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RESUMO

A familia Piperaceae compreende cerca de 14 géneros e 1950 espécies, amplamente
distribuidas nas regifes tropicais e subtropicais do globo e muito comum nas formacdes
florestais brasileiras, principalmente na Mata Atlantica. Piper arboreum, popularmente
conhecida como fruto de morcego, alecrim-de-Angola, pau-de-Angola ou beto-preto, é
utilizada na medicina popular, na forma de decocto para o tratamento de reumatismo,
bronquite, gripe e resfriado, além de também ser empregada contra doengas venéreas e do
trato urinario. Do ponto de vista quimico-farmacoldgico poucos relatos tém sido evidenciados
com esta espécie, dentre estes tem-se o estudo das folhas de Piper arboreum dos quais foram
isoladas: N-[10-(13,14-Metilenodioxifenil)-7(E),9 (Z)-pentadienoil]-pirrolidina; arboreumine;
N-[10-(13,14-Metilenodioxifenil)-7(E)-pentaenoil]-pirrolidina; N-[10-(13,14-
Metilenodioxifenil)-7(E),9(E)-pentadienoil]-pirrolidina) e o 3-geranil-4-hidroxibenzoato de
metila. Farmacologicamente tém-se relatos de atividades: antifingica, tripanomicida,
leishmanicida, e antimicrobiana. Este trabalho reporta o isolamento e identificacdo estrutural
de quatro amidas e duas aristolactamas, através do estudo fitoquimico da espécie Piper
arboreum. Utilizando-se métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscépicas de 1V e
RMN de *H e *C uni e bidimensionais e a comparagéo dos dados com a literatura foi possivel
isolar e identificar o0s constituintes Piplaroxido; Sintenpiridona; 3,4-Epoxi-8,9-
dihidropiplartina; 8,9-Dihidropiplartina; 10-Metilamina-4-hidroxi-2,3-dimetoxifenantreno-1-
acido carboxilico-lactama e 10-Metilamina-4-hidroxi-3-metoxifenantreno-1-acido
carboxilico-lactama todos isolados pela primeira vez na espécie, apresentando, portanto,

relevante importancia quimiotaxonémica para a mesma.



ABSTRACT

The Piperaceae Family is made up of 14 genus and 1950 species, distributed in the tropical
regions of the globe being common in Brazil, especially in the Atlantic Forest. Piper
auboreum, popularly known as “fruto de morcego”, “alecrim-de-Angola”, “pau-de-Angola”
or “beto-preto”, is used in popular medicine in the form of tea in order to treat rheumatisms,
bronchitis, cold and other illnesses of the urinary apparatus as well as venereal diseases.
Under a chemical and pharmacological point of view, only a few reports are related to this
species. Among the substances isolated are N-[10-(13,14-Metylenodioxyphenyl)-7(E),9(2)-
pentadienoyl]-pyrrolidine; arboreumine; N-[10-(13,14-Metylenodioxyphenyl)-7(E)-
pentaenoyl]-pyrrolidine; N-[10-(13,14-Metylenodioxyphenil)-7(E),9(E)-pentadienoyl]-
pyrrolidine e o metyl-3-geranyl-4-hydroxybenzoate. In this work, the literature relates
pharmacological activities such as parasite and antibiotic. Consulting the chemical data in the
literature, was possible to isolate and identify, through phytochemical analysis, four
compounds of Piper arboreum: four amides e two aristolactams. Through chromatography
and spectroscopic experiments using infrared and 1D and 2D NMR and comparison with the
literature data, the following compounds were isolated: Piplaroxide; Sintenpiridone; 3,4-
Epoxy-8,9-dihydropiplartine; 8,9-Dihydropiplartine; 10-Metilamina-4-hidroxy-2,3-
dimetoxyphenantrene-1-carboxylic acid-lactam e 10-Metilamina-4-hidroxy-3-
metoxyphenantrene-1-carboxylic acid-lactam. All these compounds are reported for the first

time in this species displaying considerable value to the chemical taxonomy of the plant.
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1. INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais tem sido um dos campos de maior importancia para o
desenvolvimento da quimica organica moderna. Seu objetivo de estudo engloba todos os
aspectos que envolvem produtos naturais produzidos pelos seres vivos, € sdo comumente
denominados de metabolitos secundarios (SCHREIBER, 2005).

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, pelos povos primitivos e
pelos indigenas, pode ser considerado fator fundamental para descobrimento de substancias
toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A convivéncia e o aprendizado com 0s mais
diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribuicGes para o desenvolvimento da
pesquisa em produtos naturais, para o conhecimento da relacdo intima entre a estrutura
quimica de um determinado composto e suas propriedades biologicas e da inter-relacdo
animais/insetos-planta. Neste sentido, a natureza forneceu muitos modelos moleculares que
fundamentaram estudos de relacdo estrutura-atividade e inspiraram o desenvolvimento da
sintese organica classica (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006).

O surgimento da quimica de produto naturais como ciéncia nos moldes atuais
ocorreu no final do século XIX, quando a quimica se constituiu como disciplina cientifica
moderna, com os trabalhos de Lavoisier, Berzelius e Liebig, sendo a época em a quimica e
medicina caminharam juntas (CORDELL 2000). Nesta época, 0s quimicos que estudavam as
plantas medicinais, cujos recursos experimentais eram extremamente limitados, se dedicaram,
especialmente, a isolar e determinar a estrutura de compostos ativos de plantas, muito bem
conhecidas e experimentadas pelo uso popular ao longo do tempo e, geralmente, incorporados
nas farmacopéias da época. As plantas eram de uma importancia fundamental na area médica
(YUNES & CALIXTO, 2001). Neste sentido, podemos indicar os seguintes farmacos que
foram isolados de plantas medicinais durante o seculo XIX: Emetina (1817), Colchicina
(1820), Quinina (1820), Salicina (1827), Atropina (1831), Morfina (1832), Quinidina (1833),
Codeina (1848) e Efedrina (1887) (YUNES & CECHINEL-FILHO, 2007).

Salientando o caso da Salix alba, cujas as cascas foram usadas durante milénios na

Europa, Asia e Africa para combater a febre e dor. Em 1828, Buchner isolou a salicina (1)
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(glicosideo do alcool salicilico) e em 1860 Kolbe e Lauteman sintetizam o &cido salicilico (2)
e seu sal sodico a partir do fenol, dando lugar, assim, a primeira producéo de salicilatos, em
1874 (YUNES & CALIXTO, 2001). Em 1898, Felix Hofmann pesquisando a cura para a
artrite que afligia seu pai, que era sensivel aos efeitos colaterais do salicilato de sodio,
descobriu o &cido acetil-salicilico (AAS) (3), menos &cido que o &cido salicilico, mas
mantendo a propriedade analgésica desejada. (VIEGAS-JUNIOR et al, 2006).

CHOH COOH COOH

CoM120% OH OCOCHS,

1) @) ©)

As propriedades terapéuticas do AAS levaram os laboratérios de pesquisa da Bayer a
elegerem o AAS como um novo produto a ser langado no mercado para competir com 0s
salicilatos naturais, o que ocorreu a partir de 1897 sob o nome de Aspirina®. Ap6s mais de
100 anos de sua descoberta, o AAS continua sendo alvo de inimeras pesquisas sobre sua
aplicacdo terapéutica como analgésico e antiinflamatdrio, atuando no controle da febre, na
artrite reumatdide e na inibicdo da agregacdo plaquetaria (MONTANARI & BOLZANI,
2001).

Seguindo o modelo da aspirina, foram sintetizados, em 1903, o barbital (acido 5,5-
dietilbarbiturico), usado como agente hipndtico, o fenobarbital (1912) e, posteriormente,
aproximadamente 50 barbituricos com efeito hipndtico e sedativo. Em 1904 foi sintetizada a
epinefrina, um importante broncodilatador e descongestionante nasal, e em 1905, foram
obtidas a amilocaina e a procaina, utilizadas como anestésicos (YUNES & CECHINEL-
FILHO, 2007).

Em 1932, observou-se que o prontosil atuava como poderoso antiinfeccioso e,
posteriormente (1935), demonstrou-se que esse composto se decompunha a sulfanilida, que
era a verdadeira substancia ativa. Esta descoberta originou a era das “sulfas”, cujos compostos
foram de extrema importancia durante a Segunda Guerra Mundial ate a descoberta dos

antibioticos. Apos a Guerra, varios farmacos de origem sintética foram desenvolvidos, e
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muitos deles se tornaram importantes para humanidade, como o0s anti-histaminicos, antergan
(1942) e difenilhidramina (1946), o antipsicotico clorpromazina (1950), os antidepressivos
iproniacida (1951) e imipramina (1957), os ansioliticos pertencentes a classe das
benzodiazepinas (1964), o antipirético e antiinflamatorio indometacina (1963), etc.
(GOODMAN & GILMA, 1978; RANG et al., 1997; YUNES & CALIXTO, 2001).

No século XX, o surgimento dos antibidticos produzidos por fermentagdo microbiana
aliado ao desenvolvimento marcante de farmacos sintéticos produzidos pela inddstria
farmacéutica, foram causas marcantes no declinio do uso de plantas medicinais e
consequentemente, no investimento em farmacos de origem vegetal. Em consequéncia, a
fitoquimica, deu sua maior contribuicdo para o estudo dos metabdlitos secundarios e suas
possiveis atuacdes nas plantas. O isolamento e a elucidacdo estrutural de metabdlitos
secundarios, estruturalmente complexos, e o0s estudos de ecologia quimica,
concomitantemente com estudos biossintéticos, impulsionaram varios campos da fitoquimica,
como por ex., a quimiotaxonomia (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

A sintese de novas substancias a serem avaliadas farmacologicamente, na busca por
farmacos novos, passou a ser dispendiosa demais, visto 0 pequeno numero de novos
compostos que venciam as etapas pré-clinicas e clinicas, chegando ao mercado como
medicamentos. Neste novo cendrio, a industria farmacéutica passou a investir pesadamente
em novos métodos de pesquisa de novas entidades quimicas bioativas, com efetiva poténcia
terapéutica. A biologia molecular e as novas técnicas genéticas permitiram o isolamento e a
purificacdo de muitas enzimas, receptores diretamente associados a processos patolégicos,
representando auténticos alvos-moleculares para novos farmacos. Esta nova abordagem
promoveu uma auténtica revolucdo na forma de concepc¢édo da sintese organica praticada até
entdo na industria farmacéutica (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

A natureza, de um modo geral, é a responsdvel pela producdo da maioria das
substancias organicas conhecidas, entretanto, o reino vegetal é responsavel pela maior parcela
da diversidade quimica conhecida e registrada na literatura. A variedade e a complexidade das
macromoléculas que constituem os metabolitos secundarios de plantas e organismos marinhos
ainda sdo inalcancaveis por métodos laboratoriais. Isto seria a conseqiiéncia direta de milhdes
de anos de evolucéo, atingindo um refinamento elevado de formas de protecéo e resisténcia as
intempéries do clima, poluicdo e predadores (MONTANARI & BOLZANI, 2001).
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Os produtos naturais continuam sendo uma fonte de prototipos e de possiveis
farmacos, visto que: grande parte de importantes farmacos é oriunda de produtos naturais ou
foram obtidos considerando um produto natural como protétipo; para a maioria dos farmacos
desenvolvidos por via sintética existem produtos naturais com o mesmo modo de acdo ja
identificados; e existem muitos alvos moleculares relacionados a problemas patoldgicos, para
0s quais os produtos naturais podem ser considerados protétipos, possuindo um bom efeito,
ainda que ndo tenham desenvolvidos os farmacos correspondentes (YUNES & CECHINEL-
FILHO, 2007).

Vislumbrando o potencial farmacoldgico das substancias isoladas de espécies da
familia Piperaceae, a ocorréncia de muitas espécies ainda ndo devidamente exploradas do
ponto de vista quimico e farmacoldgico, e reconhecendo a importancia do género Piper, no
qual suas espécies sdo amplamente utilizadas na medicina popular para diversas
enfermidades, optamos por enveredar pela trilha do estudo da espécie Piper arbreum Aubl.
(Piperaceae), cujos estudos quimicos e farmacoldgicos ainda sdo poucos conhecidos, 0 que

podera conduzir a descoberta de novas fontes de substancias naturais ativas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o perfil quimico da familia Piperaceae especialmente do género Piper,
tendo em vista o potencial etnobotanico e etnofarmacoldgico desta familia.

2.2 Objetivos especificos

v' Estudar fitoquimicamente a espécie Piper arboreum, através de métodos de extracao,
isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos;

v Determinar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos isolados de Piper

arboreum, através de métodos espectroscopicos;

v" Integrar estudos biologicos ao estudo fitoquimico de Piper arboreum, através da

disponibilizagdo de seus extratos e/ou substancias isoladas para realizagdo de testes
farmacoldgicos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideragdes sobre a familia Piperaceae

A familia Piperaceae, pertencente & ordem Piperales, constitui-se em uma das mais
primitivas familias entre as Angiospermas (WANKE et al., 2007). Compreende cerca de 14
géneros e 1950 espécies, amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do
globo (MABBERLEY, 1997). No Brasil, ela é representada por aproximadamente 460
espécies pertencentes a cinco géneros nativos: Pothomorphe Miq., Sarcorhachis Trel.,
Peperomia Ruiz et Pav., Ottonia Spreng e Piper L. (MABBERLEY, 1997; ROSA & SOUZA,
2004). E muito comum nas formacdes florestais brasileiras, principalmente na Mata Atlantica
(LORENZI, 2005). As espécies desta familia sdo geralmente ervas trepadeiras ou eretas,
arbustos e menos frequentemente arvores, apresentando um elevado valor comercial,
econémico e medicinal (DOMINGUEZ & ALCORN, 1985).

A familia Piperaceae é classificada da seguinte maneira:
¢ Reino: Plantae
e Divisdo: Magnoliophyta
e Classe: Magnoliopsida
e Ordem: Piperales

e Familia: Piperaceae

De importancia econémica e medicinal, algumas espécies fazem parte do mercado
mundial, como a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) e outras sdo usadas de modo empirico
pelas populagdes em diferentes doencas. Muitas espécies de Peperomia séo cultivadas como
ornamentais, cuja beleza reside principalmente em sua folhagem, enquanto outras sdo
utilizadas na alimentacdo (GUIMARAES & MONTENEGRO, 2006).

Espécies de Piperaceae tém sido utilizadas na alimentacdo, como inseticidas e,
tambeém, na medicina tradicional devido ao acimulo de diferentes classes de metabolitos
biologicamente ativos, tais como fenilpropandides, lignanas/neolignanas, pironas, amidas
alifaticas e aromaticas, alcaldides, policetideos e cromenos, além de outros metabdlitos de
biossintese mista (BALDOQUI et al., 2009).
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3.2 Consideragdes sobre o género Piper

O género Piper é o maior da familia Piperaceae, a grande diversidade das espécies de
Piper localiza-se na regido Neotropical (Figura 1), onde cerca de dois tercos das espécies
descritas sdo encontradas. A maioria das espécies de Piper habita lugares umidos, quentes e
varzea de florestas tropicais. A diversidade e abundancia de Piper geralmente diminuem com

0 aumento da altitude ou com o decréscimo da precipitacdo (DYER & PALMER, 2004).
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Figura 1: Distribuicdo Geogréafica do género Piper (JARAMILLO, et al. 2001).

N&o surpreendentemente, as espécies de Piper tém grande importancia ecolégica e sao
consideradas espécies ‘“chave”, com base em suas associagdes com morcegos frugivoros
(JARAMILLO, et al, 2001), sendo considerados fundamentais para a dispersdo de suas
sementes (FLEMING, 1981; PALMERIM et al, 1989; BIZERRIL & RAW, 1998; ZANON &
REIS, 2007).

As espécies de Piper tém grande importancia comercial, econdmica e medicinal em
diferentes paises (YAO et al., 2009). Espécies de Piper sdo importantes plantas medicinais,
usadas na medicina chinesa, no sistema ayurvédica e nas praticas de medicina popular da
America Latina e do Ocidente Indiano. Elas séo aplicadas para tratar a asma, bronquite, febre,
doengas gastrointestinais, e reumatismo, e as preparacdes obtidas destas plantas tem
demonstrado  efeitos  antiinflamatério, inseticida, anti-hipertensivo, antidiabéticos,
imunomodulador e antimutagénico (MA et al., 2004; MA et al., 2006; BEZERRA et al.,
2008).

O estudo quimico com espécies do género Piper resultou no isolamento de muitos

produtos naturais biologicamente ativos, tal como pironas, lignanas, neolignanas, terpenos,
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propenilfenois, chalconas, flavonas, benzopironas, cromenos, lactonas, e amidas (MA et al.,
2004).

Dentre inimeras descricdes da literatura acerca do potencial biolégico das espécies
deste género podem ser citados exemplos como o betel, Piper betle, planta muito utilizada no
sudeste asiatico como fumo de mascar, para indigestdo, halitose e problemas dentérios. Seu
estudo gerou o isolamento do fenilpropanoide chavibetol, entre outros compostos (NALINA
& RAHIM, 2007).

A infusdo em agua das raizes de kava (Piper methysticum) tem sido usada como uma
bebida tradicional na regido das llhas do Pacifico, desde os tempos antigos por ter efeitos
narcéticos. Varios extratos padronizados de kavalactonas biologicamente ativos séo
comercializados tanto para os transtornos de ansiedade, como suplementos dietéticos para
melhorar disturbios de estresse, tensdo nervosa e inquietacdo (BILIA et al., 2002; XUAN et
al., 2008). Os fitoquimicos identificaram nas raizes de Piper methysticum 18 Kavalactonas,
trés chalconas e diversas flavanonas (WU et al., 2002; XUAN et al., 2008).

Estudos demonstraram que Piper umbellata apresenta atividade protetora contra raios
ultravioleta do tipo UVB, o que provavelmente esta relacionada com o 4-nerolidilcatecol,
componente majoritario nas folhas e raizes desta espécie, uma vez que este possui atividade
antioxidante mais potente que a do alfa-tocoferol (vitamina E), a qual é utilizada em
formulagdes cosméticas para a prevencgdo do envelhecimento cutaneo. Estes relatos mostram a
importancia deste metabdlito secundario do ponto de vista comercial, uma vez que
formulacBes contendo extrato de Piper umbellata tém sido empregadas em produtos de uso

cosmeético, tais como gel, creme e filtro solar (BALDOQUI et al., 2009).
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3.4 Constituintes Quimicos Isolados do género Piper

Varias espécies de Piper foram investigadas fitoquimicamente e uma infinidade de
metabolitos secundarios tem sido encontrados, incluindo kavalactonas (XUAN, et. al., 2008;
WHITTON, et. al., 2003), aristolactamas (CHAVES et al.,1999; 2003; 2006), lignoides
(MARTINS et. al.,, 2000; CHEN, et. al., 2007; BODIWALA, et. al., 2007), cromenos
(BALDOQUI et. al., 1999; MORANDIM et. al., 2005), flavonoides e chalconas (LAGO et.
al., 2007), terpenos (BALDOQUI et. al., 2009), acido benzoico prenilado (BALDOQUI et.
al., 1999; RAMOS et. al, 2009) e também amidas (ARAUJO-JUNIORr, 1997; SANTOS,
1998; CHAVES et al.; 2001; 2003; SRINIVASAN, 2007).

3.4.1 Amidas

Apesar de o género Piper apresentar uma composicao fitoquimica muito diversificada,
as amidas constituem a classe de compostos mais caracteristicos de suas espécies. A mais
conhecida, piperina, foi & primeira amida a ser isolada, de Piper nigrum (PARMAR et al.,
1997).

Além da piperina muitas outras amidas foram isoladas de espécies de Piper, e
representam uma das classes de produtos naturais consideradas mais promissores (BERNAD
et al., 1995; LEE et al., 2001; YANG ey al., 2002; KATO & FURLAN, 2007), visto que, um
grande namero de relatos demonstraram o extraordinario potencial das amidas, tais como
inseticidas, moluscicidas, antifungicos (DYER et al., 2004; KATO & FURLAN, 2007),
ansiolitico e antidepressivo (NAVICKIENE et al., 2003; PARK et al., 2007; FELIPE, 2007,
YADO, et al., 2009).

As amidas isoladas de Piper possuem algumas caracteristicas estruturais comuns e sao
classificadas em isobutilicas, piridonicas, pirrolidinicas e piperidinicas. Constata-se uma
grande ocorréncia de amidas Piridonicas (tabela 1) e estas apresentam atividade antitumoral
(TSAl et al., 2005; BEZERRA et al., 2008), citotoxica (LEE et al., 2004), antifungica (SILVA
et al., 2002).



%1(/((7)1(4/1/(1(«1‘0 Sevrvica 35

¢

Tabela 1: Amidas Piridonicas identificadas no género Piper.

Nomeclatura Estrutura Referéncias
O
5,6 —dihidro- TSAl et al,
2(1H)-piridone HN 2005.
O (0]
N-(3’,4’- HsCO N DHU et al,
Dimetoxicinna- N 1990.
moil)-A*-
piperidin-2-ona HiCO
(0] (0]
DHU et al,
N-(3°4°5"- C0 ~ . 1990.
Trimetoxicinna-
moil)-A3-
piperidin-2-ona HsCO
OCH,
O (0]
DHU et al,
N-(3’-Metoxi- 0 ~ | 1990.
4°.5- <
metilenedioxici- o
nnamoil) -A%-
piperidin-2-ona OCH,
MeO
8(2)-N-(3°,4°,5°- S NAVICKIENE
Trimetoxicinna- et al., 2000.
moyl)- A*- piridin- MeO 5 N
2-0na OMe P

(e}
(6] (0]
Sintepiridona HyCO CHEN et al.,
N 2002.

H;CO



e%z(/(mm/z/af(ia Tecviea 36

Tabela 1 (Continuacgéo): Amidas Piridonicas identificadas no género Piper.

Nomenclatura Estrutura Referéncias
(0] O
8,9- HCO KIJJOA et al.,
Dihidropiplartina N 1982
HsCO
OCH;
(@] (0]
N-(3’-Metoxi- DUH et al.,
450 o N 1990.
metilenodioxidihi <
drocinnamoil)- A® o
-piperidin-2-ona
OCHjg
O o
Piperchabamide A . .MORIKAWA
‘ etal., 2004
(0] (0]
Pipermetistine N SMITH, 1979;
| PARMAR, et
al., 1996.
OAC
(0]
3a,40-Epoxi-2- HN
piperidona o)
LAGO &
KATO, 2007
(0] O
Piplaroxide HsCO \
(0]
CAPRON &
HsCO WIEMER,
Q Q 1996.

o

H3CO,
N
3,4-Epoxi-8,9- SEERAM, et
dihidropiplartina al., 1996.
H3CO

OCHs
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Tabela 1 (Continuacgéo): Amidas Piridonicas identificadas no género Piper.

Nome Trivial Estrutura Referéncias

Kaousine KAQOU et al,
2010

3a,40-epoxy-5p - DRAGULL et

pipermethystine al., 2003

oo OCH,
—_—
Dimero de DUH et al,
Piplartina A hoo” N\ ib 1990.

\\\ OCHs
/

OCH3
OCHs

Piperarborenine A /@ LEE et al.,

%

_//

Piperarborenine B
LEE et al.,
2004

[e]

_//



eﬁuz(/(mm/z/af(ia Seorvica 38

Tabela 1 (Continuacgdo): Amidas Piridonicas identificadas no género Piper.

Nome Trivial Estrutura Referéncias

Piperarborenine C TSAl et al,
2005

Piperarborenine D TSAI et al.,
2005

~r
O
o]
Piperarborenine E @ N TSAI et al,
H5CO //’//,

2005

5,6-Dihidro-5-
hidroxi-1H-
piridin-2-ona

CHEN, et al,
2003
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3.3.2 Aristolactama

A denominacdo da classe de substancias, aristolactama, deriva do fato de terem sido
inicialmente identificadas em espécies de Aristolochia (Aristolochiaea), pertencente a ordem
Piperales. Posteriormente foram encontrados em espécies de Annonaceae, Monimiaceae,

Menispermaceae e Piperaceae (KUMAR et al., 2003).

Quimicamente as aristolactamas sdo derivados fenatrénicos com anel lactdmico entre
um grupo carboxila no carbono C-1 e uma amina no carbono C-10, com substituicdes nas
posicBes C-2, C-3, C-4, C-6 e C-8 (WU et al., 1997). Em Piper as substituicbes sao restritas
aos carbonos C-2, C-3, C-4 e C-6.

Sabe-se muito pouco acerca da biossintese das aristolactamas. Entretanto, sdo
relacionadas biogeneticamente com alcaldides aporfinicos. A idéia mais aceita atualmente é
que os 4,5-dioxoaporfinas sdo biossintetizadas por oxidacdo das aporfinas e podem funcionar
como intermediarios para a biossintese das aristolactamas, que por sua vez, S80 0S precursores
dos acidos aristoloquicos (KUMAR, 2003).

Estudos farmacoldgicos com as aristolactamas demonstram que alguns destes
compostos inibem a fosfolipase A, (NUNEZ et al.,2005; TABOPDA et al., 2008) e
apresentam atividade antiinflamatoria (LIN et al., 2006; TABOPDA et al., 2008), antioxidante
(YAMAGUCHI et al., 2006; TABOPDA et al., 2008) e citotoxica (SUN et al., 1987; DUH et
al., 1990; RUANGRUNGSI et al., 1992; TABOPDA et al., 2008).
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Tabela 2: Aristolactamas identificadas no género Piper

Nome Trivial

Cefaronona B

Aristolactama All

Piperolactama A

Piperolactama B

Diacetato de

Piperolactama B

Piperolactama C

Piperolactama D

Piperlactama S

Piperlactama E

Caldensina

R3

0
Rz

N—R,
R1
Rs
R, R, Rs R4 Rs Referéncias
OMe  OMe H H H DESAIl et al., 1988
OMe OH H H H DESAIl et al., 1988
OH OMe H H H DESAIl etal., 1988
OH OMe OMe H H DESAIl etal., 1988
OAcC OMe OMe Ac H DESAIl et al., 1988

OMe OMe OMe H H KUMAR et al., 2003

OMe OMe OH H H DESAI et al., 1988

OMe OH H Me H KUMAR et al., 2003

OH OMe OMe Me H WILMAN et al., 1998

OMe OMe H Me H CARDOZO-JUNIOR;
CHAVES, 2003
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4-hidroxi-3-metoxi-N-

metilaristolactama

10-acetilamino-2-hidroxi-
3,4-dimetdxi-fenatreno-1-

acidocarboxilico-lactama

10-acetilamino-2-hidroxi-
3,4-dimetdxi-fenatreno-1-

acidocarboxilico-lactama

Aristolactama Alll

Aristolactama BIl|

Goniolactama

Goniopedalina

2,3,4-trimetoxi-N-

metilaristolactama

3-hidroxi-2-metoxi-N-

metilaristolactama

Piperumbelactama C

Piperumbelactama A

Piperumbelactama B

OH

OMe

OH

OMe

OH

OMe

OMe

OMe

OH

OMe

OH

OMe

OMe

OMe

OH

OMe

OMe

OH

OMe

OH

OH

OMe

OMe

OH

OMe

OMe

OMe

OMe

Me

Ac

Ac

Me

Me

Me

OH

OH

H RUANGRUNGSI et al.,
1992

H SINGH et al., 1996

H SINGH et al., 1996

OMe MIX et al., 1982

OMe TSAIl et al., 2005

OH TSAIl et al., 2005

H DANELITTE et al.,
2005

H DANELITTE et al.,
2005

H DANELITTE et al.,
2005

H  TABOPDA etal., 2008

H  TABOPDA etal., 2008

H  TABOPDA etal., 2008
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Tabela 2: Aristolactamas identificadas no género Piper (continuagéo)

Nome Trivial
Piperumbelactama D

N-hidroéxi-aristolactama 11

o)

N—R;
R1 Referéncia
Me TABOPDA et al., 2008
H TABOPDA et al., 2008
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3.3 Consideracdes sobre a espécie Piper arboreum

Piper arboreum é um arbusto ereto de aproximadamente 4,0 metros de altura, com
hastes cilindricas lisas e nodosas de coloracdo marrom claro. A folha é completa, com bainha
proeminente. O limbo tem formato lanceolado, nervacdo reticulada, bordo inteiro, base
inequilatera e apice acuminado. O peciolo possui duas pequenas expansdes laminares na face
adaxial. (SOUZA et al., 2008). E popularmente conhecida como fruto de morcego, alecrim-
de-Angola, pau-de-Angola ou beto-preto (AGRA et al., 2008). Popularmente é utilizada no
Brasil, na forma de decocto para o tratamento de reumatismo, bronquite, gripe e resfriado
(RAMOS & KATO, 2009) além de também ser empregada contra doencas venéreas e do trato
urinario (REGASINI et al., 2009a).

Figura 2: Piper arboreum Aubl. (Piperaceae) (Fonte: www.henriettesherbal.com).

No que se referem aos constituintes quimicos do 6leo voléatil de Piper arboreum,
muitos estudos fitoquimicos j& foram realizados (NAVICHIENE et al., 2006). Entretanto,
quanto aos constituintes fixos, pouco se tem pesquisado. Silva et al. (2002) relataram a
identificacdo das amidas arboreumine (4), N - [10 - (13,14-Metilenodioxifenil) -7(E)-
pentaenoil]-pirrolidina (5) N-[10 - (13,14-Metilenodioxifenil) -7 (E), 9 (Z)-pentadienoil]-
pirrolidina (6), e N-[10 - (13,14-Metilenodioxifenil) -7 (E), 9 (E)-pentadienoil]-pirrolidina)
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(7). © mesmo grupo publicou outro trabalho relatando ocorréncia de um novo produto natural
0 metil 3-geranil-4-hidroxibenzoato (8). (RAMOS & KATO, 2009).
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Apesar do uso popular, poucos estudos farmacoldgicos com esta espécie foram
realizados. Silva e colaboradores (2002) identificaram atividade antifingica de amidas (2, 3 e
4) contra os fungos fitopatogénicos Cladosporuim cladosporioides e C. sphaerospermum.
Duas amidas (2 e 4) da fracdo hexénica das folhas desta especie demonstraram efeito
tripanomicida (REGASINI et al., 2009b). P. arboreum também foi estudada quanto a
atividade leishmanicida, apresentando uma inibicdo de 76% da proliferagdo do parasita
(KAPLAN, 1996. FERNANDES, 2006). Além disso, a fracdo hexanica das folhas apresentou
uma potencial atividade antimicrobiana, baseada no efeito tdxico contra quatro leveduras
oportunistas (Candida albicans, Candida Krusei, Candida parapsilosis e Cryptococcus
neoformans) (REGASINI et al., 2009a).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas e caule de Piper arboreum Aubl. foram coletados em marco de 2010 na
reserva ecoldgica de Gaiambira no municipio de Bananeiras, Paraiba (PB). Esta espécie foi
identificada pelo Professor Dr. Carlos Alberto Garcia e uma exsicata (C.A. Garcia 205) foi
depositada no Herbario do Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina

Grande.
4.2 Estudo Fitoquimico de Piper arboreum
4.2.1 Preparacdo dos Extratos

Apbs coletado, o material botanico de Piper arboreum Aubl., foi desidratado em
estufa com ar circulante a temperatura média de 45 °C, por 3 a 4 dias, as folhas e o caule
foram submetidos a um processo de pulverizacdo em moinho mecéanico, obtendo 3,0 Kg do pé

das folhas e 3,5 Kg do pé do caule.

O caule seco e pulverizado (3,50 Kg) foi submetido a maceracdo exaustiva com
Hexano (Hex), Diclorometano (CH.Cl,), Acetato de Etila (ACOEt) e Metanol (MeOH),
respectivamente. As solucbes extrativas foram concentradas com auxilio de evaporador
rotativo, a temperatura média de 45°C. Apds esse processo de evaporacdo do solvente,
obtiveram-se os extratos: Hexanico, Diclorometanico, Acetato de Etila e Metandlico.

Po do caule
3500 g
8L 4x l 8L 4x l 8L 3x l 8L 3x
Ext. Hex Ext. CH,CI, Ext. AcoEt Ext. MeOH
8,09 23,09 6,09 60,0 g

Esquema 1: Processo de extracdo do po do caule de Piper arboreum.
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4.2.2 I1solamento e Purificagdo dos constituintes quimicos

O isolamento, a purificacdo e a analise dos constituintes quimicos de Piper arboreum
Aubl. foram realizados utilizando métodos cromatograficos: Cromatografia em Coluna (CC),
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) e Preparativa (CCDP).

Para as cromatografias em coluna a pressdo atmosférica utilizou-se como fase
estacionéria silica-gel 60 (Merck) (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e silica-gel 60
(Merck) (particulas com 0,04-0,063 mm, 230-400 mesh), tendo como suporte colunas de vidro
cilindricas com dimensbes variando de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. Para as cromatografias em coluna a média pressdo utilizou-se o aparelho
Buchi Pump Maager C_615 e para fase estacionaria utilizou-se silica gel 60 (Merck)
(particulas com 0,04-0,063 mm, 230-400 mesh). Como fase mdével foram utilizada os solventes
comerciais Hexano, Dicloremetano, Acetato de Etila e Metanol, destilados no LTF/UFPB

isoladamente ou em misturas binarias, em gradiente crescente de polaridade.

A CCDA e CCDP foram empregadas para a analise e purificacdo, das fracbes obtidas
por CC. Como suportes foram utilizados placas de vidro com dimens@es de 5x20, 10x20 e
20x20 cm, e como fase fixa, uma suspensdo de silica gel PFys, 7749 (Merck) em agua
destilada, seguindo técnica descrita por Matos (1997). As cromatoplacas obtidas foram secas
ao ar livre e ativadas em estufa a 120 °C durante duas horas.

As revelagOes das substancias nas CCDA e CCDP foram executadas pela exposi¢do
das cromatoplacas a lampada de irradiagdo ultravioleta em dois comprimentos de onda, 254 e
366 nm, por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58, impregnacgéo das placas

em cubas de vidro saturadas por vapores de iodo, bem como revelados com Dragendorf.

4.2.2.1 Fracionamento cromatografico do extrato hexanico do caule de Piper

arboreum

Uma aliquota de 5,0 g do extrato hexanico foi submetido a uma coluna de silica-gel 60
(Merck) (particulas com 0,04-0,063 mm,230-400 mesh), utilizando aparelho de média
pressdo, eluindo inicialmente com Hexano, Acetato de Etila e Metanol, em gradiente
crescente de polaridade, obtendo-se 129 fragOes (Quadro 1).
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Quadro 1: Cromatografia em coluna do Extrato Hexanico (m =5,0 g) _ Col 1.

Fracéo

1-12
13-17
18-23
24-34
35-48
49-57
58-62
63-66
67-70
71-77
78-82
83-88
89-92
93-97
98-101
102-104
105-107
108-114
115-116
117-118
119-120
121-123
124-129

Eluente
Hex
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
AcOEt

AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH

Proporc¢éao
100
98:2
96:4
94:6
92:8
9:1

88:12
86:14
84:16
82:18
8:2
75:25
7.3
65:35
6:4
1:1
4:6
3.7
2.8
1:9
100
95:5
9:1
7:3

As fracOes da Col. 1 foram analisadas atraves de Cromatografia em Camada Delgada

Analitica (CCDA) utilizando diferentes sistemas de eluicdo, apds analise a luz Ultra-Violeta,

impregnacdo com vapores de iodo e revelados com Dragendorf, foram reunidas de acordo

com os fatores de retencdo (Rf) (Quadro 2).
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Quadro 2: Fracdes Reunidas da Col 1

Fracdes Reunidas
1-4
5-6
7-9

10-13
14-15
16
17-19
20-21
22-23
24-25
26-29
30-37
38-39
40-41
42-43

Massa (mg)

19,4
39,0

1204,1

84,0
13,3
50,0
198,0
386,0
72,9
239,0
469,0
600,0
89,3
61,7
39,7

Fracdes Reunidas

44-52
53-55
56-60
61-64
65-71
72-80
81-84
85-89
90-91
92-101
102-109
110-117
118-122
123-125
126-129

Massa (mg)
80,0
27,0
50,0
46,6
90,0
43,9
100,1
100,0
75,0
267,2
98,7
115,2
51,3
13,3
105,1

A fracdo 85-89 da Col 1 foi cromatografada em coluna (Col 1.1) utilizando como

fase estacionaria silica-gel 60 (Merck) (particulas com 0,04-0,063 mm,230-400 mesh), e

eluida com hexano e acetato de etila puros ou em misturas binarias. Foram recolhidas 55

fracdes (Quadro 3), e que apos analise em CCDA foram reunidas em 6 grupos de fracdes

(Quadro 4).

Quadro 3: Cromatografia em coluna da Fragéo 85-89 da Col 1(m = 100,0 mg) _ Col 1.1

Fracédo

1-10
11-25
26-34
35-38
39-42
43-44
45-46
47-48
40-50
51-52
53:65

Eluente
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt

AcOEt

Proporcéo

9:1
88:12
86:14
84:16
88:18

8:2
75:25

7:3

6.4

11

100
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Quadro 4: Fracdes Reunidas da Col 1.1

Fracdes Reunidas Massa (mg) Fracdes Reunidas Massa (mg)
1-10 79 23-37 12,2
11-14 39,6 38-49 9,0
15-22 12,8 50-55 8,9

A fracdo 11-14 da Col 1.1 foi submetida a purificacdo por Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP), utilizando como sistema de eluicdo Hexano/Acetato de Etila
(85:15), obtendo-se trés subfracdes. A subfracdo (11-14).3 (16,0 mg) quando analisada em
CCDA apresentou significativo grau de pureza e quando borrifada com Dragendorf,
apresentou uma unica mancha laranja indicando que a substancia possuia nitrogénio, em sua

estrutura, sendo codificada por Pa-1(Esquema 2, p. 58).

Uma cromatografia em coluna, a média pressdo, cuja coluna foi empacotada com
silica-gel 60 (Merck) (particulas com 0,04-0,063 mm,230-400 mesh), foi realizada com a
fracdo 92-101 da Col 1 (Col 1.2), como fase movel foi utilizada Hex, ACOEt e MeOH puros

ou em misturas binarias (Quadro 5).

Quadro 5: Cromatografia em coluna da Fragdo 92-101 da Col 1 (m = 267,2 mg) _ Col 1.2

Fracédo Eluente Proporcgéo
1 Hex:AcOEt 96:4
2 Hex:AcOEt 94:6
3 Hex:AcOEt 92:8
4 Hex:AcOEt 9:1
5-15 Hex:AcOEt 88:12
16-17 Hex:AcOEt 82:18
18-19 Hex:AcOEt 79:21
20 Hex:AcOEt 75:25
21-32 Hex:AcOEt 7:3
33-38 Hex:AcOEt 65:35
39-40 Hex:AcOEt 6:4
41-43 Hex:AcOEt 55:45
44-47 Hex:AcOEt 1:1
48-49 Hex:AcOEt 4:6
50-52 Hex:AcOEt 2.8
53 AcOEt 100
54 AcOEt:MeOH 95:5
55 AcOEt:MeOH 9.1
56-58 AcOEt:MeOH 85:15

59-60 AcOEt:MeOH 75:25
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As fragdes recolhidas da Col 1.2, foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo

com os fatores de retencdo em 7 grupos de fracGes. (Quadro 6).

Quadro 6: Fracdes Reunidas da Col 1.2

Fracdes Reunidas
1-16
17-18
19-20
21-22

Massa (mg) Fracgdes Reunidas
15,7 23-30
70,8 31-40
69,0 41-55
29,0 56-60

Massa (mg)
154
11,3
17,0
21,1

A substancia presente nas fracGes 17-18, 19-20 e 21-22 da Col 1.2 foi submetida a

purificacdo por CCDP, utilizando como sistema de eluicdo Hex/AcoEt (85:15). As subfracdes
(17-18).2 (19,4 mg), (19-20).2 (14,1 mg) e (21-22).2 (13,0 mg) mostraram-se positivo ao teste

de Dragendorf e receberam o codigo Pa-2. (Esquema 2, p. 58).

4.2.2.2 Fracionamento cromatografico do extrato Diclorometanico do caule de

Piper arboreum

O extrato Diclorometanico (20 g) foi submetido a uma cromatografia em coluna

empacotada com silica-gel 60 (Merck) (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e como

fase maovel foi utilizado Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e Metanol, puros ou em

mistura binaria em crescente gradiente de polaridade, obtendo-se 164 fragdes.(Quadro 7).

Quadro 7: Cromatografia em coluna do Extrato Diclorometanico (m=20,0 g) _ Col 2.

Fracédo

1
2-3
4
5-6
7-14
15-17
18-31
32-38
39-48
49-54
55-59
60-61
62-67

Eluente
Hex
Hex:CH,Cl,
Hex:CH,Cl,
Hex:CH,Cl,
Hex:CH,Cl,
Hex:CH,Cl,
Hex:CH,Cl,
HEXZCHzclz
Hex:CH,Cl,
CH,Cl,
CH,Cl,:AcOEt
CH,CI,:AcOEt
CH,CI,:AcOEt

Proporc¢éao

100
75:25
73
6:4
1:1
4:6
3.7
2:8
1:9
100
97,5:2,5
95:5
9:1
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68-73
74-78
79-85
86-90
91-95
96-100
101-110
111-120
121-125
126-130
131-136
137-141
142-146
147-150
151-156
157-160
161-164

CH,Cl,:AcOEt
CHzClz:ACOEt
CH,CI,:AcOEt
CH,Cl,:AcOEt
CH,CI,:AcOEt
CHzClz:ACOEt
CH,Cl,:AcOEt
CHzClz:ACOEt
CH,CI,:AcOEt
CH,Cl,:AcOEt
CHZCIZ:ACOEt
CHzClz:ACOEt
AcOEt
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH

85:15
8:2
75:25
7.3
65:35
6:4
55:45
1:1
4:6
3.7
2:8
1:9
100
95:5
9:1
8:2
7:3

As fracbes da Col 2 foram analisadas através de CCDA utilizando diferentes sistemas

de eluicdo, apos analise a luz Ultra-Violeta UV e impregnacdo com vapores de iodo, foram

reunidas de acordo com os fatores de retengéo (Rf) (Quadro 8).

Quadro 8: Fragdes Reunidas da Col 2.

Fracdes Reunidas

1-6
7-10
11-12
13-17
18-19
20-26
27-37
38-58
59-61
62-70
71-72
73-74
75-80
81-82

Massa (mg) Fracgdes Reunidas
459,1 83-91
405,2 92-95
136,2 96-101
405,8 102-103
484,3 104-118
1000,0 119-122

2039,4 123-128
671,2 129-133
100,0 134-140
122,6 141-149

53,7 150-154
182,3 155-159
642,0 160-164

509,1

Massa (mg)
334,3
469,5
515,5
145,6
861,1
227,2
61,3
467,1
1432,5
825,6
922,0
985,7
2365,3
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A fracdo 20-26 da Col 2 foi recromatografada em CC (Col 2.1), utilizando silica gel
60 (Merck) (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh), e eluida com Hex, AcoEt e MeOH.

(Quadro 9). As fracdes foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com seus Rfs.

(Quadro 10).

Quadro 9: Cromatografia em coluna da Fr 20-26 da col 2(m = 1000,0 mg) _Col 2.1

Fracdo

1

2-3
4-50
51-77
78-88
89-102
103-112
113-120
121-125
126-134
135-137
138-140
141-145
146-151
152-157
158-160
161-164
165-170
171-174
175-177

Quadro 10: FracGes Reunidas da Col 2.1

Fracdes Reunidas
1-9
10-20
21-28
29-76
77-78
79-81
82-100

Massa (mg)
105,4
80,7
73,4
206,6
14,0
14,9
133,5

Eluente Proporcéo
Hex 100
Hex:AcOEt 98:2
Hex:AcOEt 96:4
Hex:AcOEt 94.6
Hex:AcOEt 92:8
Hex:AcOEt 9:1
Hex:AcOEt 87:13
Hex:AcOEt 84:16
Hex:AcOEt 8:2
Hex:AcOEt 75:25
Hex:AcOEt 7:3
Hex:AcOEt 6:4
Hex:AcOEt 1:1
Hex:AcOEt 4:6
Hex:AcOEt 2:8
AcOEt 100
AcOEt:MeOH 95:5
ACOEt:MeOH 9:1
ACcOEt:MeOH 8:2
AcOEt:MeOH 7:3

Fracgdes Reunidas

101-132
133-153
154-165
166-169
170-174
175-177

Massa (mg)
237,7
8,9
26,9
2,5
6,9
3,1
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As fracOes 29-76 e 101-132 da Col 2.1 foram submetidas a CC (Col 2.1.1 e Col 2.1.2,
respectivamente), utilizando silica-gel 60 (Merck) (particulas com 0,04-0,063 mm, 230-400

mesh) como fase estacionaria e eluidas com Hex, , ACOEt e MeOH. (Quadro 11 e 13).

As fracbes recolhidas destas colunas foram reagrupadas em grupos de fracOes de

acordo com os Rfs, quando analisadas em CCDA. (Quadro 12 e 14).

Quadro 11: Cromatografia em coluna da Fr 29-76 da col 2.1(m = 206,6 mg)_ Col 2.1.1

Fracédo Eluente Proporcéao

- Hex 100

- Hex:AcOEt 96:4

- Hex:AcOEt 94:6
1-47 Hex:AcOEt 92:8
48-66 Hex:AcOEt 9:1

67-76 Hex:AcOEt 88:12

77-78 Hex:AcOEt 86:14

79-80 Hex:AcOEt 84:16
81-82 Hex:AcOEt 8:2
83-84 Hex:AcOEt 7.3
85 Hex:AcOEt 6:4
86 Hex:AcOEt 1:1
87 Hex:AcOEt 4:6
88 Hex:AcOEt 2.8
89 AcOEt 100
90 AcOEt:MeOH 9:1
91 AcOEt:MeOH 7:3

Quadro 12: FragcOes Reunidas da Col 2.1.1

Fracdes Reunidas Massa (mg) Fracdes Reunidas Massa (mg)
1-24 10,5 80-82 9,1
25-40 39,9 83-87 8,0
41-76 103,2 88-91 13,4

77-79 1,0
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Quadro 13: Cromatografia em coluna da Fr 101-132 da col 2.1(m = 237,7 mg)_ Col 2.1.2

Fracdo Eluente Proporcéao
1-2 Hex:AcOEt 9:1
3-22 Hex:AcOEt 88:12
23-40 Hex:AcOEt 86:14
41-44 Hex:AcOEt 84:16
45-53 Hex:AcOEt 82:18
54-59 Hex:AcOEt 8:2
60-79 Hex:AcOEt 75:25
80-83 Hex:AcOEt 7:3
84-86 Hex:AcOEt 65:35
87-89 Hex:AcOEt 6:4
90-92 Hex:AcOEt 55:45
93-94 Hex:AcOEt 1:1
95-96 Hex:AcOEt 4:6
97-98 Hex:AcOEt 3.7
99-101 Hex:AcOEt 2.8
102-104 Hex:AcOEt 1:9
105-106 AcOEt 100
107 AcOEt:MeOH 9:1
108 ACcOEt:MeOH 7:3

Quadro 14: Fracdes Reunidas da Col 2.1.2

Fracdes Reunidas Massa (mg) Fracdes Reunidas Massa (mg)
1-9 10,7 54-73 75,3
10-20 13,9 74-86 33,7
21-30 8,9 87-92 15,1
31-34 5,2 93-108 9,0
35-40 7,1 87-92 10,2
41-53 17,5 93-108 6,7

As substancias presentes nas fracdes 41-76 (103,2 mg) da Col 2.1.1 e 54-73 (75,3 mg)
da Col 2.1.2 foram submetidas a purificadas por CCDP utilizando como sistemas de eluicdo
Hex/AcoEt nas proporgOes 9:1 e 6:4, respectivamente. As subfracbes que apresentaram
significativo grau de pureza quando analisadas em CCDA receberam os seguintes codigos:
(41-76).2 (12,0 mg) Pa-3 e (54-73).2 (11,0 mg) Pa-4 (Esquema 3, p. 59).
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4.2.3 Caracterizacao estrutural dos Constituintes quimicos isolados

A caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Piper arboreum foi
realizada pela analise de espectros obtidos através dos métodos espectroscopicos,
Infravermelho (1V) e Ressonéncia Magnética Nuclear, determinacdo do ponto de fusdo além
de comparag6es com modelos da literatura.

Os dados espectrais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) foram obtidos em
aparelhno de BOMEM FT-IR, série 100 MB do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica/UFPB, utilizando de 1,00 a 3,00 mg de amostra em pastilhas de KBr, com

freqiiéncia medida em cm™.

Utilizou-se espectrometros VARIAN-NMR-SYSTEM 500 MHz e VARIAN-NMR-
SYSTEM 200MHz, do Laboratério Multiusuario da Central Analitica (LCMA) da
Universidade Federal da Paraiba. As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se
uma pequena quantidade das mesmas em solventes deuterados: Cloroférmio (CDCls) e
Acetona (C3DgO).

Os deslocamentos quimicos (8) em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamentos (J) em Hz foram referenciados para RMN de *H pelos sinais caracteristicos dos
hidrogénios pertencentes as fracfes ndo deuteradas dos solventes: cloroférmio (4 = 7,24
ppm) e Acetona (8y- 2,0 ppm) . Para os espectros de RMN de **C, os deslocamentos
quimicos foram referenciados pelos sinais do C dos solventes deuterado: cloroformio (6¢ =

77,00 ppm) e acetona (6¢ = 206,5 e 29,80 ppm).

As multiplicidades dos sinais de RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto),dtd (duplo tripleto
dobrado), dtl (duplo tripleto largo), dm (duplo multipleto), m (multipleto), t (tripleto) e tl
(tripleto largo).

Os espectros de RMN também foram otimizados para as técnicas bidimensionais
HMQC, espectro de correlagbes Heteronuclear, que permite fazer uma correlacdo entre
hidrogénio e seus respectivos carbonos; HMBC que permite fazer uma correlagdo entre
hidrogénios e carbonos a duas (3j) e trés (%) ligagdes; COSY estabelece as correlagdes entre

hidrogénios que séo responsaveis, entre si, pelo desdobramento do sinal, e assim discernir a
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multiplicidade dos sinais observados no espectro de RMN; e NOESY, técnica homonuclear

que mostra correlacfes espaciais dos hidrogénios da molécula (KAISER, 2000).

O ponto de fusédo de cada substancia foi determinado em aparelho digital para ponto de
fusdo (MQAPF - 302 da Microquimica Equipamentos LTDA), com temperaura variando de 0
—350°C.
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Esquema 2: Fracionamento do Extrato Hexanico do caule de Piper arboreum



Esquema 3: Fracionamento da Fracéo 20-26 da Col 2 do Extrato Diclorometanico do caule
de Piper arboreum.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo estrutural dos constituintes quimicos de Piper arboreum
5.1.1 Determinacdo estrutural de Pa-1

A substancia codificada como Pa-1 apresentou-se como so6lido amorfo, solivel em
cloroférmio. A presenca do nitrogénio foi suportada pelo teste de Dragendorf positivo e
corroborada pelo aparecimento de um sinal em 1699 cm™, no espectro de Infra Vermelho

(Figura 3, p. 69), correspondente a carbonila de grupo amidico.

O composto Pa-1 trata-se de uma mistura de duas substancias. O espectro de RMN *H
(CDCl3, 500MHz) e suas expansdes mostrou um sinal maltiplo, com intensidade para trés
hidrogénios, na regido de hidrogénios aromaticos 6y 6,74-6,80 (m, 3H), (Figuras5e 6, p. 71 e
72), além de dois sinais simples, em &y 3,84 (3H) e 3,82 (3H) (Figura 8, p. 73), caracteristicos

de grupos metoxilicos ligados a anel aromatico.

Para o composto majoritario, ou seja, Pa-1a, foi identificado dois sistemas de spin, por
analise do espectro bidimensional *H x *H COSY (CDCls;, 500MHz). O primeiro sistema de
spin ocorre como uma unidade —CH,CHy— e é representado pela correlacdo &4 2,88 (tl, J= 8,0
Hz, 2H)/ &4 3,20 (m, 2H) (Figura 11, p. 76), e o segundo, identificado como sistema —
CH,CH,CHCH- com hidrogénios metilénicos ndo equivalentes e representados pelas
correlagdes 6y 3,52 (d, J=4,0 Hz, 1H)/ o4 3,64 (tl, J= 3,0 Hz, 1H), 3,64 (tl, J= 3,0 Hz, 1H) /o4
2,37 (dm, J = 15,0 Hz, 1H) e &4 2,37 (dm, J = 15,0 Hz, 1H)/ 4,32 (dtd, J=13,5, 5,5 € 1,5 Hz,
1H) (Figura 11, p. 76).

O experimento homonuclear *H x *H COSY ainda mostra as correlacdes: 8y 2,37 (dm,
J = 15,0 Hz, 1H)/ 8y 1,95 (ddd, J= 15,0, 13,5 e 5,5 Hz, 1H); 3,12 (dd, J= 13,5 € 4,0 Hz, 1H)/
dn 4,32 (dtd, J=13,5, 5,5 e 1,5 Hz, 1H) e 84 1,95 (ddd, J= 15,0, 13,5 e 5,5 Hz, 1H)/ 5y 4,32
(dtd, J=13,5,5,5e 1,5 Hz, 1H) (Figura 10 e 11, p. 75 e 76).

Além disso, o espectro de correlacdo *H x *H NOESY mostrou correlacdes entre os

hidrogénios metilénicos do primeiro sistema de spin &y 2,88 (tl, J= 8,0 Hz, 2H) e &4 3,20 (m,
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2H) com hidrogénios do anel aromatico, dy 2,88/ 8y 6,74-6,80 e &y 3,20/ &4 6,74-6,80 (Figura

13, p. 78) que apontam para a presenca de uma unidade cinamilica modificada.

O espectro de RMN de *C-APT (CDCl;, 125 MHz), para 0 composto majoritério,
mostrou a presenca de 4 carbonos metilénicos (5c: 41,23; 35,54; 30,33 e 23,75), 5 metinicos
(6¢: 120,30; 111,90; 111,21; 53,33 e 52,29), 2 metilicos (5¢c: 55,88 e 55,78) (Figura 15, p. 80)
e 5 carbonos ndo hidrogenados (8c: 174,74; 169,58; 148,79; 147,35 e 133,48) (Figura 14, p.
79). Os sinais em 6c 120,30, 8¢ 111,90, oc 111,21, oc 148,79, 6c 147,35 e o¢c 133,48
juntamente com aqueles em 8¢ 55,88, 6¢ 55, 78, d¢ 30,33 e d¢ 41,23 corroboraram com a
presenca da unidade cinamilica modificada e foram atribuidos através das correlac@es vistas
nos espectros bidimensionais *H x *C — HMQC (CDCls, 200/50 MHz): &y 6,74- 6,80/ 8¢
120,30; 111,90; 111,21 (Figura 18, p. 83); 8y 2,88/ 30,33 e 3,20/ 41,23 (Figura 19, p. 84) e
nos espectros bidimensionais *H x **C — HMBC (CDCls, 500/125 MHz): 8y 2,88/ 8¢ 174,74,
d¢ 133,48 (Figura 23, p. 88) permite atribuir 8¢ 174,74 e d¢ 133,48 para os carbonos 7 e 10 e
confirma a atribuicdo do sinal em 3¢ 41,23 para a posi¢cdo 8; &y 3,20/ 8¢ 30,33 e 6¢c 174,74
(Figuras 23 e 24, p. 88 e 89) que confirmaram as atribui¢es dos carbonos 9 e 7; 6y 3,84/ d¢c
148,79 e 6y 3,82/ 8¢ 147,74 (Figura 23, p. 88) que permite atribuir 5¢c 148,79 e &¢c 147,35 para
0s carbonos que sustentam as metoxilas além de oy 6,74-6,80/ &¢c 148,79, o¢c 147,35, o¢
133,48, 6¢ 120,30, d¢ 111,90, ¢ 111,21 e &¢ 30,38 (Figuras 23 e 24, p. 88 e 89). A correlacdo
de 8y 6,74-6,80 (m, 3H)/ &¢ 30,38 permitiu definir os hidrogénios aromaticos para as posi¢oes
11, 14 e 15. A atribuicéo dos sinais de carbonos para essas posi¢des foi feita com auxilio da
correlagdo &y 2,88/ 8¢ 120,30, 8¢ 111,90, observadas no espectro de correlagdo *H x *C-
HMBC (CDCls, 200/50 MHz) (Figura 25, p. 90).

O espectro de correlagdo HMBC (CDCl3, 500/125 MHz) ainda mostra correlacdo de
ambos os hidrogénios terminais do segundo sistema de spin com um grupo carbonila
remanescente oy 4,32 e oy 3,52/ 8¢ 169,58 (Figura 23, p. 88) 0 que sugere a presenca de um

sistema piridona e permite propor a estrutura:
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Os carbonos metilénicos remanescentes em 8¢ 23,75 e &¢ 35,54 foram atribuidos as
posicOes 5 e 6 respectivamente, através das correlagdes 6y 4,32 e dy 3,12/ 6¢ 35,54 € 641,95 e

dn 2,37/ ¢ 23,75 encontradas no espectro de HMQC (Figura 20, p. 85) .

Finalmente os sinais em &y 3,52 (d, J= 4,0 Hz, 1H) e &4 3,64 (tl, J= 3,0 Hz, 1H) foram
atribuidos as posicoes 3 e 4 do anel piridona, através da correlacdo 6y 3,64/ 8y 2,37 vista no
espectro *H x 'H COSY (Figura 10, p. 76), enquanto que os sinais de carbono para essas
mesmas posicdes, foram definidas em funcao das correlagdes oy 3,64/ ¢ 53,33 e 6y 3,52/ d¢
52,28, vistas no espectro de HMQC (Figura 21, p. 86).

Os dados relatados (Tabela 3, p. 67), permitiram sugerir que 0 composto majoritario
Pa-la, trata-se de piplaroxido, anteriormente relatada na espécie Piper tuberculatum
(CAPRON & WIEMER, 1996) (Tabela 4, p. 66), sendo a primeira vez isolada na espécie

Piper arboreum.

Além dos sinais assinalados para o composto majoritario da mistura, o espectro de
RMN *H (CDCls, 500MHz) ainda mostrou 0s seguintes sinais para 0 composto minoritério,
ou seja, Pa-1b: d4: 6,85 (dtl, J=10,0 e 4,5 Hz); 5,95 (dt, J= 9,5 e 1,7 Hz); 3,95 (t, J= 6,5 Hz);
2,91 (t, J= 8,0 HZ); 2,61 (m, 2H); 2,34-2,40 (m, 2H) (Figuras, 4, 5, 6, 7, 8 € 9 p. 70-74).,
dentre os quais os seguintes apresentaram correlacdes cruzadas no espectro bidimensional *H
x 'H COSY: 84 3,95/ 84 2,34- 2,40; 8y 2,91/ 8y 2,61 e 84 6,85/ 84 5,95 (Figura 11, p. 76). Por
analogia com o composto principal dy 3,95/ &y 2,34-2,40 foram atribuidas as posicdes 8 e 9,
respectivamente. A outra correlagéo vista no experimento COSY &y 6,85/ &4 5,95 (Figura 12,
p. 77) permite sugerir a presenca de dupla ligacdo entre os carbonos 3 e 4, sugestéo apoiada
pela presenca de dois carbonos metinicos em 8¢ 125,84 e 145,11, no espectro de RMN **C —
APT (Figura 14, p. 79) e, portanto atribuir oy 6,85 ¢ oy 5,95 para as posicdes 4 e 3,

respctivamente.
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Os demais hidrogénios da estrutura proposta foram atribuidos: dy 6,74 — 6,80 (m, 3H)
(Figura5e 6, p. 71 e 72) para as posi¢oes 11, 14 ¢ 15; enquanto oy 3,84 (s, 3H) e 64 3,82 (5,
3H) (Figura 8, p. 73) para as posicdes 12 e 13.

O espectro de RMN *C — APT, ainda apresentou os seguintes sinais para carbonos
ndo hidrogenados ¢ 175,57; 165,70 e 133,75 (Figura 14 e 17, p. 79 e 82); além de 4 sinais
para carbonos metilénicos em o¢c 40,95; d¢c 35,54; &¢ 30,67; 6c 24,58 (Figura 15, p. 80) e 5
para carbonos metinicos em: d¢ 145,11; d¢c 125,84; 6¢c 120,04; 6¢c 111,64 e 6¢ 111,24 (Figura
14, p. 79), os quais foram atribuidos, usando Pa-1a como modelo, para as posicdes 7, 2, 10, 8,
6,9, 5, 4, 3,15, 11, e 14, respectivamente.

Os dados espectrais estudados (Tabela 5, p. 67) e comparacdo com modelos
encontrados na literatura (Tabela 6, p. 68) permitiu sugerir que Pa-1b trata-se da 5,6-dihidro-
2(IH)-piridona, também denominada de sintenpiridona, isolada pela primeira vez na espécie

Piper arboreum e anteriormente na espécie Piper sintenense (CHEN, et al., 2002).
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Tabela 3: Dados de RMN *H (500 MHz), *C (125 MHz) e correlacdes entre sinais de *H x
3¢ HMBC) e *H x 'H (COSY) de Pa-1 registrados em CDCls.

Posicéo

e}

10
11

12
13
14
15

OMe-12
OMe-13

HMQC
dH

3,52 (d, J= 4,0 Hz, 1H)
3,64 (t1,J=3,0 Hz)

2,37 (dm, J= 15,0 Hz,
1Ha)

1,95 (ddd, J= 15,0, 13,5
e 5,5 Hz, 1H)
4,32 (dtd, )=13,5,5,5¢
1,5 Hz, 1Ha)

3,12 (dd,J=13,5e4,0
Hz, 1Hb)

3,20 (m, 2H)
2,88 (tl, J= 8,0 Hz, 2H)

6,74-6,80 (m, 3H)

6,74-6,30 (M, 3H)
6,74-6,80 (M, 3H)

3,84 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)

35,34

174,74
41,23
30,33

133,48
111,90
148,79
147,35
111,21
120,30

55,88
55,78

HMBC
) |
C-2
C-2
C-9; C-7; C-10
C-8;C-10 C-7; C-15:
C-11
C-10; C-12 C-9; C-13;
C-15

C-13; C-15 C-10; C-12;

C-10; C-14 C-9; C-11;
C-13
C-12
C-13

COSY

H-4
H-3; H-5a
H-4; H-6b

H-5a; H-6a
H-6b;H-5b

Ha-5; Ha-6

H-8
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Tabela 4: Comparacdo dos dados espectrais de RMN de *H e *C de Pa-1 com modelo
encontrado na literatura (CAPRON & WIEMER, 1996).

Posicéo
2
3
4

5

7
8
9
10
11
12
13
14
15
OMe-12
OMe-13

Pa-1a (CDCls, 500/125 MHz)

dH

3,52 (d, J= 4,0 HZ, 1H
3,64 (tl, J= 3,0 Hz, 1H)

2,37 (dm, J= 15,0 Hz, 1H)
1,95 (ddd, J= 15,0, 135 e
5,5 Hz, 1H)

4,32 (dtd, J=13,5e55 e
1,5 Hz, 1H)

3,12 (dd, J= 13,5 e 4,0 Hz,
1H)

3,20 (m, 2H)
2,88 (tl, J= 8,0 Hz, 2H)

6,74-6,80 (M, 3H)

6,74-6,80 (M, 3H)

6,74-6,80 (m, 3H)
3,84 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)

dc
169,58

52,28
53,33

23,75

35,54

174,74
41,23
30,33
133,48
111,90
148,79
147,74
111,21
120,30
55,88
55,78

(Modelo-Literatura) (CDCl3, 300/75

MHZz)
dn dc
169,59
3,51 (d, J=4,0 Hz, 1H) 52,31
3,58 (dd, J=4,0e 4,0 Hz, 53,34

1H)
2,31 (dm, J= 15,0 Hz, 1H) 23,76
1,88 (ddd, J= 15,0, 13,2 ¢
5,7 Hz, 1H)
4,29 (dddd, J=15,5, 13,5, 35,57
5,6, 1,5 e 1,5 Hz, 1H)
3,13 (dd, J= 13,3 e 4,0 Hz,

1H)

174,77

3,20 (m, 2H) 41,24
2,90 (t, J= 7,2 Hz, 2H) 30,42
133,52

6,76 (5, 3H) 111,30
148,79

147,84

6,76 (5, 3H) 111.40
6,76 (s, 3H) 120,33
3,84 (s, 3H) 55,91
3,81 (s, 3H) 55,81
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Tabela 5: Comparacdo dos dados espectrais de RMN de *H e **C de Pa-la com Pa-1b
(CDCI3, 500/125 MHz).

Pa-la Pa-1b
Posicéo S H dc dH dc
2 169,58 165,70
3 3,52 (d, J=4,0HZ, 1H 52,40 5,95 (dt,J=9,5e1,7 Hz, 125,84
1H)
4 3,64 (t,J=3,0Hz, 1H) 53,40 6,85 (dtl, J=10,0e4,5Hz, 14511
1H)
5 2,37 (dm, J=15,0 Hz, 1H) 23,75 2,32-2,40 (m, 2H) 24,58
1,95 (ddd, J=15,0,135¢
5,5 Hz, 1H)
6 4,29 (dd, J=13,5e55Hz, 35,50 3,95 (t, J= 6,5 Hz, 2H) 35,60
1H)
3,12 (dd, J=13,5e 4,0 Hz,
1H)
7 174,74 175,57
8 3,20 (m, 2H) 41,23 2,61 (m, 2H) 40,95
9 2,88 (tl, )=8,0Hz, 2H) 30,33 2,91 (t, J=8,0 Hz) 30,39
10 133,48 133,75
11 6,74-6,80 (M, 3H) 111,90 6,74-6,80 (M, 3H) 111,64
12 148,79 147,27
13 147,35 144,98
14 6,74-6,80 (m, 3H) 111,21 6,74-6,80 (m, 3H) 111,24
15 6,74-6,80 (m, 3H) 120,30 6,74-6,80 (m, 3H) 120,04
OMe-12 3,84 (s, 3H) 55,88 3,84 (s, 3H) 55,88

OMe-13 3,82 (s, 3H) 55,78 3,82 (s, 3H) 55,78
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Tabela 6: Comparacdo dos dados espectrais de RMN de *H e **C de Pa-1b com modelo
encontrado na literatura (CHEN, et al., 2002).

Posicéo
2
3

SN

15
OMe-12
OMe-13

Pa-1b (CDCl; 500/125 MHz)

dH

5,95 (dt, J=9,5¢ 1,7
Hz, 1H)
6,85 (dtl, J= 10,0 e 4,5
Hz, 1H)
2,32-2,40 (m, 2H)
3,95 (t, J= 6,5 Hz, 2H)

2,61 (m, 2H)
2,91 (t, J=8,0 Hz)

6,41-6,80 (m, 3H)

6,74-6,80 (M, 3H)

6,74-6,80 (m, 3H)
3,84 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)

dc
165,70
125,84

145,11

24,58
35,60
175,57
40,95
30,39
133,75
111,64
147,27
144,985
111,24
120,04
55,88
55,78

(Modelo-Literatura) (CDCl3 400/100

MHZz)
dH

5,94 (dt, J= 9,6 € 1,8 Hz, 1H)
7,01 (dt, J= 9,6 € 4,4 Hz, 1H)

2,39 (tdd, J= 6,4, 4,4 € 1,8 Hz, 2H)
3,92 (t, J= 6,4 Hz, 2H)

3,18 (t, J= 7,7 Hz, 2H)
2,88 (t, J= 7,7 Hz, 2H)

6,85 (d, J= 2,0 Hz, 2H)

6,85 (d, J= 2,0 Hz, 2H)
6,77 (dd, J= 8,0 e 2,0 Hz, 1H)
3,79 (s, 3H)

3,81 (s, 3H)

dc
165,3
125,9

145,1

24,6
41,0
175,6
41,0
30,7
133,8
111,3
1473
148,8
112,0
120,4
55,9
55,8



Resutraddeos e Wiseussiio

69

HsCO
H3CO

HCO H3CO

Figura 3: Espectro de 1V de Pa-1, em pastilha de KBr
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Figura 4: Espectro de RMN H de Pa-1 (CDCl;, 500MHz)
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Figura 5: Expansdo do espectro de RMN *H de Pa-1 (CDCl3, 500MHz)
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Figura 6 e 7: Expansédo do Espectro de RMN 1H de Pa-1 (CDCl3, 500MHz)
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Figura 8: Expansdo do espectro de RMN *H de Pa-1 (CDCls, 500MHz)
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Figura 9: Expansdo do Espectro de RMN *H de Pa-1 (CDCls, 500MHz).
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Figura 10: Espectro de Correlacdo Homonuclear RMN *H x *H - COSY de Pa-1 (CDCl3, 500 MHz)
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Figura 11: Expanséo do espectro de Correlagdo Homonuclear RMN *H x *H - COSY de Pa-1 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 12: Expanséo do espectro de Correlagdo Homonuclear RMN *H x *H - COSY de Pa-1 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 13: Expansdo do espectro de Correlagdo Homonuclear RMN *H x *H - NOESY de Pa-1 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 14: Expansdo do espectro de RMN de *C-APT de Pa-1 (CDCls, 125 MHz)




Resutracdos ¢ Disensie 80

O O
H5CO
N
0
H,CO
O O
chojij/\)k é
N
H5CO

Figura 15: Expansdo do espectro de RMN de *C-APT de Pa-1 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 16: Espectro de RMN de **C-BB de Pa-1 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 17: Espectro de RMN de **C-BB de Pa-1 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 18: Expansdo do espectro de Correlagdo Heteronuclear *H x **C - HMQC de Pa-1 (CDCls, 200/50 MHz)
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Figura 19: Expansdo do espectro de Correlagdo Heteronuclear *H x **C - HMQC de Pa-1 (CDCls, 200/50 MHz)
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Figura 20: Expansdo do espectro de Correlagdo Heteronuclear *H x *C — HMQC de Pa-1 (CDCls, 200/50 MHz)
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Figura 21: Expansdo do espectro de Correlagdo Heteronuclear HMQC — *H x **C de Pa-1 (CDCls, 200/50 MHz)
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Figura 22: Espectro de Correlacéo Heteronuclear HMBC — *H x *C de Pa-1 (CDCls, 500/125 MHz)
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Figura 23: Expansdo do espectro de Correlagdo Heteronuclear HMBC — *H x **C de Pa-1 (CDCls, 500/125 MHz)
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Figura 24: Expansdo do espectro de Correlagdo Heteronuclear HMBC — *H x **C de Pa-1 (CDCls, 500/125 MHz)
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Figura 25: Expansdo do espectro de Correlagdo Heteronuclear HMBC — *H x *C de Pa-1 (CDCls, 200/50 MHz)
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5.1.2 Determinacéo estrutural de Pa-2

O composto exibiu bandas no espectro de Infra Vermelho (Figura 26, p. 98) que
indicam a presenca de anel aromatico (1593, 1508, 1465 cm-1), além de grupos carbonilicos
(1701 cm™).

O espectro de RMN *H (CDCls;, 500MHz) e suas expansdes (Figura 27 a 30, p. 99 a
102) de Pa-2 mostrou picos caracteristicos de dois ndcleos trimetoxibenzenopropanoilico,
sugerindo que Pa-2 trata-se de uma mistura de dois compostos. Na regido de hidrogénios
aromatico revelou a presenca de 2 simpletos um em & 6,42 e outro em 6,44, para 2H cada
(Figura 27 e 28, p. 99 e 100). Observou-se ainda 4 sinais caracteristicos de grupamento
metoxilico, sendo 2 com integral para 3H em &y 3,78 (S) € &y 3,79(s) e 2 com integral para 6H
em 3,82 e 3,81 (Figura 29, p. 101). A integracdo dos sinais descritos sugeriu tratar-se de dois
aneis aromaticos simetricamente tetrasubstituidos.

A andlise do espectro de RMN **C-APT (CDCl; , 125 MHz) de Pa-2 e suas
expansdes revelou a presenca de um sinal para 4 carbonos aromaticos metinicos [6¢c 105,47
(4C)] e 6 para 8 carbonos aromaticos ndo hidrogenados, [6c 136,64, &c 136,23, d¢ 153,10
(2C), 6¢ 153,06 (2C), 8¢ 136,90 (1C) e 6¢ 136,64 (1C)] (Figura 37 e 38, p. 109 e 110), os
quatro ultimos mostraram no espectro de HMBC correlacdes heteronuclear, a 3 ligagdes, aos
hidrogénios metoxilicos em &y 3,82, 8y 3,81, 3,79 e 3,78, respectivamente (Figura 47, p. 119).
No espectro de RMN C-APT observou-se ainda absorcdes para 4 carbonos carbonilicos 2
em dc¢ 169,66 e d¢ 165,35 atribuido a carbonila de amida, e dois outros em ¢ 174,66 e 175,49
(Figura 38, p. 110) que mostraram correlacdo heteronuclear no espectro de HMBC com
hidrogénios de carbonos metilénicos (Figura 47, p. 119).

O sinal em &8¢ 174,66 mostrou correlacdo a 2 ligagdes com o hidrogénio em 6y 3,19
e a 3 ligacbes com hidrogénio em 3y 2,87. Do mesmo modo o carbono em 8¢ 175,49
correlaciona-se a 2 e 3 ligacbes com os hidrogénios em 6y 3,24 e dy 2,91, respectivamente
(Figura 48, p. 120).

Todas essas atribuigdes anteriormente descritas permitiram sugerir a presenca de

dois grupamentos trimetoxibenzenopropanoil, em Pa-2.
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H3CO

HsCO
OCH,

O espectro de RMN *H mostrou um duplo tripleto dobrado em 8 4,30 (J=13,5, 5,5
e 1,5 Hz, 1H) (Figura 29, p. 101), um duplo dupleto em &4 3,13 (13,5 € 4,0 Hz, 1H), um duplo
duplo dupleto em 8y 1,96 (J=17,5, 13,5 e 5,5, 1H) e um multipleto entre &y 2,34-2,36 (1H)
(Figura 30, p. 102), atribuidos a grupamento -CH,CH,. cujos hidrogénios encontram-se
distribuidos em ambientes quimicos diferentes. Um tripleto largo em 8y 3,65 (J=3,0 Hz, 1H) e
um dupleto em &y 3,53 (J=3,5 Hz, 1H) (Figura 29, p. 101) sugeriram a presenca de
hidrogénios epoximetinicos. No espectro homonuclear COSY estes hidrogénios apresentam
as seguintes correlagdes: 6y 4,30 (J=13,5, 5,5 e 1,5 Hz, 1H)/ 6y 3,13 (13,5 e 4,0 Hz, 1H); o4
4,30 (J=13,5,5,5e 1,5 Hz, 1H)/ 8y 1,96 (J=17,5, 13,5 e 5,5, 1H); 64 3,13 (13,5 € 4,0 Hz, 1H)/
dn 2,34-2,36 (1H); on 3,13 (13,5 e 4,0 Hz, 1H)/ 64 1,96 (J=17,5, 13,5 e 5,5, 1H); oy 2,34-
2,36 (1H)/ &4 1,96 (J=17,5, 13,5 € 5,5, 1H) e &y 3,65 (J=3,0 Hz, 1H)/ 84 3,53 (J=3,5 Hz, 1H)
(Figura 32, p. 104). No espectro de HMBC a correlagdo observada entre o carbono
carbonilico 8¢ 169,66 com o hidrogénio epoximetinico em &y 3,53 demonstrou que o
grupamento epoxido e a carbonila sdo vicinais. Esta mesma carbonila também mostrou
correlacionar-se com o0s hidrogénios metilénicos em 6y 4,30 (Figura 48, p. 120), permitindo

inferir a presencga do grupamento 3,4-epoxi-2-oxopiperdinil.

HN

Os duplos tripletos em &y 5,96 (J=10,0 e 1,5 Hz,1H) e 6y 6,86 (J=9,5 e 4,5 Hz, 1H)
(Figura 28, p. 100), o multipleto em &y 2,40 (2H) (Figura 30, p. 102) e o tripleto em &y 3,94
(J=6,5Hz, 2H) (Figura 29, p. 101), permitiram sugerir a presenca do anel 2-(1H)-piridona em
uma das moléculas. E ainda no espectro de HMBC observou-se a correlagdo do carbono

olefinico em 8¢ 145,21 a 3 ligagcdes com hidrogénios metilénicos em 8y 3,94 o qual também
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correlaciona-se com a carbonila em 8¢ 165,35 (Figura 47, p. 118) atribuicdes estas sugestiva

de anel 2-(1H)-piridona ja proposto pelo espectro de RMN *H.

Uma informacéo a ser destacada no espectro de HMBC refere-se as correlagdes a 3
ligacOes observadas entre as carbonilas dos dois grupamentos trimetoxibenzenopropanoil em
d¢c 174,66 e d¢c 175,49, respectivamente com o hidrogénio em 6y 4,30 do grupamento 3,4
epoxipiperdinil e com o hidrogénio em &y 3,94 do anel 2-(1H)-piridona (Figura 48, p. 120), o
que permitiu sugerir que a substancia codificada como Pa-2 trata-se de uma mistura do 3,4
epoxi-8,9 dihidropiplartina (Pa-2a) (Tabelas 7 e 8, p. 94 e 95) e do 8,9 dihidropiplartina (Pa-
2b) (Tabelas 9 e 10, p. 96 e 97).

OCHs OCHj

3,4-Epoxy-8,9 dihidropiplartina 8,9 dihidropipalrtina
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Tabela 7: Dados de RMN *H (500 MHz), *C (125 MHz) e correlacdes entre sinais de *H x
3¢ e 'H x H (COSY) de Pa-2a registrados em CDCls,

Posicéo

2

3
4
5

OMe-12
OMe-13
OMe-14

HMQC
OH

3,53 (d, J= 3,0 Hz, 1H)
3,65 (t1,J=3,0 Hz)

1,96 (ddd,, J=17,5; 13,5
e 5,5 Hz, 1H, H-5a)
2,34-2,36 (m, 1H, H-5b)
4,30 (dtd, J=13,5,5,5e
1,5Hz, 1H, H-6a)
3,13 (dd, J=13,5e 4,0
Hz, 1H, H-6b)

3,19 (t, J= 7,5 Hz, 2H)
2,87 (tl, = 7,5 Hz, 2H)

6,42 (s, 3H)

6,42 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)
3,79 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)

dc

169,66
52,29

53,35
23,75

35,62

174,66
41,15
31,21

136,64
105,47
153,10
136,90
153,10
105,47
56,04
60,78
56,04

HMBC
2] 3]
C-2:C-4
C-6
C5 C-2: C-4: C-7
c-5 C-4
C-7:C-9 C-10
C-8:C10 C-7: C11/15
C-9
c-11
C-12
C-13
C-14

COSsYy

H-4
H-3; H-5b

H-5a; H-6b
H-5a; H-6a

H-5a; H-5b;
H-6a

H-9
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Tabela 8: Comparacdo dos dados espectrais de RMN de *H e *C de Pa-2a com modelo
encontrado na literatura (SEERAM, 1996).

Posicéo
2

3
4
5

(ep]

© o0 ~

11

12

13

14

15
OMe-12
OMe-13
OMe-14

Pa-2a (CDCl3 500/125 MHz)

O H

3,53 (d, J= 3,0 Hz, 1H)
3,65 (t1,J=3,0 Hz)
1,96 (ddd,, J= 17,5; 13,5 e
5,5 Hz, 1H, H-5a)
2,34-2,36 (M, 1H, H-5b)
4,30 (dtd, J= 13,5, 5,5 ¢
1,5Hz, 1H, 6-Ha)
3,13 (dd, J= 13,5 € 4,0 Hz,
1H, 6-Hb)

3,19 (t, J= 7,5 Hz, 2H)
2,87 (tl, = 7,5 Hz, 2H)

6,42 (s, 3H)

6,42 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)
3,79 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)

dc
169,66
52,29

(Modelo-Literatura) (CDCl3 500/125

MHZz)
O H

3,56 (d, J= 4,1 Hz, 1H)

53,35 3,70 (dd, J=5,8 e 4,5 Hz, 1H)

23,75

35,62

174,66
41,15
31,21
136,64
105,47
153,10
136,90
153,10
105,47
56,04
60,78
56,04

2,00 (ddd, J= 15,0, 13,2 ¢
5,8 Hz, 1H)
2,42 (m, 1H)
4,34 (dddd, J= 15,0, 5,8, 1,5
e 1,5 Hz, 1H)
3,20 (m, 1H)

3,23 (t, J= 7,4 Hz, 2H)
2,91 (t, J= 7,4 Hz, 2H)

6,46 (s, 3H)

6,46 (s, 3H)
3,85 (s, 6H)
3,82 (s, 3H)
3,85 (s, 6H)

dc
169,6
52,3
53,4
23,8

35,6

174,6
41,2
31,2

136,6

105,4

153,1

136,3

1531

105,4
56,0
60,8
56,0
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Tabela 9: Comparacdo dos dados espectrais de RMN de *H e **C de Pa-2a com Pa-2b
(CDCI3, 500/125 MHz).

Posicéo

2
3
4
5

[op}

9

10

11

12

13

14

15
OMe-12
OMe-13
OMe-14

Pa-2a
O H

3,53 (d, J = 3,5 Hz, 1H)
3,65 (tl,J = 3,0 Hz,1H)
1,96 (ddd,, J= 17,5, 13,5
5,5 Hz, 1H, H-5a)
2,34-2,36 (M, 1H, H-5b)
4,30 (dtd, J= 13,5, 5,5 ¢
1,5Hz, 1H, H-6a)
3,13 (dd, J= 13,5 4,0 Hz,
1H, H-6b)

3,19 (t, J= 7,5 Hz, 2H)
2,87 (tl, J= 7,5 Hz, 2H)

6,42 (s, 3H)

6,42 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)
3,79 (s, 3H)
3,82 (s, 3H)

dc

169,66
52,29
53,35
23,75

35,62

174,66
41,15
31,21
136,64
105,47
153,10
136,90
153,10
105,47
56,04
60,78
56,04

Pa-2b
OH

5,96 (dt, J= 9,5 Hz, 1H)
6,86 (dt, J= 9,5 Hz, 1H)
2,40 (m, 2H)

3,94 (t, J= 8,0H2)

3,24 (m, 2H)
2,91 (t, J= 8,0 Hz, 2H)

6,44 (s, 2H)

6,44 (s, 2H)
3,81 (s, 6H)
3,78 (s,3H)
3,81(s, 6H)

dc

165,35
125,82
145,21
24,60

40,85

175,49
40,99
31,51
136,23
105,45
153,06
136,32
153,06
105,45
56,04
60,78
56,04
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Tabela 10: Comparacgdo dos dados espectrais de RMN de *H e *C de Pa-2b com modelo
encontrado na literatura (CHAVES, 2002).

Posicéo

OMe-12
OMe-13
OMe-14

Pa-2b (CDCls 500/125 MHz)

O H

5,96 (dt, J= 9,5 Hz, 1H)
6,86 (dt, J= 9,5 Hz, 1H)
2,40 (m, 2H)

3,94 (t, J= 8,0Hz)

3,24 (m, 2H)
2,91 (t, J= 8,0 Hz, 2H)

6,44 (s, 2H)

6,44 (s, 2H)
3,82 (s, 6H)
3,79 (s,3H)
3,82 (s, 6H)

dc
165,35
125,82
145,21
24,60
40,85
175,49
40,99
31,51
136,23
105,45
153,06
136,32
153,06
105,45
56,04
60,78
56,04

(Modelo-Literatura) (CDCl3)

dH

5,85 (dt, J= 10,0 € 2,0 Hz, 1H)
6,62 (dt, J= 10,0 e 4,6 Hz, 1H)
2,27-2,33 (m, 2H)
3,35 (t, J= 7,4 Hz, 2H)

2,57 (t, J= 7,9Hz, 2H)
2,83 (t, J= 7,9Hz, 2H)

6,37 (s, 1H)

6,37 (s, 1H)
3,77 (s, 6H)
3,74 (s, 3H)
3,77 (s, 6H)

dc
167,08
124,85
142,36
23,65
39,44
176,71
35,85
31,23
136,19
105,14
153,04
139,84
153,04
105,14
56,03
60,79
56,03
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Figura 26: Espectro de IV Pa-2 em pastilhas de KBr.
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Figura 27: Espectro de RMN *H de Pa-2 (CDCI3, 500 MHz)
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Figura 28: Expansdo do espectro de RMN *H de Pa-2 (CDCl; 500 MHz)
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Figura 29: Expansdo do espectro de RMN *H de Pa-2 (CDCls, 500MH?z)
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Figura 30: Expansdo do espectro de RMN *H de Pa-2 (CDCl3, 500MH?z)
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Figura 31: Espectro de correlacdo *H x *H-COSY de Pa-2 (CDCls, 500 MHz)




@? csllades e ;,\(M/}J(f//djci(r 104

o) o)
H,CO
N
o)
H,CO

OCHs
0 0
HsCO
N
H,CO
OCHs

Figura 32: Expansdo do espectro de correlagdo *H x 'H-COSY de Pa-2 (CDCls, 500 MHz)




@? csllades e ;,\(M/}J(f//djci(r 105

o) o)
H,CO
N
o)
H,CO

OCHs
0 0
HsCO
N
H,CO
OCHs

Figura 33: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *H-COSY de Pa-2 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 34: Espectro de correlagdo *H x *H-NOESY de Pa-2 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 35: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *H-NOESY de Pa-2 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 36: Expansdo do espectro de correlagdo *H x 'H-COSY de Pa-2 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 37: Espectro de RMN *C-APT de Pa-2 (CDCl; 125 MHz)
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Figura 38: Expansdo do espectro de RMN **C-APT de Pa-2 (CDCl; 125 MHz)




Resutraddeos e Diseussae 111

0 0
HsCO
N
o)
HsCO

OCHj
o) o)
HsCO
N
HsCO
OCHj

Figura 39: Expansdo do espectro de RMN *C-APT de Pa-2 (CDCl; 125 MHz)
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Figura 40: Espectro de RMN **C-BB de Pa-2 (CDCl; 125 MHz)
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Figura 41: Espectro de correlacdo *H x **C-HMQC de Pa-2 (CDCl;, 500/ 125 MHz)
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Figura 42: Espectro de correlacdo *H x **C-HMQC de Pa-2 (CDCls;, 500/ 125 MHz)
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Figura 43: Espectro de correlacdo *H x **C-HMQC de Pa-2 (CDCl3, 500/ 125 MHz)
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Figura 44: Espectro de correlacdo *H x **C-HMQC de Pa-2 (CDCl;, 500/ 125 MHz)
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Figura 45: Espectro de correlagdo *H x *C-HMQC de Pa-2 (CDCl;, 500/ 125 MHz)




Resutraddeos e Diseussie 118

O O
H5CO
N
C
H5CO

OCHs

0 0
HsCO
N
H,CO
OCHj

Figura 46: Espectro de correlacdo *H x **C-HMQC de Pa-2 (CDCl;, 500/ 125 MHz)
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Figura 47: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMBC de Pa-2 (CDCl3 500/ 125 MHz)
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Figura 48: Expansdo do espectro de correlacdo 1H x 13C-HMBC de Pa-2 (CDCI3, 500/ 125 MHz)
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Figura 49: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMBC de Pa-2 (CDCl3, 500/ 125 MHz)
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Figura 50: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMBC de Pa-2 (CDCl3 500/ 125 MHz)
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Figura 51: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMBC de Pa-2 (CDCl3 500/ 125 MHz
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5.1.3 Determinacéo estrutural de Pa-3

A substancia Pa-3 foi isolada como cristais brancos com pf. 181.2-181.4°C. O espectro
de IV (Figura 53, p. 128) mostrou a presenca de grupo fenodlico na molécula, através da
absorcéo em 3439 cm™, enquanto que a absorcdo em 1674 cm™ sugeriu carbonila de grupo

amidico.

O espectro de RMN 'H (C3DgO, 500MHz) mostrou 4 sinais para 5 hidrogénios
aromaticos em &y 9,28 (m, 1H), 8y 7,92 (m, 1H), &4 7,52 (m, 2H) e 3y 7,28 (s, 1H) (Figuras
54 e 55, p. 129 e 130) além de 3 sinais em: oy 4,49 (s, 3H), 6y 3,95 (s, 3H) e o4 3,43 (s, 3H)
(Figura 54, p. 129) caracteristicos de hidrogénios de grupos metilicos ligados a heteroatomos.
O espectro bidimensional *H x *H — COSY (C3D¢O, 500MHz) mostrou as correlacdes &y 9,28
(m, 1H)/ &y 7,52 (m, 2H); 6y 7,92 (m, 1H)/ &y 7,52 (m, 2H) (Figuras 56 e 57, p. 131 e 132).

O espectro de RMN C-BB (C3D¢0,125 MHz) mostrou 17 sinais em: 8¢ 166,02, ¢
154,39, 8¢ 153,61, 8¢ 139,93, 8¢ 137,46, 8¢ 134,16, 3¢ 129,36, 8¢ 127,85, 8¢ 126,78 (2C), 8¢
125,86, 8¢ 125,83, 8¢ 112,02, 8¢ 105,82, 8¢ 104,93, 3¢ 62,93, dc 61,90 e 8¢ 26,36 (Figuras
60, 61 e 62, p. 135, 136 e 137).

A soma dos dados apresentados permitiram sugerir para Pa-3 a estrutura de uma N-

Metilaristolactama trisubstituida.

Os sinais em &y 9,28 (m, 1H) e 8y 7,28 (s, 1H), vistos no espectro de RMN *H, foram
atribuidos as posicdes 5 e 9 respectivamente, 0 primeiro por ser caracteristico de H-5 em
esqueletos de aristolactamas (CHEN et al., 2004) e o segundo por ser um sinal simples. As
correlacBes observadas no espectro bidimensional *H x *H — NOESY (C3Ds0, 500MHz) &y
9,28 (M, 1H)/ 8 7,52 (M, 2H); 8y 7,28 (s, 1H)/ 8 7,92 (m, 1H) e & 7,92 (m, 1H)/ & 7,52
(m, 2H) (Figuras 58 e 59, p. 133 e 134).permitiram sugerir dy 7,92 (1H) e oy 7,52 (2H)
respectivamente para as posicoes 8 e 6,7. O sinal em &y 4,49 (s, 3H), foi sugerido para a
posicdo 2 por ser esse carbono significativamente desprotegido pela carbonila do grupo
lactamico; enquanto que a absor¢do em 6 3,43 (s, 3H) foi atribuida aos hidrogénios do grupo
N-Metil, por ter mostrado, no espectro NOESY (C3Ds0O, 500MHz) proximidade espacial com
H-9, através da correlagdo 6 47,28 / 6 1 3,43 (Figura 58, p. 133).
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O espectro bidimensional *H x *C- HMQC (C3Dg0, 500/ 125 MHz) permitiu atribuir
os sinais de carbonos hidrogenados (d¢ 127,85; ¢ 129,36; d¢c 125,86, d¢c 126,78 ¢ 6¢c 104,93)
através das correlagdes: 0y 9,28/ d¢ 127,85; oy 7,92/ d¢ 129,36; oy 7,52/ ¢ 125,86, dc 126,78
e 0y 7,28/ &¢ 104,93 (Figura 64, p. 139).para as posicoes 5, 8, 6, 7 e 9; enquanto que 0s sinais
de carbono da metila do grupo N-Metila e do grupo metoxilico da posicao 2, foram atribuidos
através das correlagdes oy 3,43/ d¢c 26,36 e oy 4,49/ oc 62,93 (Figura 65, p. 140)., vistas no
mesmo espectro e a metoxila com sinal de hidrogénio em 6y 3,95 mostrou correlacdo com o
sinal em 6¢ 61,90.

O espectro bidimensional *H x *C — HMBC (C3Ds0, 500/125 MHz) (Figura72 a 74,
p. 147-149) mostrou as seguintes correlagdes: oy 3,95/ 8¢ 139,93; oy 4,49/ 8¢ 154,39; oy 3,43/
d¢c 166,02, d¢c 137,46 (Figura 67, p. 142) que permitiram atribuir inequivocamente d¢ 166,02;
d¢c 137,46; 6¢ 154,39 e 8¢ 139,93 para C=0, C-10, C-2 e C-3, respectivamente; enquanto que
as correlagdes de oy 7,28/ d¢ 137,46; d¢c 129,36; dc 127,85 e 6c 125,83 (Figura 68, p. 143)
permitiram confirmar as atribui¢des de ¢ 137,46 e oc 129,36 para as posicOes 10 e 8
respectivamente e sugerir 6c 125,83 e 6¢c 127,85 (2C) para as posicdes 10a e 4b. Finalmente as
correlagoes oy 9,28/ d¢c 134,16 e d¢c 126,78 (Figura 68, p. 143) permitiram confirmar d¢
126,78 para a posicdo 7 e sugerir dc 134,16 para a posi¢do 8a. Os demais sinais vistos no
espectro de RMN™C &¢: 153,61; 112,02 e 105,82 foram atribuidos, respectivamente para C-4,
4a e 1, o primeiro por ser o carbono 4 ligado a hidroxila e os dois Gltimos pela semelhanga
com dados da literatura (CHEN et al., 2003) (Tabela 12, p. 127).

Figura 52: Correlacdo 'H x *H — NOESY



Resutraddes e Diseussie 126

Os dados estudados e a comparagdo com a literatura (Tabelas 11 e 12) permitiram

sugerir que Pa-3 trata-se de 10-Metilamina-4-hidroxi-2,3-dimetoxifenantreno-1-acido

carboxilico-lactama, também denominada de Piperlactama E, isolada pela primeira vez na

espécie Piper arboreum e anteriomente em Piper augustum (WILMAN et al., 1998) e Piper
taiwanense (CHEN et al., 2004).

Tabela 11: Dados de RMN *H (500 MHz), * C (125 MHz) e correlaco entre sinais de *H x
13C (HMBC) de Pa-3 registrados em C3DgO.

Posicéo
1
2
3
4
4a
4b
5
6
7
8
8a
9
10
10a
C=0
2-OMe
3-OMe
N-Me

HMQC
OH

9,28 (m, 1H)
7,52 (m, 2H)
7,52 (m, 2H)
7,92 (m, 1H)

7.28 (s, 1H)

4,49 (s, 3H)
3,95 (s, 3H)
3,43 (s, 3H)

dc
105,82
154,39
139,93
153,61
112,02
126,78
127,85
125,86
126,78
129,36
134,16
104,93
137,46
125,83
166,02
62,93
61,90
26,36

C-7; C-8a
C-5 C-4b

C-6

C-10 C-4b; C-8; C-10a

C-2
C-3
C-10; C=0
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Tabela 12: Comparacdo dos dados espectais de RMN de 'H e *C de Pa-3 com modelo

encontrado na literatura (CHEN, et al., 2004).

Pa-1 (CgDeO)

Posicéo dc O H
1 105,82
2 154,39
3 139,93
4 153,61
4a 112,02
4b 127,85

5 127,85 9,28 (m, 1H)
6 12586 7,52 (m, 2H)
7 126,78 7,52 (m, 2H)
8 12936 7,92 (m, 1H)
8a 134,16

9 104,93 7,28 (s, 1H)
10 137,46
10a 125,83
C=0 166,02

2-Me 62,93 4,49 (s, 3H)

3-Me 61,90 3,95 (s, 3H)

N-Me 26,36 3,43 (s, 3H)

Modelo-Literatura (CDCI3)

dc
105,3
152,3
138,2
152,3
110,81
126,9
127,1
125,5
126,2
128,4
132,9
104,6
136,3
125,1
165,9
62,9
61,9
26,4

O H

9,18 (M, 1H)
7,58 (td, J=7,2 e 2,0 Hz, 1H)
7,55 (td, J=7,2 e 2,0 Hz, 1H)
7,87 (m, 1H)

7,14 (s, 1H)

4,56 (s, 3H)
4,06 (s, 3H)
3,50 (s,3H)
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Figura 53: Espectro de IV Pa-3 em pastilhas de KBr
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Figura 54: Espectro de RMN *H de Pa-3 (C3D¢0, 500 MHz)
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Figura 55: Expansdo do espectro de RMN *H de Pa-3 (C3DsO. 500 MHz)
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Figura 56: Espectro de correlacdo *H x *H COSY de Pa-3 (C5DgO. 500 MHz)
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Figura 57: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *H COSY de Pa-3 (C3D¢O, 500 MHz)
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Figura 58: Espectro de correlacdo *H x *H NOESY de Pa-3 (C3DgO 500 MHz)
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Figura 59: Expansdo do espectro de correlacdo *H x *H NOESY de Pa-3 (C3DsO, 500 MHz
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Figura 60: Espectro de RMN **C-BB de Pa-3 (C3D¢O 125 MHz)
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Figura 61: Expansdo do espectro de RMN **C-BB de Pa-3 (C3DsO. 125 MHz)
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Figura 62: Expansdo do espectro de RMN **C-BB de Pa-3 (C3DsO. 125 MHz)
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Figura 63: Espectro de correlacdo *H x **C-HMQC de Pa-3 (C3Dg0, 500/ 125 MHz)
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Figura 64: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMQC de Pa-3 (C3D0, 500/125 MHz)
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Figura 65: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *C-HMQC de Pa-3 (C3D¢0, 500/125 MHz)
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Figura 66: Espectro de correlacdo *H x **C-HMBC de Pa-3 (C3DgO, 500/125 MHz)
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Figura 67: Expansdo do espectro de correlacdo *H x *C-HMBC de Pa-3 (C5DgO, 500/125 MHz)
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Figura 68: Expansdo do espectro de correlacdo *H x **C-HMBC de Pa-3 (C3DgO, 500/125 MHz)
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5.1.4 Determinacéo estrutural de Pa-4

O espectro na regido de IV (Figura 70, p. 148) sugeriu a presenca de OH fendlica e
carbonila de grupo amidico, através das absorcdes em 3435 cm® e 1680 cm?,

respectivamente.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 500MHz) apresentou, na regido de hidrogénios
aromaticos, os sinais: oy 9,15 ( m, 1H); 4 7,80 (m,1 H); &4 7,67 (s, 1H); oy 7,53 (m, 2H); on
7,17 (sl,1H); 8y 6,95 (s,1H); 8y 4,06 (s, 3H) e dy 3,44 (s, 3H) (Figuras 71 e 72, p. 149 e 150),
0s quais mostraram, no espectro bidimensional *H x '*H - COSY (CDCls, 500 MHz), as
correlagoes: oy 9,15/ 0y 7,53 ¢ 6 7,80/ 6y 7,53 (Figura 73, p. 151). O espectro bidimensional
'H x 1H — NOESY (CDCls;, 500 MHz ) apresentou as seguintes correlacdes: 8y 7,53/ 84 9,15
e Oy 7,80; 8y 6,95/ 6y 7,80; Sy 4,06/ dy 7,67; 6n 3,44/ 3 6,95 (Figuras 74 e 75, p. 152 e 153).

Tais dados, juntamente com a presenca de 17 sinais de carbono (8¢ 168,33; 6¢ 147,97;
dc 146,91; 6¢c 136,99; dc 134,21; d¢c 128,72; d¢ 128,14; 6¢c 127,19; d¢c 126,98; 125,57; o¢
123,67; 0c 116,57; ¢ 114,34; 6¢c 107,34; ¢ 104,23; 8¢ 57,25 e d¢ 26,29) vistos no espectro de
RMN *3C-BB (CDCls, 125 MHz) (Figuras 76 e 77, p. 154 e 155). permitiram sugerir para Pa-

4 0 esqueleto de uma N-Metilaristolactama disubstituida.

Os sinais simples, vistos no espectro de RMN *H, em &y 7,76 (s, 1H) e 8 6,95 (s, 1H)
foram atribuidos respectivamente as posicfes 2 e 9, em fungdo das correlagdes dy 4,06/ dy
7,67 e oy 3,44/ dy 6,95 encontradas no espectro NOESY (Figura 74, p. 152) o que permitiu
definir para a metoxila, com sinal em 6y 4,06 (s, 3H ), a posi¢do 3 no esqueleto, enquanto que
a absor¢do em oy 3,44 (s, 3H) foi atribuida aos hidrogénios do grupo N-Metil. Como
conseqiiéncia o sinal em oy 7,17 (sl, 1H) foi sugerido para o grupo hidroxilico em C-4. Os
demais sinais correspondentes a hidrogénios aromaticos: 6y 9,15 (m, 1H), o6y 7,80 (m, 1H) e
oy 7,53 (m, 2H) (Figura 72, p. 150) foram atribuidos respectivamente as hidrogénios das
posicdes 5, 8 e 6/7, o primeiro por ser caracteristico da posicdo 5 de aristolactama (CHEN, et
al., 2003) (Tabela 14, p. 147) e os demais através das correlagdes: oy 9,14/ oy 7,53 ¢ oy 7,80/
oy 7,53 vistas no espectro COSY (Figura 72, 150).
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Figura 69: Correlagdo *H x 'H — NOESY de Pa-4

Os carbonos hidrogenados 8¢ 128,14; 6¢c 128,72; 6¢c 126,98; &¢ 125,57; &¢ 107,34; ¢
104,23; 8¢ 57,25 e dc 26,29 (Figura 76, p. 154), vistos no espectro de RMN **C, foram
atribuidos as posicbes 5, 8, 7, 6, 2, 9, 3-OMe e N-CH3 respectivamente, através das
correlagBes encontradas no espectro bidimensional ‘*H x **C — HMQC ( CDCI3, 500/125
MHZz): 8y 9,15/ 6¢ 128,14; &y 7,80/ d¢ 128,72; dy 7,53/ ¢ 126,98 e ¢ 125,57; oy 7,67/ o¢c
107,34; 6y 6,95/ 6c 104,23 (Figuras 79 e 80, p. 157 e 158); oy 4,06/ 6c 57,25 e oy 3,44/ oc
26,29 (Figura 81, p. 159).

As correlagdes oy 3,44/ 5¢c 168,33 e d¢ 136,99; 8y 4,06/ d¢c 146,91 e &y 7,17/ ¢ 147,97
e 8¢ 114,34 vistas no espectro bidimensional *H x *C — HMBC ( CDCls, 500/125 MH?z)
(Figura 83, p. 161) permitiram atribuir 8¢ 168,33; 8¢ 136,99; 6c 146,91; oc 147,97 e ¢
114,34, respectivamente, para as posi¢des C=0, 10, 3, 4 e 4a de maneira inequivoca. Os sinais
em o¢c 116,57 e 8¢ 123,67 foram atribuidos, em funcéo das correlagdes oy 6,95 e oy 7,67/ d¢
123,67 e oy 7,67/ d¢c 6116,57 vistas no experimento HMBC, para as posi¢bes 1 e 10a,

respectivamente. Os dois Ultimos sinais para carbonos ndo-hidrogenados em 8¢ 134,21 e d¢
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127,19 foram definidos para as posicdes 8a e 4b, respectivamente pela semelhan¢a com dados
da literatura (RUANGRUNGSI et al., 1992) (Tabela 14, p.147).

As demais correlacGes vistas no espectro bidimensional HMBC acham-se descritas na
(Tabela 13, p. 146).

Os dados estudados e comparacdo com a literatura permitiram sugerir que Pa-4 trata-
se da 10-Metilamina-4-hidroxi-3-metoxifenantreno-1-4cido carboxilico-lactama, isolada
anteriormente em Piper ribesioids (RUANGRUNGSI, et al., 1992), e pela primeira vez na

espécie Piper arboreum.

Tabela 13: Dados de RMN *H (500 MHz), * C (125 MHz) e correlaco entre sinais de *H x
3 C (HMBC) de Pa-4 registrados em CDCls.

HMQC HMBC
Posic&o Su Sc % %
1 116,57
2 7,67 (s, 1H) 107,34 C-1;C-3 C-4; C-10a; C=0
3 146,91
4 147,97
4a 114,34
4b 127,19
5 9,15 (m, 1H) 128,14 C-4a; C-8a
6 7,53 (m, 2H) 125,57 C-5 C-4b; C-8
7 7,53 (m, 2H) 126,98 Cc-8 C-5; C-8a
8 7,80 (m, 1H) 128,72 C-7; C-8a C-6; C-9
8a 134,21
9 6,95 (s, 1H) 104,23 C-8a; C-10 C-4b; C-8; C-10a
10 136,99
10a 123,67
C=0 168,33
3-0Me 4,06 (s, 3H) 57,23 c3
4-OH 7,17 (sl, 1H) C-4 C-4a

N-Me 3,44 (s, 3H) 26,29 C-10; C=0
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Tabela 14: Comparacéo dos dados espectrais de RMN de 'H e *C de Pa-4 com modelo
encontrado na literatura (RUANGRUNGSI, 1992).

Pa-1 (CDCl3, 500MHZz) Modelo-Literatura (CDCl3, 400MH2z)

Posicéo S H dc S H dc
1 116,57 116,6
2 7,67 (s, 1H) 107,34 7,71 (s, 1H) 107,3
3 146,91 147,9
4 147,97 146,9
4a 114,34 114,3
4b 127,19 127,2
5 9,15 (m, 1H) 128,14 9,19 (m, 1H) 127,0
6 7,53 (M, 2H) 125,57 7,56 (M, 2H) 1255
7 7,53 (m, 2H) 126,98 7,56 (m, 2H) 128,1
8 7,80 (m, 1H) 128,72 128,7
8a 134,21 134,2
9 6,95 (s, 1H) 104,23 7,00(s, 1H) 104,2
10 136,99 137,0
10a 123,67 123,7
C=0 168,33 168,4
3-OMe 4,06 (s, 3H) 57,23 4,10 (s, 3H) 57,2
4-OH 7,17 (sl, 1H) 7,19 (s, 1H)
N-Me 3,44 (s, 3H) 26,29 3,48 (s, 3H) 26,3
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Figura 70: Espectro de IV Pa-4 em pastilhas de KB

H;CO

HO

N_CH3




@? csllades e ;,\(M/}J(f//»})’ci(r 149

Figura 71: Espectro de RMN *H de Pa-4(CDCl3,500MHz)
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Figura 72: Expansdo do espectro de RMN *H de Pa-4(CDCl3,500MHz)
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Figura 73: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *H-COSY de Pa-4 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 74: Espectro de correlagdo *H x *H-NOESY de Pa-4 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 75: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *H-NOESY de Pa-4 (CDCl3, 500 MHz)
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Figura 76: Espectro de RMN **C-BB de Pa-4 (CDCl; 125 MHz)
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Figura 77: Expansdo do espectro de RMN **C-BB de Pa-4 (CDCl; 125 MHz)
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Figura 78: Espectro de correlacdo *H x **C-HMQC de Pa-4 (CDCls, 500/ 125 MHz)
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Figura 79: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMQC de Pa-4 (CDCls, 500/ 125 MHz)
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Figura 80: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMQC de Pa-4 (CDCls, 500/ 125 MHz)
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Figura 81: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMQC de Pa-4 (CDCls, 500/ 125 MHz)
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Figura 82: Espectro de correlacdo *H x **C-HMBC de Pa-4 (CDCl;, 500/ 125 MHz)
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Figura 83: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *C-HMBC de Pa-4 (CDCls, 500/ 125 MHz)
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Figura 84: Expansdo do espectro de correlagdo *H x *C-HMBC de Pa-4 (CDCls, 500/ 125 MHz)
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Figura 85: Expansdo do espectro de correlagdo *H x **C-HMBC de Pa-4 (CDCls, 500/ 125 MHz)
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A investigacdo fitoquimica do extrato hexanico do caule de Piper arboreum, revelou a
presenca de quatro amidas: Piplaroxide (Pa-la); Sintenpiridona (Pa-1b); 3,4-Epoxi-8,9-
dihidropiplartina (Pa-2a) e 8,9 Dihidropiplartina (Pa-2b).e no extrato Diclorometanico do
caule desta espécie foram identificadas duas aristolactamas 10-Metilamina-4-hidroxi-2,3-
dimetoxifenantreno-1-acido carboxilico-lactama e 10-Metilamina-4-hidroxi-3-
metoxifenantreno-1-Acido  carboxilico-lactama  codificadas como Pa-3 e Pa-4
respectivamente, todos estes compostos foram isoladas pela primeira vez nesta espécie. Essas
estruturas quimicas foram caracterizadas através de técnicas espectroscopicas de IV e RMN

de *H e **C uni e bidimensionais.

Estudos microbianos com os extratos de Piper arboreum estdo sendo realizados, e as

substancias isoladas serdo disponibilizadas para futuros testes farmacoldgicas.

Considerando o grande potencial metabdlico de Piper arboreum tém-se como
perspectivas dar continuidade ao estudo fitoquimico desta espécie, visando o isolamento de

novos compostos bioativos, bem como a integracdo de estudos biolégicos.
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