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Projeto de Pesquisa

1. Titulo do Projeto de Pesquisa

Atividade biologica dos extratos de folhas, raizes e de amidas
pirrolidinicas isoladas de Piper glabratum Kunth.




2. Caracterizacido do Problema e Hipotese:

A diversidade da flora brasileira apresenta grande potencial para producdo de compostos
secundarios, no entanto, a pesquisa de substincias ativas derivadas de plantas no Brasil ¢ ainda
insipiente. Mesmo assim o estudo de espécies da familia Piperaceae teve uma participagdo
importante, porém, pesquisas que visam a elucidacdo das atividades bioldgicas de metabdlitos
secundarios como os compostos quimicos previamente isolados de espécies de determinado género
como a de Piper glabratum encontra-se defasada. Portanto, busca-se verificar a existéncia de
atividade bioldgica de extratos de folhas e raizes como também de compostos isolados a partir da

espécie Piper glabratum Kunth.



3. Revisao de literatura:

A pesquisa com plantas medicinais tem sido de grande importancia para o desenvolvimento
de novas drogas (MESQUITA, et al. 2005), apesar de ainda ser muito insipiente. Estima-se que até
o inicio da década de 80, menos de 1% das espécies da flora brasileira eram conhecidas em seu
aspecto quimico e farmacologico, mesmo tendo um aumento desse nimero nas ultimas décadas,
esse conhecimento ¢ ainda muito insignificante frente & enorme biodiversidade apresentada pelo

pais (FAZOLIN, et al, 2007).

A familia Piperaceae compreende mais de mil espécies distribuidas em regides tropicais e
subtropicais de ambos os hemisférios, sendo representada por plantas herbaceas, arbustos, e menos
frequentemente, arvores (ROCHA NETO et al., 1999%). Distribuida em oito géneros (SILVA;
BASTOS, 2007) sendo o Piper o mais representativo (POTZERNHEIM; BIZZO; VIEIRA, 2006).

Quimicamente espécies de Piper tem sido amplamente investigadas como fontes
promissoras de metabolitos secundarios com atividade anti-7rypanosoma cruzi, anti-leishimania,
ansiolitico, anticonvulsivante e anti-inflamatéria (BARBOSA-FILHO et al., 2006; NAKAMURA et
al., 2006; AMORIM et al., 2007). Investigagcdes fitoquimicas de espécies de Piper levaram a
identificacdo de classes tipicas de compostos tais como amidas, terpenos, derivados do acido
benzodico, carotenos, hidroquinonas além de lignanas, neolignanas e alguns alcaloides (SILVA ilva
et al.,, 2002; POTZERNHEIM et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2008; REGASINI et al.,
2008).

Os trabalhos desenvolvidos com o género Piper no Brasil levaram ao isolamento de
compostos dos grupos quimicos de amidas, aristolactamas, fenilpropandides, terpenoides,
fenilalcamidas e ligndides (FILHO; SOUZA; MATTOS, 1981; ARAUJO JUNIOR, 1997;
CARDOZO JUNIOR, 1998; CARDOZO JUNIOR, 2003). De acordo com Bezera (2007) espécies
que produzem piplartina(alkaloide/amida) sdo sujestivas a capacidade de suprimir o crescimento de
células leucémicas como também reduzir sua sobrevivéncia pela ativacdo de mecanismos de

apoptose e necrose celular .

O histdrico do género Piper descrito por Parmar et al. (1997), relatou o uso de espécies para
o tratamento de algumas enfermidades em diferentes povos. Tal uso levou- o a apresentar elevado

valor comercial e medicinal (BEZERRA et al.,2007). Piper nigrum L., conhecida popularmente



como pimenta preta, ¢ a espécie mais conhecida da familia e tem uma grande importancia

econdmica (FIGUEIREDO; SAZIMA, 2000).

Outra espécie de relevante valor ¢ a P. hispidinervum por apresentar um 6leo essencial rico
em safrol, muito utilizado nas industrias de cosméticos e inseticidas (WADT, 2001; BERGO et
al.,2005). Recentemente, foi divulgada a atividade larvicida, contra o Aedes aegypti, do Oleo
essencial de quatro espécies de Piper da regido Amazobnica, P. gaudichaudianum, P.
permucronatum, P. humaytanum e P. hostmanianum (MORAES et al., 2007). P. falconeri tem

atividade inseticida contra Musca domestica e Aedes aegypti,(PRASAD, et al. 2005).

Estudos realizados por Parmar et al.(1997)demostraram que na China, prescrigdes
recomendam o uso das folhas de diversas espécies de Piper a P. futokasura no tratamento de
arritmias cardiacas e da asma. Na Jamaica infusdo apartir de P.anduncum e P.hispidum ¢é utilizada
para dores estomacais. No México e no Brasil, utiliza-se P. amalago para aliviar dores estomacais e
no combate a diversas infec¢des.Folhas e talos de P. marginatum e P. tuberculatum sdo utilizadas
contra picadas de cobra e como sedativos (CHAVES et al., 2006; ARAUJO-JUNIOR et al., 1999).
Silva et al. (2007) demonstrou que os extratos das folhas e raizes de P. aduncum, apresentaram
atividades inseticida sobre  Aetalion SP, e Caceres et al.(1995) demonstrou a atividade
antigonorréica dos extratos de suas folhas. Os oOleos essenciais das folhas dessa espécie
apresentaram grandes concentragdes do fenilpropanodide dilapiol, o qual foi considerado o

responsavel pelo efeito inseticida relatado por Maia et al. (1998).

Frutos de espécies de Piper cubeba L., sdo utilizados como especiarias além de ser também
utilizada para o tratamento de dores, diarréia, disenterias, gonorréia, enterites e sifilis (EISAIL, 1995;
SASTROAMIGIJOJO, 1997) como também ja se comprovou possuir efeito inibitorio das proteases
do virus da hepatite C (JANUARIO et al., 2002). Choi and Hwang (2003) desmonstraram
significante atividade anti-inflamatdria e analgésica de extrato metanolico a partir de frutos de

P.cubeta.

Conforme Mesquita et al. (2005) o extrato de raizes de Piper methysticum, por exemplo, ¢
comercializada na Europa com indicacdo contra insonia e¢ ansiedade e estudos realizado com o
extrato obtido dessa mesma planta apresentaram atividade antiftingica (Locher et al., 1995 sciverse

verificar quais fungos)

Piper marginatum, nativa do Brasil, teve atividade antiinflamatéria comprovada, Piper
regnelli apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas, gram-positivas e

fungos leveduriformes (PESSINI et al.2003b; NAKAMURA, et al.2006)., Piper chaba ¢é outra
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espécie da qual utilizam-se as raizes para o tratamento de estados asmaticos, bronquites, dores

abdminais, febre e nas afec¢des hemorroidais (NAKAMURA, et al.2006).

Pesquisas recentes demostraram que diferentes extratos e compostos isolados a partir
P.tuberculatum apresentaram atividade antifingica (LAGO et al., 2004), antitumoral (BEZERRA et
al., 2006), antiagregante plaquetaria (FONTENELE et al., 2009), inseticida (POHLIT et. al., 2004)
propriedades hipotensivas (DUARTE et al., 2004). Regassini et al.(2009) isolou duas pirrolidinas
alkalamidas das folhas de P.arboreum e P.tuberculatum, piperilina e 4,5-dihydropiperilina, que

apresentaram elevada atividade contra epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

As espécies Piper glabratum e Piper acutifolium foram analisadas e foram encontrados em
sua composicdo nove novos acidos benzoicos sendo quatro ja conhecidos. (FLORES et al, 2008). In
vitro, foi comprovada sua acdo anti-parasitaria contra promastigotas de Leishmania spp,
Trypanosoma cruzi € Plasmodium falciparum (FLORES et al, 2008). E Rahman et al.(1999) testou
a atividade de extrato cloroformio de P.sarmentosum frente demonstraram completa inibicdo de

crescimento parasitario contra malaria com doses minimas de 50 mg/ml (RAHMAN et al.,1999).

Estudos realizados por Vieira et al. (2010) levou ao isolamento de duas amidas pirrolidinicas
(2’-metoxi-4’, 5’-metilenedioxi-trans-cinamoilpirrolidina, e 2’-metoxi-4’, 5’-metilenedioxi-cis-
cinamoilpirrolidina)presente em extratos diclorometanico de raizes de Piper glabratum Kunth, que
por ora ainda ndo se estudou sua elucidacdo farmacoldgica ,portanto busca-se dar continuidade a
pesquisa reproduzindo o isolamento dessas mesmas substancias, para tornar-se possivel a realizagdo
de testes de atividade bioldgica com o intuito de desvendar possiveis novas fontes de substancias

que apresentem atividade farmacologicas.



4. Justificativas e Relevancia do Estudo:

Apesar da importancia do género Piper, poucas informacgdes foram encontradas sobre
espécies de Piper nativas do Parand na literatura especializada sobre quimica e farmacologica de
produtos naturais. Os estudos com Piper glabratum Kunth no Brasil, ainda sdo poucos frente a
diversidade e possibilidades quimicas e farmacologicas dessa espécie. Espera-se durante o
desenvolvimento deste trabalho identificar a atividade farmacologica dos metabolitos secundarios
produzida pela espécie a fim de aumentar o conhecimento de sua terapéutica e chegar a moléculas

de interesse biologico que possam ser exploradas economicamente.



5. Objetivos:

5.1. Objetivo Geral:

Realizar testes de atividades bioldgicas de extratos, fragdes e de amida pirrolidinica obtidos

a partir de folhas e raizes de Piper glabratum Kunth.

5.2. Objetivos Especificos:

Isolar amidas( 2’-metoxi-4’, 5’-metilenedioxi-frans-cinamoilpirrolidina, ¢ 2’-metoxi-4’,
5’-metilenedioxi-cis-cinamoilpirrolidina). dos extratos diclorometanico de raizes de Piper

glabratum Kunth

Realizar ensaios de atividade biologica de atividade moluscicida de extratos de folhas e

raizes de Piper glabratum Kunth.

Determinacao da atividade biologica da amida isolada



6. Metodologia:

o Coleta e tratamento do material botdnico:

A coleta da amostra sera realizada no AIRE Cabeg¢a do Cachorro PR. Serdo coletadas
separadamente 1,5kg de folhas e raizes e preparada exsicata, enviada para identificacdo e
denominacdo no Herbario da Pontificia Universidade Catolica (PUC/PR). E efetuada a secagem e
trituragdo do material das folhas e raizes. (VIEIRA J.A.C., LOPES J.F., CARDOZO JUNIOR, E.L.,
2009)

e FExtragdo e isolamento dos constituintes quimicos:

O extrato serd fracionado através de cromatografia em coluna utilizando-se como
metodologia o estudo desenvolvido por VIEIRA (2010) onde sera utilizado como adsorvente silica-
gel 60 Art. 7733 e como eluentes misturas de Diclorometano, Hexano, Acetato de Etila e Metanol
em grau crescente de polaridade. Os solventes empregados serdo das marcas Merck®, Reagen® e

® . Jon)
Vetec™, purificados quando necessario.

Nas preparagdes para cromatografia de adsor¢do em coluna, com finalidade de isolar
constituintes quimicos, sera utilizado como adsorvente silica-gel 60 Art. 7733 (0,2-0,5 mm) e Art.
7734 (0,063-0,200 mm), e para cromatografia em coluna rapida sob vacuo serd usado como

adsorvente silica-gel 60 H Art. 7736, todas da Merck®.

As placas para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) nas dimensdes de 5x20
cm, 10x20 cm e 20x20 cm, serdo preparadas aplicando-se uma suspensao de silica-gel (60 GF;s4
Art. 7749 - Merck®) em agua destilada na proporcao de 1:2 (P/V) sobre placas de vidro, mantendo-
se uma espessura de 0,25 mm. Apods a aplicacdo serdo secas ao ar livre e ativadas em estufa a 110°C
por uma hora. As placas para cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) serdo
confeccionadas de maneira semelhante ao citado anteriormente, mantendo-se a espessura de 1,00

mim.

Para revelagao das placas cromatograficas analiticas e preparativas, sera utilizada luz

ultravioleta com lampada de luz UV Chromat UVE (comprimentos de onda de 254-366 nm), e/ou



vapores de iodo. Serdo considerados quatro sistemas cromatograficos na determinacdo da pureza

das substancias isoladas.

o Avaliacdo da atividade moluscicida:

O ensaio moluscicida sera realizado utilizando-se de caramujos de tamanho uniforme onde
os mesmos serdo mergulhados em amostras previamente diluidas em agua filtrada do aquario, sem
cloro, com o auxilio d¢ DMSO nas concentracdes desejadas em temperatura ambiente. Cada
caramujo ficara separadamente, em contato com 50 ml dessa solugdo. Sera utilizada uma prova em
branco apenas com o DMSO e como controle positivo a niclosamida. Se realizard leituras em 6 e

24 h e apos esse tempo observando entdo a mortalidade dos caramujos.
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Meses
8. Cronograma (Etapas): 01/02/03 0405 06 07 0809 10 11
Preparo dos extratos XX X
Obtenc¢ao da amida X
Identificacdo dos constituintes quimicos X X X
Testes de atividade biologica o X X X X
Apresentagdo de artigo final




9. Recursos Necessarios:

9.1 — Recursos Humanos

Auxiliares de Laboratorio.

9.2 — Recursos Fisicos:
A — Instalagoes:

e Laboratério de Farmacognosia.

B - Materiais Permanentes:
e Placas de Silica Gel 60 GF»s4 Merck”;
e C(Cubas;
e Estufa;
e Reveladores;
e Solventes;

e luz ultravioleta (Idmpada de luz UV Chromat UVE) comprimentos de onda de 254-
366 nm.

e (Colunas de vidro;

C - Materiais de Consumo:
e Silica Gel 60 GF2s4 Merck®:
e Solventes;

e Reveladores.
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Local e data:

Assinatura do Professor Orientador

14. Parecer da Coordenacio:

Coordenador

Data: / /
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