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INTRODUCAO

Com amplo uso na medicina popular, a espécie Lippia origanoides € uma planta
nativa, que ocorre em alguns estados da regido Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sudeste, além
de outros paises da América Latina (SALIMENA, 2014). Estudos realizados sobre a
composic¢do quimica desse vegetal relatam a presenca de &cidos fenolicos e flavonoides, 0s
quais podem ser os responsaveis ou podem estar relacionados com o potencial terapéutico
dessa e de outras espécies do género Lippia (AGUIAR, COSTA; 2005). A atividade
antioxidante € um exemplo dos varios efeitos benéficos a salde atribuidos aos compostos
fendlicos presentes nas plantas (ABE et al, 2007).

Agentes antioxidantes sdo um grupo de substancias que, quando presentes em
concentragfes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, inibem ou atrasam
significativamente 0S processos oxidativos (VAYA; AVIRAM, 2001). Os radicais livres
desempenham vérias funcgBes essenciais no organismo, porém, o excesso deles pode ser
responsavel por uma variedade de efeitos, a exemplo do surgimento de cancer,
envelhecimento precoce, entre outras doengas (ALVES et al., 2010).

Nesse contexto, a busca por substancias de origem natural com atividade antioxidante,
vem se intensificando nos ultimos anos por ser considerada uma estratégia interessante no
desenvolvimento de novos farmacos, e sendo assim, estudos fitoquimicos de analise sdo de
grande importancia, em razdo ao vasto nimero de metabolitos secundarios que podem ser
encontrados nos vegetais (CECHINEL FILHO, 1997). Muitos desses compostos sdo de
importancia comercial ndo apenas na area farmacéutica, mas também nas areas alimentar,
agrondmica, perfumaria e outras (SIMOES et al., 2007), justificando, dessa maneira, a
necessidade de detectar compostos com potencial antioxidante.

A analise da poténcia das fracbes e das substancias puras em relacdo a sua
concentracdo, torna-se indispensavel, pois prediz se o principal componente quimico
responsavel pela atividade bioldgica foi realmente determinado, ressaltando assim, a
importancia e necessidade do isolamento de metabdlitos dos vegetais. Tendo em vista a
necessidade de aumentar o conhecimento sobre esses metabdlitos para possiveis testes
bioldgicos, este trabalho teve por objetivo o isolamento biomonitorado de metabdlitos
presentes na fragdo em acetato de etila das folhas de Lippia origanoides, ja que esta foi a
fragdo que apresentou os melhores valores de atividade antioxidante, de acordo com testes
previamente realizados.

METODOLOGIA

1. Fracionamento por particao liquido-liquido:
Realizou-se fracionamento do extrato metanolico da folha de Lippia origanoides por
extracdo liquido-liquido. Pesou-se 20 g do extrato, o qual foi ressuspenso em 150 mL de
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solucdo hidrometanodlica (70%) e extraido através da particdo por solventes organicos de
polaridade crescente, sendo eles, hexano, diclorometano e acetato de etila. O solvente foi
removido sob pressdo reduzida com auxilio de um evaporador rotativo, sendo os residuos
retirados por evaporagdo em capela de exaustdo. O procedimento foi realizado em trés
repeticoes.

2. Fracionamento por cromatografia em coluna:

O fracionamento da amostra em acetato de etila foi realizado através da cromatografia
em coluna classica, utilizando silica gel (0,060 — 0,200 nm) como fase estacionaria.

Inicialmente montou-se um sistema utilizando uma coluna de vidro, a qual foi
empacotada com 214 g de silica suspensa em hexano (coluna 1). Tomou-se uma aliquota de
20,49 da fracdo em acetato de etila, na qual adicionou-se metanol, até completa solubilizag&o,
seguida pelo acréscimo de 20g de silica para a preparacao da pastilha (proporcéo aproximada
de 1:10). O metanol foi removido sob pressdo reduzida com auxilio de um evaporador
rotativo, sendo possivel remover a amostra completamente misturada com a silica, a qual foi
transferida seca para o topo da coluna. Em seguida, adicionou-se os solventes utilizados como
fase movel — hexano, cloroférmio, metanol e agua destilada — puros ou em misturas, em
ordem crescente de polaridade. As fracdes foram coletadas em bal6es de 100 mL e
concentradas em rotaevaporador sob pressdo reduzida, sendo em seguida ressuspensas em
metanol para avaliagdo por cromatografia em camada delgada (CCD). Realizou-se andlise
comparativa das fracoes, e aquelas com perfil cromatografico semelhante foram reunidas, as
quais foram avaliadas por ensaios de atividade antioxidante por bioautografia (Marston,
2011), usando o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). As cromatoplacas foram
também reveladas com o reagente Produtos Naturais-Polietilenoglicol, para detec¢do de
compostos fenolicos.

Em seguida, montou-se uma nova coluna utilizando a fracdo 14-15, a qual foi
escolhida, pela fluorescéncia em CCD, devido a sua polaridade média e peso intermediario
(coluna 2). Empacotou-se 72 g de silica, a qual foi suspensa em cloroférmio. Tomou-se uma
aliquota de 2,38 g da fracdo 14-15(proporcdo aproximada de 1:30), que foi transferida para
um gral de porcelana, juntamente com uma pequena quantidade de silica, sendo misturadas e
transferidas novamente para o topo da coluna. Apds isso, adicionou-se 0s solventes da fase
movel — cloroférmio e metanol — puros ou misturados, em ordem crescente de polaridade. As
fracdes foram coletadas em frascos de aproximadamente 15 mL, onde os residuos de solvente
foram retirados por evaporacdo em capela de exaustdo, sendo em seguida ressuspensas em
metanol para avaliacdo em CCD. Apds, realizou-se 0 mesmo procedimento utilizado na
coluna 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a preparacao das fracOes pela técnica de extracdo liquido-liquido, a fracdo em
acetato de etila foi submetida a purificagdo por cromatografia em coluna. Da fragéo inicial de
acetato de etila foram coletadas 50 sub-fracdes, as quais foram submetidas a CCD para
realizacdo de analise comparativa. Apo0s anélise, as fragcbes puderam ser reunidas em 13
grupos: as fracdes 1-8 (3,029); 9-10 (0,599g); 11-13 (1,61q); 14-15 (2,389); 16-18 (6,04q); 19-
25 (6,02g); 26-27 (0,88g); 28-31 (1,199); 32-36 (0,80g); 37-40 (0,49g); 41-47 (0,9g). O
volume das fragdes recolhidas varia em funcdo da quantidade de amostra e do grau de
dificuldade da separagdo (DEGANE; CASS; VEIRA, 1998). Apos a reunido das fracdes,
realizou-se nova CCD, a qual foi biomonitorada conforme descrito na metodologia. Com
excecdo da fracdo 1-8, todas as demais fracOes apresentaram reagdo positiva para o0s
reveladores DPPH e Produtos Naturais-Polietilenoglicol, indicando dessa forma, a presenca



de compostos fenolicos, a exemplo dos flavonoides, com potencial antioxidante em quase
todas as fragdes obtidas, como observado na Figura 1.

Figura 1 — Placas de silica das fragdes reunidas reveladas com Reagente produtos Naturais
Polietilenoglicol e com DPPH

Fonte: autora, 2016.

Como a maioria das fracGes apresentaram potencial antioxidante, a escolha da fracéo
para a continuidade dos testes foi baseada na sua menor polaridade (extraida com os eluentes
cloroférmio e metanol nas proporcdes de 86:14 e 84:16) e peso intermediario. Da sub-fracdo
14-15 foi possivel extrair 101 novas frag@es, as quais foram também analisadas em CCD para
posterior agrupamento das que se comportaram da mesma maneira (Figura 2).

Figura 2 - Sub-fragdes da fragdo 14-15 analisadas em CCD.

Fonte: autora, 2016.

As 101 amostras foram reunidas em 19 fracdes, realizando novamente CCD para
avaliagdo da presenga de constituintes antioxidantes. Foram reunidas as fragdes 01-07; 08-15;
16-18; 19-23; 24-25; 27-30; 31-33; 34-40; 41-44; 45-50; 51-60; 61-68; 69-74; 75-82; 83-88;
89-91; 92-97; 98-101. As fracOGes coletadas apds a 61-68 reagiram negativamente aos
reveladores, indicando que nessas proporcGes 0s constituintes da amostra nao apresentam
potencial antioxidante.

Figura 3 - Placas de silica das fragdes reunidas reveladas com Reagente produtos Naturais-
Polietilenoglicol e com DPPH

Fonte: autora, 2016



Foi possivel perceber, através da observacao da coluna, que uma quantidade de massa
relativamente grande, foi extraida quase que totalmente quando o eluente se encontrava na
proporcéo de 88:12 (cloroférmio:metanol), proporcdo essa que estd bem proxima daquela que
a sub-fracdo inicial (14-15) foi extraida da coluna 1. Dessa maneira, muitos constituintes com
potencial antioxidante estdo concentradas nessa amostra (fracdo 34-40 da coluna 2),
representando uma fragdo promissora para a continuidade dos experimentos.

CONCLUSAO

A fracdo em acetato de etila da folha de Lippia origanoides apresenta potencial
antioxidante promissor. Atraves do fracionamento dessa amostra, foi possivel perceber que 0s
diferentes constituintes presentes neste vegetal apresentam, em sua maioria, potencial
antioxidante, j& que as fragdes extraidas com solventes de diferentes polaridades reagiram
positivamente ao DPPH, indicando assim, sua capacidade sequestradora de radicais.

O processo de purificacdo ainda se encontra em andamento, dessa maneira as analises
para identificacdo, determinacdo estrutural, e determinacdo da atividade antioxidante das
substancias isoladas ndo foram possiveis de serem realizadas. A fracdo 34-40, extraida na
coluna 2, é uma amostra promissora para identificacdo de possiveis constituintes com
capacidade antioxidante, sendo necessério a realizacdo de novo fracionamento em coluna.
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