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1. Introducéo

A espécie Piper regnellii (Piperaceae) € uma planta arbustiva conhecida popularmente como caapeba ou pariparoba e esté distribuida
nas regides tropicais e subtropicais do mundo (CRONQUIST, 1981 apud PESSINI et al, 2005a). As folhas e raizes sdo usadas na
formade extratos, infusdes ou emplastros para o tratamento de feridas, reducéo deinchacos e irritagdes na pele (CORREA, 1984 apud
PESSINI et al, 2005a). Também é utilizada popul armente para problemas hepaticos (FREITAS, 1999).

Diversos compostos ja foram isolados das folhas, caules e raizes dessa planta, principalmente, terpenos, fenilpropandides e
neolignanas. Entre os terpenos os compostos frequentemente encontrados sdo: ?-cariofileno, E-nerolidol, Espatulenol, Germacreno D,
?-mirceno, Linalol e Limoneno (CONSTANTIN et a, 2001; MESQUITA et al, 2005; ANDRADE et a, 1998 apud MESQUITA et d,
2005). Trés compostos pertencentes ao grupo dos fenilpropandides foram isolados por Benevides, Sartorelli e Kato (1999): dilapiol,
apiol e mirigticina. A classe de compostos que apresentam maior atividade terapéutica nesta espécie sdo as neolignanas
eupomatendide-5, eupomatendide-6, eupomatendide-3 e conocarpano (PESSINI et al, 2003, 20053).

Pesquisas realizadas com os extratos e compostos, principalmente a neolignana eupomatendide-5, da Piper regnellii demonstraram
acdo antibacteriana, antiflingica, antitripanossomal e antileishmaniose (PESSINI et al, 2003; 2005; NAKAMURA et al, 2006; LUIZE
et al, 2006). Percebe-se, entdo, que esta espécie possui uma gama de compostos com distintas agdes terapéuticas o que leva ainclusio
de novas moléculas no tratamento de patologias.

Os Radicais Livres sdo espécies quimicas que podem levar 0 organismo a estados patol6gicos como arterosclerose, hipertenséo,
doenca de Parkinson, céncer, entre outros (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CIMEN, 2008; SAXENA et a, 2007; ANDRADE
JUNIOR et al, 2005). Substancias denominadas antioxidantes possuem a funcdo de combater esses radicais livres e, além disso, se
ingeridas podem compor nosso sistema antioxidante quando substancias endégenas com esta fung@o se encontram deficientes no
organismo (CIMEN, 2008).

O Estresse Oxidativo € um evento que ocorre quando hé deficiéncia de substancias antioxidantes ou quando ha excesso de agentes
oxidantes. Os eritrocitos por se encontrarem em um ambiente com grandes concentracdes de oxigénio, de ferro e de possuir acido
graxos poliinsaturados em sua membrana celular sdo alvo do Estresse Oxidativo, pois podem sofrer danos devido a acdo desse
agentes. Portanto, parainibir ou retardar o efeito desses agentes é necessdrio a presenca de substancias com esse papel, no caso 0s
antioxidantes (CIMEN, 2008).

O género Piper possui diversas espécies e entre elas existem algumas que apresentam essa agdo antioxidante. A mais conhecida é a
espécie Piper umbelatta que revelou agdo antiradicais devido a presenca do composto 4-nerolidilcatecol em suas raizes e folhas



(ALMEIDA et al, 2008).

A fim de verificar se aplanta Piper regnellii possui agdo antioxidante contra hemalise induzida por agentes oxidantes foram feitos
extratos de suas folhas e caules e a partir dos extratos brutos obtidos empregou-se técnicas especificas em isolar compostos. Esses
compostos terdo suas estruturas quimicas el ucidadas e os que indicarem potencial ac&o poderdo ser avaliados quanto sua possivel acdo
antioxidante. Neste momento o interesse é isolar e caracterizar os compostos através das técnicas de Ressonéncia Magnética Nuclear
Unidimensional e Bidimensional para obtencdo de suas estruturas quimicas.

2. Objetivos

Redlizar a purificagdo das fragOes organicas acetato de etila das folhas e caules de Piper regnellii a fim de isolar os compostos
presentes nesta espécie para que segja possivel avaliar sua agdo antioxidante e elucidar as estruturas quimicas dos compostos isolados
através de andlises espectroscopicas de RMN de 1H e 13C, COSY e HETCOR.

3. Desenvolvimento

Para purificar e repurificar as fragcBes organicas obtidas do extrato acetato de etila das folhas e caules empregou-se a técnica de
Cromatografia em Coluna (CC) utilizando na fase estacionéria Silica Gel - Acrés Organics, 0.060-0.200mm, Ca. 6nm — e na fase
movel Hexano\Acetato de Etila (H/Ac). As amostras coletadas foram monitoradas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
com placas cromatograficas de 3mm de espessura. Na fase estacionaria empregou-se Silica Gel 60GF254 (Merck) e na fase movel
Hexano\Acetato de Etila. A ativagdo das placas foi realizada em estufa (Fanem, Modelo 315SE) por 1 hora a 100°C. Apés a
realizacdo da técnica as placas foram reveladas com anisaldeido sulfarico e aquecidas a uma temperatura entre 60 e 100°C. Na
purificacdo das fragBes variou a concentracdo da fase movel tanto da CC ([H/Ac]/CC) como da CCD ([H/Ac]/CCD), a massa
adicionada (mad) na coluna e o nimero de amostras coletadas (Acol).

A frag8o organica 2+3 das folhas foi purificada utilizando [H/Ac]/CC=15%, [H/Ac]/CCD= 15%, mad=124,3mg e Acol =12. As
amostras reunidas foram as de nimero 1,2 e 3 e obteve-se uma nova fragcdo. Esta, por sua vez, foi repurificada utilizando
[H/AC]/CC=5%, [H/Ac]/CCD= 15%, mad=50,2mg e Acol =10. As amostras de 2 a 5 foram reunidas e obteve-se 0 composto “A”. Na
purificacdo dafracdo 5+6 das folhas utilizou-se [H/Ac]/CC=5% e 10%, [H/Ac]/CCD= 10%, mad=461,7mg e Acol =30 e foi obtido 0
composto “B”. Na purificacdo da fracdo 10-17 foi utilizado [H/Ac]/CC=15%, [H/Ac]/CCD= 15%, mad=263mg e Acol =46. As
amostras reunidas foram as de nimero 7-11, 14-19, 43-46, 1-6\12-13, 20-28 e 29-42. A fragdo 7-11 foi repurificada utilizando
[H/Ac]/CC=10%, [H/Ac]/CCD= 15%, mad=127,3mg e Acol =24. Asde nimero 11 a 17 foram reunidas e obteve-se 0 composto “C”.

A fragdo 73-192 das folhas foi purificada utilizando [Hex/AcOEt]/CC=30%, [Hex/AcOEt]/CCD= 20%, mad=164,8mg e Acol =12.
Foram reunidas as fracBes de 5 a 12 obtendo-se aamostra“l”. A fragdo 1-10 do caule foi purificada utilizando [Hex/AcOEt]/CC=5%,
[Hex/AcOEt]/CCD= 15%, mad=375,5mg e Acol =18. Das 18 amostras coletadas as de nimero 2 e 3 foram reunidas e foi isolado o
composto “A2”. A fragdo 1-10 foi repurificada pela segunda vez utilizando-se uma massa de 30,6 mg. Os solventes utilizados paraa
CC e a CCD foram os mesmos do anterior. O total de amostras coletadas foi 10 e as reunidas foram as de nimero 2 e 3. Essa amostra
recebeu a denominagéo de “B2”. A fragdo 28-48 do caule foi purificada utilizando [Hex/AcOEt]/CC=100 mL de H/Ac 10% e 50 mL

de Acetato de Etila puro, [Hex/AcOEt]/CCD= 15%, mad=146,6mg e Acol =32. As amostras reunidas foram as de 1-24/29-32 e as de
25 a 28. A frag8o 1-24/29-32 foi repurificada com Hex/AcOEt 15% e 10 amostras foram coletadas. Na CCD utilizou-se 0 mesmo
solvente do anterior. As amostras 9 e 10 foram reunidas e obteve-se 0 composto “D2". A fragdo 49-78 do caule foi purificada
utilizando Hex/AcOEt]/CC=15%, [Hex/AcOEt]/CCD= 15%, mad=176,7mg e Acol =48. As amostras de 1 a 42 e de 43 a 48 foram
reunidas e denominadas “E2” e “F2", respectivamente. As amostras “B” e “A2” resultantes da purificagdo da fracdo acetato de etila

5+6 das folhas e 1-10 dos caules foram submetidas a andlise organica instrumental de RMN1H, RMN13C, COSY e HETCOR afim
de elucidar suas estruturas quimicas. Todas as andlises foram feitas no Instituto de Quimica da UNICAMP. As técnicas foram
realizadas em aparel hos espectrdmetros da marca Brucker AC-300 P e Gemini 300BB, respectivamente, utilizando 300 MHz para 1H
e 75,5 MHz para 13C.

4. Resultado e Discussao

Os metabdlitos secundérios encontrados na espécie Piper regnellii correspondem aos que ja foram isolados do género Piper que sdo
os terpenos, as neolignanas e seus constituintes os fenilpropandides. A maior gama de compostos identificados pertencem a classe dos
terpenos, principalmente monoterpenos e sesguiterpenos presente no éleo voldatil extraido das folhas.. Os extratos hidroal codlicos
obtidos no projeto anterior foram testados por Luizetto e Ruggiero (2009) e foi demonstrado que apresentam um efeito protetor
significativo contra a hemdlise induzida por azoiniciador. A fim de avaliar qual(is) substancia(s) €(sdo) responsavel(is) pela acéo
antioxidante € necessério isolar os compostos presentes da espécie. Das 9 fragdes das folhas e das 3 dos caules, 7 foram purificadas e



destas 3 foram repurificadas. A Figura 1l e 2 mostra as fragdes obtidas e suas respectivas massas. Dois compostos foram isolados das
fraghes iniciais, “B” e “A2", sendo o primeiro congtituinte do extrato bruto das folhas e o segundo dos caules. Através dos
deslocamentos quimicos (d) do espectro de RMN de 1H, para o composto B foi verificada a presenca de prétons de anel aromaticos
emd 6,29 e d 5,93, prétons olefinicos de dupla terminal em d 5,03, prétons de metila ligados a heterodomos em d 3,87 e 3,84, dém
dos sinais de deslocamentos caracteristicos de prétons metilénicos em d 3,26 e 2,36. A RMN13C apresentou sinais relativos a um
Unico composto. O espectro de COSY mostrou que as metoxilas estdo ligadas ao anel aromatico. Os prétons metilénicos da cadeia
lateral mostraram correlagdes com os proétons ol efinicos da cadeia e correlagdo alonga distancia com o anel aromatico. As correlacBes
do HETCOR mostraram a relag@o dos prétons e carbonos da estrutura. Através da andlise desses espectros pode-se verificar que o
composto B esta totalmente puro e apresenta esqueleto fenilico com cadeia lateral insaturada caracteristica de compostos
fenilproprandides atamente oxigenados (Figura 3). Esse tipo de esguel eto encontrado na fragdo acetato das folhas so bem tipicas do
género Piper regnellii, e jareportados na literatura para a fragéo acetato de etila dos caules. Os espectros de RMN1H e RMN13C para
a amostra A2 mostrou que a mesma encontra-se como mistura de compostos terpénicos ndo saturados com baixo peso molecular
devendo, portanto, ser repurificada para ser submetida novamente a essas andlises, mas como obtivemos uma massa pequena desse
composto arepurificagdo setornainviével.

5. Consider agBes Finais

Asfracles organicas 2+3/ 1-3, 10-17 / 7-11 das folhas e 28-48 / (1-24/29-32) dos caules originaram as amostras “A”, “C” e“D2" e
provavel mente tratam-se de compostos puros. O composto “A2" demonstrou ser uma mistura de terpenos, mas devido a massa obtida
ser pequena uma nova repurificagdo torna-se invidvel. JA o composto “B” das folhas esta totalmente puro e trata-se de um composto
fenilpropandide altamente oxigenado. O extrato hidroal coolico das folhasinicialmente obtido no projeto foi testado por pesquisadores
e apresentou uma excelente atividade protetora contra radicais livres, assim como o extrato acetato de etila.
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