED.

x10 3 [+ESI Product lon (rt: 9,211 min) Frag=175,0v CID@20,0 (271,1333[z=1] -> **) KV09_04POSMSMS20_25_30eV.d
> 185.0934 227.1417
4
3
171.0815 215.0681 253 1196
21 107.0837 143.0820 | 197.0940 | 238.0976 2% 271.1259
1 A ! k l ‘ L L

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (20eV) do composto 10 de m/z 221,1180 (modo positivo) detectado no EH.

x10 5 |+ESI Product lon (rt: 9.342 min) Frag=175.0V CID@20.0 (221.1192[z=1] -> **) KV04POSMSMS20_25_30eV.d
165.0542
3,
2,
189.0903
14 109.0646 121.0282 133.0284 153.0540 208.0731 221.1172
0, L | \ Ll N | ‘ , L ‘ f B \‘

70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (25eV) do composto 22 de m/z 291,1591 (modo positivo) detectado no EE.

x10 3 |+ESI Product lon (rt: 9,499 min) Frag=175,0V CID@25,0 (291,1606[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
1,54
217.0833
] 163.0438 199.0762
119.0463 1451040 173.0999 291.1678
0,5 | L 4

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (20eV) do composto 23 de m/z 287,1644 (modo positivo) detectado no EE.

x10 4 |+ESI Product lon (rt: 9,751 min) Frag=175,0V CID@20,0 (287,1658[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
2] 165.0547
1,5
" 109.099 135.0452
.0995 . 187.1089
0,5- 231.1008 269.1526 287.1660
J <
0- | ) L R [ T T [ FE T DT PT R i “ A . [T I
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (25eV) do composto 24 de m/z273,1120 (modo positivo) detectado no EE.
x10 4 |+ESI Product lon (rt: 9,901 min) Frag=175,0V CID@25,0 (273,1173[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
6 105.0701
4 163.0391
2- 115.0534 141.0561L 177.0534 219.1011 255.1001
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z 271,1005 (modo negativo) detectado no EE.
x10 4 |-ESI Product lon (rt: 9,806 min) Frag=175,0V CID@25,0 (271,1053[z=1] -> **) KVO6NEGMSMS20_25_30eV.d
5] 152.0139
1,5
14 124.0188
238.0662
05 103.0560 165.0207 210.0715 271.1009
] | M

70

80

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



Espectro EM/EM (20eV) do composto 25 de m/z 507,2014 (modo positivo) detectado no ED.

x10 3 |+ESI Product lon (rt: 10,200 min) Frag=175,0V CID@20,0 (507,2054[z=1] -> **) KV09_04POSMSMS20_25_30eV.d
1,24 457.1591

0,8+ 489.1866
273.1115
0,6 105.0657 153.0523 357.1487

0,4 ‘ 205.0843 243.0554 305.2328 439.1630
0,2- | | \ ®
T

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (25eV) do composto de m/z 267,1241 (modo positivo) detectado no EE.

x10 3 |+ESI Product lon (rt: 10,438 min) Frag=175,0V CID@25,0 (267,1731[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
100.9869
1,5+
14 155.0479
05. 117.9972 135.0807 190.9454 226.8982 271.1107
' *

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto 26 de m/z 293,2140 (modo negativo) detectado no EH.

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 10,543 min) Frag=175,0V CID@30,0 (293,2202[z=1] -> **) KVO4ANEGMSMS20_25_30eV.d

1,251 195.1425
1 223.1411
275.1987

0,75
109.0688 167.1112 205.1235

o 293.2145
Do 128.0790  150.1057 239.1737 .

0 I L H\“ ! I

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (20eV) do composto 13 de m/z 277,2165 (modo positivo) detectado no EE.

x10 3 |+ESI Product lon (rt: 10,605 min) Frag=175,0V CID@20,0 (277,2174[z=1] -> **) KVO6POSMSMS20_25_30eV.d
1,5+ 135.1190
1 107.0853
159.1232 185.1360 214.1599 249.0961
051 i .
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (20eV) do composto de m/z587,1985 (modo negativo) detectado no ED.
x10 1 |-ESI Product lon (rt: 10,624 min) Frag=175,0V CID@20,0 (587,1985[z=1] -> **) KV09_04NEGMSMS20_25_30eV.d
g 287.0951
6,
44 181.0543 4301605 541.1791
2 355.1610 .
| ‘ | \ I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro EM/EM (25eV) do composto 27 de m/z 295,2287 (modo negativo) detectado no EH.
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 10,795 min) Frag=175,0V CID@25,0 (295,2363[z=1] -> **) KVO4NEGMSMS20_25_30eV.d
6,
195.1415 277.2203 995 2319
49 .
i 113.0989
2 136.2195 179.1468 233.2199 249.2198
0- ‘ | 1, ‘ i [ | , “\

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro EM/EM (30eV) do composto de m/z 289,1890 (modo positivo) detectado no EH.

x10 4

2,25+

1,75+
1,5+
1,25+

+ESI Product lon (rt: 10,985 min) Frag=175,0V CID@30,0 (289,1892[z=1] -> **) KV04POSMSMS20_25_30eV.d
107.0853

165.0543 513 0998 271.1693

| | *

x10 1

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (15eV) do composto 15 de m/z 287,1667 (modo negativo) detectado no EE.

-ESI Product lon (rt: 11,143 min) Frag=175,0V CID@15,0 (287,1734[z=1] -> **) KVO6NEGMSMS5_10_15eV.d

181.0501

288.1834
193.0530 *

x103

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro EM/EM (30eV) do composto 28 de m/z 425,2322 (modo positivo) detectado no EE.

+ESI Product lon (rt: 11,528 min) Frag=175,0V CID@30,0 (425,2354[z=1] -> **) KVOSPOSMSMS20_25_30eV.d
195.0654

153.0533

107.0483 301.1059

137.1300 247.0950 283.0943 363.2061 425.2910
*
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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x10 2
1,25

0,75+
0,5+
0,25

Espectro EM/EM (5eV) do composto 29 de m/z 277,2188 (modo negativo) detectado no EH.

-ESI Product lon (rt: 11,837 min) Frag=175,0V CID@5,0 (277,2244[z=1] -> **) KVO4ANEGMSMS5_10_15eV.d
2779227

139.4776 268.5866

182.9241

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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