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1. Introducéo

Os radicais livres ocorrem naturalmente como produto do metabolismo aerébico e imunoldgico e séo
regulados pelo sistema de defesa antioxidante que, em conjunto com 0s antioxidantes exdgenos limitam a
média de danos produzidos por radicais livres a um nivel toleravel (HUDSON, 1990; HARMAN,1982). O
estresse oxidativo € um estado de vulnerabilidade do sistema de defesa, onde h4 uma producédo destas
espécies que supera a capacidade antioxidante de defesa do corpo, o que faz com que substancias
biologicamente importantes figuem suscetiveis a acdo de radicais livres (HALLIWELL, 1999; JARIWALLA,
1996). Ha varios indicativos da relagdo entre doengas degenerativas e os radicais livres e embora inUmeras
pesquisas recentes tenham foco na atividade antioxidante dos compostos fendlicos, o mecanismo de
inibicdo da oxidacao lipidica é ainda controverso. Muitas plantas sdo utilizadas na medicina popular contra
uma grande variedade de doengas que tém sido relacionadas com os radicais livres. A pesquisa por agentes
antioxidantes naturais que possam ser utilizados tanto para fins terapéuticos como industriais, tem sido
objeto de grande interesse nos ultimos anos, como fonte alternativa ao uso de antioxidantes fendlicos
sintéticos, tanto na conservacdo de alimentos, como parte do sistema de defesa que impede ou retarda o
estresse oxidativo decorrente do ataque dos radicais livres aos sistemas celulares. Os vegetais séo ricos em
compostos polifendlicos, que tem atividade antioxidante. Dessa forma, este projeto tem como objetivo
melhorar a compreensdo do mecanismo de acdo de fitoquimicos, utilizados na medicina popular tradicional,
tendo como alvo especifico a Graviola e o Pau D’arco (ipé roxo). A Graviola (Annona muricata) é tipica das
regides tropicais das Américas e tem todas as suas partes utilizadas na medicina natural. Muitos compostos
bioativos e fitoquimicos sdo encontrados na Graviola, e véarios estudos tém mostrado acdo hipotensiva,
antiespasmadica, vasodilatadora, relaxante do musculo estomacal e atividade citotdéxica contra células
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cancerigenas a partir dos extratos das folhas e troncos (Alali; et al., 1999). Pesquisas mostram que a
Graviola possui um grupo de fitoquimicos denominados acetogeninas anonaceas, uma classe relativamente
nova de produtos naturais encontrados somente na familia das plantas do género Annonaceae (GLEYE; et
al., 1999; KIM; et al., 1998).

O Pau D’arco (Tabebuia avellanedae) é uma arvore de grande porte, nativa das florestas tropicais da
América do Sul, e suas cascas tem sido utilizadas no Brasil como anti-fingico, anti-mutagénico, contra
eczema, doenca de Hodgkin, leucemia, estomatite, sifilis, Glceras, analgésico, anti-inflamatorio e diurético
(ALMEIDA, 1993; MIRANDA; et al., 2001). Seu principal constituinte, o lapachol, tem sido utilizado no
tratamento de varios tipos de cancer e tem demonstrado atividade significativa contra alguns tipos de
tumores cancerigenos (RAO; et al., 1968; BLOK; et al., 1974; LINARDI; et al., 1975), além de atividade
antiinflamatoria, antiviral e contra carcinosarcoma intramuscular de Walker (MULLER; et al., 1999;
STEINERT; et al., 1994).

2. Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo a obtencdo dos extratos organicos de diferentes polaridades e
hidroalcodlicos, provenientes das folhas da Graviola (Annona muricata) e das cascas do Pau D’arco
(Tabebuia avellanedae); e, por meio de estudos da capacidade antioxidante desses extratos, caracterizar e
determinar a composicao quimica das fracdes dessas duas plantas, visando obter a melhor compreenséo do
mecanismo de acdo dos antioxidantes.

3. Desenvolvimento

As folhas de Graviola (Annona muricata), ja secas e moidas, na forma de cha de Graviola (lote
06.08.1H.GRV), e as cascas do Pau D’arco (Tabebuia avellanedae) j& secas e pulverizadas (receita N°
000741), foram fornecidas pela farmacia de manipulagdo Prof. Accorsi. Para a preparacdo do extrato
hidroalcodlico foram utilizadas 160g das folhas secas da Graviola e 150g das cascas secas e moidas do Pau
D’arco, que foram submetidas a um processo de extracdo dos principios ativos através da técnica de
maceracgéo e percolagdo (PRISTA, 1975) com 1075mL e 350mL respectivamente, de solugédo etanol/agua
70%. Ap6s um periodo de 70 horas de maceracao, o conteudo foi percolado, com uma vazéo de 1 gota por
segundo, fornecendo 650mL e 210mL respectivamente dos extrato hidroalcodlicos das duas plantas. Para a
obtencdo dos extratos organicos de diferentes polaridades da Graviola foi realizado o mesmo processo
acima, utilizando 160g de folhas secas e moidas. Foram utilizados 583mL de hexano, 600mL de acetato de
etila e 600mL de metanol. As folhas permaneceram em processo de maceracdo por 69 horas. Apés
percolagdo, os extratos foram obtidos em 250mL, 525mL e 450mL respectivamente, que apdés evaporacao
sob presséao reduzida em evaporador rotativo da marca Tecnal TE-210, a uma temperatura média de 48°C,
forneceu 1,93g; 2,999 e 22,55¢g de extrato fluido respectivamente. A obten¢éo dos extratos orgénicos do Pau
D’arco foi realizada utilizando 300g das cascas secas e moidas, utilizando-se os mesmos procedimentos da
Graviola. Foram utilizados 630mL de hexano, 700mL de cloroformio e 650mL de metanol. As cascas
permaneceram em processo de maceracao por 70 horas. Apos percolacdo foram obtidos 250mL, 420mL e
650mL de extratos respectivamente. Os solventes foram evaporados sob pressao reduzida em evaporador
rotativo da marca Tecnal TE-210, a uma temperatura média de 53°C, obtendo-se assim: 0,54g; 2,049 e
23,899 de extrato fluido respectivamente. Posteriormente, os extratos obtidos foram testados e, as fragcbes
que apresentaram atividade biol6gica pronunciada, foram submetidos a procedimentos cromatograficos para
isolamento e purificagdo dos compostos (CECHINEL, 2001), através de duas técnicas de separacgao:
cromatografia em coluna (CC) e cromatografia em camada delgada (CCD); utilizando placas de vidro
preparadas com 30,0 g do adsorvente silica gel G e 60mL de 4gua 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. Os compostos que mostraram alto grau de pureza foram submetidos a analise orgéanica
instrumental de Ressonancia Magnética Nuclear de proton (RMN 1H) e Ressonancia Magnética Nuclear de
carbono-13 (RMN 13C) em aparelhos espectrobmetros Brucker AC-300 P e Gemini 300BB, utilizando 300
MHz para 1H e 75,5 para 13C a fim de elucidar a estrutura quimica. Todas essas analises se deram no
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Instituto de Quimica da UNICAMP.

4, Resultados

Foram obtidos os extratos orgéanicos (hexano, acetato de etila e metanol) e hidroalcodlico das folhas da
Graviola (Annona muricata) e os extratos organicos (hexano, cloroférmio e metanol) e hidroalcodlico das
cascas do Pau d'arco (Tabebuia avellanedae), por meio de percolacéo direta. O extrato bruto de acetato de
etila da Graviola (Annona muricata), que apresentou resultados promissores em testes de atividade
antioxidante, foi purificado em coluna cromatogréafica, utilizando como fase mével o sistema de solventes
diclorometano/metanol 2%. Os compostos ndo foram isolados satisfatoriamente, e dessa forma, optou-se
por repurificar as amostras coletadas. O melhor sistema encontrado foi diclorometano/metanol 0,5%. A
separacao por esses solventes resultou na obtencédo de 4 compostos na forma de misturas. A analise por
CCD dessas amostras mostrou que as manchas gl e g2 eram 0S mesmos compostos, que foram unidos
(G1, 0,3699) e por apresentar consideravel grau de pureza, foi submetido para analise da composi¢do
quimica. A andlise dos espectros de RMN 1H do composto G1 proveniente da Graviola, indicou a presenca
de prétons olefinicos (d 5,36 e d 5,22), protons de metilas ligadas a duplas olefinicas (d 1,66, d 1,60),
prétons ligados a heteroatomos (d 4,40), e sinais caracteristicos de protons ligados a carbonos saturados
CH2 e CH3. Os resultados de RMN 13C, apresentaram sinais relativos a um anico composto, com
deslocamento em d 52,3, referente a carbono metinico vizinho a carbonilas. Esses deslocamentos sao
freqlentes nas estruturas de terpenos oxigenados. Na tentativa de obter uma melhor separacdo dos outros
componentes da Graviola realizou-se um teste com outros solventes, dos quais os melhores resultados
foram obtidos com o sistema de solventes hexano/acetona 20%. Foram obtidas 3 manchas, das quais uma
delas (G2 = 0,0014q), foi submetida a andlise orgéanica instrumental de RMN 1H e RMN 13C a fim de
elucidar a estrutura quimica, porém como foi obtida em muito pouca quantidade, sua identificagéo tornou-se
inviavel. O extrato bruto cloroférmico (2,039g) do Pau D’arco (Tabebuia avellanedae) que demonstrou uma
grande atividade antioxidante, foi purificado em coluna cromatografica utilizando como fase mével o sistema
de solventes diclorometano/metanol 2%. Nessa coluna foram obtidos dois compostos parcialmente puros. A
amostra P1 foi repurificada em CC, utilizando sistema de solventes diclorometano/metanol 0,5%. E foi
enviado para analise de sua estrutura. O espectro de RMN 1H para o composto P1, através dos
deslocamentos quimicos (d), verificou-se a presenca de prétons olefinicos em d 5,36 e d 5,15 e prétons
ligados a heteroatomo em d 4,07, além de sinais de prétons ligados a carbonos saturados CH2 e CH3.
Estudos de RMN 13C apresentaram sinais relativos a um Gnico composto, que possui deslocamentos tipicos
de estruturas de terpenos oxigenados.

5. Considerac¢des Finais

Foram obtidos os extratos organicos (hexano, acetato de etila, cloroférmio, metanol) e hidroalcodlicos das
folhas da Graviola (Annona muricata) e das cascas do Pau D’arco (Tabebuia avellanedae), por meio de
percolacéo direta. Optou-se por trabalhar com as fracbes acetato de etila (Graviola) e cloroférmio (Pau
D’arco), pois estas fracdes apresentaram resultados promissores quanto a sua atividade antioxidante. Para o
extrato bruto acetato de etila das folhas da Graviola foi possivel o isolamento de dois produtos puros e
identificac@o parcial de um deles (G1) quando submetidos & anélise de RMN 1H e 13C. Para extrato bruto
cloroférmico da casca do Pau D’arco foi possivel o isolamento de um composto puro (P1) e sua parcial
identificacdo quando submetido a analise de RMN 1H e 13C. Ambos os compostos que foram analisados
revelaram possuir estruturas caracteristicas de terpenos oxigenados. Estudos bidimensionais de COSY e
HETCOR para os dois compostos estédo sendo feitos na tentativa de elucidacéo total dos mesmos.
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