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Resumo

Este trabalho descreve o estudo quimico dos constituintes fixos das raizes de Piper
klotzschianum Kunth, o estudo da composicao e atividade bioldgicas (citotdxicas, larvicidas,
antimicrobianas e antioxidantes) dos volateis de Piper klotzschianum e Croton grewioides. A
partir dos extratos organicos das raizes de Piper klotzschianum foram isoladas 46
substancias naturais utilizando técnicas usuais de separacao cromatografica. As estruturas
foram elucidadas baseadas em dados de CG-EM, IV, RMN de 'H e '*C (empregando
técnicas uni e bidimensionais). Dentre elas, os compostos (2S5,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-
dimetilcroman-4-ona e tetra-hidropiperlonguminina estao sendo relatados pela primeira vez
como componentes do metabolismo secundario de plantas; as substancias 1-(2'-metoxi-
4' 5'-metilenodioxifenil)-ciclopropil-cetona, (2S,3S)-5,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona e
(25,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona sdo inéditas na literatura. Os demais
compostos isolados foram identificados como B-sitosterol, estigmasterol, daucosterol,
estigmasterol D-glicosilado, acido 4-metoxibenzoéico, metileugenol, isoasarona, 1-butil-3,4-
metilenodioxi-benzeno, piperovatina, piperlonguminina,  4,5-di-hidropiperlonguminina,
isopiperlonguminina, hoffmannseggiamida A, (2E,4E)-N-isobutilocta-2,4-dienamida, (2E,4E)-
N-isobutildeca-2,4-dienamida, (2E,4E)-N-isobutilundeca-2,4-dienamida, (2E,4E)-N-
isobutildodeca-2,4-dienamida, (2E,4E)-N-isobutiltrideca-2,4-dienamida, (2E,4E)-N-
isobutiltetradeca-2,4-dienamida, (2E,4E)-N-isobutilhexadeca-2,4-dienamida, (2E)-N-
isobutilhexadeca-2-enamida; além dos &cidos trans-feruloiloxidocosandico, tetracosandico e
hexacosanoico. Foi também identificado o conteldo dos acidos graxos, tendo como
componentes majoritarios os acidos palmitico, heptadecandico, oléico e estearico. Os
principais constituintes volateis identificados em Piper klotzschianum foram determinados
como sendo: 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno e 2,4,5-trimetoxi-1-propenilbenzeno nas
raizes, caules e folhas e, 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, limoneno, a-felandreno, o-
cimeno e a-trans-bergamoteno nos 6leos das sementes. Ja para Croton grewioides 0s
componentes majoritarios nas folhas e caules foram metilchavicol, eugenol e trans-anetol.
Nos ensaios contra nauplios de Artemia salina todas as amostras testadas apresentaram
altamente ativas, com destaque para os valores de CLs, = 7,06, 7,07 e 7,62 ug mL" para 1-
butil-3,4-metilenodioxibenzeno e o6leos dos caules e folhas de Piper klotzschianum
respectivamente. Atividades larvicidas contra o terceiro instar do Aedes aegypty foram
constatadas para os O0leos essenciais presentes nas raizes e sementes de Piper
klotzschianum, folhas e caules de Croton grewioides e para as substancias 1-butil-3,4-
metilenodioxi-benzeno, piperovantina, tetra-hidropiperlonguminina e (2S,3S)-5-hidroxi-7-
metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona. Destaque para a alta atividade apresentada pelas
piperamidas piperovatina (CLs, = 1,50 ug mL™) e tetra-hidropiperlonguminina (CLs, = 10,43
ug mL™"). Dos 6leos de Piper klotzschianum foram observadas atividades antimicrobianas
para o 6leo das raizes contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC
25922) e Céandida albicans (UMP), e para o 6leo das sementes, apenas contra Candida
albicans; ja para os 6leos de Croton grewioides foi observada atividade para os trés
microorganismos testados. Para a substancia (2S,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-
4-ona foi encontrada uma CIM de 400 ug mL" para Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Atividades antioxidantes frente ao radical DPPH foram apenas constatadas nos oleos
essenciais de Croton grewioides aroma “cravo da India”; o ECs, = 64,77 pg mL" (folhas) e o
ECso = 57,72 ug.mL™" (caules) mostrou resultado similar ao &cido gélico (EC50 = 16,48 g
mL™) utilizado como padrao.

Palavras-chave: Piper klotzschianum, Croton grewioides, piperamidas, 6leos essenciais,
atividades biol6gicas.
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Abstract

This work describes the chemical constituents fixed from roots of Piper klotzschianum
Kunth, the study of composition and biological activity (cytotoxic, larvicides, antimicrobial and
antioxidant) of volatile of Piper klotzschianum and Croton grewioides. The organic extracts
from the roots of Piper klotzschianum 46 natural substances were isolated using the usual
techniques of chromatographic separation. The structures were elucidated based on data
from GC-MS, IR, "H NMR and 'C (using single and two-dimensional techniques). Among
them, compounds (25,35)-5-hydroxy-7-methoxy-2,3-dimetilcroman-4-one and tetra-
hydropiperlongu-
minine are reported for the first time as components of secondary metabolism of plants,
substances 1-(2'-methoxy-4',5'-methylenedioxyphenyl)-1"-cyclopropyl-ketone, (2S,3S)-5.7-
dimethoxy-2,3-dimethylcroman-4-one and (2S,3R)-6.7-dimethoxy-2,3-dimethylcroman-4-one
are new in the literature. The other compounds isolated were identified as B-sitosterol,
stigmasterol, daucosterol, stigmasterol B-D-glycosylated, 4-methoxybenzoic acid,
methyleugenol, isoasarone, 1-butyl-3,4-methylenedioxy-benzene, piperovatine,
piperlonguminine, 4,5-dihy-dropiperlonguminine, isopiperlonguminine, hoffmannseggiamide
A, (2E,4E)-N-isobuthylocta-2,4-dienamide, (2E,4E)-N-isobutildeca-2,4-dienamide, (2E,4E)-N-
2-isobuthylundeca-2,4-dienamide, (2E,4E)-N-isobuthyldodeca-2,4-dienamide, (2E,4E)-N-
isobuthyltrideca-2,4-dienamide, (2E,4E)-N-isobuthyltetradeca-2,4-dienamide, (2E,4E)-N-
isobuthylhexadeca-2,4-dienamide, (2E)-N-isobuthylhexadeca-2-enamide; in addition of trans-
feruloiloxidocosanoic, tetracosanoic and hexacosanoic acids. It also identified the content of
fatty acids, with the major components of the palmitic, heptadecanoic, oleic and stearic. The
main volatile constituents were identified in Piper klotzschianum determined to be: 1-butyl-
3,4-methyilenedioxybenzene and 2,4,5-trimethoxy-1-propenylbenzene from roots, stems and
leaves, and 1-butyl-3,4-methylenedioxibenzene, limonene , a-phellandrene, o-cymene and a-
trans-bergamotene in seed oils. As for Croton grewioides major components in the leaves
and stems were methylchavicol, eugenol and trans-anethole. In tests against Artemia salina
all samples tested were highly active, especially the values of LCs, = 7,06, 7,07 and 7,62 ug
mL" for 1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene and oils from the stems and leaves of Piper
klotzschianum respectively. Activities against the third instar larva of Aedes aegypty were
found for the essential oils present in the roots and seeds of Piper klotzschianum, leaves and
stems of Croton grewioides and substances 1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene,
piperovantine, tetrahydropiperlonguminine and (25,3S)-5-hydroxy-7-methoxy-2,3-
dimethylcroman-4-one. Highlighting the high activity displayed by piperamides piperovatine
(LCs = 1,50 pg mL") and tetra-hidropiperlonguminina (LCs, = 10,43 pug mL™"). Qils of Piper
klotzschianum antimicrobial activities were observed for the oil of the roots against
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) and Candida albicans
(UMP), and oil of seeds, only against Candida albicans; longer for the oils of Croton
grewioides activity was observed for the three microorganisms tested. For the substance
(28,35)-5-hydroxy-7-methoxy-2,3-dimethylcroman-4-one was found a MIC of 400 pg mL™" for
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Antioxidant activities against the DPPH radical
were only found in the essential oils of Croton grewioides aroma "stud of India", the ECs, =
64,77 ug mL" (leaves) and ECs, = 57,72 pg mL" (stems) results showed not far from the
EC50 = 16,48 pug mL™ for the gallic acid (standard).

Keywords: Piper klotzschianum, Croton grewioides, piperamidas, essential oils, biological
activities.
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INTRODUGAO GERAL

No mundo globalizado, onde se busca a qualidade total e a maximizacdo da
produtividade, a industria de produtos naturais ndo é excecéo. As investigacoes cientificas
vém sendo realizadas no sentido de se obterem produtos fitoterapicos que atuem
diretamente no tratamento e na prevencao de diversas doencas.

A Organizacdo Mundial de Salude reconhe a eficacia terapéutica e seguranga no
tratamento de doencas utilizando plantas medicinais usadas por este largo segmento da
populagdo mundial e vem incentivando esta pratica como forma adequada para cuidados
primarios a saude (MATOS, 1998).

As plantas constituem uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas e,
portanto, devem ser consideradas como matéria-prima, como ponto de partida para a
descoberta de novas moléculas e para o desenvolvimento de novos fitoterapicos (SIMOES
et al.,, 2001).

O atual valor medicinal de muitas espécies vegetais deve-se em parte a divulgacao
das vantagens da fitoterapia e, principalmente, a constante elevacdo de pregos dos
medicamentos industrializados (AZEVEDO, 2006).

Estudos efetuados na Africa vém apontando para a virtual extingdo de muitas
espécies em funcdo do excesso de coletas decorrentes da demanda urbana atual pela
utilizacdo de plantas medicinais, reforgcando a necessidade de se apurar os impactos, em
longo prazo, da agao das populagdes que utilizam a flora local (WILLIAMS et al. 2000).

A populagao brasileira sempre fez uso de plantas medicinais, mas com a expansao
de seu uso, entre a populacdo urbana, iniciou-se uma pressao extrativista nos locais onde
ainda se encontram populagdes de espécies com valor de mercado. Por seu baixo custo, as
plantas medicinais representam, em muitos casos, a Unica alternativa possivel para esta
parcela da populagao (AZEVEDO, 2006).

A medicina popular, proveniente dos tempos da antiguidade, é pratica viva e ndo se
restringe & zona rural ou as comunidades de poder aquisitivo menos privilegiado. E amplo o
seu uso também nas regides urbanas e adjacéncias, logo este campo & amplo para
pesquisa e merece estudo cientifico aprofundado, uma vez que a nossa flora é de uma
riqueza invejavel. Porém a cobertura vegetal presente no territério nacional vem
progressivamente cedendo lugar as crescentes formagbes urbanas, campos agricolas e
areas devastadas pela exploracao irracional destes recursos naturais. Dessa forma, muitas
espécies vegetais e animais, podem ser dizimadas, sem ao menos, conhecermos suas

constituicbes quimicas, bem como seus potenciais biolégicos.



A humanidade, ao longo do tempo selecionou apenas cerca de 300 plantas para a
alimentagao e, de um pouco mais de uma centena, obteve principios ativos puros para o
tratamento de doencas. Estes nimeros sao bem modestos quando se esta diante de um
universo de aproximadamente 250.000 espécies de plantas superiores (PINTO, et al., 2002).

O género Piper destaca-se pelo grande interesse no isolamento de substancias com
atividade inseticidas (bioinseticidas), como pode ser comprovada pelas publicacées de
diversos artigos sobre o tema (SU & HORVAT 1981; PARK et al., 2002; YANG et al., 2002;
SCOTT et al., 2008; AUTRAN et al., 2009). No entanto, diversas outras atividades sao
atribuidas as espécies deste género: antifingicas (TERREAUX et al., 1998; NAVICKIENE et
al., 2000; MARQUES et al., 2007; TABOPDA et al., 2008), antiinflamatéria (SINGH, et al.,
1996; LIN et al., 2006; SILVA et al., 2008%), enzimatica (WU et al., 2002; TSUKAMOTO et
al., 2002; TABOPDA et al, 2008), agregacdo antiplaquetaria (CHEN ef al, 2007),
tripanocida (MARTINS et al, 2003), piscicida (MCFERREN & RODRIGUEZ, 1998),
anticancerigina (ZHAO et al, 1992; LIN et al, 2006; EFDI et al, 2007), antioxidante
(YAMAGUCHI et al., 2006; TABOPDA et al., 2008), alelopatica (CUNICO et al., 2006),
herbicida (HUANG et al., 2010), antiofidica (NUNEZ et al., 2005), antimicrobiana (NAIR &
BURKE, 1990; CUNICO et al., 2006; GUERRINI et al., 2006), antiplasmodial (SINGH et al.,
1976), leishmanicida (HERMOSO et al, 2003; BODIWALA et al, 2007),
ansiolitica/antidepressivo (FELIPE et al., 2007), antituberculose (RUKACHAISIRIKUL et al.,
2004), antidiabética (ARAMBEWELA et al., 2005), antinociceptiva (ZAKARIA et al., 2010),
adipogénica (ZHANG et al., 2008) e hepatoprotetora (MATSUDA et al., 2008 e 2009).

Por outro lado, a atividade antioxidante dos 6dleos volateis tem sido bastante
estudada, e os Oleos essenciais de plantas do Nordeste brasileiro constituem fontes
potenciais de antioxidantes naturais. A regiao de Jequié, no sudoeste da Bahia, situa-se na
zona limitrofe entre a caatinga e a zona da mata. Nesta regido ocorre uma grande
diversidade de espécies do género Croton, e com pouco ou nenhum relato de estudos
fitoquimicos na literatura.

No levantamento bibliografico realizado se verificou que para as espécies de Crofon
que ocorrem na Regido de Jequié-BA; a espécie Croton grewioides Baill (Fig. 1, p.4),
existem pouquissimas informagdes na literatura relacionadas aos estudos quimicos e
biolégicos. Ja para a espécie Piper klotzschianum (Fig. 2, p.4) coletada no municipio de
Aracruz-ES; ndo foram encontradas pesquisas relacionadas ao estudo quimico e biol6gico;
0 que nos despertou interesse em realizar estas investigacées, uma vez que poderemos
contribuir com a pesquisa na busca de novas substancias naturais com atividade
antimicrobiana, antioxidante e larvicidas, as quais poderao servir como modelo experimental

para o desenvolvimento de novas drogas.



Esta tese esta dividida em dois capitulos: o primeiro trata do estudo quimico dos
constituintes fixos das raizes de Piper klotzschianum Kunth (PIPERACEAE) e o segundo do
estudo quimico das substancias volateis de Piper klotzschianum kunth (Piperaceae) e
Croton grewioides baill (Euphobiaceae); e investigacao de atividades biolégicas.

Figura 2 — Fotos da espécie Piper klotzschianum Kunth.



OBJETIVOS

> Realizar o estudo dos componentes fixos presentes nas raizes de Piper

klotzschianum;

> Realizar o estudo dos componentes volateis presentes nos caules, folhas, sementes
e raizes de Piper klotzschianum; bem como nos caules e folhas de Croton

grewioides;

» Colaborar com a pesquisa em busca de novos compostos naturais com bioatividade

que possam servir de modelos para o desenvolvimento de novas drogas.

Especificos

> Isolar, através de métodos cromatograficos, substancias provenientes do
metabolismo secundario presentes nos extratos hexanico, diclorometanico e

etandlico das raizes de Piper klotzschianum.

» Elucidar as estruturas das substancias isoladas usando métodos espectrométricos
como EM, RMN de 'H e de "*C (1D e 2D), além de métodos espectroscopicos como

IV e UV; e comparacao com dados da literatura;

> Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Croton grewioides e Piper
klotzschianum; bem com das substancias isoladas, contra:
e um coco Gram-positivo aerébio, Staphylococcus aureus (ATCC 25923);
e um bacilo Gram-negativo fermentador aerébio, Escherichia coli (ATCC 25922),
um bacilo Gram-negativo ndo fermentador aerdbio Pseudomonas aeruginosa
(ATCC28853);

e uma levedura Candida albicans (UMP);

> Avaliar a atividade citotoxica frente a Artemia salina e Aedes aegypty dos 6leos
essenciais das duas espécies estudadas; bem como dos extratos brutos de Piper

klotzschianum.

> Avaliar a atividade antioxidante, dos 6leos essenciais das duas espécies estudadas,
frente ao DPPH.



CAPITULO |

ESTUDO QUIMICO DOS CONSTITUINTES FIXOS DAS RAIZES DE Piper
klotzschianum Kunth (PIPERACEAE)



I.1. INTRODUCAO
I.1.1 Familia Piperaceae

Piperaceae, pertencente a ordem Piperales, € uma das maiores familias dentre as
Angiospermas basais, somando aproximadamente 3.000 espécies (BORNSTEIN, 1989) de
distribuicdo pantropical e com centro de diversidade nas Américas Central e do Sul, e na
Malasia (YUNCKER, 1958). No Novo Mundo esta familia apresenta espécies distribuidas do
México ao sudeste da Argentina. No Brasil sdo encontradas aproximadamente 500 espécies
(YUNCKER 1972, 1973, 1974). Esta amplamente distribuida no territério nacional, sendo
expressiva sua importancia econdmica e medicinal. Algumas espécies ja fazem parte do
mercado mundial e outras sdo usadas de modo empirico, ndo raro, empregadas pelas
populacées para combater diferentes doencas.

A classificagdo em relacdo aos géneros desta familia estda em constantes mudancas:
as primeiras classificagbes de Piperaceae enfatizando Piper reconheciam entre sete e 15
géneros (KUNTH, 1839; MIQUEL, 1843-1844, citado por JARAMILLO & MANOS 2001).
Segundo TEBBS 1993, citado por JARAMILLO & MANOS 2001, cinco destes taxons eram
aceitos: Piper, Pothomorphe, Macropiper, Ottonia e Zippelia.

Entretanto, atualmente a familia Piperaceae esta dividida em cinco géneros:
Macropiper, Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia (JARAMILLO et al, 2004), sendo
composta por uma grande variedade de espécies e comumente encontrada em diversas
localidades do planeta. Dos cinco géneros hoje considerados para a familia, os trés dltimos
ocorrem no Brasil principalmente nas florestas Atlantica e Amazénica e sao também
encontrados no Parna do Itatiaia (MONTEIRO & GUIMARAES, 2008).

1.1.2 Género Piper — Distribuicao Fitogeografica x Funcao Ecoldgica

O género Piper é o maior representante desta familia incluindo mais de 1000
espécies, fazendo deste o maior género das angiospermas basais. As espécies de Piper
sao de distribuicao pantropical, sendo a maior diversidade encontrada no tropico Americano
(700), seguida pelo Sul da Asia (300) (Fig. 1.1, p.7), onde é importante economicamente
(JARAMILLO & MANOS, 2001).

Grande parte das espécies do género Piper séo plantas pioneiras e estao envolvidas
em processos de regeneracdo e manutencao da diversidade de matas; algumas espécies
de Piper também crescem em areas fechadas (THIES & KALKO, 2004) e tendem a
apresentar maior abundancia em areas de borda de mata e no interior de clareiras naturais

ou causadas por humanos (GREIG, 1993). A associacdo de espécies Piper com morcegos



frugivoros sdo de grande importancia ecologica e tém sido consideradas espécies “chaves”
nos processos citados acima (BIZERRIL & RAW, 1998).

1.1.3 — Aspectos Etnobotanicos do Género Piper

Algumas espécies do género Piper tém seu emprego na medicina popular, por
exemplo: Piper corcovadensis € comumente encontrada no norte e nordeste do Brasil,
popularmente conhecida como Jodo Brandinho; no Acre, é conhecida como uma das
principais espécies vegetais da medicina popular. As folhas sdo usadas para tratamento de
reumatismo na forma de compressa e como cha para gripe e tosse. Ja no sudeste suas
raizes e ramos sdo mastigados para aliviar dor de dente, devido a agdo anestésica sobre a
membrana mucosa da boca (BERG, 1982 citado por FACUNDO et al., 2004?).

Na China, prescricbes recomendam o uso das folhas de Piper futokasura no
tratamento de arritmias cardiacas e da asma. Na Jamaica dores estomacais sao tratadas
com uma infusao das folhas de P. aduncum e P. hispidum. No México e no Brasil usam-se
folhas de P. amalago para aliviar dores estomacais e no combate a diversas infecgdes
(FACUNDO et al., 2008). Folhas e talos de P. marginatum e P. tuberculatum sao utilizadas,
na Paraiba, contra picada de cobra e como sedativos (CHAVES et al., 2006; ARAUJO-
JUNIOR et al., 1999).

Outro exemplo é a utilizacdo de P. sarmentosum; suas raizes sdo utilizadas na
Tailandia como carminativo e digestivo. J& na Malasia e Indonésia folhas e raizes desta
planta sdo utilizadas para o tratamento de dor de dente, dermatite nos pés, causado por
fungos, tosse e asma (TUNTIWACHWUTTIKUL et al., 2006).

A espécie investigada neste trabalho, Piper klotzschianum Kunth, é utilizada por
muitas pessoas na cidade de Aracruz, norte do Espirito Santo, para alivio de dores
reumaticas através da infusdo de suas raizes e caules em garrafas de alcoodis comerciais.

Apos 24 horas a solugéo resultante é aplicada diretamente no local da dor.
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Figura 1.1 - Distribuigéo fitogeografica do género Piper. Estimativas do nUmero de espécies
para cada um dos centros de diversidade (JARAMILLO & MANQOS, 2001).



1.1.4 — Aspectos Fitoquimicos do Género Piper

A diversidade da constituicdo quimica apresentada pelo género Piper é bastante
expressiva, e seus metabdlitos secundarios elucidados até o momento pertencem as mais
variadas classes: neolignanas (BENEVIDES et al., 1999; MAXWELL et al., 1999; KOROISHI
et al., 2008), lignanas (ZHAO et al., 1992; PRASAD et al., 1995; RAMOS et al., 2008),
lactonas (XUAN et al., 2006), terpenos (PARMAR et al, 1997; MOREIRA et al., 1998%
SCOTT et al., 2008), fenilalcandides/benzendides (PINDER et al., 1967; SANTOS et al.,
1998; SILVA et al., 2002; LAGO et al., 2009), hidroquinonas (DANELUTTE et al., 2003;
YAMAGUCHI et al., 2006) amidas/alcaléides (PARMAR et al., 1997; DEMBITSKY et al.,
2008), esterdides (AHMAD et al., 1995; PARMAR et al., 1998; FACUNDO & MORAIS 2003),
chalconas/diidrochalconas (HERMOSO et al., 2003; PORTET et al., 2007 e 2008), cromonas
(MOREIRA et al., 1998° MBAH et al., 2002; SALAZAR et al., 2005; KITAMURA et al., 2006),
acidos graxos (KIJJOA et al, 1989), ceramidas (HUANG et al, 2010) e flavonobides
(FACUNDO & FILHO 2004°; REIGADA et al., 2007; PORTET et al., 2008). Do estudo dos
6leos essenciais no género Piper destacam-se principalmente as classes: fenilpropanoides
(ex: trans-anetol, elemicina, chavicol), hidrocarbonetos monoterpénicos (ex: a-pineno,
mirceno, limoneno), hidrocarbonetos sesquiterpénicos, (ex: a-cariofileno, germacreno D,
biciclogermacreno), monoterpenos oxigenados (ex: 1,8-cineol, linalol, terpinen-4-ol) e
sesquiterpenos oxigenados (espatulenol, E-nerolidol, 6xido de cariofileno) (EVANS et al.,
1984; MUNDINA et al., 2001; VILA et al., 2001; SANTOS et al., 2001; PERES et al., 2009).

Diversas especies de Piper apresentam como constituintes principais
amidas/alcalbides. A definicdo de alcal6ides vem sofrendo modificacbes com o passar dos
anos. O nome alcaldide foi atribuido pelo farmacéutico alemao Carl Friedrich Wilhelm
Meissner em 1819 para se referir a produtos naturais de plantas que demonstrassem
propriedades similares as dos 4alcalis inorganicos (FRIEDRICH & DOMARUS 1998). No
inicio do século 20 uma importante tentativa de definir alcal6ides em termos estruturais foi
feita por WINTERSTEIN & TRIER (1910, citado por FATTORUSSO & SCAFATI 2008); em
1963 foi proposta por HEGNAUER uma definicdo baseada em grupos biogenéticos; em
1983 uma adequada definicdo moderna de alcaldides foi proposta por PELLETIER —
alcaléide & um composto contendo atomo de nitrogénio em nivel de oxidacdo negativo (-3
para aminas, amidas, e sais de amdnio, e -1 para éxidos de amina) caracterizado por sua
limitada distribuicdo na natureza. Em seu livro publicado em 2008 FATTORUSSO &
SCAFATI consideram a capsaicina [1] (p.9) como um alcaléide; Portanto, neste trabalho
vamos também considerar todas as piperamidas como alcaléides, uma vez que estdo de
acordo com a definicdo moderna apresentada por PELLETIER. Desta forma, definiremos

piperamidas como uma classe de metabdlitos especiais isoladas de qualquer espécie de



Piper. Além disso, as piperamidas serado divididas em: amidas/alcaléides de cadeia aberta -
exemplo: silvanamida [2], alcamidas — taiwanamida A [3], aristolactamas — piperlactama S
[4], amidas com grupo metilenodioxi — piperchabamida D [5], ceramidas - (2S,3S,4R)-2-N-
[(2'R)-2'-hidroxipentacosanoilamino]-nonacosano-1,3,4-triol  [6]), 4,5-dioxoporfirinas —
norcefaradiona B [7], amidas com grupos pirrol — piperlotina E [8], pirrolidina — piperlotina A
[9], piperidona - piplatina [10] e piperidina - puberulumina [11], ciclobutanamidas —
dipiperamida A [12] e ciclohexanamidas — nigramida B [13].

@M

OCH;

HN)M

<M o
= :

o - oH

) ,

HOHZC/\WH{

OH 6




As piperamidas sdo normalmente biossintetizadas a partir de derivados do acido
cindmico e alguns aminodacidos (KATO & FURLAN, 2007) (Fig. 1.2, p.10). Em relagédo a
biossintese das ciclobutanamidas, provavelmente devem ser formadas por reagdes de
cicloadicdo do tipo Paterno-Buchi [2+2], exemplo: formagao do dimero A da piplatina [14]
formado por duas unidades de piplatina [10] (Fig. I.3, p.11); e no caso das ciclohexanamidas
a hipétese biossintética & que elas sejam formadas por reagdes intermoleculares do tipo
Diels-Alder [4+2] (Fig. 1.4, p.11) (WEI et al., 2005; RAO et al., 2011).
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Figura 1.2 — Rota biossintética para amidas isoladas de quatro espécies de Piper (KATO &
FURLAN, 2007).
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Figura 1.3 — Hip6tese biossintética para a formagao das ciclobutilamidas.
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Figura I.4 — Possibilidade de rota biossintética para a formagao das ciclohexanamidas.

Para ilustrar a diversidade de metabdlitos especiais no género Piper, o estudo
fitoquimico do extrato etandlico das folhas de Piper corcovadensis € um bom exemplo; apds
a extracado do 6leo essencial por arraste de vapor, levou ao isolamento e identificagdo de
3',4',5,5',7-pentametoxiflavona [35], 3',4',5,7-tetrametoxiflavona [36] e 5-diidroxi-3',4',5',7-
tetrametoxiflavona [37], bem como o acido cafeico [38]. Do extrato etandlico das raizes
foram isoladas as amidas piperovatina [39] e chingchengenamida [40] (FACUNDO et al.,
2004%). No entanto, a partir da investigacdo fitoquimica do extrato éter de petréleo das
raizes de um espécime coletado na montanha do Corcovado, Rio de Janeiro, Brasil,
registrou a presenca de cinco amidas, piperovatina [39], piperlonguminina [33], corcovadina
[41], isopiperlonguminina [42] e isocorcovadina [43] (Fig. 1.5, p.12). A atividade anestésica
da planta foi atribuida a presenca de piperovatina [39] (COSTA & MORS, 1981).
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Figura 1.5 — Substancias presentes em Piper corcovadensis Miq.
1.1.5 — Atividade Bioldgica de Piperamidas Oriundas do Género Piper

O grande numero de espécies presentes no género Piper mostra a importancia do
mesmo para realizacdo de investigacdes cientificas. Atualmente estas investigagdes sao
direcionadas na identificacdo de principios ativos, além da descoberta de novas férmulas
estruturais. A descoberta de novas substancias bioativas pode contribuir para o
descobrimento ou desenvolvimento de futuros farmacos com as mais variadas atividades
biolégicas.

Atualmente no Brasil, a populagao de varios estados da federagdo vem sofrendo com
o aumento da incidéncia da Dengue, doenca causada pela picada do mosquito Aedes
aegypti. O controle deste inseto, muitas vezes, se da através da aplicacdo continua de
inseticidas sintéticos em locais de agua parada; o que pode levar a selegcdo de espécies
resistentes, como ja observado no controle de outras espécies de insetos (CHANDRE et al.,
1998; CASIDA et al., 2000 e LEE et al., 2001).

Este problema tem realgado a necessidade do desenvolvimento de novas
estratégias para o controle seletivo da forma larval do mosquito, e as plantas podem ser
uma fonte alternativa de agentes inseticidas, porque elas constituem uma rica fonte de
substancias bioativas; neste sentido, em 2002 foi realizada uma investigagao cientifica por
YANG et al., com os frutos de P. longum, onde foi isolada a substancia pipernonalina [44]
(p-14) que apresentou atividade larvicida contra Aedes aegypti, comparavel ao pirimifos-
metilo, um inseticida comumente utilizado. Segundo os autores a pipernonalina pode ser (til
como um composto bioativo para o desenvolvimento de novos tipos de larvicidas, sendo

desta forma uma alternativa para os inseticidas utilizados atualmente.
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Outra questao de saude publica mundial é a obesidade a qual vem aumentando de
maneira exponencial. Estima-se que, no ano de 2015, 700 milhdes de pessoas serao
obesas no mundo. Esta patologia aparece como uma das causas principais de diversas
doengas cronicas nao transmissiveis, favorecendo o aparecimento de algumas
potencialmente letais como doencas cardiovasculares e diabete (FREITAS & NAVARRO
2007). Em 2008, ZHANG et al., testaram a atividade adipogénica de piperamidas isoladas
de P. chaba e dentre elas, a retrofractamida A [45] apresentou resultado satisfatério; sendo
assim, um grande promissor no desenvolvimento de agentes anti-diabéticos.

Outro bom exemplo relacionado a busca de substancias naturais com atividade
biolégica foi investigado em Piper lolot (LI et al.,2007); neste trabalho, além de relatar
piperamidas inéditas, relata a inibicdo da agregacao plaquetaria in vitro. A agregacao
plaquetaria desempenha um papel central na trombose (formagdo de coagulo). A presenca
de um trombo em uma artéria impede o fornecimento de sangue para o coracdo, sendo
assim a causa mais comum de doenga coronariana, tais como infarto do miocardio e angina.
Inibidores da agregacao plaquetaria podem fornecer protegcdo contra estas doencas e de
mortalidade em acidente vascular cerebral. Agentes naturais antitrombéticos que
influenciam a funcao plaquetaria sdo de potencial interesse para a prevencao primaria das
doengas cardiovasculares (DAVIES & THOMAS 1984, citado por LI et al., em 2007). Entre
os compostos testados o N-[trans-cinamoil]pirrolidina [46] foi o mais ativo inibidor da
agregacao plaquetaria com 1Cs, de 7,3 mg/mL, comparavel a da aspirina (ICso 5,5 mg/mL),
um agente anti-agregante utilizado clinicamente.

Outro fato muito interessante observado é a relagdo estrutura-atividade - SAR
(structure—activity relationship), apresentada por algumas piperamidas, por exemplo: no
estudo realizado por LEE et al., (2008), foi avaliado o potencial de inibicdo da adeséo celular
para as amidas guineesina [47], retrofractamida C [48], [(2E,4Z8E)-N-[9-(3,4-
metilenodioxifenil)-2,4,8-nonatrienoil]piperidina [49], pipernonalina [44], piperoleina B [50],
piperchabamida D [5], pelitorina [19] e diidropipernonalina [51]. As substancias [19], [47],
[49] e [51] possuem grupos dienamidas conjugados, [5], [44] e [48], possuem Qrupos
monoenamidas conjugados e a substancia [50] nao possui um sistema de amida conjugada.
Os resultados desta investigacdo mostraram que as substancias [5], [47] e [48] contendo o
grupo isobutilamida, apresentaram baixo potencial de inibigdo da adesdo celular; ja as
substancias [44], [49], [50], e [51] contendo o grupo piperidina, mostraram potente atividade
inibitéria, logo esta atividade nas piperamidas testadas foi mais positivamente influenciada
pela presenca do grupo piperidina que isobutii como substituinte; a substancia [19]
apresentou moderada atividade. A substancia [51] foi que apresentou o melhor potencial de
inibicido de adesao celular, seguida de [44], [49] e [50] respectivamente. Estes resultados

demonstram que a atividade inibitéria pode ser afetada pelo sistema dienamida conjugado;
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além disso, a configuragdo trans da ligacdo dupla exerce alguma influencia na atividade,
pois ao compararmos a configuracdo cis no composto [49] observamos que ocorre uma
diminuicdo no potencial de inibicao.

Park et al., (2002) investigando a atividade larvicida para trés espécies de mosquitos
(Culex pipiens pallens, Aedes aegypti, € A. togoi), empregando as substancias [19], [45],
[47], [62] (retrofractamida B) e [23] (piperina). Com excegdo da piperina, todas as demais
exibiram atividade larvicida contra larvas do terceiro instar. Estes autores sugerem que a
relagdo estrutura atividade do grupo N-isobutilamina pode desempenhar um papel crucial na

atividade larvicida, mas o grupo metilenodioxifenil ndo parece ser essencial para a

toxicidade.
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I.2. PARTE EXPERIMENTAL
I.2.1 Materiais e Métodos (Procedimentos Gerais)
1 - Os solventes utilizados no preparo dos extratos, na solubilizacdo das amostras, nas

eluicdes em CCDC, CCDP e CC foram: acetato de etila, hexano, cloroférmio, diclorometano

e metanol (grau analitico procedéncia Quimex e Quemis).
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2 - Nos processos de separacao por cromatografia em coluna os adsorventes utilizados
como fase estacionaria foram silica-gel 60 (0,063-0,200 mm e 0,040-0,063 mm - “silica
Flash”) da Across Co e Sephadex LH-20 da Pharmacia, para procedimentos de permeacao
em gel.

3 - Nos procedimentos de cromatografia em camada delgada comparativa foram utilizadas
placas da Merck Kieselgel 60 Fas4 (0,25 mm de silica-gel com indicador de fluorescéncia
UVasa).

4 - Nas separagbes por cromatografia em camada delgada preparativa foram utilizadas
placas da Merck Kieselgel 60 Fzs4 (1 mm de silica-gel com indicador de fluorescente UVasy).
5 - Os métodos de revelacao utilizados nas cromatografias em camada delgada consistiram
na exposicao das placas a radiagdo, empregando-se, em gabinete apropriado, l[Ampada
ultravioleta nos comprimentos de onda de 256 e 366 nm (Spectroline — Model CM-10,
Fluorescence Analysis Cabinet), vapores de iodo ou reagente de Liebermann-Burchard.
Para o preparo deste reagente foram previamente misturados 10 mL de &cido sulfarico
concentrado e 10 mL de anidrido acético e, posteriormente, essa mistura foi
cuidadosamente adicionada a 50 mL de etanol resfriado em banho de gelo.

6 - Os evaporadores rotatérios utilizados para evaporagdo de solventes sob pressao
reduzida foram das marcas BUCHI 461 e IKA LABORTECHINIK HB4 basic, com
temperatura em geral entre 35 e 60 °C.

7 - As temperaturas de fusao foram determinadas em um aparelho Microquimica MQAPF-
301.

8 - Os espectros no IV foram obtidos em um Espectrofotémetro de IV por Transformada de
Fourier, modelo IRAffinity-1, da Shimadzu. Os espectros foram obtidos em pastilhas de KBr,
e quando oleosas, como filmes em placa de NaCl.

9 — As analises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectometria de massas
foram realizadas em dois equipamentos distintos, no Laboratério de Andlise e Sinteses de
Agroquimicos da UFV/MG e no Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento em Quimica da
UFBA/BA. Os equipamentos e condi¢coes de andlises sdo descritos a seguir:

9.1. Na UFV-MG: Os cromatogramas das amostras foram obtidos em um
equipamento de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas de
baixa resolugdo (CG-EM) da Shimadzu, com detector seletivo de massas, modelo QP
5050A. A Coluna cromatografica e condicées de analises foram: coluna Elite-5 (5% de fenil,
95% dimetilpolissiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e
espessura do fime de 0,25 pym. Fluxo de gas de arraste (He) foi de 1,8 mL.min”; a
temperatura do injetor foi 220 °C; a temperatura da interface foi 240 °C; e a temperatura
inicial da coluna foi de 40 °C, aumentando 3 °C.min”', até atingir 240 °C, permanecendo
constante nesta temperatura por 35 minutos. A razao de split 1/5; volume injetado 1 uL de
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cada amostra dissolvida em diclorometano, na concentragdo de 10.000 pg.mL". As
condicoes do espectrdmetro de massas foram: energia de impacto 70 eV; velocidade de
varredura 1000; intervalo de varredura de 0,5 e registro da razao m/z de 30,00 a 500,00.

9.2. Na UFBA-BA: Os cromatogramas das amostras foram obtidos em um
equipamento de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas de
baixa resolugédo (CG-EM) da Shimadzu, com detector seletivo de massas, modelo QP 2010.
A Coluna cromatografica e as condi¢cdes de analises foram: coluna DB-5MS (5%-fenil-95%
metilpolisiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e espessura do
filme de 0,25 um. Fluxo de gas de arraste (He) foi de 1,8 mL.min"; a temperatura do injetor
foi 290 °C; a temperatura da interface foi 290 °C; e a temperatura inicial da coluna foi de 100
°C, aumentando 6 °C. min™, até atingir 285 °C, permanecendo constante nesta temperatura
por 28 minutos. A razéo de split 1/27; volume injetado 1 pL de cada amostra dissolvida em
hexano, na concentragdo de 10.000 ug.mL". As condicées do espectrémetro de massas
foram, energia de impacto 70 eV; velocidade de varredura 1000; intervalo de varredura de
0,5 e registro da razao m/z de 30,00 a 600,00.

10 - Os cromatogramas obtidos por insercao direta foram registrados em um cromatografo
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas de baixa resolugdo (CG-EM) da
Shimadzu CG-2010, com detector seletivo de massas, modelo QP 2010.

11 - Uma mistura com paddes de ésteres metilicos foi adquirido (FAME mix C8-C24 da
Supelco Analytical — USA).

12 - Os espectros de massas de baixa e alta resolugdo foram adquirios em equipamento
Shimadzu LCMS-2010 e Brucker LC-MS-microTOF, respectivamente.

13 - Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear uni e bidimensionais foram
registrados em espectrometros Varian GEMINI 2000 e Varian Inova 500.

1.2.2 Coleta do Material Vegetal e Identificacao da Espécie

Partes da planta em estudo, Piper klotzschianum, tais como folhas, caules, raizes e
sementes, foram coletados para o preparo de exsicatas. A coleta foi realizada em Janeiro
de 2007, em Vila do Riacho-Aracruz, ES, sendo suas exsicatas identificadas pela Profa. Dra.
Elzie Flanklim Guimaraes e depositadas no herbéario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro
com registro n® 480408, 480409 e 480410.

1.2.3 Preparo dos Extratos

Raizes (1,56 kg) de Piper klotzschianum foram cortadas em pequenos pedagos e

secas a temperatura ambiente e subsequentemente em estufa com circulagao de ar a 40 °C.
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Em seguida, triturados em liquidificador industrial até obtencdo de um po6 finamente
granulado. O p6 obtido foi submetido a extracdo a frio, com Hex, DCM e EtOH,
respectivamente. Apds as extragoes, os solventes foram removidos em evaporador rotatério
sob pressao reduzida para obtencao dos extratos hexanicos, diclometanicos e etandlicos.
Os extratos das raizes foram denominados: HJB (11,7 g), DJB (9,1 g) e EJB (14,3 g) -
extrato hexanico, diclorometanico e etandlico das raizes do Jodo Barandi, respectivamente.

1.2.4 Isolamento dos Constituintes Quimicos de Piper klotzschianum

I.2.4.1 Fracionamento do Extrato Hexanico das Raizes - HUJB

O extrato hexanico (11,7 g) foi incorporado em silica-gel 60 e submetido a purificagao
por CC utilizando como fase mével os solventes hexano e acetato de etila em ordem
crescente de polaridade (1:0, 9:1, 8:2, 6:4, 1:1; 3:7, 1:9, 0:1). Apés comparacao por CCDC
foram obtidas 11 fragdes, as quais foram submetidas a sucessivos fracionamentos em CC
(Fig. 1.6 e 1.7, p.24 e 25). Em todas as colunas cromatogréficas, a fase movel iniciou-se com
um determinado sistema de eluente, e conforme o seu comportamento cromatografico
mudava-se a fase moével, aumentando sua polaridade até o término do fracionamento
quimico. As fracbes em azul mostradas nos fluxogramas (Fig. 1.6 e L7, p.24 e 25)
correspodem as substancias isoladas e identificadas, ou identificadas em mistura. Para a
primeira coluna cromatografica foram coletados aproximadamente 100 mL de eluente e para

as demais 40 mL.
1.2.4.1.1 Purificacao da Fracao HJB1-6

O material da fragdo HJB1-6 (0,40 g - Fig. 1.6, p.25) foi incorporado em silica-gel 60 e
submetido a purificagao por CC sobre silica-gel 60, utilizando como fase mével os solventes
Hex:AcOEt (6:1) em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 20 subfragdes de
aproximadamente 40 mL cada, que foram reunidas em 8 subfragcdes apds analise em CCDC.
A subfracao HJB48-5 (116 mg), eluida com Hex:AcOEt (4:1), foi submetida a cromatografia
em coluna, utilizando-se como fase estacionaria Sephadex LH-20, com o sistema eluente
CH,Cl,:MeOH (1:1) obtendo-se a subfracdo HJB59-4 (10 mg). Analise de RMN de 'H, de '°C,
CG-EM e comparagao com dados da literatura permitiram identificar a subfracdo HJB59-4

como sendo uma mistura de isobutilamidas alifaticas [63 a 70].
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1.2.4.1.2 Purificacao da Fracao HJB1-7

A fragcdo HJB1-7 (0,32 g) foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando-se
como fase estacionaria Sephadex LH-20, com o sistema eluente CH.Cl;:MeOH (1:1);
aproximadamente 15 mL foram coletados para cada fracdo e apds analises em CCDC
resultaram-se 6 subfracdes. A Andlise de RMN de 'H e de *C da subfracdo HJB52-5 (10
mg) e comparag¢ao com dados da literatura permitiram identificar a subfragado HJB52-5 como
sendo a piperlonguminina [72]. Ja a subfragdo HJB52-4 (45 mg) foi submetida a
cromatografia em camada delgada preparativa utilizando uma placa 20 x 20 cm em sistema
eluente DCM:MeOH (99:1), eluida 3x consecutivamente; deste processo resultou 5 novas
subfra¢des: HIB55-1; HUB55-2; HJB55-3; HJB55-4 e HJB55-5. A subfragdo HJB55-2 (16
mg) apresentou-se como um sélido, sendo recristalizado em DCM:MeOH (98:2). Apoés
recristalizacao foi obtida duas subfracées (HJB55-2-7 e HIB55-2-9); estas foram analizadas
por métodos espectrométricos permitindo verificar a presenca na subfracdo HJB55-2-9 (9
mg) das piperamidas isopiperlonguminina [75] e hoffmannseggiamida A [76]; e das
cromanonas (285,35)-5,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [77] e (25,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-
dimetilcroman-4-ona [78] na subfracao HJB55-2-7 (7 mg).

1.2.4.1.3 Purificacao da Fracao HJB1-9

Esta fracdo (282 mg) foi submetida a CC sobre silica-gel 60 e fase moével Hex:éter
etilico (3:1) em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 9 fragdes de
aproximadamente 30 mL cada, que foram reunidas em 6 subfracdées apo6s analise em CCDC;
sendo as fragbes HJB29-4 (39 mg) eluida com Hex:éter etilico (1:1) e HIB29-5 (148 mg),
eluida com Hex:éter etilico (1:2) identificadas através do espectro de RMN de 'H como
sendo respectivamente as piperamidas piperovatina [71] e tetrahidropiperlonguminina [73].

1.2.4.1.4 Purificacao da Fragdao HJB4-2

A fragdo HJB4-2 (410 mg - Fig. 1.6, p.25) por apresentar-se como um soélido branco de
aparéncia amorfa foi recristalizado em Hex:éter etilico (4/1) resultando 98 mg de um sélido
branco que ap6s aquisicdo de dados espectroscépicos e espectrométricos foi caracterizado
sendo [60]. A parte sobrenadante foi concentrada e em seguida submetida a cromatografia
em coluna, utilizando-se como fase estécionaria silica “Flash”, com o sistema eluente
Hex:AcOEt (1:0) em gradiente crescente de polaridade; foram coletados aproximadamente
30 mL para cada fragdo que apds analises em CCDC resultaram-se 4 subfracdes: HIB36-1;
HJB36-2; HJB36-3 e HUB36-4. A subfracao HJB36-1 (250 mg), eluida com Hex:AcOEt (9:1)
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foi submetida a CC em fase estacionaria Sephadex LH-20, com o sistema eluente
CHCl>:MeOH (1:1), sendo coletada fragbes de 10 mL que, apds analises em CCDC, foram
reagrupadas em 6 subfragées: HIB37-1; HIB37-2; HIB37-3; HIB37-4; HIB37-5 e HJB37-6.
A subfracdo HJB 37-5 (70 mg) foi identificado apés RMN de 'H como sendo a cromanona
[60]. A subfracao HJB37-4 (101 mg) foi novamente submetida ao processo cromatografico
em coluna, utilizando como fase estacionaria silica “Flash”, com o sistema eluente
Hex:AcOEt (15:1). Deste procedimento foi obtido a subfracdo HJB38-2 (54 mg) identificada
como sendo a substancia [60] e a subfragao HJB38-3 eluida com Hex:AcOEt (12:1) como
sendo o metileugenol [58].

1.2.4.2 Fracionamento do Extrato Diclorometanico das Raizes - DJB

A fragdo DJB (9,1 g) foi incorporado em silica-gel 60 e submetido a purificagao por CC
empregando-se como fase estacionaria silica-gel 60, utilizando como fase movel os
solventes Hex:AcOEt:MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 52
fracoes de aproximadamente 60 mL cada, que foram reunidas em 26 subfragcbes apds
analise em CCDC (Tab. I.1, p.23). A fracao DJB1-15 (198 mg) por apresentar cristais foi
identificada apds analise de RMN de 'H, de '*C e comparacédo com dados da fragdo HJB5-5

como sendo a substancia [71].

1.2.4.2.1 Purificacao da Fra¢dao DJB1-5

A fracdo DJB1-5 (220 mg) foi submetida a CC sobre silica “Flash” e como sistema
eluente Hex:AcOEt (9:1) em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 11 fragdes
de aproximadamente 30 mL cada, que foram reunidas em 7 subfragbes apds andlise em
CCDC. Pela anélise de RMN de 'H da subfracdo DJB9-2 (56 mg) eluida em Hex:AcOEt
(8:1) foi possivel constatar como sendo a isoasarona [59]. Ja a subfracdo DJB9-4 (18 mg)
eluida em Hex:AcOEt (8:2) apds se submetida a experimentos uni e bidimensionais de
RMN, analises em CG-EM e EMAR foi possivel propor a existéncia da substancia ciclopropil

(4,5-metilenodioxi-2-metoxifenil)cetona [62], inédita na literatura.
1.2.4.2.2 Purificacao das Frac6es DJB1-7 e DJB1-8
O material da fracdo DJB1-7 (100 mg) foi submetida a CC em fase estacionaria

Sephadex LH-20, com o sistema eluente CH.Cl,:MeOH (1:1), sendo coletada fragcdes de 10
mL que, apds andlises em CCDC, foram reagrupadas em 5 subfragbes. Apds analises de
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RMN de 'H das subfracdes DJB13-3 (21 mg) e DJB13-4 (26 mg), estas foram identificadas
como sendo mistura respectivamente das substancias [53] + [54] e [62].

Ja a fracdo DJB1-8 (312 mg) foi incorporada em silica-gel 60 e submetido a CC sobre
silica-gel 60 e fase movel Hex:AcOEt (9:1) em gradiente crescente de polaridade. Foram
coletadas 12 fracbes de aproximadamente 40 mL cada, que foram reunidas em 7 subfracbes
apos andlise em CCDC. A subfragcao DJB3-3 (40 mg) eluida no sistema Hex:AcOEt (8:2) foi
identificada ap6s analise de RMN de 'H como sendo a substancia [62].

1.2.4.2.3 Purificacao da Fra¢ao DJB1-14

A fragcdo DJB1-14 (99 mg) foi submetida a CC com fase estacionaria “silica Flash”, e
como fase moével Hex:AcOEt (2:1) em gradiente crescente de polaridade; aproximadamente
40 mL de eluente foram coletados para cada fragao. Apds andlise da fracdo DJB8-4 (55 mgq)
eluida em Hex:AcOEt (1:1) por RMN de 'H, pode-se constatar ser uma mistura das
substancias [71] e [73]. A fracdo DJB8-2 (12 mg), eluida em Hex:AcOEt (2:1), foi identificada
através de dados espectroscopicos e espectrométricos como sendo uma mistura dos acidos
trans-feruloiloxidocosanoico [79], tetracosandico [80] e hexacosandico [81].

1.2.4.2.2 Purificacao da Fracdo DJB1-17

A fracdo DJB1-17 (0,831 g) foi incorporado em silica-gel 60 e submetido a CC
empregando-se como fase estacionaria silica-gel 60, e fase mével o sistema CHCIl;:MeOH
(99:1) em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 11 subfracbes com
aproximadamente 40 mL cada, que apds comparacao por CCDC foram reagrupadas em 6
subfracoes. A subfracdo DJB4-3 (432 mg) eluida em CHCI;:MeOH (9:1) foi submetida a
cromatografia em coluna, utilizando-se como fase estécionaria Sephadex LH-20, com o
sistema eluente CH,Cl,:MeOH (1:1); sendo coletada fragcdes de 10 mL que, apds andlises em
CCDC, foram reagrupadas em 5 subfragbes: DJB5-1, DJB5-2, DJB5-3; DJB5-4 € DJB5-5. A
subfracdo DJB5-3 (175 mg) foi submetida ao mesmo procedimento utilizado anteriormente,
resultando a subfracdo DJB15-4 (96 mg) que apés andlise de RMN de 'H foi identificada
como uma mistura de [71] e [73].

A subfracdo DJB5-5 (238 mg) foi submetida a fracionamento em Sephadex LH-20,
utilizando metanol como sistema eluente; a subfracao DJB31-4 (45 mg) apds analise de RMN
de 'H, de ®C, CG-EM e comparagdo com dados da literatura permitiram identificar a
subfragdo DJB31-4 (45 mg) como sendo uma mistura das piperamidas piperovatina [71],
piperlonguminina [72], tetrahidropiperlonguminina [73] e 4,5- dihidropiperlonguminina [74].
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A subfracao DJB4-5 (92 mg) eluida em CHCI;:MeOH (8:2) foi fracionada em sephadex
LH-20 no sistema CH.Cl,:MeOH (1:1). Deste fracionamento a subfragcdo DJB10-3 (59 mg)
identificada por comparagéo com o espectro de RMN de 'H como sendo a mistura dos &cidos
trans-feruloiloxidocosandico [79], tetracosanoico [80] e hexacosandico [81].

Todas as demais substancias identificadas na tabela 1.1, p.23 foram feitas com base
na comparacéo de espectros de RMN de 'H.

1.2.4.3 Fracionamento do Extrato Etandlico das Raizes - EJB

O extrato EJB (14,3 g) foi suspenso em Metanol:Agua (9:1) e particionado em CHCI; (3
x) e em seguida com AcOEt (3 x). Ap6s concentrado em rotaevaporador sob pressao
reduzida obteve-se trés novos extratos denominados da seguinte forma: ERC (5,43 g), ERAE
(0,61 g) e ERAQ (2,3 g) - extrato etandlico/cloroférmico, etandlico/acetato de etila e
etandlico/aquoso das raizes do Joao Barandi, respectivamente. Desses extratos apenas o
ERC teve seu estudo iniciado.

1.2.4.3.1 Fracionamento do Extrato Etandlico/cloroféormico das Raizes - ERC

Este extrato ERC (5,43 g) foi inicialmente incorporado em silica-gel 60 e fracionado
em CC sobre silica-gel 60 e fase moével CHCI;:MeOH (1:0) em gradiente crescente de
polaridade. Foram coletadas 38 fracbes de aproximadamente 60 mL cada, que apos analise
em CCDC foram reagrupadas em 15 fracoes. Dessas foram estudadas as fracbes ERC1-5
(764 mg), ERC1-7 (120 mg) e ERC1-12 (140 mg).

1.2.4.2.1 Purificacao da Fracdo ERC1-5

A fragdo ERC1-5 (760 mg) eluida em CHCI;:MeOH (8:2) foi submetida a CC
empregando-se como fase estacionaria “silica Flash” e como fase moével o sistema
CHCI;:MeOH (98:2) em gradiente crescente de polaridade; aproximadamente 40 mL de
eluente foram coletados para cada subfragdo. Este fracionamento resultou apds analise em
CCDC em 10 subfracbes. A subfracdo ERC2-5 (140 mg) eluida em CHCI;:MeOH (9:1) foi
submetida a cromatografia em coluna utilizando-se como fase estacionaria Sephadex LH-20,
com o sistema eluente CH,Cl,:MeOH (1:1); apds analises em CCDC obteve-se 5 subfragdes.
A subfracdo ERC4-1 (15 mg) foi identificada através de seus espectros de RMN de 'H e °C
como sendo a mistura dos acidos [79], [80] e [81]. J& a subfragdo ERC4-4 (68 mg), apds
anélise de RMN de 'H e de '®C foi possivel identificar a presenca das amidas piperovatina
[71], piperlonguminina [72], dihidropiperlonguminina [74] e tetrahidropiperlonguminina [73].
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1.2.4.2.1 Purificacao da Fracao ERC1-7

A fracdo ERC1-7 (120 mg) eluida em CHCI;:MeOH (6:4) foi submetida a CC
utilizando-se como fase estacionaria Sephadex LH-20, com o sistema CH,Cl.:MeOH (1:1);
foram coletados aproximadamente 10 mL de cada subfracdo que apds analises em CCDC
obteve-se 5 subfragcbes: ERC3-1; ERC3-2; ERC3-3; ERC3-4; e ERC3-5. A subfragdo ERC3-4
(44 mg) foi refracionada no mesmo sistema anterior, resultadando desta forma a subfragédo
ERC8-4 (12 mg). Andlise de RMN de 'H, de '°C, de CG-EM, do ponto de fusdo e
comparagao com dados da literatura permitiram identificar a subfracdo ERC8-4 como sendo
0 acido 4-metoxibenzéico [57].

1.2.4.2.1 Purificacao da Fracdo ERC1-12

Esta fracdo (140 mg) eluida em CHCI3;:MeOH (1:2) por apresentar aspecto de um
s6lido pastoso branco foi recristalizada em CHCI;:MeOH (2:1), apés filtragdo, resultou uma
massa de 90 mg de um solido branco. Este sélido foi submetido a anélises de RMN de 'H,
de '*C, DEPT135 e do ponto de fusdo. Através da comparacéo com dados da literatura foi
possivel identificar a subfragio ERC1-12 como sendo uma mistura dos fitoesteroides:
daucosterol (B-sitosterol-3-O-B-D-glicosideo) [55] e estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [56]. O
sobrenatante também foi submetido & analise de RMN de 'H, revelando se tratar da mesma
mistura, porém em uma maior proporcdo do componente [55]; esta subfracdo foi
denominada de ERC1-12b.

1.2.5 Analise de Acidos Graxos e Esteres de Acidos Graxos por CG-EM Obtido do
Extrato Hexanico

1.2.5.1 Preparo de Esteres Metilicos a partir de Misturas de Esteres de Acidos Graxos e
Acidos Graxos

A fracdo HJB15-2 (91 mg) foi caracterizada por seus espectros de RMN de 'H e "*C
(Fig. 1.66a e 1.66b, p.109), como uma mistura de &cidos graxos livres e possivelmente uma
quantidade muito pequena de ésteres de &cido graxos. Para a obtengao dos ésteres
metilicos promoveu-se uma hidrélise alcalina seguida de esterificacdo, de acordo com o
procedimento descrito a seguir: 10 mg da fracdo foi dissolvida em 1 mL de solucio de
KOH/MeOH 0,5 M, em um tubo de ensaio. Aqueceu-se o tubo a 100 °C durante cinco
minutos; em seguida, adicionam-se 0,4 mL de uma solucao de HCI 36% : MeOH (4:1 v/v) e
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agueceu-se por mais cinco minutos mantendo a temperatura utilizada anteriormente. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de agua destilada (JHAM et al., 1982).

Os ésteres metilicos obtidos foram extraidos com hexano (3 x 5 mL), sendo a fase
organica submetida a secagem com sulfato de sddio anidro (Na,SO,) e em seguida filtrada.
O solvente organico foi removido em evaporador rotatério, sob pressao reduzida, sendo os
ésteres metilicos obtidos redissolvidos em 1 mL de hexano para posteror analise por CG-

EM. As condicdes de andlises sdo descritas no item 9.2, pagina 16.
1.2.5.2 ANALISE em CG-EM dos Esteres Metilicos

Uma mistura com padodes de ésteres metilicos foi adquirido (FAME mix C8-C24 da
Supelco Analytical — USA) e utilizada para identificagdo dos ésteres presentes na fragao
HJB15-2 através da analise em CG-EM. As condicoes de analises sao descritas no item 9.2,

pagina 16.

Tabela I.1 - Fragdes obtidas do fracionamento em CC do extrato DJB

Cédigo FracGes reunidas | Sistema eluente | Massa (g) Substéancias
Hex:AcOEt:MeOH identificadas
DJB1-1 1-2 12:1:0 0,683 [60] e [61]
DJB1-2 3-4 10:1:0 0,974 [61]
DJB1-3 5-7 9:1:0 0,386 [53], [54] e [62]
DJB1-4 8-9 8:2:0 0,120 N&o trabalhada
DJB1-5 10 -12 7:3:0 0,220 [59] e [62]
DJB1-6 14 7:3:0 0,100 Trabalhada
DJB1-7 15-17 6:4:0 0,100 [53], [54] e [62]
DJB1-8 18 - 20 6:4:0 0,312 [62]
DJB1-9 21 -22 1:1:0 0,130 Trabalhada
DJB1-10 23 1:3:0 0,099 Trabalhada
DJB1-11 24 - 25 1:3:0 0,209 Nao trabalhada
DJB1-12 26 1:5:0 0,169 Trabalhada
DJB1-13 27 - 28 1:5:0 0,075 Nao trabalhada
DJB1-14 29 0:1:0 0,099 [71], [73], [79], [80] e
[81]
DJB1-15 30 0:1:0 0,198 [71]
DJB1-16 31-32 0:9:1 0,328 Nao trabalhada
DJB1-17 33-34 0:9:1 0,831 [71], [72], [73], [74],
[79], [80] e [81]
DJB1-18 35 - 36 0:9:1 0,227 N&o trabalhada
DJB1-19 37 0:7:3 0,133 [73], [79], [80] e [81]
DJB1-20 38 - 39 0:7:3 0,151 Trabalhada
DJB1-21 40 - M1 0:6:4 0,290 [79], [80] e [81]
DJB1-22 42 - 44 0:6:4 0,450 Trabalhada
DJB1-23 45 - 46 0:1:1 0,295 Nao trabalhada
DJB1-24 47 - 48 0:1:1 0,353 Trabalhada
DJB1-25 49 - 50 0:0:1 0,068 Trabalhada
DJB1-26 51 -52 0:0:1 0,568 Nao trabalhada
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EXTRADO HEXANICO DAS RAIZES DE Piper klotzschianum

Massa inicial
11,89g
Fase fixa: Sﬂica Gel (Merk) | Fase Mével Hexano/Acetato de Etila em OCP
40 [0 [t 8:2)
HIBI-1 || HIBI-2 HJB13 HJB14 HJB15 HJB16 HJB17 HJB18 HJB19 HJBI 10 HJBl 11
2,40g 2,00g 2,20g 210g 1,10g 0,30g 0.22¢g O63g 022¢ || 0,40¢ 0,23g
Silica Gel | Hex/AcOEt (OCP)
&1 [@1) |61) ©1) @1 [@n  [@n o)
‘ HIB2-1 H HIB2-2 H HIB2-3 I‘ HJB2-4I HIB2-5 ‘ HIB2-6 I‘ HJB2-7| HIB2-8
63mg 158mg || 398mg J| 235mg | 124mg || 240mg || 100mg J| 90mg Hex/AcOEt
Silica Gel | (OCP)
Silica Gel | Hex/AcOEt (OCP) 1) [@:1) [ 8:2) [82)](3:1)[(3:1)
o) oy [y ey |@) ‘ HJB5-2| ‘HJB5-4| ‘HJB5-6|
‘HJB3-1 H HIB3-2 I‘ HJB3-3 )[ HIB3-4 ‘HJB3_5 22mg 46mg 239mg | (1):1)
S05mg | 630me J| 815me J| 260me J| 418mg || (ypscy | [Bs3) [ wiBs-s )| [ wiBs7
| 15mg 17mg 239mg 66mg
2 Sﬂlca Gel | Hex/ ACOE‘ (OCP) Sﬂica Gel| Hex/AcOEt (OCP)
|(12:1) 2) .
= o1 |@® R
170me Iﬂ%ﬁé”‘g’g“ 3 I AN H AR I‘ I;;]ffﬂ HJB61 HJB62 HIB6-3 | [ HIB6-4
- £ g g 29mg 9mg 129mg 39mg
Silica Gel Hex/AcOEt (OCP) '
RERES 91) |(3:1) |(1:1) Silica Gel Hex/AcOEt(OCP)
HIB7-1 | HiB7-2 | HiB7-3 |[ HIB7-4 |[ HIB7-5 (1) [©:1) A AR
431mg | 1736mg 536mg 19mg 8mg HIBS-1 || HIBS-2 || HIB8-3 || HIBS-4 || HIBS-5
Tmg 7Tmg 161mg 18mg 15mg
Fase fixa: Sephadex | Fase mével: MeOH/DCM (1/1)

Fase fixa: Silica Flash [Hex/AcOEt (OCP)

2:1 2:1 : : : :
HiBo-1 | HiB9-2 | HiB9-3 | HIBo-4 | B9 || HIBY-6 @) @b (1) a1 o)
Img 7mg 17mg 50mg 31mg 15mg HIB10-1 HIB10-3 HIB10-5
8mg 93mg 17mg
Fase fixa: Silica Flash | Hex/AcOEt (OCP) HIB10-2 HJBIO 4] |HIB1 0 6
| (1:0) |(9:1) | (5:1) 12mg 119m; 11mg
HIBI11-1 HIB11-2 HIB11-3
480mg 30mg 21mg - -
| Fase fixa: Silica Flash | Hex/AcOEt (OCP)
Fase fixa: Sﬂica Flash Hex/AcOEt (OCP) | (9:1) |(9.1) |(8.2) | (3:1)
1 | 9:1 HIJB13-1] |[HIB13-2] (HIJB13-3] |HJB13-4
9 ) (6:1) 27mg 69mg 56mg 45mg
HJB12 1 HJB12 2| (wB12-3) |HIB12-4) |HIB12-5
20mg 48mg 137mg 226mg 49mg

Figura 1.6 — Fluxograma simplificado das fragcdes obtidas do fracionamento de HJB até a 132
coluna.
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EXTRADO HEXANICO DAS RAIZES DE Piper klotzschianum

Fase movel

HIB3-5
E45 Sjmg Fase mével

Fase fixa: Sﬂica Flash Hex/AcOEt (OCP) Fase fixa: Silica Flash Hex/AcOEt (OCP)
[(1:0) 7:1) [©@1) [@:1) [@:1) [@:1) (5:1)
HIB14-1 HJB14 2| | HB14-3| | HIB14-4 ‘ HJBlS-ll ‘ HJBl5-3| HIBIS-5 HIB15-7
8mg 156mg 48mg 46mg 17mg 156mg 50mg 46mg
HIB15-2 HIB15-4 HIB15-6
91mg 62mg 29mg
Fase fixa: Sﬂica Flash | Hex/AcOEt (OCP) HJB13-2
|(3:1) | (1:1) E69m:'g
‘HJB16 1| ‘ HJB16 2| ‘ HJB16 %I ‘HJB16—4| Fase fixa: Silica Flash Hex/AcOEt (OCP)
7mg 13mg_J |_63mg 10me (@) J©1) [(7:3) | (1:1)
HIBI8-1| |HIBI8-2| |HIB18-3| |HIB18-4
Fase fixa: Silica Flash | Fase m6vel: Hex/AcOEt (9:1) 12mg 22mg 10mg 17mg

HIB3-2 |
658mg Fase mével

‘ HJB17—1| ‘ HJB17-2| ‘ HJB17-3|
7 11m,
=< 170mg : Fase fixa: Silica Flash Hex/AcOEt (OCP)
HIB3-1; 32 (100 [(@:1) [(@:1) [(&:1)
4-1:4-2 HJB19-1 HIB19-3 HIB19-5
755mg_ JFase movel 20mg 47Tmg 121mg
Fase fixa: Silica Flash Hex/AcOEt (OCP)
[(21) J@n) @) [(73) (1:1)](0:1) ‘ HJBl9-2| ‘ HJB19-4| ‘ HJB19-6 |
184m 164m
wB20-1] | [HB203) | [F1B205) | [ HyB20-7 - 2 S2me
311mg 116mg 29mg 93mg
HJIB2-6
HJIB20-2 HIB20-4 HIB20-6 240mg el
132mg 143mg 22mg Fase move
Fase fixa: Silica Flash | Hex/AcOEt (OCP)
©:1) [©1)[6:2) [79) [(7:3) [l6:4) [(1:1)
HJB21-2 HJB21-4 HIB21-6 HIB21-8
11mg 70mg 18mg 25mg
Fase mével
Fase fixa: Silica Flash
; Xa: ol Hex/AcOEt (OCP) B21-1 HB21-3 HIB21-5 HIB21-7
(12:1) (9:1) (9:1) (8:2) (6:4) (1:1) (0:1) 18mg 24mg 71mg 19mg
HJIB22-1 HJIB22-3 HJIB22-5 HJIB22-7
14mg 34mg 28mg 25mg
HIJB22-2 HJB22-4 HJB22-6
48mg 29mg 17mg

coluna.

Figura 1.7 — Fluxograma simplificado das fragbes obtidas do fracionamento de HJB até a 222
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1 Substéncias Isoladas de Piper klotzschianum

Na tabela I.2 estdo apresentados os constituintes quimicos isolados dos extratos
hexanico, diclorometanico e etandlico das raizes de P. klotzschianum, bem como o0s

experimentos realizados para a identificacdo dos mesmos.

Tabela 1.2 Constituintes quimicos identificados nas raizes de Piper Klotschianum

Cddigo Estrutura Quimica Experimentos
realizados

HJB2-5; 27 PF, RMN 'He '*C
HJB8-2;
HJB21-4;
DJB13-3
22,23-diidro:p-sitosterol [53]
HO A% estigmasterol [54]
PF, RMN 'H, 'C,
DEPT135¢e IV
ERC1-12;
ERC1-12b

22,23-diidro:B-sitosterol D-glicosi-
lado (daucosterol) [55]
A% -estigmasterol D-glicosilado [56]

o\ OH
PF, RMN 'H, °C e
CG-EM
ERC8-4
0

acido 4-metoxibenzobico [57]

H5;CO.
- RMN 'H, ¥C, HMBC

HJB38-3 H.CO e CG-EM

metileugenol [58]

HJB18-2; HaCO —
HJB20-7 m RMN 'H, %c,

DJB9-2

isoasarona [59]

26



Cont. Tabela 1.2

HJB4-2; PF, RMN 'H, ™C,
HJB37-5; HMBC, HMQC,
HJB38-2 DEPT135, CG-EM,
EMAR,; [0(]D20 elV
HJB1-3;
HJB7-2; RMN H, 13C,
HJB19-2; DEPT135 e EM
HJB12-3;
HJB20-1; 1-butil-3,4- metilenodioxibenzeno [61]
DJB1-2
O
! H 5 RMN H, 3C,
DJB3-3; 5 " 3 HMBC, HMQC,
DJB9-4; < DEPT135, gCOSY,
DJB13-4 20 CG-EM, EMAR e IV
|
1,1-(2"-metoxi-4',5'-metilenodioxifenil)-ciclopropilcetona [62]
O
|
/WN/\(
H
n =1 [63] - (2E,4E)-N-isobutilocta-2,4-dienamida RMN 1H’ “C e CG-
HJB59-4 n = 3 [64] - (2E,4E)-N-isobutildeca-2,4-dienamida EM
n = 4 [65] - (2E,4E)-N-isobutilundeca-2,4-dienamida
n =5 [66] - (2E,4E)-N-isobutildodeca-2,4-dienamida
n =6 [67] - (2E,4E)-N-isobutiltrideca-2,4-dienamida
n =7 [68] - (2E,4E)-N-isobutiltetradeca-2,4-dienamida
n = 9 [69] - (2E,4E)-N-isobutilhexadeca-2,4-dienamida
n =9 [70] - (2E)-N-isobutilhexadeca-2-enamida
H 3"
HJB5-5; Ny ,‘QJ\ PF, RMN 'H, *C,
HJB29-4; /@M( HMBC,  HMQC,
DJB1-15 ~o © DEPT135, CG-EM,
piperovatina [71] EMAR e IV
O
PPN Lo RMN 'H, 1°C e EM
HJB52-5 % e
O 4 H
piperlonguminina [72]
(0]
HJB10-4; Ous s o PE, RMN 'H, "C,
HJB16-3 ; { o DEPT135, CG-EM,
HJB29-5 o H EMAR e IV
tetrahidropiperlonguminina [73]
O
.o - Lo RMN 'H, °C e EM
DJB31-4 % N
H

R

4,5-dihidropiperlonguminina [74]
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Cont. Tabela 1.2

N < RMN 'H, '°C e EM
HJB55-2-9 W - A(

[75]
isopiperlonguminina hoffmannseggiamida A

O
1043 - 6 1043
HJB55-2-7 \07 o7E

(25,35)-5,7- dlmetOX| 2,3-dimetilcroman-4-ona [77]
(28 3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [78]

O O
PF, RMN 'H, 'C,
o) -~ “OH HMBC, HMQC,
DJB8-2; DEPT135, CG-EM,
DJB10-4; HO n =20 EMAR, e IV
ERC4-1 OCH; -2

n=24
acidos trans-feruloiloxidocosandico [79],
tetracosanoico [80] e hexacosandico [81]

1.3.2 Dados Fisicos e Espectroscdpicos das Substancias Isoladas de P. Klotschianum

1.3.2.1 Mistura de B-sitosterol [53] e estigmasterol [54]

22,23-diidro: B-sitosterol [53]
HO” 3 5 A? estigmasterol [54]

PF = 145,5-148,5 °C

RMN DE 'H (500 MHz, CDCls) §y/ppm (mult., J/Hz): 5,16 (dd, 8,4 e 15,0, H22, 54); 5,02 (dd,
8,4 e 15,0, H23, 54); 5,35 (d, 5,1, H6); 3,52 (m, H3).

RMN DE '3C (75 MHz, CDCls) 8 (ppm): 140,7 (C5); 138,3 (C22, 54); 129,3 (C23, 54); 121,7
(CB); 71,8 (C3); 56,9 (C14, 54); 56,8 (C14, 53); 56,1 (C17, 53); 56,0 (C17, 54); 51,2 (C24,
54); 50,1 (C9); 45,8 (C24, 53); 42,3 (C13); 42,2 (C4); 40,5 (C20, 54); 39,8 (C12, 53); 39,7
(C12, 54); 37,3 (C1); 36,5 (C10); 36,1 (C20, 53); 34,0 (C22, 53); 31,9 (C25, 54); 31,9 (C7 e
C8); 31,6 (C2); 29,2 (C25, 53); 28,8 (C16, 54); 28,2 (C16, 53); 26,1 (C23, 53); 25,4 (C28,
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54): 24,4 (C15, 54); 24,3 (C15, 53); 23,1 (C28, 53); 21,2 (C21, 54); 21,1 (C11); 19,8 (C26 e
27, 54); 19.4 (C19); 19,1 (C21, 53); 19,0 (C26 e C27, 53); 18,8 (C21, 53); 12,2 (C29, 54);
12,0 (C29, 53); 11,9 (C18).

1.3.2.2 Mistura de daucosterol (B-sitosterol-3-O-B-D-glicosideo) [55] e estigmasterol-3-
O-B-D-glicosideo [56]

22,23-diidro: B-sitosterol-3-O-B-D-glicosideo [55]
A% -estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [56]

PF = 256 °C (dec.)

IV (KBr, ‘E'maxlcm'1): 3600-3100, 2959, 2933, 2898, 2850, 1655, 1631, 1612, 1540, 1463,
1368, 1074 e 1023.

RMN DE 'H (500 MHz, CsDsN) §./ppm (mult., J/Hz): 5,33 (d, 4,9, H6); 5,16 - 5,03
(sobreposicao do sinal da agua sobre os sinais H22 e H23, [56]); 4,55 (d, 2,4, HO-2'); 4,53
(d, 2,4, HO-3'); 4,39 (dd, 5,3, HO-6'); 4,27 (m, HO-4', H5'); 4,05 (d, 8,2, H1', [56]); 4,03 (d,
8,2 H1', [55]); 3,98-3,91 (m, H6'a, H6'b, H3).

RMN DE *C (125 MHz, CsDsN) ¢ (ppm): 140,8 (C5); 138,7 (C22, [56]); 129.4 (C23, [56]);
121,8 (C6); 102,5 (C1"); 78,4 (C5'); 78,1 (C3'); 78,5 (C3); 75,3 (C2'); 71,6 (C4"); 62,8 (C6");
56,9 (C14, [56]); 56,8 (C14, [55]); 56,2 (C17, [55]); 56,0 (C17, [56]); 51,3 (C9, [56]); 50,3
(C9, [55]); 46,0 (C24); 42,4 (C13, [55]); 42,3 (C13, [56]); 40,7 (C4, [56]); 39,9 (C12, [55]);
39,8 (C12, [56]); 39,3 (C4, [55]); 37,4 (C1); 36,9 (C20); 36,3 (C10, [55]); 34,2 (C22); 32,1
(C8); 32,0 (C7); 30,2 (C2); 29,4 (C25, [55]); 29,2 (C25, [56]); 28,5 (C16); 26,4 (C23, [55]);
25,6 (C23, [56]); 24,4 (C15); 23,3 (C28); 21,4 (C11, [56]); 21,2 (C11, [55]); 19,9 (27, [56]);
19.4 (C26, [55] e C19, [56]); 19,2 (C19 e C27, [55]); 19,1 (C26, [55]); 19,0 (C21, [55]); 18,8
(C21, [56]); 12,5 (C29, [56]); 12,1 (C29, [55]); 11,9 (C18).
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1.3.2.3 Acido 4-metoxibenzéico [57]

OH
ON

[57]

PF = 180-182 °C

RMN DE "H (300 MHz, CDCls) 5/ppm (mult., J/Hz): 8,07 (d, 9,0, H2 e H6); 6,95 (d, 9,0, H3 e
H5); 3,89 (s, OCHy).

RMN DE '3C (75 MHz, CDCls) 3¢ (ppm): 171,2 (-COOH); 164,0 (C4); 132,3 (C2 e C6); 122,0
(C1); 113,7 (C3 e C5) e 55,5 (O-CH).

EM (CG-EM, IE), m/z (% int. rel.): 152 (73) [M**], 135 (100), 107 (25), 92 (23), 77 (40).

1.3.2.4 3,4,-Dimetoxi-1-propenilbenzeno (metileugenol) [58]

H3CO:©A/
H3;CO
(58]

Oleo incolor de aroma agradavel

RMN DE 'H (300 MHz, CDCls) 8y/ppm (mult., J/Hz): 6,82 (d, 8,4, H5); 6,75 (dd, 8,4 e 1,8,
H6); 6,74 (d, 1,8, H2); 5,95 (m, H2Y); 5,08 (m, H3'); 3,88 (s, 4-OCH); 3,87 (3-OCHa); 3,34 (d,
6,6, H)).

RMN DE 'C (75 MHz, CDCl,) ¢ (ppm): 148,6 (C4); 147,1 (C3); 137,7 (C2)); 132,7 (C6);
120,4 (C1); 115,6 (C3'); 111,9 (C2); 111,3 (C5); 55,9 (3-OCHa); 55,8 (4-OCHs); 39,8 (C1Y).
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EM (CG-EM, IE), m/z (%): 179 (11) [M*'], 178 (100) [M*], 163 (30), 147 (33), 91 (28), 77
(16), 41 (12).

1.3.2.5 2,4,5-trimetoxi-1-propenilbenzeno (isoasarona) [59]
H300:©f\/
H3CO OCH3
[59]

Oleo incolor amarelado de aroma forte

RMN DE "H (300 MHz, CDCls) 5/ppm (mult., J/Hz): 6,70 (s, H6); 6,54 (s, H3); 5,98 (m, H2));
5,04 (m, H3"); 3,88 (s, 4-OCHa); 3,83 (5-OCHj); 3,80 (2-OCH;). 3,33 (d, 6,6, H1).

RMN DE 'C (75 MHz, CDCl,) ¢ (ppm): 151,3 (C2); 147,9 (C4); 143,1 (C5); 137,2 (C2);
120,1 (C1); 115,1 (C3'); 114,1 (C6); 98,2 (C3); 56,6 (2-OCHs); 56,5 (5-OCHs); 56,2 (4-OCHa);

33,6 (C1").

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 209 (14) [M*'], 208 (100) [M*], 193 (49), 177 (16), 165 (15), 77
(14).

1.3.2.6 (2S,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [60]

PF =106 - 107 °C

IV (KBr, V./cm™): 3018, 2986, 2974, 2936, 2912, 1620, 1573, 1508, 1453, 1156, 1130 e
829.
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RMN DE "H (300 MHz, CDCl) y/ppm (mult., J/Hz): 12,14 (s, -OH); 6,03 (d, 2,1, H6); 5,95
(d, 2,1, H8); 4,18 (dq, 11,1 e 6,3, H2); 3,79 (s, 7-OCHy); 2,56 (dg, 11,1 e 6,9, H3); 1,49 (d,
6,3, 2-CHy); 1,21 (d, 6,9, 3-CHa).

RMN DE "3C (75 MHz, CDCls) 8; (ppm): 198,6 (C4); 167,6 (C7); 164,1 (C5); 162,5 (C9);

102,3 (C10); 94,8 (C6); 93,6 (C8); 78,9 (C2); 55,6 (OCHa); 45,7 (C3); 19,6 (2-CHa); 10,2 (3-
CHy).

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 222 (60) [M*"], 167 (21), 166 (100), 138 (41), 110 (13), 95 (18), 69
(15) e 41 (8).

EMAR-MicroTOF/ESI(-) = 221,0799

Rotacdo Especifica: [a]p™ = + 1422 (¢ 1,00, CH;OH).

1.3.2.7 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno [61]

[61]
Oleo incolor de aroma suave
IV (KBr, "_'rmax/cm'1): 3072, 2956, 2925, 2871, 2855, 1504, 1490, 1465, 1345 e 1042.
RMN DE 'H (300 MHz, CDCl;) §,/ppm (mult., J/Hz): 6,73 (d, 8,1, H5); 6,67 (d, 1,8, H2); 6,63
(dd, 8,1 e 1,8, H6); 5,92 (s, OCH,0); 2,54 (dd, 7,8 e 7,5, H7); 1,57 (m, H8); 1,35 (sext, 8,1e

7,2, H9); 0,93 (t, 7,2, H10).

RMN DE "*C (75 MHz, CDCl;) 8¢ (ppm): 147,4 (C3); 145,3 (C4); 136,7 (C1); 121,0 (C6);
108,8 (C2); 107,9 (C5); 100,6 (OCH,0); 35,3 (C7); 33,9 (C8); 22,2 (C9); 13,9 (C10).

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 178 (46) [M*"], 136 (39), 135 (100), 79 (11), 77 (40), 51 (21), 39
(12).
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1.3.2.8 1,1-(2'-metoxi-4',5'-metilenodioxifenil)-ciclopropilcetona [62]

[62]

Solido amarelado pastoso de aroma agradavel

UV (MeOH) Aa: 333 nm

IV (KBr, T62] ~n): 3006, 2955, 2917, 2851, 1718, 1654, 1618, 1507, 1260 e 1038.

RMN DE 'H (500 MHz, CDCls) 5y/ppm (mult., J/Hz): 7,19 (s, H6'); 6,58 (s, H3"); 5,99 (s,
OCH,0); 3,88 (s, OCHa); 2,81 (m, H1"); 1,20 (m, Hb2"/3"); 0,93 (m, Ha2"/3").

RMN DE '®C (125 MHz, CDCly) 8 (ppm): 200,9 (C1); 156,3 (C2); 151,7 (C4'); 141,6 (C5));
122,1 (C1'); 109,2 (C6'); 101,8 (OCH,O); 94,8 (C3"); 56,7 (OCHs); 21,1 (C2"); 11,8 (C3"/4").

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 220 (41) [M*], 179 (100), 192 (9), 164 (15), 69 (16), 41 (26).

EMAR-MicroTOF/ESI(+) = 221,0857

1.3.2.9 Mistura de isobutilamidas alifaticas [63 - 70]
0O

S \\\ N N/Y
\
H

n =1 [63] - (2E,4E)-N-isobutilocta-2,4-dienamida

n = 3 [64] - (2E,4E)-N-isobutildeca-2,4-dienamida

n = 4 [65] - (2E,4E)-N-isobutilundeca-2,4-dienamida

n =5 [66] - (2E,4E)- N-isobutildodeca-2,4-dienamida

n = 6 [67] - (2E,4E)-N-isobutiltrideca-2,4-dienamida

n =7 [68] - (2E,4E)- N-isobutiltetradeca-2,4-dienamida
n =9 [69] - (2E,4E)- N-isobutilhexadeca-2,4-dienamida
n =9 [70] - (2E)-N-isobutilhexadeca-2-enamida
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RMN DE 'H (300 MHz, CDCls) &y/ppm (mult., J/Hz): 7,19 (dd, 15,0; 10,0, H3); 6,07 - 6,13 (m
— H4/H5); 5,75 (d, 15,0, H2); 5,51 (sl, -NH); 3,17 (dd, 6,8 e 6,2, H1"); 2,14 (m, H6); 1,80 (m,
H; 1,10 — 1,50 (m, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16); 0,93 (d, 6,6, H3'/4");
0,89 (m, CHs; terminal).

RMN DE *3C (75 MHz, CDCl;) &; (ppm): Ver Tabela I.4 na pagina 73.

[63] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 195 (100) [M*], 196 (11) [M +1], 166 (100), 180 (7), 152 (4),
41 (3).

[64] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 223 (45) [M*"], 208 (3), 195 (11), 151 (91), 96 (63), 81 (100),
43 (65), 41 (94).

[65] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 237 (30) [M*"], 165 (98), 152 (65), 96 (80), 81 (100), 41 (57).

[66] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 251 (29) [M*], 236 (13), 179 (97), 152 (42), 96 (81), 81
(100), 41 (67).

[67] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 265 (32) [M*"], 250 (15), 209(63), 193 (95), 152 (57), 96
(73), 81 (100), 41 (89).

[68] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 279 (33) [M*"], 264 (16), 207 (99), 152 (53), 96 (76), 81
(100), 41 (70).

[69] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 307 (30) [M*], 292 (18), 235 (84), 152 (64), 96 (64),
81(100), 43 (50), 41 (72).

[70] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 309 (20) [M*"], 294 (21), 254 (39), 237 (100), 126 (54), 81
(27), 55 (70), 41 (53).

1.3.2.10 Piperovatina [71]
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PF = 120,3 - 121 °C

UV (MeOH) A,5: 266 nm

IV (KBr, i'max/cm'1): 3299, 3077, 2959, 2927, 2898, 2875, 1655, 1627, 1612, 1547, 1510,
1466, 1251, 1032 e 993.

RMN DE 'H (300 MHz, CDCls) 8,/ppm (mult., J/Hz): 7,14 (dd, 15,0 e 9,8, H3); 7,02 (d, 8,7,
H2' e H6'); 6,80 (d, 8,7, H3' e H5); 6,09 (dd, 15,0 e 9,8, H4); 6,04-6,21 (m, H5); 5,78 (d, 15,0,
H2); 3,90 (s, OCHs); 3,38 (d, 5,7, H6); 3,08 (d, 6,9, H1"); 1,75 (noneto, 6,0, H2"); 0,87 (d, 6,6,
H3" e H4").

RMN DE '3C (75 MHz, CDCl5) 8¢ (ppm): 166,2 (C1); 158,0 ( C4'); 141,0 (C3); 140.6 (C5);
131,0 (C1'); 129.5 (C2' e C6'); 129.0 (C4); 122,7 (C2); 113,9 (C3' e C5'); 55,2 (OCHy); 46,9

(C1"); 38,2 (C6); 28,5 (C2"); 20,1 (C3" e C4").

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 273 (29) [M*"], 174 (78), 173 (100), 158 (42), 152 (96), 139 (67),
121 (38), 115 (24), 96 (61) e 57 (26).

EMAR-MicroTOF/ESI(-) = 272,1633

1.3.2.11 Piperlonguminina [72 ]

[72]

PF =166 - 167 °C

UV (MeOH) Aa: 337 nm
RMN DE 'H (300 MHz, CDCls) 5./ppm (mult., J/Hz): 7,36 (dd, 10,8 e 10,5, H3); 6,98 (d, 1,8,
H2'); 6,89 (dd, 7,8 e 1,8, H6'); 6,79 (d, 15,6, H5); 6,78 (d, 7,8, H5'); 6,66 (dd, 15,6 e 10,6,

H4); 5,98 (s, OCH,O); 5,96 (d, 15,0, H2); 5,45 (sl, NH); 3,20 (dd, 6,9, e 6,0, H1"); 1,80 (m,
H2"); 0,89 (d, 6,6, H3" e H4").
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RMN DE "3C (75 MHz, CDCls) 5¢ (ppm): 166,1 (C1); 148,2 (C3' e C4'); 141,0 (C3); 138,8
(C5); 130,9 (C1); 124,6 (C4); 123,1 (C2); 122,6 (C6'); 108,5 (C5); 105,7 (C2) 101,3
(OCH,0); 47,0 (C1"); 28,6 (C2"); 20,1 (C3" e C4").

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 273 (57) [M**], 216 (20), 201 (90), 173 (82), 143 (40), 115 (100),
96 (31), 57 (26).

1.3.2.12 Tetra-hidropiperlonguminine [73]

(73]

Ti= 55,0-56,0 °C (solido cristalino branco)

UV (MeOH) Ay« 284 nm

IV (KBr, V.,/cm™): 3298, 3079, 2956, 2927, 2868, 2775, 1642, 1551, 1489, 1441, 1246 e
1039.

RMN DE 'H (300 MHz, CDCl;) §./ppm (mult., J/Hz): 6,71 (d, 7,8, H5'); 6,66 (d, 0,9, H2');
6,61 (dd, 7,8 e 0,9, H6'); 5,89 (s, OCH,0); 5,43 (sl, NH); 3,08 (t, 6,3, H1"); 2,56 (t, 7,5, H5);
2,19 (t, 7,2, H2); 1,75 (m, H2"); 1,65 (m, H3 e H4); 0,89 (d, 6,6, H3" e H4").

RMN DE "3C (75 MHz, CDCl;) 3¢ (ppm): 172,8 (C1); 147,4 (C3'); 145,4 (C4'); 136,0 (C1');
121,0 (C6'); 108,7 (C2'); 108,0 (C5'); 100,8 (OCH;0); 46,7 (C1"); 36,6 (C5); 35,3 (C4); 31,3

(C2); 28,4 (C2"); 25,3 (C3); 20,0 (C3" e C4").

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 277 (76) [M**], 205 (31), 204 (60), 148 (64), 135 (100), 128 (43),
115 (91), 77 (36), 60 (77) e 30 (63).

EMAR-MicroTOF/ESI(-) = 276,1573
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1.3.2.13 4,5-Di-hidropiperlonguminina [74]

<Zj;©AA\)1k EY

[74]

RMN DE 'H (300 MHz, CDCls) §/ppm (mult., J/Hz): 6,95 — 6,55 (m, H3, H2', H5' e HB"); 5,90
(s, OCH,0); 5,81 (d, 15,0, H2); 5,78 (sl, NH); 3,14 (m, H1"); 2,66 (dd, 8,1 e 6,9, H5); 2,43 (m,
H4): 1,75 (m, H2"); 0,90 (d, 6,6, H3" e H4").

RMN DE "3C (75 MHz, CDCls) 5 (ppm): 165,9 (C1); 147,5 (C4'); 145, 7 (C3'); 143,0 (C3);
134,8 (C1'); 124,3 (C6'); 120,9 (C2); 108,4 (C5'); 108,1 (C2'); 100,6 (OCH,0); 34,0 (C4); 34,3

(C5); 46,8 (C1"); 28,4 (C2"); 20,0 (C3" & C4").

EM (CG-EM, IE), m/z (%): 275 (4) [M*"], 203 (2), 175 (5), 174 (5), 135 (100), 105 (3), 77 (13),
57 (2) e 43 (2).

1.3.2.14 Mistura das piperamidas: piperlonguminina [72], isopiperlonguminina [75] e
hoffmannseggiamida A [76]

RMN DE 'H (300 MHz, CDCl,) §y/ppm (mult., J/Hz) e RMN DE '*C (75 MHz, CDCl,) &
(ppm): ver Tabela I.7 na pagina 95

[75] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 273 (59) [M*"], 216 (21), 201 (85), 173 (77), 143 (42), 115
(100), 96 (30), 57 (29).

[76] - EM (CG-EM, IE), m/z (%): 273 (52) [M*"], 216 (20), 201 (91), 173 (90), 143 (42), 115
(100), 96 (32), 57 (25).
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1.3.2.15 Mistura das cromanonas (2S,35)-5,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [77] e
(2S,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [78]

Sélido branco

RMN DE 'H (300 MHz, CDCl;) 5./ppm (mult., J/JHz) e RMN DE 'C (75 MHz, CDCls) 5¢
(ppm): ver Tabela 1.8 na pagina 100

[77] e [78]- EM (CG-EM, IE), m/z (%): 236 (30) [M**], 180 (100), 152 (31), 137 (23), 41 (10).

1.3.2.16 Mistura dos ferulatos acidos trans-feruloiloxidocosanoico [79], trans-
feruloiloxitetracosandico [80] e trans-feruloiloxihexacosanoico [81]

HO n=20 [79]

OCHs n=22 [80]
n=24 [81]

Ti= 70 - 73 °C (s6lido amorfo de aparéncia amarela)

UV (MeOH) A 325 nm

RMN DE 'H (300 MHz, CDCIls) 5./ppm (mult., J/Hz): 7,62 (d, 16,0, H3); 7,07 (dd, 8,1, e 1,8,
H6"); 7,04 (d, 1,8, H2"); 6,92 (d, 8,1, H5"); 6,30 (d, 16,0, H2); 4,19 (t, 6,6, H1"); 3,93 (s,

OCH,); 2,35 (1, 7,5, H21" [79], H23" [80] e H25" [81]); 1,72 — 1,58 (m, H2", H20" [79], H22"
[80] e H24" [81]); 1,26 (s, H3" — H19" [79], H3" — H21" [80] e H3" — H23" [81]).
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RMN DE '*C (75 MHz, CDCl;) & (ppm): 178,0 (C22" [79], C24" [80] e C26" [81]); 167,4
(C1); 147,9 (C3'); 146,7 (C4'); 144,6 (C3); 127,0 (C1'); 123,0 (C6'); 115,7 (C2); 114,7 (C5");
109,3 (C2'); 64,6 (C1"); 55,9 (OCH,); 33,7 (C21" [79], C23" [80] e C25" [81]); 28,76 (C2"),
29,7 — 26,0 (C3" — C19" [79], C3" — C21" [80] e C3" — C23" [81]); e 24,7 (C20" [79], C22"
[80] e C24" [81]).

EMAR - MicroTOF/ESI(-) = 531,3694

EMAR — MicroTOF/ESI(-) = 559,4020

EMAR - MicroTOF/ESI(-) = 587,4332

1.3.3 Identificacao e Determinacao Estrutural

1.3.3.1 Fracao HJB2-5: Mistura de B-sitosterol [53] e estigmasterol [54]

22,23-diidro: B-sitosterol [53]
A% estigmasterol [54]

A andlise do espectro de RMN de hidrogénio dessa fracao (Fig 1.8a, p.40) permitiu
observar a presencga de sinais referentes a hidrogénios olefinicos do estigmasterol, H-22
(1H, & 5,16, dd, J = 8,4/15,0 Hz) e H23 (1H, & 5,02, dd, J = 8,4/15,0 Hz), que associada a
integracdo dos sinais, indicou tratar-se de uma mistura. Outros sinais caracteristicos destes
dois esterdides é o H-6 (1H, 8 5,35, d, J = 5,10 Hz) e H-3 (1H, & 3,52, m).

Além dos dados de RMN de 'H, determinou-se também o ponto de fusdo do sélido
cristalino branco. O valor encontrado foi de 145,5-148,0 °C, valor que esta em acordo com o
encontrado na literatura (BARCELOS, 1997). Os dados de deslocamentos quimicos para
RMN de '®C (Fig 1.8b, p.40) foram comparados com valores da literatura (PAULA, 1995) e
mostraram-se idénticos; destaque para os valores caracteristicos & 71,8 (C-3, 53 + 54),
121,7 (C-6, 53 + 54), 26,1 (C-23, 53), 129,3 (C-283, 54), 34,0 (C-22, 53), 138,3 (C-22, 54) e
140,7 (C-5, 53 + 54). Logo, pela autenticidade da amostra foi possivel confirmar a presenca
de uma mistura de S-sitosterol e estigmasterol.
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Por meio da andlise do espectro de RMN de 'H foi possivel estimar o teor de cada

constituinte na mistura. O calculo foi baseado na integragao dos sinais correspondentes a H-
6 (intensidade relativa: 1,88, 53 + 54) e H-22 e H-23 (intensidade relativa: 2,12, 54). A

metade de 2,12 (1,06), corresponde a 1 préton na molécula do estigmasterol (54).

Subtraindo este valor de 1,88, temos 0,82 que representa a intensidade relativa de um
préton na molécula do B-sitosterol (53). As intensidades relativas 1,06 (1H de 54) e 0,82 (1H
de 53) permitiram deduzir que a mistura [1,88 (53 e 54)] contém 43,6 % de 53 e 56,4 % de

54.

22,23-diidro: B-sitosterol [53]
f ] A% estigmasterol [54]
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Figura 1.8 — Espectro de RMN de 'H (a) e '*C (b) de HJB2-5 [300 MHz ('H) e 75 MHz (**C),

CDCls, 5 (ppm)].

40



1.3.3.2 Elucidacdo estrutural da Mistura de daucosterol (B-sitosterol-3-O-B-D-
glicosideo) [55] e estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [56]; e Fracdo ERC22
daucosterol [55]

22,23-diidro: B-sitosterol-3- O-B-D-glicosideo [55]
A% -estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [56]

O espectro no IV da fracao ERC1-12 (Fig. 1.9, p.42) apresentou uma banda forte de
absorgao entre 3600 a 3100 cm™ (v O-H) e absorcdes em 2960, 2933 e 2850 cm™ (v C-H),

bem como em 1632 cm™ (v C=C). Duas fortes absor¢cbes em 1074 e 1023 cm™ (v C-O)
foram também observadas.

O espectro de RMN de 'H (Fig. 1.10a, p.43) de ERC1-12 indicou sinais na regiéo
entre 8 0,64 e 0,97 correspondendo a grupos metilicos tipicos de fitoesterdides. O padrao de
multiciplicidade e deslocamentos quimicos apresentaram grande similaridade ao da mistura
de B-sitosterol e estigmasterol discutido anteriormente. Além disso, foram observados sinais
entre 6 3,90 e 4,56 caracteristicos da presenca de glicosideo.

A andlise dos espectros de RMN *C (Fig. I.11a, p.44) permitiu identificar a presenca
de sinal de carbono metinico anomérico em 102,5 ppm, além da presenca de cinco sinais de
carbonos oximetinicos (6 78,4, 78,1, 75,3, 71,6 e 62,8) caracteristicos de uma unidade de
glicose. O sinal em 8 78,5 encontra-se mais desblindado quando comparado com o C-3 da
mistura de B-sitosterol e estigmasterol devido a ligacdo com a unidade osidica. Este valor é
compativel com o deslocamento quimico do C-3 de esterdide glicosilado. A configuracao 8
da glicose foi estabelecida devido a constante de acoplamento entre H1' e H2' (J;,.= 8,1 Hz).
Se o valor desta constante estiver na faixa de 6 a 8 Hz trata-se da 3 glicose, porém se for de
1-4 Hz é referente a a glicose (AGRAWAL 1992).

Através do experimento de DEPT 135 (Fig. 1.11b, p.44) foi possivel confirmar a
presenca do carbono metilénico em 6 62,8 (CH,), dos carbonos oximetinicos, confirmando a
presenca de uma unidade de glicose, e da natureza olefinica da amostra. Os dados de RMN
de 'H e ®C quando comparados com valores descritos na literatura (IRIBARREN &
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POMILIO 1983; PAULA, 1999) permitiram a identificagcao inequivoca de ERC1-12 ¢ ERC1-
12b como sendo a mistura de daucosterol (B-sitosterol-3-O-B-D-glicosideo) [55] e
estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [56].

Com objetivo de calcularmos a proporcao entre os componentes da mistura foi
adquirido espectro de RMN de 'H da fragdo ERC1-12b (Fig. 1.10b, p.43) em DMSO
deuterado. O B-sitosterol-3-O-8-D-glicosideo [55] foi encontrado nesta fracdo na proporcao
de 83 % e o estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [56] a 17 %. Para a fracdo ERC1-12 nao foi
possivel a execucdo dos calculos uma vez que o sinal da agua esta sobrepondo os sinais
dos Hidrogénios H22 e H23 do composto [56].

Os fitoesteroides e seus derivados sao extensamente aplicados nas industrias
farmacéutica, alimenticia e de cosméticos devido a suas atividades biolégicas especiais e
suas propriedades fisicas e quimicas (LIN et al. 2005).

Além disso, vale a pena citar, que o B-sitosterol ajuda na redugdo do colesterol
existente no plasma dos seres humanos (CARERI & ELVIRI, 2001), sendo algumas vezes
usado no tratamento da hipercolesterolemia (PRAGER et al. 2002). Este fato j& esta sendo
explorado economicamente por empresas do setor alimenticio; exemplo é a adicao de
fitosterdis no leite integral pela Nestlé, o que agrega valor ao produto. Desta forma, torna-se
importante o relato de potenciais fontes destes compostos e seus derivados.
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Figura 1.9 — Espectro no 1V, em pastilha de KBr da fragdo ERC1-12.
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1.3.3.3 Elucidacao estrutural do acido 4-metoxibenzéico [57]

OH
O\
[57]
0

Esta substancia (12 mg) mostrou-se como um soélido cristalino incolor e, o espectro
de RMN 'H (Figura 1.12a, p.46) registrou dois sinais de hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos em & 8,07 (d, J =9,0 Hz) e em 6,95 (d, J = 9,0 Hz); além da presenca de uma
metoxila em 3 3,89. Pela integracdo dos sinais fica evidente que os hidrogénios aromaticos
pertencem a um sistema AA'BB', sugerindo tratar-se de um anel para-disubstituido. No
espectro de massas utilizando impacto de elétrons (Figura 1.13, p.46) foi possivel observar a
presenca do ion molecular em m/z 152, corroborando com a férmula molecular CgHgOs.
Comparado este espectro de massas com 0s existentes no banco de dados da biblioteca
Wiley 7, pode constatar 91 % de similaridade com indicativo da existéncia do &cido 4-
metoxibenzéico.

Através da andlise do espectro de RMN de *C (Figura 1.12b, p.46) e comparacéo
com dados existentes na literatura (KOYAMA et al., 2000) foi possivel comprovar a estrutura
de [57] e fazer suas atribuigées dos dados de RMN (item 1.3.2.3, p.30).

O acido 4-metoxibenzoéico esta presente como componente do metabolismo de
plantas e relatado numa grande variedade de familias tal como Leguminosae (MARQUES et
al., 1998). No género Piper foi relatado em P. philippinum (CHEN et al, 2007), P.
methysticum (ACHENBACH & KARL 1971) e agora em P. klotzschianum. E também
encontrado em alguns chas, como no cha de camomila comum — Chamomilla recutita
(http://www.plantasquecuram.com.br/ervas/camomila-comun.html). Apresenta propriedades
anti-sépticas e também ¢é utilizado como repelente e ovicida de insetos. E largamente
utilizado em reagdes quimicas como intermediarios na fabricacdo de tinturas, perfumes e
produtos agroquimicos (http://chemicalland21.com/specialtychem/finechem/p-
anisic%20acid.htm).
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1.3.3.4 Elucidacao estrutural de 3,4-dimetoxi-1-propenilbenzeno (metileugenol) [58]

HsCO

H3;CO
[58]

A fracao HJB38-3 (12 mg) apresentou-se como um 6leo de coloracdo amarela e com
aroma bastante agradavel. Esta fragdo foi analizada por CG-EM do qual resultou o
cromatograma e o espectro de massas visualizados na Figura 1.14, p.48; a andlise do pico
espectro de massas com tempo de retencao 32,42 min. apresentou 96 % de similaridade
com o espectro de massas do metileugenol quando comparado com os dados da biblioteca
Wiley 7. Resolveu-se entao adquirir espectros de RMN para confirmacao desta proposta.

O espectro de RMN de 'H, *C e HMBC (Fig. 1.15, p.49) corroborou com o indicativo
dos dados de EM e, embora a amostra apresentasse contaminagéo, foi possivel sua
elucidacao estrutural. A presenca do metileugenol foi confirmada através da comparacgéo
com dados existentes na literatura (Tab. 1.3, p.48).

O metileugenol é um componente natural presente em 6leos essenciais, amplamente
encontrado em plantas e utilizado como agente aromatizante na industria de alimentos;
possui diversas atividades biologicas tais como: analgésica, anestésica, anticonvulsivante,
hipotermizante e miorrelaxante (BARBOSA et al, 1988; DALLMEIER & CARLINI 1981).
Além dessas atividades ele possui papel ecologico importante, pois segundo WEE et al.,
2007 o metileugenol serve como feroménio de atracdo para machos de Bactrocera
carambolae (mosca-da-carambola) que ataca frutos de carambola, que pode ocasionar
enormes prejuizos econdmicos para paises exportadores desses frutos. Na familia
piperaceae este componente foi relatado nas espécies: Piper nigrum (VINCENZI et al.
2000), P. sanctum (MATA et al., 2004) e P. sarmentosum (QIN et al., 2010).
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Tabela I.3. Dados de RMN de 'H e "*C [300 MHz (H) e 75 MHz (C), CDCls, 8C e H (ppm), J

(Hz)] de [58]
Posicao & S 3¢ 8
1 - - 120,4 120,2
2 6,74 (d, 1.8) 6,71 (d, 2.0) 111,9 111,8
3 - - 1471 147,3
4 - - 148,6 148,8
5 6,82 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.0) 111,3 111,2
6 6,75 (dd, 8.4; 1,8) 6.74 (dd, 8.0; 2.0) 132,7 132,6
1 3,34 (d, 6.6) 3,34 (ddd, 6,8; 1,7; 1,4) 39,8 39,8
2 5,95 (m) 5.96 (ddt, 17,0; 10,4;6,8) 137,7 137,7
3 5,08 (m) 5,06 (ddd, 10,4;1,4;1,2) e 115,6 115,6
5,08 (ddd, 17,0;1,7; 1,2)
3-OCHjs 3,87 3.86 (s) 55,9 55,9
4-OCHgs 3,88 3.87 (s) 55,8 55,7
* MIYAZAWA & KOHNO 2005, em equipamento de 500 MHz.
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Figura .14 — Cromatograma adquirido no CG-EM-IE (a) e o espectro de massas com Tr =
32,42 min. (b) do composto [58].

48



[ e e RNTE TS B S N ~— ) 00 W Wy a0 r— uy o
00 0D M~ M~ P~ =~ F~ - — OO OO w [N ]
a 06w 6w OO G 1510 65 W0 W0 o o oo
———" e ~ ¢
H3CO
/ / [ |t -
H5CO
1
| 1
]
T T ‘T ) T
T T T T T " T T T T T T T T T
8.0 i5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0
1 {(ppm)
b 8838 S8y = = o o
HHR Sl Sy i#18 2 &
PN (NN e <~ | 1
"
1
| ' i [ ]
TR N e R R
‘IEIiD 1 ‘50 ‘IAIH] 1 :ISD 12‘0 ‘I‘II o 1 ll)l] 9‘0 Bb 7‘0 GIO 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 ﬂb
1 (ppm)
{6.73,39.20} {5.086,39 .30}
-« >
C - -
16.74,111.52} {3.34,111.53}
- {3.34,115. 180
{6.73,120.09} {3.34,120.
_/{6. 82,132.35} {3.34,132 34}
- {3.34,137 39y
—h
{5.92,147 26} 3 87 148.5 {3.86,147.08}
_ {6.82,148 63} - { s 4 <
{6.71,147 05}
- -
T T T T T T . T T T T T T . T T T T .
68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30
2 (ppm)

Figura 1.15 — Espectro de RMN de 'H (a), '*C (b) e HMBC (c) de HJB38-3 [300 MHz ('H) e

75 MHz (*C), CDCls, & (ppm)].

49



1.3.3.5 Elucidacao estrutural de 2,4,5-trimetoxi-1-propenilbenzeno (isoasarona) [59]

1 3
HSCOij\/
5
H3CO 2>0OCH;4
[59]

A isoasarona apresentou-se como um 6leo incolor de aroma agradavel. Os dados de
RMN de 'H (Fig. 1.17a, p.51) aliado a integracéo dos sinais permitiram identificar o padrao
de substituicdo do anel aromatico, sendo o mesmo tetrasubstituido; além do registro de
sinais correspondente a presenca de trés grupos metoxilicos. Pela observacao do espectro
de RMN de '*C e da analise do DEPT135 (Fig. I.17b e 1.17c, p.51) foi possivel constatar a
presenga de 3 carbonos metinicos, 2 carbonos metilénicos sendo um saturado (5 33,6 - C1')
e o outro insaturado (6 115,1 - C3'), 4 carbonos ndo hidrogenados e 3 metoxilas (item
1.3.2.5, p.31).

Os singletos em & 6,70 e 6,54 integrados para 1H foram atribuidos a H6 e H3
respectivamente; outros dados registrados (item 1.3.2.5, p.31) permitiram propor a estrutura
de [59] como sendo 1-alil-2,4,5-trimetoxibenzeno. As trés metoxilas foram atribuidas da
seguinte forma: & 3,88 (s, 4-OCHs); 3,83 (5-OCHs) e 3,80 (2-OCHs), em acordo com a
atribuicao feita por SANTOS et al., 1998.

O espectro de massas para esta substancia (Fig. 1.16, p.50) mostrou o ion molecular
em m/z 208, o que corroborou com formula molecular Cy,H:¢03. Através do conjunto de
informacgdes relatadas foi possivel confirmar que [59] era a isoasarona. Os dados de RMN
de 'H, '*C e EM estao em conformidade com os da literatura para esta substancia (SANTOS
et al., 1998; MIYAZAWA & KOHNO 2005).

5006,@ 208.1
mm; 69“1 77‘? 9»1
1
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39.0
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Figura .16 — Espectro de massa adquirido a 70 eV da substancia [59].
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MHz ('H) e 75 MHz ("*C), CDCls, & (ppm)].

51




1.3.3.6 Elucidacao estrutural de (2S,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona
[60]

A fracdo HJB4-2 apresentou-se como um soélido branco cujo ponto de fusao
encontrado foi de 106 — 107 °C, equivalente aquele descrito na literatura (POLONSKY &
BASKEVITCH, 1958). O espectro no IV da substancia [60] (Fig. 1.18, p.53) apresentou
banda em 3018 cm™ caracteristica de estiramento =C-H em anéis aromaticos; bandas em
2986, 2974, 2936 e 2912 cm™ (v C-H de CH; e CH); bandas em 1573, 1508 e 1453 cm™ (v
C=C); uma forte banda em 1620 cm™ foi atribuida ao estiramento C=0 devido a formac&o de
ligacdo de hidrogénio intramolecular; absorcdes em 1156 e 1130 cm™ (v C-O) e uma forte
absorcdo em 830 cm™ referente & deformagéo angular fora do plano de ligagdes =C-H em
compostos aromaticos tetrasubstituidos foram observadas.

Os dados de RMN de 'H (Fig. 1.19a, p.54) aliados a integracdo dos sinais desta
fragcdo permitiram identificar o padrao de substituigdo do anel aromatico tetrasubstituido. Os
sinais em & 6.03 e 5.95 como dubletos com J = 2,1 Hz é indicativo que ambos os
hidrogénios encontram-se em relagdo meta um ao outro. Deste modo estes dados
permitiram propor que o anel aromatico possuia padrdo de substituicao 1,2,3,5-
tetrasubstituido. O singleto em & 12,14 indicativo da presenca de uma hidroxila em ligagéao
de hidrogénio com um grupo carbonilico. Outros sinais puderam ser identificados no
espectro tais como presenga de um grupo metoxilico e duas metilas (item 1.3.2.6 p.32).
Através da andlise do espectro de RMN de '*C, incluindo DEPT135 (Fig. 1.19b e 1.19¢, p.54),
foi possivel verificar a presenga de 5 carbonos ndo hidrogenados, 4 carbonos metinicos,
uma metoxila e 2 carbonos metilicos (item 1.3.2.6 p.32).

A andlise das correlagbes observadas no espectro de HMQC (Fig. 1.20a, p.55)
permitiu atribuir os hidrogénios com os respectivos carbonos. O cromatograma (Fig. 1.22a,
p.56) de ions totais confirma o grau de pureza da substancia e o espectro de massas (Fig.
1.22b, p.56) apresenta o ion molecular em m/z 222, o que levou a propor a férmula molecular
Ci2H1404, coerente com a massa de alta resolugdo encontrada em modo ESI negativo,
221,0799 com erro experimental de 1,5 ppm. Uma proposta para formacgéo do principal
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fragmento de massa gerado utilizando impacto de elétron a 70 €V é mostrado na figura 1.23,
pagina 56. Através da determinagao da rotagao especifica foi possivel identificar a natureza
dextrorrotatéria da molécula, [a]p®® = + 142° (¢ 1,00, CH;OH) indicando também que a
substancia é um produto natural e ndo um artefato.

Através do conjunto de informacdes relatadas e pela analise do espectro de HMBC
(Fig. 1.20b, p.55) em especial a correlacdo entre a metila (6 1,21, d, 6,9 Hz, 3-CH3) e a
carbonila (6 198,6 — C4), foi possivel propor a estrutura [60] como sendo a substancia
(25,35)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona; além disso, pelos valores das
constantes de acoplamento, atribuidos aos hidrogénios ligados a C, e Cs, pode-se constatar
que ambos estdo em posicdo axial, e a alta blindagem dessa metila (6 10,2) pode ser
explicada por ela esta dentro do cone de protegédo da carbonila. Esta substancia esta sendo
relatada pela primeira vez como componente do metabolismo de plantas; sua origem
biossintética deve ser através do acido cinamico. Cabe ressaltar que esta substancia foi
relatada pela primeira vez como produto de sintese em 1958 (POLONSKY & BASKEVITCH,
1958).
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1.3.3.7 Elucidacao estrutural da 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno [61]

[61]

A fragao HJB1-3 apresentou-se como um 06leo incolor de aroma suave. O espectro
no IV (Fig. 1.24, p.58) mostrou uma banda de baixa intensidade caracteristica de estiramento

=C-H em anéis aromaticos acima de 3000 cm™; bandas em 2956, 2925, 2871 e 2855 cm™ (v

C-H de CH; e CH,); bandas em 1504, 1490 e 1465 cm™ (v C=C) e absorgdes em 1245 e
1042 cm™ foram atribuidos respectivamente aos estiramentos das ligacées =C-O-C e C-O.

Os dados de RMN de 'H (Fig. 1.26a, p.59) aliados a integracéo e multiplicidade dos
sinais permitiram identificar o padrdao de substituicao do anel aromatico como sendo um
sistema AMX, além da presenca de um grupo metilenodioxido em & 5,92. Pela observacao
do espectro de RMN de '°C e da analise do DEPT135 (Fig. 1.26b e 1.26¢, p.59) foi possivel
constatar a presenga de 3 carbonos nao hidrogenados, 3 carbonos metinicos, 4 carbonos
metilénicos e 1 carbono metilico (item 1.3.2.7, p.32). Os demais deslocamentos quimicos
observados no espectro de RMN de 'H estdo descritos no item 1.3.2.7, pagina 32.

O espectro de massas desta substancia (Fig. .25, p.58) mostrou o ion molecular em
m/z 178, com provavel férmula molecular C;iH,0,. Através do conjunto de informacdes
relatadas foi possivel confirmar HJB1-3 como sendo o fenilpropandide 1-Butil-3,4-
metilenodioxi-benzeno [61]. Os dados de RMN de 'H e *C s&o similares aos descritos
anteriormente (MARQUES ef al., 2008). Esta substancia foi primeiramente isolada de Piper
ovatum (PINDER & PRICE 1967) e posteriormente de Piper anisum (MOREIRA et al., 1997;
MARQUES et al., 2008).

Neste trabalho no capitulo 2, descrevemos esta subst&ncia como majoritaria nos
6leos essenciais das raizes, caules, folhas e sementes de Piper klotzschianum Kunth
extraidos pelo processo de hidrodestilacao.
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1.3.3.8 Determinacao estrutural da piperpedrona (1,1-(2'-metoxi-4',5'-
metilenodioxifenil)-ciclopropilcetona) [62]

[62]

A substancia [62] apresentou-se como um sélido amorfo amarelado de aroma
agradavel. O espectro no IV (Fig. 1.27, p.62) apresentou banda em 3006 cm™ caracteristica
de estiramento =C-H em anéis aromaticos; além de bandas em 2955, 2917 e 2851 cm™ (v
C-H de CH; e CH,); em 1654, 1618 e 1507 cm” (v C=C); uma banda em 1718 cm’
caracteristica de estiramento C=0 de cetona; absorgdes entre 1260 e 1038 cm™ foram
atribuidos aos estiramentos das ligacdes =C-O-C e C-O, respectivamente.

Os dados de RMN de 'H (Fig. 1.29a, p.63) aliados a integracdo dos sinais desta
fragdo permitiram identificar o padrdo de substituicdo do anel aromatico 1,2,4,5
tetrasubstituido devido a presenca de dois singletos, (8 7,19 e 6,58) integrados para um
atomo de hidrogénio cada. Além disso, constatou-se um singleto em & 5,99 integrado para
dois atomos de hidrogénios indicativo da presenca de um grupo metilenodioxilico, a
presenca de grupo metoxilico (& 3,88) e a presenca de outros trés sinais na regido de o 2,81
a 0,93 (item 1.3.2.8, p.33); Através da andlise do espectro de RMN de '*C (Fig. 1.29b, p.63),
incluindo DEPT135 (Fig. 1.29¢, p.63) foi possivel verificar a presenca de 5 carbonos nao
hidrogenados, 3 carbonos metinicos, 3 carbonos metilénicos e uma metoxila (item 1.3.2.8,
p.33).

A andlise do espectro de HMQC (Fig. 1.31a, p.65) permitiu constatar que os
hidrogénios em & 1,20 e 0,93 encontravam-se correlacionados ao mesmo carbono (3 11,8).
Além disso, pelo DEPT 135 este carbono se trata de um carbono metilénico, estando o
mesmo em um ambiente bem protegido. Estes dados sugerem assim a presenga de um
anel ciclopropénico. Outra informacado importante na elucidagéo estrutural foi obtida pela
analise do gCOSY (Fig. 130a e 1.30b, p.64) onde pode ser constatado que o hidrogénio
metinico (H-1") encontrava-se acoplado com os hidrogénios do carbono metilénico (H-2" e
H-3"). Pode-se também observar pelo espectro de RMN de 'H que H2"/H3" sdo permutaveis
espacialmente devido a livre rotacdo da ligacao entre C1 e C1".
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Através da analise em CG-EM-IE, (figura 1.33a, p.66) verificou a presenca de trés
picos majoritarios, sendo um da estrutura proposta (Tr = 50,10 min.) e outros dois
pertencentes, conforme sugerido pela biblioteca Wiley 7 como sendo os acidos palmitico (Tr
= 53,14 min. 96 % de similaridade e m/z = 256) e oléico (Tr = 58,78 min 95 % de
similaridade e m/z = 282); cabe ressaltar que o acido palmitico foi o componente majoritario
identificado na analise de acidos graxos (item 1.3.4.1, p.107). O espectro de massas da
substancia [62] (Fig. 1.33b, p.66) apresentou o ion molecular em m/z 220, que juntamente
com outros dados espectroscopicos permitiram propor a formula molecular C4,H,0O,4. Esta
amostra também foi analisada em CLAE-EM (Fig. 1.33c e 1.33d, p.66) em coluna C18 em
modo APCI positivo, gerando um pico em 221. Com isso foi possivel adquirir a massa em
equipamento de alta resolugdo cujo valor foi de 221,0857, valor este com um erro
experimental de 4,3 ppm confirmando assim a FM proposta anteriormente.

De posse destes dados foi proposta a estrutura [62], que esta coerente com as
correlacoes observadas pelo espectro de HMBC (Fig. 1.31b e 1.32 p.65) em especial as
correlagdes entre: os dois grupos CH, (8 1,20 e 0,93) com a carbonila (6 200,9 — C1), entre
H6 (& 7,19) e o grupo carbonilco; hidrogénios do grupo metoxila (6 3,88) com o C2 (5 156,3).
A figura 1.32 (p.65) resume as correlagées observadas no mapa de contornos do HMBC.

Outros dados que reforcam a estrutura sugerida sao os fragmentos gerados pelo
espectro de massas cuja proposta para as principais fragmentagdes sdo mostradas na
figura 1.28, pagina 62. Esta substancia esta sendo relatada pela primeira vez na literatura,
sendo seu nome 1,1-(2'-metoxi-4',5"-metilenodioxifenil)-ciclopropilcetona [62] (cujo nome
de fantasia propomos como piperpedrona em homenagem a um dos coletores). Os dados
de RMN de 'H e '*C estdo em conformidade com os do modelo estrutural utilizado (2-
methoxy-4,5-methylenedioxypropiophenone FACUNDO & MORAES 2003).
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1.3.3.9 Identificacdo da composicao da Fracao HJB59-4 - mistura de isobutilamidas
alifaticas

n =1 [63] - (2E,4E)-N-isobutilocta-2,4-dienamida

n = 3 [64] - (2E,4E)-N-isobutildeca-2,4-dienamida

n = 4 [65] - (2E,4E)-N-isobutilundeca-2,4-dienamida

n =5 [66] - (2E,4E)-N-isobutildodeca-2,4-dienamida

n = 6 [67] - (2E,4E)-N-isobutiltrideca-2,4-dienamida

n =7 [68] - (2E,4E)-N-isobutiltetradeca-2,4-dienamida
n =9 [69] - (2E,4E)-N-isobutilhexadeca-2,4-dienamida
n =9 [70] - (2E)-N-isobutilhnexadeca-2-enamida

O aspecto fisico desta fracdo era de um semi-sélido de coloracdo amarela; seu
espectro de RMN de 'H foi similar ao encontrado para a (2E,4E)-N-isobutilocta-2,4-
dienamida [63] (Fig. I.34a e 1.34b, p.69) previamente isolada da espécie Fagara macrophylla
pertecente a familia Rataceae (KUBO et al., 1984). Os valores de RMN de "*C (Fig. 1.35,
p.70) foram semelhantes aos encontrados para esta substancia (Tab. 1.4, p.73). Esta fracao
foi analizada em CG-EM-IE, e revelou-se como uma mistura (Fig. 1.36, p.70). Pela andlise
dos espectros de massas (Fig. 1.37, p.71-72) fica evidente o padrdo de fragmentagéo das
moléculas componentes desta mistura; os principais fragmentos gerados estao
apresentados na figura 1.38, p.72.

Anédlise do espectro de RMN de 'H foi possivel observar claramente os sinais
referentes as principais caracteristicas estruturais das substancias presentes na mistura. A
multiplicidade dos sinais bem como as constantes de acoplamento permitiu propor a
estereoquimica da alcamida «,f,%d insaturada (Tab. 1.4, p.73). Na regido entre 6 6,07 € 6,13
0s sinais parecem estar sobrepostos, pois devido a uma mistura, varios sinais absorvem em
uma mesma regido do espectro, logo, ndo foi possivel uma atribuicdo inequivoca para os
atomos de hidrogénios nesta regido. O mesmo é observado para a regido compreendida
entre 6 1,1 e 1,5, além do alargamento dos sinais.

Os dados espectroscopicos juntamente com os dados espectrométricos permitiram
constatar a presenga de sete isobutilamidas alifaticas em sistema «,5,%9 - insaturados
préximos a carbonila [63] a [69]; além disso, quando se compara a integracao dos sinais de
H2 e H5 no espectro de RMN de 'H percebe-se um maior valor para H2, logo se acredita ser

um indicativo para a presenca de compostos com cadeia monoinsaturada na mistura. Dai a
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proposta para a existéncia da substancia [70] cujo espectro de massas esta apresentado na
figura 1.37, pagina 72 com o tempo de retencdo em 27,02 minutos. Esta proposta apresenta
uma fragmentacédo que acontece entre os carbonos 8 e y a carbonila resultando uma razao
m/z de 126 que aumenta de forma consideravel na isobutilamida monoinsaturada.

Foi possivel fazer comparacdo dos dados de RMN de 'H e '*C para a substancia [64]
e dados de '*C para [63], [65] e [66] (Tab. 1.4, p.73); para a substancia [69] foram
encontrados dados de RMN de 'H e EM-IE (STRUNZ & FINLAY 1996), valores estes
similares aos encontrados na figura 1.34b e 1.37 paginas 69 e 72 respectivamente. Para as
substancias [67] e [68] nao foram encontrados na literatura consultada dados de RMN; e
para a [70] nao se tive acesso ao periddico.

A ocorréncia da substancia [63] foi relatada em quatro espécies de Piper: P. novae
hollandiae (LODER et al.,1969), P. banksii (LODER & NEARN 1972), P. nigrum (NAKATANI
& INATANI 1981), P. marginatum (SANTOS & CHAVES 1999) e P. nigrum (WEI et al.,
2004), nao possuindo nenhuma atividade biologica relatada. Ja a substancia pelitorina [64]
foi relatada anteriormente em varias espécies do género Piper tais como: P. peepuloides
(DHAR & ATAL, 1969), P. nigrum (SU & HORVAT 1981; WEI et al., 2004), P. sarmentosum
(LIKHITWITAYAWUID et al., 1987; RUKACHAISIRIKUL et al., 2004), P. longum (DAS et al.,
1997), P. tuberculatum (NAVICKIENE et al., 2000), P. arboreum (SILVA et al., 2002), P.
retrofractum (BODIWALA et al., 2007), entre outras. Atividades diversas também ja foram
relatadas para esta subtancia: antifingica (SILVA et al, 2002), antituberculose
(RUKACHAISIRIKUL et al., 2004), inseticida (SU & HORVAT 1981; GBEWONYO & CANDY
1992%; PARK et al., 2002), inibicdo da adesdo celular (LEE et al., 2008), antitripanosoma
(COTINGUIBA et al., 2009) e enzimatica (RHO et al., 2007).

A isobutilamida [65] foi sintetizada em 1991 por PLOBECK & BACKVALL e relatada
na espécie Piper guineense (ADESOMA et al., 2002). O composto [66] foi isolado de P.
peepuloides (DHAR & RAINA 1973), P. guineense (GBEWONYO & CANDY 1992°), P.
nigrum (WEI et al., 2004), P. chaba (MATSUDA et al., 2008 e 2009) entre outras espécies
de Piper; também foi identificado em Echinacea angustifdlia espécie pertencente a familia
Asteraceae (MATOVIC et al., 2011). Atividade hepatoprotetora tem sido relatado por
MATSUDA et al., 2008 e 2009.

Para a substancia [67] verificou-se que a mesma foi identificada utilizando CG-EM-IE
de extratos obtidos de P. guineense (ADESOMA et al., 2002) e esta sendo relatada neste
trabalho em Piper klotzschianum. O composto [68] foi relatado nas espécies de Piper
magnibaccum (EMRIZAL et al., 2008), P.chaba (MATSUDA et al., 2009) e P. nigrum (Ee et
al., 2009), e apresentado atividade inseticida (ELLIOTT et al, 1987) e anti-inflamatéria
(EMRIZAL et al., 2008). Para a substancia [69] foi encontrado relato de sua ocorréncia nas
espécies Piper sarmentosum (STOEHR et al., 1999), Piper guineense (ADESOMA et al.,
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2002) e P.chaba (MATSUDA et al., 2009), além de ter sido relatada primeiramente em 1985
na familia Lauraceae na espécie Evodia hupehensis (REISC et al., 1985). A substancia [70]
foi isolada recentemente de Piper longum e apresentou atividade inibitéria do crescimento
de células que causam leucemia humana, linhagem de células HL-60, e exibiu efeitos de
inducao de apoptose (MISHRA et al., 2011).
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Tabela I.4. Dados de RMN de *C [75 MHz, CDCls, § (ppm)] das substancias [63], [64], [65], [66] e [70], e de RMN de 'H para a substancia [64];
comparados com dados da literatura para substancias correspondentes

C | [63] | [63] [64] Pelitorina® [65] | [65]" | [66] | [66]"" | [67] | [68] | [69] | [70]
8¢ Sc Sn 8¢ Sn 8¢ 8¢ Sc Sc Sc 8¢ Sc Sc Sc

1 | 166,4 | 166,4 - 166,4 - 166,4 | 166,4 | 166,5 | 166,4 | 166,4 | 166,4 | 166,4 | 166,4 | 166,4

2 |121,6 | 121,8 5,75d (15,0) 121,6 5,76 d (15,0) 121,8 | 121,6 | 121,8 [ 121,6 | 121,7 | 121,7 | 121,7 | 121,7 | 121,7

3 |141,4 | 1413 6,13 - 6,07 m 141,4 | 6,12dt(13,1:7,0) | 141,3 | 141,4 | 1411 | 1414 | 1412 | 1412 | 1412 [ 1412 | 1412

4 | 1281|1284 6,13 - 6,07 m 128,1 | 6,10 dd (13,1; 10,0) | 128,2 | 128,1 | 128,2 | 128,1 | 128,2 | 128,2 | 128,2 | 128,2

5 |143,2 | 142,9 | 7,19dd (15,0; 10,0) | 143,3 | 7,19 dd (15,0; 10,0 | 143,2 | 143,2 | 143,0 | 143,2 | 143,1 | 143,1 | 143,1 | 1431

6 | 352 | 350 2,14 m 32,9 | 2,14dd(6,8;7,3) | 32,9 | 32,9 | 329 | 32,9 | 329

7 | 222 | 22,0 1,42 ni* 285 | 1,42quint(7,1) | 285 | 28,5 | 287 | 285 | 288

8 | 13,9 | 13,70 1,30 ni 31,4 1,30 m 31,4 | 28,6 | 288 | 29,0 | 29,0 32%%'

9 | - i 1,30 ni 22,5 1,30 m 225 | 314 | 316 | 29,3 | 29,1 ’ %%595' soe | 320

10 | - - 0,89 ni 14,0 0,89 (6,9) 14,0 | 225 | 225 | 31,8 | 31,7 285 | 285

11 ; ] ] - - - | 140 | 140 | 225 | 22,6

12 | - - - - - - - - 14,0 | 14,0 | 225

13 | - - - - - - - - - - 14,0 | 22,5

14 | - - - - - - - - - - - 14,0

15 | - - - - - - - - - - - - | 225 | 22,5

16 | - - - - - - - - - - - - 14,0 | 14,0

1 | 46,9 | 46,9 | 3,17dd(6,8;6,2) | 46,9 3,16 1 (6,5) 46,9 | 46,9 | 46,9 | 46,9 | 46,9 | 46,9 | 46,9 | 46,9 | 46,9

2 | 286 | 28,6 1,80 m 28,6 1,80 m 286 | 28,6 | 285 | 285 | 286 | 28,6 | 28,6 | 28,6 | 28,6

3/4' | 20,1 | 20,1 0,93 d (6,6) 20,1 0,924 (6,7) 20,1 | 20,1 | 20,1 | 20,1 | 20,1 | 20,1 | 20,1 | 20,1 | 20,1

-NH - 5,51 sl - 5,60 sl - - - - - - - - -

"SANTOS & CHAVES, 1999; equipamento de RMN de 100 MHz. *LIKHITWITAYAWUID et al., 1987, * ni — n&o identificado por estd muito alargado esta
regido do espectro. T PLOBECK & BACKVALL, 1991. " MATOVIC et al., 2011.
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I. 3.3.10 Identificacao das substéncias piperovatina [71], piperlonguminina [72] e tetra-

hidropiperlonguminina [73]

[73]

A interpretacéo dos espectros unidimensionais de RMN 'H e de '°C, DEPT, IV e CG-
EM comparados com os dados obtidos da literatura (RENDON et al., 1998; PAULA, 1999;
DWUMA-BADU et al., 1976) permitiu propor as estruturas das piperamidas [71], [72] e [73].

O espectro no IV da fragdo HJB5-5 (Fig. 1.39a, p.77) apresentou uma banda forte de
absorcéo em 3299 cm™ (v N-H) e absorgées em 3077 e 3021 cm™, referentes a estiramento
=C-H em anéis aromaticos e =C-H em alquenos respectivamente; 2959, 2928, 2899 e 2873
cm™ (v C-H); 1655, 1612, 1548 e 1517 cm™ (v C=C); uma banda em 1627 cm foi atribuida
ao estiramento C=0 de amida; absorcdes em 1251 e 1033 cm™ foram atribuidos aos
estiramentos das ligagées =C-O-C e C-O respectivamente; e por ultimo foi observado uma
forte absorcdo em 993 cm™ atribuido & deformagéo angular fora do plano da ligagdo C-H em
alquenos trans conjugados com o grupo C=0.

O espectro de RMN de 'H e '*C da fracdo HJB5-5 (Figs. 1.40a, p.78 e l.41a, p.79)
registraram 22 sinais de hidrogénios e 14 sinais de carbono (sendo que os sinais em &
129,5, 113,9 e 20,1 se encontram dobrados); os sinais observados em 6 7,02, (d, 8,4 Hz) e
6,80 (d, 8,4 Hz) integrados para 2H cada foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos
H2'/H6' e H3'/H5' (sistema AA'BB'); além desses foi registrado um singleto referente a grupo
metoxilico, além de outros sinais referentes a um grupo isobutila que encontram-se
atribuidos na Tabela 1.5, pagina 84.

Pela analise do DEPT135 (Fig. |.42a, p.80) foi possivel verificar a presenca de 3
carbonos nao hidrogenados, 9 carbonos metinicos, 2 carbonos metilénicos, 1 metoxila e 2
carbonos metilicos (Tab. I.5, p. 84). O cromatograma adquirido em CG-EM juntamente com
o espectro de massas (Fig. 1.43a e 1.43a', p.81) permitiu verificar o grau de pureza da
substancia bem como registrar sua massa molecular, pela observagao do ion molecular em
m/z 273, que nos permitiu juntamente com os dados discutidos anteriormente propor a
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formula molecular Cy7H23NO, pertecente a piperovatina - (2E,4E)-N-isobutil-6-(4-
metoxifenil)hexa-2,4-dienamida [71]; seus principais fragmentos gerados a 70 eV estdo
mostrados na figura 1.46, pagina 83. Sua massa molecular observada em equipamento de
alta resolucdo operando em modo ESI negativo foi de 272,1633 com erro experimental de
1,7 ppm, comprovando a FM anteriormente proposta.

Para a fragdo HJB52-5 foi possivel observar através da RMN de 'H (Fig. 1.40b, p.78)
sinais referentes ao grupamento metilenodioxido (8 5,95, s), além de outros sinais similares
ao da substancia [71] (tab. 1.5, p.84). Nesta mesma tabela estdo os dados refentes aos
deslocamentos quimicos de RMN de '*C (Fig. l.41b, p.79) e suas atribuicdes. Por
comparagao com os dados encontrados na literatura (PAULA, 1999) foi possivel identificar a
piperlonguminina - (2E,4E)-N-isobutil-5-(3’,4’-metilenodioxifenil)-penta-2,4-dienamida) [72]
cuja massa molecular foi confirmada no seu espectro de massas (Fig. 1.43b', p.81). O ion
molecular em m/z 273 esta em acordo com a férmula molecular Ci¢H1gNO3 e seus principais
fragmentos gerados a 70 eV estdo apresentados na figura |.46, pagina 83.

A fracdo HJB10-4 apresentou-se como um soélido branco, cujo ponto de fuséo
encontrado foi de 56 - 57 °C. Certa similaridade é observada entre o espectro no IV desta
fracdo (Fig. 1.39b, p.77) quando comparado ao da piperovantina [71] (Fig. 1.39a, p.77),
porém observa-se que as absorgdes referentes aos estiramentos e a deformagao angular
fora do plano para o sistema (-CH=CH-CH=CH-C=0) ndo mais sio observadas. Além disso,
a absorcdo para a carbonila da amida (1642 cm™) sofre um aumento consideravel na
frequéncia quando comparado com a carbonila da substancia [71] (1627 cm™). Isso ocorre
devido ao fortalecimento da ligagdo C=0O, pois nao ocorre mais deslocalizagao eletrénica
(ressonancia).

Os dados de RMN de 'H (Fig. 1.30c, p.78) aliados & integracéo dos sinais da fracéo
HJB10-4 permitiram identificar o padrdo de substituicdo do anel aromatico AMX (dois
dubletos, um em 6 6,70 (7,8 Hz, H5') e outro em & 6,64 (0,9 Hz, H2') integrados para um
atomo de hidrogénio cada, e um dd em & 6,59 com J = 7,8 e 0,9 Hz foi atribuido a H6'); bem
como constatar a presenga de outros sinais similares as substancias [71] e [72] (Tab. 1.5,
p.84).

Através da andlise do espectro de RMN de *C (Fig. 1.41c, p.79) e do DEPT135 (Fig.
1.42b, p.80) foi possivel constatar a presenga de 4 carbonos néo hidrogenados , 4 carbonos
metinicos , 6 carbonos metilénicos e 2 carbonos metilicos (Tab. I.5, p.84). Pela analise por
CG-EM-IE (Fig. 1.44a e a', p.82) pode-se verificar o ion molecular em m/z 277, que
juntamente com as informagdes relatadas anteriormente nos levou a propor a férmula
molecular Ci¢H23NO3, coerente com a massa de alta resolugdo encontrada em modo ESI
negativo, 276,1573 com erro experimental de 2,7 ppm. A formacdo dos principais
fragmentos de massas gerados utilizando impacto de elétron a 70 eV é mostrado na figura
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.45 - péagina 82, referentes a tetra-hidropiperlonguminina - N-isobutil-5-(3",4-
metilenodioxifenil)pentanamida [73].

Com a elucidacao estrutural dessas trés piperamidas observa-se que carbonos 8 € 6
em amidas q, B, y, 0 insaturadas estdao desblindados pelo efeito de ressonancia (C3 e C5
nas estruturas [71] e [72] (Tab. I.5, p.84). Da mesma forma, esta deslocalizagdo de carga
pela ligagao dupla torna o carbono da carbonila menos deficiente em elétrons, isto faz com
que ela figue mais protegida, por exemplo ¢ para as carbonilas de [71] e [72] ocorrem em &
166,2 e 166,1 respectivamente, enquanto que em [73] é de & 172,8, ou seja, ocorre uma
protecéo para a carbonila de 6,6 a 6,7 ppm. Ja para dc em anéis aromaticos com o grupo
metoxila como substituinte na posicao para temos o efeito de ressonancia como principal

fator, conforme representado abaixo:

(©) @\ ® (©)
/Eﬂ /Q\ /Q\ /Q\
> i
R R <R R

Logo, para a substancia [71] a presenca do grupo metoxila na posicdo para ocorre uma
protecdo nos carbonos orto e para em relagcdo a este grupo (carbonos C2'/C6' e C3'/C5'
(Tab. 1.5, p.84).

Cabe ainda ressaltar que dessas trés piperamidas a piperovantina [71] tem sido
isolada de varias espécies do género Piper tais como: P. scutifolium (MARQUES et al.,
2007), P. ovatum (SILVA et al., 2008), P. alatabaccum (FACUNDO et al, 2005), P.
piscatorum (MCFERREN et al, 2002), P. callosum (PRING 1982); P. corcovadensis
(FACUNDO et al., 2004), P. vahlii (PRICE & PINDER 1970), P. propinqua (ANTUNES et al.,
2001) e P. martiana (CUNICO et al., 2006); e apresentado algumas atividades bioldgicas:
piscicida (MCFERREN & RODRIGUEZ 1998), antifungica (MARQUES et al., 2007), anti-
inflamatéria (SILVA et al., 2008), alelopatica e antibacteriana (CUNICO et al., 2006); ja a
piperlonguminina [72] foi isolada anteriormente das seguintes espécies de Piper. P.
scutifolium (MARQUES et al., 2007), P. ovatum (SILVA et al., 2008), P. longum (DAS et al.,
1997), P. acutisleginum, betle, klasiana e pedicellosum (PARMAR et al., 1998), P. amalago
(ACHENBACH et al., 1986), P. attenuatum (DASGUPTA & RAY 1979), P. chaba (PATRA &
GHOSH 1974; MORIKAWA et al., 2004), P. guineense (OKOGUM & EKUNG 1974), P.
hancei (NARUI et al, 1995), P. nepalense (GUPTA et al., 1972), P. novae hollandiae
(LODER et al., 1969), e P. sylvaticum (MAHANTA et al., 1974); P. corcovadensis (COSTA &
MORS 1981) e P. martiana (PARMAR et al., 1997); e tem mostrado importantes atividades
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biolégicas como antifungica (MARQUES et al.,, 2007), antimicrobiana (SILVA et al., 2009),
(SILVA et al, 2008), hepatoprotetora (MATSUDA et al, 2008),
gastroprotetora (MORIKAWA et al.,, 2004), estimulacdo na producdo de melandcitos
(VENKATASAMY et al., 2004) e antihiperlipidémica (JIN et al., 2009) esta comparavel ao
efeito da sinvastatina — droga utilizada no auxilio do controle do colesterol. No caso da tetra-

anti-inflamatéria

hidropiperlonguminina [73] esta sendo relatada pela primeira vez como componente do
metabolismo de plantas. Porém cabe destacar que a mesma foi sintetizada em 1976 por
DWUMA-BADU et al., através da redugao da A**-diidropiperlonguminina ([74], p.85).
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Tabela 1.5. Dados de RMN de "H e '3C [300 MHz ('H) e 75 MHz ("°C), CDCls, 8 C e H (ppm), J (Hz)] de [71], [72] e [73]

C [71] Piperovatina’ [72] Piperlonguminina® [73] Tetrahidropiper
longuminina*
O dc Oy dc Oy dc Oy d¢ O dc o
1 - 166,2 - 166,2 - 166,1 - 166,2 - 172,8 -
2 5,78d (15,0) | 122,7 5,78 d (14,9) 122,7 | 5,96d (15,0) | 123,1 5,94 d (15,0) 123,3 | 2,191 (7,2) 31,3 .
3 7,14 dd 140,6 | 7,21dd (14,9; | 140,6 | 7,36 dd (15,0; | 141,0 | 7,36dd (15,0; | 141,0 1,65 m 25,3 .
(15,0; 9,8) 10,0) 10,6) 9,7)
4 6,09 dd 129,0 | 6,12dd (15,2; 129,0 | 6,66dd (15,6; | 124,6 | 6,65 dd (15,0; 124,7 1,65 m 35,3 .
(15,0; 9,8) 10,0) 10,6) 9,7)
5 6,04 — 6,21 141,0 6,20 dt 140,9 6,79d (15,6) | 138,8 6,77 d (15,0) 138,8 2,56 dd 36,6 .
m (15,2; 6,6) (7,2;6,9)
6 3,38d(5,7) | 382 3,42d (6,6) 38,2 - - - - - - -
1' - 131,0 - 131,1 - 130,9 - 130,9 - 136,0 -
2 7,02d(8,7) | 129,5 | 7,08d(8,3) 129,5 | 6,98d(1,8) | 1057 | 6,96d (1,6) 105,7 | 6,66 d (0,9) | 108,7 6,60 s
3 6,80 d (8,7) 113,9 6,84 d (8,3) 113,9 - 148,2 - 148,2 - 147,4 -
4 - 158,0 - 158, 1 - 148,2 - 148,2 - 145,4 -
5' 6,80d(8,7) | 113,9 | 6,84d(8,3) 113,9 | 6,78d(7,8) | 108,5 | 6,76d (8,0) 108,5 | 6,71d(7,8) | 108,0 6,60 s
6' 7,02d (8,7) 129,5 7,07 d (8,3) 129,5 6,89 dd 122,6 6,88, dd 122,6 6,61 dd 121,0 6,60 s
(7,8;1,8) (8,0; 1,6) (7,8;0,9)
1" 3,08 d (6,9) 46,9 3,16 dd 46,9 3,20 dd 47,0 3,22 dd 47,0 3,08 dd, 46,7 2,991,7,0
(6,7;6,1) (6,9; 6,0) (6,7; 6,3) (6,9; 6,0)
2" 1,75 noneto 28,5 1,79 noneto 28,6 1,80 m 28,6 1,82 m 28,7 1,75 m 28,4 .
(6,0) (6,7)
3"e4" | 0,87d(6,6) | 20,1 0,92d (6,7) 20,1 0,95d (6,6) | 20,1 0,94 d (6,7) 20,2 | 0,89d(6,6) | 20,0 0,87d, 6,0
OCH;0 - - - - 5,98 s 101,3 597 s 101,3 5,89s 100,8 5,85s
OCH3; 3,90 s 55,2 3,90 s 55,2 - - - - - - -
NH - - 5,49 sl - 5,45 sl - 5,71l - 5,43 sl - -

* RENDON et al., 1998, adquirido em 300 e 75 MHz ; * PAULA, 1999 adquirido em 200 e 50 MHz * DWUMA-BADU et al., 1976, adquirido em 60 MHz (todos

em CDCls) * 84 1,59 — 2,48 corresponde a um multipleto integrado para 9 H.
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1.3.3.11 Elucidacado estrutural da mistura das piperamidas: piperovatina [71],
piperlonguminina [72], tetra-hidropiperlonguminina [73] e 45-
dihidropiperlonguminina [74]

[74]

Da fracdo DJB31-4 foi obtido um soélido branco. A andlise dos seus espectros de
RMN de 'H e "*C (Fig. .47, p.86 e Fig 1.49, p.87), bem como do cromatograma adquirido por
CG-EM-IE (Fig. 1.50, p.88) indicou tratar-se de uma mistura de piperamidas.

Comparando-se o espectro de RMN de 'H (Fig. 1.47, p.86) com os apresentados
pelas 3 piperamidas ja elucidadas [71], [72] e [73] (Fig. .40, p.78), pode-se verificar algumas
diferencas tais como presenca de um sinal em & 5,90 atribuido ao grupo metilenodiéxido, de
um dubleto (J = 6,6 Hz) atribuido as metilas do grupo isopropila em & 0,90, de um dupleto
em 8 5,81 (J = 15 Hz) atribuido a H2, de um multipleto em & 3,14 atribuido aos hidrogénios
H1", de um dd em & 2,66 (J = 8,1 e 6,9 Hz) atribuido a H5, de um multipleto em & 2,43,
atribuido a H4, além dos sinais na regido de 6 6,55 — 6,95. Uma anadlise minuciosa nos
deslocamentos quimicos dos atomos de '*C (Tab. 1.6, p.89) nos levou concluir que nesta
mistura além das trés piperamidas relatadas anteriormente (estruturas [71], [72] e [73])
existia outra piperamida [74], que foi elucidada com base em seus deslocamentos quimicos
de '*C comparados aos encontrados na literatura (Tab. 1.6, p.89).

Os fragmentos gerados no espectrdbmetro de massas para 0s picos majoritarios
foram de grande valia para a confirmagao das quatro piperamidas (Fig. 1.51, p.88). Para os
fragmentos gerados a partir do pico com tempo de retencdo em 25,95 minutos referentes a
substancia 4,5-dihidroperlonguminina [74] encontrou-se como principal fragmento o ion
molecular em m/z 135 (100 %), valor este que esta em acordo com o relatado por DWUMA-
BADU et al. (1976) para esta substancia. Os principais fragmentos gerados sao mostrados
na figura 1.48, pagina 86.

A substancia 4,5-dihidropiperlonguminina [74] foi previamente isolada de Piper
guineense (DWUMA-BADU et al. 1976), P. tuberculatum (NAVICKIENE et al, 2000;
BERNARD et al., 1995), P. longum (TABUNENG et al., 1983) e P. chaba (MATSUDA et al.,
2008). Atividades antifungica (NAVICKIENE et al., 2000) e hepatoprotetora (MATSUDA et
al., 2008) foram relatadas para esta substancia.
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Tabela 1.6. Dados de RMN de '*C [75 MHz, CDCls, § C (ppm)] de [71], [72], [73] e [74]

C [71] [72] [73] [74] Di-hidropiperlonguminina®
3¢ dc 3¢ S dc
1 166,2 166,2 172,8 165,9 166.0
2 122,7 123,3 31,2 120,9 120.8
3 140,6 140,7 25,3 143,0 142.6
4 129,0 124,6 35,3 34,0 33.8
5 141,0 138,5 36,6 34,3 34.1
6 38,2 - - - -
1’ 131,0 130,8 136,0 134,8 134.6
2 129,5 105,6 108,7 | 108,1 107.9
3 113,9 148,1 147.,4 145,7 145.5
4' 158,0 148,1 145,4 147,5 147.5
5' 113,9 108,6 108,0 108,4 108.4
6' 129,5 122,4 121,0 124,3 124.2
1" 46,9 46,9 46,7 46,8 46.7
2" 28,5 28,5 28,4 28,4 28.3
3"e4" 20,1 20,1 20,0 20,0 19.9
OCH.O - 101,2 100,7 | 100,6 100,5
OCH, 55,2 - - - -

% NAVICKIENE et al., 2000.
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1.3.3.12 Identificacao da HJB55-2-9 composta pela mistura das piperamidas:

piperlonguminina [72], isopiperlonguminina [75] e hoffmannseggiamida A
[76]

Esta fracdo (9 mg) mostrou-se como um sdélido de coloracdo amarela; seu espectro
de RMN de 'H esta representado na figura 1.52, pagina 92. Sua andlise mostra certa
semelhanca com o espectro de RMN de 'H da piperlonguminina [72] (Fig. 1.40b, p.78),
principalmente em relagdo ao grupo isobutila, como também a presengca do grupo
metilenodioxi. Uma observagdo minuciosa foi realizada no espectro de RMN de '*C (Fig.
1.53a, p.93), sendo possivel constatarmos que se tratava de uma mistura de piperamidas,
observacdo esta baseada na presenca de deslocamentos quimicos na regido de & 166 e
101 caracteristicos respectivamente de carbonila de amida e do grupo metilenodiéxido.

A andlise em CG-EM (Fig. 1.55, p.94) mostrou a presencga de trés picos (Tr = 21,0,
21,8 e 23,8 min.); sendo seus espectros de massas semelhantes e apresentando o mesmo
ion molecular em m/z 273. Este fato foi de grande valia uma vez que ja havia sido isolado e
identificado uma piperamida com as mesmas caracteristicas estruturais ([72]), que pode ser
verificado pelos principais fragmentos iénicos (Fig. 1.43b’, p.81). Estes dados fizeram supor a
existéncia do sistema cis, cis ja relatado na literatura (COSTA & MORS 1981). Ao comparar
os valores de RMN de 'H apresentados na literatura com os da fracdo HJB55-2-9,
constatou-se como componente majoritario a isopiperloguminina [75] (Tab. 1.7, p.95).

As atribuicbes com os dados de RMN de [75], bem como as constantes de
acoplamentos podem ser visualizados na tabela 1.7, pagina 95. Devido a uma maior
resolucdo do equipamento algumas diferencas sao visualizadas ao comparar os valores
encontrados com os da literatura; sendo as mais importantes o acoplamento a longa
distancia através da deslocalizagdo em sistemas insaturados e através do acoplamento em
W; que permitiu assinalar a presenca de um duplo-tripleto para H2 e dois triplodubletos para
H3 e H4 (Tab. 1.7, p.95).

Apesar dessa substancia ja ter sido relatada na literatura ndo foram encontrados
valores de deslocamentos quimicos para os atomos de '*C. Os valores aqui descritos (Tab.
1.7, p.95) foram atribuidos a partir de experimentos bidimensionais HMQC (Fig. 1.53b, p.93),
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e gHMBC (Fig. 1.54, p.94). Estes dados permitiram verificar correlacoes a trés ligacoes que

se encontram apresentadas abaixo:

[75]

Cabe ressaltar que os valores de '>C encontrados nesta mistura para a substancia
[72] foram semelhantes aos relatados anteriormente (Tab. I.5, pagina 84); além da atribuicao
do pico com Tr = 23,8 minutos no cromatograma gerado pelo CG-EM (Fig. 1.55, p.94).

Um pico com ion molecular em m/z 273 apresentado pelo CG-EM estava sem ser
identificado; partiu-se entao para as possibilidades estruturais cis, frans e trans, cis para 0s
atomos de hidrogénios ligados aos carbonos C2=C3 e C4=C5. Em 2007 MARQUES et al.,
publicaram a existéncia dessas duas piperamidas isoladas respectivamente das folhas de
Piper scutifolium e P. hoffmanseggianum. Ao comparar os valores de deslocamentos
quimicos de RMN de 'H e '™C constatou-se similaridade para a substancia
Hoffmannseggiamide A [76] (Tab. 1.7, p.95), com isso foi proposto a existéncia dessa
molécula nas raizes de Piper klotzschianum. Aqui também se observa para a atribuicdo do
H4 um acoplamento a longa distancia, ocasionado pela deslocalizacdo eletrénica em

sistemas insaturados.
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Tabela I.7. Dados de RMN de 'H e *C [300 MHz ('H) e 75 MHz (**C), CDCls, § C e H (ppm), J (Hz)] de [72], [75] e [76]

C [72] [75] Isopiperlongu [76] Hoffmannseggiamide A*
minina®
3¢ On 3¢ S On 3¢ S dc
1 166,3 - 166,3 - - 165,5 - 165,1
2 123,2 5,70 dt (11,4; 1,4; 122,2QC* | 5,69d(11,0) 5,59d (11,1) 119,4 5,61d(11,4) 118,4
3 141,3 6,87 td 21‘11)5 11,5; 136,2 QC 6,85t (11,0) 6,54t (11,1) 139,2 6,471 (11,4) 138,9
4 124,6 7,45 td 21?)5 11,5; 124,9 QC 7,451 (11,0) 8,14 dddd (15,6; 123,7 8,08 dd (15,8; 123,7
1,2) 11,1; 1,0) 11,4)
5 138,8 6,68d (11,1) 135,6 QC 6,66 d (11,0) 6,64 d (15,0) 140,9 6,66 d (15,8) 140,5
1' 130,8 - 130,7 - - 131,2 - 131,2
2 105,7 6,80 d (0,9) 109,5 QC 6,78 s 7,09d (1,8) 106,3 7,02d (1,8) 107,2
3 148,2 - 147,67 - - 147,6 - 147 1
4 148,2 - 147,27 - - 147,6 - 147.,0
5' 108,4 6,76 d (8,1) 108,2 QC 6,78 s 6,76 d (8,1) 108,4 6,70 d (7,8) 107,5
6' 122,5 6,80 m 123,6 QC 6,78 s 6,94 dd, (8,1; 1,8) 122,6 6,89 dd (7,8; 1,8) 122,1
1" 47,0 3,171 (6,6) 46,8 QC 3,16t (7,0) 3,171 (6,6) 46,2 3,101 (6,6) 45,9
2" 28,6 1,83 m 28,6 QC 1,80 m 1,83 m 28,6 1,80 m 28,6
3"e4" 20,2 0,95d (6,9) 20,1 QC 0,95d (7,0) 0,95d (6,9) 19,6 0,89d (6,9) 19,2
OCH,O | 101,3 5,97 s 101,2QC 5,96 s 5,96 s 101,1 5,89s 100,2
NH - 5,68 sl - 5,69 sl 5,68 sl - - -

" Valores confirmados através de HMQC, 'valores podem esta trocados, ¥ COSTA & MORS, 1981; equipamento de RMN de 100 MHz. *

MARQUES et al., 2007.
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1.3.3.13 Determinacao estrutural da mistura das cromanonas (2S,3S)-5,7-dimetoxi-2,3-
dimetilcroman-4-ona [77] e (2S,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [78]

S0 o 0
/O 6 51o AN
298
\O S 0 N 9) 5 °™0 2,
1 1
[77] [78]

O material da fracdo HJB55-2-7 (7 mg), de aspecto amorfo e de coloracao
amarela, teve seus espectros de RMN de 'H e "*C (figuras 1.56, p.98 e figura 1.57, p.99)
registrados. A analise dos espectros indicou que a fracao era composta de uma mistura de
amidas (em menor quantidade), além de duas outras substancias predominantes com
deslocamentos quimicos semelhantes aos apresentados pela substancia (2S,3S)-5-hidroxi-
7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [60] (Figura 1.19a e 1.19b, p.54). A analise da fragao por
CG-EM-IE possibilitou a determinagdo das percentagens relativas destas substancias, bem
como, a obtengao dos espectros de massas (Fig. .58, p.99) de seus constituintes. A andlise
do espectro de massas da substancia correspondente eluida com Tr = 23,6 min, revelou a
presenca do ion molecular em m/z 273. Pode-se constatar juntamente com dados de RMN,
tratar da substancia piperlonguminina [72] ja relatada anteriormente. O padrao de
fragmentagdo para a substéncia com Tr = 12,05 min., cujo ion molecular foi observado em
m/z 236, foi semelhante ao encontrado para a substancia [60] (Fig.l.22 e 1.23, p.56).
A diferencga registrada em relagado aos dados de EM destas duas substancias foi de
14 unidades o que pode sugerir que a hidroxila ligada ao carbono 5 estava substituida por
uma metoxila. Estes dados podem ser confirmados pela anélise do espectro de RMN de 'H
uma vez que o singleto em 8 12,14 substancia [60] (Tab. 1.8, p.100) encontra-se ausente.
Uma andlise cuidadosa no espectro de RMN de 'H permitiu verificar a presenca de 4 duplos-
quartetos e de 4 dubletos; usando as intensidades observadas para cada sinal e o valor das
constantes de acoplamento calculadas, foi possivel fazer as atribuicbes dos hidrogénios
(Tab. 1.8, p.100). O valor das constantes de acoplamentos de H2 e H3 nas duas substancias
sugere a existéncia dos isbmeros constitucionais (S,S) [77] e (S,R) [78]), observagao esta
sugerida pelo ombro mostrado no espetro de massas para o pico com Tr = 12,05 min..
A comparagao dos valores de deslocamentos quimicos de '*C para as substancias
[60] e [77] (Tab. 1.8, p.100) permite verificar pequenas diferengas ocasionadas pelo efeito de
substituicdo do grupo hidroxila pelo metoxila. Podem-se verificar variacbes nos

96



deslocamentos dos carbonos C3, C4, C5, C6, C7 e C10; essas mudancgas foram devido ao
maior efeito de protecdo (ressonancia) da metoxila na posicdo C5, pois aumenta a nuvem
eletrbnica do anel aromatico protegendo principalmente as posi¢cbes orto a este grupo.
Essas observacdes juntamente com os dados de EM-IE e RMN de 'H sugere que [77] é o
(25,35)-5,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona como um dos componentes presentes na
mistura. Outra possibilidade estrutural seria o componente (2R,3R), porém os valores das
constantes de acoplamentos ndo eram condizentes com os observados.

A estereoquimica relativa de [78] foi determinada pelos valores das constantes de
acoplamento observadas para H2 (dq, J = 6,5 e 3,2 Hz) e H3 (dqg, J = 7,2 e 3,2 Hz), além
disso, os singletos em & 5,98 e 6,05 indicam que as duas metoxilas estdo ligadas aos
carbonos C6 e C7; concluindo-se assim que [78] é um isémero constitucional da substancia
[77]. A determinacado da estereoquimica relativa foi comprovada também pela comparacao
com os valores encontrados para os deslocamentos quimicos de '°C referentes aos
carbonos C2, C3, 2-CH; e 3-CH; das duas substancias (Tab. 1.8, p.100). As diferencas
observadas podem ser explicadas baseadas na mudanga espacial entre 0 H3 com o grupo
CH; ligado ao carbono correspondente. Comparando-se [77] e [78], a mudanga espacial
leva o grupo 3-CHj; para posicao pseudo-axial em mesma regido que o grupo 2-CH,, faz
com que ocorra um efeito ygauche o que implica em uma maior protecdo do grupo 3-CHj; (8
9,4 contra 10,8 para a substancia [77]). A maior protecao observada para o grupo 2-CHjs (8
16,3 contra 19,7 para a substancia [77]) também é explicado pelo efeito ygauche dos
grupos metilas em posi¢cao cis (mesmo lado do plano), além disso, a metila 3-CH; esta
dentro do cone de protecdo da carbonila o que justifica ainda mais esta protecao; este fato
levou propor a existéncia na mistura do isémero (2S,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-
ona [78] ou de seu enantibmero (2R,3S).

Cabe ressaltar que estas duas cromanonas estao sendo relatadas aqui como sendo

inéditas; além de confirmar a grande variabilidade quimica presente na familia Piperaceae.
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Tabela |.8. Dados de RMN de 'H e "*C [300 MHz ('H) e 75 MHz (**C), CDCls, § C e H (ppm),
J (Hz)] de [60], [77] e [78]

C [60] [77] [78]
Su Sc 3 dc S dc
1 - - - - - -
2 4,18 dq 78,9 4,18 dq 78,7 4,57 dq 76,1
(11.1:6.3) (10,8; 6,3) (3,2; 6,5)
3 2,56 dq 45,7 2,46 dq 47,3 2,53 dq 46,2
(11,1:6,9) (10,8;6,9) (3,2;7,2)
4 - 198,6 - 192,1 - 194,0
5 - 164,1 - 162,5 - 92,7
6 6,03d(2,1) | 948 5,98 d (2,1) 92,7 5,98 s 162,2
7 - 167,6 - 165,5 - 164,4
8 595d(2,1) | 936 6,06 d (2,1) 93,0 6,05 s 93,0
9 - 162,5 - 162,5 - 162,5
10 - 102,3 - 101,2 - 101,3
2-CH3 | 1,49d(63) | 19,6 1,47 d (6,3) 19,7 1,37.d (6,5) 16,3
3-CH3 | 1,21d(6,9) | 10,2 1,18d (6,9) 10,8 1,13d (7,2) 9,4
5-OH 12,14's - - - - -
5-OCH;, - - 3,87 s 56,0 3,88s 56,0
7-OCH; 3,79s 55,6 3,82s 55,5 3,83s 55,5
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1.3.3.14 Elucidacao estrutural dos ferulatos acidos trans-feruloiloxidocosanoéico [79],
trans-feruloiloxitetracosanoico [80] e trans-feruloiloxihexacosandico [81]

HO n=20 [79]

OCH; n=22 [80]
n=24 [81]

A fragdo DJB8-2 apresentou-se como um solido amarelo amorfo, cujo ponto de fusao
encontrado foi de 70 - 73 °C. O espectro no infravermelho desta fragdo (Fig. 1.59, p.102)
apresentou banda de absorcéo entre 3650 e 2600 cm™ caracteristica de estiramento O-H de

4cidos carboxilicos, bandas em 2917 e 2850 cm™ (v C-H), bandas de estiramento C=0 de

ester (v 1730 cm™) e &cidos (v 1710 cm™), 1632, 1618 e 1517 cm™ (v C=C); absorcdes
entre 1270 e 1040 cm™ que foram atribuidos aos estiramentos das ligagdes =C-O-C e C-O
de fendis. O sinal de deformacgao angular assimétrica para o grupo [CH,], em compostos de
cadeia longa pode ser visto em 720 cm™.

A anélise dos dados e integracéo observada no espectro de RMN de 'H dessa fracéo
(Fig. 1.60, p.103) permitiram identificar o padrao de substituicdo do anel aromatico como
sendo um sistema AMX, (Tab. 1.9, p.103). Além disso, pode-se verificar a presenca de uma
dupla ligagdo com estereoquimica E que pode ser determinada a partir da constante de
acoplamento de 16 Hz observada para os dubletos de H-2 e H-3. O sinal da metoxila em &
3,93 é indicativo que o grupo encontra-se ligado a anel aromatico. O tripleto em 6 4,19 (J =
6,6 Hz, H1"), tipico de hidrogénios oximetilénico foi atribuido a hidrogénios da cadeia
alcodlica esterificado com o derivado do &cido cindmico. Os demais deslocamentos
quimicos observados no espectro de RMN de 'H podem ser visualizados no item 1.3.2.16,
pagina 38. Pelo espectro de RMN de '°C, da analise do DEPT135 e HMQC (Fig. |.60a, 1.60b
e 1.60c, p.104) foi possivel constatar a presenca de 5 carbonos ndo hidrogenados, 5
carbonos metinicos, uma metoxila e 21 [79], 23 [80] e 25 [81] carbonos metinicos
respectivamente (item 1.3.2.16, p.39). A presenca de dois sinais no espectro de RMN de *C
referentes a grupos acila (6 178,0 € 167.4), aliados aos dados no IV; permitem confirmar que
a mistura de substancias presentes na fragdo possuem um grupo éster e um acido. Os
dados referentes aos carbonos aromaticos corroboram com os dados de RMN de 'H quanto
a presenga de um anel aromatico 1,3,4 trisubstituido. Além disso, o grupo metoxila foi
atribuido ao carbono C3' baseado nos dados relatados para a substancia [82] (Tab. 1.9,
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p.103). As propostas estruturais estédo coerentes com os valores apresentados pelo espectro
de HMBC (Fig. 1.62, p.105) em especial as correlagbes mostradas na figura 1.63, pagina 106.

Esta fracao foi analizada em CLAE cujo cromatograma pode ser visualizado na figura
|.64a, pagina106; na qual ocorre boa separacao cromatografica. Em seguida esta fracao foi
submetida a andlise por EMAR-MicroTOF/ESI(modo negativo) (Fig. 1.64b, p.106). Os
espectros de massas mostrou ions pseudo-moleculares em m/z 531,3694; 559,4020 e
587,4332 referentes as férmulas moleculares CgzHs,O¢ (requer 531,3685) para [79];
Cs4Hs60s  (requer 559,3998) para  [80] e CazeHeoOs (requer 587,4311) para [81]
respectivamente.

Os valores de RMN de 'H e "3C observados para a parte do ferulato nas moléculas
sao todos similares aos apresentados para a substancia 1,24-diferulato de tetracosandiol
[82] (Tab. 1.8, p.103; Fig. 1.65, p.106) relatada por Ma et al., 2002 isolada a partir das
sementes da espécie Hyoscyamus niger (Solanaceae). A Unica diferenga apresentada no
espectro de infravermelho foi & absorcdo em 1730 cm™ referente ao &cido carboxilico
presente na fracao DJB8-2.

Em 1987 estas trés substancias foram relatadas pela primeira vez na literatura sendo
identificadas em uma mistura a partir do extrato benzénico de duas espécies de Virola: V.
sebifera e V. melinonii pertencentes a familia Myristicaceae (KAWANISHI & HASHIMOTO
1987). A substancia [80] foi também recentemente relatada na espécie Acorus calamus L.
pertencente a familia Araceae, uma planta utilizada na medicina tradicional chinesa (DONG
et al.,, 2010). Porém cabe ressaltar que estas substancias estdo sendo reladatas pela

primeira vez na familia Piperaceae; o que reforga ainda mais a grande diversidade estrutural
no género Piper.
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Figura 1.59 — Espectro no infravermelho da fracdo DJB8-2 em pastilha de KBr.

102



zg-Beogs § O rep  feg
gg coBfEess QO =
TT \\///// . 1]/ )/
i i
-
O/\MnAOH
HO ’ n=20 [68]
-22 [69
OCH ho o4 E7o}
U LL
SR L s 1 L
8 8« £ 8 8 a 2 2 2

4.0

ppm {t1)

Figura 1.60 — Espectro de RMN de 'H de DJB8-2 [CDCls, § (ppm)].

Tabela 1.9. Dados de RMN de 'H e "°C [300 MHz (H) e 75 MHz (C), CDCls, 3C e H (ppm), J
(Hz)] do grupo ferulato de [79], [80], [81] e [82]

Posicao 8 (179, 1801, 181)) B Sc (1791, 1801, [81]) 8¢
1 - - 167,4 167,3
2 6,30 d (16,0) 6,29 d (15,6) 115,7 115,6
3 7,62d (16,0) 7,61d (15,6) 144.6 144,5
1 - - 127,0 126,9
2 7,04d (1,8) 7,04 d (2,0) 109,3 109,2
3 - - 147,9 147,8
4 - - 146,7 146,6
5 6,92d (8,1) 6,92d (8,4) 114,7 114,6
6' 7,07 dd (8,1; 1,8) 7,07 dd (8,4; 2,0) 123,0 122,9

3'-OCH3 3,93 s 3,98 s 55,9 56,0

* MA et al., 2002.
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1.3.4 Identificagdo por CG-EM dos Acidos Graxos e Esteres de Acidos Graxos
1.3.4.1 Mistura de ésteres de acidos graxos e de acidos graxos da fracao HJB15-2

Os espectros de RMN de 'H e '°C da fracdo HJB15-2 (91 mg) podem ser observados
na figura 1.65a e 1.65b, pagina 109. Através de suas andlises pode verificar no espectro de
RMN de 'H sinais na regido de & 5,40 tipicos de H ligados a carbonos olefinicos bem como
sinais intensos na regido de & 1,26 caracteristicos de cadeia alifatica. Ja pelo espectro de
RMN de C aparece sinal em & 180,0 de intensidade alta, indicativo da presenga de acidos
graxos livres na fragdo. Estes dados foram confirmados pela auséncia de sinais de
hidrogénios oximetilicos ou oximetilénicos no espectro de RMN de 'H da fracdo. Porém
acreditando na possibilidade da existéncia de uma pequena quantidade de ésteres de
acidos graxos na fracdo resolveu-se promover uma hidrélise alcalina seguida de
esterificacdo, de acordo com o procedimento descrito no item 1.2.5.1 pagina 22.

A analise do cromatograma adquirido em CG-EM (Fig. 1.65c, p.109) referente &
mistura padrdo mostrou uma boa separacao de seus componentes; os tempos de retencao
€ a razao massa carga (m/z) dos padrdes estdo visualizados na tabela 1.10, pagina 108. A
analise do cromatograma da fracdo HJB15-2 (Fig. 1.65d, p.109) foi baseado na comparacgéao
dos tempos de retencdo e da razdo massa carga apresentados pelos padrbes. Para os
ésteres metilicos sugeridos como presentes na mistura da fragdo HJB15-2 e que n&o tinham
na mistura padrao, estes foram sugeridos com base na razdo massa carga e em banco de
dados da biblioteca Wiley 7 (Tab. 1.10, p.108). Altas percentagens de similaridades (acima
de 93 %) foram observadas.

Um total de 17 ésteres metilicos foram identificados na mistura, sendo 7 confirmados
através da comparacao com o Tr dos padrées bem como pela sua massa molecular a saber,
miristato de metila; palmitato de metila; oleato de metila (9-cis); estearato de metila;
araquidato de metila; dodosanoato de metila e lignocerato de metila (Tab. .10, p.108). Ja
para os 10 outros ésteres sugeridos 6 deles posuem numero impar de atomos de carbono,
que pela biossintese sugere-se que sdo oriundos da Propionil-CoA. E interessante destacar
que a presenca de ésteres com numero impar de carbonos ainda ndo sdo comuns em 6leos
vegetais.

ApOs estas consideracbes podemos concluir que a mistura da fracao HJB15-2 é rica
em acidos graxos. Cabe ressaltar que para termos certeza da existéncia dos ésteres que

foram sugeridos na mistura € necessaria uma injecao com padrdes destes ésteres metilicos.
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Tabela 1.10 — Esteres metilicos identificados por CG-EM da fracdo HJB15-2

Ne. de C: Tempo de Relacdo massa/
Insaturacées Retengao (min.) carga (m/2) Esteres Metilicos
Padrées | Amostra [M*]
C8:0 4,03 - 127 [M™ - 31] Octanoato de metila
C10:0 6,87 - 155 [M™" - 31] Decanoato de metila
C12:0 10,62 - 214 Laurato de metila
C14:0 14,33 14,33 242 Miristato de metila
C15:0 - 16,10 256 Pentadecanoato de metila
C16:1 17,43 - 236 [M™ - 32] Palmitoleato de metila (9-cis)
C16:0 17,80 17,88 270 Palmitato de metila
C17:.0 - 19,42 284 Heptadecanoato de metila
c18:2 20,45 - 294 Linoleato de metila
Cc18:1 20,56 20,58 296 Oleato de metila (9-cis)
Cc18:1 - 20,66 296 Oleato de metila (9-trans)
C18:0 20,98 20,99 298 Estearato de metila
C18:3 - - - Linolenato de metila
C19:0 - 22,47 312 Nonadecanoato de metila
Cc18:1 - 23,23 155 [M™ - 157] trans-9,10-epoxiestereato de
metila

C20:0 23,90 23,90 326 Araquidato de metila
C21:0 - 25,27 340 Heneicosanoato de metila
Ca2:1 26,26 - 320 [M™ - 32] Erucato de metila (13-cis)
C22:0 26,60 26,60 354 Docosanoato de metila
C23:0 - 27,88 368 Tricosanoato de metila
C24:0 29,11 29,11 382 Lignocerato de metila
C25:0 - 30,30 396 Pentacosanoato de metila
C26:0 - 31,45 410 Hexacosanoato de metila
C28:0 - 33,98 438 Octacosanoato de metila
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CAPITULO I

ESTUDO QUIMICO DAS SUBSTANCIAS VOLATEIS DE Piper klotzschianum
Kunth (PIPERACEAE) E Croton grewioides Baill (EUPHOBIACEAE); E
INVESTIGACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS
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1.1 INTRODUCAO
I.1.1 Volateis e Atividades Biologicas no Género Croton

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae que apresenta ampla distribuicao
geogréfica, além de ser conhecida pela importancia econdémica de alguns dos seus
representantes. Esta familia possui cerca de 6.300 espécies distribuidas em 249 géneros
(RADCLIFFE-SMITH, 2001). Dentre os géneros mais importantes, destaca-se o género
Croton, que representa o segundo maior dentro da familia, o qual é subdividido em 40
segdes e possui mais de 1.200 espécies de distribuicao principalmente pantropical. No
Brasil, € o género com maior nimero de espécies, com um total de 350 espécies
identificadas (GOVAERTS et al., 2000; BERRY et al., 2005). Na Regidao Nordeste estima-se
um total de 68 espécies distribuidas em 18 secoes (CORDEIRO & TORRES, 2006).

A quimica do género Croton é bastante diversificada; terpendides sdo os
constituintes predominantes, principalmente diterpendides e triterpendides. Substancias
fendlicas tém sido frequentemente relatadas, entre as quais flavonéides, proantocianidinas e
lignéides predominam; diferentes classes de alcaldides também foram encontradas
(SALATINO et al., 2007). Oleos volateis contendo fenilpropandides e terpendides (mono e
sesquiterpenos) sao frequentementes relatados para o género.

Dos oleos volateis das folhas e casca do caule de C. nepetaefolius foram
identificados monoterpenos (tais como 1,8-cineol e terpineol), sesquiterpenos (como
biciclogermacreno), e fenilpropandides (como metileugenol) (MAGALHAES et al., 1998;
MORAIS et al., 2006%). Dos brotos e partes aéreas da espécie C. zehntneri foram extraidos
6leos essenciais compostos principalmente dos fenilpropandides metileugenol, anetol e
estragol (BATATINHA et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2001; VASCONCELOQOS et al., 2007).

O trans-metilisoeugenol foi encontrado nos 6leos extraidos das raizes de C.
sarcopetalus (HELUANI et al., 2000); ja o metileugenol foi relatado nos 6leos das folhas de
C. jimenezii como componente principal (CICCIO & SEGNINI 2002;). Metileugenol,
metilisoeugenol, elemicina, isoelemicina, veratral e &-cadinol representam os principais
componentes dos 6leos essenciais das partes aéreas de C. malambo (SUAREZ et al.,
2005).

O a-11-eudesmeno um alcool sequiterpénico foi relatado como principal constituinte
nos 6leos da parte aérea de Croton cuneatus (SUAREZ et al., 2005). O monoterpeno linalol
aparece como um dos principais constituintes nas espécies C. cajucara (ALVIANO et al.,
2005), C. stellulifer (MARTINS et al., 2000) e C. oligandrum (AGNANIET et al., 2005). J& o
a-pineno aparece como constituinte majoritario nos 6leos das folhas de C. adenocalyx e C.
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argyrophyloides (MORAIS et al., 2006%; LIMA et al., 2010) e, o biciclogermacreno como um
dos constituintes majoritario das folhas de Croton sonderianus (SANTOS et al., 2005).

Os sesquiterpenos g-cariofileno e 6xido de cariofileno estdo presentes em
quantidades consideravéis nos 6leos das espécies C. ovalifolius (MECCIA et al., 2000) e C.
zambesicus (BLOCK et al., 2006). Estudos anteriores sobre a composicdo quimica dos
6leos essenciais extraidos das folhas e caules de C. grewioides coletados na cidade de
Bezerro no Estado de Pernambuco mostram o fenilproponoide trans-anetol como
constituinte majoritario (SILVA et al., 2008).

O género Croton possui forte potencial econdmico, especialmente para a industria
farmacéutica, devido aos diversos metabdlitos secundarios, como alcaldides, flavonéides e
terpendides, que conferem propriedades terapéuticas a muitas espécies (RIZSCK 1987;
PAYO et al. 2001).

Os ensaios farmacolégicos frequentemente vém corroborando os usos tradicionais
das espécies de Croton. Efeitos citotdxicos também vém sendo observados em ensaios com
alcaldides e diterpendides. Varias atividades bioldgicas foram relatadas a partir dos 6leos
essenciais de Croton, incluindo inseticida (SILVA et al.,, 2008), fungicida (FONTENELLI et
al., 2008), larvicida (MORAIS et al., 2006°), anti-helmitica (VASCONCELOS et al., 2007),
antinociceptiva (BIGHETTI et al, 1999; OLIVEIRA et al, 2001; SANTOS et al., 2005),
analgésica (OLIVEIRA et al., 2001), , antiinflamatéria (BIGHETTI ef al., 1999), leishmanicida
(ROSA et al., 2005), antimicrobiana (MARTINS et al, 2000; ALVIANO et al., 2005),
antiespasmédico (SOUZA et al, 1998; MAGALHAES et al., 2004), anti-hipertensiva
(ALBUQUERQUE et al., 1995), antiulcerogénica (PAULA et al., 2008) e antioxidante
(MORAIS et al., 2006%).

1.1.2 Descricao botéanica de Croton grewioides Baill

Croton grewioides (Fig. 1, p.4) apresenta-se como arbusto a subarbusto, ereto, 0,70 -
2,5 m de altura, ramos esverdeado, tricomas estrelados e fasciculados. Folhas alternas,
simples, apice agudo, base cuneada a levemente arredondada, simétrica e margem
serrilhada. Inflorescéncia terminal, continua de 17 - 83 mm comprimento, flores estaminadas
no apice e pistiladas na base. Flor estaminada amarelo-esverdeada de 3,5 - 6 mm de
comprimento; sépalas 5 e pétalas 5. Flor pistilada verde de 4,5 - 6 mm de comprimento com
estiletes unidos na base. Fruto verde-ferrugineo; semente globosa e lisa.

Espécie restrita ao bioma Caatinga (PI, CE, RN, PB, PE, AL, SE, BA e MG), ocorre
nas caatingas arbustivas e arbdreas sobre solo arenoso e argiloso com afloramento

rochoso, entre 250 e 1.200 m. LIMA & PIRANI (2003) registraram pela primeira vez essa
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espécie para a porgao mineira da Cadeia do Espinhago. Encontrada florida e/ou frutificada
por todo o ano. Esta espécie é conhecida popularmente pelos nomes angico, angélica,
canelinha, caatinga-de-cheiro, criola e alecrim-de-caboclo.

1.1.3 Volateis e Atividades Biologicas no Género Piper

O género Piper, 0 mais representativo da familia Piperaceae, inclui espécies ja
conhecidas como produtoras de 6leo essencial tais como P. arboreum, Piper cernuum, P.
hispidum, P. regnellii, e P. tuberculatum. Do estudo dos 6leos essenciais no género Piper
destacam-se principalmente as classes: fenilpropandides (ex: trans-anetol, elemicina,
chavicol), hidrocarbonetos monoterpénicos (ex: a-pineno, B-mirceno, limoneno),
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, (ex: a-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno),
monoterpenos oxigenados (ex: 1,8-cineol, linalol, terpinen-4-ol) e sesquiterpenos
oxigenados (espatulenol, E-nerolidol, éxido de cariofileno) (EVANS et al., 1984; MUNDINA
et al., 2001; VILA et al., 2001; CONSTANTIN et al., 2001; SANTOS et al., 2001; MESQUITA
et al., 2005; PESSINI et al., 2005; NAVICKIENE et al., 2006; PERES et al., 2009).

Trés espécies do Cerrado brasileiro apresentaram predominancia de sesquiterpenos.
Piper arboreum subsp arboreum apresentou como constituintes majoritarios
biciclogermacreno (12,1%), 10-epi-y-eudesmol (11,6%) e 6xido de cariofileno (10,1%). Em
P. dilatatum os constituintes em maior quantidade foram cis-B-ocimeno (19,6%) e f-
cariofileno (11,3%) e em P. hispidum foram pg-pineno (19,7%) e a-pineno (9,0%)
(POTZERNHEIM et al., 2006).

Oleos essenciais extraidos das folhas de oito espécies de Piper apresentaram como
constituintes majoritarios os hidrocarbonetos monoterpénicos nao oxigenados a-pineno (P.
amplum) e B-mirceno (P. dilatatum), os sesquiterpenos nao oxigenados, germacreno D (P.
goesii) e a-cariofileno (P. hispidum), e os sesquiterpenos oxigenados y-eudesmol (P.
arboreum), E-nerolidol (P. anisum e P. mollicomum) e hinesol (P. hoffmanseggianum)
(SANTOS et al., 2001). Oxido de cariofileno (32,1%), um sesquiterpeno oxigenado, foi
encontrado a partir dos frutos de P. tuberculatum (FACUNDO et al., 2008); e outro ndo
oxigenado B-elemeno (24,6 %) foi identificado a partir das folhas de P. reticulatum (LUZ et
al., 2003).

Das folhas de P. regnellii foram extraidos 6leos essenciais que apresentam em sua
constituicdo quimica alta concentragdo relativa do monoterpeno nao oxigenado B-mirceno
(70,0 %) (PESSINI et al., 2005); j& para a espécie P. variabile foi encontrado como
constituinte majoritario presente nos 6leos essenciais extraidos das folhas o monoterpeno

oxigenado cénfora (28,4 %) (CRUZ et al, 2011). Outro monoterpeno oxigenado relatado
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como constituinte majoritario presente nos o6leos essenciais extraidos da espécie P.
Jjacquemontianum foi o linalol (69,4 %) (CRUZ et al., 2011).

Fenilpropanoides foram encontrados como componentes majoritarios nas espécies:
P. auritum (safrol 70 % - GUPTA et al., 1985), P. aduncum (dilapiol 62,0% - CICCIO &
BALLESTERO 1997), P. hispidum (dilapiol 57,5% - FACUNDO et al., 2008), P. guineense
(dilapiol 44% - MARTINS et al., 1998), P. lanceaefolium (elemicina 24,4% - MUNDINA et al.,
2001), P. divaricatum (SILVA et al., 2010°), P. fulvescens (trans-anetol 26,4% - VILA et al.,
2001) P. solmsianum (sarisan 39,2% - MOREIRA et al., 2001) e P. marginatum (Z-asarona
30,4% [folhas] e E-asarona 32,6% [caules] — AUTRAN et al., 2009).

Dos 6leos essenciais extraidos do género Piper algumas atividades biolégicas sao
relatadas na literatura, incluindo inseticida (MIKICH et al., 2003; ESTRELA et al., 2006;
FAZOLIN et al., 2007), fungicida (EVANS et al., 1984; NAVICKIENE et al., 2006; SILVA &
BASTOS 2007), larvicida (MORAIS et al., 2007; AUTRAN et al., 2009; MATASYOH et al.,
2011), citotéxica (PERES et al., 2009; AVELLA & MOTTA 2010), leishmanicida (MONZOTE
et al, 2010), alelopatica (FILHO et al, 2009), analgésica (ANDRADE et al., 1998),
antimicrobiana (MASUDA et al., 1991; CONSTANTIN et al., 2001; RUEGG et al., 2006), anti-
helmitica (EVANS et al., 1984), antioxidante (SILVA et al, 2010°; CRUZ et al., 2011),
psicotropica (MOREIRA et al., 2001), e genotdxica (PERES et al., 2009).

I1.1.4 Descricao Botéanica de Piper klotzschianum Kunth

Piper klotzschianum (Kunth) C.DC; Basi6nimo — Ottonia klotzschiana Kunth Linnaea
(Fig. 2, p.5), arbusto em torno de 1,5 m de altura; caule estriado, dotado de glandulas
quando jovens. Folhas com peciolos de 0,5 - 1 cm de comprimento, base assimétrica com
um dos lados diferindo do outro cerca de 1 mm, obtusa ou arredondado-cordada, por vezes
curtamente peltada. Espiga de 7-11 cm de comprimento, ereta com pedunculo rugoso 0,7-1
cm de comprimento. Fruto de 0,6-1,2 mm de diametro, ovéide, sulcado, obscuramente
glanduloso. Sementes escuras quando secas.

A espécie é conhecida por habitar a costa atlantica do sudeste do Brasil, nos estados
de Minas Gerais e Rio de Janeiro, estendendo até o Estado da Bahia. Também assinalada
para o Brasil Central no Estado do Mato Grosso e na regiao Norte, ocorrendo no Acre,
Tocantins e Para. Vegeta no sub-bosque sendo relativamente abundante nas florestas de
galeria de Minas Gerais e Tocantis (CALLEJAS, 1986; DE CANDOLLE 1869; YUNKER,
1973; GUIMARAES et al; 2007). Esta espécie é endémica do Brasil e conhecida

popularmente como Joao Barandinho e Jodo Barandi.
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1.2 PARTE EXPERIMENTAL

1.2.1 Materiais e Métodos (Procedimentos Gerais)

1 - Os solventes e reagentes utilizados nas extragdes, na solubilizacdo das amostras, nas
analises cromatograficas e nos testes de atividades biol6gicas foram todos de grau analitico
Merck, Sigma, Quimex, e Quemis.

2 — Para identificacdo dos componentes presentes nos 6leos essenciais as amostras obtidas
foram submetidas a analise em um cromatégrafo em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas de baixa resolugcao (CG-EM) da Shimadzu, com detector seletivo de massas,
modelo QP 5050A, do Laboratério de Andlise e Sinteses de Agroquimicos da UFV/MG.
Coluna cromatografica e condicoes de andlises: coluna Elite-5 (5% de fenil, 95%
dimetilpolissiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e espessura do
filme de 0,25 um. Fluxo de gas de arraste (He) foi de 1,8 mL.min"; a temperatura do injetor
foi 220 °C; a temperatura da interface foi 240 °C; e a temperatura inicial da coluna foi de 40
°C, aumentando 3 °C. min™, até atingir 240 °C, permanecendo constante nesta temperatura
por 35 minutos. A razao de split 1/5; volume injetado 1 pyL de cada amostra, preparada a
partir de 10 mg diluidos em 1 mL de diclorometano. As condigées do espectrémetro de
massas foram, energia de impacto 70 eV; velocidade de varredura 1000; intervalo de
varredura de 0,5 e registro da razdo m/z de 30,00 a 500,00. A identificagdo dos compostos
foi feita por meio da comparacao dos espectros de massas das amostras, com os existentes
no banco de dados (Wiley, 72 ed.), e também pela comparacédo dos indices de Kovats com
aqueles da literatura (ADAMS, 1995; 2007), calculados a partir das inje¢cdes de uma mistura
de hidrocarbonetos lineares de C8 a C26.

3 — Para quantificagdo dos componentes identificados no item acima, as amostras dos 6leos
essenciais foram analisadas em um Cromatografo em fase gasosa (CG-FID) da Shimadzu,
modelo CG 17A, operando com coluna HP-5% (5 % de fenil, 95 % dimetilpolissiloxano) nas
mesmas condic¢des relatadas no item acima.

4 — Para determinacao da atividade antioxidante foi utilizado um espectrofotémetro UV-VIS
da Varian (modelo Cary 50 conc, Australia). Este teste foi realizado no Laboratério da
Faculdade de Farmécia da UFBA, coordenado pela professora Dr2. Juceni P. David.

5 — No teste de atividade antimicrobiana foram utilizadas placas estéreis de 96 orificios (TPP
92096 — SWITZERLAND); o meio de cultura utilizado foi o Meio Mdieller-Hinton. Estes
ensaios biolégicos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Biomedicina, da Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC, com a colaboracédo e
supervisado do professor Dr. Renato Fontana.
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6 - Nos ensaios larvicidas, para esterilizacdo da racao animal, utilizou-se autoclave vertical
modelo 415. A alimentacdo dos insetos adultos de Aedes aegypti foi feita com sacarose
anidra PA (Vetec) ou glicose anidra (amresco). Os experimentos foram realizados no
Insetario do Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da
UFAL (LPgPN-IQB/UFAL) em colaboragao com a professora Dr2. Lucia Maria Conserva.

1.2.2 Coleta do Material Vegetal e Identificacao das Espécies

A coleta de Croton grewioides Baill foi realizada em Novembro de 2009. Os
espécimes foram coletados nas proximidades do posto Dantas, no municipio de Jequié —
BA, aproximadamente 20 Km do centro da cidade. O voucher foi herborizado, inserido no
herbario HUESB, sob o registro HUESB 5388 (coletado no dia 15/11/2009 &s 7:30 horas —
aroma de “erva-doce”) e 5389 (coletado no dia 15/11/2009 as 7:45 horas — aroma de “cravo
da India”), duplicatas foram enviadas para os herbarios ALCB e HUEFS. Esse
material foi identificado pela especialista do género Dra. Daniela dos Santos Carneiro Torres
(DCB — UEFS).

A coleta da espécie Piper klotzschianum Kunth, foi realizada em Janeiro de 2009, na
mata da Gimuna, em Vila do Riacho-Aracruz, ES. Sua identificagao esta descrita no capitulo
I, item 1.2.2, pagina 16.

I.2.3 Extracao dos Oleos Essenciais

Para extragdo dos Oleos essenciais de C. grewioides, foram coletadas
aproximadamente 100 g de material vegetal fresco (Caules e folhas); e para P.
klotzschianum aproximadamente 25 g do material vegetal fresco das folhas, caules e raizes,
e 6 g das sementes. Todos foram submetidos, em triplicadas, a hidrodestilagdo em aparelho
tipo Clevenger (Fig. 1.1, p.117) por um periodo de 120 minutos, utilizando 300 mL de agua
destilada. Os 6leos resultantes (Tab. Il.1, p.117) foram secos com sulfato de sédio anidro
(Merck), pesados e os rendimentos calculados em relagdo ao peso do material fresco. Os
6leos obtidos foram armazenados a aproximadamente 0 °C, até que fossem analisados por
CG-FID e CG-EM-IE.

116



Tabela 1.1 - Codificagao dos 6leos essenciais das espécies estudadas

Amostras NOMES
OERPK Oleo essencial das raizes de Piper klotzschianum
OECPK Oleo essencial dos caules de Piper klotzschianum
OEFPK Oleo essencial das folhas de Piper klotzschianum
OESPK Oleo essencial das sementes de Piper klotzschianum
OEFCG1 Oleo essencial das folhas de Croton grewioides “erva-doce”
OECCG1 Oleo essencial do caule de Croton grewioides “erva-doce”
OEFCG2 Oleo essencial das folhas de Croton grewioides “cravo da India”
OECCG2 Oleo essencial do caule de Croton grewioides “cravo da India”
OEFCG3 Oleo essencial da folha de Croton grewioides “erva-doce” adulta*
OECCG3 Oleo essencial do caule de Croton grewioides “erva-doce” adulta

* Os Espécimes de C. grewioides foram diferenciados, em jovem e adulta considerando-se a altura,
onde arbustos de até 1,2 m de altura foram considerados espécimes jovens, enquanto arbustos
acima de 2,5 m de altura foram considerados espécimes adultos.

1.2.4 Atividades Bioldgicas das Espécies Estudadas

Os o6leos essenciais extraidos das duas espécies em estudo foram investigados
quanto as atividades citotoxicas, larvicidas, antimicrobianas e antioxidantes. Ja para as
substancias isoladas de Piper klotzschianum HJB4-2; HJB5-5; HJB10-4; HJB52-5; DJB8-2;
DJB28-5 ¢ ERC8-2 foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana e, atividade larvicidas
foram também avaliadas para as substancias HJB1-3; HJB4-2; HJB5-5 ¢ HJB10-4.

Figura 1l.1 - Aparelhagem do tipo Clevenger, utilizado na extragao dos éleos essenciais.
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1.2.4.1 Teste para Avaliacao da Atividade Citotoxica

O procedimento utilizado no teste de atividade citotdéxica foi baseado no método
desenvolvido por MEYER et al., 1982, e adaptado por SERRANO et. al, 1996. Para
realizacdo deste teste os ovos de Artemia salina foram adquiridos em uma loja local de
produtos para aquarios, € foram adicionados a um aquario adaptado dividido em dois
compartimentos assimétricos com pequenas interligagcdes entre eles. A parte maior foi
iluminada com o auxilio de uma lampada incandescente de 60 W, para que os nauplios
(estagio larval do camarao) recém eclodidos migrassem e pudessem ser recolhidos com
maior facilidade. Foi utilizada uma bomba comum de aquario para a oxigenacao da agua.
Depois de 24 h, os nauplios foram utilizados no bioensaio. A agua do mar utilizada no
bioensaio foi coletada na praia de Ondina, Salvador-BA em um volume aproximado de
quatro litros; e submetida a filtragdo em papel de filtro.

A solucéo teste foi preparada dissolvendo-se 20 mg dos 6leos essenciais em uma
gota de Tween-80 e completado para 5,0 mL com agua do mar previamente filtrada. Esta
solugao correspondeu a concentragao de 4 mg/mL e foi considerada a solugéo estoque. As
demais solugdes de concentracao inferior (50, 100, 200, 300 e 500 ug/mL), foram obtidas a
partir da diluicho da solugcdo estoque. Para os 6leos essenciais que a 50 pg/mL
apresentaram 100% de mortalidade frente ao controle, estes foram novamentes submetidos
ao teste com concentragdes inferiores a 50 (50, 40, 30, 20, 10 e 5 uyg/mL).

Na avaliacao da toxidade, dez larvas recém eclodidas de A. salina foram adicionadas
em cada um dos cinco frascos, contendo as solugdbes dos Oleos essenciais, nas
concentragoes descritas acima. Cada frasco teve seu volume completado para 5 mL de
agua do mar, para que se pudesse chegar as concentragdes, que foram previamente
descritas aqui, em pg/mL. As andlises foram realizadas em ftriplicatas. Os frascos foram
mantidos sob iluminagao e as larvas sobreviventes foram contadas apés 24 h. Foi utilizado
um grupo controle, contendo apenas uma solugdo de Tween-80, submetido ao mesmo
procedimento experimental, contendo idénticos numeros de larvas, para efeitos
comparativos do veiculo. Os nauplios foram considerados mortos caso ndo exibissem
nenhum movimento durante dez segundos de observacdo. Os valores de CLsg
(concentracao letal) foram calculados através do programa PROBIT.

1.2.4.2 Teste da Avaliacao da Atividade Larvicida
1.2.4.2.1 Criacao e Manutencao dos Mosquitos

Os ensaios larvicidas foram realizados segundo recomendagdes da OMS com
algumas modificagées (OLIVEIRA et al., 2010). Larvas de Aedes aegypti (Fig. 11.2, p.119)
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foram obtidas a partir de ovos depositados em papéis de filtro e adicionados em bacias com
agua destilada. Seu desenvolvimento em diferentes estadios (L1, L2, L3 e L4), que
posteriormente evoluiram para pupa e por fim até a forma adulta do mosquito (Fig. 1.3,
p.120), foram mantidos em uma temperatura média de 28,5 = 2°C e umidade relativa do ar
de 80 * 4%, com fotoperiodo de aproximadamente 12 horas. Durante este periodo, as larvas
foram alimentadas com ragdo (autoclavada) para gatos. Os insetos adultos foram mantidos
em gaiolas teladas com naylon, alimentados com uma solucao de glicose a 10% em
chumagos de algoddo, trocados diariamente. Para maturacdo dos ovos, o0 repasto
sanguineo das fémeas do mosquito foi feito com pombos da espécie Columbia livia.

1.2.4.2.2 Ensaios para Avaliacao da Atividade Larvicida

Os ensaios com os 6leos essenciais e com as substancias isoladas (HJB1-3; HJB4-
2; HJB5-5 e HIB10-4) foram realizados utilizando-se larvas jovens do 4° estadio (cabeca
branca). Apos a triagem de acordo com o estagio, as larvas foram colocadas em recipientes
plasticos (copos de 200 mL). 15 larvas por teste foram utilizadas, com trés réplicas para
cada amostra analisada (cada concentracdo). Todas as amostras foram dissolvidas em
solugcao aquosa de DMSO a 1% até a concentracdo a ser testada (250, 100 e 10 ppm). Apds
este teste preliminar foram executados novos experimentos a fim de determinar o CLs, de
cada amostra (concentragées entre 1 e 100 ppm). Para avaliacdo da mortalidade cada
grupo foi exposto a solucdo teste durante 48 horas. Para o controle negativo utilizou-se
solugdo aquosa de DMSO a 1%, o qual foi mantido nas mesmas condigcbes do teste; e para
controle positivo foi utilizado temofés em uma concentragao de 3 ppm.

As larvas foram consideradas mortas caso ndo exibissem nenhum movimento
durante alguns segundos de observacao. Os valores de CLsy (concentracdo letal média)
foram calculados através do programa PROBIT.

Figura 1.2 - Larvas de Aedes aegypti (Fonte: http:/pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:123ATC003
2.image_media_vertical.jpg), acessado no dia 13/08/2011.
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Figura 1.3 - A) Ciclo do Aedes Aegypti; B) Ovoposicao (entre 5 e 500 ovos); C) Ovos do
mosquito; D) Larva quebrando a casca do ovo; E) Larvas (quatro estagios de
desenvolvimento); F) Pupas e G) Fémea  adulta. (Fonte:
http://www.prefeitura.unicamp.br/prefeitura/ca/DENGUE/3dengue_unicamp.html e
http://www.fiocruz.br/rededengue/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=32&sid=12);
acessado no dia 13/08/2011.
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11.2.4.3 Atividade Antimicrobiana

11.2.4.3.1 Triagem Antimicrobiana

O teste para investigacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos extraidos e das
substancias isoladas das espécies estudadas foi realizado pelo método da difusibilidade em
agar, descrito por BAUER et al., 1966; e adaptado por FONTANA et al., 2004. O efeito
antimicrobiano foi testado contra quatro microorganismos de importancia médica para o
homem: um coco gram-positivo Staphylococcus aureus (ATCC 25923), dois bacilos gram-
negativo Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC28853); e uma
levedura Céndida albicans (UMP). A suspenséao testada com microrganismo (0,5 da escala
de MacFarland) foi espalhada em placas de Petri com Agar Mieller-Hinton com o auxilio de
uma zaragatoa. Foram abertos orificios de dois milimetros de didametro na superficie das
placas inoculadas no qual foram adicionados 15 pL das amostras de éleos essenciais na
concentragdo de 10.000 ppm e 15 pL das substancias isoladas na concentracdo de 4.000
ppm. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Ap6s a incubagdo, a atividade
antibacteriana foi analisada, medindo-se o didmetro do halo de inibicao formado ao redor do
orificio. Os diametros das zonas de inibicdo foram medidos com um paquimetro, e
expressos em milimetros. O controle negativo foi feito através da adicao de DMSO (solvente
utilizado) em trés dos pocos.

1.2.4.3.2 Ensaio da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Para a determinagédo da CIM foram feitas diluicbes seriadas em microplacas estéreis
para cultura de tecido de 96 orificios (TPP 92096 — SWITZERLAND), em um volume final de
100 pL. A cada orificio foram adicionados 85 uL do caldo Mueller-Hinton, 10 yL da amostra
a ser testada na diluicdo apropriada e 5 yL da suspensado bacteriana ou da levedura
perfazendo um volume final de 100 pL.

As concentragdes utilizadas para os 6leos essenciais foram de 1000, 500 e 250
ppm e para as substancias puras foram de 400, 200 e 100 ppm. Utilizou-se como Padrao de
atividade antibacteriana os antibiéticos sulfato de Gentamicina e Cloranfenicol nas
concentracdes de 140 a 3,5 ppm e de 400 a 10 ppm, respectivamente. Para o controle do
crescimento microbiano a mesma quantidade de suspensao microbiana foi inoculada em 85
ML de caldo Mdaeller-Hinton e 10 puL de DMSO. No controle negativo nenhum

microorganismo foi inoculado no orificio contendo 100 pL de meio de cultura.
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11.2.4.4 Teste para Avaliacao da Atividade Antioxidante

1.2.4.4.1 Teste de sequestro do radical 1,1-difenil -2- picrilhidrazil (DPPH)

Este teste baseia-se na medida da capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH reduzindo-o & sua correspondente hidrazina.
Quando uma determinada substancia que age como doador de atomos de hidrogénio é
adicionada a uma solugdo de DPPH, a hidrazina é obtida com simultdnea mudanga na
coloracao de violeta a amarelo palido (Figura 11.4, p.122) [BRAND-WILLIAMS et al., 1995].

O teste foi realizado com os 6leos essenciais das duas espécies estudadas: C.
grewioides (caules e folhas) e P. klotzschianum (raizes, caules, folhas e sementes). O
extrato etandlico das raizes de Piper também foi avaliado. Inicialmente foi preparada uma
solugdo metandlica de DPPH (40 pug/mL - 10 mg do DPPH, dissolvidos em 250 mL de
MeOH) e solugbes com as amostras nas concentragdes de: 10, 30, 60, 120 e 200 ug/mL em
MeOH. As medidas das absorvancias das misturas reacionais (0,3 mL da solugdo dos
extratos ou do padrdo ou de metanol para o controle e 2,7 mL da solugdo estoque de
DPPH), foram realizadas a 517 nm, imediatamente e ap6és 30 minutos. Como controle
positivo foi empregada a solugdo metandlica de acido galico nas concentragdes de 120, 60,
30, 10 e 5 yg/mL. Todo o teste foi realizado em ftriplicata.

Purpura
:I: O\NO
NH
N02 N02 + AH e N02 N02 - A'
NO, NO,

Figura 1.4 - Reacao genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante.

Formula para calculo de Atividade Antioxidante:
AA =[(Ac—An) / Ac] X 100

Onde:
Ac = Absorvancia do controle no tempo final
A = Absorvancia da amostra no tempo final.
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1.3 Resultados e Discussao
I.3.1 Teor dos Oleos Essenciais das Espécies Estudadas

O resultado do rendimento dos Oleos extraidos da espécie C. Grewioides esta
detalhado na Tabela 11.2 e 1.3, paginas 124 e 125. Estes 6leos foram obtidos a partir das
extracoes utilizando o processo de hidrodestilagcdo. Avaliando o teor de 6leos extraidos das
folhas e caules para a espécie Crofon grewioides “erva-doce” - CG1 durante o verdo e
inverno de 2007 percebe-se uma diminuicdo em torno de 42% (folhas) e 32% (caules). Ja
para as folhas de Croton grewioides “cravo da India” - CG2 ocorreu um aumento em torno
de 60%, isso provavelmente se deve ao fato das folhas estarem mais murchas; ou seja,
havia uma maior concentracdo de éleos em CG2 que em CG1.

Quando a idade (“altura”) da planta é avaliada observa-se que o teor de o6leos
extraidos das fohas de CG1 e CG2 (Tab. 11.2 e 1.3, paginas 124 e 125) sdo maiores nos
espécimes adultos. Destaque para o grande aumento observado para as folhas em CG2;
este aumento provavelmente tenha ocorrido, pois em Qutubro de 2008 foi um periodo de
grande estiagem na regido e, este espécime encontrava-se com poucas folhas e todas
murchas. Ja para os teores de 6leos extraidos dos caules ndo se observou variagdes
consideraveis quando comparado a idade das plantas. Os 6leos extraidos das amostras
OEFCG2 ¢ OECCG2, tanto jovens quanto adultas mostraram uma coloragdo amarela e,
com aroma bastante acentuado de “cravo da India”. Para as demais amostras de C.
grewioides os 6leos mostraram-se incolores com aroma que lembravam a “erva-doce”.

Os Oleos essenciais extraidos das raizes, folhas, caules e sementes de P.
klotzschianum apresentaram aspecto claro, com aroma bastante agradavel. O resultado
detalhado do rendimento dos 6leos essenciais obtidos a partir das extragdes utilizando o
processo de hidrodestilacdo a partir da massa fresca sdo mostrados na Tabela 1.4, pagina
125. Destaque para o rendimento encontrado nas folhas 1,81 = 0,063 % (m/m). Para a
semente foi realizada apenas uma extragdo, pois a quantidade da mesma era pequena.
Logo esta percentagem alta de 6leos encontrada fica dependendo de novas extracdes para
validar este resultado.
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Tabela 11.2 - Resultado detalhado dos rendimentos encontrados para os 6leos essenciais de
Croton Grewioides aroma “erva-doce” CG1

Massa Quantidade % de extracao Média/Desvio
utilizada (g) extraida (g) (m/m) padrao
- 12 - 100,00 2,36 2,36
- O
O 22— 80,00 1,94 2,42 2,44 + 0,09
O <
L s
32-75,00 1,91 2,54
12 — 84,70 1,65 1,27
~ S
O O 22 — 129,00 1,12 1,32 1,40 + 0,18
O G
|19 D a
32-130,00 2,11 1,62
12 - 50,50 0,72 1,19
- S
O 22 — 64,00 0,68 1,05 1,13 £ 0,07
Q <
o =
32-60,00 0,70 1,16
12 — 88,00 0,72 0,82
-~
3 g 22 — 100,00 0,68 0,68 0,77 + 0,08
(&)
) 32— 100,00 0,81 0,81
12 -21,10 0,84 4,00
- £
g 2 22 — 24,00 1,01 4,20 4,12 +0,10
c 3
32— 26,20 1,08 4,15
12— 4,40 0,30 6,90
- 9
8 3 224,05 0,26 6,42 6,36 + 0,58
©
r <
32-3,65 0,21 5,75
12 - 57,30 0,47 0,82
- €
8 ¢ 22 — 45,40 0,35 0,78 0,79 + 0,02
o 3
32-43,00 0,33 0,78
12— 41,00 0,29 0,70
- o
8 3 22 — 65,70 0,49 0,76 0,77 £ 0,07
©
O <
32-64,70 0,54 0,84

*Folhas e caules foram coletadas do espécime jovem.
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Tabela 1.3 - Resultado detalhado dos rendimentos encontrados para os 6leos essenciais de
Croton Grewioides aroma “cravo da India” CG2

Massa Quantidade % de extracao Média/Desvio
utilizada (g) extraida (g) (m/m) padrao

5 5 12 - 100,00 1,30 1,30
3 22— 100,00 1,11 1,11 1,11+£0,19
= 32 — 100,00 0,92 0,92
N 12— 56,20 1,04 1,85
NS
33 22— 55,50 1,00 1,81 1,77 £ 0,11
< 32 — 45,40 0,75 1,65
N E 18 -25,0 0,511 2.04
3 S 22 _ 250 0,425 1,70 1,81 £ 0,202
s 32 _250 0,420 1,68
~ O 128,00 0,450 5,63
83 22890 0,560 6,30 6,01 £ 0,35
L

< 328,00 0,490 6,12
N £ 18-25,0 0,136 0,54
o 2 22 _ 250 0,139 0,55 0,53 + 0,032
© 5 32-30,0 0,147 0,49
N O 12-39,10 0,290 0,74
§ S 22— 47,00 0,370 0,79 0,77 £ 0,03

< 32 - 27,00 0,213 0,79

*Folhas e caules foram coletadas do espécime adulto.

Tabela I1.4 — Resultado detalhado dos rendimentos encontrados para os 6leos essenciais de

P. klotzschianum

Massa utilizada Quantidade % de extracao Média/Desvio

(9) extraida (g) (m/m) padrao

@ 12 16,0 0,122 0,76

= 22 _ 16,0 0,126 0,78 0,77 + 0,014

o 32— 16,0 0,124 0,77

@ 12250 0,463 1,85

% 22 _210 0,388 1,85 1,81 £ 0,063

= 32263 0,458 1,74

@ 12 43,0 0,051 0,12

3 22 43,0 0,066 0,15 0,13 £ 0,017

o 32-70,0 0,085 0,12

g v 12-6,0 0,782 13 -

EQ ; ;

)
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I1.3.2 Identificacdo e Quantificagdo dos Constituintes Presentes nos Oleos Essenciais
1.3.2.1 Croton grewioides Baill, aroma “erva-doce” - CG1

O resultado da identificacdo e quantificacdo dos componentes presentes em CG1
encontram-se na tabela 1.5 pagina 130. Um total de oito compostos foi identificado: um
monoterpeno hidrocarboneto (a-pineno), um monoterpeno oxigenado (canfora), dois
compostos benzendides (metilchavicol [83] e trans-anetol [84]), dois sesquiterpenos
hidrocarbonetos (trans-cariofileno e biciclogermacreno) e dois sesquiterpenos oxigenados
(espatulenol e frans, trans-farnesoato de metila). Dos dois constituintes majoritarios
encontrados o metilchavicol (estragol) chegou a 96% em Outubro de 2008, como
constituinte principal nas folhas da planta adulta; j4 o trans-anetol a 42% nos caules da
planta adulta (Fig. 1.5, p.127). Verifica-se que o teor de trans-anetol € maior nos caules que
nas folhas.

Continuando a andlise da tabela 11.5 pagina 130, percebemos que os constituintes
quimicos presentes ndo sofrem grandes variagdes durante as estacdes avaliadas (verao x
inverno de 2007). Porém ao compararmos o fator idade da planta (jovem x adulta)
percebemos variacao nos teores dos constituintes majoritarios (metilchavicol e frans-anetol)
presentes nos caules das plantas adultas. Ja para as folhas nao se observou uma variacao
significativa do constituinte majoritario (metilchavicol).

Para confirmacédo do constituinte majoritario (metilchavicol [83]), espectros de RMN
de 'H, ®C e DEPT135 foram aquiridos (Figura 11.6, pagina 128). Os valores de
deslocamentos quimicos foram idénticos aos apresentados para o metilchavicol (GUERRINI
et al., 2006). Através desta confirmacao podemos concluir que a espécie CG1 apresenta-se
como uma potencial fonte natural de estragol.

Os o6leos essenciais ricos em estragol sdo famosos por suas propriedades
antifingicas (SHIN & KANG 2003). O estragol provocou altas taxas de mortalidade nos
mosquitos Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus [BHATNAGAR et
al., 1993]; além de apresentar efeito carcinogénico em ratos [DEMILLO et al., 1994]. O
estragol é considerado ser genotéxico e cancerigeno e, conseqlentemente, a redugédo da
exposicao e restricdes nos niveis de utilizagdo como substancia aromatizante tém sido
recomendados pelo Comité Cientifico da Alimentacdo Humana (DE VINCENZI et al., 2000;
RAFFO et al., 2011). Sua adicdo como substancia aromatizante em alimentos foi proibida na
Europa em 2008 (European Commission 2008).
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1.3.2.2 Croton grewioides Baill aroma “cravo da India” CG2

O resultado da identificacdo e quantificacdo dos 18 constituintes volateis
identificados em CG2 encontram-se na tabela I1.6, pagina 131; o benzenoéide eugenol [85] foi
o constituinte majoritario presente nas folhas e caules dessa planta, com teores superiores a
75% dos constituintes identificados (Fig. 11.5, pagina 127). Outro fato que nos chamou a
atencao foi a variacao nos teores dos constituintes quimicos quanto a idade da planta: tendo
maior variagdo nos caules que nas folhas (93,6 % de eugenol nos caules da planta jovem e,
76,6% da planta adulta). Outro constituinte que teve um aumento consideravel em seu teor
foi o metileugenol [86] que passou de 1,9% nos caules da planta jovem para 8,9 % na planta
adulta. Ja quando se analisa o fator sazonalidade no caso das folhas percebe-se que o
mesmo nao parece ser um fator marcante.

Por apresentar alto teor do constituinte majoritario, espectros de RMN de 'H, '*C e
DEPT135 foram aquiridos (Figura 11.7, pagina 129). Os valores de deslocamentos quimicos
de RMN de 'H, "C e DET135 sdo idénticos aos apresentados para o eugenol [85]
(PEREIRA & MAIA 2007). Isso confirma de forma inequivoca a presenga do eugenol como
constituinte majoritario para as folhas e caules de C. grewioides aroma “cravo da india” —
CG2.

Resultado relatado na literatura para C. grewioides coletado em Bezerro/PE tras o
trans-anetol como constituinte majoritario (SILVA et al., 2008°), isso nos sugere que a
espécie coletada em Jequié/BA trata de um novo quimiotipo.

O eugenol (4-hidroxi-3-metoxialilbenzeno) encontra-se distribuido no reino vegetal
como constituinte dos 6leos essenciais de plantas (FISCHER & DENGLER 1990). Este
alilbenzeno é obtido do 6leo de cravo (Syzygium aromaticum Mer & Per), muito apreciado
como condimento, e do o6leo de algumas espécies de Ocimum (COSTA 2000;
NASCIMENTO et al., 2011). O Brasil € também um grande exportador de eugenol. Entre os
usos do eugenol destacam-se o emprego no alivio da dor de dente, como anti-séptico em
odontologia € na fabricacdo de dentifricios, em perfumaria, saboaria e como clarificador em
histologia. O eugenol é também usado como matéria-prima para a obtencdo de vanilina,
empregada na aromatizacao de doces, chocolates, sorvetes e tabacos (COSTA 2000).

r ~ ?@N/
MeO MeO/GN HO Me
[83] [84] [85] [86]

Figura II.5 - Constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de C. grewioides.
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Figura 11.6 - Espectro de RMN de 'H (A), '*C (B) e DEPT135 (C) [CDCls, & (ppm)] do dleo
essencial das folhas de C. grewioides (FCG1).
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Figura I1.7 - Espectro de RMN de 'H (A), '*C (B) e DEPT135 (C) [CDCls, & (ppm)] do 6leo
essencial do caule de C. grewioides (CCG2).
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Tabela 1.5 - Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Croton Grewioides aroma “erva-doce” CG1

Percentagem em relacédo a area *

Compostos | IKcar. | IKvi. FCG1 CCG1 FCG1 (OUT/2008) CCG1 (OUT/2008)
MAR/2007 | AGO/2007 | MAR/2007 | AGO/2007 Jovem Adulta Jovem Adulta
a-pineno 935 | 939 - - 05+0,04 | 0,3+0,02 - - - -
canfora 1143 | 1143 - Tr 0,5+0,03 | 1,0+0,34 - - 0,9+0,21 0,5+0,20
metilchavicol 1195 | 1195 | 99,0+0,05 | 96,7 +1,82 | 87,4+0,93 | 90,1 £2,07 | 947+3,26 | 96,4+1,08 | 91,8+2,15 | 53,7 +2,12
trans-anetol 1283 | 1283 - 0,2+0,07 |11,5+0,86| 7,5+0,81 | 07020 | 26+032 | 57+081 | 42,5%359
trans-cariofileno 1418 | 1418 - - - - Tr 0,11 £0,03 Tr 0,2 +£0,04
biciclogermacreno | 1495 | 1500 | 0,9+0,05 | 1,4+0,88 - - 20+043 | 034+002 | 04:002 | 2,1%1,60
espatulenol 1577 | 1576 Tr 0,2+0,15 - - 0,5+0,05 0,17 £ 0,09 Tr Tr
rans, transfame | | oeq5 | 1783 Tr 0,3+ 0,24 . . 1,4 +0,40 Tr Tr Tr
soato de metila
Total 99,9 98,8 99,9 98,9 99,3 99,6 98,8 99,0

*Todos os valores sdo medias de trés repeticdes + desvio padrdo; Tr — trago (menos que 0.10%); IK.,. = Indice de Kovats Calculado, IK; = indice de

Kovats Literatura.
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Tabela 11.6 - Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Croton Grewioides aroma “cravo da India” CG2

Percentagem em relacéao a area *

Compostos IKear | IKw. FCG2 FCG2 (OUT/2008) CCG2 (OUT/2008)
MAR/2007 | AGO/2007 Jovem Adulta Jovem Adulta
céanfora 1143 | 1143 - Tr - - - 2,5+0,91
borneol 1167 | 1165 - - - - - 0,1 +£0,01
metilchavicol 1195 | 1195 | 0,8 +0,49 1,7£1,33 Tr 1,1 £0,21 Tr 3,2+0,60
chavicol 1250 | 1253 - 0,2 £ 0,02 - 0,2 £0,02 - -
trans-anetol 1283 | 1283 - Tr - - - 3,2 £0,81
eugenol 1356 | 1356 | 90,8 +0,92 | 86,9 +4,55 | 96,5 +0,72 | 86,8 +2,25 | 93,6 +0,72 | 76,6 + 0,66
metileugenol 1404 1401 Tr 0,5+ 0,06 Tr Tr 1,9+0,04 8,9 £ 0,62
cis-metilisoeugenol 1457 | 1456 - 0,2 £0,03 - - Tr 0,4+£0,13
trans-metilisoeugenol 1495 | 1495 - - - - - 2,2+0,18
trans-cariofileno 1418 | 1418 Tr 0,2 £ 0,03 0,2+0,04 0,4 +£0,08 - Tr
a-trans-bergamoteno 1434 1436 Tr 0,4 +0,01 Tr 0,5+0,03 - Tr
aromadendreno 1439 | 1439 | 0,7 £0,06 Tr 0,2+£0,03 0,8 £ 0,21 0,5+0,02 -
aloaromadendreno 1460 | 1461 - - Tr 0,5 £0,07 - -
biciclogermacreno 1495 | 1494 | 5,4+0,32 4,2 +0,30 2,4 +0,23 28+0,12 1,4+£0,10 Tr
acetileugenol 1527 | 1524 1,3+0,32 0,8 £ 0,06 - Tr 0,7 £0,09 -
espatulenol 1577 | 1576 Tr 0,6 £0,03 0,6 £0,13 1,1+0,30 0,8+0,17 0,2 £0,05
globolol 1589 | 1583 - - - 0,3+0,08 - -
trans, trans-farnesoato | 1783 | 1783 | 0,8t0,42 0,8+0,19 Tr 2,6+0,15 1,0 £ 0,09 Tr
de metila
Total 99,8 96,5 99,9 97,1 99,9 97,3

*Todos os valores séo medias de trés repeticGes + desvio padréo; Tr — trago (menos que 0.10%); IK:. = Indice de Kovats Calculado,
IKLi. = Indice de Kovats Literatura.
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1.3.2.4 Piper klotzschianum Kunth

Os resultados das analises dos 6leos essenciais CG-EM obtidos das raizes, caules,
folhas e sementes sdo mostrados na tabela 1.7, pagina 133. Foi identificado um total de 22
compostos nos 6leos essenciais; sendo que a composigdo quimica da semente mostrou
maior diversidade. Destaque para o constituinte majoritario o fenilpropanéide 1-butil-3,4-
metilenodioxibenzeno [61] que aparece em todas as partes da planta estudada (raizes
96,2%; caules 84,7%,; folhas 81,0% e sementes 36,9%. Além deste constituinte observa-se
que na semente aparecem com destaque os monoterpenos a-felandreno (17,0%) e
limoneno (17,8%), o sesquiterpeno a- trans-bergamoteno (8,8%) e outro fenilpropandide o-
cimeno (7,4%). Estas cinco substancias representam 87,9% da composicdo do dleo
essencial.

Essas substéncias relatadas foram identificadas e quantificadas pela primeira vez na
espécie estudada; sendo o componente majoritario elucidado por meio de técnicas
espectrométricas de RMN de 'H e "*C (Fig. 11.8, p.134). Toda a discussdo da elucidacéo
para este componente pode ser consultada no item 1.3.3.7 pagina 57 do capitulo I. Este
componente provavelmente é o responsavel pelo aroma agradavel do 6leo. Cabe ainda
destacar que no capitulo | foi relatada a presenca desta substancia, além da isoasarona
(2,4,5-trimetoxi-1-propeniloenzeno) [59], como constituintes isolados do extrato hexanico
das raizes. Observando novamente a tabela 1.7, pagina 139, constata-se a presenca da
isoasarona como componente do éleo essencial das folhas em uma concentracao relativa
de 9,0%.

A substancia majoritaria encontrada nos O6leos desta espécie foi identificada
anteriormente nos 6leos extraidos das folhas de P. ovatum em uma concentragao relativa de
95% (MOREIRA et al., 1997). Desta mesma espécie foi isolada esta substancia dos extratos
apolares das folhas e raizes (MARQUES et al., 2008). Porém esta substdncia nao foi
identificada nos 6leos extraidos das folhas de P. ovatum coletada no Estado do Rio de
Janeiro (SANTOS et al., 2001).

132



Tabela 11.7 - Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Piper klotzschianum

Compostos IKca, K. Percentagem em relacéo a area *
Raizes Caules Folhas Sementes **

a-pineno 935 939 - - - 1,37
B-pineno 977 980 - - - 0,47
B-mirceno 990 991 - - - 0,40
a-felandreno 1004 1005 - - - 16,96
o-cimeno 1028 1022 - - - 7,37
limoneno 1029 1031 - - - 17,75
NI 1348 - - 0,41 £ 0,05 - -
a -cubebeno 1350 1351 - - tr 0,47
a —copaeno 1377 1376 tr tr tr 0,70
B-cubebeno 1390 1390 tr 0,20+0,09 1,44+0,23 1,66
B-elemeno 1392 1391 - 0,24 £ 0,09 tr Tr
1-butil-3,4-metilenodi 1408 Ne 96,19 + 84,75 + 81,04 + 36,92
oxibenzeno 0,01 1,08 3,89
NI 1419 - - 1,95+0,36 1,56+0,19 TR
3,4-metilenodioxiben 1423 Ne 0,47+0,06 0,36+*0,11 tr 0,81
zilmetilcetone
a-trans-bergamoteno 1434 1436 - 1,44 £ 0,26 - 8,84
B(E)-farneseno 1458 1458 tr 0,36 % 0,02 - -
germacreno D 1482 1480 0,21+0,01 0,39+0,07 1,05%0,18 0,78
NI 1486 - - 0,71 £0,11 - 1,62
eremofileno 1488 Ne - tr 0,76 £ 0,20 TR
biciclogermacreno 1496 1494 tr 0,96 +0,15 2,68 +0,60 1,16
torreiol 1503 - 0,47 +£0,03 0,36 +0,03 tr TR
B-bisabolono 1508 1509 0,28+0,01 1,20+0,30 - -
6-cadineno 1525 1524 0,11+0,01 0,38+0,07 0,72+0,20 0,45
(2)-isoelemicina 1571 1573 - 0,82 +0,13 1,23+0,35 0,25
2/4,5-trimetoxi-1-prope 1589 Ne 1,84+0,20 5,36+0,51 9,10+2,22 1,37
nilbenzeno

Total identificado 99,57 99,89 99,58 99,35

*Todos os valores sdo medias de trés repetigdes + desvio padrao; ** Tentativa de quantificagao (nao
teve repeticdo); Tr — trago (menos que 0.10%); NI — nado identificado e Ne — ndo encontrado na

literatura consultada.
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Figura 1.8 - Espectro de RMN de 'H (A) e "*C (B) [CDCls, & (ppm)] do bleo essencial das
raizes de Piper klotzschianum (OERPK).
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11.3.3 Atividades Biologicas das Espécies Estudadas

A triagem é importantissima como parte das etapas iniciais no processo de
descoberta de medicamentos frente a alvos bioldgicos propostos. Os testes para avaliagao
das atividades bioldgicas propostos sao primarios e, portanto simples, rapidos, reprodutiveis
e de baixos custos. Neste trabalho sdo apresentados testes bioldgicos para avaliagao das

atividades: citotoxicas, larvicidas, antimicrobianas e antioxidantes.

11.3.3.1 Avaliacao da Atividade Toxica

Artemia salina Leach é um microcrustadceo amplamente conhecido como indicador de
toxicidade em um bioensaio que utiliza a CLs, (concentragao letal média) como parametro
de avaliagdo da atividade biolégica (NUNES, et al., 2008). A letalidade da A. salina foi o
indicador da toxicidade utilizado para as amostras testadas (extrato, 6leos essenciais e
substancia isolada). Este teste ndo é especifico para atividade antitumoral, porém é util em
estudos biomonitorados na busca de compostos com atividade citotéxica. De acordo com
ANDERSON et al.,1991; a substancia que apresentar CLs, < 100 ug/mL é comparavel com
a camptotecina e sulfato de vincristina, duas substancias consideradas muito ativas e,
aquela que apresentar CLsy = 100 pg/mL, no intervalo entre 100 a 900 pg/mL, comparavel
ao acido hipurico é considerada medianamente ativa. Enquanto que € considerada inativa a
substancia que apresentar CLsy, > 1000 pug/mL.

Os resultados das amostras testadas (extrato, 6leos essenciais e substancia isolada)
sdo mostrados na tabela 1.8, pagina 136. Verificou-se 100% de mortalidade para o controle
positivo e foi constatado que todas as larvas se mativeram vivas no caso do controle
negativo. A andlise da tabela permite afirmar que com exceg¢do do extrato etandlico das
raizes de Piper klotzschianum, todas as demais amostras apresentaram CLs, inferior a 90
pg/mL, observando-se um intervalo de confiangca de 95%, com destaque especial para os
oleos extraidos das diversas partes da Piperaceae em estudo, bem como para a substancia
HJB1-3 (1-butil-3,4-metilenodidxi-benzeno) isolada do extrato hexanico desta planta e,
presente em grandes concentragdes nas raizes, caules e folhas. Apesar de esta substancia
estar presente em uma concentracdo bem menor nos oléos das sementes (37%); estes
apresentaram uma CLs, de 14,04 ug/mL. Este resultado nos sugere que a substancia HJB1-
3 deve estar relacionada com a citotoxidade encontrada nos dleos desta espécie, porém nao
deve ser a Unica, pois se fosse o resultado para a ClLs, da amostra OERPK deveria ser

diferente, pois ela apresenta uma alta concentragdo deste componente (96%).
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Para os 6leos extraidos das folhas e caules de Croton grewioides observa-se uma
maior citotoxicidade para os 6leos essenciais de Croton grewioides “cravo da India”
(OECG2); fato este provavelmente devido a alta concentragdo do eugenol (SILVA et al.,
2010°).

Tabela 11.8 - Atividades toxicas dos 6leos essenciais sobre Artemia salina expressas em
concentragdes letais de 50 % (CLs).

Amostras Atividade citotdxica
CLso(png/mL) Intervalo de confianca

(95 %) (ng/mL)

OERPK 15,43 8,85 — 24,56

OECPK 7,07 6,25 — 7,99

OEFPK 7,62 6,70 — 8,62
OESPK 14,04 12,00 - 16,18
ERPK 102,74 91,35 - 114,01

HJB1-3 7,06 6,25 — 7,99
OEFCG1* 67,13 57,02-77,74
OECCG1* 80,16 70,54 — 89,84

OEFCG2' 16,23 8,93 — 27,52
OECCG2' 19,20 13,07 — 26,74
OECCG3 59,16 55,83 — 62,68

*espécime jovem, T espécime adulto — ambas coletadas em Outubro de 2008.
11.3.3.2 Ensaio da Avaliacao da Atividade Larvicida

A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estima que 500 mil pessoas com dengue hemorragica necessitem
de internagado a cada ano; dessas uma propor¢gdo muito grande sao de criangas. Cerca de
12.500 (2,5%) pessoas atingidas morrem (WHO, 2009). Na busca por controle quimico
alternativo contra A. aegypti L., muitas pesquisas s&o desenvolvidas e estimuladas no intuito
de se descobrirem novas substéncias inseticidas de origem vegetal.

Neste trabalho foram constatados 100% de mortalidade das larvas para o controle
positivo e, todas utilizadas no controle negativo permaneceram vivas. O resultado da CLs
para as amostras testadas estdo na tabela 1.9, pagina 137. Resultados promissores foram
constatados para todas as amostras submetidas ao teste, principalmente para os 6leos
extraidos das raizes de P. klotzschianum que apresentou uma CLs, entre 1 e 10 pg/mL, e

para a substancia HdB5-5 (piperovatina [71]) que apresentou CLsq de 1,5 ug/mL. No caso da
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amostra OERPK novos testes deveram ser executados para a determinagéo precisa da
CLso. Cabe ressaltar que a 10 pg/mL todas as larvas do quarto instar do A. aegypti foram
mortas ap6s 48 horas do inicio do teste. A tetra-hidropiperlonguminina [73] (HJB10-4) uma
piperamida inédita do metabolismo especial de plantas apresentou uma étima atividade
larvicida com CLg, de 10,4 ug/mL.

Para a amostra OECCG3 foi encontrado CLs, de 34,55 pug/mL. Estudo realizado com
6leos essenciais extraidos das folhas da espécie Croton zenhtneri exibiram alta atividade
larvicida com CLs, de 28 pg/mL, onde o constituinte majoritario identificado foi o
fenilpropandide trans-anetol numa concentracgao relativa a 94% (MORAIS et al., 2006). Este
dado justifica uma maior CLs, da amostra OECCG3 que apresenta em sua composi¢ao uma
quantidade bem menor de trans-anetol (11,5%).

Conforme relatado anteriormente a composi¢ao quimica dos 6leos de C. grewioides
estudados neste trabalho apresentam altas concentragdes de metilchavicol e eugenol. O
fenilpropanéide eugenol foi submetido ao teste de susceptibilidade de larvas de terceiro
estadio de A. aegypti e apresentou CLs, de 44,5 ug/mL (SIMAS et al., 2004), o que justifica a
CLso de 63,0 yg/mL exibida pela amostra OECCG2, além de identificar um dos principios

ativo.

Tabela I1.9 - Atividades larvicidas dos 6leos essenciais e substancias sobre larvas do quarto
instar do Aedes aegypti expressas em concentragdes letais de 50 % (CLsg).

Amostras Atividade larvicida
CLso(png/mL) Intervalo de confianca
(95 %) (ug/mL)
OERPK [10-1] -
OESPK 18,27 10,99 - 17,13
HJB1-3 11200 -
HJB4-4 31,35 25,47 - 40,00
HJB5-5 1,50 1,29 - 1,79
HJB10-4 10,43 7,64 - 14,00
OEFCG1 jovem 49,30 41,47 — 55,90
OECCG2 adulto 62,99 49,79 — 98,29
OECCG3 34,55 29,89 — 39,44

*Material insuficiente para calculo do CLsg
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1.3.3.3 Ensaio para Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

Na busca de novos agentes antimicrobianos devem-se enfatizar aqueles de origem
vegetal, uma vez que o Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta e que muitas
plantas j& vém sendo vastamente usadas e testadas ha centenas de anos com as mais
diversas finalidades por populagdes do mundo inteiro (FERRONATTO et al., 2007). Nesta
pesquisa os resultados dos halos de inibicado no teste de triagem antimicrobiana (Fig. 1.9,
p.141) e a da CIM (Fig. 11.10, p.141) apresentadas para as amostras avaliadas estdo
mostradas nas tabelas 11.10 e I.11, paginas 139 e 140; respectivamente.

Pela analise da tabela 11.10 foi constatada atividade antimicrobianas no teste de
difusibilidade em Agar para os 6leos essenciais extraidos das raizes e sementes de P.
klotzschianum. Para os 6leos essenciais das raizes observou atividade antibacteriana contra
S. aureus e E. coli; e atividade contra a levedura C. albicans. A concentracéo inibitéria
minima (CIM) encontrada para cada microorganismo testado foi respectivamente 1000,
1000 e 500 ug/mL. Para os 6leos das sementes a CIM encontrada para C. albicans foi de
500 pg/mL.

Para os 6leos extraidos das folhas e caules de C. grewioides apenas para o0s 6leos
das folhas de OEFCG1 e OEFCG3 nao foram observados qualquer indicio de atividade
contra os microorganismos testados. Os Oleos das amostras OEFCG2 e OEFCG2
apresentaram respectivamente CIM 500 pug/mL para a bactéria gram-positiva S. aureus e
para a levedura C. albicans. A atividade contra a bactéria S. aureus pode estar relacionada
a alta concentragao do eugenol presentes no 6leo, conforme relatado por NAKAMURA et al.,
1999.

As piperamidas HJB 5-5 [71] e HJB10-4 [73] apresentaram resisténcia para S.
aureus nas concentracbes testadas. Porém a fracdo DJB28-5 (mistura das duas
substancias) mostrou atividade com CIM de 200 pug/mL; o que pode estar ocorrendo uma
acao sinérgica. A cromanona (285,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona (HJB4-2
[60]) mostrou agéo antibacteriana tanto para a bactéria gram-positiva S. aureus, como para
a gram-negativa E. coli.

Nenhuma das amostras testadas teve qualquer indicio de atividade contra a bactéria
Pseudomonas aeruginosa.

Atividades antimicrobianas foram constatadas para os 0Oleos essenciais contra
bactérias e leveduras de grande importancia médica para 0 homem. Resultados esses de

bastante interesse investigativo, uma vez se tratar de uma mistura de substancias.
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Tabela 1.10 - Halo de inibigdo (mm) apresentado pelas substancias na triagem
antimicrobiana.

Amostras Pseudomonas Escherichia Staphylococcus Candida
aeruginosa coli aureus albicans
OEFCG1* - - - -
OECCG1* - 6 8 10
OEFCG2' - 6 8 7
OECCG2' - - 6 7
OEFCG3 - - - -
OECCG3 - - - 8
OERPK - 5 6 7
OEFPK - - - -
OESPK - - - 7
HJB 4-2 - 5 6 -
HJB 5-5 - - - -
HJB10-4 - - - -
DJB 28-5 - - 7 -
DJB8-2 - - - -
ERC8-4 - - - -
HJB 52-5 - - - -

*espécime jovem, T espécime adulto — ambas coletadas em Outubro de 2008.
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Tabela 11.11 - Resultado da CIM para as amostras avaliadas contra Staphylococcus aureus;
Escherichia coli e Candida albicans.

Amostras Concentragao inibitoria minima
Staphylococcus Escherichia Candida
aureus coli albicans
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
OEFCG1 R R R
OECCG1 1000 500 500
OEFCG2 500 1000 500
OECCG2 500 R 500
OEFCG3 R R R
OECCG3 R R 500
OERPK 1000 1000 500
OEFPK R R R
OESPK R R 500
HJB 4-2 400 400 R
HJB 5-5 R R R
HJB10-4 R R R
DJB 28-5 200 R R
DJB8-2 R R R
ERC8-4 R R R
Gentamicina 7.0 7,0 NT(R)
Clorafenicol 20,0 *R NT(R)

NT — NAO TESTADO.
*Cloranfenicol CIM 40 pg/mL.

140



Figura 1.9 - Halos de inibicdo das amostras contra Staphylococcus aureus e Candida
albicans.
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Figura 11.10 - Placa de Elisa ilustrativa mostrando atividade antimicrobiana das amostras
testadas.
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1.3.3.4 Ensaio para Avaliacao da Atividade Antioxidante

A atividade metabdlica humana produz, normalmente, radicais livres, moléculas ou
fragmentos de moléculas que possuem elétrons livres bastante reativos. A produgao
excessiva desses radicais apresenta efeitos deletérios, tais como danos ao DNA, proteinas
e organelas celulares, como mitocéndrias e membranas, provocando alteragdes na estrutura
e fungdes celulares e, dessa forma, se encontram envolvidos em diversas patologias a
exemplo de cancer, envelhecimento precoce, doengas cardiovasculares, degenerativas e
neurolégicas, choque hemorragico, catarata, disfungbes cognitivas, etc (HALLIWELL et al.,
1992).

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para
avaliacao de atividade antioxidante (AA) tém aumentado consideravelmente nos Ultimos
anos. As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua relacéao
com certas doencgas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a busca por novas
substancias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos as células vivas (ALVES
et al, 2010). O método que foi utilizado neste trabalho é considerado, do ponto de vista
metodoldgico, um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliagdo da atividade
antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras (REYNERTSON et
al., 2006; SZABO et al., 2007; MARXEN et al., 2007).

Os resultados da atividade antioxidante dos éleos essenciais e do extrato analizado
foram expressos em percentual da atividade antioxidante. Para os 6leos essenciais de C.
grewioides (caules e folhas — aroma “erva-doce”) e P. klotzschianum (raizes, caules, folhas
e sementes) os resultados ndo foram promissores (Tab. 11.12, p.143). Estes resultados se
justificam no caso dos 6leos essenciais, quando analizamos a composi¢ao quimica destes:
ricos em metilchavicol [83] e 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno [61], respectivamente.
Resultados promissores foram encontrados para a espécie de C. grewioides que possuli
aroma de “cravo da India” (Fig. Il.11, p.143); bem como para o extrato etandlico das raizes
de P. klotzschianum (Tab. 11.12, p.143). Este pela possibilidade futura do isolamento de
algum componente que possa expressar potencial atividade antioxidante.

Através da constatacéo da atividade antioxidante apresentada para OECG2 rico em
eugenol [85] e a baixa atividade para OECG1 rico em metilchavicol [83], conclui-se que o
grupo OH (hidroxila) é de suma importancia para AA em compostos aromaticos.

Percebe-se pela andlise da figura 11.11, pagina 143 que os 6leos essenciais extraidos
das folhas e caules de C. grewioides aroma “cravo da India” a uma concentracdo de 60
pg/mL apresentam atividade antioxidante superior a 50%, 0 que € um dado importante por
se tratar de uma mistura de componentes. Andlises da curva padrao através de regressao
liner desses resultados indicam para as amostras OEFCG2 e OECCG2 potencial
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antioxidante uma vez que o0 ECsy = 64,77 ug/mL (folhas) e o ECs, = 57,72 pug/mL (caules)
mostrou resultado ndo muito distante do ECsy = 16,48 pg/mL para o &cido galico (padrao).
Provavelmente a atividade apresentada por estes 6leos deve-se a presenga do eugenol
como constituinte majoritario (PEREIRA & MAIA, 2007).

Tabela 11.12 - Resultado das Atividades Antioxidante de Croton grewioides e Piper
klotzschianum a 200 pg/mL.

Amostras AA (%)
OERPK 0,54
OECPK 0,35
OEFPK 1,93
OESPK 0,10

OEFCG1 jovem 5,70

OECCGt1 0,50

OEFCG2 adulto 90,30
OECCG2 89,00
ERJB 40,76
Acido galico 96,00

100

I Acidogalico
{ T OEFCG2
EEN OECCG2

PA9

T T T T T
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Concentracido pg mL™’

Figura 1l.11 - Porcentagem de atividade antioxidante dos 6leos OEFCG2 e OECCG2 e do
Acido galico.

143



Consideracodes Finais

Este trabalho contribuiu para o conhecimento quimico dos constituintes fixos isolados
das raizes, e dos constituintes volateis presentes nas raizes, caules, folhas e sementes de
P. klotzschianum Kunth. Outras contribuicbes foram o estudo dos constituintes volateis em
C. grewioides Baill, e investigacdes de atividades bioldgicas (citotdxicas, larvicidas,
antimicrobianas e antioxidantes) realizadas nos éleos essenciais das duas espécies, e de
algumas substancias isoladas das raizes de P. klotzschianum. Este estudo foi de grande
importancia por se tratar da primeira investigacdo fitoquimica e biolégica em P.
klotzschianum; bem como a ampliagdo do conhecimento quimico e bioldgico dos 6leos de C.
grewioides.

Pode-se verificar pelos resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho que
foram isoladas substancias das mais variadas classes, o que confirma a grande diversidade
estrutural encontrada no género Piper. Do estudo dos extratos organicos das raizes de P.
klotzschianum foram isoladas substancias naturais utilizando métodos fitoquimicos
classicos. Dentre elas destaque para 1-(2'-metoxi-4',5'-metilenodioxifenil)-ciclopropil-cetona,
(2S,35)-5,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona e (2S,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-
ona as quais sao inéditas na literatura; os compostos (2S,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-
dimetilcroman-4-ona e tetra-hidropiperlonguminina que estao sendo relatados pela primeira
vez como componentes do metabolismo secundario de plantas também merecem destaque,
assim como a mistura dos acidos trans-feruloiloxidocosandico, tetracosandico e
hexacosanoico as quais sao relatadas pela primeira vez na familia Piperaceae.

O principal constituinte volatil identificado nos éleos das raizes, caules e folhas de P.
klotzschianum foi o fenilpropanéide 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, e para os éleos das
sementes as substancias 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, limoneno, a-felandreno, o-
cimeno e a-trans-bergamoteno. Ja para C. grewioides aroma “erva-doce” — CG1, os
componentes majoritarios presentes nas folhas e caules foram metilchavicol e trans-anetol,
e para C. grewioides aroma “cravo da india” — CG2, foram eugenol, biciclogermacreno e
metileugenol. Cabe observar que ocorre variagdo nos teores dos constituintes majoritarios
presentes nos caules de CG1 e CG2 quando a idade da planta é avaliada.

Nos ensaios contra nauplios de A. salina todas as amostras apresentaram altamente
ativas, com destaque para os valores de Cls, = 7,06, 7,07 e 7,62 pg mL" para 1-butil-3,4-
metilenodioxibenzeno e 6leos dos caules e folhas de P. klotzschianum respectivamente.
Atividades larvicidas contra o terceiro instar do A. aegypty foram constatadas para os 6leos
essenciais presentes nas raizes e sementes de P. klotzschianum, folhas e caules de C.
grewioides e para as substancias 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, piperovantina, tetra-
hidropiperlonguminina e (285,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona. Destaque para
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a alta atividade apresentada pelas piperamidas piperovatina (CLs, = 1,50 ug mL™") e tetra-
hidropiperlonguminina (CLs, = 10,43 pg mL™"). Dos 6leos das raizes de P. klotzschianum
foram observadas atividades antimicrobianas contra S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC
25922) e C. albicans (UMP), e para o 6leo das sementes, apenas contra C. albicans (UMP)
mostrando-se assim um espectro retrito de ac¢ao; ja para os 6leos presentes nas folhas de
C. grewioides — CG2 foi observada atividade para os trés microorganismos testados, no
entanto para os 6leos dos caules néao foi encontrada atividade para E. coli na concentragao
maxima testada (1000 pug mL'). Para a substancia (2S,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-
dimetilcroman-4-ona foi encontrada uma CIM de 400 pg mL" para S. aureus e E. coli.
Atividades antioxidantes frente ao radical DPPH foram apenas constatadas nos o6leos
essenciais de C. grewioides aroma “cravo da india”; 0 ECs = 64,77 pg.mL" (folhas) e o ECs,
= 57,72 ug.mL" (caules) mostrou resultado similar ao &cido gélico ( EC50 = 16,48 pg.mL-1)
utilizado como padrao.

Assim, este estudo contribui para o conhecimento quimiotaxinbmico dos géneros
Piper (Piperaceae) e Croton (Euphorbiaceae). Além disso, devido a alta toxicidade
encontrada para os 6leos e substancias isoladas de P. klotzschianum, bem como para a
atividade antioxidante encontrada para a espécie C. grewioides aroma “cravo da india’,
salienta-se a possibilidade de exploracdo destas potenciais atividades bioldgicas.
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Figura 3 - Cromatogramas dos 6leos essenciais das folhas (A — MAR/2007) e (B — AGO/2007) de Croton Grewioides CG1.

166




.521

7500e3-

456

5000e3-

2500e3-
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Figura 18 - Espectro de massas do composto limoneno presente nos 6leos essenciais de SPK.
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