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RESUMO

A espécie Piper amalago L. pertence a familia Piperaceae. Investigacdes
etnofarmacoldgicas evidenciaram certas atividades bioldgicas para varias espécies do género
Piper utilizadas no tratamento de diversas patologias com propriedades antioxidante,
psicotropicas, antiofidica e antimicrobiana. Em estudo foram evidenciados, a presenca de
amidas, sendo estas responsaveis pela atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana. O objetivo
do trabalho foi investigar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antioxidante deste taxon.

Obteve-se 0 extrato bruto etandlico, onde se extraiu o material vegetal por soxhlet, e
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concentrou-se em evaporador rotatorio. Analisou-se por cromatografia Liquida de alta

eficiéncia o extrato bruto etandlico. Avaliou-se a atividade antioxidante pelo método de
Reducdo do Complexo Fosfomolibidénio e mediu-se espectrofotometricamente em 695 nm.
Avaliou-se o potencial de Reducdo do Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).
Elucidaram-se as estruturas através de ressonancia magnética nuclear 1H e de 13C. Os grupos
de metabdlitos detectados foram alcaloides, taninos condensados, flavonois e triterpenos. A
andlise por cromatografia a liquido (HPLC) evidenciou a presencga de metabolitos secundarios
vitexina e lupeol, que foram comparados as substancias descritas em literatura, e confirmadas
na elucidacdo estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A espécie apresentou
atividade antioxidante por reducdo do complexo Fosfomolibidénio e mostrou-se eficaz em
28,09ug/mL para reduzir em 50% da concentragdo inicial de DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazila). Pela andlise fitoquimica foram isolados os compostos vitexina e lupeol e neste
contexto sugere-se, potencial antioxidante a espéecie Piper amalago L.

DESCRITORES: antioxidantes; Piperaceae; Piper amalago L; flavonoides.
ABSTRACT

The species L. Piper amalago belongs to the family Piperaceae. Ethnopharmacological
investigations showed some biological activities in several species of the genus Piper used in
the treatment of various diseases with antioxidant properties, psychotropic antiophidic and
antimicrobial. In a study were evidenced, the presence of amides, which are responsible for
anti-inflammatory activity and antimicrobial. The objective of this study was to investigate
the phytochemical profile and evaluate the antioxidant activity of this taxon. Gave the crude
ethanol extract, where the plant material is extracted by soxhlet, and concentrated on rotary
evaporator. Analyzed by high performance Liquid chromatography The crude ethanol extract.
We evaluated the antioxidant activity by the method of reduction of Complex
Fosfomolibidénio and measured spectrophotometrically at 695 nm. We evaluated the potential
reduction Radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhidrazila). Elucidated the structures by 1H
NMR and 13C. The groups of metabolites were detected alkaloids, tannins, flavonols and
triterpenes. The analysis by liquid chromatography (HPLC) revealed the presence of
secondary metabolites vitexin and lupeol, which were compared to materials described in the
literature, and confirmed the structural elucidation by nuclear magnetic resonance (NMR).
The species showed antioxidant activity by reducing complex and Fosfomolibidénio was
effective in 28.09 mg / mL to reduce by 50% the initial concentration of DPPH (2,2-diphenyl-
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1 picrilhidrazila). By analyzing phytochemical compounds were isolated and vitexin lupeol

and in this context it is suggested, antioxidant potential to the species L. Piper amalago

DESCRIPTORS: antioxidant; Piperaceae; Piper amalago L.; flavonoids.

INTRODUCAO

Piperaceae é uma familia que possui cerca de 3000 espécies distribuidas em 10
géneros, sendo na sua maioria representada pelos géneros Piper e Peperomia L2 s30
distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais do planeta e no Brasil ocorrem cinco
géneros e aproximadamente 500 representantes, especialmente na Floresta Atlantica ©.
Apresentam estruturas secretoras no tecido parenquimatico, com folhas simples, inteiras e
alternas .

Dentre os metabdlitos secundarios relatados para esta familia estdo incluidos,
polifendis como chalconas, flavonas e flavononas, além de alcaloides, amidas, lignoides,
terpenos e esteroides ©. Em virtude da presenca destes grupos de metabdlitos, estudos
etnofarmacoldgicos relatam sua atividade anticancerigena, anti-hipertensiva, antioxidante,
anti-lipémica, ansiolitica, antidepressiva e anti-inflamatéria ©.

Dentre as Piperaceaes, destaca-se 0 género Piper que é caracterizado por pequenas
arvores ou arbustos, com espigas opostas as folhas, e pela presenca de nos foliares
geniculados e folhas com base assimétrica ©. Inclui mais de 1000 espécies e algumas delas
sdo cultivadas domesticamente como plantas ornamentais ©6),

Foram relatados compostos tais como amidas, terpenos, antraquinonas, acido benzéico
e derivados, além de ligninas, neoligninas e alguns alcaloides ©7.

Os 6leos essenciais produzidos pelas variedades de espécies do género Piper sdo
utilizados na industria de inseticidas, condimentos e farmacéutica .

Investigacdes etnofarmacoldgicas evidenciaram atividade biologica para espécies do
género Piper no tratamento de diversas patologias, com propriedade antioxidante,
psicotropica, antiofidica e antimicrobiana nas infec¢des urinarias, nas infeccbes do trato
respiratorio, nas aflicées hemorroidais e para o tratamento de arritmias cardiacas #°17.

Além do mencionado, em algumas espécies de Piper encontram-se alcaloides com
propriedades biologicas antitumoral, analgésica, anti-inflamatéria, antidepressiva,
imunomoduladora e ansiolitica ©.

Dentro deste contexto, a espécie Piper amalago L, conhecida popularmente como
Jaborandi, que é distribuida desde o México até o Brasil, vem sendo utilizada como
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analgesica. Em estudos prévios foram evidenciados a presenca de amidas, que s&o
responsaveis pela atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana V.
De acordo com os trabalhos quimicos, farmacolédgicos e dados etnofarmacoldgicos,
observa-se que P. amalago possui potencial terapéutico ndo explorado. Desta forma,

objetivou-se investigar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antioxidante deste taxon.
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METODOLOGIA

Obtencdo do material vegetal

Coletou-se Piper amalago L. na cidade de Curitiba no estado do Parand no més de
Junho do ano 2012. Apoés, obteve-se a secagem ao ar livre e posteriormente comparou-se 0
material com exsicata existente no museu botanico de Curitiba, a qual foi identificada pelo
numero 71947. Realizaram-se 0s ensaios nas Faculdades Integradas do Brasil — UNIBRASIL

e Universidade Federal do Parand — UFPR.

Obtencéo do extrato bruto
Submeteu-se o material vegetal (50g) a extragdo por soxhlet com etanol 92,6°GL, e
concentrou-se em evaporador rotatorio, obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB).

Analise sistematica dos principais grupos de metabdlitos secundarios
Realizou-se a andlise segundo Simdes (2004). Pesquisou-se alcaloides,
leucoantocianidinas, glicosideo flavonico, flavondis, esteroides e triterpenos, glicosideos

antocianicos, glicosideos saponicos, e taninos 2.

Isolamento e identificagdo dos compostos

Através da técnica classica em coluna cromatografica, isolaram-se compostos
quimicos, e como fase estacionaria silica gel 60 Merck® 0,063 — 0,200mm, e fase mével com
misturas de hexano e metanol, com eluicbes em sistema gradiente de porgdes de 100mL
incrementando 5% a cada porcéo.

Identificaram-se substancias isoladas através de espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear e Ultravioleta.

A elucidacdo estrutural dos compostos realizou-se atraves espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de ‘H e de *C equipamento Bruker® em 200 Mhz no

Laboratdrio de Fitoquimica da UFPR®,

Andlise cromatogréafica por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)
Para a analise cromatografica por CLAE, pesou-se 5mg do extrato brutos e

solubilizou-se em 1mL de metanol. Injetou-se 20uL da amostra em equipamento Merck®
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Elite Lachrom, software Chrom®, bomba L-2130, ultravioleta detectores DAD L2450 Elite

LaChrom, coluna de fase reversa C-18 Merck® dimensées (250mm x 4,6mm x 5um), no
Laboratorio de Fitoquimica da UFPR, e monitorou-se nos comprimentos de onda de 200nm
até 400nm.

O método baseou-se em analise de 45 minutos para o extrato bruto, e como sistema
eluente inicial utilizou-se 95% de agua acidificada e 5% de metanol, em um fluxo de 1mL/
minuto, mantendo-se constante o fluxo por toda a corrida.

O sistema eluente envolveu gradiente de concentracdo, onde aos 32 minutos de analise
cromatografica estava-se com 5% de agua acidificada e 95% de metanol. Esta condicdo
manteve-se constante, até os 36 minutos da analise.

Aos 38 minutos de andlise, levou-se a coluna a condi¢do inicial de injecdo, mantendo-
se até 0s 36 minutos para a reestabilizacdo desta condicdo de analise e subsequentes injecoes.

Avaliacdo da Atividade Antioxidante pela Reducdo do Radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

Analisou-se o0 potencial de redugcdo do radical DPPH das amostras
espectrofotometricamente segundo Mensor et al (2001)*. Preparou-se cinco solugdes
etanolicas (amostra) em concentragfes de 10 a 50 pg/mL, num volume de 2,5 mL em cada
tubo. Em seguida preparou-se uma solucdo de DPPH etanolica na concentracao de 3,5mg de
DPPH/30mL de etanol. Em cada tubo das amostras adicionou-se 1mL da solu¢do de DPPH,
perfazendo um volume total de 3,5 mL.

Preparou-se e utilizou-se como branco 2,5mL de etanol e adicionou-se 1mL de DPPH
(0,116mg/mL). E paralelamente preparou-se uma solucdo controle com 2,5 mL de &cido
ascorbico (vit.C) e outra solugdo com 2,5mL de rutina e adicionou-sel mL de solucdo de
DPPH em cada controle.

ApoOs trinta minutos de reacdo realizaram-se as leituras em espectrofotdmetro a
518nm. Por conseguinte calculou-se a concentracdo necessaria para 50% do efeito
antioxidante maximo “¥. Analisou-se a amostra em triplicata e expressou-se o resultado por
regressao linear e calculou-se o valor de ICs; comparando-o com o padrdo vit.C (&cido

ascorbico) e rutina.

Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Modelo de Reducdo do Complexo do

Fosfomolibidénio
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O complexo fosfomolibidénio forma-se pela reacdo da solucdo de NasPO, (28mL,

0,1mol/L) com solucdo de (NH4)sM07024.4H,0 (12mL, 0,03mol/L) e solucdo de H,SO,
(20mL, 3mol/L), em meio aquoso™.

Este complexo possui coloragéo amarela, e ao reduzir-se se torna verde, possibilitando
a medida espectrofotométrica em 695nm™.

As amostras foram levadas a secura em banho-maria (40°C), e a partir do material
seco bem como das substancias isoladas, em seguida foram preparados tubos com 3mL de
solucéo reagente do complexo fosfomolibidénio, e com concentragdes das substancias que
foram analisadas e padr@es variando de 180ug/mL a 210ug/mL.

Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95°C por 90 min. Apos
resfriamento, realizou-se a leitura a 695nm, em um espectrofotdmetro UV-Q798U Quimis®
para obtencdo das absorbancias, usou-se 0,3mL de metanol com 3mL do reagente como
branco ™. Analisou-se a amostra em triplicata e expressou-se o resultado comparando a
atividade antioxidante relativa entre a amostra (EEB) e a vitamina C numa concentracdo de
200pg/mL.

Cadernos da Escola de Saude, Curitiba, v 2: 164-177 ISSN 1984-7041
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RESULTADOS

A amostra foi identificada e comparada a exsicata que estad depositada no Museu
Botanico Municipal de Curitiba. Foi coletada em 12/11/1981, em Cerro Azul, localidade do
Ribeirdo do Tigre. O n° de coleta 44375 e o numero de identificacdo de registro no acervo €
71947.

Preparo do extrato.

A planta foi submetida a secagem ao ar livre. Foram pesados 50g do material vegetal
finamente dividido, ap6s foi elaborada sua extracdo por soxhlet utilizando como solvente
etanol 92,6°GL, e posteriormente filtrado e concentrado em evaporador rotatorio,

concentrando assim o extrato etandlico bruto (EEB).

Andlise sistematica dos principais grupos de metabolitos secundarios.
Os principais metabdlitos secundarios presentes na amostra foram identificados
através do estudo preliminar, servindo como guia para o isolamento de substancias. Foram

detectados os grupos de metabolitos descritos no quadro.

Tabela 1: Analise sistematica do extrato etandlico bruto (EEB)

GRUPOS DE RESULTADO
METABOLITOS
Alcaloides +++

Glicosideos antocianicos -
Taninos condensados +++

Leucoantocianidinas -

Triterpenos ++
Saponinas -
Flavonois +++

Glicosideos flavonicos -
Triterpenos Taninos hidrolisaveis -
Esteroides -

Cadernos da Escola de Saude, Curitiba, v 2: 164-177 ISSN 1984-7041
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Comparando os dados encontrados em literaturas com o0s resultados positivos foi

possivel evidenciar, na sua maioria, a presenca desses metabdlitos na familia Piperaceae .

Isolamento e identificagdo dos compostos

Foi pesado 1g do material e solubilizado em 50 mL de etanol, que foi submetido a
analise cromatografica em coluna sobre silica gel, com elui¢des em sistema gradiente com
misturas de hexano e metanol em por¢6es de 100mL, incrementando 5% a cada porgédo. Nesta
separacdo foram isolados 2 substancias quimicas que apresentaram-se como sélidos, um
amarelo e outro branco. Na porcdo 100% de hexano precipitou o solido branco, na por¢édo
80% de metanol 20% de hexano precipitou um solido amarelo, que foram filtrados e
caracterizados por ressonancia magnética nuclear.

Na andlise do solido branco obtido por cromatografia foi realizado experimento de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e tratando-se de um triterpeno, pela dificuldade
de se reconhecer os sinais optou-se pela comparacdo de seus dados com 0s ja existentes na
literatura e suspeitou-se do lupeol por questbes de quimiotaxonomia uma vez que lupeol é um
triterpeno comum ao género. Verificou-se, portanto que 0s espectros tratavam-se de uma
impressao digital, sobrepostos e idénticos. O lupeol por sua vez, apresenta acdo bioldgica
anti-inflamatéria e antitumoral*°.

Figura 1: Estrutura quimica do lupeol.

Fonte: Hirota BCK, (2011)™.

O sélido amarelo foi submetido &8 RMN *C e 'H. O espectro de 'H exibiu
deslocamentos quimicos na regido de H ligado a C sp2. Foi exibido singletos em 86,28 ¢ 66,8
que incorporam para cada hidrogénio. Em 813,18 observa o singleto, mais desprotegido,
incorpora para um hidrogénio onde se pode relatar ser um hidrogénio de hidroxila em ligacédo
de hidrogénio com o grupo cetona da posi¢édo 4. Ja os dubletos em 66,9 e 68,04 incorporam

em dois H cada, com J= 8,7Hz tipico dos hidrogénios 3°/5’ e 2°/6’ de um anel aromatico
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dissubstituido em para. A regido de 64 a 65 ¢ uma regido caracteristica de H de acucar, o que

confirma a presenca de acticar na regido de 54,68 .

O espectro de RMN de 3C exibiu sinais para 19 carbonos, 6 carbonos em 60 & 80
ppm, e 13 carbonos tipico da estrutura basica dos flavonoides contendo o anel C p-substituido
entre 90 e 180ppm. Comparando-se os espectros de RMN com a literatura, propde-se que a

substancia solida amarela é vitexina®®.

Tabela 2: Resultados RMN de *H solido amarelo.

8,04d (J=8,7Hz) | 8,01d(J=8,7 Hz) 2°6’
6,9 d (J=8,7 Hz) 6,88 d (J=8,7 Hz) 3’5’
6,8 (s) 6,76 (s) 3
13,18 (5) 13,15 (s) 5
6,28 (s) 6,27 (s) 6
4,66 d 4,69 d (J=9,8 Hz) 1”

Nota: s=singleto; d=dubleto.

Figura 2: Estrutura quimica da vitexina.

OH

Fonte: Hirota BCK, (2011)*.

Analise cromatografica por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE).

Nesta analise foi obtida apenas uma unica substancia num tempo de retencédo de 17,44
minutos e para identificacdo deste composto foi efetuado uma comparacdo dos perfis de
absorcdo de radiacdo ultravioleta da substancia analisada com um padrdo de referéncia
(vitexina) e segundo Mabry (1970), apresentam-se com dois lambdas maximos, um em 270 e

outro em 335 nm*8,

Avaliacdo da Atividade Antioxidante pela Redugdo do Radical DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazila).
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Figura 3: Representagéo gréafica do extrato etanolico bruto — método DPPH.

Atividade antioxidante - DPPH - extrato etandlico bruto
v=0,7461x +28,715
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R
60,00 e
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= 40,00
£ 30,00
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o 10 20 30 a0 50 60
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Para analisar os resultados do ensaio realizado em triplicata utilizou-se a regressdo linear, que
permitiu calcular pela formula o valor do ICsp, Ou seja, a concentracdo da amostra que reduz
50% da concentracdo inicial de DPPH e comparado com os padrfes vitamina C (acido

ascorbico) e rutina.

Tabela 3: Resultados da avaliacdo da propriedade antioxidante pelo método DPPH

AMOSTRA | ICs (g/mL) | DESVIO PADRAO
Vitamina C 4,28 0,03
Rutina 5,87 0,3
Extrato EB 28,09 0,48

Analisando os dados do 1Csp, observa-se que o extrato etandlico bruto (EEB) de Piper
amalago L. é menos ativo em comparagdo aos padrGes analisados, necessitando de uma
quantidade maior (28,09ug/mL) do EEB para reduzir 50% da concentragéo inicial do DPPH.

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo Modelo de Reducdo do complexo
Fosfomolibidénio

Foram preparados os tubos em triplicata nas seguintes concentragdes 180, 190, 200,
210pg/mL do extrato bruto etandlico (amostra) e como controle positivo foi utilizado a
vitamina C (acido ascorbico) na concentracdo 200ug/mL.

Figura 4: Representacdo grafica avaliacdo da atividade antioxidante — Complexo

fosfomolibidénio

Atividade Antioxidante - Complexo Fosfomolibidénio-

da amostra em relacdo a vitamina C v=0,3959x- 21,025
70,00 R*= 0,9616

60,00 -
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40,00
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20,00

10,00

AARY: - Em relagio a vit.C 200pg/ml

0,00 T T T T T T T 1
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Concentragio pg/ml
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Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo modelo de reducdo do complexo

fosfomolibidénio, comparou-se de forma direta a atividade antioxidante relativa do extrato
etandlico bruto e o padrdo vitamina C. e para isso foi utilizada a equacdo AAR%=
(Abs.amostra/Abs.Vit.C)*100.

Em uma concentracdo de 180ug/mL da amostra foi obtido a atividade relativa de
50,84% da atividade da vitamina C em concentragdo de 200 pg/mL. Logo, considerando a
atividade da vitamina C como referéncia, a amostra apresenta atividade antioxidante

consideravel.

CONCLUSAO

A planta pesquisada foi Piper amalago L., as substancias isoladas no extrato etandlico
bruto (EEB) foram substancias vitexina (amarela) e o lupeol (branca), em comparacdo com as
literaturas, na analise sistematica foi caracterizado presenca de alcaloides, taninos
condensados, flavondis e triterpenos. Foi avaliada a atividade antioxidante do EEB em
comparacdo aos padrdes vitamina C e rutina.

Portanto, acredita-se que a espécie possa ser objeto de estudo a fim de estender o

conhecimento farmacoldgico e quimico deste taxon.
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