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RESUMO

A Piper amalago apresenta grande potencial para estudos, a literatura relata para esta espécie
atividade anti-inflamatoria, atividade antioxidante, atividade diurética, atividade antililitasica
entre outras. O objetivo deste trabalho foi o estudo quimico da fracdo hidroalcodlica do
extrato de Piper amalago e sua atividade antioxidante. O extrato foi preparado a partir das
folhas coletadas no municipio de Dourados, estas foram secas por trés semanas a temperatura
ambiente, moidas em moinho de facas. Adicionou-se etanol para a extracdo por 7 dias, a parte
liquida foi concentrada em evaporador rotativo e posteriormente seca em capela, este
procedimento foi repetido trés vezes, gerando 25 g de extrato etandlico bruto. Este foi
dissolvido em 250 mL em metanol/agua(8/2) e submetido a parti¢do liquido-liquido, obtendo
as fracBes hexanica (2,00g), cloroférmica (5,009), acetato de etila (3,009) e hidroalcodlica
(15,009). A avaliacdo da atividade antioxidante da fracdo hidroalcoolica foi realizada pelo
método do DPPH, os resultados indicam que a fracdo possui boa atividade antioxidante ( ICso
= 45,78 pg mL™?), quando comparados com os padrées Trollox e TBHQ. O fracionamento foi
realizado utilizando as seguintes fases estacionarias Sephadex® com eluicdo em metanol, C18
como com eluicdo em gradiente de 4gua e metanol, e silica gel com eluicdo em gradiente de
hexano e acetato de etila. O fracionamento resultou na purificacdo de 5 fragOes (S4-3, S5-4,
S3-5, S3-8 e S8-1), de acordo com os resultados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Até o presente momento recebemos os espectros de RMN de *H para a amostra S5-4, estes
dados em conjunto com os espectros de UV indicam que temos um flavonol.

Palavras-chave: Cromatografia em coluna, CLAE, RMN.
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1 INTRODUCAO

As pessoas de modo geral recorrem aos conhecimentos populares para utilizagéo
das plantas como medicamento, acreditando ndo haver perigo por se tratar de um
produto natural. Pensar desta forma pode ser muito perigoso. Muitas plantas contém
constituintes tdxicos, e o uso indiscriminado de certas plantas pode resultar em
intoxicagOes. A toxidade pode ser resultado de altas concentragdes ingeridas, do estado
de conservacdo das plantas e também da forma de uso. Neste sentido é importante
conhecermos 0s principios ativos das plantas e sua atividade biologica, para enfim,
utilizar de forma segura, plantas medicinais (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Dentre as diversas atividades que 0s extratos vegetais podem possuir, a atividade
antioxidante é uma das mais avaliadas. Denominam-se antioxidantes, as substancias que
presentes em concentracBes baixas, comparada ao substrato oxidavel, retardam
significantemente ou inibem a oxidacdo do substrato (BARREIROS et al., 2006).

Os radicais livres e outros oxidantes, vem sendo considerados, nos ultimos anos,
como grandes causadores de varias doencas como o cancer, doencas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune, disfuncGes cerebrais e diabetes tipo | (SOUZA et
al., 2007). O excesso desses radicais pode ser combatido por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou adquirido de forma exdgena.

Diversos métodos podem ser utilizados para determinacdo da atividade
antioxidante de extratos de plantas, como a 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
(COSIO et al., 2005). O método consiste na medida espectrofotométrica do DPPH e da
enibicdo do sinal de acordo com a variagdo da concentracdo da amostra analisada
(NASCIMENTO et al., 2011).

A espécie Piper Amalago (Figura 1) é utilizada na medicina popular, infusfes
sdo utilizadas para aliviar célica, tratamento de feridas e queimaduras(COELHO et al.,
2008).
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Figura 1: Piper amalago.

Fonte: autoria propria.

O nome vulgar em espanhol € Higuillo limon, que significa pimenta limdo. A
espécie € uma pimenta, cujas folhas e sementes apresentam sabor picante, e odor
desagradavel nas folhas, caules e frutos quando esmagados. Os frutos maduros e
sementes possuem 0 mesmo sabor da pimenta preta, Piper nigrum (conhecida
vulgarmenete como pimenta-do-reino), e por vezes, sao utilizados como um substituto
para ela, geralmente quando secos (GRIEVE, 2010).

Estudos com extrato cloroférmico de P. amalago apontam atividade
leishmanicida relacionada a amidas no mesmo (CARRARA et al., 2013). A significante
quantidade de amidas e compostos fendlicos na P. amalago, entre os principais f3-
copaen-4-a-ol, 7-epi-a-eudesmol e n-hexil-benzoato (CARRARA et al., 2014), assim
como em outras plantas de sua familia, tornam os dleos essenciais das folhas desta
espécie com fortes caracteristicas antifungicas (MORANDIN-GIANNETTI, et al.,
2010).

A literatura também cita atividade diurética e utilizacdo de P. amalago contra
problemas estomacais, atividade anti-inflamatéria e potencial contra as larvas do Aedes
Aegipty (LIOGIER, 1990). Ha relatos também de avaliacdo da atividade diurética e
antilitasica (NOVAES). et al., 2014).

A literatura relata o estudo quimico do 6leo essencial das folhas caules e flores
de P. amalgo (MOTA et al., 2013), tambem o isolamento de amidas pirrolididas no
extrato (ARRIGO et al., 2016). Amidas piperamidas e pirrolididas também foram
isoladas da fracdo diclorometano das folhas de P. amalago, que apresentou alta
atividade esquistomicida (CARRARA, et al., 2014)..
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Estudo quimico da fracdo hidroalcodlica e avaliacdo da atividade antioxidante de

P. amalago, planta encontrada na flora de Dourados MS.

2.2 Objetivos Especificos

Preparar extrato etandlico

Fracionar o extrato etandlico

Isolar e identificar metabdlitos secundarios presentes na fracao hidroalcoolica
Analisar as fragdes por CLAE

Avaliar a atividade antioxidante da fracdo hidroalcodlica pelo método do DPPH.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes

Acetato de etila 99,5% P. A., etanol 95,0% P. A., hexano 98,5% P.A., metanol
99,5% P.A., cloroférmio 99,5% P. A., todos da marca Dindmica e dgua ultrapura (Pure
Water System, Scholar-UV, Human UP 900).

3.2 Cromatografia em coluna

As amostras (extrato/fracdes) foram fracionadas utilizando como fase
estacionaria Sephadex® LH-20, fase reversa C18 230-400 mesh e silica gel 60 70-230
mesh VETEC.

3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou High Precision Liquid
Cromatograph (HPLC)

Cromatografo binario SHIMADZU (semianalitico), modelo LC6A, utilizando
detector de arranjo de diodo, Diode Array (DAD), e coluna de fase reversa C18 (15 cm
x 4,6 mm x 5 pm). A elui¢do foi realizada com sistema gradiente de metanol e agua,
iniciando com 95% de agua, indo a 0% de agua aos 10 minutos, mantendo essa
proporcao até os 15 minutos e retornando a 95% de agua aos 20 minutos. O volume de

injecdo das amostras foi de 5 ul e a temperatura de analise 25° C.

3.4 Espectrometria de ressonéncia magnética nuclear (RMN)

Para obtencdo dos espectros de RMN foi utilizado um espectrdmetro da
BRUKER AC 400 operando a 600 MHz para 1H e 100 MHz para 13C. As analises por
RMN foram realizadas na UFPR (Universidade Federal do Parand) em parceria com o
professor Dr. Anderson Barison.

3.5 Obtencéo do material vegetal, preparo e fracionamento do extrato etanolico
As folhas foram coletadas no municipio de Dourados. A espécie ja foi
identificada previamente (DDMS 4412). O material vegetal coletado foi seco a

temperatura ambiente por 3 semanas, sendo posteriormente moido em moinho de facas
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gerando 500,00 g. As folhas moidas foi adicionado etanol 92,8 INPM (4L), e a mistura
permaneceu em repouso por 7 dias e posteriormente foi filtrada com algodao, a parte
liquida foi concentrada em rota evaporador e posteriormente seca em capela, este
procedimento foi repetido trés vezes, resultando em 25 g de extrato etandlico bruto. Este
foi dissolvido em 250 mL de uma solucdo 80% agua e 20% metanol e submetido a
extracdo liquido-liquido. A extracdo consistiu da adicdo do volume total da solucéo e 80
mL de solvente organico em funil de separagdo, com decantacdo de 30 minutos e
posterior separagdo das fases. O processo foi repetido trés vezes para cada solvente
organico, os solventes utilizados foram hexano, cloroférmio e acetato de etila em sua
respectiva ordem de adicdo. A extracdo resultou nas fracGes hexanica (2,009),
cloroférmica (5,00g), acetato de etila (3,009) e hidroalcodlica (15,00g) ap6s secagem

em capela.

3.6 Ensaio antioxidante da fracdo hidroalcodlica pelo método do DPPH

A partir da fracdo hidroalcoolica foram preparadas solucbes de 10, 25, 30, 50,
70, 90 ¢ 100 pg mL™ diluidas em metanol. A solucdo de DPPH foi preparada em
metanol com concentracdo de 0,004% m/m (massa/massa) com o0s devidos cuidados
para evitar a oxidacdo pela luz.

O ensaio foi adaptado de Nascimento et al. (2011) e consistiu na adicdo de 0,5
mL da solucdo da amostra com 1 mL da solucdo de DPPH, e apds 30 minutos de reacdo
a medida de absorbancia da mistura foi realizada em espectrofotometro UV-VIS Global
Trade Technology, no comprimento de onda de 517 nm. Este ensaio foi realizado em
triplicata para todas as concentracdes incluindo o branco, que constituia apenas da
solucdo de DPPH e metanol. O percentual dos radicais livres foi calculado a partir da

equacao a sequir:

(Absorbancia do branco — Absorbancia da amostra)x100

Percentual de reducéo = -
Absorbancia do branco

Os valores estdo apresentados na segdo “6 Resultados e Discussido”.

3.7 Fracionamento da fracdo hidroalcodlica por cromatografia em coluna
Utilizando uma coluna de Sephadex (50 cm x 50 mm) e fase mdvel composta

por metanol fracionou-se a fracdo hidroalcodlica em sistema isocratico. As fragoes
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recolhidas foram analisadas por CLAE e as que se mostraram semelhantes foram

reunidas e nomeadas pelo codigo “S” seguido do niimero que classifica a ordem em que

a fracéo foi recolhida da coluna como indica o fluxograma (Figura 2).

Figura 2-Fluxograma do fracionamento da fracdo hidroalcodlica.

Fracédo

hidroalcodlica

(4,00g)
Coluna Sephadex
50 cm x 50 mm
Isocratico com metanol
S1 S3 S5 S7 S9
(20,0 mg) (847,3 mg) (152,5 mg) (90,0 mg) (1,4 mg)
S2 S4 S6 S8
(358,7 mg) (844,7 mq) (83,3 mg) (29,6 mg)

Fonte: autoria propria.

A partir dos resultados por CLAE para este fracionamento selecionou-se as

fracbes com maiores possibilidades de isolamento e maiores massas para 0

prosseguimento do trabalho.

3.8 Fracionamento da fragcdo S4 por cromatografia em coluna

Utilizando uma coluna de fase reversa C18 (30 cm x 30 mm) e fase movel

composta por metanol e &gua, fracionou-se a fracdo S4 em sistema gradiente, iniciando

com 30% de metanol até 100% de metanol. As fracbes recolhidas foram analisadas via
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CLAE, as que apresentaram resultados semelhantes foram reunidas e nomeadas pelo

codigo “S4” seguido de travessdo € o numero que representa a ordem em que foi

recolhida da coluna, como apresentado no fluxograma (Figura 3).

Figura 3-Fluxograma do fracionamento da fracdo S4.

Fracédo S4
(844,7 mq)

Coluna C18

30 cm x 50 mm
Gradiente metanol e 4gua
Indo de 30% a 100% de metanol

S4-1

S4-3
(15,0 mg)

S4-5

S4-7

S4-2

S4-4

S4-6

Fonte: autoria propria.

A amostra S4-3 em destaque no fluxograma apresentou pureza de acordo com

resultado CLAE e foi enviada para analise por RMN.

3.9 Fracionamento da fragdo S5 por cromatografia em coluna

Utilizando uma coluna de fase reversa C18 (30 cm x 30 mm) e fase mdvel

composta por metanol e agua, fracionou-se a fragdo S5 em sistema gradiente indo de
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70% a 100% de metanol. As fracGes recolhidas foram analisadas via CLAE, as que
apresentaram resultados semelhantes foram reunidas e nomeadas pelo codigo “S5”
seguido de travessdo e 0 numero que representa a ordem em que foi recolhida da coluna,

como apresentado no fluxograma (Figura 4).

Figura 4-Fluxograma do fracionamento da fragao S5.

Fracdo S5
(152,5 mQ)

Coluna C18
30 cm x 50 mm
Gradiente metanol e 4gua
Indo de 70% a 100% de metanol

S5-4
S5-2 S5-6 S5-8
(16,0 mg)

S5-1 S5-3 S5-5 S5-7

Fonte: autoria propria.

A fracdo S5-4 em destaque no fluxograma apresentou pureza nos resultados das

analises por CLAE e foi enviada para analise por RMN.
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3.10 Fracionamento da fracdo S3 por cromatografia em coluna

Utilizando uma coluna de fase reversa C18 (30 cm x 30 mm) e fase mavel
composta por metanol e agua, fracionou-se a fragdo S3 em sistema gradiente, indo de
10% a 100% de metanol. As fracOes recolhidas foram analisadas via CLAE, as que
apresentaram resultados semelhantes foram reunidas e nomeadas pelo codigo “S3”
seguido de travessdo e 0 numero que representa a ordem em que foi recolhida da coluna,

como apresentado no fluxograma (Figura 5).

Figura 5-Fluxograma do fracionamento da fracao S3.

Fracdo S3
(847,3 mq)
Coluna C18
30 cm x 50 mm
Gradiente metanol e agua
Indo de 10% a 100% de metanol
S3-5
S3-1 S3-3 S3-7 S3-9 S3-11
(20,0 mg)
S3-8
S3-2 S3-4 S3-6 S3-10
(5,0 mg)

Fonte: autoria propria.

As fracbes S3-5 e S3-8 em destaque no fluxograma apresentaram pureza nos

resultados das analises por CLAE e foram enviadas para analise por RMN.
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3.11 Fracionamento da fracédo S8 por cromatografia em coluna

Utilizando uma coluna de silica gel (5 cm x 10 mm) e fase mével composta por
hexano e acetato de etila, fracionou-se a fragcdo S8 em sistema gradiente, indo de 20% a
100% de acetato de etila e ao fim 100% de metanol. As fragdes recolhidas foram
analisadas via CLAE, as que apresentaram resultados semelhantes foram reunidas e
nomeadas pelo codigo “S18” seguido de travessdao e o nimero que representa a ordem

em que foi recolhida da coluna, como apresentado no fluxograma (Figura 6).

Figura 6-Fluxograma do fracionamento da fracdo S8.

Fracdo S8
(29,6 mg)

Coluna silica gel
05 cm x 10 mm
Gradiente de hexano e acetato
Indo de 20% a 100% de acetato e 100% de metanol ao fim

S8-1
(8,2 mg)

S8-2 S8-3 S8-4

Fonte: autoria propria.

A fragcdo S18-1 em destaque no fluxograma apontou pureza nos resultados por

CLAE e foi enviada para analise por RMN.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo da atividade antioxidante da fracdo hidroalcoolica
Com a finalidade de avaliar a atividade antioxidante da fracdo hidroalcodlica,
construiu-se uma curva (Figura 70) que mostra a relagdo entre a concentragdo da

amostra e a inibicdo de DPPH em percentual.

Figura 7-Curva com a relacéo entre concentracdo da amostra e inibicao de
DPPH em porcentagem.
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Fonte: autoria propria.

Utilizando os valores de coeficiente linear e angular obtidos, calculou-se o IC50
(concentracdo da amostra que inibe 50% da concentracdo de DPPH) pela equacdo da
reta (y=ax+b) onde y=50 (50% de inibicao), obtendo o valor de 45,78 ug mL™. Valores
descritos na literatura apontam que, pelo método do DPPH, outros antioxidantes
conhecidos apresentaram valores de IC50 de 60,0 pug mL™* (TBHQ), 84,5 pg mL™
(Trollox), 136,0 pg mL™ (Vitamina E), 6,0 ug mL™ (Vitamina C) e 9,0 pg mL™ (rutina)
(CACERES et al., 2012). Comparando o valor obtido com os valores da literatura nota-
se que a fracdo hidroalcoolica do extrato etanolico de P. amalago possui uma boa
atividade antioxidante, tendo IC50 melhor que TBHQ, Trollox e Vitamina E.
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4.2 Resultados obtidos das andlises por CLAE dos fracionamentos em coluna
cromatografica

A andlise via CLAE para as fragbes S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 e S9, geradas
no primeiro fracionamento em coluna, cujos cromatogramas estdo apresentados nas
Figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17, respectivamente, comprovaram que ambas

ndo estavam realmente puras.

Figura 8-Cromatograma da fragdo S1.

maL
& dnm (1007
1004

eué
sué
?ué
sué
sué
40%

30

-0

o.n 245 an TA .0 125 150 174 el i} i) 250 min

Fonte: autoria propria.



Figura 9-Cromatograma da fracdo S2.
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Fonte: autoria propria.

Figura 10- Cromatograma da fracdo S3.
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Figura 11-Cromatograma da fracdo S4.
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Fonte: autoria propria.

Figura 12-Cromatograma da fracéo S5.
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Figura 13-Cromatograma da fracéo S6.
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Fonte: autoria propria.

Figura 14-Cromatograma da fracéo S7.
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Fonte: autoria propria.

Figura 15-Cromatograma da fracéo S8.
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Figura 16-Cromatograma da fracéo S9.
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Fonte: autoria propria.

Ap0s os demais fracionamentos algumas amostras se mostraram mais puras nos
resultados por CLAE sendo elas S4-3, S5-4, S3-5, S3-8 e S8-1, cujos cromatogramas
estdo apresentados nas figuras 17, 18, 19, 20 e 21 respectivamente, juntamente aos

espectros de ultravioleta (UV).
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Figura 17-Cromatograma da fracdo S4-3 com seu respectivo espectro UV.
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Figura 18-Cromatograma da fracdo S5-4 com seu respectivo espectro de UV.
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Figura 19-Cromatograma da fracdo S3-5 com seu repectivo espectro de UV.
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Fonte: autoria propria.
Figura 20-Cromatograma da fracdo S3-8 com seu respectivo espectro de UV.
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Figura 21-Cromatograma da fracdo S8-1 com seu respectivo espectro de UV.
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Das amostras enviadas para analise por RMN, recebemos os espectros de *H da
fracdo S5-4 apresentados nas Figuras 22, 23, 24 e 25. Ainda ndo obtivemos os espectros
de hidrogénio das demais fragoes.



Figura 22-Espectro de RMN de *H da fragdo S5-4 (600 MHz, CDs0OD).
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Figura 23-Espectro de RMN *H da fracdo S5-4 expandido (6-9).
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Figura 24-Espectro de RMN *H da fracdo S5-4 expandido (3-6).
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Figura 25-Espectro de RMN *H da fracdo S5-4 expandido (0-3).
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O espectro de UV da fracdo S5-4 apresenta duas bandas dos sistemas aromaticos
caracteristicas de flavonol, a primeira banda entre 240-290 nm e a segunda entre 300-
390 nm (MARKEN & BEECHER, 2000).

A andlise dos espectros de RMN da fragdo S5-4 reforca que esta é um flavonol
devido aos hidrogénios H (6 7,98) e H (6 7,09) do anel C ¢ aos hidrogénios H (6 6,73) e
H (6 6,94) referente aos singletos do ciclo A (Figura 26).

Figura 26-Estrutura genérica de um flavonol.
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Fonte: autoria propria.
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5 CONCLUSOES FINAIS

A fragdo hidroalcodlica do extrato etandlico de P. amalago possui boa atividade
antioxidante (IC50 = 45,8 pg mL™) frente ao teste do DPPH.

O estudo quimico resultou na purificacdo de 5 fracdes. Até o presente momento
recebemos os espectros de RMN de 1H para a amostra S5-4, estes dados em conjunto

com os espectros de UV indicam que esta ¢ um flavonol.
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