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RESUMO

O género Piper é considerado o maior da familia Piperaceae. Com mais de 2000
espécies ja descritas, é encontrado principalmente em regides tropicais e
neotropicais. Possui um alto valor comercial pelo seu amplo uso tanto na medicina
popular como na culinéria tradicional, se tornando alvo de diversas pesquisas.
Possuem um metabolismo diferenciado, produzindo classes de substancias que néo
sdo usualmente encontradas como alcamidas aristolactamas, alcaloides aporfinicos
e kavalactonas, aumentando ainda mais seu potencial terapéutico. Dentre as
espécies do género Piper encontra-se a Piper mollicomum Kunth, conhecida
popularmente como jaborandi ou jaborandi-manso e nesse trabalho, investigagbes
guimicas foram realizadas com suas raizes que foram coletadas no campus | da
Universidade Federal da Paraiba, municipio de Jodo Pessoa-PB. Os extratos
metandlicos foram submetidos as cromatografias convencionais (adsorcdo-gel de
silica e XAD-2 e exclusdo- gel de dextrana) resultando, ap6s analises por métodos
fisicos (ponto de fusdo) e espectrométricos (Espectrometria na regido do
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de H e 13C, incluindo técnicas uni
e bidimensionais), em quatro substancias identificadas como sendo duas
aristolactamas — a 10-Metilamina-4-hidroxi-2,3-dimetoxifenantreno-1-acido
carboxilico-lactama e a  10-Metilamina-4-hidroxi-3-metoxifenantreno-1-acido
carboxilico-lactama, além de um &cido identificado como Acido 3,4,5-trimetoxifenil-
propandico e uma amida isobutilica identificada como a 2-Propenamida, 3-(6-metoxi-
1,3-benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil)-(2E), sendo as 3 primeiras relatadas pela
primeira vez na espécie. Foram analisadas a atividade antimicrobiana dessas quatro
substancias em bactérias Gram-positivas (Bacillus. subtilis CCT 0516;
Staphylococcus aureus 47; Staphylococcus aureus ATCC8027; ); e Gram-negativas
(Escherichia coli 13; Escherichia coli ATCC 2536; Pseudomonas aeruginosa ATCC
8027; Pseudomonas aeruginosa 102) no entanto nenhuma delas exibiu atividade
antibacteriana visto que nao houve inibicdo do crescimento das cepas Gram-
positivas e Gram-negativas testadas.

Palavras-Chave: Piperaceae, Piper mollicomum Kunth, aristolactamas N-metiladas,
alcamidas, acido propandico, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The genus Piper is considered the largest of the family Piperaceae. With more than
2000 species already described, it is found mainly in tropical and neotropical regions.
It has a high commercial value for its wide use in both popular medicine and
traditional cuisine, becoming the target of several researches. They have a
differentiated metabolism, producing classes of substances that are not usually found
as alcamides aristolactamas, aporfinicos alkaloids and kavalactonas, increasing
even more its therapeutic potential. Among the species of the genus Piper are Piper
mollicomum Kunth, popularly known as jaborandi or jaborandi-meso, and in this
work, chemical investigations were carried out with their roots that were collected in
campus | of the Federal University of Paraiba, municipality of Jodo Pessoa- PB. The
methanolic extracts were subjected to conventional chromatography (silica gel
adsorption and XAD-2 and dextran gel exclusion) resulting, after physical (melting
point) and spectrometric (Infrared Spectrometry and Nuclear Magnetic Resonance H
and 13C, including uni and bidimensional techniques) in four substances identified as
two aristolactams -  10-Methylamine-4-hydroxy-2,3-dimethoxyphenanthren-1-
carboxylic acid-lactam and 10-methylamine-4-hydroxy -3-methoxyphenanthren-1-
carboxylic acid-lactam, in addition to an acid identified as 3,4,5-trimethoxyphenyl
propanoic acid and an isobutyl amide identified as 2-Propenamide, 3- (6-methoxy-
1,3- benzodioxol-5-yl) -N- (2-methylpropyl) - (2E), the first 3 being reported for the
first time in the species. The antimicrobial activity of these four substances in Gram-
positive bacteria (Bacillus subtilis CCT 0516; Staphylococcus aureus 47,
Staphylococcus aureus ATCC8027; and Gram-negative strains (Escherichia coli 13,
Escherichia coli ATCC 2536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027, Pseudomonas
aeruginosa 102), however none of them exhibited antibacterial activity since there
was no inhibition of the growth of Gram-positive and Gram-negative strains tested.

Key-words: Piperaceae, Piper mollicomum Kunth, N-methylated aristolactamas,
alcamides, propanoic acid, antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui em sua extensdo territorial uma das maiores
biodiversidades do mundo, sendo dividido em seis biomas, com isso podemos
afirmar que possuimos enorme potencial para pesquisa cientifica em se tratando
de compostos quimicamente ativos oriundos de vegetais (NOLDIN et al., 2006).
A grande importancia medicinal, econbmica e ecologica de espécies nativas
brasileiras, assim como o risco de sua extin¢cédo pela interferéncia humana no seu
habitat, vem motivando estudos destas plantas que visam seu melhor
aproveitamento, uso racional e acima de tudo sua preservacdo. Uma vasta
diversidade de plantas ainda desconhecidas na pesquisa, podem possuir
atividades farmacoldgicas valiosas se tornando promissoras na terapéutica
(SOUZA et al., 2005).

A industria farmacéutica vem aumentando seu interesse e seu investimento
na busca de novas moléculas oriundas de plantas medicinais, que sejam
promissoras no tratamento das doencas (LIMA, 2007). Os metabdlitos secundarios
dos vegetais possuem uma enorme variedade estrutural e estdo presentes em
todos os vegetais (WINK, 2003). Estes compostos por sua vez Sao responsaveis
por exercerem diferentes tipos de reacdes em sistemas bioldgicos por isso séo
aplicados em diferentes ramos da economia, como agricultura, industrias
alimenticia, cosmética, quimica e farmacéutica (KUTCHAN, 2001). Dentre os
fitoterapicos presentes no mercado podemos destacar o uso de Piper methysticum
contra tens&o, agitacdo e ansiedade nervosa (SCHULZ et al., 2002). Isto se deve ao
extrato de kava, que atua no sistema nervoso central (SNC) proporcionando
sensacédo de prazer e amenizando as sensacées de medo (CANIGUERAL & VILLA,
1998). Perifericamente, age como potente anestésico local, exercendo também
efeito protetor contra envenenamento por estricnina, sendo superior a todos 0s
antagonistas ndo-narcoéticos conhecidos (JAMIESON et al., 1989; BACKHAUSS &
KRIEGLSTEIN, 1992; SCHULZ et al., 2002).

A Quimica de Produtos Naturais vem demonstrando sua importancia, uma
vez que serve de modelo para produtos sintéticos derivados desses metabdolitos
secundarios, devido sua vasta variedade em estruturas quimicas (VIEGAS e
BOLZANI, 2006). A exemplo disso podemos citar o pioneiro dos medicamentos

sintéticos, o Acido Acetilsalicilico (ASS), sendo lancado ao mercado em 1897,
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onde sua sintese se deu a partir do salicilato, obtido inicialmente da Salix alba,
Cujo seu extrato veio se tornar fitoterapico (Florien) possuindo propriedades
analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatorias (NASCIMENTO, et al., 2009).

Dentre as espécies do reino vegetal, podemos destacar as do género
Piper, que possuem um metabolismo diferenciado, produzindo classes de
compostos que nao sao usualmente encontrados, como alcamidas e
aristolactamas, aumentando sua importancia da area da fitoquimica. As espécies
de Piper possuem uma grande diversidade de acdo na &rea farmacoldgica, que
incluem: atividade antifingica de piperamidas (SILVA, et al., 2018), atividade
antimicrobiana do extrato metandlico de Piper crocatum (LISTER, et al., 2014),
atividade trypanocida de Piper arboreum e Piper tuberculatum (REGASINI, et al.,
2009), atividade antibacteriana moderada dos 6leos essenciais extraidos das
folhas de Piper mollicomum (Guimardes & Valente 2001) e acdo antifungica com
derivados obtidos de Piper mollicomum e Piper lhotzkyanum (LAGO, et al.,
2007).

Tanto as aristolactamas quanto as alcamidas (também conhecidas como
piperamidas), mostraram ser promissoras com relacdo as suas propriedades
farmacologicas, das quais podem ser citadas: atividade anti agregante
plaguetario de aristolactamas obtidas de Piper taiwanense (CHEN, et al., 2004),
atividade antitumoral de anélogos de aristolactamas (CHOI, et al., 2009),
atividade mosquiticida de amidas obtidas de Piper amalago var. nigrinodum
(JACOBS, et al, 1999), além atividade antitumoral com derivados de
aristolactamas (CHOI, et al., 2009).

As espécies do género Piper sdo amplamente utilizadas na medicina
tradicional, sendo indispensaveis estudos acerca da veracidade na comprovacao
dessas propriedades, além de procurar informacfes sobre qual metabdlito ou
grupo de metabdlitos sdo responsaveis pela atividade em questdo. Com esse
olhar buscamos realizar um estudo fitoquimico com as raizes de Piper
mollicomum Kunth, com a finalidade de explorar e conhecer os metabdlitos
secundarios produzidos por esta espécie, contribuindo com o conhecimento
guimiotaxonémico do género Piper e da familia Piperaceae, assim como
objetivamos também investigar possiveis atividades que os metabdlitos isolados

possam apresentar.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

» Realizar um estudo fitoquimico da espécie Piper mollicomum Kunt e avaliar o
potencial antibacteriano dos constituintes quimicos isolados, contribuindo
desta forma com o conhecimento da composi¢cdo quimica e farmacolégico

tanto da espécie como do género Piper.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» lIsolar os constituintes quimicos provenientes do metabolismo secundario
da espécie Piper mollicomum Kunth através de técnicas cromatograficas

convencionais.

» Elucidar e/ou caracterizar estruturalmente o0s constituintes quimicos
isolados, utilizando técnicas espectroscoépicas de infravermelho e RMN!H

e 13C uni e bidimensionais e comparacédo com dados da literatura;

» Investigar a atividade antibacteriana das substancias isoladas sobre 8

linhagens de bactérias, padrao e de origem clinica;

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas
e Bacillus. subtilis e Escherichia coli
e Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

e Streptococcus mutans
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA PIPERACEAE BAILL

Encontrada predominantemente em regides tropicais e subtropicais, a familia
Piperaceae compreende cerca de cinco géneros, sendo eles Manekia, Zippelia,
Verhuellia, Peperomia e Piper, onde esses dois Ultimos sdo os mais representativos
(SCHUBERT et al.,, 2012), possuindo cerca de 1700 e 2000 espécies descrita
respectivamente (DA SILVA, et al.,, 2018), e s&do encontrados aqui no Brasil
principalmente em florestas Umidas e sombreadas, nos dominios amazonico e
atlantico (YUNCKER 1972, 1973, 1974; Guimaraes et al. 2011). As espécies desta
familia chamam atencédo pela variedade em seu uso na medicina popular, como
agente anti-inflamatério, alivio de dores dentéarias, distirbios gastrointestinais e
doencas ginecoldgicas, além de seu uso como ansiolitico e psicotrépico (DI STASI &
HIRUMA-LIMA, 2002).

A familia Piperaceae pertence a Classe Magnoliopsida e ordem Piperales
(Quadro 1, pag. 8), sendo suas espécies encontradas evolutivamente na base das
angiospermas. A evolucdo destas espécies envolveu tanto fatores abidticos como
fatores bidticos, das quais podemos destacar a predacdo e a presenca de micro-
organismos associados, podendo interferir no metabolismo e consequentemente
sobrevivéncia de suas espécies (Resem, 2004, Souto, 2014). Além de seu amplo
uso medicinal como ja descrito anteriormente, as espécies da familia Piperaceae
sdo bastante utilizadas no controle de pragas e como inseticidas, devido a uma
grande variedade de seus metabdlitos secundarios (BALDOQUI, et al., 2009,
SOUTO, 2014).

As espécies desta familia se apresentam como arvoretas, ervas, arbustos,
lianas, trepadeiras ou ainda podendo ser epifitas (GREIG, 2004). Sdo amplamente
encontradas nas florestas brasileiras, e se concentram principalmente na Mata
Atlantica, onde se encontram 3 géneros nativos: Piper (englobando os antigos
géneros Ottonia e Pothomorphe), Peperomia e sarcohachis. Grande quantidade das
espécies de Piper se concentram em florestas quentes e Umidas, sendo o clima
brasileiro bastante favoravel para o seu crescimento (SOUZA; LORENZI, 2005;
GREIG, 2004).
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Quadro 1: Classificacdo taxondémica de Piper.

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Sub-Classe Magnolidae
Ordem Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper

Espécies Piper mollicomum

3.2 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO PIPER LINNEAUS

Com aproximadamente 2000 espécies ja descritas na literatura, o género
Piper é considerado o maior da familia Piperaceae. Suas espécies sdo encontradas
principalmente em regiées neotropicais principalmente na Asia e na América (Figura
1), onde sdo encontrados aproximadamente dois tercos das espécies ja descritas
(Jaramillo, et al., 2008; Dyer, Palmer, 2004; Souto, 2014).

Figura 1: Distribuicdo geogréafica do género Piper L.
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O género Piper é bem conhecido por possuir uma biossintese bastante
diversificada, das quais ja foram relatadas fenilalcanéides/benzendides de Piper
marginatum (CHAVES; SANTOS; OLIVEIRA, 2003; CHAVES & SANTOS, 2002),
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alcamidas/pipermidas de Piper tuberculatum (CHAVES; JUNIOR; SANTOS, 2002) e
Piper mollicomum (DA SILVA, et al., 2018), flavonoides de Piper montealegreanum
(DE QUEIROZ, et al., 2014), butenolideos de Piper fadyenii e Piper hispidum
(MICHEL, et al., 2010; NAIR, et al., 1986), Oleos volateis de varias espécies de Piper
(SANTOS, et al., 2001; DE SOUZA, et al., 2014), terpenoides de Piper mollicomum
e Piper rivinoides (DE SOUZA, et al., 2014), cromonas de Piper mollicomum (LAGO;
YOUNG; KATO, 2007; DA SILVA, et al., 2018), cavalactonas de Piper methysticum
(DHARMARATNE; NANAYAKKARA; KHAN, 2002), lignanas e neolignanas de Piper
regnellii, Piper cubeba e Piper retrofractum (BODIWALA, et al., 2007; PESSINI, et
al., 2005), aristolactamas de Piper marginatum (CHAVES,; OLIVEIRA; SANTOS,
2005), sendo as amidas (conhecidas também como piperamidas) um dos
constituintes caracteristicos de suas espécies (DA SILVA, et al., 2018).

Em termos de morfologia, as espécies do género Piper apresentam uma
uniformidade, com folhas simples e alternadas, ja o caule se apresenta dividido por
nédulos salientes, semelhantes aos da cana-de-agucar, o que facilita a quebra de
seus galhos. Suas espécies produzem um tipo de espiga ou infrutescéncias, e
geralmente se apresentam como arbustos (Dyer & Palmer, 2004; Pinto, 2012).

Este género € bastante atrativo por apresentar espécies com grandes
potenciais medicinais, dos quais podemos destacar atividade sedativa de P.
methysticum que deu origem a um fitoterapico, kava-kava, agindo através da
transmissdo dopaminérgica e serotoninérgica, outro destaque temos um potente
fungicida contra espécies patogénicas a partir do 6leo essencial de P. hispidinervum,
atividade antiplasmodial com flavonoides obtidos de P. hostmannianum e efeito
mutagénico da piplartina, que é um alcaloide obtido da P. tuberculatum (Silva, et al.,
2016), além de atividade hemolitica e antibacteriana com flavonoides formilados em

um estudo realizado com Piper montealegreanum (PINTO, et al., 2012).
3.3 CONSIDERAQC)ES GERAIS SOBRE ARISTOLACTAMAS

As aristolactamas sdo uma classe de compostos que possuem em sua
estrutura quimica um anel lactamico entre um grupo carboxila no C-1 e uma amina
no carbono C-10, em um nucleo fenantrénico (Figura 03, pag. 11). S4o substancias

derivadas do aminoacido L-Tirosina que sofre uma descarboxilacdo pela enizma
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Tirosina descarboxilase (TYDC) gerando a tiramina (Figura 2), o qual pode gerar

alcaldides aporfinicos e as aristolactamas através de uma nova descarboxilacéo.

Figura 2: Biossintese da Tiramina pela enzima Tirosina descarboxilase.

NH,

HO . . . .
L-Tirosina Tiramina

Fonte: Adaptado de Navarro, 2009.

Essa classe de substancias foram identificadas inicialmente em espécies de
Aristolochia (Aristolocjiaceae), que pertence a ordem Piperales, porém em estudos
posteriores ja foram detectadas em espécies de Annonaceae, Menispermaceae,
Monimiaceae e Piperaceae (KUMAR, et al., 2003; PINTO, 2012). Na familia
Piperaceae o primeiro relato de aristolactama se deu com estudo da espécie Piper
longum (DESAI; PRABHU & MULCHANDANI, 1988). A detecgao de aristolactamas
em Piper longum impulsionou as pesquisas com espécies do género Piper que
resultou no isolamento e identificacdo de diversos analogos desses compostos
(Tabela 1, pag. 30), dentre os quais podemos citar o isolamento de duas
aristolactamas em Piper marginatum a cefaranona B e a piperlactama A (CHAVES;
OLIVEIRA; SANTOS., 2006). As aristolactamas costumam apresentar substituintes
nas posicdes C-2, C-3, C-4, C-6 e C-8 (Figura 3, pag. 27), porém no género Piper as
substituicBes sao restritas as posi¢cdes C-2, C-3, C-4 e C-6 (Wu et al., 1997; Pinto,
2012).
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Figura 3: Esqueleto de aristolactamas.

Fonte: Propria.

Estudos anteriores ja relataram diversas atividades farmacoldgicas com essa
classe de compostos, tais como: atividade antiinflamatéria (LIN, et al.,, 2006;
TABOPDA, et al., 2008), antioxidante (YAMAGUCHI, et al., 2006; TABOPDA, et al.,
2008), citotoxica (SUN, et al., 1987; DUH, et al., 1990; RUANGRUNGSI, et al., 1992;
TABOPDA, et al.,, 2008), anticancerigena e antimicrobiana (KUMAR; PRASAD;
PARMAR, 2003). Como exemplo a aristolactama BIl em testes realizados, mostrou
inibicdo na proliferacdo de linfécitos T e B, a aristolactama FI apresentou efeito
inibitério em NO e a aristolactama Ill apresentou atividade citotoxica em células
cancerigenas (KIM, et al., 2004.) e aristolactama A que inibiu crescimento da
Mycobacterium tuberculosis com valores de MIC variando entre 4 a 64 pug.mL (Mata
et al., 2004).

Apesar da literatura relatar a toxicidade do &cido aristoloquico, estudos
demonstram que a grande maioria das aristolactamas apresentaram pouca ou
nenhuma atividade téxica (KUMAR, et al., 2003). O mecanismo de acao que
relaciona a toxicidade dos acidos aristoléquicos em células renais, fez com que
alguns paises proibissem as vendas de formulagdo que contenham esses acidos.
Recentemente, pesquisas na area mostrou que o metabolismo desses acidos no
nosso organismo reagem com células de DNA. Nessas premissas, esses dados
demonstram a relevancia de estudos mais avangcados na area em virtude da

importancia farmacologica das aristolactamas em varios alvos farmacolégicos.
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Com relacéo a sua biossintese, ndo se sabe com exatidao a rota que geram
as aristolactamas, mas a proposta mais aceita é a de que derivam do aminoacido L-
tirosina e seguem a rota dos alcaldides aporfinicos (KUMAR; PRASAD; PARMAR,
2003), sendo o alcaloide 4,5-dioxoaporfina, um intermediario para sua biossintese
(Figura 5, pag. 29). No entanto essa classe de substancias apresentam baixos
rendimentos nos vegetais, e dada a importancia em suas propriedades
farmacoldgicas, assim como a possibilidade de variagdes em sua estrutura quimica
podendo enriquecer ainda mais esse potencial, embasou a busca de rotas
alternativas para a sintese desses compostos, que sejam mais baratas e com maior
rendimento, dentre esses estudos podemos destacar o estudo de KIM e
colaboradores em 2008, onde obtiveram sucesso na sintese de diversos analogos
de aristolactamas, dentre elas a Piperolactama A e a Sauristolactama, fazendo uso
do 4-bromoisoindolin-1-ona com analogos do Acido 2-formilfenilbordnico utilizando a
técnica tipica Suzuki-Miyaura com irradiacdo de micro-ondas (Figura 4).

Figura 4: Sintese de aristolactamas (KIM, et al., 2008).

MeO
(o)
B(OH),
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Br
Rs R4

N—R,

Fonte: Propria.

Outro estudo realizado (HEGDE, et al., 2010) foi possivel obter derivados de
aristolactamas através de uma semi-sintese, utilizando como material de partida o
acido aristoléquico através de uma hidrogenacéao catalitica com paladio. Ainda nesse
estudo Hegde e colaboradores (2010) realizaram um estudo de relacdo estrutura
atividade, onde detectaram uma boa inibicdo dessa classe de compostos frente a
enzima CDK2, tanto das aristolactamas sintetizadas como de seus precursores, no
caso acidos aristoléquicos, onde uma aristolactama apresentou uma ICso de 0,035

MM, sendo considerado um resultado promissor.




Figura 5: Rota biossintética de aristolactamas.
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Fonte: Adaptado de Costa, 2015.
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Tabela 1: Aristolactamas encontradas em espécies do género Piper (1988-2013).

Substancia

Estrutura

Espécie

Referéncia

Cefaronona B

P. argyrophylum

SINGH et al., 1996

P. attenuatum

DESAI et al., 1989

P.

boehimeriaefolium

DESAI et al.,
1989; ZHANG;
WEI; CHEN, 1999

P.sanctum

MATA et al., 2004

P.chiadoense

PENA; DIAZ, 1995

P. longum

DESAIl; PRABHU,;

MULCHANDANI,

1988; DESAI et
al., 1989;

P. augustum

DELGADO;
AUVELLA; DIAZ,
1998

P. tuberculatum

ARAUJO JUNIOR
et al., 1999

P. wightii

BOLL et al., 1996

P. submultinerve

NOBSATHIAN et
al., 2012

P. wallichii

ZHAO; RUAN;
CAl, 2005; WEI,
et al., 2011

P. lolot

LI et al., 2007

P. marginatum

CHAVES;
OLIVEIRA;
SANTOS, 2006

P. arborescens

TSAIl et al., 2005

P. taiwanense

CHEN et al., 2004

P.betle

LIN et al., 2013
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P. DESAI et al., 1989
Aristolactama boehimeriaefolium
All v P. hamiltonii DESAI et al., 1989
P. longum DESAI; PRABHU;
MULCHANDANI,
MeO 1988; DESAI et
al., 1989
P. hancei ZHOU; YANG;
TU, 2005
H P. wallichii ZHAO; RUAN;
CAl, 2005; WEI,
etal., 2011
P. kadsura KIM et al., 2011
P. attenuatum DESAI et al., 1989
P. betle GHOSH,;
BHATTACHARY,
2005; LIN et al.,
2013
P. lolot Ll et al., 2007
Piperolactama P. longum DESAI; PRABHU;
A MULCHANDANI,

MeO

HO

1988; DESAI et
al., 1989; LIU et
al., 2009

P. argyrophylum

SINGH et al.,
1996

P. sanctum

MATA et al., 2004

P. boehimerifolium

DESAI et al., 1989

P. attenuatum

DESAI et al., 1989

P. hamiltonii

DESAI et al., 1989

P. wightii

BOLL et al., 1996

P. submultinerve

NOBSATHIAN et
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al., 2012
P. kadsura KIM et al., 2011
P. lolot Ll etal., 2007
P. philippinum CHEN; LIAO;
CHEN, 2007
P. marginatum CHAVES;
OLIVEIRA;

SANTOS, 2006

P. taiwanense

CHEN et al., 2004

P. nigrum EE et al., 2008
P. betle LIN et al., 2013
Piperolactama P. acutisleginum OLSEN et al.,
B e 1993
P. argyrophylum SINGH et al.,
1996

HO

P. boehimertfolium

DESAI et al., 1989

P. longum DESAI; PRABHU;
MULCHANDANI,
1988; DESAI etal., 1989
P. kadsura KIM et al., 2011

P. arborescens

TSAI et al., 2005

P. taiwanense

CHEN et al., 2004

Piperolactama
C

MeO

MeO

P. argyrophylum

SINGH et al.,
1996

P. boehimertfolium

DESAI et al., 1989

P. scutifolium

MARQUES et al.,
2007

P. longum

DESAI et al., 1989

P. wightii

BOLL et al., 1996

P. crassinervium

DANELUTTE
et al., 2005

P. arborescens

TSAl et al., 2005
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P. taiwanense

CHEN et al., 2004

Piperolactama
D

P. argyrophylum

SINGH et al., 1996

P. boehimertfolium

DESAI; CHATURVEDI;
MULCHANDANI, 1990

P. attenuatum

DESAI; CHATURVEDI,
MULCHANDANI, 1990

P. bogotense

PENA; AVELLA; DIAZ,

2000.
P. taiwanense CHEN et al., 2013
P. nigrum EE et al., 2008.

Piperolactama
S

HO

MeO

P. puberulum

CHEN et al., 2004

P. kadsura

DELGADO;
AUVELLA; DIAZ,
1998

Piperolactama
E

MeO

HO

P. taiwanense

CHEN et al., 2004

P. augustum

DELGADO;
AUVELLA; DIAZ,
1998
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Continuacgéo da Tabela 1.

Caldensina P. caldense CARDOSO-JUNIOR;
MeO CHAVES, 2003
MeO
H
4-hidroxi-3- P. ribesioides LANGE et al.,
metoxi-N- MeO 1992
metilaristolact P. taiwanense CHEN et al., 2004
ama
HO
H
Avristolactama P. wallichii WEI et al., 2011;
Alll ZHAO; RUAN;
CAl, 2005
P. kadsura LIN et al., 2006
P. hancei FENG et al., 2009
ZHOU:; YANG;
TU, 2005
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Aristolactam

P. arborescens

TSAI et al., 2005

a Blll MeO
HO
MeO
Goniolacta P. arborescens TSAI et al., 2005
ma MeO
MeO
HO
Goniopedali P. crassinervium DANELUTTE et al., 2005
naC

HO

MeO
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2,3,4-
trimetoxi-N-
metilaristola

ctama

P. crassinervium

DANELUTTE et al., 2005

3-hidroxi-2-
metoxi-N-
metilaristola

ctama

P. crassinervium

DANELUTTE et al., 2005

Piperumbel

actama C

P. umbellatum

TABOPDA et al., 2008
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Continuacgéo da Tabela 1.

Piperumbel P. umbellatum TABOPDA et al., 2008
actama A MeO
MeO
H
Piperumbel P. umbellatum TABOPDA et al., 2008
actama B e
HO
H
Nome do Estrutura Espécie Referéncia
composto
Piperumbelactam P. umbelatum TABOPDA et al.,
aD 2008
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Continuacgéo da Tabela 1.

N-hidroxi- P. umbelatum TABOPDA et al.,
aristolactama Il 2008
cefararona A P. ZHANG:; WEI; CHEN,
boehmeriaefolium 1999
P. hancei FENG et al., 2009

3.4 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE ALCAMIDAS

As alcamidas sdo metabdlitos secundarios da classe das amidas fendlicas
incluindo mais de 200 compostos distribuidos em varias familias de plantas. Nas
espécies de Piper sdo bastante comuns sendo a piperina a primeira alcamida
isolada no género, através de um estudo com Piper nigrum (PARMAR, et al., 1997).
Isto impulsionou as pesquisas com este género resultando no isolamento de
diversas piperamidas, onde podemos citar o isolamento de uma piperina e uma N-
(12,13,14-Trimetoxidihidrocinnamoil)-A3 -piperidin-2-ona de Piper tuberculatum
(CHAVES:; JUNIOR; SANTOS, 2002), além do isolamento da 1-Cinnamoil pirrolidina
(CHAVES; SANTOS; OLIVEIRA, 2003), uma (E,E)-N-Isobutil-2,4-octadienamida
(SANTOS & CHAVES, 1999), e fenilalcanoides (SANTOS; CHAVEZ; GRAY. 1998)

todos isolados de Piper marginatum.
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A piperina se tornou muito conhecida por ser a responsavel do sabor
pungente da pimenta-do-reino, sendo muito utilizada em condimentos e aumentando
seu valor comercial. Outras alcamidas isoladas posteriormente se mostraram
potencialmente importantes por possuirem boas atividades em sistemas bioldgicos.
Como exemplo temos a deidropipernonalina, isolada de Piper longum que se
apresentou com efeito vasodilatador em artérias coronarias (PARMAR, et al., 1997),
outra importante alcamida é a aduncamida, isolada em Piper aduncum, que mostrou
atividade antimicrobiana frente ao Bacillus subtilis e Micrococcus luteus
(NAVICKIENE, et al., 2000), a tembamida e ripina | que possuem atividades
antifingicas tdo potentes quanto a nistatina contra cepas de Cladosporum, ambas
isoladas de Piper mollicomum (SILVA; YAMAGUCHI; YOUNG; RAMOS, 2018).

Sua rota biosintética proposta se da pela via mista, que envolve tanto o acido
chiquimico (Figura 6, pag. 40), na formacédo das unidades Cs-C3, como 0 acetato,
responsavel pelo grupamento acetil (Figura 7, pag. 41) no fim da cadeia carbonica, e
a ornitina (Figura 9, pag. 45) o qual fornece o anel pirrolidinico, gerando as
piperamidas (PINTO, 2015). O &cido chigquimico é um importante intermediario na
biossintese alcaloides aromaticos, e a fenilalanina para a formacdo de
fenilpropanoides além de outros metabolitos secundarios como antocianinas, acido
hidroxicinamico e flavonoides. A L-fenilalanina sofre uma trans-desaminacdo pela
enzima fenilalanina amoénia liase (PAL), dando origem ao acido cinamico, este por
sua vez sofre acdo da enzima cinamato 4-hidroxilase (C4H), em uma reacgéo
dependente da enzima citocromo P450, sendo convertido no acido p-cumarico. O
acido p-cumarico pode sofrer reacfes de metilacdo, hidroxilacdo, deidratases, entre
outras, dando origem a diversos analogos (LANDOLINO e COOK, 2010; DEWICK,
2009).
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Figura 6: Proposta da biossintese de precursores dos fenilpropanoides em Piper
(DEWICK, 20009).
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g (;1
L-fenilalanina Acido cinamico

OH
Acido chlqmmlco B .
Acido p-cumarico Acido caféico  Acido ferulico
El-fenilalanina amoénia liase E3-cumarato 3-hidroxilase
E2-cinamato-4-hidroxilase E4-acido caféico O-metiltransferase

OH

Fonte: Propria.

O alongamento da cadeia lateral se d4 mediante a ativacdo dos derivados
hidroxicinAmicos que se unem a moléculas de acetato livre através da acao de
enzimas ligases e transferases (Figura 7, pag. 41), servindo de intermediario na
biossintese de varios metabdlitos secundarios. A formacédo da unidade malonil-CoA,
alonga a cadeia mediante enzimas poliaacetil sintase (PKSs), enzima responsavel

por catalisar reacfes de hidrélise e descarboxilacdo (DEWICK, 2009).
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Figura 7: Ativacdo dos derivados do acido cinamico em derivados tioéster (DEWICK, 2009).
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A formacdo do grupamento metilenodioxilico (Figura 8), comum em nas
piperamidas, se da pela interacdo da metoxila com a hidroxila vicinal, através da
acdo de duas enzimas: a S-adenosilmetionina com a utilizagdo de NDPH em
conjunto com O2, e a monoxigenase do citocromo P450 (LOBO e LOURENCO,
2007). A enzima citocromo P450 age primeiro hidroxilando o grupamento metoxila
formando um intermediario hemiacetal, e esse posteriormente forma uma ponte

metilenodioxi, ciclizando esta parte da molécula (DEWICK, 2009).

Figura 8: Formacéo do grupamento metilenodioxilico (DEWICK, 2009).
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Fonte: Propria.
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A formacdo da porcdo amidica se da através da formacdo do anel
pirrolidinico, partindo da ornitina o qual depende da acdo da coenzima piridoxal
fosfato (PLP). A ornitina acopla com o PLP, e em seguida sofre uma perda de CO2
por um mecanismo consertado, através da captacdo de um proton (Figura 9, pag.
45). Em seguida ocorre uma hidrolise da base de Schiff gerando dois produtos, a
putrescina, e o piridoxal fosfato. A putrescina por sua vez sofre uma desaminacao
oxidativa, sendo formado o aldeido. Com isso tem-se a formacgéo da base de Schiff,
que posteriormente sofre uma reducdo, dando origem ao anel pirrolidinico. Essa rota
podem gerar tanto as alcamidas pirrolidinicas, como também as isobutilicas e outros

derivados de alcamidas.

Dentre as amidas ja relatadas no género Piper, é possivel notar algumas
semelhancas em suas estruturas, podendo ser classificadas como: piperidinicas,

isobutilicas, piridonidas e pirrolidinicas (Quadro 2).

Quadro 2: Amidas isoladas de Piper.

Classe Estrutura Referéncia
Piperidinica O FERREIRA et
al., 2012
0 N X y
<o Piperina
Isobutilica MARQUES,
2009
Piridénica DODSON et
al., 2000
Piplartina
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Continuacédo do Quadro 2.

Pirrolidina o SILVA et al.,

2002
<0 XX .
o
N-[10-(13,14-Metilenodioxifenil)-7(E),
9(E)-pentadienoil]-pirrolidina)
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Figura 9: Formacéao do anel pirrolidinico em Piper.
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3.5 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE FENILPROPANOIDES

Os fenilpropanoides sdo uma importante classe encontrada no género Piper.
Esses compostos derivam do acido chiquimico (Navarro, 2009), que é formado
através de uma condensacédo aldolica do fosfoenolpiruvato com uma molécula de
eritrose 4-fosfato (Nicareta, 2006; Costa 2015). A via do acido chiquimico leva a
formacao de trés aminoacidos importantes: L-tirosina, L-triptofano e L-fenilalanina,
esta ultima apdés sofrer uma perda do grupo amino, leva a formacdo do &cido
cinamico (Figura 10, pag. 48) (Herrmann & Weaver, 1999; Navarro, 2009; Costa,
2015). O acido cinamico por sua vez da origem aos fenilpropanoides com reacdes
de hidroxilacdo e metilacao (Costa 2003).

Essa classe de compostos, embora seja comum a presenca em diversos
géneros, constituem uma importante classe de substancias, por apresentar varias
atividades na area farmacolégica (Tabela 2), das quais podemos citar, atividade
antimicrobiana de fenilpropanoides isolados de Piper sarmentosum (MASUDA, et al.,
1991), atividade larvicida frente as espécies Aedes aegypti, Aedes albopictus e
Culex quinquefasciatus, de fenilpropanoides obtidos também de Piper sarmentosum
(HEMATPOOR, et al., 2016), atividade antiplaquetaria com fenilpropanoides isolados
de Piper taiwanense (CHEN, et al., 2013), atividade antioxidante com
fenilpropanoides isolados de Piper retrofractum (LUYEN, et al., 2014), atividade
inibitéria da acetilcolinesterase frente ao 6leo essencial de espécies de Piper com
fenilpropanoides (XIANG, et al., 2017), dentre outras. No género Piper € comum
encontrar esses metabdlitos, sendo isolado o 1-(1-Z-propenil)-2,4,6-
trimetoxibenzeno e o acido 3-farnesil-4-hidroxibenzoico (CHAVES & SANTOS,
2002), Croweacin (SANTOS, et al, 1997) e o isolamento do 2,4,5-
Trimetoxipropilfenona (SANTOS & CHAVES, 1999), todos obtidos de P. marginatum.
Tabela 2: Acidos fendlicos isolados em Piper mollicomum.

Estrutura/Nome Atividade relacionada Referéncia

" oH Atividade antinociceptiva ~ Souza, 2014

HO

OCH;

Sesquifelandreno




Continuacgéo da Tabela 2.

a7

\o Atividade antinociceptiva  Souza, 2014
/o
o X
Elemicin
HO o Antibacteriana e Pinto, 2012
antifungica
-Escherichia coli
-Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
OCH; -Candida albicans
OH -Candida krusei
Acido Vanilico -Candida tropicalis
o Sem atividade relacionada Jardim, 2012
<o
© OMe
2-metoxi-4,5-metilenodioxipropilfenona
o)
o
~ o/ Citotoxicidade seletiva
contra células de Macedo,
N carcinoma bucal 2019

o
Benzenepropanoic acid, 3,4-dimethoxy-, methyl

ester




Figura 10: Biossintese de fenilpropanoides.
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3.6 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE PIPER MOLLICOMUM
KUNNTH

A espécie Piper mollicomum Kunth, conhecida popularmente como jaborandi-
manso, ou apenas jaborandi (Figura 11, pag. 50), se apresenta na forma de arbusto
medindo até 3 m de altura, com ramos pubescentes e folhas com profilo formando
um capuz. Possuem espigas isoladas medindo entre 7 — 10 cm, curvada
(BARDELLI, KIRIZAWA & SOUZA, 2008) e sdo bastante encontradas no Brasil,
principalmente nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia,
Minas Gerais, Santa Catarina, Ceara, Goias, Mato Grosso, Pernambuco e Paraiba
(GUIMARAES & GIORDANO, 2004). Seus frutos s&o utilizados na medicina popular
no tratamento contra problemas estomacais, e suas raizes quando mastigadas séo
utilizadas para obtencao de efeito anestésico (PECKOLT & PECKOLT, 1888).

Estudos com esta espécie demonstraram atividade antifingica de 3
flavonoides (a) 6'-di-hidroxi-4'-metoxidihidrochalcona; b) 7-metoxi-5,4'-di-hidroxi-
flavanona e c) 7,4'-dimetoxi-5-hidroxi-flavanona) e 4 cumarinas (a) metilo 2,2-dimetil-
2H -cromeno-6-carboxilato; b) como 8-hidroxi-2,2-dimetil- 2H -cromeno-6-carboxilato
de metilo; c) 2-metil-2- [4'-metil-3'-pentenil] - 2H -1-benzopiran-6 -acido carboxilico e
d) 2,2-dimetil- 2H acido cromeno-6-carboxilico) frente duas espécies de fungos,
sendo elas Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (Lago, et al., 2007),
além disso foram relatadas atividade citotdxica seletiva contra células cancerigenas
(Macedo, et al., 2019), demonstrando a importancia dos metabdlitos secundarios
nao apenas desta espécie como do seu género.
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Figura 11: Piper mollicomum Kunth.

Fonte: http://webdrm.cpgba.unicamp.br/cpma/banco_de_dados.
<Acessado em 6/12/2018>

3.7 SUBSTANCIAS ISOLADAS EM PIPER MOLLICOMUM KUNTH

Na espécie Piper mollicomum Kunth, ja foram isolados diversos metabdlitos
secundarios, tais como: Flavonoides (Lago, 2007), alcamidas (Silva, 2018; Pinto,
2012), fenilpropanoides (Souza, 2014; Pinto, 2012), cromonas (Silva, 2018) e
aristolactamas (Pinto, 2012) (Tabela 3).

Tabela 3: Substancias isoladas na espécie Piper mollicomum Kunt.

Estrutura Nome da substancia Referéncia

MeO OH 2’,6’-dihydroxy-4'- Lago, 2007

methoxydihydrochalcone

OH o




Continuacéo da Tabela 3.
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l OH
o
7-methoxy-5,4’- Lago, 2007
dihydroxy-flavanone
OH o
OMe
MeO o ‘
7,4’ -dimethoxy-5- Lago, 2007
hydroxy-flavanone
OH o]
OH
N
Tembamida Silva, 2018
o]
\o
o}
)ko
H (R)-(-)-tembamida Silva, 2018
acetato
DY o

o)
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Continuacgéo da Tabela 3.

H
/©/\/N\H/© Ripina | Silva, 2018
0
\0
HO o

Acido Vanilico Pinto, 2012
OCH,4
OH
o
o . :
2-metoxi-4,5- Jardim, 2012
< metilenodioxipropilfenona
o OMe
o)
o -
~ (o} Benzenepropanoic acid, = Macedo, 2019
3,4-dimethoxy-, methyl
\o ester
o
Methyl 2,2-dimethyl-2H- ~ Macedo, 2019
/o chromene-6-carboxylate
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Continuacgéo da Tabela 3.

OH
o
Methyl 8-hydroxy-2,2- Macedo, 2019
o dimethyl-2H-chromene-6-
N carboxylate
(o)
o)
\o) X metil 2,2-dimetil-2H- Silva, 2018
cromona-6-carboxilato
(o)
)
H,;CO

NH

HO O Piperolactama A Pinto, 2012
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

O levantamento bibliografico tanto da esécie Piper mollicomum Kunth como
do género Piper e da familia Piperaceae foi realizado, no decorrer de todo o
desenvolvimento do projeto, utilizando bancos de dados e revistas como o Chemical
Abstracts, Biological Abstracts, através de anais de eventos nacionais e

internacionais, Portal periodicos CAPES, SciFinder, além de outras fontes.
4.1.2 MATERIAL VEGETAL: COLETA E IDENTIFICAC;AO BOTANICA

As raizes de Piper mollicomum Kunth foram coletadas horto da Universidade
Federal da Paraiba, (latitude-7,1372/longitude-34,8452) no campus | Jodo Pessoa-
PB, em outubro de 2016, e a identificacdo botanica da espécie foi realizada pela
Professora Doutora Maria de Fatima Agra, sendo uma exsicata depositada no
herbario Prof. Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB) sob o nimero MFAgra 7228 (JPB).

4.1.3 MATERIAIS UTILIZADOS PARA OS METODOS
CROMATOGRAFICOS

- Cromatografia de Adsorcao: Na cromatografia de adsorcao utilizou gel de silica
60 da Merck (Particulas entre 70-230 um) e Amberlite XAD-2 (particulas entre 20-60
mesh). O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as
aliquotas das amostras e as quantidades de gel de silica utilizadas. As
cromatografias de camada delgada (CCD), utilizou-se cromatoplacas de gel de silica
60 (@ um 2-25) sobre aluminio, da Merck (com indicador de fluorescéncia na faixa de
254 nm). A revelacdo das substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por
exposi¢do a luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) e/ou por
aspersdo com solucdo de Dragendorff, especifico para compostos nitrogenados e
reveladores universais como p-anisaldeido e Cerium molybdate, seguido de

aguecimento em pistola de ar quente a 98° C por aproximadamente 2 minutos.
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- Cromatografia de exclusédo: O fracionamento por cromatografia de exclusao foi
realizado em gel de dextrana Sephadex LH-20, utilizando como solvente o metanol
grau P.A.

- Extracdo em Fase Solida: As extragfes foram realizadas em cartuchos de fase
reversa (C-18) de 50 g, fabricados pela Phenomenex. O uso dos cartuchos apos
ativacdo do adsorvente com metanol, era acondicionado com a fase mével inicial,

utilizando aliquotas equivalentes a trés vezes o volume do cartucho.

4.1.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS POR
METODOS ESPECTROMETRICOS E ESPECTROSCOPICOS

A elucidacdo das substancias isoladas de Piper mollicomum Kunth foi
realizada por meio de técnicas espectroscopicas de Infra Vermelho e espectroscopia
Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C uni e bidimensionais (COSY, HMQC e
HMBC), e comparagbes com modelos obtidos na literatura.

- Espectroscopia na regido do infravermelho (IV): Os espectros na regidao do
infravermelho foram obtidos em espectrémetro aparelho PerkinElmer, FT-IR-1750,
localizado no IPeFarM campus | da UFPB, utilizando-se aproximadamente 1 mg de
amostra em pastilhas de KBr, com frequéncia medida em cm-1.

- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e
de Carbono-13 (RMN *3C): Os espectros de RMN de 'H e 13C foram realizados em
parceria com o Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAUREMN-UFC), localizado Universidade Federal do Ceara, os
espectros tanto uni quanto bidimensionais, foram obtidos utilizando espectrometros
da Bruker, modelos Avance DRX-500 e DPX-300. Foram aplicadas frequéncias de
500,13 MHz (*H) e 125,75 MHz (*3C), sob um campo magnético de 11,7 T, e 300,13
MHz (*H) e 75,47 MHz (*3C), sob um campo magnético de 7,05 T.

Por convencdo os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes
por milhdo (ppm) e referenciados, no caso dos espectros de protio, pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais néo-deuteradas dos solventes
deuterados utilizados: cloroférmio (6 7,27), metanol (& 3,31) e agua (® 4,80). Nos
espectros de '°C, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos
centrais dos carbonos-13 dos solventes: cloroférmio (& 77,23), metanol (& 49,15) e
agua (6 4,80).
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As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 1H foram
indicadas segundo a convencéo: s (singleto), d (dubleto), t (tripleto), sep (septeto) e

m (multipleto).

- Ponto de Fusédo: Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho da

FISATOM (Modelo 431D), com termdmetro que afere na faixa de 50 a 300 ° C.
4.2. PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO

4.2.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL RAIZES DE
PIPER MOLLICOMUM KUNTH

Apbés a coleta das raizes de Piper mollicomum, o material vegetal foi
submetido a um processo de desidratacdo em estufa de ar circulante a uma
temperatura de aproximadamente 40°C por um periodo de 72 horas, sendo
submetida posteriormente a um processo de pulverizagdo em moinho mecanico,
obtendo-se assim um po6 fino (1500 g). Em seguida o pdé foi submetido a um
processo de extragdo em soxhlet utilizando como liquido extrator hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol respectivamente, até completa exaustao
do material.

Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo sob pressao
reduzida acoplado ao banho maria, cuja temperatura ndo excedeu os 40 °C,
obtendo-se seus respectivos extratos: hexanico, diclorometano, acetato de etila e
metandlico (Esquema 1).

Esquema 1: Obtencao dos extratos e processo de extracao.

[ Raizes Piper mollicomum ]

(1,5 Kg)

- Soxleht: hexnao, diclorometano, acetato de
etila e metanol
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Ext. Hexanico Ext. Diclorometano Ext. Acetato de etila Ext. Metandlico
(8,29) (4,89) (3,59) (109)

__________
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4.2.2 PURIFICACAO E ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES
QUIMICOS DO EXTRATO METANOLICO DAS RAIZES DE PIPER
MOLLICOMUM

Apbs a extracdo em aparelho de Soxleht, o extrato metandlico obtido (10g) foi
submetido a uma cromatografia em coluna (CC) utilizando XAD-2 como fase
estacionaria. Como fase mével foram utilizadas agua milli-Q, metanol, acetato de

etila, acetona e hexano, seguindo a ordem e quantidades descritas no (Quadro 3).

Quadro 3: Procedimento cromatografico utilizado no XAD-2.

Sistema de eluicao Peso (g)
H20 2,8
H20(50%): (50%)MeOH 1,6
MeOH 4,3
Hexano 0,215
Acetona 0,268
Acetato de Etila 0,023

- Isolamento das substancias codificadas com Pm-1 e Pm-2

A fracdo metandlica (4,3g, Quadro 3) foi submetida a uma cromatografia em
coluna com sephadex LH-20 como fase estacionaria e MeOH como eluente, obtendo
69 fracdes (Quadro 4, pag. 59), das quais foram reunidas segundo semelhanca em
analise com CCDA (Cromatografia em Camada Delgada Analitica) (Quadro 4). A
fracdo codificada como Fr 04 se apresentou na forma de uma mistura mediante
analise no ultra violeta. Essa fracdo foi submetida uma cromatografia em placa
CCDP (Cromatografia em Camada Delgada Preparativa), utilizando placas Merk
com sistema de eluicdo Hex:AcOET numa proporcdo de 70:30% respectivamente,
onde foram eluidas por 3 vezes. Em seguida foi realizada analise em lampada UV e
delimitadas as regifes de cortes, sendo realizada a raspagem e solubilizacdo em
cloroférmio, sendo posteriormente filtradas e concentradas, gerando 2 fragdes com
um bom grau de pureza, codificadas de Pm-1 e Pm-2 (Esquema 2, pag. 62). Essas

substancias foram encaminhadas para analises espectroscopicas.
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Quadro 4: Processamento cromatografico da fracdo MeOH em sephadex LH-20,

das raizes de Piper mollicomum.

Eluente Fracdes Fracdes pos
obtidas reunidas
1-11 Frl
12-17 Fr2
18-29 Fr3
30-36 Fr 4
MeOH 37-42 Fr5
43-49 Fr6
50-54 Fr7
54-59 Fr8
60-65 Fr9
66-69 Frl10

- Isolamento da substancia codificadas com Pm-3

A fracdo hexéanica (0,215 mg, Quadro 5, pag. 60) foi submetida a uma
cromatografia em coluna com silica gel 60 (Merck) (particulas com 0,04-0,063 nm,
230-400 mesh) como fase estacionaria e Hexano e Acetato de Etila em solucdo com
ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 26 fracdes das quais foram reunidas
segundo semelhanca em andlise com CCDA (Quadro 5). A fr 2 foi submetida
novamente a uma cromatografia em coluna com silica gel repetindo o mesmo
procedimento descrito acima (Quadro 6, pag. 60), onde foram obtidas 32 fra¢des,
onde a Fr 2 apresentou um bom grau de pureza, sendo encaminhada para as

analises espectroscopicas sob o cédigo Pm-3 (Esquema 3, pag. 63).
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Quadro 5: Processamento cromatografico da fracdo Hexanica coluna 3, em silica

gel 60 (Merck), das raizes de Piper mollicomum.

Eluente Fracoes FracoOes
obtidas pos

reunidas

Hexano - -

Hexano-AcOET (9:1) 1-2 Frl
Hexano-AcOEt (8:2) 3-5 Fr2
Hexano-AcOEt (7:3) 6-9 Fr3
Hexano-AcOEt (6:4) 10-12 Fr4
Hexano-AcOEt (1:1) 13-14 Fr5
Hexano-AcOEt (4.6) 15-18 Fr 6
Hexano-AcOEt (3:7) 19-20 Fr7
Hexano-AcOEt (2:8) 21-23 Fr8
Hexano-AcOEt (9:1) 24-25 Fr9
Aceta do Etila 26 Fr 10

silica gel 60 (Merck), das raizes de Piper mollicomum.

Eluente Fracdes Fracdes
obtidas pés

reunidas
Hexano 1 Frl
Hexano-AcOET (9:1) 2-4 Fr 2
Hexano-AcOEt (8:2) 5-7 Fr3
Hexano-AcOEt (7:3) 8-9 Fr4
Hexano-AcOEt (6:4) 10 Fr5
Hexano-AcOEt (1:1) 11-15 Fr6
Hexano-AcOEt (4:6) 16-19 Fr7
Hexano-AcOEt (3:7) 20-21 Fr8

Quadro 6: Processamento cromatografico da Fr 2 da Ffracdo Hexanica coluna 4, em



Hexano-AcOEt (2:8)
Hexano-AcOEt (9:1)
Aceta do Etila

22-24 Fr9
25-26 Fr 10
27-30 Fr11
31-32 Fr12

- Isolamento da substancia codificadas com Pm-4
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A fracdo Acetona (268 mg, Quadro 3, pag. 58) foi submetida a uma

cromatografia em coluna com sephadex LH-20, com MeOH como eluente, onde

foram obtidas 14 fracdes (Quadro 7), das quais as fracdes 8, 9 e 10 apresentaram o

mesmo RF (Fator de retencdo) com um bom grau de pureza, sendo reunidas e

codificadas como Pm-4 (Esquema 4, pag. 64). Em seguida foram enviadas para

analise espectroscopicas.

Quadro 7: Processamento cromatogréfico da fracdo Acetona em sephadex LH-20,

das raizes de Piper mollicomum.

Eluente Fracoes Fracbes poés
obtidas reunidas
1 Fril
2-3 Fr2
4 Fr3
5 Fr4
MeOH 6-7 Fr5
8 Fr6
9-11 Fr7
12 Fr 8
13 Fr9
14 Fr10




Esquema 2: Fracionamento cromatografico da fracdo metandlica. 62

Ext. Metanodlico

(10g)
' _Colunal |
| -XAD-2 |
| -Ho@Eoom) | | -H:OMeOH(0Om) | |! -Metanol(@00m) | -Hexanogoom) | | -Acetona(3oom)) et
Fr Aquosa Fr Agua/Metanol Fr Metandlica Fr Hexanica Fr Acetona Fr Acetato
(2,80) (1,60) (4,30) (0,215g) (0,268) (0,023g)
|

: - Coluna 2 !
1
1

(T T T T T T T T

FrO1l Fr 02 Fr 03 Fr 04 ][ Fr 05 Fr 06 Fr 07 Fr 08 Fr 09 Fr 10

CCDP




Esquema 3: Fracionamento cromatografico da fracdo Hexanica.

Fr Hexanica

(0,215g)

-

l

l

l

l

l

l

l

Fro1 Fr02 Fr 03 Fr 04 Fr05 Fr 06 Fr 07 Fr 08 Fr 09 Fr10
| -Coluna4 |
' - Silica |
FroO1 Fr 02 Fr 03 Fr 04 Fr 05 Fr 06 Fr 07 Fr 08 Fr 09 Fr 10 Fr11 Fr12

63



Esquema 4: Fracionamento cromatografico da fracdo Acetona.

Fr Acetona
(0,2680)
| -Coluna5
| - Sephadex :
Fr 01 Fr 02 Fr 03 Fr 04 Fr 05 Fr 06 Fr 07 Fr 08 Fr 09 Fr 10
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4.3 AVALIACAO ANTIBACTERIANA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
DAS RAIZES DE PIPER MOLLICOMUM KUNTH

Esses experimentos foram realizados no LabETox (Labortarério de Ensaios
Toxicoldgicos Clinicos e N&o-clinicos) localizado no IPeFarM, sob co-orientacéo da
Profa. Dra. Hilzeth de Luna Freire Pessoa.

4.3.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo dos testes antibacterianos preparou-se uma solugdo com
10 mg/mL de cada uma das quatro substancias utilizando-se uma solugédo de DMSO

5% e Tween® em agua destilada.
4.3.2 ESPECIES BACTERIANAS UTILIZADAS

Foram avaliadas tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas
oriundas da American Type Culture Colection (ATCC), Colecao de Culturas Tropicais
(CCT) e de origem clinica, sendo elas:

e Bacillus. subtilis CCT 0516

e Escherichia coli 13

e Escherichia coli ATCC 2536

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027
e Pseudomonas aeruginosa 102

e Staphylococcus aureus ATCC 25925

e Staphylococcus aureus 47

e Streptococcus mutans ATCC 25175

4.3.3 MEIO DE CULTURA UTILIZADO NAS ANALISES

As bactérias foram cultivadas em meio constituido por: extrato de levedura
(HIMEDIA) 5 g, peptona (MERCK) 10 g, NaCl (MERCK) 5 g, KH2PO4 (MERCK) 1,5
g; NaHPO4.12 H20 (MERCK) 9 g solubilizados em 1 L de agua destilada e

esterilizados em autoclave, a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos.
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4.3.4 PREPARACAO DO INOCULO BACTERIANO

As bactérias foram inoculadas em meio de cultura estéril e incubados a 37 °C
durante 24 h. A suspensédo bacteriana para a realizacdo dos testes foi ajustada de
acordo com o padrdo 0,5 da escala de McFarland, contendo 1-5 x 108 UFC/mL
(HADACEK; GREGER, 2000).

4.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

4.4.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada por meio da técnica de microdilui¢éo,
utilizando-se placas de 96 pocos para cada uma das cepas testadas, conforme
descrito por Gerhardt et al. (1994). Para isso, distribuiu-se 100 uL do meio de cultura
em todos 0s pocos, exceto os da 12 e 22 coluna que receberam 170 pL.
Posteriormente, adicionou-se 30 pL da solucdo a 10 mg/mL de cada uma das
substancias aos pocos da 12 e 22 coluna. A partir da 22 coluna se deu a diluicéo
seriada a metade, obtendo-se as concentracdes finais de 300; 150; 75; 32,5; 16,2 e
8,1; 40 e 2,0 pg/mL para cada uma das substancias testadas. O volume foi
completado com 100 pL da cultura bacteriana perfazendo o volume final de 200 pL.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e a inibicdo do crescimento
bacteriano foi confirmada com a adi¢do de 20 yL de uma solu¢do 0,01% (p/v) de
resazurina sodica (SIGMA), um indicador colorimétrico de atividade metabdlica.

Foi considerada como CIM para os produtos testados a menor concentracao
que inibiu completamente o0 crescimento bacteriano sendo verificado pela

manutencgao da cor azul da resazurina. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DADOS FISICOS E ESPECTROSCOPICOS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS DE PIPER MOLLICOMUM KUNTH

Pm-1

IV (KBr, nmax): 3438 cmt; 2946 cm™; 2400 cmt; 1672 cm; 1645 cm; 1598 cm?;
1491 cm™; 1396 cm™; 1299 cm-1; 979 cm™t; 823 cm™ e 616 cm™.

IH RMN (300 MHz, CDCls): 519,18 (m, 1H); 81 7,85 (m, 1H); 81 7,55 (m, 2H); &1 7,39
(s, 2H); Bn 4,56 (s, 3H); B+ 4,05 (s, 3H); B 3,48 (s, 3H).

13C RMN-BB (75 MHz, CDCls): dc 166,14; 6c 152,53; 6c 152,32; dc 138,46; Oc
136,56; 6c 133,16; dc 128,66; dc 127,31; dc 127,13; dc 126,39; dc 125,67; dc 125,29;
Oc 111,08; dc 105,56; d¢c 104,77; dc 63,13; dc 62,08; dc 26,58.

Pm-2
IV (KBr, nmax): 3431 cm™; 2927 cm; 2400 cm™; 1682 cm; 1643 cm™; 1612 cm™,
1504 cm™; 1427 cm™; 1325 cmt; 1005 cm™t; 800 cm™ e 603 cm™.

'H RMN (300 MHz, CDCl3): &+ 9,19 (m, 1H); dn 7,82 (m, 1H); 01 7,71 (s, 1H); O+ 7,66
(m, 1H); dn 7,57 (m, 2H); &n 7,27 (s, 1H); &1 7,21 (s, 1H); dH 6,98 (s, 1H); dH 4,10 (s,
3H) e 61 3,47 (s, 3H).

13C RMN-BB (75 MHz, CDClz): dc 168,57; dc 148,24; &c 147,18; dc 137,28; ¢
134,28; dc 128,96; dc 128,39; dc 127,44; dc 127,22; dc 125,81; dc 123,95; dc
116,86; dc 114,62; dc 107,61; dc 104,44; dc 57,51; dc 26,52.
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Pm-3

IV (KBr, nmax): 3458 cm; 3303 cm™; 3100 cmt; 2959 cm; 2865 cm™; 1638 cm?;
1591 cm%, 1505 cmt; 1396 cm?1; 1038 cm™; 878 cm™ e 655 cm'L,

IH RMN (500 MHz, CDCI3): &1 6,95 (s, 1H): 81 6,52 (s, 1H): 81 5,95 (s, 2H); 8H
3,81(s, 3H); &+ 7,86 (d, 1H; J=15,7 Hz) e 81 6,31 (d, 1H; J=15,7 Hz); 8 5,68 (s, 1H);
8+ 3,22 (m, 2H); 51 1,86 (m, 1H) e 8+ 0,95 (s, 6H).

13C RMN-BB (125 MHz, CDCI3): dc 166,94; dc 154,82; dc 150,01; dc 141,75; &c
135,91; d¢c 119,11; dc 116,64; dc 106,91; dc 101,75; dc 94,92; dc 56,96; dc 47,27; dc
29,92; dc 28,89; dc 20,39.

Pm-4

IV (KBr, nmax): 3438 cm; 2986 cm; 2831 cm?; 1706 cm?; 1584 cm™, 1505 cm™;
1423 cm; 1241 cm™; 1025 cm?; 857 cm™te 648 cm™.

H RMN (500 MHz, CDCI3): &1 6,46 (s, 2H); dn 3,87 (s, 9H); dH 2,94 (s, 2H); dn 2,71
(s, 2H).

13C RMN-BB (125 MHz, CDCI3): dc 179,04; &c 153,41; dc =137; dc 136,12; &c
105,44; dc 61,01: dc 56,25; dc 35,91; dc 31,17

5.2. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES
QUIMICOS DE PIPER MOLLICOMUM KUNTH

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das raizes de Piper mollicomum
Kunth levaram ao isolamento e identificagcdo de duas aristolactamas, uma alcamida
isobutilica e um acido propandico, sendo nomeadas de Pm-1, Pm-2, Pm-3 e Pm-4
respectivamente (Figura 12, pag. 70).
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Figura 12: Substancias isoladas de Piper mollicomum Kunth.

Pm-1
\O

Pm-2 fo)
0
o
(0] /
/
N——
N——
HO
HO

10-Metilamina-4-hidroxi-2,3- 10-Metilamina-4-hidroxi-3-
dimetoxifenantreno-1-acido metoxifenantreno-1-acido
carboxilico-lactama carboxilico-lactama

<

0
Pm-3 )\ Pm-4
o)
0 X N OH
H
S OMe \0

2-Prompenamida,3-(6-metoxi-1,3- ©

benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil }-(2E) acido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico

Fonte: Propria.
5.3 DETERMINA(;AO ESTRUTURAL DE PM-1

As aristolactamas por possuirem nucleos fenantrénicos apresentam um
sistema 1T com alto grau de conjugagao, caracteristicas estas que quando irradiadas
por luz UV (365 nm) apresentam propriedades fluorescentes de coloragdo azul ou
verde intensa. A substéncia codificada como Pm-1 apos analise em CCDA
apresentou fluorescéncia azul e com caracteristica e forma de cristais incolores com
formato de agulha, com um ponto de fusdo entre 177,2 - 180,5 °C e sendo

completamente soluvel em diclorometano.
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A analise do espectro de absorcdo na regidao de Infra Vermelho de Pm-1
(Figura 14, pag. 75), realizado com pastilhas de KBr, sugere na estrutura em analise
a presenca de lactama e grupo hidroxila fendlica visto que apresentou uma banda
em 3438 cm! sugerindo a presenca de grupamento (O-H), seguido de uma banda
na regido de 2946 cm indicando a presenca de ligacdo C-H de carbono spd. E
possivel observar um dubleto na regido de 1672 cm? e 1645 cm™ referente a
estiramento de carbonila (C=0) de amida ciclica (indicando nucleo lactamico),
seguido de uma uma banda harmdnica em 1535 cm™ indicando ressonancia de
Fermi, e absor¢cdes em 1598 cm, 1491 cm™ e 1396 cm indicando estiramentos de
ligacbes C=C de anel aromatico. Podemos notar ainda absorcdes na regido entre
1299 cm™ e 979 cm sugestivo de estiramento do tipo C-O de metoxila ligada a
aromatico e um grande numero de absorcdes fora do plano, nas regides entre 823
cm? a 616 cmtindicando um alto padrédo de substituicdes nos anéis aromaticos.

O espectro de RMN de 'H de Pm-1 foi obtido utilizando cloroférmio deuterado
(CDCls) em uma frequéncia de 300 MHz, o espectro mostrou 4 sinais referentes a 5
hidrogénios aromaticos em 619,18 (m, 1H); &+ 7,85 (m, 1H); dn 7,55 (m, 2H); d1 7,39
(s, 2H) (Figuras 15 e 16, pag. 76 e 77, respectivamente). O espectro ainda
apresentou 3 sinais integrando para trés hidrogénios em: 61 4,56 (s, 3H); d1 4,05 (s,
3H) e du 3,48 (s, 3H) que sdo caracteristicos de hidrogénios metilicos ligados a
heterodtomos sugerindo H-metoxilicos e metilicos. No espectro bidimensional
homonuclear *H x *H - COSY (CDCls, 300 MHz) podemos observar as correlacdes
dos hidrogénios &x 9,18 (m, 1H)/ &n 7,55 (m, 2H); &n 7,85 (m, 1H)/ &n 7,55 (m, 2H)
mostrando proximidade entre esses hidrogénios (Figuras 19, pag. 80).

O espectro de RMN 13C-BB (CDCIs, 75 MHz) apresentou 17 sinais, sendo
eles em: Oc 166,14; &c 152,53; dc 152,32; dc 138,46; 6c 136,56; dc 133,16; Oc
128,66; dc 127,31; &¢ 127,13; d¢c 126,39; d¢c 125,67; d¢c 125,29; d¢ 111,08; d¢c 105,56;
Oc 104,77; d¢ 63,13; &¢ 62,08; dc 26,58 (Figura 17, pag. 78).

Com base no espectro bidimensional heteronuclear *H x 3C-HSQC
(CDCls, 300/75 MHz), pode-se atribuir os sinais de carbonos em: &c 127,31; &c
128,66; dc 127,13; &¢c 105,56; que se correlacionam com os hidrogénios: 61 9,18/ dc
127,31; &u 7,85/ d¢c 128,66; dn 7,55/ &¢c 127,13; 61 7,08/ d¢c 105,56; para as posicdes
C-5, C-8, C-6, C-7, e C-9, respectivamente (Figura 20, pag. 81). Os carbonos

metoxilicos em: &¢c 63,13 e d¢c 62,08, se correlacionam com os hidrogénios em &n
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4,56 e dH 4,05 respectivamente. A metila em dc 26,58 foi observada correlacionando-
se com os hidrogénios em &+ 3,48 sugerido que grupo metilico estaria ligado ao
nitrogénio do anel lactamico, dado esse confirmado pela correlacéo a trés ligacoes
heteronuclear *H x *C—HMBC dos hidrogénios metilico (dn 3,48) com a carbonila
em Oc 166,14.

O espectro bidimensional heteronuclear *H x 3C--HMBC (CDCI3, 300/75
MHz), mostra ainda correlagdes entre: on 4,05/ &c 138,43; On 4,56/ dc 152,53
permitindo atribuir aos carbonos ligados aos grupos metoxilicos, respectivamente
(Figura 21, pag. 82). Observa-se também as correlacbes do hidrogénio-9 em &n
7,09 com os carbonos em &c 128,66; dc 127,31e &c¢ 125,29; atribuidos ao carbono C-
8, C-10a e C-4hb, respectivamente. Por fim a correlacdo do H- 5 em dn 9,18/ dc
126,39 permite confirmar que &c 126,39 trata-se do C-7. (Tabela 4, pag. 74).

Dessa forma, a soma dos dados espectrais apresentados permitiram sugerir
uma estrutura do tipo N-metil aristolactama trisubstituida, sendo o sinal em &n 3,48
(s, 3H) atribuido aos hidrogénios do N-metil dados sugeridos pela auséncia da
absorcdo no IV em 3.175 cm?l e confirmados experimento bidimensional
heteronuclear *H x 13C-HMBC (CDCI3, 300/75 MHz) (Figura 21, pag. 82), que mostra
correlacdes dos H metilicos (&n 3,48) com o carbono carbonilico do anel lactamico

em dc 166,14, sendo possivel chegar as seguintes hipéteses estruturais:
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Os dados obtidos dos espectros RMN 'H mostra o sinal da metoxila em &n
4,57 que por esta significativa desprotegida devido o efeito da carbonila do anel
lactamico, estard na posicéo 2 descartando a hipétese estrutural A.

Para determinar com seguranga se a outra metoxila em o&n 4,05 estaria nas
posicbes 3 ou 4 seria necessario realizar os experimentos de NOESY. Nesse
experimento auséncia das correlacbes espacais da metoxila em &1 4,05 com o
multipleto em &n 9,18 atribuido ao H-5 descartaria a hipétese C no entanto em
virtude da auséncia desse experimento, dados comparativos da literatura, sugere
gue a substancia em analise (Tabela 4. Pag. 74), codificada como Pm-4 trata-se da
10-Metilamina-4-hidroxi-2,3-dimetoxifenantreno-1-acido carboxilico-lactama,
conhecida também como Piperlactama E, e isolada anteriormente em, Piper
augustum (WILMAN, et al., 1998), Piper arboreum (COSTA, 2011), Piper taiwanense
(CHEN, et al., 2004) e pela primeira vez na espécie Piper mollicomum Kunth (Figura
13).

Figura 13: 10-Metilamina-4-hidroxi-2,3-dimetoxifenantreno-1-acido carboxilico-

lactama.

Fonte: Propria.



Tabela 4: Dados de RMN 'H (300 MHz) e 13C (75 MHz) e correlacdes entre sinais de H x 3C de Pm-1 em comparagédo com
dados literarios (Chen, et al., 2004).

Posicéo OH dc 2] 3J Oc OH
1 105,56 105,3
2 152,53 152,3
3 138,46 138,2
4 152,32 152,3
4a 111,08 110,81
4b 127,13 126,9
5 9,18(m, 1H) 127,31 C-7 127,1 9,28(m, 1H)
6 7,55(m, 2H) 125,67 C-5 C-4b 125,5 7,58(m, 2H)
7 7,55(m, 2H) 126,39 126,2 7,55(m, 2H)
8 7,85(m, 1H) 128,66 C-6 128,4 7,87(m, 1H)
8a 133,16 132,9
9 7,39(s, 2H) 104,77 104,6 7,14(s, 1h)
10 136,56 136,3
10a 125,29 125,1
C=0 166,14 165,9
2-OMe  4,56(s, 3H) 63,13 C-2 62,9 4,56(s, 3H)
3-OMe  4,05(s, 3H) 62,08 C-3 61,9 4,06(s, 3H)
N-Me 3,48(s, 3H) 26,58 C=0 26,4 3,50(s, 3H)
O-H 7,51(s, 1H) - Sc [

74



Figura 14: Espectro de Infra Vermelho de Pm-1 em pastilha de KBr.
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Figura 15: Espectro de RMN H de Pm-1 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 16: Expanséo do espectro de RMN 'H de Pm-1 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 17: Espectro de RMN 13C-BB de Pm-1 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 18: Espectro de RMN 13C-APT de Pm-1 (CDClIz, 75 MHz).
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Figura 19: Espectro bidimensional homonuclear *H x *H-COSY de Pm-1 (CDCls, 300 MHz).
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Fiaura 20: Esnectro hidimensional heteronuclear H x B3C-HSOC de Pm-1 (CDClz. 300/75 MH?2).
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Figura 21: Espectro bidimensional heteronuclear *H x 13C-HMBC de Pm-1 (CDCIs, 300/75 MHz).
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5.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PM-2

A substancia codificada como Pm-2, também se apresentou na forma de
cristais incolores em formato de agulha, com um ponto de fusdo entre 207,2 - 209,1
°C e sendo completamente soluvel em diclorometano.

O espectro de Infra Vermelho de Pm-2 (Figura 23, pag. 86) obtido com
pastilhas de KBr, apresentou uma grande semelhanca com o espectro de IV de Pm-
1, indicando uma similaridade entre as substancias possuindo o mesmo nucleo
estruttural.

O espectro de RMN 'H obtido com cloroférmio deuterado em uma frequéncia
de 300 MHz (CDCls, 300MHz) mostrou sinais similares aos do espectro de Pm-1
onde podemos destacar sinais de hidrogénios em: du 9,19 (m, 1H); dn 7,82 (m, 1H);
On 7,71 (s, 1H); dn 7,57 (m, 2H); &1 7,21 (s, 1H); 61 6,98 (s, 1H); dn 4,10 (s, 3H) e dH
3,47 (s, 3H) (FIGURA 24, pag. 87), além de apresentar um sinal em dn 7,66 (m, 1H)
indicando um padrao de substituicAo menor que o de Pm-1, podendo ser confirmado
pela auséncia de um sinal referente a metoxila em tordo de &+ 4,5, como destacado
em Pm-1. Andlise detalhada desse espectro de RMN de 'H mostra sinais referentes
a hidrogénios aromaticos (dn 9,5 ~ 6,5) e hidrogénios metoxilicos (dn 4,10) e
metilicos (6w 3,47).

O espectro de RMN *3C-BB (CDClsz, 75 MHz) mostrou 17 sinais para carbono,
sendo eles em: dc 168,57; &c 148,24; &c 147,18; &¢c 137,28; d¢c 134,28; d¢c 128,96; dc
128,39; dc 127,44; dc 127,22; &c 125,81; dc 123,95; d6c 116,86; &c 114,62; dc
107,61; &c 104,44; &c 57,51; &¢c 26,52 (FIGURAS 25 e 26, pag. 88 e 89,
respectivamente), demonstrando se tratar de uma substéncia semelhante a Pm-1
porém com uma substituicdo a menos.

Esses dados de RMN 'H, RMN 3C-BB e IV juntamente com os dados de H x
13C-HSQC (CDCI3, 300/75 MHz) e 'H x *C-HMBC ((CDCI3, 300/75 MHz), sugerem
que a substancia em analise trata-se de uma N-metilaristolactama dissubstituida
visto que:

a) O sinal em dn 3,47 (s, 3H) foi atribuido aos hidrogénios do N-metil dados
sugeridos pela auséncia da absorcdo no IV em 3.175 cm? e confirmados
experimento bidimensional heteronuclear *H x '3C-HMBC (CDCI3, 300/75 MHz)
(Figura 30, pag. 93), que mostra correlagbes dos H metilicos (dn 3,47) com o
carbono carbonilico do anel lactdmico em dc 168,57 e com &c 137,28 referente ao
carbono C-10;

b) O sinal em &+ 4,10 (s, 3H) € de uma metoxila vizinho a carbonos metinicos
uma vez que os seus hidrogénios metoxilico estdo se correlacionando com seu
carbono na regido 6c 57,51 (dados observados no experimento bidimensional
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heteronuclear 'H x 13C-HSQC (CDCI3, 300/75 MHz) (Figura 29, pag. 92), correlagdo
direta de 614,10/ &c 57,51);

c) O sinal em dn 7,21(s, 1H) trata-se de um substituinte hidroxilico visto a
correlacdo a duas e trés ligacbes no experimento de HMBC com 148,24 (C-4) e
114,62 (C-4a), respectivamente;

Nessas premissas permite-se sugerir as seguintes propostas estruturais
em relacao as posi¢cdes da metoxila e da hidroxila:

0 OCH;
HCO
N—CH3 N—CH:.;
H;CO HO

A B
Analise minuciosa do espectro de HMBC observa-se a correlacdo a trés
ligacdes do du 7,71(s, 1H) com o carbono carbonilico em &n 168,57, descartando
portanto a estrutura B e confirmando que a substancia é estrutura A e trata-se da
10-Metilamina-4-hidroxi-3-metoxifenantreno-1-acido carboxilico-lactama (Figura
22), ja isolada anteriormente em Piper ribesioids (RUANGRUNGSI, et al., 1992),
Piper arboreum (COSTA, 2011) e isolada pela primeira vez na espécie Piper
mollicomum Kunth.
Todos os dados espectrais de RMN 3C-BB, RMN H, 'H x 13C-HSQC, H x
13C-HMBC e H x 'H-COSY estdo plotados nas Tabela 6, pag. 85.
Figura 22: 10-Metilamina-4-hidroxi-3-metoxifenantreno-1-acido carboxilico-lactama.




Tabela 5: Dados de RMN *H (300MHz), 13C (75MHz) e correlacdes entre sinais de *H x 13C de Pm-2 em comparacédo com modelo
literario (COSTA, 2011).

HSQC HMBC Modelo literario (CDCls, 500MHz
Posicéo OH dc 2J 3J OH Oc
1 116,86 116,57
2 7,71(s, 1H) 107,61 C-1; C-3 C-4; C-10a; C=0 7,67(s, 1H) 107,34
3 147,18 146,91
4 148,24 147,97
4a 114,62 114,34
4b 127,44 127,19
5 9,19(m, 1H) 128,39 9,15(m, 1H) 128,14
6 7,57(m, 2H) 125,81 7,53(m, 2H) 125,57
7 7,57(m, 2H) 127,22 7,53(m, 2H) 126,98
8 7,82(m, 1H) 128,96 C-7 C-6 7,80(m, 1H) 128,72
8a 134,28 134,21
9 6,98(s, 1H) 104,44 C-4b; C-8 6,95(s, 1H) 104,23
10 137,28 136,99
10a 123,95 123,67
Cc=0 168,57 168,33
3-OMe 4,10(s, 3H) 57,51 C-3 4,06(s, 3H) 57,23
4-OH 7,21(s, 1H) - C4 C-4a 7,17(s, 1H) -
N-Me 3,47(s, 3H) 26,52 C-10; C=0 3,44(s, 3H) 26,29
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Figura 23: Espectro de Infra Vermelho de Pm-2 em pastilha de KBr.
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Fiqura 24: Espectro de RMN H de Pm-2 (CDCls, 300 MHz).
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Fiaura 25: Espectro de RMN 13C-BB de Pm-2 (CDCls. 75 MH2).

99—

1905 —

ppm

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

210

88



Figura 26: Expanséo do espectro de RMN 3C-BB de Pm-2 (CDCls, 75 MHz).
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Fiqura 27: Espectro de RMN 13C-APT de Pm-2 (CDCls, 75 MHz).
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Fiaura 28: Espectro bidimensional homonuclear 1H x 1H-COSY de Pm-2 (CDCls. 300 MH2).
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Figura 29: Espectro bidimensional heteronuclear 'H x 33C-HSQC de Pm-2 (CDCls, 300/75 MHz).
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Fiaura 30: Espectro bidimensional heteronuclear *H x 1C-HMBC de Pm-2 (CDCls. 300/75 MH2).
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5.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PM-3

A substancia codificada como Pm-3 se apresentou na forma de cristais
incolores com formato de agulha, com um ponto de fusdo entre 147,1 - 153,4 °C,
sendo completamente soluvel em diclorometano.

O espectro de Infra Vermelho de Pm-3 (Figura 32, pag. 97) obtido em
pastilhas de KBr, apresentou absor¢des nas regides de 3458 cm? e 3303 cm?
caracteristico de estiramento de amida secundaria, diferindo das substancias
descritas anteriormente, seguido de absorcdes na regido entre 2959 cm™ a 2865 cm-
! caracteristico de estiramento C-H de carbono sp?® e absorcdes entre 3100 cm™ e
3000 cm* caracteristico de estiramento de carbono do tipo sp?. Na regido de 1638
cm™ notamos uma absorcdo caracteristica de estiramento de carbonila de amida
secundaria, seguido de absor¢cdes em 1591 cm, 1505 cm™* e 1396 cm™ indicando
estiramento C=C de anel aromatico. Em 1525 cm temos uma banda harmdnico
relacionada ao dobramento N-H indicando uma ressonancia de Fermi. Na regido de
1038 cm temos uma absorcdo caracteristico de estiramento do tipo C-O de éter
fenilalquilico. Ainda observa-se um grande numero de absor¢Bes fora do plano
entre as regides 878 cm™ e 655 cm™ indicando um alto padrdo de substituicdo no
anel aromético.

O espectro de RMN *H obtido com cloroférmio deuterado em uma frequéncia
de 500 MHz (CDClIs, 500MHz) mostrou sinais de hidrogénios aromaticos em: dn 6,95
(s, 1H); ®&n 6,52 (s, 1H). Podemos observar também a presenca de 1 sinal em: &n
5,95 (s, 2H) sugerindo a presenca de um grupamento metileno diéxido e 1 sinal em:
on 3,81 caracteristico de metoxila, indicando a presenca de um anel aroméatico
tetrassubstituido (Figura 33, pag. 98). O espectro ainda apresentou 2 dubletos em:
on 7,86 (d, 1H; J=15,7 Hz) e &n 6,31 (d, 1H; J=15,7 Hz) caracteristicos de
acoplamento do tipo trans, além de 1 sinal em &1 5,68 (s, 1H) e 3 sinais em &n 3,22
(m, 2H); d1 1,86 (m, 1H) e &n 0,95 (s, 6H) sugestivo de um grupo isobutil ligado a
amida secundaria.

O espectro bidimensional homonuclear *H x 'H-COSY (CDCIs, 500MHz),
mostrou as correlagdes entre os sinais: o+ 7,86/ o1 6,28; o1 3,22/ &1 1,86 e dH 1,81/
on 0,95, sugerindo uma insaturacdo na conformagdo TRANS e de um grupamento
isobutilico presente na estrutura (Figura 36, pag. 101).0 espectro ainda apresenta
uma correlagao entre os sinais don 3,22/ &1 5,68, indicando que a substancia pode se
tratar de uma amida isobutilica.

O espectro de RMN 13C-BB (CDClIs, 125 MHz) mostrou 14 sinais para 15
carbonos, sendo eles em: dc 166,94; dc 154,82; ¢ 150,01; &c 141,75; &¢ 135,91; d¢c
119,11; &¢ 116,64; d¢c 106,91; d¢c 101,75; dc 94,92; d¢c 56,96; d¢c 47,27; dc 29,92; dc
28,89; dc 20,39 (Figura 34, pag 99).

O espectro de RMN 3C-APT (CDCIls, 125 MHz) mostrou 14 sinais para 15
carbonos, dos quais 5 sdo de carbonos nao hidrogenados em &c 166,94; ¢ 154,82;
Oc 150,01; &¢c 141,75; e dc 116,64; 5 sinais para carbonos metinicos em &c 135,92;
Oc 119,11; d¢c 106,92; dc 94,92; dc 28,90; 2 sinais para carbonos metilénicos em &c
101,75 e dc 47,27 e 2 sinais para carbonos metilicos em &c 56,68 e dc 20,40 (Figura
35, pag. 100).

O espectro bidimensional heteronuclear *H x 3C-HSQC (CDCIz, 500/125
MHz), mostrou as correlagdes entre dn 3,22/ &¢c 47,27; dn 0,95/ &c¢ 20,39; dn 1,86/ dc
28,89 (Figura 37, pag. 102), que aliadas com as correlacbes apresentadas pelo
espectro bidimensional heteronuclear *H x *C-HMBC(CDCIs, 500/125 MHz), entre
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OH 3,22/ dc 20,39; Oc 28,89 e Oc 166,94; dn 1,86/ Oc 47,27 e Oc 20,39; OH 0,95/ b¢
47,27; &c 28,89 e dc 20,39, confirmaram a presenca de uma amida isobutilica na
estrutura da molécula (Figura 38, pag. 103 e Tabela 08, pag. 96).

Ainda no espectro 'H x 3C-HSBC(CDCIls, 500/125 MHz), podemos notar as
correlagdes entre: dn 7,86/ &¢c 135,91; 616,31/ 6¢c 119,11; 61 6,95/ &¢ 106,91; &1 6,52/
Oc 94,92; d1 5,95/ d¢c 101,75; dos quais aliando aos dados das correlagdes presentes
no HMBC entre: dn 7,86/ 6¢c 119,11; d¢c 106,91; dc 166,94 e &c 154,82; dn 6,28/ &¢
135,91; dc 116,64; dc e dc 166,94; dn 6,95/ dc 135,91, podemos confirmar a presenga
de uma insaturagcédo do tipo a-B carbonila, assim como atribuir aos &c 116,64 e &c
106,91 as posigdes C-1 e C-6 do anel aromatico respectivamente. Ainda com base
no espectro HMBC com as correlagdes entre: 61 3,81/ dc 154,82 e &1 5,95/ 6¢ 150,01
e Oc 141,75, podemos atribuir aos d¢c 154,82; dc 150,01 e dc 141,75, as posicdes C-
2, C-5 e C-4 do anel aromatico respectivamente.

Com os dados obtidos dos espectros de Infra vermelho e RMN 'H e 3C uni e
bidimensionais (Tabela 8, pag. 96) em conjunto com os dados da literatura, nos
permite sugerir que a substancia codificada como Pm-3 trata-se da 2-
Prompenamida, 3-(6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-i)-N-(2-metilpropil)-(2E), ja isolada
anteriormente na espécie Piper mollicomum Kunth (JARDIM, 2012) (Figura 31).

Figura 31: 2-Prompenamida, 3-(6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil)-(2E).




Tabela 6: Dados de RMN 'H (500MHz), 13C (125MHz) e correlacdes entre sinais de 'H x 3C de Pm-3 em comparagdo com
modelo literario (Jardim, 2012).

HSQC HMBC Modelo literario (CDCI3z, 500 MHz
Posicéo dc OH 2] 3J Oc OH
1 116,64 - - - 116,52 -
2 154,82 - - - 154,59 -
3 94,92 6,52(s, 1H) C-2;C4 C-5;C-1 94,75 6,49(s, 1H)
4 141,75 - - - 141,56 -
5 150,01 - - - 149,76 -
6 106,91 6,95(s, 1H) C-5 C-7;C-2; C-4 106,68 6,92(s, 1H)
7 135,91 7,86(d, 1H; J=15,7 H2) C-8 C-6; C-9; C-2 135,61 7,79(d, 1H; J=15,7 H2z)
8 119,11 6,31(d, 1H; J=15,7 H2) C-7; C-9 C-1 119,01 6,25(d, 1H; J=15,7 Hz)
9 166,94 - - 166,65 -
2-OMe 56,69 3,81(s, 3H) - C-2 56,48 3,79(s, 3H)
1 47,27 3,22(t, 2H) C-2' C-4" C-3; C-9 47,02 3,18(t, 2H)
2' 28,89 1,86(sep, 1H) C-1'; C-12; C13 - 28,68 1,81(sep, 1H)
Me-3' e 4 20,39 0,95(d, 6H) c-2' c-1 20,15 0,92(d, 6H)
N-H - 5,68(s, 1H) - - 5,65(s, 1H)
CH202 101,75 5,95(s, 1H) - C-5,C4 101,50 5,91(s, 1H)
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Figura 32: Espectro de Infra Vermelho de Pm-3 em pastilha de KBr.
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Figura 33: Espectro de RMN H de Pm-3 (CDCls, 500 MHz).

960 ~_
16560 —"

ELSTT ——

17181
6928'1 /
00181

7668'] \n
$998°]

L00T'E
LTE W
6vTTS

TLIgE ——

¥889°¢ ——
10S6°S ——
LERT9 ~—_
1S1€9—""
vy —
0€S6'9 ——

90LTL

€0E8°L ~—~_
9198 L—"

ppm

0.5

98

1.0

1.5

3.0

D
N

3.5

-\

(9p]

|

4.0

4.5

5.0

A

5.5

©
WE
—

g |

| |

N

6.0

||

7.0

7.5

-f

—

|

8.0

8.5




Fiqura 34: Espectro de RMN 3C-BB de Pm-3 (CDCls, 125 MHz).
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Fiaura 35: Espectro de RMN

13C-APT de Pm-3 (CDCls. 125 MH2).

— ol = s} ~ — <t s
=N o o ~ o — 8 o o~ I oS =+ o — =~ o
N=) <+ o — v = =) = o) vy oY Sh o N N & =
B e ls! =+ & —_ — S S <f ~ =\ NS} [ R o8 S
= — —_ - —_— - = = ~ ~ 0~ e - & A &
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 —10 ppm

100




Figura 36: Espectro bidimensional homonuclear 1H x 1H-COSY de Pm-3 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 37: Espectro bidimensional heteronuclear 1H x 33C-HSQC de Pm-3 (CDCls, 500/125 MHz).
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Fiaura 38: Espectro bidimensional heteronuclear *H x 133C-HMBC de Pm-3 (CDCls, 500/125 MHz).
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5.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PM-4

A substancia codificada como Pm-4 se apresentou na forma de cristais
esbranquicados com ponto de fusédo entre 98,7 - 101,5 °C, sendo completamente
soluvel em diclorometano.

No espectro de Infra vermelho de Pm-4 (Figura 40, pag. 107) obtido com
pastilhas de KBr, é possivel notar uma absor¢do larga em 3438 cm™ sugestivo de
estiramento O-H, seguido de absorcdes na regido entre 2986 cm™* e 2831 cm
caracteristico de estiramento C-H de carbono sp3. Notamos uma absorcdo em 1706
cm? referente a estiramento de C=0 de carbonila de acido carboxilico, e absorcées
nas regides de 1584 cm, 1505 cm™ e 1423 cm caracteristico de estiramento C=C
de anel aromatico. Temos ainda absor¢cées em 1241 cm™* e 1025 cm* caracteristico
de estiramento de ligacdo C-O de éter fenilalquilico e varias absor¢cdes na regiao
entre 857 cm™ e 648 cm indicando um alto gral de substituicdo do anel aromatico.

O espectro de RMN 'H foi obtido com cloroférmio deuterado em uma
frequéncia de 500 MHz (CDCls, 500MHz), o espectro mostrou a presenca de 4
singletos em &n 6,46 (s, 2H); &n1 3,87 (s, 9H); &1 2,94 (s, 2H); & 2,71 (s, 2H) (Figura
41, pag. 108), sendo possivel sugerir uma estrutura do tipo fenilpropanoide.

No espectro de RMN 3C-BB (CDCls, 125 MHz) podemos notar a presenca de
9 sinais para carbono, onde os 9 sinais correspondem a 12 carbonos, 0s sinais
aparecem em: dc 179,04; &¢c 153,41; &¢c =137; &c 136,12; dc 105,44; d¢c 61,01: d¢
56,25; &c 35,91; &¢c 31,17 (Figura 42, pag. 109).

O espectro de *C-APT (CDCls, 125 MHz) mostrou 9 sinais que correspondem
a 12 carbonos, sendo 4 sinais para 5 carbonos ndo hidrogenados em: dc 178,95; dc
153,26 (correspondente a 2C); &c 136,6 e d&c 135,96, sendo o sinal d¢c 178,95
sugestivo de carbonila de &acido carboxilico, 1 sinal que corresponde a 2 carbonos
metinicos em: dc 105,28; 2 sinais correspondentes a carbono metilénico em: &c
35,78 e o6c 31,02; e 2 sinais que correspondem a 3 carbonos de metoxila em: dc
61,09 e &c 56,10 (2C) (Figura 43, pag. 110).

O espectro bidimensional heteronuclear 'H x 3C-HSQC (CDCls, 500/125
MHz), de correlacdo heteronuclear direta entre os hidrogénios e seus respectivos
carbonos, notamos as correlagdes entre: o1 3,87/ d¢c 56,25 e dn 3,85/ 6¢c 61,01, com
isso podemos confirmar a presenca de 3 metoxilas ligadas ao anel aromético sendo
2 nas posicdes meta e 1 na posicado para. Ainda temos as correlagdes em: dn 6,46/
0c 105,44; 612,94/ 6c 31,17 e &1 2,71/ 6¢ 35,91 (Figura 45, pag. 112).

No espectro de HSQC (CDCIs, 500/125 MHz), ainda foram observados
correlagdes de hidrogénios metilénicos com seus respectivos carbonos em: o 2,94/
Oc 35,91 e On 2,71/ &¢c 31,17. As correlagbes a longa distancia vista no HMBC
mostrou acoplamento do &n 2,94/ &c 35,91, d¢c 105,44, &¢c 136,12 e &c 179,04 e do
OH 2,71/ &c 31,17, &¢c 136,12 e &c 179,04, o que permite afirmar que on 2,94 e dH
2,71 sdo hidrogénios das posicbes C-7 e C-8, e atribuir os sinais de carbono &c
31,17, &c 35,91 para as posi¢cdes C-7 e C-8, assim como a carbonila d¢c 179,04 para
a posicao C-9.

O espectro bidimensional heteronuclear *H x 3C-HMBC (CDCIz, 500/125
MHz), mostrou a correlacdo a duas ligacdes do on 6,46/ &c 135,96, e a trés ligacdes
OH 6,46/ dc 136,12, confirmando o1 6,46 para as posi¢coes C-2 e C-6 e, sugerindo dc
136,12 e &c 135,96 para as posicdes C-1 e C-4, respectivamente. Ainda no espectro
de HMBC com base nas correlagbes o+ 3,87/ dc 153,41 e dn 3,85/ dc 135,96



105

podemos afirmar que &c 135,96 esta na posicao C-4 e dc 153,41 estdo nas posicoes
C-3 e C-5 respectivamente (Figura 46, pag. 113).

Com base nos dados obtidos a partir dos espectros de Infra Vermelho e de
RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais (Tabela 9, pag. 106), juntamente com a
comparacado de dados da literatura, podemos sugerir que substancia codificada
como Pm-4 se trata do &cido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico (Figura 39), isolado
anteriormente nas espécies Piper arboreum (COSTA, 2015), Piper tuberculatum
(FERREIRA, et al., 2010) e Piper longum (DAS et al., 1996).

Figura 39: Acido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico.




Tabela 7: Dados de RMN *H (500MHz), 13C (125MHz) e correlacdes entre sinais de H x 13C de Pm-4 em comparacgc¢do com modelo
literario (Costa, 2015).

HSQC HMBC Modelo literario (CDCIl3, 500/125 MHz

Posicéo dc OH 2J 3J dc OH

1 136,52 - - - 135,9 -

2 108,98 6,46(s, 1H) C-1 C-4-; C-6; C-7 105,3 6,40(s, 1H)

3 153,26 - - - 153,2 -

4 135,96 - - - 136,6 -

5 153,26 - - - 153,2 -

6 108,98 6,46(s, 1H) C-1 C-2; C-4, C-7 105,3 6,40(s, 1H)

7 35,78 2,95(t, 2H; J=15,7 Hz) C-1; C-8 C-2; C-6; C-9 31,0 2,88(t, 2H; J=7,8)

8 29,71 2,73(t, 2H; J=15,7 Hz) Cc-7,C-9 C-1 35,7 2,66(t, 2H; J=7,8 Hz)

9 178,95 - - 178,9 -
3-OMe 56,16 3,87(s, 3H) - C-3 56,1 3,82(s, 3H)
4-OMe 61,14 3,85(s, 3H) - C-4 60,8 3,80(s, 3H)
5-OMe 56,16 3,87(s, 3H) - C-5 56,1 3,82(s, 3H)
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Figura 40: Espectro de Infra Vermelho de Pm-4 em pastilha de KBr.
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Fiqura 41: Espectro de RMN H de Pm-4 (CDCls, 500 MHz).
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Fiaura 42: Espectro de RMN 13C-BB de Pm-4 (CDCls. 125 MH2).
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Fiaura 43: Esnectro de RMN 13C-APT de Pm-4 (CDClz. 125 MH2).
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Figura 44: Espectro bidimensional homonuclear 1H x 1H-COSY de Pm-3 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 45: Espectro bidimensional heteronuclear 1H x 33C-HSQC de Pm-4 (CDCls, 500/125 MHz).
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Fiaura 46: Esnectro hidimensional heteronuclear H x B3C-HMBC de Pm-4 (CDCIlz. 500/125 MH2).
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5.7 RESULTADO DA AVALIACAO ANTIBACTERIANA

A analise antibacteriana desses compostos mostraram que nenhuma das
substancias testadas foram capazes de inibir o crescimento das linhagens de E. coli,
P. aeruginosa, S. aureus e S. mutans padrao e de origem clinica até a concentracéo
(300 pg/mL).

Rios & Recio (2005) colocam que devem ser evitados testes de avaliacdo de
atividade antibidtica com concentragBes superiores a 1000 pg/mL para extratos ou
100 pg/mL para substancias isoladas, sendo consideradas interessantes a detecgao
deste potencial em concentracdes abaixo de 100 pg/mL para extratos e 10 pug/mL
para principios ativos, respectivamente, deixando-se de atribuir atividade positiva

para diluigdes ou concentracdes excessivamente altas.
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6. CONCLUSOES

No estudo fitoquimico das raizes de Piper mollicomum kunth, utilizando
técnicas cromatograficas usuais e espectroscopia de IV e RMN 'H e 3C uni e
bidimensionais, foi possivel isolar e identificar quatro substancias, sendo elas duas
aristolactamas codificadas como Pm-1 e Pm-2 como sendo 10-Metilamina-4-hidroxi-
2,3-dimetoxifenantreno-1-acido carboxilico-lactama e 10-Metilamina-4-hidroxi-3-
metoxifenantreno-1-acido carboxilico-lactama, respectivamente, além de um &acido
codificado de Pm-4 como sendo o Acido 3,4,5-trimetoxifenil-propandico e uma amida
isobutilica codificada como Pm-3 identificada como a 2-Prompenamida, 3-(6-metoxi-
1,3-benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil)-(2E). Sendo as trés primeiras relatadas pela
primeira vez na espécie e essa Ultima ja relatada anteriormente em um estudo
realizado por (Jardim, 2012).
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7. PERSPECTIVAS

Levando em consideracdo a riqgueza de metabdlitos secundarios e a
variedade estrutural entre as classes encontradas no género Piper, pretende-se dar
continuidade com os estudos e contribuicbes fitoquimicas com a espécie Piper
mollicomum Kunth, além de avaliar possiveis outras atividades que seus metabdlitos
possam ter, a fim de aumentar a riqueza de conhecimento sobre a familia
Piperaceae.

Por possuir baixos rendimentos em sua biossintese, pode-se considera ainda
a sintese desses compostos (aristolactamas), a partir de derivados mais simples
com baixo custo para aumentar o rendimento na obtencdo desses produtos,
promovendo uma melhor e mais ampla investigacdo sobre as analises
farmacoldgicas que essa classe de substancias pode apresentar.

Com relacdo a auséncia de atividade antibacteriana, estudos posteriores
podem ser realizados para avaliar se a acdo das substancias isoladas em conjunto
com antibidticos utilizados na clinica pode provocar um efeito sinérgico, podendo
diminuir a concentracdo necessaria do antibiético o que reduziria os possiveis
efeitos téxicos apresentados pelo mesmo. Ainda pode ser avaliada a capacidade
inibitéria destes compostos frente a outras linhagens bacterianas, podendo ser
realizado testes tanto com substancias isoladas como em misturas para avaliar um
possivel sinergismo entre elas.
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