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RESUMO 

Oliveira, A. Avaliação do potencial biológico de piperolídeos naturais de Piper 
malacophyllum (C. Presl) C. DC. e de análogos sintéticos. 2008. 252p. Tese - 
Programa de Pós-Graduação em Química Orgânica. Instituto de Química, Universidade 
de São Paulo, São Paulo. 
 
 

Em função da potente atividade antifúngica de piperolídeos (1 e 2) isolados do 

extrato das folhas de Piper malacophyllum foram sintetizados diversos análogos visando 

estabelecer indicativos sobre relações estrutura-atividade frente à Cladosporium 

cladosporioides e C. sphaerospermum e frente à forma epimastigota de Trypanosoma 

cruzi. Outros produtos naturais foram investigados nos extratos e foi constatada a 

predominância dos butenolídeos 1 e 2 no extrato metanólico de folhas. Foram isolados e 

caracterizados ainda dois sesquiterpenos [acetato de shizuka-acoradienolila (4) (inédito) 

e shizuka-acoradienol (5)] e dois compostos alquenilfenílicos [5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-

benzodioxol (3) (inédito) e gibbilimbol B (6)]. Esses dois ultimos foram observados como 

compostos predominantes nos extratos das raízes, caules e frutos. O alquenilbenzeno 3 

foi também o produto majoritário no óleo essencial das folhas. Foi desenvolvido e 

validado um método em cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) para a análise dos 

butenolídeos em extratos de folhas de P. malcophyllum. Os compostos sintéticos foram 

preparados partir da condensação da 4-metoxifuran-2(5H)-ona (24) com diversos 

benzaldeídos que resultaram na obtenção de butenolídeos 7-20, 22 e 23. Os 

piperolídeos naturais e sintéticos mostraram-se como classes promissoras como 

modelos para antifúngicos em ensaios contra C. sphaerospermum e C. cladosporioides, 

mas não foram promissores como tripanocidas. 

 

Palavras-chave: Piper malacophyllum, piperolídeos, análogos sintéticos, eletroforese 

capilar, antifúngico e tripanocida.  



 

ABSTRACT 

Oliveira, A. Evaluation of biological potential of natural piperolídeos of Piper 
malacophyllum (C. Presl) C. DC. and synthetic analogues. 2008. 252p. PhD Thesis - 
Graduate Program in Chemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São 
Paulo.  

Based on the powerful antifungal activity of piperolides (1 e 2) isolated from Piper 

malacophyllum leaves extracts, several analogues were synthesized aiming at 

establishing preliminary structure-activity relationship against Cladosporium 

cladosporioides, C. sphaerospermum and against epimastigote form of Trypanosoma 

cruzi. Phytochemical studies carried out on methanolic extract from leaves indicated 

butenolides 1 e 2 as major compounds in addition to two sesquiterpenes [shizuka-

acoradienol acetate (4) (new compound) and shizuka-acoradienol (5)] and two 

alkenylphenyl compounds [5-[(3E)-oct-3-en-1-yl]-1,3-benzodioxole (3) (new compound) 

and gibbilimbol B (6)]. The last two were detected as major compounds in the root, stem 

and fruit extracts. The alkenylbenzene 3 was also found as the major product in the 

essential oil from leaves. One validated method based on micellar electrokinetic 

chromatography (MEKC) was developed to analyse and validated the amount of 

butenolides the in P. malcophyllum leaves extracts. The butenolides 7-20, 22 e 23 were 

prepared by condensation of 4-methoxyfuran-2(5H)-one (24) with several 

benzaldehydes. The natural and synthetic piperolides were found as a promissing 

antifungal class against C. sphaerospermum and C. cladosporioides, although no 

trypanocidal activity was observed. 

 

 

Keywords: Piper malacophyllum, piperolides, synthetic analogues, capillary 

electrophoresis, antifungal and trypanocidal.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

As Angiospermas (Angiospermae, Magnoliophyta ou plantas com flores), um 

dos principais clados das plantas com sementes, é o maior grupo de embriófitas, 

com pelo menos 300.000 espécies classificadas em 453 famílias (Borsch et al., 

2003; Soltis e Soltis, 2004; Sun et al., 2008). O fóssil mais antigo data do início do 

Cretáceo, 130-136 milhões de anos atrás, seguido pelo rápido domínio ecológico em 

vários habitats antes do final do Cretáceo. Devido a esse explosivo surgimento, 

Darwin referiu-se a sua origem como "um mistério abominável", em uma conhecida 

citação mencionada em uma carta para J. D. Hooker (Labandeira et al., 1994; Crane 

et al., 1995; Crane et al., 2004). 

As Angiospermas são surpreendentemente diversificadas e ocupam todos os 

nichos da Terra, exceto em extremos de altitude, regiões imediatamente ao redor 

dos pólos e oceanos mais profundos. Possuem hábito epifítico, são aquáticas 

flutuantes e enraizadas em habitats de água doce e marinhos e, como plantas 

terrestres, são bastante variáveis em tamanho, longevidade e forma. Possuem 

elevada variedade na morfologia, nas características e estratégias reprodutivas. O 

tamanho do genoma e a organização são de complexidade única no Reino Vegetal 

(Soltis e Soltis, 2004).  

Entre os recentes sistemas de classificação botânica normalmente usados 

podem ser citados o de Dahlgren (1980), Cronquist (1981) e Takhtajan (1980; 1997) 

que dividem as Angiospermas em grupos como as dicotiledôneas e 

monocotiledôneas.  

A partir de análises filogenéticas usando-se a seqüência nucleotídica do gene 

dos cloroplastos para carboxilase/oxigenase ribulose-1,5-bisfosfato (rbcL), e 



Introdução                                                                                                                                  20 

utilizando-se uma grande amostragem de Angiospermas, ficou evidente que a 

divisão em dicotiledônea e monocotiledônea era artificial, pois somente as 

monocotiledôneas eram monofiléticas (Chase, 1993). Os resultados indicam que 

especialmente as subclasses Dilleniidae e Hamamelididae eram polifiléticas. Devido 

a este fato, o Angiosperm Phylogeny Group (APG) apresentou um sistema novo de 

classificação das Angiospermas, segundo critérios filogenéticos nas quais famílias e 

ordens monofiléticas foram enfatizadas (APG et al., 1998) (Figura 1). Análises 

filogenéticas baseadas em um número cada vez maior de seqüências genéticas têm 

estabelecido de maneira clara e inequívoca, as primeiras ramificações de uma 

diversidade de Angiospermas. Muitos estudos têm revelado um forte apoio para o 

relacionamento da Amborellaceae, seguida por Nymphaeales, e então 

Austrobaileyales como grupo irmão de todas as outras Angiospermas existentes 

(Soltis et al., 2005). Das Angiospermas remanescentes, ou Mesangiospermae 

(Cantino et al., 2007), podem ser citadas as Magnoliides, Chloranthaceae, 

monocotiledôneas, Ceratophyllaceae, e eudicotiledôneas (Soltis et al., 2008). 
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Figura 1. Inter-relações das ordens e algumas famílias suportadas por freqüências de 
jackknife ou bootstrap acima de 50% em análises em grande escala de 
Angiospermas (APG et al., 2003).  
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Análises recentes têm melhorado muito a compreensão das relações 

filogenéticas entre as Angiospermas, confirmando o esboço do sistema adotado pelo 

APG II (Chase, 1993; Nandi et al., 1998; Savolainen et al., 2000a; Savolainen et al., 

2000b; Soltis et al., 2000a). 

As Piperales representam a maior ordem das Angiospermas basais e 

possuem uma distribuição praticamente mundial compreendendo cerca de 4300 

espécies, com três grandes gêneros que incluem mais de 500 espécies (Frodin, 

2004; Wanke et al., 2007). Mais de 80% de suas espécies são ervas perenes e que 

produzem flores sem perianto. A proximidade das Piperales com Nymphaeales e sua 

condição basal entre as Angiospermae é indicada pelo seu posicionamento na 

região central do sistema APG II (APG et al., 2003). Os membros da ordem 

Piperales exibem um vasto espectro de especializações na morfologia floral e 

polinização. Se de um lado as Aristolochiaceae atraem insetos com suas flores 

altamente especializadas, por outro, as Piperaceae e Saururaceae possuem flores 

com periantos reduzidos, sendo polinizadas por abelhas e moscas (Semple, 1974; 

Marquis, 1988; De Figueiredo e Sazima, 2000, 2007).  

A estreita relação de todas as quatro ordens, Piperales, Canellales, 

Magnoliales e Laurales para formar o clado Magnoliides é bem suportada por 

estudos de anatomia floral e das seqüências de rbcL, atpB e 18S, que foram 

realizados visando reconstruir a origem evolutiva dessas ordens. Os dados indicam 

a divisão em diversos sub-gêneros (Taylor e Hickey, 1992; Kallersjo et al., 1998; 

Magallon et al., 1999; Qiu et al., 1999; Barkman et al., 2000; Doyle e Endress, 2000; 

Mathews e Donoghue, 2000; Soltis et al., 2000b; Friedman, 2001; Jaramillo e Manos, 

2001; Qiu et al., 2001; Von Balthazar e Endress, 2002; Zanis et al., 2002; Hilu et al., 
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2003; Sauquet et al., 2003; Zanis et al., 2003; Jaramillo et al., 2004; Borsch et al., 

2005; Lohne e Borsch, 2005; Qiu et al., 2005; Soltis et al., 2008). 

Os metabólitos secundários estão presentes em todas as plantas superiores e 

devido à multiplicidade de espécies vegetais possuem estruturas moleculares 

extremamente diversificadas (Figura 2). Tal multiplicidade de estruturas pode ser 

associada ao longo processo evolutivo, onde as plantas se diversificaram num meio 

ambiente repleto de bactérias, vírus, fungos, animais e insetos (Dixon, 2001; Firn e 

Jones, 2003). Assim sendo, tais produtos têm sido evolutivamente selecionados e 

assumiram funções específicas na biocenose como importantes mediadores em 

diversas relações como aleloquímicos (feromôneos, cairomôneos, alelopáticos etc.) 

(Pinto et al., 2002; Wink, 2003). 
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Figura 2. Diversidade estrutural dos metabólitos secundários de plantas (Wink, 2003). 

 

Como regra geral, um único grupo de metabólitos secundários é muitas vezes 

tema dominante dentro de um determinado táxon e são geralmente acompanhados 

por diversos derivados e componentes minoritários. O padrão de metabólitos 

secundários nos diferentes órgãos e tecidos em uma determinada planta é quase 

sempre variável. Além disso, variações quali- e quantitativas nos componentes em 
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um perfil químico podem ser observadas entre os diferentes estágios de 

desenvolvimento entre indivíduos e populações. Metabólitos secundários podem 

estar presentes na planta em um estado ativo ou como uma “pró-droga” que é 

ativada após algum ferimento, infecção ou ataque por herbívoro (Wink, 2003). A 

biossíntese de alguns metabólitos secundários também pode ser induzida após 

algum ferimento ou infecção (fitoalexinas) e por fatores ambientais (Kutchan, 2001).  

A biossíntese de produtos naturais é bastante conhecida e a grande maioria 

pode ser classificada como sendo oriunda da via dos isoprenóides, fenilpropanóides, 

alcalóides, ácidos graxos/policetídeos e de biossíntese mista (Figura 3) (Mann, 1995; 

Dixon, 2001; Cseke et al., 2006). A biossíntese de produtos naturais começou a ser 

conhecida no início da década de sessenta com base em experimentos de 

administração de precursores isotopicamente marcados em plantas diferenciadas. O 

sucesso no isolamento e caracterização da fenilalanina-amônia-liase (Koukol e 

Conn, 1961) e tirosina-amônia-liase (Neish, 1961) foi um grande estímulo nesta 

área. Somente no início da década de setenta, através do uso da cultura de células 

como fonte de enzimas, foi possível um avanço considerável na área de biossíntese 

de produtos naturais com descrições das características enzimológicas envolvidos 

num grande número de etapas biossintéticas (Zenk, 1991; Kutchan, 1993). Os 

estudos de biossíntese são baseados em hipóteses onde um determinado caminho 

metabólico é seguido por um ou mais precursores comuns, sendo convertidas pela 

ação de enzimas altamente seletivas durante o processo para originar as mais 

diversas formas estruturais de metabólitos (Cseke et al., 2006). 
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Figura 3. Relações biossintéticas entre produtos naturais de plantas. Os principais genes clonados e enzimas estão em
itálico. TDC, L-triptofano descarboxilase; TyDC, L-tirosina descarboxilase; PAL, L-fenilalanina amônia-liase;
C4H, cinamato 4-hidroxilase; 4CL, 4-cumarato CoA ligase; CHS, chalcona sintase; CHR, chalcona redutase;
CHI, chalcona isomerase; STS, estilbeno sintase; ACC; acetil CoA carboxilase; DXPS, 1-desoxi-xilulose 5-
fosfato sintase; HMGR, 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase; SS; sesquiterpeno sintase; SqS, esqualeno

sintase; SqE, esqualeno epoxidase; βAS, β-amirina sintase; 2-HIS, 2-hidroxiisoflavanona sintase; IOMT,

isoflavona 4`-O-metiltransferase; IFR, isoflavona redutase. 
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O enfoque moderno para investigar a biossíntese de produtos naturais tem 

sido baseado cada vez mais no uso das ferramentas de biologia molecular nos quais 

os estudos sobre a regulação dos genes e do papel dos metabólitos secundários 

vêm sendo descritos (Petersen, 2007).  

Vias metabólicas nas diferentes espécies de plantas muitas vezes possuem 

várias características conservadas e empregam um conjunto de reações bioquímicas 

conservadas. O sequenciamento do genoma e estudos de genes envolvidos no 

metabolismo são ferramentas valiosas para a compreensão da relação dos genes na 

mesma ou entre diferentes espécies vegetais. A comparação de genes de diferentes 

espécies mostra que muitos genes envolvidos na biossíntese ocorrem em famílias 

ou grupos de seqüências relacionadas (Pichersky e Gang, 2000). 

Além de detecção, isolamento e caracterização das enzimas e genes 

envolvidos na formação de produtos naturais, as estruturas das enzimas após a 

cristalização já estão sendo investigadas. O conhecimento das estruturas das 

enzimas envolvidas no metabolismo secundário além de nos fornecer informações 

sobre a arquitetura de sítios ativos, também apresenta dados para compreender os 

mecanismos de reação, bem como a origem evolutiva dessas enzimas (Noel et al., 

2005). 

A manipulação na formação de produtos naturais também tem sido realizada 

pela superexpressão ou supressão dos genes que codificam enzimas biossintéticas 

ou reguladoras (fatores da transcrição), bem como pela transferência desses genes 

para outros organismos, incluindo outras plantas, bactérias e leveduras (Wesley et 

al., 2001; Vom-Endt et al., 2002; Winkel, 2004; Dixon, 2005; Ro et al., 2006). 
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1.1. A Família Piperaceae e o gênero Piper 

 

A família Piperaceae, juntamente com outros membros da ordem Piperales 

como a Aristolochiaceae, Saururaceae e Lactoridaceae, é considerada como uma 

das famílias mais primitivas entre as Angiospermas (Taylor e Hickey, 1992). Um 

conhecimento detalhado dos caracteres relacionados com o metabolismo 

secundário, da biossíntese e da biologia é necessário para estabelecer a evolução 

deste grupo, visto que a taxonomia das Piperaceae também é bastante complexa 

(Kato e Furlan, 2007). 

A família Piperaceae é constituída por cinco a oito gêneros ou mais, 

dependendo do tratamento (Dyer e Palmer, 2004) com um número estimado de mais 

de 4000 espécies, distribuídas em regiões tropicais e subtropicais. A maioria dos 

exemplares dessa família são arbustos ou trepadeiras, raramente sendo 

encontradas árvores (Quijano-Abril et al., 2006; Kato e Furlan, 2007). Os dois 

principais gêneros desta família são Piper e Peperomia com 2000 (Quijano-Abril et 

al., 2006) e 1500 espécies (Wanke et al., 2006), respectivamente. Espécies de Piper 

estão localizadas em todos os tipos de vegetações, mas principalmente como 

componentes de vegetação pioneira (Parmar et al., 1997). As espécies de 

Peperomia, por sua vez, são muito comumente encontradas como epífitas ou como 

plantas suculentas em florestas úmidas e áreas montanhosas, sendo usadas 

principalmente como plantas ornamentais (Santos et al., 2001; Kato e Furlan, 2007). 

Algumas espécies de Piperaceae vêm sendo utilizadas há centenas de anos, seja 

na alimentação (Piper nigrum) ou na medicina tradicional (Singh, 1992; Parmar et al., 

1997; Scott et al., 2008). Desta forma, sua importância nas farmacopéias de diversos 

países tropicais está bem estabelecida (Parmar et al., 1997). 
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A grande diversidade das espécies de Piper localiza-se na região Neotropical 

(Figura 4), onde cerca de dois terços das espécies descritas são encontradas. A 

maioria das espécies de Piper habita lugares húmidos, quentes, várzea de florestas 

tropicais. A diversidade e abundância de Piper geralmente diminuem com o aumento 

da altitude ou com o decréscimo da precipitação (Dyer e Palmer, 2004).  

 

 
Figura 4. Distribuição geográfica do gênero Piper (Jaramillo e Manos, 2001).  

 

A espécie Piper nigrum cujas sementes são utilizadas popularmente como a 

“pimenta-do-reino”, é uma das mais conhecidas e estudadas quimicamente. A 

pimenta-do-reino possui alto valor comercial principalmente como condimento devido 

ao seu sabor picante, que é atribuído a amidas aromáticas, em especial a piperina 

(Semler e Gross, 1988). Outra espécie de Piper de interesse comercial e científico é 

a Piper methysticum da qual se obtém, a partir de seus rizomas, o chá de cava-cava 

que é um potente ansiolítico difundido principalmente na região da Oceania. Tem-se 

que os responsáveis por esta atividade são cavapironas, como a metisticina e a 

cavaína, que Singh (Singh, 1992) descreveu como substâncias com efeitos 

anestésicos e hipnóticos. Algumas outras espécies (por exemplo, P. cubeba, 
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pimenta-cubeba; P. longum, pimenta longa; P. auritum, hoja santa) são utilizados 

localmente como condimentos ou medicamentos (Dyer e Palmer, 2004). 

Espécies da família Piperaceae tem sido objeto de inúmeras investigações 

fitoquímica e muitos metabólitos secundários apresentam atividades biológicas. As 

principais classes de compostos descritos incluem fenilpropanóides, 

lignanas/neolignanas, policetídeos, pironas, flavonóides, amidas alifáticas e 

aromáticas, alcalóides, derivados de ácidos benzóicos e cromenos (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Metabólitos secundários bioativos isolados de algumas espécies de 
Piperaceae. 

 

Espécies Ácidos benzóicos /hidroquinonas 
preniladas 

Atividade 
biológica Referências 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Piper crassinervium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OH O

OH

COOH  
ácido crassinérvico 

Antifúngica contra 
Cladosporium 

cladosporioides e 
C. 

sphaerospermum 

(Lago et al., 2004)  COOH

OMe  
ácido 3-(3',7 '-dimetil-2',6'-octadienil)-4-

metoxibenzóico
OH

OH

O

 
1,4-diidróxi-2-(3’,7’-dimetil-1’-oxo-2’-E ,6’-

octadienil)benzeno

Antioxidante (Yamaguchi et al., 
2006) 

OH

OH

O

 
1,4-diidróxi-2-(3’,7’-dimetil-1’-oxo-2’-Z,6’-

octadienil)benzeno
 
 

OH

OMe

 
1-metóxi-4-hidróxi-2(3’,7-dimetil)-2E’,6’-

octadienilbenzene
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Piper crassinervium 

OOH

OH  
1,4-diidróxi-2-(3’,7’-dimetil-1’-oxo-2’-E,6’-

octadienil)benzeno

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Danelutte et al., 
2003) 

OH

OH

O

O
O

 
1,4-diidróxi-2-(7’-metil-3-metileno-1’-oxo-4’, 7’-

peróxido-octil)benzeno 

Piper 
hostmannianum 

OH

OH

OH

O OMe  
hostmaniano 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Lago et al., 2004) 

Espécies Amidas/alcalóides Atividade 
biológica Referências 

Piper arboreum 

NO

O O  
N-[10-(13,14-metilenodioxifenil)-7(E),9(Z)-

pentadienoil]-pirrolidina 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Silva et al., 2002) 

N N
OH

O

H

O

H

O

OH

H H HH

 
arboreumina 

O

O

N

O

 
N-[10- (13,14-metilenodioxifenil)- 

7(E)-pentaenoil]-pirrolidina 

O

O

N

O

 
N-[10-(13,14-metilenodioxifenil)- 

7(E),9(E)-pentadienoil]-pirrolidina 

O

O

N

O

 
N-[10-(13,14-metilenodioxifenil)-pentanoil]- 

pirrolidina 

Piper hispidum 

O

O

N
H

O

 
(3Z,5Z)-N-isobutil-8-(3’,4’-metilenodioxifenil)-

heptadienamida 
Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Navickiene et al., 
2000) 

O

O O
O

N

 
N-[3-(6’-metoxi-3’,4’-metilenodioxifenil)-2(Z)-

propenoil]pirrolidina 

O

O

N

O

 
N-[7-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2(Z),4(Z)-

heptadienoil]pirrolidina 
 

Antifúngica contra 
C. 

sphaerospermum 
 

(Alecio et al., 1998) 
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Piper 
hoffmaseggianum 

O

O O N
H

R
 

R=H, hoffmannseggiamida A  
R=Ac, hoffmannseggiamida B 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Marques et al., 
2007) 

Piper nigrum 
O

O

O

N

 
piperina 

Inibição do 
sistema nervoso 

central, inseticida, 
antitérmica, 
analgésica e 

antiinflamatória.  

(Parmar et al., 1997; 
Scott et al., 2008) 

Piper scutifolium 

O

O

O N
H

R
 

R=H, scutifoliamida A  
R=Ac, scutifoliamida B 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Marques et al., 
2007) 

Piper tuberculatum 

NO

O

O

H
 

4,5-diidropiperlonguminina 

Inseticida contra 
Diatraea 

saccharalis e 
Anticarsia 

gemmatalis 

(Navickiene et al., 
2003) 

N

O

H  
pellitorina 

Antifúngica 
 

Inseticida contra 
Apis mellifera e 

Anticarsia 
gemmatalis 

(Miranda et al., 
2003; Navickiene et 
al., 2003; Navickiene 

et al., 2007) 

O

O

N

O

 
∆α,β diidropiperina 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Silva et al., 2002) 

N

O
O

O
O O

 
piplartina 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Navickiene et al., 
2000; Silva et al., 

2002) 

N

O
O

O
O O

 
diidropiplartina 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Silva et al., 2002) O N

O
O

O

O

 
cis-piplartina 

O

O

N

O

H
 

fagaramida 

O

O
O

N

O O

 
N-(12,13,14-trimetóxidiidrocinnamoil)-∆3- 

piridin-2-ona 
Antifúngica contra 

C. 
sphaerospermum 

(Navickiene et al., 
2000) 

O

O

N

O

H
 

5,6-diidropiperlonguminina 
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Espécies Cromenos Atividade 
biológica Referências 

Peperomia serpens 
O

OHO

OH

 
ácido 5-hidróxi-8-(3’-metil-2’-butenil)-2,2,7-trimetil- 

2H-1-cromeno-6-carboxílico 

Antifúngica fraca 
contra C. 

cladosporioides e 
C. 

sphaerospermum 

(Kitamura et al., 
2006) 

Peperomia 
villipetiola 

O

O

R1O

OR3

R2O  
R1 = Me, R2 = H, R3 = Ac, 5-acetoximetanol-7-

hidróxi-2,2-dimetil-2H-1-cromeno-6-carboxilato de 
metila 

 
R1= R3=H, R2= Me, ácido 5-metanol-7-metóxi-2,2-

dimetil-2H-1-cromeno-6-carboxílico 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Salazar et al., 2005) 

Piper aduncum 

O

O

R1O

R2  
R1=R2=H, ácido 2,2-dimetil-2H-1-cromeno-6-
carboxílico 

 R1=Me, R2= , 2,2-dimetil-8-(3 '-metil-2'-
butenil)-2H-1-cromeno-6-carboxilato de metila 
  
R1=Me, R2=H, 2,2-dimetil-2H-1-cromeno-6-
carboxilato de metila 
 
R1=Me, R2=OH, 8-hidróxi-2,2-dimetil-2H-1-
cromeno-6-carboxilato de metila 

Antitumoral fraca 
contra linhagens 

mutantes de 
Saccharomyces 

cerevisiae 

(Baldoqui et al., 
1999) 

Piper aduncum 

O

O

MeO

R  
R=OH, 8-hidróxi-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-
carboxilato de metila 

R= , 2,2-dimetil-8-(3-metilbut-2-enil)-
2H-cromeno-6-carboxilato de metila 

Tripanocida (Batista Jr et al., 
2008) 

Piper 
gaudichaudianum 

O

O

OH

 
ácido (2S)-2-metil-8-(3-metilbut-2-enil)-2-(4-
metilpent-3-enil)-2H-cromeno-6-carboxílico 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Lago et al., 2004) 

Piper lhotzlkyanum 

O

O

OH

R
 

R= , ácido 2-metil-2-[4’-metil-3’-
pentenil]-2H-1-benzopiran-6-carboxílico 
 
R = CH3, ácido 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-
carboxílico 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Lago et al., 2007) 
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Espécies Flavonóides/Chalconas Atividade 
biológica Referências 

Piper aduncum 

OOH

OHMeO

 
2’,6’-diidróxi-4’-metoxichalcona 

Contra 
Leishmania 

amazonensis 

(Torres-Santos et 
al., 1999) 

Piper lhotzlkyanum 
O

OOH

OH

MeO

 
7-metóxi-5,4’-diidróxiflavanona 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Lago et al., 2007) 

Piper marginatum 

O

OH O

OH

MeO

 
5,4’-diidróxi-7-metoxiflavanona 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Reigada et al., 
2007) 

OOH

OH O

OMe

 
5,7-diidróxi-4’-metoxiflavanona 

Espécies Lignanas Atividade 
biológica Referências 

Peperomia blanda 

O

O

O

OMeOMe
RO

MeO

 
R=H, rel - (7R, 8S ,7’S, 8’S)-4-hidróxi-4’,5’-
metilenodioxi-3,5,3’-trimetóxi-7,7’-epoxilignana 
 
R=CH3 rel-(7R, 8S, 7’S, 8’S)-4’,5’-metileno-dioxi-
3,4,5,3’-tetrametóxi-7,7’-epoxilignana 

Tripanocida (Felippe et al., 2008) 

O

OMeOMe

MeO

OH

OMe

MeO

 
rel-(7R,8S,7’S,8’S)-4’-hidróxi-3,4,5,3’,5’-

pentametoxi-7,7’-epoxilignana 

OO

O O

O

OMeOMe  
rel-(7R,8S,7’S,8’S)-4,5,4’,5’-dimetilenedioxi-3,3’-

dimetóxi-7,7’-epoxilignana 

O

OMeOMe

MeO

MeO

OH

O

O

 
rel-(7R,8S,7’S,8’S)-9-hidróxi-4’,5’-metilenodioxi-

3,4,5,3’-tetrametoxi-7,7’-epoxilignana 
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Piper solmsianum 

O

OMe

OMe

OMe
MeO

MeO

OMe  
grandisina 

Tripanocida (Martins et al., 2003) 

O

O

O

OMeOMe
MeO

MeO

 
rel-(7R,8R,7’R,8’R)-3’,4’-metilenodioxi-3,4,5,5’- 

tetrametoxi-7,7’-epoxilignana 

OO

O O

O

OMeOMe  
rel-(7R,8R,7’R,8’R)-3,4,3’,4’-dimetilenodioxi-5,5’-

dimetoxi-7,7’-epoxilignana 

Piper cubeba 

O
O

O

O
O

H

H

O

 
hinokinina 

tripanocida (Souza et al., 2005) 

Espécie Pironas Atividade 
biológica Referências 

P. methysticum 

O O

OMe

 
cavaína 

Antitrombótica 
 

Atenuação da 
contratilidade 

vascular 

(Gleitz et al., 1997; 
Martin et al., 2002) 

O

O

O

O

OMe

 
metisticina 

Antagônica sobre 
a estricnina 

 

(Kretzschmar et al., 
1970) 

Espécie Policetídeos Atividade 
biológica Referências 

Peperomia duclouxii 

OOH

OH

R1

R2

O

n

 
R1 = R2 = OCH2O, n = 14, surinona A 

 
R1 = R2 = H, n = 12, oleiferinona 

Citotóxica contra 
células WI-38, VA-

13 e HepG2. 
(Li et al., 2007) 
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Peperomia sui 

OOH

OH

R1

R2

O

n

 
R1 = R2 = OCH2O, n = 14, surinona A Citotóxica contra 

células 
cancerígenas 

HONE-1 e NUGC-
3.  

(Cheng et al., 2003) OOH

OH

O

m n
m = 12, n = 4
m = 9, n = 5

 
m = 12, n = 4, surinona C 

 
m = 9, n = 5, peperomina B 

Espécie Propiofenonas Atividade 
biológica Referências 

Piper marginatum 

O

O

O

 
3,4-metilenedioxipropiofenona 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Reigada et al., 
2007) 

O

O

O

OMe  
2-metoxi-4,5-metilenodioxipropiofenona 

O

O

OH

 
1-(3,4-metilenodioxifenil)propan-1-ol 

Espécie Óleos essenciais Atividade 
biológica Referências 

Piper aduncum folhas Baixa toxicicidade (Sousa et al., 2008a) 

P. aduncum e P. 
tuberculatum frutos 

Antifúngica contra 
C. cladosporioides 

e C. 
sphaerospermum 

(Navickiene et al., 
2006) 

Piper callosum, P. 
marginatum e P. 

enckea 
folhas 

Antifúngica contra 
Crinipellis 
perniciosa, 

Phytophthora 
palmivora e 

Phytophthora 
capsici 

(Silva e Bastos, 
2007) 

P. dilatatum folhas 
Antifúngica contra 

Crinipellis 
perniciosa 

Piper 
gaudichaudianum frutos 

Atraente de 
morcegos Carollia 

Perspicillata) 
(Mikich et al., 2003) 

Piper guineense frutos 

Antimicrobiana 
contra 

Pseudomonas 
aeruginosa 

(Oyedeji et al., 2005) 



Introdução                                                                                                                                  37 

Piper regnellii e P. 
cernuum folhas 

Antifúngica contra 
Staphylococcus 

aureus e Candida 
albicans 

(Costantin et al., 
2001) 

Piper solmsianum folhas 
Depressivo do 

sistema nervosa 
central 

(Moreira et al., 2001) 

 

Uma classe de compostos encontrada raramente em algumas espécies de 

Piper são os piperolídeos. Foram isolados quatros deles de Piper sanctum (Parmar 

et al., 1997; Mata et al., 2004): (-)-threo-(3Z)-5-(2,3-diidroxi-1-metoxi-3-

fenilpropilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona, 7,8-epoxipiperolídeo, metilenodioxi-

piperolídeo e o piperolídeo. 

O

O
O

O
OH

OH

O

O
O

O

R1

R2

O

O

O
O

H

H

O

metilenodioxipiperolídeo (R1 + R2 = OCH2O)
piperolídeo (R1 = R2 = H)

(-)-threo-(3Z)-5-(2,3-diidroxi-1-metoxi-3-fenil-
propilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona

7,8-epoxipiperolídeo

 
 

Lago et al. (2005) isolaram dois metabólitos das folhas de P. malacophyllum, 

os piperolídeos 1 e 2. Ambos apresentaram atividade antifúngica frente à 

Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. Estes mesmos compostos 

também foram isolados das raízes (Pelter et al., 1981) e folhas (Nair et al., 1986) de 

uma espécie de Piper da Jamaica, Piper fadyenii, , sendo que os autores sugerem 

que estes sejam derivados do ácido cinâmico (C6C3) e do acetato (C2). 
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1
2

O

H3CO

O

H3CO

O
H3CO

H3CO

O

 
 

Segundo Pelter et al. (1987) os compostos metilenodioxipiperolídeo e o 

piperolídeo poderiam ser derivados da cavaína e metisticina, pironas produzidas por 

Piper mesthysticum (Bilia et al., 2004). Os butenolídeos seriam produzidos por um 

processo de oxidação e rearranjo (Figura 5). Esta especulação foi reforçada devido 

ao isolamento e caracterização do provável precursor (+)-(5S,6S)-5-acetoxi-6-

metoxicavaína, isolado de P. fadyenolii e P. sanctum (Pelter et al., 1987). 

 

 

Figura 5. Proposta biogenética para a formação do metilenodioxipiperolídeo e do 
piperolídeo. 
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1.2. A espécie Piper malacophyllum (C. Presl) C. DC. 

 

A classificação da espécie foi publicada por Candolle (Candolle, 1869). Além 

disso, um único registro publicado refere-se ao estudo biomonitorado do extrato das 

folhas, no qual foram descritas a ocorrência de piperolídeos (Lago et al., 2005). 

A espécie Piper malacophyllum (C. Presl) C. DC. pertence ao gênero Piper da 

família Piperaceae e trata-se de um arbusto (Figura 6). A familía Piperace pertence à 

ordem Piperales que está localizada no grupo Magnoliides. 

 

 

Figura 6. Piper malacophyllum (C. Presl) C. DC. 

 

 

1.3. Piperolídeos 

 

Estruturalmente são γ-alquilidenobutenolídeos, sendo que butenolídeos são γ-

lactonas insaturadas que também podem ser considerados como os derivados 
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furânicos 2,3- e 2,5-diidrofuran-2-onas. Compostos deste tipo também são 

conhecidos como crotonolactonas. Muito do conhecimento atual sobre os 

butenolídeos foi obtido a partir de estudos com moléculas complexas como os 

cardenolídeos e outras γ-lactonas de ocorrência natural. Os cardenolídeos que são 

esteróides que possuem o anel “E" lactonizado, constituem-se numa interessante 

classe de butenolídeos naturais, sendo que muitas destas lactonas esteroidais 

ocorrem em plantas na forma de glicosídeos. Estes compostos mostram ação 

específica e eficiente no músculo cardíaco de humanos e de animais, portanto, 

propriedades que conferem a terminologia como cardenolídeos (Rao, 1964).  

O O

O O

A B

C D

O
O

E

2,5-diidrofuran-2-onas 

2,3-diidrofuran-2-onas 

cardenolídeos  
 

Dois dos primeiros γ-alquilidenobutenolídeos encontrados na natureza e que 

possuem estruturas mais simples foram a protoanemonina, isolado do extrato das 

folhas de Anemone pulsatillal (Baer et al., 1946) e a patulina, isolado da cultura de 

Penicillium patulum (Woodward e Singh, 1949; Woodward e Slngh, 1950; 

Boukouvalas e Maltais, 1995). Tais produtos despertaram interesse por 

apresentarem atividade antibiótica considerável contra uma variedade 

mircroorganismos, apesar do fato de apresentarem toxicidade aguda em mamíferos 

(Baer et al., 1946; Zechner e Wohlmuth, 1954).  
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O O

O

OH
patulina

O O

protoanemonina  

 

Durante as últimas décadas um número crescente de γ-

alquilidenobutenolídeos tem sido isolados de fontes naturais, e muito desses 

compostos apresentam atividades biológicas (Tabela 2). 

Como os γ-alquilidenobutenolídeos apresentam uma grande variabilidade de 

atividades biológicas, diversas estratégias sintéticas foram desenvolvidas para a 

síntese dos γ-alquilidenobutenolídeos, revisadas por Rao (1976), Negishi e Kotora 

(1997); e Bruckner (2001).  
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Tabela 2. Ocorrência natural de γ-alquilidenobutenolídeos bioativos. 

 

Substâncias Espécie Atividade 
biológica 

Referências 
bibliográficas 

 
maculalactona B (Z) 
maculalactona C (E) 

Kyrtuthrix 
maculans 

Citotoxidade 
contra 

organismos 
marinhos 

(Tsui et al., 1996; 
Lee e Brown, 1998; 

Brown e Wong, 
2004) 

 
xerulina (R = Me) 

ácido xerulínico (R = COOH) 
 

diidroxerulina 

Xerula 
melanotricha 

Inibição da 
biossíntese do 

colesterol 

(Kuhnt et al., 1990; 
Siegel e Brückner, 

1999; Negishi et al., 
2000; Fiandanese et 

al., 2004; 
Boukouvalas et al., 

2007) 

 
goniobutenolídeo A (Z) 
goniobutenolídeo B (E) 

Goniothalamus 
giganteus 

Citotoxidade 
contra células 
cancerígenas 

humanas 

(Fang et al., 1991; 
Xu e Sharpless, 

1994; Ko e 
Lerpiniere, 1995; 

Shing et al., 1995; 
Kotora e Negishi, 
1996; Mukai et al., 

1996; Surivet e 
Vatèle, 1996b; 

Solladie et al., 1999; 
Surivet e Vatèle, 

1999) 

 
nostoclídeo I (R = Cl) 
nostoclídeo I (R = H) 

Peltigera 
canina 

Citotoxidade 
contra 

cianobactérias e 
algas verdes 

(Yang et al., 1993; 
Boukouvalas et al., 

1994; Bellina e 
Rossi, 2002; Kar et 

al., 2005; Barbosa et 
al., 2006; Teixeira et 
al., 2007b; Teixeira 

et al., 2008) 

OO

Ph Ph

Ph

H

O
O

R

3

O
O

3

O O
HO

OH

H

O
O

OH
RCl
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rubrolídeos 

Ritterella rubra Antibiótica 

(Miao e Andersen, 
1991; Kotora e 
Negishi, 1997; 

Boukouvalas et al., 
1998; Prim et al., 

1999; Ortega et al., 
2000) 

tetrenolina 

Micropolyspora 
venezuelensis Antibiótica  (Gallo et al., 1969; 

Görth et al., 1998) 

 
ellipsoidona A 

Hemsleya 
ellipsoidea 

Citotoxidade 
contra sarcoma 
de Walker-256 

(Hano et al., 1997; 
Gogoi e Argade, 

2006) 

 
aporpinona B (R = H) 

1’’-acetilaporpinona B (R = COCH3) 

Aporpium 
caryae 

Antibacteriana 
contra Bacillus 

subtilis, 
Staphylococcus 

aureus e 
Escherichia coli 

(Levy et al., 2003) 

 
fimbrolídeo (a): R1 = R2 = H 

fimbrolídeo (b): R1 = H, R2 = Br 
acetoxyfimbrolídeo (c): R1 = OAc, 

                                R2 = H 
hydroxyfimbrolídeo (d): R1 = OH, 

                                   R2 = H 

Delisea 
fimbriata 

Antifúngica e 
antimicrobiana 

(Kazlauskas et al., 
1977; Pettus et al., 
1977; Beechan e 

Sims, 1979; Caine e 
Ukachukwu, 1985; 
D. McCombs et al., 
1988; De March et 
al., 1995; Wright et 

al., 2006; Goh et al., 
2007; Haval e 

Argade, 2007; Zhu et 
al., 2008) 

 
ácido pulvínico (R = H) 

ácido vulpínico (R = CH3) 

Vários liquens e 
fungos 

Antimicrobiana e 
anti-inflamatória 

(Schönberg e Sina, 
1946; Zografos e 
Georgiadis, 2006; 
Bourdreux et al., 

2008) 

O O

HO Y

Y

HO
X

X

A  Br  Br
C  Br  H
D  H  Br
E  H  H

X   Y

O
O

HO OH

O

HO
O

O

OH

OO

OR

O

OO

Br
R1

Br

R2

OO
Ph

COOR

Ph OH
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melodorinol 

Melodorum 
fruticosum 

Citotoxidade 
contra células 

tumorais 
humanas 

(Jung et al., 1991; 
Shen et al., 1996; Lu 

et al., 1997; 
Pohmakotr et al., 

1999; Ahmed et al., 
2006) 

 
uncinina 

Artabotrys 
uncinatus 

Citoxidade contra 
linhagem de 

células 
cancerígenas 

hepatocarcinoma 

(Hsieh et al., 2001; 
Fáková et al., 2005) 

 

Em termos gerais, as estratégias mais empregadas para a síntese destes 

compostos são baseadas em três rotas: 

1) Alquilidenação do composto heterocíclico pré-formado de cinco membros 

contendo oxigênio, como os 2-oxifuranos (Knight e Pattenden, 1975; Asaoka et al., 

1981; Boukouvalas et al., 1994; Mukai et al., 1996; Szlosek e Figadère, 2000; Bellina 

et al., 2002; Velázquez e Olivo, 2002; Bang et al., 2004; Teixeira et al., 2008), γ-

lactonas (Corrie, 1971; Asaoka et al., 1981; Bella et al., 2001; Harrowven et al., 

2001; Bellina et al., 2002; Bourdreux et al., 2008), e anidridos maléicos (Gara et al., 

1969; Ingham et al., 1975; Begley et al., 1978; Ito et al., 1984; Li et al., 2004) (Figura 

7 e Figura 8); 

 

O OZ

R1 R2

2-oxifuranos

OO

R1 R2

O PPh3O

R1 R2

γ-lactonas

O OO

R1 R2

  anidridos maleicos 

Figura 7. Alquilidenação de heterocíclicos de cinco membros para a formação dos γ-

alquilidenobutenolídeos. 

 

O O

PhOCO
OH

O O

N

O
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CHO

Cl

SMDBTO

Cl
O

Ph

SMDBTO

1.TBDMSOTf
2. DBU

3. HCl
O

O

OH
ClCl

nostoclídeo I
Z/E = 100/0 

O

OMe

OH O OP

O

EtO
EtO

CHO
O OSiCH3

4-pirrolidinopiridina O
O

Ph

HAc2O, Et3N

Z/E = 50/50

THF

tert-BuOK
O

O

HO

MeO

CHO
refluxo O

O

Ph

Ph CN

AcOH, piperidina

Z/E = não avaliado
O O

Ph CN

O OOPh

O

PPh3
refluxo
benzeno

O
O

Ph

O

O OO 2. KHSO4

1. -70oCPhCH2MgBr
O

O

Ph Z/E = não avaliado  

Figura 8. Exemplos de sínteses de γ-alquilidenobutenolídeos via alquilidenação de 

compostos heterociclos de cinco membros contendo oxigênio. 

 

2) Ciclização dos γ-hidroxiácidos (Mallaby e Ryback, 1972; Ito et al., 1990; Ito, 

1991; Llebaria et al., 1993; Shing et al., 1995; Negishi et al., 1996a; Surivet e Vatèle, 

1996a) e γ-oxoácidos (Shaw, 1946; Woodward e Singh, 1949; Woodward e Slngh, 

1950; Saalfrank et al., 1983) ou seus equivalentes, como os complexos γ-
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oxoacilpaládios (Uozumi et al., 1990; Wu et al., 1991; Ciattini et al., 1993; Sugihara 

et al., 1994; Coperet et al., 1995; Negishi et al., 1996b; Fáková et al., 2005) (Figura 

9); 

1. HOAc-H2O

2. Ac2O, Et3N

Z/E = 67/33 

Ph

O O

OH OH

COOMe
Ph

OAc

AcO

O

H

O

I
OH

C
OH

O

PdLnI O O
Me

CO, Cl2Pd, NEt3

COOMeMe
O

Ac2O, HOAc

H2SO4 O O

BuI

COOMe

CO, Cl2Pd, NEt3

OCO

COOMe

PdLnI

COOMe

O
O

H

H

 

Figura 9. Exemplos de lactonização via γ-hidroxiácidos e γ-oxoácidos. 

 

 

3) Lactonização via ácidos 4-alquenóicos (Larock e Hightower, 1993; Rousset et 

al., 2000) e 4-alquinóicos (Bell et al., 1958; Castañer e Pascual, 1958; Pale e 

Chuche, 1987; Rossi et al., 1998a, b; Rossi et al., 1998c; Rousset et al., 1999; 

Negishi et al., 2000; Bellina et al., 2001b; Anastasia et al., 2002; Rousset et al., 

2003; Duchêne et al., 2007) (Figura 10). 
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Ph

OHO

Me

1. ICl, DCM

2. DBU, DCM
Ph

O
O

Me

HO

Br

CO2H

AgNO3 (5 mol %)
O O

HO

Br

OSnBu3

I O
PhBu3Sn

Pd(PPh3)4 (5 mol %)

DMF, então NH4Cl O O
Ph

acetona

 

Figura 10. Exemplos de lactonização via 4-alquenóicos e 4-alquinóicos. 

 

Nas duas primeiras estratégias, as reações de alquilidenação não são 

estereosseletivas, produzindo misturas dos estereoisômeros E e Z na ausência de 

qualquer fator que anule a formação de um ou outro. Isto pode severamente limitar 

os rendimentos dos produtos e acarretar dificuldades nas suas separações (Sorg e 

Brückner, 2004; Sorg et al., 2004; Fáková et al., 2005). Um controle de seletividade 

tem sido obtido (Mukai et al., 1996; Bruckner, 2001), através da preparação de 

butenolídeos γ-(1-heteroalquil)-substituídos diastereopuros, e subseqüente 

eliminação anti estereoespecífica do grupo de partida localizado no C(1) do 

agrupamento alquila. Por outro lado, a terceira estratégia vem tornando-se popular 

nos últimos anos (Liu e Negishi, 1997; Rousset et al., 1999; Negishi et al., 2000; Vaz 

et al., 2005) devido a sua estereosseletividade, bem como em função da 

disponibilidade comercial dos ácidos alquinólicos de partida. 
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1.4. Análise cromatográfica de butenolídeos em extratos de plantas 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) tem sido a técnica usada 

para a análise dos butenolídeos em plantas. Uma mistura de γ-hidroxibutenolídeos 

em extrato da casca do tronco de Trichilia estipulata (Cortez et al., 2001) e 

alquilbutenolides de ocorrência em apiciae foram analizados e separados por CLAE 

(Werner e Hadacek, 1995). 

A CLAE é considerada uma técnica bem estabelecida nos estudos 

fitoquímicos, devido à alta sensíbilidade e variedade de métodos de deteção. 

Contudo, a CLAE tem como desvantagem principal o elevado custo dos 

consumíveis, incluindo colunas e o uso de grandes volumes de solventes, elevando 

os custos para eliminação (Marston, 2007). 

A eletroforese capilar (CE) surgiu como uma ferramenta analítica alternativa e 

poderosa para a separação rápida da variedade de analitos. Esta técnica supera 

alguns dos inconvenientes da CLAE e tem como vantagens a alta eficiência da 

coluna, requerendo pequena quantidade de amostra e volumes de solventes com 

baixo custo de operação e consumíveis. Em quase todas as operações em CE 

soluções aquosas simples ou micelar são usadas como eletrólito de corrida 

(Tavares, 1997). O uso de micelas íonicas para a modificação do eletrólito em CE foi 

chamado de cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) (Terabe et al., 1984; Seifar 

et al., 1997).  

Na MEKC, agentes tensoativos iônicos, em condições apropriadas à 

formação de micelas, são adicionados ao eletrólito de corrida proporcionando assim 

um sistema cromatográfico de duas fases. O eletrólito representa a fase primária, a 

qual é transportada eletroosmoticamente sob ação do campo elétrico, enquanto que 
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as micelas representam a fase secundária, ou pseudo-estacionária, que 

transportada por uma combinação de eletroforese e eletroosmose. A partição 

diferenciada de solutos neutros entre estas duas fases é responsável pela 

seletividade da separação (Tavares, 1997). 

Esta modificação provou ser eficaz na manipulação da seletividade da 

técnica. A maioria dos estudos em MEKC usa o dodecil sulfato de sódio (SDS) como 

formador de micela. Para se obter uma melhor performace utiliza-se a adição de 

outras substâncias ao tampão de análise como a ciclodextrina, sais de bile e 

solventes orgânicos (Ji et al., 1995; Schmitt et al., 1997). Os solventes orgânicos são 

capazes de influenciar o fluxo eletrosmótico (Ahuja e Foley, 1994; Sarmini e 

Kenndler, 1997), a estrutura das micelas (Verrall, 1995; Zana, 1995) e a interação 

soluto-micela (Vercammen et al., 1998).  

Cromatografia em camada delgada, CLAE, CG e CE são métodos úteis para 

a análise e quantificação de metabólitos secundários de plantas. Embora a CLAE 

seja bastante popular devido à alta precisão, reprodutibilidade e sensibilidade, sua 

aplicação possui alguns empecilhos como um adequado pré-tratamento das 

amostras para remover o material sólido residual e eliminar interferências que 

absorvem de modo irreversível na fase estacionária. A CE está se tornando cada 

vez mais reconhecida como uma técnica analítica de separação rápida e eficiente, 

com a limitação da reprodutibilidade e seletividade que a torna inferior a CLAE 

(Marston, 2007).  

Muitas substâncias, incluindo fenóis, cumarinas, lignanas e flavonóides, têm 

sido analisadas de forma bem sucedida por esta técnica (Fonseca et al., 2001; 

Fonseca e Tavares, 2004; Mandrioli et al., 2005; Tian et al., 2005; Tonin et al., 2005; 

Fonseca et al., 2007).  
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1.5. Produtos naturais como antifúngicos e tripanocidas 

 

Ao contrário de antibacterianos, onde 68% dos fármacos aprovados entre 

1981-2002 são derivados de produtos naturais ou derivados semi-sintéticos, os 

antifúngicos correspondem apenas a 8%, sendo a maiora drogas sintéticas, 

normalmente uma modificação de um agente existente (Newman et al., 2003). 

As infecções fúngicas variam de condições superficiais da pele (por exemplo, 

micose e pé-de-atleta) e unhas (onicomicoses) para doenças potencialmente fatais. 

Infecções fúngicas invasivas graves causadas por Candida spp., Cryptococcus 

neoformans, Aspergillus spp., Pneumocystis carinii e Histoplasma capsulatum, 

representam uma ameaça crescente para a saúde humana. A preponderância 

destas infecções fúngicas sistêmicas aumentou significativamente durante a última 

década (Vicente et al., 2003).  

Até a década de 70 as infecções fúngicas foram consideradas tratáveis e a 

procura por novos medicamentos foi muito pequena. Antes deste período, a 

quimioterapia antifúngica incluía somente iodeto de potássio (eficaz no tratamento 

da esporotricose) e dois polienos (nistatina e anfotericina B). Com excessão do 

desenolvimento da flucitosina (1964), novos fármacos só tiveram progresso com 

surgimento das drogas azólicas, como por exemplo, o cetoconazol em meados da 

década de 70. Por isso, apenas um número limitado de agentes antifúngicos 

(polienos e azóis) estão atualmente disponíveis para o tratamento de infecções 

fúngicas potencialmente fatais (Vicente et al., 2003; Martinez, 2006).  
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Recentemente, com o aumento de infecções fúngicas causadas por fungos 

como Candida e Aspergillus, e a resistência microbiana a uma série de antibióticos 

disponíveis no mercado estão motivando, novamente, as companhias farmacêuticas 

a investirem na busca por substâncias antifúngicas de fontes naturais (Newman et 

al., 2003; Marqui et al., 2008). 

Outra doença na qual os produtos naturais podem ser de grande importância 

na descoberta novos fármacos, é a doença de Chagas. Esta é causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi, sendo uma das mais graves endemias do Brasil 

nistatina

anfotericina B
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(Ambrozin et al., 2008). Ela é muito comum em regiões de florestas tropicais, sendo 

endêmica em 21 países, com cerca de 16-18 milhões de indivíduos infectados e com 

mais de 100 milhões de pessoas em risco (Molfetta et al., 2005; Pozas et al., 2005; 

Felippe et al., 2008). Atualmente, a principal forma de transmissão da doença de 

Chagas em áreas urbanas é através da transfusão de sangue contaminado, cujo 

risco é de 20% (Schmunis, 1999). Esse tipo de transmissão adquiriu especial 

relevância em regiões que não possuem o vetor, mas que recebem imigrantes de 

áreas afetadas. Outra forma de transmissão da doença ocorre de maneira 

esporádica e circunstancial, através de alimentos contaminados com o parasita, 

principalmente a partir de triatomíneos ou de seus dejetos. Também pode ocorrer 

através da ingestão de carne crua, de caça mal cozida ou de alimentos 

contaminados por urina ou secreção anal de marsupiais infectados, ou mesmo por 

meio de hábitos primitivos de ingestão de triatomíneos (Dias, 2006). 

Apesar da diminuição das taxas de prevalência e incidência da infecção pelo 

T. cruzi, a doença de Chagas permanece um obstáculo para a saúde e para o 

desenvolvimento econômico na América Latina, especialmente para a população 

rural pobre (Medrano et al., 2003). A violeta de genciana é o único agente 

empregado na quimioprofilaxia de sangue destinado a esse fim. No entanto, existem 

algumas restrições ao seu uso, pois este corante triarilmetânico confere ao sangue 

uma coloração púrpura, podendo manchar pele e mucosas, causar a 

microaglutinação e a aglomeração dos eritrócitos, além de apresentar propriedades 

mutagênicas (Ramirez et al., 1995). Os medicamentos benznidazol e nifurtimox têm 

demonstrado ter uma eficácia no tratamento de casos agudos e indeterminados da 

doença. No entanto, atualmente não existe nenhuma droga disponível recomendada 
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para pacientes com cardiomiopatia ou uma das megasíndromes (megacólon ou 

megaesôfago) (Medrano et al., 2003).  

N(CH3)2(H3C)2N

N

violeta de genciana

N

N NO2

CH2CONHCH2

benznidazol

OH2N CH N N SO2

H3C
nifurtimox  

 

Devido à ampla distribuição geográfica desta doença, à falta de tratamento 

eficaz e seguro, e às graves manifestações clínicas que ocasiona a procura de 

novas substâncias para a profilaxia e/ou tratamento desta endemia se faz 

necessária. Neste contexto, as plantas são valiosas fontes de novos compostos 

ativos e com baixa toxicidade (Newman e Cragg, 2007; Lang et al., 2008).  

 

 

1.6. Emprego de produtos naturais e sintéticos no desenvolvimento de 

fármacos 

 

Quando a química sintética moderna nasceu em meados do século XIX, a 

natureza já vem gerando uma enorme variedade de substâncias por milhões de 
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anos. Pelo fato de muitas dessas substâncias se associaram a um organismo para 

conduzir uma vantagem que garantam sua sobrevivênvia em um ambiente hostil, a 

porcentagem de substâncias biologicamente ativas na natureza é relativamente 

elevada em relação a substâncias de origem sintética (Tietze et al., 2003). 

Aproximadamente 60% da população mundial possuem uma grande 

dependência das plantas para diversos tratamentos e os produtos naturais têm sido 

reconhecidos por muito tempo como uma fonte importante de medicamentos 

terapêuticos eficazes (Cragg et al., 1997; Butler, 2004; Lee, 2004; Newman e Cragg, 

2007; Lang et al., 2008). Fármacos derivados de produtos naturais estão bem 

representados entre os 35 produtos de fármacos mais vendidos em 2000, 2001 e 

2002. O percentual de fármacos derivados de produtos naturais era de 40% em 

2000 e permaneceu constante em aproximadamente 24% em 2001 e 26% em 2002 

(Figura 11.). Portanto, fármacos derivados de produtos naturais além de serem 

comprovados como uma fonte importante para conduzir a medicamentos, também 

contribuem significativamente para a lucratividade de muitas empresas (Butler, 

2004). Além disso, muitos produtos naturais são de grande valor agregado devido às 

suas aplicações em produtos cosméticos e como agroquímicos (Pinto et al., 2002). 
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Figura 11. Porcentagem de fármacos de produtos naturais (PN), derivados de PN, 

derivados biológicos e derivados sintéticos no top 35 mundial de vendas 
de fármacos de 2000, 2001 e 2002 (Butler, 2004). 

 

Dados mercadológicos recentes também evidenciam a importância dos 

produtos naturais. Dos vinte medicamentos não-protéicos mais vendidos em 1999, 

nove foram derivados ou desenvolvidos como o resultado de pesquisas geradas a 

partir de produtos naturais, como a lovastatina, a sinvastatina, o captopril, o 

enalapril, a amoxicilina, a fenoximetilpenicilina e o taxol (Figura 12). As vendas 

anuais destes medicamentos ultrapassaram os US$ 16 bilhões (Harvey, 2000). 

Ano 

Derivados sintéticos

Derivados biológicos 

PN/derivados de PN
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Figura 12. Estruturas de alguns medicamentos mais vendidos recentemente derivados 
de produtos naturais. 

 

Em função da importância comercial ou da baixa disponibilidade natural, 

muitos produtos naturais têm-se constituido em desafios para químicos sintéticos. 

Algumas espécies vegetais tornaram-se ameaçadas devido a um excesso de coleta 
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na natureza ou seu custo. Em outros casos a extração e isolamento apresentam 

custos elevados para a comercialização (Newman e Cragg, 2007).  

Durante muitos anos, produtos naturais têm sido utilizados como modelos 

para a síntese de novos fármacos e existem inúmeros exemplos de drogas sintéticas 

que têm por base a estrutura de uma molécula do produto natural (Newman e Cragg, 

2007). O conhecimento do mecanismo da atividade biológica destes compostos, 

bem como a potencialização da atividade dos mesmos evolui com a síntese e 

ensaios biológicos de novos compostos que sejam análogos estruturais da molécula 

considerada modelo ou protótipo (Cechinel Filho e Yunes, 1998). O efeito destas 

alterações estruturais sobre a atividade biológica pode ser avaliado qualitativamente 

por estudos de relação estrutura-atividade (Kawamura et al., 1992). Além disso, 

análogos sintéticos podem ser preparados com tentativas de melhorar a solubilidade 

em água e o perfil de segurança farmacológico (Lipinski et al., 1997). Como 

exemplos de compostos análogos têm-se o analgésico petidina cujo 

desenvolvimento foi baseado na estrutura da morfina e o antimalárico mefloquina na 

quinina (Phillipson, 2007). 



Introdução                                                                                                                                  58 

O

O

N

petidina

O

HO

HO

H

N

morfina

N

CF3

F3C

OH
N

H

mefloquina quinina

N

H

H3CO

N

 

 

A química combinatória moderna permite a síntese de milhares de novos 

compostos em um tempo relativamente curto. Estas bibliotecas podem ser avaliadas 

pela sua atividade biológica utilizando técnicas de "high-throughput screening (HTS)" 

(Gershell e Atkins, 2003; Lima, 2007). No entanto, o sucesso dessas abordagens 

puramente aleatórias não está sendo muito pronunciado, que pode ser devido à falta 

de novas entidades químicas (NCEs) com alta diversidade. Tendo isto em mente, a 

próxima etapa deveria ser aproveitar a diversidade estrutural presente na natureza, e 

através da combinação de dois ou mais produtos naturais para formar um híbrido 

(Tietze et al., 2003). 
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho foi a investigação dos metabólitos secundários 

de Piper malacophyllum nas diversas partes da planta, bem como quantificar os 

piperolídeos [4,6-dimetóxi-5-E-fenilbutenolídeo (1) e 4,6-dimetóxi-5-Z-

fenilbutenolídeo (2)] e sintetizar compostos análogos objetivando o estudo das 

atividades biológicas. 

 

Entre os objetivos específicos incluem-se: 

• Isolar e caracterizar os principais metabólitos, incluindo os piperolídeos 1 e 2, 

e as substâncias minoritárias das folhas de Piper malacophyllum. Como a 

literatura não apresenta dados sobre estudos dos constituintes químicos 

presentes nas raízes, caules, frutos e óleo essencial de Piper malacophyllum, 

objetivou-se também estabelecer um protocolo por cromatografia gasosa para 

caracterizar tais constituintes, e através dos compostos identificados 

estabelecer relações biossintéticas entre os metabólitos secundários isolados 

de Piper malacophyllum e outras espécies de Piper. 

 

• Desenvolver um método rápido, simples, específico, exato e preciso para a 

determinação e quantifcação dos piperolídeos, uma vez que não há estudos 

via cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) na literatura. 

 

• Sintetizar uma série de compostos análogos aos piperolídeos isolados de 

P. malacophyllum, visto que membros desta classe de compostos apresentam 

uma grande variedade de atividades biológicas. Este estudo foi realizado 
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modificando-se o padrão de substituição do anel aromático, para avaliar a 

influência destas alterações sobre as atividades biológicas estudadas. 

 

O
O

H3CO
O

HAr O
O

H3CO

Ar

Ar = 3-bromofenila
Ar = fenila
Ar = 1,3-benzodioxolila
Ar = 4-bromofenila
Ar = 4-clorofenila
Ar = 4-(dimetilamino)fenila
Ar = 4-nitrofenila
Ar = 4-metoxifenila
Ar = 3-metoxifenila
Ar = 3-metilfenila
Ar = 2-metilfenila
Ar = 4-[tert-butil(dimetil)silil]oxi-3-iodo-5-metoxifenila
Ar = 4-[tert-butil(dimetil)silil]oxi-3,5-dimetoxifenila
Ar = 4-hidroxi-3,5-metoxifenila  

 

• Avaliar a atividade antifúngica contra Cladosporium cladosporioides e C. 

sphaerospermum e contra Trypanosoma cruzi dos compostos análogos aos 

piperolídeos. 

 



Material e métodos                                                                                                                     61 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Generalidades metodológicas 

 

Os solventes utilizados nas extrações e nas eluições das colunas 

cromatográficas foram devidamente tratados e destilados segundo os procedimentos 

usuais (Vogel, 1988). Para as análises cromatográficas em CLAE, CG e CE foram 

utilizados solventes de grau cromatográfico (Merck e Tedia S/A). Dodecil sulfato de 

sódio (SDS) foi obtido da Riedel-de Haën (Seelze, Germany), tetraborato de sódio 

decaidratado e o hidróxido de sódio da Merck (Darmstadt, Germany). A água foi 

purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). 

Para os ensaios biológicos e síntese dos compostos foram utilizados 

reagentes de grau P.A. Os solventes utilizados foram devidamente secos por refluxo 

sobre um agente secante, destilados e armazenados sobre peneira molecular e 

atmosfera de nitrogênio, de acordo com os procedimentos descritos (Armarego e 

Chai, 2003). 

Para o experimento de administração de precursores radioativos foram 

utilizados acetato de sódio-[1-14C] (0,75 mCi mL-1 e 39 mCi mmol-1) e L-fenilalanina-

[U-14C] (0,1 mCi mL-1 e 400 mCi mmol-1), ambos da Sigma. 

Para as colunas cromatográficas abertas foram utilizadas sílica gel do tipo 60, 

partículas 63-200 μm e para tipo “flash”, sílica gel 60 com partículas de 40-63 μm. 

As placas de CCDP foram confeccionadas utilizando sílica 60GF254 (5-40 μm). 

Estas placas foram preparadas aplicando uma suspensão de sílica gel em água 

destilada sobre placas de vidro, utilizando-se um espalhador “Quickfit”, regulado pra 

produzir camadas de 1,00 mm de espessura. Para CCDC, foram utilizadas placas 
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comerciais de sílica gel 60 F254 para cromatografia de camada fina, sobre suporte de 

alumínio. 

As placas de CCDC foram reveladas com aspersão de solução de sulfato 

cérico em ácido sulfúrico 2 mol L-1 (2% m/v)  e solução de vanilina (5,1 g de vanilina, 

50 mL de ácido sulfúrico concentrado e 800 mL de etanol) sobre as mesmas,.após 

terem sido observadas sob lâmpada ultravioleta (254 e 365 nm). As placas 

preparativas foram visualizadas sob radiação ultravioleta (254 e 365 nm). 

As fases orgânicas foram concentradas sob pressão reduzida em um 

evaporador rotatório. 

As análises em CLAE foram obtidas em um sistema Shimadzu composto por 

duas bombas analíticas modelo LC-10AD conectadas a um detector de ultravioleta 

modelo SPD-M10A Diode Array, controlados por um módulo de comunicação SCL-

10A e tratados pelo programa de computador CLASS-VP versão 6.10. 

Para as análises em cromatografia gasosa foi utilizado um cromatógrafo 

gasoso HP-5890 Série II, com injetor automático de divisão de fluxo (Split), detector  

por ionização de chama (FID) e integrador HP-3396A. Foi utilizada coluna de 

polaridade média HP-5MS (5%-fenil)-dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm. i.d., 

0,25 μm). 

Os experimentos de eletroforese foram conduzidos em um equipamento de 

eletroforese capilar da Beckman PACE/MDQ (Beckman Instruments, Fullerton, CA, 

USA), equipado com um detector de arranjo de diodos. Detecção a 308 nm e 

controle de temperatura mantido a 22oC. Um software para aquisição e tratamento 

de dados fornecido pelo fabricante do equipamento (32 KaratTM Software v 8.0) foi 

usado na integração e análise dos dados. As amostras foram introduzidas no capilar 

via injeção hidrodinâmica por aplicação de 0,5 psi por 3s (1 psi = 6894,76 Pa). O 
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instrumento foi operado em polaridade positiva (injeção no fim do capilar). Uma 

voltagem constante de +25 kV foi usa em todos os experimentos. 

Os espectros no infravermelho foram obtidos por meio de pastilhas de KBr, 

solução ou filme em espectrômetro Bomen MB100. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear foram obtidos em 

espectrômetros Bruker AC200, Varian Gemini 2000, Bruker DPX300, Bruker 

DRX500 operando a 200, 200, 300 e 500 MHz, respectivamente. As amostras foram 

solubilizadas em solventes deuterados. As constantes de acoplamento escalar (J) 

são expressas em Hertz (Hz). 

Os espectros de massas foram medidos a 70 eV em um espectrômetro 

CGEM SHIMADZU modelo GCMS-QP5050A, equipado com coluna capilar DB5 

(5%-fenil)-dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 m. i.d., 0.25 μm).  

 

 

3.2. Metabólitos secundários de P. malacophyllum 

 

3.2.1. Coleta do material vegetal 

 

O material vegetal da espécie P. malacophyllum foi coletada no Parque 

Estadual de Intervales (Instituto Florestal do Estado de São Paulo) e em 

Guaraqueçaba no estado do Paraná (Tabela 3). Coletaram-se estacas para a 

manutenção de espécimes vivos nas estufas do IQUSP. Os espécimes em estudo 

foram identificados pela Profa. Dra Elsie Franklin Guimarães (Instituto de Pesquisas 

Jardim Botânico do Rio de Janeiro). 

 



Material e métodos                                                                                                                     64 

Tabela 3. Material vegetal coletado da espécie P. malacophyllum 

 
Espécie Exsicatas Parte da planta 

Piper 
malacophyllum 

K-447ª Folhas, frutos, raízes e frutos 
K-448ª Folhas 
K-449ª Folhas 
K-450ª Folhas 
K-646b Folhas 
K-858c Folhas 
K-882c Folhas 
K-883c Folhas 
K-884c Folhas 

a Coletadas no Parque Estadual de Intervales (Instituto Florestal do Estado de São Paulo) em 
novembro de 2004; b Coletada no Parque Estadual de Intervales (Instituto Florestal do Estado de São 
Paulo) em novembro de 2005; c Coletadas em Guaraqueçaba no estado do Paraná em janeiro de 
2007. 

 

 

3.2.2. Metabólitos secundários das folhas de P. malacophyllum 

 

3.2.2.1. Obtenção do extrato 

 

As folhas (K-447) foram secadas ao ar livre e depois em estufa a temperatura 

de 50 ºC, e posteriormente moídas em moinho de facas, obtendo-se 93,0 g de 

material seco. Este material foi extraído exaustivamente por dois dias com metanol 

(300 mL por vez) a frio. Após a extração, os solventes foram concentrados à pressão 

reduzida, em evaporador rotatório, tendo sido obtido 10,5 g de extrato bruto. 

 

3.2.2.2. Eliminação da clorofila 

 

O extrato metanólico (10,3 g) das folhas de P. malacophyllum foi dissolvido 

em 400 mL de MeOH e em seguida foram adicionados 100 mL de água destilada, 

provocando a precipitação de clorofilas. Este material foi submetido a uma coluna 
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filtrante de celite compactada a vácuo (Fernandes et al., 1997). Foram obtidas quatro 

frações de 500 mL, sendo duas compostas por uma solução aquosa de metanol 

80% (M1 e M2), uma com metanol (M3) e a última com acetona (M4). As frações M1 

e M2 foram concentradas em evaporador rotatório para aproximadamente 200 mL e, 

em seguida, submetidas a partições sucessivas com diclorometano (3x200 mL). As 

frações orgânicas obtidas neste processo foram secadas com sulfato de sódio 

anidro, filtrados, e em seguida, os solventes foram evaporados a pressão reduzida 

em evaporador rotatório (Figura 13). As frações M1, M2 e M3 foram analisadas por 

CLAE (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2.3. Fracionamento cromatográfico 

 

 De modo geral, os métodos utilizados para a separação de substâncias de 

baixa e média polaridade foram à cromatografia de adsorção em sílica gel e a 

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). Em alguns casos foi 

Acetona 

Extrato MeOH 
(10,3 g) 
(folhas) 

Coluna filtrante 
Celite 

M1 
(3,34 g) 

 

MeOH 80%

M2 
(0,16 g)

MeOH 

M3 
(0,45 g) 

M4 
(0,28 g) 

Figura 13. Fluxograma do fracionamento cromatográfico do extrato metanólico das
folhas de P. malacophyllum. 
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utilizada cromatografia rápida em sílica gel (“flash”). Em todos os casos as 

separações foram monitoradas por CCDC. 

 A seguir estão representados sob forma de fluxogramas os fracionamentos 

cromatográficos realizados com a fração M1, obtida após tratamento do extrato 

metanólico com celite. A fração M1 inicialmente foi submetida a uma separação 

cromatográfica em coluna empacotada com sílica gel 60 (63-200 μm), eluída a baixa 

pressão com mistura de solventes em gradiente de polaridade (hexano/AcOEt) 

(Figura 14). A fração M1/5 forneceu uma mistura dos isômeros dos butenolídeos 1 e 

2. Desta fração, 50 mg foi submetida a cromatografia em camada delgada 

preparativa utilizando-se com fase móvel hexano:DCM (1:2). A escolha da fase 

móvel foi realizada através do monitoramento por CCDC. Após a eluição da placa, 

esta foi visualizada no ultravioleta e os compostos de interesse separados. Foram 

obtidas 30 mg do (5E)-4-metoxi-5-[metoxi(fenil)metileno]-furan-2(5H)-ona (1) e 18,3 

mg do (5Z)-4-metoxi-5-[metoxi(fenil)metileno]-furan-2(5H)-ona (2). 

As frações M1/1 e M1/3 foram submetidas a sucessivas separações 

cromatográficas em sílica gel e CCDP (Figura 15 e Figura 16), levando ao 

isolamento dos compostos 5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxol (3), acetato de 

shizuka-acoradienolila (4), shizuka-acoradienol (4) e gibbilimbol B (5). 

  



Material e métodos                                                                                                                     67 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M1/1 
(266 mg)

CC 
A/B (13:1) 

M1/1/1 
(fr 5 e 6) 
100 mg 

M1/1/2 
(fr 7 a 9) 
125 mg 

3 
(29,6 mg) 

3 
(77,0 mg) 

fr 16 
(4,8 mg) 

fr 16 e 17 
26,0 mg 

4 
(13,0 mg) 

CC flash 
A 

CC flash 
A 

CCDP 
A/C (3:1) 

A: hexano 

B: AcOEt 

C: DCM 

M1/1 
(fr 1 a 3) 
266 mg 

M1/2 
(fr 4 a 7) 
146 mg 

M1/3 
(fr 8 a 13) 
264 mg 

M1/4 
(fr 14 a 17) 

72,4 mg 

M1/5 
(fr 25 a 29) 
1423 mg 

M1/6 
(fr 30 a 39) 

266 mg 

A: hexano 

B: AcOEt 

C: DCM 

M1 
(3,0 g)

CC 
A/B gradiente 

CCDP 
A/C (1:2) 

1 
(30,0 mg) 

2 
(18,3 mg) 

Figura 14. Fluxograma do fracionamento cromatográfico da fração M1 obtida após
tratamento com celite do extrato metanólico das folhas de P. malacophyllum. 

Figura 15. Fluxograma do fracionamento cromatográfico da fração M1/1.
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3.2.2.4. Análise por CLAE 

 

As frações M1, M2 e M3 foram submetidas a um tratamento prévio de “clean-

up” antes de serem analisados por CLAE. Os extratos foram dissolvidos em uma 

solução MeOH:H2O (9:1) em uma concentração de 2 mg mL-1. Estas soluções foram 

eluídas em um cartucho Sep-Pak C18 e em seguida filtradas com filtros para seringa 

de teflon (3 mm, 20 μm). Foram injetados 20 μL das amostras. 

Para as análises por CLAE foi utilizada uma coluna analítica de fase reversa 

RP 80 (Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 5 μm). A fase móvel utilizada foi ACN e água 

milli-Q com um fluxo de 1 mL min-1. A Tabela 4 apresenta o gradiente de solventes 

que foi utilizado. A detecção foi por ultravioleta nos comprimentos de onda de 204 e 

307 nm. O programa de computador Shimadzu CLASS-VP versão 6.10 foi 

empregado para o tratamento dos dados. 

 

5 
(3,2 mg) 

6 
(159,8 mg) 

M1/3 
(264 mg) 

CC 
A/B (9:1) 

fr 12 
37,2 mg 

fr 18 
27,4 mg 

fr 13 
44,4 mg 

fr 14 
50,3 mg 

fr 16 
29,6 mg 

fr 15 
32,5 mg 

fr 17 
14,9 mg 

CCDP 
A/C (1:2) 

A: hexano 

B: AcOEt 

C: DCM 

Figura 16. Fluxograma do fracionamento cromatográfico da fração M1/3.
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Tabela 4. Gradiente dos solventes para análise das frações M1, M2 e M3. 

 
Tempo (min) ACN (%) 

0 - 8 40 

8 - 40 80 

40 - 45 100 

45 - 50 100 

50 - 55 40 

55 - 60 40 

 

 

3.2.2.5. Dados espectrométricos e propriedades físicas dos compostos 

identificados em P. malacophyllum (Piperaceae) 

 

4,6-dimetóxi-5-E-fenilbutenolídeo (1) 

 

O

H3CO

O

H3CO
3

10

7

8

9

4

5

11

12

26

1

 

 

Nome IUPAC: (5E)-4-metóxi-5-[metóxi(fenil)metil]furan-2(5H)-ona 

Característica: sólido amarelo claro. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): Tabela 11, pag. 108. 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): Tabela 11, pag. 108. 

EM m/z (int rel %): 232 (C13H22O4, [M+.], 27); 189 (15); 161 (9); 109 (9); 105 (64); 91 

(10); 77 (74); 69 (100); 55 (40); 51 (52) e 41 (88). 
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4,6-dimetóxi-5-Z-fenilbutenolídeo (2) 

3

10

78

9 4

5

11

12

26

O
H3CO

H3CO

O

2  

 
Nome IUPAC: (5Z)-4-metoxi-5-[metoxi(fenil)metil]furan-2(5H)-ona 

Característica: sólido amarelo claro. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): Tabela 11, pag. 108. 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): Tabela 11, pag. 108. 

EM m/z (int rel %): 232 (C13H22O4, [M+.], 27); 189 (8); 161 (16); 115 (11); 105 (78); 

91 (8); 77 (95); 69 (100), 51 (39) e 41 (49). 

 

5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxole (3) 

 

O
O1

2 3

4

5
6 1'
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8'

8
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Nome IUPAC: 5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxole. 

Característica: óleo incolor. 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): Tabela 13, pag. 119. 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): Tabela 13, pag. 119. 

IV (filme, νmáx/cm-1): 3070, 3028, 2957, 2926, 2885, 1608, 1501, 1489, 1442, 1360, 

1246, 1042, 969, 939 e 808. 
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EM m/z (int rel %): 232 (C16H20O2, [M+.], 5); 135 (100); 105 (6); 77 (34); 55 (7); 51 

(23); 41 (27) e 39 (18). 

Análise elementar: Encontrado: C 76.21%, H 8.63%. C15H20O2 requerido: 

C 77.55%, H 8.68%. 

 

Acetato de shizuka-acoradienolila (4) 

 

O
O1

2

3 4

5

6 7

8
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11 12
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16

 

 

Nome IUPAC: Acetato de (1R, 4R, 5R, 7S)-1-isopropil-4-metil-8-metileno-

espiro[4.5]dec-9-en-7-ila. 

Característica: óleo amarelo. ሾࢻሿࡰ
૚ૢ ൌ -52º C (c 0.29, CHCl3). 

RMN de 1H (500 MHz, CDCl3): Tabela 15, pag. 130. 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): Tabela 15, pag. 130. 

IV (solução, CHCl3, νmáx/cm-1): 3097, 2955, 2930, 2871, 1738, 1645, 1464, 1372, 

1241, 1039 e 888. 

EM m/z (int rel %): 262 (C17H26O2, [M+.], 3); 219 (3); 202 (7); 177 (44); 159 (44); 146 

(9); 131 (27); 118 (64); 105 (24); 91 (47); 69 (31); 55 (27); 43 (100) e 41 (43). 
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Shizuka-acoradienol (5) 

 

OH
1
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8
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11 12
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Nome IUPAC: (1R, 4R, 5R, 7S)-1-isopropil-4-metil-8-metilenoespiro-[4.5]dec-9-en-7-

ol 

Característica: sólido branco amorfo. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): Tabela 15, pag. 130. 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): Tabela 15, pag. 130. 

EM m/z (int rel %): 220 (C15H24O, [M+.], 7); 202 (12); 159 (97); 131 (52); 118 (5 8); 

107 (57); 91 (100); 69 (61); 55 (59) e 41 (87). 

 

Gibbilimbol B (6) 
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Nome IUPAC: 4-[(3E)-dec-3-en-1-il]fenol. 

Característica: óleo amarelo e sólido amarelo quando resfriado. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): Tabela 13, pag. 119. 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): Tabela 13, pag. 119. 
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IV (filme, νmáx/cm-1): 3378, 3021, 2956, 2854, 1613, 1599, 1514, 1454, 1376, 1236, 

967 e 827. 

EM m/z (int rel %): 232 (C16H28O, [M+.], 2); 108 (8); 107 (100); 91 (1); 77 (6); .55 (3); 

43 (3) e 41 (7). 

 

 

3.2.3. Metabólitos secundários das raízes, caules, folhas e frutos de P. 

malacophyllum 

 

3.2.3.1. Preparo das amostras 

 

O material vegetal (raízes, caules e frutos) foi secado em estufa 40ºC, 

pulverizado e extraído com MeOH por 30 min sob banho de ultrassom por duas 

vezes. Após a extração, os solventes foram concentrados a pressão reduzida em 

evaporador rotatório, sendo obtidos os extratos brutos para cada parte. 

Para a análise dos extratos por cromatografia gasosa, 8 mg dos extratos 

metanólicos (raízes, caules e frutos) foram suspensos em 3 mL de MeOH:H2O (9:1), 

filtrados em filtro millipore (0,45 µm) e eluídos por uma coluna Sep-Pak C-18. Após 

evaporação do solvente os extratos foram suspensos em MeOH para uma 

concentração 2 mg mL-1, e então submetidos a análise por cromatografia a gás e 

espectrometria de massas. O extrato metanólico das folhas também foi analisado 

por CG suspendendo 4 mg da fração M1 (Figura 13) em 2 mL de MeOH. 

As condições empregadas nas análises por CG foram: temperatura do injetor 

de 280oC, temperatura do detector de 280ºC, volume de injeção de 1 µL, hélio foi 

usado como gás de arraste, fluxo da coluna de 1 mL min-1, temperaturas 

programadas de 60oC (1 min), 60 para 280oC (5oC min-1) e 280oC (20 min). 
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3.2.4. Composição do óleo essencial das folhas de P. malacophyllum 

 

3.2.4.1. Obtenção e análise do óleo essencial 

 

Folhas (K-447) de P. malacophyllum (43 g) foram submetidas a arraste por 

vapor d’água em aparelho tipo Clevenger modificado (Wasicky, 1963). Foram 

obtidos 53,3 mg do óleo essencial (0,13% de rendimento). O teor de óleo foi 

expresso em porcentagem de base seca. Uma alíquota foi dissolvida em hexano 

para análise em CG e CG/EM. 

Os hidrocarbonetos da série homóloga de C8 a C23 foram injetados sob 

forma de uma mistura homogênea. Esta série foi utilizada para cálculo dos índices 

de retenção. 

As condições empregadas nas análises por CG foram: temperatura do injetor 

de 280oC, temperatura do detector de 280ºC, volume de injeção de 1 µL, hélio foi 

usado como gás de arraste, fluxo da coluna de 1 mL min-1, temperaturas 

programadas de 60oC (1 min), 60 para 280oC (3oC min-1) e 280oC (2 min). 

 

 

3.2.5. Administração de precursores radioativos (acetato-[1-14C] e L-

fenilalanina-[U-14C]) em folhas de P. malacophyllum 

 

Para realizar os estudos de incorporação de precursores acetato-[14C] e L-

fenilalanina-[U-14C] foram coletadas folhas jovens de plantas (6 meses) adultas de P. 

malacophyllum no jardim do bloco 11 do Instituto de Química da USP-SP. 
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Incorporação do precursor CH3COO-Na+-[1-14C] in vivo em P. malacophyllum 

 

Três folhas jovens de espécimes adultos de aproximadamente mesma forma 

e peso foram coletadas e os pecíolos imediatamente imersos em uma solução de 

20 µL de H2O contendo 0,48 µCi de acetato de sódio [1-14C] e mantidas sob luz 

branca para facilitar o processo de metabolização do precursor. Após absorção 

parcial da solução, foram adicionados volumes de 15 µL de H2O destilada até as 

folhas serem retiradas das soluções, uma a uma, a intervalos de 6, 9 e 22 horas 

respectivamente, congeladas em N2 liquido e maceradas até granulometria fina com 

auxilio de um tubo e um bastão de vidro. Foram adicionados aproximadamente 

12 mL de acetona ao material triturado. O material foi filtrado em algodão e a vácuo,  

e o filtrado foi evaporado. Os resíduos foram ressuspendidos em 1 mL de acetona e 

foram separados 100 µL da solução para leitura de radioatividade especifica para o 

14C. Para isso, foram adicionados 5 mL do líquido cintilador ao 100 µL do extrato e a 

radiação medida em um cintilador. A radioatividade especifica é dada em dpm 

(desintegrações por minuto) e para efeito de correlação entre o valor da 

radioatividade específica lida e a correspondente em µCi, utiliza-se a relação onde 

1 µCi equivale a 2,2 x 106 dpm (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Radiação absoluta em cada experimento de incorporação do precursor 
CH3COO-Na+-[1-14C] in vivo em P. malacophyllum. 

 
Tempo de incorporação 

(h) 
Radiação 

inicial (dpm)
Radiação 

incorporada (dpm) 
Incorporação 
no extrato (%)

6 1056000 1215,3 0,12 

9 1056000 2048,3 0,19 

22 1056000 5024,4 0,48 
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Incorporação do precursor L-fenilalanina -(U-14C) in vivo em P. malacophyllum 

 

Foi utilizado o mesmo procedimento para o CH3COO-Na+ [1-14C]. Foi ultilizado 

20 µL de H2O contendo 2,1 µCi de acetato de sódio[1-14C] e intervalos de 4, 9, 21 e 

29 horas (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Radiação absoluta em cada experimento de incorporação do precursor L-

fenilalanina-[U-14C] in vivo em P. malacophyllum. 

 
Tempo de incorporação 

(h) 
Radiação 

inicial (dpm)
Radiação 

incorporada (dpm) 
Incorporação 
no extrato (%)

4 4620000 160357,4 3,47 

9 4620000 94977,6 2,06 

21 4620000 143498,0 3,10 

29 4620000 306792,0 6,64 

 

Os extratos com maior radioatividade foram então submetidos à análise por 

CLAE em uma concentração de 3 mg L-1, sendo o solvente coletado minuto a minuto 

para a medição da radiação. Para o experimento com acetato de sódio-[1-14C] foi 

injetada uma radiação total de 837 dpm e para a L-fenilalanina 10828 dpm. As 

condições utilizadas na análise foram as mesmas utilizadas no item 3.2.1.4 (pag. 

68), utilizando-se uma coluna analítica de fase reversa C18 (Phenomenex®, 250 x 

4,6 mm, 5 μm). A detecção foi por ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. 
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3.3. Desenvolvimento e validação de um método em cromatografia 

eletrocinética micelar (MEKC) para a quantificação e determinação de 

butenolídeos em P. malacophyllum 

 

3.3.1. Condicionamento do capilar e procedimento 

 

Foi ultizado capilar de sílica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, 

USA) com comprimento total de 40,2 cm (comprimento até a janela de detecção 

30 cm), sendo os diâmetros externo e interno iguais a 375 μm e 75 μm, 

respectivamente. O capilar foi mantido na temperatura de 22ºC por circulação de 

líquido resfriador (coolant, Beckman Coulter). 

Ao início de cada ensaio realizado o capilar foi condicionado com NaOH 

1 mol L-1 por 20 min, seguido por 15 min de água deionizada e 15 minutos de 

eletrólito de corrida. Entre cada corrida o capilar foi recondicionado passando-se o 

próprio eletrólito de corrida por 1 min. Ao final dos ensaios o capilar foi lavado com 

NaOH 1 mol L-1 por 5 minutos e água deionizada por mais 5 minutos. 

 

3.3.2. Preparo das soluções padrões 

 

As soluções estoque dos padrões de butenolídeos 1 e 2 (1000,0 μg mL-1) e da 

cumarina (300,0 μg mL-1), usada como padrão interno, foram preparadas em MeOH 

e transferidas para frascos âmbar e mantidas sob refrigeração. As soluções padrões 

de trabalho eram preparadas diariamente pela diluição apropriada das soluções 

estoques com o padrão interno. 
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3.3.3. Preparo das amostras 

 

As folhas secas (K-447, K-448, K-449, K-450, K646, K-858, K-882, K-883 e K-

884) foram pulverizadas e uma amostra (0,5 g) foi extraída com 5 mL de MeOH por 

30 min sob banho de ultrassom. O procedimento de extração foi realizado em 

triplicata. Uma alíquota de 1 mL foi filtrada com filtros para seringa de teflon 

(0,45 μm) e 150 μL do filtrado foi transferido para um balão volumétrico de 1 mL, 

dopado com os padrões dos butenolídeos (100 μg mL-1 concentração final) e o 

volume completado com a solução do padrão interno (300 μg mL-1 concentração 

final). Uma alíquota de 50 μL foi diluída com 450 μL de uma solução de 5 mmol L-1 

SDS/5 mmol L-1 tetraborato de sódio. 

 

3.3.4. Ensaio fatorial 

 

Foi utilizado um fatorial 23, ou seja, de dois níveis (+, -) e três variáveis 

(concentrações de ACN, SDS e TBS), para otimizar a separação de uma mistura 

teste com os padrões dos butenolídeos na concentração de 30 μg mL-1 (Tabela 7). 
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Tabela 7. Parâmetros experimentais investigados. 

 

Fatores  (-) (+) 0 

A SDS (mmol L-1) 10 20 15 

B ACN (% v/v) 10 20 15 

C TBS (mmol L-1) 10 20 15 

 

Todos os experimentos foram realizados em duplicata, e para minimizar os 

erros experimentais, as análises foram feitas de forma aleatória. Os ensaios estão 

dispostos na Tabela 8. 

 

Tabela 8. Matriz para os três parâmetros e os dois níveis (fatores na escala de códigos 
e as variáveis). 

 

Ensaio Fatores Variáveis (mmol L-1) 

 A B C SDS ACN (%) TBS 

1 + - - 20 10 10 

2 + + - 20 20 10 

3 - - - 10 10 10 

4 - + - 10 20 10 

5 + - + 20 10 20 

6 + + + 20 20 20 

7 - - + 10 10 20 

8 - + + 10 20 20 

9 0 0 0 15 15 15 
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3.3.5. Preparo do sistema micelar 

 

Um sistema micelar contendo 20 mmol L-1 SDS, 20% (v/v) ACN e 10 mmol L-1 

TBS em pH 9,2 foi usado na separação dos butenolídeos. 

 

3.3.6. Validação do método 

 

Para a construção da curva de calibração, alíquotas de 100, 200, 300, 400 e 

500 μL, da solução padrão estoque dos butenolídeos (1000 μg mL-1) foram 

transferidas separadamente para um balão volumétrico de 1 mL e então diluídas ao 

volume com o padrão interno (300 μg mL-1). Uma alíquota de 50 μL foi diluída com 

450 μL de uma solução de 5 mmol L-1 SDS/5 mmol L-1 TBS. Obtiveram-se 

concentrações na faixa de 10,0 a 50,0 μg mL-1 dos butenolídeos, e 30,0 μg mL-1 da 

cumarina. Cada solução foi injetada em triplicata. Os dados foram dispostos em 

gráfico da razão das áreas dos picos (butenolídeo/cumarina) versus a concentração 

de 1 e 2. 

A exatidão do método foi avaliada por teste de recuperação em que as folhas 

secas e pulverizadas da P. malacophyllum (0,5 g) foram extraídas com 5 mL das 

soluções metanólicas dos butenolídeos em três concentrações conhecidas (30, 40 e 

50 μg mL-1) por 30 min em banho de ultrassom. 

 

  



Material e métodos                                                                                                                     81 

3.4. Procedimenos sintéticos 

 

3.4.1. Síntese de compostos análogos de piperolídeos 

 

5-[{[tert-butil(dimetil)silil]oxi(fenil)metil]-4-metoxifuran-2(5H)-ona (7) e (5Z)-5-

benzilideno-4-metoxifuran-2(5H)-ona (8) 
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Em um balão tritubulado (25 mL) acoplado a um condensador de refluxo sob 

atmosfera de nitrogênio, foi adicionado 4-metoxifuran-2(5H)-ona (24) (300 mg; 

2,63 mmol) dissolvida em DCM anidro (5 mL). Em seguida foram adicionados 

TBDMSOTf (726 μL; 3,16 mmol), DIPEA (1,3 mL; 7,89 mmol) e benzaldeído (300 μL; 

2,90 mmol). Após agitação durante 2 h à temperatura ambiente, DBU (786 μL, 

5,26 mmol) foi adicionado e a mistura ficou sob refluxo. Após 4 h, DCM (80 mL) foi 

adicionado e a mistura foi lavada sucessivamente com solução aquosa de HCl 

(3 mol L-1, 2x40 mL). As fases aquosas foram combinadas e extraída com DCM 

(2x40 mL) e os extratos orgânicos coletados foram lavados com solução saturada de 

NaCl (∼3x40 mL) até a neutralização. A fase orgânica foi secada com MgSO4 anidro 

e concentrada sob pressão reduzida resultando na obtenção de um sólido 

amarelado (827 mg). O sólido foi fracionado em coluna de sílica gel (hexano/DCM 
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1:2), levando a obtenção do composto 7 (227 mg; 0,68 mmol; 26 %) e do composto 

8 (390 mg; 1,93 mmol; 73 %), ambos como um sólido branco. 

 

Dados físicos do composto 7: 

 

Característica: sólido branco. Tf = 125,8-126,9ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3135, 3032, 2955, 2932, 2858, 1759, 1637, 1460, 1369, 1256, 

1148, 1124, 1061, 1009, 949, 901, 837, 777 e 702. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ -0,21 e -0,02 (s, 6H, Si(CH3)2); 0,85 (s, 9H, 13-

(CH3)3); 3,87 (s, 3H, OCH3); 4,74 (dd, 1H, J5,6 = 2,0 Hz e J5,3 = 0,9 Hz; H5); 4,96 (d, 

1H, J6,5 = .2,0 Hz; H6); 5,28 (d, 1H, J3,5 = 0,9 Hz; H3); 7,27-7,33 (m, 5H, H8, H9, 

H10, H11 e H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ -5,7 e -4,8 (Si(CH3)2); 18,0 (C13); 25,5 (13-(CH3)3); 

59,1 (OCH3); 72,5 (C6); 82,6 (C5); 90,3 (C3); 126,9 (C8 e C12); 128,1 (C9 e C11); 

130,5 (C10); 139,8 (C7); 172,5 (C2) e 179,4 (C4). 

EM m/z (int rel %): 277 ([M-57], 6); 221 (21); 143 (19); 105 (39); 89 (34); 73 (100); 59 

(24) e 41 (29). 
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Dados físicos do composto 8: 

 

8

O

H3CO

O

3

10

7

8

9

4

5

11

12

26

 
 

Característica: sólido branco. Tf = 131,5-132,8ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3124, 2943, 1759, 1605, 1445, 1375, 1215, 1173, 1080, 972, 

820 e 692. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 3,98 (s, 3H, OCH3); 5,28 (s, 1H, H3); 6,23 (s, 1H, 

H6); 7,26-7,39 (m, 3H; H9, H10 e H11); 7,75 (dd, 2H, J8/12,9/11 = 8,2 Hz e 

J8/12,10 = 1,6 Hz; H8 e H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 59,3 (OCH3); 88,3 (C3); 107,8 (C6); 128,8 (C9 e 

C11); 129,0 (C10); 130,6 (C8 e C12); 132,4 (C7); 142,3 (C5); 168,7 (C2) e 171,1 

(C4). 

EM m/z (int rel %): 202 (C12H10O3 [M+.], 29); 131 (9); 118 (12); 90 (23); 89 (25); 69 

(100); 63 (17) e 39 (19). 

 

 
Os compostos 9 a 22 foram preparados utilizando-se o procedimento descrito 

para síntese dos compostos 7 e 8. As quantidades dos reagentes e os rendimentos 

para cada reação são mostrados na Tabela 9. 
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Tabela 9. Dados referentes ao preparo dos compostos 9 ao 22. 

 

Aldeídos (mg; mmol) 
4-metoxifuran-

2(5H)-ona 
(mg; mmol) 

TBDMSOTf 
(μL; mmol) 

DIPEA 
(mL; mmol) 

DBU 
(μL; mol) 

Rendimento 
(mg; %) 

3-bromobenzaldeído (537; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 9 (230; 21) e 10 (436; 59) 

1,3-benzodioxol-5-carboxaldeído (435; 2,90) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 11 (358; 55) 

4-bromobenzaldeído (537; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 12 (205; 28) 

4-clorobenzaldeído (408; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 13 (410; 66) 

4-(dimetilamino)benzaldeído (433; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 14 (495; 77) 

4-nitrobenzaldeído (438; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 15 (565; 87) 

4-metoxibenzaldeído (395; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 16 (520; 85) 

3-metoxibenzaldeído (395; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 17 (468; 77) 

3-metilbenzaldeído (348; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 18 (394; 69) 

2-metilbenzaldeído (348; 2,9) 300; 2,63 726; 3,16 1,3; 7,89 786; 5,26 19 (329; 58) 

5-iodovanilina (806; 2,9) 300; 2,63 1000; 4,35 1,3; 7,89 786; 5,26 20 (372; 29) 

4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeído (528; 2,9) 300; 2,63 910; 3,95 1,3; 7,89 786; 5,26 21 (392; 50) e 22 (235; 23) 

4-TBDMSO-3,5-dimetoxibenzaldeído (356; 1,20) 124; 1,09 300; 1,31 0,53; 3,27 325; 2,18 22 (271; 63) 
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5-((3-bromofenil){[(tert-butil(dimetil)silil]oxi}metil)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (9) e 

(5Z)-5-(3-bromo-benzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (10) 
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Dados físicos do composto 9: 

 

Característica: sólido branco. Tf = 166,5-167,5 ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3115, 2953, 2856, 1744, 1629, 1470, 1366, 1250, 1128, 1055, 

1014, 957, 912, 829, 777. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ -0,17 e -0,01 (s, 6H, Si(CH3)2); 0,86 (s, 9H, 13-

(CH3)3); 3,89 (s, 3H, OCH3); 4,73 (dd, 1H, J5,6 = 2,0 Hz e J5,3 = 0,9 Hz; H5); 4,92 (d, 

1H, J6,5 = 2,0 Hz; H6); 5,10 (d, 1H, J3,5 = 0,9 Hz; H3); 7,21 (t, 1H, 

J11,10 = J11,12 = 7,9 Hz; H11); 7,36 (dl, 1H, J10,11 = 7,9 Hz; H10); 7,43 (dt, 1H, 

J12,11 = 7,9 Hz e J12,8 ≅ J12,10 ≅ 1,8 Hz; H12) e 7,54 (t, 1H, J8,10 = J8,12 = 1,8 Hz; H8). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ -5,6 e -4,7 (Si(CH3)2); 18,0 (C13*); 25,5 (13-(CH3)3); 

59,2 (OCH3); 71,9 (C6**); 82,2 (C5**); 90,5 (C3); 122,2 (C9*); 125,7 (C10**); 129,7 

(C10**); 129,9 (C8**); 131,2 (C12**); 142,2 (C7*); 172,3 (C2) e 179,1 (C4*).* Atribuído 

pelo DEPT. ** Atribuído pelo HETCOR. 

EM m/z (int rel %): 355 ([M-57], 3); 301 (7); 183 (8); 143 (28); 89 (35); 73 (100); 59 

(25) e 41 (28). 
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Dados físicos do composto 10: 
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Característica: sólido branco. Tf = 127,1-128,0ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3108, 2924,1779, 1606, 1414, 1368, 1214, 1117, 1076, 975 e 

880. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 3,99 (s, 3H, OCH3); 5,29 (s, 1H, H3); 6,13 (s, 1H, 

H6); 7,24 (t, 1H, J11,10 = J11,12 = 7,9 Hz; H11); 7,44 (dl, 1H, J10,11 = 8,3 Hz; H10); 7,68 

(dl, 1H, J12,11 = 7,9 Hz; H12) e 7,87 (t, 1H, J8,10 ≅ J8,12 ≅ 1,5 Hz; H8). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 59,3 (OCH3); 88,6 (C3); 106,0 (C6); 122,8 (C9); 

128,9 (C12); 130,2 (C11); 131,8 (C10); 132,9 (C8); 134,4 (C7); 143,1 (C5); 168,2 

(C2) e 170,9 (C4). 

EM m/z (int rel %): 282 ([M+ + 2], 47); 280 (C12H9BrO3 [M+.],50); 209 (3); 196 (8); 145 

(18); 101 (15); 89 (36) e 69 (100). 
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(5Z)-5-(1,3-benzodioxol-5-ilmetileno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (11) 
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Característica: sólido amarelo. Tf = 169,0-170,0ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3105, 2945, 1872, 1749, 1662, 1597, 1491, 1445, 1261, 1171, 

1038, 932, 849 e 660. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 3,96 (s, 3H, OCH3); 5,23 (s, 1H, H3); 5,99 (s, 1H, 

H13); 6,13 (s, 1H, H6); 6,80 (d, 1H, J11,12 = 8,1 Hz; H11), e 7,13 (dd, 1H, 

J12,11 = 8,1 Hz e J12,8 = 1,8 Hz; H12) e 7,40 (d, 1H, J8,12 = 1,8 Hz; H8). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 59,2 (OCH3); 88,7 (C3); 101,4 (C13); 107,8 (C6); 

108,5 (C11); 110,0 (C8); 125,8 (C12); 126,6 (C7); 140,8 (C5); 148,1 (C9*); 148,4 

(C10*); 168,7 (C2) e 171,1 (C4). * As atribuições podem estar trocadas. 

EM m/z (int rel %): 246 (C13H10O5 [M+.], 25); 175 (10); 134 (16); 104 (8); 76 (34); 69 

(100); 53 (17); 50 (24) e 41 (16). 
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(5Z)-5-(4-bromobenzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (12) 
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Característica: sólido branco. Tf = 182,3-183,5ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3139, 2923,1770, 1606, 1482, 1401, 1371, 1214, 1165, 966 e 

801. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 3,98 (s, 3H, OCH3); 5,29 (s, 1H, H3); 6,15 (s, 1H, 

H6); 7,50 (d, 2H, J9/11,8/12 = 8,6 Hz; H9 e H11) e 7,61 (d, 2H, J8/12,9/11 = 8,6 Hz; H8 e 

H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 59,3 (OCH3); 88,4 (C3); 106,4 (C6); 123,2 (C10); 

131,2 (C7); 131,8 (C9 e C11); 131,9 (C8 e C12); 142,6 (C5); 168,4 (C2) e 170,9 

(C4). 

EM m/z (int rel %): 282 ([M+ + 2], 54); 280 (C12H9BrO3 [M+.], 61); 209 (5); 196 (13); 

145 (14); 101 (17); 89 (45); 84 (4) e 69 (100). 

 
 
 

  



Material e métodos                                                                                                                    89 

(5Z)-5-(4-clorobenzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (13) 
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Característica: sólido branco. Tf = 168,0-169,5ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3130, 2956, 1798, 1609, 1487, 1373, 1217, 1167, 968, 798 e 

636. 

RMN de 1H (500 MHz, CDCl3): δ 3,97 (s, 3H, OCH3); 5,28 (s, 1H, H3); 6,15 (s, 1H, 

H6); 7,34 (d, 2H, J9/11,8/12 = 8,5 Hz; H9 e H11) e 7,67 (d, 2H, J8/12,9/11 = 8,5 Hz; H8 e 

H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 59,3 (OCH3); 88,4 (C3); 106,4 (C6); 129,0 (C9 e 

C11); 130,9 (C7); 131,6 (C8 e C12); 134,8 (C10); 142,5 (C5); 168,3 (C2) e 170,9 

(C4). 

EM m/z (int rel %): 236 (C12H9ClO3 [M+.], 6); 124 (7); 89 (37); 84 (4), 69 (100), 63 (20) 

e 41 (14). 
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(5Z)-[4-(dimetilamino)benzilideno]-4-metoxifuran-2(5H)-ona (14) 
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Característica: sólido alaranjado.  

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3175, 3111, 2945, 2810, 1744, 1666, 1589, 1524, 1443, 1364, 

1234, 1192, 1074, 970, 930, 866, 812 e 648. 

RMN de 1H (500 MHz, CDCl3): δ 3,01 (s, 6H, N(CH3)2); 3,94 (s, 3H, OCH3); 5,19 (s, 

1H, H3); 6,16 (s, 1H, H6); 6,68 (d, 2H, J9/11,8/12 = 9,0 Hz; H9 e H11) e 7,65 (d, 2H, 

J8/12,9/11 = 9,0 Hz; H8 e H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 40,1 (N(CH3)2); 59,0 (OCH3); 86,8 (C3); 109,0 (C6); 

111,9 (C9 e C11); 120,3 (C7); 132,4 (C8 e C12); 139,1 (C5); 150,6 (C10); 169,4 (C2) 

e 171,2 (C4). 

EM m/z (int rel %): 245 (C14H15NO3 [M+.], 29); 202 (17); 174 (21); 161 (8); 132 (27); 

118 (19); 89 (22); 69 (100) e 41 (19). 
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(5Z)-4-metoxi-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (15) 
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Característica: sólido vermelho. Tf = 213,3-215,0ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3128, 2949, 1767, 1605, 1514, 1346, 1169, 1072, 966, 868, 818 

e 689. 

RMN de 1H (500 MHz, CDCl3): δ 4.02 (s, 3H, OCH3); 5,36 (s, 1H, H3); 6,25 (s, 1H, 

H6); 7,89 (d, 2H, J8/12,9/11 = 9,0 Hz; H8 e H12) e 8,23 (d, 2H, J9/11,8/12 = 9,0 Hz; H9 e 

H11). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 59,5 (OCH3); 89,2 (C3); 104,8 (C6); 123,9 (C9 e 

C11); 130,8 (C8 e C12); 144,9 (C7); 139,1 (C5); 147,2 (C10); 167,6 (C2) e 170,7 

(C4). 

EM m/z (int rel %): 247 (C12H9NO5 [M+.], 23); 200 (3); 145 (5); 133 (7); 89 (15); 69 

(100); 63 (21) e 39 (15). 
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(5Z)-4-metoxi-5-(4-metoxibenzilideno)furan-2(5H)-ona (16) 
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Característica: sólido branco. Tf = 106,3-106,7ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3119, 2980, 1774, 1601, 1516, 1435, 1381, 1263, 1190, 1074, 

974, 868, 822 e 656. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 3,82 (s, 3H, 10-OCH3); 3,95 (s, 3H, 4-OCH3); 5,22 

(s, 1H, H3); 6,17 (s, 1H, H6); 6,90 (d, 2H, J9/11,8/12 = 8,8 Hz; H9 e H11) e 7,70 (d, 2H, 

J8/12,9/11 = 8,8 Hz; H8 e H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 55,3 (10-OCH3); 59,1 (4-OCH3); 87,6 (C3); 107,7 

(C6); 114,2 (C9 e C11); 125,1 (C7); 132,2 (C8 e C12); 140,7 (C5); 160,1 (C10); 

168,9 (C2) e 171,1 (C4). 

EM m/z (int rel %): 232 (C13H12O4 [M+.], 47); 189 (14); 161 (25); 148 (13); 133 (15); 

120 (16); 105 (9); 91 (26), 77 (28); 69 (100), 63 (20) e 51 (47). 
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(5Z)-5-(3-metoxibenzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (17) 
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Característica: sólido branco. Tf = 121,1-122,5ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3113, 2939, 2839, 1761, 1609, 1573, 1489, 1433, 1273, 1202, 

1076, 976, 891 e 833. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 3,84 (s, 3H, 10-OCH3); 3,97 (s, 3H, 4-OCH3); 5,27 

(s, 1H, H3); 6,19 (s, 1H, H6); 6,88 (dt, 1H; J10,8 = J10,12 = 2,4 Hz e J10,11 = 6,6 Hz; 

H10) e 7,26-7,31 (m, 3H; H8, H11 e H12) 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 55,3 (10-OCH3); 59,2 (4-OCH3); 88,2 (C3); 107,7 

(C6); 115,2 (C8 e C10); 123,2 (C12); 129,6 (C11); 133,6 (C7); 142,3 (C5); 159,7 

(C9); 168,5 (C2) e 171,0 (C4). 

EM m/z (int rel %): 232 (C13H12O4 [M+.], 18); 161 (13); 148 (7); 133 (6); 105 (5); 91 

(21), 77 (20); 69 (100), 63 (13) e 51 (32). 
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(5Z)-5-(3-metilbenzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (18) 
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Característica: sólido amarelo claro. Tf = 123,4-124,8ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3119, 3029, 2957, 2856, 1755, 1632, 1460, 1366, 1244, 1159, 

1057, 970, 835, 775 e 704. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 2,37 (s, 3H, 9-CH3); 3,98 (s, 3H, OCH3); 5,27 (s, 

1H, H3); 6,19 (s, 1H, H6); 7,14 (d, 1H, J10,11 = 7,6 Hz; H10); 7,28 (t, 1H, 

J11,10 = J11,12 = 7,6 Hz; H11); 7,54 (d, 1H, J12,11 = 7,8 Hz; H12) e 7,57 (sl, 1H, H8). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 21,4 (9-OCH3); 59,2 (OCH3); 88,1 (C3); 108,0 (C6); 

127,8 (C12); 128,6 (C11); 129,9 (C10); 131,0 (C8); 132,2 (C7); 138,4 (C9); 142,0 

(C5); 168,8 (C2) e 171,1 (C4). 

EM m/z (int rel %): 216 (C13H12O3 [M+.], 17); 145 (13); 132 (7); 103 (14); 78 (21), 69 

(100), 63 (11) e 51 (17). 
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(5Z)-5-(2-metilbenzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (19) 
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Característica: sólido amarelo claro. Tf = 139,0-140,2ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3124, 3057, 2930, 2856, 1753, 1601, 1487, 1460, 1373, 1203, 

1078, 974, 932, 827 e 750. 

RMN de 1H (500 MHz, CDCl3): δ 2,42 (s, 3H, 9-CH3); 3,99 (s, 3H, OCH3); 5,28 (s, 

1H, H3); 6,43 (s, 1H, H6); 7,18-7,25 (m, 3H, H9, H10 e H11) e 8,06 (d, 1H, 

J12,11 = 7,5 Hz; H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 20,1 (8-OCH3); 59,2 (OCH3); 88,2 (C3); 104,6 (C6); 

126,4 (C9); 128,9 (C10); 130,3 (C11); 130,7 (C12); 130,8 (C8); 137,3 (C7); 142,3 

(C5); 168,8 (C2) e 171,1 (C4). 

EM m/z (int rel %): 216 (C13H12O3 [M+.], 13); 188 (6); 145 (8); 128 (15); 115 (10); 103 

(15); 78 (22), 69 (100), 63 (13) e 51 (21). 
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(5Z)-5-(4--3-iodo-5-metoxibenzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (20) 
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Característica: sólido branco. Tf = 145,6-146,6ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3018, 2931, 2856, 1784, 1610, 1581, 1302, 1165, 1043, 910, 

781 e 660. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 0,26 (s, 6H, Si(CH3)2); 1,05 (s, 9H, 13-(CH3)3); 3,84 

(s, 3H, 11-OCH3); δ 3,97 (s, 3H, 4-OCH3); 5,24 (s, 1H, H3); 6,06 (s, 1H, H6); 7,41 (d, 

2H, J8,12 = 1,9 Hz; H12*) e 7,57 (d, 2H, J12,8 = 1,9 Hz; H8*). * Atribuídos pelo NOESY. 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ -3,3 (Si(CH3)2); 19,1 (C13); 26,1 (13-(CH3)3); 55,1 

(11-OCH3); δ 59,2 (4-OCH3); 87,9 (C3); 90,2 (C9); 106,5 (C6); 112,9 (C12); 127,3 

(C7); 133,9 (C8); 141,2 (C5); 146,5 (C10); 149,4 (C11); 168,5 (C2) e 171,0 (C4). 

EM m/z (int rel %): 488 (C19H25IO5Si [M+.], 1); 431 (61); 416 (100); 332 (7); 290 (6); 

233 (11); 177 (38); 145 (37); 137 (27); 89 (24); 73 (70); 69 (84); 59 (63) e 41 (38). 
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4-{[tert-butil(dimetil)silil]oxy}-3,5-dimetoxibenzaldeído (21) 
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Característica: sólido branco. Tf = 69,5-70,4ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3013, 2948, 2856, 2739, 2709, 1682, 1585, 1504, 1466, 1335, 

1234, 1124, 869 e 783. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 0,15 (s, 6H, Si(CH3)2); 1,01 (s, 9H, 13-(CH3)3); 3,86 

(s, 6H, 3,5-OCH3); 7,10 (s, 2H, H2 e H6) e 9,82 (s, 1H, CHO). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ -4,6 (Si(CH3)2); 18,8 (C13); 25,7 (13-(CH3)3); 55,8 

(3,5-OCH3); 106,7 (C2 e C6); 129,3 (C1); 142,4 (C4); 152,0 (C3 e C5) e 191,0 

(CHO). 

EM m/z (int rel %): 295 (C15H24O4Si [M-1], 0,1); 239 (48); 224 (100); 209 (7); 195 (9); 

179 (3); 165 (3); 153 (10); 137 (5); 123 (4); 89 (5); 73 (22); 59 (27) e 41 (26). 
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(5Z)-5-(4-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}-3,5-dimetoxibenzilideno)-4-metoxifuran-

2(5H)-ona (22) 
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Característica: sólido amarelo claro. Tf = 135,8-136,9ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3064, 2932, 2866, 1759, 1609, 1512, 1468, 1335, 1252, 1171, 

1124, 920, 841 e 779. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 0,14 (s, 6H, Si(CH3)2); 1,00 (s, 9H, 13-(CH3)3); 3,83 

(s, 6H, 9,11-OCH3); 3,96 (s, 3H, 4-OCH3); 5,23 (s, 1H, H3); 6,14 (s, 1H, H6); 6,97 (s, 

2H, H8 e H12). 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ -4,6 (Si(CH3)2); 18,7 (C13); 25,7 (13-(CH3)3); 55,8 

(9,11-OCH3); 59,2 (4-OCH3); 87,6 (C3); 107,9 (C8 e C12); 108,5 (C6); 125,1 (C7); 

136,0 (C10); 140,8 (C5); 151,6 (C9 e C11); 168,8 (C2) e 171,1 (C4). 

EM m/z (int rel %): 392 (C20H28O6Si [M+.], 1); 335 (15); 320 (43); 227 (7); 249 (8); 233 

(7); 193 (7); 135 (7); 89 (17); 73 (100); 69 (93); 59 (69) 57 (31) 45 (21) e 41 (52). 
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Síntese da (5Z)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzilideno)-4-metoxifuran-

2(5H)-ona (23) 
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Em um frasco de plástico (25 mL) contendo (5Z)-5-(4-{[tert-

butil(dimetil)silil]oxi}-3,5-dimetoxibenzilideno)-4-metoxifuran-2(5H)-ona (21) (78 mg; 

0,20 mmol) foram adicionados 3 mL de uma solução de ACN/HF (1:1 v/v). A mistura 

foi agitada a temperatura ambiente por 3 horas e então transferida para um funil de 

separação contendo AcOEt (40 mL) e a fase orgânica foi lavada com solução 

saturada de bicarbonato de sódio (3x25 mL). As fases aquosas foram combinadas e 

em seguida extraída com AcOEt (2x25 mL). As fases orgânicas foram então 

combinadas e secada com MgSO4 anidro e concentrada sob pressão reduzida 

resultando na obtenção do composto 23 (52 mg; 0,19 mmol; 95%) como um sólido 

amarelo. 

 

Característica: sólido amarelo. Tf = 161,0-162,0ºC 

IV (KBr, νmáx/cm-1): 3678-3294, 3123, 2945, 2845, 1745, 1601, 1518, 1466, 1313, 

1240, 1124, 852 e 785. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3): δ 3,92 (s, 6H, 9,11-OCH3); 3,96 (s, 3H, 4-OCH3); 5,23 

(s, 1H, H3); 5,81 (sl, 1H, OH); 6,13 (s, 1H, H6); 7,01 (s, 2H, H8 e H12). 



Material e métodos                                                                                                                    100 

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 56,4 (9,11-OCH3); 59,2 (4-OCH3); 87,6 (C3); 107,5 

(C8 e C12); 108,3 (C6); 123,9 (C7); 136,1 (C10); 140,8 (C5); 147,1 (C9 e C11); 

168,8 (C2) e 171,1 (C4). 

EM m/z (int rel %): 278 (C13H14O6 [M+.], 62); 235 (10); 203 (10); 189 (14); 151 (12); 

123 (12); 95 (10), 79 (15); 69 (100), 53 (29), 51 (24) e 41 (17). 

 

 

3.5. Ensaios biológicos 

 

3.5.1. Avaliação da atividade antifúngica contra Cladosporium cladosporioides 

e Cladosporium sphaerospermum 

 

O ensaio para a atividade antifúngica foi realizado na Seção de Fisiologia e 

Bioquímica de Plantas do Instituto de Botânica do Estado de São Paulo aos 

cuidados da Profa Drª Maria Cláudia M. Young, a partir de cinco soluções de cada 

um dos compostos e uma solução de nistatina em solvente adequado as suas 

solubilidades, nas concentrações de 10,0; 5,0; 2,5; 1,0; 0,5 e 0,1 mg mL-1 e 

aplicados 10 µL de cada solução em uma placa de CCDC-Si suportada em alumínio. 

Após a evaporação do solvente aspergiu-se sobre a placa uma solução contendo 

esporos do fungo revelador. As placas foram incubadas em câmara úmida a 25ºC no 

escuro por 42h (Homans e Fuchs, 1970). 
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3.5.2. Ensaio contra Trypanosoma cruzi  

 

O ensaio contra Trypanossoma cruzi foi realizado no Laboratório de 

Imunologia e Biologia Molecula de Paratias da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Araraquara, UNESP/ Araraquara aos cuidados da Profa Drª Maria 

Regina Barretto Cicarelli. 

 

3.5.2.1. Cultivo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi 

 

A forma epimastigota de T. cruzi foi escolhida para se realizar este 

experimento por ser uma forma não infectante e de fácil manutenção em cultura. 

Os parasitas são cultivados em meio LIT - Liver Infusion Tryptose (Fernandes 

e Castellani, 1966) a 28 ºC, com repiques a cada 15 dias para a manutenção da 

cultura no laboratório. A cepa Y (Silva e Nussenzweig, 1953) é considerada uma 

cepa padrão do tipo I segundo Briones et al. (1999), que classifica como tipo I, 

linhagens isoladas de seres humanos e tipo II, linhagens que foram isoladas de 

vetores. 

 

 

3.5.2.2. Método colorimétrico utilizando MTT 

 

O teste colorimétrico utilizando MTT foi padronizado por Muelas-Serrano et al. 

(2000a), utilizando formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y).  
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Para a padronização dessa reação, foi utilizada a fração acetato do extrato da 

folha da planta Piper tuberculatum da família Piperaceae, uma vez que, em prévias 

contagens, essa substância se mostrou com alta atividade tripanocida. 

Posteriormente, essa padronização foi confirmada com o benzonidazol, cujo 

IC50 é de 9,01 ug mL-1. 

Os testes foram realizados em triplicata em placas de poliestireno com 96 

poços estéreis e com tampa, na câmara de fluxo laminar. 

Para o teste foram colocados 3 μL da substância nas concentrações 

desejadas (concentrações finais de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1 µg mL-1), não 

ultrapassando o limite de 3% de DMSO, uma vez que porcentagens superiores 

mostram-se tóxicas para o parasita.  

A seguir, foram adicionados 97 μl de meio LIT contendo as formas 

epimastigotas de T. cruzi na concentração desejada nos poços para teste e 97 μl de 

meio LIT nos poços controles. Foram realizados dois controles, um na ausência do 

parasita para cada poço teste, mas na presença da substância e outro na ausência 

dessa, mas contendo parasitas. 

A placa foi incubada em câmara úmida a 28oC por 72 horas. A seguir, 

adicionou-se 10 µL de solução MTT/PMS (2,5 mg mL-1 de MTT e 0,22 mg mL-1 de 

PMS) em todos os poços e a placa novamente foi incubada, ao abrigo de luz por 

75 minutos a 28°C. Neste momento, ocorre a redução do sal tetrazolium [MTT, 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazólio] em um produto colorido, 

formazan, pela enzima succinato desidrogenase das mitocôndrias (Dutta et al., 

2005). 
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Colocou-se então 100 µL da solução 10% SDS-0,01mol L-1 HCl, para 

dissolver os cristais de formazan, incubando a temperatura ambiente por 30 minutos 

ao abrigo da luz.  

A leitura da densidade ótica (DO) foi realizada em espectrofotômetro (Leitor 

de ELISA – BioRad) a 595 nm e os resultados foram obtidos em absorbância. A 

porcentagem de parasitas mortos em porcentagem de citotoxicidade (% C) foi 

calculada segundo a equação seguinte (Muelas-Serrano et al., 2000b). 

 

                                  % C = [(Gc – Gp)/Gc] x 100  

                                 Gc = Ac - Am 

                                 Gp = Ap - Apm 

 

Sendo que, Gc representa o número de parasitas (mL-1) nos poços controles e 

Gp, o número de parasitas (mL-1) detectados em diferentes concentrações da 

substância. O Ac corresponde ao valor de absorbância nos poços controle (na 

ausência de substância) com parasitas; Am representa o valor da absorbância nos 

poços controle (na ausência de substância) sem parasita; Ap, o valor da absorbância 

nos testes e Apm, o valor da absorbância das diferentes concentrações de substância 

na ausência do parasita. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Metabólitos secundários da Piper malacophyllum 

 

4.1.1. Metabólitos secundários das folhas de Piper malacophyllum 

 

4.1.1.1. Análise por CLAE 

 

Os extratos das diversas partes da espécie P. malacophyllum foram 

analisadas através de CLAE visando a obtenção de um perfíl químico. Os extratos 

de folhas foi submetido a um processo de “clean-up” através de filtração de uma 

solução hidroalcoólica em camada de celite, visando à eliminação de clorofila e 

matrizes apolares, bem como uma pré-concentração dos constituintes. A análise das 

frações M1, M2 e M3 por CLAE (Figura 17) indicou o predomínio dos piperolídeos 1 

e 2 (Tabela 10), previamente descritos (Lago et al., 2005). Além disso, verificou-se a 

presença de outros metabólitos minoritários, que se tornaram alvo de purificações, 

considerando a possibilidade de serem biossinteticamente relacionados a 1 e 2. 

Após a análise dos cromatogramas optou-se por fracionar o extrato M1, visto que 

este possuía a maior massa e concentração realativa destes compostos. Após 

sucessivos procedimentos cromatográficos foram isolados seis substâncias (Figura 

17 e Tabela 10). Como o produto 5 degradou, não foi possível determinar o seu 

tempo de retenção. 
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Tabela 10. Identificação dos compostos obtidos por CLAE do extrato metanólico das 
folhas de P. malacophyllum. 

 
Números Compostos tR (min) 

1 4,6-dimetóxi-5-E-fenilbutenolido 17,73 

2 4,6-dimetóxi-5-Z-fenilbutenolido 15,46 

3 5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxol 43,78 

4 acetato de shizuka-acoradienolila 43,78 

5 shizuka-acoradienol* - 

6 gibbilimbol B 41,90 

 

 

4.1.1.2. Fracionamento cromatográfico 

 

 Visando o isolamento dos compostos presentes no extrato metanólico das 

folhas de P. malacophyllum, este foi ressuspendido em uma solução hidroalcoólica e 

inicialmente submetido a uma coluna filtrante com celite para a eliminação da 

clorofila (Fernandes et al., 1997), sendo a fração M1 obtida após este tratamento. 

Esta fração foi analisada por CCDC em sílica gel, eluída com misturas de 

hexano/AcOEt com diferentes forças de eluíção, revelada com luz ultravioleta e 

sulfato cérico e em seguida analisada por RMN de 1H.  

 A fração M1 foi então submetida a sucessivas separações cromatográficas, 

como descrito no item 3.2.3 (pag. 65), que resultaram no isolamento dos compostos  

4,6-dimetóxi-5-E-fenilbutenolídeo (1), 4,6-dimetóxi-5-Z-fenilbutenolídeo (2), 5-[(3E)-

oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxole (3), acetato de shizuka-acoradienolila (4), shizuka-

acoradienol (5) e gibbilimbol B (6). Entre estes, 3 e 4 são inéditos na literatura e o 

composto 5 inédito no gênero Piper. 
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Os compostos isolados foram analisados por RMN de 1H, RMN de 13C, DEPT, 

IV e CG-EM para a elucidação estrutural, além da comparação com os dados 

descritos na literatura. 

 

4.1.1.3. Elucidação estrutural 

 

4,6-dimetóxi-5-E-fenilbutenolídeo (1) e 4,6-dimetóxi-5-Z-fenilbutenolídeo (2) 

 

Tendo como base a descrição anterior de piperolídeos em P. malacophyllum, 

os dados obtidos no espectro de RMN de 1H (Tabela 11 e Figura 18) do piperolídeo 

1 foram atribuidos como se seguem: apresentou multipletos em 7,40-7,48 (3H) e 

7,71-7,76 (2H), padrão de anel aromático monossubstituído. Apresenta também dois 

sinais de metoxilas em δ 3,66 (s, 3H, 6-OCH3) e 4,00 (s, 3H, 4-OCH3), além de um 

simpleto em δ 5,25 (1H, H3). Estas informações, associadas aos dados do espectro 

de RMN de 13C (Figura 19 e Tabela 11) em δ 171,6 (C4), 168,1 (C=O), 134,9 (C5), 

144,5 (C6) e 88,8 (C3) indicam a presença da estrutura do piperolídeo (butenolídeo) 

contendo o grupo metoxílico em C4. Os sinais em δ 134,9 (C5) e 144,5 (C6) 

confirmam a presença da ligação dupla tetrasubstituída e, conseguentemente, o 

segundo grupo metoxílico está ligado ao carbono C6. Finalmente, os sinais em 

δ 128,5 (C9 e C11), 128,9 (C8 e C12), 129,9 (C10) e 131,0 (C7) referem-se aos 

carbonos do anel aromático. O composto 2 possui estrutura semelhante ao 

composto 1, sendo isômero dele. O espectro de RMN de 13C (Figura 22 e Tabela 11) 

apresentou dois sinais de dois grupos metoxílicos (δ 58,8 e 58,9), dois carbonos 

olefínicos tetrasubstituídos [δ 128,9 (C5) e 144,5 (C6)], quatro carbonos do anel do 

piperolídeo [δ 170,8 (C4), 167,9 (C2), 128,9 (C5) e 87,5 (C3)] e os seis carbonos 
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aromáticos [δ 127,9 (C9 e C11), 130,0 (C10), 130,1 (C8 e C12) e 130,6 (C7)], 

similares aos sinais apresentados pelo piperolídeo 1. O espectro de RMN de 1H 

(Figura 21 e Tabela 11) mostrou um multipleto em δ 7,37-7,48 (5H), indicando o anel 

aromático monosubstituído, e sinais em δ 3,61 (s, 3H, 4-OCH3), 3,74 (s, 3H, 6-OCH3) 

e 5,13 (s, 1H, H3), que confirmam a similaridade estrutural entre 1 e 2. Os espectros 

de massas (Figura 20 e Figura 23) dos butenolídeos obtidos (m/z 232) estão 

consistentes com suas fórmulas moleculares (C13H12O4). Estes dados estão de 

acordo com os apresentados por Lago et al. (2005). 

 

Tabela 11. Deslocamentos químicos observados nos espectros RMN de 1H e 13C (200 e 

50 MHz) dos piperolídeos 1 e 2 (δ, CDCl3). 

 

 
1  2 

1H (mult, JHz) 13C  1H (mult, JHz) 13C 

2  168,1 (C=O)   167,9 (C=O) 

3 5,29 (s) 88,8 (CH)  5,13 (s) 87,5 (CH) 

4  171,6 (C)   170,8 (C) 

5  134,9 (C)   128,9 (C) 

6  144,5 (C)   144,0 (C) 

7  131,0 (C)   130,6 (C) 

8 7,71-7,76 (m) 128,9 (CH)  7,37-7,48 (m) 130,1 (CH) 

9 7,40-7,48 (m) 128,5 (CH)  7,37-7,48 (m) 127,9 (CH) 

10 7,40-7,48 (m) 129,9 (CH)  7,37-7,48 (m) 130,0 (CH) 

11 7,40-7,48 (m) 128,5 (CH)  7,37-7,48 (m) 127,9 (CH) 

12 7,71-7,76 (m) 128,9 (CH)  7,37-7,48 (m) 130,1 (CH) 

4-OCH3 4,00 (s) 59,5 (CH3)  3,61 (s) 58,9 (CH3) 

6-OCH3 3,66 (s) 60.5 (CH3)  3,74 (s) 58,8 (CH3) 
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Figura 18. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 1. 

 

 
Figura 19. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 1. 
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Figura 20. Espectro de massas de 1. 

 

 
Figura 21. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 2. 
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Figura 22. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 2. 

 
Figura 23. Espectro de massas de 2. 
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5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxol (3) 

 

Na análise do espectro de RMN de 1H (Tabela 12 e Figura 25) foi observada a 

presença de um simpleto em δ 5,93 referente ao grupo metilenodioxi e um multipleto 

de três hidrogênios em δ 6,62-6,75 atribuídos aos hidrogênios aromáticos H4, H6 e 

H7, confirmando a presença de um anel aromático trissubstituído. Os sinais do 

espectro RMN de 1H remanescentes mostram a presença de uma dupla ligação 

(δ 5,43; 2H, H3’ e H4’), também evidente no espectro de RMN de 13C (Tabela 12 e 

Figura 26) (δ 129,1; C3’ e 131,2; C4’), um grupo metileno benzílico (δ 2,60, t, 2H, 

J1’,2’ = 7,7 Hz; H1’), dois metilenos alílicos (δ 1,99; m, 2H, H5’ e 2,27; m, 2H, H2’), 

dois metilenos adicionais (δ 1,24-1,37; m, 4H, H6’ e H7’) e um metil (δ 0,90; t, 3H, 

J8’,7’ = 7,0 Hz; H8’). Os dados do espectro de RMN de 13C também indicam uma 

cadeia lateral com oito carbonos e os sinais em δ 100,7 (C2); 108,0 (C4); 108,9 (C7); 

121,1 (C6); 136,1 (C5); 145,4 (C9) e 147,4 (C8) confirmam a presença do grupo 1,3-

benzodioxolil. 

 A identificação do composto 3 como sendo o 5-[(3E)-oct-3-en-1-il)-1,3-

benzodioxole, bem como as atribuições citadas, foram definidas pela comparação de 

seus dados espectrométricos de RMN de 1H e de 13C com compostos similares 

descritos na literatura (Lopes, 1997; Abe et al., 2001). 

 O espectro no IV (Figura 27) de 3 apresentou bandas em 2925 e 2856 cm-1, 

normais de metilas e metilenos alifáticos e 1609 cm-1 referente ao estiramento C=C 

de alquenos. O espectro de massas (Figura 28) obtido para o alquenilbenzênico 

([M+.] em m/z 232) está consistente com sua fórmula molecular (C15H20O2). O pico 

base em m/z 135 refere-se à quebra benzílica (Figura 24). 
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Figura 24. Fragmentação referente à formação do pico base de 3 no espectro de 

massas. 

 

Tabela 12. Deslocamentos químicos observados nos espectros de RMN de 3 (300 e 

75 MHz, δ, CDCl3). 

 

  3 

  1H (mult, JHz) 13C 

2 5,93 (s) 100,7 (CH2) 

4 6,62-6,75 (m) 108,0 (CH) 

5  136,1,(C) 

6 6,62-6,75 (m) 121,1 (CH) 

7 6,62-6,75 (m) 108,9 (CH) 

8  147,4 (C) 

9  145,4 (C) 

1` 2,60 (t, 7,7) 35,9 (CH2) 

2` 2,27 (m) 34,7 (CH2) 

3` 5,43 (m) 129,1 (CH) 

4` 5,43 (m) 131,2 (CH) 

5` 1,99 (m) 32,2 (CH2) 

6` 1,24-1,37 (m) 31,7 (CH2) 

7` 1,24-1,37 (m) 22,1 (CH2) 

8` 0,90 (t, 7,0) 13,9 (CH3) 
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Figura 25. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) de 3. 

 

 

Figura 26. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de 3. 
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Figura 27. Espectro no infravermelho (filme) de 3. 

 
Figura 28. Espectro de massas de 3. 
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A estereoquímica trans da ligação dupla foi determinada pela interpretação 

dos deslocamentos químicos do RMN de 13C. Os deslocamentos químicos dos 

carbonos alílicos (δ 32,2 e 34,7) foram comparados com os deslocamentos químicos 

calculados para (3E)-dec-3-en-1-ilbenzeno (δ 34,8 e 33,2) e (3Z)-dec-3-en-1-

ilbenzeno (δ 29,7 e 27,8) (Orjala et al., 1998). Esta atribuição também pode ser 

confirmada pelo espectro no IV, o qual mostrou uma absorção intensa em 968 cm-1, 

como esperado para ligação dupla trans. A absorção característica para alquenos 

cis-substituídos é uma banda forte que ocorre entre 730 e 650 cm-1 (Socrates, 2001). 

Compostos com estrutras similares foram isolados de Piper sarmentosum (1-

(3,4-metilenodioxifenil)-(1E)-tetradecano), Piper attenuatum (14-(3,4-metilenodioxi-

fenil)tetradecan-2-ol) e Piper villiramulina (villiramulina A) (Parmar et al., 1997). 

 

 
 

 

Gibbilimbol B (6) 

 

O composto 6 possui estrutura semelhante ao composto 3, porém com um 

anel aromático p-hidróxi-substituído e com tamanho da cadeia lateral maior. O 
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espectro de RMN de 1H (Tabela 13 e Figura 30) mostra a presença de um grupo OH 

(δ 4,96; sl) e dupletos típicos de acoplamentos orto em δ 6,75 ((d, 2H, 

J2/6, 3/5 = 8,3 Hz; H2 e H6) e δ 7,04 (d, 2H, J3/5, 2/6 = 8,3 Hz; H3 e H5) referentes a dois 

pares de hidrogênios equivalentes, atribuídos a um anel aromático para substituído. 

Além destes, observou-se a presença de uma ligação dupla (δ 5,43; 2H, H3’ e H4’), 

confirmando-se pela análise do RMN de 13C (Tabela 13 e Figura 31) (δ 129,3; C3’ e 

131,2; C4’), um grupo metileno benzílico (δ 2,60, t, 2H, J1’,2’ = 7,9 Hz; H1’), dois 

metilenos alílicos (δ 1,95; m, 2H, H5’ e 2,26; m, 2H, H2’), quatros grupos metilênicos 

(δ 1,19-1,38; m, 8H, H6’, H7’, H8’ e H9’) e um metílico (δ 0,89; t, 3H, J10’,9’ = 6,2 Hz; 

H10’).  

No espectro de RMN de 13C (Tabela 13 e Figura 31), foi observado os sinais 

referentes ao fenol para substituído [δ 115,0 (C2 e C6), 129,5 (C3 e C5), 134,4 (C4) 

e 153,5 (C1)] e os dez sinais referentes à cadeia lateral do alquenilfenol. As 

atribuições foram também confirmadas pela análise do espectro de DEPT 135 

(Figura 32). 

A estereoquímica trans da ligação dupla foi determinada pela comparação 

com o dec-3-en-1-ilbenzeno, conforme explicado para o composto 3. 

O espectro de massas (Figura 34) obtido para o alquenilfenol ([M+.] em 

m/z 232) está consistente com sua fórmula molecular (C16H24O). O pico base em m/z 

107 refere-se à quebra benzílica (Figura 29) e os fragmentos em m/z 91 e 77 ao íon 

tropílio e ao cátion fenila, respectivamente. 
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Figura 29. Fragmentação referente à formação do pico base de 6 no espectro de 
massas. 

 

O espectro no IV (Figura 33) de 6 apresentou bandas em 3379 cm-1 (sinal 

largo referente ao estiramento OH), 1609 cm-1 (estiramento C=C), 1514 cm-1 

(estiramento C=C de aromáticos) e 966 cm-1 (estiramento fora do plano C-H de 

ligação dupla trans). 
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Tabela 13. Deslocamentos químicos observados nos espectros RMN de 6 (200 e 

50 MHz, δ, CDCl3). 

 
  6 

  1H (mul, JHz) 13C 

1  153,5 (C) 

2 6,75 (d, 8,3) 115,0 (CH) 

3 7,04 (d, 8,3) 129,5 (CH) 

4  134,4 (C) 

5 7,04 (d, 8,3) 129,5 (CH) 

6 6,75 (d, 8,3) 115,0 (CH) 

1` 2,60 (t, 7,9) 35,2 (CH2) 

2` 2,26 (m) 34,7 (CH2) 

3` 5,43 (m) 129,3 (CH2) 

4` 5,43 (m) 131,2 (CH2) 

5` 1,95 (m) 32,6 (CH2) 

6` 1,19-1,38 (m) 29,5 (CH2) 

7` 1,19-1,38 (m) 28,8 (CH2) 

8` 1,19-1,38 (m) 31,7 (CH2) 

9` 1,19-1,38 (m) 22,6 (CH2) 

10` 0,89 (t, 7,0) 0,89 (CH3) 

OH 4,96 (sl)  
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Figura 30. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 6. 

 

 

Figura 31. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 6. 
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Figura 32. Espectro de DEPT 135 (50 MHz, CDCl3) de 6. 

 

 

Figura 33. Espectro no infravermelho (filme) de 6. 
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Figura 34. Espectro de massas de 6. 

 

Este composto foi anteriormente isolado por Orjala et al. (1998) das folhas de 

Piper gibbilimbum (Piperaceae), que é usada em Papua-Nova Guiné como um anti-

séptico para curar abscessos e ulceração da pele, e também como antifebril. Quatro 

novos alquenilfenóis foram isolados desta Piper, denominados gibbilimbols A-D 

(Figura 35), sendo o 4-[(3E)-dec-3-en-1-il]fenol (6), denominado gibbilimbol B. Estes 

compostos exibiram atividade antibacteriana contra Staphylococcus epidermidis e 

Bacillus cereus e foram tóxicos para o camarão de salmoura (Artemia salina) (Rali et 

al., 2007). 
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R

HO

R

HO

R = C2H5   (gibbilimbol A)
R = H         (gibbilimbol C)

R = C2H5   (gibbilimbol B)
R = H         (gibbilimbol D)

 

Figura 35. Estruturas dos gibbilimbols A-D. 

 

O gênero Piper tem sido intensamente estudado, e alquenilfenóis como os 

gibbilimbols A-D têm sido raramente isolados (Sengupta e Ray, 1987). Existe 

reportado na literatura a ocorrência do alquenilfenol C-16 (4-[(5E)-hexadec-5-en-1-

il]fenol) em P. hispidum (Vieira et al., 1980), villiramulina B em P. villiramulum 

(Parma et al., 1997) e obliquol A e B em P. obliquum (Valdivia et al., 2008). 

 

 
 

Shizuka-acoradienol (5) 

 

No espectro de RMN de 13C (Tabela 14 e Figura 38) foi observada a presença 

de quinze sinais, os quais, com exceção dos simpletos, foram observados como três 

quartetos, quatro tripletos e seis dupletos no espectro de DEPT 135 (Figura 39). 

Quatro sinais são característicos de ligações duplas [δ 107,8 (C15), 127,3 (C9), 
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140,2 (C10) e 146,7 (C8)] e um carbinólico [δ 67,7 (C7)]. Em decorrência disso, a 

fórmula molecular deste composto foi definida como C15H26O, como indicado pelo 

espectro de massas (Figura 40), sendo que sua estrutura apresenta três deficiências 

de hidrogênios, referentes a duas ligações duplas e a dois anéis. O fragmento de 

massa em m/z 202 corresponde à perda de uma molécula de água, característico de 

alcoóis (Figura 36). 

 

OH

m/z 202

m/z 159m/z 91

m/z 220 [M  ]

 

Figura 36. Propostas de fragmentações para os íons observados no espectro de 
massas do composto 5. 

 

No espectro de RMN de 1H (Tabela 14 e Figura 37) foram observados dois 

dupletos em δ 0,86 (J = 6,6 Hz) e em δ 0,90 (J = 6,6 Hz) atribuídos a dois grupos 

metílicos, de um grupo isopropílico e um dupleto em δ 0,75 (J = 6,1 Hz) atribuído ao 

H14. Além disso, há dois simpletos em δ 4,94 e 5,10 indicativos da presença de uma 

ligação dupla exoclíclica; dois hidrogênios olefínicos orientados em cis (δ 5,32; d, 1H, 

J9,10 = 9,7 Hz; H9 e 6,18; d, 1H, J10,09 = 9,7 Hz; H10) e um metínico carbinólico 
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(δ 4,46; m, 1H, H7). A análise dos dados permitiu definir o composto como sendo um 

sesquiterpeno com esqueleto acorano (Connolly e Hill, 1999). Na Tabela 14 também 

são apresentados os dados de RMN de 13C encontrados na literatura para o 

composto 5 e o 1S, 4S, 5R, acora-8(15),9-dien-7R-ol. 

 

Tabela 14. Deslocamentos químicos observados nos espectros de RMN do 1S, 4S, 5R, 

acora-8(15),9-dien-7R-ol (175 MHz, δ, CDCl3) e 5 (200 e 50 MHz, δ, CDCl3). 

 

 
1S, 4S, 5R, acora-
8(15),9-dien-7R-ol*  5 

13C  1H (mult, JHz) 13C 13C** 

1 57,3 (CH)  1,16-1,86 (m) 57,8 (CH) 57,9 (CH) 
2 26,3 (CH2)  1,16-1,86 (m) 27,3 (CH2) 27,3 (CH2) 
3 31,5 (CH2)  1,16-1,86 (m) 29,2 (CH2) 29,3 (CH2) 
4 47,4 (CH)  1,16-1,86 (m) 47,2 (CH) 47,3 (CH) 
5 51,0 (C)   50,8 (C) 50,9 (C) 

6a 45,6 (CH2)  1,16-1,86 (m) 31,4 (CH2) 31,5 (CH2) 
6b   1,16-1,86 (m)   
7 67,7 (CH)  4,46 (m) 67,7 (CH) 67,8 (CH) 
8 147,0 (C)   146,7 (C) 146,8 (C) 
9 127,7 (CH)  5,32 (d, 9,7) 127,3 (CH) 127,4 (CH) 

10 131,9 (CH)  6,18 (d, 9,7) 140,2 (CH) 140,1 (CH) 
11 29,5 (CH)  1.61-1.80 (m) 30,4 (CH) 30,4 (CH) 
12 23,4 (CH3)  0,86 (d, 6,6) 22,8 (CH3) 22,9 (CH3) 
13 21,6 (CH3)  0,90 (d, 6,6) 23,4 (CH3) 23,4 (CH3) 
14 17,9 (CH3)  0,75 (d, 6,1) 13,6 (CH3) 13,7 (CH3) 

15a 108,2 (CH2)  4,94 (sl) 107,8 (CH2) 107,7 (CH2) 
15b   5,10 (sl)   
*(Harinantenaina et al., 2005); **(Kawabata et al., 1984) 
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Figura 37. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 5. 

 

Figura 38. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 5. 
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Figura 39. Espectro de DEPT (50 MHz, CDCl3) de 5. 
 

 
Figura 40. Espectro de massas de 5. 
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Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C, estão de acordo com o 

shizuka-acoradienol (5) (Tabela 14), isolado anteriormente de Chloranthus japonicus 

(Kawabata et al., 1984). Recentemente, Harinantenaina et al. (2005) isolaram o 

mesmo composto de Bazzania madagassa, um musgo, mas com variações nas 

configurações nos carbonos C1, C4 e C7. Através da comparação dos dados 

espectroscópicos obtidos com os da literatura foi possível determinar a configuração 

relativa da molécula . A Figura 41 mostra a configuração do acoranodienol isolado 

por Harinantenaina et al. e alguns valores de deslocamentos de RMN de 13C que 

diferenciam do sesquiterpeno isolado, tornando-se possível determinar sua 

estereoquímica. O sesquiterpeno 5 é inédito em Piper. 

OH

S

RS
R

17
,9

13
1,

9

45,6

 

Figura 41. Estrutura do 1S, 4S, 5R, acora-8(15),9-dien-7R-ol. 

 

 

Acetato de shizuka-acoradienolila (4) 

 

O sesquiterpeno 4 possui a mesma estrutura e configuração do esqueleto 

sesquiterpênico do composto 5, confirmado pelos seus dados espectroscópicos, 

sendo a principal diferença entre eles o fato de o composto 4 ser um derivado 

acetilado do acoradienol. As configurações relativas também foram determinadas 

por comparação com os dados de RMN de 13C do 1S, 4S, 5R, acora-8(15),9-dien-

7R-ol (Tabela 15). 
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No espectro de RMN de 1H (Tabela 15, Figura 42 e Figura 43) foram 

observados dois dupletos em δ 0,87 (J = 6,5 Hz) e em δ 0,94 (J = 6,5 Hz) atribuídos 

a dois grupos metílicos, de um grupo isopropílico e um dupleto em δ 0,75 (J = 6,4 

Hz) atribuído ao H14. Além disso, dois simpletos em δ 4,94 e 5,10 confirmam a 

presença de uma ligação dupla exoclíclica; dois hidrogênios em δ 5,35 (d, 1H, 

J9,10 = 9,9; H9) e δ 6,15 (d, 1H, J10,09 = 9,9; H10) referem-se a carbonos olefínicos 

orientados em cis e o sinal em δ 5,62 (m, 1H, H7) referente a um metínico. A análise 

dos dados confirma o esqueleto acorano acetilado. 

A presença do grupo acetato pode ser confirmada pela presença do simpleto 

em δ 2,14 (H17) no RMN de 1H, e os sinais em δ 21,3 (C17) e a carbonila em 

δ 170,6 (C16) no espectro de RMN de 13C (Figura 44) e o estiramento de carbonila 

em 1738 cm-1 no espectro no infravermelho (Figura 46). Outra diferença entre os 

dois sesquitermpenos são os deslocamentos químicos referentes ao H7 (δ 5,62), C7 

(δ 70,1) e C6 (δ 27,4), devido ao grupo acetato ligado ao C7. Na análise do espectro 

de RMN de 13C (Tabela 15 e Figura 44) observou-se a presença de dezessete sinais 

e no espectro de DEPT 135 (Figura 45) foram observados quatorze sinais de 

carbono correspondentes aos quatro quartetos, quatro tripletos e seis dupletos. 
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Tabela 15. Deslocamentos químicos observados nos espectros RMN do 1S, 4S, 5R, 

acora-8(15),9-dien-7R-ol (175 MHz, δ, CDCl3) e 4 (500 e 75 MHz, δ, CDCl3). 

 

 
1S, 4S, 5R, acora-
8(15),9-dien-7R-ol*  4 

13C  1H (mult, p) 1H-1H COSY 13C 
1 57,3 (CH)  1,10 (m)  57,9 (CH) 
2 26,3 (CH2)  1,60-1,90 (m)  27,3 (CH2) 
3 31,5 (CH2)  1,22-1,43 (m) H-4 29,3 (CH2) 
4 47,4 (CH)  1,60-1,90 (m) H-3, H-14 47,2 (CH) 
5 51,0 (C)    50,5 (C) 

6a 45,6 (CH2)  1,36 (t, 12,8) H-7, H-6b 27,4 (CH2) 
6b   2,12-2,19 (m) H-6a  
7 67,7 (CH)  5,62 (m) H-6a 70,1 (CH) 
8 147,0 (C)    141,7 (C) 
9 127,7 (CH)  5,35 (d, 9,9) H-10 127,2 (CH) 

10 131,9 (CH)  6,15 (d, 9,9) H-9 140,1 (CH) 
11 29,5 (CH)  1,61-1.80 (m)  30,2 (CH) 
12 23,4 (CH3)  0,87 (d, 6,5)  23,1 (CH3) 
13 21,6 (CH3)  0,94 (d, 6,5)  23,4 (CH3) 
14 17,9 (CH3)  0,75 (d, 6,4) H-4 13,7 (CH3) 

15a 108,2 (CH2)  4,93 (sl)  108,6 (CH2)
15b   4,98 (sl)   
16     170,6 (C) 
17   2,15 (s)  21,3 (CH3) 

*(Harinantenaina et al., 2005) 
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Figura 42. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 4. 

 

 
Figura 43. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 4. 
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Figura 44. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de 4. 

 

Figura 45. Espectro de DEPT (50 MHz, CDCl3) de 4. 
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Figura 46. Espectro no infravermelho (solução, CDCl3) de 4. 

 

O espectro de massas (Figura 47) obtido (m/z 262) está consistente com sua 

fórmula molecular (C17H26O2). O pico base em m/z 43 refere-se ao íon acetato 

(Figura 48). 
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Figura 47. Espectro de massas de 4. 
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Figura 48. Propostas de fragmentações para os íons observados no espectro de 
massas do composto 4. 
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4.1.2. Metabólitos secundários das raízes, caules, folhas e frutos de P. 

malacophyllum 

 

Com a finalidade de obter um perfil metabólico das diversas partes (raízes, 

caules e frutos) de Piper malacophyllum os extratos metanólicos foram analisados 

inicialmente por cromatografia planar em sílica. Essa análise revelou grande 

semelhança qualitativa entre os extratos das diversas partes e o extrato das folhas 

(fração M1), que havia sido estudado anteriormente (Lago et al., 2005) (Figura 13). 

Uma análise com melhor resolução foi feita por CG (Figura 49). Para o 

cromatograma do extrato das folhas utilizou-se a fração M1. Os dados foram 

analisados e registrados segundo valores de tempo de retenção (tR), percentual 

relativo das substâncias e espectros de massas que permitiram a identificação dos 

constituintes isolados e caracterizados (Tabela 16). 

Pôde-se observar que os extratos das raízes, caules, folhas e frutos não 

apresentaram diferenças qualitativas substanciais (Figura 49). Constatou-se que as 

raízes, caules e frutos de P. malacophyllum produzem o alquenilfenol 6 como 

constituinte principal. Nas raízes é praticamente o único metabólito, ao contrário das 

folhas, onde predominaram os piperolídeos 1 e 2. 

Resumidamente, os metabólitos secundários predominantes nas raízes, 

caules, folhas e frutos, são predominantemente resultantes de processos mediados 

por policetídeo sintases (PKS) ou de biossíntese mista sempre associada a essa via.  
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Tabela 16. Análise dos extratos das raízes, caules, folhas e frutos de P. 

malacophyllum. 

 

Compostos Estruturas tR (min) Partes da planta (%)* 

1 O

H3CO

O

H3CO

35,15 
Raízes (8,5) 

Caules (11,0) 
Folhas (40,5) 

2 

O
H3CO

H3CO

O

33,97 Caules (4,0) 
Folhas (22,1) 

3 

R

O
O

(R = C4H9) 28,08 
Caules (10,6) 
Folhas (8,0) 
Frutos (11,8) 

4 

O
O

26,84 Folhas (1,7) 

6 

R

HO
(R = C6H13)

 

31,41 

Raízes (90,5) 
Caules (49,2) 
Folhas (18,0) 
Frutos (80,8) 

*Percentual relativo das substâncias. 

 

 

 

 

  



Resultados e discussão                                                                          137 

 

 

 

 

 

Figura 49. Cromatogramas de CG dos extratos de (a) raízes, (b) caules, (c) folhas e (d) 
frutos de P. malacophyllum.  
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4.1.3. Composição do óleo essencial das folhas de P. malacophyllum 

 

Inúmeras espécies de Piper são aromáticas e como conseqüência seus óleos 

essenciais tem sido objeto de constantes estudos. Os óleos essenciais destas 

plantas são constituídos por uma ampla diversidade de constituintes químicos como 

monoterpenos, sesquiterpenos, arilpropanóides, aldeídos, cetonas e álcoois de 

cadeia longa (Rawat et al., 1989). Propriedades antimicrobiana (Oyedeji et al., 2005), 

antioxidante (Sacchetti et al., 2005), antifúngica, inseticida e larvicida (Sousa et al., 

2008b) têm sido reportadas para os óleos essenciais de Piper. 

O índice de Kovats é utlizado como critério para identificação de substâncias 

presentes em óleos essenciais desde 1950. Kovats estabeleceu que o índice de 

retenção de uma substância com determinado número de carbonos situar-se-ia entre 

os índices de retenção de duas parafinas de uma série homóloga que possuíssem 

números semelhantes de carbonos. Desta forma ele estabeleceu que o tempo de 

retenção da amostra tivesse uma relação logarítmica com os tempos de retenção 

das parafinas (Kovats, 1958), segundo a equação: 

 

IK ൌ  100 n ൅ 100 
log tR`ୟ୨୳ୱ୲ െ log tR`୬
log tR`୬ାଵ െ log tR`୬

 

 
Sendo que IK = Índice de Kovats, tR’ ajust = tempo de retenção ajustado da 

amostra desconhecida, tR’ n e tR’ n+1 = tempo de retenção ajustados dos padrões 

anterior e posterior no cromatograma da série homóloga; n = número de carbonos 

do padrão anterior. 

Para o ajuste dos tempos de retenção foi utilizado o tempo de retenção do 

octano, visto que nenhuma amostra saiu entre C8 e C9. Este tempo é descontado 

do tempo de retenção da amostra no cromatograma (Tabela 17 e Figura 50). Assim: 
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tR` ൌ tR െ tRC଼ 

onde TR = tempo de retenção do hidrocarboneto C8. 

 

Tabela 17. Tempos de retenção corrigidos (tR’) das parafinas na determinação do 
índice de Kovats. 

 
Nº de 

carbonos (n) 
tR’ (min) %RSD*

Nº de 
carbonos (n)

tR’ (min) %RSD* 

9 1,90 0,09 17 34,54 0,02 

10 4,90 0,05 18 38,27 0,01 

11 8,83 0,06 19 41,81 0,02 

12 13,25 0,05 20 45,21 0,01 

13 17,80 0,03 21 48,44 0,01 

14 22,26 0,03 22 51,57 0,01 

15 26,58 0,02 23 55,16 0,01 

16 30,65 0,02 - - - 

* Três determinações para cada hidrocarboneto. 
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C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 

Figura 50. Cromatograma resultante da análise qualitativa por CG das parafinas utilizadas como padrão para a
determinação do índice de Kovats. 
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Para a identificação das substâncias presentes no óleo essencial foram 

utilizadas técnicas de CG/EM e comparação dos índices de Kovats obtidos com 

tabelas de IK da literatura (Davies, 1990; Högnadóttir e Rouseff, 2003). Na Tabela 

18 são mostradas as substâncias identificadas e os tempos de retenção das que não 

foram identificadas no óleo essencial de P. malacophyllum. Foi utilizada para a 

identificação por CG/EM a espectroteca NIST, SHIM e WILEY, disponíveis no 

Instituto de Química da USP. Do óleo essencial das folhas foram identificados 81,9% 

de sua composição, sendo o 5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxole (60,4%) o 

componente majoritário, composto inédito na literatura (Figura 51). O alquenilfenol 6 

(gibbilimbol B) também foi encontrado como componente do óleo essencial, 

contendo 4,2% da substância. 

Resultado semelhante foi obtido com a análise do óleo essencial dos frutos de 

Piper gibbilimbum, espécie que também possui alquenilfenóis como principais 

componentes. O óleo essencial obtido a partir desta Piper foi constituído por 74,2% 

dos gibbilimbols A-D (Rali et al., 2007). 
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Tabela 18. Índices de Kovats e percentual relativo dos componentes do óleo essencial 
das folhas de P. malacophyllum. 

 
Substância IK % Identificação 

n.i. 992 0,5 EM 

n.i. 1100 0,6 - 

β-cariofileno 1419 0,7 IK, EM 

α-panasinseno 1517 1,2 IK, EM 

δ-cadineno 1523 0,8 IK, EM 

trans-nerolidol 1566 4,0 IK, EM 

espatulenol 1580 3,4 IK, EM 

ledol 1585 4,0 EM 

óxido de cariofileno 1610 0,7 IK, EM 

n.i. 1644 1,5 - 

n.i. 1649 1,4 - 

n.i. 1668 0,6 - 

n.i. 1677 1,3 - 

α-bisabolol 1687 0,4 IK, EM 

acetato de shizuka-acoradienol 1741 0,9 EM, isolado 

5-[(3E)-oct-3-en-1-il]-1,3-benzodioxole 1802 60,4 EM, isolado 

gibbilimbol B 1952 4,2 EM, isolado 

n.i. 2001 4,3 - 

IK = índice de kovats; EM = espectrometria de massas e espectroteca; 
isolado = substância isolada cuja estrutura foi determinada por RMN de 1H e 13C, IV e 
EM; i.n. = não identificado. 
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Figura 51. Cromatograma resultante da análise por CG do óleo essencial de P. malacophyllum.
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4.1.4. Administração de precursores radioativos (acetato-[1-14C] e L-

fenilalanina-[U-14C]) em folhas de P. malacophyllum 

 

Os extratos obtidos para cada tempo nos experimentos de incorporação 

tiveram sua radiação determinada previamente à análise por CLAE (Figura 52). 

 

 

Figura 52. Porcentagem de radiação incorporada ao extrato após administração de 
acetato de sódio-[1-14C] e L-fenilalanina-[U-14C] em função do tempo. 

 

Podemos notar que a porcentagem de incorporação foi proporcional com o 

aumento do tempo, com exceção do experimento com L-fenilalanina-[U-14C] nos 

tempos intermediários 9 e 21 h, visto que houve perda da solução de radioativos por 

capilaridade na extremidade das folhas. Devido a este fato, as plântulas foram então 

deixadas em ambiente saturado em H2O. Os extratos submetidos ao CLAE foram o 

de 22 h para o acetato-[1-14C] e 29 h para o L-fenilalanina-[U-14C]. Podemos notar 
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também pela análise do gráfico (Figura 52) que houve uma incorporação maior no 

experimento realizado com a fenilalanina. 

Utilizou-se o experimento de marcação isotópica para verificar a rota 

biossintética dos piperolídeos 1 e 2 e do alquenilfenol 6. Na análise por CLAE, o 

piperolídeo 1 corresponde a tR ≅ 16 min e o 2 tR ≅ 18,5 min. Verificou-se que nas 

folhas jovens dos indivíduos da P. malacophylum estudadas houve predominância 

do alquenilfenol 6 (tR ≅ 48 min).  

Os experimentos realizados com o acetato de sódio-[1-14C] (Figura 53) e L-

fenilalanina-[U-14C] (Figura 54) permitiram observar a incorporação de radioatividade 

somente no alquenilfenol 6. Nestes experimentos não foi possível observar a 

incorporação da fenilalanina e acetato nos piperolídeos, que pode ser devido as 

baixas concentrações produzida pela folha estudada destes indivíduos de P. 

malacophyllum ou serem produzidos por outra rota biossintética. Através dos 

resultados obtidos foi possível sugerir que o alquenilfenol 6 é formado pela reação 

de condensação de malonato com o ácido cinâmico ou p-cumárico, seguido por uma 

etapa de descarboxilaçao (Figura 55). Outra possibilidade seria a condensação entre 

malonil com ácido benzóico, esse resultante da β-oxidação do ácido cinâmico. 

Novos experimentos utilizando acetato e L-fenilalanina marcados com 13C 

devem ser realizados para que as etapas intermediárias sejam elucidadas, bem 

como estudos relativos à presença de enzimas do tipo PKS. 
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Figura 53. A) Cromatograma obtido por CLAE, com detecção a 254 nm e B) 
Radiocromatograma do extrato de folha de P. malacophyllum referentes ao 
experimento com acetato de sódio-(1-14C) no tempo de 22 h. 
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Figura 54. A) Cromatograma obtido por CLAE, com detecção a 254 nm e B) 
Radiocromatograma do extrato de folha de P. malacophyllum referentes ao 
experimento com acetato de L-fenilalanina-(U-14C) no tempo de 29 h. 
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Figura 55. Proposta biossintética para a formação do gibbilimbol B. 

 

 

4.2. Desenvolvimento e validação de um método em cromatografia 

eletrocinética micelar (MEKC) para a quantificação e determinação de 

butenolídeos em P. malacophyllum 

  

4.2.1. Desenvolvimento do método 

 

Os experimentos iniciais foram conduzidos com etanol, metanol e acetonitrila 

no eletrólito de corrida para melhorar o desempenho da análise dos butenolídeos por 

MEKC. O eletrólito continha 10% (v/v) do solvente orgânico, 20 mmol L-1 de SDS e 

20 mmol L-1 de tetraborato de sódio pH 9,2. Após definir o solvente orgânico, a 

resolução dos butenolídeos foi estudada em detalhe variando os parâmetros: 

concentração do dodecil sulfato de sódio (SDS), concentração de acetonitrila (ACN) 

e a concentração do tetraborato do sódio (TBS). No estudo proposto, uma série de 

experimentos consecutivos foram realizados, onde cada fator (variáveis) foi variado 
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simultaneamente de acordo com as regras do fatorial 23 (dois níveis e três fatores) 

(Barros Neto et al., 2007).  

Os três parâmetros foram variados em dois níveis: concentração do SDS (10-

20 mmol L-1); concentração de TBS (10-20 mmol L-1) e concentração de ACN (10-

20 % v/v). O nível mais alto dos parâmetros foi definido como "+" e o nível mais 

baixo como "-". A matriz para os três parâmetros e os dois níveis (+,-) é mostrada na 

Tabela 19. De acordo com o fatorial 23, oito experimentos foram realizados para os 

três parâmetros e um experimento adicional em um nível intermediário (contendo 

ACN 15% (v/v), SDS 15 mmol L-1 e TBS 15 mmol L-1 pH 9,2). O ensaio escolhido foi 

o que apresentou melhor resolução dos butenolídeos. 

 

Tabela 19. Matriz para os três parâmetros e os dois níveis (fatores na escala de 
códigos e as variáveis). 

 

Ensaios Fatores Respostas 

 SDS ACN TBS Rs tm 

1 + - - 1,44 ± 0,05 4,16 ± 0,01 

2 + + - 1,61 ± 0,05 4,08 ± 0,01 

3 - - - 0,86 ± 0,05 3,10 ± 0,01 

4 - + - 0,53 ± 0,04 2,77 ± 0,01 

5 + - + 1,17 ± 0,01 4,14 ± 0,05 

6 + + + 1,13 ± 0,04 3,51 ± 0,01 

7 - - + 0,63 ± 0,11 3,19 ± 0,07 

8 - + + 0,24 ± 0,01 2,88 ± 0,01 

9 0 0 0 1,16 ± 0,19 3,42 ± 0,03 

Rs: resolução entre os butenolídeos 

tm: tempo de migração 
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A composição otimizada do eletrólito para a separação e quantificação dos 

butenolídeos nos extratos de P. malacophyllum foi um sistema micelar contendo 

20 mmol L-1 de SDS, 20% (v/v) de ACN e 10 mmol L-1 de TBS em pH 9,2. A 

metodologia proposta em CE foi validada de acordo com a United States 

Pharmacopeia (2002), incluindo parâmetros tais como linearidade, limite de 

detecção, limite da quantificação, exatidão e precisão.  

O padrão interno (cumarina) foi usado para melhorar a precisão. Os padrões 

internos são usados freqüentemente para minimizar flutuações do volume da 

injeção, erros de diluição e erros durante o tratamento da amostra. Um padrão 

interno pode substancialmente melhorar a precisão de determinações da área do 

pico, especialmente se o erro da injeção é a fonte dominante (Altria, 1996). A Figura 

56 ilustra a separação dos butenolídeos e do padrão interno.  
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Figura 56. Análise dos butenolídeos em extrato de P. malacophyllum: A) Solução 

padrão de 1 e 2 a 30,0 μg mL-1; B) Extrato de P. malacophyllum contendo 

os butenolídeos. Em (A) e (B), cumarina a 30,0 µg mL-1 usada como padrão 

interno. Um capilar com 40,2 cm x 75 μm I.D. (janela de detecção 30 cm). 

Solução micelar: 20 mmol L-1 SDS, 20% (v/v) ACN e 10 mmol L-1 TBS pH 9,2. 
Injeção: 0,5 psi/5s. Voltagem: +25 kV. Detecção a 308 nm. 
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4.2.2. Validação do método 

 

4.2.2.1. Precisão 

 

A precisão representa a dispersão de resultados entre ensaios 

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou 

padrões, sob condições definidas.  

Para demonstrar a repetibilidade do método desenvolvido, dez injeções 

consecutivas da mistura padrão contendo 30 µg mL-1 dos butenolídeos e 30 µg mL-1 

do padrão interno foram feitas. A precisão foi expressa em termos da porcentagem  

de desvio padrão relativo (%RSD): foram inferiores a 0,12% RSD para o tempo de 

migração e de 1,0% RSD para a área relativa dos picos (PAR).  

Para avaliar a precisão, foram empregadas soluções padrão dos butenolídeos 

e padrão interno. A precisão intra-ensaios foi determinada em três níveis de 

concentração (30, 40 e 50 μg mL-1), com três repetições cada, por meio do desvio 

padrão relativo (%RSD) para o PAR (razão área do pico) das determinações. Os 

dados apresentados (Tabela 20) indicaram uma boa precisão entre os resultados. O 

critério para se ter uma boa precisão exige um %RSD menor que 2,0% (Swartz e 

Krull, 1998). 
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Tabela 20. Método de validação relativo à precisão intra-ensaio. 

 
Concentração da amostra 

(µg mL-1)* RSD para PAR (%) 

30 0,13 

40 0,48 

50 0,32 

RSD** (%) 0,31 

PAR: razão área do pico (butenolídeo/padrão interno). 
* três determinações para cada concentração. 
** média do RSD (nove determinações). 

 
 
4.2.2.2. Linearidade 

 
A linearidade de um procedimento analítico é definida como sendo a 

capacidade de gerar resultados diretamente proporcionais à concentração do analito 

de interesse. A calibração é um dos mais importantes estágios na análise química. 

Sem um bom procedimento de calibração, a precisão e a exatidão não podem ser 

obtidas. Para a maioria das técnicas analíticas cromatográficas, assim como para a 

CE, uma relação de primeira ordem (linear) é observada entre a resposta do detector 

(y, área ou altura dos picos) e a concentração (x) do analito nas amostras, podendo 

ser descrita pela equação de regressão linear: y = a + bx, onde o parâmetro (b) é a 

inclinação da reta e o parâmetro (a) é a intersecção do gráfico de calibração. 

Idealmente (b) deve ser reprodutível de ensaio para ensaio e (a) não deve ser 

significativamente diferente de zero. A regressão linear deve também apresentar um 

alto coeficiente de correlação (r > 0,99) (Altria, 1996).  

A curva analítica constitui-se de cinco pontos e cada solução (10; 20; 30; 40 e 

50 µg mL-1), foi injetada em triplicata. O método apresentou uma excelente 

linearidade (R>0,999) entre a razão pico/área (butenolídeo/cumarina) na faixa de 

concentração estudada (Figura 57).  
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Figura 57. Curva de calibração. Faixa de concentração de 10,0 a 50,0 µg mL-1 baseada 
na área relativa dos picos: (A) butenolídeo 1 e cumarina (30,0 µg mL-1), (B) 
butenolídeo 2 e cumarina (30,0 µg mL-1) Eletrólito: 20 mmol L-1 SDS, 20 % 

ACN e 10 mmol L-1 de TBS, pH 9,2. Tensão: +25 kV, temperatura 22°C, 

injeção: 0,5 psi/5s e detecção em 308 nm. 
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4.2.2.3. Limite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) 

 

O limite de detecção revela a concentração mínima da substância de 

interesse presente na amostra que pode ser detectada com certo limite de 

confiabilidade através de certo procedimento experimental. O limite de quantificação 

indica a concentração mínima da substância de interesse presente na amostra que 

pode ser quantificada com precisão e exatidão aceitáveis por um procedimento 

experimental. Os critérios usados na determinação tanto LOD quanto LOQ são 

baseados no coeficiente de inclinação da reta, slope (S), da curva analítica e no 

desvio padrão das respostas (S.D.), de acordo com as formulas (Miller e Miller, 

1988; Swartz e Krull, 1998): 

 

LOD ൌ
3,3 S. D.

S                        LOQ ൌ
10 S. D.

S  

 

O desvio padrão relativo da resposta foi determinado do erro padrão estimado 

na regressão linear. Os limites de detecção e quantificação foram 3,47 e 1,14 µg mL-

1 para o butenolídeo 1 e 6,31 e 2,08 µg mL-1 para o butenolídeo 2, respectivamente 

(Tabela 21) 
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Tabela 21. Método de validação relativo à linearidade e limites de detecção e 
quantificação para os butenolídeos 1 e 2. 

 

Parâmetros 
Dados estatísticos 

1 2 

Faixa de concentração* (μg/mL) 10,0 – 50,0 10,0 – 50,0 

Intercepto -0,10012 -0,11459 

Slope 0,05011 0,04352 

Coeficiente de correlação, r 0,9994 0,9998 

Erro padrão estimado 0,0316 0,0151 

Limite de detecção (μg mL-1) 2,08 1,14 

Limite de quantificação (μg mL-1) 6,31 3,47 

* cinco pontos, três injeções para cada nível de concentração. 

 

4.2.2.4. Exatidão 

 

Na ausência de um padrão certificado para determinação dos butenolídeos, a 

exatidão foi avaliada através de teste de recuperação. Amostras do extrato 

metanólico foram dopadas com as soluções padrões dos butenolídeos nas 

concentrações de 30, 40 e 50 μg mL-1, e então analisadas com CE. A exatidão do 

método com as recuperações para os butenolídeos variou de 98,7 a 101,4% para 

faixa de concentração testada (Tabela 22). 
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Tabela 22. Método de validação relativo à exatidão: teste de recuperação para os 
butenolídeos em extratos de P. malacophyllum. 

 

Amostras Padrão adicionado 
(μg mL-1) 

Padrão encontrado 
(μg mL-1) 

Recuperação 
(%)* 

1 30 29,9 99,8 

2 40 39,5 98,7 

3 50 50,7 101,4 

* média de três determinações 

 

4.2.2.5. Análise 

 

A metodologia validada foi aplicada na quantificação dos butenolídeos 1 e 2 

nos extratos metanólicos das folhas de P. malacophyllum (Tabela 23). Diferenças 

qualitativas foram encontradas no perfil dos butenolídeos para todas as plantas 

analisadas e diferenças significativas na proporção quantitativa dos compostos (1 e 

2) para cada indivíduo. Tal diferença nos índices dos metabólitos secundários é 

bastante comum, sendo devido a um grande número de fatores ambientais que 

afetam suas biossínteses e regulamento (Kutchan, 2001). 
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Tabela 23. Variação intra-específica dos butenolídeos 1 e 2 em extratos de folhas de P. 

malacophyllum. 

 
Indivíduos 1 (mg g-1) 2 (mg g-1) 

K447 14.79 ± 0.11 10.84 ± 0.02 

K448 3.92 ± 0.01 2.48 ± 0.01 

K449 3.19 ± 0.02 2.26 ± 0.01 

K450 10.42 ± 0.04 8.38 ± 0.03 

K646 6.81 ± 0.01 5.88 ± 0.03 

K858 2.05 ± 0.01 1,60 ± 0.01 

K882 5.07 ± 0.02 3.67 ± 0.03 

K883 20.79 ± 0.30 11.09 ± 0.19 

K884 22.50 ± 0.09 8.54 ± 0.04 

Média de três determinações 
 

Um novo método em MEKC para a análise dos butenolídeos em extratos de 

folhas de P. malcophyllum foi desenvolvido e validado em relação à precisão da 

injeção, linearidade, limite de detecção e quantificação, precisão e exatidão. Os 

presentes resultados mostraram que a eletroforese capilar (CE) é uma excelente 

técnica analítica alternativa para a determinação quantitativa dos butenolídeos em 

extrato de Piper, onde as amostras analisadas tiveram %RSD menor que 1%. 

 

 

4.3. Síntese de compostos análogos de piperolídeos 

 

Para a síntese dos γ-arilidenobutenolídeos derivados dos piperolídeos (ou 

butenolídeos), potencialmente fungicidas, utilizou-se como material de partida a 4-

metoxifuran-2(5H)-ona (24a), disponível comercialmente (Figura 58). O siloxifurano 

(24b) é um reagente estável para a sintona (24c) e também funciona como um grupo 
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fundamental para a síntese na qual vários γ-arilidenobutenolídeos podem ser obtidos 

através de reação de condensação aldólica com o aldeído aromático apropriado. O 

composto 24b é produzido a partir da sililação do butenolídeo 24a. Os compostos 

24b e 24c não foram isolados. 

 

 

Figura 58. Análise retrossintética para a síntese de análogos aos piperolídeos. 

 

Apesar da estratégia de obtenção dos γ-arilidenobutenolídeos via lactonização 

dos ácidos γ-alquinólicos ser estereosseletiva, esta abordagem não permite a 

síntese destes compostos em uma única etapa. Além disto, as condições de reação 

são comparativamente mais drásticas, não sendo adequadas para a síntese dos 

derivados dos piperolídeos contendo variação no grupamento γ-alquilidênico. 

Portanto, para a síntese foi utilizada a alquilidenação do pré-formado heterocíclico 

de cinco membros contendo oxigênio, como os 2-oxifuranos e γ-lactonas. Oxifuranos 

e γ-lactonas são usados principalmente como nucleófilos e um grande número de 

produtos naturais contendo a parte alquilidênica tem sido sintetizados utilizando-se 

esta estratégia sintética (Boukouvalas et al., 1994; Boukouvalas et al., 1998; Bellina 

et al., 2001a; Kar et al., 2005; Barbosa et al., 2006; Barbosa et al., 2007; Teixeira et 

al., 2007a; Teixeira et al., 2007b; Xu et al., 2007; Teixeira et al., 2008). 

Assim, a síntese dos butenolídeos foi conduzida utilizando-se a metodologia 

descrita por Boukouvalas et al. (1998) (Figura 59), que substituiu as três etapas da 

síntese relatada anteriormente (Boukouvalas et al., 1994) por uma única etapa. O 
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tratamento da 4-metoxifuran-2(5H)-ona (24) com o aldeído aromático na presença 

do tert-butildimetilsililtrifluorometanossulfonato (TBDMSOTf) e diisopropiletilamina 

(DIPEA) em DCM, seguida pela β-eliminação mediada pela adição do 1,8-diaza-

biciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU) conduziu a formação dos γ-arilidenobutenolídeos. 

Uma proposta mecanística para formação destes compostos está descrita na Figura 

60. A eliminação do grupo tert-butildimetilsililoxi conduziu à formação dos γ-

arilidenobutenolídeos com alta (Z)-seletividade procedendo provavelmente via 

mecanismo E1-cb (Plewe e Schmidt, 1989; Boukouvalas et al., 1994; Shing et al., 

1995; Pohmakotr et al., 1998). A formação preferencial dos compostos com 

estereoquímica Z pode ser explicada pela presença do grupo metoxílico na posição 

4 no butenolídeo (Von der Ohe e Bruckner, 2000) (Figura 61). A formação 

preferencial dos estereoisômeros Z foi recentemente relatada para sistemas 

semelhantes (Bellina et al., 2001a; Kar et al., 2005; Teixeira et al., 2007a; Xu et al., 

2007; Teixeira et al., 2008). 
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Figura 59. Reação para a obtenção dos compostos análogos aos piperolídeos. 
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Figura 60. Proposta de mecanismo para a síntese dos γ-arilidenobutenolídeos. 
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Figura 61. Síntese de γ-arilidenobutenolídeos via β-eliminação. 
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O composto 23 foi obtido como um sólido amarelo após a remoção do grupo 

protetor tert-butildimetilsilil (TBDMS) utilizando-se uma mistura de 1:1 de MeCN/HF 

(Figura 62). 
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Figura 62. Reação para a preparação do composto 23. 

 

O primeiro indício de formação dos produtos deu-se pela análise em 

cromatografia em camada delgada, que indicou a formação de um composto sob luz 

ultravioleta (λ = 254 e 365 nm). Embora as condições reacionais não tenham sido 

otimizadas, em geral as reações foram completadas dentro de quatros horas após a 

adição do DBU sob condições de refluxo. Os métodos de purificação, características 

e rendimentos dos compostos sintetizados são mostrados na Tabela 24. 
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Tabela 24. Métodos de purificação, características e rendimentos dos compostos 
sintetizados. 

 

Compostos Métodos de  
purificação 

Solventes 
(proporção) Características Rendimentos 

(%) 

7 CC Hexano/DCM (1:2) Sólido branco 26 

8 CC Hexano/DCM (1:2) Sólido branco 73 

9 CC Hexano/DCM (1:2) Sólido branco 21 

10 CC Hexano/DCM (1:2) Sólido branco 59 

11 Recristalização Hexano/DCM Sólido amarelo 55 

12 CC Hexano/DCM (1:2) Sólido branco 28 

13 Recristalização Hexano/DCM Sólido branco 66 

14 Recristalização Hexano/DCM Sólido alaranjado 77 

15 Recristalização Hexano/DCM Sólido vermelho 87 

16 CC Hexano/AcOEt (2:1) Sólido amarelo 85 

17 CC Hexano/AcOEt (2:1) Sólido amarelo 77 

18 CC Hexano/AcOEt (2:1) Sólido branco 69 

19 CC Hexano/AcOEt (2:1) Sólido branco 58 

20 CC Hexano/AcOEt (2:1) Sólido amarelo 29 

21 CC Hexano/DCM (1:2) Sólido branco 50 

22 CC Hexano/DCM (1:2) Sólido amarelo 23 

23 - - Sólido amarelo 95 

CC = cromatografia em coluna. 

 

O aldeído 21 foi formado pela reação de proteção do grupo OH do aldeído de 

partida com o TBDMSOTf. A confirmação da estrutura deu-se inicialmente pela 

análise de seu espectro no IV (Figura 63). A banda intensa referente ao estiramento 

da carbonila de aldeídos aromáticos pôde ser observada em 1682 cm-1. 
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Figura 63. Espectro no IV (KBr) de 21 

 

Nos espectro de RMN de 1H de 21 (Figura 64), observou-se a presença de 

um simpleto em δ 0,15 referente ao grupo Si(CH3)2, um simpleto em δ 1,01 referente 

ao grupo 13-(CH3)3, um simpleto em δ 3,86 referente as metoxilas presentes nos 

carbonos C9 e C11, um simpleto em δ 7,10 referente aos hidrogênios aromáticos H2 

e H6 e o simpleto em δ 9,82 referente ao hidrogênio do aldeído. No caso do espectro 

de RMN de 13C (Figura 65) a formação do aldeído é confirmada pela presença do 

sinal em δ 191,0; devido ao grupo C=O de aldeído e pela presença dos sinais 

referentes ao grupo protetor TBDMS, em δ -4,6 (Si(CH3)2), 18,8 (C13) e 25,7 (13-

(CH3)3). 
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Figura 64. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 21. 

 

 

Figura 65. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 21. 
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No espectro de massas (Figura 66) do composto 21 não foi observado o pico 

do íon molecular esperado em m/z 296, mas um sinal em m/z 295 referente à 

eliminação de H (M -1). Os íons fragmentários principais observados no espectro de 

massa são apresentados na Figura 67. 

 

 

 

 
Figura 66. Espectro de massas de 21. 
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Figura 67. Principais fragmentações de massas referentes ao aldeído 21. 

 

Os espectros no IV dos γ-arilidenobutenolídeos (Figura 68 a Figura 81) 

obtidos a partir da lactona 24 apresentaram todos os mesmo padrões de sinais. Nos 

espectros no infravermelho destes compostos, foram observadas bandas intensas 

referentes ao estiramento da carbonila de γ-lactona α,β-insaturadas entre 1745 e 

1798 cm-1 (Tabela 25), bem como as bandas devido ao estiramento da ligação C-O 

de éteres e lactonas na região 1100-1300 cm-1, e as bandas referentes ao 

estiramento C-H de anéis aromáticos na região de 3000-3100 cm-1.  
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Tabela 25. Bandas no IV referentes ao estiramento CO de grupos carbonílicos dos γ-

arilidenobutenolídeos. 

 
Compostos νCO (cm-1) 

8 1759 

10 1779 

11 1749 

12 1770 

13 1798 

14 1744 

15 1767 

16 1774 

17 1761 

18 1755 

19 1753 

20 1784 

22 1759 

23 1745 
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Figura 68. Espectro no IV (KBr) de 8. 

 

 
Figura 69. Espectro no IV (KBr) de 10. 
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Figura 70. Espectro no IV (KBr) de 11. 

 

 
Figura 71. Espectro no IV (KBr) de 12. 
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Figura 72. Espectro no IV (KBr) de 13. 

 

 
Figura 73. Espectro no IV (KBr) de 14. 

O

H3CO

O

Cl

O

H3CO

O

N

CH3

H3C



Resultados e discussão                                                                          172 

 
Figura 74. Espectro no IV (KBr) de 15. 

 

 
Figura 75. Espectro no IV (KBr) de 16. 

O

H3CO

O

O2N

O

H3CO

O

H3CO



Resultados e discussão                                                                          173 

 
Figura 76. Espectro no IV (KBr) de 17. 

 

 
Figura 77. Espectro no IV (KBr) de 18. 

O

H3CO

O

OCH3

O

H3CO

O

CH3



Resultados e discussão                                                                          174 

 
Figura 78. Espectro no IV (KBr) de 19. 

 

 
Figura 79. Espectro no IV (KBr) de 20. 
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Figura 80. Espectro no IV (KBr) de 22. 

 

 
Figura 81. Espectro no IV (KBr) de 23. 
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Em todos os casos, a presença do pico do íon molecular foi observada nos 

espectros de massas (Figura 83 a Figura 96) dos γ-arilidenobutenolídeos, o qual se 

correlaciona com a fórmula molecular dos compostos. Com exceção dos compostos 

20 e 22, todos os outros apresentaram pico base em m/z 69 (Figura 82). 
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Figura 82. Propostas de fragmentações de massas dos γ-arilidenobutenolídeos 

relacionadas à obtenção dos picos bases. 
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Figura 83. Espectro de massas de 8. 

 

 
Figura 84. Espectro de massas de 10. 
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Figura 85. Espectro de massas de 11. 

 

 
Figura 86. Espectro de massas de 12. 
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Figura 87. Espectro de massas de 13. 

 

 
Figura 88. Espectro de massas de 14. 
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Figura 89. Espectro de massas de 15. 

 

 
Figura 90. Espectro de massas de 16. 
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Figura 91. Espectro de massas de 17. 

 

 
Figura 92. Espectro de massas de 18. 

O

H3CO

O

OCH3

O

H3CO

O

CH3



Resultados e discussão                                                                          182 

 
Figura 93. Espectro de massas de 19. 

 

 
Figura 94. Espectro de massas de 20. 

O

H3CO

OH3C

O

H3CO

O

O

H3CO

I

Si

 



Resultados e discussão                                                                          183 

 
Figura 95. Espectro de massas de 22. 

 

 
Figura 96. Espectro de massas de 23. 
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A classe dos γ-arilidenobutenolídeos sintetizados apresentam os espectros de 

RMN de 1H e 13C semelhantes. Portanto, aqui será feita a discussão apenas para o 

composto (5Z)-5-(4-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}-3,5-dimetoxibenzilideno)-4-metoxi-

furan-2(5H)-ona (22). 

No espectro de RMN de 1H (Figura 97) do composto 22 os sinais de 

ressonância mais importantes que confirmam a formação do produto são o simpleto 

em δ 6,14; referente ao hidrogênio H6 confirmando a formação da ligação dupla 

exocíclica, e os sinais em δ 0,14 e 1,00 referente ao grupo tert-butildimetilsilil e 

δ 6,97 (s, 2H, H8 e H12), referente ao hidrogênio do anel aromático. Na análise do 

espectro de RMN de 13C (Figura 98) a formação do produto é confirmada pela 

presença dos sinais em δ 108,5 (C6) e 140,8 (C5), referentes aos carbonos da dupla 

ligação exocíclica e os sinais δ -4,6 (Si(CH3)2); 55,8 (9,11-OCH3); 107,9 (C8 e C12); 

125,1 (C7); 136,0 (C10) e 151,6 (C9 e C11), relacionados ao anel aromático. Na 

Tabela 26 estão representados os sinais de RMN de 13C mais importantes dos γ-

arilidenobutenolídeos sintetizados. As atribuições dos hidrogênios e carbonos 

aromáticos estão de acordo com os dados apresentados na literatura para 

compostos similares (Barbosa et al., 2006; Barbosa et al., 2007). 
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Tabela 26. Principais dados de RMN de 13C (δ, CDCl3) para os γ-arilidenobutenolídeos. 

 

 
δ RMN de 13C 

Atribuições 

Compostos C2 C3 C4 C5 C6 

8 168,7 88,3 171,1 142,3 107,8 

10 168,2 88,6 170,9 143,1 106,0 

11 168,7 88,7 171,1 140,8 107,8 

12 168,4 88,4 170,9 142,6 106,4 

13 168,3 88,4 170,9 142,5 106,4 

14 169,4 86,8 171,2 139,1 109,0 

15 167,6 89,2 170,7 139,1 104,8 

16 168,9 87,6 171,1 140,7 107,7 

17 168,5 88,2 171,0 142,3 107,7 

18 168,8 88,1 171,1 142,0 108,0 

19 168,8 88,2 171,1 142,3 104,4 

20 168,5 87,9 171,0 141,2 106,5 

22 168,8 87,6 171,1 140,8 107,9 

23 168,8 87,6 171,1 140,8 107,5 
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Figura 97. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 22. 

 

 
Figura 98. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) de 22. 
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As atribuições para o composto 22 também foram confirmadas pela análise 

do espectro de RMN de duas dimensões HMBC 1H-13C, cujas atribuições feitas a 

partir do espectro estão apresentadas na Figura 99. Os resultados obtidos ajudaram 

na atribuição dos demais compostos sintetizados. 

 
Figura 99. Correlações 1H-13C (J2 e J3) a longa distância (HMBC) para o composto 22. 

 

Os espectros de RMN de 1H e 13C dos γ-arilidenobutenolídeos 8, 10, 11, 12, 

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 23 estão apresentados nas Figura 100 a Figura 125. 
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Figura 100. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 8. 

 

 

Figura 101. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 8. 
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Figura 102. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 10. 

 

 
Figura 103. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 10. 
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Figura 104. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 11. 

 

 
Figura 105. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 11. 
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Figura 106. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 12. 

 

 
Figura 107. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 12. 
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Figura 108. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 13. 

 

 
Figura 109. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 13. 

ppm
4.004.254.504.755.005.255.505.756.006.256.506.757.007.257.507.75

7.
68

7.
67

7.
35

7.
33

7.
27

6.
16

5.
28

3.
98

ppm
5075100125150175

17
0.

94

16
8.

33

14
2.

52

13
4.

83

13
1.

61

13
0.

86
12

8.
96

10
6.

38

88
.3

6

77
.6

4

77
.0

0

76
.3

6

59
.3

0

H3 H6 H
8 

e 
H

12
 

H
9 

e 
H

11
 

OCH3 

O

H3CO

O

Cl

3

10

7

8

9

4

5

11

12

26

OCH3 

C4 C5 

C
9 

e 
C

11
 

C
8 

e 
C

12
 

C2 C10 

O

H3CO

O

Cl

3

10

7

8

9

4

5

11

12

26

C7 

C3 C6 



Resultados e discussão                                                                          193 

 
Figura 110. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 14. 

 

 
Figura 111. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 14. 
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Figura 112. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 15. 

 

 
Figura 113. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 15. 
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Figura 114. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 16. 

 

 
Figura 115. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 16. 
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Figura 116. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 17. 

 

 
Figura 117. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 17. 
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Figura 118. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 18. 

 

 

Figura 119. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 18. 
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Figura 120. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 19. 

 

 
Figura 121. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 19. 
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Figura 122. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de 20. 

 

 
Figura 123. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 20. 
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Figura 124. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 23. 

 

 

Figura 125. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 23. 
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Informações obtidas através de experimentos de 2-D NOESY e comparação 

de dados com literatura permitiram a confirmação correta da geometria da ligação 

dupla exocíclica proposta para os γ-arilidenobutenolídeos. Para os compostos 8, 11, 

12, 16, 17 e 23 a configuração Z foi determinada por comparação dos dados de 

RMN de 13C com a literatura (Pelter e Ayoub, 1981). Para os compostos 13, 14, 15, 

18 e 20 a configuração Z foi confirmada pela observação do efeito NOE entre o 4-

OMe e o H-6 (Figura 126). Apesar dos compostos 10, 19 e 22 não terem 

apresentado efeito NOE entre o 4-OMe e o H-6, a configuração Z pode ser 

confirmada pela comparação dos sinais de RMN de 13C entre os γ-

arilidenobutenolídeos, além do que não aparece correlação NOE entre os 

hidrogênios do anel aromático, que é mais volumoso que o H-6, e o 4-OMe caso a 

configuração fosse E. Teixeira et al, (2007a) sintetizou vários compostos similares, 

utilizando-se do mesmo procedimento sintético, e verificou que o único produto 

obtido com a ligação dupla exocíclica com configuração E (conformação A) presente, 

foi quando ambas posições orto do aldeído de partida estavam substituídas por 

grupos metoxi. Na configuração E haveria um alivio da desestabilização estérica 

causada pela interação entre O-1 no anel lactônico e os grupos metoxi (Figura 127). 

Além disso, na molécula em questão, a posição 4 está ocupada pelo hidrogênio, que 

é menos volumoso que o grupo metoxílico (4-OMe), confirmando a formação 

preferencial do estereoisômero com configuração Z. 
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Figura 126. Correlações espaciais sugeridas para 10, 13, 14, 15, 18, 19, 20 e 22 

baseadas nos mapas de contornos NOESY. 
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Figura 127. Possíveis conformações do (5E)-3-benzil-5-(2,4,6-trimetoxibenzilideno)-
furan-2(5H)-ona. 

 

 
Um aspecto interessante foi encontrado no mapa de contorno NOESY do 

composto 19, visto que um efeito NOE entre H-12 e H6 não foi observado. Este 

resultado pode ser interpretado pela conformação preferencial assumida pelo 

composto. Para aliviar o efeito estérico de repulsão entre os pares de elétrons de O-

1 e grupo 8-Me (conformação A), o composto 19 preferencialmente assume a 

conformação B (Figura 128). Resultado semelhante foi observado por Teixeira et al, 

(2007). O menor valor do deslocamento químico observado no C-6 (δ 104,4) é 

justificado devido ao efeito de blindagem γ provocado pelo grupo 8-Me no C-6. 
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Figura 128. Conformações do composto 22. 
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Os butenolídeos 7 e 9 foram intermediários isolados durante a reação para a 

obtenção dos análogos ao piperolídeo. A estereoquímica anti ou sin dos compostos 

7 e 9 não foram determinadas. 

O primeiro indício de formação dos produtos de adição deu-se através da 

análise dos seus espectros no infravermelho (Figura 129 e Figura 130), devido a 

presença de bandas características de estiramento C-H de anéis aromáticos na 

região de 3000-3100. 

 

 
Figura 129. Espectro no IV (KBr) de 7. 
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Figura 130. Espectro no IV (KBr) de 9. 
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arilidenobutenolídeo, numa razão aproximada de 1,00:0,11; que pode ser 

confirmada pelos sinais em δ 3,98 (OMe), 5,28 (H3) e 6,23 (H6). As proporções 

foram determinadas de acordo com os valores das integrais dos sinais no espectrdo 

de RMN de 1H. 

Nos espectros de RMN de 13C (Figura 132 e Figura 134), os sinais mais 

importantes são em δ -5,6 e -4,7 (Si(CH3)2), 18,0 (C7), 25,5 (13-(CH3)3), 71,9 (C6) e 

82,2 (C5), referentes ao composto 9, além dos sinais em δ -5,7 e -4,8 (Si(CH3)2), 

18,0 (C13), 25,5 (13-(CH3)3), 72,5 (C6) e 82,6 (C5), referentes ao composto 7. As 

atribuições feitas aos carbonos são confirmadas pelo espectro de DEPT 135 (Figura 

135), sendo as atribuições de C5 e C6 confirmadas pela análise do mapa de 

contorno HETCOR (Figura 136) do composto 9. 

 

 
Figura 131. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 7. 
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Figura 132. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 7. 

 

 
Figura 133. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) de 9. 
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Figura 134. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) de 9. 

 

 
Figura 135. Espectro de DEPT 135 (50 MHz, CDCl3) de 9. 
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Figura 136. Mapa de contorno HETCOR (50 MHz em f1 e 200 MHz em f2, CDCl3) de 9. 
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fragmento em m/z 73 que está representado na Figura 82. 
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Figura 137. Espectros de massas de 7. 

 

 
Figura 138. Espectro de massas de 9. 
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Figura 139. Propostas de fragmentações para os íons observados no espectro de 

massas dos compostos 7 e 9. 

 

 

4.4. Ensaios biológicos 

 

4.4.1. Avaliação da atividade antifúngica contra Cladosporium cladosporioides 

e Cladosporium sphaerospermum 

 

O ensaio de escolha para avaliar a atividade antifúngica foi o denominado 

bioautografia, sendo um teste simples e fundamenta-se na ação inibitória de 

extratos/substâncias antifúngicas potenciais sobre esporos de fungos utilizados para 

a revelação das cromatoplacas (Homans e Fuchs, 1970). 
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O ensaio utilizado foi realizado com esporos de C. cladosporioides e C. 

sphaerosphermum como reveladores. Estas duas espécies foram escolhidas por não 

serem patogênicas ao homem, produzirem uma grande quantidade de esporos e 

apresentarem um crescimento uniforme em condições de cultura in vitro. 

O butenolídeo 24, obtido comercialmente, e os butenolídeos 7-20, 22 e 23 

preparados em laboratório por meio de síntese (Figura 140), foram submetidos à 

bioensaios para avaliação da atividade antifúngica contra C. cladosporioides e C. 

sphaerosphermum.  

A Figura 140 apresenta os resultados das quantidades mínimas necessária 

para inibir o crescimento dos fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum e a 

Tabela 27 os resultados em várias concentrações. 
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Figura 140. Atividade antifúngica (µg)# contra C. cladosporioides and C. sphaerospermum. # Quantidade mínima requerida para a inibição do 

crescimento dos fungos por bioautografia. * = atividade fraca, ** = atividade média, *** = atividade forte. a(Lago et al., 2005). 
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Tabela 27. Atividade antifúngica (µg) contra C. cladosporioides and C. sphaerospermum. Atividade fraca = *, Atividade média = **, 
Atividade forte = *** e Inativo = i. 

 

Cladosporium cladosporioides Cladosporium sphaerospermum 
Amostras 100 50 25 10 5 1 100 50 25 10 5 1 

1 ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** 
7 ** ** ** ** * i * * * * i i 
8 ** ** ** ** ** ** * * * * * * 
9 * i i i i i * * * i i i 
10 * * * * * * * i i i i i 
11 i i i i i i i i i i i i 
12 * * * * * * * * i i i i 
13 i i i i i i i i i i i i 
14 ** ** ** ** ** ** * * * * * * 
15 i i i i i i i i i i i i 
16 ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** 
17 ** ** ** ** ** ** ** * * * * * 
18 ** ** ** ** ** ** * * * * * * 
19 ** ** ** ** ** ** ** ** ** * * * 
20 i i i i i i i i i i i i 
22 i i i i i i i i i i i i 
23 * * * * * * i i i i i i 
24 ** * * i i i ** * i i i i 

Nistatina *** *** *** *** *** ** *** *** *** *** *** i 
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Pode-se observar pelos resultados obtidos pela bioautografia (Figura 140) 

que, os compostos 1, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 18, 19 e 23 apresentaram uma dose 

resposta mínima de 1 µg contra C. cladosporioides, assim como o antibiótico 

comercial utilizado como padrão (nistatina). Já os compostos 7, 9 e 24 apresentaram 

uma dose de resposta mínima de 5, 100 e 25 µg, respectivamente, e os compostos 

11, 13, 15, 20 e 22 foram inativos. Contra o fungo C. sphaerospermum os compostos 

1, 8, 14, 16, 17, 18, 19 e 23 apresentaram uma dose resposta mínima de 1 µg, 

sendo mais ativos que o padrão (nistatina). Os compostos 7, 9, 10, 12 e 24 

apresentaram uma dose de resposta mínima de 5, 25, 100, 50 e 50 µg, 

respectivamente, e os compostos 11, 13, 15, 20, 22 e 23 foram inativos. 

A δ-lactona α,β-insaturada é a estrutura comum a todos os compostos, 

variando-se apenas o padrão de substituição do anel aromático entre eles, ou a 

ligação dupla exocíclica e a presença do 6-OMe nos piperolídeos 1 e 2 (Figura 140). 

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 27), foi verificado que a presença da 

dupla ligação exocíclica é importante para atividade, sendo comprovado quando se 

compara os compostos 7 e 9 com os 8 e 10. Foi verificado também que a presença 

de halogênios na parte arilidênica diminui a atividade dos compostos (10, 12 e 13), 

sendo que o composto clorado (13) foi inativo. Como o butenolídeo com substituinte 

nitro (15) foi inativo e o butenolídeo com substituinte 4-dimetilamino foi ativo, foi 

sugerido que grupos retiradores de elétrons diminuem a atividade antifúngica. 

A comparação dos compostos 16 e 17 e os 18 e 19 indicou que os 

butenolídeos com substituíntes em meta diminuem a atividade contra o C. 

sphaerospermum. Os compostos 9,10,11-trissubstituídos foram inativos (20 e 22), 

sendo o composto 23 inativo contra o C. sphaerospermum. Foi possível sugerir que 

a presença do grupo 6-OMe do piperolídeo 1 não afeta a atividade contra o C. 
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cladosporioides e tem pouca influência na atividade contra o C. sphaerospermum, 

sendo esta compensada pelo substituinte OMe em para (composto 16).  

O piperolídeos 1 apresenta uma atividade maior que o 2, sugerindo que a 

configuração da ligação dupla exocíclica está associada ao potencial antifúngico. A 

avaliação da atividade antifúngica com a furanona 24, reagente de partida, sugere 

que a parte γ-alquilidênica é importante. 

 

 

4.4.2. Ensaio contra Trypanosoma cruzi 

 

Visto que na literatura não se encontra estudos sobre a atividade tripanocida 

de butenolídeos e devido à necessecidade de obtenção de novos medicamentos, 

resolveu-se obter um estudo preliminar de relação estrutura atividade contra T. cruzi 

destes compostos (Figura 141). Os butenolídeos foram submetidos a teste para 

avaliação da atividade tripanocida nas concentrações de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 

1,0 µg mL-1, através do teste colorimétrico utilizando MTT padronizado por Muelas-

Serrano et al. (2000a), utilizando formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y). A 

Tabela 28 mostra às porcentagens de parasitas mortos em porcentagem de 

citotoxicidade (% C) em diferentes concentrações e os IC50 dos compostos 

submetidoas a avaliação da atividade tripanocida. 
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Figura 141. Estruturas dos butenolídeos submetidos à avaliação da atividade 

tripanocida. Benzonidazol (9,01 μg mL-1) foi usado como controle positivo. 

 

Tabela 28. Atividade tripanocida (%) in vivo dos compostos contra a cultura da forma 

epimastigota de T. cruzi (cepa Y). Benzonidazol (9,01 μg mL-1) foi usado 

como controle positivo. 

 

Compostos 100* 50 25 10 5,0 2,5 1,0 IC50 
(μg mL-1) 

1 44 42 5 3 0 0 0 108,93 

2 54 36 35 28 25 16 16 85,56 

8 16 3 2 0 0 0 0 N.D. 

11 33 24 12 12 3 2 1 N.D. 

13 28 15 15 7 0,2 0 0 N.D. 

14 30 28 22 12 12 5 0,4 N.D. 

22 42 38 32 16 9 0 0 119,96 

* Concentração em μg mL-1  
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Através dos resultados obtidos (Tabela 28 e Figura 141) foi possível verificar 

que os γ-arilidenobutenolídeos 8, 11, 13, 14 não mostraram inibição contra a cultura 

da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi nas concentrações avaliadas. O 

composto 22 mostrou baixa inbição com valor de IC50 de 119,96 μg mL-1. A melhor 

atividade observada para o composto 22 talvez seja atribuída ao anel aromático 

trissubtítuido. Os piperolídeos 1 (IC50 = 108,93 μg mL-1) e 2 (IC50 = 85,56 μg mL-1) 

foram mais ativos, indicando que o grupo 6-OMe é importante para atividade. Foi 

verificado também que a configuração da dupla ligação exocíclica é importante, 

sendo o composto Z (2) o mais ativo. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A análise dos metabólitos secundários de P. malacophyllum indicou a 

predominância dos butenolídeos 1 e 2 no extrato metanólico de folhas, de onde 

foram caracterizados ainda dois sesquiterpenos 4 (inédito) e 5 e dois compostos 

alquenilfenílicos 3 (inédito) e 6. Os sesquiterpenos são freqüentes em muitas 

espécies vegetais e também em várias espécies de Piper. Entretanto, 

sesquiterpenos com esqueleto acorano não haviam ainda sido relatadas em 

espécies do gênero Piper.  

Os butenolídeos são estruturalmente relacionados às kavalactonas de Piper 

methysticum e não são muito frequentemente encontrados em Piperaceae.  Foram 

encontrados relatos em Piper sanctum, P. fadyenii e P. malacophyllum. A 

possibilidade de relação biossintética com kavalactonas, como a kavaína e 

metisticina, pironas produzidas por Piper mesthysticum, foi inferida por Pelter et al. 

(1987). Aparentemente, a biossíntese dos butenolídeos envolve a extensão da via 

fenilpropanoídica através de reações de condensação de Claisen com unidades de 

malonil-SCoA. Os estudos preliminares de incorporação de acetato [14-C] e L-

fenilalanina [U-14C] comprovaram essa possibilidade, porém outros estudos devem 

ser relacionados ao estudo dos PKSs tanto em nível enzimático quanto de genes. 

Lipídios fenólicos ou fenóis de cadeia longa não isoprenóides existem em 

uma grande variedade de espécies de plantas e em algumas bactérias. Esses 

compostos são derivados da via do chiquimato e policetídica e incluem alquilfenóis, -

catecóis, - resorcinóis e -hidroquinonas (Vyvyan et al., 2002). O gênero Piper tem 

sido intensamente estudado e alquenilfenílicos como o 3 e 6 não são isolados com 

muita frequencia, tendo sido descritos de Piper gibbilimbum, P. hispidum, P. Através 



Conclusões e perspectivas                                                                                                         220 

da análise dos extratos por cromatografia gasosa das raízes, caules, e frutos foi 

observada a predominância do alquenilfenol 6. Nas folhas, os butenolídeos 1 e 2 

foram os constituíntes majoritários. O composto 3 também foi detectado nos frutos e 

caules e como composto majoritário do óleo essencial das folhas (60,4%). Foram 

identificados 81,9% dos constituintes no óleo essencial. 

Um novo método em cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) foi 

desenvolvido e validado para análise dos butenolídeos em extratos de folhas de P. 

malcophyllum. Com a metodologia proposta, os butenolídeos foram quantificados 

com tempo de análise inferior a cinco minutos, além das vantagens inerentes à 

própria técnica que dispensa etapas de clean-up de amostras e condicionamentos 

de colunas. Essas vantagens, juntamente com baixos custos de manutenção do CE, 

tornam a metodologia proposta adequada para análise de rotina de butenolídeos e 

compostos similares em extratos de plantas 

Como a busca de outros análogos dos piperolídeos 1 e 2 nas plantas de P. 

malacophyllum revelou-se muito limitada, mas sua obtenção através da síntese  

(Boukouvalas et al., 1998) constituiu-se numa excelente alternativa. Apesar de 

algumas reações terem ocorridas com baixos rendimentos, foram realizadas com 

sucesso. A metodologia envolvendo apenas uma etapa e reagentes de baixo custo 

mostrou-se eficaz, permitindo a obtenção de uma grande variedade de compostos 

planejados. 

Os butenolídeos naturais e sintéticos foram testados contra a cultura da forma 

epimastigota de Trypanosoma cruzi e verificou-se que os compostos sintéticos não 

foram promissores e os naturais apresentaram baixa atividade. Outras classes de 

produtos naturais de espécies Piper, como as lignanas tetraidrofurânicas de P. Piper 

solmsianum (Martins et al., 2003) e de Peperomia blanda (Felippe et al., 2008) e 
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lignanas dibenzilbutirolactônicas de P. cubeba (Souza et al., 2005), haviam sido 

anteriormente investigadas quanto ao potencial para o desenvolvimento de 

antichagásicos naturais (Nihei et al., 2004). 

A maioria dos compostos submetidos ao ensaio biológico apresentou 

atividades consideráveis sobre os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum. 

Verifiou-se que a presença da dupla ligação exocíclica nos piperolídeos é importante 

para atividade e que a presença de substituintes nas posições 9,10 e11, halogênios 

na parte arilidênica e de grupos retiradores de elétrons diminuem ou anulam a 

atividade antifúngica. A atividade antifúngica de γ-alquilidenobutenolídeos constitui-

se ainda num tema pouco descrito na literatura. A amplitude da atividade antifúngica 

poderá ser investigada através da análise dos produtos naturais isolados e dos 

análogos sobre outras linhagens de fungos, além da síntese de novos derivados. 

Como os γ-alquilidenobutenolídeos apresentam uma grande variabilidade de 

atividades biológicas, outros testes serão realizados como atividade citotóxica, 

herbicida, antibióticas, dentre outros. 

A maioria dos compostos submetidos aos ensaios biológicos apresentou 

atividades consideráveis sobre os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum. 

Verificou-se que a presença da dupla ligação exocíclica nos piperolídeos é 

importante para atividade e que a presença de substituintes nas posições 9,10 e11, 

halogênios na parte arilidênica e de grupos retiradores de elétrons diminuem ou 

anulam a atividade antifúngica. A atividade antifúngica de γ-alquilidenobutenolídeos 

constitui-se ainda num tema pouco descrito na literatura. A amplitude da atividade 

antifúngica poderá ser investigada através da análise dos produtos naturais isolados 

e dos análogos sobre outras linhagens de fungos, além da síntese de novos 

derivados. Como os γ-alquilidenobutenolídeos apresentam uma grande variabilidade 



Conclusões e perspectivas                                                                                                         222 

de atividades biológicas, outros testes poderão ser realizados incluindo a atividade 

citotóxica, herbicida, antibióticas, dentre outras. 

Através dos compostos identificados nos extratos e no óleo essencial foi 

possível estabelecer relações biossintéticas entre os metabólitos secundários 

isolados de P. malacophyllum e outras espécies de Piper que produzem compostos 

similares. Verificou-se também que a planta acumula preferencialmente policetídeos 

derivados de biossíntese mista (Figura 142). Tais informações constituem-se em 

importantes subsídios para estudos quimiossistemáticos e de estudos de atividade 

biológica. A compilação de todos os dados sobre a constituição química de plantas é 

muito interessante, mas a presença de um mesmo composto ou classe de 

compostos em táxons não relacionados não é evidência de afininidade sistemática, 

visto que muitas vezes a biossíntese das estruturas assume diferentes rotas. 

Portanto, a incorporação da filogenia molecular em estudos de quimiossistemática é 

essencial. 

Apesar da filogenia molecular estar redesenhando a classificação das plantas, 

a enorme variedade de constituintes químicos isolados, combinados com dados 

morfológicos e outros tem seu lugar como parte da história natural do organismo em 

seu meio. 
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Figura 142. Proposta de relações biossintéticas entre os metabólitos secundários isolados de Piper malacophyllum e outras espécies 

de Piper que produzem compostos similares. PKS III: policetídeo sintase tipo III. 
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