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1. Introducéo

Nos ultimos anos, a pesquisa por agentes antioxidantes naturais tem sido objeto de grande interesse, tanto
para fins terapéuticos como na area de tecnologia de alimentos, uma vez que, os antioxidantes fendlicos
sintéticos demonstram ser potencialmente carcinogénicos (ITO et al.,1996), ou seja, sdo capazes de
promover dano genético e/ou promover a instabilidade do DNA, impedindo o seu reparo. Desse modo, varios
estudos vem evidenciando que dietas ricas em antioxidantes, direta ou indiretamente, reduzem o risco de
doencas degenerativas (ASTLEY, 2003). Radicais livres de fontes enddgenas ou exdgenas sao associados
a etiologia de varias doencas degenerativas e o consumo de frutas e vegetais esta associado com a
diminuicdo do risco dessas doencas, devido a atividade antioxidante das vitaminas e de outros fitoquimicos
presentes nesses alimentos. Nesse sentido, extratos de plantas e a sua atividade antioxidante tem sido alvo
de inimeras pesquisas, visando tanto os efeitos benéficos a satde como a possivel utilizagdo na medicina.
Os principios ativos de extratos de uma grande variedade de plantas, tais como salvia, cacau, aveia, chas,
oliva, alho, entre outros, e uma série de plantas de regides tropicais e sub-tropicais do mundo tem sido alvo
de intensas pesquisas com o objetivo de utilizacdo na medicina complementar (Aruoma, 2003). A maioria
dos extratos contém vitaminas importantes, além dos compostos polifenélicos e entre eles, uma grande
guantidade de flavondides (Croft 1998). A utilizacdo de plantas medicinais vem cada vez ganhando mais
destaque no mundo, e especialmente na América Latina, na qual vem contribuindo significativamente com o
cuidado primario a saude. Nesse sentido, vem obtendo grande destaque nos ultimos anos, devido a flora ser
rica em plantas medicinais empregadas para um grande numero de doencas. No Brasil, varias plantas
utilizadas na medicina popular tem sido alvo de pesquisas e algumas tém demonstrado atividade
farmacoldgica, nas quais estdo sendo utilizadas na forma de extratos brutos, infusées ou em outras formas
farmacéuticas e muitas delas sem qualquer evidéncia cientifica da eficacia. Entre varios exemplos,
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poderiamos citar algumas plantas da familia Piperaceae, as pariparobas (Pothomorphe umbellata L. Mig. E
Piper regnelli) que sdo amplamente utilizadas na medicina popular na América Latina e na india Ocidental.
Na agricultura e na medicina, as plantas da familia Piperaceae (géneros Piper e Photomorphe)
constituem-se como uma ampla fonte de fitoquimicos com extensas atividades bioldgicas, justificando,
assim, o grande potencial para essas areas (SCOTT et al., 2005). Investigacdes fitoquimicas revelaram o
acumulo de varias classes de produtos naturais com atividade fisiolégica como, alcal6ides, pironas, lignanas,
fenilpropandides, di-hidro calchonas (ZHANG et al., 1995), terpendides, fendis, ésteres fendlicos, éteres,
acidos além de terpenos, esteréides, flavonas e flavononas (BENEVIDES et al., 1999). Muitos deles séo
antioxidantes naturais que protegem as células vivas da peroxidacéo, evitando a formacgéo de radicais livres
e espécies reativas ao oxigénio (BENEVIDES, 1999). Com o nome de pariparoba e de capeba é conhecido
no Brasil uma série de plantas pertencentes ao género Piper e Photomorphe. Esta distribuida, em sua
grande maioria, em regides tropicais e subtropicais. O extrato foliar de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var.
regnellii, espécie popularmente utilizada no tratamento da dor, afec¢des febris e/ou reumaticas, de feridas,
inflamacdes, irritacdes da pele e apresenta atividade analgésica positiva (DI STASI, 1987 e PESSINI et al.,
2003). Muitas funcdes bioldgicas, inclusive protecdo contra mutacdo genética, carcinogénese e outras sao
atribuidas aos efeitos antioxidantes (PIETTA, 2000), portanto, devido a alta concentragcdo de antioxidantes
presentes no género Piper esta espécie foi escolhida para avaliagdo da atividade antioxidante do extrato
hidro-alcodlico obtido das folhas.

2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo especifico avaliar a capacidade antioxidante do extrato acetato de etila de
pariparoba, através de diferentes técnicas, buscando caracterizar o mecanismo de atividade antioxidante,
visando contribuir para melhorar a compreensdo do mecanismo de acdo de fitoquimicos utilizados
tradicionalmente na medicina popular, tendo como alvo especifico plantas medicinais com agéo antioxidante.

3. Desenvolvimento

As folhas de pariparoba da espécie Piper regnellii utilizadas no projeto foram doadas e certificadas pelo prof.
Ricardo Ferraz de Oliveira da ESALQ/USP. Ja as drogas que utilizadas eram das marcas Sigma e similares,
bem como os reagentes provenientes da Merk. Desse modo, podemos garantir 0 maximo grau de pureza e a
confiabilidade dos testes. Todos os valores apresentados representam a média e o desvio padréo, de pelo
menos 3 experimentos em duplicata (n=6). O contedudo de compostos fendlicos foi determinado através do
reativo de Folin-Ciocaulteu e utilizando como referéncia o Acido Galico. A partir da elaboracdo da curva
padréo e da utilizacao da regressao linear da absorbancia em fun¢éo da concentracdo do padréo, calcula-se
a quantidade de compostos fendlicos presentes no extrato de acetato de etila da pariparoba. A quantidade
de flavondides totais foi determinada por meio da fixacdo com o cloreto de aluminio, utilizando como
referéncia a rutina e a quercetina. A capacidade de doar hidrogénio para radicais estaveis foi avaliada por
meio da cinética de decomposicdo do DPPH (2,2-difenilpicrilhidrazil). Esta técnica consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre DPPH. Por acdo de um antioxidante, o DPPH é reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com conseqiiente desaparecimento da absor¢céo, podendo a
mesma ser monitorada pelo decréscimo da Absorbancia. Ja a capacidade de doar elétrons foi medida
através da reducdo direta do Fe3+(CN-)6 a Fe2+(CN-)6 e foi determinada pela Absorbancia. A baixa
absorbancia indica atividade sequestrante de radicais livres. Avaliou-se ainda a capacidade do extrato de
quelar ions ferro, esta técnica é baseada na medida da absorbancia do complexo ferro Il — ferrozina ap6s o
tratamento de uma solu¢cdo de ferro Il como o material a ser testado (extrato). A ferrozina forma um
complexo com o Fe2+ livre mas ndo com o Fe3+ ligado em quelantes, dessa forma uma diminuicdo na
guantidade do complexo ferrozina-Fe2+ formado apds o tratamento indica a presenca de antioxidante
qguelante. O complexo ferrozina-Fe2+ produz um croméforo vermelho e a sua absorbancia pode ser
determinada a | 562nm.
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4, Resultados

A guantidade de compostos fendlicos obtidos no extrato foi de 0,0145 mg/ml na concentracdo de 1 mg/ml.
Este valor representa cerca de 1,45% de compostos fendlicos no extrato, usando como padrao o &cido
galico. Para determinacdo do conteldo de flavondides totais utilizou-se a rutina e a quercertina como
padrdes. Portanto, o valor de flavonéides totais obtidos, utilizando como padrdo a rutina, foi de 0,1561
mg/mL na concentracdo de 1 mg/mL. E consecutivamente utilizando a quercetina como padréao,
encontrou-se o valor de 0,2431 mg/mL na concentracdo de 1 mg/mL. Com o padrédo quercetina a quantidade
de flavondides desse tipo presente no extrato de acetato da pariparoba € de cerca de 24,31%, e
aproximadamente 15,61% do tipo rutina. Na cinética de decomposicdo do DPPH, um radical estavel
apresenta intensa absorbancia e quando um antioxidante doa hidrogénios ocorre uma diminuicdo na
absorbancia. E uma metodologia muito Gtil pois € altamente reprodutivel e os resultados obtidos s&o
compativeis com outras metodologias mais complexas e menos precisas. A porcentagem de atividade
antioxidante (AA%) corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, maior sera sua atividade antioxidante. Desse modo, as concentragdes
de 0,5 e 1,0 mg/ml apresentaram seus melhores resultados chegando a uma atividade antioxidante (AA%)
de 84,3% e 87,8% respectivamente. Também a partir dos espectros obtidos, foi possivel calcular a
concentracdo do extrato capaz de decompor 50% da quantidade inicial de DPPH- (EC50). Assim, o valor
obtido de EC50 para o extrato acetato de etila das folhas de paribora foi de 0,115 mg/mL. Esse parametro
(EC50) é inversamente relacionado a capacidade antioxidante. Quanto menor o valor de EC50 maior a
capacidade antioxidante. Esse valor baixo obtido para o extrato demonstra uma alta atividade antioxidante. A
habilidade de um composto doar elétrons em uma reacdo de Oxido-reducdo pode também ser utilizada como
uma medida da atividade antioxidante e é verificada através de sua capacidade redutora. Isto ocorre porque
a reducdo de um radical livre o converte a um produto menos reativo. (LE et al. , 2007). A medida da
poténcia redutora de um composto ou extrato pode ser determinada diretamente pela reducdo do
Fe3+(CN-)6 a Fe2+(CN-)6 e a adicdo de Fe Il livre leva a formacédo de um composto complexo azul com
intensa absorgdo otica em 700 nm. Um aumento na absorbancia em | 700nm da mistura reacional pode
indicar um aumento na capacidade redutora devido a um aumento na formacdo do complexo. O extrato
acetato de etila apresentou pequena capacidade redutora, pois ndo se observa um aumento significativo das
absorbancias em relacdo ao controle (sem extrato), para todas as concentracfes utilizadas o valor néo
variou além de 0,25 de absorbancia. J4 a capacidade de quelar ions ferro foi verificada através da medida
da absorbéncia do complexo ferro Il — ferrozina apds o tratamento de uma solucédo de ferro 1| com o material
a ser testado (extrato). A ferrozina forma um complexo com o Fe2+ livre mas ndo com o Fe2+ ligado em
guelantes, dessa forma uma diminuicdo na quantidade do complexo ferrozina-Fe2+ formado apds o
tratamento indica a presenca de antioxidante quelante. O complexo ferrozina-Fe2+ produz um croméforo
vermelho e a sua absorbancia pode ser determinada a | 562nm. Essa rea¢do é um ensaio conveniente para
avaliar a atividade antioxidante quelante. Portanto, o extrato apresentou atividade quelante em uma reagéo
cinética dependente da concentragdo nédo linear. Isso reflete a natureza complexa do extrato que contém
diferentes compostos quelantes com diferentes afinidades pelo ferro em competicdo pela ligacdo com a
ferrozina. Em altas concentragcfes do extrato ocorre a saturacao. Utilizando-se os valores obtidos é possivel
calcular o ECH0, isto €, a concentracdo de extrato em mg/ml que apresenta o valor de 50% de efeito
guelante. O valor obtido foi de 18,25 mg/ml do extrato.

5. Consideracdes Finais

Pode-se concluir que na avaliacdo do extrato de acetato de etila das folhas da pariparoba encontrou-se
cerca de 0,0145 mg/ml de compostos fendlicos na concentracdo de 0,1 mg/ml, representando cerca de
1,45% de compostos fendlicos no extrato, também encontrou-se na concentracdo de 1 mg/ml, um valor de
0,1561 mg/ml de flavonodides do tipo rutina e 0,2431 mg/ml de flavonéides do tipo quercetina, representando
cerca de 15,61% e 0,2431% respectivamente. Os resultados obtidos também permitem concluir que os
compostos apresentam atividade antioxidante doando hidrogénio, e nas concentrages 0,5 e 1,0 mg/ml a
porcentagem de atividade antioxidante chegou a 84,3% e a 87,8%. Observou-se também uma pequena
capacidade redutora, assim, uma baixa capacidade em doar elétrons para radicais formados. Desse modo,
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pode-se verificar que o0 extrato de acetato de etila das folhas da pariparoba atua como antioxidante
principalmente doando hidrogénio. Por outro lado, o extrato apresentou baixa capacidade redutora,
provavelmente por se tratar de fracdo com polaridade intermediaria e os componentes dessa fragdo terem
um poder limitado de doar elétrons. O extrato acetato apresentou ainda significativa atividade quelante.
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