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1. Introducéo

Durante a respiracdo celular, espécies reativas de oxigénio formam radicais livres cujos danos induzidos
podem afetar muitas moléculas biolégicas causando variadas doencas humanas. Antioxidante é qualquer
substancia que, presente em baixas concentragbes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz (BIANCHI & ANTUNES, 1999). A utlizacdo de
compostos antioxidantes encontrados na dieta € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que
podem ser empregados nas industrias de alimentos, cosméticos e na medicina (BIANCHI & ANTUNES,
1999). Antioxidantes naturais constituem uma grande variedade de compostos, incluindo compostos
fendlicos, nitrogenados e carotendides. Muitas funcbes bioldgicas, inclusive protecdo contra mutacao
genética, carcinogénese entre outras, sédo atribuidas aos efeitos antioxidantes (Bergman, 2001). No entanto,
0s novos antioxidantes isolados devem ser estudados quanto ao aspecto toxicol6gico, concentracées
adequadas, assim como atividade individual de cada fitoquimico, com a completa identificacdo dos
componentes isolados e seus extratos brutos. Dessa forma, o presente trabalho pretende obter uma melhor
compreensdo do mecanismo de agdo de antioxidantes naturais, atraves 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 hexanico e acetato de etila obtidos a partir dos extratos hidroalcodlicos
das folhas e, principalmente, do caule da pariparoba (Piper regnellii), pois € conhecido que extratos
pertencentes ao género Piper tém demonstrado reduzir o estresse oxidativo em modelos de peroxidacéo
lipidica quando testados in vitro. Na agricultura e na medicina, as plantas da familia Piperaceae (na qual se
encontra a espécie Piper regnellii) constituem-se como uma ampla fonte de fitoquimicos com extensas
atividades biolégicas (SCOTT et al., 2005). Seus membros sdo ricos em substancias como terpendides,
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fenais, ésteres fenolicos, éteres e acidos que sdo antioxidantes naturais (Benevides, 1999). A espécie Piper
regnellii, uma das muitas pertencentes ao género Piper, esta distribuida, em sua grande maioria, em regidoes
tropicais e subtropicais do mundo. O extrato foliar de Piper regnellii (Mig.) C. DC. var. regnellii, espécie
popularmente utilizada como extratos brutos, infusbes ou emplastros no tratamento da dor, de feridas,
inflamacdes, irritacbes na pele, afeccdes febris e/ou reumaticas, apresenta atividade analgésica positiva (Di
Stasi, 1987 e PESSINI et al., 2003).

2. Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo dar continuidade ao estudo dos extratos hexanico e acetato de etila obtidos
a partir do extrato hidroalcodlico do caule da pariparoba (Piper regnellii) a fim de obter uma melhor
compreensdo do mecanismo de acdo de antioxidantes. Assim, os extratos do caule que apresentarem tal
capacidade serdo purificados por cromatografia em coluna para posterior identificacdo e caracterizacédo da
composi¢do quimica dos compostos ativos, através de analises espectroscopicas de RMN1H e RMN13C.

3. Desenvolvimento

Para a preparacdo do extrato hidroalcodlico foram utilizados 200,0 g do pé do caule da pariparoba,
previamente triturado em moinho de martelo do tipo Wiley, utilizando malha com mesh 100, que foi
submetido a um processo de extracdo dos principios ativos através da técnica de maceracédo e percolacéo
com 1500mL de solucdo etanol/dgua 70%. Apos um periodo de 69 horas, o contetudo foi percolado e
obteve-se 1025mL de extrato hidroalcodlico do caule. A fim de obter uma separagdo de substancias
através de suas polaridades, o extrato hidroalcodlico foi submetido a um processo de partigdo liquido-liquido
com hexano, rendendo 1315mL de extrato hexanico que, apés evaporagdo sob pressdo reduzida a 50°C em
um evaporador rotativo, forneceu 1,73 g de extrato fluido. O extrato hidroalcodlico foi submetido a
evaporacgao sob presséao reduzida a 60°C para remocéo total do etanol e o extrato aquoso resultante passou
pelo processo de particdo liquido-liquido com acetato de etila, rendendo 950mL de extrato que, apoés
evaporacgao sob pressao reduzida a 55°C, forneceu 7,41 g de extrato fluido. Para a purificacdo de 1,00 g de
extrato fluido acetato de etila, preparou-se uma coluna cromatografica com silica gel (0,060-0,200 nm),
empregando a mistura de eluentes hexano/acetato de etila 20%. A andlise por CCD (utilizando placas de
vidro preparadas com 30 g do adsorvente silica gel G 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 sulfarico) utilizando mistura de eluentes 20%, revelou a presenca de um primeiro composto
impuro, que passou por um processo de repurificacdo em coluna cromatografica, utilizando como eluente
hexano/acetato de etila 10%, fornecendo 0,110 g do composto C1. A analise por CCD, utilizando como fase
movel hexano/acetato de etila 20%, revelou que o composto ainda apresentava uma pequena quantidade de
impureza proveniente, provavelmente, dos solventes utilizados. O composto isolado foi submetido a analise
organica instrumental de ressonéncia magnética nuclear de préton (RMN1H) e ressonancia magnética
nuclear de carbono-13 (RMN13C) em aparelhos espectrémetros Brucker AC-300 P e Gemini 300BB e
INOVA 500, utilizando 300 e 500 MHz para 1H e 75,5 para 13C, no Instituto de Quimica da UNICAMP, a fim
de elucidar a estrutura quimica.

4. Resultados

Para o inicio da andlise quimico-farmacoldgica da pariparoba, preparou-se um extrato hidroalcodlico de seu
caule, pois, este possibilita a extracdo de um ndmero maior de compostos. Como 0s resultados preliminares
dos testes para avaliagdo da capacidade antioxidante mostraram-se interessantes, iniciou-se o preparo das
fracOes organicas do caule com os solventes hexano e acetato de etila. O extrato acetato de etila, ao ser
submetido a purificacdo em coluna cromatografica, forneceu um composto C1 menos polar. Na andlise para
a determinacdo da composi¢do quimica, através dos deslocamentos quimicos (d) do espectro de
ressonancia magnética de 1H, do composto C1 da fracdo acetato de etila, foi verificada a presenca de
prétons de anel arométicos em d 6,75 e d 6,66 e protons olefinicos ligados a heterodtomo em d 6,70, prétons
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olefinicos de dupla terminal em d 5,03, protons de metila ligados a duplas ligacbes em d 1,59 e 1,52 e
prétons 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 (RMN13C)
apresentou sinais relativos a um Unico composto. Através dos sinais de deslocamentos quimicos do Dept
(900) foi possivel atribuir os carbonos primarios, secundarios, terciarios e quaternarios. Através da analise
desses espectros pode-se verificar que o composto C1 esta totalmente puro e apresenta esqueleto fenilico
com cadeia lateral altamente insaturada. Esse composto isolado foi o mesmo encontrado na fragdo acetato
de etila das folhas. Essas estruturas encontradas na fragdo acetato de etila, tanto das folhas quanto do
caule, sdo bem tipicas do género Piper regnellii, e pelo apresentado na literatura tratam-se de compostos
inéditos.

5. Considerac¢des Finais

Como, no ano anterior foi contemplado o trabalho com o extrato hidroalcodlico das folhas da pariparoba,
nesse trabalho foi preparado o extrato hidroalcodlico do caule e este 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 avaliagdo da capacidade antioxidante e, os que apresentaram resultados
promissores, foram purificados mediante as técnicas de separacao e identificacdo dos compostos ativos. A
purificacdo da fracdo acetato de etila do caule da pariparoba forneceu um composto que quando submetido
a analise de ressonancia magnética nuclear 1H e 13C teve parte da sua estrutura determinada. Estudos
bidimensionais de COSY e HETCOR estdo sendo feitos na tentativa de elucidacdo total de sua estrutura.
Devido a falta de reagentes em quantidade necessaria, nao foi possivel a purificacdo e analise do extrato
hexéanico do caule da pariparoba.
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