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Resumo

O trabalho demonstra os resultados obtidos de
analises de toxicidade aguda e analises fitoqui-
micas da planta Pothomorphe umbellata, também
conhecida como pariparoba, sendo este natural
da mata Atlantica indo da Amazonia até a regidao
do estado de Sao Paulo e Parand, usada popular-
mente para fins terapéuticos pela populac¢ao. Os
testes foram respectivamente o DPPH, HPLC fla-
vonoides e fendis totais. Estudos apontam que a
Pothomorphe umbellata possui atividade antioxi-
dante e antienvelhecimento devido a presenca da
fenilpropanoide 4-nerolidilcatecol. A toxicologia
estuda o efeito de determinadas substancias em
organismos vivos. Portanto, realizou-se o teste
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agudo-letal em Artemia salina, que consiste na
analise da exposi¢do do bioindicador ao compos-
to durante um intervalo de 24 horas. Entretanto,
diversos fatores ambientais como luz, umidade e
concentragao das substancias influenciam na efi-
ciéncia dos resultados. Pothomorphe Umbellata
é composta quimicamente por nerolidilcatechol,
pigmentos, flavonoéides, lactonas diterpénicas,
saponinas, fitosterdis, polifendis taninos e dleos
essenciais. Os resultados sugerem boa margem de
seguranca em relagdo ao uso da planta analisada,
em virtude da presenca de alto nivel de intoxica-
¢do provocada por esta, ou seja, o proposito deste
artigo é contribuir para a analise do impacto da
intoxicagao por Pothomorphe Umbellata. O estu-
do acima foi conduzido na Universidade Anhem-
bi Morumbi, campus Mooca, durante o periodo
de agosto de 2017 a setembro de 2018.

Palavras-chave: Pothomorphe umbellata; Piper
umbellatum; Artemia salina;

Introducao

A cultura de utilizagdo de plantas medicinais no
Brasil vem sendo cada vez mais estudada e aprimo-
rada, levando em consideracido as influéncias indi-
genas, africanas e europeias. A espécie Pothomorphe
umbellata (L.) Miq., da familia Piperaceae é nativa
da Mata Atlantica, estando presente desde a Amazo-
nia até os estados de Sdo Paulo e Parand. Conhecida
popularmente como pariparoba ou capeba, é encon-
trada em bordas de mata e dreas perturbadas, sendo
ambientes que obtiveram distirbios naturais ou an-
tropicos, mas foram capazes de manter o minimo de
resiliéncia®27.

A proliferagdo da Pothomorphe umbellata (L.)
Mig. apresenta-se predominantemente, nos sub-bos-
ques ¢ orlas da mata, sendo considerada uma espécie
esciofita. Morfologicamente, ¢ classificada como um
subarbusto multi caule, ereto, perene, chegando a me-
dir quando adulto um metro a um metro ¢ meio de
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altura. Seus ramos sdo angulosos, nodosos ¢ as folhas
sdo membranaceas'.

As comprovagdes de agdes antioxidantes e foto-
protetoras por meio da utilizagdo de extrato de folhas,
promoveu a comercializagao por empresas de cosmé-
ticos na forma de composi¢des dermocosmeéticas to-
picas para antienvelhecimento. Foram comprovadas
cientificamente que esta espécie, ¢ atribuida ao fe-
nilpropandide 4-nerolidilcatecol por isso ¢ capaz das
atividades farmacologicas anteriormente relatadas®.
Esta espécie ¢ atribuida a outras atividades, tais como
tratamento de epilepsia, atuam também na disfung@o
hepatica, bronquite asmatica, cicatrizante e anti-infla-
matorio, febrifugo, sedativa e analgésica, repelente
de insetos, anti-malaria>® 78,

As raizes e folhas sdo amplamente utilizadas para
o tratamento de doengas hepaticas e disturbios infla-
matorios na América do Sul tropical °. Por esta razdo
as raizes de Pothomorphe umbellata L. Miq. foram
incluidas na primeira edi¢ao da farmacopeia brasilei-
ra'’. Os principais metabolitos secundarios que com-
pdoem quimicamente P. umbellata, sdo os terpenos
provenientes do 6leo essencial, sendo que os sesqui-
terpenos ocorrem em maior propor¢ao'’; também os
fenilpropandides, flavonodides e esteroides®.

As raizes e folhas da espécie, foram isoladas resul-
tando no isolamento da mistura dos esterdides sitos-
terol e estigmasterol além do peltatol A e do 4-neroli-
dilcatecol, estando este presente em todos os 6rgaos.
Também foi constatada a presenga de componentes
sesquiterpénicos de peso molecular 204, inclusive ne-
rolidol, no o6leo essencial das folhas.

Membros da familia Piperaceae sdo ricos em
substancias como fendis, ésteres fendlicos, terpendi-
des e éteres'> . Propriedades antioxidantes e antien-
velhecimento cutaneo sdo atribuidas ao fenilpropa-
noide 4-nerolidilcatecol, essa substiancia também ¢é
responsavel, pela atividade anti-flamatoria e analgé-
sica.

Estudos fitoquimicos de P. umbellata levaram ao
isolamento de alguns principios ativos, como o alca-
lode N-benzoilmescalina, substancia com atividade
contra Ulcera gastrica induzida por Heliobacter pilo-
ri’® e o fenilpropandide 4-nerolidilcatecol'* que pos-
sui atividade anti-envelhecimento, devido ao seu alto
potencial antioxidante comprovado cientificamente.
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Testes in vitro’ e in vivo?, demonstraram atividade
antioxidante 2,5 vezes superior ao alfa-tocoferol (vi-
tamina E), indicando-a como farmaco potencial para
condi¢des patologicas onde ocorra participagdo de
estresse oxidativo® > e no uso de formulac¢des cos-
méticas, com o objetivo de combater os efeitos noci-
vos causados por radicais livres*. O 4-nerolidilcatecol
possui também atividade anti-inflamatéria e analgé-
sica.

Outras propriedades farmacologicas tém sido con-
feridas a esta substancia: anti-malarica'® inibitoria da
replicacdo do HIV'", analgésica'® e antimicrobiana'®:
20'

Ha um elevado grau de preocupacao em relacao
ao uso de seguranca dos extratos de plantas, assim
com o objetivo de assegurar a qualidade e a seguranga
de fitomedicamentos, a Agéncia Nacional de vigilan-
cia sanitaria do Brasil (ANVISA) publicou em 24 de
fevereiro de 2000, a resolucdo n ° 17 que estabele-
ce que os fitomedicamentos devem ser submetidos a
analises pré-clinica e ensaios clinicos toxicologicos e
farmacologicos?!.

A toxicologia ¢ a ciéncia que estuda os efeitos no-
civos decorrentes das interagdes das substancias qui-
micas com o organismo, com a finalidade de prevenir,
diagnosticar e tratar intoxicagoes?.

O estudo realizado por Perazzo et al. (2005), que
visa avaliar a acdo anti-inflamatéria do extrato hi-
droalcodlico da Piper umbellatum, apontou uma di-
minui¢cdo da formagdo de tecido granulomatoso em
ratos e camundongos, comprovando a agdo anti-in-
flamatdria. Além disso foi possivel determinar a dose
efetiva 50, sendo 555,0 mg/Kg e a dose letal 50, sen-
do superior a 2,0 g/Kg*.

O primeiro teste realizado com o extrato de Piper
umbellatum foi o bioensaio de Artemia salina. Este
microcrustaceo de agua salgada ¢ muito utilizado
como bioindicador em ensaios de toxicidade-aguda
de extratos de plantas, por apresentar um baixo custo
financeiro e rapida execugao?.

O estudo tem o propdsito de analisar a planta Pa-
riparoba ou capeba através da toxicologia, avaliando
a capacidade da mesma em produzir algum efeito to-
xico (maior ou menor) em condigdes de uso, além de
levantar informagoes sobre os beneficios que a planta
nos traz em relagdo a saude do individuo estimulando
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0O S€u uso.
Material e Métodos

Tintura Mae

A planta da espécie Piper umbellata, foi adquirida
no comeércio de Sao Paulo, ja com suas folhas e caule
rasuradas e desidratadas.

Primeiramente, a planta passou por um moinho
de facas, na Universidade Anhembi Morumbi, e logo
apos esteve em um processador para ficar na forma
pulverizada. Em seguida, tamisou-se para a separacao
das partes maiores da mesma.

A tintura foi preparada a 20% da droga vegetal em
alcool 60%, através do processo de maceracio, prote-
gida da luz durante sete dias, com agitagdes didrias.

Procedeu-se a filtracdo em gazes para a obtengao
do extrato final.

Artemia salina

O processo de incubagdo foi realizado em um fras-
co de vidro transparente, com capacidade volumétri-
ca de aproximadamente de 500 ml, possuindo uma
abertura rosqueada que permitiu a oxigenagdo da
agua por meio de agitacao alternada. Para a solucao
salina adicionou-se 19g de sal marinho néo iodado a
500 ml de agua filtrada, onde foram adicionados 40
mg de cistos de Artemia salina e 3 mg de fermento
biolégico.

O recipiente passou pelo processo de ciclo claro/
escuro durante um periodo de 48 horas para a eclosio
dos cistos.

Apos a eclosao dos ovos, foram contadas cerca de
dez Artemia salina aproximadamente, onde foram
transferidas com o auxilio de uma micro pipeta Pas-
teur para uma placa de cultura de células com seis
pogos disponiveis, realizando a contagem através do
microscopio estereoscopio. Todo material para reali-
zagdo do teste foi previamente lavado e descontami-
nado com alcool 70%.

Cada concentragéo testada foi realizada em tripli-
cata. As concentracdes utilizadas do extrato de Potho-
morphe umbellata (L.) Miq. foram 500 pg/ml, 1000
pg/ml, 2000 ug/ml, 3000 pg/ml e 6000 pg/ml, além da
amostra em branco, na qual foi utilizada apenas dgua
salina.
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A contagem dos animais mortos e vivos foi reali-
zada ap6s 24 horas. A morte dos microcrustaceos é
comprovada a partir da sua sedimentacao, devido ele
ser um crustaceo com constante atividade em dgua
salina, estando sempre em movimento. A alteragdo
dos aspectos normais do microcrustaceo, como a falta
de movimentos, e sua sedimentagdo sdo os indicado-
res de morte do mesmo, sendo contabilizada a quan-
tidade de espécimes vivas e mortas em cada pogo das
concentracgoes.

Fendis Totais

A atividade antioxidante de compostos fendlicos
deve-se principalmente as suas propriedades reduto-
ras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desem-
penham um papel importante na neutraliza¢ao de ra-
dicais livres e quelagdo de metais de transigdo, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagagdo do
processo oxidativo.

A quantificagdo de fendlicos totais foi obtida a
partir da leitura de absorbancia a 760nm utilizando o
espectrofotometro.

A quantidade total de fendis (em mg/mL) é dada
usando a equagdo linear do acido gélico, sendo esta a
curva de calibra¢do padrio. O procedimento foi reali-
zado em triplicata.

Nesta andlise utilizamos o extrato de dilui¢ao 1:10
em agua da tintura obtida anteriormente. Em um re-
cipiente de 3mL foi adicionado 200 uL desta solu¢ao
diluida em 1400 pL de agua.

Foi adicionado 160 pL da solugdo de Sodio Car-
bonato-Tartarato e em seguida 240 uL de Folin-Cio-
calteau (Merck®), a amostra foi agitada por alguns se-
gundos e incubada na auséncia de luz por 2 horas em
temperatura ambiente.

A amostra foi agitada por alguns segundos e foi
medida novamente em espectrofotometro Cary-50.

Flavonoides

O extrato foi usado com uma dilui¢do de 1:5 em
metanol. No mesmo recipiente de 3 mL foi adiciona-
do 100 uL do extrato diluido em 1500 uL de Metanol.

Em seguida foi adicionado 400 pL de Cloreto de
Aluminio em uma concentragao de 5% e agitada por
alguns segundos. A solugdo foi incubada por 30 mi-
nutos na auséncia de luz em temperatura ambiente.
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A amostra foi agitada, novamente, por alguns
segundos e foi medida a absorbancia em um com-
primento de onda de 425 nm no espectrofotometro
Cary-50.

A quantidade de flavonoides (em mg/mL) foi de-
terminada usando a equagao linear da quercetina. O
procedimento foi realizado em triplicata.

Atividades Antioxidantes (DPPH)

A atividade do extrato de Pothomorphe umbellata
contra os radicais livres foi realizada usando o DPPH
(1,1-diphenyl- 2-picrylhydrazyl radical). A atividade
de captura dos radicais livres do DPPH pelos com-
postos fendlicos foi avaliada seguindo os métodos de
Brand-Williams et al. (1995) com algumas modifica-
coes.

O extrato foi diluido para que a concentragdo de
solidos e soluveis se igualasse a 0,1%. Com o extra-
to na concentragdo ideal, foi feita uma curva de de-
caimento dos radicais livres, em que a Abs inicial =
0,7300 (aproximadamente).

A curva foi feita com onze recipientes de 3mL com
o aumento gradativo de 40 uL de extrato a 0,1%, ou
seja, o primeiro recipiente possuia 1000 uL de etanol
e OuL de extrato, o segundo, 960 pL de etanol e 40 uL
de extrato, e assim sucessivamente.

Apods o preparo dos recipientes, foi adicionado
1000 uL de DPPH em cada um deles com a diferenga
de 1 minuto por recipiente, e incubado por 30 minu-
tos em temperatura ambiente na auséncia de luz.

O Decaimento da absorbancia foi medido em
517nm, e a CE50 (Metade da Concentra¢ao Inibitoria
Maixima) foi calculada com uma regressao nao linear
por plotagem de Log (concentragao) versus a porcen-
tagem de inibi¢ao com GraphPad Prism 6.

Cromatografias (HPLC)

Para a purificagdo cromatografica, foi utilizada o
HPLC LaChrom série L7100 com detector de rede
diodos série L7455 da Merk e Hitachi (Alemanha).
Utilizou-se a coluna C18 Lichrocart 125-4mm, 5 mi-
crometros, com o solvente A, agua acidificada com ac.
Formico a 5%, e solvente B, metanol.

O volume de injegao foi de 120 ul, detec¢ao em
320nm, consistindo de um gradiente iniciando-se
com 100% de A, 5 minutos 80% de A, 21 minutos 70%

de A e 34 minutos 100% de A, o fluxo é 0,8 ml/minu-
to, tempo de corrida 45 minutos.

Resultados e Discussao

Artemias

O potencial de toxicidade do extrato foi determi-
nado pelo ensaio de Artemia salina, onde o monitora-
mento foi dindmico, sendo em triplicata cada concen-
tragdo. Foram utilizadas as seguintes concentragdes 0
pug/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml, 2000 pg/ml, 3000 pg/
ml e 6000 pg/ml, sendo avaliada a quantidade de mor-
tos e vivos pela exposicao do extrato de Piper umbella-
tum durante 24 horas.

Para uma substancia ser considerada tdxica, de-
pende muito da dosagem e do individuo que sera ex-
posto.

Segundo Dolabela (1997), ha um intervalo de toxi-
cidade em relagio a CL, variando entre alta toxicida-
de (CL,, menor que 80 pg/ml), moderada toxicidade
(CL,, entre 80 e 250 ug/ml) e baixa toxicidade (CL,,
acima de 250 pg/ml)*.

Em Artemia salina o extrato considerado toxico
possui uma CL_ < 200 pg/mL, apresentam alto po-
tencial para morte dos mesmos?.

No grafico abaixo pode-se observar que néo foi
possivel determinar o CL, a partir das doses utiliza-
das, nesse caso seria necessdrio realizar mais andlises
utilizando doses inferiores a 500 pug/ml.

Grafico 1: Teste de exposicio de Artemia salina
em extrato de Pothomorphe umbellata seguindo o mé-
todo do item 2.3.

120

Artemias vivas (%)

0 —
0 500 1000 2000 3000 6000
Concentragio do extrato (pg/ml)

Fonte: Autores
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Fendis totais

Os resultados representados na tabela 1 apresen-
tam a quantificacao de fendlicos totais em equivalén-
cia do acido galico, quantifica¢ao padrao, por g/100g.
O grafico 2 também representa a relagdo entre a ab-

sorbancia a 760 nm e concentra¢ao real dos compos-
tos fendlicos no extrato em porcentagem.

A média obtida a partir do teor de fendis foi de
0,4484 g/100g, como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1: Resultados obtidos pelo teste de absorbancia a 760 nm em espectrofotdmetro Cary-50 seguindo

o método relatado no item 2.4.

Média (m/V) Média (g/100g) Desvio cv
No extrato 0.01108 - 0.00031 2.7613
Na droga vegetal - 0.4484 0.0124 2.7613

Fonte: Autores

Grafico 2: Curva de compostos fendlicos com os
resultados obtidos da absorbancia a 760 nm pela con-
centragao real encontrada segundo o teste realizado
como no item 2.4 da metodologia no espectrofotome-
tro Cary-50.

¥=10,778x- 0,0547
R? =0,9937

Absorbincia 760 nm

0,0680 0,0650 0,0700 0,0710 0,0720

Concentracdo Real % (m/V)

T
0,0670

Fonte: Autores

A atividade antioxidante de compostos fendlicos
deve-se principalmente as suas propriedades reduto-
ras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desem-
penham um papel importante na neutralizagio de ra-
dicais livres e quelagdo de metais de transicao, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo?.

Flavonoides totais

A quantificagao de flavondides totais esta demons-
trado na tabela 2, onde foi utilizado o padrao de quer-
cetina.

Tabela 2: Resultados referente ao teste de flavonoides totais sob absorbéncia 425 nm em espectrofotometro
Cary-50, como descrito no item 2.5.
Média (m/V) Meédia (g/100g) Desvio (044
No extrato 0.00057 - 0.00003 4.4928
Na droga vegetal - 0.1678 0.0075 4.4928
Fonte: Autores
Versdo Online ISSN 2595 - 0584 L
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Grafico 3: Parametro de resultados encontrados
da absorbancia a 425 nm por concentragdo real % do
testes realizados de flavondides totais segundo o mé-
todo descrito no item 2.5.

0,1350
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0,1200
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0,1100
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10,0005
Concentracdo real % (m/V)
Fonte: Autores
DPPH

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA)
corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidan-
te necessdria para decrescer a concentragao inicial de
DPPH em 50% é denominada concentragio eficiente
(CE50). Quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor serd a sua CE50 e maior a sua ativi-
dade antioxidante. Sendo o valor encontrado de CE50
igual 4 112,01 pg/ml.

Grafico 4: Concentragdo obtida no teste de DPPH
segundo o método do item 2.6 com o parametro com-
parativo de pug/ml por porcentagem.

120,00

100,00
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£0,00
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20,00
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Fonte: Autores

HPLC

O 4-NC é um composto muito bem descrito na
literatura por suas atividades bioldgicas, como no
estudo de Gustafson et al.?, que detectou atividade
anti-HIV por dimeros do 4-NC, extraidos de uma
das espécies do género Pothomorphe. Este composto
também se mostrou eficaz na atividade antimalarica®
e antioxidante® extraidos de Pumbellata.

Em estudo, Felzenszwalb et al.® mostrou que ha
auséncia de toxicidade genética para as espécies: P
umbellata e P. peltata.

Apesar de ser bem descrito em Pumbellata, nao foi
possivel a detecgdo do 4-nerolidilcatecol pela croma-
tografia liquida.

Podemos sugerir a presenca do sitosterol no tem-
po de reten¢do de 28 (+29) minutos, de acordo com
Rocha & Silva®. Este composto tem caracteristica
esteroidal, extraido de plantas, encontrado em Pum-
bellata'®. Assim como o colesterol, os fitosterdis sio
sucetiveis a oxidagdo e sdo caracterizados por pro-
priedades anti-carcinogénicas e anti-aterogénicas’.
Porém, o mecanismo de agdo exato do sitosterol ainda
nio é conhecido, porém pode estar relacionado com
o metabolismo do colesterol ou atividade antiflamaté-
ria (interferindo no metabolismo da prostalglandina).
Estudos mostram que o sitosterol pode ser um bio-
marcador para prevengdo do cancer®” ¥, e ainda que
induz a apoptose e a ativacdo de caspases em células
de cancer de mama®.

Além do sitosterol, o acido p-cumarico também
pode ser sugerido como presente no tempo de re-
tengdo de 14 (+15) minutos, segundo o trabalho de
Deschamps & Ramos®, do extrato de Pumbellata. O
acido p-cumdrico é um acido hidrocindmico, macro-
nutriente presente em grande variedade de plantas,
incluindo cereais, frutas e vegetais®. Este composto
foi testado em ensaios in vitro, e mostrou atividade
antiflamatéria e antioxidante®”*. Foi reportado pro-
tecdo contra estresse oxidativo e genotoxicidade, su-
gerindo que este acido hidrocindmico rudez risco de
cancer em humanos e animais®.
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Grafico 5: Resultados obtidos pelo cromatograma
realizados pelo HPLC, conforme descrito no item 2.7.
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Fonte: Autores

Grafico 6: Resultados obtidos pelo cromatograma
realizados pelo HPLC, conforme descrito no item 2.7.
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Fonte: Autores
Consideracoes Finais

A toxicologia identifica e quantifica substincias
quimicas presentes em plantas, desta forma, com os
ensaios realizados nao foi possivel de terminar o grau
de toxicidade da planta Pothomorphe umbellata, se-
riam necessarios mais estudos para comprovar a se-
guranc¢a no consumo de espécime. Além das proprie-
dades terapéuticas variaveis presentes na mesma.

Este estudo identifica possiveis substancias noci-
vas ou ndo aos usuarios. Os resultados encontrados
apontam a presenga de compostos que podem ser ex-
plorados em futuras pesquisas para finalidades tera-
péuticas.
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