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Sinopse:

O trabalho relata o isolamento e identificacdo estrutural de 2
fenilpropandides (dilapiol, miristicina), 1 derivado do acido benzdico prenilado (3-3-
metil-2-butenil)-4-hidroxi benzoato de metila), 1 chalcona (diidroflavocavina B) e 1
flavanona (sacuranetina) presentes no produto fitoterapico Dermodilapiol produzido
a partir das partes aéreas da espécie vegetal Piper aduncum.

A caracterizacao quimica (perfil cromatografico) e o doseamento dos
marcadores quimicos foram realizados para quatro lotes do produto, através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Paralelamente foi realizado o acompanhamento do 6leo essencial das
folhas de trés individuos, localizados em trés diferentes localidades na cidade de
Manaus.
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RESUMO

O trabalho relata o isolamento e identificagdo estrutural de 2 fenilpropandides
(dilapiol, miristicina), 1 derivado do acido benzdico prenilado (3-3-metil-2-butenil)-4-
hidroxi benzoato de metila), 1 chalcona (diidroflavocavina B) e 1 flavanona
(sacuranetina) presentes no produto fitoterapico Dermodilapiol produzido a partir das
partes aéreas da espécie vegetal Piper aduncum. O isolamento dos marcadores
quimicos foi realizado a partir da fragéo ativa do produto, obtida através do processo
de particdo liquido-liquido, a qual foi entdo submetida a diferentes técnicas

cromatograficas resultando nas substancias isoladas.

A caracterizacao quimica (perfil cromatografico) e o doseamento dos marcadores
quimicos foram realizados para quatro lotes do produto, através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia, na qual foram desenvolvidos dois métodos, sendo um
método mais longo para a andlise de perfil cromatogréafico e um método mais curto
para a quantificacdo dos marcadores. POde-se observar uma constancia na
quantidade produzida dos marcadores dilapiol e do derivado do acido benzdico
prenilado. Também observou-se uma constancia dos constituintes presentes na

fragdo ativa, acompanhada pela constancia da atividade antimicrobiana do produto.

Paralelamente foi realizado o acompanhamento do 6leo essencial das folhas de
trés individuos, localizados em trés diferentes localidades na cidade de Manaus.
Esse trabalho foi realizado durante o periodo de um ano, que revelou que o dleo é
composto majoritariamente do constituinte dilapiol. Observou-se apenas variagdo
significativa na producao de 6leo total, aparentemente relacionado com o periodo de

chuvas da regido.



ABSTRACT

This work describes the isolation and structure elucidation of two
phenylpropanoids (dillapiol and myristicin), one prenylated benzoic acid derivative
(methyl 4-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)-benzoate), one chalcone
(dihydroflavokawin B) and one flavanone (sakuranetin) from the phytoterapeutical
product Dermodilapiol, produced from the aerial parts of Piper aduncum. The
isolation of the chemical markers has been done from its active fraction, obtained

from a liquid-liquid partition and further chromatographic steps.

Four different lots of the product have been analysed by high performance liquid
chromatography using two different methods. A longer method was used to describe
the chromatographic profiles of each lot and a shorter method was used to quantify
two of the chemical markers in the product. In both cases, it could be observed a

correlation between the chemical composition and biological activity.

It has also been studied the essential oil production of leaves of P. aduncum
collected in three different places in Manaus for a period of one year. During this
period, dillapiol has always been the major component. A small chemical variability
was observed to all specimens studied and apparently was correlated to the rainy

season of the city.
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I - INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20 % do
namero total de espécies do planeta. Esse imenso patriménio genético tem na
atualidade valor econémico-estratégico inestimavel em varias atividades, mas € no
campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior

potencialidade (CALIXTO, 2003).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis na
terapéutica moderna foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais, sendo 25% de plantas, 13% de microorganismos e 3% de animais
(FARNSWORTH, 1990; BAKER et al, 1995; KINGHORN e SEO, 1996). Essa
afirmacéo é facilmente comprovada ao se analisar a tabela abaixo constituida de

medicamentos que foram desenvolvidos a partir de produtos naturais.



Tabela 1 - Alguns exemplos de medicamentos desenvolvidos a partir de
produtos naturais

Farmaco Uso Terapéutico Fonte
ciclosporina imunossupressor Tolypocladium inflatum
cromolina antiasmatico Ammi visnaga
digoxina insuficiéncia cardiaca Digitalis purpurea
artemisinina antimalarico Artemisia annua
captopril antihipertensivo Bothrops jararaca
escopolamina doenca de Parkinson Datura spp.
etoposideo cancer (testiculo, pulméo) Podophyllum spp.
galantamina doencga de Alzheimer Galanthus nivalis
irinotecam cancer (coloretal) Camptotheca acuminata
morfina analgésico Papaver somniferum
paclitaxel cancer (ovario) Taxus brevifolia
pilocarpina glaucoma Pilocarpus jaborandi
quinina antimalarico Cinchona spp.
vimblastina cancer (mama) Catharanthus roseus
vincristina cancer (leucemia) Catharanthus roseus

Fonte: Calixto (2003)

As plantas portanto constituem-se numa fonte imediata e viavel de
medicamentos. Todavia, existem inimeras dificuldades para o desenvolvimento de
um novo medicamento, alopatico ou farmaco. Da fase inicial até que seja colocado
no mercado demanda-se um tempo longo de pesquisa (7 a 20 anos) e custo alto
para o seu desenvolvimento, que pode chegar a US$ 600 milhdes de

dolares/medicamento (FERREIRA, 1998).

Por outro lado, varios pesquisadores afirmam que quando um medicamento é
originado de uma planta medicinal, o custo pode ser bem menor. McChesney (1993)
mostrou que um produto desenvolvido na Universidade do Mississipi custou US$ 35

milhoes.



De acordo com Organizacdo Mundial de Saude (OMS) entre 65 e 80% da
populacdo mundial ndo tém acesso ao atendimento primério de saude e recorre a
medicina tradicional, especialmente as plantas medicinais, na procura de terapias

alternativas para muitas doencas (FARNSWORTH, 1985 e AKERELE, 1988).

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes ultimos anos, a tal ponto que atualmente o0 mercado mundial de
fitoterapicos gira em torno de 22 bilhdées de ddlares por ano (YUNES, 2001; PINTO,
2002), conforme é apresentado na Figura 1. Dentre os fatores importantes para
explicar esse dinamismo estdo a preferéncia dos consumidores por terapias
naturais, como alternativa aos medicamentos sintéticos; a preocupacao em relacao
aos efeitos colaterais freqientemente observados com os medicamentos sintéticos;
a crenga errbnea de que os medicamentos fitoterdpicos ndo possuem efeitos
colaterais e o alto custo dos medicamentos sintéticos se comparados aos

desenvolvimentos dos medicamentos fitoterapicos (CALIXTO, 2001).

Crescimento | Crescimento | Crescimento

Regiao 1985-1991 1991-1992 1993-1998
(%) (%) (%)
EUA 10 12 12

Unido Européia 10 5 8

Resto da Europa 12 8 12
Japéo 18 15 15
Sudeste da Asia 15 12 12
India e Paquistao 12 15 15

Fonte: Ferreira (1998).

Figura 1 - Taxas de crescimento anual por regiao do mercado de
medicamentos fitoterapicos



Medicamentos fitoterapicos sdo preparacdes padronizadas contendo extratos de

uma ou mais plantas comercializados em paises pobres ou ricos (YUNES, 2001).

De acordo com a definicdo proposta pela OMS, os fitoterapicos sao substancias
ativas presentes na planta como um todo, ou em parte dela, na forma de extrato total

ou processado (WHO, 1993).

Segundo a Resolugdo (RDC N°48/2004) da Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude do Brasil, a
definicdo de produto fitoterapico deixa entrever que a transformacao de uma planta
em medicamento deve visar a preservacao da integridade quimica e farmacolégica
do vegetal, garantindo a constancia de sua acgao biolégica e a segurangca de
utilizacdo, além de valorizar o seu potencial terapéutico (DOU, 18/03/2004).
Portanto, no Brasil, o registro de um medicamento fitoterapico necessita de estudos

cientificos que comprovem a qualidade, eficacia e seguranga de uso.

A eficacia é dada pela comprovagao, através de ensaios farmacolégicos pré-
clinicos e clinicos, dos efeitos bioldégicos preconizados para esses recursos
terapéuticos. Ja a seguranga é determinada pelos ensaios que comprovem a
auséncia de efeitos téxicos, bem como pela inexisténcia de contaminantes nocivos a
saude, como, por exemplo, metais pesados, agrotdxicos, microorganismos e seus

produtos de degradagéao entre outros (FARIAS, 2002).

O controle de qualidade de fitoterdpicos ndo se verifica apenas na analise do

produto acabado, mas também na obtencdo da espécie vegetal desde a sua



identificacao, cultivo, colheita, beneficiamento, armazenamento até a forma

farmacéutica final (BACCHI, 1996).

Logo, para o desenvolvimento tecnolégico de um produto fitoterdpico sao
necessarios estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agrondmicos, quimicos,
farmacologicos, toxicolégicos e de desenvolvimentos de metodologias analiticas e
tecnolégicas (PETROVICK et al.,1997). Consequentemente estudos fitoquimicos,
especialmente aqueles envolvendo estudos de atividade biolégica, sdo de
fundamental importdncia no processo de desenvolvimento de um produto

fitoterapico.

Com os avangos ocorridos nos procedimentos analiticos que permitem o
isolamento e a caracterizacdo de metabdlitos secundarios de plantas € atualmente
possivel estabelecer a caracterizacdo dos fitoconstituintes de um produto
fitoterapico, os chamados marcadores quimicos, indispensaveis para o planejamento
e monitoramento das agbes de transformagéo tecnoldgica e para os estudos de

estabilidade dos produtos intermediario e final (YUNES, 2001; SIMOES et al., 2001).

De acordo com a RDC N° 48/2004, marcadores quimicos sao constituintes
quimicamente definidos, presente na matéria-prima vegetal, preferencialmente, os
proprios principios ativos, destinados ao controle de qualidade da matéria-prima
vegetal, dos preparados fitoterdpicos intermediarios e dos produtos fitoterapicos, os
quais segundo Farias (2002), sdo selecionados segundo a sua abundancia,

facilidade de deteccao e doseamento.



Com isso, este trabalho visou descrever alguns métodos analiticos utilizados na
garantia de qualidade no processo de desenvolvimento do produto fitoterapico
DERMODILAPIOL, através da caracterizacdo quimica, identificacdo e doseamento

dos marcadores quimicos de acordo com as exigéncias da ANVISA.

O DERMODILAPIOL (Figura 2a) é um produto destinado ao uso dermatolégico
no tratamento de micoses e é produzido no Estado do Amazonas. Foi desenvolvido
pela empresa SIEMA Eco Esséncias da Amazénia LTDA e necessita ser registrado
junto a Agéncia de Vigilancia Sanitaria para fins de comercializagdo. Nao é
considerado um fitoterapico tradicional e, portanto deve atender todas as exigéncias

descritas na RDC 48 para um fitoterapico novo.

Esse medicamento é produzido a partir do extrato das partes aéreas da espécie
vegetal, Piper aduncum (Piperaceae), (Figura 2b), que pode ser encontrada
naturalmente, em todo o Brasil, com freqiéncia na regido de Manaus e em regides
degradadas da Amazonia. Essa espécie ja estd sendo cultivada pela empresa
SIEMA, pois este € um fator crucial para melhorar e garantir a qualidade da matéria-

prima e, consequentemente, o produto final acabado (Figura 2c).



Dermo

Dilapiol

SIEMA

Figura 2 - produto Dermodilapiol (a); Piper aduncum (b) e cultivo de P.
aduncum em ltacoatiara (c)
A familia Piperaceae compreende 12 géneros e aproximadamente 1400 espécies
com distribuicdo pantropical (MAIA, 1998), as quais possuem importancia

econbmica, comercial e medicinal (PARMAR, 1997).

Piper, um amplo género de Piperaceae constituido de mais de 700 espécies, das
quais 170 crescem em campos do Brasil, esta distribuido em toda a regiao tropical e
subtropical do mundo (SENGUPTA, 1987), sendo esse um género bem conhecido
por produzir um largo nimero de compostos fisiologicamente ativos e comumente
usado na medicina popular da América Latina e das indias Ocidentais (OKUNADE,

1997).

A pesquisa por constituintes ativos das diferentes espécies de Piper surgiu desde
1819, quando Oestred isolou a piperina, o principio picante dos frutos de Piper

nigrum, usada como condimento.



Estudos realizados com espécies de Piper tém revelado a ocorréncia de uma
variedade de substancias. Parmar et al. (1997) listaram aproximadamente 600
constituintes quimicos pertencentes a diferentes classes de compostos bioativos
isolados desse género, tais como, amidas, alcaléides, fenilpropandides, lignanas,

terpenos, esterdides, chalconas, flavonas e etc, Figura 3.

piperina (P. nigrum)

or~~0 mL@

aduncamida (P. aduncum)

eugenol (P. cavalcantei) linalol (P. marginatum)

safrol (P. callosum)

MeO OH O 1
> g
(o]

OH

2°,6"- dihidroxi-4’-
metoxidihidrochalcona
(P. aduncum)

sesamina (P. longum)

Figura 3 — Algumas substancias isoladas em espécies de Piper.

Em todo o mundo, espécies de Piper tém sido usadas tradicionalmente contra

pestes. Por exemplo, a espécie amazlnica, Piper rotundistipulum € usada



localmente como inseticida e veneno para peixe (SCHULTES e RAFFAUF, 1990). P.
guineense e P. nigrum sao utilizadas como inseticida e moluscicida em varias partes
da Africa (SU e HORWAT, 1981; IVBIJARO e BOLAJI, 1990) e as folhas de P.
hispidum e P. auritum, espécies nativas da América Central e do noroeste da bacia
amazodnica, sao utilizadas pelos indigenas para prevenir a malaria e remover piolhos

(SCHULTES, 1975).

Espécies do género Piper também sao fontes de dleos essenciais bioativos de
grande importancia para as industrias farmacéuticas (SILVA e MACHADO, 1999).
Por exemplo, o 6leo volatil extraido das folhas e frutos de Piper marginatum
apresenta atividade contra Schistossoma mansoni. Essa espécie também € utilizada
como anti-séptica, repelente, no tratamento de erisipela e a decoc¢do das raizes

apresenta propriedade antimalarica (MORS et al., 2000; MILLIKEN, 1997).

Com relagdo a espéecie P. aduncum, existem varios artigos cientificos que
demonstram claramente o potencial de extratos e substancias isoladas dessa
espécie como agente antibacteriano, antifungico e antiprotozoario (GOODMAN e

GILMAN,1996; NAIR e BURKE,1990 e ORJALA et al., 1994).

P. aduncum é um arbusto comum da regido tropical, que cresce em solo argiloso
e areno-argiloso, com ocorréncia em areas tipos savanas e floresta secundaria,
sendo considerada uma espécie invasora que emerge de rodovias recém-abertas
em areas de floresta firme. No sudeste, € uma planta de ocorréncia em pastagens,
onde é considerada “planta daninha” (MAIA, 1998). Ocasionalmente é cultivada com

fins ornamentais, contudo é na medicina tradicional, que sua popularidade é maior.



Popularmente é conhecida como pimenta-longa, pimenta-de-macaco, aperta-
rudo, tapa-buraco, pimenta-de-fruto-ganchoso e matico-falso, e possui inUmeras
indicagdes, tais como, anti-séptico para cortes na pele, diarréia, gonorréia,
carminativo, em males ginecologicos e desordens intestinais (ORJALA et al., 1993a;

MAIA, 1998; CICCIO,1997).

Van den Berg (1993) relata que o cha ou infusdo alcéolica de folhas, raizes e
frutos € empregado como ténico, carminativo, antiespasmaodico, contra blenorréia e
para afecgbes do figado, vesicula e bago. Segundo Mors et al. (2000), as raizes
possuem acao eficaz contra picada de cobra, as quais sdo descritas por Lainetti e

Brito (1980), como toxicas.

Em Honduras, P. aduncum é considerada uma planta medicinal com diferentes
usos como dores estomacais, Ulceras e desordens femininas como célicas
menstruais, hemorragia e parto (LENTZ, 1998). Segundo Morton (1981), na
Guatemala e México essa espécie é popularmente utilizada como adstringente,
estimulante digestivo e diurético. Em Cuba, é utilizada como hemostatico, no
tratamento de hemorréidas, leucorréia e em formas de banhos para o tratamento de
doencas externas, como exemplo, a erisipela. Em outras localidades da América

Central, Cicci6 (1997) relata usos semelhantes.

Segundo Orjala et al. (1994), a decoccdo das folhas é usada no Peru para o
tratamento de diarréia e em Papua Nova Guiné, as folhas frescas sdo usadas, em

forma de bandagem, como anti-séptico no tratamento de ferimentos.



Estudos quimicos realizados nessa espécie revelaram a ocorréncia de uma
variedade de compostos como os fenilpropandides miristicina e dilapiol, derivados do
acido benzoico, cromenos e flavondides (BURKE e NAIR,1986; ORJALA et al.,
1993a; 1993b; MOREIRA, GUIMARAES e KAPLAN, 1998), cujas propriedades
antifungicas (Figura 4), citotoxica, bactericida e moluscicida foram comprovadas em

diversos trabalhos cientificos.

COOCH,
COOH
N % AN
OH O OH
3-(3-metil-2-butenil)-4-hidroxi acido 3-(3-metil-2-butenol-5-(3-metil-2-
benzoato de metila butenoil)-4-hidroxi benzdico

CHO I OH ! OH
OH O

2°.6",4-trihidroxi-4 -

metoxidiidrochalcona A
poss

piperaducin A

OMe
dilapiol
H,COo0C N
o A
OH l [0}
8-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno-6- acido 2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-
carboxilato de metila cromeno-6 carboxilico

Figura 4 - Algumas substancias isoladas de P. aduncum com propriedades
antimicrobianas comprovadas.



O dleo essencial, extraido das folhas e frutos dessa espécie, também foi bastante
estudado do ponto de vista quimico e farmacolégico, sendo a identificagcdo dos

constituintes majoritarios determinados em espécies de diferentes localidades.

Smith e Kassim (1979) relataram que os constituintes majoritarios do 6leo
essencial obtido por hidrodestilagdo das folhas frescas de espécies coletadas na
llhas Fiji sdo dilapiol (58%) e piperitona (4%). Gottlieb et al. (1981) estudaram os
componentes das variedades brasileiras, P. aduncum var. aduncum e P. aduncum

var. cordulatum , encontrando dilapiol 74,5% e 88,4%, respectivamente.

Gupta et al. (1983) encontraram uma percentagem de 90% de dilapiol presente
no Oleo extraido de folhas coletadas no Panama. Na Colémbia, Diaz et al. (1984)

identificaram como constituintes majoritarios o dilapiol, a miristicina e piperitona.

Os estudos realizados por Maia et al. (2003), para a comprovagao da atividade
biolégica de Oleos essenciais extraidos de espécies aromaticas, apresentaram
resultados satisfatérios para o éleo de P. aduncum, o qual apresentou um amplo
espectro de acao, com propriedades inseticidas, moluscicida, fungicida, larvicida e
bactericida. Como exemplo, temos o teste contra Crinipellis perniciosa, o fungo
conhecido como vassoura-de-bruxa, inibindo 100% de sua germinacao (SANTOS,

1997).

Bastos (1997) testou esse 6leo essencial contra fungos e bactérias patogénicas,

bem como em inseto fitéfagos que infestam culturas tradicionais, tais como cacau,



seringa, pimenta-do-reino e banana, sendo que uma baixa concentragéo do 6leo foi

suficiente para inibir totalmente o crescimento dessas pragas.

Em resumo, o presente trabalho tem como objetivo o estudo dos seguintes

topicos:

a) isolamento e identificagdo dos marcadores quimicos do produto Dermodilapiol;

b) quantificagdo dos marcadores quimicos do produto Dermodilapiol;

c) avaliacao do efeito sazonal e do efeito localidade geografica para o marcador

quimico dilapiol no 6leo essencial, obtido das folhas.



CAPITULO 1 - ESTUDO FITOQUIMICO: ISOLAMENTO E

ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS MARCADORES

1.1 - Introducao

Desde o principio das civilizagdes, os vegetais tém sido utilizados ndo s6 como
fonte alimenticia, como também medicamentosa. As mais diversas enfermidades
tém sido tratadas com chas (infusos, decoctos e macerados), sucos, tinturas, banhos
e unglentos, preparados a partir de diferentes partes das plantas (ROBERTS et al.,

1996; ALMEIDA, 1993; FERNANDEZ et al., 1982; ORLANDI e VERVELOET, 1983).

Segundo Haensel, Sticher e Steinegger (1999), as plantas sdo consideradas um
laboratério biossintético de constituintes quimicos, tais como proteinas, acidos
nucléicos, carboidratos, lipidios, etc; substancias do metabolismo basico ou primario
e do metabolismo secundério, 0os quais sdo responsaveis pelas propriedades

terapéuticas das plantas.



A partir do século XIX, a quimica vem desempenhando um papel importante e
inquestionavel, levando a descoberta e ao desenvolvimento de novos compostos
com uma ampla gama de aplicacées. Como base para esse sucesso, a quimica tem
desenvolvido uma série de métodos confidveis de isolamento, identificacdo e
quantificacdo de substancias, gerando resultados com maior confiabilidade, rapidez
e baixo custo (MARASCHIN e VERPOORTE, 2001). Como exemplo, o
desenvolvimento de novas técnicas espectroscédpicas de ressonancia magnética
nuclear (NOESY, TOCSY, DQF-COSY, HMBC, ETC.), as quais em conjunto com as
técnicas espectrais tradicionais de UV, IV, RMN ('H e ®C) e EM, tornaram possivel
elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas de constituintes naturais, até

ha pouco tempo dificeis de serem identificadas (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Existem varios trabalhos realizados com a espécie Piper aduncum, cujo perfil
fitoquimico é caracterizado pela producao de classes tipicas de compostos tais como
as amidas, derivados do acido benzoico e cromenos, além de lignanas, neolignanas

e alguns alcaléides (PARMAR, et al., 1997 e WU et al.,1997).

Orjala et al. (1993b) isolaram das folhas secas, o0 acido nervogénico (derivado do
acido benzdico); dilapiol e miristicina (fenilpropandides); humuleno e os 6xidos de
cariofileno e humuleno (sesquiterpenos). Assim como, isolaram as chalconas

substituidas por terpenos (ORJALA, 1993a).

O cromeno 2,2 dimetil-2H-1-cromeno-6- acido carboxilico e o derivado do acido
benzdico, 3-(3°,7 -dimetil-2°,6 -octadienil)-4-metoxi acido benzdico (Figura 1.1) foram

isolados pela primeira vez nessa espécie por Baldoqui (1999).
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2,2 dimetil-2H-1-cromeno-6- acido 3-(3",7 -dimetil-2,6 -octadienil)-4-
carboxilico metoxi acido benzoéico

Figura 1.1 — Cromeno e derivado do acido benzodico isolados de P. aduncum

No presente trabalho, o isolamento fitoquimico foi realizado conjuntamente com
ensaios de atividade biolégica a partir do extrato do produto, o qual foi submetido a
diferentes técnicas cromatograficas de isolamento e espectroscépicas para

elucidagéo estrutural.

1.2 - Equipamentos e materiais utilizados

O isolamento dos constituintes quimicos foi realizado a partir do fracionamento do

produto Dermodilapiol, lote 1 — produzido em agosto de 2001.

Os seguintes equipamentos e acessorios foram utilizados no decorrer do
trabalho:
- Balangas analiticas - Mettler-Toledo Modelo AB204 e Ohaus Modelo Explorer e

semi-analiticas — Quimis Modelo QISA 210.



- Evaporador rotativo Fisatom 802.

O grau de pureza dos solventes utilizados variou de acordo com a finalidade.
Para as extracdes, particdes e sistemas cromatograficos utilizaram-se solventes de
grau P. A., das marcas Merck, Synth e grau técnico submetido a destilacdo

fracionada.

Utilizou-se sulfato de sédio, sulfato de magnésio ou cloreto de calcio anidros para

a secagem dos solventes.

O tipo de fase estacionaria utilizada variou de acordo com a separacao desejada:

- Para a cromatografia em coluna filtrante utilizou-se silica Si 60 da Merck, com

particulas de 0,063 - 0,200 mm;

- Cromatografia em coluna de fase reversa com adsorvente de silica gel 60

derivatizada RP-18, com particulas de 0,025-0,040 mm;

- Cromatografia em coluna tipo “flash”, sob vacuo, utilizou-se como adsorvente

silica gel 60 da Merck, com particulas de 0,040-0,063 mm;

- Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) de fase normal com
cromatoplacas de silica gel 60 em aluminio com indicador de fluorescéncia Fzs4 da

Merck;



- CCDC de fase reversa em cromatoplacas em aluminio com silica derivatizada

RP-18 da Merck com indicador de fluorescéncia Fasq;

- CCDP com placas de silica gel 60 PF254 da Merck, com espessura de 1,0 mm,

preparadas a partir de uma suspensao em agua;

- Para as revelagbes dos cromatogramas obtidos em placas comparativas
utilizaram-se irradiagdo no UV (254 e 366 nm), vapores de iodo, solugdo de

anisaldeido, solugéo de cloreto férrico (10%) e/ou Reagente de Dragendorff.

- Os espectros de ressonancia magnética foram registrados no Instituto de
Quimica da Universidade Sao Paulo (USP) utilizando-se espectrémetros Bruker AC-
200 operando em 200 MHz (RMN 'H) e Bruker AC-300 operando, respectivamente,

a 300 (RMN "H) e 75 MHz (RMN '3C), utilizando como solvente CDCl; da Aldrich.

- Os espectros de massas foram obtidos no espectrémetro HP 5988A Hewlett
Packard (quadrupolo), utilizando-se a técnica de impacto eletrénico a 70eV. As
amostras foram injetadas via cromatografo gasoso (Modelo Hewlett Packard, coluna

DB-5, 30 m e 0,25 mm de didmetro interno, acoplado ao espectrometro de massas.



1.3 - Experimental

1.3.1 - Analises preliminares do Produto por Lote

A avaliagdo da densidade do produto foi realizada em duplicata, entre 28 e 29 °C,
utilizando baldes volumétricos de 500 mL previamente aferidos. Apos a pesagem

dos baldes obtém-se a densidade média do produto (gravidade especifica).

Para a determinagéo da concentracdo, o volume medido no baldo volumétrico foi
transferido, cuidadosamente, para um baldo de fundo redondo, previamente pesado,
e entdo concentrado em rotaevaporador até ficar livre de solvente. A concentracdo

final foi determinada sem a utilizagao de liofilizagao.

1.3.2 - Fracionamento Preliminar

Inicialmente o produto Dermodilapiol foi concentrado até evaporacao total do
solvente, utilizando rotaevaporador, sob vacuo. Apos liofilizacdo, obteve-se o extrato

com massa igual a 130 g.

Uma vez obtido o extrato, o mesmo foi submetido a um processo de particao
liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes, visando uma pré-
purificagdo das substancias, através de seus diferentes coeficientes de particdo

(solubilidade).



Para esse fracionamento preliminar, o extrato foi ressolubilizado em MeOH:H,O
(9:1) no volume de 1300 mL e efetuou-se a extracdo com hexano (1000 mL) por
duas vezes. Por diferenca de densidade separou-se a fracdo hexanica da fracao

hidroalcoolica.

A fracdo hidroalcéolica resultante adicionou-se 370 mL de &gua destilada,
obtendo-se uma proporcao de 7:3 de MeOH:H.O. Extraiu-se por duas vezes com
1000 mL de cloroférmio. Separou-se a fragao cloroférmica e a fragcdo hidroalcéolica
resultante foi adicionada mais 4gua até a separagédo de fases, apds a adicdo de

1000 mL de butanol.

Realizou-se nova extracao liquido-liquido e ao final, resultaram quatro fragées, as

quais foram concentradas em rotaevaporador, sob vacuo (Esquema 1.1).

PRODUTO
SECO m = 130,09
Mr =10 mm; Bc =10 mm; Sa=10 mm

SOL. HIDROALCOOLICA

1 1
FR. HEXANICA FR. HIDROALCOOLICA

m=55,69 (43%)
Mr=0;Bc=0;Sa=0

FR. CLOROFORMICA FR. HIDROALCOOLICA

m = 32,1 g (25%)
Mr=25mm;Bc =11 mm;Sa=15mm

FR. BUTANOLICA FR. HIDROALCOOLICA

m = 12,0 g (9%) m = 23,3 g (18%)
Mr=0;Bc=0;Sa=0 Mr=0;Bc=0;Sa=0

Esquema 1.1 — Particao liquido-liquido do produto Dermodilapiol (Lote 1) e
valores de inibicao das fracoes e produto nos ensaios antimicrobianos



Um procedimento de particao liquido-liquido foi realizado para 4 (quatro) lotes do

produto.

Para localizar os principios ativos, todas as fracées obtidas, juntamente com o
produto, foram enviadas para testes de atividade antimicrobiana (Micrococcus
roseus, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus), os quais foram realizados em
parceria com o grupo de pesquisa do Dr. Fernando Pagnocca da UNESP - Rio
Claro. A fracdo mais ativa foi submetida a procedimentos cromatograficos para o

isolamento dos constituintes quimicos.

1.3.3 — Separacao cromatografica do Extrato Cloroféormico

Uma vez identificada, a fracdo ativa foi submetida a cromatografia em coluna
aberta (CC) com fase estaciondria silica gel, sendo eluida com uma mistura de
solventes que foi previamente determinada por cromatografia em camada delgada

comparativa (CCDC), conforme procedimento abaixo.

29,98 g do extrato cloroférmico foram fracionadas em coluna filtrante silica gel (m
= 425,71 g; h = 10,0 cm e di = 10,2 cm), utilizando como eluentes: Hexano (100%)
- Hex/CHCI3 (1:1) > CHCI3 (100%) -> CHCI3/MeOH (95:5) - CHCI3/MeOH
(90:10) > CHCI3/MeOH (80:20) > MeOH (100%), utilizando o volume de 1 L para
cada sistema de eluentes. Resultaram 13 fra¢cdes as quais foram agrupadas em 9

fragdes, segundo seu perfil cromatografico verificado apés CCDC (Esquema 1.2).



FRACAO
CLOROFORMICA
m = 29,98 g

Coluna Filtrante (Hex; Hex/CHClI31:1; CHCl3;
CHClI;/MeOH 95:5; CHCI; /MeOH 90:10; CHCls
/MeOH 80:20; MeOH)

| | | | | |

44-1 44-2 44-3 44-4 44-5 44-6 44-7 44-8 44-9
30,8 mg 2,0 mg 192,8 mg 20 g 23 g 1,5 g 6,0 g 58 g 96 g

CCDP Hex / Mistura A - 7:3
Mistura A (DCM/i-PrOH-95:5)

[ 1

11 [2]
94,0 mg 30,1 mg

Esquema 1.2 — Separacao cromatografica da fracao cloroférmica

A fracao 44-3 foi fracionada por cromatografia em camada delgada preparativa de
silica gel, utilizando como fase mével o sistema de solventes Hex: Mistura (DCM/i-
PrOH — 95:5) — 7:3, fornecendo os compostos [1] e [2], cujas massas estdo

apresentadas no Esquema 1.2.

As fracoes de 44-3 a 44-8 foram enviadas para testes de atividade biol6gica e os

resultados sdo descritos na tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Atividade antimicrobiana do estudo biomonitorado

4 Microorganismos
CODIGO Sa(mm) | Bc(mm) | Tc (mm)

1LCPO 44-3 N.I N.I 11
1LCPO 44-4 N.I N.I

1LCPO 44-5 N.I N.I 7
1LCPO 44-6 8 7 8
1LCPO 44-7 10 9 N.T
1LCPO 44-8 9 8 N.T

Bc: Bacillus cereus; Sa: Staphylococcus aureus;Tc: Trichosporon cutaneum;
N.I — N&o inibe ; N. T — Nao testada



1.3.4 — Separacao cromatografica da Fracao 44-7

Por apresentar atividade antimicrobiana e maior massa (quando comparada as
demais fragdes), a fracao 44-7 (m = 5,9958 g) foi cromatografada em coluna (Figura
1.2), utilizando silica gel (0,063-0,200 mm; m = 402,65 g; h = 59 cm; di =5,8 cm) e
eluida com Hex:Mistura (Eter/Acetona — 8:2), iniciando com 100% de hexano,
aumentando-se gradativamente a polaridade até 100% da mistura (Eter/Acetona-
8:2). O volume utilizado para cada sistema de solvente foi de 1 L e o volume

coletado 300 mL.

Figura 1.2 — Coluna Cromatografica da Fracao 44-7.

Resultaram 37 frac¢des iniciais que apds analise em CCDC, foram reunidas em 11
fracbes. O composto [1] foi novamente isolado na fragdo 55-2. As massas das

fracOes obtidas estao apresentadas no Esquema 1.3.



a4-7
m = 5,999

CC

m = 28,48 g; h = 23,5 cm; di= 2,0 cm
CC Gradiente Hex/Mistura A (0>100)
Mistura A :Eter/Acetona (8:2)

- 1 [ 1 [ [ | | |

55-1 55-2 55-3 55-4 55-5 55-6 55-7 55-8 55-9 55-10 55-11
4,9 803,2 399,8 532,7 214,6 76,9 373,9 800,7 584,9 604,5 1622,8
mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg

Esquema 1.3 — Separacao cromatografica da fracao 44-7

1.3.5 - Separacao cromatografica da Fracao 55-3

A fracao 55-3 (399,8 mg) foi cromatografada em CCDP utilizando como eluente o
sistema de solvente Hex:Mistura (CHCI3/OACEt — 9:1) — 2:8 e através da absorgéo

no UV (254 nm) quatro regides foram destacadas.

A fragdo 55-3D resultante foi fracionada em coluna utilizando silica em fase
reversa C-18 (m = 28,48 g; h = 23,5 cm; di = 2,0 cm), sendo eluida em
HoO/Acetonitrila, aumentando-se gradativamente a proporcdo de acetonitrila.
Preparou-se um volume de 200 mL para cada sistema de solvente, coletando-se
aproximadamente 25 mL em cada fragdo. Resultaram 36 fragcdes, que apds analise
em CCDC foram recombinadas em 6 fracdes, cujas massas podem ser observadas

no Esquema 1.4. A fragcdo 72-3 resultou na substancia [3].



55-3
m = 399,8mg

CCDP
Hex/Mistura A (2:8)
Mistura A: CHCI,/OACcEt (9:1)

A B (o] D
27,4mg 68,6 mg 18,9 mg 39,3 mg

CC silicagel - C18
m =40,09; h=36,5cm;di=2,0cm
H,O/ACN — 40 > 100%

72-1 72-2 72-3 72-4 72-5 72-6
2,3mg 0,9 mg 6,2 mg 0,5mg 0,6 mg 0,6mg

Esquema 1.4 — Separacao cromatografica da fracao 55-3

1.3.6 - Separacao cromatografica da Fracao 55-4

A fracdo 55-4 (532,7 mg) foi submetida a CCDP utilizando como fase moével a
mistura de CHCls:Eter etilico - 85:15, obtendo-se 7 fragdes, apds visualizagdo no UV

254 nm.

A fragdo 28-7 resultante foi cromatografada em CC de fase reversa C-18, (m =
40,0 g; h = 36,5 cm; di = 2,0 cm) e eluida em H2O: Mistura (MeOH:OACcEt — 9:1) —
50-> 100, num volume de 200 mL para cada sistema de solventes, sendo coletadas

fracoes de 25 mL. Resultaram do fracionamento 6 fragdes, obtendo-se na fracao 32-



3 o composto [4] e na fracdo 32-5 isolou-se a substancia [5], cujas massas estao

apresentadas no Esquema 1.5.

55-4
m = 532,7 mg
CCDP
CHClI,: Eter etilico- 85:15
28-1a6 28-7
276,4 mg 75,6 mg
CC -silica gel-C18
m =40,09; h=36,5;di=2,0cm
H,O: Mistura (MeOH:OAcEt 9:1)- 50 = 100
32-1 32-2 32-3 324 32-5 32-6
26,2 mg 35,2 mg 7,5 mg 3,1 mg 4,5 mg 13,4 mg

Esquema 1.5 — Separacao cromatografica da fracao 55-4

1.3.7 - Separacao cromatografica da Fracao 55-5

Realizou-se fracionamento em coluna, utilizando fase reversa, (m = 23,69 g; h =
20 cm; di = 1,8 cm), utilizando 600 mL do sistema H>O/ACN (1:9) - 200 mL de ACN
(100%), sendo coletadas 26 fragcdes de 25 mL, as quais foram analisadas em CCDC

e agrupadas em 7 fracées.



A fracdo 80-1 (124,0 mg) foi cromatografada entdo por CCDP, utilizando como
eluente CHCI3/OACEt — 9:1 e a separacdo das fragdes foi efetuada através da

absorgcao UV 254 e 366 nm. Foram obtidas 3 fragoes.

A fragéo 80-1B foi submetida em CC em fase reversa — C18 (m = 27,26; h = 35
cm; di = 1,0 cm) e eluida em H>O:Mistura (MeOH:OAcEt — 9:1), iniciando com uma
proporcdo de 40 % da mistura. Para cada sistema de eluentes empregou-se um
volume de 100 mL, coletando-se 20 mL de cada fracdo. Ao final, obteve-se 28
fracoes, as quais foram reunidas por semelhanga observada em CCDC em 4
fracoes. Novamente foi isolado o composto [4] na fragdo 89-3. Todo o fracionamento

efetuado e as massas estao descritos no Esquema 1.6.

55-5
m =214,6 mg
CC - silica gel-C18
m = 23,59 g; h =20,0cm; di = 1,8 cm
H,O: ACN - 1:9; ACN 100%
80-1 80-2a7
124,1 mg 85,7 mg
CCDP

CHCI,: OAcEt - 90:10

A B C
5,9 mg 45,5 mg 72,6 mg

CC -silicagel-C18
M=27,26g; h=350cm;d=1,0cm
H,O: Mistura (MeOH:OAcEt 9:1)- 40->100

89-1 89-2 89-3 89-4
1,3 mg 2,2mg 11,3 mg 20,4 mg

Esquema 1.6 — Separacao cromatografica da fracao 55-5



1.3.8 - Separacao cromatografica da Fracao 55-9

373,9 mg da fragdo 55-9 foram fracionadas em coluna cromatografica com silica
de fase reversa (m = 157,1 g; h = 49,5 cm; di = 2,8 cm). O sistema de solvente
utilizado foi HxO/ Mistura (MeOH:OAcEt — 9:1) num volume de 400 mL, na propor¢ao

inicial de 50% > 100% da mistura. O volume de coleta foi 50 mL. Resultaram 56

fracoes, que apés CCDC foram agrupada em 5 fragdes.

Em analise por CCDC, verificou-se a relativa pureza das fragbes 91-2 e 91-4, as
quais foram submetidas a CCDP utilizando o sistema de solvente DCM:OAcEt — 7:3,
sendo purificada a fracao 91-2, a substancia [6]. Do procedimento cromatografico da
fracdo 91-4, obteve-se 6 sub-fragdes, a fracdo F foi novamente cromatografada em

CCDP resultando no isolamento do composto [7] na fragdo 91-4F, conforme

observado no Esquema 1.7.

55-9
m = 373,9 mg
CC silica gel - C18
m=157,18g; h=49,5cm; di=2,8 cm
Gradiente H,O/Mistura (MeOH: OAcEt-9:1)
(50->100)
91-1 91-2 91-3 91-4 91-5a12
48,2 mg 26,3 mg 7,2 mg 27,9 mg 220,4 mg
CCDP CCDP
DCM: OACcEt -70: 30 DCM: OAcEt -70: 30
91-2D
3,3 mg A-E F
142mg || 16,9 mg
CCDP
DCM: i-PrOH -96:4
91-4F
11,3 mg

Esquema 1.7 — Separacao cromatografica da fracao 55-9



1.4 - Resultados e Discussao

1.4.1 - Analise Preliminares

A tabela 1.2 nos mostra os resultados de densidade, concentragdo e massas das
fracoes obtidas apds particao, por lote. O lote 1, ndo atendia as especificacdes de
concentracao e densidade. Contudo, a partir do controle realizado, ja se conseguiu
manter o produto dentro das especificacées, em torno de 20 g/L. E importante

salientar que o percentual dos constituintes quimicos soltuveis na CHCI3 foi mais ou

menos constante.

Tabela 1.2 — Resultados preliminares de densidade, concentracao e particao,
por lote do Produto Dermodilapiol.

Lote| © d Fr.Hex [Fr.CHCI3| Fr. Hid.
(gL) | (glL) (9) (@) (@)
1 | 15,27 | 0,7788 5(54’35/30 3(2ég358 3?2279/3)7
2 | 21,20 | 0,8271 3(35529)2 2(’!2333;2; ?éﬂ%
3 | 21,32 | 0,8272 (%33 %9/8) 1(’2901/10)3 3(”33;2?
4 | 21,72 | 0,8309 3567%250’ 2(’2%22()) ?5@22;‘

As fragbes cloroformicas foram testadas numa concentragdo Unica de 1000

* =% Fr. n-BuOH + Fr. Hid.

ug/disco e todas apresentaram atividade.



1.4.2 — Elucidacao Estrutural dos marcadores isolados

1.4.2.1 — Fenilpropanodides

1.4.2.1.1 — Fenilpropandide [1]

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 1) obtido para o fenilpropandide [1]
evidenciou a existéncia do anel aromatico pela presenca do singleto em d 6,35,
atribuido ao préton aromatico. Os sinais observados em 6 4,01 e 3,75 sao relativos
aos hidrogénios das metoxilas. A existéncia do grupo metilenodiéxi (OCH20) foi

confirmada pelo singleto, com deslocamento quimico caracteristico em & 5,88.

Os sinais observados em 6 5,80 (m, -CH=CHy), 6 5,07 e 5,01 (m, -CH=CH>) foram

atribuidos aos prétons de carbonos olefinicos.

O deslocamento em & 3,30 é oriundo de protons de carbono benzilico e alilico. Os

dados estdo dispostos na tabela 1.3.

Tabela 1.3 - Deslocamentos quimicos de 'H para o fenilpropanéide [1] (CDCls,

200 MHz)
H obs | mult. |y gy, NH | Sur |mult.J (Hz) NH
(300 MHz)

H-6 6,35| s - 1 6,23 S - 1
H-8 580 m - 1 5,81 m - 1
OCH-0O 5,88| s - 2 | 5,88 S - 2
H-9 5,07| dd 1,32;5,26 | 1 4,97 dd 1,5;154 1
H-9 5,01 d 1,32 1 4,96 dd 1,5;9,0 1
OMe 4,01 S - 3 | 3,80 S - 3
OMe 3,75| s - 3 | 3,78 S - 3
H-7 3,30| dt 1,32;5,92| 2 | 3,24 dd 1,5;6,6 2

Lit. Benevides, Sartorelli e Kato (1999)



Somente com os dados obtidos de RMN de 'H ndo é possivel confirmar a
estrutura do fenilpropandide [1], devido a presenca dos isémeros do dilapiol, apiol e

pseudodilapiol ja isolados de P. aduncum (MAIA, 2002), Figura 1.3.

0l !
0~ 4
3
OMe OMe OMe
dilapiol apiol pseudodilapiol 4
P. aduncum P. marginatum P. aduncum P. sarmentosum

Figura 1.3 — Dilapiol e alguns isdmeros naturais

No espectro de RMN de "*C (HBBD — Apéndice 2) estdo presentes 12 sinais, que
por comparagcao com o espectro DEPT 135 foi possivel observar a presenca de 5
carbonos quaternérios, 2 carbonos metinicos, 3 carbono metilénicos e 2 carbonos

metilicos.

Os sinais em & 102,8, 144,6, 136,0, 137,7, 144,2 e 126,1 sao deslocamentos

quimicos caracteristicos de anel aroméatico tetraoxigenado.

Foi confirmada a presenca do grupo metilenodiéxi pelo sinal em 6 101,1, assim
como, as metoxilas com sinais em 6 61,2 e 59,9. Além desses sinais, observou-se a
presenca dos sinais em o 33,5 (CHz), 115,3 (CHy) e 137,4 (CH), que evidenciam

tratar-se de um alilfenol.



Quando comparados os dados de RMN 'C (Tabela 1.4) com os dados da
literatura para as possiveis substancias, foi possivel, pela andlises dos
deslocamentos quimicos dos carbonos do anel aromatico, identificar a substancia [1]

como sendo o dilapiol.

Tabela 1.4 — Deslocamentos quimicos de 13C para o fenilpropandide [1],
(CDCI3, 50 MHz)

Carbono | §ovs, | mult. |OLitdispiol| S pseudo |8 uiapiol| Buts
Cq 126,1 C 125,9 113,3 110,8 112,9
Co 136,0 C 135,8 146,8 136,5 142,0
Cs 137,7 C 137.,5 137,2 139,0 130,8
Cs 144.,6 C 144.,5 131,9 135,2 147.,5
Cs 1442 C 1442 140,4 139,2 89,4
Cs 102,8 C 102,6 104,9 108,5 152,4
C- 33,9 CH>» 33,8 32,9 34,3 27,6
Cs 137.,4 CH 137,3 135,0 137,6 137.,4
Co 115,3 CH>» 115,3 1154 115,6 113,4
-OCH>0O- | 101,1 [ -OCH-»0- 100,9 100,7 101,7 100,5
- OMe 61,2 - OMe 61,0 58,1 60,4 56,6
- OMe 59,9 - OMe 59,7 56,3 57,1 59,7

Lit.: Santos et. al., 1998; Masuda et.al.,1991; Burke e Nair, 1986; Benevides,
Sartorelli e Kato (1999)

Os demais dados espectroscopicos obtidos CG (Apéndice 3) e EM (Apéndice 4),
valores abaixo citados, estdo de acordo com os dados publicados por Bernhard e

Thiele, 1978, para o dilapiol.

EM (70 eV) m/z (Int. Rel. %): 222 [M]*

NSO (100), 195 (6), 191 (7), 177 (41), 149 (28),
8 > 121 (18), 106 (19), 91 (13), 77 (26), 65 (18),
102 NA0 53 (17)
€ 3 C1204H14
OMe

UV: Amax 0" 210 € 287 nm



1.4.2.1.2 — Fenilpropandide [2]

Com os dados obtidos nos espectros RMN de 'H, de "*C e EM, e por comparagao
com os dados previamente publicados, foi possivel identificar o fenilpropanoide [2]

como sendo a miristicina.

No espectro de RMN 'H apéndice 5, (Tabela 1.5) observa-se na regido dos
protons aromaticos, dois singletos largos em & 6,37 e 6,34, correspondente aos

hidrogénios H-2 e H-6. Os sinais em & 5,92 e § 3,87 evidenciam a presenga do grupo

No espectro de EM (Apéndice 8) observa-se:

EM (70 eV) m/z (Int. Rel. %): 192 [M]* (100), 165 (26),
161 (23), 147 (17), 131 (25), 119 (30), 91 (50), 65 (42), 39
(47)

C1103H12

Estando esses dados em acordo com Yakushijin et al.,

(1983)

metilenodioxi e metoxila, respectivamente.

Tabela 1.5 - Deslocamentos quimicos de 'H para o fenilpropanéide [2] (CDCls,

200 MHz)
H Sobs |Mult. |J (Hz)IN.H| 8ur | mult. (gog';'nﬁz) N.H
H-2 6,37 s - 6,32 d 1,4 1
H6 |[6.34] s - | 1]628] d 1,4 1
OCHxO | 5,92 ) - 2 | 5,86 ) - 2
H-8 59 | m - | 1]585| m - 1
H9 [509| m - | 1]501| dd 1,7;17,1 1
H-9a 502 | sl - 11499 | dd 1,7;8.0 1
OMe 3,87 ) - 3 | 3,81 ) - 3
H-7 328 | d 6,58 | 2 | 3,22 d 6,7 2
Lit.: Benevides, Sartorelli e Kato (1999)



Os deslocamentos em 6 5,09 e 5,02 foram atribuidos aos hidrogénios de dupla
terminal -CH=CH,. O sinal em & 5,90 é o deslocamento caracteristico do CH de
dupla olefinica -CH=CH; e o sinal observado em & 3,28 corresponde ao grupo

metileno de um alilfenol.

Nos espectros de RMN *C (HBBD - Apéndice 6 e DEPT 135 — Apéndice 7) foi
possivel identificar sinais correspondentes a 4 carbonos quaternarios, 3 carbonos

metinicos, 3 carbonos metilénicos e 01 carbono metilico.

O grupo metilenodioxi foi observado em 8 101,2 e a metoxila em & 56,5. Além
desses sinais, observou-se sinal em 6 115,8 e 137,3 provenientes de -CH=CH>
terminal e 0 & 40,2 corresponde tipicamente a um metileno de uma cadeia alilica

(Tabelai.6).

Os sinais em 6 148,8, 143,5, 134,6, 133,5, 107,7 e 102,7 foram atribuidos aos

carbonos aromaticos de um anel trioxigenado.

Tabela 1.6 — Deslocamentos quimicos de '*C para o fenilpropanéide [2], (CDCls,

50 MHz)
Carbono | & ppm)obs. | Mult. | 8 (ppm)Lit.
Cq 133,5 C 134,3
Co 107,7 CH 107,6
Cs 143,5 C 143,2
Cq4 134,6 C 134,3
Cs 148,8 C 148,6
Ce 102,7 CH 102,5
Cr 40,2 CH> 40,1
Cs 137,3 CH 137,0
Co 115,8 CHy 115,6
OCH0 101,2 OCHO| 101,0
OMe 56,5 OCHgs 56,4

Lit.:-Yakushijin et. al., 1983



1.4.2.2 — Derivado do acido benzdico prenilado [4]

A substancia [4] teve a sua estrutura elucidada com base nos dados espectrais
de RMN 'H e RMN 'C, sendo identificada como o 3-3-metil-2-butenil-4-hidroxi

benzoato de metila.

O espectro de RMN 'H (Apéndice 14) revelou a presenca de um grupo prenila,
evidenciado pela presenca de um sinal correpondente a um hidrogénio em o 5,31,
relativo ao proton da dupla olefinica, acoplado com um metileno em & 3,38 e a

presenca de duas metilas em singleto a & 1,77.

O singleto em & 7,83 atribuido ao H-2, e sinais em & 7,81 (d) e & 6,83 (0
evidenciaram a existéncia de um anel aromatico com os ultimos dois hidrogénios em
posicao orto. O singleto com integragédo para trés hidrogénios, observado em 6 3,88

corresponde aos protons da metoxila.

O singleto largo observado em 6 6,13 foi atribuido a hidroxila fendlica. Os dados

espectroscopicos observados estdo apresentados na Tabela 1.7.



Tabela 1.7 - Deslocamentos quimicos de 'H para o derivado do acido benzéico
prenilado [4] (CDCIs, 200 MHz)

H |dobs jmultlJ (Hz) NH | 8. |mult. (foé'n"nﬁz) N.H
H2 |78 s | - | 1 |782] d 2,0 1
H6 |781| d |66 | 1 | 781 | dd 8,5;2,0 1
H5 |68 d | 88| 1 | 683 | d 8,5 1
OH |63 sl | - | 1 i i i .
H2 [531| t | 70 | 1 | 531 |gqt| 15,70 1
OMe [388] s | - | 3 | 388 s - 3
H1' 3,38 d | 7,0 | 2 | 3,38 | d 1,5,7,0 2
e 177 s | - |6 |17 s : 6

Lit.: Bohlmann e Anderberg, 1991

Os dados de RMN de *C (HBBD — Apéndice 15 e DEPT 135 — Apéndice 16),
apresentados na Tabela 1.8, revelaram a presenca de 5 carbonos quaternarios, 4
carbonos metinicos, 1 carbono metilénico e 3 carbonos metilicos. O sinal em 6 167,1

revelou a presenca de carbonila tipica de éster.

Tabela 1.8 — Deslocamentos quimicos de '*C para o derivado do acido
benzdico prenilado [4], (CDCl;, 75 MHz)

Carbono| & (ppm)obs. mult. | 8 ppm) Lit.
C-1 126,8 C 127,4
C-2 131,9 CH 131,7
C-3 122,6 C 121,9
C-4 158,6 C 158,9
C-5 115,5 CH 115,2
C-6 129,7 CH 129,5
C-1 29,6 CHa 29,6
C-2' 121,1 CH 121,2
C-8 135,5 C 134,6
Cc-4 25,8 CHs 25,7
C-5 17,9 CHs 17,8

COOR 167,1 COOR 167,7

COOCH; 51,8 COOCH;| 52,0

Lit.: Orjala et.al., 1993b



A presenca da isoprenila foi confirmada através dos deslocamentos 6 121,1 (CH)

e 135,5 (C) correspondentes ao C-2’ e C-3’, respectivamente.

Os sinais em 6 126,8, 131,9, 122,6, 158,6 , 115,5 e 129,7 sao deslocamentos
caracteristico de anel aromatico. Os sinais observados estdo de acordo com os

dados publicados previamente por Orjala et al. (1993b).

O espectro de massa (Apéndice 17) revelou o ion molecular [m]™ 220 com
intensidade relativa de 48,79%, com pico base em 165 (100), e principais fragmentos
em 161 (27), 133 (29), 105 (40), apresentando férmula molecular C1303H16. Esses
dados estdo de acordo com os relatos da literatura para miristicina (BOHLMANN e

ANDERBERG, 1991).

1.4.2.3 — Flavonoides

1.4.2.3.1 - Chalcona [3]

A comparacao dos dados espetrais de RMN de 'H , de "*C (HBBD e DEPT 135) e

EM obtidos para a substancia [3] com os dados da literatura permitiu identifica-la

como sendo a 2’-hidroxi-4’-6’ dimetoxi-f’- chalcona (diidroflavocavin B).




O espectro de RMN de 'H (Apéndice 9) revelou sinais de dois metilenos

adjacentes em & 2,99 e 3,30, e dois sinais em 6 3,82 e 3,83 de metoxilas.

Foram observados sinais correspondentes aos dois anéis aromaticos do
flavonéide. Um par de dubletos em & 6,07 e 5,92, com constante de acoplamento 2,2
Hz, tipicos de hidrogénios aromaticos meta-acoplados, atribuidos a H-3' € H-5'.
Estes dados aliados a presengca de um sinal de préton quelado em & 14,0
caracterizam o anel A. O multipleto em o 7,20 correspondente aos hidrogénios de

um sistema aromatico mono substituido, justificou a presenca do anel B.

Os dados apresentados na Tabela 1.9 evidenciaram tratar-se de uma chalcona.

Tabela 1.9 - Deslocamentos quimicos de 'H para a chalcona [3] (CDCls, 200

MHz)

H dobs | muilt. | J(Hz) N.H dur mult. | J (Hz) N.H
OH 14,0 S - 1 14,0 S - 1
Ph 7,20 m - 5 7,20 S - 5
H-3' 6,07 d 2,2 1 6,04 d 3,0 1
H-5' 5,92 d 2,2 1 5,88 d 3,0 1

OMe 3,83 s - 3

OMe | 3,82 s i 3 3,76 S ] 6
C-a 3,30 m - 2 3,28 t 7,0 2
C-p’ 2,99 m - 2 2,94 t 7,0 2

Lit.: ltokawa, Morita e Mihashi, 1981

Com os dados obtidos nos espectros de RMN '*C (Apéndice 10) e apresentados
na Tabela 1.10, (HBBD e DEPT 135 — Apéndice 11), foi possivel identificar a
presenca de 6 carbonos quaternarios, 7 carbonos metinicos (CH), 2 carbonos

metilénicos (CH2) e 2 carbonos metilicos (CHs).



Tabela 1.10 — Deslocamentos quimicos de '*C para a chalcona [3], (CDCls, 75

MHz)

ORDEM| § ppm)obs. | Mult. |§ (opm) Lit.
C-1 141,3 C 141,7

C-2/C-6 128,5 CH 128,3

C-3/C-5 128,4 CH 128,3
C-4 125,9 CH 125,9
C-1 105,4 C 105,7
Cc-2' 166,0 C 165,9
C-3 90,9 CH 90,8
C4 167,7 C | 1676
C-5' 93,7 CH 93,8
C-6' 162,7 C 162,6
OMe 55,6 CHs 55,5
OMe 55,5 CHs 55,5
C-a 45,7 CHa 45,7
CB 30,7 CH: | 30,7
C-p’ 204,5 C 204,3

Lit.: ltokawa, Morita e Mihashi, 1981

O sinal com & 204,5 corresponde ao sinal da carbonila ceténica. Observa-se
sinais para duas metoxilas em & 555 e 55,6 e sinais em & 30,7 e 45,7

correspondentes aos carbonos metilénicos adjacentes C-B e C-a, respectivamente.

Os sinais em & 141,3, 128,5, 128,4, e 125,9 correspondem aos carbonos
aromdticos C-1, C-2/C-6, C-3/C-5 e C-4 do anel B da chalcona. Ja os sinais
observados em & 105,4, 166,0, 90,0, 167,7, 93,7 e 162,7 correspondem aos
carbonos do anel A com padrédo de substituicdo meta trioxigenado, caracteristico de

flavonoides.



Os espectros obtidos nos mostram que a substancia apresentava-se com uma

pequena impureza.

No espectro de massas (Apéndice 12) obtido observou-se o fon molecular [M]*,
com m/z (intensidade relativa) 286 (18), pico base 181 (100) e fragmentos 154 (23),
91 (12) e 65 (7), os quais estdo em acordo com os publicados na literatura (ltokawa,

Morita e Mihashi, 1981)

1.4.2.3.2 — Flavanona [7]

Por comparacdo dos dados obtidos no espectro de RMN de 'H (mono e
bidimensionais), RMN de *C e EM, com os dados previamente publicados,
identificou-se a substancia [7] como sendo a flavanona sacuranetina (5-4’-diidroxi-7-

metoxi-flavanona).

No espectro de RMN de 'H (Apéndice 18) observa-se sinais para 4 prétons de
anel aromatico na regido entre 8 6,0-8,0. O conjunto de sinais em 4 5,36, 3,10 € 2,80
sao relativos aos hidrogénios alifaticos que acoplam diferentemente entre si e com
os hidrogénios vizinhos gerando duplo dubleto, os quais correspondem ao H-2, H-3a

e H-3b evidenciando tratar-se de uma flavanona.



No espectro homonuclear (COSY — Apéndice 22) obtido para essa substancia,
observa-se a correlagdo entre os hidrogénios com deslocamentos quimicos 6 5,36, o
2,80 e 3,10. Observa-se também a correlacédo de 6 2,80 com & 3,10, assim como a

correlagao de 6 6,89 com § 7,83.

O sinal em 8 12,02 € caracteristico de hidrogénio fendlico préximo a carbonila,
gerando préton quelado. O deslocamento em 6 3,81 corresponde aos hidrogénios do

grupo metoxila.

Tabela 1.11 - Deslocamentos quimicos de 'H para a flavanona [7] (CDCl3, 200

MHz)

H Sobs |mult.| J(Hz) |NH| &, |mult. (:110(%52) N.H

OH |1202] s - 1 (12,04 s - 1

H-2/H-6| 7,33 | d 8,3 2 | 734 | d 8,5 2
H-3/H-5'| 6,89 | d 8,8 2 | 691 | d 8,5 2

H6 | 6,04 | d 22 1

H8 | 6,08 | d 22 1] 608 d 7,23 2

H2 | 536 | dd | 3,1:130 | 1 | 537 | dd | 3,1:13,0 | 1

OMe | 3,81 | s - 3 | 38 | s - 3
H3a | 310 | dd | 13,0171 | 1 | 3,10 | dd | 13,0:17,0 | 1
H3b | 278 | dd | 3,1:171 | 1 | 2,81 | dd | 17,0:31 | 1

Lit.: Morales et. al., 2003

No espectro de RMN de *C (HBBD — Apéndice 19) observam-se 16 sinais, que
por compara¢ao com os sinais do espectro de DEPT 135 (Apéndice 20), indicaram a
presenca de 7 carbonos quaternarios, 7 carbonos metinicos (CH), 1 carbono
metilénico (CH,) e 1 carbono metilico (CHs). Os dados de RMN de '*C estdo
apresentados na Tabela 1.12, juntamente com os dados disponiveis na literatura

para a sacuranetina.



Tabela 1.12 — Deslocamento quimico de '°C para flavanona [7], (CDCls, 50 MHz)

Carbono O (ppm)obs. | Mult 9 (ppm) Lit.
C-2 79,0 CH 80,2
C-3 43,2 CH> 43,8
C-4 196,0 C 197,9
C-5 164,1 C 164,9
C-6 95,1 CH 95,7
C-7 168,0 C 169,1
C-8 94,3 CH 95,0
C-9 162,9 C 164,3

C-10 103,1 C 103,8
C-1' 130,6 C 130,7

C-2'/C-6' 127,9 CH 128,9

C-3'/ C-5' 115,7 CH 116,3
Cc-4' 156,1 C 158,7

OMe 55,7 OCHs; 56,1

Lit.: Morales et. al., 2003
O sinal da carbonila de cetona em & 196,0 assim como 0s sinais para 2 carbonos
alifaticos (C2 e Cz) em 6 43,2 e 79,0, respectivamente, indicam a presenga de uma

flavonona.

Os deslocamentos em 6 94,3, 95,1, 103,1, 162,9, 164,1 e 168,0 correspondem
aos carbonos aromaticos do anel A trioxigenado e os sinais em 115,7, 127,9, 130,6

e 156,1 foram atribuidos ao anel B monooxigenado.

O espectro de massas (Apéndice 21) apresenta pico base com m/z 167 (100) e
ion molecular [M]*" com m/z 286 (98), consistente com a férmula molecular C1gH140s.
Os principais fragmentos com os respectivos valores de intensidade relativa (%) séo
apresentados: 269 (6), 193 (34), 180 (41), 138 (23), 120 (39), 95 (31) e 69 (20), os

quais corroboram a identificagdo da sacuranetina.

As substancias [5] e [6] ndo foram identificadas devido a necessidade de isolar

quantidade suficiente e com maior pureza.



CAPITULO 2 — ATIVIDADE BIOLOGICA

2.1 - Introducao

Uma planta € uma verdadeira usina quimica que pode produzir milhares de
substancias diferentes, onde poucas, sendo apenas uma, é responsavel pela

atividade terapéutica ou farmacologica (HOSTETTMANN e HAMBURGER, 1991).

Uma planta é considerada medicinal quando em sua composicao quimica
ocorrem substancias biologicamente ativas (FAGAN et al. [s.d]). Para localizar a
atividade procurada no extrato da planta e nas fragdes obtidas nas diferentes etapas
de separacao é crucial dispor de testes bioldgicos ou farmacolégicos relativamente

simples (HOSTETTMANN, QUEIROZ e VIEIRA, 2003)

Espécies de Piperaceae tém sido extensivamente investigadas como fonte de
novos produtos naturais com potencial antitumoral, antifungico e inseticida. De
acordo com o levantamento bibliografico foram comprovadas as atividades
antibacteriana e antifungica de extratos, fragdes e substancias isoladas de P.

aduncum.



Na medicina popular de Papua Nova Guiné, as folhas de P. aduncum sao usadas
em ferimentos e os cromenos e derivados do acido benzoicos, isolados apds
fracionamento cromatografico do extrato das folhas, apresentaram atividade
antibacteriana contra Bacillus subtilis e Mycrococcus luteus e atividade antifungica

contra Penicillium oxalicum (ORJALA et al., 1993a).

O fracionamento do extrato CH.Cl, das folhas, também realizado por Orjala et al.
(1994), forneceu diidrochalconas com propriedade antibacteriana para o0s
microorganismos Bacillus subtilis, Mycrococcus luteus e Escherichia coli, bem como
atividade citotéxica moderada contra células cancerigenas e, ainda, atividade

moluscicida contra Biomphalaria glabrata.

Chalconas sao flavondides presentes em uma variedade de espécies vegetais,
com ampla faixa de efeitos biolégicos, tais como antibactericida, antitumoral,
antifangico (ANTO et al.,, 1995; OKUNADE et al., 1997), antiviral e antiplasmddica

(DEWINDT, 1994; KHARAZMI, 1997).

Okunade et al. (1997) mostraram que o extrato etandlico de P. aduncum
apresentou boa atividade inibitoria contra os patdgenos relacionados a AIDS como
Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Mycobacterium intracellulare.
Também extratos e fracoes foram avaliados para Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis e Pseudomonas aeruginosa.



Aduncumeno (figura 2.1), um derivado do &cido benzéico prenilado, isolados por
Lagos et al. em 2004 apresentou atividade antifungica contra Cladosporium

cladosporioides e C. sphaerospermum.

MeO

(o) OMe

Figura 2.1 — Derivado do acido benzdico prenilado (aduncumeno)

Lentz et al. (1998), estudando plantas medicinais de Honduras quanto a
atividade biolégica, mostrou que P. aduncum exibiu um amplo espectro de acao

contra fungos e bactérias, conforme resultado mostrado tabela 2.1.



Tabela 2.1 — Atividade antimicrobiana das plantas medicinais de Honduras
(LENTZ et al., 1998)
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All plants listed 1 were screened, but only those showing signs of actmty are hsted here.

Ee, escherichia coli; Sa, Staphylococeus aureus; Bs, Bacillus subtilis; Pa, Fseudomonas aerug-
inosa; Mi, Mycobacterium intracellulare; Cn, Cryptococcus neoformans; Ca, Candida albi-
cans; Afl, Aspergillus flavus; Afu, Aspergillus fumigatus, Tm, Trichophyton mentagrophytes;
Se, Saccharomyces cerevisiae,

Valores: halos de inibigdo; - nao inibiu; + inibigdo questionavel

Sabe-se que fenilpropandides, por exemplo, apiol, safrol, eugenol, entre outros
(Figura 2.2), sdo substancias de ocorréncia comum em espécie de Piper e

apresentam varias atividades biologicas. Orjala et al. (1993b) relatam, pela primeira



vez, a atividade moluscicida para o dilapiol e que o extrato de éter de petrdleo das
folhas dessa espécie apresentou forte atividade contra Biomphalaria glabrata, o

vetor da esquistossomose.

OMe
SO g ~ SO
OMe OH o OMe
Apiol eugenol safrol dilapiol

Figura 2.2 - Fenilpropandides

O o6leo essencial de P. aduncum apresentou efeito toxico sobre fungos

fitopatogenos (Crinipllis perniciosa) por Bastos, 1997.

Na Guatemala, o uso tradicional de preparacées com ervas é freqliente para o
tratamento de doencas sexualmente transmissiveis. Caceres et al. (1995),
realizaram testes in vitro contra Nisseria gonorrhoeae, onde 46 extratos de plantas
foram testados e P. aduncum apresentou o melhor resultado com zona de inibicao

80% nas linhagens testadas.

A decoccao das folhas é usada, em Cuba, no tratamento de Ulcera e o efeito

positivo da atividade antiulcerogénica foi comprovada por Alvares (1994).



A atividade inseticida também foi comprovada para o extrato etandlico de P.
aduncum, o qual foi entdo fracionado fornecendo o fenilpropandide dilapiol como
principio ativo, causando 92% de mortalidade no bioensaio com larvas do mosquito
Ostrinia nubilialis (Lepidoptera: Piralidae Hibner) na concentracdo de 0,1 ppm

(BERNARD et al., 1995).

O derivado do acido benzoico prenilado, 3-(3-metil-2-butenil)-4-hidroxi benzoato
de metila, isolado neste trabalho e anteriormente por Pereda-Miranda et al. (1997)
de Piper guanacastensis (espécie endémica da Costa Rica) apresentou propriedade
inseticida (LCso 20,5 ug/mL) frentes as larvas do mosquito Aedes atropalpus L.
(Diptera: Culicidae). Fujimura, Sawada e Yamahara (1987), que sintetizaram essa
substéancia a partir do precursor acido benzdico, relatam o efeito inibitério de uUlcera e

a eficacia no tratamento de hepatites para a mesma.

A flavanona sacuranetina, isolada no presente trabalho, foi anteriormente isolada
por Danelutte et al. (2003) da espécie Piper crassinervium e sua atividade fungicida
foi avaliada contra Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum;
apresentando inibicdo na quantidade minima de 1 pg. Ribeiro et al. (1997)
comprovaram a atividade desta mesma flavanona contra Trypanosoma cruzi, o

parasita causador da doenca de Chagas.

Torres e Santos (1999b) relatam o efeito seletivo de uma chalcona ativa, 2’, 6'-
diidroxi-4’-metoxichalcona, (Figura 2.3), purificada da inflorescéncia de P. aduncum,

a qual apresentou significante atividade in vitro contra Leishmania amazonensis.



OH ©O

Figura 2.3 - 2’, 6’-diidroxi-4’-metoxichalcona

O isolamento de marcadores quimicos foi realizado em parte, através do
fracionamento biomonitorado dos extratos brutos e fragbes. A avaliagdo da atividade
biologica foi realizada na UNESP-Rio Claro, pelo grupo de pesquisa do Dr. Fernando

Pagnocca.

Na tabela 2.2 estdo apresentadas algumas das principais classes de substancias

isoladas de P. aduncum, cujas atividades bioldégicas foram comprovadas.



Tabela 2.2 - Principais substancias isoladas de P. aduncum com atividade biolégica comprovada.

Substancia scult?:tséeng?a Bs ;:: ntlnt/)”acItI;irla:: Sa gl;t'fg:g::: Referéncias
Acido nervogénico Deriv. Ac. Benzbico |++| - [NT|++| ++ |+++ + | + [NT Ola(f’nflggft
3,5-bis (3-metil-2-butenil)- 4-hidroxi benzoato de metila | Deriv. Ac. Benzéico |++| - | - | + | ++ | ++|++| + |NT O:;.J,n1aé19e7et
3'(6'hidr°"i'3’Eﬁ:}?f;'fiﬁ’;ﬁ;e”i')'4'met°"i' Deriv. Ac. Benzéico | + | - | + |[NT| NT |NT|[NT|NT| - Orj?g"gg;a"’
3-(3-metil-2-butenil)-4-hidroxi benzoato de metila | Deriv. Ac. Benzoico | + | + | + |NT| NT [NT|NT|NT|NT Orj?g‘ggga"’
3-(2-hidroxi-3-metil-3-butenil)-4-hidroxibenzoato de | 1. Ac Benzsico | + | - | + INT| NT INT INTINT| - | Ori@laetal,
metila 1993a
3’5'bis(3'mgﬂ'I:g;ﬁ)‘ff_m'é'tﬁ_'gfgir;’gh%ire‘f]‘i’lzﬁo de 1-[*- | beriv. Ac. Benzéico | + | - | + |NT| NT |NT NT|NT|NT Orj?g"ggéa"’
acido 3'(3'”‘6“"i%‘iéf(?%'éi‘z(gi'ge“"Z'b“teno”)"" Deriv. Ac. Benz6ico | ++| - | ++ |NT| NT |NT [NT|NT|NT Orj?g"ggéa"’
2' 6" 4-triidroxi-4-metoxidiidrochalcona Flavongide | ++| + | ++|NT| NT |NT|NT|NT|NT| O3 &4k
2’-6’-diidroxi-4’-metoxidiidrochalcona Flavonodide ++ | + [++| + | ++ |NT|++|++|NT Orje;lggedfal.,
Piperaducina A Flavonéide & |+ |+ |NT| NT|NT|NT[NT|NT | Q2R C18
Piperaducina B Flavondide  |++| + |++ |NT| NT |NT|NT|NT|NT Orji'gge‘f al,
Piperaducina C Flavondide 4| + | + |NT| NT [NT|NT|NT|NT Orjﬁ'gg‘j al,




“Continuagao”

Al Classe de Antibacteriana Antifungica Al .
Substancia n = Referén
substancia  [Bs[Ec| MI| Mi| Pa |Sa|Ca|Cn|Po| o o oos
Aduntina B Flavonéide - | - |++|NT | NT [NT|NT|NT|NT O”?g‘ggia’-’
Aduntina C Flavonébide - | = |++| NT | NT |NT|[NT|NT|NT O”?g‘ggia’-’
Aduntina D Flavondide - | - |++|NT | NT |[NT|NT|NT|NT O”?g‘ggia’-’
. Orjala et al.,
Metilindaretina Flavonoide - | - | ++ | NT | NT [NT|NT|NT|NT 1993c
. . o : Orjala et al,
8—8—h|drOX|—2,2—d|met||—2H—qromeno—G—carboxﬂato de Cromeno o+ |+ [NT|NT NTINT|NT| + |1993: Baldoqui
metila
etal., 1999
acido 2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-cromeno-6 Cromeno _INT NT Okunade et al.,
carboxilico i AN R B 1997
o , . Moreira
2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-cromeno-6- NP
carboxilato de metila Cromeno + | - | + |NT | NT |[NT|NT[NT| + | Guimardes e
Kaplan, 1998
. Orjala et al.,
Dilapiol Fenilpropandide +| - | - |NT|NT|NT|NT|NT|NT| Z" 29030

Bs: Bacillus subtilis; Ec: Escherichia coli; MI: Micrococcus luteus; Mi: Mycobacterium intracellulare; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Sa: Staphylococcus
aureus; Ca: Candida albicans; Cn: Cryptococcus neoformans; Po: Penicillium oxalicum (+) Fraca; (++) Moderada; (+++) Boa; (NT) Nao testada
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Figura 2.4 -Derivados do acido benzoico isolados de P. aduncum com
atividade biologica comprovada
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Figura 2.5 - Flavondéides isolados de P. aduncum com atividade biolégica
comprovada
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Figura 2.6 - Cromenos isolados de P. aduncum com atividade biolégica
comprovada
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Figura 2.7 - isolado de P. aduncum com atividade biolégica comprovada

2.2 — Experimental



O método utilizado para avaliacdo da atividade biol6gica dos diferentes lotes do
produto foi o método de difusdao descrito por Bauer et al. (1966). Segundo esse
método, o extrato da planta ou substancia teste é colocada em contato com um meio

sélido (Agar) inoculado com um determinado fungo ou bactéria.

Os testes foram realizados frente as bactérias Micrococcus roseus,
Staphylococcus aureus (ATCC/6538), Bacillus cereus, Escherichia coli (CCT/1457) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC/15442) e para os fungos Candida albicans

(RJ/50008) e Trichosporon cutaneum (UCD/121).

Foram pesados 20 mg de cada exirato e redissolvidos em 1 mL da mistura
DCM:MeOH na proporcao 1:1, obtendo-se a concentragdo de 20 mg/ mL. Aliquotas
desse material foram entdo aplicadas aos discos de papel, aguardando-se a
evaporacdo total do solvente entre as aplicagdes, sendo aplicado ao final, 1
mg/disco do material. Como controle positivo, empregou-se a tetraciclina (17 pg/mL)
e a nistatina (10 ug/mL), sendo a tetraciclina usada como controle para Micrococcus
roseus, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa, enquanto a nistatina para os demais microorganismos.

Os resultados foram expressos em mm do didmetro dos halos de inibigcdo

formado ao redor dos discos, apos trés repeticdes.

Apbs um tempo adequado de incubagédo, mediu-se o diametro ou raio da zona
clara, onde n&o houve crescimento do microorganismo, em volta do disco de papel.

2.3 - Resultados e Discussao



Os resultados dos ensaios microbiolégicos do produto, extrato e fracdo estado

apresentados na Tabela 2.3 e mostrados no Esquema 1.1 (Cap. 1; p. 20)

Tabela 2.3 — Resultados de atividade bioldgica para o produto e fracoes (lotes

1-3)
DESCRICAO Microorganismos
Mr (mm) Sa (mm) Bc (mm)

Produto Lote 1 10 10 10
Lote 1 - Fr.CHCl3 25 11 15
Lote 1 — Fr. Hexanica 0 0 0
Lote 1 — Fr. BuOH 0 0 0
Lote 1 — Fr. Hidroalcéolica 0 0 0
Produto Lote 2 N.T >7 >7

MIC = 1000 ug/mL | MIC = 500 pg/mL
Lote 2 - Fr.CHClI3 N.T 10 10
Produto Lote 3 N.T >7 >7

MIC = 1000 ug/mL | MIC = 500 pg/mL
Lote 3 - Fr.CHCl3 N.T 9 10

Mr: Micrococcus roseus; Sa: Staphylococcus aureus e Bc: Bacillus cereus

NT: Nao testada

Tabela 2.4 - Medidas dos halos de inibigado em milimetros dos discos contendo

substancias (antibiodticos) controle

M. 7. E. coli | B. cereus P C. S
CONTROLES roseus | cutaneum ’ ’ aeruginosa | albicans | aureus
TETRACICLINA
OU NISTATINA 32/31 30/28 16/18 25/22 20/20 12/14 24/24




O resultado obtido no presente trabalho mostrou que somente o produto € a
fracdo cloroférmica apresentaram atividade moderada para Micrococcus roseus,

Staphylococcus aureus e Bacillus cereus dentre os microorganismos testados.

A fracdo cloroférmica apresentou halos de inibicdo de 25 mm para Micrococcus
roseus, sendo esse resultado duas vezes maior que aquele observado para o
produto. Os halos observados de 11 mm e 15 mm para Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus foram também superiores ao do produto seco.

Esses resultados indicaram que os principios ativos do produto foram
concentrados na fracdo cloroférmica, estando os mesmos em acordo com a

literatura que descreve as propriedades de substancias de médias polaridades

isoladas de P. aduncum e que ajudaram a direcionar o trabalho.

Apés fracionamento da fragdo ativa (Esquema 1.2, p. 22), as sub-fracées foram

avaliadas e os resultados estdo apresentados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 - Resultados da atividade antimicrobiana do estudo biomonitorado

Microorganismos

CODIGO Sa(mm) | Bc (mm) Tc (mm)
1LCPO 44-3 N.I N.I 11
1LCPO 44-4 N.I N.I
1LCPO 44-5 N.I N.I 7
1LCPO 44-6 8 7 8
1LCPO 44-7 10 9 N.T
1LCPO 44-8 9 8 N.T

Bc: Bacillus cereus; Sa: Staphylococcus aureus; Tc: Trichosporon cutaneum
N.I —Na&o inibe ; N. T — Nao testada

Substancia controle: nistatina = 25 mm



As fracdes 44-6, 7 e 8 apresentaram atividade para Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus , 44-6 também apresentou atividade para Trichosporon cutaneum
com halo de inibicdo de 8 mm, assim como as fragbes 44-3, 4 e 5 com halos de 11,

8 e 7 mm, respectivamente.

Realizou-se o biomonitoramento do produto (Lote 1), apés 1 ano de
armazenamento, o qual foi exposto a diferentes condi¢cdes (produto tambor de ago
em condicbes de temperatura inadequada; produto armazenado no freezer e
produto exposto a luz) e os resultados apresentados na tabela 2.6 mostraram a

perda de atividade do produto observada inicialmente na tabela 2.3.

Tabela 2.6 — Resultados de atividade antimicrobiana do produto (lote 1) em
diferentes condicoes de armazenamento

DESCRICAO Microorganismos
Mr (mm) Sa (mm) | Bc (mm)
Prod. armazenado tambor 0 0 7
Prod. envazado freezer 10 8 8
Prod. envazado exposto a luz 0 10 0

Observou-se portanto que em condi¢gées adequadas € possivel garantir a eficacia
do produto por pelo menos um ano, especialmente quando preveniu-se o produto da

acao da luz e do ar.



CAPITULO 3 — ANALISE DE MARCADORES QUIMICOS

3.1 - Introducao

Para uma utilizacdo segura de qualquer planta medicinal como medicamento é
necessaria sua padronizacdo para garantir sua qualidade e a concentracdo dos

principios ativos, permitindo assim estabelecer doses/efeitos para o mesmo.

Métodos cromatograficos podem ser aplicados para o controle de qualidade de
plantas medicinais devido as suas muitas vantagens tais como alta eficiéncia,
velocidade e a possibilidade de utilizagdo em sistemas automatizados tém sido cada

vez mais empregados (CELEGHINI et al., 2001).

O controle de qualidade pode ser efetuado, a partir do perfil cromatografico obtido
com o auxilio de técnicas espectroscépicas, as quais sao fortemente recomendadas
para a determinacdo do controle de qualidade de plantas medicinais. Esse perfil

deve representar apropriadamente os constituintes quimicos, onde um ou mais



marcadores ou componentes farmacologicamente ativos (principios ativos) em
planta e/ou mistura de plantas sdo empregados para avaliar a autenticacdo e a
identificacdo do produto oriundo da planta, com base no conceito de fitoequivaléncia

(LIANG, XIE e CHAN, 2004).

Os métodos de controle de qualidade envolvem normalmente inspeg¢éo sensorial
(examinagdo macro e microscépica), enquanto a inspecdo analitica emprega
técnicas experimentais tais como cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia acoplada a espectrometria de

massas (CLAE-EM), infravermelho proximo, etc (CHOI, 2002).

Como exemplo, pode-se mencionar a avaliagdo de 33 extratos metandlicos da
espécie medicinal Erigeron brevescapus, realizada em CLAE, onde o cromatograma
ou perfil cromatografico obtido mostra que a fitoequivaléncia é claramente observada

para essa espécie (Figura 3.1).

2000 ¢

1500 -

Figura 3.1 — Cromatogramas de 32 extratos de Erigeron brevescapus
analisados em CLAE e detectados em 280 nm (LIANG, XIE e CHAN, 2004).



Os recentes avangcos no emprego da cromatografia hifenada a técnicas
espectroscopicas, tais como CLAE-DAD (deteccao de ultravioleta por varredura de
diodo), eletroforese capilar-DAD, CLAE-EM e CLAE-RMN, tém fornecido
informagdes espectrais adicionais, as quais sdo muito Uteis em analises qualitativas

e ainda na elucidagéo estrutural "on line” de extratos (LIANG, XIE e CHAN, 2004).

Por outro lado, os métodos de extracdo e preparagdo de amostra também séo de
grande importancia no preparo de um perfil cromatografico de plantas medicinais.
Sabe-se que em qualquer extrato de planta medicinal existem centenas de
componentes desconhecidos e muitos deles estdo em pequenas quantidades. Além
disso, freqlientemente existe a variabilidade quimica da espécie vegetal (BAUER,
1998). Consequentemente para obter um perfil cromatografico seguro que
represente  0s componentes farmacologicamente ativos e quimicamente
caracteristicos nao € um trabalho facil. A cromatografia, em especial a cromatografia

liquida, oferece uma grande capacidade de separacao e sensibilidade.

As farmacopéias também recomendam a utilizagdo de métodos cromatograficos
para a analise de produtos naturais de origem vegetal e dentre essas técnicas

importantes pode-se citar a CLAE (GYERESI, KELEMEN e KATA, 1997).

CLAE é uma técnica freqlentemente empregada na analise de plantas
medicinais por tratar-se de uma técnica facil de se usar e ndo limitada pela
volatilidade ou estabilidade (térmica) de substancias numa amostra. Em geral, pode
ser usada para analisar quase todas as substancias de uma planta, sendo possivel

otimizar um sistema de separacao, através da combinacao correta entre as diversas



fases méveis e estacionarias disponiveis. E necessario notar que as condicdes
6timas de separacdo envolvem muitos fatores, tais como selegcdo de coluna, as

diferentes composi¢des da fase movel, ajustes no pH, uso de estabilizantes, etc.

A vantagem da CLAE sobre outras técnicas cromatograficas reside no fato de
que as fases estacionaria e mével sdo disponiveis para uma ampla faixa de
polaridade, de modo que, a seletividade no processo de separagdo pode ser
ajustada. Uma segunda vantagem refere-se a necessidade de um menor volume de

trabalho para o pré-tratamento das amostras, em diversos casos.

A RDC n® 48/2004 reconhece a utilizagao de CLAE para a determinagao do perfil
cromatografico no controle de qualidade do produto acabado. No presente trabalho,
o método empregado para a caracterizacdo quimica e analise dos marcadores
quimicos do produto Dermodilapiol foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) acoplada com detector de ultravioleta.

3.2 - Equipamentos e materiais utilizados

A determinacao dos perfis cromatograficos dos marcadores e sua quantificagao
foram realizadas utilizando um cromatografo liquido da Shimadzu, modelo LC-10,
equipado com bomba quaternaria, detector de ultravioleta SPD-10AVP valvula de

injecdo Rheodyne e Chemstation (CLASS-VP, versao 6.1)



Foram utilizados uma coluna de fase reversa Shim-Pack ODS 5 um (250 x 4,6
mm) e somente solventes de grau cromatografico da Merck e EM Science

ultrafiltrados e agua ultrapura e ultrafiltrada (Milli-Q)

O preparo das amostras foi realizado utilizando-se filtro de membrana de PVDF

da Millipore (0,2 um) ou cartucho de Seppak (Waters) de fase reversa.

Espectros de ultravioleta foram obtidos num espectrofotometro UV/VIS modelo

FEMTO 800XI, para a determinagdo dos comprimentos de onda maximos dos

marcadores quimicos isolados.

Pipetas automaticas (Gilson P1000 e Eppendorf P200 e P20);

Baloes volumétricos aferidos;

Balanga analitica Ohaus modelo Explorer;

Microseringa de 100uL SGE para CLAE;

Cubetas de quartzo;

Seringa hipodérmica de vidro de 3 mL com saida Luer-Lock;

Vidraria diversa.



3.3 - Experimental

No presente trabalho foram desenvolvidos dois métodos em CLAE, sendo um
método para a determinagédo do perfil cromatogréafico da fragdo cloroférmica obtida
de cada lote do produto com tempo de analise mais longo e um outro para a andlise
quantitativa dos marcadores do produto nos quatro lotes do produto e fragédo

cloroférmica, com tempo de analise mais curto.

3.3.1 — Determinacao do perfil cromatografico

3.3.1.2 — Preparo das amostras

As amostras foram preparadas em baldo de 10 mL aferido, na concentracao de 1

mg/mL utilizando-se metanol.

3.3.1.3 — Desenvolvimento do método

Para determinar o método, em CLAE, que melhor representasse os constituintes
quimicos presentes na fracdo ativa do produto, inimeras analises foram realizadas

obtendo-se, ao final, o seguinte método:



Sistema de solvente - ACN: Sol. aquosa de TFA (0,05%), no modo de andlise
gradiente, aumentando-se gradativamente a propor¢cdo de ACN nos tempos de: 0
min - 20:80 = 15 min — 30:70 - 18 min — 40:60 = 25 min — 43:57 - 27 min — 53:47
- 35 min — 66:34 2> 43 min - 66:34 > 45 min — 100:0 > 53 min — 100:0. O fluxo

programado foi de 1 mL/min e tempo de analise de 53 min.

O volume injetado foi o volume de “loop” (20 pL).

Os comprimentos foram determinados a partir da analise no ultravioleta das
substancias dilapiol [1] e o derivado do acido benzoico prenilado [4], onde
quantidades minimas dessas substancias foram diluidas em etanol e analisadas no
espectrofotdmetro  UV/VIS, sendo observados nos espectros abaixo seus

comprimentos de onda maximos (Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Espectros de ultravioleta do dilapiol e derivado do acido benzodico
prenilado, em etanol (200-400 nm).

Os comprimentos de onda adotados foram de 254 nm, 265 nm e 280nm.

Uma vez determinado o método de andlise, injetou-se no volume de “loop” as
fracoes cloroformicas e efetuou-se a coinje¢cdo das substancias isoladas para a

caracterizacao da fragao ativa do produto.

3.3.2 — Analise Quantitativa

3.3.2.1 — Desenvolvimento do método

Apbés a realizagcdo de varias andlises decidiu-se pela quantificacdo dos
marcadores dilapiol e derivado do &cido benzdico prenilado utilizando o sistema de
solvente ACN: Solugédo aquosa de TFA (0,05%) nas seguintes condi¢ées: 0 min —
49:51-> 10 min — 49:51 >12 min — 65:35 2 25 min — 65:35 - 30 min — 100:0, fluxo

de 1TmL/min e tempo de analise de 30 min.



Apbés a determinacdo do método, analisou-se o produto e as fracdes
cloroférmicas, lotes 1-4, ap6s o tratamento dos mesmos, com um volume de injecao

de 20 uL (loop), conforme mostrados a seguir:

3.3.2.2 — Tratamento do produto

Antes da injecao do produto Dermodilapiol em CLAE, realizou-se um tratamento
das amostras, onde 100 uL do produto (baldo 5 — Figura 3.3) foi diluido em 900 uL

de agua Milli-Q e filtrado em cartucho Seppak (Waters) de fase reversa.

O cartucho foi lavado entdo com agua até completar o volume de 5 mL no baldo

volumétrico aferido, obtendo-se as substancias polares (baldo 1 — Figura 3.3).

As substancias retidas no Seppak foram eluidas com 10 mL de ACN, na qual foi
adicionado 10 mL de agua antes da injecdo no CLAE (baldo 2 — Figura 3.3).
Obtendo-se, assim, uma fragcdo com substancias de média polaridade (substancias
de interesse), sendo essa 200 vezes mais diluida, em relagdo ao produto. Para
garantir que toda as substancias de interesse fossem eluidas do Seppak, lavou-se

novamente o cartucho com 10 mL de ACN em outro baldo (baldo 3 — Figura 3.3)
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Figura 3.3 — Tratamento do produto

Injetou-se, no volume do Loop (20 uL), em triplicata, cada uma das fracées de

interesse obtidas nesse tratamento para os lotes 1-4.

3.3.2.3 — Tratamento da Fracao Cloroférmica

As amostras da fr. CHCIl; foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL
utilizando-se metanol. Em seguida, efetuou-se uma diluicdo de 6 vezes, resultando
na concentracao final de 166 ug/mL, as quais foram analisadas no método definido

para a quantificagao.

3.3.2.4 — Preparo de solucoes dos marcadores quimicos para quantificacao em

CLAE.

A quantificacao foi realizada pelo método do padrédo externo, o qual se compara a
area da substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas desta

mesma substancia em solugdes padrdes em concentracées conhecidas.



Preparou-se solucdes-padrdao dos marcadores dilapiol e derivado do &cido
benzbico prenilado, em diferentes concentragcdes e injetou-se cada uma, em

triplicata, no método definido para a quantificagao.

3.3.3 - Resultados e Discussao

3.3.3.1 — Perfis Cromatograficos

O método determinado para analise do perfil cromatografico mostrou-se

reprodutivel, com boa separagao dos constituintes da fr. CHCI3; de cada lote.

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana (Capitulo 2,
pagina 57) e o levantamento realizado (Capitulo 2, paginas 48-49), indicaram que os
principios ativos estdo concentrados na fragdo cloroférmica. Foi decidido entdo o
emprego de um método de andlise mais longo nesse caso, para uma melhor
caracterizacdo quimica dos constituintes presentes pela obtencdo dos perfis

cromatograficos. O tempo de andlise foi de 53 min.

A utilizagdo de agua acidificada melhorou a resolugdo dos picos (simetria dos
mesmos). O TFA foi utilizado por ser transparente ao ultravioleta, isto é, néo interfere
na detecgé@o por sua baixa absor¢do, ndo alterando a linha base e também por sua

acidez sendo necessario quantidades minimas para alcancar o pH desejado.



Nos cromatogramas apresentados na Figura 3.4, observa-se a presenca de duas

substancias majoritarias e os demais constituintes encontram-se em concentracoes

menores.
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Figura 3.4 — Perfil cromatografico da Fr. CHCI; (Lote 2), 254 e 280 nm

Com a coinjecdo das substancias isoladas, mostradas nos cromatogramas
(Figura 3.5), foi possivel identificar os marcadores isolados na fracdo ativa do

produto.
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Figura 3.5 — Cromatogramas apos a coinjecao dos marcadores isolados na Fr.
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Como ja descrito na literatura para a espécie em estudo, foi confirmada a
substancia majoritaria como sendo o dilapiol, com tempo de retencdo médio de 39,1

min, no método de analise mais longo.

O derivado do acido benzdico prenilado, com tempo de retencdo médio de 35,6
min., € 0 segundo constituinte majoritario, conforme observado no cromatograma
obtido a 280 nm. Constatou-se que em 254 nm, o derivado do acido benzdico

prenilado possui maior absor¢ao que para o dilapiol.

A miristicina eluiu no tempo médio de 37,1 min e possui maior absor¢cao também
em 254 nm. Por outro lado, a sacuranetina e a diidroflavocavina B eluiram nos
tempos médios de 33,4 e 45,5 min, respectivamente, e possuem absorcao maior em

280 nm.

Na comparacgao dos perfis cromatograficos dos diferentes lotes a 254, 265 e 280
nm, observa-se diferengas para o lote 1, principalmente, nos tempos de retencao
31,3 e 40,6 min, onde observou-se um pico bem intenso quase nao observado nos

lotes 2-4, conforme apontados nos cromatogramas (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - Cromatogramas dos lotes 1-4, analisados nos comprimentos de onda 280, 254 e 265 nm




A explicacdo mais provavel para esse fato € que o lote 1 (0 mais antigo),
provavelmente sofreu a degradacdo de seus constituintes. Testes de atividade
antimicrobiana realizados para esse lote, comprovaram a perda da atividade (tabela

2.6, pag.58).

J& os demais lotes, que possuem perfil cromatografico bem semelhante, todos

apresentaram atividade antimicrobiana (Tabela 2.3, pag. 56)

Esses resultados demonstram que o método empregado pode ser utilizado na
analise de controle de quantidade do produto. Contudo, observa-se um grande
namero de constituintes presentes na fracao ativa, conseqiientemente, o isolamento
de um maior numeros de marcadores seria necessario para a padronizacdo do
extrato, tomando como exemplo o extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761),

cujo controle de qualidade é feito através dos flavondides e das lactonas terpénicas.

3.3.3.2 — Quantificacao dos marcadores quimicos

O método desenvolvido para a quantificagdo foi um método mais curto, com um
tempo de analise de 30 min, devido a necessidade do numero de injecées a serem
realizadas; uma vez que, a andlise quantitativa foi realizada tanto para as fracdes

cloroférmicas do produto quanto para o proprio produto, nos lotes 1-4.



O tratamento realizado com amostras do produto foi considerado bom, pois as
substancias de interesse foram concentradas numa Unica fragdo, pois nao se
observou a presenca de dilapiol e do derivado de &cido benzdico prenilado nas
demais fragdes (Figura 3.7). Quantificou-se os marcadores quimicos dilapiol e

derivado do acido benzoico prenilado.
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Figura 3.7 — Cromatogramas das fracoes obtidas no tratamento do produto,
254 e 280 nm



3.3.3.2.1 — Curvas de calibracao

As curvas de calibragao (Figura 3.8) foram construidas a partir dos dados obtidos

(Tabela 3.1) nas analises efetuadas para o dilapiol nas concentragdes 10, 20, 40 e

80 pg/mL e para o derivado do &cido benzoico prenilado na concentragbes 1, 2, 4 e

8 pg/mL, os quais foram quantificados nos comprimentos de ondas 280 e 254 nm,

respectivamente, por possuirem maximos de absor¢cdo proximos a esses

comprimentos de onda.

Tabela 3.1 — Areas médias obtidas para dilapiol e derivado do acido benzéico
prenilado em 280 e 254 nm, respectivamente.

Dilapiol (280 nm)

Derivado do acido benzodico prenilado

(254 nm)
Conc Area | Desvio rellsartri?/ o | Conc Area Desvio reIIE;:i(\)/ o
(vg/mL) | média | padrao (%) (vg/mL) | média padrao (%)
10,00 98222 5123 5,22 1,00 34055,00 501 1,47
20,00 242900 3249 1,34 2,00 94257,33 1136 1,21
40,00 474633 1895 0,40 4,00 160018,33 | 2566 1,60
80,00 859602 | 16159 1,88 8,00 340126,67 3377 0,99




Curva de calibragédo de dilapiol a 280 nm
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Figura 3.8 — Curvas de calibracao para o marcador dilapiol a 280 nm e o
marcador derivado do acido benzoéico prenilado a 254 nm

Ambas as curvas obtidas indicaram excelente linearidade (R? = 0,9931 e 0,9953)
nas faixas de concentragdo analisadas. Durante as inje¢des das solugbes padrdes
observou-se também uma boa reprodutibilidade, com erros abaixo de 2 %, com
excecao do dilapiol a 10 ug/mL. Como as solucdes foram obtidas por diluicdo, é

comum que as concentragdes inferiores apresentem erros maiores.



3.3.3.2.2 Quantificacdo do marcador dilapiol e derivado do acido benzdico
prenilado no produto Dermodilapiol

A extrapolacdo das areas médias, obtidas para o dilapiol e o derivado do acido
benzdbico prenilado em cada lote do produto analisado em triplicata, (Tabelas 3.2a-b)
nas curvas de calibragcao forneceu as concentragdes desses marcadores no produto,
as quais foram multiplicadas pelo fator de diluigdo 200 (tratamento da amostra),

obtendo-se assim a concentracao desses marcadores no produto Dermodilapiol.

Tabela 3.2a — Dados obtidos em CLAE para a quantificacao do dilapiol no

produto
. mg/mg
TRATAMENTO | Area DesvPad | ET® Conc | conc do
(280nm) esvrad (o) (mg/mL) | (mg/mL) | produto
média diluido seco
Lote 01 — 12
Lote 01 — 22 250096 4470 1,79| 0,023 4,54 0,30
Lote 01 — 32
Lote 02 — 12
Lote 02 — 22 280399 2298 |0,82| 0,025 5,09 0,24
Lote 02 — 32
Lote 03 — 12
Lote 03 — 22 264897 3580 1,35| 0,024 4,81 0,23
Lote 03 — 32
Lote 04 — 12
Lote 04 — 22 223216 915 0,41| 0,020 4,05 0,19
Lote 04 — 32




Tabela 3.2b — Dados obtidos em CLAE para a quantificacao do derivado do
acido benzéico no produto

Area Erro Conc Conc p%/:)n ?
TRATAMENTO DesvPad o (ng/mL) mL dut
(254nm) i (%) | diluido |(M9/mL)| produto
média seco
Lote 01 — 12
Lote 01 — 22 40808 419 1,03| 0,97 0,19 12,7
Lote 01 — 32
Lote 02 — 12
Lote 02 — 22 46364 82 0,18 1,10 0,22 10,4
Lote 02 — 32
Lote 03 — 12
Lote 03 — 22 46962 1347 2,871 1,10 0,22 10,4
Lote 03 — 32
Lote 04 — 12
Lote 04 — 22 46579 380 0,82 1,10 0,22 10,2
Lote 04 — 32

A razao da concentracdo dos marcadores dilapiol e derivado do acido benzéico
prenilado pela concentracdo do produto para cada lote (listados na tabela 1.2, pag.
30), forneceu a proporgcdo desse marcador no produto seco (relagdo peso/peso)

(Figura 3.9).
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Figura 3.9 - Concentracao do dilapiol e derivado do acido benzéico prenilado
no produto



Com base nos resultados, verificou-se que dilapiol nos lotes 2 e 3, é
respectivamente 12 e 6% maior que o teor de dilapiol do lote 1. O mesmo observa-
se para a quantidade do derivado do acido benzdéico nos lotes 2-3, que séo 14 %
maiores em relacdo ao lote 1, lembrando que esse lote perdeu a atividade

antimicrobiana.

No lote 4, a quantidade de dilapiol € 12,5 % menor em relacdo a média dos lotes,
ja o derivado do &cido benzéico prenilado é igual aos lotes 2-3. Porém nao foi
possivel testar o lote 4 para a atividade antimicrobiana, para se afirmar se existe

relacao entre a concentracdo do marcador e a atividade antimicrobiana.

O doseamento desses dois marcadores nao é suficiente para a padronizacao do
produto referente a dose/efeito, pois apesar de serem os constituintes majoritarios
do produto esses possuem pouca atividade (ORJALA et al., 1993b;), sendo
necessario para um trabalho completo o monitoramento de outras substancias que

em conjunto atribuem a atividade ao produto.

Entretanto, dilapiol € um bom marcador destinado ao controle da matéria-prima,
pois essa ndo € uma substancia comum em outras espécies de Piper, quase que

apenas restrito a espécie Piper aduncum.



3.3.3.2.3 — Quantificacao do marcador dilapiol e derivado do acido benzdico
prenilado na fracao cloroféormica

As quantificagdes do dilapiol e do derivado do &cido benzdico prenilado nas
fracoes cloroférmicas foram realizadas apds inje¢cdo das amostras na concentragao
de 166 ug/mL obtidas a partir de diluicdo de uma solucdo de 1mg/mL, a fim de
utilizarmos a mesma curva de calibracdo construida para andlise de produto. Os

resultados estdao apresentados nas tabelas 3.3a-b.

Tabela 3.3a — Dados obtidos em CLAE para a quantificacao do dilapiol

Area Hg/mg

TRATAMENTO DesvPad Erro| Conc na fr.

(280nm) o (%) | (ug/mL) CHCl;
meédia

Lote 1-CHCI; -12
Lote 1-CHCI; -22 476184 13676 |2,87| 43,25 | 260,5
Lote 1-CHCI; -32
Lote 2-CHCI; -12
Lote 2-CHCI; -22 387016 5056 |1,31| 35,15 | 211,7
Lote 2-CHCI; -32
Lote 3-CHCI; -12
Lote 3-CHCI; -22 431837 7855 |1,82| 39,22 | 236,3
Lote 3-CHCI; -32
Lote 4-CHCI; -12
Lote 4-CHCI; -22 448722 5235 |1,17| 40,75 | 245,5
Lote 4-CHCI; -32




Tabela 3.3b — Dados obtidos em CLAE para a quantificacao do derivado do
acido benzdéico

Area Hg/mg

TRATAMENTO DesvPad Erro| Conc na fr.

(254nm) o (%) |(ng/mL) CHCl;
meédia

Lote 1-CHCI; -12
Lote 1-CHCI, -22 318164 9219 [2,90| 45,28 | 45,48
Lote 1-CHCI; -32
Lote 2-CHCl; -12
Lote 2-CHCI; -22 339364 5821 1,72 | 48,29 | 48,49
Lote 2-CHCI; -32
Lote 3-CHCI; -12
Lote 3-CHCI, -22 435182 7080 |1,63| 61,93 | 62,17
Lote 3-CHCI; -32
Lote 4-CHCI; -12
Lote 4-CHCI, -22 341536 1976 (0,58 | 48,60 | 48,79
Lote 4-CHCI; -32

As concentracdes foram obtidas apos extrapolacao das areas médias nas curvas

de calibragdo (Figura 3.8).

A razdo da concentragdo obtida em pg/mL pela concentragdo da fracdo CHCl;
em mg/mL forneceu a proporgao peso/peso (ug/mg) desses marcadores na fragao

cloroférmica, as quais apresentadas na Figura 3.10.
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Figura 3.10— Concentracao de dilapiol e derivado do acido benzéico prenilado
nas fracoes cloroformicas



Os resultados nao mostraram correlagdo com os resultados obtidos na
quantificagdo dos marcadores no produto e nem nos resultados de atividade
biolégica, provavelmente pelo processo de obtengédo da fragéo cloroférmica adotado
particdo liquido-liquido. Considerando que num processo de particao liquido-liquido,
as substancias distribuem-se de acordo com o0s seus respectivos coeficientes de
particdo, provavelmente tanto o dilapiol como o derivado do acido benzobico
prenilado devem ter se distribuido nas fragdes hexanicas e hidroalcéolica (vide
Esquema 1.1). J&4 no caso do tratamento via extracdo fase sélida, observou-se
claramente que dilapiol e o derivado do acido benzdico prenilado concentraram-se
unicamente na fragdo analisada. Portanto a quantificacao é melhor realizada com o

tratamento do produto via Seppak.

Entretanto, a andlise da fragdo cloroférmica foi importante para descrever o perfil
cromatografico da fracdo ativa do produto, conforme resultados dos testes de
atividade antimicrobiana. O emprego da particdo liquido-liquido justifica-se quando
da necessidade de se trabalhar com uma quantidade maior de material (isolamento
de fitoconstituintes) ou mesmo pela disponibilidade de material para a realizagcao de

separacao por fase solida (Seppak).



CAPITULO 4 — OLEOS ESSENCIAIS

4.1 - Introducao

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, os quais sao usados para conferir aroma e odores
especiais a diversos produtos alimenticios e de perfumaria. Também é grande o seu
uso como medicamentos analgésicos, anti-sépticos, sedativos, expectorantes,

estimulantes, estomaquicos, etc. (CRAVEIRO et al., 1981).

Segundo Simdes e Spitzer (2003), a grande maioria dos Oleos volateis é
constituida de derivados de fenilpropandides e terpendides, sendo que esses ultimos
preponderam, constituindo uma grande variedade de substancias vegetais, sendo os
mais frequientes nos 6leos essenciais os monoterpenos (cerca de 90% dos 6leos

essenciais) e 0s sesquiterpenos.



Existem trabalhos demonstrando que a toxicidade de alguns componentes dos
6leos essenciais constitui uma protecdo contra predadores e infestantes. Mentol e
mentona, por exemplo, sdo inibidores do crescimento de varios tipos de larvas

(KESLEY et al., 1984).

A composi¢do quimica de um oleo essencial, extraido de uma mesma espécie
vegetal, pode variar significativamente, de acordo com a época de coleta, condigdes
climaticas (temperatura, a umidade relativa, a duracao total de exposicao ao sol e 0
regime de ventos) e de solo (grau de hidratacdo do terreno e a presenca de

micronutrientes).

A Amazbnia apresenta durante o ano, duas estacdes bem caracteristicas: o
inverno e o verdo. O inverno, conhecido como a época das aguas, tem inicio em
outubro e termina em margo, quando os niveis dos rios comeg¢am a baixar. O verao,
por sua vez, é considerado o periodo de “seca” e compreende os meses de abril a

setembro.

A precipitagdo pluviométrica na cidade de Manaus nos periodos de 2003 e 2004

esta apresentada nos graficos da figura 4.1.



Climatologia de Precipitacao e Temperatura

450 - - | a9
400 -

350 - IR
300 + 35 E
250 + — | + 33 %
200 " 31 g
150 -+ L -
. - T29 g
100 + O

50 H H H T 27

0 = T e e e 25

) $o} O $o) $e) X X & & & X

Q° O Q Q Q Q Q Q Q Q Q
R N N Q N A\ Q Q ,b\ \
¥ S @ & & & @ @a P @\ QQ

Figura 4.1 - Precipitacao em Manaus nos anos de 2003 e 2004

No presente trabalho, realizou-se a avaliagdo do teor do dilapiol no 6leo essencial
de Piper aduncum coletadas em trés diferentes localidades de Manaus, com o intuito
de observar o efeito sazonalidade e efeito da localidade geografica na
sintese/acumulo para esse marcador no éleo essencial. Considerando a volatilidade
dessa substancia, optou-se por sua analise pela extracdo do 6leo essencial, pela

facilidade de extracao e quantificacao.

O método de escolha para separar e quantificar o dilapiol no 6leo essencial foi a
cromatografia gasosa. Apesar do seu alto poder de separacao € um método simples
de se usar. A identificagdo das substdncias pode ser realizada, através da
comparagao dos indices de Kovats. O indice de Kovats ou indice de retengéo

relaciona o tempo de retencdo da substancia ao tempo de retengdo de uma série de



hidrocarbonetos saturados homélogos. Como duas substancias diferentes podem ter
o mesmo indice de retencdo em uma dada condicdo é recomendavel analisar uma

determinada mistura em duas colunas de polaridades diferentes. (DAVIES, 1990).

Formula do indice de retencéo de Kovats

IRk = 100. n [(tRsubs — tRnidant) / (tRnigpost — tRhidant)] + 100. N° Chidant

Onde:

IR«: Indice de retencéo de Kovat's

n : diferenca entre 0 numero de carbonos imediatamente anterior e posterior a
substancia que se quer determinar

tRsubs: tempo de retengao da substancia

tRhidant: tempo de retencao do hidrocarboneto anterior

tRhidpost: tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior

Para ter mais seguranga na identificacdo dos picos individuais, € recomendavel
analisar também o Oleo essencial por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Esse acoplamento fornece adicionalmente aos indices
de retengé@o o espectro de massas para cada pico. A andlise do espectro de massas
geralmente fornece a massa molecular e o padrao de fragmentagéo, o qual pode ser

comparado com aqueles constantes em bibliotecas de massas (NIST, por exemplo).



4.2 - Equipamentos e materiais utilizados

Cromatégrafo Gasoso de Alta Resolugdo, modelo HP 6890 Plus, Marca

HEWLETT-PACKARD, equipado com sistema “dual-column” acoplado a dois

detectores de ionizacdo de chama, utilizando colunas capilares HP-5 (30 m x 0,320

mm e filme 0,25 pm) e INNOWAX (30m x 0,320 mm e filme 0,25 yum) e gas de

arraste hidrogénio.

Cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas da Shimadzu,

modelo CGMS-QP2010, com injetor automatico (modelo AOC-20). Coluna DB-5MS

(25m x 0,25 mm e filme 0,25 um) e gas de arraste hélio.

Solventes grau espectroscédpico da Merck e OmniSolv.

Seringa Hamilton 10 pL para CG;

Micropipetadores Gilson (P1000) e Eppendorf (P20 e P200);

A secagem do material vegetal foi realizada utilizando estufa (FANEM, modelo

315 SE), com temperatura ajustada entre 40-50 °C.

Aparelhagem de Clevenger modificada;

Centrifuga



4.3 — Experimental

Realizou-se a coleta de P. aduncum, partes aéreas, no periodo de Jul/2003 a
Jun/2004, no 23° dia de cada més no periodo da tarde, em trés diferentes
localidades na cidade de Manaus: Campus (area interna do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia); Aleixo (Conjunto Colina do Aleixo, local de coleta da
empresa SIEMA para a produgdo do produto Dermodilapiol) e Distrito Industrial

(Figura 4.2).

Figura 4.2 - Coleta no campus/INPA (marco, 2004)

Imediatamente a coleta, as folhas foram separadas, pesadas e secas em estufa
na temperatura entre 40-50 °C, sendo diariamente pesadas até peso constante.
Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada localidade. Ao final, obteve-

se o percentual de perda de 4gua para cada espécie coletada.



Uma vez secas, as folhas foram trituradas e seu 6leo essencial foi extraido,
através da hidrodestilacao utilizando extrator Clevenger modificado num periodo de

4 horas.

O oleo obtido foi separado do hidrolato por extragdo com DCM, em funil de
separagdo. Utilizou-se centrifuga para facilitar a separacao das fases e, finalmente

sulfato de sddio anidro para eliminar toda a agua residual.

4.3.1 — Caracterizacao do 6leo por CG-EM

A andlise em CG-EM foi realizada no Centro de Biotecnologia da Amazdnia

(CBA).

Para a realizacdo da analise em CG, o 6leo essencial foi diluido em n-hexano

numa concentragéo final de 1 mg/mL.

A temperatura inicial da coluna foi programada para 120 °C com gradiente linear
de 2 °C/min até 160 °C, variando o gradiente linear para 10 °C/min até 240 °C. As
temperaturas do injetor e detector foram 240 °C e 270 °C, respectivamente. O
volume de injecao foi de 1 pL, no modo split 20:1. O tempo total de analise foi de 28

minutos.



Os espectros de massas foram obtidos a cada segundo e a ionizacdo ocorreu

através do impacto de elétrons a 70 eV.

Os componentes da amostra foram identificados através da comparacdo dos
espectros de massas com aqueles constantes na biblioteca Wiley7.Lib. e também da
comparacdo dos indices de Kovats obtidos e constantes na literatura (ADAMS, 1995

e DAVIES, 1990) para cada componente principal do 6leo.

4.3.2 — Avaliacao sazonal do teor de dilapiol por CG-DIC

Uma vez obtida a caracterizagdo dos principais constituintes do éleo essencial no
CG-EM, realizou-se o estudo da avaliacao sazonal e localizacao geografica quanto a
variacao do teor de dilapiol presente no 6leo essencial, utilizando CG-DIC com duas
colunas cromatogréficas (apolar e polar) e no mesmo método de analise empregado

na analise por CG-EM.

Efetuou-se a andlise de todas as amostras de 6leo essencial obtidas nas coletas

(Aleixo, Campus e Distrito).



4.4 - Resultados e discussao

4.4.1- Analise em CG-EM

O cromatograma (Figura 4.3) obtido nos mostra que o 6leo essencial de P.
aduncum é relativamente simples, constituido de poucos constituintes, onde se
observa a presenca de um componente majoritario, o dilapiol.
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Figura 4.3 - Cromatograma do 6leo essencial de P. aduncum obtido em CG-EM

A comparagéo dos espectros de massas obtidos com 0s presentes na biblioteca
Wiley7.Lib e a confirmacdo dos indices de retencdo calculado com os indices
tabelados por Adams (1995) e Davies (1990), permitiram identificar os componentes

do 6leo essencial, conformes dados apresentados na tabela 4.1.



Tabela 4.1 - Dados de tg, IR caiculado © IR iteratura para os componentes do 6leo
essencial de P. aduncum.

trion | IReacusio | pgame (1665) | Davies (1o00) |  Substancia
8,79 1424 1418 1428 [E]- cariofileno
12,01 1517 1520 - miristicina
13,63 1557 1564 1553 [E]- nerolidol
14,28 1573 1576 - espatulenol
14,52 1579 1581 1576 oxido de cariofileno
16,03 1629 1622 - dilapiol

O resultado obtido esta de acordo com a literatura (GOTTLIEB et al., 1981), a
qual apresenta o dilapiol como constituinte majoritario do 6leo. Por tratar-se do
principal componente do éleo e um importante marcador do produto e da matéria-
prima, resolveu-se acompanhar sua variagdo no 6leo, através da avaliacao sazonal
a partir das coletas realizadas em trés diferentes localidades na cidade de Manaus,

num periodo de 1 ano.

4.4.2 - Avaliacao sazonal

O oleo essencial foi obtido, a partir de folhas secas e realizou-se previamente
uma avaliagdo da umidade presente através de pesagem do material fresco e seco

(até peso constante).



4.4.2.1 — Analise de umidade e rendimento do 6leo

A tabela 4.2 apresenta os valores médios obtidos nas andlises
preliminares como massa fresca, massa seca, perda de umidade e rendimento do
Oleo para as espécies de P. aduncum coletadas nas trés localidades: Aleixo,

Campus e Distrito.



Tabela 4.2 - Dados médios obtidos para as trés localidades coletadas

Rendimento (%)

Peso Fresco (g) Peso Seco (g) % Umidade Massa do 6leo (mg) g/g

Periodo A C D A C D A C D A C D A C D
Julho 36,40 | 35,84 | 33,95 | 10,61 | 831 | 7,12 | 70,84 | 76,80 | 79,03 [ 182,5 | 131,7 | 1149 [ 1,72 | 1,58 | 1,61
Agosto 34,41 | 34,09 | 38,18 | 9,37 | 7,59 | 10,48 | 72,77 | 77,72 | 72,55 | 101,3 | 79,2 | 194,3 | 1,08 | 1,04 | 1,85
Setembro | 25,19 | 12,95 | 25,64 | 18,78 | 10,01 | 18,96 | 25,42 | 22,72 | 26,05 | 111,1 | 453 | 75,1 | 0,59 | 0,45 | 0,40
QOutubro | 25,53 | 16,43 | 25,92 | 7,51 3,80 | 6,71 | 70,60 | 76,88 | 74,10 | 56,5 | 28,6 | 39,7 | 0,75 | 0,75 | 0,59
Novembro | 35,19 | 37,02 | 28,83 | 9,54 | 10,43 | 8,08 | 72,90 | 71,84 | 71,99 | 533,0 | 412,8 | 290,1 | 5,59 | 3,96 | 3,59
Dezembro | 35,71 | 35,55 | 35,62 | 9,39 | 10,05 | 8,57 | 73,70 | 71,72 | 75,93 | 250,3 | 281,6 | 187,2 | 2,66 | 2,80 | 2,18
Janeiro 352 | 352 | 353 | 942 | 728 | 9,04 | 73,26 | 79,31 | 74,39 | 306,1 | 302,4 | 379,2 | 3,25 | 4,15 | 4,19
Fevereiro | 39,9 | 40,1 39,8 | 890 | 844 | 894 | 77,71 | 78,94 | 77,52 | 256,2 | 301,0 | 445,2 | 2,88 | 3,56 | 4,98
Marco 36,5 | 364 | 363 | 898 | 8,72 | 9,89 | 75,37 | 76,06 | 72,79 | 325,0 | 321,7 | 333,2 | 3,62 | 3,69 | 3,37
Abril 37,42 | 37,24 | 37,52 | 9,90 | 10,10 | 8,35 | 73,54 | 72,89 | 77,76 | 310,9 | 169,8 | 425,7 [ 3,14 | 1,68 | 5,10
Maio 37,40 | 37,26 | 37,49 | 10,09 | 7,47 8,36 | 73,02 | 79,95 | 77,71 | 234,1 | 1975 | 219,9 | 2,32 | 2,64 | 2,63
Junho 37,63 | 37,68 | 37,49 | 9,29 | 845 | 10,48 | 75,31 | 77,57 | 72,05 | 274,1 | 291,1 | 5193 [ 2,95 | 3,44 | 4,96

A: Aleixo; C: Campus e D: Distrito



No més de setembro, o material vegetal foi perdido devido a contaminacao

fungica, logo esses resultados foram descartados.

O gréfico observado na Figura 4.4 mostra variagcao na faixa entre 70 a 80%
de perda de &agua, observando-se quase nenhuma diferenca, em relacdo as

localidades coletadas.
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Figura 4.4 - Variacao do teor de umidade
Campus apresentou um teor de agua maior que 0s outros individuos.
Provavelmente pelo fato desse individuo estar localizado em area mais sombreada,
ao contrdrio do individuo Aleixo, que se encontrava em area de pleno sol e

apresentou menores teores de umidade.

Os individuos coletados apresentaram uma variagdo semelhante no
rendimento de 6leo. Nos meses de Jul/03 a out/03 observa-se um baixo rendimento
de 6leo (Figura 4.5) , que ao compararmos com os dados de pluviometria, observa-

se que esses meses foram os meses mais quentes e com pouca chuva.
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Figura 4.5 - Rendimento do 6leo essencial nos individuos coletados e
precipitacao

4.4.2.2 — Avaliacao sazonal do teor de dilapiol por CG-DIC

O método desenvolvido para a avaliacao do dilapiol no éleo essencial de
P. aduncum foi um método considerado bom, com um tempo curto de andlise e com

boa separacao da substancia de interesse.

Foi analisado um total de 33 amostras de 6leo essencial, cujos resultados
de area e percentual por area do dilapiol, colunas apolar e polar, estédo apresentados

na Tabela 4.3.



Tabela 4.3 - Dados de area e area percentual para o dilapiol obtidos da analise do CG-DIC, colunas apolar (HP-5) e

polar (INNOWAX).
ALEIXO CAMPUS DISTRITO
PERIODO | Area o Area o | Area o Area o\ | Area o Area o
(polar) A(%) (apolar) A(%) (polar) C(%) (apolar) C(%) (polar) D(%) (apolar) D(%)

JUL/03 1608,4 | 95,3 | 1570,6 | 95,6 | 21153 | 95,1 | 2077,3 | 93,8 | 4625,1 | 91,1 | 4534,0 | 89,7

AGO/03 | 2710,8 | 87,9 | 2663,8 | 84,8 |2111,2| 88,4 | 2075,9 | 87,4 | 2659,8 | 94,2 | 2601,3 | 93,0

OuT/03 | 1751,4 | 92,8 16749 | 94,7 | 884,5 | 88,8| 854,8 | 76,4 | 20452 | 94,1 | 19952 | 89,5

NOV/03 | 4530,0 | 93,2 | 44775 | 87,2 |4247,0| 952 | 4197,0 | 92,6 | 2773,7 | 95,1 | 2748,5 | 91,0

DEZ/03 | 5357,7 | 89,6 | 5294,7 | 88,1 | 3342,7 | 93,1 | 3302,0 | 91,0 | 3228,0 | 93,8 | 3195,6 | 92,6

JAN/O4 | 5488,9 | 89,2| 5397,3 | 86,0 | 3098,8 | 93,7 | 3052,3 | 92,1 | 2974,2| 93,2 | 2923,0 | 91,9

FEV/04 | 5859,5 | 86,7 | 5781,2 | 72,0 | 7454,3 | 88,9 | 7301,9 | 79,2 | 3049,8 | 88,0 | 3014,0 | 75,5

MAR/04 | 93053 | 88,2| 9207,7 | 88,8 | 75156 | 91,2 | 7411,9 | 91,1 | 5513,8 | 91,0 | 54424 | 90,4

ABR/04 | 35172 | 91,1 | 3496,2 | 86,1 | 3168,4 | 88,7 | 3119,5 | 83,6 | 3246,9 | 91,8 | 3203,8 | 82,5

MAI/04 | 7143,6 88,5| 7063,4 | 89,5 | 6429,5| 93,0 | 6313,4 | 93,0 | 4652,9 | 92,7 | 4585,5 | 91,6

JUN/04 44946 | 92,5| 44422 | 91,5 151979 | 92,7 | 5133,0 | 92,0 | 7398,7 | 88,1 | 7318,3 | 87,8




A vantagem de se utilizar duas colunas de polaridades diferentes esta na
confiabilidade dos resultados, uma vez que, se obtém a confirmagdo de que a
substancia de interesse ndo esta eluindo com um outro constituinte presente no

oleo.

A comparacao dos teores de dilapiol no 6leo essencial, nas duas colunas
mostrou diferengas significantes, sendo estes valores superiores na coluna polar e,
provavelmente, o dilapiol ndo deve estar puro como na coluna apolar. Os individuos
Aleixo, Campus e Distrito no més de fevereiro tiveram maior diferenca nos

resultados das duas colunas, variando em 14,10 e 13,5 %, respectivamente.

Nos cromatogramas apresentados na Figura 4.6, observa-se as diferencas
entre as colunas polar e apolar, onde os tempos de retencao para dilapiol séo 18,8 e
8,7 min, respectivamente. Também € possivel observar o mesmo perfil

cromatografico para cada individuo coletado.
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Figura 4.6: Comparacao das analises nas colunas polar e apolar e avaliacoes

dos perfis cromatograficos obtidos



Nos graficos abaixo, estdo apresentados os graficos de teor de dilapiol nas
colunas apolar (Figura 4.7) e polar (Figura 4.8), nos quais observa-se pouca
mudancga e ndo h4 uma variagdo clara entre o teor de dilapiol com a temperatura

maxima mensal e diaria ou com a precipitacdo mensal e diaria (Figura 4.9).

As variagdes observadas em outubro/03 (individuo Campus) e em
fevereiro/04 (individuos Aleixo e Campus) podem ter resultado da variagao climatica

no momento da coleta, pois tinhamos dias chuvosos e outros com pleno sol.

Vale ressaltar também que o individuo Campus era mais jovem que 0s
demais individuos, com menor porte e com um numero de folhas reduzido. Ao
contrario, o individuo Aleixo ja era bem desenvolvido e ficava diretamente exposto

ao sol, e para este observa-se quase sempre um teor de dilapiol inferior.



Teor do dilapiol no 6leo de P. aduncum (HP-5)
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Figura 4.7 — Graficos do teor de dilapiol na coluna HP-5 e correlagcao com fator
temperatura média mensal e temperatura maxima diaria.



Teor do dilapiol no 6leo de P. aduncum (INNOWAX)
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Figura 4.8 — Graficos do teor de dilapiol na coluna INNOWAX e correlacdao com
fator temperatura média mensal e temperatura maxima diaria.



Teor de dilapiol X Precipitacao diaria (HP-5)
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Figura 4.9 — Graficos do teor de dilapiol na coluna HP-5 e correlacao com
o fator precipitacao mensal e diaria.



Teor de dilapiol X Precipitacao mensal (INNOWAX)
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Figura 4.10 — Graficos do teor de dilapiol na coluna INNOWAX e
correlacao com o fator precipitacao mensal e diaria.

Com a observagao dos graficos obtidos para o teor de dilapiol para cada
individuo coletado e correlacionando com os fatores temperatura e precipitagao
observou-se que o teor de dilapiol ndo estad correlacionado com esses fatores.
Provavelmente esses fatores obtidos (temperatura, stress hidrico) ndo influenciam

na biossintese do dilapiol.



Il - CONCLUSAO GERAL

O Brasil é um dos paises mais ricos em biodiversidade do planeta e estudos
etnobotanicos comprovam que a sua populacado faz uso de plantas medicinais ha
séculos. Consequientemente existe um enorme potencial, quanto a exploragdo da

sua rica flora medicinal no desenvolvimento da industria fitoterdpica nacional.

Contudo um dos maiores entraves existentes é a insuficiéncia de informacdes
que correlacionem para uma dada espécie vegetal, a atividade biologica preconizada
e a sua constituicdo quimica; de forma a permitir garantir a eficacia e seguranca de

um produto fitoterapico.

Neste trabalho, procurou-se estabelecer parametros e métodos de controle de
qualidade para o produto antimicético Dermodilapiol, produzido a partir do extrato

etandlico das partes aéreas de Piper aduncum.

O estudo foi iniciado com o fracionamento e isolamento de constituintes quimicos
associados com a atividade antimicrobiana, de onde po6de-se obter uma Unica fragao

ativa (fragcéo cloroférmica). A partir dessa fragéo ativa, realizou-se o isolamento de



cinco constituintes quimicos, dois fenilpropandides (dilapiol e miristicina), um
derivado de acido benzéico prenilado, uma flavanona (sacuranetina) e uma chalcona

(diidroflavocavina B).

A partir do isolamento desses constituintes, procurou-se verificar o0 seu emprego
como marcadores quimicos em estudos de controle de qualidade de matéria-prima e
produto final. Para essa finalidade, foram definidos parametros simples de controle
de qualidade (concentracao, densidade e % fracédo ativa) e mais complexos como a
definicdo de perfis cromatograficos da fracao ativa, por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

Pbéde-se verificar que os perfis cromatograficos das diferentes fracdes ativas
analisadas, obtidas de diferentes lotes do produto, eram muito semelhantes entre si.
Por outro lado, p6de-se também associar a perda da atividade antimicrobiana de um

dos lotes analisados, com a mudanca do perfil cromatografico verificado.

Realizou-se entdo estudos de quantificacdo de dois constituintes quimicos
isolados, o dilapiol e o derivado do acido benzéico prenilado, também por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Apesar dos estudos publicados na literatura
indicarem que a atividade do produto nao esteja correlacionada com a presenca de
um unico principio ativo, mas sim de um conjunto; péde-se observar nos estudos de
quantificagdo, uma correlacdo entre a atividade observada e a concentragdo do

derivado do acido benzoico prenilado no produto final.



Portanto dentre os constituintes quimicos isolados e analisados, podemos
considerar o derivado do acido benzdico prenilado como um bom marcador quimico
para caracterizacdo da matéria-prima e do produto final, pois além da correlagdo
observada, possui atividade biolégica comprovada na literatura e € um dos

componentes majoritarios da fracao ativa.

Por sua vez, o fenilpropandide dilapiol, mostrou-se apenas um bom marcador
quimico para o controle da matéria-prima, pois possui pouca atividade biol6gica e
mostrou pouca correlagdo entre a concentracao e a atividade observada no produto.
Contudo por se tratar de uma substancia pouco comum em espécies do género
Piper, quase que exclusivamente produzida por Piper aduncum; pode auxiliar na
distincdo rapida e segura da matéria-prima, especialmente na etapa da coleta

(distincao botanica) e processamento do material vegetal.

A chalcona diidroflavocavina B e a flavanona sacuranetina podem também ser
considerados bons marcadores quimicos, pois existem relatos na literatura
descrevendo a sua atividade antimicrobiana. Contudo um estudo mais aprofundado
para estabelecer a concentracdo presente e a atividade observada ainda se faz

necessario.

As andlises dos 6leos essenciais obtidos de trés individuos de Piper aduncum
coletados em trés diferentes localidades indicaram uma constancia nos perfis
obtidos, porém uma significativa variacdo na quantidade produzida do marcador
dilapiol. Aparentemente a quantidade esta relacionada com o periodo de chuvas da

regido. Esse fato indica que pode estar ocorrendo uma variabilidade quimica e



conseqlientemente variacdo na eficacia do produto. Esses resultados estdo de
acordo com a premissa geral que o cultivo da espécie medicinal é fundamental no

desenvolvimento de produtos fitoterapicos com eficacia e seguranga garantida.



Ill - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRAWAL, P.K.; BANSAL, M.C. Carbon-13 NMR of Flavonoids. Elsevier Press:
New York, p.104 e p. 402, 1989.

ADAMS, R. P. Identification of Essencial oil Components by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry. Allured Publ Corp., Carol Stream, Il, 469 p.,
1995.

AKERELE, O. Medicinal Plants And Primary Healthy Care: An Agenda For Action.
Fitoterapia, v. LIX, p. 355-363, 1988.

ALMEIDA, E.R. Plantas Medicinais Brasileiras. Sao Paulo:Hermes, p. 341, 1993.

ALVAREZ, A.; LARIONOVA, M. Valoracion de la actividad antiulcerosa de varias
plantas medicinales. Revista Cubana de Farmacia, vol.28, p.138-141, 1994.

ANTO, R. J.; SUKUMARAN, K.; KUTTAN, G.; RAO, M. N.; SUBBARAJU, V. and
KUTTAN, R. Anticancer and antioxidant activity of synthetic chalcones and related
compounds. Cancer Letters, vol. 97; p. 33-37, 1995.

BACHI, E. M. Controle de qualidade de fitoterapico. In: DI STASI, L. C. (org.).
Plantas Medicinais: arte e ciéncia. Sao Paulo: Universidade Estadual Paulista, p. 16-
197, 1996.



BAKER, J.T. et al. Natural Product Drug Discovery and Development: new
perspectives on international collaboration. Journal of Natural Products, vol. 58, p.
1325-1357, 1995.

BALDOQUI, D.C.; KATO, M.J.; CAVALHEIRO, A.J.; BOLZANI, V.S.; YOUNG,
M.C.M.; FURLAN, M. A. chromene and prenylated benzoic acid from Piper aduncum.
Phytochemistry, vol. 51, p.899-902, 1999.

BARREIRO, E.J. Desenho de Farmacos a Partir de Produtos Naturais. In:
YUNES, A.R. e CALIXTO, J.B.(orgs.). Plantas Medicinais sob a oética da quimica
medicinal moderna. Chapecé: Argos, p. 237-297, 2001.

BASTOS, C.N. Potencial do 6leo essencial de Piper aduncum para o controle de
Crinipellis perniciosa e outros fungos fitopatogénicos. Fitopatologia Brasileira,
v.22, p.441-443, 1997.

BAUER, A. W.; KIRBY, W.M.M.; SERRIS, J.C.; TURCK, M. Antibiotic susceptibility
testing by a standardized single disk method. Technical Bulletin of the Registry of
Medical Technologists, vol. 36. p.49-52, 1966.

BAUER, R. Quality criteria and standardization of phytopharmaceuticals: can
acceptable drug standards be achieved? Drug Information Journal, vol. 32. p.101,
1998.

BENEVIDES, P.J.C.; SARTORELLI, P. e KATO, M.J. Phenylpropanoids and
neolignans from Piper regnellii. Phytochemistry. v.52, p. 339-343, 1999.

BERNARD, C.B.; KRISHNAMURTY, H.G.; CHAUNET, D.; DURST, T.; PHILOGENE,
B.J.R.; SANCHEZ-VINDAS, P.; HASBUN, C.; POVEDA, L.; ROMAN, L.S. and
ARNASON, J.T. — Insecticidal Defenses of Piperaceae from the neotropics. Journal
of Chemical Ecology. vol.21, p.801-814, 1995.

BERNHARD, H. O. und THIELE, K. Isolierung von 1-Allyl-2,3-dimetoxy-4,5-
methylendioxybenzol (= Dill-Apiol) aus Heckeria umbellata (L.) Kunth (Piperacea).
Helvetica Chimica Acta, vol. 6, p. 2274, 1978.



BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Resolugéo —
RDC N.%48, de 18 de margco de 2004.Dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos. In: Diario Oficial da Uniao, Brasilia, mar. 2004

BURKE, B. and NAIR, M. Phenylpropene, benzoic acid and flavonoid derivatives
from fruits of Jamaican Piper species. Phytochemistry, vol. 25, p. 1427-1430, 1986.

CACERES, A.; MENENDEZ, H.; MENDEZ, E.; COHOBON, E.; SAMAYOA, B.E.;
JAUREGUI, E.; PERALTA, E. and CARRILLO, G. Antigonorrhoeal activity of plants
used in Guatemala for the treatment of sexually transmitted diseases. Journal of

Ethnopharmacology, vol. 48, p.85-88, 1995.

CALIXTO, J.B. Medicamentos Fitoterapicos. In: YUNES, A.R. e CALIXTO,
J.B.(org). Plantas Medicinais sob a ética da quimica medicinal moderna. Chapecé:
Argos, p. 297-317, 2001.

CALIXTO, J.B. Biodiversidade como Fonte de Medicamentos. Ciéncia e Cultura,
vol. 55, p. 37-39, 2003.

CECHINEL FILHO, V. e YUNES, R. A. Estratégias para a obtencdo de compostos
farmacologicamente ativos a partir de plantas medicinais. Conceitos sobre
modificagdo estrutural para otimizacdo de atividade. Quimica Nova, vol. 21, p. 99-
105, 1998.

CELEGHINI, R.M.S.; VILEGAS, J.H.Y. and LANCAS, F.M. Extraction and
Quantitative HPLC Analysis of Coumarin in Hydroalcoholic Extracts of Mikania
glomerata Spreng. (“guaco”) Leaves. Journal of the Brazilian Chemical Society,
vol. 12, p.706-709, 2001.

CHOI, D.W.; KIM, J.H.; CHO, S.Y.; KIM, D.H. and CHANG, S.Y. Regulation and
quality control of herbal drugs in Korea. Toxicology, vol. 181-182, p. 581-586, 2002.



CICCIO, J. F. & BALLESTERO, C. M. Constituyentes volatiles de las hojas y espigas
de Piper aduncum (Piperaceae) de Costa Rica. Revista de Biologia Tropical, vol.
45, p. 783-790, 1997.

CRAVEIRO, A.A. Oleos de Plantas do Nordeste. Fortaleza: Edigdes UFC, p.210,
1981.

DANELUTTE, A.P.; LAGO, J.H.G.; YOUNG, M.C.M. e KATO, M.J. Antifungal
flavanones and prenylated hydroquinones from Piper crassinervium Kunth,
Phytochemistry, vol. 64, p.555-559, 2003.

DAVIES, N.W. Gas chromatographic retention indices of monoterpenes and
sesquiterpenes on methyl silicone and Carbowax 20M phases. Journal of
Chromatography, vol. 503, p. 1-24, 1990.

DEWINDT, B., VAN EEMEREN, K. and ANDRIES, K. Antiviral capsid-binding
compounds can inhibit the adsorption of minor receptor rhinoviruses. Antiviral

Research, vol. 25, p. 67-72, 1994.

DIAS, P.P.; MALDONADO, E. e OSPINA, E. Aceite esencial de Piper aduncum L.
Revista Latinoamericana de Quimica, vol. 15, p.136-138, 1984.

FAGAN, C.; RAMIREZ, A.C.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; CRUZ, M.E.S. &
STANGARLIN, J.R. Efeito do Extrato Bruto de Laurus nobilis e Zingiber
officinale no crescimento micelial de fungos fitopatogénicos, [s.d.]. Disponivel
em:<http://www.cca.uem.br/anu7000.htm> Acessado em: 29/01/2005

FARIAS, M.R. Avaliacdo de Qualidade de matérias-primas vegetais. In: SIMOES,
C.M.O. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5.ed. Porto Alegre: Editora
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, p. 197-220, 2002.

FARNSWORTH, N.R. et al. Medicinal Plants in Therapy. In: Bulletin of the World
Health Organization, [s.l.], p. 965-981, 1985.



FARNSWORTH, N.R. The Role of Ethnopharmacology in Drug Development. In:
D.J. Chardwick and J. Marsh (ed.), Bioactive Compounds from Plants. John Wiley &
Sons Ltda., Chichester, p. 2-21, 1990.

FERNADEZ, M.; NIETO, A.. Plantas Medicinales. Pamplona: Navarra, 1982.

FERREIRA, S.H. (org). Medicamentos a partir de Plantas Medicinais no Brasil.

Rio de Janeiro: Academia Brasileira de Ciéncia, 132 p., 1998.

FUJIMURA, H.; SAWADAT,T. e YAMAHARA, J. Chemical Abstracts, 107, 1987,
191022u.

GOODMAN, L.S.; GILMAN, A. The Pharmacological Basis Of Therapeutics. 9.ed.
Nova York: McGraw-Hill, 1905 p., 1996.

GOTTLIEB, O.R.; KOKETSU, M.; MAGALHAES, M.T.; MAIA, J.G.S.; MENDES,
P.H.; ROCHA, A.l; SILVA, M.L. and WILBERG, V.C. Acta Amazénica, vol.11, p.
143-148, 1981.

GUPTA, M.P.; ARIAS, T.D. & SMITH, R.M. The composition of the essential oil of
Piper aduncum L. from Panama. Revista Latinoamericana de Quimica, vol. 14, p.
36-37, 1983.

GYERESI, A.; KELEMEN, H.; KATA, M. Summary of the Chromatographic Methods
Recommended by Pharmacopoeias for Analysis of Medicinal Plants and their
Products. Journal of Planar Chromatography, vol. 10, p. 172-177, 1997.

HAMBURGER, M.;HOSTETTMANN, K. Bioactivity in plants: the link between
phytochemistry and medicine. Phytochemistry, vol. 30, p. 3864, 1991.

HANSEL, R.; STICHER, O.; STEINEGGER, E. Pharmakognosie-Phytopharmazie,
Springer, Berlin, 1999. In: NYIREDY, S. Separation strategies of plant constituents —
current status. Journal of Chromatography B, 812, p. 35-51, 2004



HONDA, G., KOEZUKA, Y. and TABATA, M. Isolation of Dillapiol from a Chemotype
of Perilla frutescens as an active principle for prolonging Hexobarbital-Induced Sleep.
Chemical and Pharmeutical Bulletin, vol.36, p. 3153-3155, 1988.

HOSTETTMAN, K.; QUEIROZ, E.F.; VIEIRA, P.C. Principios Ativos de Plantas
Superiores. Sdo Carlos: EDUFSCar, 152 p., 2003.

HUFFORD, C.D. and OGUNTIMEIN, B.O. Dihydrochalcones from Uvaria angolensis.
Phytochemistry, vol. 19, p. 2036-2038, 1980.

IVBIJARO, M.F. and BOLAJI, O.O. Effects of cypermethrin + dimethoate and extracts
of Piper guineense and Azadirachta indica on the pests and Yeld of cowpea Vigna
unguiculata. Journal Agricultural. Science, vol. 115, p. 227-231, 1990.

ITOKAWA, H.; MORITA, M. and MIHASHI,S. Phenolic compounds from the rhizomes
of Alpinia speciosa. Phytochemistry, vol. 20, p. 2503-2506, 1981.

KESLEY, R. G.; REYNOLDS, G. W. e RODRIGUEZ, E. The chemistry of
biologically active constituents secreted and stored in plant glandular
trichomes, 1984. In: RODRIGUEZ, E.;HEALEY, P.L. Biology and chemistry of plant
trichomes. New York: Plenum, 1984.

KHARAZMI, A.; CHEN, M.; THEANDER, T. G. and CHRISTENSEN, S. B. Discovery
of oxygenated chalcones as novel antimalarial agents. Annals of Tropical Medicine
and Parasitology. v. 91; p. S91-S95; 1997.

KINGHORN, A.D.; SEO, E.K. Plants as sources of drugs. In: ACS Symposium
Series 647, Agricultural Materials as Renewable Resources: nonfood and industrial
applications. Washington: American Chemical Society, p. 179-193, 1996.

LAGO, J.H.G.; RAMOS, C.S.; CASANOVA, D.C.C.; MORANDIM, A.A.; BERGAMO,
D.C.B.; CAVALHEIRO, A.J.; BOLZANI, V.S.; FURLAN, M.; GUIMARAES, E.F;
YOUNG, M.C.M. e KATO, M.J. Benzoic Acid Derivatives from Piper Species and
Their Fungitoxic Activity against Cladosporium cladosporioides and C.
sphaerospermum. Journal of Natural Products, Vol. 67, p. 1783-1788, 2004.



LAINETTI, R. & BRITO, N.R.S. A saude pelas plantas e ervas do mundo inteiro.
Ed. Tecnoprint Ltda, Rio de Janeiro, p. 163, 1980.

LAPA, A.J. Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais. In: SIMOES, C.M.O. et
al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 3.ed. Porto Alegre: Editora da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, p. 181-196, 2001.

LENTZ, D.L.; CLARCK, AM.; HUFFORD, C.D.; MEURER-GRIMES, B,
PASSREITER, C.M.; CORDERO, J.; IBRAHIMI, O.; OKUNADE, A.L. Antimicrobial
properties of Honduran medicinal plants. Journal of Ethnopharmacology, Vol. 63,
p.253-263, 1998.

LIANG, Y; XIE, P. and CHAN, K. Quality control of herbal medicines. Journal of the
Chromatography B, vol. 812, p.53-70, 2004.

LORENZI, H & MATOS, J. A. Plantas Medicinais: nativas e exéticas cultivadas.
Nova Odessa, SP: Instituto Plantarum, 512p. ,2002.

MAIA, J. G. S.; ZOHHBI, M.G.B.; ANDRADE, E.H.A.; SANTOS, A.S.;SILVA, M.H.L;
LUZ, A.l.LR. e BASTOS, C.N. - Constituents of the essential oil of Piper aduncum L.
growing wild in the Amazon region. Flavour and Fragrance Journal, vol.13, p. 269-
272, 1998.

MAIA, J. G. Plantas aromaticas da Amazoénia: propriedades inseticida, fungicida
e usos na mediacdo do controle biolégico, [s.d.]. Disponivel em: <
http://www.mct.gov.br/pdf/livro137.pdf> Acesso em: 13/12/2004.

MARASCHIN, M. e VERPOORTE, R. Aplicacoes da cromatografia liquida e
espectrometria de massas na analise de metabdlitos secundarios vegetais e
em biomedicina In: CALIXTO, J.B. Medicamentos Fitoterapicos. In: YUNES, A.R. e
CALIXTO, J.B.(org). Plantas Medicinais sob a otica da quimica medicinal moderna.
Chapec6: Argos, p. 147-193, 2001.



MASUDA, T; INAZUMI, A.; YAMADA, Y.; PADOLINA, W.G.; KIKUZAKI, H. and
NAKATANI, N. Antimicrobial phenylpropanoids from Piper sarmentosum.
Phytochemistry, vol. 30, p. 3227-3228, 1991.

McCHESNEY, James. Biological And Chemical Diversity And Search For New
Pharmaceuticals And Other Bioactive Natural Products. In: ACS Symposium
Series 534, Human Medicinal Agents from Plants. Washington, . p. 38-47, 1993.

MILLIKEN, W. Plants for malaria. Plants for fever: Medicinal species in Latin
America - a bibliographic survey. The Royal Botanic Gardens, Kew: The European
Union, p. 83-86, 1997.

MORALES, G.; SIERRA, P.; MANCILLA, A.; PAREDES, A.; GALLARDO, O. and
BORQUEZ, J. Secondary metabolites from four medicinal plants from Northern Chile:
Antimicrobial activity and biotoxicity against Artemia salina. Journal of the Chilean
Chemical Society, vol 48, p.13-18 ,2003.

MOREIRA, D.L.; GUIMARAES, E.F.; KAPLAN, M.A.C. A chromene from Piper
aduncum. Phytochemistry, v.48, p. 1075-1077, 1998.

MORS, W. B.; RIZZINI, C.T. e PEREIRA, N.A. Medicinal Plants of Brazil.
Reference Publications, Agonac, p. 272-273, 2000.

MORTON, J.F. Atlas of Medicinal Plants of Middle America. Charles C. Thomas,
Springfield, p.1420, 1981.

NAIR, M.G. e BURKE, B.A. Antimicrobial Piper Metabolite And Related Compounds.
Journal of the Agriculture and Food Chemistry, v. 38, p. 1093-1096, 1990.

OESTRED, Schweigger’s Journal. v. 29, p.80. 1819. In: SENGUPTA, S. e RAY, A.B.
The chemistry of Piper species: a review. Fitoterapia. vol. LVIII, p. 147-166, 1987.

OKUNADE, A.L.; HUFFORD, C. D.; CLARK, A. M. and LENTZ, D. Antimicrobial
properties of the constituents of Piper aduncum L. Phytotherapy Research, v. 11, p.
142-144, 1997.



ORJALA, J.; ERDELMEIER, C. A. J.; WRIGHT, A. D.; RALI, T. and STICHER, O.
Two chromenes and a prenylated benzoic acid derivative from Piper aduncum L.
Phytochemistry, v. 34, p. 813-818, 1993a.

ORJALA, J.; ERDELMEIER, C. A. J.; WRIGHT, A. D.; RALI, T. and STICHER, O.
Five new prenylated p-hydroxybenzoic acid derivatives with antimicrobial and
molluscicidal activity from Piper aduncum leaves. Planta Medica, v. 59, p.546-551,
1993b.

ORJALA, J.; ERDELMEIER, C. A. J.; WRIGHT, A. D. and STICHER, O. New
monoterpene substituted dihydrochalcones from Piper aduncum L. Helvetica
Chimica Acta, v. 76, p.1481-1488, 1993c.

ORJALA, J.; WRIGHT, A. D.; BEHRENDS, H.; FOLKERS, G. and STICHER,O.
Cytotoxic and Antibacterial Dihydrochalcones from Piper aduncum. Journal of
Natural Products, v. 57, p.18-26, 1994.

ORLANDI, O.; VERVLOET, A. E. Homeopatia ou Alopatia? Rio de janeiro, Marco,
1983.

PARMAR, V.S.; JAIN, S.C.; BISHT, K.S.; JAIN, R; TANEJA, P.; JHA, A.; TYAGI,
O.M.; PRASAD, A.K.; WENGEL, J.; OLSEN, C.E.; BOLL P.M. Phytochemistry of the
Genus Piper. Phytochemistry, vol. 46, p.597-673,1997.

PEREDA-MIRANDA, R.; BERNARD, C.B; DURST, T. e ARNASON, J.T. Methyl 4-
hidroxy-3-(3’-methyl-2’-butenilbenzoato, major insecticidal principle from Piper
guanacastensis. Journal Natural Products, vol. 60, p. 282-284, 1997.

PETROVICK, P. R.; GONZALEZ ORTEGA, G.; BASSANI, V. L. From a Medicinal
Plant to a Pharmaceutical Dosage Form. A (still) Logm Way for the Brasilian
Medicinal Plants. Ciéncia e Cultura, vol. 29, p. 1015-1025, 1999.

PINTO, A.C.; SILVA D.H.S.; BOLZANI, V.S.; LOPES, N.P.; EPIFANIO, R.A.
Produtos Naturais: Atualidade, Desafios e Perspectivas. Quimica Nova, Vol. 25,
Supl. 1, p. 45-61,2002.



PIO CORREA, M. Dicionario das plantas uteis do Brasil e das exoticas

cultivadas. V. |. Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, 1984.

RIBEIRO, A.; PILO-VELOSO, D.; ROMANHA, A. J. and ZANI, C. L. Trypanocidal
Flavonoids from Trixis vauthieri. Journal of Natural Products, 1997. v. 60, p. 836-
838.

ROBERTS, J.E.; SPEEDIE, M.K.; TYLER, V.E. Pharmacognosy and
Pharmacobiotechnology, Williams & Williams, Baltimore, 338 p., 1996.

SANTOS, B.V.O.; DA-CUNHA, E.V.L; CHAVES, M. C. O. and GRAY, A. L
Phenylalkanoids from Piper marginatum. Phytochemistry, vol. 49, p. 1381-1384,
1997.

SCHENKEL, E. P., GOSMANN, G. & PETROVICK, P.R. Produtos de origem
vegetal e o desenvolvimento de medicamentos. In: SIMOES, C.M.O. et al.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 3.ed. Porto Alegre: Editora da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2001. p. 181-196.

SCHULTES, R.E. De plantis toxicariis e mundo novo tropicale commentations
CIl. Notes on byodynamic Piperceous plantis. Rhodora, vol.77, p.165-170, 1975.

SCHULTES, R.E. and Raffauf, R.F. Medicinal and toxic plants of Northwest
Amazonia, in The Healing Forest: Medicinal and Toxic Plants of the Northwest
Amazon. Ethno - & Economic Botany Series, vol.2, p.362-368, 1990.

SENGUPTA, S. e RAY, A.B. The chemistry of Piper species: a review. Fitoterapia.
vol. LVIII, p. 147-166, 1987.

SILVA, E.M.J. e MACHADO,S.R.S. Structure and development of the secretory
trichomes in leaves of Piper regnelli (Miq.) C. DC. Var. Regnellii (Piperaceae).
Revista Brasileira de Botanica, vol. 22, p. 117-124; Sao Paulo, 1999.



SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L.
A. E PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 3.ed. Porto
Alegre: Editora da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 821 p., 2001.

SIMOES, C. M. O. e SPITZER, V. Oleos volateis. In: SIMOES, C.M.O. et al.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5.ed. Porto Alegre: Editora da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, p. 467-495, 2003.

SMITH, R.M. and KASSIM, H. The essential oil of Piper aduncum from Fiji. New
Zealand Journal of Science, vol. 22, p. 127-128. 1979.
STICHER, O. Quality of Ginkgo Preparations. Planta Medica. v. 59, p.2-11, 1993.

SU, H. C. F. and HORWAT, R. Isolation, identification and insecticidal properties of
Piper nigrum amides. Journal the Agriculture and Food Chemistry, vol. 29, p.
115-118, 1981.

TORRES-SANTOS, E.C.; RODRIGUES, J.M.; MOREIRA, D.L.; KAPLAN, M.A.C.;
and ROSSI-BERGMANN, B. Improvement of In Vitro and In Vivo Antileishmanial
Activities of 2’, 6’- Dihydroxy-4’- Methoxychalcone by Entrapment in Poly (D,L-
Lactide) Nanoparticles — Antimicrobial Agents and Chemotherapy, vol. 43,
p.1776-1778, 1999a.

TORRES-SANTOS, E. C.; MOREIRA, D.L.; KAPLAN, M.A.C.; MEIRELLES, M.N.
and ROSSI-BERGMANN, B. Selective Effect of 2, 6’- Dihydroxy-4’-
Methoxychalcone Isolated from Piper aduncum on Leishmania amazonensis —
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, p.1234-1241, 1999b.

VAN DEN BERG, M.E. Plantas medicinais na Amazénia — contribuicao ao seu
conhecimento sistematico. Belém, PR/MCT/CNPq, Piperaceae. p. 55-66, 1993.

YAKUSHUJIN, K.; TOHSHIMA, T.; SUZUKI, R.; MURATA, H.; LU, S.T. and
FURUKAUA, H. Studies on the constituents of the plants lllicium species. Il. Structure
of phenolic components. Chemical Pharmeutical and Bulletin, Vol. 31, n® 8, p.
2879-2883, 1983.



YUNES, R.A.; PEDROSA, R. C.; CECHINEL-FILHO, V. Farmacos e Fitoterapicos: A
Necessidade do Desenvolvimento da Industria de Fitofarmacos no Brasil, Quimica
Nova, Vol. 24, 147-152, 2001.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Regulatory Situation of Herbal Medicines: A

Worldwide review. Geneve: 1993.

WU, Q.; WANG, S.; TU, G.; FENG, Y.; YANG,J. Phytochemistry. vol. 44, p.727-
730, 1997.

ZDERO, C.; BOHLMANN, B. and ANDERBERG, A. Kaurane succinates and
prenylated aromatics from Odixia angusta and Ozothamnus obcordatus.
Phytochemistry, vol. 30, p. 2703-2706, 1991.



APENDICE - ESPECTROS DE RMN E CROMATOGRAMAS



oL —

y
05

T
23

T
10

15

FY)

2's

30

50

60

T
as

T
70

T
7.5

-!
T oo

Apéndice 1 — Espectro de RMN "H do dilapiol
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Apéndice 20 — Espectro de RMN DEPT 135 da sacuranetina
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Apéndice 21 — Cromatograma CG e espectro de massas da sacuranetina
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Apéndice 22 - Espectro de RMN COSY HH da sacuranetina



