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RESUMO

O género Piper L. é o maior da familia Piperaceae, compreendendo pelo menos 1000
especies, que se encontram distribuidas especialmente na regido neotropical do globo terrestre
e se destaca por suas propriedades econdmicas, culturais, quimicas e medicinais, como anti-
inflamatoria, antibacteriana, anestésica e fungicida, dentre outros. Espécies do género Piper
tém-se tornado fontes de pesquisa de classes especificas de metabdlitos secundarios com
marcantes atividades biol6gicas, incluindo alcaloides, amidas, chalconas, cromenos,
flavonoides, lignanas, terpenos ciclopentanodionas, esteroides, derivados porfirinicos e
derivados do &cido benzoico. Piper caldense C. DC., conhecida popularmente como “pimenta
d’arda”, ¢ utilizada na Paraiba como sedativa, antidoto para picadas de cobras, para dores de
dente, bem como na forma de compressa no local afetado para alivio da dor. Este trabalho
reporta o estudo fitoquimico das folhas e frutos de P. caldense C. DC. Utilizando-se métodos
cromatogréficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV, EM e RMN de *H e **C uni e
bidimensionais e a comparacdo dos dados com a literatura foi possivel isolar e identificar do
extrato etanolico bruto dos frutos e raizes de Piper caldense C. DC., um triglicerideo:
trilinoleina, uma mistura de esteroides: B-sitosterol e estigmasterol, e trés derivados do acido
benzoico: acido  4-hidroxi-3-((2E,6E,10E)-3",7°,11°,15-tetrametilhexadeca-2,6,10”,14 -
tetraen-1-il) benzoico, acido 3,4-dihidroxi-2-((2Z,6E,10E)-3°,7°,11",15’-tetrametilhexadeca-
2°,6°,10°,14 -tetraen-1-il) benzoico e 4&cido 4,5-dihidroxi-3-((2E,6E,10E)-11-carboxi-
3’,7°,15’-trimetilhexadeca-2’,6°,10°,14’-tetraen-1-il) benzoico. As trés ultimas substancias
isoladas foram submetidas a ensaios microbioldgicos, apresentando atividade antibacteriana

frente a bactérias Gram negativas e Gram positivas de importancia clinica.

Palavras-chave: Piperaceae. Piper caldense C. DC. Triglicerideo. Esteroides. Derivados do
acido benzoico. Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The genus Piper L. is the largest one among the Piperaceae. Containing at least 1000 species,
they are located mainly on the neotropical region of Earth and it draws our attention due to its
economical, cultural, chemical and medical properties, such as anti-inflamatory, antibacterial
and fungicide actions. Species of the genus Piper have been becoming research sources for
specific classes of secondary metabolites which play an important role concerning biological
activities, including alkaloids, amides, chalcones, chromenes, flavonoids, lignans,
cyclopentanediones terpenes, steroids, porphyrin derivatives and benzoic acid derivatives.
Piper caldense C. DC., which is commonly known as “Pimenta d’arda”, is used in Paraiba as
sedative, snake venom antidote, anti-toothache agent, and as active in located pain treatments
through the use of compresses. This research reports the phytochemical study of P. caldense
C. DC. fruits and roots. Through usual chromatographic methods and spectroscopic
techniques such as IR, MS and one and two-dimensional *H and *C NMR techniques and
comparison with literature data it was possible to isolate and identify a triglyceride:
trilinolein, a mixture of steroids: B-sitosterol and stigmasterol and three benzoic acid
derivatives: 4-hydroxy-3- ((2E, 6E, 10E) -3°, 7°, 11°, 15’-tetramethylhexadeca-2’, 6°, 10’,
14’-tetraen-1-yl) benzoic acid, 3,4-dihydroxy-2-((2Z, 6E, 10E) -3°,7°, 11°, 15’-
tetramethylhexadeca-2’, 6°, 10°, 14’-tetraen-1-yl) benzoic acid e 4,5-dihydroxy-3-((2E, 6E,
10E)-11-carboxy-3’, 7°, 15’-trimethylhexadeca-2’, 6°, 10°, 14’-tetraen-1-yl) benzoic acid. The
last three compounds were subjected to microbiological tests, showing antibacterial activity

against Gram negative and Gram positive bacteria of clinical importance.

Keywords: Piperaceae. Piper caldense C. DC. Triglyceride. Steroids. Benzoic acid

derivatives. Antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO

Dentre as diversas formas de terapia para prevencdo e cura de doencas, as plantas
sempre foram uma das mais utilizadas desde o inicio da humanidade, sendo inicialmente
empregadas na forma natural, na preparacdo de chas, unguentos, emplastos e outras.
Posteriormente, especialmente no inicio do século XIX, serviram como fonte de matéria-
prima para sintese de farmacos. Mais recentemente, estas emergiram como pecas-chave na
descoberta de protétipos que servem de base racional para o desenvolvimento de
medicamentos (VILEGAS & CARDOSO, 2007).

O desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais de plantas era limitado
ao isolamento e definicdo da estrutura de substancias ativas e feito ao acaso (VIEGAS, 2006).
Hoje, o foco da fitoquimica tradicional voltou-se para estudos que envolvam atividade

bioldgica e/ou biossintese de macromoléculas vegetais, por exemplo (PINTO, 2002).

Grande parte dos compostos organicos naturais de origem vegetal s&o
biologicamente ativos (PLETSCHI, 1998) e, inseridas nesse contexto, as plantas medicinais,
apresentam potencial farmacoldgico, sdo Uteis terapeuticamente (CUNHA, 2005) e fornecem,

ainda, substancias enantiomericamente puras (MONTANARI, 2001).

Além disso, elas podem fornecer metabolitos priméarios e secundarios, que, apds
extracdo e transformacdo, pela Inddstria Farmacéutica, em moléculas farmacologicamente

viaveis, podem compor medicamentos (CUNHA, 2005).

Durante o século XX, pesquisas quimicas e farmacéuticas foram responsaveis pela
cura ou alivio de diversos problemas de saude, no entanto ndo puderam resolver os problemas
da grande maioria da populacdo mundial (VEIGA JUNIOR, 2008). Nos paises em
desenvolvimento, mais de 80% da populacdo depende da medicina tradicional para suas
necessidades de cuidados em satide (GERMAN-CASTELLLI, 2004).

As plantas medicinais e seus derivados constituiam a base terapéutica
medicamentosa até meados do século XX. Depois disso, a sintese quimica, que teve inicio no
final do século XIX, comegou uma fase de crescimento abrupto. Na atualidade,
aproximadamente 50% dos medicamentos sdo de origem sintética e cerca de 25% sdo de
origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-sintese, ou seja, advem direta ou
indiretamente de um precursor vegetal (RODRIGUES; REALI, 2008) e os outros 25%
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restantes referem-se as outras fontes de produtos naturais, como marinhos, microbiolégicos,
entre outros (CALIXTO, 2000).

A producdo de medicamentos fitoterdpicos € um emprego importante da
biodiversidade. “Esses medicamentos constituem-se em preparacGes contendo extratos
padronizados de uma ou mais plantas, hoje amplamente comercializados em paises pobres ou
ricos” (CALIXTO, 2003).

Segundo Matos (2002), as plantas medicinais, sendo corretamente utilizadas, sé irdo
diferir do medicamento a que deu origem pela embalagem e pelas substancias secundarias que
acompanham o principio ativo (RODRIGUES; REALLI, 2008).

Calixto (2003) afirma que o grande desafio para o aproveitamento racional da
biodiversidade brasileira visando a producdo de medicamentos é saber como transformar um
patriménio genético natural tdo grande em riquezas, criando industrias de base tecnoldgica e

gerando empregos qualificados.

Os produtos naturais continuam sendo uma fonte de protdtipos e de possiveis
farmacos, visto que: grande parte de importantes farmacos € oriunda de produtos naturais ou
foram obtidos considerando um produto natural como prot6tipo; para a maioria dos farmacos
desenvolvidos por via sintética existem produtos naturais com o mesmo modo de acao ja
identificados; e existem muitos alvos moleculares relacionados a problemas patoldgicos, para
0s quais os produtos naturais podem ser considerados prototipos, possuindo um bom efeito,
ainda que ndo tenham desenvolvidos os farmacos correspondentes (YUNES & CECHINEL-
FILHO, 2007).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do
namero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimbnio genético, ja escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estrategico inestimavel em varias
atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua
maior potencialidade (CALIXTO, 2003).

A relativa facilidade de coleta, a condicdo ambiental favordvel para
desenvolvimento sustentavel, a biodiversidade estrutural de substancias organicas naturais e a
possibilidade de descoberta de principios ativos entre tais constituintes quimicos permitem

diagnosticar e destacar as plantas brasileiras como a principal fonte renovavel para o
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surgimento e desenvolvimento de novos farmacos, além de outros produtos que podem ser
utilizados para finalidades sociais adicionais (BRAZ FILHO, 2010).

Atualmente, a resisténcia bacteriana vem sendo considerada como um problema de
salde publica crescente no mundo inteiro e 0 maior obstaculo para o sucesso dos tratamentos
de doencas infecciosas, (BENGHEZAL et al., 2007; OLIVEIRA; SILVA., 2008).

Essa situacdo tem levado os pesquisadores a buscar novas substancias toxicas para as
bactérias, que funcionem como antimicrobianas, a partir de varias fontes, tais como as plantas
medicinais. A triagem de extratos de plantas, assim como de compostos sintetizados no
metabolismo secundario, para evidenciar a presenca de novos compostos com atividade
antimicrobiana é uma fonte potencial de medicamentos mais efetivos (KARAMAN et al.,
2003).

Analisando os medicamentos disponibilizados no mercado entre 1981 e 2002,
observa-se que 28% destes possuem principios ativos isolados de produtos naturais ou semi-
sinteticos, ao passo que 24% sdo sintéticos com grupos farmacoféricos baseados em
estruturas de produtos naturais. Portanto, mais da metade dos novos medicamentos langados
no referido periodo sdo derivados de produtos naturais, revelando a grande importancia dessa
fonte nos estudos de desenvolvimento de novos medicamentos (NEWMAN et al., 2003;
BRANDAO et al., 2010).

Durante o altimo século vivenciou-se um imenso desenvolvimento no conhecimento
das substancias quimicas presentes nos vegetais, material de estudo da Quimica de Produtos
Naturais. Pode-se dizer que o estudo de espécies da familia Piperaceae teve importante
participacdo neste desenvolvimento. Desde os primeiros passos da pesquisa fitoquimica
encontram-se espécies desta familia, principalmente do género Piper, fazendo parte do
material de estudo de pesquisadores, que tém desvendado substancias de grande interesse
comercial, medicinal e cientifico (PARMAR et al.; 1997 SHU, 1998).

Compreendendo o potencial farmacoldgico das substancias isoladas de espécies da
familia Piperaceae e reconhecendo a importancia do género Piper, no qual suas espécies sao
amplamente utilizadas na medicina popular para diversas enfermidades, optamos por estudar
a espécie Piper caldense C. DC., cujos estudos quimicos e farmacologicos ainda sdo poucos

conhecidos, como também investigar a atividade antimicrobiana desta espécie contra bactérias
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Gram positivas e Gram negativas responsaveis por uma série de doengas no homem, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, o que podera conduzir

a descoberta de novas fontes de substancias naturais ativas com atividade bioldgica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento do perfil quimico da familia Piperaceae especialmente

do género Piper, tendo em vista o potencial etnobotanico e etnofarmacologico desta familia.
2.2 Objetivos especificos

v’ Estudar fitoquimicamente a espécie Piper caldense C. DC., através de métodos de

extracdo, isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos;

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

caldense C. DC., através de métodos espectroscopicos;

v" Integrar estudos biolégicos ao estudo fitoquimico de Piper caldense C. DC., através

da disponibilizacdo de seus extratos e/ou substancias isoladas para realizagéo de testes

v" Disponiblizar substancias isoladas de Piper caldense C. DC. para investigar a
atividade antibacteriana frente a bactérias Gram negativas e Gram positivas de

importancia clinica.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre a familia Piperaceae Baill

A familia Piperaceae é classificada entre as mais primitivas familias entre as
Angiospermas (WANKE, et al., 2007). E constituida de 14 géneros e um ndmero de espécies
estimado em 1450 amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do globo. No
Brasil, a familia é representada por 5 géneros e um total de 500 espécies, encontradas
principalmente na Mata Atlantica. (SOUZA & LORENZI, 2005). Piper e Peperomia séo 0s
dois géneros mais representativos na flora brasileira. As espécies de Piperaceae possuem
importancia econémica e medicinal, em virtude das inumeras indicacGes terapéuticas
(PARMAR, 1997).

Suas plantas vivem principalmente nas matas Gmidas (ARAUJO, 2012) ocupando
frequentemente locais sombreados (CARVALHO-OKANO, 1999) e habitando diversos
estratos da floresta, particularmente na Mata Atlantica. Apresentam-se geralmente como ervas
trepadeiras ou lenhosas, que se fixam aos troncos das arvores por meio de raizes adventicias
(ANGELY, 1958; KINGHORN, 1996; BLANCO, 1998), arbustos e menos frequentemente

arvores.

A familia Piperaceae pertence a superordem Nymphaeiflorae, ordem Piperales
Dahlgren (1980), sendo formada por cinco géneros: Piper, Peperomia, Pothomorphe, Ottonia
e Sarcorhachis (DAHLGREN, 1980). No sistema de Engler, a ordem Piperales é considerada
como um dos grupos mais primitivos das dicotiledoneas, apresentando células oleiferas,
sendo em sua maioria plantas herbaceas e tropicais. Quanto a classificagdo botanica, a espécie

estudada Piper caldense C. DC. é classificada da seguinte forma (Tabela 1, p. 30):

Tabela 1: Classificacdo taxondmica de Piper caldense C. DC.

Classificacdo taxonémica Taxon
Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper L.

Espécie Piper caldense C. DC.
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De importancia econdmica e medicinal, a familia Piperaceae é fonte de muitas
substancias biologicamente ativas com grande potencial para usos medicinais e agricolas. As
espéecies do género Piper contém uma grande variedade de metabdlitos secundarios, tendo
sido utilizadas na alimentacdo, como inseticidas e na medicina tradicional. As principais
classes de metabolitos biologicamente ativos sdo fenilpropranoides, lignanas/neolignanas,
pironas, amidas alifaticas e aromaticas, alcaloides, policetideos e cromenos, além de outros
com biossintese mista (BALDOQUI et al., 2009).

Conforme Simdes (2003) as espécies desta familia possuem varias propriedades
terapéuticas e sdo conhecidas amplamente pelo seu uso popular, como por exemplo: P.
aduncun e P. hispidum: usadas para dores no estbmago e como repelentes de insetos; P.
amalogo: usadas para aliviar dores no peito e como agente antinflamatério; P. sylvaticum:
suas raizes sdo usadas como antidoto contra veneno de cobra; P. chaba: suas raizes e frutos
sdo utilizados para asma bronquica, febre, dor no abdémen e como estimulante; P.
methysticum, suas raizes sdo utilizadas no tratamento da dor, neuralgia, convulsdes,
inquietude, insénia e ainda utilizada em bebidas ndo fermentadas e P. brachystachyum
apresenta propriedades inseticidas (JACOBSON e CROSBY, 1975);

Neste contexto, enfatiza-se a presenca de amidas (DA SILVA et. al., 2002;
MARQUES et. al., 2007), propiofenonas (GUERRINI et al., 2009; RAFAEL et. al., 2008) e
piperolideos (MATA et. al., 2004) com atividade antimicrobiana; chalconas (LAGO et. al.,
2007) e acidos benzoicos prenilados (BALDOQUI et. al., 1999) com potencial antifingico;
flavonoides (XUAN et. al., 2008) e amidas (SCOTT et. al., 2008; SIDDIQUI et. al., 2008)
como inseticidas, além de lignanas tetrahidrofuranicas e cromonas com atividade

antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi (BATISTA-JUNIOR et. al., 2008), dentre outras.

3.2 Consideracdes sobre o género Piper Linnaeus (Piper L.)

O género Piper é um dos maiores da familia Piperaceae, com pelo menos
1.000 espécies distribuidas nas regies tropicais e subtropicais, especialmente da Asia e do
Novo Mundo. E um género com boa representatividade comercial e destaque no cenario
econdmico (NUNES et al., 2007).

As espécies do género Piper possuem como caracteristicas, aroma forte e agradavel e

sabor picante. Tais espécies oferecem grande variedade de usos como condimentos,
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aromatizantes e medicinais. Economicamente séo importantes como a pimenta utilizada como
condimento nos mercados em todo o mundo. O fruto amadurecido de P. nigrum é a fonte da

pimenta branca, enquanto o fruto verde da mesma espécie é a fonte da pimenta-do-reino.

Espécies de Piper sdo utilizadas na medicina chinesa, no sistema ayurvedica e nas
praticas da medicina popular da América Latina e do Ocidente Indiano, sendo aplicadas para
tratar a asma, bronquite, febre, doengas gastrointestinais, e reumatismo, e as preparagoes
obtidas destas plantas tem demonstrado efeitos anti-inflamatorio, inseticida, anti-hipertensivo,
antidiabético, imunomodulador e antimutagénico (BEZERRA et al.,, 2008). Pesquisas
relataram varios compostos bioativos com atividade antimicrobiana (CORDOVA, et al.,
2010; LEMOS et al., 2011), antioxidante (YAMAGUCHI et al., 2006), inseticida (SOUTO et
al., 2006), tripanocida (MARTINS et al., 2003; BATISTA et al., 2008; LOPES et al., 2008) e
antifangica (LAGO et al., 2004; MARQUES et al., 2007). Estudos realizados recentemente
mostram que algumas espécies de Piper podem trazer muitos beneficios, como propriedades
analgésicas e energéticas, promover vasodilatacdo, ter acdo antioxidante, antifungica,
anticancer e anti-inflamatéria (BAUMGARRT, 2007).

A investigacdo fitoquimica de espécies de Piper originou indmeros trabalhos
cientificos em vérias partes do mundo, o que levou ao isolamento de diversos compostos
bioativos, tais como cavalactonas (XUAN et al., 2008; WHITTON et al.,, 2003),
aristolactamas (CARDOSO, et al., 2002; CHAVES et al., 2006), fenilpropanoides (CHAVES
et al., 2002; SANTOS e al., 1997), lignoides (CHEN et al., 2007; BODIWALA et. al., 2007),
cromonas MORANDIM et. al., 2005), flavonoides e chalconas (LAGO et al., 2007; ALVES,
2004; CHAVES et al., 2010), terpenos (BALDOQUI et al., 2009; PERES et al., 2009),
esterdides (PARMAR et al.,1997), acidos benzoicos prenilados (LAGO et al., 2009;
CHAVES et al., 2010), e ainda amidas (ARAUJO-JUNIOR, 1997; SANTOS, 1998;
CHAVES et al., 2001; 2003; SRINIVASAN, 2007; COTINGUIBA et. al., 2009), sendo estes

0s metabolitos mais caracteristicos deste género.

Nesse género evidenciou-se a existéncia de amidas, sendo este o tipo mais abundante.
Além destas, também sdo verificadas isobutilamidas, amidas do tipo piperidinicas, piridénicas

e pirrolidinicas, perfazendo quase a totalidade das amidas do género (PARMAR et al., 1997).

Suas espécies estdo distribuidas especialmente na regido neotropical do globo

terrestre, onde cerca de dois tercos das especies descritas sdo encontrados (Figura 1, p. 33). A



a%j?(l/(&fﬂﬁﬁldfdﬂ Tecriea 33

maioria dos seus representantes habita lugares umidos, quentes e varzeas de florestas tropicais
e sua diversidade e abundancia geralmente diminuem com o aumento da altitude ou com o
decréscimo da precipitacdo (DYER & PALMER, 2004; JARAMILLO, et al. 2001).

Figura 1: Distribuicdo geografica do género Piper L. (Fonte:
http://data.gbif.org/species/)

Morfologicamente as espécies de Piper L. sdo relativamente uniformes, com folhas
simples e alternadas e apresentando caules divididos por nodos salientes, onde os galhos
guebram-se com mais facilidade, semelhantes aos nodos observados em bambus ou na cana
de aclcar. Sdo arbustos, subarbustos ou arvoretas, geralmente variando entre 1 e 10 m de
altura, mais ou menos lignificados, ramosos, ndo raro nodosos e as inflorescéncias sdo espigas
solitarias opostas as folhas pedunculadas que estdo dispostas de forma alternada
(GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

As inflorescéncias geram infrutescéncias em espigas simples, mas também podem ser
compostas do tipo umbelas ou racemos. Souza (2003) salienta a necessidade de promover
estudo ontogenético de frutos, caso contrario, pode-se incorrer em erros de classificagdo.
Estudos recentes sobre espécies de Piperaceae tém confirmado isso. Oliveira et al. (2005) e
Albiero (2005), estudando algumas espécies de Piper L., classificaram os frutos como baga e
bacdide, e ndo como drupa, como ¢ indicado para a familia (YUNCKER, 1972; JUDD et al.,
2002).
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3.3 Consideracdes sobre a espécie Piper caldense C. DC

Arbusto glabro de 0,5-3,0 m de altura, suavemente arborizado, com internodos
superiores de 2-5 cm ou mais longo e com pontilhados glandulares. Suas folhas sdo oblonga-
lancetar-eliptica, com apice acuminata e cuspidata, e base inequilateralmente aguda a
cuneada, um lado acima de 2-4 mm mais curto que o peciolo, com pontilhados glandulares,
com nervos de 5 a 7 ou 8 a 10 de cada lado, com pequenos intermediérios e conectadores
transversais (CALDERARI, 2002). Espiga medindo de 3-5 x 0,3-0,6 cm, esverdeado-
alvacenta, ereta, sutilmente curva, reflexa na maturidade; pedinculo com 0,7-1,5 cm
comprimento; bractéola triangular-peltada, franjada; 4 estames; ovario com estilete longo, 3
estigmas, filiformes. O fruto mede 2,5-3 mm comprimento, estiloso, globoso, as vezes
anguloso, glabro, agudo no épice, estigmas persistentes (Figura 2, p. 34) (GUIMARAES &
VALENTE, 2001).

Figura 2: Arbusto, folhas e frutos de Piper caldense C. DC. (Fonte: http://www.ufrgs.br/)

Tem distribuicdo nas Regides Nordeste a Sul do Brasil, nos estados de Pernambuco,
Paraiba, Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina.
Habitat: floresta ombrdfila densa submontana, as vezes nas margens de corregos onde possa
penetrar luz difusa, e muito raramente em area de pasto, apresentando dispersdo zoocérica.
(GUIMARAES & VALENTE, 2001).

Quanto aos estudos fitoquimico e bioldgico, a espécie Piper caldense C. DC. é pouco
investigada. Os Unicos trabalhos encontrados para essa espécie referem-se a investigacdo do

potencial antifingico do extrato etanolico (FREITAS et al., 2009), do estudo fitoquimico das
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raizes (CARDOZO & CHAVES, 2003) e do extrato diclorometanico e metanolico das folhas
(KATO, et al., 2009).

Outras denominagdes oficiais sdo atribuidas a esta espécie, como Piper
pseudolanceolatum C. DC., Piper pardinum C. DC., Piper resacanum (CALDERARI, 2002).
Piper caldense C. DC., conhecida pelo nome vernacular de “pimenta d’arda”, “pimenta
d’agua” é utilizada na Paraiba como sedativa, antidoto para picadas de cobras, para dores de
dente, bem como na forma de compressa no local afetado para alivio da dor (CARDOSO
JUNIOR; CHAVES, 2003).

Estudos das raizes de Piper caldense C. DC., conduziram ao isolamento da caldensina,
uma N-aristolactama, composto natural inédito, cuja fonte de obtencédo até entdo descrita era
de origem sintética (CARDOSO JUNIOR; CHAVES, 2003).

O extrato bruto das folhas de Piper caldense C. DC. mostrou atividade antibacteriana
frente as espécies Mycoplasma arginini, M. hominis e Ureaplasma urealyticum (CORDOVA
et al., 2007).

O fracionamento cromatografico do extrato bruto das folhas de Piper caldense
resultou no isolamento da flavona 7,3’- di-O-metilluteolina, cuja ocorréncia ainda ndo havia
sido relatada para essa espécie (FREITAS; KATO, 2008).

Os extratos brutos metandlico e o diclorometanico das folhas de Piper caldense C.
DC. mostraram potente atividade antifungica contra espécies do género Cladosporium . Das
folhas de Piper caldense C. DC. foi isolado o &cido caldensinico, um novo derivado prenilado
do acido benzoico, o qual apresentou intensa atividade contra as espécies flngicas
patogénicas Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum (KATO et al.,
2009).

Tém-se investigado também o potencial acaricida dos 6leos essenciais de Piper
caldense C. DC., os quais apresentaram excelente atividade acaricida para Tetranychus
urticae. (De acordo com estudos ja realizados os Oleos de P. tuberculatum e P. caldense
foram 25,5 e 5 vezes mais repelentes do que o eugenol, respectivamente. Esses dados sugerem
gue esses Oleos apresentam potencial acaricida para o controle de T. urticae). O componente

principal identificado no 6leo de Piper caldense C. DC. foi y-muuroleno, seguido de 6xido de
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cariofileno. Este é o primeiro relato da composic¢ao quimica do dleo essencial de P. caldense
(ARAUJO, 2011).

Na literatura consta o isolamento dos seguintes compostos em Piper caldense C. DC.
(Quadro 1, p. 36):

Quadro 1: Compostos isolados em Piper caldense C. DC.

Nomeclatura Estrutura REE CIMES
3,4-dimetoxi- oMe CARDOSO
N-metil- JUNIOR;
aristolactama MeO CHAVES,
N
\
(o) Me
7,3’-di-O- OMe FREITAS;
metilluteolina KATO, 2008
OH
MeO (0]
OH (o]
KATO, 2009;
cido CHZAOB’QES’
caldensinico 16

Continua...



o p
a%j?(l/({/fﬂﬁﬁldfd(/ Teorica 37

Quadro 1 (Continuagéo): Compostos isolados em Piper caldense C. DC.

Nomeclatura Estrutura REE CIHES

y-muuroleno ARAUJO,
2011
o ARAUJO,
Oxido de 2011
cariofileno

N\

3.4 Constituintes Quimicos Isolados do género Piper

Vérias espécies do género Piper L. j& foram estudadas e uma infinidade de metabdlitos
secundarios tem sido encontrada, 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; ALVES, 2004;
CHAVES et al., 2010), terpenos (BALDOQUI et. al., 2009), acido benzoico prenilado
(BALDOQUI et. al., 1999; RAMOS et. al, 2009; LAGO et al., 2009; KATO, et al., 2009;
CHAVES et al., 2010; ) e também amidas (ARAUJO-JUNIOR, 1997; SANTOS, 1998;
CHAVES et al., 2001; 2003; SRINIVASAN, 2007).

Vérias investigacOes fitoquimicas no género Piper L. tem sido realizadas por conter
varios derivados prenilados dos acidos benzoicos com interessante atividade biologica e

também foram descritas por conter compostos estruturalmente similares que exibem diversas
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atividades biolodgicas, tais como antibacteriana, antiflngica, insecticida e antiparasitaria
(MALAMI, 2012).

3.4.1 Compostos fendlicos derivados do &cido benzoico

Os compostos fenolicos constituem um dos grupos de produtos naturais mais
importantes, amplamente distribuidos no reino vegetal. Muitos s8o fisioldgicos e
ecologicamente significativos para as plantas que os produzem (PINOL & PALAZON, 1996).
Estes compostos sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais para
0 seu crescimento e reproducdo, além disso, se formam em condicGes de estresse como
infeccdes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros (ANGELO, 2007).

Possuem em comum um anel aromético substituido por um ou mais grupos hidroxila
ou outros substituintes, podendo ser divididos de acordo com o numero de anéis fendlicos e
com as estruturas as quais estdo ligados e compreendem um grupo quimicamente heterogéneo
(D’ARCHIVIO et al., 2007).

Os principais subgrupos sdo os derivados do acido benzoico (&cido vanilico, acido
protocatéquico, acido galico, acido elagico, acido siringico, acido gentisico, a&cido o-hidroxi-
benzoico e &cido p-hidroxi-benzoico), os fenilpropandis simples (acido cafeico e &cido
feralico), as cumarinas (umbeliferona e psoraleno), os flavonoides (antocianinas, flavonas,
flavonois e isoflavonas), os taninos (condensados e hidrolisaveis) e as ligninas (CARVALHO
etal., 1999).

A biogénese dos compostos fendlicos acontece através de duas rotas conhecidas que
vao determinar o padrdo de substituicdo do composto fendlico resultante: a via do &cido
chiquimico, a partir do &cido cindmico que tem como precursores biossintéticos o
fosfoenolpiruvato proveniente da glicolise e a eritrose-4-fosfato proveniente da via das
pentoses-fosfato (Figura 4, p. 39) sendo obtidos compostos com grupos hidroxilas dispostos
na posicdo orto, ou pela via do acetato-polimalato que inicia com a acetil-coenzima A e a
malonil-coenzima A, originando compostos com substituicdo meta das hidroxilas.
(GEISSMAN & CROUT, 1969; DIXON & PAIVA, 1995). Os acidos benzoicos sdo
derivados dos correspondentes acidos cindmicos, com o mesmo padrdo de substituicdo do

anel aromatico.
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Figura 4: Via das pentoses-fosfato.

Compostos fendlicos podem atuar como inibidores em varios processos de
desenvolvimento. Em nivel celular, influenciam o metabolismo de lipidios e 0 mecanismo
bioquimico da respiragdo, inibindo o transporte de glicose e a sintese de celulose. No que se
refere a floracdo, existem evidéncias experimentais da participacdo direta dos compostos
fenolicos nesse processo, por meio de sua inter-relacdo com hormdonios, podendo tanto inibir
quanto estimular a floragcdo, dependendo do tipo de composto e de sua concentragao
(LADEIRA et al., 1987).

S&o amplamente distribuidos na Natureza, mais de 8000 compostos fenolicos ja foram
detectados em plantas. Esse grande e complexo grupo faz parte dos constituintes de uma

variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. Podem ser pigmentos, que ddo a
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aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo secundario, normalmente
derivado de reacOes de defesa das plantas contra agressdes do ambiente. Esses compostos
agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons,
mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao de
varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

Os derivados do acido benzoico sdo encontrados tanto nas angiospermas como nas
gimnospermas, com ampla distribuicdo. Sdo abundantes em frutas, vegetais e alimentos
derivados dos mesmos, que sdo consistentemente associados a redugdo no risco de doencas
cardiovasculares, cancer e outras doencas crénicas, devido a sua propriedade de sequestrar
radicais livres e metais pro-oxidantes explicando, em parte, esta associa¢do (SPENCER et al.,
2008), formando segundo Beta e Skerget, 2005, um grande grupo de fitometabolitos aos quais
é creditada uma bem conhecida acdo antioxidante. Ademais, podem exercer a modulacdo da
atividade de diferentes enzimas como telomerase, lipoxigenase e cicloxigenase, interacoes
com receptores e vias de transducdo de sinais, regulacdo do ciclo celular, entre outras,
essenciais para a manuten¢ao da homeostase dos organismos vivos (D’ARCHIVIO et al.,

2007).

Sdo muito reativos quimicamente, possuindo caracteristicas acidas. Podem ainda se
complexar com metais e, por serem aromaticos, apresentam intensa absor¢do na regido do
UV. Os acidos o-hidroxi-benzoico (acido salicilico), vanilico e siringico sdo obtidos ap06s
hidrolise acida das folhas de gimnospermas e angiospermas. O acido protocatéquico tem
ampla distribuicdo. Os acidos galico e elagico também sdo obtidos por hidrélise &cida, sendo
0s constituintes dos taninos hidrolisaveis. Alem destes, acidos metoxilados como o acido p-
metoxi-benzoico (acido anisico), acido 3,4-dimetdxi-benzdico (acido veratrico) e o acido

3,4,5-trimetdxi-benzdico podem ser citados.

No Quadro 2 (p. 411) observa-se algumas estruturas quimicas de derivados dos acidos
benzoicos, que sdo largamente distribuidos nas plantas superiores, e ocorrem geralmente,
como ésteres alquilicos (-COOR) ou glicosidicos (-COO-gli: agucares ligados a hidroxila

fenolica).
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Quadro 2: Estruturas quimicas de alguns derivados dos &cidos benzoicos.

COOH COOH COOH
HO
OCH, HO OH
OH OH
Acido o-hidroxi-benzoico Acido vanilico Acido galico
COOH COOH H;CO, COOH
HO
OCH
OH OH 3
OH

Acido m-hidroxi-benzoico . -
Acido protocatéquico

Acido siringico

COOH COOH

OH

HO

OH o
. . ) . Acido gentisico
Acido p-hidroxi-benzoico

Acido elagico

Os derivados do acido benzoico compreendem uma importante classe de substancias

dentro do género Piper L. em virtude de seu potencial farmacoldgico. Lépez (2002) cita a

atividade fungicida dos derivados prenilados do acido benzoico de Piper lanceafolium. De

Piper multiplinervium, espécie encontrada nas regides da Nicaragua ao Peru (Yuncker, 1950),

foi relatada presenca de tais compostos, 0s quais apresentaram atividade bactericida e

antimicrobiana frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae,

Candida albicans, Mycobacterium smegmatis, Staphylococcus aureus (RUEG et al., 2006).
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Certo nimero de derivados prenilados do acido benzoico com diversas atividades
bioldgicas tem sido isolado e caracterizado a partir de diferentes espécies da familia
Piperaceae, sendo possivel observar semelhangas estruturais entre esses compostos
destacando-se dentre elas as espécies Piper tuberculatum (frutos e talos finos), Piper
hispidum H.B.K (raizes) (PARMAR et al., 1997), Piper aduncum (folhas) (ORJALA et al.,
1993 & 1994), Piper carniconnectivum (partes aéreas). Das raizes de Piper crassinervium
isolou-se 0 4&cido 4-hidroxi-3-[3',7'-dimetil-1'-oxo0-octa-2'-E-6"-dienil]-benzoico (KATO,
2006), dentre outros. Os compostos isolados das folhas de P. aduncum revelaram atividade
antiparasitaria contra Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum.
Mais recentemente, um artigo de revisdo a respeito dos derivados benzoicos ja identificados
no género Piper L. foi realizada por MALAMI, 2012 (Quadro 3, p. 42).

Dessa forma, Piper sp. pode ser considerada como uma fonte terapéutica potencial de
agentes anti-infecciosos, através do desenvolvimento de uma rota para a sintese de acidos
benzoicos prenilados derivados de produtos naturais, como um sistema de defesa quimica.
Apesar do isolamento frequente destes compostos interessantes com forte atividade bioldgica
ndo ha registros de desenvolvimento de agentes terapéuticos envolvendo as espécies do

género, uma area da pesquisa cientifica a ser ainda explorada.

Quadro 3: Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

Espécie botanica Substancia Atividade Referéncia
isolada farmacolégica

Piper aduncum o OCH, Moluscicida DIAZ
e etal., 1987;
Piper ORJALA
hostmannium OH etal., 1993.

OH
3-(2-hidroxi-3-metil-3-butenil)-4-hidroxibenzoato de metila

Continua...
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Quadro 3 (Continuaco): Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

Espécie botanica Substancia Atividade Referéncia
isolada farmacolégica
Piper saltuum Anifungica MAXWELL,;
RAMPERSAD,
1989.
acido 3,4-dihidroxi-2-((2E,6E,10E)-3°,7°,11°,15’-
tetrametilhexadeca-2",6°,10°,14’-tetraen-1-il) benzoico
Piper aduncum o OCH; Moluscicida ORJALA ,1993.
OH
X
OCH;,
3(E)-(6-hidroxi-3,7-dimetil-2,7-octadienil)-4-metoxibenzoato
de metila
Piper COOH Antiparasitaria ORJALA
heterophyllum, Antifingica etal., 1993;
Piper aduncum e FLORES
Piper caldense et al., 2009;
BALDOQUI
etal., 1999;
GREEN
et al., 1999;
LAGO
et al., 2004;
2009;
. . KATO, 2009.
(1) écido 3-((2E,6E,10E)-11-carboxi-3,7,15-
trimetilhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-il)-4,5-dihidroxi
benzoico
(2) é&cido 3-((2E,6E,10E)-11-carboxi-13-hidroxi-3,7,15-
trimetilhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-il)-4,5-dihidroxi
benzoico

Continua...
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Quadro 3 (Continuaco): Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

Espécie botanica Substancia Atividade Referéncia
isolada farmacolégica
Piper Antiparasitéria ORJALA
heterophyllum, COOH Antibacteriana etal., 1993;
Piper aduncum Moluscicida FLORES
e et al., 2009;
Piper arieianum BALDOQUI
etal., 1999;
X X GREEN
etal., 1999;
OCH;, LAGO
etal., 2004;
acido (E)-3-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-4 metoxibenzoico 2009.
Piper SEERAM
guadichaudianum etal., 1996;
e GREEN
Piper etal., 1999;
murrayanum PUHL
etal., 2011.

Antibacteriana
OH 0 F
P

COOH

acido (2)-3-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-oil)-4 hidroxibenzoico

Piper OH o Antibacteriana SEERAM
guadichaudianum etal., 1996;
e = = GREEN
Piper etal., 1999
murrayanum PUHL
etal., 2011.

COOH

acido (E)-3-(3,7-dimetilocta-2,6-dienoil)-4 hidroxibenzoico

Piper COOCH;, Antiflingica MIRANDA,

guanacastensis 1997.
X
OH

metil-4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il) benzoato

Continua...
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Quadro 3 (Continuaco): Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

Espécie botanica Substancia Atividade Referéncia

isolada farmacolégica

Piper COOH Antiflingica MIRANDA,

guanacastensis 1997.
X
OH

acido 4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il) benzoico

Piper dilatatum o OH Antifingica TERREAUX,
1998.
\
OH o}

4cido taboganico

Piper aduncum Antiparasitéria BALDOQUI,
e / Antifingica GREEN,
Piper arieianum 1999.
HOOC /// ///
OH
OH

cido 3,4-dihidroxi-5-((2E,62)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trien-1-il) benzoico

P. aduncum Antiparasitéria LOPEZ

OH
P. acutifolium Antifungica etal., 2002;
P. glabratum OH LAGO, 2004,
P. lanceaefolium 20009.
€ H,CO
P. X
hostmannianum
o o

acido 2,3-dihidroxi-5-(metoxicarbonil)-3-(3-metilbut-2-enoil)
benzoico

Continua...
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Quadro 3 (Continuaco): Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

Espécie botanica Substancia Atividade Referéncia
isolada farmacolégica
P. aduncum OH Antifangica LOPEZ
P. acutifolium etal., 2002;
P. glabratum OH LAGO, 2004;
P. lanceaefolium 2009.
e
P. AN
hostmannianum HOOC
O
acido 4-hidroxi-5-(3-metilbut-2-enoil) isoftalico
P. aduncum COOCH; Antiparasitéria LOPEZ

P. acutifolium Antibacteriana etal., 2002;
P. glabratum Moluscicida LAGO, 2004;
P. lanceaefolium 2009.
e
P.
hostmannianum X
OH

metil-4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il) benzoato

P. aduncum COOCH; Antifingica LOPEZ
P. acutifolium etal., 2002;
P. glabratum LAGO, 2004,
P. lanceaefolium OH 2009.
e
P.
hostmannianum HO
OH
metil-3,4-dihidroxi-5-(2-hidroxi-3-metilbut-3-en-1-il)
benzoato
P. aduncum COOCH; Antifingica LOPEZ
P. acutifolium etal., 2002;
LAGO, 2004;
2009.

P. glabratum
P. lanceaefolium OH
e
P.
hostmannianum
OH

metil-4-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbut-3-en-1-il) benzoato

Continua...
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Quadro 3 (Continuaco): Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

Espécie botanica Substancia Atividade Referéncia
isolada farmacolégica
P. aduncum COOCH; Antiflingica LOPEZ
P. acutifolium etal., 2002;
P. glabratum LAGO, 2004,
P. lanceaefolium 2009.
e
P. HO X

hostmannianum
OH

metil-3,4-dihidroxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il) benzoato

P. aduncum OH Antiflingica LOPEZ
P. acutifolium etal., 2002;
P. glabratum LAGO, 2004,
P. lanceaefolium 20009.
Pe OH

hostmannianum

o OCH,

metil-3-(2-hidroperoxi-3-oxobutil)-4-hidroxibenzoato

P. aduncum COOH Antiflngica LOPEZ
P. acutifolium (1)R=OH etal., 2002;
P. glabratum (2) R=OMe LAGO, 2004,
P. lanceaefolium 2009.
e
P.
hostmannianum
(1) &cido 4-hidroxi-3,5-bis (3-metilbut-2-en-1-il benzoico
(2) &cido 4-metoxi-3,5-bis (3-metilbut-2-en-1-il) benzoico
P. aduncum COOH Antifingica LOPEZ
P. acutifolium et al., 2002;
P. glabratum ()R =OH on LAGO, 2004,
P. lanceaefolium (2) R = OMe 2009.
e
P

hostmannianum
R

(1) écido 4-hidroxi-3-(2-hidroxibut-3-en-1-il)-5-(3-
metilbut-2-en-1-il) benzoico

(2) é&cido 4-metoxi-3-(2-hidroxibut-3-en-1-il)-5-(3-
metilbut-2-en-1-il) benzoico

Continua...
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Quadro 3 (Continuago): Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

P. aduncum COOH Antifiingica LOPEZ
P. acutifolium etal., 2002;
P. glabratum LAGO, 2004,
P. lanceaefolium OH OH 20009.
e
P.
hostmannianum
OH
acido 4-hidroxi-3,5-bis (2-hidroxi-3-metil-3-butenil)-benzoico
P. aduncum COOH Antifingica LOPEZ
P. acutifolium etal., 2002;
P. glabratum o LAGO, 2004,
P. lanceaefolium 2009.
e
P. Z oH
hostmannianum
OCH;,
cido 3-(2,3-dihidroxi-3-metilbutil)-4-metoxi-5-(3-
metilbut-2-en-1-il) benzoico
Piper OH o Antifingica DANELUTTE
crassinervium et al., 2003;
LAGO et al.,
7 2004.
HO
COOH
acido 4-hidroxi-3-(3”,7’-dimetil-3’-hidroxi-1’-0x0-6’-octenil)
benzoico
Piper OH oH Antifingica LAGO, 2004.
hostmannianum
OH
COOCH,;
metil 3-(2,3-dihidroxi-3-metilbutil)-4-hidroxibenzoato

Continua...
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Quadro 3 (Continuaco): Acidos benzoicos prenilados identificados no género Piper L.

Espécie botanica Substancia Atividade Referéncia
isolada farmacolégica
Piper OH o Antiflingica KATO, 2006.
crassinervium
= =
COOH
acido 4-hidroxi-3-(3',7'-dimetil-1'-oxo-octa-2'-E-6'"-dienil)-
benzoico
Piper OH Antimicrobiana RUEG
multiplinervium 00 etal., 2006.
H / / /

acido 3-farnesil-2-hidroxibenzoico
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

Os frutos e raizes de Piper caldense C. DC. (Piperaceae) foram coletadas no
municipio de Santa Rita/PB, numa area pertencente a Usina Sdo Jodo, em vegetacdo Umida
remanescente da Mata Atlantica, proximo ao riacho que abastece a Usina, em junho de 2012.
Sua identificacdo botanica foi realizada pela Proff Dr® Maria de Fatima Agra do
PgPNSB/CCS/UFPB. Uma exsicata do material encontra-se arquivada no Herbério Prof.
Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB) sob a numeragéo Agra 20.311.

4.2 Estudo fitoquimico dos frutos de Piper caldense C.DC
4.2.1 Processamento da planta e preparacéo dos extratos

Os frutos de Piper caldense C. DC. foram desidratados em estufa, com ar circulante, a
temperatura média de 40°C durante 96 horas, sendo em seguida triturados em moinho
mecanico, obtendo-se 207,26 g do p6 dos frutos. Este foi macerado em Hexano (Hex),
Diclorometano (CH,Cl,), Acetato de Etila (AcOEt) e Metanol (MeOH), em ordem crescente
de polaridade, durante 4 dias, repetindo-se esse procedimento trés a cinco vezes consecutivas
para cada solvente empregado, visando obter 0 maximo de extracdo. As solucdes extrativas
foram concentradas com auxilio de evaporador rotativo, a temperatura média de 45°C. ApGs
esse processo de evaporagdo do solvente, obtiveram-se 0s extratos: Hexanico,

Diclorometanico, Acetato de Etila e Metan6lico (Esquema 1, p. 52).
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[[ Planta fresca (frutos 950 g) ]]

- Secagem
- Moagem

Material vegetal seco e pulverizado (207 g) \

- Maceragdo com diferentes
eluentes segundo ordem
crescente de polaridade

Ext. HEX Ext. CH,CI, Ext. AcOEt Ext. MeOH
7,849 33,00 g 5139 0,599

Esquema 1: processo de extracdo do p6 dos frutos de Piper caldense C. DC.

4.2.2 Isolamento e Purificacdo dos constituintes quimicos

O isolamento e a purificagdo dos constituintes quimicos de Piper caldense C. DC.
foram realizados utilizando métodos cromatograficos: Cromatografia em Coluna (CC),
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) e Preparativa (CCDP).

Para a cromatografia em coluna a pressdo atmosférica utilizou-se como fase
estacionaria silica-gel 60 (Merck) (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh), silica-gel 60
(Merck) (particulas com 0,04-0,063 mm, 230-400 mesh) e Sephadex LH-20 tendo como
suporte colunas de vidro cilindricas com dimens@es variando de acordo com a quantidade de
amostra a ser cromatografada. Para a cromatografia em coluna a média presséo utilizou-se o
aparelho Buchi Pump Maager C_615 e para fase estacionaria silica gel 60 (Merck) (particulas
com 0,04-0,063 mm, 230-400 mesh). Como fase movel foram utilizados os solventes
comerciais e destilados Hexano, Dicloremetano, Acetato de Etila e Metanol isoladamente ou

em misturas binarias, em gradiente crescente de polaridade.
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A CCDA e CCDP foram empregadas para a analise e purificacdo das fragdes obtidas
por CC. Como suportes foram utilizados placas de vidro com dimensdes de 5x20, 10x20 e
20x20 cm, e como fase fixa, uma suspensdo de silica gel PFs4 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. Utilizou-se também
cromatofolha de aluminio com silica gel 60 F254 e dimens&do de 20x20cm (Merck).

As revelacOes das substancias foram executadas pela exposicdo das cromatoplacas a
lampada de irradiacdo ultravioleta em dois comprimentos de onda, 254 e 366 nm, por meio de
aparelno MINERALIGHT, modelo UVGL-58 e impregnacdo das placas em cubas de vidro

saturadas por vapores de iodo.

4.2.1.1 Fracionamento cromatografico do extrato diclorometanico dos frutos de
Piper caldense C. DC.

Uma aliquota de 16,0 g do extrato diclorometanico dos frutos de Piper caldense C.
DC. foi submetido a uma coluna cromatografica (Coluna 1) utlizando como fase estacionaria
silica-gel 60 (Merck) (particulas com 0,063-0,200 mm, 70-230 mesh) e como eluentes
Hexano, Acetato de Etila e Metanol, puros ou em misturas binarias, em diversas proporc¢des,

segundo a ordem crescente de polaridade.

Foram recolhidas 39 fragfes de 250 mL cada, concentradas em evaporador rotativo
analisadas em CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de reteng@o (Rf’s) (Quadro 4, p.
54) dentre as quais as fracdes Fr 6, Fr 10-11, Fr 17-20 e Fr 26 apresentaram significativo grau
de pureza e foram analisadas através de RMN *H e RMN **C recebendo os seguintes c6digos:
Pc-1, Pc-2a/Pc-2b, Pc-3/Pc-4 e Pc-5, respectivamente (Esquema 2, p. 57).
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Quadro 4: Fracionamento cromatografico do extrato diclorometano dos frutos de Piper
caldense C. DC, utilizando como eluentes Hex/AcOEt e MeOH em diversas proporcoes
(Coluna 1).

Fracdo Eluente Proporcéao Reunidas \
1 Hex 100
2 Hex:AcOEt 98:2
3 Hex:AcOEt 96:4
4 Hex:AcOEt 94.6
5 Hex:AcOEt 92:8
6-12 Hex:AcOEt 90:10 6 e 10-11
13-15 Hex:AcOEt 85:15
16-26 Hex:AcOEt 80:20 17-20 e 26
27 Hex:AcOEt 75:25
28 Hex:AcOEt 70:30
29 Hex:AcOEt 60:40
30 Hex:AcOEt 40:60
31 Hex:AcOEt 20:80
32 AcOEt 100
33 AcOEt: MeOH 95:5
34 AcOEt: MeOH 90:10
35 AcOEt: MeOH 80:20
36-39 AcOEt: MeOH 70:30

A fracdo 16 da Coluna 1 foi cromatografada em coluna de média pressdo (Coluna 1.1)
utilizando o aparelho Buchi Pump Maager C_615 e para fase estacionaria silica gel 60
(Merck) (particulas com 0,04-0,063 mm, 230-400 mesh) e foi eluida com hexano e acetato de
etila puros ou em misturas binarias com gradiente crescente de polaridade., obtendo-se 42
fracOes (Quadro 5, p. 55) e que ap0ds analise em CCDA, reuniu-se as fracdes de 18 a 27 de
acordo com seus fatores de retencédo (Rfs).
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Quadro 5: Fracionamento cromatografico da Fracdo 16 da Coluna 1, utilizando como
eluentes Hex e ACOEt em diversas proporcdes (Coluna 1.1).

Fracao Eluente Proporcao Reunidas
1-2 Hex 100
3-4 Hex:AcOEt 98:2
5-6 Hex:AcOEt 96:4
7-11 Hex:AcOEt 94.6
12-18 Hex:AcOEt 92:8 18-27
19-20 Hex:AcOEt 9:1
21-22 Hex:AcOEt 88:12
23-24 Hex:AcOEt 86:14
25-26 Hex:AcOEt 84:16
27-28 Hex:AcOEt 82:18
29-30 Hex:AcOEt 8:2
31-32 Hex:AcOEt 7:3
33-34 Hex:AcOEt 6:4
35-36 Hex:AcOEt 1:1
37-38 Hex:AcOEt 4:6
39-40 Hex:AcOEt 2:8
41-42 AcOEt 100

A fracdo 18-27 da Coluna 1.1 foi cromatografada em coluna de média presséo (Coluna
1.1.1) utilizando 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) e foi eluida com hexano
e acetato de etila puros ou em misturas binarias. Foram recolhidas 31 fra¢6es (Quadro , p. 56)
e analisadas em CCDA. A fracdo 12 foi que apresentou maior pureza, €, apos a realizacao dos
espectros de RMN *H e RMN **C forneceu Pc-3.
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Quadro 6: Fracionamento cromatografico da Fracdo 18-27 da Coluna 1.1, utilizando como
eluentes Hex e AcOEt em diversas proporcdes (Coluna 1.1.1).

Fracéo Eluente Proporcgéo
1-2 Hex 100
3-4 Hex:AcOEt 98:2
5-6 Hex:AcOEt 96:4
7-8 Hex:AcOEt 94:6

9-11 Hex:AcOEt 92:8
12-13 Hex:AcOEt 9:1
14-15 Hex:AcOEt 88:12
16-17 Hex:AcOEt 85:15
18-19 Hex:AcOEt 8:2
20-21 Hex:AcOEt 7.3
22-23 Hex:AcOEt 6:4
24-25 Hex:AcOEt 11
26-27 Hex:AcOEt 4:6
28-29 Hex:AcOEt 2.8
30-31 AcOEt 100
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‘ Extrato CH,ClI, (16 g) I

CC Silica gel
Coluna 1

Fr6 Fr10-11
653 mg 265 mg

Pc-1

Pc-2

CMP
Colunall  pc.3+peg Pc-5

Fr 16 Fr 17-20 Fr 26
900 mg 18559 604 mg

Fr 18-27
315 mg

CMP
Colunal.1.1

Fr 28...42

Fr1..11 Fr 12
81,3 mg

Pc-3

Fr13..31

Esquema 2: Fracionamento cromatografico do extrato diclorometanico dos frutos de Piper

caldense C. DC.

4.2.2.2 Fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila dos frutos de
Piper caldense C. DC.

Uma aliquota de 5,0 g do extrato acetato de etila dos frutos de Piper caldense C.DC

foi submetido a uma coluna cromatografica utilizando Sephadex LH-20 (Merck) e como

eluente Diclorometano e Metanol (1:1). Foram recolhidas 25 fracBes e ap6s andlise em
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CCDA, reuniu-se as fracdes de 10 a 12, de acordo com seus fatores de retencdo (Rfs) (Quadro
, p. 58).

Quadro 7: Fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila, utilizando como
eluentes CH,Cl, e MeOH na mesma proporcdo (Coluna 2).

Eluente Proporcéo Reunidas
1-25 CH,CI;:MeOH 1:1 10-12

A sub-fracdo 10-12, foi submetida a uma coluna cromatografica utilizando como
adsorvente silica gel 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e como
eluentes hexano, AcOEt e MeOH puros ou em misturas binarias com gradiente crescente de
polaridade (Esquema 2), obtendo-se 28 fragOes de 100 mL cada, concentradas em evaporador
rotativo e analisadas em CCDA. (Quadro , p. 58). A sub-fracdo 12, apds analise dos espectros
de RMN *H e RMN *3C forneceu Pc-5 (Esquema 3, p. 59).

Quadro 8: Fracionamento cromatografico da Fracdo 10-12 da Coluna 2, utilizando como
eluentes Hex e AcCOEt em diversas proporgdes (Coluna 2.1).

Fracdo Eluente Proporc¢ao
1-2 Hex 100
3-4 Hex:AcOEt 95:5
5-6 Hex:AcOEt 9:1

7 Hex:AcOEt 85:15
8-9 Hex:AcOEt 8:2
10-11 Hex:AcOEt 7.3
12-13 Hex:AcOEt 6:4
14 Hex:AcOEt 1.1
15-16 Hex:AcOEt 4:6
17 Hex:AcOEt 2:8
18 AcOEt 100
19 AcOEt: MeOH 98:2
20 AcOEt: MeOH 95:5
21 AcOEt: MeOH 9:1
22 AcOEt: MeOH 8:2
23 ACcOEt: MeOH 73
24 ACcOEt: MeOH 6:4
25 ACcOEt: MeOH 1:1
26 AcOEt: MeOH 4.6
27 AcOEt: MeOH 2:8
28 MeOH 100
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[ Extrato AcOEt (5,0 g) J

CC Sephadex LH-20
Coluna 2

Fr 10-12 Fri13..25
600 ma

CC Silica gel
Coluna 2.1

Fr13..28

Fr12
206 mg

Pc-5

Esquema 3: Fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila dos frutos de Piper
caldense C. DC.

4.3 Estudo Fitoquimico das raizes de Piper caldense C. DC.
4.3.2 Processamento da planta e preparacao dos extratos

As raizes de Piper caldense C. DC. foram desidratados em estufa, com ar circulante, a
temperatura média de 40 °C durante 96 horas, sendo em seguida triturados em moinho
mecanico, obtendo 840,0 g do pd das raizes. Este foi macerado em Hexano (Hex),
Diclorometano (CH,Cl,), Acetato de Etila (AcOEt) e Metanol (MeOH), em ordem crescente
de polaridade, durante 4 dias, repetindo-se esse procedimento trés a cinco vezes consecutivas
para cada eluente empregado, visando obter 0 méximo de extracdo. As solucbes extrativas
foram concentradas com auxilio de evaporador rotativo, a temperatura média de 45°C. Apd4s
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esse processo de evaporacdo do solvente, obtiveram-se 0s extratos: Hexanico,
Diclorometanico, Acetato de Etila e Metanolico (Esquema 4, p. 60).

Uma aliquota de 33,0 mg do extrato diclorometanico foi submetida a RMN *H e RMN

3¢ e forneceu Pc-3.

‘ Planta fresca (raizes 5,0 kg) \

- Secagem
- Moagem

Material vegetal seco e pulverizado (840 Q) \

- Maceragdo com diferentes
eluentes segundo ordem
crescente de polaridade

4x 5 X 3x

3 X
Ext. HEX Ext. CH,CI, Ext. AcCOEt Ext. MeOH
3309 40,0 g 709 159

|

Pc-3

Esquema 4: Processo de extracdao do p6 dos frutos de Piper caldense C. DC.
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4.2.3 Caracterizagao estrutural dos constituintes quimicos isolados

A caracterizagdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Piper caldense C.
DC. foi realizada pela andlise de espectros obtidos atraves dos métodos espectroscopicos
usuais como Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas, além de

comparag¢Oes com modelos da literatura.

Utilizou-se espectrometros VARIAN-NMR-SYSTEM 500 MHz e VARIAN-NMR-
SYSTEM 200 MHz, do Laboratério Multiusuario da Central Analitica (LCMA) da
Universidade Federal da Paraiba. As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se
cerca de 15-30mg das mesmas em solventes deuterados: Cloroférmio (CDClI3) e Metanol
(MeOD).

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 nao deuteradas dos solventes: cloroférmio (64 = 7,24
ppm) e metanol (54 = 3,3 ppm). Para os espectros de RMN de **C, os deslocamentos quimicos
foram referenciados pelos sinais do C dos solventes deuterado: cloroférmio (6¢c = 77,00 ppm)

e metanol (6¢ = 49,00 ppm).

As multiplicidades dos sinais de RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s
(singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dupleto), dl (dubleto largo), t (tripleto) e

m (multipleto).

Os espectros de RMN também foram otimizados para as técnicas bidimensionais
HMQC, espectro de correlacdo Heteronuclear, que permite fazer uma correlagdo entre
hidrogénio e seus respectivos carbonos; HMBC que permite fazer uma correlagdo entre
hidrogénios e carbonos a duas (3j) e trés (%) ligacOes; COSY estabelece as correlacGes entre
hidrogénios que sdo responsaveis, entre si, pelo desdobramento do sinal, e assim discernir a
multiplicidade dos sinais observados no espectro de RMN; e NOESY, técnica homonuclear
que mostra correlagdes espaciais dos hidrogénios da molécula (KAISER, 2000).

Também foi realizado um levantamento bibliografico da espécie Piper caldense C.
DC. durante o decorrer desse estudo. Para a revisao na literatura foram consultados sites de
relevancia cientifica, como o Sci Finder, no qual foram colocados como palavras-chaves 0s

seguintes descritivos: “Piperaceae”, referentes aos anos de 2000-2013, sendo possivel
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encontrar 732 referéncias contendo o descritivo acima. Usando-se apenas o descritivo “Piper”
nos anos de 2012 a 2013 foi possivel encontrar 2225 referéncias. Também foram consultados
o descritivo “Piper caldense leaves”, “Piper caldense roots.” “Piper caldense fruits” e “Piper
caldense” sendo encontrada apenas uma referéncia para os dois primeiros descritivos,
nenhuma para o terceiro, e duas para o Gltimo. Também foram consultados Chemical
Abstracts e Biological Abstracts, NAPRALERT (banco de dados sobre plantas do ponto de
vista quimico e bioldgico), artigos diversos e revistas cientificas, além de anais de eventos

nacionais e internacionais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo estrutural dos constituintes quimicos de Piper caldense C. DC.
5.1.4 Determinacéo estrutural de Pc-1

O espectro de RMN *C (CDCls, 125 MHz), (Figura 6, p. 66), realizado por meio da
técnica APT, apresentou 27 sinais para carbonos, sendo dois atribuidos a carbonos néo
hidrogenados (d¢c. 173,27 e 172,82) (Figura 7, p. 66) sendo estes deslocamentos sugestivos da
presenca de dois sinais caracteristicos de carbonila de éster na molécula; sete sinais referentes
a carbonos metinicos (8¢ 130,17, 129,96, 129,64, 128,19, 128,02, 127,85 e 127,71) (Figura 8,
p. 67), dois deslocamentos em ¢ 68,86 e ¢ 62,05 sugestivo de CH e CH, ligados a oxigénio,
respectivamente (Figura 9, p. 67); quinze sinais atribuidos a carbonos metilénicos (d¢c: 34,15,
33,99, 31,88, 31,49, 29,67, 29,50, 29,46, 29,30, 29,25, 29,09) (Figura 10, p. 68), (5¢c. 27,16,
25,59, 24,91, 24,82 e 22,66) (Figura 11, p. 68) e um sinal atribuido a carbono metilico (3¢
14,09) (Figura 12, p. 69). Estes dados em comparacdo com modelo encontrado na literatura
(RAGASA et al., 2012) (Tabela 2, p. 65) tornou possivel determinar que Pc-1 trata-se de

trilinoleina, que esta sendo isolada pela primeira vez na familia Piperaceae.

A analise do espectro de massas ESI-MS (Figura 13, p. 69) permitiu confirmar a
estrutura proposta para Pc-1 (Figura 5, p. 64) que tem formula molecular Cs7HggOg, ao revelar

um pico de ion molecular [M+H]*: m/z 880,6 daltons.

Figura 5: Estrutura quimica de Pc-1.
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Trilinoleina é um triglicerideo que apresenta efeitos benéficos no sistema
cardiovascular, sendo protetor do miocérdio, através de sua propriedade antioxidante (LIU et
al., 2004); no tratamento de disturbios circulatérios (CHAN et al., 2005); inibe a hipertenséo
induzida pela endotelina-1 (CHEN et al., 2005). Exibe também citotoxicidade moderada
contra uma linha de células do carcinoma do célon humano HCT116 (RAGASA, et al., 2012)

e inibe o crescimento de carcinomas de pulméo (CHOU et al., 2011).

Tabela 2: Comparacéo dos dados espectrais de RMN **C (CDCls, 125 MHz) de Pc-1 com
modelo encontrado na literatura (RAGASA et al., 2012, CDCl3, 150 MHz).

Pc-1 Literatura
Carbonos Sc 3¢
CH,0O 62,05 62,08
CHO 68,83 68,86
C=0Oa 173,27 173,29
C=09p 172,82 172,84
C-2a 33,99 34,04
C-2B 34,15 34,18
C-3a 24,82 24,83
C-3B 2491 24,87
C-4a 29,09 29,08
C-4B 29,09 29,04
C-5a 29,46 29,19
C-5B 29,50 29,27
C-6a 29,25 29,11
C-6pB 29,30 29,17
C-7a 29,67 29,62
C-7B 29,67 29,65
C-8 29,46 29,19
C-9a 129,96 130,00
C-9B 129,64 129,98
C-10a 128,02 128,05
C-10pB 128,19 128,07
C-11 25,59 25,62
C-12a 127,85 127,88
C-12B 127,71 127,87
C-13 130,17 130,22
C-14 27,16 27,19
C-15 31,88 29,36
C-16 31,49 31,52
C-17 22,66 22,57

C-18 14,09 14,07
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5.1.1 Determinacdo estrutural de Pc-2

O espectro de RMN *H (CDCls;, 500MHz) (Figura 15, p. 73) e suas expansdes
exibiram um envelope de absorgdes simples e multiplas na regido compreendida entre dy 0,65
e 0H 2,50 ppm (Figura 16, p. 73) caracteristicas de hidrogénios metilicos, metilénicos e

metinicos de nucleo triterpénico e/ou esteroidal.

Pela analise do multipleto em &y 3,50 pdde-se inferir a presenca de um hidrogénio
oximetinico na posicdo H-3 de nucleo triterpénico (KOJIMA, 1990) e do dupleto em 6y 5,32
(d, J=4,0 Hz) a presenca de hidrogénio metinico na posicdo H-6 de fitoesteréide (AHMED;
AHMAD; MALIK, 1992). Esse hidrogénio encontra-se desblindado devido a ligagdo
olefinica. Outras absorcfes correspondentes a hidrogénios olefinicos foram também
detectadas em 5,14 (dd, J=8,5 e 15,5 Hz, 1H) e 5,00 (dd, J=8,5 e 15,5 Hz, 1H), caracteristicos
de hidrogénios H-22 e H-23, respectivamente, e de nlcleo estigmastano, possibilitando

sugerir a presenca do sistema trans alilico em Pc-2 (Figura 17, p. 74).

No espectro de RMN *C (CDCls, 125 MHz) (Figura 18, p. 74), realizado por meio da
técnica APT, alguns sinais permitiram reforcar a hipdtese sobre o esqueleto esteroidal e a
presenca da mistura dada pelo espectro de RMN 'H, destacando-se a presenca de 49
deslocamentos quimicos, sendo 5 sinais referentes a carbonos quaternarios, 17 sinais a
carbonos metinicos, 16 sinais a carbonos metilénicos e 11 sinais a carbonos metilicos. Destes,
ressalta-se a presenca de um sinal em d¢ 71.82, tipico de carbono C-3 hidroxilado (Figura 19,
p. 75), além de um envelope de sinais em d¢ 11,93 e d¢ 21,20 (Figura 20, p. 75), referentes as
metilas triterpénicas (6 CHs) na regido de campo mais alto do espectro de RMN de °C e
caracteristicos de fitoesterdide (HAM et al., 2010).

Os sinais para carbono sp® mono hidrogenado em &c 121,73 (C-6) e carbono
insaturado ndo hidrogenado em &¢c 140,68 (C-5) do B-sitosterol e estigmasterol (Figura 21, p.
76), juntamente com as absor¢des em Oc 138,31 e d¢c 129,22 pertinentes aos carbonos
olefinicos (C-22 e C-23) do estigmasterol (KOJIMA, 1990) fortaleceram a proposta de que
Pc-2 trata-se de uma mistura de esteroides, codificados como: Pc-2a (B-sitosterol) e Pc-2b

(estigmasterol).

A anélise espectral de RMN *H e *C de Pc-2a/Pc-2b e comparacdes realizadas com
modelos da literatura (KOJIMA, 1990) (Tabela 3, p. 72) tornaram possivel identificar as

substancias como sendo o B-sitosterol (Pc-2a) e o estigmasterol (Pc-2b) (Figura 14, p. 71),
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cujas presencas sdo observadas em diversas espécies vegetais, sendo descritas pela segunda
vez nos frutos de Piper caldense C. DC.

Pc-2a (B-sitosterol)

Pc-2b (estigmasterol)

Figura 14: Estruturas quimicas de Pc-2a e Pc-2b.
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Tabela 3: Comparacdo dos dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) e de *C (CDCls, 125
MHz) de Pc-2a/Pc-2b com dados de RMN *3C dos modelos da literatura (KOJIMA, 1990,
CDCls, 25MHz).

Pc-2a Literatura Pc-2b Literatura
C oc OH oc oc OH oc
5 140,68 - 140,70 140,68 - 140,70
10 36,48 - 36,50 36,48 - 36,50
13 42,29 - 42,30 42,29 - 42,30
CH
3 71,82 3,50 (m) 71,80 71,82 3,50 (M) 71,80
6 121,73 5,32 (d) 121,70 121,73 5,32 (d) 121,70
8 31,95 - 31,90 31,95 - 31,90
9 50,12 - 50,10 50,12 - 50,10
14 56,84 - 56,80 56,74 - 56,80
17 56,01 - 56,00 56,92 - 55,90
20 36,15 - 36,10 40,49 - 40,50
22 - - - 138,31 514 (dd,J=8,5¢ 138,30
15,5 Hz, 1H)*
23 - - - 129,22 5,00 (dd,J=8,5¢ 129,20
15,5 Hz, 1H)*
24 45,81 - 45,80 51,23 - 51,20
25 29,19 - 29,10 - - -
CH,
1 37,24 - 37,20 37,24 - 37,20
2 31,62 - 31,60 31,62 - 31,60
4 42,29 - 42,30 42,29 - 42,30
7 31,95 - 31,90 31,95 - 31,90
11 21,05 - 21,10 21,05 - 21,10
12 39,88 - 39,80 39,67 - 39,70
15 24,24 - 24,30 24,38 - 24,40
16 28,25 - 28,20 28,47 - 28,40
22 34,09 - 33,90 - - -
23 26,06 - 26,00 - - -
28 23,04 - 23,00 - - -
CH;
18 11,69 - 11,90 11,78 - 12,00
19 19,40 - 19,40 19,40 - 19,40
21 18,82 - 18,80 21,20 - 21,20
26 19,75 - 19,80 21,05 - -
27 19,05 - 19,00 18,95 - -
29 11,96 - 12,00 12,11 - -

*Estes dados podem estar trocados
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5.1.2 Determinacdao estrutural de Pc-3/Pc-4

Os dados espectrais propdem uma mistura de dois compostos. No espectro de RMN
'H (CDCl;, 500MHz), para a substancia majoritéaria codificada como Pc-3 (Figura 27, p.84),
foi possivel observar na regido de hidrogénios aromaticos os sinais em oy 7,87 (sl, 1H), oy
7,82 (dl, J=8,0 Hz, 1H) e 646,81 (d, J=8,5 Hz) (Figura 28, p. 84), indicando a presenca de um
anel trissubstituido (Figura 22, p. 77).

7,82 (dl, J=8,0 Hz, 1H)/

130,21 U

6,81 (d, J=8,5 Hz, 1H)/
115,36

H

159,54
OH ’
Figura 22: Anel trissubstituido de Pc-3

Os sinais em oy 5,33 (t, J=7,0 Hz, 1H), 64 5,08 (m, 3H) (Figura 29, p. 85), o4 3,37 (d,
J=7,0 Hz, 2H) (Figura 30, p.85), 84 2,18-2,08 (m, 4H), 84 2,07-2,00 (m, 4H), 8y 1,98-1,94 (m,
4H) (Figura 31, p. 86), ainda no espectro de RMN*H (500 MHz), além de singletos atribuidos
a metilas ligadas a carbonos olefinicos: 6y 1,75 (s, 3H), d4 1,66 (s, 3H), 64 1,59 (s, 3H), o4
1,58 (s, 3H), e 641,56 (s, 3H), sugerem a presenca do grupo geranil-geranil (Figura 23, p. 77).

Figura 23: Grupo geranil-geranil

O espectro de RMN *C (CDCl3, 125 MHz) (Figura 27), realizado por meio da técnica
APT, apresentou 27 sinais para 27 atomos de carbono atribuidos ao composto majoritario
(Pc-3), sendo oito sinais atribuidos a carbonos ndo hidrogenados (6c: 171,75, 159,54, 138,48,
135,39, 134,83, 131,14, 127,40 e 121,26) (Figura 34, p. 87), sete sinais referentes a carbonos
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metinicos (6c. 132,35, 130,21, 124,37, 124,20, 123,73, 121,08 e 115,36) (Figura 35, p. 88),
sete sinais atribuidos a carbonos metilénicos (¢ 39,68, 39,65, 39,60, 29,01, 26,71, 26,47 e
26,56) (Figura 36, p. 88) e cinco sinais referentes a carbonos metilicos (6¢c. 25,60, 17,60,
16,19, 15,97 e 15,93) (Figura 37, p. 89).

No espectro de correlagdo heteronuclear 'H x *C-HMQC (CDCls, 500/125 MHz)
(Figura 38, p. 89) foram observadas as correlagdes em oy 7,87/6¢ 132,35, 6y 7,82/ ¢ 130,21 e
oy 6,81/6¢115,36 (Figura 39, p. 90) sugestivas para as posicdes, C-2, C-6 e C-5 do anel
aromatico, respectivamente. No espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 42, p.
91) foi observada a correlagdo de &y 6,81 (H-5)/6¢c 121,26 e o¢c 127,40 (Figura 43, p. 92),
sugerindo estes sinais de carbono para as posi¢cées C-1 e C-3, respectivamente. Através da
correlacdo oy 7,82 (H-6)/6¢c 132,35, 6c 159,54 e 6c 171,75 (Figura 44, p. 92) foi possivel
confirmar o sinal em &¢ 132,35 para a posicédo C-2 e sugerir d¢c 159,54 para a posicédo C-4 e oc
171,75 para a carbonila ligada a posicdo C-1. Ainda neste espectro foi identificada a
correlagéo 6y 7,87/ 8¢ 159,54, 6¢ 171,75, 6¢ 130,21 (Figura 44, p. 92) e 6¢ 29,01 corroborando
com as atribuicdes do d¢c 159,54, d¢c 171,75, ¢ 130,21 para as posi¢cdes C-4, C=0, C-6 e
sugerir 0 6¢c 29,01 para C-1’. As correlagdes em 8y 3,37/6¢ 159,54, d¢ 138,48, 6¢c 132,35, 6¢
127,40 e 6¢c 121,03 (Figura 45, p. 93) confirmam os sinais em d¢ 159,54, 127,40 e &¢ 132,35
para as posicoes C-4, C-3 e C-2, respectivamente, e sugere d¢c 121,08 para C-2’ ¢ ¢ 138,48
para C-3°.

No espectro de HMQC visualizou-se a correlagdo oy 1,75/6¢ 16,19 (Figura 41, p. 91) e
no espectro de HMBC este mesmo sinal mostrou correlacdo com ¢ 121,03, 6¢ 138,48 (Figura
46, p. 93) e o¢c 39,68 (Figura 48, p. 94) que permite inferir que esta metila esta ligada ao C-3’
e sugerir o sinal em d¢ 39,68 para a posi¢do C-4’. Ainda no HMQC, 6y 1,59/6¢ 17,60 e oy
1,66/6¢ 25,60 (Figura 41, p. 91) aliado as correlagdes a longa distancia de oy 1,59/6¢ 131,14,
8c 124,20 (Figura 46, p. 93) e 8¢ 25,60 (Figura 47, p. 94), e 84 1,66/ 8¢ 131,14, §¢c 124,20
(Figura 46, p. 93) e ¢ 17,60 (Figura 48, p. 94) possibiltou assinalar os sinais em ¢ 124,20, d¢
131,14, 6¢ 17,60 e d¢ 25,60 para as posigdes 14°, 15°, 16 e 20°, respectivamente.

As correlacOes observadas no HMQC oy 1,58/6¢ 15,97 e 64 1,56/ d¢ 15,93 (Figura 41,
p. 91), juntamente com as correla¢fes a longa distancia 6y 1,58/6¢ 135,39, d¢ 39,65, 6c 123,73
e O 1,56/8¢ 134,83, d¢c 124,37 e ¢ 39,60 permitiram atribuir para as posi¢des C-6°, C-7°, C-
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8’, C-10’, C-11°, C-12’, respectivamente, 0s sinais em dc 123,73, 6c 135,39, d¢ 39,65, d¢
124,37, 5c 134,83 e 5¢ 39,60.

Restando apenas os carbonos C-5°, C-9° e C-13’, que foram atribuidos pelas
correlagdes oy 1,98-1,94/0¢c 134,83, oc 124,20 (Figura 49, p. 95) e 6c 15,93 o0 que permite
atribuir 8¢ 134,83, 6¢ 124,20 e 6¢ 15,9 as posicdes C-11°, C-14’ e C-19°, respectivamente, e
propor o sinal 84 1,98-1,94 (m, 2H) para os hidrogénios da posi¢do H-12".

As correlagdes &y 2,07-2,00/ 6¢ 131,14, 8¢ 124,20, d¢c 134,83, ¢ 121,03 (Figura 47, p.
94) e oc 16,19 (Figura 49, p. 95) permitem atribuir 6y 2,07-2,00 (m, 4H) para os hidrogénios
das posicoes H-4’ e H-13’, deste modo reafirmar 8¢ 16,19 e 6¢c 121,03 para as posi¢oes C-17’

e C-2’, respectivamente.

As correlagdes no HMBC &y 2,18-2,08 com ¢ 135,39 e 6¢ 123,73 (Figura 47, p. 94)
permitem atribuir o multipleto 8y 2,18-2,08 aos hidrogénios metilénicos H-8 e H-9’ e,
consequentemente, confirmar os carbonos C-7° e C-6’. As correlagdes vistas no HMQC de oy
2,18-2,08/5¢ 39,65 6c 26,56 e oc 26,47 (Figura 41, p. 91) permitem atribuir o sinal &y 2,18-
2,08 também para os hidrogénios da posicdo H-5" e os sinais de carbono &¢ 39,65, d¢c 26,56 €

d¢ 26,47 para as posicdes C-8°, C-9’ ¢ C-5’, respectivamente.

A compilacéo dos dados espectrais uni e bidimensionais (RMN'H, RMN*C, *H x *3C-
HMQC e 'H x *C-HMBC) aliada a comparagbes com dados da literatura (MAXELL &
RAMPERSAD et al., 1989) (Tabela 4 e Tabela 5, p. 80 e 81) nos permitiu propor que a
substancia majoritaria codificada como Pc-3 tratava-se de um derivado prenilado do acido
benzoico, denominado de acido 4-hidroxi-3-((2E,6E,10E)-3’,7°,11°,15 -tetrametilhexadeca-
2°,6°,10°,14’-tetraen-1-il) benzoico (Figura 24, p. 79), que esta sendo isolado pela quinta vez

no género Piper e pela terceira vez em Piper caldense C. DC.

Figura 24: Estrutura quimica de Pc-3.
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Tabela 4: Dados de RMN *H (CDCl; 500 MHz), *C (CDCls 125 MHz) e correlagdes entre
sinais de *H x *C (HMBC) e *H x *H (COSY) de Pc-3.

HMQC HMBC COSY
Posicéo Sn Sc % %

1 - 121,26
2 7,87 (sl, 1H) 132,35 C-1’ C-4,C=6 e C=0
3 - 127,40
4 - 159,54
5 6,81 (d, J=8,5 Hz, 1H) 115,36 C-1,C-3 H-6
6 7,82 (dl, J=8,0 Hz, 1H) 130,21 H-5
1’ 3,37(d, J=7,0Hz,2H) 2901 C-2’eC-3 C-2,C-4eC-3> H-2
2 5,33 (t, J=7,0 Hz, 1H) 121,03 H-1°
3 - 138,48
4 2,07-2,00 (m, 2H) 39,68 C-2°,C-17’
5 2,18-2,08 (m, 2H) 26,47 C-6’ C-7’
6’ 5,08 (m, 1H) 123,73
7 - 135,39
8’ 2,18-2,08 (m, 2H) 39,65
9 2,18-2,08 (m, 2H) 26,56

10° 5,08 (M, 1H) 124,37

11 - 134,83

12° 1,98-1,94 (m, 1H) 39,60 C-14°

13° 2,07-2,00 (m, 2H) 26,71 C-14° C-15’e C-11’

14° 5,08 (M, 1H) 124,20

15° - 131,14

16’ 1,59 (s, 3H) 17,60 C-15° C-14’ ¢ C-20°

17’ 1,75 (s, 3H) 16,19 C-3’ C-2’¢ C-4’

18’ 1,58 (s, 3H) 15,97

19° 1,56 (s, 3H) 15,93

20° 1,66 (s, 3H) 25,60

C=0 - 171,75
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Tabela 5: Comparacdo dos dados espectrais de RMN de 'H e *C de Pc-3 (CDCls
500/125MHz) com modelo encontrado na literatura (MAXWELL & RAMPERSAD et al.,
1989, CDCl3 500/125MHz).

Pc-3 Literatura
Posicdo Sy Sc SH dc

1 - 121,26 - 122,5
2 7,87 (sl, 1H) 132,35 7,93 (brs) 133,6
3 - 127,40 - 128,3
4 - 159,54 - 160,8
5 6,81 (d, J=8,5 Hz, 1H) 115,36 6,85 (d, Js =9 Hz) 116,3
6 7,82 (dl, J=8,0 Hz, 1H) 130,21 7,86 (d, Js5 =9 Hz) 131,3
1 3,37 (d, J=7,0 Hz, 2H) 29,01 3,40 (d, J;-» =7 Hz) 29,5
2° 5,33 (t, J=7,0 Hz, 1H) 121,03 5,36 (t, Jp.1-=7 Hz) 122,0
3 - 138,48 - 140,0
4 2,07-2,00 (m, 2H) 39,68 2,06 (M) 40,1
5 2,18-2,08 (m, 2H) 26,47 2,06 (m) 26,9
6’ 5,08 (m, 1H) 123,73 5,12 (m) 1249
7 - 135,39 - 136,8
8 2,18-2,08 (m, 2H) 39,65 2,06 (m) 40,1
9 2,18-2,08 (m, 2H) 26,56 2,06 (M) 27,0
10° 5,08 (m, 1H) 124,37 5,12 (m) 125,4
11° - 134,83 - 135,9
12° 1,98-1,94 (m, 1H) 39,60 2,06 (m) 40,1
13’ 2,07-2,00 (m, 2H) 26,71 2,06 (M) 27,2
14 5,08 (m, 1H) 124,20 5,12 (m) 125,5
15° - 131,14 - 132,2
16’ 1,59 (s, 3H) 17,60 1,68 (br s) 25,4
17 1,75 (s, 3H) 16,19 1,86 (brs) 16,4
18’ 1,58 (s, 3H) 15,97 1,60 (br s) 16,2
19 1,56 (s, 3H) 15,93 1,60 (brs) 16,2
20° 1,66 (s, 3H) 25,60 1,60 (br s) 17,9
COOH - 171,75 - 173,1

O espectro de RMN *H (Figura 27, p. 84) mostrou ainda os seguintes sinais na regido
de hidrogénios aromaticos: oy 6,75 (d, J=8,5 Hz) e dy 7,56 (d, J=8,0 Hz) (Figura 28, p. 84)
que apontam a presencga de um anel aromatico tetrassubstituido, além de outros em 6y 5,25 (d,
J=2,0 Hz) (Figura 29, p. 85), 64 3,87 (d, J=6,5 Hz) (Figura 30, p. 85) e 641,80 (s) (Figura 32,

p. 86), atribuidos a substéncia minoritaria codificada como Pc-4.

O espectro de RMN *3C, além dos sinais atribuidos a Pc-3, apresenta 0s seguintes: ¢
172,20, o¢c 148,48, d¢c 142,79, d¢ 137,64, d¢c 135,35, o¢c 134,86, d¢c 130,85 (Figura 34, p. 87),
d¢ 120,74, d¢ 125,39 (Figura 35, p. 88), ¢ 123,78, d¢c 112, 20 (Figura 34, p. 87) e ¢ 16,23
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(Figura 37, p. 89), os oito primeiros vistos no experimento APT como carbonos quaternérios e

0s quatros ultimos como carbonos metinicos e metilicos.

Comparagdo dos dados de RMN *H e de RMN **C com os da literatura (SILVA, 2013)

permite definir as posi¢cdes dos substituintes do anel aromatico (Figura 25, p. 82).

COOH

Figura 25: Anel aromatico tetrassubstituido de Pc-4.

Enquanto a comparagcdo com a cadeia geranil-geranil mostrou diferengas em alguns
sinais, tanto no espectro de RMN *H como no de RMN **C. O sinal correspondente ao H-2’
de Pc-4 em &y 5,25 (d, J=2,0 Hz) difere do sinal 6y 5,26 (t, J=6,5 Hz) do composto modelo
(SILVA, 2013). Por outro lado, o espectro de RMN **C mostrou o deslocamento quimico do

C-3’ em d¢ 137,64 diferindo do valor do correspondente modelo (6¢ 139,25).

Tais dados permitem sugerir que H-2 e a metila em C-3’ de Pc-4 encontram-se no
mesmo lado da molécula e, portanto, a cadeia geranil-geranil pode ser caracterizada como
2’Z, 6’E, 10’E (Figura 26, p. 82), diferentemente do modelo da literatura. Foi possivel
identificar Pc-4 como é&cido 3,4-dihidroxi-2-((2Z,6E,10E)-3,7°,11°,15’-tetrametilhexadeca-
2°,6°,10°,14 -tetraen-1-il) benzoico (Figura 26, p. 82), que esta sendo isolado pela primeira

vez na familia Piperaceae.

Figura 26: Estrutura quimica de Pc-4.
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Tabela 6: Comparagdo dos dados espectrais de RMN de *H e **C (CDCls, 500/125MHz) de
Pc-4 com modelo encontrado na literatura (SILVA, 2013, CDCl3, 500/125MHz).

PC-4 Literatura
Posicéo SH dc SH dc

1 - 120,74 - 120,55
2 - 130,85 - 130,46
3 - 142,79 - 142,62
4 - 148,48 - 148,91
5 6,75 (d, J=8,5 Hz, 1H) 112,20 6,80 (d, J = 8,5 Hz, 1H) 112,46
6 7,56 (d, J=8,0 Hz, 1H) 125,39 7,63 (d, J=8,5Hz, 1H) 125,97
1’ 3,87 (d, J=6,5 Hz, 1H) 26,15 3,91 (d, J=7,0 Hz, 2H) 26,49
2’ 5,25 (d, J=2,0 Hz, 1H) 121,97 5,26 (t, J = 6,5 Hz, 1H) 121,55
3 - 137,64 - 139,25
4 2,00-2,07 (m, 2H) 39,68 2,07-2,12 (m, 2H) 39,65
5 2,08-2,18 (m, 2H) 26,47 2,07-2,12 (m, 2H) 26,31
6’ 5,08 (m, 1H) 123,78 5,07 (m, 1H) 123,49
7 - 135,35 - 135,82
8’ 2,08-2,18 (m, 2H) 39,65 1,92-1,97 (m, 2H) 39,66
9’ 2,08-2,18 (m, 2H) 26,71 1,92-1,97 (m, 2H) 26,76
10° 5,08 (m, 1H) 124,37 5,07 (m, 1H) 124,12
11° - 134,86 - 135,02
12° 1,94-1,98 (m, 2H) 39,60 2,01-2,06 (m, 2H) 39,69
13° 2,00-2,07 (m, 2H) 26,56 2,01-2,06 (m, 2H) 26,57
14 5,08 (m, 1H) 124,20 5,07 (m, 1H) 124,39
15° - 131,14 - 131,23
16’ 1,66 (s, 3H) 25,60 1,66 (s,3H) 25,65
17 1,80 (s, 3H) 16,23 1,83 (s,3H) 16,27
18 1,58 (s, 3H) 16,19 1,58 (s,3H) 16,07
19° 1,56 (s, 3H) 15,97 1,58 (s,3H) 15,97
20° 1,66 (s, 3H) 15,93 1,56 (s,3H) 17,65
COOH - 172,70 - 172,84
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Figura 29: Expansdo do espectro de RMN 'H (8, CDCls, 500 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido

de 5,0-5,4 ppm.
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Figura 30: Expansdo do espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regio

de 3,14-3,70 ppm.
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Figura 31: Expansdo do espectro de RMN 'H (8, CDCls, 500 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido

de 1,86-2,42 ppm.
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Figura 32: Expansdo do espectro de RMN *H (3, CDCls, 500 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido

de 1,51-1,87 ppm.
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Figura 33: Espectro de RMN de “°C-APT (8, CDCls, 125 MHz) de Pc-3/Pc-4.
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Figura 34: Expanséo do espectro de RMN de **C-APT (5, CDCls, 125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na
regido 122,0-174,0 ppm.
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Figura 35: Expansdo do espectro de RMN de “°C-APT (8, CDCls, 125 MHz) de Pc-3/Pc-4

na regido 115,0-133,0 ppm.
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Figura 36: Expanséo do espectro de RMN de *C-APT (5, CDCls, 125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na

regiao 24,0-42,0 ppm.
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Figura 37: Expansdo do espectro de RMN de **C-APT (8, CDCls, 125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na

regidao 15,0-26,0 ppm.
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Figura 39: Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 6,6-8,1 e 110,0- 145,0 ppm.
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Figura 40: Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear "H x *C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 1,35 -1,90 e 8,0-34,0 ppm.
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Figura 41: Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 1,0- 3,1 e 5,0-45,0 ppm.
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Figura 42: Espectro de correlacdo heteronuclear *H x **C-HMBC (CDCls, 500/ 125 MHz) de
Pc-3/Pc-4.
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Figura 43: Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x *°C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 6,58-6,98 e 115,0-155,0 ppm.
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Figura 44: Expansio do espectro de correlacéo heteronuclear *H x *C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 7,30 -8,25 e 110,0-180,0 ppm.
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Figura 45: Expanséo do espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C-HMBC (CDCls,

125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 3,10-3,65 e 105,0-170,0 ppm.
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Figura 46: Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x *°C-HMBC (CDCls, 500/

125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 1,45-1,90-e 115,0-145,0 ppm.
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Figura 47: Expansdo do espectro de correlacéo heteronuclear *H x *C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 1,88-2,36 e 115,0-145,0 ppm.
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Figura 48: Expansdo do espectro de correlacéo heteronuclear *H x *C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 1,42-1,90 e 10,0-45,0 ppm.



R 0
Resutracdes ¢ Disewsiao 95

s

fl (ppm)

fzzo(%pn.;) 2.‘02 1.98 I 1.‘94 ' 1.90 1.86 ‘ 1.;32
Figura 49: Expansdo do espectro de correlacéo heteronuclear *H x *C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-3/Pc-4 na regido de 1,82-2,30 e 10,0-45,0 ppm.
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5.1.4 Determinacdo estrutural de Pc-5

O espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) ( Figura 52, p. 102) demonstrou dois
dubletos em &y 7,44 (J=1,5 Hz, 1H) e o4 7,41 (J=1,5 Hz, 1H) (Figura 53, p. 102), sugerindo
um anel aromatico tetrassubstituido (Figura 50, p. 96), como também quatro singletos em &y
1,55 (3H), 64 1,56 (3H) oy 1,64 (3H) 64 1,69 (3H) (Figura 54, p. 103), assinalados para
metilas ligadas a carbono sp®. Estes sinais, ao lado de outros em: &4 5,09 (m, 2H), &4 5,30 (t,
J=7,0 Hz, 1H) (Figura 55, p. 103) e 6,83 (t, J =7,3 Hz, 1H) (Figura 56, p. 104), sugerem um

substituinte geranil-geranil na estrutura.

C‘ 171,50

COOH

7,41/114,67 127,68

7,44/124,41

Figura 50: Anel tetrassubstituido de Pc-5.

No espectro de RMN "*C-APT (CDCl;, 125 MHz) (Figura 57, p. 104) foi possivel
observar a presenca de 27 sinais para carbonos, sendo nove atribuidos a carbonos nao
hidrogenados (8¢: 172,85, 171,50, 147,92, 143,10, 137,06, 133,78, 132,27, 131,12 e 127,68)
(Figura 58, p. 105) sendo os deslocamento em 6¢ 172,85 e 6¢c 171,50 sugestivos da presenca
de dois grupos carboxilicos na molécula, seis sinais referentes a carbonos metinicos (oc:
145,50, 125,07, 123,63, 124,41, 121,75, e 114,67) (Figura 59, p. 105), sete deslocamentos
atribuidos a carbonos metilénicos (d¢c: 39,49, 38,28, 28,40, 27,61, 27,17, 26,77 e 26,08)
(Figura 60, p. 106) e quatro sinais referentes a carbonos metilicos (6¢c: 25,67, 17,63, 16,04 e
15,90) (Figura 60, p. 106).

No espectro HMQC (

Figura 61, p. 106) foi possivel observar a correlagdo do hidrogénio em oy 7,41 (H-2)
com o sinal em ¢ 114,67 (Figura 62, p.107) e a longa distancia (HMBC) (Figura 69, p. 110)
com os sinais em d¢c 147,92, 6¢c 124,41 e 6¢ 171,50 (Figura 70, p. 111), sendo possivel atribuir
0 sinal em 6¢c 171,50 para carbonila e sugerir os sinais em 0c 147,92, oc 124,41 e d¢c 114,67
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para as posicdes C-4, C-2 e C-6. Ainda no espectro HMQC observou-se a correlagdo oy 7,44
(H-6)/6¢ 124,41 (Figura 62, p. 107) e no HMBC &y 7,44/5¢ 147,92, 8¢ 114,67 (Figura 70, p.
111) e 8¢ 28,40 (Figura 71, p. 111) fortalecendo a proposta dos sinais em 8¢ 147,92, ¢ 124,41
e 0c 114,67 para as posicoes C-4, C-2 e C-6 e o sinal em d¢ 28,40 foi atribuido a posicao C-1°,
d¢c 143,10 foi sugerido para C-5 por ser caracteristico de carbono oxigenado. Este anel
aromatico é semelhante ao anel do &cido piperoico (AMPOFO et al.,1987).

No espectro de HMQC quando observada a correlagdo oy 3,33/0¢ 28,40 (Figura 63, p.
107) aliado as correlagbes observadas no HMBC, deste mesmo hidrogénio com os sinais de
carbono em oc 147,92, d¢c 124,41, d¢c 127,68, dc 121,79 e ¢ 137,06 (Figura 73, p. 112), foi
possivel atribuir o dubleto dy 3,33 para H-1" e os sinais de carbono 6¢ 127,68, 6¢c 121,79 e 6c
137, 06 para C-1, C-2’ e C-3’, respectivamente, assim com também confirmar oc 147,92 para
C-4 e oc 124,41 para C-5.

Ao observar as correlages no espectro de HMQC: oy 1,69/ d¢ 16,04 (Figura 64, p.
108) e oy 5,30/ ¢ 121,75 (Figura 67, p. 109) e no espectro de HMBC 6y 1,69/ d¢ 39,49
(Figura 75, p. 113), 6¢c 121,79 e &¢c 137,06 (Figura 74, p. 113) e 64 5,30/ 8¢ 16,04, 8¢ 39,49
(Figura 76, p. 114) e 6¢ 121,75 (Figura 67, p. 109) podemos inferir os hidrogénios oy 1,69 e
dn 5,30 para as posi¢des H-17’ e H-2” e confirmar os carbonos 6¢ 137,06, d¢c 121,79 para C-3’
e C-2’ e inferir 6¢ 39,49 e 6¢c 16,04 para C-4’ ¢ C-17".

Analisando as correlagdes no HMQC das metilas dy 1,64/ d¢ 25,67, dy 1,56/ 6¢ 15,90
e oy 1,55/ 8¢ 17,63 (Figura 64, p. 108) e no HMBC 6y 1,64/ 8¢ 17,63 (Figura 75, p. 113), 6¢c
132,27 e ¢ 123,69 (Figura 74, p. 113) e oy 1,56/ 6¢ 133,78, 8¢ 125,07 (Figura 77, p. 114) e d¢c
38,28 (Figura 78, p. 115) e oy 1,55/ &¢ 132,27, d¢c 123,69 (Figura 77, p. 114) e 6¢c 25,67
(Figura 78, p. 115), podemos sugerir os hidrogénios oy 1,64, dy4 1,56 ¢ 6y 1,55 para H-16’, H-
18’ e H-20’, respectivamente e os sinais de carbono d¢ 25,67, 6c 15,90, 6c 17,63, dc 132,27,
dc 123,69, d¢ 133,78, d¢ 125,07 e d¢ 38,28 para as posicdes C-16°, C-18°, C-20’, C-15°, C-
14°, C-7°, C-6’ e C-8’, respectivamente. E ainda quando observados correlacdes no HMQC:
On 2,15-2,00/ d¢ 39,49 e d¢ 38,28 (Figura 65, p. 108) e oy 5,09/ d¢ 125,07 e 6¢ 123,69 (Figura
66, p. 109), podemos assinalar os hidrogénios 6y 2,15-2,00 para H-4’ ¢ H-8’ e &y 5,09 para H-
6’ e H-14".

O sinal de hidrogénio em dy 6,83 apresenta correlacdo direta com o sinal de carbono
em dc 145,50 (Figura 67, p. 109) ¢ a longa distancia com os sinais de carbono em ¢ 172,50
(Figura 72, p. 112), ¢ 26,77 e 6c 38,28 (Figura 71, p. 111) permitindo definir ¢ 145,50, d¢c
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172,50, e oc 38,28 para as posi¢des C-10°, C-19° e C-8’ e sugerir d¢c 26,77 para C-9°, assim
como definir oy 6,83 para H-10’.

O multipleto oy 2,35-2,20 apresenta correlagdo no HMQC com os carbonos o¢ 26,77 e
o¢c 27,17 (Figura 68, p. 110) e no HMBC com os carbonos ¢ 145,50, d¢c 133,78, d¢c 131,12 ¢
d¢ 123,63 (Figura 79, p. 116) permitindo assinalar oy 2,35-2,20 para H-9” ¢ H-12’ e, portanto,
0s O¢c 26,77 e d¢ 27,17 para estas posigoes.

Ainda no espectro HMQC observou as correlagdes oy 2,00-2,15/ 8¢ 39,49, d¢ 38,28, dc
27,61 e dc 26,09 (Figura 68, p. 110) ¢ no HMBC 6y 2,00-2,15/ ¢ 145,50, d¢ 131,12, d¢
125,07, 6¢c 123,63 (Figura 79, p. 116) e d¢c 26,08 sendo possivel atribuir o multipleto oy 2,15-
2,00 para os H-4’, H-5", H-8” ¢ H-13’ e definir os d¢ 39,49, d¢ 38,28, ¢ 27,61 e 6c 26,09 para
as posigoes C-4’, C-8’, C-13’ ¢ C-5".

A compilacdo dos dados espectrais uni e bidimensionais (RMN *H, RMN *3C, *H x
B3C-HMQC e 'H x *C-HMBC) (Tabela 7, p. 99) de Pc-5 aliado a comparagdes com dados da
literatura (KATO, et al., 2009, CHAVES & ALVES, 2010) (Tabela 7 e 9, p. 99 e 100) nos
permitiu propor que a substancia codificada como Pc-5 trata-se de um derivado prenilado do
acido benzoico, denominado de éacido 4,5-dihidroxi-3-((2E,6E,10E)-11-carboxi-3’,7°,15-
trimetilhexadeca-2",6°,10°,14’-tetraen-1-il) benzoico, conhecido na literatura como &cido
caldensinico (Figura 51, p. 98), que esta sendo isolado pela primeira vez nos frutos de Piper
caldense C. DC, tendo sido isolado nesta espécie nas folhas (KATO, 2009) o qual apresentou
intensa atividade contra as espécies fungicas patogénicas Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum (KATO et al.,, 2009) e nas partes aéreas de Piper
carniconnectivum (CHAVES, et al., 2010).

COOH

Figura 51: Estrutura quimica de Pc-5.
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Tabela 7: Dados espectrais de HMBC *H x **C (8, CDCls, 500 MHz) de Pc-5.

HMQC HMBC

Posicao Sh Sc o %
1 - 127,68 - -
2 7,44 (d, J=1,5 Hz, 1H) 124,41 C-4,C-6eC-1’
3 - 127,68 - -
4 - 147,92 - -
5 - 143,10 - -
6 7,41 (d, J=1,5 Hz, 1H) 114,67 C-2,C-4eC=0
1’ 3,33 (d, J=6,5 Hz, 2H) 28,40 C-3eC-2’ C-2,C4eC-3
2’ 5,30 (t, J=7,0 Hz, 1H) 121,75 C-4eC-17°
3’ - 137,06 - -
4’ 2,00-2,15 (m, 2H) 39,49 C-5° C-6’
5° 2.00-2,15 (m, 2H) 26,00
6’ 5,09 (m, 1H) 125,07 C-8°eC-1¥’
7’ - 133,78 - -
8’ 2,00-2,15 (m, 2H) 38,28 C-6’ e C-10°
9 2.20-2,25 (m, 2H) 2677  C-10° C-7’, C-11°
10° 6,83 (t, J=7,3 Hz, 1H) 145,50 C-9 C-8eC-19°
11° - 131,12 - -
12° 2,20-2,35 (m, 2H) 27,17 C-10° e C-14°
13’ 2,00-2,15 (m, 2H) 2761  C-14° C-11° ¢ C-15°
14 5,09 (m, 1H) 123,63 C-16’ ¢ C-20°
15° - 132,27 - -
16’ 1,64 (s, 3H) 2567  C-15° C-14°, C-20°
17 1,69 (s, 3H) 1604  C-3’ C-2’, C-4
18’ 156 (s, 3H) 15.90
19° - 172,85 - -
20° 1,55 (s, 3H) 17,63 C-15° C-14’ e C-16°

COOH 171,50
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Tabela 8: Comparagdo dos dados espectrais de RMN de *H e *C (CDCls, 500/150 MHz) de
Pc-5 com modelo encontrado na literatura (KATO, et al., 2009, CD3;0D, 500/150 MHz).

Pc-5 Literatura
Posicéo SH dc SH dc
1 - 127,68 - 122,40
2 7,44 (d, J=1,5 Hz, 1H) 124,41 7,35 (d, J=2,0 Hz, 1H) 124,30
3 - 127,68 - 129,20
4 - 147,92 - 149,50
5 - 143,10 - 146,60
6 7,41 (d, J=1,5 Hz, 1H) 114,67 7,31 (d, J=2,0 Hz, 1H) 115,20
I’ 3,33 (d, J=6,5 Hz, 2H) 28,40 3,32 (d, J=7,5 Hz, 2H) 29,10
2 5,30 (t, J=7,0 Hz, 1H) 121,75 5,33 (t, J=7,5 Hz, 1H) 123,90
3’ - 137,06 - 137,10
4 2,00-2,15 (m, 2H) 39,49 2,04-2,08 (m, 2H) 40,90
5 2,00-2,15 (m, 2H) 26,09 2,12-2,15 (m, 2H) 27,70
6’ 5,09 (m, 1H) 125,07 5,17 (t, J=7,0 Hz, 1H) 126,40
7 - 133,78 - 135,30
8’ 2,00-2,15 (m, 2H) 38,28 2,04-2,08 (m, 2H) 39,80
9 2,20-2,25 (m, 2H) 26,77 2,21-2,28 (m, 2H) 28,00
10° 6,83 (t, J=7,3, 1H) 145,50 6,73 (t, J=7,5 Hz, 1H) 144,30
11’ - 131,12 - 133,30
12° 2,20-2,35 (m, 2H) 27,17 2,21-2,28 (m, 2H) 28,60
13° 2,00-2,15 (m, 2H) 27,61 2,04-2,08 (m, 2H) 28,90
14° 5,09 (m, 1H) 123,69 5,10 (t, J=7,5 Hz, 1H) 125,10
15° - 132,27 - 131,30
16° 1,64 (s, 3H) 25,67 1,65 (s, 3H) 26,10
17 1,69 (s, 3H) 16,04 1,72 (s, 3H) 16,30
18 1,56 (s, 3H) 15,90 1,61 (s, 3H) 16,40
19° - 172,85 - 171,80
20° 1,55 (s, 3H) 17,63 1,57 (s, 3H) 17,90
COOH - 171,50 - 170,90
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Tabela 9: Comparagdo dos dados espectrais de RMN de *H e *C (CDCls, 500/150 MHz) de
Pc-5 com modelo encontrado na literatura (CHAVES, et al., 2010, piridina d5, 500/150
MHz).

Pc-5 Literatura
Posicéo ou dc on dc
1 - 127,68 - 123,30
2 7,44 (d, J=1,5 Hz, 1H) 124,41 8,19 (d, J=1,7 Hz, 1H) 124,10
3 - 127,68 - 129,40
4 - 147,92 - 150,30
5 - 143,10 - 146,60
6 7,41 (d, J=15Hz, 1H) 114,67 8,23 (d, J=1,7 Hz, 1H) 115,90
r 3,33 (d, J=6,5 Hz, 2H) 28,40 3.85 (d, J=7,2Hz, 2H) 29,50
2° 5,30 (t, J=7,0 Hz, 1H) 121,75 5,81 (t, J=7,2Hz, 1H) 123,80
3 - 137,06 - 136,40
4 2,00-2,15 (m, 2H) 39,49 2,15 (m, 2H) 40,40
5 2,00-2,15 (m, 2H) 26,09 2,20 (m, 4H) 27,40
6’ 5,09 (m, 1H) 125,07 5,34 (brqg, J=5,5 Hz, 2H) 125,80
7 - 133,78 - 134,80
8 2,00-2,15 (m, 2H) 38,28 2,20 (m, 4H) 39,40
9’ 2,20-2,25 (m, 2H) 26,77 2,44-2,40 (m, 4H) 28,80
10° 6,83 (t, J=7,3, 1H) 145,50 7.21 (t, J=7,3 Hz, 1H) 142,40
11° - 131,12 - 133,80
12° 2,20-2,35 (m, 2H) 27,17 2,67 (brt, J=7,7 Hz, 2H) 28,10
13° 2,00-2,15 (m, 2H) 27,61 2,44-2,40 (m, 4H) 28,10
14 5,09 (m, 1H) 123,69 5,34 (brq, J=5,5 Hz, 2H) 125,10
15° - 132,27 - 132,30
16’ 1,64 (s, 3H) 25,67 1,69 (s, 3H) 26,20
17 1,69 (s, 3H) 16,04 1,84 (s, 3H) 16,70
18’ 1,56 (s, 3H) 15,90 1,65 (s, 6H) 16,40
19° - 172,85 - 170,70
20° 1,55 (s, 3H) 17,63 1,65 (s, 6H) 18,10
COOH - 171,50 - 169,90
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Figura 52: Espectro de RMN *H (5, CDCls, 500 MHz) de Pc-5.
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Figura 53: Expansdo do espectro de RMN *H (3, CDCls, 500 MHz) de Pc-5 na regido de

7,25-8,00 ppm.
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Figura 54: Expansdo do espectro de RMN 'H (8, CDCls, 500 MHz) de Pc-5 na regido de

1,36-1,82 ppm.
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Figura 55: Expansdo do espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de Pc-5 na regido de

4,85-5,50 ppm.
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Figura 56:

Expanséo do espectro de RMN 'H (5, CDCls, 500 MHz) de Pc-5 na regifo de

7,80-6,55 ppm.
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Figura 57:

Espectro de RMN de **C-APT (8, CDCls, 125 MHz) de Pc-5.
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Figura 59: Expansdo do espectro de RMN de **C-APT (5, CDCls, 125 MHz) de Pc-5 na

regido de 113,0-147,0 ppm.
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Figura 60: Expansdo do espectro de RMN de C-APT (3, CDCls, 125 MHz) de Pc-5 na

regido de 15,0-40,0 ppm.
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Figura 61: Espectro de correlagio heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls;, 500/ 125 MHz) de

Pc-5.
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Figura 62: Expansdo do espectro de correlacio heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regiéo de 8,0-7,0 e 134,0-108,0 ppm.
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Figura 63: Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regido de 3,9-2,8 e 44,0-20,0 ppm.
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Figura 64: Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regido de 2,1-1,0 e 36,0-10,0 ppm.
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Figura 65: Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear "H x *C-HMQC (CDCls, 500/
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Figura 66: Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x “*C-HMQC (CDCls, 500/
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Figura 67: Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regiéo de 7,3-6,2 e 156,0-130,0 ppm.
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Figura 68: Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x **C-HMQC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regido de 2,5-1,9 e 44,0-14,0 ppm.
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Figura 69: Espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C-HMBC (CDCls, 500/ 125 MHz) de

Pc-5.
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Figura 70: Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x **C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regido de 7,70-6,95 e 190,0-90,0 ppm.
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Figura 71: Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x *°C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regido de 7,70-6,70 e 50,0-15,0 ppm.
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Figura 76: Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear *H x *°C-HMBC (CDCls, 500/
125 MHz) de Pc-5 na regido de 5,8-4,4 e 65,0-5,0 ppm.
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6. ESTUDO MICROBIOLOGICO

Os compostos Pc-3, Pc-4 e Pc-5 oriundos dos extratos diclorometanico e acetato de
etila dos frutos e do extrato diclorometanico das raizes de Piper caldense C. DC. foram
selecionados para avaliacdo da atividade antimicrobiana contra bactérias Gram negativas e
Gram positivas. As amostras foram testadas no Laboratério de Bioquimica, Genética e
Radiobiologia do DBM/CCEN/UFPB contando com a colaboracgdo da Professora Hilzeth de

Luna Freire Pessoa.

6.1 Material e métodos

6.1.1 Linhagens bacterianas

Para os testes de atividade antibacteriana foram utilizadas linhagens Gram positivas e
Gram-negativas oriundas de colecbes de referéncia (ATCC — American Type Culture

Colection):

Escherichia coli ATCC 2536;
Escherichia coli ATCC 8539;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 23242,;
Staphylococcus aureus ATCC 25619;
Staphylococcus aureus ATCC 25925.

D N N N N NN

6.1.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana dos compostos frente a bactérias de

importancia clinica

A atividade antibacteriana foi avaliada através da determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo descrita por Eloff (1998). A
determinacédo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluicdo utilizando-se placas de
96 orificios e fundo em “U” para cada uma das cepas avaliadas. Para tanto, diluigbes a metade
de uma solucéo do produto teste (512 — 4 pg) foram adicionadas a uma suspensdo (1x1072

UFC/mL) das diferentes linhagens bacterianas em meio Luria Bertani — LB (extrato de
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levedura (DIFCO) 10 g, triptona (DIFCO) 5 g, NaCl (VETEC) 10 g para 1 L). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 h. O crescimento bacteriano foi confirmado ap6s a adi¢ao de
resazurina 0,1 % (SIGMA) e incubacdo a 37 °C por 30 minutos. Os experimentos foram
realizados em triplicata e foi considerada como CIM a menor concentracdo do produto teste

que inibiu completamente o crescimento bacteriano (Devienne, 2002).

6.2 Resultados e discussao

Os compostos testados inibiram o crescimento de todas as linhagens Gram positivas e

Gram negativas testadas apresentando diferentes valores de CIM (Tabela 10, p. 119).

Tabela 10: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos compostos Pc-3, Pc-4 e Pc-5 sobre as

linhagens bacterianas

Linhagem bacteriana Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
pug/mL
Pc-3 Pc-4 Pc-5
E. coli ATCC 2536 256 256 256
E. coli ATCC 8539 256 128 128
P. aeruginosa ATCC 8027 512 256 256
P. aeruginosa ATCC 23242 256 256 256
S. aureus ATCC 25619 256 256 256
S. aureus ATCC 25925 256 256 256

ATCC = American Typing Culture Colection

N&o existe consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para os produtos naturais
qguando comparados com antibidticos que sdo utilizados na clinica médica, tanto que alguns
autores consideram somente resultados similares aos dos antibidticos, enguanto outros
consideram com bom potencial mesmo aqueles que inibem o crescimento bacteriano em
concentragdes elevadas. Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificagdo para materiais
vegetais com base nos resultados de CIM que considera como: inibicdo forte — CIM até 500
pg/mL, inibicdo moderada — CIM entre 600 e 1500 pg/mL e inibicdo fraca — CIM acima de
1600 pg/mL.
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Os compostos testados apresentaram forte efeito antibacteriano frente as linhagens
Gram positivas e Gram negativas testadas com concentragdo inibitéria minima que variou
entre 128 pg e 512 pg. Este resultado é relevante uma vez que bactérias Gram positivas sdo
normalmente mais sensiveis a antibioticos do que as bactérias Gram negativas (MADIGAN;
2004). Isso se deve ao fato de que a membrana externa das bactérias Gram negativas é uma
barreira que dificulta a entrada de varias moléculas de antibidticos e o espaco periplasmatico
contém enzimas que sao capazes de degradar moléculas vindas de fora da célula (HOLETZ et
al., 2002). Além disso, o antibiotico que atua sobre bactérias Gram positivas e Gram
negativas, denominados de amplo espectro, tém uma maior aplicacdo médica do que aqueles

que atuam apenas sobre um grupo de microrganismos.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo fitoquimico dos frutos e raizes de Piper caldense C. DC. (Piperaceae)
realizado por meio de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV, EM,
RMN *H e 3C uni e bidimensionais permitiu isolar e identificar seis substancias, sendo elas
um triglicerideo: trilinoleina (Pc-1), dois esteroides: B-sitosterol (Pc-2a), estigmasterol (Pc-
2b) e trés derivados do acido benzoico: acido 4-hidroxi-3-((2E,6E,10E)-3°,7°,11",15’-
tetrametilhexadeca-2’,6”,10°,14’-tetraen-1-il)  benzoico (Pc-3), 4&cido 3,4-dihidroxi-2-
((2Z,6E,10E)-3°,7°,11°,15 -tetrametilhexadeca-2’,6°,10°,14 -tetraen-1-il) benzoico (Pc-4) e
acido 4,5-dihidroxi-3-((2E,6E,10E)-11-carboxi-3’,7’,15’-trimetilhexadeca-2’,6°,10°,14°-
tetraen-1-il) benzoico (Pc-5), contribuindo, dessa forma, para 0 conhecimento
quimiotaxonémico do género Piper L. e da espécie botanica investigada, uma vez que ha

poucos relatos de estudos referentes a Piper caldense C. DC.

Os compostos codificados como Pc-1 e Pc-4, estdo sendo isolados pela primeira vez

na familia Piperaceae.

Os compostos codificados como Pc-3, Pc-4 e Pc-5 apresentaram forte atividade
antibacteriana frente a linhagens Gram positivas de S. aureus e Gram negativas de E. coli e P.

aeruginosa.

Considerando os resultados obtidos, pretende-se dar continuidade aos estudos com a
espécie Piper caldense C. DC., visando o isolamento de novos compostos bioativos, bem

como a integracdo de outros estudos biologicos dos compostos isolados e dos extratos da raiz.
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