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1. Introducéo

A atividade de espécies quimicas reativas aos componentes biol 6gicos tem sido avo de intensa investigacdo cientifica nos Gltimos
anos (HALLIWELL, 2000). A geracdo dessas espécies, chamadas de radicais livres (RL), é essencial a certos mecanismos
fisiol 6gicos que desempenham fungdes vitais ao organismo, tais como a defesaimunitaria e a producéo de eicosandides (BARBER &
HARRIS, 1994). No entanto, a alta reatividade dos radicais livres também esta rel acionada ao desenvolvimento de certas patol ogias,
como: cancer, doencas hepéticas e envelhecimento (CHISOLM & STEINBERG, 2000).

A instabilidade eletronica dos radicais livres possibilita uma alta reatividade a diversas estruturas biolgicas, o que promove distintas
lesBes ao organismo, inclusive em biomoléculas como proteinas, &cidos nucléicos e lipidios. Este ultimo € oxidado quando se
encontra na forma de &cidos graxos poliinsaturados, num fendmeno denominado peroxidacdo lipidica (LIMA & ABDALLA, 2001).
Na tentativa de combater ou inibir a acdo dos RL, nosso organismo possui mecanismos de defesa contra essas espécies quimicas
altamente reativas, 0os chamados antioxidantes (MARTY N, 1998).

O nosso organismo possui sistemas de defesa antioxidante muito eficiente contra as EROS. Um desses sistemas antioxidantes sdo as
enzimas enddgenas. As principais sdo a superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px), glutationa
reduzida (GSH) e glutationa-redutase (GSH-Rd) (POVOA, 1995).

Em eritrécitos (células vermelhas do sangue), o estresse oxidativo induzido altera a estrutura da membrana celular e os RL sdo
responsaveis pela peroxidagdo lipidica da membrana, além da oxidagdo de proteinas que leva a formagéo de poros hemoliticos. Tal
agressao resulta em um vazamento de potéssio no meio extracelular e, consequentemente, a hemdlise (BUREAU, 2005).

Os eritrocitos sdo bem equipados com diversos mecanismos biol égicos de defesa contra o estresse oxidativo (SCHIAR et al. 2009)
constituido por uma série de compostos antioxidantes que sdo capazes de prevenir a maioria dos efeitos adversos do estresse
oxidativo, principalmente as enzimas catalase, superéxido dismutase, glutationa, glutationa redutase e glutationa peroxidase além de
um sistema proteolitico que pode hidrolisar proteinas que sofreram oxidagdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; MURAKAMI
& MAWATARI, 2003).

A utilizacdo de fitoquimicos em terapias como a naturopatia (medicina natural) vem se tornando cada vez mais comum, e
especialmente na América Latina, vérias plantas utilizadas na medicina popular tem sido alvo de intensa pesquisa, na qual, grande
variedade tem demonstrado atividade farmacol 6gica. Entre vérios exemplos, poderiamos citar algumas plantas da familia Piperaceae -
(Pothomorphe umbellata L. Mig. e Piper regnelli) que so amplamente utilizadas no tratamento de diversas doencas (SCOTT et al.,
2005).



InvestigacOes fitoquimicas feitas com as espécies Piper revelaram vérias classes de produtos naturais com atividade fisiol égica como
alcaléides, amidas, pironas, desidrocalconas, flavondides, fenilpropandides, lignanas, neolignanas, terpenos, esterdides, chalconas,
flavonas e flavanonas (ZHANG et al. 1995, BENEVIDES et a. 1999), portanto, devido aalta concentragéo de antioxidantes presentes
no género Piper esta espécie foi escolhida

2. Objetivos

O objetivo deste projeto foi avaliar a capacidade antioxidante do extrato acetato de folhas de Piper regnellii (pariparoba) em proteger
eritrdcitos contra o estresse oxidativo induzido.

3. Desenvolvimento

Os eritrécitos de ratos foram coletados em heparina, lavados trés vezes com salina tamponada, PBS (pH 7,4) e ressuspensos também
em PBS na concentracdo final de 4% de hematdcrito (4 mL de eritrécitos em 100 mL volume final).

Para a determinacdo da hemdlise oxidativa, as suspensdes de eritrécitos a 4% foram tratadas com os oxidantes. hidroperéxido de
cumeno (0,5mM) e azoiniciador (0,5M).

As suspensdes foram incubadas com os oxidantes a temperatura ambiente, com o hidroperéxido de cumeno (CumOOH), e com o
azoiniciador (AAPH) a37°C, e em interval os de tempo especificos, aliquotas foram retiradas e ressupensas em PBS, paraavaliacdo da
hemdlise e em agua destilada, que promove a hemolise total das células, para avaliagdo da oxidacdo da hemoglobina. A seguir os
espectros 6pticos foram obtidos na regido de 400 a 700nm de comprimento. Em seguida as amostras foram tratadas com ferricianeto
de potéssio 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

concentragdes 0,25mg.mL™ e 1,0mg.mL™ (37 °C, 20 min.) e a seguir submetidas a acdo dos oxidantes, como ja descrito. A
porcentagem de hemdlise foi calculada considerando-se 100% de hemdlise a absorbancia da aliquota ressuspensa em agua e
relacionado-se a absorbancia da amostra, ao valor de 100% de hemélise (SHARMA & SHARMA, 2001).

Cada experimento foi repetido 3 vezes, para que os resultados sejam reproduziveis na margem de 10% de erro experimental (L1U 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 adi¢do do ferricioaneto de potassio. O comprimento de onda utilizado aqui foi 630 nm,
caracteristico dametaHb. A avaliagdo da porcentagem de metaHb foi realizada para as suspensfes ressuspensas em agua destilada.

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.

A avaliacdo das quantidades relativas das espécies oxidadas de hemoglobina foi realizada para os eritrocitos ressuspensos em agua
destilada. A porcentagem de cada espécie foi determinada em relac8o ao total de Hb. Todos os valores foram determinados com 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.

4, Resultado e Discussao

Pode-se observar que o extrato por si ndo induz a hemdlise quando se compara com o controle e com o 100% de hemdlise - suspensao
ressuspensa em agua destilada. E, avaliando a agéo do extrato foi possivel notar que 0 mesmo ndo causa oxidacao da hemoglobina.

O hidroperéxido de cumeno (cumOOH) é um indutor lipofilico, e preferencialmente se liga a membrana e essaregula a liberacdo das
mol éculas do oxidante, ndo sendo ahemeproteinao avo inicia do atague dos radicais formados pelo hidroperdxido de cumeno (VAN
DEN BERG et a., 1992).

O extrato acetato de folhas de pariparoba apresentou um pequeno efeito protetor, na concentragdo de 0,25 mg.mL™ e significado

efeito na concentracgo 1,00 mg.mL™, como pode ser observado na figura 1. Apresentou também nesta Ultima concentracdo efeito
protetor nos eritrécitos da oxidagdo da hemoglobina quando a hemdlise foi induzida pelo cumOOH.

A quantidade relativa de oxiHb na concentragdo do extrato em 1,00 mg.mL™, foi maior que no controle oxidativo e na concentragéo
de 0,25 mg.mL ™. No tempo de incubacdo de 180 minutos, observou-se cerca de 63% oxiHb na suspenso tratada com o extrato, na
concentracdo de 1,00 de mg.mL™ enquanto o controle oxidativo (COX) apresentou cerca de 57% da proteina ndo oxidada, o que

indica um efeito do extrato, na concentragdo 1,00 mg.mL™* em proteger a oxidacso da proteina.
O azoiniciador é utilizado como oxidante, ele se decompde a 37°C em solucdo aguosa para gerar radicais alquila (R?) que na presenca



do oxigénio é convertido no radical peroxila correspondente (R'OO?). Esses radicais peroxila induzem a peroxidagdo lipidica dos
acidos graxos poliinsaturados das membranas dos eritrécitos levando a peroxidacao lipidica (BANERJEE et al., 2008).
O extrato acetato de folhas de Piper regnelli apresentou efeito protetor significativo contraahemdlise induzida pelo azoiniciador. Nos

tempos de incubacdo mais altos, 120 a 180 min, da concentragdo 1,00 mg.mL ™, os valores obtidos foram significativemente diferentes
em relagdo ao controle (p <0.05) indicando o efeito protetor do extrato sobre a hemdlise induzida pelo azoiniciador.

Uma significante diminuic&o da porcentagem de hemdlise foi observada para a concentragdo 1,00 mg.mL ™. Com relagzo & oxidagio
da hemoglobina os resultados indicaram que o extrato acetato de folha também apresenta efeito protetor contra a oxidagdo. Pode-se

observar o efeito protetor do extrato em relacdo & porcentagem de metaHb produzida, principal mente na concentracéo 1,00 mg. mL ™.
A porcentagem de metaHb produzida foi menor na presenca do extrato em relacdo ao controle e a quantidade relativa de oxiHb

apresentou efeito nas concentragdes do extrato em 0,25mg.mL™* e 1,00 mg.mL™, como pode ser visto na figura 2. No tempo de
incubacdo de 180 minutos, observou-se cerca de 82% de oxiHb na suspensdo tratada com o extrato, na concentragéo de 1,00 de

mg.mL™ e 45% na concentracdo 0,25 mg.ml™, enquanto o COX apresentou cerca de 31% da proteina ndo oxidada, evidenciando um
efeito do extrato em proteger a oxidagdo da proteina.

5. Consider agBes Finais

Os resultados obtidos nesse projeto evidenciaram que o extrato acetato de folhas de Piper regnelli pode inibir a hemdlise oxidativa
induzida pelo azoiniciador hidrofilico AAPH e a oxidagdo da hemoglobina induzida pelo mesmo, diminuindo a producéo de
metahemogl obina e inibindo a decomposi¢édo da oxihemoglobina. Além desse efeito significativo no estresse oxidativo induzido pelo
azoiniciador, observou-se também efeito protetor contra a hemalise dos eritrécitos submetidos a agdo do hidroperdxido de cumeno,
um indutor lipofilico. A reducdo na producéo de metahemoglobina e a inibicdo da decomposicdo da oxihemoglobina foram
observadas, no entanto, em menor proporcao.

Esses resultados podem indicar que, os componentes presentes no extrato acetato das folhas de pariparoba, tém caracteristicas
hidrofilicas e lipofilicas, e podem proteger a célulado dano oxidativo induzido, além de proteger os ambientes cel ulares hidrofébicos,
onde o hidroperdxido de cumeno inicia o ataque aos lipidios. Mas o efeito mais significativo observado para o azoiniciador hidrofilico
se deve provavel mente a uma proporcédo maior de compostos hidrofilicos, capazes de proteger a hemoglobina previamente, antes que
essa, ao ser oxidada amplie os efeitos oxidantes.
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