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Estudo Quimico e da Atividade
Leishmanicida de Fra¢oes de Piper
cabralanum C.DC. (Piperaceae)

Chemical Composition and Antileishmanial
Activity from Fractions of Piper cabralanum
C.DC. (Piperaceae)

Resumo

Folhas de Piper cabralanum CDC. foram coletadas no Municipio de
Teresépolis/RJ, em érea particular préoxima ao Parque Nacional da Serra
dos Orgados. O material vegetal foi seco em estufa a 40°C e, em seguida,
submetido a extracdo com metanol por maceracdo estatica. O extrato
metandlico foi concentrado e particionado em solventes de diferentes
polaridades, rendendo fragdes sollveis em n-hexano, diclorometano, ac-
etato de etila e n-butanol. O extrato metandlico bruto e suas particdes
foram testadas em promastigotas de Leishmania amazonensis. Somente o
extrato metandlico bruto e sua particdo em n-hexano (PCA-Hex) mostra-
ram boa atividade contra L. amazonensis (CE,, de 30 ug/ml e 25 ug/ml,
respectivamente. Essa particdo foi submetida a purificacdo por cromato-
grafia em coluna com gel de silica e posterior anélise por cromatografia
com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, o que possibilitou
a caracterizacdo de hidrocarbonetos, sesquiterpenos, esqualeno e uma
mistura de esterdides (campesterol, estigmasterol e 3-sitosterol).

Abstract

Leaves from Piper cabralanum CDC. were collected in the city of
Teresépolis / RJ, in particular site near the National Park of Serra dos
Orgéos. The plant material was dried and then subjected to extraction
with methanol by static maceration. The obtained methanol extract
was concentrated and subjected to liquid-liquid partition with solvents
of different polarities, yielding fractions soluble in n-hexane, dichloro-
methane, ethyl acetate and n-butanol. The crude methanol extract and
its partitions were tested in promastigotes of Leishmania amazonensis.
Only the crude methanol extract and its partition obtained with n-hex-
ane (PCA-Hex) showed high activity against promastigotes (IC, value
= 30 pg/ml and 25 ug/ml, respectively). This partition was subjected to
purification by column chromatography with silica gel, and the result-
ing non-polar fractions were analyzed by gas chromatography coupled
to mass spectrometry, which allowed the characterization of hydrocar-
bons, sesquiterpenes, squalene and a mixture of steroids (campesterol,
stigmasterol and B-sitosterol).
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Introducao

A familia Piperaceae pertence a superordem Nymphaei-
florae, ordem Piperales (sensu Dahlgren, 1980), sendo
formada por 5 géneros (Piper, Peperomia, Pothomorphe,
Ottonia e Sarcorhachis) e 1400 espécies que possuem
distribuicdo cosmopolita, com boa representativida-
de na América Central e na América do Sul, ocorrendo
principalmente no México, Panama, Peru, Costa Rica
e de Norte a Sul do Brasil até o Sudeste da Argentina
(YUNKER, 1972; JOLY, 1985; DE CANDOLLE, 1886). A qui-
mica de Piperaceae baseia-se, principalmente, nas subs-
tancias isoladas de espécies dos géneros Piper (amidas,
lignanas, neolignanas, arilpropandides, flavonoides, cro-
menos), entretanto, é descrita na literatura a ocorréncia
de metabdlitos especiais interessantes em espécies dos
géneros Peperomia (derivados do acido benzdico e se-
coneolignanas), Ottonia (amidas) e Pothomorphe (deri-
vados catecdlicos) (PARMAR et al,, 1997; MOREIRA, 1999;
VELOZO, 2004).

Investigacdes quimicas de espécies dessa familia rea-
lizadas pelo grupo possibilitaram o isolamento de di-
versas substancias conhecidas e algumas inéditas, por
exemplo, kaplanina, lhotzcromeno e blandacromenos |
e Il (MOREIRA et al,, 1998; MOREIRA et al., 2000; VELOZO
et al,, 2006; VELOZO et al, 2009). A atividade bioldgica
determinada para extratos, fracbes semi-purificadas e
substancias puras isoladas de Piperaceae do Estado do
Rio de Janeiro mostra uma riqueza fantastica, principal-
mente em relacéo aos efeitos antiinflamataério e analgé-
sico, depressor e estimulante do SNC, antimicrobiano,
bactericida e citotoxico (MOREIRA et al,, 2001; GUADA-
LUPE-ROJAS, 1999; VELOZO, 2004). Cabe destacar, tam-
bém, os resultados promissores ja obtidos pelo grupo
com a espécie Piper aduncum L., que levou ao isolamen-
to de uma chalcona com importante atividade leishma-
nicida (TORRES-SANTOS et al,, 1999a; TORRES-SANTOS
et al, 1999b). A diversidade quimica de Piperaceae tem
resultado na descoberta de relevantes atividades biold-
gicas para extratos, fracdes e substancias puras, o que
justifica uma busca biomonitorada por novas substan-
cias. A realizagcao de ensaios biolégicos em espécies de
Piperaceae, especificamente em testes leishmanicidas,
constitui oportunidade impar para se purificar fragcoes
e isolar substancias com grande potencial terapéuti-
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Co para o tratamento dessa doenca. As leishmanioses,
cutanea e visceral, sdo doencas importantes sob o pon-
to de vista clinico e de saude publica, especialmente no
Brasil, para as quais ndo ha vacina licenciada e o trata-
mento atual € insatisfatério, com altas taxas de toxidez e
ineficacia (REMME et al., 2002; WHO, 2004).

Dando continuidade aos estudos fitoquimicos com es-
pécies de Piperaceae do Estado do Rio de Janeiro, folhas
de Piper cabralanum CDC,, uma espécie endémica da
Mata Atlantica, foram coletadas para um estudo quimi-
co e da atividade bioldgica. O extrato bruto metandlico
das folhas e suas fragdes foram avaliados frente a for-
mas promastigotas de Leishmania amazonensis. A fragao
mais ativa foi purificada por cromatografia em coluna,
de acordo com técnicas tradicionais de isolamento e
purificacao.

Material e Métodos
Coleta e Identificacao Botanica

Folhas da espécie Piper cabralanum C.DC. foram cole-
tadas em Agosto de 2009, em drea particular préxima
ao Parque Nacional da Serra dos Orgaos, no municipio
de Teresépolis, RJ. Uma exsicata foi preparada e enviada
para identificacdo no Herbario do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro. A identificacdo foi feita pela especialista
em Piperaceae, Dra. Elsie Franklin Guimaraes, por com-
paracao com material depositado no Herbario.

Preparacao e Extracao do Material Vegetal

O material vegetal foi seco em estufa a 40 °C, renden-
do cerca de 400 g de folhas secas de P cabralanum. Em
seguida, 0 material seco foi submetido a extracdo com
metanol por maceracdo estatica. O extrato metandlico
das folhas foi concentrado em evaporador rotatério sob
pressao reduzida rendendo o extrato bruto metandlico
(PCA-MeOH = 72,00 g) que foi, posteriormente, ressus-
pendido em solu¢do de metanol:dgua 1:1, do qual se
obtiveram quatro fragdes por particdo liquido-liquido:
(1) n-hexano (PCA-Hex = 16,00 g), (2) diclorometano
(PCA-DCM = 13,58 g), (3) acetato de etila (PCA-ACOEt =
14,25 g) e (4) butanol (PCA-BUOH = 4,48 g). O residuo
aquoso final foi desprezado.
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Purificacdao da Fracao PCA-Hex

A fracdo em n-hexano (PCA-Hex, 16,00 g) foi purificada
por cromatografia em coluna com gel de silica, usando
n-hexano, acetato de etila e metanol, como fases mo-
veis, em gradientes de polaridade crescente. As fragcdes
provenientes da coluna foram agrupadas segundo per-
fil obtido por CCD.

Analise por Cromatografia com Fase
Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM)

As fracdes iniciais da coluna (1 a 7 e 18) foram analisadas
por CG-EM em aparelho Agilent 5890N, equipado com
uma coluna DB-5 (25 m x 0,25um x 0,30 mm), nas se-
guintes condicdes de andlise: gradiente de temperatura
de 60 °C a 240 °C, 3°C/min; hélio como gas de arraste a
1,0mL x min™; temperatura do injetor a 270 °C; tempe-
ratura da fonte a 280 °C. As substancias foram identifi-
cadas de acordo com seu perfil de fragmentacéo e por
comparacao a banco de dados.

Teste da Atividade Leishmanicida

Promastigotas de Leishmania amazonensis foram in-
cubadas por 72 h na presenca de concentragdes va-
riadas dos extratos a serem testadas (1 a 100 uM) a
26 °oC. A atividade leishmanicida foi avaliada colori-
metricamente por ensaio com MTT ou Alamar Blue
(TORRES-SANTOS et al. 1999a; GANGULY et al,
2005). Este teste foi feito em triplicata e o resultado
representa o percentual médio de viabilidade celular
+ desvio padrao.

Resultados e Discussao
Atividade Leishmanicida

Os resultados obtidos permitiram verificar que so-
mente o extrato bruto metandlico das folhas de Piper
cabralanum (PCA-MeOH) e a particdo em n-hexano
deste extrato (PCA-Hex) mostraram atividade sobre
Leishmania amazonensis, com CE,, de 30 ug/mlL e 25
ug/mlL, respectivamente (Figuras 1 e 2). As demais
particbes ndo apresentaram atividade leishmanicida
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significativa até a maior concentracdo avaliada (100
pg/mL). Uma vez que o extrato bruto metandlico
(PCA-MeOH) representa uma fragcdo com os principais
constituintes da planta e que a atividade leishmani-
cida foi verificada apenas neste extrato e na particdo
hexanica (PCA-Hex), estando ausente nas demais,
pode-se afirmar que substancias apolares de P. cabra-
lanum sejam as responsaveis pela atividade antipa-
rasitaria. As fracbes de baixa polaridade (PCA-Hex +
PCA-DCM) renderam maior percentual extrativo (~
7,5%). Em se tratando de substancias com potencial
leishmanicida, estas fragdes sdo promessas fitoquimi-
cas, devido aos resultados leishmanicidas iniciais e ao
relativo rendimento das fragdes apolares. Em estudos
anteriores, Torres-Santos e cols. (1999a) descreveram
a atividade leishmanicida da 2'6'-diidroxi-4"-metoxi-
chalcona, isolada de Piper aduncum L. (Piperaceae),
com CE, de 0,5 ug/mL e 24 ug/mL sobre promastigo-
tas e amastigotas de L. amazonensis, respectivamen-
te. Outros grupos também tém estudado a atividade
leishmanicida de espécies de Piper. Hermoso e cols.
(2003) correlacionaram a atividade leishmanicida de
diidrochalconas isoladas de P. elongatum com deri-
vados sintéticos. Mais recentemente, Sarkar e cols.
(2008) demonstraram que a atividade leishmanicida
do extrato etandlico de P, betle é devido a inducdo de
apoptose no parasito. Os dados aqui apresentados,
em conjunto com os encontrados na literatura, corro-
boram a relevancia do estudo fitoquimico do género
Piper para o desenvolvimento de novos farmacos para
a leishmaniose.

Figura 1 - Atividade do extrato bruto metandlico
e sua particao em n-hexano sobre promastigotas
de L. amazonenis.
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PCA-MeOH = extrato bruto metandlico das folhas; PCA-
Hex = particdo em n-hexano do extrato bruto metané-
lico das folhas.

Figura 2 - Atividade das particoes do extrato bru-
to metandlico (PCA-MeOH) sobre promastigotas
de L. amazonenis.
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PCA-MeOH = extrato bruto metandlico das folhas; PCA-
Hex = particdo em n-n-hexano; PCA-DCM = particéao
em diclorometano; PCA-AcOEt = particdo em acetato
de etila; PCA-BUOH = particdo em n-butanol).

Purificacdao da Fracao PCA-Hex

Uma vez que PCA-Hex mostrou ser ativa contra Leishmania
amazonensis, essa fracao foi submetida a purificacdo em
coluna de gel de silica, usando n-hexano, acetato de etila e
metanol como fases moéveis, em gradientes de polaridade
crescente. A cromatografia em coluna rendeu 77 fragdes
que foram agrupadas segundo perfil obtido por CCD. As
fracdes iniciais eluidas com n-hexano puro ou misturas de
n-hexano e acetato de etila evidenciaram por CCD a pre-
senca de substancias de baixa polaridade. As fracoes co-
dificadas como 1 a 7 e 18 foram analisadas por CG-EM, o
que permitiu a identificacdo de hidrocarbonetos na fracao
1,5 e 6; hidrocarbonetos e sesquiterpenos na fracdo 2 e 4;
sesquiterpenos na fracdo 3; esqualeno na fracdo 7 e uma
mistura de esterdides na fracao 18 (Tabela 1). As fragdes
codificadas como 1, 5 e 6 ndo se mostraram interessantes
do ponto de vista fitoquimico, uma vez que mostraram so-
mente hidrocarbonetos como componentes majoritarios.
A fracdo 2 mostrou-se rica em sesquiterpenos (48,55%),
sendo o B-cariofileno identificado em maior percentual
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(25,35%), sequido de o-selineno (11,47%). A substancia
[-cariofileno possui inUmeras atividades bioldgicas, in-
cluindo antiinflamatodria, anestésica local, antimicrobiana
e antioxidante (SHIMIZU et al, 1990; GHELARDINI et al,
2001; SAHIN et al, 2004). Recentemente, Santos e cols.
(2008) demostraram a atividade do dleo de uma espécie
de copaiba (Copaifera reticulata) contra Leishmania ama-
zonensis. Os pesquisadores verificaram que a atividade da
planta se deve, em parte, ao alto contetdo do sesquiter-
peno B-cariofileno (40,9%) presente no dleo. As fragdes 3 e
4 também mostraram a presenca de sesquiterpenos com
alto percentual relativo, sendo o guaiazuleno identifica-
do como majoritario das duas fragdes (19,64% e 25,03%,
respectivamente). Sesquiterpenos sao substancias ampla-
mente distribuidas no Reino Vegetal, sendo abundantes
em O6leos essenciais de Piperaceae (SANTOS et al, 2001).
Os sesquiterpenos com maior percentual relativo identifi-
cado nas fragbes analisadas (B-cariofileno, guaiazuleno e
o-selineno) possuem como precursor imediato o pirofos-
fato de E E-farnesila. Este mesmo precursor é o responsavel
pela biossintese dos sesquiterpenos mais abundantes en-
contrados em 6éleos essenciais de espécies de Piperaceae
da Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro (SANTOS
et al, 2001). A fragdo 7, apds andlise por CG-EM, mostrou
a presenca de esqualeno praticamente puro (91,73%). O
esqualeno é uma substancia natural precursora de triter-
penos e esterdides, incluindo colesterol que esta presente
em tecidos animais. Esta substancia possui inimeras agdes
bioldgicas, com destaque para atividade antioxidante e
inibidora do desenvolvimento de tumores (REDDY et al,
2009). Em Piperaceae, esterdides sdo mais comumente en-
contrados, enquanto triterpenos sao raros (PARMAR, 1997,
MOREIRA, 1999). Andlise da fracdo 18 por CG-EM permitiu
a identificacdo de uma mistura contendo campesterol
(8.03%), estigmasterol (23.15%) e P-sitosterol (18.54%),
além de hidrocarbonetos. A presenca desses esterdides
em extratos de Piperaceae tem sido descrita na literatura
(PARMAR, 1997; MOREIRA, 1999; VELOZO, 2004). Avaliagdes
anteriores da atividade leishmanicida de mistura contendo
estigmasterol e -sitosterol mostrou a baixa atividade des-
ses esterdides em formas promastigotas e amastigotas de
L.amazonensis (TORRES-SANTOS et al., 2004).

O estudo da atividade bioldgica de fracdes de Piper cabrala-

num evidenciou que a fragdo em n-hexano é a responsavel
pelo efeito leishmanicida observado para o extrato bruto

95



Artigo Original / Original Article  »# Estudo Quimico e da Atividade leishmanicida de fragdes de Piper cabralanum C.DC. (Piperaceae)

metandlico das folhas. Esta fragao mostrou CE, | de 25ug/ drocarbonetos, sesquiterpenos, esqueleno e de esterdides.
mL sobre promastigotas de L. amazonensis. A purificacao Estes sdo os primeiros registros de atividade biolégica e da
da fracdo ativa levou ao isolamento e caracterizacdo de hi- composicao quimica de Piper cabralanum C.DC.

Tabela 1 - Principais substancias identificadas nas fracées 1 a 7 e 18 de PCA-Hex, com destaque para as majoritdrias.

Substancia TR (min) % Relativo
Fracao 1

Undecano 8,954 11,46
Dodecano 12,834 536
Pentadecano 25,296 5,19
Hexadecano 29,214 5,75
Heptadecano 32,955 592
Octadecano 36,521 3,95
Nonacosano 67,141 444
Hexatriacontano 72,934 4,94
Fracao 2

Undecano 8,954 5,64
Dodecano 12,834 3,58
0-copaeno 19,951 3,32
E-B-cariofileno 21,709 25,35
o-selineno 24,828 11,47
o-Muroleno 25,011 3,72
d-Cardieno 25,787 4,69
Fracdo 3

o-Humuleno 23,166 13,20
Calameneno 25912 341
Guaiazuleno 31,667 19,64
Fracdo 4

a-selineno 24,835 4,83
Pentadecano 25,296 3,20
Hexadecano 29,221 4,80
Guaiazuleno 31,666 25,03
Heptadecano 32,962 4,50
Fracao 5

Nonadecano 39,926 2,10
Tetracosano 54,861 2,38
Hexacosano 60,040 2,14
Octacosano 64,846 2,22
Fracao 6

Eicosano 43177 1,83
Tricosano 52,117 1,79
Tetracosano 54,855 1,89
Pentacosano 57,498 2,25
Hexacosano 60,029 2,16
Fracao 7

Esqualeno 65,040 91,73
Fracao 18

Campesterol 26.697 8.03
Estigmasterol 26.871 23.15
B-Sitosterol 27.332 18.54

TR =Tempo de retencéo obtido a partir das andlises por CG-EM. Substancias mais abundantes em negrito.
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