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1. Introducéo

O estresse oxidativo é uma situacdo de desequilibrio entre sistemas protetores e sistemas geradores de espécies reativas que podem
atacar o organismo, principalmente lipidios, proteinas e &cidos graxos. (SIES, 1987). Artrite, catarata, Doenca de Parkinson, diabete
aloxanica, lesdo isquémica e o proprio processo de envelhecimento sdo exemplos de desequilibrio favoravel a produgdo de espécies
radicais. (MENENGHINI, 1987),

No organismo, durante o processo de respiracéo celular pode haver aliberagéo de espécies ativas de oxigénio (EAO ou EROS), cujo
principal produto é o radical hidroxila (MENENGHINI, 1987). Radicais livres ao atacarem o citosol e a membrana eritrocitéria,
podem gerar radicais peroxil lipidicos (ou lipoperdxidos) agravando todo processo de manutengdo da vida eritrocitéria e aumentando
a destruicdo da membrana, que acarreta na méa seletividade da membrana e consequente morte celular (HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 1999). Por possuir uma alta presenca de &cidos graxos poliinsaturados e por ser exposto a uma alta concentracéo de
02, o eritrocito é uma das células mais susceptiveis ao dano oxidativo (CLEMENS et al, 1987)

O sistema de defesa de nosso organismo que equilibra a producdo de EROS se d& em dois niveis. Primariamente, ocorre a agdo de
enzimas como a catalase, 0 superdxido desmutase e a glutationa peroxidase. As defesas secundérias de nosso organismo surgem a
partir de produtos originados na dieta, que impedem a disseminacdo da reacdo em cadeia criada pela liberacéo de radicais hidroxila,
originados de perdxidos, geralmente doando um nucleo de hidrogénio pararadicais lipidicos. Antioxidantes fenélicos utilizam muito
este procedimento (LARSON, 1988).

Os eritrdcitos (células vermelhas do sangue) sdo particularmente suscetiveis ao dano oxidativo como resultado do alto contetido de
acidos graxos poliinsaturados das suas membranas e da alta concentragdo celular de oxigénio e hemoglobina (Hb), sendo a Hb um
poderoso promotor de processos oxidativos (SATO et al., 1999). Os radicais livres sdo responsaveis pela peroxidagdo lipidica e pela
oxidacdo de proteinas que levam aformagdo de poros hemoliticos que resultam na perda de potéssio e seqiiencialmente, em hemdlise
(CARAMELO et a. 1994, BUREAU et al. 2005).

A utilizacdo de plantas medicinais vem cada vez ganhando mais destague no mundo, e especial mente na América L atina, naqual vem
contribuindo significativamente com o cuidado primério a salide. No Brasil, vérias plantas utilizadas na medicina popular tem sido
alvo de pesquisas e algumas tém demonstrado atividade farmacol 6gica. Entre vérios exemplos, poderiamos citar algumas plantas da
familia Piperaceae, as pariparobas (Pothomorphe umbellata L. Miq. e Piper regnelli) que sdo amplamente utilizadas na medicina
popular (SCOTT et a., 2005).

Também é conhecido que extratos pertencentes ao género Piper e Photomorphe demonstram reduzir o estresse oxidativo em modelos



de peroxidagdo lipidica quando testados in vitro. Muitas fun¢Bes bioldgicas, inclusive protecdo contra mutagdo genética,
carcinogénese e outras sdo atribuidas aos efeitos antioxidantes (PIETTA, 2000), portanto, devido a alta concentracdo de antioxidantes
presentes no género Piper esta espécie foi escolhida

2. Objetivos

O objetivo desse projeto foi avaliar o efeito de extrato hidroalcodlico de Piper regnellii (pariparoba) no estresse oxidativo induzido em
eritrécitos, avaliando especificamente a hemdlise oxidativa e a oxidagéo da hemoglobina.

3. Desenvolvimento

Os eritrécitos foram isolados do sangue de ratos, lavados trés vezes com salina tamponada (PBS, pH 7,4) e ressuspensos em
hematdcrito de 4%.

Para a determinacdo da hemdlise oxidativa, as suspensdes de eritrécitos a 4% foram tratadas com os oxidantes. peréxido de
hidrogénio (0,5mM), hidroperéxido de cumeno (0,5mM) e azoiniciador (0,5M). Para o perdxido de hidrogénio, as suspensfes foram
tratadas com azida sodica, parainibicdo da catalase.

As suspensdes foram incubadas com os oxidantes a temperatura ambiente, com o hidroperéxido de cumeno (CumOOH) e o perdxido
de hidrogénio, e a 370C com o azoiniciador (AAPH), e em intervalos de tempo especificos, aliquotas foram retiradas e ressupensas
em PBS, para avaliacdo da hemdlise e em agua destilada, que hemolisa totamente as células, para avaiagdo da oxidagdo da
hemoglobina. A seguir os espectros opticos foram obtidos na regido de 400 a 700nm de comprimento. Em seguida as amostras foram
tratadas com ferricianeto de potassio a 20% e os espectros determinados novamente.

Para avaliacdo do efeito do extrato na da hemoalise as suspensdes de eritrocitos (Ht 4%) foram tratadas inicial mente com o extrato nas
concentrag6es 0,10mg/mL., 0,25mg/mL e 1,0mg/mL (37 °C, 20 min.) e a seguir submetidas a agdo dos oxidantes, como ja descrito. A
porcentagem de hemdlise foi calculada considerando-se 100% de hemdlise a absorbancia da aliquota ressuspensa em égua e
relacionado-se a absorbéncia da amostra, ao valor de 100% de hemdlise. (SHARMA & SHARMA, 2001).

Cada experimento foi repetido 3 vezes, para que os resultados sgjam reproduziveis na margem de 10% de erro experimental. (LI1U et
al, 2002).

O efeito do extrato na concentracdo de metahemoglobina (metaHb) foi analisado através da absorbancia das aliquotas tratadas com
extrato antes e apos a adicdo do ferricioaneto de potéssio, que oxida compl etamente a hemoglobina. O comprimento de onda utilizado
aqui foi 630 nm, caracteristico dametaHb. A avaliacdo da porcentagem de metaHb foi realizada para as suspensdes ressuspensas em
agua destilada.

A porcentagem de hemoglobina oxidada, nas suspensdes de eritrécitos, foi determinada espectrofotometricamente usando os
coeficientes de extinsdo molar das diferentes espécies de hemogl obina (oxihemoglobina, metahemoglobina e hemicromos) no pH 7,4
(WINTERBOURN, 1990). A partir dos valores das absorbancias ou densidade 6tica nos comprimentos de onda 560, 577, 630 e
700nm as concentragdes (mmol/L) das diferentes espécies de hemoglobina foram calculadas, utilizando as equages:

A avaliacdo das quantidades relativas das espécies oxidadas de hemoglobina foi realizada para os eritrdcitos ressuspensos em agua
destilada. A porcentagem de cada espécie foi determinada em relacdo ao total de Hb.

Todos os valores foram determinado como a média +/- desvio padrdo. Os valores obtidos que estiveram fora do desvio de 10% da
média foram desconsiderados. Todos os experimentos foram realizados pelo menos 3 vezes com amostras diferentes. As diferencas
estatisticas foram determinadas pelo teste t de Student para os dados ndo pareados e para a andlise de variancia foi utilizado o teste
ANOVA. Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

4, Resultado e Discussao

O efeito do extrato sobre os eritracitos ndo causou hemdlise significativa. Os valores abtidos em todos os tempos de incubagéo e para
as trés concentragdes de extrato utilizadas se mantiveram menores do que 10%, comparévei s aos controles, sem extrato.

Na andlise do efeito do extrato sobre a hemdlise induzida pelo peréxido de hidrogénio os resultados obtidos sdo relativos a hemdlise
total, aliquotas ressuspensas em &gua destilada. O H202 induz a hemdlise significativa, a partir dos 30 minutos de incubacdo e essa
hemdlise, apds 60 minutos de incubacdo, aproxima-se da hemdlise total. O extrato hidroal codlico de pariparoba ndo apresentou efeito
contra a hemalise induzida pelo oxidante; para todas as concentragdes testadas, as porcentagens de hemdlise ficaram muito proximas
do controle, indicando que o extrato néo foi capaz de proteger as células do ataque oxidativo do peréxido de hidrogénio, levando as
células aruptura, hemdlise.

O efeito do extrato sobre a oxidagdo da hemoglobina & metahemoglobina (Fell a Felll) foi avaliado com o objetivo de se avaiar a



capacidade do extrato em proteger a hemeproteina do dano oxidativo induzido pelo perdxido de hidrogénio. O extrato ndo exerceu
protecdo efetiva, ndo protegeu os eritrocitos da producdo de metahemoglobina. Na oxidacdo da hemoglobina induzida por oxidantes
vérias espécies oxidadas podem ser formadas, a partir da oxiHb, além da metaHb, entre elas a ferrilhemoglobina (heme-Fe 1V) e os
hemicromos, além de espécies intermediérias dificeis de serem determinadas (JA & AKAYASH, 2008). Dessa forma, avaliou-se a
decomposicdo da oxiHB e o efeito do extrato sobre esse decaimento. O extrato apresentou efeito, concentragdes menores de 010 e
0,25 mg/mL., na protecdo a oxiHb e sua transformagéo em espécies oxidadas.

O €feito do extrato sobre o estresse induzido por cumOOH, é um indutor lipofilico, ele preferencialmente se liga a membrana e essa
regula aliberacéo das moléculas do oxidante, ndo sendo a hemeproteina o alvo inicial do ataque dos radicais formados pelo cumOOH
(VAN DEN BERG ¢t d., 1992). O extrato de pariparoba apresentou um pequeno efeito protetor, na concentragdo de 0,25 mg/mL,
quanto a hemdlise induzida pelo cumOOH. O extrato ndo protegeu os eritrocitos da oxidagdo da hemoglobina, para todas as
concentractes de extrato a porcentagem de metaHb formada foi semelhante a do controle, onde as suspensdes foram tratadas apenas
com o oxidante. N&o se observou efeito do extrato natransformagéo da oxiHb induzida pelo cumOOH, o decaimento da concentracdo
de oxiHB foi semelhante ao controle.

O indutor AAPH (azoniciador) se decompde a 37°C em solucdo aguosa e gera radicais alquilague na presenca do oxigénio sdo
convertidos no radical peroxila correspondente. Esses radicais peroxila induzem a peroxidagdo lipidica dos acidos graxos
poliinsaturados das membranas dos eritrdcitos levando a peroxidagdo lipidica (BANERJEE et a., 2008). O extrato hidroalcodlico de
folhas de Piper regnelli apresentou efeito protetor significativo contraa hemalise induzida pel o azoiniciador, nos tempos de incubagéo
mais atos, 90 a 180 min, os valores obtidos sdo significativamente diferentes em relagdo ao controle (p <0.05). O extrato também
apresentou efeito significativo em relacdo a oxidacdo da hemoglobina, hd uma diminuicéo significativa da concentracéo de oxiHb no
controle, auséncia do extrato, que é quase totalmente decomposta no tempo de 180 min. Na presenca do extrato, quantidades
significativas de oxiHb esto presentes: 14%, para concentragdo de 0,10 mg/mL, cerca de 38% para 0,25 mg/mL e cerca de 85%, na
concentracdo mais alta 1,0 mg/mL.

5. Consider agbes Finais

Os resultados obtidos nesse projeto demonstraram que o extrato hidroalcodlico de folhas de Piper regnelli pode inibir a hemdlise
oxidativa induzida pelo azoiniciador hidrofilico AAPH e a oxidagdo da hemoglobina induzida por ele, diminuindo a producdo de
metahemoglobina e inibindo a decomposi¢éo da oxihemoglobina. Além desse efeito significativo no estresse oxidativo induzido pelo
azoiniciador, observou-se também efeito protetor contra a decomposicao da oxihemoglobina dos eritrécitos submetidos a acéo do
peréxido de hidrogénio, também um indutor hidrofilico. Por outro, quando se utilizou o indutor lipofilico, o hidroperdxido de
cumeno, o extrato ndo foi capaz de proteger os eritrdcitos do dano oxidativo, ndo exerceu efeito protetor contra a hemdlise induzida,
nem contra a oxidacdo da hemoglobina. Esses resultados podem indicar que, 0s componentes presentes no extrato hidroal cédlico das
folhas de pariparoba, tém caracteristicas hidrofilicas e podem proteger o dano oxidativo induzido nesse ambiente celular, ndo
conseguindo, devido as suas caracteristicas de solubilidade, proteger os ambientes celulares hidrofdbicos, onde o hidroperdxido de
cumeno inicia o ataque aos lipidios.
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