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Estudo quimico e avaliagdo biologica das folhas de Piper klotzschianum
Kunth (PIPERACEAE)

Autor: Amanda Santos Gusmao
Orientador: Prof. Dr. Jeferson Chagas do Nascimento

RESUMO: Este trabalho relata a investigacdo fitoquimica de Piper
klotzschianum Kunth (PIPERACEAE) em especial os constituintes fixos do
extrato etandlico das folhas da planta. A toxicidade do extrato bruto e das
amostras EHFP3-3 e EHFP5-2 foi avaliada através dos testes de letalidade com
Artemia salina, foi também realizada a avaliacdo antimicrobiana. Do extrato
etandlico das folhas da Piper foi possivel isolar trés amidas; a tetra-
hidropiperlonguminina a piperovatina e a 4,5-dihidropiperlonguminina. Foi
identificado também uma mistura de isébmeros de asaronas, uma mistura de
ésteres etilicos e uma mistura dos esteroides -sitosterol-3-O--D-glicosideo e
estigmasterol-3-O-3-D-glicosideo. A partir da transesterificacdo da amostra
EHFP4-1 foi possivel obter uma mistura de ésteres metilicos. Além dessas
substancias, também foram isoladas/identificadas: esqualeno, 1-butil-3,4-
metilenodioxidobenzeno e vitamina E. Todas as  substancias
purificadas/identificadas foram elucidadas através das técnicas de CG-EM, IV e
RMN de 3C e de 'H e auxilio de dados disponiveis na literatura. A toxicidade
frente a Artemia salina mostrou CL50=217,86 ug.mL?* em 24h e CLs50=148,96
ug.mLt em 48h para o extrato etandlico bruto, CL50=89,06 ug.mL* em 24h e
CLs0=66,82 ug.mL* em 48h para a mistura de asaronas e CL50=192,86 ug.mL*
em 24h para os ésteres etilicos, é valido ressaltar que os resultados para a
mistura de asaronas é um forte indicadora para uma possivel atividade
antitumoral, larvicida ou inseticida devido da alta toxidade apresentada pela
mesma. A avaliacdo antimicrobiana mostrou que os micro-organismos foram
resistentes para todas as amostras testadas e o extrato ECFPK apresentou
atividade antimicrobiana para os trés micro-organismos Gram-positivos testados
(S. aureus CBAM 324, S. aureus AC e S. epidermidis ATCC 35984).
Palavras-chaves: Piper klotzschianum, efeito toxico, atividade antimicrobiana,

amidas tipo piperina



Chemical study and biological evaluation of the leaves of Piper
klotzschianum Kunth (PIPERACEAE)

Author: Amanda Santos Gusmao
Advisor: Prof. Dr. Jeferson Chagas do Nascimento

ABSTRACT: This work reports the phytochemical investigation of Piper
klotzschianum Kunth (PIPERACEAE) in particular the fixed constituents of the
ethanolic extract of the leaves of the plant. The toxicity of the crude extract and
of the EHFP3-3 and EHFP5-2 samples was evaluated by means of the Artemia
salina lethality tests, the antimicrobial evaluation was also carried out. From the
ethanolic extract of the Piper leaves it was possible to isolate three amides; to
tetrahydropyperlonguminine is piperovatine and 4,5-dihydropiperluminumine. A
mixture of asaronas isomers, a mixture of ethyl esters and a mixture of steroids
B-sitosterol-3-O-B-D-glycoside and stigmasterol-3-O-B-D-glycoside were also
identified. From the transesterification of sample EHFP4-1 it was possible to
obtain a mixture of methyl esters. In addition to these substances, squalene, 1-
butyl-3,4-methylenedioxybenzene and vitamin E were also isolated. All
purified/identified substances were elucidated by GC-MS, IR and *3C and H-
NMR techniques and information available in the literature. Toxicity to Artemia
salina showed LCso = 217,86 ug.mL* in 24h and LCso = 148,96 ug.mL! in 48h
for crude ethanolic extract, LCso = 89,06ug.mL* in 24h and LCso = 66,82ug.mL*
in 48h for the mixture of asaronas and LCso = 192,86 ug.mL™! in 24h for the ethyl
esters, it is worth noting that the results for the mixture of asaronas is a strong
indicative of a possible antitumor activity, larvicide or insecticide due to the high
toxicity presented by it. The antimicrobial evaluation showed that the
microorganisms were resistant to all the samples tested and the ECFPK extract
showed antimicrobial activity for the three Gram-positive microorganisms tested
(S. aureus CBAM 324, S. aureus AC and S. epidermidis ATCC 35984).

Keywords: Piper klotzschianum, toxic effect, antimicrobial activity, piperine

type amides.
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1. INTRODUCAO

A transformacdo do conhecimento popular em conhecimento cientifico,
aliada a uma sustentada preservagdo da natureza e sua biodiversidade é de
fundamental importancia para o desenvolvimento sustentavel de um pais (BRAZ
FILHO, 2010). Desde a antiguidade as plantas vém sendo utilizadas com
propositos terapéuticos, sendo que as propriedades toxicas ou curativas foram
descobertas pelo homem durante suas buscas por alimentos (CROTEAU et al.,
2000).

As plantas medicinais sdo importantes fontes de novos medicamentos,
conforme vem sendo confirmado nos dltimos anos por meio de pesquisas
cientificas, especialmente nas éareas de ciéncias farmacéuticas, biologia,
guimica, farmacologia e medicina (CECHINEL FILHO, 2015). Durante muito
tempo foram o principal recurso terapéutico utilizado para tratar a saude das
pessoas e suas familias (BADKE et al., 2011).

No século XIX, em razdo do avanco ocorridos no meio técnico-cientifico,
no desenvolvimento da quimica analitica, da existéncia de uma soélida medicina
tradicional fundamentada em farmacopeias estabelecidas ao longo de muito
tempo, os farmacos sao obtidos fundamentalmente de plantas medicinais
(BADKE et al., 2011; CECHINEL FILHO; YUNES, 2016). Em diversas regides
do mundo, vérias plantas ainda continuam sendo utilizadas como alternativa de
tratamento e cura de inumeras enfermidades, tendo como motivos a facilidade
de acesso, baixo custo e a auséncia ou minimo efeito colateral.

Apesar da insercdo de medicamentos industrializados no cotidiano das
pessoas, que foram gradativamente introduzidos no cotidiano das pessoas
modernas com a promessa de cura das mais diversas doencas e nao foi
suficiente para resolver os problemas de saude da maior parte da populacéo, o
uso das plantas medicinais ndo deixou de estar presente no tratamento e cura
de doencas em varias familias no Brasil (BADKE et al., 2011; PATWARDHAN,
2005).

Uma vez que grande parte de importantes farmacos é oriunda de produtos
naturais ou foram obtidos considerando um produto natural como protétipo, além

do fato de que para a maioria dos farmacos sintéticos existem produtos naturais
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gue possuem o mesmo modo de acdo, nos permitem estabelecer algumas
hipoteses sobre o motivo de os produtos naturais continuarem sendo uma fonte
de protétipos e possiveis farmacos (CECHINEL FILHO; YUNES, 2016). Dentre
esta vasta gama de farmacos importantes, podemos citar a descoberta do &cido
acetil-salicilico (AAS), em 1898, quando Felix Hofmann pesquisava a cura para
a artrite que afligia seu pai, que era sensivel aos efeitos colaterais do salicilato
de sodio, mas mantendo a propriedade analgésica desejada (VIEGAS JUNIOR
et al., 2006). Além disso, os antibiéticos desenvolveram-se sobremaneira desde
0 reconhecimento das propriedades antibacterianas da penicilina-G em 1932
(BARREIRO & FRAGA, 2001).

Em razdo da biodiversidade brasileira possuir uma grande magnitude,
ainda pode ser considerado pequeno a quantidade de espécies investigadas. O
Brasil, por possuir rica biodiversidade e conhecimentos tradicionais abundantes,
abriga uma grande potencialidade no ramo farmacéutico para o desenvolvimento
de novos medicamentos a base de plantas e extratos de vegetais (FUNARI,
2003).

A vasta biodiversidade nos leva a estabelecer outros fatores que
favorecem o estudo das plantas medicinais, dentre os quais estdo: a quase
infinita diversidade de estruturas moleculares que podem ser determinadas, uma
vez que a natureza fornece moléculas de complexidade estrutural dificilmente
imaginadas ou elaboradas através de sintese; o fato dos metabolitos existentes
nas plantas poderem ter surpreendentes estruturas moleculares como
mecanismos de acdo, ja que eles interferem em complexas interacfes de
sinalizacdo; além do importante efeito de sinergismo que € observado nos
extratos de plantas medicinais (CECHINEL FILHO; YUNES, 2016; HARVEY,
2000).

Outro fator que vale ressaltar e tem papel importante na descoberta de
novos farmacos sao estudos envolvendo a cooperacdo multidisciplinar, como a
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriguecem 0s conhecimentos
sobre a rica e inesgotavel fonte de produtos naturais que o Brasil possui
(MACIEL et al., 2002).

Diante disso, ha a necessidade de estudos sobre novas espécies e das

gue ainda nao foram estudas, bem como a continuacao da pesquisa de outras
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partes, que ainda nao foram investigadas, das plantas estudas e o reestudo de
espécies pesquisadas a décadas atras.

O presente estudo relata sobre uma espécie da familia Piperaceae.
Piperaceae, pertencente a ordem Piperales, é uma das maiores familias dentre
as Angiospermas basais, somando aproximadamente 3.000 espécies de
distribuicdo pantropical (BORNSTEIN, 1989); os membros da familia ocorrem
em todo o tropico de ambos os hemisférios, com grandes concentracdes e
centros de dispersdo ocorrendo na América Latina e na Malasia; no Brasil séo
encontradas aproximadamente 500 espécies (YUNCKER, 1972, 1973, 1974).

A familia Piperaceae esta dividida em cinco géneros: Macropiper,
Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia, sendo o género Piper o maior
representante da familia incluindo mais de 1000 espécies, nos quais poucas
espécies foram estudadas do ponto de vista fitoquimico. As espécies de Piper
assumem a forma de arbustos, ervas e lianas comuns no sotdo das florestas
Uumidas das terras baixas, possuindo maior diversidade de espécies nos tropicos
americanos (700) seguido pelo sul da Asia (300), no Brasil estfo distribuidas na
Floresta Amazobnica e Atlantica (JARAMILLO et al., 2004; JARAMILLO &
MANOS, 2001; NASCIMENTO et al., 2011).
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Figura 1: Distribuic&o fitogeogréafica do género Piper. (JARAMILLO & MANOS, 2001).

A maioria das substancias isoladas do género Piper possuem atividade
inseticida, porém diversas outras atividades vém sendo atribuidas as
substancias isoladas das espécies deste género, como: antimicrobiana
(REBELO et al., 2012), antileishmania, tripanocida (FIGUEREDO et al., 2014),
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antioxidante (SILVA et al., 2014), larvicida (SIQUEIRA et al., 2014), fungicida
(AIRES; LIMA, 2014), antidepressiva (ZIMATH et al., 2017), antiviral (MAZZEU,
2014), acaricida (SANTOS et al., 2010), anticancerigena, vasodilatadora, anti-
histaminica, anti-inflamatéria, analgésica (PISSURNO; LAURENTIZ, 2017),
entre outras.

Vérias classes de metabdlitos secundarios ja foram identificadas, como
flavonas, lignanas, terpenos (FURLAN et al.,, 2009), amidas/alcaloides,
esteroides (FACUNDO et al., 2008), fenilalcanoides/benzenoides (LAGO et al.,
2009), cumarinas (GONCALVES; LIMA, 2016), flavonoides (PORTET et al.,
2008), chalconas/diidrochalconas (PORTET et al., 2007 e 2008), hidroquinonas
(YAMAGUCHI et al., 2006), cromonas (KITAMURA et al., 2006), acidos graxos
(KIJJOA et al., 1989), ceramidas (HUANG et al., 2010), -tornando vasta a
diversidade da constituicdo quimica apresentada pelo género Piper.

Vérias espécies do género Piper apresentam amidas como principais
constituintes. E sabido que alcaloides sdo compostos contendo &tomo de
nitrogénio em nivel de oxidagdo negativo: -3 para aminas, amidas, e sais de
amonio, e -1 para 6xidos de amina. (PELLETIER, 1983). As amidas isoladas de
gualquer espécie Piper sdo chamadas de piperamidas, sendo dividadas em
amidas/alcaléides de cadeia aberta - exemplo: silvanamida [1], alcamidas —
taiwanamida A [2], aristolactamas — piperlactama S [3], amidas com grupo
metilenodioxi — piperchabamida D [4], ceramidas - (2S,3S,4R)-2-N-[(2'R)-2'-
hidroxipentacosanoilamino]-nonacosano-1,3,4-triol [5]), 4,5-dioxoporfirinas —
norcefaradiona B [6], amidas com grupos pirrol — piperlotina E [7], pirrolidina —
piperlotina A [8], piperidona - piplatina [9] e piperidina - puberulumina [10],

ciclobutanamidas — dipiperamida A [11] e ciclohexanamidas — nigramida B [12].



23

- =
- 10
-0
| —
O— .;’ !
Ay _ ,) 0
\_{‘ _ H::,._N-‘!_\\}
] .~
~ M ATy
\\=r 1 _)_d’
0 e
12

Em uma reviséo feita por NASCIMENTO et al. (2012), foram listadas 182
amidas isoladas de varias espécies do género Piper. De acordo com 0 mesmo
autor anteriormente foi publicada, por SCOTT et al. (2008), uma revisdo das
amidas naturais e sintéticas com atividade inseticida. Na revisdo de
NASCIMENTO et al. (2012), foram relatadas uma ampla gama de outras
atividades biologicas atribuidas a amidas isoladas do género Piper.

As raizes da espécie Piper klotzchianum ja foram estudadas por
NASCIMENTO (2011), sendo isoladas algumas piperamidas, assim chamadas
por serem amidas comumente encontradas em plantas do género Piper, como a
piperovatina [13], piperlonguminina [14], tetrahidropiperlonguminina [15], 4,5-

dihidropiperlonguminina [16], isopiperlonguminina [17], hoffmannseggiamida A
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[18], além das isobutilamidas [19-26]. Também foram isoladas das raizes de P.
klotschianum, por NASCIMENTO (2011), as cromanonas (2S,3S)-5,7-dimetoxi-
2,3-dimetilcroman-4-ona [27], (2S,3R)-6,7-dimetoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona
[28] e (2S,3S)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-dimetilcroman-4-ona [29], além dos acidos
trans-feruloiloxidocosandico [30], trans-feruloiloxitetracosandico [31] e trans-
feruloiloxihexacosanoico [32].

Visando contribuir ainda mais com o estudo fitoquimico e biolégico da
espécie, o presente trabalho descreve o isolamento e caracterizacdo de
substancias das folhas de Piper klozstchianum. A avaliacdo do efeito tdxico
frente Artemia salina e a atividade antimicrobiana foram investigadas. Os testes
frente Artemia salina tem relevancia devido a contribuicdo para descoberta de
nas substancias ativas com propriedades toxicas para futuras realizacdes de
testes fungicida, larvicida, antitumoral e quaisquer outros testes que visem a
mortalidade de algum tipo de micro-organismo. Ja o teste antimicrobiano tem
como relevancia a descoberta de novos farmacos com potencial para combater

bactérias que possuem resisténcia as substancias com atividade antimicrobiana

comprovada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo dos componentes fixos das folhas de Piper klotzschianum
Kunth (PIPERACEAE) e avaliar a atividade biologica dos extratos e das

substancias isoladas.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a toxicidade e o perfil cromatografico dos extratos das raizes dos
espécimes de Piper klotzschianum visando o estudo guiado por
bioensaio;

e Serdo estudados os extratos hexéanico, cloroférmico e metandlico das
folhas de Piper klotzschianum através de técnicas classicas de
cromatografia,

e Identificar os diferentes metabdlitos isolados utilizando técnicas
espectroscopicas (RMN, UV, IV) e espectrométrica (EM);

e Avaliar a atividade antimicrobiana das substancias isoladas de Piper
klotzschianum contra:

o um coco Gram-positivo aerdbio, Staphylococcus aureus CBAM
324, Staphylococcus aureus AC, Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984,

o um bacilo Gram-negativo fermentador aerobio, Escherichia coli
CBAM 002, Escherichia coli EPEC, Proteus mirabilis ATCC 15920;

o um bacilo Gram-negativo ndo fermentador aerébio Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25003 e uma levedura Candida kruzei ATCC
6258.

e Avaliar o efeito toxico dos extratos e das substancias isoladas frente a
Artemia salina.

e Colaborar com a pesquisa em busca de novos compostos naturais com
bioatividade que possam servir de prototipos para o desenvolvimento de

novos farmacos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e equipamentos utilizados

Os solventes utilizados para o preparo dos extratos, solubilizacdo das
amostras e eluicbes em cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia em coluna (CC) foram: metanol, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila, éter etilico e hexano. Todos estes
solventes foram de grau analitico (procedéncia Quimica Moderna, Vetec,
Quemis, Synth e Cromoline).

Nos processos de separacgao e purificacdo em CC foi utilizada como fase
estacionéria silica-gel 60 (0,063-0,200 mm e 0,040-0,063 mm- “silica
flash”) da Aldrich. Para as analises em CCD foram utilizadas placas de
vidro com 1 mm de silica-gel com indicador de fluorescéncia UV2ss, da
Fluka e Vetec, ativadas em estufa a 120 °C por 2 horas.

Os reveladores utilizados nas andlises de CCD foram: exposi¢cdo das
placas a radiacdo em camara de luz ultravioleta de 254 e 365 nm
(BOITTON — Modelo BOIT-GABO01); vapor de iodo em cuba apropriada.
O evaporador rotatorio utilizado para evaporacdo de solventes sob
pressao reduzida foi da marca Fisatom, modelo 801, com temperatura em
geral entre 35 e 60 °C.

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em um
Espectrofotdmetro de IV por Transformada de Fourier (FTIR), da marca
Perkin Elmer modelo Spectrum Two ATR-FTIR. Os espectros foram
obtidos pelo método ATR com amostras sélidas e/ou gelatinosas/oleosas.
As andlises por CG-EM foram realizadas em aparelho da Shimadzu
modelo QP2010 SE. As condigcbes de andlise por CG-EM foram:
temperaturas do injetor e da interface, 290 °C, temperatura inicial da
coluna 100 °C, durante 1 min, sendo aumentada 5 °C min, até atingir
285 °C; fluxo do gas de arraste (He) foi de 1,8 mL.min2.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), uni e
bidimensionais de 300 e 500 MHz para RMN de *3C e 75 e 125 MHz para
RMN de 'H, foram adquiridos em um espectrometro Varian-Mercury 300
MHz do Laboratério de RMN da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
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em um espectrémetro Varian GEMINI 2000 e Varian Inova 500 (UFBA),
um espectrometro Agilent Technologies, modelo 500/54 Premium
Shielded, da Universidade de S&ao Paulo (USP) de Séo Carlos.

3.2 Coleta do Material Vegetal e Identificacdo da Espécie

As folhas de Piper klotzschianum (Figura 2, p.28) foram coletadas em 02
de Janeiro de 2013, em Vila do Riacho-Aracruz, ES. As suas exsicatas foram
preparadas e encaminhadas para o Jardim Botanico do Rio de Janeiro e foram
identificadas pela Profa. Dra. Elzie Flanklim Guimardes e se encontram
depositadas no Herbario do Jardim Botanico com registro n® 480408, 480409 e
480410.

Figura 2: Fotos da espécie Piper klotzschianum. Fonte: (Nascimento, 2011)

3.3 Preparo dos Extratos

As folhas de P. klotzschianum (361,50 g) foram submetidas ao processo
de hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger, para obtencdo do 6leo
essencial, segundo a metodologia de PEREIRA 2015. Os 0leos essenciais
extraidos foram estudados por outro pesquisador. Apos extracdo dos volateis,
as folhas foram secas em estufa com circulagdo de ar a 40°C. Em seguida foram

trituradas em liquidificador industrial.
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Apos a trituracdo das folhas, 281,85 g do p6 obtido foi submetido a uma
extracdo a frio utilizando EtOH como solvente extrator por 7 dias, depois dos
guais o solvente foi removido utilizando um evaporador rotatorio sob presséo
reduzida para obtencéo do extrato etandlico. Quando totalmente seco, o extrato
etandlico bruto das folhas (EEFPK) apresentou massa igual a 19,0 g.

O extrato bruto foi fracionado a partir de uma extracdo liquido-liquido
(ELL) para obtencéo dos extratos hexanicos (EHFP), diclorometanico (EDFP) e
acetato de etila (EAFP). A ELL foi realizada utilizando uma mistura de
MeOH:H20 (8:2) para dissolver o extrato. Em seguida foram realizadas as
extragcbes com hexano, diclorometano e acetato, sendo obtidos os extratos
EHFP= 16,0 g, EDFP= 64,5 mg e EAFP= 5,4 mg. Como se obteve uma maior
massa com a extragdo em hexano, o EHFP foi o extrato escolhido para ser
trabalhado.

3.4 Isolamento dos constituintes quimicos das folhas de P.

klotzschianum

3.4.1 Fracionamento do Extrato Hexanico das Folhas - EHFP

A fracdo hexanica (16,02 g) foi submetida a cromatografia em coluna
utilizando silica-gel 60 como fase estacionéria e os solventes Hex, CHCIz, DCM,
AcOEt e MeOH. A coluna foi iniciada com 500 mL de Hex, seguido por 400 mL
de CHCIs, 2 L de DCM, 800 mL de AcOEt e 800 mL de MeOH.

Foram coletadas: 9 fracbes de aproximadamente 55 mL com o solvente
Hex, sendo nomeadas como EHFP1 (1-9), além das fracdes ECFP, EDFP, EAFP
e EMFP que também foram obtidas com os solventes CHCIl3, DCM, AcOEt e

MeOH, respectivamente.

3.4.1.1 Purificacéo da fracdo EHFP1-2

O material da fragdo EHFP1-2 (1,0 g) foi incorporado a silica-gel 60 e
submetido a purificagdo por CC sob silica-gel 60, utilizando como fase movel

mistura dos solventes Hex e AcOEt, em gradiente crescente de polaridade. A
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coluna possuia 65 cm de altura, 2 cm de diametro e contendo silica na altura de
35 cm. A coluna foi iniciada utilizando 550 mL de Hex, seguido por 210 mL de
Hex:AcOEt (20:1), 160 mL de Hex:AcOEt (15:1), 130 mL de Hex:AcOEt (12:1) e
finalizada com 200 mL de Hex:AcOEt (9:1). Foram coletadas 33 subfra¢cfes de
aproximadamente 40 mL de cada que, apés comparacdo por CCD, foram
reunidas em 18 fracdes, dentre elas as fracbes EHFP2-2 (17,9 mg) e EHFP2-4
(3,6 mg). Andlise de IV, CG-EM, RMN de *H e de 13C e comparacdo com dados
da literatura permitiram identificar a subfragdo EHFP2-2 como sendo um
triterpenoide [33] e a EHFP2-4 como sendo um butilpropanoide [34].

3.4.1.2 Purificagao das fragbes EHFP2-10 e EHFP2-11

As fracbes EHFP2-10 (90,0 mg) e EHFP2-11 (31,1 mg) foram agrupadas
e submetida & CC sobre silica-gel 60 e fase mével mistura dos solventes Hex e
AcOEt, iniciando com 300 mL de Hex:AcOEt (20:1) e finalizando com 60 mL de
Hex:AcOEt (1:1). A coluna possuia 30 cm de altura, 1,5 cm de diametro e
contendo silica na altura de 22 cm. Foram coletadas 9 subfracdes de
aproximadamente 40 mL e apds comparacdo por CCD foram reunidas em 7
fracdes. Foi realizada IV da fracdo EHFP4-1 (26,5 mg), depois da andlise do
espectro foi possivel identificar a funcdo éster e chegar a conclusdo de que a
amostra era composta por triacilglicerol. Foi realizada reacdo de
transesterificagao.

A transesterificacdo da fragdo EHFP4-1 foi realizada apenas com 10 mg
da amostra. Essa quantidade foi dissolvida em 1 mL de solucdo de metoxido de
sédio 0,8M em um tubo de ensaio. O tubo foi aquecido a 100 °C durante 5
minutos, em seguida, foi adicionado 0,4 mL de uma mistura de HCI (36%) e
MeOH numa proporc¢ao de 4:1 (v/v) e aquecido novamente a 100 °C por mais 5
minutos. Posteriormente, foi adicionado 2 mL de &gua destilada. Os ésteres
metilicos obtidos foram extraidos através de uma extracdo liquido-liquido
utilizando 5 mL de hexano e repetido por 3 vezes. A fase orgéanica foi submetida
a secagem com Na2SO4 anidro e em seguida filtrada.

Apés a reacao de transesterificacdo, a amostra foi analisada por CG-EM
podendo ser confirmada a mistura de cinco ésteres metilicos [35 a 39].
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3.4.1.3 Purificacéo da fracao EHFP2-14

A fracdo EHFP2-14 (130,9 mg) foi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando como fase estacionéria silica-gel 60 e como fase moével os solventes
Hex, DCM e AcOEt. A coluna possuia 30 cm de altura, 1,5 cm de diametro e
contendo silica na altura de 12 cm. Foi iniciada a coluna com 300 mL de
Hex:DCM, na proporcéo 6:4, em seguida 100 mL de DCM e finalizada com 100
mL de AcOEt. Foram coletadas 10 subfracdes de aproximadamente 40 mL e
apos comparacdo em CCD foram reunidas em 8 fragbes. A fracdo EHFP3-3
(10,8 mg) foi submetida a andlise de CG-EM e RMN de 'H e de *3C, sendo

identificada como uma mistura de trés isdbmeros de asarona [40 a 42].

3.4.1.4 Purificacéo da fracdo EHFP4-3

Essa fracdo (61,4 mg) foi submetida a CC sobre silica-gel 60, utilizando
como fase movel os solventes Hex e ACOEt. A coluna foi realizada utilizando 100
mL de Hex:AcOEt (15:1) e finalizada com 50 mL de AcOEt, sendo coletadas 7
fracdes de aproximadamente 20 mL. A coluna possuia 30 cm de altura, 1,5 cm
de didmetro e contendo silica na altura de 23 cm. A fragdo EHFP5-2 (22,8 mg)
foi analisada por CG-EM e RMN de 'H e de 3C, sendo identificada como a
vitamina E [43]; jA a EHFP5-5 (7,8 mg) uma mistura de quatro ésteres etilicos
[44 a 47].

3.4.2 Fracionamento do Extrato Cloroférmico das Folhas - ECFP

A fracéo cloroférmica (737,3 mg) foi submetida a CC utilizando como fase
movel silica-gel 60 e os solventes Hex, AcCOEt e MeOH como fase movel. A
coluna foi iniciada com 500 mL de Hex:AcOEt (5:2), seguido por 200 mL de
Hex:AcOEt (1:1) e finalizada com 200 mL de MeOH. Foram coletadas 16
subfracbes de aproximadamente 55 mL, as quais foram submetidas a

sucessivas CC.
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3.4.2.1 Purificacéo da fracao ECFP6-5

A fracdo ECFP6-5 (22,0 mg) foi purificada através de cromatografia em
coluna sobre silica flash utilizando como fase mével os solventes Hex, AcOEt e
MeOH. A coluna utilizada possuia 29 cm de altura, 1,5 cm de diametro e
contendo silica flash na altura de 14,5 cm. A CC foi iniciada com 90 mL de
Hex:AcOEt (2:1), seguido por 50 mL de Hex:AcOEt (1:1) e finalizada com 30 mL
de MeOH. Foram coletadas 9 subfracdes de aproximadamente 19 mL e apos
comparacao por CCD foram reunidas em 7 fracdes. As fracbes ECFP7-4 (9,3
mg) e ECFP7-5 (1,9 mg) foram analisadas por CG-EM e comparacdo com dados

da literatura, sendo identificada como a tetrahidropiperlonguminina [15].

3.4.2.2 Purificacéo da fracdo ECFP8-3

A fracdo ECFP8-3 (30 mg) foi submetida & CC para purificagéo, utilizando
como fase estacionaria silica flash e como fase movel os solventes Hex, AcOEt
e MeOH. A coluna utilizada possuia 29 cm de altura, 1,5 cm de didametro e
contendo silica flash na altura de 19,7 cm. A coluna foi iniciada com 110 mL de
Hex:AcOEt (2:1), seguido por 30 mL de AcOEt e finalizada com 40 mL de MeOH.
Foram coletadas 6 subfrac6es de aproximadamente 30 mL e apds comparacao
por CCD foram reunidas em 3 fracdes. Andlise de CG-EM, RMN de H, de 1°C e
comparacao com dados da literatura permitiram identificar a fracdo ECFP10-2
como uma mistura das amidas piperovatina [13] e 4,5-dihidropiperlonguminina
[16].

3.4.4 Fracionamento do Extrato Metandlico das Folhas - EMFP

A fragdo EMFP (1,731 g) foi submetido a cromatografia em coluna
utilizando como fase estacionéria silica-gel 60 e como fase mdvel os solventes
CHCIz e MeOH. A coluna foi iniciada com 1,2 L de CHCI3:MeOH (9:1), seguido
por 400 mL de CHCI3:MeOH (8,5:1,5), 200 mL de CHCI3:MeOH (8:2), 100 mL de
CHCI3:MeOH (7:3), 500 mL de CHCI3:MeOH (1:1) e finalizada com 300 mL de
MeOH. Foram coletadas 30 fracdes de aproximadamente 90 mL, apds
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comparacao por CCD foram reunidas em 18 fracGes, as quais foram submetidas

a sucessivas CC.

3.4.4.1 Purificacéo da fracdo EMFP2-8

A fracdo EMFP2-8 (29,5 mg) foi lavada com éter etilico para separacéo
de um sdlido branco. O sdlido obtido a partir da lavagem da fragdo foi nomeado
de EMFP2-8S (11,4 mg). O sobrenadante foi reunido a mais trés fracdes
(EMFP2-6, EMFP2-7 e EMFP2-9) e submetido a cromatografia em coluna.
Andlise de RMN de 'H, de 13C e comparagdo com dados da literatura permitiram
identificar a fracdo EMFP2-8S como sendo uma mistura dos esteroides
daucosterol (B-sitosterol-3-O-B-D-glicosideo) [48] e estigmasterol-3-O-B-D-
glicosideo [49].

3.5 Ensaios biolégicos

3.5.1 Avaliacédo da atividade toxica frente a Artemia salina

Para realizacéo do teste de toxicidade dos extratos frente a Artemia salina
foi utilizado o método desenvolvido por MEYER et al. 1982 e adaptado por
SERRANO et al. 1996. Para execugdo do teste, os ovos do microcrustaceo foram
adquiridos em uma loja de produtos para aquarios.

Os ovos adquiridos foram colocados na parte escura de um aquario
adaptado dividido em dois compartimentos assimétricos com uma pequena
interligacdo entre eles, contendo agua do mar artificial preparada com 120g de
sal marinho em 3L de agua destilada. O compartimento maior do aquario foi
iluminado, com uma lampada florescente de 60 W, para tornar 0 meio propicio
para eclosédo dos ovos fazendo com que as larvas recém-eclodidas migrassem
para esse compartimento a fim de serem recolhidos com maior facilidade. Para
manter a oxigenacdo da agua foi utilizada uma bomba comum de aquério.
Depois de 48 h, os nauplios foram utilizadas no bioensaio.

A solucéo estoque foi preparada dissolvendo-se 4 mg das amostras pura
em cinco gotas de Tween-80 e completado para 5,0 mL com agua do mar
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artificial previamente filtrada, obtendo uma solucédo de concentracao igual a 0,8
mg.mL1. As demais solucdes de concentragédo inferior (5, 10, 20, 30, 50 e 100
ug.mL1), foram obtidas a partir da diluicdo da solugéo estoque. Para o extrato, a
solucao teste foi preparada dissolvendo-se 20 mg em cinco gotas de Tween-80
e completado para 5,0 mL com agua do mar artificial previamente filtrada,
resultando em uma solucéo de concentracéo igual a 4 mg.mL™* e foi considerada
a solucao estoque. As demais solucdes de concentragao inferior (5, 10, 20, 30,
50 e 100 yg.mL™t), foram obtidas a partir da diluicdo da solucéo estoque.

Dez larvas recém eclodidas de A. salina foram adicionadas em cada um
dos seis frascos, contendo as solu¢cdes das amostras pura e extrato, nas
concentracdes anteriormente citadas. Cada frasco teve seu volume completado
para 5 mL da agua do mar artificial, para que se pudesse chegar as
concentragdes, que foram previamente descritas aqui, em yg.mL™.

As andlises foram realizadas em triplicatas para cada concentracao e para
o controle negativo. Como controle negativo foi utilizado uma solu¢do contendo
apenas Twenn-80. Os frascos foram mantidos sob iluminagdo e as larvas
sobreviventes foram contadas apds 24 h e 48 h. Os nauplios foram considerados
mortos caso nao exibissem nenhum movimento durante dez segundos de
observacéo.

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com o programa Microsoft
Office Excel 2016. A CLso foi estimada a partir da regressao linear obtida da
correlacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo das

amostras e extratos testados.

3.5.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Os microrganismos utilizados para o teste de atividade antimicrobiana
foram conservados em meio de Lignieri (BEER, 1985) numa temperatura de 5°C.
A atividade antimicrobiana foi avaliada frete aos microrganismos Gram positivos,
Staphylococcus aureus (AC e CBAM 324) e S. epidermidis; Gram negativos,
Escherichia coli (EPEC e CBAM 002), Proteus mirabilis e Pseudomonas
aeruginosa e uma espécie de levedura: Candida kruzei. Um dia antes da

realizacdo dos testes os microrganismos foram semeados em placas de Petri
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contendo meio de Mueller-Hinton e incubados a 36°C em estufa bacteriolégica
durante 24 h. Ao final do periodo de incubacéo, as placas foram retiradas e as
coldnias utilizadas no preparo da suspensdo microbiana.

Preparo da suspensédo microbiana: apos a ativa¢do, uma ou duas coldnias
do microrganismo em estudo foram retiradas da placa de Petri, com o auxilio de
uma alca de platina, e inoculada em um tubo de vidro contendo 2 mL de caldo
de Mueller-Hinton esterilizado. Este procedimento foi realizado para todos os
microrganismos utilizados no ensaio. Para medir a turbidez e comparar com a
escala de MacFarland (BEER, 1985) foi realizada a homogeneizacdo da
suspensao de cada tubo. Posteriormente, os tubos foram incubados a 36 °C
durante 1 h e depois novamente a sua turbidez foi comparada com a escala de
MacFarland, sendo acrescentado mais inoculo ou diluindo a suspensédo
adicionando meio de cultura até chegar a turbidez adequada para se utilizar a
suspensdao na determina¢édo da concentracao inibitéria minima (CIM).

Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM): o ensaio da
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizado em placas estéreis para
cultura de tecido de 96 orificios (TPP®). A cada orificio foram adicionados 187
uL de caldo Mueller-Hinton, 10 pL da solucdo de cada amostra, na diluicdo
apropriada a ser testada, e 3 pL da suspensao bacteriana ou da levedura,
totalizando um volume de 200 puL. Todas as amostras foram diluidas em DMSO
e a menor concentracao final testada em cada ensaio foi de 34,0 pg.mL* e a
maior concentracdo foi de 1300,0 ug.mL!. Para o controle do crescimento
microbiano, a mesma quantidade da suspenséo microbiana foi inoculada em 187
puL de caldo de Mueller-Hinton mais 10 pL de DMSO. No controle negativo,
nenhum microrganismo foi inoculado no orificio contendo 188 pL de meio de
cultura e 10 uL de DMSO. A microplaca foi incubada durante 24 h, em estufa a
36 °C.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela | (p. 36) estdo apresentados 0s constituintes isolados dos
extratos hexanicos, cloroférmico e metandlico das folhas de P. klotzschianum,

bem como os experimentos realizados para a identificacdo dos mesmos.
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Tabela | - Constituintes quimicos identificados nas raizes de Piper klotzschianum

Estrutura Quimica

Experimentos realizados

T
oY

Piperovatina [13]
Dihidropiperlonguminina [16]

IV, CG-EM e RMN de H e de
13C

Sy

CG-EM
Tetrahidropipelonguminina [15]
e N ~ ~ N AN N
IV e CG-EM
Esqualeno [33]
O:©/\/\
< CG-EM
O
1-butil-3,4-metilenodioxidobenzeno [34]
o
OM\N\ACHS
L,
5
= CHy
i | . IV e CG-EM
i
o 7

Dodecanoato de metila [35]
Palmitato de metila [36]
Linoleato de metila [37]

Oleato de metila [38]
Estearato de metila [39]

o = |
g I:(v/o O
~ ~
o o} o o~ Do o~
Isoasarona [40]

cis-asarona [41]
trans-asarona [42]

CG-EM, RMN de H e de 13C
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CG-EM

Pentadecanoato de etila [44]
(92,1227)-octadeca-9,12-dienoato de etila [45]
(2)-octadec-9-enoato de etila [46]
Octadecanoato de etila [47]

CG-EM, RMN de H e de 13C

3 _'_',.'-’"f ::'1
HO— 7
W [48]
pn—s OH
=
# . Py
n
i

o= A [49]

CG-EM e RMN de 1H e de
13C
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4.1 Identificacéo e elucidagéao estrutural

4.1.1 Elucidacéo do esqualeno [33]

CH, CHj CH,

CH3

CH, CHjy CH,

[33]

A identificacdo do esqualeno (CsoHso) na subfracdo EHFP2-2, de aspecto
oleoso e coloracdo amarelada, foi realizada através da analise do cromatograma
realizado em CG-EM (Figura 3, p.39), comparando o espectro de massas
presente na amostra com os das bibliotecas NIST14 e WILEY7, obtendo 95% de
similaridade.

O ion molecular do esqualeno (m/z 410) sofre fragmentacao (Figura 4,
p.39) através de clivagem homolitica de uma ligacédo simples produzindo cétion
alilico (m/z 69) que é estabilizado por ressonancia.

O espectro de IV (Figura 5, p.39) apresentou sinais caracteristicos de
hidrocarbonetos alifaticos insaturados. Apresentaram bandas intensas em
2966,4 cm?, 2913,5 cm™ e 2851,5 cm™ caracteristicos de deformacgdes axiais de
grupos metila (—CHs), metilénicos (—CH2) e metinicos (—CH), devido a grande
guantidade desses grupos presente na molécula; em 1439,7 cm™ pode ser
verificado banda de deformacdo angular de CH2> e em 1376,6 cm™ banda de
deformacéo angular de CHs. Além da banda intensa em 833,4 cm, referente a
deformagéo de grupos =C-H. Os sinais das deformagdes axiais de C=C né&o
apareceram devido a simetria da molécula.

O esqualeno ja foi identificado no extrato das folhas de P. klotzschianum
por Lima (2014), utilizando extracdo com fluido supercritico.

O esqualeno, um triterpeno intermediario na biossintese de esterois e
triterpenos pentaciclicos, apresenta atividade antioxidante e propriedades
preventivas de varios tipos de cancer. Amplamente distribuido na natureza, o
esqualeno recebe esse nome devido a sua ocorréncia em grandes quantidades

no oOleo de figado de tubardo do género Squalus sp. Ensaios in vitro e em
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modelos animais mostraram que o esqualeno pode inibir os processos tumorais
do colon, pulmdes e pele em roedores e é o principal fator responsavel pela
reducdo do risco de cancro em comparac¢ao com outros ingredientes alimentares
usados nagueles ensaios (BATISTA et al.,2014; NAKAMURA, 1997).
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Figura 3: (a) Cromatograma em CG-EM do esqualeno com pico majoritario em
RT=37.469 min (b) Espectro de massa do esqualeno
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Figura 4: Principal fragmentacéo apresentada no EM do ion molecular do esqualeno
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4.1.2 Elucidagéo do 1-butil-3,4-metilenodioxi-benzeno [34]

[34]

Ao analisar o CG-EM da fragdo EHFP2-4 (Figura 6, p.40), percebe-se que
apesar da substancia majoritaria (pico 1), ela ndo apresenta um bom grau de
pureza. Foram comparados o tempo de retencéo e o espectro de massas de ions
totais, que foram idénticos ao do padréo 4-butil-1,2-metilenodioxi-benzeno
relatado anteriormente por Nascimento (2011) como um dos principais
constituintes volateis presentes nas raizes, caules, sementes e folhas da P.
klotzschianum. Também foram comparados o RF com padréo autentico, além do
aroma caracteristico da substancia.

O ion molecular do 1-butil-3,4-metilenodioxi-benzeno (m/z 178) sofre
fragmentacdo através de clivagem heterolitica de uma ligagdo simples de C7
com C8 produzindo um cation que é estabilizado através de um rearranjo
formando um ion tropilio substituido com o grupo metilenodiéxido (m/z 135), com
intensidade relativa de 100%. Esse principal ion molecular estd em acordo com
o relatado por NASCIMENTO (2011) para esta substancia. Os principais

fragmentos gerados sao mostrados na Figura 7 (p.41).

ot

9 105
5 178
I|| Ikl 15 13 137 |

il L wra ] F— —_ e e
(b) 0 10 50 &0 0 0 0 100 110 120 130 10 15 180 o 180

Figura 6: (a) Cromatograma em CG-EM do 1-butil-3,4-metilenodioxi-benzeno com pico
majoritario em RT=10.132 min (b) Espectro de massa 1-butil-3,4-metilenodioxi-benzeno
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Figura 7: Principais fragmentacfes apresentadas no EM do 1-butil-3,4-metilenodioxi-
benzeno

4.1.3 Elucidacdo da mistura de isoasarona [40], cis-asarona [41] e trans-

asarona [42]

[40] [41] [42]

As substancias foram identificadas como trés isbmeros através de dados
de CG-EM (Figura 8, p.43) e RMN de 'H e de '3C. A partir da andlise do
cromatograma obtido em CG-EM e comparacdo com a literatura, podemos
confirmar que a isoasarona € a substancia majoritaria.

O espectro de massas mostrou os ions moleculares em m/z 208. A
isoasarona apresentam 0s picos m/z 91 e m/z 69 como as principais
fragmentacdes; jA a cis e a trans-asarona mostram o pico em m/z 32 como
principal fragmentacéo.

Os dados de RMN de !H (Figuras 9-11, p.44-46) apresentaram nove

singletos com sinais préximos, entre 83,81 - 83,91, que foram atribuidos as
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metoxilas ligadas ao anel aromatico das trés substancias. Além disso,
apresentou trés singletos integrados para 1H entre 66,51 - 66,54 e mais trés
singletos, também integrado para 1H, entre 66,86 - 66,96, caracteristicos de um
padrdo tetra-substituido 1,2,4,5. Esses singletos foram atribuidos aos
hidrogénios H6 e H3 dos isdbmeros.

Os dados de RMN de 3C (Figura 12, p.47) apresentaram sinais entre
056,1 — 856,7, caracteristicos de carbonos aromaticos ligados a metoxila. Os
sinais em 833,6 (C1’) e 8115,1 (C3’) foram atribuidos aos carbonos metilénicos,
sendo um saturado e outro insaturado, respectivamente, da isoasarona. Para a
cis e a trans asarona foram atribuidos os sinais em 614,7 e 18,8 para C3’ e
0125,8 e 8124,8 para C1’, respectivamente. Com a comparacdo dos dados
obtidos com a literatura (Tabela II, p.48), as substancias foram identificadas
como isoasarona, cis-asarona e trans-asarona.

A isoasarona é um componente volatil, pertencente a classe dos
fenilpropandides e foi isolada, por Nascimento (2011), no extrato hexanico das
raizes da espécie P. klotzschianum e, relatos da literatura mostram que também
ja foi identificada no Oleo essencial das folhas. A cis-asarona e a trans-asarona,
gue sdo também compostos volateis, foram identificados por Autran et al. (2009)
como componentes majoritarios do 6leo essencial das folhas e caules da espécie
Piper marginatum. Elas foram relatadas pela primeira vez na espécie P.

klotzschianum por Santos (2017).
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Figura 8: (a) Cromatograma em CG-EM da mistura de asaronas, (b) Espectro de massa
do pico 1, (c) Espectro de massa do pico 2 e (d) Espectro de massa do pico 3.
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Tabela Il - Dados de RMN de 'H e de *C [500 MHz (*H) e 125 MHz (*3C), CDCl;] da isoasarona, cis-asarona e trans-asarona

comparados com a literatura

[40] Isoasarona* [41] cis-asarona® [42] trans-asarona®
(Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm) (ppm)
1H lH 1H 1H lH lH
3C (mult., J/Hz) 3C (mult., I/Hz) 3C (mult., J/Hz) 13C (mult., J/Hz) 3C (mult., I/Hz) BC (mult., I/Hz)
1 120,1 - 120,1 - 120,1 - 117,6 - 120,1 - 118,3 -
2 151,4 - 151,3 - 151,3 - 150,9 - 151,3 - 149,9 -
3 981 | 654(s) | 982 | 654(s) | 97,6 6,51 (s) 97,2 6,47 (s) 98,0 6,51 (s) 97,3 6,45 ()
4 147,9 - 147,9 - 147,9 - 148,0 - 147,9 - 148,0 -
5 143,1 - 143,1 - 143,1 - 141,8 - 143,1 - 142,6 -
6 114,2 | 6,70(s) | 114,1 | 6,70(s) | 1141 6,86 (s) 113,7 | 6,79(s) | 109,9 6,96 (s) 109,2 6,91 (s)
, 3,33 3,33 6,45 6,64
1 33,6 33,6 125,8 6,50 (m) | 1251 124.8 6.66 (m) 124.4
(d, 6,5) (d, 6,6) (dg, 7e 2) (dg, 16 e 1,5)
) 5,69 6,02
2 137,3 | 598(m) | 137,2 | 598(m) | 1250 | 5.77(dg) | 124,3 124,3 6,10(m) 1234
(dg, 12 e7) (dq, 16 € 6,2)
, 1,85 1,83 1,90 1,87
3 115,2 5,04 (m) 115,1 5,04 (m) 14,7 14,6 18,8 18,7
(dd, 7 e 1,5) (dd, 7 e 2) (dd, 6,5 € 1,5) (dd, 6,2 € 1,5)
1-OCHs | 56,7 | 3,81(s) | 56,6 | 3,80(s) | 56,2 3,82 (s) 55,8 3,74 (s) 56,1 3,83 (s) 55,1 3,77 (s)
2-OCHs | 563 | 388(s) | 562 | 3,88(s) | 56,3 3,85 (s) 56,2 3,79 (s) 56,6 3,87 (s) 55,7 3,81 (s)
4-OCHs | 565 | 3,83(s) | 565 | 3,83(s) | 56,5 3,89 (s) 56,4 3,83 (s) 56,7 3,91 (s) 56,1 3,84 (s)

*Nascimento (2011) [300 MHz (*H) e 75 MHz (13C), CDCI3]

#Patra & Mitra (1981)

48
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4.1.4 Elucidacédo dos ésteres metilicos: decanoato de metila [35], palmitato
de metila [36], linoleato de metila [37], oleato de metila [38] e estearato de
metila [39]

[35] [36]

[39]

O espectro de IV da fracdo EHFP4-1 (Figura 13, p.50) apresentou sinais
em 2923,2 cm e 2853,4 cm™ caracteristicos de deformacdes axiais de grupos
metila (—CHz) e metilénicos (-CHz); em 1462,3 cm™ pode ser verificado bandas
de deformacéo angular da ligacdo C-H; em 970,5 cm™ referente a ligagcdo =C-H;
bandas caracteristicos da funcdo éster, 1737,3 cm™ correspondente a
deformacdes axiais da ligacdo C=0, 1230,3 cm* e 1168,6 cm* da deformacéo
axial da ligacdo C-O-C. Entdo, sugeriu que a amostra era composta de
triacilglicerideo, descartando a possibilidade de ser um acido graxo devido
auséncia da banda larga (3300-2500 cm™) caracteristica da hidroxila de &acido
carboxilico e a carbonila apresentou um valor acima de 1710 cm™. Deste modo,
foi realizado uma reacéo de transesterificacao.

Apos a reacao de transesterificacdo, foi efetuada a analise do CG-EM da
amostra (Figura 14a, p.50) e pode observar, através da comparacdo das
bibliotecas NIST14, WILEY7 e com os tempos de retencdo de uma mistura de
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ésteres metilicos (Figura 14b, p.50), a presenca de cinco ésteres metilicos:
dodecanoato de metila (pico 1); palmitato de metila (pico 4); linoleato de metila
(pico 6); oleato de metila (pico 7) e estearato de metila (pico 9), levando sempre

em consideracdo um percentual acima de 95% de similaridade.
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Figura 13: Espectro de IV da amostra EHFP4-1
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4.1.5 Elucidacdo dos ésteres etilicos: pentadecanoato de etila [44],
(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato de etila [45], (Z)-octadec-9-enoato de etila

[46] e octadecanoato de etila [47]

) CHy

[47]

O CG-EM da subfragdo EHFP5-2 (Figura 15, p.53) permitiu analisar e
identificar, por comparacéo dos espectros de massas presentes na amostra com
o da biblioteca WILEY7, quatro ésteres etilicos: pentadecanoato de etila
(C17H3402) (Pico 1), (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato de etila (C20H3602); (2)-
octadec-9-enoato de etila (C20H3302) e o octadecanoato de etila (C20H4002),
nestas identificagdes foi levado em consideragao percentuais acima de 95% de
similaridades.

O espectro de massas do éster etilico [44] apresenta dois principais
fragmentos: primeiramente acontece a ionizagdo da carbonila e, nesta etapa,
ocorre um rearranjo do tipo McLafferty onde o hidrogénio y migra para a carbonila
e em subsequéncia a clivagem da ligagao a-p, formando o ion m/z 88 como ion
base; numa segunda etapa, ao migrar o hidrogénio y, ocorre um rearranjo de
hidrogénio do tipo 1,2 e clivagem homolitica da ligacdo adjacente, o que
explicaria a formacao do ion m/z 101 (SANTOS FILHO, 2010). O éster etilico



52

[47] apresenta as mesmas principais fragmentacfes que o éster [44]. Essas
principais fragmentacfes sdo mostradas na Figura 16 (p.53).

Através dos dados de RMN de 'H (Figura 17, p.54) apresentaram sinais
bem nitidos, um quarteto mais desprotegido em ©4,12 atribuido ao grupo
metilénico (—CH2) do grupo etoxila e um tripleto em 62,28 referente ao grupo
metilénico a-carbonilico. Além de sinais na regiao entre 60,85 e 62,00 que sdo
referentes aos grupos metila (—CHs) e metilénicos (-CH2) da cadeia longa de
hidrocarboneto.

O espectro de RMN de 3C (Figura 18, p.55) apresentou sinal em 5173,9
caracteristico do grupo carbonila de ésteres, em 60,1 atribuido ao carbono
ligado ao oxigénio e sinais entre 14,1 e 837,4 referentes aos carbonos dos
grupos metila (—CHs) e metilénicos (—CH2) da cadeia longa de hidrocarbonetos.

Os ésteres etilicos nao sdo muito comuns em plantas, no genéro Piper
nao foram encontrados relatos de isolamentos desses ésteres. Em geral, os
ésteres etilicos sdo obtidos a partir de reacdes de transesterificacdo de Oleos
vegetais ou animais. Ha relato de ésteres etilicos isolados de fungos endofiticos
através do isolamento dos mesmos a partir de suas plantas hospedeiras
(SANTOS FILHO, 2010). Desta forma, o isolamento dessas substancias a partir
das folhas de Piper klotzschianum é uma contribuicdo enriquecedora para a
espécie no sentido da descoberta de novas substancias naturais promissora,
uma vez que sua toxicidade foi testada frente a Artemia salina e se mostrou

moderadamente ativa.
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Figura 16: Principais fragmentacdes apresentadas no EM do éster etilico [44]
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4.1.6 Elucidacéo do a-tocoferol (vitamina E) [43]

[43]

A partir da analise do CG-EM da amostra EHFP5-5 (Figura 19, p.57), foi
possivel identificar a substancia majoritaria (TR= 42.597) por comparacao do
espectro de massas presente na amostra com o da biblioteca NIST14, sendo
confirmada a substancia como sendo o a-tocoferol (vitamina E - C29Hs002), com
95% de similaridade.

O espectro de massas apresenta dois picos intensos: o ion molecular de
m/z 430 e o pico base em m/z 165. O ion molecular (m/z 430) sofre uma
fragmentacdo através de um rearranjo de hidrogénio (rH) uma reacéo de retro
Diels-Alder (RDA) no anel piranico do tocoferol, para dar origem ao ion m/z 165
(SIQUEIRA et al, 2003), conforme Figura 20 (p.57).

Os dados de RMN de 'H (Figuras 21-23, p.58-60) mostram varios sinais
caracteristicos da vitamina E: um tripleto em 62,60 (H-4) e um singleto em 64,19
referente a hidroxila, além dos sinais em 82,11, integrado para 6H, e em 62,16,
integrado para 3H, atribuidos as metilas ligadas ao anel aroméatico. Nao foi
possivel identificar claramente todos os sinais apresentados no espectro de
RMN de 'H devido a impureza da amostra como é possivel observar no
cromatograma (Figura 19a, p.55).

O espectro de RMN de 3C (Figuras 24 e 25, p.61,62) apresentaram sinais
em: 674,5 (C-2), 6118,5 (C-5), 39,8 (C-1’), 621,0 (C-2’), 28,0 (C-12’), 622,7 (C-
13’). Além dos sinais em 623,8; 611,2; 812,2; 811,7; 619,6; 19,7 e 622,6,
atribuidos as metilas ligadas aos carbonos C-2, C-5, C-7, C-8, C-4’, C-8 e C-12',
respectivamente. O espectro de RMN de '3C apresentou alguns ruidos que
podem estar relacionados ao tempo de aquisicdo do espectro, o que dificultou a

identificacdo de alguns carbonos do anel aromatico. Esses sinais, bem como os
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dados de RMN de 'H, foram comparados com a literatura (Ayres et al., 2009) e
contribuindo para a confirmacao da estrutura da vitamina E.

Como € sabido o possui atividade antioxidante. O a-tocoferol ja foi
identificada por Lima (2014) no extrato das folhas de P. klotzschianum utilizando

extracdo com fluido supercritico.
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Figura 19: (a) Cromatograma em CG-EM da amostra EHFP5-5 com pico majoritario em
RT=42.597 min (b) Espectro de massa do pico majoritario (a-tocoferol)
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Figura 20: Principal fragmentagéo apresentada no EM do a-tocoferol
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4.1.7 Elucidacéao da tetrahidropiperlonguminina [15]

[15]

A substancia foi identificada através de dados de CG-EM (Figura 26,
p.63), observando um bom grau de pureza, tempo de retencdo (RT) de 29.536
minutos e o ponto de fusdo encontrado foi de 56-57°C, além da comparacéo
com dados relatados na literatura de temperatura de fuséo de 55 — 56°C e tempo
de retencdo de 25.654 minutos (Nascimento, 2011). A diferenca do RT pode
estar relacionada com as condi¢cdes em que foram realizados os cromatogramas.

O espectro de massas mostrou 0 ion molecular m/z 277 sofre
fragmentacdo dando origem a quatro principais picos: m/z 204, 135, 115 e 60,
tendo como pico base o ion m/z 135 (NASCIMENTO, 2011), além do pico em
m/z 148. As principais fragmentacdes sao mostradas na Figura 27 (p.64).

A tetrahidropiperlonguminina ja foi isolada das raizes de P. klotzschianum
e sua atividade larvicida frente larvas do Aedes aegypti foi comprovada por
NASCIMENTO (2011).
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Figura 26: (a) Cromatograma em CG-EM da tetrahidropiperlonguminina (b) Espectro de
massa da tetrahidropiperlonguminina
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4.1.8 Elucidagdo da mistura de piperovatina [13] e 4,5-
dihidropiperlonguminina [16]
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[13] [16]

A anélise do cromatograma feito em CG-EM (Figura 28, p.67) da amostra
EHFP10-2 foi possivel identificar uma mistura. Dentre as substancias foi possivel
identificar a piperovatina (pico 4) e a 4,5-dihidropiperlonguminina (pico 1) através
da comparacao dos EM’s como a literatura (NASCIMENTO, 2011). As amidas
identificadas séo os componentes majoritarios dessa mistura, é possivel que as

outras substancias presentes na mistura possam ser também amidas. Essas
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estruturas foram confirmadas através dos dados de IV, RMN de 'H e de 13C, que
também foram comparados com a literatura.

O espectro de IV (Figura 29, p.67) apresentou sinais caracteristicos de
amida secundaria. Foi observado banda em 3298,8 cm™ caracteristico de
estiramento da ligacdo N-H em amidas na forma trans, conformagcdo que
geralmente € majoritaria. Devido ao fato de ser uma mistura de amidas,
apresentou mais de um sinal para carbonila; as bandas em 1666,2 cm™ e 1625,2
cm! sdo caracteristicas de estiramento da ligacdo C=0, conhecida como banda
de amida I. O valor da banda em 1625,2 cm* se d& devido a insaturacdes
conjugadas com a carbonila, que tem como efeito o enfraquecimento da ligacdo
C=0 reduzindo o nimero de onda de absorcdo de aproximadamente 15 cm™.
Como ambas as amidas possuem insaturacao conjugada a carbonila e € a banda
mais intensa correspondente a carbonila, a banda de 1625,2 cm foi atribuido
as amidas [13] e [16].

Ainda no espectro de IV, outras trés bandas caracteristicas de amidas
secundarias na conformacao trans foram apresentadas: a banda em 1546,2 cm-
1 é correspondente a deformacdo angular da ligacdo N-H, conhecido como
banda de amida Il; a banda em 672,96 cm™ é caracteristica da deformacéo
angular fora do plano da ligagdo N-H; e a banda em 1217,5 cm™ referente ao
estiramento da ligagéo C-N.

O espectro de massas da piperovatina sofre fragmentacao e apresenta,
além do ion molecular m/z 273, os picos: m/z 173 e 152 (NASCIMENTOS, 2011).
E possivel verificar também a presenca dos picos em m/z 139 e 121. Ja a 4,5-
dihidropiperlonguminina apresentam dois picos: o ion molecular m/z 275 e o pico
base em m/z 135. As principais fragmentacdes para as amidas [13] e [16] sdo
mostradas na Figura 30 (p. 68).

Os dados de RMN de 'H (Figuras 31-33, p.69-71) da mistura das amidas
[13] e [16], apresentaram dupletos em §7.13 e em 86.76, integrados para dois
hidrogénios cada, referentes aos hidrogénios do anel aromatico, um dupleto em
00.91 integrado para 12 hidrogénios referentes aos grupos isopropilas presentes
em ambas as moléculas; singleto em 63.79, referente ao grupo metoxilico e um
dupleto em 83.42 (H-6), existente na substancia [13] e um sinal em 85.90

atribuido ao grupo metilenodiéxido presente na substancia [16].
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Os dados de RMN de 3C (Figura 34, p.72) apresentaram sinal das
carbonilas em 0166.2 e em 0165.9, sinais em 020.1 e 0820.0 referentes aos
carbonos isopropilicos (C3” e C4”). Apresentaram também os sinais em 855.3,
referente a metoxila, e em 6100.7, do grupo metilenodioxido, além dos sinais
referentes aos carbonos do anel aromatico. Os dados de RMN de '3C foram
comparados com a literatura (Tabela Ill, p.73).

E valido ressaltar que dessas duas piperamidas a piperovatina foi isolada
em varia espécies do género Piper tais como: P. ottonoides (Wolff et al., 2014),
P. piscatorum (Pimentel, 2007), P. ovatum (Silva, 2015), P. alatabaccum (Santos,
2013), P. scutifolium, P. corcovadensis (Marques, 2009), dentre outras. Ja a
dihidropiperlonguminina foi isolada das espécies: Piper guineense (DWUMA-
BADU et al. 1976), P. tuberculatum (NAVICKIENE et al., 2000), P. longum
(TABUNENG et al., 1983) e P. chaba (MATSUDA et al., 2008).

A espécie P. klotzschianum é utilizada por muitas pessoas na cidade de
Aracruz, norte do Espirito Santo, para alivio de dores reumaticas através da
infuséo de suas raizes e caules em garrafas de alcoois comerciais. Apos 24
horas a solugdo resultante € aplicada diretamente no local da dor. O efeito
analgésico da planta se deve a piperovatina, principal constituinte das raizes de
espécie. Essa substancia ativa é responsavel pela acao anestésica e dorméncia
(MAKAPUGAY et al., 1983).

A piperovatina teve sua atividade larvicida frente Aedes aegypti
comprovada por NASCIMENTO (2011) e também foram comprovados seus
potenciais antimicrobiano e alelopéatico (CUNICO et al, 2006).
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Figura 29: Espectro de IV da mistura das amidas [13] e [16]
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Tabela 1l - Dados de RMN de 3¥C [125 MHz, CDCl;] da piperovatina e

dihidropiperlonguminina comparados com a literatura

I 13 Piperovatina* 16 Dihidropiperlonguminina*
POSI(;aO [13C;| p 13C [130] p p 13C g
1 166,2 166,2 165,9 165,9
2 122,5 122,7 121,1 120,9
3 140,9 140,6 143,4 143,0
4 128,9 129,0 34,1 34,0
5 141,2 141,0 34,3 34,3
6 38,3 38,2 - -
1 131,0 131,0 134,8 134,8
2 129,5 129,5 108,1 108,1
3 113,9 113,9 145,8 145,7
4 158,1 158,0 147,6 147,5
5 113,9 113,9 108,3 108,4
6’ 129,5 129,5 124,2 124,3
1” 46,9 46,9 46,8 46,8
2’ 28,5 28,5 28,5 28,4
3ed’ 20,1 20,1 19,9 20,0
OCH20 - - 100,7 100,6
OCHz3 55,3 55,2 - -

*Nascimento, 2011 [75 MHz, CDCls]

4.1.9 Elucidacdo da mistura de esteroides glicosilados: daucosterol (-

sitosterol-3-O-B-Dglicosideo) [48] e estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [49]

[48]

[49]

Os dados de RMN de 'H (Figuras 35-37, p.75-77) permitiu observar a
presenca de dois sinais referentes a hidrogénios olefinicos do estigmasterol, em
05,21 (H-22, 1H) e em 65,06 (H23, 1H) e o sinal do hidrogénio ligado ao carbono

anomérico C-3 em 85,05 tendo sua intensidade relacionada ao alinhamento por

todo sistema de spin. Outros sinais caracteristicos destes dois esterdides sdo na

regidao entre 80,65 e 60,99 que sado correspondentes a grupos metilicos tipicos
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de fitoesteroides e o sinal em 65,35 (H-6). Além disso, também foram observados
os sinais entre 83,90 e 64,45 caracteristicos do glicosideo.

O espectro de RMN de *3C (Figuras 38-40, p.78-80) mostrou o sinal em
078,4 atribuido a C-3, pois este valor é compativel com o deslocamento quimico
de esteroides glicosilados. Alguns valores caracteristicos puderam ser
observados em 6121,7 (C-6, 48 e 49), 826,2 (C-23, 48), 6129,2 (C-23, 49), 634,0
(C-22, 48), ©138,6 (C-22, 49), 6140,7 (C5, 48 e 49). Foi possivel identificar
também a presenca de sinal de carbono metinico anomérico em 6102,4, além
de cinco sinais de carbonos oximetinicos (678,3; §77,9; 675,1; 671,6 e 862,6)
caracteristicos de uma unidade de glicose. Estes dados, bem como os de RMN
de 'H, foram comparados com os valores encontrados na literatura
(NASCIMENTO, 2011) e se mostraram semelhantes. Desta forma podemos
afirmar que a fragdo EMFP2-8S é uma mistura dos esteroides B-sitosterol-3-O-
B-Dglicosideo [48] e estigmasterol-3-O-B-D-glicosideo [49].
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4.2 Ensaios biolégicos

4.2.1 Avaliacao do efeito téxico frente a Artemia salina

A toxicidade a Artemia salina foi determinada através da concentracao
letal de 50% (CLso) para os microcrustaceos. As amostras foram ensaiadas em
6 concentracdes diferentes em tubos de ensaio contendo 4gua do mar e 10
nauplios. As larvas vivas e mortas foram contadas apés 24 e 48 h, exceto para
a amostra EHFP5-2 que foi contada apds 24 h. Os ensaios foram realizados em
triplicata, assim como o ensaio de controle. Além das amostras contendo as
substancias isoladas, o extrato etandlico bruto (EEFPK) da folha também foi
testado.

Os gréficos foram feitos no programa Microsoft Office Excel 2016 e obtido
as equacOes de regressao linear a partir da correlacdo entre porcentagem de
individuos mortos e a concentracdo dos compostos testados. Os célculos da
CLso, através da equacgao y = ax + b, substituindo y por 50% e obtendo os valores
da CLso, indicados na Tabela IV (p. 81).

Tabela IV - Valores de CLso obtidos na avaliagdo do efeito toxico frente a Artemia salina
para compostos isolados de Piper klotzschianum.

Amostra Clso (ug.mL™?)
24h 48h
EEFPK 217,86 148,96
EHFP3-3 89,06 66,82
EHFP5-2 192,86 -

A substancia que apresentar CLso < 100 pg.mL* é comparavel com a
camptotecina e sulfato de vincristina, duas substancias consideradas muito
ativas e, aquela que apresentar CLso = 100 pg.mL%, no intervalo entre 100 a 900
ug.mL?, comparavel ao acido hipurico é considerada medianamente ativa.
Enquanto que é considerada inativa a substancia que apresentar CLso > 1000
pug.mL* (DAVID et al, 2011 apud ANDERSON et al, 1991).

A mistura de isoasaronas apresentou alta atividade toxica com CLso de
89,06 ug.mL* apds 24h e CLso de 66,82 ug.mL* apds 48h. A mistura de ésteres

etilicos apresentou uma atividade toxica mediana, assim como o extrato
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hexanico bruto (EEFPK). Esses resultados séo indicativos positivos para serem
posteriormente realizados testes para verificar uma possivel atividade fungicida,
larvicida, antitumoral, inseticida e qualquer outra atividade que vise a mortalidade

de algum tipo de micro-organismo.

4.2.2 Atividade Antimicrobiana

A importancia da descoberta de novas substancias com acao
antimicrobiana é necessaria para o combate aos micro-organismos que
apresentam resisténcia aos farmacos existentes com acgédo antimicrobiana ja
comprovada.

Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificacdo para materiais
vegetais com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibicao -
CIM até 500 pg.mL?; inibicdo moderada - CIM entre 600 e 1500 pug.mL?* e como
fraca inibicdo - CIM acima de 1600 yg.mL™2.

Os resultados obtidos para avaliacdo da atividade antimicrobiana séo
mostrados na Tabela V para as amostras e na Tabela VI para os extratos brutos.
O extrato bruto ECFPK apresentou atividade antimicrobiana para os trés micro-
organismos Gram-positivos utilizados. Frente a S. aureus CBAM 324 apresentou
CIM de 500 ug.mL™?, sendo considerada uma forte inibicdo; frente a S. aureus
AC e S. epidermidis ATCC 35984 apresentou CIM de 1000 pg.mL*?, sendo
considerada uma inibicdo moderada. Esses resultados séo de bastante interesse
investigativo, uma vez se tratar de um extrato.

Os resultados das tabelas V e VI (p. 82 e 83) demonstram que 0Ss micro-
organismos foram resistentes contra as demais substancias identificadas e

utilizados.

Tabela V - CIM das substancias isoladas sobre os micro-organismos utilizados.
Microorganimos CIM (ug.mLY)
EHFP2-2 EHPF2-4 EHFP3-3 EHFP5-5

. mirabilis ATCC 15920

. aeruginosa ATCC 25003
. krusei ATCC 6258

R: resistente

S. aureus CBAM 324 R R R R
S. aureus AC R R R R
S. epidermidis ATCC 35984 R R R R
E. coli CBAM 002 R R R R
E. coli EPEC R R R R
P R R R R
P R R R R
C R R R R
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Tabela VI - CIM dos extratos brutos das folhas sobre os micro-organismos utilizados.

Micro-organismos CIM (ug.mLY)
ECFPK EHFPK  EMFPK

S. aureus CBAM 324 500 R R
S. aureus AC 1000 R R
S. epidermidis ATCC 35984 1000 R R
E. coli CBAM 002 R R R
E. coli EPEC R R R
P. mirabilis ATCC 15920 R R R
P. aeruginosa ATCC 25003 R R R
C. krusei ATCC 6258 R R R

R: resistente.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Esta investigagdo trouxe uma contribuicdo para o0 conhecimento
fitoquimico ao examinar os constituintes fixos presentes nas folhas da Piper
klotzschianum Kunth, além de realizar avaliacbes das atividades biologicas
(citotéxica e antimicrobiana) dos extratos, das substancias isoladas das folhas
da P. klotzschianum.

Sendo assim, através do estudo do extrato etanélico das folhas de Piper
klotzschianum e com a utilizacdo das técnicas de cromatografia classica e
transesterificacao foi possivel identificar 20 substancias através das técnicas de
CG-EM, IV e RMN 1D (de 'H e de ®C), sendo isolado trés amidas
(tetrahidropiperlonguminina, piperovatina e 4,5-dihidropiperlonguminina), uma
mistura com trés isdmeros de asaronas (isoasarona, cis-asarona e trans-
asarona), uma mistura de quatro éteres etilicos (pentadecanoato de etila,
(9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato de etila, (Z)-octadec-9-enoato de etila e
octadecanoato de etila), além de mais 4 substéncias (esqualeno, 1-butil-3,4-
metilenodioxidobenzeno, vitamina E e daucosterol). A partir da reacdo de
transesterificacdo foi possivel obter cinco ésteres metilicos (dodecanoato de
metila, palmitato de metila, linoleato de metila, oleato de metila e estearato de
metila).

Nos ensaios de toxicidade frente Artemia salina todas as amostras e 0
extrato testado apresentaram ativas com destaque para a mistura de asaronas
que obteve uma CLs0=66,82 ug.mL* apés um periodo de 48h de observacao.
Esses resultados séo indicativos positivos para serem posteriormente realizados

testes para verificar uma possivel atividade fungicida, larvicida, antitumoral,
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inseticida e qualquer outra atividade que vise a mortalidade de algum tipo de
micro-organismo.

Na avaliagdo de atividade antimicrobiana 0s micro-organismos se
mostraram resistentes a todas as amostras e extratos, com exceg¢éo do extrato
ECFPK que apresentou atividade para trés micro-organismos Gram-positivos (S.
aureus CBAM 324, S. aureus AC e S. epidermidis ATCC 35984). Esse resultado
€ investigativo por se tratar de um extrato, uma vez que muitas bactérias tem
apresentado resisténcia as substancias que apresentam atividade
antimicrobiana ja comprovada. O estudo desse extrato e posteriormente testes
antimicrobianos podem revelar novas substancias ativas.

O estudo das folhas de Piper klotzschianum foi relevante no ponto de vista
gue foi possivel obter ésteres etilicos, os quais ndo foram encontrados nas
raizes, que apresentaram uma moderada atividade toxica. Além da idenfiticacéo
dos trés isdbmeros de asaronas, sendo a trans e a cis encontradas nas folhas e
ausente nas raizes. Outro fato relevante foi a identificacdo da amida 4,5-

dihidropiperlonguminina em maior quantidade do que a encontrada nas raizes.
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