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RESUMO

O aumento da resisténcia dos microrganismos patogénicos aos antimicrobianos
convencionais tem sido enfrentado como um problema de saude publica em nivel
mundial. O uso generalizado de antimicrobianos no tratamento de infeccdes
causadas por patdgenos favorece a resisténcia microbiana, tornando ineficaz a acao
desses medicamentos. A busca por novos compostos vegetais se torna uma
alternativa inovadora como uma excelente fonte de novas moléculas bioativas. O
presente trabalho tem por objetivo determinar a composi¢cdo quimica, assim como,
avaliar a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais das folhas de Piper
marginatum em meio bésico, &cido e neutro. A coleta do material vegetal foi feita na
reserva dois irmaos situada na cidade do Recife no campus da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). Os 6leos essenciais extraidos das folhas da Piper
marginatum foram obtidos pela técnica da hidrodestilacdo, utilizando o aparelho do
tipo Clevenger e a identificacdo de seus constituintes quimicos foram determinados
por CG-EM. Para obtencdo do 6leo em meio &cido foi preparado uma solucéo &cida
de acido sulfarico: acido nitrico na proporcao molar (1:1), bem como para obtencéo
em meio basico, foi preparado uma solucdo basica de hidréxido de potassio a uma
concentracdo de 5 Mol.L1. Para avaliagédo da atividade antimicrobiana foi utilizado o
método de CMI (Concentragdo Minima Inibitéria). Os resultados mostraram que o
Oleo obtido em meio acido apresentou melhor atividade frente a bactéria gram-
negativa Escherichia Coli com CMI de 78,1 pg/ml e aos fungos Candida Albicans e
Candida Utilis com CMI de 312 ug/ml e 78,1 pug/ml, respectivamente. As atividades
dos 6leos em meio basico e neutro foram consideradas de moderadas a fracas para
todos os microrganismos testados, e apresentaram CMI que variou entre 625 pg/ml
e 2500 pg/ml para ambos os Oleos. Sobre a identificagdo dos constituintes, os
compostos majoritarios encontrados nos 0leos obtidos em meio basico e neutro
foram o Macrocarpeno, e Z-Asarona, respectivamente. Os resultados obtidos
contribuem para o conhecimento quimico e biolégico da P. Marginatum, que é
amplamente divulgada na populagdo como uma excelente planta para fins

terapéuticos.

Palavras Chave: Piper marginatum, Oleo essencial, atividade antimicrobiana,

antifingica, antibacteriana



ABSTRACT

The increasing resistance of pathogenic microorganisms to conventional
antimicrobials has been faced as a worldwide public health problem. The generalized
use of antimicrobials in the treatment of infections caused by pathogens indulges
microbial resistance, rendering them ineffective. The search for new plant
compounds becomes an innovative alternative as an excellent source of new
bioactive molecules. This work aims to define the chemical composition, as well as to
evaluate the antimicrobial activity of essential oils of Piper marginatum leaves in
basic, acid and neutral environments. The collection of plant material was made in
the reserve dois irmdos located in the city of Recife on the campus of the
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). The essential oils extracted
from Piper marginatum leaves were obtained by hydrodistillation technique, using
Clevenger type apparatus and the identification of their chemical constituents were
determined by GC-MS. To obtain the oil in acidic environments an acidic solution of
sulfuric acid: nitric acid in the molar ratio (1: 1) was prepared, as well as to obtain in
basic environments a basic solution of potassium hydroxide was prepared at a
concentration of 5 Mol.Lt. Antimicrobial activity was evaluated using the MIC method
(Minimum Inhibitory Concentration). The results showed that the oil obtained in acid
environments had a better activity against gram-negative E. coli bacteria with a MIC
of 78.1 ug/ml and the fungi C. Albicans and C. Utilis with a MIC of 312 pg/ml and 78.1
pg/ml respectively. The activities of oils in basic and neutral environments were
considered moderate to weak for all microorganisms tested, and showed MIC ranging
from 625 pg/ml to 2500 pg/ml for both oils. Regarding the identification of the
constituents, the major compounds found in the oils obtained in the basic and neutral
environments were Macrocarpene, and Z Asarone, respectively. These results
contribute to the chemical and biological knowledge of P. Marginatum, which is

widely publicized as an excellent plant for therapeutic purposes.

Keywords: Piper marginatum, essential oil, antimicrobial, antifungal, antibacterial.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais, desde os primordios sédo utilizados pela humanidade. A
busca incessante do homem pelo alivio e pela cura através de substancias advindas
da natureza foi uma das primeiras formas do uso de produtos naturais. (VIEGAS,
BOLZANI, BARREIRO, 2006)

A principal contribuicdo para o desenvolvimento da terapéutica moderna foi a
utilizacdo de plantas medicinais que se deu, a priori, pelos egipcios, indianos e
chineses, ha mais de 8.000 anos, sendo posteriormente praticado em outras regides
do mundo (BARBERATO FILHO, 2006).

Ha registro do uso de algumas plantas medicinais, como a papoula (Papaver
somnniferum), maconha (Cannabis sativa), babosa (Aloe vera) ha milhares de anos
antes de Cristo. Contudo, somente no século XIX que se iniciou a procura pelos
principios ativos de plantas medicinais, considerados os primeiros medicamentos
com as caracteristicas que se conhece atualmente (CALIXTO e SIQUEIRA JUNIOR,
2008).

E valido destacar que a histéria do Brasil esta profundamente ligada ao comércio
de produtos naturais. Como possuidor da maior floresta equatorial e tropical Umida
do planeta, sua biodiversidade € considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas e sua preservacao € fundamental tanto pelo valor intrinseco
dessa imensa riqueza bioldgica como pelo seu enorme potencial por ser uma fonte
de novos farmacos, o que permite uma diversidade para o estudo de produtos
naturais. A area de quimica de produtos naturais € uma das mais antigas no Brasil e
uma das que mais formam pesquisadores entre areas de quimica (PINTO et al,

2002).

Quando os primeiros meédicos portugueses que chegaram no Brasil, se viram
diante da escassez na colonia de remédios empregados na Europa, foram obrigados
a fazer uso dos produtos naturais com base no conhecimento etnobotanico dos
indigenas. Os viajantes sempre se abasteciam desses remédios antes de
excursionarem por regides pouco conhecidas ou desconhecidas. (PINTO et al.,
2002).
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Além dos remédios naturais usados na terapéutica médica, ndo se pode deixar
de mencionar o corante extraido da arvore do pau-brasil (Cesalpinia echinata), o
principal produto de exportacdo da coldnia durante mais de dois séculos que
também era muito utilizado para tingimento de roupas e como tinta de escrever
(VIEGAS, BOLZANI, BARREIRO 2006; PINTO et al., 2002).

Neste sentido, além do pau-brasil, que foi extraido de forma predatéria do
territério brasileiro até quase sua extingdo, muitos outros produtos despertaram
interesse por parte dos europeus que aportaram na terra recém-descoberta. A
morina (Figura 1) obtida de Chlorophora tinctoria, foi outro corante natural exportado
para a Europa, permanecendo em destaque no comércio até o desenvolvimento da
quimica das anilinas na Alemanha e, até hoje, é utilizada como indicador de
aclucares em cromatografia em camada delgada (CCD). (VIEGAS, BOLZANI,
BARREIROS, 2006).

Figura 1 — Estrutura quimica da morina.

O isolamento de produtos naturais em forma pura se deu no século XIX, e foi
um passo decisivo para a criacao da industria farmacéutica. Durante a primeira fase,
0s produtos naturais se constituiram na principal fonte de insumos para a
preparacdo de medicamentos. A quinina, por exemplo, (Figura 2), foi isolada da
casca de quina (Cinchona Officinalis) por P. J. Polletier e J. Caventou, em 1820.
(COSTA, 2009).

.
i~

- 1OH

Figura 2 — Estrutura quimica da quinina.
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O avanco da ciéncia e da tecnologia trouxeram profundas mudancgas sociais e
comerciais, culminando com a Revolucao Industrial, ocorrida no século XIX. Talvez,
0 marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a partir de produtos
naturais de plantas tenha sido o descobrimento dos salicilatos obtidos a partir do
salgueiro branco (Salix alba), dentre eles pode-se destacar a salicina (Figura 3) e o
acido salicilico (figura 3). (VIEGAS, BOLZANI, BARREIRO, 2006)

Em 1897, Felix Hofmann pesquisando a cura para a artrite que afligia seu pai,
que era sensivel aos efeitos colaterais do salicilato de sédio, descobriu o acido
acetil-salicilico (figura 3), menos acido que o acido salicilico, mas mantendo a
propriedade analgésica desejada. No mesmo ano, a Bayer lanca o primeiro farmaco
sintético, o acido acetil salicilico, (aspirina), inspirado na salicina, um glicosideo
natural isolado de Salix alba. (COSTA, 2009)

O-Glicose COOH COOH
OH OCOCH,
Figura 3 — Estrutura quimica da salicina, acido salicilico e acido acetil salicilico, respectivamente.

Os avancos da quimica, da farmacologia e da biologia molecular proporcionou
um grande passo para o desenvolvimento da quimica medicinal. Com isto, os
produtos sintéticos foram ganhando destaque dentro do arsenal terapéutico. Além
disso, com a chegada da quimica combinatéria no inicio dos anos 90 e a introducéo
de novas tecnologias, a quimica medicinal se tornou mais ampla em sua concepcéao.
Ou seja, essa metodologia de combinacdo permite utilizar a sintese automatizada e
miniaturizada e a farmacologia de forma interativa, reduzindo o tempo de pesquisa,
uma vez gque produz substancias analogas com diferentes grupos farmacoféricos ou
conformacdes, ao qual, o objetivo € acelerar a descoberta de potenciais candidatos
a farmacos. (AMARAL et al.,, 2003 apoud GORDON e KERWIN 1998; FENNIRI,
2000; BROCCHINI, 2001).

O estudo de produtos naturais como fonte de novas substancias terapéuticas

teve o apice na industria farmacéutica ocidental no periodo 1970-1980, isto
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influenciou fortemente a cena farmacéutica. Das 877 novas moléculas de
novas substancias quimicas introduzidas entre os anos de 1981 e 2002, cerca de
49% eram produtos naturais, analogos semi-sintéticos de produtos naturais ou
farmacoférreos de produtos naturais (KOHEN e CARTER, 2005; NEWMAN e
CRAGG, 2003)

Contudo, apesar de todo avanco tecnologico que foi observado durante esse
periodo para a pesquisa de novas substancias quimicas, a quantidade de novos
farmacos lancados no mercado ndo ocorreu de forma proporcional. A quimica de
combinacdo ndo conseguiu atingir seu objetivo em fornecer uma significativa
pluralidade quimica. Nesse contexto, os produtos naturais comegam a recuperar
espaco e importancia dentro das industrias farmacéuticas, vindo a atuar como uma
nova fonte de moléculas bioativas. (YUNES e CECHINEL, 2001).

Inimeras publicacdes recentes reafirmam a importancia dos produtos naturais
como fonte de novos farmacos. Dentro desse contexto, se ressaltam os 6leos
essenciais advindos das plantas, como os 6leos de alecrim, horteld e camomila que
possuem atividades terapéuticas. Também pode-se destacar os 6leos das espécies

Piper marginatum, que deu origem ao seguinte trabalho de pesquisa.

Cabe salientar que no ambito farmacéutico ha uma grande disponibilidade de
antimicrobianos que € acompanhado de uma publicidade pouco criteriosa, isto tem
acentuado ainda mais o0 uso abusivo desses medicamentos. Dados da organizagéo
mundial da saude (OMS), afirmam que 25% das mortes no mundo sdo causadas por

doencas infecciosas, e 45% em paises subdesenvolvidos.

Ha provas, cada vez mais concretas, de que 0 mau uso de antimicrobianos € o
principal responsavel pela resisténcia microbiana. Esta resisténcia é uma adaptagéo
do microrganismo ao seu meio ambiente e resulta em uma reducéo ou eliminacao da
eficacia do agente antimicrobiano para curar ou prevenir a infec¢cao causada por este
microrganismo. O aumento da resisténcia € um fendbmeno bioldgico e natural que
acontece com a insergdo de agentes antimicrobianos. O uso desmedido e irracional
tem piorado tal problema. (ANVISA, 2017; WANNMACHER, 2004)

Os antibidticos sdo a segunda classe de medicamentos mais utilizada em
hospitais e responsavel por 20 a 50% das despesas hospitalares com medicamentos
(ANVISA, 2017), desta forma o controle e a prevencdo da disseminacdo da
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resisténcia microbiana aos antimicrobianos pelos servicos de saude € indispensavel

nos dias de hoje.

Devido ao grande aumento de patologias associadas a microrganismos, no caso
dos fungos e bactérias, se torna imprescindivel e uma questdo de saude publica a
descoberta de novos compostos antimicrobianos. Nesse sentindo, os produtos
naturais se tornam uma alternativa inovadora como uma excelente fonte de novas
moléculas bioativas. (COSTA-LOFUTO et al., 2010).

A situacdo é de alerta mundial, o que torna a proposicdo da pesquisa
extremamente relevante. A proposta e a inovagao do trabalho se baseiam em torno
da seguinte questdo: E possivel otimizar o potencial antimicrobiano do o6leo
essencial das folhas de Piper marginatum a partir da mudanca do perfil quimico de

Oleo durante processo de obtencdo em diferentes pH’s?

17



1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e determinar a identificacdo quimica de
O0leos essenciais das folhas de Piper marginatum em meio acido, basico e

neutro.

1.1.2 Objetivos especificos

. Obter por hidrodestilacdo os 6leos essenciais das folhas de e Piper

marginatum em meio acido, basico e neutro;

. ldentificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais de
Piper marginatum através da analise por CG-EM,;

. Avaliar as possiveis mudancas na atividade biolégica dos 6leos
essenciais das folhas de Piper marginatum.

18



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1FAMILIA PIPERACEAE

As plantas medicinais sdo um recurso terapéutico de suma importancia e que
merece uma grande relevancia para a saude humana, principalmente em paises em
desenvolvimento. Muitas plantas sdo usadas na medicina como matéria prima para
fabricacdo de fitoterapicos e a extracdo de compostos farmacologicos ativos. Além
disso, tem importancia ornamental, alimenticia e industrial. E utilizada na fabricag&o
de farmacos, temperos, corantes, cosmeéticos, bebidas medicinais, inseticidas, etc.
(FREITAS, 1999; RUSCHEL, 2004)

A Piperaceae é uma das familias mais antigas dentre as angiospermas. No
Brasil, esta representada pelos géneros Ottonia Spreng., Peperomia Ruiz & Pav.,
Piper L., Pothomorphe Mig. e Sarcorhachis Trel., totalizando 450 espécies. A Piper e
a Peperomia sdo os maiores géneros, respectivamente com 265 e 166 espécies. O
nordeste brasileiro tem a ocorréncia de quatro géneros: Ottonia Spreng., Peperomia
Ruiz & Pav., Piper L. e Pothomorphe Mig., ndo tendo sido relatado o género
Sarchorhachis Trel.,, exclusivo das Regides Sudeste e Sul do Brasil
(CRONQUIST,1981; GUIMARAES e GIORDANO, 2004).

A classificacédo botanica, segundo Cronquist (1981), tem-se:
¢ Reino — Plantae;

¢ Divisdo — Magnoliophyta,

¢ Classe — Magnoliopsida,

e Ordem — Piperales;

e Familia — Piperaceae

As plantas da familia Piperaceae sdo geralmente caracterizadas por arvores

delgadas, comumente finas. Suas folhas variam de 2 mm até 70 cm de
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comprimento, possuindo formas variadas. Nas espécies de Piper, comumente
encontra-se inflorescéncias associadas a folhas. Atualmente a familia Piperaceae
desperta interesse de pesquisadores, uma vez que apresentam metabolitos com
diversas atividades biologicas, principalmente, as espécies pertencentes ao género
Piper. Ela é considerada uma importante familia de plantas medicinais e grande
promissora na producéo de novos medicamentos (TEBBS, 1993; SOUZA, 2019).

A maioria das espécies de Piperaceae apresentam metabolitos secundarios
como fenilpropandides, lignanas e neolignanas, pironas, amidas alifaticas e
aromaticas, alcaloides, policetideos, derivados de acidos benzodicos e cromenos
(SILVA, 2006). Os metabdlitos secundarios ndo sdo associados com crescimento e
desenvolvimento da planta, geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso
molecular, e possuem atividades bioldgicas diversas, (BERG e LUBERT, 2008; TAIZ
e ZEIGER, 2003).

2.2GENERO PIPER

Dentre os géneros que compreendem a familia Piperaceae, o género Piper € um
dos mais importantes, sendo conhecido por apresentar um valor econbémico e
medicinal. No Brasil, o género Piper é representado por aproximadamente 266
espécies (REIGADA, 2009; GUIMARAES e GIORDANO, 2004).

Regido do Choco
00 SPP

Andes
300 SPP

Pacifico Sul

40 SPP

- " \ = f
SPP % . ® ( F~ Mata Atiintica
- ¢ - 150 SP¥

Figura 4 - Distribuicdo geografica do género piper. Fonte: (MARQUES, 2009)

Morfologicamente, as espécies de Piper sdo relativamente uniformes, com
folhas simples e com alternagdes, apresentam caules divididos por nodos salientes,
onde os galhos quebram com mais facilidade (DYER e PALMER, 2004). Como
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caracteristica de sua familia, suas inflorescéncias apresentam espigas ou

infrutescéncias, como pode ser observado na P. marginatum (figura 5).

Figura 5 — Inflorescéncias e nodos da Piper marginatum. Fonte: Pinterest

Inflorescéncias;
I Nodos.

O género € encontrado nas formas de arbustos, ervas, alpinistas, ou
arvoretas comuns no sub-bosque de florestas tropicais. Muitas das espécies que
fazem parte deste género se destacam pelo uso medicinal e pela importancia
econdmica, devido a producdo de Oleos essenciais utilizados em industrias de

condimentos, farmacéuticas e inseticidas (JARAMILLO et al., 2008).

As espécies do género Piper possuem uma variedade de metabdlitos
secundarios, que € o principal responsavel pelo aumento do interesse medicinal do
género. (CABRAL, 2017; DYER E PALMER, 2004). Alguns dos metabolitos
secundarios nesse género sdo representados por compostos fendlicos prenilados,
(WADT, GHAUS, KAGEYAMA, 2004).

2.3 Piper marginatum

2.3.1 Descricao botanica

As espécies da Piper marginatum possuem arbustos com até 5,0 m de altura.
Suas folhas apresentam laminas ovaladas com tamanho de dez a vinte centimetros
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de largura e de sete a quinze centimetros de comprimento, peciolo de dois a
seis centimetros, base cordada, apice agudo ou acuminado, membranacea, glabra
em ambas as faces, com exce¢do da presenca da densa ciliacdo na margem.
(GUIMARAES E GIORDANO, 2004).

Figura 6 — Folhas da Piper marginatum (fonte: flickr)

2.3.2 Distribuicéo

A Piper marginatum é uma planta amazonica e pode ser encontrada na
Amarécica central, Antilhas e américa do Sul. No Brasil, ocorre nos estados do
Amazonas, Para, Cearda, Paraiba e Pernambuco (GUIMARAES E GIORDIANO,
2004)

2.4USOS

A espécie P. marginatum tem sido amplamente reconhecida por seus fins
medicinais em varias culturas indigenas. Na Amazonia esta espécie é conhecida
como caapeba-cheirosa, nhandi, nhandd, pimenta-do-mato, pimenta-dos-indios e
pimenta-betel, sendo usada sob a forma de cha, considerada antiespasmadica para
afeccbes do figado e bacgo. Estudos fitoquimicos previamente realizados em raizes,
caules, folhas e frutos da Piper marginatum descrevem a ocorréncia de
propiofenonas, amidas fravanoides, alcalbides e aristolactmas, além da composicao
guimica do oleo essencial das folhas (REIGADA, 2009 apoud RAMOS et al). Um
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exemplo disto € que a P. marginatum é a Unica espécie do género que
contém anetol, estragol, éter metil isoeugenol, os fenilalcandides 3-farnesil-4-
hidroxibenzéico e 3-farnesil-4-metoxibenzoico e os glicosideos marginatosideo e
vitexina (BRU e GUZMAN, 2016; PARMAR et al., 1997).

2.50LEO ESSENCIAL

Os Oleos essenciais podem ser descritos como misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas e que possui baixo peso molecular. Esses 6leos sédo
originados dos metabolitos secundéarios das plantas e sdo geralmente odoriferos e
liquidos, possuindo uma composicdo quimica complexa, destacando-se a presenca
de terpenos e fenilpropanoides (EMBRAPA, 2009; GONCALVES, et al., 2003; SILVA
et al., 2003)

Os 6leos essenciais sdo obtidos geralmente de vegetais, por meio do
arraste a vapor d’agua, hidrodestilacdo, podendo também ser obtidos por métodos
como enfleurage, extracdo por CO:2 supercritico e também por solventes organicos
apalores (EMBRAPA, 2009). Os 6leos essenciais apresentam diversas atividades
biolégicas como antibacteriana, antifUngica e antioxidante. Essas propriedades séo
de grande interesse para as industrias farmacéuticas, alimenticias e cosméticas
(JACOB, et al, 2016).

Muitos trabalhos com 6leos essenciais tém indicado seu potencial no controle
de bactérias e fungos (DEMUNER et al., 2011). “...] A inibicdo do desenvolvimento
de fungos pode ser atribuida tanto a sua acdo direta, que inibe o crescimento
micelial e a germinacdo de esporos, quanto a inducédo de resisténcia a diversos
patégenos.” (VELOSO, 2012). Para as bactérias, em alguns casos, pode ser pela
acao oxidante dos constituintes dos 6leos que tem por consequéncia danificacdo da
membrana celular (MOTANARI et al., 2012).

2.6 0BTENCAO DO OLEO

Os Oleos essenciais podem ser extraidos a partir de diversos métodos, dentre
esses, se pode destacar a destilagdo a vapor, sendo o processo mais utilizado a
nivel mundial, e através dele é possivel obter 6leo das mais diversas espécies

vegetais, seja folhas, raizes, ramos, sementes e etc. O processo consiste em
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submeter o material vegetal a acdo do vapor d’agua que extrai o 6leo pelo
arraste de vapor. Outro método € a prensagem a frio, mais utilizada para extracédo
de Oleos essenciais de frutos citricos. A prensa, a partir do esmagamento, faz com
gue o suco do oOleo essencial seja expelido simultaneamente pelo fruto. A enfleurage
€ uma técnica para extracao de Oleos essenciais de matérias primas mais delicadas,
como em caso de extracdo de Oleos essenciais de flores. Outro método que é valido
destacar € o supercritico, muito utilizado na industria por apresentar vantagens
comparadas com outros métodos, como ser uma tecnologia limpa, atéxica e néo
residual que mantem total integridade das matérias primas, originando produtos de
gualidade. E por fim, a hidrodestilacdo, processo mais utilizado em escala
laboratorial, ao qual foi utilizada nesse estudo. Nele, a matéria prima €
completamente mergulhada na dgua, aquecida a uma temperatura inferior a 100 °C,
para evitar a perda de compostos sensiveis a altas temperaturas. Os compostos

volateis séo levados a vapor, condensados e separados (AZAMBUJA, 2012).

O Oleo essencial da P. marginatum apresenta algumas propriedades
importantes, e uma que vale a pena salientar € a atividade antimicrobiana. Foi
comprovada sua atividade fungicida no controle de doencas de plantas para varios
fitopatdgenos, como Phytophthora palmivora, P. capsici, Moniliophthora perniciosa
(SILVA e BASTOS, 2007). Este Oleo essencial é polimorfico, variando
intraespecificamente, e ¢é marcado pela presenca de sesquiterpenos e
fenilpropandides (ANDRADE et al. 2009). Seus principais metabdlitos secundarios

sdo terpendides e fenilalcandides (ANDRADE et al, 2008)

Andrade, et al., (2008), relatou sete quimiotipos em seu estudo com 22 amostras
de P. marginatum. A composicdo do 6leo essencial da folha, caule e inflorescéncia
de uma espécie de P. marginatum coletada no Recife, PE, mostrou que o principal
componente era Z -asarona (30,4%) no 6leo essencial da folha, E-asarona (32,6%)
no 6leo essencial do caule e patchoulol (23,4%) no Oleo essencial da inflorescéncia.
Na Costa Rica, uma espécie de P. marginatum era rica em anetol (45,9%) e
anisaldeido (22,0%), j& na P. marginatum coletada em Cuba mostrou alta
guantidades de isosafrol (37,3%) e notossirnol (22,7%) (AUTRAN, et al., 2009;
VOGLER et al., 2006; SANCHEZ et al, 2011). Esses estudos sugerem que existem
mais de sete quimiotipos no 6leo essencial de P. marginatum. Ou seja, esses
estudos mostram uma grande variabilidade na composi¢cdo quimica da espécie da

Piper marginatum em diferentes regides.
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2.7ATIVIDADE BIOLOGICA

A Piper marginatum € um vegetal rico em 0leo essencial que apresenta diversas
atividades biologicas incluindo inseticidas, larvicida, antimicrobiana e antitumoral
(MARQUES, 2009).

2.8 MICROORGANIMOS E SUAS CARACTERISTICAS

2.8.1 Staphylococcus aureus

Staphylococus sdo cocos gram e catalises-positivo que possuem
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro. Este género pertence a familia
Micrococcae, juntamente como o0s géneros Planococcus, Micrococcus e
Stomatococcu. Atualmente, o género Staphylococcus possui 33 espécies, sendo que
17 delas podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. O género
geralmente faz parte da microbiota da pele normal do homem. S. aurius é a que
apresenta maior interesse médico, pois esta pode provocar doencas que vao desde
uma infec¢cdo simples, como espinhas e furlnculos, até as mais graves, como
pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia, entre
outras. Esta espécie possui uma enorme capacidade de adaptacdo e resisténcia,
tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro das infeccdes
hospitalares e comunitarias (SANTOS et al., 2007; NOBRE, 2017).

(a) (b)

Figura 7 - (a) Imagem em microscopio eletrdnico de coldnias de bactérias Staphylococcus aureus
(Fonte: food safety brazil); (b) Manifestacdes cutaneas da sindrome da pele escaldada (esquerda) e
impetigo (direita) (Fonte: SANTOS et al, 2007).
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2.8.2 Escherichia coli

A Escherichia coli € uma bactéria que pertence a familia Enterobacteriaceae,
ao qual se encontra em abundancia na natureza, tendo como principal habitat o trato
intestinal humano e animal (SOUZA, et al., 2016). O género Escherichia € composto
por seis espécies: Escherichia albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii, E.
vulnerise e E. coli (NOBRE, 2017). E. colié uma bactéria Gram negativa,
fermentativa, anaerobias facultativa, cultivada facilmente em meios de cultura de
rotina. Esta possui a forma de bastonetes (extremidades arredondadas), mede cerca
de 1,1 e 1,5 mm de didmetro e 2 a 6 mm de comprimento.

(a) (b)

Figura 8 - (a) imagem em microscépico eletrdnico da E. Coli; (fonte: exame abril) ;(b)

Colbdnias de E. coli cultivadas em &gar sangue dezoito horas apds a incubacdo (Fonte:

Gettyimages).

E. coli atinge a flora intestinal humana poucas horas apés o nascimento. E
considerado um microrganismo comensal inofensivo da flora normal, existindo cepas
gue podem ser patogénicas e gerar doencas como a diarreia. Este microrganismo
também é responsavel por infecces extra-intestinais, como E. coli uropatogénica,
associadas as infec¢des do trato urinario e a E. coli relacionada a meningite/sepse
(NOBRE, 2017; RUSSO e JOHSON, 2000).

Sua maior diferenca de outros microrganismos € a capacidade de gerar
doencas por causa de sua informacéo genética relacionada a producao de toxinas,
destruicdo de tecidos, interferéncia no metabolismo da célula, capacidade de adeséo

e invasao de células hospedeiras (FAO, 2017).
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2.8.3 Bacillus subtilis

7

Bacillus subtilis é uma bactéria ndo patogénica, que faz parte da familia
bacillaceae. Se caracteriza por ser um bastonete gram-positivo, aerébico facultativo,
produtor de acido acético que é formado de esporos e é bastante encontrado nas

aguas e nos solos.

g =

(@) (b)

Figura 9 - (a) imagem de microscocopio da B. subtilis (fonte: ASM MicrobelLibrary); (b) colbnia de B.
subtillis cultivado em agar (Fonte:wikimedia)

Este microrganismo se torna prejudicial ao ser humano a partir do momento
em gue as colbnias crescem de modo desordenado causando infec¢gbes, sendo esta
alimentares. A pessoa contaminada pode sentir os efeitos em torno de 10 minutos,
podendo durar até dois dias. (HOLANDA, 2017)

2.8.4 Candida albicans e Candida utilis

Candida € um género de fungos que faz parte da familia Cryptococcacea.
Este género cresce como leveduras e pode ser encontrado em varios ecossistemas,
solo, alimentos, 4gua e faz parte da microbiota de homens e animais. Esses
microrganismos possui uma enorme capacidade adaptativa, as leveduras se
desenvolvem tanto na presenca de oxigénio quanto em anaerobise. (MYER,
WILSON, HUBE, 2013; GIOLO, 2010)
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O género Candida exibe cerca de 200 espécies. Candida albicans é
considerada a espécie mais patogénica oportunista, por ser a mais isolada em
humanos. E valido também destacar outras espécies que tem sido observadas nas
ultimas decéadas, como a C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C.
kefyr, C. norvegensis, C. rugosa, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. ciferrii, C.
haemulonii, C. lipolytica, C. pulcherrima, C. catenulata, C. utilis, C. viswanathii e C.
zeylanoides. Apesar de serem nao-albicans, possuem certa relevancia meédica pois
tem sido cada vez mais implicadas em processos infecciosos humanos, como a
candidiase (GIOLO, 2010; HSUEH et al, 2005)

C. albicans e algumas outras espécies da candida estdo presentes em 75%
doa populacédo, e reside como inofensivo na maioria das vezes no intestino, trato
urinario e pele. Entretanto, essas mesmas leveduras podem se tornar patogénicas,
caso ocorra um desequilibrio em sua relacdo com o hospedeiro, isso acontece,
guando ha, por exemplo, uma reducdo da imunidade. (BERMAN, 2012; MYER,
WILSON, HUBE, 2013; GIOLO, 2010)

C. Utilis é outra espécie do género Candida que vem ganhando destaque por
ser amplamente empregada na area industrial, seu principal uso é em reacdes de
fermentacdo alcodolica, resultando em diversos compostos organicos, como o
acetaldeido. Como patdégeno, acontece com pouca frequéncia em fungemias (de
baixa viruléncia, ndo acomete individuos imunocompetentes, podendo ser
encontrada no trato digestivo de pacientes hospitalizados), e em cultura gera um
distinto aroma que se assemelha ao de pera. (BOUGNOUX, 1993).

3. METODOLOGIA

3.1MATERIAL VEGETAL

A espécie vegetal selecionada para estudo foi a Piper marginatum. O tecido
utilizado para os experimentos foram as folhas, sendo coletadas na Reserva de Dois
irméos situado na cidade do Recife no Campus da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).
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3.2EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Os reagentes utilizados para obtencdo dos O6leos essenciais foram obtidos
comercialmente, com pureza P.A., dos fornecedores Vetec, Cinética, Dinamica e
Sigma Aldrich.

3.30BTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As folhas frescas de P. marginatum foram pesadas e em seguida trituradas em
um liquidificador com o minimo de agua, e acondicionadas em um baldo de fundo
redondo com a solucdo (acida e basica) preparada anteriormente e submetidos a
hidrodestilacao utilizando um aparelho do tipo Clevenger modificado por 2h. Em
seguida, o hidrolato foi recolhido e os 6leos essenciais foram extraidos trés vezes
com cloroférmio (20mL). As solu¢Bes contendo cloroformio foram tratadas com
sulfato de sddio anidro (Na:SO4) a fim de remover toda &gua. Desta forma, as
solucbes foram filtradas e concentradas em rotaevaporador. Os Oleos essenciais
foram pesados e armazenados em um recipiente de vidro devidamente fechado na
geladeira a temperatura inferior a 8°C. O rendimento foi calculado e expresso em

percentual de acordo com a seguinte expressao:

o7\ _ MOleo
R(%) Mplanta x 100

Onde:
R(%) = rendimento da producéo de 6leo essencial.
Moéleo= massa de 6leo obtida (em g).

Mplanta = massa das partes aéreas folhas (em g).

3.3.1 Obtencéo do o6leo essencial da P. marginatum em meio acido

Foram coletadas 930g de folhas da P. marginatum e trituradas com o minimo
de agua destilada no liquidificador. Para hidrodestilacdo das folhas de Piper
marginatum em meio acido foi preparado uma solugdo de acido sulfurico: acido

nitrico na proporgdo molar (1:1) em um volume de 2L.
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3.3.2 Obtencéo do 6leo essencial da P. marginatum em meio basico

Foram coletadas 610g de folhas e trituradas com o minimo de agua destilada
no liquidificador. Para hidrodestilacdo das folhas de P. marginatum em meio basico,

foi preparado uma solucéo de hidréxido de potassio 5 Mol.L'* em um volume de 1L.

3.3.3 Obtencéo do 6leo essencial da P. marginatum em meio neutro

Foram coletadas 650g de folhas e trituradas com o minimo de agua destilada
no liquidificador. Para hidrodestilagéo das folhas de Piper marginatum foi utilizado

um volume de 1L de &gua destilada.

3.4ANALISE E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA (CG) ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSA (CG/EM)

A identificacdo dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais foi realizada
em um CG-EM da VARIAN utilizando-se uma de capilaridade com silica (30m x
0,25mm x 0,25 m). A temperatura da coluna foi programa para 60°C até 240 a
3°C/min. As temperaturas do injetor e detector foram de 240°C e 280°C,
respectivamente. O gas de arraste foi o hélio, fluxo de 1,5 mL/min, (1:50). Os
espectros de massa foram obtidos a 70 eV por IE. A velocidade de leitura fi de 0.5
scans-1 de m/z 40 a 650. Os 6leos essenciais foram analisados por CG/EM, e a
identificacdo foi feita com base na comparacédo dos indices de retencédo (VAN DEN
DOLL; KRATZ, 1963), bem como por comparacao computadorizada do espectro de
massa obtido com aqueles contidos na biblioteca de espectro de massa do NIST do
conjunto de dados CG/MS. (ADAMS, 2007).

3.5ATIVIDADE BIOLOGICA
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3.5.1 Atividade antimicrobiana

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Agroindustrial da Universidade Federal Rural de Pernambuco — Locado no Centro de
Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) — Dois Irméaos/ Recife-PE. Para avaliacdo qualitativa
e quantitativa da atividade antimicrobiana, foram utilizados cinco microrganismos
provenientes da Cole¢do de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco descritos na tabela abaixo. A suspenséo dos
microrganismos foi padronizada pela turvacao aparente no tubo de ensaio contendo

solugéo salina preparada a 0,9g/mL de NacCl.

Tabela 1 - Bactérias utilizadas na atividade antimicrobiana.

Bactérias Espécies Cédigo de identificacéo
Gré-positivas Staphylococcus aureus (02)
Bacillus subtilis (86)
Gra-negativas Escherichia coli (224)

Tabela 2 — Fungos utilizados na atividade antimicrobiana.

Fungos Espécies Cédigo de identificacéo
- Candida albicans (1007)
- Candida utilis (1009)

3.5.2 Determinacgdo da concentracdo minima inibitéria — CMI

O teste de CMI foi realizado através da técnica de microdiluicdo, em
multiplacas com 96 pocos, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CSLlI, 2010).
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Amostra 1, Amostra 2. Fonte: (AQUINO, 2016).

Figura 10 — Padronizacdo das multiplicas

Pesou-se 20mg das amostras, cada uma em um respectivo eppendorf e
completou-se com solvente diclorometano até o volume 1mL. Para o Quimioterapico
padrao foi pesado analiticamente 1g de Metronidazol (padrdo das Bactérias Gram
Positivas e Gram Negativas) e Fluconazol (padrdo dos fungos). Para o CMI
(Concentracdo Minima Inibitéria) foram utilizados 25uL das amostras que foram
preparadas para fazer as solucdes teste com os 6leos com os perfis quimicos
modificados de P. marginatum em meio acido, basico e o 6leo sem modificacdes.
Cada microrganismo foi adicionado em uma multiplica e para cada analise utilizou-
se duas placas, onde na primeira em quatro colunas diferentes estavam contidos: o
guimioterapico padrdo, o solvente, microrganismo e o meio de cultura. Nas demais
colunas estavam distribuidos duas amostras. Na segunda placa estavam presentes
apenas as amostras distribuidas em 9 colunas. Utilizou-se o meio liquido Mueller
Hinton (MH) para Bactérias Gram Positivas e Gram Negativas e o meio Saubouraud
(Sab) para Fungos Leveduriformes. Nos pocos da solucéo teste, (Linha A, Colunas
6, 7, 8 e 10, 11, 12), foram distribuidos 175uL de meio liquido e adicionou-se 25 pL
da solucédo preparada com a amostra, totalizando nesta primeira linha 200 pL. Nas
demais linhas (B, C, D, E, F, G e H, Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), coloca-se 100 pL
de meio. Na coluna com o solvente, colocou-se 75uL de meio e 25uL de solvente.

Na coluna do microrganismo colocou-se 100uL de meio e 10uL dos indcuos
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microbianos padronizados. Na coluna do padréo colocou-se 97,5uL de meio e
2,5uL da solucdo Padrao. Depois iniciou-se a microdiluicdo seriada, onde o primeiro
poco da linha A contendo 200uL (175pL de meio liquido e adicionou-se 25 uL da
solugdo preparada com a amostra) foi homogeneizado e retirados 100uL e
depositados no poco da linha B, se sucedeu o mesmo procedimento e depositados
na linha C e assim sucessivamente até a linha H. Por fim todos os pocos
apresentaram 100pL e a dilui¢cdo iniciou com 2500 e finalizou no ultimo poco com até
19.5pg/mL. No término desta etapa adicionou-se 10uL nos in6culos microbianos em
todos 0s pocos, exceto nos pogos da coluna com o meio de cultura, na coluna com o
solvente e na coluna com o padréo. As microplacas foram incubadas em estufa a
37°C por 18 a 24 horas para as bactérias e por 48 a 72 horas para Fungos

Filamentosos e Fungos Leveduriformes.

3.5.3 Leitura da microplaca

ApoOs o periodo de cultivo, as microplacas foram reveladas com a adicédo de
10uL da solucéo de risazurina a 0,01% que é umas solucdes reveladoras a partir da
mudanca de coloracao, e incubadas por 2 horas ao abrigo de luz para que ocorresse
a mudanca de coloracdo nos pocos. O teste de CMI define como a menor
concentracdo de um produto testado é capaz de inibir o crescimento de

microrganismos, evidenciado pela cor azul inalterada.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE P.
marginatum EM MEIO ACIDO, BASICO E NEUTRO

Como apresentado na tabela 3, os rendimentos dos Oleos essenciais em meio acido
foram baixos quando comparado ao rendimento do éleo essencial em meio neutro e

bésico.
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Tabela 3 — Rendimentos das extracdes dos 0leos essenciais

Rendimento (%)

Massa do material Massa do 6leo

vegetal (9) essencial (g)
Neutro 650 0,827
Acido 930 0,027
Basico 610 0,716

0,127
0,060
0,117

4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais das

folhas em meio acido, basico e neutro estdo listados nas tabelas 4, 5 e

6, na ordem de eluig¢ao.

Tabela 4 - compostos identificados no 6leo essencial das folhas da P. marginatum extraido

em meio acido

Substancia IR*
Acido 5-Metil-Hexan6ico 1029
p-Metil Acetofenona > 1185
Acido Nonanéico 1282
4,8-B-epoxi Cariofileno 1408
Ishwanoe 1452

1479

E-y-Bisabolena 1536
Alcool Cariofilenol 1560
Dilapiol 1626
1,4-hidroxi-9-epi-E- 1659

Cariofilenila<

1666

E-Asarona 1689
Z-Lingustilido 1726
2119*

1-Docoseno 2190

*Composto majoritario da P. Marginatum obtido em meio acido

Al*
1033
1179
1267
1423
1465

X
1529
1570
1620
1668

X
1675
1726

2119*
2190
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Figura 11 — Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Piper marginatum obtidos em meio

acido.

Tabela 5 - compostos identificados no 6leo essencial das folhas da P. marginatum extraido

em meio neutro.

Substancia
a-Pineno
B-Pineno

B-Fellandreno
Z-Ocimeno ZE-/ocimeno
a-Elemeno
isoledenoo

Aromadendreno
Croweacina
a--Amorfeno
Himachaleno
E-Metilisoeugenol

E-Nerolidol
Carotol
Z-Asarona*
Dilapiol
4,6-Dimetoxi-5-vinil-1,2-
benzodioxido
E-Asarona*

*Composto majoritario da P. Marginatum obtido em meio neutro

IR*
926
973
1029
1040
1325
1364
1405
1424
1443
1476
1480
1495
1536
1548
1582
1603*
1630
1658

1689

Al*
932
974
1025
1044(E)/1032(2)
1135
1374
X
1439
1457
1483
1481+/-
1491
X
1561
1594+/-
1616*
1620
1653

1675

35



, 27-Apr-2017 + 08:25:31

piper 1 neut Scan EH
32.72 TiC

1007 3.08e9

24.54
26.14

27.49 30.50
34.81

5.63 ¢ g5

9.08

25.30 Z7.67
2271 3009 | 3182
[23.32
21.01 A ﬂ 8,28
-
oL . i L |

T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.00 14.00 19.00 24.00 29.00 34.00 39.00 44.00 49.00

Time

Figura 12 — Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Piper marginatum obtidos em meio
neutro.

Tabela 6 - compostos identificados no 6leo essencial das folhas da P. marginatum extraido
em meio bésico.

Substancia IR* Al*
a-Pineno 925 932
B-Pineno 970 974

B-Fellandreno 1026 1025
1040 X

y-Terpineno 1039 1054

a-Elemeno 1321 1335

a-Elemeno 1326 1335

B-Elemeno 1349 1334

1365 X
B-Bourboneno 1379 1387
Carofileno 1410 1417
a-Humuleno 1441 1452
Metilisoeugenol 1447 1451
1455 X
Macrocarpeno* 1483* 1470*
Viridifloreno 1493 1496
1540 1529
E-Nerolidol 1555 1561
Guaiol 1586 1600

Z-Asarona 1615 1616

Exalatacina 1643 1655

E-Asaronae 1672 1675

1711 X

*Composto majoritario da P. Marginatum obtido em meio basico
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basico.

De acordo com MORAES, et al., (2014), os compostos majoritarios obtidos
do dleo essencial das folhas de Piper marginatum em seu trabalho “Circadian
variation of essential oil from Piper marginatum” (Variagdo circadiana do 6leo
essencial de Piper marginatum) foram a (Z)-asarona e (E)-asarona analogamente
aos compostos majoritarios obtidos pelo 6leo da Piper marginatum em meio neutro
neste trabalho de pesquisa. O composto macrocarpeno encontrado como
majoritario na extragdo do 6leo em meio basico ndo foi encontrado no estudo de
MORAES, et al., (2014). Assim como a (Z)-asarona composto majoritario no estudo

de 2014, nao foi identificada na extracdo em meio acido.

4.3CONCENTRACAO MIMIMA INIBITORIA — CMI

Na Tabela 7, estdo representados os valores das concentragdes das atividades
antimicrobianas das amostras dos 0leos essenciais extraidos em meio acido, basico
e neutro. A amostra PAcido corresponde ao 6leo modificado em meio &cido das
folnas de P. marginatum, a amostra PBasico corresponde ao Oleo essencial
extraido em meio basico das folhas de P. marginatum e Pneutro ao 6leo essencial

extraido em 4gua destilada.
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O oleo essencial obtido em meio acido apresentou CMI que variou entre 78,1 a
625 pug/mL, com a menor CMI para a bactéria gram-negativa E. coli e o fungo C.
utilis, e maior para gram-positiva B. subitillis e S. aureus. Ambas CMI, do meio
basico e neutro variaram entre 625 e 2500 pg/mL para os microrganismos testados.
E valido ressaltar que a agdo antibacteriana das plantas ocorre em sua maioria para
bactérias Gram-positivas devido aos metabdlitos secundarios que protegem as

plantas do seu meio externo, ao qual é rodeado de gram-positivas (JUSTEN, 2007).

A partir da tabela 7, pode-se observar que a PAcido, nas bactérias B.subtilis
(86), S. aureus e E. coli (224), apresentou resultados mais satisfatérios quando
comparado ao ao PBésico e PNeutro. Nos fungos Candida albicans (1007) e
Candida utilis (1009) a PAcido também apresentou melhores resultados. O 6leo
obtido em meio acido merece destaque pelo seu resultado satisfatorio frente a gram-
negativa E, coli quanto ao fato da acdo de antibiéticos em bactérias Gram-negativas
ser lenta, isto acontece pois as bactérias Gram-negativas possuem uma parede
celular composta de véarias camadas que diferem na sua composi¢cdo quimica, e
consequentemente, € mais complexa que as paredes das Gram-positivas, que
apesar de mais espessa, apresentam predominantemente um Unico tipo de
macromolécula, a mureina (acido n-acetil muramico) (JAWETZ, 1991).

De acordo com ALIGIANNIS et al. (2001) séo considerados como de forte
atividade antimicrobiana 6leos que apresentaram CMI de até 500 pg/mL; de
atividade moderada, os que apresentaram CMI entre 600 e 1500 pg/mL; e de fraca
atividade os que apresentaram CMI acima de 1600 pg/mL. O PAcido apresentou
CMI para o microrganismo B. subtilis (86) de 625 pug/mL tendo como resultado uma
atividade moderada. Em ambos os fungos a PBasico apresentou uma atividade
moderada com CMI 1250 pug/mL para Candida albicans (1007) e 625 ug/mL para
Candida utilis (1009). A PNeutra apresentou atividade moderada apenas para o
microrganismo Candida utilis com CMI de 625 pug/mL e n&o apresentou atividade

satisfatoria para 0os demais microrganismos.

Considerando que Oleos ndo sdo fragbes purificadas, os resultados de
atividade antimicrobiana apresentam potencial satisfatério para o desenvolvimento

de antimicrobianos naturais.

Tabela 7: Concentragcao Minima Inibitéria —CMI das amostras dos 6leos essenciais obtidos em meio
acido, bésico e neutro.
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Microrganimos
B. subtlis (86) (+)
E. Coli (224) (-)
S. aureus (02) (+)
C. albicans (1007)
C. utilis(1009)

PAcido
625ug/mL
78,1ug/mL
625ug/mL

312,5ug/mL
78,1ug/mL

PBasico
>2500ug/mL
2500ug/mL
2500ug/mL
1250ug/mL
625ug/mL

PNeutro
>2500ug/mL
2500ug/mL
<2500ug/mL
2500ug/mL
625ug/mL

39



5. CONCLUSOES

o E possivel a obtencdo de dleos essenciais em diferentes meios de pH

o Houve mudanca no perfil quimico dos 6leos extraidos em meio acido,
basico, neutro

o A mudanca de meio durante a extragcdo potencializa a atividade
biolégica, quanto a alguns microrganismos, como pode ser observado

na extragcdo em meio acido.

o O Oleo essencial obtido em meio &acido apresentou melhores

resultados quando comparados com o meio basico e o meio neutro.
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