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Resumo:

A Peperomia é o segundo género mais diversificado de Piperaceae, com uma estimativa de 1.600 espécies e
uma distribuicdo pantropical. Peperomia quadrangularis € uma espécie nativa da América do Sul e é cultivada
para fins comerciais na Coréia, seu dominio de ocorréncia no Brasil € na regido Amazonica. Este estudo
apresenta a atividade antioxidante do extrato bruto da folha da espécie Peperomia quadrangularis e teve como
objetivo realizar a prospeccao quimica e a atividade antioxidante do extrato, que foi avaliada por meio do método
de sequestro de radicais livres usando 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e Ferric Reducing Antioxidant Power
(FRAP). O extrato bruto das folhas da espécie P. quadrangularis apresentou potencial antioxidante pelo método
DPPH.
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Introducéo:

Os Antioxidantes sdo compostos capazes de combater radicais livres e sdo conhecidos por apresentar
em sua Ultima camada eletrdnica elétrons ndo-emparelhados, essa caracteristica Ihes 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 Peperomia quadrangularis e a realizagdo da
atividade antioxidante.

As substancias naturais com ac¢do antioxidante sdo encontradas em plantas. Dependendo da estrutura
guimica 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 agdo 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 neutralizagdo de agentes oxidantes e na reducao do
risco de vérias doencas crbnicas. Este trabalho teve como objetivo realizar testes para verificar a(s) possivel(is)
classes de substéncias, visando avaliar posteriormente sua atividade antioxidante.

Metodologia:

O material vegetal (folhas) de P. quadrangularis foi coletado no municipio de Colorado do Oeste —
Rond6nia, em maio (fim do inverno amazdnico). A preparagdo dos extratos brutos e a atividade antioxidante
foram realizadas no Laboratorio de Quimica Orgéanica e Produtos Naturais do IFRO — Porto Velho/Calama.

A prospeccdo quimica visa verificar as possiveis classes de substéncias presentes no extrato,
auxiliando futuramente no fracionamento cromatografico. A andlise foi realizada seguindo as orientacGes de
(Barbosa, 2004) para a verificacdo da presenca de Alcaldides, glicosideos cardiacos, Catequinas, Flavonéides,
Fendis-Taninos, Saponinas, Triterpenodides, Atividade Antioxidante.

Método DPPH

A atividade antioxidante foi realizada seguindo as orientacbes de (Scherer & Godoy, 2009). Apés o
preparo da solucdo metandlica de DPPH (0,06 mM), foi adicionado 3,9mL da solucdo metandlica a 0,21mL 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 concentragdes (50; 100; 150; 200; e 250ug.mL1) e quercetina (50; 100; 150; 200 pug.mL1). As solucGes
foram acondicionadas por 60 min em uma camara escura a temperatura ambiente e depois procedidas as leituras
das absorbancias no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517nm (andlises realizadas em triplicata). A
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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 formula:
| (%) = [(Abso — Abs;)/Absg] x 100; Abs € a absorbancia do branco e Abs; € a absorbancia da amostra.
A CEso (quantidade suficiente para 50% de inibicao) foi calculada através da equacgéo da reta obtida da
curva de calibracdo (concentracdo versus o indice DPPH correspondente). A acdo antioxidante do extrato foi
expressa no indice de Atividade Antioxidante (IAA) pela formula:

IAA= mpepr(pg ML)

CEso(ugmL-?)

Mpppr= Mmassa do DPPH

CEso= concentragéo 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¢Bes foram preparadas e usadas
imediatamente. Foram preparadas as amostras do extrato bruto das folhas de Peperomia quadrangularis e dos
controles positivos BHT e quercetina nas concentragdes de 100 pg.mL2, 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 Discussao:
Triagem Fitoquimica

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

Tabela 1. Triagem fitoquimica do extrato bruto de Peperomia quadrangularis.

Alcaloides Presenca ou Auséncia Coloragao
Reagente de Mayer Negativo
Reagente de Wagner Negativo
Reagente de Dragendorff Negativo
Glicosideos Cardiotonicos _
Reagente de Kedde Negativo
Catequinas Negativo
Flavonoides Positivo Rosa
Fendis Positivo Vermelho
Taninos Hidrolisaveis Negativo
Taninos Condensados Negativo
Saponinas Negativo
Triterpenoides Positivo Laranja

O estudo quimico dos constituintes fixos da espécie Peperomia quadrangularis ainda nao foi realizado.
Porém, alguns estudos com outras espécies de Peperomia revelaram a presenca de lignanas, secolignanas,
compostos fendlicos prenilados e cromenos. (Souto, 2015; Gutierrez, Yamaguchi, de Moraes, Jeffrey, & Kato,
2016)

Atividade Antioxidante Método DPPH

Preparou-se uma curva analitica de DPPH nas concentragdes: 250; 500; 750e 1000ug.mL-1, obtendo a
equacao de regressao linear y= 0,0132x + 0,0036 e o coeficiente de correlacdo R?= 0,9995.
O valor correspondente a metade da absorbancia da solugdo de DPPH puro (0,06 mM) foi substituido na equacao
do DPPH, para encontrar a concentracdo em uM de DPPH, correspondente a 50% da concentracao inicial do
radical e, em seguida, transformado para g de DPPH pela Equacéo:
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gDPPH = (uM DPPH / 1.000.000) * 394,3 (peso molecular do DPPH)

A concentracdo do DPPH utilizada foi de 23,66 pg.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 calibracao do método FRAP foi preparada com a solucéo de sulfato ferroso nas concentracées
de 500, 1000, 1500 e 2000 uM. As leituras das absorbéncias foram plotadas no eixo Y e as concentracdes de
sulfato ferroso no eixo X, obtendo-se a Equacéo da reta y = 0,0007x - 0,0283 e o coeficiente de correlacdo R2 =
0,9996.

Os valores médios das absorbancias das amostras foram substituidos na equacgéo de regressao linear
obtida, para se determinar a capacidade das amostras em reduzir o Fe®* presente na solugéo a Fe?*, e o resultado
equivalente a concentracdo em pM de FeS0O4.7H20. Posteriormente, o valor encontrado foi convertido em mg de
FeS0.4.7H20/extrato, e o resultado final expresso em mg de Fe?*/ extrato (Tabela 2). O extrato bruto das folhas
apresentou 0 maior potencial antioxidante.

Tabela 2. Resultados da atividade antioxidante de Peperomia quadrangularis

Método DPPH Método FRAP
o (mg de Fe2+/
Inibigao (% CE50 £ DP
AMOSTRAS ibicdo (%) IAA grama de extrato)
+ DP (ng.mL-1)
+ DP
Extrato Bruto das
folhas de P. 91,13+0,09 10,81 £ 0,040 2,17 41,30+ 2,71
quadrangularis
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); Concentragdes para
determinar o percentual de inibicdo (%): Extrato Bruto (500 ug/mL); BHT (250 ug/mL); Quercetina (200 ug/mL)

Concluséo:

Os testes indicaram que o extrato bruto das folhas de Peperomia quadrangularis apresentou potencial
antioxidante pelo método DPPH, 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¢cdes
climaticas na composicao das fracdes dos extratos, isolar os constituintes fixos dos extratos das espécies para
reproduzir os experimentos.
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