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RESUMO

Este trabalho teve como principal objetivo descrever a investigagao
fitoquimica e atividade antimicrobiana de compostos isolados das folhas de P.
callosum e P. cocorvadensis, pertencente a familia Piperaceae. Foram isolados
de Piper callosum e P. cocorvadensis trés amidas, incluindo a piperovatina, 4,5
dihidropiperlonguminina e piplartina e o éster (E) — 3,4,5 trimetoxicinamico de
metila. Em funcdo da atividade antimicrobiana os extratos e compostos
isolados foram submetidos a ensaios frente 06 (seis) micro-organismos. O 1°
extrato etandlico, o éster (E)-3,4,5-trimetoxicinamato de metila e a amida 4,5
dihidropiperlonguminina isolados de P. callosum  apresentou atividade
antimicrobiana frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e com CMI
de 625 ug/mL.. Além disso o 2° extrato extrato etandlico apresenta atividade
em uma concentracdo 312,5 ug/mL contra a Candida utilis. Ao analisar os
extratos etandlicos da Piper corcovadensis, foi observado atividade frente
atividade frente a Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis com CMI de 19,5
pg/mL e 39,0 ug/mL, respectivamente. Os compostos obtidos foram
caracterizados com base em seus respectivos dados espectrais de CG-EM,
RMN 'H e *°C.

Palavras-Chave: Atividade Antimicrobiana, Amidas e Piper
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1. INTRODUCAO

As plantas possuem uma variedade de substancias biologicamente
ativas, sendo consideradas fontes na descoberta de novas moléculas como

protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos (SIMOES et al., 2001).

Estudos fitoquimicos com espécies do género Piper o mais abrangente
na familia Piperaceae com mais de 2000 espécies, tém revelado classes
especificas de metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas, incluindo
alcaléides, amidas, chalconas, cromenos, flavonodides, lignanas, terpenos,
esterodides, derivados porfirinicos e derivados do acido benzdico.( ARAUJO et
al., 2018)

Dentre as espécies do género Piper, encontra-se a Piper callosum e
Piper cocorvadensis, espécies comumente usadas na medicina popular
brasileira, principalmente na regido norte do Pais. (Andrade et al.,2009;
Marques et al.,2009). As folhas sao utilizadas para o tratamento de
reumatismo, dores, gripe e tosse, diarréia, célica intestinal, diarréia, nausea,

dor de dente, dor muscular, picadas de mosquito e gonorréia.

De acordo com Santos e Novales (2012), devido ao surgimento de micro-
organismos resistentes as terapias empregadas nos tratamentos de diversas
doencas, ha uma grande preocupacdo mundial, que tem estimulado a pesquisa
de novos agentes antimicrobianos provenientes de plantas (Santos e Novales,
2012).

A partir desses relatos iniciou o estudo quimico e biolégico dos extratos e
compostos isolados de P. callosum e P. corcovadensis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Obter o perfil quimico e avaliar atividade antimicrobiana das folhas de

Piper callosum e P. corcovadensis.

2.2 Objetivos especificos

e Obter os extratos etanolicos das folhas de P. callosum e P.
corcovadensis a partir do material seco e triturado;

e Isolar os metabdlitos secundarios das folhas de P. callosum e P.
corcovadensis;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos das folhas de P.
callosum e P. corcovadensis;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos isolados e seus
derivados;

e Elucidar as estruturas dos compostos isolados e semi-sintetizados por
CG- EM, RMN *H, **C.

16



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Quimica dos Produtos Naturais

A natureza, de forma geral, tem sido considerada uma fonte de
substancias organicas biologicamente ativas que sdo amplamente usadas para
diversos fins pela humanidade, principalmente para fins medicinais. O Reino
Vegetal, em particular, de onde é isolada a maioria das moléculas bioativas
conhecidas usadas para fins terapéuticos na medicina convencional e
alternativa. (PINTO et al. 2002).

A partir do século XIX foram registrados os primeiros estudos sobre
plantas, resultou no isolamento de alguns principios ativos de plantas usadas
na medicinal popular, exemplo do alcal6ide morfina, isolada em 1806 da planta
Papaver somniferum. E a Quinina, foi isolada da casca de Cinchona calisaya.
(Borges et al. 2012 e Silva 2016).

Morfina Quinina

Figura 1. Estrututa quimica da morfina e quinina

Dessa forma, os produtos naturais possuem um importante papel para a
descoberta e planejamento de novos candidatos a farmacos (MISHRA E
TIWARI, 2011).

17



3.2 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae, uma das maiores dentre as angiospermas basais,
apresenta distribuicdo pantropical, com centro de diversidade localizado nas
Américas Central e do Sul (Yuncker 1958; Jaramillo & Manos 2001; Medeiros &
Guimardes 2007 Silva e Guimardes 2009) com cerca de 3000 espécies
identificadas (Quijano - Abril et al. 2006; Wanke et al. 2007 e Silva e Guimaraes
2016 ).

A familia Piperaceae possui cerca de 3000 espécies distribuidas em 5
géneros, incluindo, Macropiper, Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia (PAZ,
GUIMARAES e RAMOS 2017). Dos cinco géneros hoje considerados para a
familia, os trés ultimos ocorrem no Brasil principalmente nas florestas Atlantica
e Amazobnica e sdo também encontrados no Parna do Itatiaia (MONTEIRO &
GUIMARAES, 2008).

Piper e Peperomia representam os mais importantes géneros da familia

Piperaceae, com 2000 e 1700 espécies respectivamente. (Kloss et al., 2016)

A familia Piperaceae conhecida devido a sua importancia econémica,
biolégica e ecolégica devido a diversidade de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos como terpenos, pironas, lactonas, cromenos, chalconas,
ligndides, amidas e alcaldides isolados dos diversos tecidos de suas espécies
(Figura 2). (KATO e FURLAN, 2007 e BEZERRA, 2016).

18
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Figura 2. Metabolitos secundarios isolados de Piper

3.3 Género Piper

O género Piper, pertencente a familia Piperaceae, teve o primeiro estudo
quimico da espécie realizado em 1819 com o isolamento da piperamida
piperina, um principio ativo pungente da pimenta-do-reino, Piper nigrum (SILVA
2011).

O género Piper (Figura 3) possui mais de 2000 espécies espalhadas
pelos hemisférios Norte e Sul, sendo o maior género da familia Piperaceae
(SMITH et al., 2008). No Brasil foram identificadas cerca de 1000 espécies.
(Nascimento et al. 2012 e Paz, Guimardes e Ramos 2017).
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Figura 3. Espécies do género Piper

Fonte: Google Imagens

Algumas espécies de Piper (folhas) sdo utilizadas na medicina popular
para o tratamento de algumas doencas. Como por exemplo, a espécie Piper
umbrellata, conhecida no Brasil como pariparoba, caapeba, capeba e malvisco
€ uma planta arbustiva, de ocorréncia pantropical (usada no tratamento de
doencas do figado, epilepsia e como antimaléarica e antiinflamatéria (KIJJOA et
al 1980; FURLAN et al. 2009; AMORIM et al. 1988; DESMACHELIER et al. 200
e FURLAN et al. 2009).

Ha um crescente numero de estudos quimicos e biolégicos com
espécies de Piper devido a diversidade na classe de compostos secundarios
isolados e de atividades biolégicas como atividade antifungica, tripanocida,
antiparasitaria e antioxidante destas espécies (PARMAR et al. 1997;
NAVICKIENE et al. 2000; KATO e FURLAN, 2007; REGASINI et al. 2008;
COTINGUIBA et al. 2009 e SILVA, 2011)

20



3.4 Fitoquimica e atividades biologicas do género Piper

A atividade biolégica de espécies de Piper € muita diversificada e

também muito utilizada na medicina popular para tratamento de inUmeras
doencas (Vieira, 1992; Di Stasi, 2000; Lorenzi & Matos, 2002 e Bastos e Silva

2007).

Tabela 1. Alguns compostos isolados e suas respectivas atividades biologicas

Espécie Atividade Substancia Referéncia
P. Ottonia Antifangica Corcovadina Marques et al.,
corcovadensis (2007)
P. aduncum Anti -helmintico 1,8-cineol Oliveira et al., 2014
(eucalipto)
P. guineesen Efeitos Anti- Terpenos Oyemitan et al.,
depressivos (2015)
P. alatabaccum Larvicida Dilapiol Santana, H. T.,
(2012)
P. mikanianum Acaricida Fenilpropandides Ferraz et al.,
(dilpiol e safrol) (2010).
P. auritum Leishmanicida Safrol Monzote et al.,
(2010)
P. affinis Inseticida Sarisan Fazolin, M. et al.,
hispidinervum (s/d)
P. arboreum Antimicrobiana Curcumeno Nascimento, (2015)
P. tubercutalum Bactericida Piperlonguminina Silva et al., (2008)
P.nigrum Inseticida,analgésic | Piperina Pamar et al., 1997,

a e antiinflamatoéria

Scott et al., 2008)

P. tubercutalum

Atifingia contra

Diidropiplartina

Navickiniene et al.,

cladosporioides e 200; Silva et
C. al.,2002)
sphaerospermum
P. crassinervium Antifungica Acido 4-hidroxi-3- Kato, 2006
(8,7’ -dimetil-1’oxo-
octa-2’-E-6’-dienil)-
benzoico
Piper Antifangica Metil 3-(2,3- LAGO, 2004
hostmannianum dihidroxi-3-
metilbutil)-4-

hidroxibenzoato
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3.5 Piper Callosum

Dentre as espécies do género Piper, encontra-se a Piper callosum Ruiz
& Pav (Figura 4), uma planta popularmente conhecido como "elixir-paregorico”,

"Oleo-elétrico”, "ventre-livre", "erva-de-soldado”, "panquilé", "matrica” No Brasil

(Andrade et al., 2009), € um arbusto nativo da Bolivia, Brasil, Peru e Colémbia.

No Brasil, ocorre no Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondonia, Distrito
Federal, Mato Grosso, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Parana (Guimaraes et
al., 2014). Usada na forma de infusdo para tratar diarréia, colica intestinal,
diarréia, nausea, dor de dente, dor muscular, picadas de mosquito e gonorréia,
e tém propriedades repelentes, adstringentes, hemostéticas, digestivas,

diuréticas e depurativas (Andrade et al., 2009).

Em mercados publicos no norte do Brasil, as partes aéreas de P.
callosum séo vendidas frescas, secas, moidas e raramente em pd ou como
ingrediente em preparacbes artesanais chamadas "garrafadas" para fins

medicinais. A planta também é cultivada em quintais e jardins medicinais.

Uma série de fito-constituintes volateis e fixos foram identificados de P.
callosum, incluindo alcaldides amidas; terpenos, tais como monoterpenos de
hidrocarbonetos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos de
hidrocarbonetos, sesquiterpenos oxigenados e esterdides e compostos
fendlicos, tais como flavondides oxigenados e fenilpropandides (Parmar et al.,
1997, Facundo et al., 2004, Andrade et al., 2009).

Os oleos essenciais obtidos das folhas de P. callosum apresentaram

atividades antifingicas, inseticidas e larvicidas (Andrade et al., 2009).
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3.6 Piper cocorvadensis

Outra espécie do género Piper é a P. corcovadensis (Miq.) C. DC (syn.
Ottonia corcovadensis), (Figura 5), também conhecido como jaborandi falso,
sendo usada na medicina popular brasileira no alivio da dor de dente. Um
estudo revelou que a piperovatina composto majoritario isolado do extrato de
folnas e raizes da P. corcovadensis apresenta atividades: bactericidas,
ticicidas, inseticidas, piscicidas, antiinflamatérias e anestésicas. (Marques,
2009).

Figura 5. Folhas da espécie de Piper corcovadensis

Os estudos fitoquimicos de P. corcovadensis permitiu o isolamentos de
amidasa partir do extrato etandlico de suas das raizes como as amidas
piperovatina e chingchengenamida (FACUNDO et al.,2004a). Em outro estudo,
, a partir do extrato éter de petréleo das raizes da planta coletada na montanha
do CorcovadoRJ, Brasil que apresentou atividade anestésica foram isoladasde
cinco amidas: piperovatina, piperlonguminina, corcovadina, isopiperlonguminina
e isocorcovadina. (Figura 6). A atividade anestésica da planta foi atribuida a
presenca da amida piperovatina (COSTA & MORS, 1981).
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3.7 Algumas Amidas Isoladas de Piper corcovadensis

Corcovardina Isopiperlonguminina

(0]
o]
N <
ﬁ/ O Py va

Piperovatina

MeO

Piperlonguminina

<O OAC
° P a4 H%

(0]

Isocorcovadina

Figura 6. Amidas isoladas de Piper corcovadensis

3.8 Atividades Biologicas de Amidas Isoladas de Piper corcovadensis

Tabela 2. Amidas isoladas de Piper corcovadensis e suas respectivas
atividades bioldgicas

Substancia Atividade Espécies Referéncia
Corcovadina Antifungica Marques et al.,

(2007)
Piperovatina Inseticida

Piperlonguminina

Isopiperlonguminina

Isocorcovadina
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4. Metodologia

4.1 Coleta do Material Vegetal

As espécies de Piper callosum e Piper corcovadensis Mata Atlantica do

estado do Amapa e no Jardim botanico do Recife, respectivamente.
4.2 Obtencéao dos extratos brutos

Foram utilizados 718,2g de folhas de piper callosum e 201,9 g de folhas
de piper corcovadensis que foram secas em estufa por 48h a 40°C e em
seguida foram maceradas separadamente em um moinho de facas para
obtencdo dos seus respectivos extratos brutos. Cada material vegetal seco e
macerado foi submetido a extracdo exaustiva com 0s respectivos sistemas:
EtOH, EtOH/H,O e Butanol (3x de 400 mL), pelo método de maceracéo a frio
por 48h. Todo material vegetal foi concentrado sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo (40°C, + 80rpm) obtendo-se 15g de extrato bruto da piper
callosum e para a piper corcovadensis foi obtido 4g no sistema etandico e 5g
no sistema etanol/dgua. Com base no peso do material seco utilizado e a

massa de extrato obtido, calculou-se o rendimento.

4.3 Anélise dos constituintes dos extratos brutos por Cromatografia
Camada Delgada (CCD)

Os extratos brutos das folhas foram inicialmente analisados por
cromatografia camada delgada (CCD), (Figura 9 e 10) usando mistura bindria
Hex:AcOEt 7:3 para obtencdo do preliminar dos perfis cromatograficos dos

extratos brutos.
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4.4 Atividade Biol6gica

4.4.1 Atividade antimicrobiana

Para avaliagdo qualitativa e quantitativa da atividade antimicrobiana das
folhas de P. callosum e Piper corcovadensis foram utilizados 06 (seis) micro-
organismos provenientes da Colecdo de Micro-organismos do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 3). A
suspensao dos microrganismos foi padronizada pela turvacdo equivalente ao
tubo 0,5 da escala de McFarland em agua destilada, correspondente a uma
concentracdo de aproximadamente 108 UFC/mL para bactérias e 107 UFC/mL

para fungos.

Tabela 3. Micro-organismos testes utilizados na atividade antimicrobiana

Bactérias Gram- Bactérias Gram- Fungos Filamentosos
positivas negativas
Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans
UFPEDA 02 UFPEDA 224 UFPEDA (1007)
Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa Candida utilis
UFPEDA 86 UFPEDA 416 UFPEDA (1009)

4.4.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria — CMI

O teste de CMI foi realizado através da técnica de microdiluicao,
utilizando multiplacas com 96 pocos, conforme o Clinicaland Laboratory
Standards Institute— 2010. Cada multiplaca foi padronizada conforme mostrado
na (Figura 7).
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Figura 7.llustracdo de Multiplaca com 96 pocos.

Foram utilizados meios de cultura liquidos Saubouraud (Sab) para
Fungos Filamentosos e meio liquido Mueller Hinton (MH) para Bactérias Gram
Positivas e Gram Negativas. Nos pocos da solucéo teste, (Linha A, Colunas 6,
7,8 ¢e 10, 11, 12), Foram distribuidos 175uL de meio liquido e adicionado 25uL
da solucédo estoque (Amostra), totalizando nesta primeira linha 200uL. Nas
demais linhas (B, C, D, E, F, G e H, Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), colocou-se
100puL de meio. Na coluna 2 - Solvente (S), além dos 75uL de meio, foi
acrescentado 25pL de solvente. Na coluna 3 - Microrganismo (M) foram
distribuidos 100uL de meio e acrescentado 10pL dos indculos microbianos
padronizados. Por final, na coluna 4 — Padrédo (P) foram colocados 97,5uL de

meio e acrescentados 2,5uL da solucédo Padréao.

Terminado a etapa anterior iniciou-se o0 processo de microdiluicdo
seriada, que foram retiradas com uma micropipeta 100uL da Linha A - Colunas
6, 7, 8 e 10, 11, 12, e depositados na Linha B (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12),
sendo misturados e retirados novamente 100uL, seguindo este processo
sucessivamente até a Linha H, obtendo-se concentracdes decrescentes que
variam de 2500 até 19.5ug/pL. Apoés a diluicdo das amostras, se adicionara
10pL dos in6culos microbianos padronizados, exceto nos pocos da Coluna 1 -

Meio (M), Coluna 2 - Solvente (S) e Coluna 4 — Padréo (P). As microplacas
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foram cultivadas em estufas distintas: a 37°C por 18 a 24 hrs para as bactérias,

e 30°C por 48 a 72 hrs para Fungos Filamentosos.

4.4.3 Leitura da Microplaca

Ap0s o periodo de cultivo, as microplacas foram reveladas com a adi¢éo
de 10uL da solugao de risazurina a 0,01% e incubadas por 1-3 horas para que
ocorresse a mudanca de coloracdo nos poc¢os. Segundo Lima, (2013) a
resazurina é um corante azul indicador de oxido-reducdo, onde a manutencao
da cor azul nos pocos € interpretada como inibicdo de crescimento, enquanto o
desenvolvimento da cor rosa, ocorréncia de crescimento. A CMI foi definida
como a menor concentracdo da amostra que inibiu o crescimento do micro-

organismo.

4.5 Fracionamento por métodos cromatograficos

4.6.1 Fracionamento por métodos cromatograficos das folhas de Piper
callosum

O extrato bruto etandlico das folhas de P. callosum foi inicialmente
fracionado em uma cromatografia a vacuo usando como fase estacionaria
celite 545 (Dinamica) usando um funil de Buchner acoplado a um kitassato. A
amostra do extrato bruto foi dissolvida em EtOH/H,0 7:3 e eluida em gradiente
de polaridade Hex:AcOEt. O fracionamento resultou em 12 fra¢cdes (Fracao A -
L), conforme o fluxograma na Figura 8. A Fracdo A foi fracionada utilizando
cromatografia em coluna (CC) com silica gel (230-400 mesh, Merck), o que
resultou em 58 fracoes.

4.6.2 Cromatografias em Coluna Piper callosum

A fracdo A obtida através do fracionamento em cromatografia a vacuo
com celite 545, do extrato bruto etandlico das folhas de Piper callosum foi

submetida a cromatografia em coluna (CC), onde utilizou-se 30g de silica gel
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60 para cromatografia em coluna (0,063-0,2mm/70-230 mesh ASTM),

utilizando o sistema Hex:AcOEt 7:3 em decrescimento de 10%.

Figura 8. Fracionamento a vacuo com celite

Extrato bruto das folhas de P. callosum J

Cromatografia liquida a vacuo com celite (Fracdo A, Fracéo B, ..., Fracéo
L)

Fracdo A

Cromatografia em coluna com silica-gel (Fracdo Al, Fracédo A2, ...,
FracdoA58)
Composto Al J Composto A3 J Composto A5

Fluxograma 1. Etapas do fracionamento do extrato bruto das folhas de P. callosum

4.6.2 Fracionamento por métodos cromatograficos das folhas de Piper

corcovadensis

O extrato bruto etanolico das folhas de P. cocorvadensis foi inicialmente
fracionado em uma filtracdo a vacuo usando como fase estacionaria celite

545 (Dinamica). A amostra do extrato bruto foi dissolvida em uma mistura
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binaria de 7:1 Metanol/H,O e eluida consecutivamente com os solventes, 100%
Hexano, 1:1 Hex/AcOEt e 100% AcOEt. O fracionamento resultou em 4 fracfes
(Fracdo A-D),conforme o fluxograma 1. A Fracdo A foi fracionada utilizando
cromatografia em coluna (CC) com silica gel (230-400 mesh, Merck), o que
resultou em 30 fracoes.

4.6.3 Cromatografias em Coluna Piper corcovadensis

A fracdo A obtida através do fracionamento em cromatografia liquida a
vacuo com celite 545, do extrato bruto EtOH/H,O das folhas de Piper
cocorvadensis, foi submetida a cromatografia em coluna (CC), onde utilizou-se
silica gel 60 para cromatografia em coluna (0,063-0,2mm/70-230 mesh ASTM),
utilizando o sistema Hex:AcOEt 7:3 em decrescimento de 10%.

Extrato bruto das folhas de P. corcovadensis

Cromatografia liquida a vacuo com celite (Fracdo A, Fracéao B, ..., Fracéo

D)
Fracdo MetoH/H,O

Cromatografia em coluna com silica-gel (Fracédo 1, Fracéo 2, ..., Fracdo30)
Fracdo 23 Fracdo 24
(20mg) (37mg)
Piperovatina Mistura de Amidas

Fluxograma 2. Etapas do fracionamento do extrato bruto das folhas de P. corcovadensis

30



4.6 Caracterizacao por métodos Espectroscopios

As estruturas dos compostos isolados das espécies de Piper foram
determinadas com base nas interpretacfes das analises dos dados, CG-EM,
RMN 'H e °C.

Andlises de RMN foram realizadas em equipamento de Varian — Unitty
Plus 300 MHz para RMN 'H e 75 MHz para RMN C, sendo as amostras
dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCl5).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo do extrato bruto da Piper callosum e Piper
corcovadensis

A partir da extracdo de 718,2g de folhas de P. callosum foram obtidos
15,059 de extrato bruto, com rendimento de 2,095%, enquanto , na extracao de
201,99 de folhas de P. corcovadensis foram obtidos 4,0 e 5,0g de extrato bruto
etandlico e etanol/agua (1:1), obtendo 2,47% e 1,91% de rendimento

respectivamente.

5.2 Andlise dos constituintes dos extratos brutos por Cromatografia
de Camada Delgada (CCD) das folhas de Piper callosum e Piper
corcovadensis

Os extratos brutos etanolicos das folhas de P. callosum e P.
corcovadensis foram inicialmente analisada por cromatografia camada delgada

(CCD), como pode ser observado na figura 9 e 10.

Figura 9. CCD do Extrato bruto das folhas Piper callosum eluida com Hex:AcOEt 7:3
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1 2 3
Figura 10. CCD do Extrato bruto das folhas Piper callosum eluida com Hex:AcOEt 7:3

5.3 Caracterizacdes por métodos espectroscopicos

5.3.1 Elucidacéao estrutural de compostos isolados de Piper callosum

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto Al (Figura 11),
mostrou dois pares de dubletosem 6 7,63 (1 H,J=15,0Hz) e 66,37 (1 H,J =
18,0 Hz), de hidrogénios ligados a dupla ligagcdo E. Um singleto em & 6,74 para
dois hidrogénios aromaticos. Mostrou sinais de metoxila de éter aromatico,
sendo um sinal em & 3,89 integrado para 6 hidrogénios H-1 e 3,88 integrado
para 3 hidrogénios H-1’ no anel trimetoxifenil e um singl em 0 3,81 integrado
para 3 hidrogénios na posi¢ao H-5.
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Figura 11. Espectro de RMN *H do composto A1(300 MHz, CDCls)

O espectro de RMN de *3C (300 MHz, CDCl;) do composto Al (Figural?)
exibiu dois sinais em 6 56,1(C11 C12) e & 60,9 (C13) referentes as metoxilas
do anel benzénico. A presenca dos sinais em 6 105,2(C2 C6); 6 153,2 (C3
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C5); 6 140,1 (C4) e o6 128.1(Cl) sao atribuidos aos carbonos do anel
aromatico. Os sinais em 6 144,8 (C7) e 6 117,0 (C8) referentes a dois carbonos
com configuracdo E e dois sinais em 6 167,3 (C9) e &6 51,7 ppm (C10). A
interpretacdo dos dados espectrais e comparacdo com os dados da literatura

confirmando o composto como o Ester (E)-3,4,5-trimetoxicinamato de metila.

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Figura 12.Espectro de RMN **C do composto A1(75 MHz, CDCly)
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Figura 13. Espectro de massa do Ester (E)-3,4,5-trimetoxicinamato de metila (Ci3Hig Osg,
M=252).

Tabela 4. Dados do espectro de RMN de 'H e de C do Ester (E)-3,4,5-
trimetoxicinamato de metila em 75 MHz, CDCl,

C Fracdo Al 3,4,5 - trimetoxicinamato de
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metila*

Posicédo 5'H, (J em Hz) 53 5'H, (J em Hz) 53¢
1 128.1 -- 130,4
2 105,2 -- 105,8
3 153,2 -- 153,9
4 140,1 -- 140,72
5 153,2 -- 153,9
6 105,2 -- 105,8
7 763 (1 H, d, J 144.,8 7,60 (1 H, | 146,3

=15,0Hz), d,J=16,0H2),
8 6,37(1 H, d, J = 6,0Hz) 117,0 6,30 (1 H, d, J| 1775
16,0H2)
9 167,3 -- 167,8
10 3.81(s) 51,7 3.79(s) 52,12
11 3,89 56,1 3,86 56,65
12 3.89(s) 56,1 3.86 56,65
13 3,89 60,0 3,87 61,4

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl3) do composto A3 (Figura 14),

exibiu dois simpletos em & 0,96 referentes as metilas na posicdo H-12 e um

simpleto em & 5,91 referente ao grupo metilenodioxi (2H-2). Um multipleto (1H,
J = 6Hz) em & 1,75 na posi¢do H-11. Um tripleto em & 2,45 (2H J=15Hz) na
posicdo H-10.Um dupleto em & 5,79 (1H J=15Hz) hidrogénio na posi¢cdo H-

8.Um duplo dupleto em & 6,86 (1H J =15 ) referente ao hidrogénio na posi¢cao

H-7 que acopla no H-6. Um multipleto em & 6,73(2H J=15Hz) referente na

posi¢céo H-6, um tripleto em 6 3,16 (1H J=6Hz) na posi¢cédo H-5.
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Figura 14. Espectro de RMN *H do composto A3 (300MHz,

CDCl,)
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No espectro de RMN de *C (300 MHz, CDCl;) do composto A3 (Figura
15), A presenca do sinal em 6 100,7 (C4) referente ao carbono metilenodioxi. A
presenca dos sinais 0 145,7 e 148,9 (C3 C5); 6108,1(C2); 6110,0 (C6); 6134,3
(C1); 6124,2 (C7) sao referentes aos carbonos do anel benzénico. Os sinais
em 6 34,0 e 6 35,3 correspondem aos carbonos C-8 e C-9. O sinal 165,7
referente a carbonila de amidas. Os sinais em 6 46,8, & 28,5; 620,1

correspondem aos carbonos C-13, C14 e C15.

7741
TR

2009

DAy R e s LR L M LA ) e s s ) ey b Lo ) s M s i) L s R AR L i s R e L b e e s
165 180 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 &0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
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Figura 15. Espectro de RMN 3¢ do composto A3 (75 MHz, CDCly)
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Figura 16. Espectro de massa da 4,5 Dihidropiperlonguminina (C.s H,;O3N, M = 275)
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Figura 17. Proposta de fragmentacdo 4,5 Dihidropiperlonguminina por CG-EM
DWUMABADUet al. (1976).

Tabela 5. Dados do espectro de RMN de *H e de **C do da amida4,5 Dihidropiperlonguminina
em 300MHz, CDCl;

C Fracdo A3 Piplartina*
Posicdo 5 C e

1 134,38 134,8

2 108,17 108,1

3 145,78 145,7

4 100,79 100,6

5 146,94 147,5

6 110,0 108,4

7 124,23 124,3

8 34,1 34,3
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9 34,04 34,0
10 143,28 143,0
11 121,14 120,9
12 165,72 165,9
13 46,84 46,8
14 28,55 28,4
15 20,0 20,0

*Navickiene et al., 2000.

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl3) do composto A5 (Figura
18), apresentou hidrogénios metilénicos, metoxilicos, aromaticos e vinilicos. Os
singletos em & 6,80 (2H aromaticos), & 3,88 (6H metoxilicos) e em & 3,87 (3H
metoxilicos) correspondem aos sinais do hidrogénio trimetoxifenilico. Os sinais
em O 7,44(dt,1H) e & 7,64(d,1H) correspondem aos hidrogénios vinilicos das
posicoes 5 e 6. Dupletos de tripleto em & 6,03 H-1(dt, J;.e J21=9,6 e 1,5 Hz)e
6,95 H-2 (dt, J,1 e Jo3= 9,6 e 4,1Hz) que € caracterizada da dupla ligacdo em
Z, correspondem aos hidrogénios das posicoes 1 e 2. O hidrogénio em & 2,46
corresponde a um multipleto na posicédo H-3. O sinal do hidrogénio H-4 em 4,03

€ desblindado pelo &tomo de nitrogénio vicinal.
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Figura 18.Espectro de RMN 'H do composto A5 (300 MHz, CDCls)
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O espectro de RMN **C do composto A5 (300 MHz, CDCls) da fracdo
A5, (figura 19), exibiu dois sinais em ¢ 165,8 (C2) e 6 168,8 (C7) confirmando a
presenca dos grupos carbonilicos. Dois sinais em 6 125,8 (C3) e 6 145,4 (C4)
referentes aos carbonos sp? do anel dihidropiridona, e os sinais & 24,7 (C5) e &
41,6 (C6) pertencentes aos carbonos sp° vicinais aos carbonos da insaturagéo
e ao nitrogénio. Devido a um plano de simetria no anel aromatico, e por isso 0s
sinais em 6 105,5; 6 153,3 e 6 56,1 sdo atribuidos cada um a dois carbonos
magneticamente equivalentes. Dois sinais em 6 56,1 e 6 60,9 s&o atribuidos
aos carbonos metoxilados ligados ao anel benzénico e os sinais em 6 121,0
(C8) e &6 143,9 (C9) referentes a dois carbonos com configuracdo trans. A
interpretacdo dos dados espectrais e comparacdo com os dados da literatura
(JUNIOR, 2013) permitiu a sua caracterizacdo como sendo a amida piplartina
(Figura 19).
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Figura 19.Espectro de RMN 3¢ do composto A5 (75 MHz, CDCly)
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Figura 20. Espectro de massa da piplartina ( C1gH19005 N M=317)

O espectro de massas da piplartina apresenta o ion molecular de m/z
317, os principais ions fragmentados de m/z 302, m/z 289 e m/z 274 sendo o

pico base em 221. (Figura 21)
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Figura 21. Proposta para a formacéo dos principais ions fragmentos da Piplartina por CG-MS,.
(Schaab.E.H, 2008)

40



Tabela 6. Dados do espectro de RMN de 'H e de *C da Piplartina (fracdo A5) em

300MHz, CDCl,

C Fracao A5 Piplartina*
5'H, (J em Hz) 53¢ 5'H, (J em Hz) 53¢
Posicéo

2 -- 165,8 -- 165,9
3 6,03(1H, dt, J=9,6) 125,8 6,03(1H,dt,9,7;1,6 | 126,0

)
4 6,95(1H, d, J=1,5) 1454 6,95(1H,dt,9,6;1,8 145,6

)
5 2,46(2H, m, J=4,1) 24,7 2,47(2H;m) 24,9
6 -- 41,6 4,03(2H,t,J=6,4) 41,8
7 -- 168,8 - 169,0
8 7,64(1H, d, J=9,7) 121,0 7,41(1H,d,15,6) 121.2
9 5 7,44(1H,dt,J=15) 143,9 7,66(1H,d,15,6) 143.9
10 -- 130,6 - 130,8
11 -- 105,5 6,79(1H;s) 105,7
12 -- 153,5 -- 153,5
13 -- 145,4 -- 140,2
OCHs 3,88s 56,1 3,88s 56,3
OCHs3 3,87s 60,9 3,86s 61,1

*JUNIOR, E.A.S., 2013
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5.4.1 Elucidagcdo estruturais compostos isolados de Piper
cocorvadensis

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 23 (Figura 22),
apresentou um dupleto em & 0,93 correspondentes a duas metilas (J=6, 6H),
um multipleto em 6 1,80 (m, 1H) e em 6 3,15 com (t, J= 6, 2H), referente aos
hidrogénios metilenicos. Os hidrogénios do anel aromatico apresentam & dois
dupletos em & 7,06( d, J=9, 2H) e em 0 6,83(d, J=9, 2H). Apresenta um
sinpleto em 3,79 (s, 2H), caracteristico de um grupamento metoxila. Os sinais
em 0 3,41(d, J=6, 2H). Um dupleto em & 5,77 (d, J=15, 1H), um duplo dupleto
em © 7,17(dd, J=15; 6, 1H) e dois multipletos em & 6,07 — 6,22 (m ,2H)

referentes aos H4 e H5.
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Figura 22. Espectro de RMN "H do composto 23 (300 MHz, CDCl3)

No espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls;) do composto 23 (Figura
23), exibiu um sinal em & 55,22 referente ao grupo metoxila e um sinal em &
20,6 (C3’ C4’) referente ao grupo metila. A presenca dos sinais em & 129,5
(C8, C12); 6 113,92 (C9 C11); & 158,12 (C10) e & 129.5 (C7) séo atribuidos
aos carbonos das insaturacdes do anel aromatico. Os sinais em 6 122,7 (C2); 6
140,62 (C3); 6129,01 (C4) e 06140,98 (C5) referentes aos carbonos com
configuracéo trans. Esses dados e os de RMN de 1H (Figura 22) obtidos foram
comparados com os dados obtidos na literatura confirmando o composto como

a Piperovatina. (Rendédn et al., 1998) (Tabela 7).
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Tabela 7. Dados do espectro de RMN de 'H e de **C [300 MHz (*H) e 75 MHz (**C), CDCl; & C
e H(ppm), J (Hz)] da Piperovativa.

C Fracéo 22 Piperovatina*
OH dc OH Oc
1 166,20 -- 166,2
2 5,77 d (15) 122,70 |5,78d (14,9) 122,7
3 7,17 dd (15;6) 140,62 7,21 dd
(14,9; 140,6
10,0)
4 6,07 -6,22 m 129,01 6,12 dd
(15,2; 129,0
10,0)
5 6,07 -6,22 m 148,98 (165220 g,ta) 140.9
6 3,41 d (6) 38,21 3,42 d (6,6) 38,2
7 131,06 -- 1311
8 7,06 d (9) 129,54 7,08d (8,3) 129,5
9 6,83d (9) 113,92 6,84 d (8,3) 113,9
10 -- 158,12 -- 158,1
11 6,83 d (9) 113,92 6,84 d (8,3) 113,9
12 7,06 d (9) 129,54 7,07 d (8,3) 129,5
1 3,15t (6) 46,88 (2:%36?&1) 46.9
2 1,80 m 28,55 1,7526rjc7);1eto 286
Jed 0,93 d (6) 20,06 0,92 d (6,7) 20,1
OCHs 3,79 s 55,22 3,90 s 55,2
NH -- 5,49 sl --

*RENDON et AL 1998, adquirido em 300 e 75 MHz em CDCla.
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5.5Atividade biolégica

5.5.1 Concentra¢cdo Minima Inibitéria-CMI

5.5.1.1 Piper Callosum

O teste de CMI trata de um teste quantitativo, 0S micro-organismos

foram utilizados e o0s seus respectivos valores de concentracdo minima

inibitoria estdo presentes na tabela 8.

Tabela 8: Concentragdo Minima Inibitéria —CMI do extrato das folhas e compostos isolado de

P. callosum

Gram-Positivas

Extrato Fracao Al Fracdo A3 | Fracdo A3

Etandlico
Staphylococcus 1250

1250 pg/mL 2500 pg/mL | 1250 ug/mL
aureus Mg/mL
Bacillus subtilis
(86) 1250 pg/mL 625 ug/mL | 1250 yg/mL | 625 pyg/mL

Gram-Negativas

Escherichia coli 625 ug/mL | 625 ug/mL <2500

625 pug/mL
(224) pMg/mL
Klebsiella 625 ug/mL | 625 pg/mL <2500
pneumoniae 625 pug/mL Mg/mL
(396)

Fungos

Candida krusei

625 pg/mL
(1002)
Candida utilis

312,5 pg/mL

(1009)
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A partir da tabela 8, pode-se inferir que o extrato das folhas de P.
callosum apresentou menores concentragcdes capazes de inibir o crescimento
das bactérias Gram-negativas e fungos. Segundo trabalho realizado por
Aligiannis et al., (2001) com material vegetal, valores de concentragdes < 500
pg/mL sdo considerados ativos para inibicdo de micro-organismos; e valores de
600 a 1500ug/mL sao considerados moderados.

Em geral, o extrato apresentou melhor atividade antimicrobiana para as
bactérias Gram-negativas Escherichia coli (224) e Pseudomonas aeruginosa
(416) com valores de CMI 625 pg/mL. Para o fungo Candida utilis (1009)

apresentou valor significativo de 312,5 ug/mL.

5.5.1.2 Piper Cocorvadensis
No teste de CMI, que se trata de um teste quantitativo, os micro-
organismos utilizados e o0s seus respectivos valores de inibicdo estao

presentes na tabela 9.

Tabela 9: Concentracdo Minima Inibitoria —CMI do extrato das folhas de P. cocorvadensis

Bactérias Concentragéo (ug/mL)
Gram-positivas Extrato Extrato Extrato Composto
Etandlico Etanol/Agua(1:1) Butandlico Isolado

Enterococcus 19,5ug/mL 625ug/mL

. <2500 pg/mL | <2500 pg/mL
faecalis (138)
Bacillus  subtilis
(86) 39,0ug/mL 625ug/mL <2500 pg/mL | <2500 pg/mL
Gram-negativas
Escherichia  coli
(224) 2500ug/mL <2500 pg/mL <2500 pg/mL | <2500 pg/mL
Klebsiella

) 625ug/mL 1250 pg/mL <2500 pg/mL | <2500 pg/mL

pneumoniae (396)

Fungos
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Candida krusei 19.5ug/mL 19.50g/mL
(1002)
Candida utilis 625ug/mL 625ug/mL
(1009)

A partir da tabela 9, pode-se inferir que o extrato das folhas de P.
corcovadensis apresentou menores concentragcbes capazes de inibir o
crescimento das bactérias Gram-positivas e fungos. Segundo trabalho
realizado por Aligiannis et al.,, (2001) com material vegetal, valores de
concentragcbes < 500 pg/mL séo considerados ativos para inibicdo de micro-
organismos; e valores de 600 a 1500ug/mL s&o considerados moderados. Para
ambos os extratos os valores de CMI variaram de 19,5 yg/mL a 2500 pg/mL. O
extrato etandlico apresentou valor significativo para o micro-organismo Bacillus
subtilis (86) -39,0ug/mL e_Enterococcus faecalis (138 ) - 19, Oug/mL, bem
como para o Klebsiella pneumoniae (396)- 625ug/mL. Para o fungo Candida
krusei (1002) tanto o extrato etandlico quanto o extrato etanol/agua(l:1)
apresentaram CMI de 19,5ug/mL. Em geral os extratos apresentaram melhor
atividade antimicrobiana para o fungo levedura Candida krusei (1002) com CMI
de 19,5ug/mL.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho contribuiu para o conhecimento quimico e biolégico dos
compostos isolados presentes nas folhas de Piper callosum e Piper
cocorvadensis. Outras contribuicbes foram o estudo da atividade

antimicrobiana dos extratos das folhas de P. callosum e P. corcovadensis.

O estudo com os extratos etanolicos e etanol/agua das folhas de P.
corcovadensis, apresentaram atividade significativa frente ao fungo Candida
krusei (1002) com CMI de 19,5ug/mL. Para as bactérias gram-positiva Bacillus
subtilis (86) o extrato etandlico apresentou CMI 39,0ug/mL, bem como para o

Klebsiella pneumoniae (396) 625ug/mL.

Referente a atividade antimicrobiana do extrato bruto de compostos
isolados de piper callosum,o extrato bruto apresentou valor de CMI 312,5
frente ao microorganismo Candida utilis. E para bactérias gram-negativas
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa valor de CMI 625 pg/mL. Tao

compostos isolados quanto o extrato bruto.

Em relacdo ao fracionamento cromatografico, do extrato etanolico da
Piper corcovadensis foi possivel o isolamento de um composto caracterizado
como a Piperovatina. Para fracionamento cromatografico da Piper callosum foi
isolados trés compostos caracterizados, como éster (E)-3,4,5-trimetoxicinamico
de metila e as amidas 4,5 Dihidropiperlonguminina e a Piplartina, com base nos
seus respectivos Os compostos obtidos foram caracterizados com base em
seus respectivos dados espectrais CG-EM, RMN *H e C.
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Figura 26.Espectro de RMN 'H da fracdo A1(300 MHz, CDCly)

Figura 27.Espectro de RMN **C da fracdo A1(300 MHz, CDCl5)
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Figura 28.Espectro de RMN **H da fracdo A3 (300 MHz, CDCl3)
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Figura 29.Espectro de RMN 3C da fracdo A3 (300 MHz, CDCly)
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Figura 32.Espectro de RMN 'H da fracdo A3 (300 MHz, CDCly)

-0

=113

0o FEE 180 [P 1ag 35 130 126 120 g ) 108 100 w w0 B B ™ ™ [ 3 85 -y at il 3% i Fid FL

Figura 33.Espectro de RMN 3¢ da fracdo 23 (300 MHz, CDCly)
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