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1. Introducdao

Nos ultimos anos, tem sido objeto de grande interesse a pesquisa por agentes antioxidantes naturais, tanto
para fins terapéuticos, como na area de tecnologia de alimentos, uma vez que, os antioxidantes fenolicos
sintéticos demonstram ser potencialmente carcinogénicos (ITO, et al.,1996). H& evidéncias consistentes da
acao protetora dos antioxidantes naturais contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo decorrente do
ataque dos radicais livres aos sistemas celulares (HALLIWELL, 1999).

O processo de envelhecimento esta relacionado ao aparecimento de uma série de doencas degenerativas,
incluindo doencas cardiovasculares, a aterosclerose, derrame cerebral, véario tipos de cancer (HARMAN,
1982). As reacbes provocadas por radicais livres sdo ubiquas em sistemas biolégicos e séo reguladas pelo
sistema de defesa antioxidante enzimatico, que em conjunto com o0s antioxidantes exégenos limitam a média
de danos produzidos por radicais livres a um nivel toleravel (HUDSON, 1990).

Muitos antioxidantes utilizados atualmente sdo de origem fendlica, e estdo presentes na dieta humana.
Dessa forma, compostos de natureza terpénica, principalmente diterpenos e outros fenilpropandides e
flavondides passaram a ser pesquisados com maior intensidade buscando determinar seu mecanismo de
acao e procurando relaciona-los com as propriedades quimico-bioldgicas apresentadas pelos mesmos
(SHARIDI, et al., 1992).

A completa identificacdo da composicdo molecular dos antioxidantes possibilita uma melhor compreensao
entre estrutura e fungdo biologica (RAMARATHNAM, et al.,, 1992). O objetivo desse trabalho é a
caracterizacao e determinacdo da composicdo quimica dos compostos ativos dos diferentes extratos
hidroalcodlicos e organicos das folhas da graviola (Annona muricata) e das cascas do pau d’'arco (Tabebuia
avellanedae) que mostraram atividade antioxidante.

A Annona. muricata, espécie cultivada em regides tropicais das Américas, apresenta uma nova classe de
fitoquimicos, as acetogeninas annonaceas (GLEYE; et al., 1999). Compostos bioativos e fitoquimicos tém
mostrado  atividade anti-tumoral, pesticida, inseticida, antibacteriana, antiparasitario e efeito
imunossupressor. A potente acao tumoral, pesticida e inseticida destes fitoquimicos tem sido relatada e ja
esta patenteada, sendo que tais compostos estdo presentes nas folhas, cascas e brotos (ALALI; et al.,
1999).
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A T. avellanedae, é uma arvore de grande porte nativa das florestas tropicais da América do Sul, conhecida
popularmente como Pau d’arco. A utilizagdo medicinal do pau d’arco iniciou-se com os indios das tribos Tupi
e Guarani que utilizavam as cascas no tratamento da malaria, anemia, colite, problemas respiratorios,
febres, artrite e reumatismo (BALEE, 1994). Muitos constituintes quimicos e compostos ativos do pau d'arco
foram identificados e caracterizados. O principal constituinte, o lapachol, demonstra atividade significativa
contra diferentes tipos de tumores cancerosos e demonstrou ainda, atividade antiinflamatéria (RAO; et al.,
1968; MULLER; et al., 1999) e antiviral (STEINERT; et al., 1994).

2. Objetivos

Esse trabalho, tem por objetivo dar continuidade aos estudos dos diversos extratos organicos e
hidroalcodlicos da graviola (Annona muricata) e do Pau D’arco (Tabebuia avellanedae) visando caracterizar
inicialmente as fracdes mais ativas dessas duas plantas. Dentro desse contexto, destaca-se a obten¢éo dos
diferentes extratos hidroalcodlicos e organicos das folhas da graviola e da casca do Pau D’arco. A
caracterizacdo e determinacdo da composi¢cdo quimica dos compostos ativos dos extratos que
apresentaram potencial antioxidante.

3. Desenvolvimento

Conforme objetivos propostos, os diferentes extratos organicos das cascas da T. avellanedae foram
novamente preparados, a partir de 196,0 g, através da técnica de maceracao e percolacdo (PRISTA, 1975),
nas fragdes hexanica, cloroférmica e metandlica.

Para a extracao hidroalcodlica das duas plantas, foram utilizados 500,0 g e 260,0 g de p6 com 1200mL de
solucdo etanol/agua 70% utilizando a técnica anterior para o pau d’arco e graviola, respectivamente.

As respectivas fragdes acetato de etila dos extratos hidroalcodlicos da graviola e do pau d’arco foram obtidas
apos o fracionamento dos extratos hidroalcodlicos com hexano (1,126 g para a graviola e 1,278 g para o pau
d’arco) e posterior remocao do alcool etilico.

Na continuidade das purificacbes provenientes dos extratos organicos, o extrato fluido cloroférmico do ipé,
2,071 g, apds purificacdo em coluna cromatografica, indicou mistura de compostos em duas fra¢gdes isoladas
(amostras 1 e 2), e foram repurificados.

Na selecdo do sistema de eluentes para a repurificagdo em coluna cromatografica, empregou-se a técnica
de cromatografia em camada delgada (CCD), sendo utilizadas as misturas de hexano/acetato de etila 10%,
para amostra 1 e dicloro/metanol 3% para amostra 2. As placas de vidro foram recobertas com silica gel G e
Si-60 GF,s, da Merck com a espessura da camada de 0.3 mm. Para visualizacdo dos componentes, as
placas secas foram vaporizadas com anisaldeido sulftrico e, em seguida, carbonizadas a temperatura de
110 °C.

Na repurificacdo das amostras preparou-se a coluna cromatogréfica utilizando silica gel 60 (70-230 mesh) da
Merck como fase estaciondaria, empregando-se a fase movel hexano/acetato de etila 15% para a amostra 1 e
dicloro/metanol 1% para amostra 2.

A analise cromatografica da amostra 1 indicou a presenca de um composto puro na fracdo de polaridade

intermediaria. A mancha menos polar foi evaporada sob pressao reduzida fornecendo 0,115 g em massa. A
repurificacdo com hexano/acetato 3% forneceu trés compostos puros, com massas de 0,052 g, 0,047 g e
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0,018 g, respectivamente, e foram reservados para a anélise da composicéo quimica.

Na repurificacdo da amostra 2 (0,067 g) foi possivel isolar um composto puro na fracdo de polaridade
intermediaria com massa de 0,015 g. A mancha de menor polaridade indicou mistura de compostos, sendo
entdo concentrada sob pressado reduzida fornecendo 0,051 g em massa e reservada para repurificacao.

A identificacdo dos compostos isolados efetuou-se mediante técnicas de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrbmetro de massa em aparelho QP 5000 CG-17 Shimatzu, com coluna DB 5% (5% fenil
metilpolisiloxano) e analise organica instrumental de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN'H) e de
carbono (RMN™C) em aparelhos espectrometros Brucker AC-300 P e Gemini 300 BB utilizando 300 MHz
para *H e 75,5 MHz para **C.

4, Resultados

Na continuidade aos estudos dos diversos extratos organicos e hidroalcodlicos da graviola (A. muricata) e do
Pau D’arco (T. avellanedae), visando caracterizar inicialmente as fracdes mais ativas dessas duas plantas,
iniciou-se a repurificacao das frag6es provenientes do extrato organico cloroférmico do pau d’arco.

A purificagdo do extrato orgénico cloroférmico do pau d'arco, forneceu duas amostras (1 e 2) que se
apresentaram como misturas, quando analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa. Desse modo, iniciou-se as repurificagdes dessas amostras empregando-se 0s sistemas de solventes
hexano/ acetato 15% para a amostra 1 e hexano/ acetato 20% para a amostra 2.

A andlise cromatografica da amostra 1 revelou um composto puro na fracéo de polaridade intermediaria,
A repurificacdo da fracdo menos polar proveniente da amostra 1, forneceu trés compostos isolados.

Os compostos isolados foram submetidas a analise por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e **C para
elucidacéo da composicdo quimica dos compostos isolados.

O espectro de RMN 'H para o composto proveniente da fracdo menos polar através dos deslocamentos
quimicos (d ) verificou-se a presenca de prétons olefinicos (d 5,36 e d 5,15) e prétons ligados a heteroatomo
(d 4,07), além dos demais sinais caracteristicos de prétons ligados a carbonos saturados CH, e CH;. O RMN
'3 C apresentou sinais relativos a um Gnico composto.

Nos deslocamentos quimicos (d ) observados no espectro de RMN 'H para o composto proveniente da
fracdo de polaridade intermediaria, foi verificado a presenca de prétons olefinicos (d 5,37 e d 5,16) e prétons
ligados a heteroatomo (

Pelos deslocamentos quimicos apresentados nos espectros de RMN'H e RMN**C para os dois compostos
verificou-se que as duas amostras analisadas referem-se ao mesmo composto.

A repurifcacdo da amostra 2 em coluna cromatografica, forneceu um composto puro referente a fracao
menos polar.

Através dos deslocamentos quimicos (d ) dos sinais observados no espectro de RMN'H para o composto
dessa fracao verificou-se a presenca de protons olefinicos (d 5,28), prétons ligados a heteroatomo (

Ressonancia magnética nuclear de *C e Dept (90) apresentaram sinais relativos a um Unico composto, com
deslocamentos referentes a carbonos olefinicos.
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Pelos deslocamentos quimicos apresentados nos espectros de RMN'H e RMN**C pode-se verificar que se
trata de um composto com 10 carbonos e com estrutura de epoximonoterpeno.

As fracdes remanescentes foram concentradas em 0,052 g e, submetidas a nova purificacdo com sistema de
solvente hexano/acetato 20%. Sucessivas tentativas de separacdo, com diferentes sistemas de eluentes,
foram sem sucesso, além da obtencdo sempre de misturas houve dificuldade de visualizacdo dos
componentes da mistura em varios sistemas de reveladores: anisaldeido sulfdrico, acido sulfarico/metanol
1:1, acido fosfomolibdico.

Como parte integrante desse ano de trabalho, para fins de comparagdo com os extratos organicos obtidos
da graviola (Annona muricata) e do pau d’'arco (Tabebuia avellanedae), os extratos hidroalcodlicos das duas
plantas foram novamente preparados e as respectivas fracfes acetato de etila das duas plantas foram
obtidas com éxito mediante a remocé&o do etanol, evitando a formacéo de emulsdes.

A andlise cromatografica (CCD) dessas fracdes mostrou a presenca dos mesmos principios ativos
provenientes dos extratos organicos, observados através dos tempos de retengéo (Rf).

0 4,06), prétons de metila ligados a duplas olefinicas (o 1,68), além dos demais sinais caracteristicos de
proétons ligados a carbonos saturados CH, e CH;. O RMN*C apresentou sinais relativos a um Unico
composto, com deslocamentos referentes a carbonos vizinhos a heteroatomo (O ou N) e carbonos
olefinicos. 9 3,90), além dos prétons metilénicos (6 2,30) e prétons de metila saturada (6 1,20).

5. Consideracdes Finais

Em continuidade aos estudos realizados, os extratos hidroalcodlicos das folhas da graviola e da casca do
pau d’ arco mostraram resultados promissores quando submetidos a avaliacdo da capacidade antioxidante
e, portanto, foram novamente preparados para serem submetidos a separacdo com solventes organicos de
polaridade intermediaria.

Na sequéncia das purificacbes dos extratos organicos, realizou-se a repurificagdo das amostras 1 e 2
provenientes do extrato bruto cloroférmico da casca do pau d'arco. Desse modo, para a amostra 1 foi
possivel o isolamento de 4 compostos puros, dos quais dois deles quando submetidos a analise de
ressonancia Magnética Nuclear *H e **C mostraram ser 0 mesmo composto e tiveram parte da sua estrutura
determinada.

A amostra 2 proveniente do extrato cloroférmico do pau d'arco permitiu o isolamento de um composto puro
,que quando submetido a analise de RMN de 'H e **C mostrou ser o mesmo composto obtido da fracédo

hexanica, caracterizado como um epoximonoterpeno.

Estudos bidimensionais de COSY e HETCOR para o composto estdo sendo feitos na tentativa de elucidacao
total de sua estrutura e serdo analisados em novos projetos.

O fracionamento dos extratos hidroalcodlicos das duas plantas com solvente de polaridade intermediaria
apresentou, em analise por CCD, os mesmos tipos de compostos quando comparados com 0s respectivos
extratos organicos.
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