Avaliacéo da Capacidade Antioxidante dos Extratos e suas Fracdes, de Graviola
(Annona Muricata), Pau D'arco (Tabebuia Avelanedae), Pariparoba (Pipper Regnelli)
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1. Introducéo

O uso de plantas medicinais contribui com o cuidado primario a saude. A flora brasileira é rica em plantas
medicinais empregadas para grande numero de doengas. A graviola (Annona muricata) possui um grupo
de fitoquimicos denominados acetogeninas e varias delas sdao bem documentadas como
antitumorais. As acetogeninas atuam como inibidores do complexo | da cadeia de transporte de
elétrons nas mitocdndrias de varios organismos, inclusive em células tumorais, levando a deplecgao
dos niveis de ATP (Alali et al. 1999). O pau d’arco (ipé roxo) de véarias espécies de Tabebuia entre elas
a T. avellanedae, tem sido utilizado no Brasil como antifingico, antimutagénico, contra o cancer, doenca de
Hodgkin, leucemia entre outras. O lapachol, principal constituinte quimico do ipé-roxo, apresentou atividade
contra diferentes tipos de tumores bem como a b -lapchona, e seu mecanismo de acdo parece estar
relacionado com as espécies reativas de oxigénio além de induzir a apoptose em células tumorais (MULLER
et al. 1999). Entre as plantas da familia Piperaceae, particularmente as Pariparobas (Photomorphe
umbellata L. Miq. e Piper regnellii), sdo amplamente usadas contra doenc¢as do figado. Investigacdes
fitoguimicas feitas com as espécies Piper revelaram o acumulo de véarias classes de produtos
naturais com atividade fisiolégica como alcaldides, amidas, pironas, desidrocalconas, flavondides,
fenilpropandides, lignanas, neolighanas, terpenos, esterdides, chalconas, flavonas e flavanonas.

2. Objetivos

O projeto teve como obijetivo avaliar a capacidade antioxidante de extratos de plantas utilizados na medicina
popular tradicional, a graviola, o ipé roxo e a pariparoba. Através de diferentes técnicas buscou-se
caracterizar o mecanismo da atividade antioxidante.

3. Desenvolvimento
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Os extratos vegetais da casca do pau d’arco (Tabebuia avellanedae), das folhas de graviola (Annona
muricata ) e da pariparoba (Piper regnellii) foram elaborados com cascas adultas frescas e folhas adultas
frescas das duas plantas. O p6 de cada delas foi submetido a extracdo dos principios ativos naturais através
da técnica de maceracdao e percolacdo com solucao etanol/agua 70%.

Para separacéo de substancias através de suas polaridades, os extratos hidroalcodlicos foram submetidos a
processo de particdo com hexano, acetato de etila e cloroférmio.

Cada extrato orgéanico fracionado em coluna cromatografica, utilizando como fase estacionaria silica gel e
varios eluentes. Os compostos isolados foram submetidos a cromatografia gasosa acoplada ao
espectrdmetro de massa para identificacdo e aqueles com alto grau de pureza foram submetidos a
ressonancia magnética nuclear de préton (R.M.N.'H) e ressonancia magnética nuclear de carbono (R.M.N.*
C) para elucidar a estrutura quimica. Todas essas andlises foram feitas no Instituto de Quimica da
UNICAMP.

Determinou-se a quantidade de compostos fenolicos através do reativo de Folin-Ciocaulteu e como
referéncia o acido galico. A capacidade de doar hidrogénio para radicais estaveis foi avaliada através da
cinética de decomposicdo de ABTS (acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotialzolina)-6sulfénico) e de DPPH
(2,2-difenilpicrilnidrazil). Avaliou-se ainda a capacidade de sequestrar o anion superoxido (gerado pelo
sistema xantina/xantina oxidase) e a capacidade de quelar ions Fell. Através da oxidacdo da desoxiribose
determinou-se a capacidade de sequlestrar os radicais hidroxila e a capacidade pré-oxidante. Os
experimentos com o0s extratos organicos foram realizados em funcdo da solubilidade destes, nos meios
reacionais Todos os valores apresentados representam a média e o desvio padrdo, de pelo menos 3
experimentos em duplicata (n=6).

4. Resultados

No extrato cloroférmico de pau d'arco determinou-se 3,3% de compostos fendlicos e 6,6 % no extrato
metandlico.

A fracdo cloroférmio do extrato de ipé apresentou, a partir da concentragdo 0,05 mg/mL, capacidade de
quelar os ions Fell e capacidade de sequestrar o radical superdxido, cerca de 50% de inibicdo nas
concentracdes de 0,10 — 0,50 mg/mL

Com o extrato hexanico de ipé-roxo, avaliou-se o efeito contra a peroxidagdo lipidica induzida por
hidroperéxido de cumeno em suspensées de eritrocitos, e observou-se cerca de 20% de protecdo em
relacdo ao controle oxidativo, nas concentracfes de 1,0 a 2,0 mg/mL. Na decomposi¢do do DPPH o extrato
hexanico apresentou capacidade de interagir com o radical na concentracdo de 1,00 mg/mL.

O extrato metandlico de pau d’arco apresentou protecdo contra a peroxidacao lipidica induzida por peroxido
de hidrogénio, capacidade de decompor o radical de ABTS, cerca de 50% na concentracdo de 1,0 mg/mL e
nenhum efeito foi observado na capacidade de sequestrar os radicais hidroxila e superdxido e nem atividade
guelante. Essa fracdo apresentou apenas capacidade redutora.

Foram fracionados os extratos organicos da casca do ipé roxo (hexanico e cloroférmico). Para extrato

hexanico foi possivel o isolamento de 3 compostos que foram submetidos a analise de RMN'H e RMN*C.
Através dos deslocamentos quimicos (
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A repurificacdo das amostras obtidas do extrato organico cloroférmico do pau d'arco forneceu um composto
puro referente a fracdo menos polar. A fracdo foi submetida a analise por RMN 'H e RMN **C e pode-se
verificar que se trata de um composto com 10 carbonos e com estrutura de epoximonoterpeno.

Os extratos de folhas de graviola possuem, em média 6,8% de compostos fendlicos na fracdo metandlica e
14% na fracdo acetato de etila.

O extrato metanolico de folhas de graviola foi capaz de interagir com o radical de ABTS nas concentragdes
de 0,50 e 1,00 mg/mL . N&o apresentou capacidade de sequestrar o anion superdxido, mas a partir da
concentracdo de 0,25 mg/mL foi capaz de quelar os ions Fell e na concentracdo de 1,0 mg/mL capacidade
de reduzir os ions Felll.

Quanto a fracdo acetato, pdde-se observar que o extrato apresentou capacidade antioxidante na cinética de
decomposi¢cdo do DPPH nas concentra¢gfes de 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL. Observou-se ainda capacidade de
quelar os ions ferro, de sequestrar os radicais hidroxila e de reduzir os ions Felll, mesmo em baixas
concentracdes de extrato e ainda pequena capacidade de sequestrar o radical superéxido.

O extrato hidroalcodlico de folhas de pariparoba contém cerca de 3,0% de compostos fendlicos. Nao protege
contra a peroxidacéo lipidica induzida por hidroperdxido de cumeno e protege contra a peroxidacao lipidica
induzida por H,0,. Na cinética de reducdo do ABTS apresentou indice de protecdo de cerca de 30% na
concentracdo de 1,0 mg/mL e ndo foi capaz de sequestrar os radicais hidroxila e superoxido. Também néo
apresentou atividade quelante, mas apresentou atividade redutora.

O extrato hidroalcodlico quando submetido & particdo liquido-liquido forneceu os extratos organicos com
hexano e acetato de etila que foram submetidos a purificacdo em coluna cromatografica.

Para o extrato hexanico foi possivel o isolamento de um composto puro cujo espectro de RMN'H,
apresentou deslocamentos quimicos de prétons olefinicos e prétons ligados a carbonos saturados CH, e CH
s, respectivamente. JA& a RMN®C apresentou sinais relativos a um Unico composto. Através da andlise
desses espectros pode-se verificar que o composto pode ser um terpeno com carbonos insaturados.

Para a fracdo de acetato de etila foram obtidos trés compostos e os menos polares estavam puros. O RMN*
H, para a mancha menos polar, revelou a presenca de prétons de anel e prétons olefinicos ligados a
heteroatomo além dos demais sinais caracteristicos de carbonos metilénicos. O RMN*C apresentou sinais
relativos a um Unico composto e verificou-se que composto menos polar esta totalmente puro e apresenta
esqueleto de composto fenilico com cadeia lateral altamente insaturada.

No RMN'H a mancha de polaridade intermediaria apresentou prétons de anel aromaticos, prétons olefinicos
e proétons ligados a heteroatomo (dioxéis) além dos sinais de deslocamentos caracteristicos de carbonos
metilénicos e metinicos. O RMN*C apresentou sinais relativos a um (inico composto.

As estruturas da fracdo acetato sdo bem tipicas do género Piper regnellii, e pelo apresentado na literatura
tratam-se de compostos inéditos.

0)) dos sinais observados nos espectros de 2 compostos menos polares foi possivel verificar a presenca de
hidrocarbonetos saturados de baixo peso molecular e de hidrocarboneto insaturado. O espectro de RMN *H
indicou a presenca de prétons olefinicos e prétons de metilas ligadas a duplas olefinicas. O extrato
cloroférmico do ipé forneceu um composto puro e analise dos espectros de RMN *H indicou a presenca de
prétons olefinicos e protons de metilas ligadas a duplas olefinicas e protons ligados a carbonos saturados
CH, e CH;. O RMN*®C apresentou sinais relativos a um Unico composto, carbonos metinicos vizinhos a
carbonilas, carbonos ligados a heterodtomo (O ou N) e de carbonos olefinicos além do sinal referente a
carbonila. Os deslocamentos séo coerentes com estruturas de terpenos oxigenados.

5. Consideracdes Finais
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Dos resultados obtidos com os extratos de casca de de ipé-roxo pode-se concluir que os fitoquimicos da
fracdo cloroférmica tem atividade antioxidante impedindo o progresso das reacbes, os componentes do
extrato metanolico atuam reduzindo os radicais formados. Os resultados obtidos com esses dois extratos
permitem concluir que 0 mecanismo antioxidante é como finalizadores das reac6es em cadeia, pela doacéo
de hidrogénio para os radicais formados.

O extrato hexanico, devido a sua baixa polaridade ndo p6de ser avaliado em todas as metodologias e,
portanto ndo foi possivel concluir sobre 0 mecanismo da atividade antioxidante.

Com os extratos de folhas de graviola, pode-se concluir que os fitoquimicos presentes podem efetivamente
sequestrar os radicais, mas provavelmente ndo tem capacidade de doar hidrogénio (baixa capacidade de
decompor o radical de ABTS). Esses compostos podem atuar como antioxidantes interrompendo 0 processo
pela habilidade em sequestrar os radicais formados ou mesmo os ions metélicos, catalisadores do processo
radicalar. Por outro lado, devido a essa habilidade, podem também atuar como pro-oxidantes, ao doar
elétrons se tornam oxidantes.

Na avaliacdo do extrato hidroalcodlico de folhas de pariparoba observou-se efeito contra a peroxidacao
lipidica induzida por peréxido de hidrogénio, evidenciando o acesso dos componentes do extrato, devido a
sua hidrossolubilidade, a regido polar. Os resultados obtidos aqui permitem concluir também que os
compostos apresentam atividade antioxidante doando hidrogénio ou elétrons para os radicais formados e é
também possivel concluir que a acdo pré-oxidante do extrato pode ocorrer em funcdo de sua baixa
capacidade de quelar metais e a capacidade de doar elétrons.

A solubilidade é um fator determinante para o acesso aos sitios de geracdo e/ou de propagac¢éo dos radicais
livres e a polaridade dos diferentes extratos e seus efeitos nas diferentes metodologias testadas depende da
capacidade dos fitoquimicos em atingir os sitios gerados das espécies radicalares.

Na sequéncia das purificacbes dos extratos organicos, realizou-se a repurificacdo das amostras do extrato
bruto cloroférmico da casca do pau d’arco. Desse modo, foi possivel o isolamento de 4 compostos puros,
dos quais dois deles quando submetidos a andlise de RMN'H e *C mostraram ser o0 mesmo composto e
tiveram parte da sua estrutura determinada. .

Na continuidade das repurificagbes um terceiro composto pdde ser isolado e a andlise de RMN'H e **C
mostrou ser o mesmo composto obtido da fragdo hexanica caracterizado como um epoximonoterpeno.

A purificacdo das fracdes hexanica e acetato de etila provenientes do extrato hidroalcodlico das folhas da
pariparoba forneceram quatro compostos puros que quando submetidos a analise de RMN'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 elucidacao total de sua estrutura e seréo analisados em novos
projetos.
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