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introdução

A cultura de utilização de plantas medicinais no 
Brasil vem sendo cada vez mais estudada e aprimo-
rada, levando em consideração as influências indí-
genas, africanas e europeias. A espécie Pothomorphe 
umbellata (L.) Miq., da família Piperaceae é nativa 
da Mata Atlântica, estando presente desde a Amazô-
nia até os estados de São Paulo e Paraná. Conhecida 
popularmente como pariparoba ou capeba, é encon-
trada em bordas de mata e áreas perturbadas, sendo 
ambientes que obtiveram distúrbios naturais ou an-
trópicos, mas foram capazes de manter o mínimo de 
resiliência1, 2, 3.

A proliferação da Pothomorphe umbellata (L.) 
Miq. apresenta-se predominantemente, nos sub-bos-
ques e orlas da mata, sendo considerada uma espécie 
esciófita. Morfologicamente, é classificada como um 
subarbusto multi caule, ereto, perene, chegando a me-
dir quando adulto um metro a um metro e meio de 

resumo
 

O trabalho demonstra os resultados obtidos de 
análises de toxicidade aguda e análises fitoquí-
micas da planta Pothomorphe umbellata, também 
conhecida como pariparoba, sendo este natural 
da mata Atlântica indo da Amazônia até a região 
do estado de São Paulo e Paraná, usada popular-
mente para fins terapêuticos pela população. Os 
testes foram respectivamente o DPPH, HPLC fla-
vonoides e fenóis totais. Estudos apontam que a 
Pothomorphe umbellata possui atividade antioxi-
dante e antienvelhecimento devido a presença da 
fenilpropanóide 4-nerolidilcatecol. A toxicologia 
estuda o efeito de determinadas substâncias em 
organismos vivos. Portanto, realizou-se o teste 

agudo-letal em Artemia salina, que consiste na 
análise da exposição do bioindicador ao compos-
to durante um intervalo de 24 horas.  Entretanto, 
diversos fatores ambientais como luz, umidade e 
concentração das substâncias influenciam na efi-
ciência dos resultados. Pothomorphe Umbellata 
é composta quimicamente por nerolidilcatechol, 
pigmentos, flavonóides, lactonas diterpênicas, 
saponinas, fitosteróis, polifenóis taninos e óleos 
essenciais. Os resultados sugerem boa margem de 
segurança em relação ao uso da planta analisada, 
em virtude da presença de alto nível de intoxica-
ção provocada por esta, ou seja, o propósito deste 
artigo é contribuir para a análise do impacto da 
intoxicação por Pothomorphe Umbellata. O estu-
do acima foi conduzido na Universidade Anhem-
bi Morumbi, campus Mooca, durante o período 
de agosto de 2017 a setembro de 2018.

Palavras-chave: Pothomorphe umbellata; Piper 
umbellatum; Artemia salina; 
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altura. Seus ramos são angulosos, nodosos e as folhas 
são membranáceas1.

As comprovações de ações antioxidantes e foto-
protetoras por meio da utilização de extrato de folhas, 
promoveu a comercialização por empresas de cosmé-
ticos na forma de composições dermocosméticas tó-
picas para antienvelhecimento. Foram comprovadas 
cientificamente que esta espécie, é atribuída ao fe-
nilpropanóide 4-nerolidilcatecol por isso é capaz das 
atividades farmacológicas anteriormente relatadas4. 
Está espécie é atribuída à outras atividades, tais como 
tratamento de epilepsia, atuam também na disfunção 
hepática, bronquite asmática, cicatrizante e anti-infla-
matório, febrífugo, sedativa e analgésica, repelente 
de insetos, anti-malária5, 6, 7, 8.

As raízes e folhas são amplamente utilizadas para 
o tratamento de doenças hepáticas e distúrbios infla-
matórios na América do Sul tropical 9. Por esta razão 
as raízes de Pothomorphe umbellata L. Miq. foram 
incluídas na primeira edição da farmacopeia brasilei-
ra10. Os principais metabólitos secundários que com-
põem quimicamente P. umbellata, são os terpenos 
provenientes do óleo essencial, sendo que os sesqui-
terpenos ocorrem em maior proporção11; também os 
fenilpropanóides, flavonóides e esteróides8. 

As raízes e folhas da espécie, foram isoladas resul-
tando no isolamento da mistura dos esteróides sitos-
terol e estigmasterol além do peltatol A e do 4-neroli-
dilcatecol, estando este presente em todos os órgãos. 
Também foi constatada a presença de componentes 
sesquiterpênicos de peso molecular 204, inclusive ne-
rolidol, no óleo essencial das folhas.

Membros da família Piperaceae são ricos em 
substâncias como fenóis, ésteres fenólicos, terpenói-
des e éteres12, 9. Propriedades antioxidantes e antien-
velhecimento cutâneo são atribuídas ao fenilpropa-
nóide 4-nerolidilcatecol, essa substância também é 
responsável, pela atividade anti-flamatória e analgé-
sica.

Estudos fitoquímicos de P. umbellata levaram ao 
isolamento de alguns princípios ativos, como o alca-
lóde N-benzoilmescalina, substância com atividade 
contra úlcera gástrica induzida por Heliobacter pilo-
ri13 e o fenilpropanóide 4-nerolidilcatecol14 que pos-
sui atividade anti-envelhecimento, devido ao seu alto 
potencial antioxidante comprovado cientificamente. 

Testes in vitro9 e in vivo4, demonstraram atividade 
antioxidante 2,5 vezes superior ao alfa-tocoferol (vi-
tamina E), indicando-a como fármaco potencial para 
condições patológicas onde ocorra participação de 
estresse oxidativo9, 15 e no uso de formulações cos-
méticas, com o objetivo de combater os efeitos noci-
vos causados por radicais livres4. O 4-nerolidilcatecol 
possui também atividade anti-inflamatória e analgé-
sica. 

Outras propriedades farmacológicas têm sido con-
feridas a esta substância: anti-malárica16 inibitória da 
replicação do HIV17, analgésica18 e antimicrobiana19, 

20. 
Há um elevado grau de preocupação em relação 

ao uso de segurança dos extratos de plantas, assim 
com o objetivo de assegurar a qualidade e a segurança 
de fitomedicamentos, a Agência Nacional de vigilân-
cia sanitária do Brasil (ANVISA) publicou em 24 de 
fevereiro de 2000, a resolução n ° 17 que estabele-
ce que os fitomedicamentos devem ser submetidos a 
análises pré-clínica e ensaios clínicos toxicológicos e 
farmacológicos21.

A toxicologia é a ciência que estuda os efeitos no-
civos decorrentes das interações das substâncias quí-
micas com o organismo, com a finalidade de prevenir, 
diagnosticar e tratar intoxicações22.

O estudo realizado por Perazzo et al. (2005), que 
visa avaliar a ação anti-inflamatória do extrato hi-
droalcoólico da Piper umbellatum, apontou uma di-
minuição da formação de tecido granulomatoso em 
ratos e camundongos, comprovando a ação anti-in-
flamatória. Além disso foi possível determinar a dose 
efetiva 50, sendo 555,0 mg/Kg e a dose letal 50, sen-
do superior à 2,0 g/Kg23.

O primeiro teste realizado com o extrato de Piper 
umbellatum foi o bioensaio de Artemia salina. Este 
microcrustáceo de água salgada é muito utilizado 
como bioindicador em ensaios de toxicidade-aguda 
de extratos de plantas, por apresentar um baixo custo 
financeiro e rápida execução24.

O estudo tem o propósito de analisar a planta Pa-
riparoba ou capeba através da toxicologia, avaliando 
a capacidade da mesma em produzir algum efeito tó-
xico (maior ou menor) em condições de uso, além de 
levantar informações sobre os benefícios que a planta 
nos traz em relação à saúde do indivíduo estimulando 
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o seu uso.

material e métodos

Tintura Mãe
A planta da espécie Piper umbellata, foi adquirida 

no comércio de São Paulo, já com suas folhas e caule 
rasuradas e desidratadas. 

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

A tintura foi preparada a 20% da droga vegetal em 
álcool 60%, através do processo de maceração, prote-
gida da luz durante sete dias, com agitações diárias.

Procedeu-se a filtração em gazes para a obtenção 
do extrato final.

 Artemia salina
O processo de incubação 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 oxigenação da 
água por meio de agitação alternada. Para a solução 
salina adicionou-se 19g de sal marinho não iodado a 
500 ml de água filtrada, onde foram adicionados 40 
mg de cistos de Artemia salina e 3 mg de fermento 
biológico.

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

Após a eclosão dos ovos, foram contadas cerca de 
dez Artemia salina aproximadamente, onde foram 
transferidas com o auxílio de uma micro pipeta Pas-
teur para uma placa de cultura de células com seis 
poços disponíveis, realizando a contagem através do 
microscópio estereoscópio. Todo material para reali-
zação do teste foi previamente lavado e descontami-
nado com álcool 70%.

Cada concentração testada foi realizada em tripli-
cata. As concentrações utilizadas do extrato de Potho-
morphe umbellata (L.) Miq. foram 500 µg/ml, 1000 
µg/ml, 2000 µg/ml, 3000 µg/ml e 6000 µg/ml, além da 
amostra em branco, na qual foi utilizada apenas água 
salina.

A contagem dos animais mortos e vivos foi reali-
zada após 24 horas. A morte dos microcrustáceos é 
comprovada a partir da sua sedimentação, devido ele 
ser um crustáceo com constante atividade em água 
salina, estando sempre em movimento. A alteração 
dos aspectos normais do microcrustáceo, como a falta 
de movimentos, e sua sedimentação são os indicado-
res de morte do mesmo, sendo contabilizada a quan-
tidade de espécimes vivas e mortas em cada poço das 
concentrações.

Fenóis Totais
A atividade antioxidante de compostos fenólicos 

deve-se principalmente às suas propriedades reduto-
ras e estrutura química. Estas características desem-
penham um papel importante na neutralização de ra-
dicais livres e quelação de metais de transição, agindo 
tanto na etapa de iniciação como na propagação do 
processo oxidativo.

A quantificação de fenólicos totais foi obtida a 
partir da leitura de absorbância à 760nm utilizando o 
espectrofotômetro.

A quantidade total de fenóis (em mg/mL) é dada 
usando a equação linear do ácido gálico, sendo esta a 
curva de calibração padrão. O procedimento foi reali-
zado em triplicata.

Nesta análise utilizamos o extrato de diluição 1:10 
em água da tintura obtida anteriormente. Em um re-
cipiente de 3mL foi adicionado 200 µL desta solução 
diluída em 1400 µL de água.

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

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

Flavonoides
O extrato foi usado com uma diluição de 1:5 em 

metanol. No mesmo recipiente de 3 mL foi adiciona-
do 100 µL do extrato diluído em 1500 µL de Metanol. 

Em seguida foi adicionado 400 µL de Cloreto de 
Alumínio em uma concentração de 5% e agitada por 
alguns segundos. A solução foi incubada por 30 mi-
nutos na ausência de luz em temperatura ambiente.
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A amostra foi agitada, novamente, por alguns 
segundos e foi medida a absorbância em um com-
primento de onda de 425 nm no espectrofotômetro 
Cary-50.

A quantidade de flavonoides (em mg/mL) foi de-
terminada usando a equação 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 fenólicos foi avaliada seguindo os métodos de 
Brand-Williams et al. (1995) com algumas modifica-
ções. 

O extrato foi diluído para que a concentração de 
sólidos e solúveis se igualasse a 0,1%. Com o extra-
to na concentração 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 µL de extrato a 0,1%, ou 
seja, o primeiro recipiente possuía 1000 uL de etanol 
e 0uL de extrato, o segundo, 960 µL de etanol e 40 µL 
de extrato, e assim sucessivamente. 

Após o preparo dos recipientes, foi adicionado 
1000 µL de DPPH em cada um deles com a diferença 
de 1 minuto por recipiente, e incubado por 30 minu-
tos em temperatura ambiente na ausência de luz.

O Decaimento da absorbância foi medido em 
517nm, e a CE50 (Metade da Concentração Inibitória 
Máxima) foi calculada com uma regressão não linear 
por plotagem de Log (concentração) versus a porcen-
tagem de inibição com GraphPad Prism 6.

Cromatografias (HPLC)
Para a purificação cromatográfica, 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-
crômetros, com o solvente A, água acidificada com ac. 
Fórmico a 5%, e solvente B, metanol. 

O volume de injeção foi de 120 µl, detecção 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 discussão

Artemias
O potencial de toxicidade do extrato foi determi-

nado pelo ensaio de Artemia salina, onde o monitora-
mento foi dinâmico, sendo em triplicata cada concen-
tração. Foram utilizadas as seguintes concentrações 0 
µg/ml, 500 µg/ml, 1000 µg/ml, 2000 µg/ml, 3000 µg/
ml e 6000 µg/ml, sendo avaliada a quantidade de mor-
tos e vivos pela exposição do extrato de Piper umbella-
tum durante 24 horas.

Para uma substância ser considerada tóxica, de-
pende muito da dosagem e do indivíduo que será ex-
posto.  

Segundo Dolabela (1997), há um intervalo de toxi-
cidade em relação a CL50 variando entre alta toxicida-
de (CL50 menor que 80 µg/ml), moderada toxicidade 
(CL50 entre 80 e 250 µg/ml) e baixa toxicidade (CL50 
acima de 250  µg/ml)25.

Em Artemia salina o extrato considerado tóxico 
possui uma CL50 < 200 µg/mL, apresentam alto po-
tencial para morte dos mesmos26.

No gráfico abaixo pode-se observar que não foi 
possível determinar o CL50 a partir das doses utiliza-
das, nesse caso seria necessário realizar mais análises 
utilizando doses inferiores a 500 µg/ml.  

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

Fonte: Autores
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Fenóis totais
Os resultados representados na tabela 1 apresen-

tam a quantificação de fenólicos totais em equivalên-
cia do ácido gálico, quantificação padrão, por g/100g. 
O gráfico 2 também representa a relação entre a ab-

 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

Tabela 1: Resultados obtidos pelo teste de absorbância a 760 nm em espectrofotômetro Cary-50 seguindo 
o método relatado no item 2.4.

sorbância a 760 nm e concentração real dos compos-
tos fenólicos no extrato em porcentagem.

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

Fonte: Autores

A atividade antioxidante de compostos fenólicos 
deve-se principalmente às suas propriedades reduto-
ras e estrutura química. Estas características desem-
penham um papel importante na neutralização de ra-
dicais livres e quelação de metais de transição, agindo 
tanto na etapa de iniciação como na propagação do 
processo oxidativo27.

Flavonoides totais
A quantificação de flavonóides totais está demons-

trado na tabela 2, onde foi utilizado o padrão de quer-
cetina.

Gráfico 2: Curva de compostos fenólicos com os 
resultados obtidos da absorbância a 760 nm pela con-
centração real encontrada segundo o teste realizado 
como no item 2.4 da metodologia no espectrofotôme-
tro Cary-50.

Fonte: Autores

Tabela 2: Resultados referente ao teste de flavonóides totais sob absorbância 425 nm em  espectrofotômetro 
Cary-50, como descrito no item 2.5.

 Média (m/V) Média (g/100g) Desvio CV

No extrato 0.00057 - 0.00003 4.4928

Na droga vegetal - 0.1678 0.0075 4.4928

Fonte: Autores
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DPPH

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

Gráfico 3: Parâmetro de resultados encontrados 
da absorbância a 425 nm por concentração real % do 
testes realizados de flavonóides totais segundo o mé-
todo descrito no item 2.5.

Fonte: Autores

Gráfico 4: Concentração obtida no teste de DPPH 
segundo o método do item 2.6 com o parâmetro com-
parativo de µg/ml por porcentagem.

Fonte: Autores

HPLC

O 4-NC é um composto muito bem descrito na 
literatura por suas atividades biológicas, como no 
estudo de Gustafson et al.28, que detectou atividade 
anti-HIV por dímeros do 4-NC, extraídos de uma 
das espécies do gênero Pothomorphe. Este composto 
também se mostrou eficaz na atividade antimalárica5 
e antioxidante9 extraídos de P.umbellata.

Em estudo, Felzenszwalb et al.29 mostrou que há 
ausência de toxicidade genética para as espécies: P. 
umbellata e P. peltata.

Apesar de ser bem descrito em P.umbellata, não foi 
possível a detecção do 4-nerolidilcatecol pela croma-
tografia líquida.

Podemos sugerir a presença do sitosterol no tem-
po de retenção de 28 (±29) minutos, de acordo com 
Rocha & Silva30. Este composto tem característica 
esteroidal, extraído de plantas, encontrado em P.um-
bellata14. Assim como o colesterol, os fitosteróis são 
sucetiveis à oxidação e são caracterizados por pro-
priedades anti-carcinogênicas e anti-aterogênicas31. 
Porém, o mecanismo de ação exato do sitosterol ainda 
não é conhecido, porém pode estar relacionado com 
o metabolismo do colesterol ou atividade antiflamató-
ria (interferindo no metabolismo da prostalglandina). 
Estudos mostram que o sitosterol pode ser um bio-
marcador para prevenção do câncer32, 33, e ainda que 
induz a apoptose e a ativação de caspases em células 
de câncer de mama34.

Além do sitosterol, o ácido p-cumárico também 
pode ser sugerido como presente no tempo de re-
tenção de 14 (±15) minutos, segundo o trabalho de 
Deschamps & Ramos35, do extrato de P.umbellata. O 
ácido p-cumárico é um ácido hidrocinâmico, macro-
nutriente presente em grande variedade de plantas, 
incluindo cereais, frutas e vegetais36. Este composto 
foi testado em ensaios in vitro, e mostrou atividade 
antiflamatória e antioxidante37,38. Foi reportado pro-
teção contra estresse oxidativo e genotoxicidade, su-
gerindo que este ácido hidrocinâmico rudez risco de 
câncer em humanos e animais39.
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Gráfico 5: Resultados obtidos pelo cromatograma 
realizados pelo HPLC, conforme descrito no item 2.7.

Fonte: Autores

Gráfico 6: Resultados obtidos pelo cromatograma 
realizados pelo HPLC, conforme descrito no item 2.7.

Fonte: Autores

considerações finais

A toxicologia identifica e quantifica substâncias 
químicas presentes em plantas, desta forma, com os 
ensaios realizados não foi possível de terminar o grau 
de toxicidade da planta Pothomorphe umbellata, se-
riam necessários mais estudos para comprovar a se-
gurança no consumo de espécime. Além das proprie-
dades terapêuticas variáveis presentes na mesma.

Este estudo identifica possíveis substâncias noci-
vas ou não aos usuários. Os resultados encontrados 
apontam a presença de compostos que podem ser ex-
plorados em futuras pesquisas para finalidades tera-
pêuticas.
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