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1. Introducdao

Antioxidante é definido como qualquer substéncia que, quando presente em baixas concentracdes
comparadas com aquelas de um substrato oxidavel, retarda ou inibe, significativamente, a oxidacdo deste
substrato, através do impedimento do inicio e/ou da propagacao do processo oxidativo (BERGMAN, 2001 e
HALLIWELL & GUTERIDGE, 1996). Antioxidantes naturais constituem uma grande variedade de compostos,
incluindo compostos fendlicos, nitrogenados e carotendides. Muitas func¢des bioldgicas, inclusive protecéo
contra mutacdo genética, carcinogénese entre outras, sdo atribuidas aos efeitos antioxidantes (BERGMAN,
2001).

Como a guestao toxicoldgica e a seguran¢a no uso de antioxidantes necessitam de maior aprofundamento,
a completa identificacdo dos componentes isolados e seus extratos brutos é, portanto, necessaria. Os novos
antioxidantes isolados devem ser estudados quanto ao aspecto toxicolégico, concentracfes adequadas,
assim como atividade individual de cada fitoquimico.

Como o estresse oxidativo pode ocorrer em diferentes sitios, diferentes tempos e diferentes mecanismos, a
acao sinergistica de varios antioxidantes exige melhor investigagdo. Os antioxidantes que atuam em uma
segunda linha de defesa podem suprir 0 ataque dos radicais sobre 0s substratos e também bloquear a
cadeia de propagacdo. Compostos fendlicos ou misturas de compostos fendlicos extraidos na fragédo
hidroalcodlica de batata doce apresentaram baixa atividade antioxidante, mas a combinagdo com uma
mistura de aminoacidos apresentou uma elevada capacidade antioxidante (LARSON, 1988). Assim, o
sinergismo tem papel importante na atividade antioxidante dos extratos de plantas.

Dessa forma, o presente trabalho pretende obter uma melhor compreensdo do mecanismo de acédo de
antioxidantes naturais, através do efeito de dietas contendo extratos de plantas com comprovada atividade
antioxidante. Dentro desse contexto, esse trabalho tem como alvo principal o estudo dos extratos
hidroalcodlicos das folhas e caules da pariparoba (Piper regnellii), pois é conhecido que extratos
pertencentes ao género Piper e Photomorphe tém demonstrado reduzir o estresse oxidativo em modelos de

peroxidacdo lipidica quando testados in vitro.

Na agricultura e na medicina, as plantas da familia Piperaceae (géneros Piper e Photomorphe)
constituem-se como uma ampla fonte de fitoquimicos com extensas atividades biolégicas, justificando,
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assim, o grande potencial para essas areas (SCOTT et al., 2005). Seus membros séo ricos em substancias
como terpendides, fendis, ésteres fendlicos, éteres e acidos. Muitos deles sdo antioxidantes naturais que
protegem as células vivas da peroxidacdo, evitando a formacdo de radicais livres e espécies reativas ao
oxigénio (BENEVIDES, 1999).

A espécie Piper regnellii, uma das muitas pertencentes ao género Piper, esta distribuida, em sua grande
maioria, em regides tropicais e subtropicais do mundo. O extrato foliar de Piper regnellii (Mig.) C. DC. var.
regnellii, espécie popularmente utilizada como extratos brutos, infusées ou emplastros no tratamento da dor,
de feridas, inflamag®es, irritacdes na pele, afec¢gbes febris e/ou reumaticas, apresenta atividade analgésica
positiva (DI STASI, 1987 e PESSINI et al., 2003).

Em pesquisa realizada com plantas medicinais brasileiras, relatou-se a atividade antimicrobiana do extrato
hidroetandlico das folhas de Piper regnellii contra as bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis e
contra as leveduras Candida krusei e Candida tropicalis (PESSINI et al., 2003).

2. Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo o estudo dos extratos hidroalcodlicos das folhas e caules da pariparoba (
Piper regnellii) a fim de obter uma melhor compreensdo do mecanismo de agédo de antioxidantes. Assim, a
partir da separacdo do extrato hidroalcodlico com solventes hexano e acetato de etila, sdo obtidas as fracdes
organicas que serdo purificadas por cromatografia em coluna para posterior identificacdo e caracterizacéo
da composi¢do quimica dos compostos ativos.

3. Desenvolvimento

Para a preparacao do extrato hidroalcodlico foram utilizadas 150,0 g do p6 das folhas da pariparoba (Piper
regnellii), que foi submetido a um processo de extracdo dos principios ativos através da técnica de
maceracdo e percolacdo (PRISTA & ALVES, 1975) com 1200mL de solucdo etanol/agua 70%. Apos um
periodo de 63 horas de maceracao, o contetdo foi percolado fornecendo 750mL de extrato hidroalcodlico
das folhas.

A fim de obter uma separacdo de substancias através de suas polaridades, 720mL do extrato hidroalcodlico
das folhas foram submetidos a um processo de particdo liquido-liquido com hexano, rendendo 600mL de
extrato hexanico que, apds evaporacao sob pressao reduzida a 40°C, forneceu 4,92 g de extrato fluido.

No fracionamento com acetato de etila submeteu-se o extrato hidroalcodlico & evaporagdo sob pressao
reduzida a 45°C, para remocéo total do etanol. O extrato aquoso resultante foi submetido ao processo de
particdo liquido-liquido, rendendo 300mL de extrato acetato de etila que, ap0s evaporacdo sob presséo
reduzida a 43°C, forneceu 3,21 g de extrato fluido.

Para a purificagdo de 1,00 g de extrato fluido acetato de etila, preparou-se uma coluna cromatografica com
silica gel (0,060-0,200 nm) da Acr8s Organics como fase estacionéaria, empregando a mistura de eluentes
hexano/acetato de etila 20% até a extracdo da primeira mancha e, em seguida, elevou-se a polaridade da
mistura para 30%. A analise por CCD (utilizando placas de vidro preparadas com 30 g do adsorvente silica
gel G da Merck e 60mL de agua destilada, com a espessura da camada de 0,3 mm e ativadas em estufa a
temperatura de 115 °C por uma hora e reveladas com anisaldeido sulfdrico) revelou a presenca de 5
manchas com mistura. A mancha menos polar foi repurificada em coluna cromatogréfica com sistema de
eluentes hexano/acetato de etila 20%, fornecendo um composto puro com 0,075 g em massa. Da mancha
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proveniente da fracdo de polaridade intermediaria foi removida a clorofila, fornecendo 0,007 g de composto
puro. A mancha mais polar apos repurificacdo em coluna cromatogréfica com sistema de eluentes 40%,
forneceu 0,038 g de composto.

O extrato fluido hexéanico foi submetido a um processo de eliminacédo de clorofilas, fornecendo uma massa
de 2,57 g de extrato hexanico aclorofilado. Esse extrato foi purificado em coluna cromatografica com sistema
de eluentes 10%, cuja andlise por CCD revelou a presenc¢a de 7 manchas, das quais a mancha menos polar
(0,030 g) revelou elevado grau de pureza.

Os compostos isolados puros foram submetidos a analise orgénica instrumental de ressonancia magnética
nuclear de préton (RMN'H) e ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN®C) em aparelhos
espectrometros Brucker AC-300 P e Gemini 300BB e INOVA 500, utilizando 300 e 500 MHz para 'H e 75,5
para **C, no Instituto de Quimica da UNICAMP, a fim de elucidar a estrutura quimica.

O extrato hidroalcodlico do caule da pariparoba foi obtido pelo mesmo procedimento utilizado para as folhas.
Posteriormente, este extrato sera submetido a testes para avaliacdo da capacidade antioxidante e, se
demonstrar resultados promissores, tera sua composi¢ado quimica avaliada.

4, Resultados

Um dos métodos considerado mais adequado para a analise quimico-farmacolégica de plantas é a
preparacdo de um extrato hidroalcodlico (etanol/agua), pois, este extrato € analogo as tinturas realizadas na
cultura popular e também possibilita a extracdo de um nuimero maior de compostos (CECHINEL & YUNES,
2001). Como os resultados preliminares dos testes para avaliacdo da capacidade antioxidante mostraram-se
interessantes, iniciou-se o preparo das fracfes organicas das folhas com os solventes hexano e acetato de
etila.

O extrato hexanico, ao ser submetido a purificacdo em coluna cromatografica, forneceu um composto puro
proveniente da mancha menos polar, cujo espectro de ressonancia magnética de 'H, na andlise para a
determinacdo da composicdo quimica, apresentou deslocamentos quimicos em d 5,35-5,05 mostrando a
presenca de protons olefinicos e em d 2,70-2,10 e 1,60 provenientes de prétons ligados a carbonos
saturados CH, e CHs respectivamente. J& a ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN®C)
apresentou sinais relativos a um (inico composto. Através da analise desses espectros pode-se verificar que
0 composto pode ser um terpeno com carbonos insaturados.

Para a fragdo de acetato de etila foram obtidos trés compostos, dos quais os dois de menor polaridade estdo
puros. O espectro de ressonancia magnética de 'H, para o composto de menor polaridade, através dos
deslocamentos quimicos (d), revelou a presenca de prétons de anel aromatico em d 6,75 e d 6,66 e prétons
olefinicos ligados a heteroatomo em d 6,70 e prétons olefinicos de dupla terminal em d 5,03, prétons de
metila ligados a duplas ligacdes em d 1,59 e 1,52 e protons de metila ligados a carbonos saturados em d
1,43 e 1,23, além dos sinais de deslocamentos caracteristicos de carbonos metilénicos. A ressonancia
magnética nuclear de carbono (RMN®C) apresentou sinais relativos a um Unico composto. Através dos
sinais de deslocamentos quimicos do Dept (90°) foi possivel atribuir os carbonos primarios, secundarios,
terciarios e quaternarios. Através da andlise desses espectros pode-se verificar que 0 composto de menor
polaridade esta totalmente puro e apresenta esqueleto de composto fenilico com cadeia lateral altamente
insaturada.

No espectro de ressonancia magnética de *H, para o composto de polaridade intermediaria da fracdo acetato

de etila através dos deslocamentos quimicos (d), foi verificada a presenca de protons de anel aromaticos em
d 6,72 e d 6,60 e prétons olefinicos em d 5,22 e prétons ligados a heteroatomo (dioxoéis) em d 5,93 além dos
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sinais de deslocamentos caracteristicos de carbonos metilénicos e metinicos. A ressonancia magnética
nuclear de carbono (RMN®C) apresentou sinais relativos a um Unico composto. Através dos sinais de
deslocamentos quimicos do Dept (90°) foi possivel atribuir os carbonos primarios, secundarios, terciarios e
guaternarios.

As estruturas desses dois compostos da fracdo acetato sdo bem tipicas do género Piper regnellii, e pelo
apresentado na literatura tratam-se de compostos inéditos. Estudos bidimensionais de COSY e HETCOR
para esses dois compostos analisados estdo sendo feitos na tentativa de elucidagéo total dos mesmos.

J& o composto proveniente da mancha mais polar da fragédo acetato de etila ndo foi possivel de analise, pois
como a quantidade de amostra foi muito pequena a obtencdo do espectro de ressonancia magnética de 'H
ndo apresentou boa resolucgéo.

5. Considerac¢des Finais

Nesse trabalho foi preparado o extrato hidroalcodlico das folhas da Piper regnellii e este, por apresentar
resultados interessantes quando submetido a avaliagdo da capacidade antioxidante, foi fracionado com
solventes organicos de diferentes polaridades.

Os extratos fluidos hexanico e acetato de etila, obtidos a partir do extrato hidroalcodlico, foram submetidos a
avaliagcdo da capacidade antioxidante e, 0os que apresentaram resultados promissores, foram purificados
mediante as técnicas de separacéo e identificacdo dos compostos ativos.

A purificag@o das fragbes hexancias e acetato de etila provenientes do extrato hidroalcodlico das folhas da
pariparoba forneceram quatro compostos puros que quando submetidos a analise de ressonancia magnética
nuclear 'H e *C tiveram parte da sua estrutura determinada.

Estudos bidimensionais de COSY e HETCOR para 0s compostos puros provenientes da fracdo acetato (m1l
e m3) estdo sendo feitos na tentativa de elucidacdo total de sua estrutura e serdo analisados em novos
projetos.

Por problemas encontrados com relacdo a alguns equipamentos (moinho de martelo), s6 foi possivel a

obtencéo do extrato hidroalcodlico do caule da pariparoba, cujo fracionamento e analise serdo realizados no
segundo ano desse projeto.
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