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Resumo:
A Piperaceae é uma vasta familia de plantas que tem sido amplamente utilizada para fins medicinais. O género

Piper, faz parte da familia Piperaceae e possui mais de 700 espécies, distribuidas em todas as regides tropicais
e subtropicais do mundo que sédo usadas na medicina tradicional para tratar doencas diversas, como distUrbios
intestinais, psicotrépicos com funcdo antimicrobiana e antioxidante. Este estudo teve como objetivo realizar a
prospeccao quimica do extrato e a atividade antioxidante dos extratos brutos das folhas da espécie Piper
alatabaccum, por meio do método de sequestro de radicais livres, usando 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP).
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Introducao:

Os Antioxidantes sdo compostos capazes de combater radicais livres e sdo conhecidos por apresentar
em sua Ultima camada eletrbnica elétrons ndo-emparelhados, essa caracteristica lhes conferem uma alta
reatividade promovida pela retirada de elétrons de outras moléculas. Esse comportamento pode levar a
modificacdes na estrutura molecular. Nesse experimento foi realizado o estudo das possiveis classes de
substancias (prospeccao quimica) presentes no extrato bruto de Piper alatabaccum e a realizagdo da atividade
antioxidante.

Piper alatabaccum é conhecida popularmente como “Jodo brandinho”, ocasionalmente encontrada na

Amazo0nia, regido norte do Brasil, no estado do Amazonas, Amap4, Para e Rondonia (BFG, 2015; E Silva, 2013).
Suas raizes sao utilizadas popularmente como anestésico local, possivelmente pela presenga de amidas em sua
composicao quimica (Santos et al., 2013; Santana, 2012).
As substancias naturais com ac&o antioxidante sédo encontradas em plantas. Dependendo da estrutura quimica
dos componentes bioativos e da concentracdo dos fitoquimicos (Melo et al., 2006), diferentes extratos de frutas,
ervas, especiarias e chas podem apresentar essa capacidade de inibir, prevenir ou retardar a acdo dos radicais
livres (Mariutti e Bragagnolo, 2007). Os recursos naturais, portanto, continuam sendo importantes fontes de
substancias e precursores com grande potencial terapéutico (Justo et al., 2008).

Portanto, desenvolver pesquisas nessa area é contribuir significativamente para que se obtenha novos
agentes antioxidantes naturais que possam ser utilizados tanto para fins industriais como terapéuticos. Ou seja,
gue se constituam em fontes alternativas ao uso de antioxidantes sintéticos, na conservacao de alimentos, e
como parte do sistema de defesa do organismo humano, na neutralizacdo de agentes oxidantes e na reducdo
do risco de vérias doengas cronicas. Este trabalho teve como objetivo realizar a prospecgdo quimica do extrato
e avaliar o seu comportamento em relagdo a atividade antioxidante.

Metodologia:

O material vegetal (folhas) de P. alatabaccum foi coletado no municipio de Buritis — Ronddnia, no més
de fevereiro (inverno amazdnico). A preparacédo dos extratos brutos e a atividade antioxidante foram realizadas
no Laboratério de Quimica Orgénica e Produtos Naturais do IFRO — Porto Velho/Calama.

A prospeccdo quimica visa verificar as possiveis classes de substancias presentes nos extratos,
auxiliando futuramente no fracionamento cromatografico. A andlise foi realizada seguindo as orientacdes de
(Barbosa, 2004) para a verificacdo da presenca de Alcaldides, glicosideos cardiacos, Catequinas, Flavondides,
Fendis-Taninos, Saponinas, Triterpendides, Atividade Antioxidante.

Método DPPH

A atividade antioxidante foi realizada seguindo as orientacdes de (Scherer & Godoy, 2009). Apds o
preparo da solucdo metandlica de DPPH (0,06 mM), foi adicionado 3,9mL da solugdo metandlica a 0,1mL do
extrato bruto nas concentragdes de (250; 500; 750 e 1000ug.mL-1). Como controle negativo foi utilizado 0,1mL
de MeOH e 3,9mL da solucdo de DPPH, para o controle positivo foi utilizado butilhidroxitolueno (BHT) em
diferentes concentracdes (50; 100; 150; 200; e 250ug.mL?) e quercetina (50; 100; 150; 200 pg.mL-1). As solugdes
foram acondicionadas por 60 min em uma camara escura a temperatura ambiente e depois procedidas as leituras
das absorbéncias no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517nm, as analises foram realizadas em
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triplicata. A atividade antioxidante foi avaliada pela capacidade das substancias presentes na amostra captarem
o radical livre DPPH. As atividades sequestrantes de DPPH das concentracdes testadas foram expressas em
porcentagem, a partir da seguinte férmula:

I (%) = [(Abso — Abs1)/Absg] x 100; Abs, é a absorbancia do branco e Abs; € a absorbéncia da amostra.

A CEso (quantidade suficiente para 50% de inibigcao) foi calculado através da equacéo da reta obtida da
curva de calibrag@o (concentrac@o versus o indice DPPH correspondente). A agdo antioxidante do extrato foi
expressa pelo indice de Atividade Antioxidante (IAA) a partir da férmula:

|IAA= mDppH(lJ.g mL'l)

CEso(ug mL™)

Mpppy= Massa do DPPH

CEso= concentracgéo efetiva

Método FRAP
A atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi realizada seguindo as
orientacdes de (Brito, Morais, Sampaio, & Saura-calixto, 2006). As solu¢des foram preparadas e usadas
imediatamente. Foram preparadas as amostras do extrato bruto das folhas de Piper alatabaccum e dos controles
positivos BHT e quercetina nas concentragdes de 100 pg.mL-, o solvente metanol foi utilizado como solvente.
As amostras foram mantidas em ambiente escuro. Aliquotas de 90 pL de cada amostra foram transferidas para
tubos de ensaio em triplicata. Depois foi acrescentado 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente de FRAP.
As amostras foram homogeneizadas com o uso do agitador e mantidas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.
Depois foram realizadas as leituras das absorbancias em comprimento de onda de 595 nm.

Resultados e Discusséo:

Triagem Fitoquimica
O resultado da triagem (Tabela 1) do extrato bruto etanélico demonstrou a presenca das seguintes classes de
substancias (Tabela 1).

Tabela 1. Triagem fitoquimica do extrato bruto de Piper alatabaccum

Alcaloides Presenca ou Auséncia Coloracao
Reagente de Mayer Negativo
Reagente de Wagner Positivo Laranja claro
Reagente de Dragendorff Positivo Laranja forte
Glicosideos Cardioténicos
Reagente de Kedde Negativo
Catequinas Negativo
Flavonoides Positivo Rosa
Fendis e Taninos
Fendis Positivo Vermelho
Taninos Hidrolisaveis Negativo
Taninos Condensados Positivo Verde
Saponinas Negativo
Triterpenoides Positivo Verde

No estudo quimico do extrato bruto das folhas foram isoladas trés amidas (piperovatina, 8,9-
dihidropiplartina e piplartina) e duas flavonas (5,5,7-trimetoxi-3’,4’metilenodioxiflavona e 3'4'5,5",7-
pentametoxiflavona) (Facundo, Da Silveira, & Morais, 2005), presentes também na raiz e frutos (Silva, 2009). A
prospeccao quimica para flavonoides de P. alatabaccum apresentou resultado positivo.

Atividade Antioxidante

Método DPPH

Preparou-se uma curva analitica de DPPH nas concentragdes: 250; 500; 750e 1000ug.mL™1, obtendo a
equacdo de regressdo linear y= 0,0132x + 0,0036 e o coeficiente de correlagdo R?= 0,9995. O valor
correspondente & metade da absorbancia da solucdo de DPPH puro (0,06 mM) foi substituido na equacgdo do
DPPH, para encontrar a concentracdo em uyM de DPPH, correspondente a 50% da concentracao inicial do radical
e, em seguida, transformado para g de DPPH pela Equacao:

gDPPH = (uM DPPH / 1.000.000) * 394,3 (peso molecular do DPPH)

A concentracdo do DPPH utilizada foi de 23,66 pug.mL-1 para uma solucdo de 0,06 Mm. A avaliacdo da
atividade antioxidante revelou que o IAA do extrato bruto das folhas praticamente iguala-se ao controle positivo
BHT e a quercetina (Tabela 2).

Método FRAP

A curva de calibragdo do método FRAP foi preparada com a solugdo de sulfato ferroso nas concentragfes
de 500, 1000, 1500 e 2000 puM. As leituras das absorbancias foram plotadas no eixo Y e as concentra¢gfes de
sulfato ferroso no eixo X, obtendo-se a Equac¢éo da reta y = 0,0007x - 0,0283 e o coeficiente de correlacdo R? =
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0,9996. Os valores médios das absorbancias das amostras foram substituidos na equacao de regresséao linear
obtida, para se determinar a capacidade das amostras em reduzir o Fe3* presente na solucéo a Fe?*, e o resultado
equivalente a concentragdo em pM de FeSO4.7H.0. Posteriormente, o valor encontrado foi convertido em mg de
FeS0..7H,0/extrato, e o resultado final expresso em mg de Fe?*/ extrato (Tabela 4). O extrato bruto das folhas
apresentou potencial antioxidante.

Tabela 2. Resultados da atividade antioxidante do extrato.

Método DPPH Método FRAP
AMOSTRAS Inibicdo CEso £ DP IAA (mg de Fe?*/
(%) £ DP (ug.mL-1) grama de extrato)
+ DP

Extrato Bruto das | 95,04 + 0,13 4,27 + 0,016 5,54 118,49 + 3,10
folhas de Piper
alatabaccum
BHT 68,48 + 1,09 4,19 + 0,046 5,64 126,59 + 1,93
Quercetina 95,45 + 0,55 2,03 £ 0,032 11,65 167,85 + 2,86

DP (desvio padréo); IAA (indice de Atividade Antioxidante); BHT (butilhidroxitolueno); Concentracdes para determinar
o percentual de inibi¢éo (%): Extrato Bruto (500 ug/mL); BHT (250 ug/mL); Quercetina (200 ug/mL)

Conclusdes:

Os testes indicaram que o extrato bruto de Piper alatabaccum apresenta potencial antioxidante, isso
pode ser justificado pela possivel presenca de compostos fendlicos que foram identificados na triagem fitoquimica
do extrato bruto. Futuramente objetiva-se avaliar o efeito das condi¢bes climaticas na composicdo das fracdes
dos extratos, isolar os constituintes fixos dos extratos das espécies para reproduzir 0s experimentos.
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