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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais é reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) como uma ferramenta importante para melhoria do acesso a saude,
principalmente em paises em desenvolvimento. O Brasil, detentor da maior
biodiversidade vegetal do planeta, se destaca no que diz respeito ao desenvolvimento
de novas terapéuticas baseadas em produtos naturais. Dentre as espécies vegetais
que podem ser encontradas no territério brasileiro, a Piper tuberculatum,
popularmente como pimenta-de-macaco, apresenta grande potencial terapéutico,
visto que apresenta diversas atividades bioldgicas ja registradas na literatura, como
atividade psicotrépica, antimicrobiana, antioxidante, citotoxica, inseticida, fungicida e
antiparasitaria que estdo associadas aos seus constituintes quimicos, principalmente
as amidas, com destaque para a piplartina (PPT). Entretanto, ndo existem estudos
sobre essa espécie no que tange a caracterizacdo e padronizacdo da matéria-prima
vegetal e seus derivados. Com base nisso, objetivou-se realizar a caracterizacéo
fisico-quimica da espécie vegetal, seus extratos e piplartina isolada do extrato seco.
A matéria-prima vegetal foi coletada no municipio de Recife-PE e a mesma, bem como
seus extrato liquido e seco, que foram obtidos por maceracdo e secagem em
rotaevaporador, respectivamente, foram caracterizados seguindo alguns testes
preconizados pela 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira, posteriormente, a PPT foi
isolada e caracterizada. Observou-se que a matéria-prima vegetal, solugdo extrativa
e extrato seco apresentaram valores de caracterizacdes considerados em
conformidade com o estabelecido pela Farmacopeia Brasileira no que diz respeito a
determinacdo de matéria estranha, granulometria, de umidade, cinzas totais para a
droga vegetal; determinagdo de pH, densidade relativa, residuo seco, umidade,
prospeccao fitoquimica e higroscopicidade para os extratos. A PPT obtida por
recristalizacdo em metanol apresentou rendimento de 45,7%, 95% de pureza e 0s
resultados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia de absor¢éo
na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Calorimetria
Diferencial Exploratéria (DSC) e Termogravimetria (TG) se mostraram similares com
os resultados encontrados na literatura, o que permite confirmar a identidade da
molécula e que a mesma foi obtida com rendimento satisfatério e alto grau de pureza,
fatos que indicam a eficiéncia da metodologia de isolamento, sendo indicativos de que
ela pode ser promissora e aplicada em industrias.

Palavras-chave: Controle de qualidade; Matéria-prima vegetal; Piplartina; Pimenta-
de-macaco.



ABSTRACT

The use of medicinal plants is recognized by the World Health Organization (WHO) as
an important tool for improving access to healthcare, especially in developing
countries. Brazil, which has the greatest plant biodiversity on the planet, stands out
when it comes to developing new therapies based on natural products. Among the
plant species that can be found in Brazilian territory, Piper tuberculatum, popularly
known as monkey pepper, has great therapeutic potential, as it presents several
biological activities already recorded in the literature, such as psychotropic,
antimicrobial, antioxidant, cytotoxic, insecticide, fungicide and antiparasitic that are
associated with their chemical constituents, mainly amides, with emphasis on piplartine
(PPT). However, there are no studies on this species regarding the characterization
and standardization of plant raw material and its derivatives. Based on this, the
objective was to carry out the physical-chemical characterization of the plant species,
its extracts and piplartine isolated from the dry extract. The vegetable raw material was
collected in the city of Recife-PE and it, as well as its liquid and dry extract, which were
obtained by maceration and drying in a rotary evaporator, respectively, were
characterized following some tests recommended by the 6th edition of the Brazilian
Pharmacopoeia, subsequently, PPT was isolated and characterized. It was observed
that the vegetable raw material, extractive solution and dry extract presented
characterization values considered in accordance with that established by the Brazilian
Pharmacopoeia with regard to the determination of foreign matter, granulometry,
humidity, total ash for the vegetable drug; determination of pH, relative density, dry
residue, humidity, phytochemical prospecting and hygroscopicity for extracts. The PPT
obtained by recrystallization in methanol showed a yield of 45.7%, 95% purity and the
results of Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Fourier transform infrared absorption
spectroscopy (FTIR), Differential Scanning Calorimetry (DSC ) and Thermogravimetry
(TG) were similar to the results found in the literature, which allows confirming the
identity of the molecule and that it was obtained with satisfactory yield and a high
degree of purity, facts that indicate the efficiency of the isolation methodology, being

indications that it can be promising and applied in industries.

Key words: Quality control; Vegetable raw material; Piplartine; Monkey pepper.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais € algo tdo antigo quanto a prépria
humanidade, pois desde cedo o homem percebeu que algumas plantas continham em
suas esséncias, substancias, as quais, ao serem experimentadas, revelavam
empiricamente seu poder curativo. Pratica oriunda do conhecimento popular e
difundida ao redor do mundo de geragao em geracao, é reconhecida pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) como uma ferramenta importante para melhoria do acesso
a saude, principalmente em paises em desenvolvimento, onde parcela significativa da
populagao vive em ambientes marcados pela exclusao social (Santos et al., 2017).

Conhecida por sua vasta biodiversidade, responsavel por aproximadamente
20% da flora mundial, a flora brasileira possui um potencial farmacologico notorio
gragas a sua grande diversidade bioldgica, contando com mais de 56 mil espécies.
Dentre as espécies que podem ser encontradas no territdrio nacional, vale destacar
as plantas do género Piper que sao utilizadas com fins medicinais pelo povo que vive
na floresta amazénica (Rocha et al., 2021; Gongalves et al., 2016).

O Brasil se destaca no que diz respeito ao desenvolvimento de novas
terapéuticas baseadas em produtos naturais e, atualmente, com o alto custo para
desenvolvimento de novos medicamentos, desinteresse da industria farmacéutica
para obter medicamentos mais efetivos e seguros para doengas negligenciadas e a
crescente tendéncia de utilizagdo de produtos de origem natural, tém-se evidenciado
a utilizacao de plantas para fins terapéuticos (De Oliveira et al., 2020). Nesse sentido,
pode-se destacar Piper tuberculatum.

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales, possui cinco géneros
(Manekia Trel., Peperomia Ruiz & Pav., Piper L., Verhuellia Miq. e Zippelia Blume) e
cerca de 3.600 espécies, com 500 delas presentes no territorio brasileiro, sendo
bastante comuns em florestas, principalmente na floresta tropical atlantica. O género
Piper pode ser encontrado em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo e
possui mais de 1000 espécies, sendo um dos maiores géneros de angiospermas
basais (De Oliveira et al., 2020).

Piper tuberculatum, popularmente conhecida como pimenta-de-macaco ou
pimenta longa, € encontrada em uma vasta regido das Américas, que vai do México a
Argentina. No Brasil elas ocorrem nos estados do Amazonas, Para, Piaui, Ceara,

Paraiba, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina, Mato Grosso,
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Sao Paulo e Mato Grosso do Sul (Facundo et al., 2008). Apesar de ainda ser pouco
estudada, ela se mostra como uma fonte promissora de moléculas, uma vez que
apresenta diversos compostos como fenilpropandides, polifendis (flavonoides),
pironas, terpenos, alcaldides, lignoides, amidas, esteroides e cromenos, que possuem
diversas atividades comprovadas, dentre elas: atividade psicotropica, antimicrobiana,
antioxidante, hipotensora, citotoxica, inseticida, fungicida e antiparasitaria (De Oliveira
et al., 2020).

Dentre a vasta gama de compostos que podem ser encontrados nesta espécie
vegetal, destaca-se a piplartina (PPT), um alcaléide/amida bioativo que ja teve sua
atividade antiagregante plaquetaria, ansiolitica, antidepressiva, antibacteriana,
antiparasitaria, antifungica e esquistossomicida descrita na literatura (Bezerra et al.,
2013). Por conta de suas propriedades bioldgicas, a PPT € um candidato a farmaco
bastante promissor e tendo em vista que pode ser extraida de uma espécie vegetal
que é facilmente encontrada, tem um grande potencial para se tornar um produto
natural com finalidade terapéutica (Navickiene et al., 2003).

Entretanto, por se tratar de uma molécula protétipo de uma planta que ainda é
pouco estudada, ainda nao existem parametros de qualidade definidos. Diante do
exposto, a elaboragcado de uma carta de identidade da espécie vegetal, seus extratos
e molécula de interesse isolada, através do emprego de técnicas de caracterizagao
que permitam conhecer profundamente as caracteristicas destas entidades torna-se
fundamental, uma vez que a padronizagao é uma ferramenta do controle de qualidade

importantissima na producao de medicamentos.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
Caracterizar a espécie vegetal Piper tuberculatum no que tange sua matéria-

prima, extratos e piplartina.

1.1.2 Objetivos especificos
e Obter e caracterizar a matéria-prima vegetal;
e Obter e caracterizar os extratos liquidos e seco de P. tuberculatum;

e |solar e caracterizar a piplartina por RMN, FTIR e anélises térmicas.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS AO LONGO DA HISTORIA

O homem primitivo sempre buscou na natureza as solugdes para os diversos
males que o assolavam, fossem essas de ordem espiritual ou fisica. A medida que os
povos dessa época se tornaram mais habilitados em suprir as suas necessidades de
sobrevivéncia, estabeleceram-se papéis sociais especificos para os membros da
comunidade em que viviam. Os feiticeiros, vistos como intermediarios entre homens
e deuses, eram responsaveis por curar os enfermos, mesclando magia, religido e o
conhecimento empirico sobre as praticas de salde, incluindo o uso de plantas
medicinais (Firmo et al., 2011).

Os primeiros registros da utilizacao de plantas medicinais remontam ao periodo
entre 2838-2698 a.C., quando o imperador Shen Nung da China catalogou 365 ervas
medicinais e venenos, que eram utilizados sob a influéncia do taocismo de Pan Ki,
considerado o deus da criagcédo (Firmo et al., 2011). Outros registros datam de cerca
de 500 a.C., em textos chineses que descrevem nomes, doses e indicagbes para o
uso de plantas no tratamento de doencas. Outras evidéncias importantes foram
encontradas no manuscrito egipcio "Papiro de Ebers", datado de cerca de 1500 a.C.,
qgue continha informacdes sobre mais de 800 prescricbes e aproximadamente 700
substancias medicinais (Duarte et al., 2006).

Avicena (980-1037) compilou os escritos de Hipocrates, Galeno, Teofrasto e
Plinio, incorporando os conhecimentos arabes sobre plantas medicinais (Santos,
2005). Ja no comeco da Era Cristd, o médico grego Dioscorides publicou sua obra
"De Materia Medica", que catalogou e ilustrou cerca de 600 plantas diferentes
utilizadas para fins medicinais. Ele descreveu o uso terapéutico de muitas dessas
plantas e muitos dos nomes apresentados por ele ainda sdo usados atualmente na
botanica. Assim, essas obras sao consideradas a principal referéncia ocidental para o
estudo de plantas medicinais até o0 Renascimento, ja que o estudo e as informacdes
se mantiveram estagnados por um longo periodo devido ao fortalecimento da Igreja
Catolica (Lorenzi, 2002).

Entretanto, foi somente no final do século XVIII que a fitoterapia teve maior
avanco devido ao progresso cientifico na area da quimica que permitiu o isolamento
e estudo de metabdlitos especiais (Almeida, 2003). Até o século XIX, os recursos

terapéuticos em todo o mundo eram baseados principalmente em plantas e extratos
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vegetais. Esse fato pode ser comprovado pelas Farmacopeias da época. Mesmo nos
dias atuais, as plantas ainda desempenham um papel significativo na manutencao da

saude em paises em desenvolvimento (Firmo et al., 2011).

2.2 USO DE PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, sendo responsavel por
abrigar aproximadamente 20% da flora mundial em seu territorio, distribuidas em seus
6 biomas: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampas e Pantanal (da
Rocha et al., 2021). A utilizacdo de espécies vegetais bioativas no Brasil remonta a
tempos anteriores ao Periodo Colonial, com os primeiros registros acerca da flora
brasileira sendo feitos logo apds a descoberta do pais, quando Pedro Alvares Cabral
observou o uso de produtos de origem vegetal pelos povos indigenas, tanto para

alimentacédo como para tratamento de doencas (Walker, 2013).

Figura 1: Biomas brasileiros
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A fitoterapia no Brasil foi influenciada ndo s6 pelos conhecimentos indigenas,
mas também pelos saberes europeus e africanos, que contribuiram para transformar
essa pratica em uma pratica sociocultural integrada a cultura popular. Essa integracao
foi facilitada principalmente pelo elevado custo dos medicamentos sintéticos, além da
falta de acesso aos servigos de saude pelas comunidades, o que levou a uma maior
demanda pelos medicamentos de origem vegetal (Batista e Valenca, 2012). Assim, 0s
avancgos cientificos na area de produtos naturais no Brasil sdo resultado da soma das

contribuicdes de diversas culturas ao redor do mundo. No entanto, o uso de plantas
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medicinais na cultura popular nao € suficiente para validar cientificamente sua eficacia
como produtos fitoterapicos (Matos, 1994).

No Brasil, houve grandes avangos em relacdo ao uso de plantas medicinais,
como a inclus&o da Fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS) (Brasil, 1988) e a
criacao da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Figueiredo et al.,
2014). Além disso, foram criadas politicas publicas, como as Praticas Integrativas e
Complementares, que visam atender as necessidades das populacbes mais
vulneraveis e garantir a eficacia do uso de plantas medicinais, com base em
evidéncias cientificas (Barros, 2006). Também vale destacar que muitas das espécies
presentes no territério sdo apontadas por pesquisadores como possiveis fontes de

produtos naturais com potencial terapéutico (Barreiro et al., 2009).

2.3 FAMILIA Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales, que abrange diversas
variedades de pimentas e compreende cerca de 2515 espécies distribuidas em 8
géneros, sendo Piper L. e Peperomia Ruiz os mais representativos. A familia
Piperaceae tem uma distribuicdo geogréfica bastante ampla, ocorrendo em varias
partes do mundo, em regides de clima tropical, subtropical e temperado. No Brasil,
essa familia é representada por aproximadamente 500 espécies, divididas em 5
géneros (Ottonia, Piper, Piperomia, Pothomorphe e Sarcochachis), encontradas
principalmente nas regides de mata Atlantica e floresta Amazonica (Gogosz et al.,
2012; Queiroz et al., 2014).

Figura 2: Mapa de distribuicdo mundial de Piperaceae
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As espécies da familia Piperaceae possuem propriedades terapéuticas que sao
atribuidas aos seus constituintes quimicos, provenientes do metabolismo secundario.
Dentre esses compostos, destacam-se 0os compostos fendlicos, amidas, flavonoides,
terpenos, taninos e alcaldides. Assim, varios estudos tém sido conduzidos com o
objetivo de analisar a composi¢ao quimica dessas espécies, com maior destaque para

aguelas que pertencem ao género Piper (Alves et al., 2010).

2.4 GENERO Piper

O género Piper € o maior das angiospermas basais, com cerca de 1200
espécies distribuidas pelo mundo. Sdo comumente encontradas na forma de arbusto
tendo aproximadamente 2 a 2,5 metros. Possuem folhas simples, de margem inteira,
nervuras ascendentes até o apice da lamina e com odor caracteristico. As
inflorescéncias costumam se apresentar em espiga ou racemo, solitarias ou nao,
axilares e terminais. As flores sdao pequenas e numerosas, bissexuadas ou
unissexuadas e cada uma delas é encoberta por uma bractea floral (Melo et al., 2014;
De Oliveira et al., 2020).

Do ponto de vista etnofarmacologico, essas espécies tém sido utilizadas na
medicina tradicional ha varios séculos, o que tem despertado um crescente interesse
no estudo do seu perfil fitoquimico para a descoberta de produtos naturais
biologicamente ativos, jA que esses compostos podem servir como protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos (Facundo et al., 2008; Goncalves et al., 2016;
Navickiene et al., 2003).

2.5 Piper tuberculatum

Conhecida popularmente como pimenta-de-macaco ou pimenta-d ‘Arda, a
espécie P. tuberculatum é encontrada em varios paises da América do Sul e América
Central. Estudos fitoquimicos realizados com essa espécie evidenciaram a presenca
de amidas como metabolitos secundarios, bem como a ocorréncia de mono e
sesquiterpenos (Facundo et al., 2008).

Embora existam poucos estudos sobre essa espécie, ja foram registradas
algumas atividades biologicas, tais como analgésica, sedativa, estimulante,
tripanocida, anti-leishmaniose, anticAncer, anti-inflamatoria, anti-helmintica,

esquistossomicida, antimicrobiana e antifingica que estdo associadas aos seus
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constituintes quimicos, principalmente as amidas, com destaque para a piplartina
(PPT) (Bezerra et al., 2013).

Figura 3: Exemplar de Piper tuberculatum
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Fonte: Dados da Pesquisa.

2.6 PADRONIZACAO E CARACTERIZACAO DE MATERIA-PRIMA VEGETAL E
SEUS DERIVADOS

O controle de qualidade é uma etapa essencial para que uma planta, parte dela
ou seu extrato seja utilizado na produgdo de um medicamento. Assim, a
caracterizagao e o controle de qualidade da matéria-prima vegetal e seus extratos séo
fundamentais para que seja garantida a repetibilidade do processo e qualidade do
produto final (Andrade, 2020).

Fatores como: tipo de solo onde foi realizado o plantio, época da colheita,
variagdo climatica e caracteristicas genéticas da planta podem influenciar na
qualidade final da droga vegetal e seus derivados. Por isso, € comum observar
grandes variagbes entre as matérias-primas de origem vegetal, entre diferentes
fornecedores, o que justifica a necessidade da padronizagdo desses produtos

(Ferreira 2012; Michelin et al., 2010). A legislagao atual estabelece, quando aplicavel,
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teste de determinacdo de matéria estranha, determinacdo do teor de umidade e
cinzas, além da classificagdo granulométrica devem ser realizados (Brasil, 2019).

A extracdo € uma operacao fisico-quimica de transferéncia de massa, por um
processo de difusdo, que tem como objetivo retirar da droga vegetal os componentes
quimicos de interesse, com o0 uso de solventes adequados. Variaveis do processo,
como: temperatura, natureza do solvente, estado de divisdo da droga e tempo de
extracdo sao fatores que podem influenciar na qualidade do extrato. Tendo em vista a
complexidade de uma planta medicinal e os fatores que podem interferir no processo,
a caracterizagao e padronizagao de extratos vegetais € extremante importante no
desenvolvimento de um fitomedicamento (Tomasi, 2021; Vilela, 2020). A legislagcao
atual estabelece, quando aplicavel, a determinagao de residuo seco, determinagao de
massa, pH e densidade relativa, e determinacdes quanto ao teor de umidade para o

extrato seco (Brasil, 2019).

2.7 PROPRIEDADES DA PIPLARTINA

A piplartina (5,6-di-hidro-1 [1-oxo-3- (3,4,5-trimetoxifenil) - trans -2-propenil] -2
(1 H) piridina), € uma amida/alcaloide presente em espécies do género Piper, como a
Piper tuberculatum, sendo o alcaléide mais abundante. Essa amida apresenta
diversas atividades biolégicas, como acdo esquistossomicida, atividade plaquetaria,
antibacteriana e efeito antidepressivo e ansiolitico (Bezerra et al., 2013)

A atividade esquistossomicida in vitro da PPT foi estudada por Moraes e
colaboradores (2011, 2012 e 2013) e Campelo e colaboradores (2017). Os resultados
desses estudos demonstraram que a PPT € um composto eficaz contra o S. mansoni
nas formas jovens e adultas do parasita, € em alguns casos se mostrou até mais
eficiente que o Praziquantel, farmaco utilizado para tratamento desta infeccéo
parasitaria (De Moraes et al., 2011; De Moraes et al., 2012; De Moraes et al., 2013,
Campelo et al., 2017).

A PPT também apresenta atividade antiplaquetaria e estudos indicam que isso
a esta relacionada com fracao diidropiridona de sua estrutura que pode contribuir para
seu efeito antiplaquetario in vitro e 0 seu mecanismo de acao esteja relacionado com
a acao antagonista do receptor A2 do tromboxano prostanodide e inibicdo da atividade
da ciclooxigenase (Bezerra et al., 2013).

Em uma triagem farmacologica, Felipe e colaboradores (2007) investigou os

efeitos ansioliticos, sedativos, relaxantes musculares, anticonvulsivantes e



24

antidepressivos da PPT e a molécula apresentou atividades ansioliticas e
antidepressivas significativas, porém seus mecanismos de acdo exatos ainda nao
foram descritos (Felipe et al., 2007).

Em outro trabalho, a PPT apresentou atividade antibacteriana contra cepas
clinicas de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus
aureus (Naika et al., 2010). Além da atividade antimicrobiana, a PPT apresenta grande
potencial antitumoral (Bezerra et al., 2013). Ela é considerada uma molécula com
potencial antineoplésico, uma vez que, em varios modelos de estudo, demonstrou
propriedades citotoxicas e citostaticas contra varias linhagens celulares de céancer,
incluindo: cdlon, pulmdo, mama, pancreas e rim. Além disso, também apresentou
propriedades anti-invasivas e sua atividade farmacoldgica € caracterizada pela alta
seletividade e ndo afeta células saudaveis em concentracdes toxicas contra células
cancerigenas, indicando bom perfil de seguranca. Outra vantagem é sua elevada

biodisponibilidade quando administrada por via oral (Piska et al., 2018).

Figura 4:Estrutura da piplartina
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2.8 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE MOLECULAS

A partir de estudos de caracterizacdo é possivel estabelecer um padrdo de
identificagdo da molécula, sendo fundamental para protétipos, uma vez que nao
possuem parametros de qualidade estabelecidos (Sovizi, 2010). Também vale
destacar que conhecer as propriedades fisico-quimicas de uma matéria-prima
farmacéutica desempenha um papel importante na previsdo de problemas de
formulag&o e auxilia na identificacdo de métodos viaveis na tecnologia de producdo
de medicamentos (Melo, 2019).

Neste sentido, diversas técnicas analiticas sdo utilizadas para caracterizar

farmacos no estado solido. Entre as mais comuns estdo a Ressonancia Magnética
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Nuclear, Analise Térmica e Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR).

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica analitica que se baseia
na interacdo de nucleos atdbmicos com um campo magnético forte e um campo
eletromagnético oscilatorio. A técnica € capaz de gerar imagens de alta resolucéo das
estruturas moleculares, possibilitando a determinacdo da estrutura quimica de
compostos. Ela apresenta uma série de vantagens, como facil execuc¢édo, rapido tempo
de anadlise e preservacdo da amostra, por isso é bastante utilizada na industria
farmacéutica para identificacdo de substancias e elucidacdo de estruturas quimicas
(Leal, 2013).

Andlise térmica corresponde a um conjunto de técnicas que permitem avaliar
as propriedades fisicas de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo, mediante a
submissdo da substancia a um programa controlado de variacdo de temperatura.
Entre as técnicas mais utilizadas, destacam-se a Termogravimetria/Derivada da
Termogravimetria (TG/DTG) e a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) por serem
métodos simples, rapidos, sensiveis e requerem uma pequena quantidade de amostra
(Araujo, 2003). Os principais pontos analisados na TG e DSC séo as variacfes de
massa e de entalpia, respectivamente, e com isso torna-se possivel elucidar uma série
de eventos como fusédo, ebulicdo, sublimacéo, vaporizacao, transicdo de fase sélido-
sélido, degradacao quimica, cristalizacao e decomposicao (Melo, 2019).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica utilizada para obter informacfes sobre a estrutura molecular de um material,
analisando a absorcao de radiacao infravermelha pelo material e amplamente utilizada
pela industria quimica e farmacéutica. Nessa técnica, a amostra € exposta a um
espectro de radiacdo infravermelha, que é absorvido em diferentes graus pelas
ligacbes moleculares da amostra. Cada pico de absorcdo presente no espectro
infravermelho corresponde a frequéncia de vibracdo de uma parte especifica da
molécula sendo analisada. A quantidade de radiacéo infravermelha que é absorvida
pela amostra € diretamente relacionada a energia da ligacdo molecular e pode ser
usada para identificar grupos funcionais especificos presentes na amostra (Stuart,
2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1OBTEN(;AO, PROCESSAMENTO E CARACTERIZAQAO DO MATERIAL
VEGETAL
3.1.1 Matéria-prima vegetal

As raizes de Piper tuberculatum foram coletadas no municipio de Recife
(Pernambuco/Brasil: coordenadas 8°00°47.3’S34°57°03.3"W). A exsicata foi
depositada no herbario UFP - Geraldo Mariz, da Universidade Federal de
Pernambuco e registrada no nimero 88.484. Em seguida, o material foi limpo e apo6s
uma branda secagem em estufa de circulacdo 400 Ethik da marca Ethiktechnology,
foram trituradas inicialmente em uma forrageira modelo TRF400F da marca TRAPP
para obtencéo de pedacos pequenos e posteriormente em moinho de facas SL-31 da
marca Solab, utilizando malha de menor granulometria, obtendo-se a droga vegetal
(MPV) de Piper tuberculatum. Apés o processo de trituracdo, foram verificadas as
caracteristicas macroscopicas do pé obtido, além de ter sido realizada a determinacgéo
de matéria estranha presente, seguindo a metodologia proposta pela Farmacopeia
Brasileira (Brasil, 2019).

3.1.2 Determinagdo de matéria estranha

Para isso, foi realizado um quarteamento de 500g de raizes de P. tuberculatum,
em seguida espalhadas em uma camada fina sobre superficie plana separados
manualmente, inicialmente a olho nu e, em seguida, com auxilio de lente de aumento.
O material foi pesado e entdo a porcentagem de matéria estranha foi determinada em

relagdo a massa inicial.

3.1.3 Determinacao da distribuicdo granulométrica do po

O teste de determinagéo granulométrica foi realizado seguindo a metodologia
descrita na 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019). A andlise da
granulometria do p6 foi conduzida utilizando uma série de tamises de abertura
ABNT/ASTM 850 pm, 600 ym, 500 pm, 425 ym, 250 ym e 90 um acoplados ao
agitador mecanico Tamisador Bertel® (Caieiras, Brasil).
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Foram transferidos 25 g do pé da amostra de Piper tuberculatum e distribuidos
uniformemente sobre o tamis de abertura maior e esse material foi submetido a
vibracdes continuas por um periodo de 15 minutos.

Ao final do tempo determinado, foi removido todo o p6 retido na superficie das
malhas e em seguida, o p6 foi pesado, assim como o po retido no coletor.
O percentual de p6 retido em cada tamis foi calculado de acordo com a

Equacéo 1:

P1
% de po retido = Tk 100 (1)

Onde, P1 é a massa de po retida no tamis e P2 é a soma das massas de pos
retidas em cada tamis e no coletor (Brasil, 2019).

A partir do resultado obtido neste teste é possivel classificar o p6 como po
grosso, moderadamente grosso, semifino, fino ou finissimo, de acordo com a

classificagao presente na Farmacopeia Brasileira, 62 edi¢ao (Brasil, 2019).

3.1.4 Determinacao de agua (perda por dessecacao)

Seguindo a 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019), foi realizado o
método gravimétrico.

Em um pesa-filtro de fundo chato previamente pesado e dessecado por 30
minutos a 105°C, foi adicionado 2g do p6 de raizes de Piper tuberculatum. O pesa-
filtro com a amostra foi colocado sem tampa em estufa, onde permaneceu por 5 (cinco)
horas a 105°C para que a amostra fosse seca. ApOs esse processo, o pesa-filtro foi
levado para o dessecador para resfriamento e foi feita pesagem até peso constante.
Este teste foi realizado em triplicata.

Apoés a finalizacdo do teste, a porcentagem de perda por dessecacédo foi

calculada através da Formula 2:

Pu—Ps
Pa

% perda por dessecagao = x 100 (2)

Onde, Pa é peso da amostra; Pu é o peso do pesa-filtro contendo a amostra
antes da dessecacdo; e Ps € peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a

dessecacéao (Brasil, 2019).



28

3.1.5 Determinacao de cinzas totais

Seguindo a metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019),
3g da amostra pulverizada foi transferida para um cadinho de porcelana previamente
pesado. A amostra foi incinerada, aumentando gradativamente a temperatura até que
a temperatura maxima fosse atingida (600 + 50 °C). O gradiente de temperatura
utilizado foi: 30 minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C. Apds o
processo de incineracdo, o cadinho foi resfriado em dessecador e pesado. A
porcentagem de cinzas em relagéo a droga seca foi calculada. Este teste foi realizado

em triplicata.

3.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS EXTRATOS DE Piper
tuberculatum
3.2.1 Obtencéo do Extrato Bruto

A obtencdo da solucdo extrativa das raizes de Piper tuberculatum deste
presente trabalho foi obtida por maceracdo e teve como base duas metodologias
descritas na literatura: Bezerra, 2016 e Mengarda, 2020. Onde, o p6 obtido da
trituracdo da MPV foi submergido em uma quantidade previamente determinada
(proporcional ao volume calculado pelos autores citados) da mistura de solvente n-
hexano e acetato de etila (1:1 v/v) e submetido a extragdo durante 24h por trés vezes
em temperatura ambiente (25°C). Ao final de cada ciclo de extracdo o material era

filtrado em papel filtro com gramatura de 80 g/m:

3.2.2 Determinacao de pH
O teste de determinacao de pH foi realizado utilizando 25,0 mL do extrato bruto
em um pHmetro de bancada da marca Sensoglass® modelo SP2000 previamente

calibrado. O resultado foi expresso pela média de seis determinagdes (Brasil, 2010).

3.2.3 Determinacao de densidade relativa

Para determinagdo da densidade relativa foi utilizado o método do picnémetro
(Brasil, 2019). Onde foi utilizado um picnémetro limpo e seco, com capacidade de 25
mL previamente calibrado. A solucéo extrativa foi transferida para o picndémetro e a
temperatura foi ajustada para 20 °C, foi removido o excesso de liquido e o picndmetro

foi pesado. O peso da amostra foi obtido através da diferenca de massa do picndmetro
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cheio e vazio e a densidade relativa foi determinada por meio da razéo entre a massa
da amostra liquida e a massa da agua, ambas a 20°C. Este teste foi realizado em

triplicata. A densidade relativa foi calculada de acordo com a Formula 3:

P,o = 0,99820 x d29 + 0,0012 (3)

Onde, P20 é a densidade da massa; 0,99820 é a densidade da agua na

temperatura de 20°C; d3) é a densidade relativa.

3.2.4 Determinacgdo do residuo seco

Foram transferidos 2 mL da solucdo extrativa para os pesa-filtros. A solucao
extrativa foi seca em banho-maria. Apds a secura, os pesa-filtros foram levados para
dessecar em estufa a 105°C, por 3 horas. Em seguida foi colocado no dessecador até
esfriar, e pesou-se. O residuo seco foi calculado em porcentagem sobre o volume

(Brasil, 2019). Este teste foi realizado em triplicata.

3.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO
3.3.1 Extrato seco

O extrato seco foi obtido através do processo de secagem por rota-evaporacao,
utilizando o rota-evaporador Mod. 802 da marca Fisatom. O extrato bruto preparado
foi colocado em um baldo de fundo redondo e rota evaporado em banho-maria na
temperatura de 40/60°C e 30 RPM.

3.3.2 Determinacao de umidade

Foi realizada a determinacdo de umidade utilizando uma adaptacdo do método
gravimétrico através da perda por dessecacdo proposta pela 62 edicdo da
Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019). 200mg do extrato seco foi pesado e foram
transferidos para pesa-filtros, previamente dessecados e pesados. Em seguida, os
pesa-filtros destampados contendo as amostras foram colocados em estufa por 2
horas a 105°C. ApOs isso, os pesa-filtros foram armazenados em dessecador, para

resfriamento, e em seguida pesados novamente. Este teste foi realizado em triplicata.
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3.3.3 Prospeccao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica do extrato seco de Piper tuberculatum foi realizada
através da técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), onde o extrato foi
pesado (1 mg) e solubilizado em 1 mL metanol PA, em seguida, foi levado para o
banho de ultrassom por 3 min para sua solubilizacéo e posteriormente foi submetido
a analise. Todos os padrdes foram preparados na concentracdo de 0,5 mg/mL em
metanol P.A. em eppendorf. A amostra e os padrdes foram aplicados de forma manual
em placas cromatogréficas de silica gel 60 - F.. (Macherey-Nagel-, Alemanha). Apés
eluicdo das placas, as mesmas foram reveladas com reagentes especificos para cada
metabdlito e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel em seguida
foram digitalizadas. As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes
correspondentes.

3.3.4 Avaliacéo da higroscopicidade

Para determinar a estabilidade dos extratos secos em relacdo a umidade, as
amostras foram acondicionadas em pesa-filtros e, em seguida, colocadas em um
recipiente hermético. A condicdo de umidade relativa utilizada foi de 74%, com
solucéo saturada de NaCl, em temperatura ambiente (Melo, 2023).

A umidade relativa foi confirmada através de um termohigrébmetro digital
Exbom® modelo FEPRO-MUT600S. As amostras foram analisadas, em triplicata, nos
tempos 8, 24, 72, 168, 216, 264 e 336 horas. Passado esse tempo, as amostras foram
pesadas e 0s valores substituidos na Formula 4 para célculo da higroscopicidade do

extrato:

amostra (final) ™ Mamostra (inicial) (4)

Higroscopicidade (%) = =

Mseca

A higroscopicidade é classificada de acordo com a Tabela 1:
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Tabela 1- Classificagdo da Higroscopicidade

N&o higroscépico <10%
Levemente higroscopico 10,1% - 15%
Higroscopico 15,1% - 20%
Muito higroscopico 20,1% - 25%
Extremamente higroscopico >25 %

Fonte: Gea Niro Research Laboratory (2003)

3.4 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DA PIPLARTINA
3.4.1 Isolamento da Piplartina

A piplartina foi obtida por recristalizagdo em metanol. O extrato seco de P.
tuberculatum foi submerso em aproximadamente 10mL de metanol por 5 minutos e o
precipitado obtido foi filtrado em papel filtro com gramatura de 80 g/m=. Apds isto, o
material resultante foi submerso novamente em mais 10mL de metanol e filtrado por

fim.

3.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear
As analises de RMN de 'H e '3C foram realizadas no Departamento de Quimica
Fundamental e foram obtidas em um aparelho Varian 400 — 300 e 75 MHz,

respectivamente, usando Dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente.

3.4.3 Espectroscopia de absor¢ado na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho da piplartina foi obtido utilizando o equipamento
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR)
com cristal de selénio. As amostras a serem analisadas foram transferidas diretamente
para o compartimento do dispositivo de ATR. Os resultados foram obtidos por meio de

varreduras de 4000 a 550 cm™.

3.4.4 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)
As curvas DSC foram obtidas mediante o emprego de uma célula calorimétrica,
modelo DSC-60, da marca Shimadzu®, a uma razao de aquecimento de 10°C.min-",

sob atmosfera dinamica de nitrogénio (100 mL.min""), intervalo maximo de
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temperatura de 25°C a 250°C. Para a realizagao dos ensaios foram utilizadas massa
de amostras de 2,00+0,10mg em cadinhos de aluminio fechado. Para a calibragcédo da
célula do DSC foi empregado o indio e zinco com pureza de 99,99%. Os dados
termoanaliticos foram analisados por meio do software TA-60WS® (Therma Analysis)
versdo 2.20 da Shimadzu®.

3.4.5 Termogravimetria (TG)

Nos ensaios de Termogravimetria foi empregada uma termobalanga, modelo
TGAG60 da marca Shimadzu®.

As curvas TG/DTG foram obtidas a uma razao de aquecimento de 10° C.min-
', sob atmosfera dindmica de nitrogénio (100 mL.min"), intervalo maximo de
temperatura de 30°C a 600°C. Para a realizagao dos ensaios foram utilizadas massa
de amostras de 5,00+0,1mg em suporte de amostras de platina. Antes dos ensaios
verificou-se a calibragao do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de
calcio monoidratado com perdas de massa definidas. Os dados termoanaliticos foram
analisados por meio do software TA-60WS® (Thermal Analysis) versdo 2.20 da
Shimadzu®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA MATERIA-PRIMA
VEGETAL
4.1.1 Matéria-prima vegetal

Foram coletadas aproximadamente 3 kg de raizes de P. tuberculatum (Figura
5). ApGs o processo de moagem, foi obtido aproximadamente 2,5 kg de matéria-prima
bruta pulverizada (Figura 6). As caracteristicas macroscopicas do p6 obtido da droga

vegetal foram avaliadas e se descrevem de acordo com a Tabela 2 abaixo:

Quadro 1- Classificagdo macroscopica do p6 das raizes de Piper tuberculatum

Parametros Resultados
Textura Po finissimo
Cor Marrom
Odor Caracteristico da matéria-prima
vegetal

Fonte: Dados da Pesquisa

Figura 5- Raizes de Piper tuberculatum
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Figura 6- Material pulverizado de raizes de Piper tuberculatum

Fonte: Dados da Pesquisa
4.1.2Determinacdo de matéria estranha da MP

Pode ser considera matéria estranha fragmentos de outras plantas, como ervas
daninhas e gramineas, bem como materiais de outra origem, como pedras, insetos e
areia ou até mesmo partes da prépria planta diferentes da padronizada. Em uma
amostra de 500g de raizes de P.tuberculatum foram encontrados 3,99 de matéria
estranha, ou seja 0,78%. Valor dentro dos parametros permitidos pela 62 edicdo da

Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019), uma vez que esse valor ndo é superior a 2%

(P/p).

4.1.3 Determinacéo de cinzas totais da MP

A determinacdo de cinzas totais € um teste que sempre esta presente nas
monografias especificas e obrigatério para todas as drogas vegetais. Por meio dele é
possivel estabelecer o percentual de componentes de natureza inorganica. Esses
componentes podem ser intrinsecos do material ou ndo, e por meio deste teste é
possivel identificar a presenca de contaminantes e/ou adulterantes inorganicos, uma
vez gque nestes casos o teor de cinzas apareceria aumentado (Leite, 2015).

O valor para cinzas totais foi de 3,97% + 0,005 em rela¢édo a droga seca ao ar.
Porém, ndo ha valores especificos definidos para as raizes de P. tuberculatum. De
maneira geral, nas diferentes monografias da 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2019), o limite maximo de cinzas totais aceitavel para drogas vegetais, de
acordo com a Farmacopeia Brasileira (FB), costuma variar entre 5% e 15%. Assim, 0

resultado obtido pode ser considerado aceitavel.
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4.1.4 Determinacdo de umidade da MP

A determinacéo do teor de agua em drogas vegetais € um parametro crucial
para avaliar a presenca de agua residual no material vegetal, visto que o teor de agua
residual pode levar a contaminagdo microbioldgica, alteracdes fisico-quimicas
e contaminacao por insetos. Assim, a analise desse parametro é fundamental para
garantir a qualidade e a seguranca das drogas vegetais utilizadas na producéo de
medicamentos (Marinho, 2016).

Para determinar o limite de umidade em drogas vegetais, deve-se seguir as
diretrizes estabelecidas nas monografias especificas de cada espécie vegetal. No
entanto, no caso das raizes de P. tuberculatum, ndo ha valores especificos definidos.
Em geral, nas diferentes monografias da 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (Brasil,
2019), o teor maximo de agua considerado aceitavel varia entre 6 e 15%. Sendo assim
o valor de umidade encontrado esta em conformidade, uma vez que ele foi de 8,32 +

0,16%. e esta dentro da faixa que geralmente é aceita.

4.1.5 Determinacao de distribuicdo granulomeétrica

A avaliacdo do granulometria dos pos oriundos de material vegetal é um
parametro que deve ser avaliado, tendo em vista que o tamanho das particulas pode
influenciar na eficiéncia do processo extrativo, ja que geralmente particulas menores
ampliam a area de contato entre 0s soélidos e os solventes extratores, resultando, na
maioria das vezes, em um aumento da eficiéncia do processo extrativo (De Oliveira,
2017).

Segundo a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (BRASIL, 2019), um po6 é
classificado como grosso, quando as particulas passam em sua totalidade pelo tamis
com abertura nominal de malha de 1,70 mm e, no méximo, 40 % pelo tamis com
abertura nominal de 355 um; moderadamente grosso quando a maior parte das
particulas passam pelo tamis com abertura nominal de malha de 710 um e, no
maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 250 pum; semifino quando
a maior parte das particulas passam pelo tamis de abertura nominal de malha de 355
um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 um; fino
guando particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de
malha de 180 um; e finissimo quando as particulas passam em sua totalidade pelo

tamis com abertura nominal de malha de 125 pm.
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Portanto, o po utilizado neste trabalho é classificado como finissimo, uma vez
gue a totalidade de particulas passou por um tamis com abertura nominal menor que
125 ym. A distribuicdo granulométrica é demonstrada na Figura 7 e as porcentagens
de po de P. tuberculatum retidos em cada tamis na Tabela 3.

Figura 7- Distribuicdo granulométrica das particulas do po das raizes de Piper
tuberculatum

Perfil granulométrico de Piper tuberculatum

31.2
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Abertura da malha (um)

Fonte: Dados da Pesquisa

4.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS EXTRATOS DE Piper
tuberculatum

4.2.1 Obtencéo do extrato bruto

O extrato fluido é definido como a forma liquida resultante da extracdo de
compostos de drogas vegetais, que, de maneira geral, parte do extrato (massa ou
volume) corresponde a uma parte, em massa, da droga seca (Machado, 2014).

O extrato bruto obtido possui coloracdo amarelada e rendimento satisfatorio

guanto ao processo de extracdo, cerca de 77% em relacéo a quantidade de solvente
utilizada.
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Figura 8- Extrato aquoso das raizes de Piper tuberculatum

4.2.2 Determinacéo de pH

A determinacdo de pH de uma solucdo extrativa deve ser feita para fins de
controle de qualidade, uma vez que pode indicar a estabilidade da mesma e pode
servir como detector de potenciais alteracbes quimicas que possam estar
acontecendo no meio extrativo (Lima, 2019).

O pH foi calculado pela média de seis determinacdes, conforme as diretrizes
da 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019), resultando em um valor de 3,86
+ 0,09, possuindo assim natureza acida, provavelmente devido a natureza também

acida dos solventes utilizados no processo extrativo.

4.2.3 Determinacao de residuo seco

O valor de residuo seco é um indicador que pode ser utilizado para avaliar a
eficacia da extracao do solvente e representa a quantidade total de compostos solidos,
como acucares, alcaloides, terpenos e outras substancias presentes no extrato (Lima,
2019).

O resultado encontrado para a determinagédo de residuo seco presente no
extrato seco de Piper tuberculatum foi 5,07% (m/m) + 0,33%, significando que em
cada 100g da solucédo extrativa, continha 5,07g de substancias sélidas soluveis. De
acordo com os resultados obtidos, pode-se dizer que a presenca de solidos totais no
extrato liquido de P. tubercultatum se encontra em niveis baixos, podendo resultar em
um rendimento minimo na fase da secagem do extrato.
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4.2.4 Determinacédo da densidade relativa
A determinacédo da densidade relativa do extrato aquoso de Piper tuberculatum

encontrada, utilizando a temperatura de 20°C foi de 0,7612 g/mL.

4.2.5 Obtencéo do extrato seco

O extrato seco obtido por rotaevaporacéo foi caracterizado como um sélido de
cor amarelada/amarronzada em conformidade com o encontrado por Bezerra, 2012 e
Carvalho, 2018 e o seu rendimento foi de aproximadamente 1,60%, valor também
obtido por Bezerra, 2016 (1,69%) e inferior ao rendimento obtido por Mengarda 2020
(2%).

Figura 9- Extrato seco das raizes de Piper tuberculatum

Fonte: Dados da Pesquisa

4.2.6 Determinacéo da umidade residual

A avaliacdo da umidade residual € um parametro de extrema importancia no
que diz respeito ao desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas, pois tem a
capacidade de influenciar tanto a estabilidade microbiolégica da preparacéo, quanto
nas caracteristicas fisicas do extrato seco, como exemplo as propriedades de fluidez
do p6 (Costa, 2001).

O resultado encontrado para a determinacdo da umidade presente no extrato
seco de Piper tuberculatum foi 1,53%z 0,29.

4.2.7 Avaliagédo da higroscopicidade
A higroscopicidade se refere a capacidade de um material em absorver agua a
partir de um ambiente com umidade relativa maior que o seu proprio contetdo de
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umidade de equilibrio e esta ligada a sua estabilidade microbioldgica, fisica e quimica
(Souza, 2015).

Um produto extremamente higroscépico tende a alcancar o equilibrio com as
condicbes termodindamicas do ambiente, dependendo das condicdes de
armazenamento do produto e permeabilidade da embalagem. Isso pode resultar na
perda ou ganho de agua, o que, por sua vez, pode impactar na estabilidade e
conservagao do material (Peixoto, 2012). Dado o impacto da umidade em materiais
sélidos em relacdo a sua estabilidade, é crucial realizar a avaliacdo de sua
higroscopicidade.

O resultado encontrado na amostra foi de 0,0009%. Conforme a classificacéao
da Tabela 1, o extrato seco de P. tuberculatum é considerado como nao higroscoépico
pois o resultado € inferior a 10%, sendo sua capacidade de reter agua do ambiente

limitada.

4.2.8 Prospeccéo fitoquimica

Na tabela 4, encontra-se o resultado obtido para a prospecc¢ao fitoquimica do
extrato seco de Piper tuberculatum. Foi confirmada a presenca de derivados
cindmicos, flavonoides, taninos condensados, terpenos/esterdides, antracénicos,
agucares e alcaloides. Sendo essas classes de metabdlitos as principais encontradas
em espécies do género Piper (Nogueira, 2019). Vale enfatizar que a confirmagao da
presenca de alcaloides € um excelente resultado, visto que o isolado que buscamos

obter (piplartina) € uma molécula pertencente a esta classe de metabdlitos.
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Tabela 2- Analise fitoquimica do extrato seco de Piper tuberculatum

Classe de metabdlito Resultados
Derivados Cinamicos +
Flavonoides +

Taninos hidrolisaveis -

Taninos condensados +
Cumarinas -
Terpenos/Esteroides +
Saponinas -
Antracénicos +
AclUcares +
Alcaloides +

(+) Presenca; (-) Auséncia.
Fonte: Dados da Pesquisa

4.3 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DA PIPLARTINA
4.3.1 Isolamento da Piplartina

Como visto na prospeccao fitoquimica do extrato seco, os alcaloides era uma
das classes de metabdlitos presentes e como a piplartina € um isolado de interesse,
depois de aplicada a metodologia para isolamento desta, foi obtido um precipitado
caracterizado como um soélido de cor esbranquicada em conformidade com o
encontrado por Bezerra, 2016. Seu rendimento foi de aproximadamente 45,7% em
relacdo a massa de extrato seco, valor superior ao obtido por Bezerra, 2016 (30,82%)
e que compreende um bom valor para um rendimento de uma molécula isolada,

indicando a eficiéncia da metodologia de isolamento e que esta pode promissora.
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Figura 10- Piplartina apds isolamento (a) e cristais de piplartina apos evaporacéao de

<

Fonte: Dados da Pesquisa

4.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

No referido espectro de RMN *H realizado com solvente DMSO, é possivel
observar os préprios sinais do solvente entre 4 e 2 ppm visto que, o DMSO néo
deuterado possui pequenas quantidades de hidrogénio e absorve agua. Os sinais
estdo destacados como DMSO e agua. Além disso, é possivel observar pequenos
sinais de impurezas que poderao justificar a ndo totalidade da pureza do isolado.

Tratando-se dos hidrogénios que compdem a molécula do isolado, € possivel
evidenciar dois dupletos na regiao de 67,5 e 7,3 ppm atribuidos a hidrogénios da
cadeia alquilica a-p insaturada a carbonila com configuragdo trans. Ainda, os
hidrogénios que formam a ligacdo a-f insaturada em configuragcdo cis do anel
heterolitico dihidropiridona se desdobraram em um tripleto e um dupleto nas regides
de 67,1 € 5,9 ppm e um sinal de simpleto em 86,9 ppm correspondente a um unico H
aromatico do anel heterociclico. Os hidrogénios do carbono ligado ao nitrogénio
apresentaram sinal na regido de 63,9 ppm como um tripleto. Ainda é possivel ver um
sinal de simpleto em 63,6 ppm correspondente aos 6 hidrogénios de duas metoxilas
em meta, presente no anel aromatico e outro sinal de simpleto em 63,3 ppm referente
aos 3 hidregénios da metoxila em para do mesmo anel. Por fim, é possivel ainda ver
um sinal de dupleto na regido 62,4 ppm referente ao hidrogénio do anel heterociclico
mais afastados do nitrogénio. Pode-se concluir ao final da analise dessa
caracterizagdo, que o isolado submetido ao RMN trata-se da molécula de piplartina
praticamente pura e que estes resultados corroboram com os achados de Bezerra,

2016 que ja havia realizado esta mesma caracterizagdo, com uma diferenga minima
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do solvente que foi utilizado na analise que em vez de DMSO foi cloroférmio

deuterado.
Figura 11: Espectro de RMN de H da piplartina
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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No espectro de RMN *3C realizado no solvente DMSO na frequéncia 75 mhz,
foi possivel observar a presenca de sinais que confirmam o niumero de carbonos que
formam a molécula de PPT, em consonancia com os resultados obtidos no RMN de
1H, sendo assim foi possivel atribuir aos sinais identificados na regido & 165,393 e &
168,383ppm os carbonos pertencentes aos grupos carbonilicos. Os sinais 6 124,451 e
0 147,442 referentes a insaturagado do anel dihidropiridona, e os sinais & 24,327 e &
41,549 pertencentes aos carbonos proximos da insaturacao e do nitrogénio do anel.
A presencga dos sinais em & 105,582; 6 130,295; 6 139,267 e & 153,066 sao atribuidos
aos carbonos das insaturag¢des do anel aromatico. Dois sinais em 6 55,956 e & 60,085
sao atribuidos aos carbonos metoxilados ligados ao anel aromatico e os sinais em &
121,682 e & 141,772 referentes a dois carbonos com configuragdo trans. A
interpretacdo desses dados espectrais foi comparada com os dados da literatura

(Navickiene et al., 2000 e Bezerra, 2016) e conclui-se como semelhante.

Figura 12: Espectro de RMN de 3C da piplartina.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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4.3.3 Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

O espectro de Infravermelho (Figura 13) apresentou uma banda de vibragao
em 2926cm™, atribuida a presenga de estiramento axial C-H de um carbono sp? (1),
bandas de vibragdes de deformacdo axial de carbonilas em 1678 e 1618cm
referentes aos grupos cetonas (C=0) (2), uma banda em 1128 cm atribuida a
presencga de um éter (OCHB3) (3), e vibragdes de deformagéo angular fora do plano em
817 e 962 cm™' referentes a presenca de anel aromatico (4). Os resultados obtidos se

mostraram semelhantes ao obtidos por Bezerra, 2016.

Figura 13: Espectro de infravermelho da piplartina com Trasformada de Fourier
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Fonte: Dados da Pesquisa.

4.3.4 Termogravimetria (TG)

Na curva TG da piplartina € possivel que esta substancia é termicamente
estavel até aproximadamente 213°C. A partir dessa temperatura, a molécula perdeu
massa em uma unica etapa, comportamento este observado em outros alcaloides,
inclusive encontrados em espécies do mesmo género, como o alcaloide piperina
(Nascimento, 2014)

A perda de massa ao final do processo de decomposicdo foi de
aproximadamente 79%, valor superior ao encontrado por Srivastava et al., 2017

(~73%) e inferior ao encontrado por Bezerra, 2016 (93%).
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Figura 14: Curva termogravimétrica da Piplartina
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Fonte: Dados da Pesquisa.

4.3.5 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

Na curva DSC (Figura 15) é possivel observar um evento endotérmico bem
definido a 122°C (AH 100,31J/g) que foi associado ao ponto de fusdo da molécula ja
que foi observada perda de massa no TG. Os resultados obtidos aproximam-se dos
que foram descritos na analise DSC realizada por Srivastava et al., 2017.

Além disso, o algoritmo do software calculou 95% de pureza para a molécula,
fato esse que corrobora com o baixo percentual de impureza encontrado no RMN de
H.

Figura 15: Curva DSC da Piplartina
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5. CONCLUSAO.
A partir dos resultados obtidos neste trabalho, concluimos que ele apresenta

um carater inovador, visto que, ndo existem informagdes em compéndios oficiais,
farmacopeias e/ou artigos cientificos sobre a caracterizagdo da espécie Piper
tuberculatum e 0 mesmo apresenta resultados primarios quanto a caracterizacéo da
especie em questdo, bem como de seus extratos.

Além disso, foi possivel isolar a piplartina com rendimento considerado
satisfatorio e alto grau de pureza, fatos que indicam a eficiéncia da metodologia de
isolamento, sendo indicativos de que ela pode ser promissora e aplicada em
industrias. Além disso, os resultados de caracterizagdo da molécula em questao
corroboram, em sua grande maioria, com os resultados encontrados na literatura, o

que confirma a identidade da molécula.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho destaca resultados de caracterizagdo e padronizagao de
Piper tuberculatum e seus extratos, além disso, obteve uma substancia isolada
(piplartina) com rendimento consideravel e identidade confirmada apds uma série de
caracterizagdes, substancia essa, com grande potencial para uso na industria
farmacéutica, tendo em vista as varias atividades bioldgicas que sao atribuidas a
mesma. Assim, € interessante que sejam desenvolvidas formas farmacéuticas
contendo a piplartina. Entretanto, para que isso se concretize, € necessario conhecer
de forma mais detalhada algumas caracteristicas da molécula, como sua capacidade
de solubilidade em meio aquoso e compatibilidade com excipientes farmacéuticos
para que seja possivel realizar um desenvolvimento seguro e racional de um novo

medicamento.
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