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1. Introducéo

Radicais Livres sdo espécies quimicas que podem ocasionar modificagdes na estrutura molecular o que, consequentemente pode levar
0 organismo a estados patol gicos como arterosclerose, hipertensdo, doenca de Parkinson, nefropatia, artrite inflamatéria, diabetes,
problemas cardiovasculares, cancer entre outras doencas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CIMEN, 2008; SAXENA et a, 2007;
JUNIOR et al, 2005). Os Radicais Livres derivados do oxigénio molecular denominam-se Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e
podem reagir com diversas estruturas bioldgicas causando distintas lesdes, inclusive em proteinas, &cido nucléicos, carboidratos e
lipidios (FREITAS, 1999).

No caso da oxidagéo de lipidios, mais exatamente &cidos graxos poliinsaturados ocorre um fendmeno conhecido como Peroxidacdo
Lipidica o que tornaa membrana celular um alvo favoravel a agdo dos Radicais Livres devido a presenca de lipidios na sua estrutura
(FREITAS, 1999).

Os eritrécitos também conhecidos como heméacias ou glébulos vermelhos também podem ser lesados com a agdo das EROs, pois
apresentam 40% de lipidio em sua membrana celular sendo que metade corresponde a &cidos graxos poliinsaturados (CIMEN, 2008).
Para combater esses Radicais Livres 0 hosso organismo possui um sistema de defesa antioxidante que inibe ou atrasa essa oxidacéo
das moléculas.

Quando ndo ha um equilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes, ou melhor, ha um aumento da quantidade de agentes
oxidantes ou deficiéncia de antioxidantes ocorre um fendmeno denominado de Estresse Oxidativo que nos eritrécitos leva a perda da
integridade da membrana devido a alteragdes na estrutura lipidica e protéica (protedlise) e hemdlise. Além disso, pode danificar
outros componentes da circulagéo (CIMEN, 2008).

Dentro desse contexto, os vegetais estdo sendo alvo de estudo por apresentarem substancias que podem agir na defesa contra EROs.
Algumas das espécies do género Piper pertencentes a familia Piperaceae demonstram que componentes presentes em seus extratos
possuem atividade antioxidante e dentre as espécies do género Piper foi escolhido a espécie Piper regnellii para a realizagéo desse
trabalho.

De acordo com Cronquist (1981) esta é uma espécie, conhecida popularmente como caapeba ou pariparoba e esta distribuida nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. As folhas e raizes sdo usadas na forma de extratos, infusdes ou emplastros para o
tratamento de feridas, reducéo de inchacos e irritacdes na pele (PESSINI, 2005). Também é utilizada popularmente para problemas
hepaticos (FREITAS, 1999).



Além dessas aplicaches, pesquisas realizadas demonstram sua atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis (PESSINI et al, 2003). A atividade analgésica do seu dleo volétil também ja € comprovada (MESQUITA et al, 2005) assim
como a atividade antileishmania do extrato obtido das suas folhas (NAKAMURA et al, 2006).

A atividade antioxidante dessa espécie foi estudadapor FREITAS (1999) que verificou este efeito entre as folhas, caules eraizes desta
planta e foram as folhas que apresentaram a maior atividade contra Peroxidacdo Lipidica esponténea em homogenato de cérebro de
ratos. Neste estudo também fora possivel identificar por Cromatografia de Camada Delgada do extrato um dos componentes ativos da
espécie, aneolignana conocarpano. Desse modo, esse estudo busca preparar diferentes extratos orgéanicos, hidroal codlicos e acetato de
etila, das folhas e caules da Piper regnellii afim de avaliar sua capacidade antioxidante em eritrdcitos contra a hemdlise advinda do
estresse oxidativo.

2. Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo preparar os extratos hidroal codlicos e acetato de etila das folhas e caules da Piper regnellii. Purificar
e identificar os compostos quimicos dos extratos que obtiverem atividade antioxidante em eritrdcitos e assim conhecer melhor o
mecanismo de a¢do dos agentes antioxidantes.

3. Desenvolvimento

Para a obtencdo dos extratos hidroalcodlicos das folhas e caules de Piper regnellii o material vegetal foi seco em estufa com
renovagéo e circulagdo de ar (Marcas MARCONI® , Modelo: MA 035) natemperatura de 32°C por 91 horas e moido em moinho de
martelo (Marca: TECNAL, Modelo: TE 320, 60 ciclos) obtendo-se um rendimento de 196,819 de p6 de folha e 166,459 de p6 de
caule. Paraa preparacdo dos extratos hidroal cdlicos, através da técnica de maceracdo e percolagdo, utilizou-se 100,0g do p6 e 750 mL
de solucgdo etanol/agua 70% (v/v). Os pés tanto das folhas quanto dos caules ficaram macerando por um periodo de 94 e 77 horas,
respectivamente, e posteriormente o contelido foi percolado com uma vazdo de 30 gotas/minuto. Foi obtido 550 mL de extrato
hidroalcodlico das folhas e 500 mL de extrato hidroalcodlico de caule. Partimos, entdo, para a obtencdo do extrato acetato de etila
apos a evaporagdo do etanol do extrato hidroalcodlico, utilizando para isso um evaporador rotativo (Marcaa TECNAL, Modelo:
TE-210, 220V) a uma temperatura de 78°C, aplicando o método de Particao liquido-liquido. Obteve-se 450 mL de extrato acetato de
etilado caule e 650 mL de extrato acetato de etila das folhas.

O acetato de etila foi evaporado a 73°C em evaporador rotativo (Marca: MARCONI, Modelo: MODTE120, 220V) obtendo-se um
extrato oleoso com rendimento de 2,829 do caule e 9,73g das folhas.

A etapa seguinte foi o fracionamento desses extratos acetato de etila com a utilizagdo da técnica de Cromatografia em Coluna (CC).
Foram testados trés fases moveis, sendo que o melhor resultado foi com hexano/acetato de etila 30%. Para a obtengdo dos compostos
das folhas foi adicionado a coluna 1,9658g de extrato oleoso e 1,4339g para obter as do caule. Utilizou-se a mesma fase estacionaria
silica gel (Marca: Acrés Organics. Silicagel para coluna cromatografica, 0.060-0.200mm, diédmetro do poro ca.6nm) e mesma fase
movel hexano/acetato de etila 30%, tanto para as folhas quanto para os caules. As amostras coletadas de cada coluna foram
monitoradas pela técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando como fase mével Hexano/ Acetato de Etila30%. A
revelagdo dessas placas foi feita com anisaldeido sulfirico e aguecidas a 100°C em manta de aquecimento (Marca: Catel-Chapa,
220V). As fragbes que apresentaram manchas iguais foram reunidas e o solvente evaporado em evaporador rotativo a 65°C.

Foram obtidas nove fragdes para o extrato das folhas e trés para o extrato dos caules. As massas das fragdes obtidas do extrato das
folhas foram: Fragdo 2+3= 0,1243g, 5+6= 0,4617g, 10-17= 0,263g, 19-29= 0,1282g, 34-42= 0,1679g, 46-48= 0,0187g, 55-72=
0,023g, 73-192= 0,1648g e a fragéio Coluna 0,0986g9. Com o extrato dos caul es obtivemos as seguintes massas para as fragdes: Fracdo
1-10= 0,4061g, 28-48=0,1772g e 49-78= 0,1767g.

Das fragGes obtidas do extrato das folhas uma delas (5+6) foi purificada através do método de CC com o uso de 300 mL de
hexano/acetato de etila a 5% e mais 100mL de solvente a 10%. A massa de fragdo adicionada foi de 0,4617g e foram coletadas 30
amostras. O monitoramento da colunafoi feito pela técnica de CCD utilizando na fase mével Hexano/ Acetato de Etila 10% e todas
foram reveladas com anisaldeido sulfUrico e aquecidas a 100°C em manta de aqueci mento.

As fracBes que apresentaram manchasiguais foram reunidas e o solvente foi evaporado em evaporador rotativo a 65°C. Foi feita CCD
dessa fragéo e a massa obtida deste composto foi de 0,349g.

Com o objetivo de comparar se 0s principios ativos extraidos pela técnica de Maceragéo e Percolagéo / Partic&o liquido-liquido sdo os
mesmos que 0s extraidos pelo sistema de Soxhlet resolveu-se empregar também a extracdo por esse método. O procedimento foi feito
com 30g de droga obtida das folhas que foi submetido ao sistema Soxhlet por aproximadamente 30 horas utilizando como solvente



750 mL de acetato de etila. O acetato de etila presente no extrato foi evaporado em um evaporador rotativo a 55°C obtendo-se 4,399
de extrato oleoso das folhas. Foram feitas Cromatografia em Camada Delgada do extrato oleoso obtido utilizando para fase mével as
mi sturas hexano/acetato de etila a 30% e 50% e diclorometano/metanol a 1%. A técnicade CCD foi realizada e as placas foram secas
e reveladas com anisaldeido sulfurico e aquecidas a 100°C em uma manta de aqueci mento.

4. Resultado e Discussao

Com relacdo aos compostos presentes no extrato das folhas e dos caules verifica-se compostos iguais e uma grande quantidade de
compostos distintos.

Na Cromatografia em Coluna dafolhas obtivemos nove frag6es organicas. (Figura 1) Escolhemos afrago 5 + 6 para purificar porque
apresentou a menor quantidade de compostos e a maior massa entre as fragdes obtidas, de 0,4617g.

Com a eluicdo da amostra conseguimos purificar o composto mais apolar presente nesta fragdo organica, pois foi o componente
menos atraido pela fase estacionéria e, portanto, se deslocou mais facilmente pela fase mével. (Figura 2)

Na Cromatografia em Coluna dos caules obtivemos trés fraces orgéanicas, sendo que a fracdio 1 — 10 serd aproximaa ser purificada,
pois apresenta menos compostos e obtivemos uma massa maior comparando-a com as outras, de 0,4061g. (Figura 3)

As fragbes que ainda ndo foram purificadas serdo feitas no decorrer do novo projeto aprovado e 0s compostos organicos que
obtivermos serdo avaliados a fim de identificar suas estruturas quimicas o que contribuira para o reconhecimento de novas moléculas
organicas e para confirmagdo de qual delas apresenta acdo antioxidante ou se este efeito € advindo de uma agéo sinérgica.

Apds comparacdo por CCD com duas fases méveis diferentes (hexano/acetato de etila 30% e diclorometano/metanol 1%) dos extratos
das folhas obtidos através das duas metodologias de extragdo de compostos organicos, Sistema Soxhlet (realizada a quente) e
Maceragdo e Percolacdo/ Particdo Liquido-Liquido (realizada afrio), foi possivel verificar compostos iguais que foram extraidos por
ambas as técnicas, mas também a presenca de compostos diferenciados.

5. Consider agBes Finais

Com relagdo aos processos extrativos ainda ndo € possivel indicar quais deles extrairam mais compostos ou ainda quais foram os
compostos distintos extraidos de cada um deles.

Nesta primeira purificagdo conseguimos obter nove fragdes do extrato acetato de etila proveniente das folhas e trés fragbes do extrato
acetato de etila do caule e a partir de uma das fragGes obtida das folhas conseguimos isolar um composto organico. No novo projeto
aprovado essas fragbes serdo repurificadas por técnicas de cromatografia em coluna e placa preparativa na tentativa de isolar os
produtos totalmente puros. A identificacdo e caracterizacdo do composto isolado e dos demais compostos, que ainda iremos isolar,
serd realizada juntamente com padrfes através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, ou a andlise organica
instrumenta de ressonancia magnética de préton (RMN1H) e de carbono (RMN13C).

Com relacdo a atividade antioxidante foi testado somente o extrato hidroal codlico das folhas que apresentou uma excel ente atividade
protetora contra a oxidacdo. O extrato hidroalcodlico do caule, os extratos acetato de etila tanto do caule como das folhas e os
compostos isolados destes iréo ser testados para que seja confirmada ou ndo a sua agéo sinergistica contra a oxidagdo em eritrécitos.
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Anexos

Flgura 2: Pnncipio ativo isolado da fragao +6 das folhas
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Figura 1 .CCD das fragdes orgénicas das folhas
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Flgura 3 : CCD das fragSes orginicas do caule
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