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RESUMO

Peperomia blanda € uma erva rupestre, pequena que cresce em fendas de rochas, nesta
espécie foi verificada a presenca de componentes volateis, associacfes de lignanas,
flavondides, entre outros compostos. Com o objetivo de determinar o potencial
biolégico de P. blanda foi estudada a atividade antibacteriana e antioxidante de
extratos, fracbes e substancias isoladas de suas partes aéreas e raizes, obtidas por
maceragao a frio. Para determinagdo da atividade antibacteriana foram utilizadas as
técnicas de difusdo em agar e microdiluicdo contra cepas Gram-positivas e Gram-
negativas. Para determinagdo do potencial antioxidante foram realizados o0s ensaios
espectrofotométricos: radical ABTS HOCI, taurina-cloramina e &nion superoxido
(0,*), utilizando como padrdes a quercetina e cisteina. Na técnica de difusdo em agar,
100pL de suspensdo bacteriana a concentracdo ®déFmL foram semeadas em

agar Muller-Hinton com al¢ca de Drigalski. Discos de papel com 10 mm de diametros
embebidos com 25uL das amostras vegetais foram dispostos na superficie dessas
placas. Apés incubacédo a 37°C por 24 horas em aerobiose foram feitas as leituras dos
halos de inibicdo de crescimento ao redor dos discos, medidos em milimetros. No teste
de microdiluicdo os orificios das microplacas foram preenchidos com 80uL de caldo de
Muller-Hinton, 100uL de solugbes da amostra vegetal diluida seriadamente de 1000 a
12,5ug/mL e 20uL da cultura bacteriana a concentracdo fecéOlas/mL. As
microplacas foram incubadas a 37°C durante 24 horas sob condicbes de aerobiose e
posteriormente determinada a leitura da absorbancia em leitor de microplaca a 595nm.
As amostras vegetais ndo apresentaram atividade contra nenhuma das bactérias testadas
pelo método de difusdo em agar. Nos ensaios de microdiluicdo as amostras
apresentaram os melhores resultados c@traureussendo que os policetideos com

CIM = 87,5 pg/mL, lignanas com CIM = 175 pg/mL e flavonéides com CIM > 350
pg/mL. Como controles foram utilizados ciprofloxacino a 35ug/mL e DMSO a 5%.
Para atividade antioxidante a fragdo diclorometanica apresendpuldC7,47 pg/mL,
27,38ug/mL e 77,34ug/mL para radical ABTSHOCI e taurina-cloramina
respectivamente. Estes resultados indicam Bueblanda contém compostos com
atividade em relacdo as bactérias testadas, antibacteriana, e antioxidante o que torna
relevante a continuidade dos estudos na determinacéo das propriedades biologicas nesta
espécie vegetal.

Palavras-chave: Peperomia blanda, difusdo em agar, microdilui¢cdo, antioxidante
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ABSTRACT

The species oPeperomia blanda is a perennial herb, which grows in small rocks
crevices that showed the presence of volatile components, associations of lignans,
flavonoids and other compounds. In order to determine the biological potenkal of
blanda, we studied the antibacterial and antioxidant activity of extracts, fractions and
compounds isolated from its aerial parts and roots, obtained by cold maceration. For
determination the antibacterial activity was used agar diffusion and microdilution
against strains Gram-positive and Gram-negative. For determination of antioxidant
potential were performed spectrophotometric assay: ABTi@dical, HOCI,
taurinecloroamine and superoxide anions*()Q using quercetin and cysteine as
standards. In agar diffusion assay, 100 pL of bacterial suspension in the concentration
of 10° CFU/mL were placed on Mueller-Hinton agar with Drigalski. Paper disks with 10
mm in diameter embededd with 25gamples of vegetables were placed on the surface

of these plates. After incubation at 37°C for 24 hours under aerobic conditions were
made the readings of the halos of growth inhibition around the disks, measured in
millimeters. In the microdilution assay of the microdilutions were filled withL80u
broth Muller-Hinton, 100 uL of the solution plant sample serially diluted from 1000 to
12.5 pg/mL and 26L of bacterial culture concentration of “1@ells/mL. The
microplates were incubated at 37°C for 24 hours under aerobic conditions and thereafter
determined reading the absorbance in a microplate reader 595nm.The plant samples did
not show any activity against the bacteria tested using agar diffusion. Microdilution
bioassay the samples showed the best results a§aiasteusand the polyketides with

MIC = 87.5 pg/mL, lignans with MIC = 175 pg/mL and flavonoids with MIC > 350
pg/mL. As controls were used to ciprofloxacinu8nL and DMSO 5%. For
antioxidant activity dichlorometanic fraction showedd©f 7.47, 27.38 and 77.34 ug /

mL for radical ABTS, and HOCI taurinacloroamina respectively. These results
indicate thaP. blanda contains compounds with antibacterial and antioxidant making it
relevant for further study in determining the biological properties of this plant species.

Key words: Peperomia blanda, agar diffusion, microdilution, antioxidant
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Introducéo 2

1 - Introducéo

Historicamente, as plantas vém sendo utilizadas pela humanidade na
medicina tradicional desde o inicio de nossa civilizacdo. Apos a identificacdo de
espécies e de géneros que se adequavam ao uso medicinal, surgiram as técnicas
de extragdo, secagem das folhas e raizes, trituracdo de sementes e técnicas de
conservagdo que configuraram um corpo teorico-pratico do conhecimento que
constituia a medicina do homem primitivo. Esse processo foi lento e longo, no
gual a intuicéo aliada ao ensaio, vagarosamente converteu a experiéncia do saber
em memoria coletiva (GOTTLIEB & KAPLAN, 1993).

Os componentes da biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de
produto de origem econdmica, dentre eles destacam-se os fitoterapicos e os

fitofarmacos, originados de recursos genéticos vegetais (SIMOES et al., 2000).

Apesar da énfase dada nas pesquisas iniciais em farmacos sintéticos, certo
interesse em plantas medicinais tem renascido em parte devido ao fato de muitos
farmacos sintéticos serem potencialmente téxicos e nao estao livres dos efeitos
secundarios no paciente (MAREGESI et al., 2008).

Plantas medicinais sdo bem conhecidas como fontes naturais para o
tratamento de varias doencas desde a antiguidade. Mais de 20.000 espécies de
plantas usadas para propostas medicinais sao relatados pela organizacdo mundial
da saude (OMS) (GULLECE et al., 2006). Produtos naturais, composto puro ou
como extratos de plantas padronizados, promovem oportunidades sem limites
para conducdo de novos farmacos, devido a disponibilidade inigualavel da
diversidade quimica (COS et al., 2006).

No passado, a fitoterapia era mais adotada pela populacéo carente, devido
a facil disponibilidade e menores custos. Atualmente, o uso de plantas como uma
fonte de medicamentos é predominante em paises em desenvolvimento como
uma solugdo alternativa para problemas de salde e estd bem estabelecido em
algumas culturas e tradicdes, especialmente na Asia, América Latina e Africa
(DUARTE et al., 2007).
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Substancias quimicas, derivadas de espécies de plantas diferentes, podem ser
consideradas como drogas importantes. Exemplos bem conhecidos desta estratégia
incluem os glicosideos cardiotonicos Migitalis purpurea, os anti-hipertensivos e
agentes tranquilizantes como reserpina da espécie indemalfia serpentina, o
antimalarico quinina isolados dghincona spp (NEWMAN, 2000), e o extrato de
Kava-kava, como é conhecidaP#er methyticumcomo medicamento ansiolitico
(RICE - EVANS, 1996).

Piper nigrum (pimenta preta), cujos frutos constituem um dos mais
importantes e utilizados condimentos do mundo, € conhecida por apresentar
atividade antifungica devido a presenca de lactonas, terpendides, alcaldides e
saponinas (COWAN, 1999).

Nos dias de hoje, embora o foco da industria farmacéutica seja a sintese
combinatéria, a quimica de produtos naturais continua sendo a base para
investigacdo de novas drogas (PHILLIPSON, 2001; ORTHOLAND, 2004). O
potencial risco de intoxicacdes justifica cuidados especiais na preparacdo e consumo
de plantas medicinais. A obediéncia as dosagens prescritas e o0 cuidado na
identificacdo precisa do material utilizado podem evitar uma série de acidentes
(LORENZI et al., 2002).

As plantas medicinais podem ser utilizadas como misturas complexas,
contendo todos os constituintes presentes no vegetal, extraidos sob a forma de
infusdo, 6leos essenciais, tinturas e extratos, ou podem ainda ser utilizadas também
para fornecer os principios ativos quimicamente puros. A atividade farmacoldgica
apresentada por uma planta é, portanto, resultado da acdo de uma substancia natural
ou de vérias substancias presentes nos fitoterapicos (CARBONEZI, 1998). Tais
substancias sdo quimicamente muito variadas como, por exemplo: isoflavondides,
amidas, cumarinas, poliacetilenos contra fungos, terpenos e flavomaéides contra
insetos e bactérias, alcaldides téxicos que agem como defesa contra herbivoros
(COWAN, 1999).

No Brasil existe uma flora bastante diversificada, em toda a sua extensao,
com vegetacdes de diferentes caracteristicas e cujos principios ativos séo
desconhecidos. De um modo geral, as matas nativas sdo as maiores representacoes

da riqueza de espécies da flora brasileira. O ambito dessa extenséo continental
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abrange desde regides equatoriais ao norte até areas extratropicais ao sul,
diferenciadas climética e geomorfologicamente, com uma extraordinaria diversidade
ecologica (NAPOLITANO et al., 2005). A magnitude da biodiversidade brasileira
nao € conhecida com precisao tal sua complexidade, estimando-se a existéncia de
mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas, animais e micro-organismos
(GUERRA e NODARI, 2003).
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2. Revisao Bibliografica

2.1 — Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ord®iperales que é considerada
como uma das mais primitivas plantas tropicais e subtropicais entre as
Angiospermas. Esta familia compreende 14 géneros e aproximadamente 1950
espécies, sendo que os predominantes da América do Sul Pgaer,
Potomorphe, Sarcorhachis, Trianoeopiper e Peperomia (TAYLOR & HICKEY,
1992).

No Brasil, a familia Piperaceae é representada por cinco géneros, sendo
gue a maioria desses exemplares sao arbustos ou trepadeiras, e raramente séo
arvores. Os principais componentes desta familia sdo os fenilpropandides
(VELOZO et al.,, 2006; FELIPPE et al., 2008), lignanas (MONACHE &
COMPAGNONE, 1996), alcaldides (DODSON et al., 2000), acido benzdico e
derivados (BERGAMO et al., 2005; MORANDIM et al., 2005).

Espécies de Piperaceae € bastante utilizada na alimentacdo, em
inseticidas (NAVICKIENE et al., 2003), e também na medicina tradicional
devido ao acumulo de diferentes classes de metabdlitos biologicamente ativos,
tais como as amidas (NAVICKIENE et al., 2000), substancias de baixo peso
molecular, pironas e flavonéides (DANELUTTE et al., 2003; VELOZO et al.,
2009), fenilpropandides e cromenos (BALDOQUI et al., 1999; LAGO et al.,
2004, MORANDIM et al., 2005; VELOZO et al., 2006), lignéides (MARTINS
et al., 2003, FELIPPE et al., 2008) e outros metabdlitos de biossintese mista.

O géneroPiper é composto por aproximadamente 1000 espécies de
vegetacdo caracteristica, sendo frequentemente encontrados como vegetacao
secundaria de florestas tropicais das Américas e Asia. A maioria das espécies sio
arbustos de crescimento rapido e muitos deles apresentam conhecidas atividades
antiséptica, inseticida e antimicrobiana (NAVICKIENE et al.,, 2006; DE
MORAIS et al., 2007; FAZOLIN et al., 2007; DUARTE et al., 2007). Do ponto
de vista fitoquimico tem sido detectado quantidades razoaveis de safrol, dilapiol,
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miristicino e derivados similares a metilenodioxifenil nestas espécies vegetais,

como compostos bioativos (GUERRINI et al., 2009).

Uma investigacdo de algumas espécies, tais colo,aduncum
(BALDOQUI et al., 1999) é. hispidum(ALECIO et al., 1998), foram isolados
derivados do &cido benzdico e amido pirrolidona e identificado como composto
citotdxico e antifungico respectivamente (MARTINS et al., 2000).

Segundo GUERRINI et al, (2009), oOleos essenciais isolado®.de
aduncume P. obliqgumapresentaram atividade contra bactérias Gam-positivas e
negativas, sendo a melhor atividade obtida frentcali com concentragéo
inibitéria minima (CIM)= 230ug/mL. Nenhum dos Oleos essenciais foram ativos

nos ensaios decavengede ABTS” (2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfénico) e DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila) na concentracédo de 20 pg/mL.

A espécie Piper betle € conhecida por apresentar atividade
antimicrobianan vitro e in vivo, e pomadas preparadas com extratos de folhas
preveniram o crescimento & aureus, Estreptococcfis- hemolitoco do grupo
A e dermatofitos (WIROTESANGTHONG et al, 2008). Chas preparados a partir
das folhas dé@iper betleapresentaram atividade antioxidante contra os radicais
DPPH, hidroxil ("OH) e superoéxido (&), com capacidade antioxidante total
equivalente ao acido ascorbico e acido galico. (DASGUPTA & DE BRATATI,
2004).

HOLETZ et al.,, (2002) em uma pesquisa de plantas medicinais
brasileiras relataram atividade antimicrobiana do extrato aquoso-etandlico das
folhas dePiper regnellicontraStaphylococcus aureuBacillus subtilis, Candida
krusei e Candida tropicalis Além disso, PESSINI et al., (2003) avaliando a
atividade antibacteriana das fracdo hexanicas e cloroférmicas das folhas de
Piper regnelli demonstraram boa atividade contra bactérias Gram-positivas e
baixa atividades contra bactérias Gram-negativas. Ja as fracbes de acetona,
metanol (MeOH), MeOH/agua e cloroférmio/ acetato de etila (AcOEt), néo
apresentaram nenhuma atividade tanto para as Gram-positivas quanto para as

Gram-negativas.
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MAREGESI et al., (2008) encontraram forte atividade contra bactérias
Gram-positivas, principalmentBacillus cereuse Staphylococcus aureusm

extratos n-hexano da casca da raiz de Elaeodendron achlechteranum

LOPEZ et al., (2001) verificaram atividade antimicrobiana de extratos
metandlicos das folhas dRe lanceafoliumplantas colombianas, conttandida
albicans Klebsiella pneumoniae, Enterococus faecalis, Mycobacterium phlei,

Bacillus subtilis, e Staphylococcus aureus com significantes zonas de inibicao.

2.1.1 — Género Peperomia

Por apresentar uma folhagem vistosa, as espécid3eparomia séo
utilizadas como plantas ornamentais. As folhas sdo também amplamente
utilizadas na medicina para tratamento de inflamacdes, asma, Ulceras gastrica,
por suas atividades analgésica, fungicida e antibacteriana (ARRIGONI-BLANK
et al., 2004).

O géneroPeperomia representa um dos géneros mais importantes da
familia Piperaceae. Possui 3100 espécies, sendo que 710 sao epifitas (ZOGHBI
et al., 2005). A maioria das espéciesRaperomia apresenta folhas providas de
tecido especializado em reservar agua, e essa alta capacidade de armazenar agua
possibilita sobrevida nos periodos de seca, dos quais espécies de habitos
epifiticos sdo submetidas com frequéncia (TAKEM@RAL, 2003). Dentre as
varias espécies pertencentes a este gérteperomia blanda vem sendo

estudada quanto a sua composi¢cao quimica e caracteristica biologica.

Algumas atividades bioldgicas foram encontradas em compostos isolados
do género dePeperomia. Como a presenca de fendis com atividade
antiparasitaria deé®. galioides (MAHIOU et al., 1995, 1996), e extratos das
partes aéreas de. pellucida com atividade analgésica em camundongos
(AZIBA et al., 2001).

Peperomia blanda conhecida como erva jaboti (VELOZO, 2009), € uma
erva rupestre, tomentosa, pequena que cresce em fendas de rochas (Figura 1).
Sé&o encontradas nas Antilhas e na América do Sul, e no Brasil € encontrado nos
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estados de Roraima, Goias (Brasilia - DF), Ceara, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
S&o Paulo e Rio Grande do Sul (GUIMARAES & GIORDANO, 2004). Estudos
guimicos com esta espécie demonstram a presenca de componentes volateis
(GUERRINI et al., 2009), bem como a associacdo de lignanas com atividade
antiprotozoaria (MARTINSet al, 2003) e cromenos isolados com atividade
antifingica e antitumoral (BALDOQUI et al., 1999; LAGO et al.,, 2004;
VELOZO et al., 2006). Esta espécie também tem sido exaustivamente
investigada com fonte de novos produtos como potencial antimicrobiano e
atividades inseticidas (MIN et al., 2004; KONISHI et al., 2005; SACCHETTI et

al., 2005).

http://upload.wikimedia.org
Figura 1: Peperomia blanda

Investigacbes fitoquimicas anteriores em diferentes espécies de
Peperomiatem mostrado a presenca de flavonodides (AQUIL et al., 1993;
VELOZO et al., 2009), derivado®enzopiranos (SEERAM et al.,, 1998;
SALAZAR et al., 2005), secolignanas (MONACHE & COMPAGNONE, 1996;
GOVINDACHARI et al., 1998), terpenos, arilpropandides, compostos fendlicos
(BAYMA et al., 2000; LI et al., 2003) e Oleos essenciais (SILVA et al., 1999;
ZOGHBI et al., 2005).

Significantes atividades tém sido relatadas para os derivados de lignanas
isoladas das Piperaceae (MARTINS et al., 2003; LUIZE et al., 2006). Em
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estudos precedentes com extratos de média polaridade de partes aéreas de
Peperomia blanda foram encontrados flavondides e lignanas tetraidrofurancias
(FELIPPE et al., 2008), esta primeiramente isolada Lisea grandis
(HOLLOWAY & SCHEINMANN, 1974) ePeperomia su{CHENG et al.,2003)

que apresentam atividade biolégica frente as formas tripomastigotas (LOPES et
al., 1998) e epimastigota de cepa Y (FELIPPE et al., 2008)rgfsanosoma

cruzi.

Dois novos flavondides isolados por VELOZO et al., (2009) de
Peperomia blanda, sdo exemplo de C - glicosil flavona, uma classe de
compostos raramente encontrados em plantas da familia Piperaceae, que

usualmente produzem flavonoides nao glicosidicos e O — glicosidicos.

2.2 — Metabdlitos secundarios

As plantas medicinais possuem uma ilimitada habilidade para sintetizar
metabolitos secundarios, sendo estes uma grande fonte de possiveis farmacos devido
a diversidade de moléculas com as mais variadas estruturas e propriedades quimicas
(HOSTETTMANN et al., 2003). Durante muito tempo, 0os metabdlitos secundarios
foram considerados como produtos de excrecao vegetal, com estruturas quimicas e,
algumas vezes, propriedades biolégicas interessantes. Atualmente, entretanto, sabe-
se que muitas destas substancias estao diretamente envolvidas nos mecanismos que
permitem a adequac&o do produtor ao seu meio (SIMOES, 2004). Em muitos casos,
estas substancias fitoquimicas servem como mecanismos de defesa da planta contra
micro-organismos, insetos e herbivoros, protecdo contra raios ultra violeta (UV) e
para atrair polinizadores ou animais dispersores de sementes, entre outros.
(SIMOES, 2004).

O metabolismo secundario de plantas pode variar consideravelmente
dependendo de varios fatores que apresentam correlagcdes entre si e ndo atuam
isoladamente, podendo influenciar em conjunto no metabolismo secundario, como
por exemplo, sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura e altitude, entre
outros (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Em geral os extratos de plantas contém

baixas concentracbes de compostos ativos e um elevado numero de compostos
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promissores, requerendo o uso de bioensaios sensiveis para avaliar uma ampla
variedade quimica e pequenas quantidades de amostras. Estes ensaios devem ser
simples, reprodutiveis, rapidos e de baixo custo (SOUZA BRITO, 1996).

2.2.1 — Lignanas

As ligndides sdo substancias que se depositam nas paredes das células
vegetais, conferindo rigidez. Representam de 15-35% da matéria seca dos
troncos de gimnospermas e angiospermas arborescentes. SAo macromoléculas,
polimeros de unidades basicas C6 — C3, abrangendo, usualmente muitas
unidades fenilpropanicas. Mais de 500 ligndides estdo relatados na literatura.
Deste total 90% pertencem ao grupo das lignanas e neolignanas (SIMOES,
2003).

Os ligndides subdividem-se em lignanas que sao dimeros formados
através do acoplamento oxidativo de &lcool cinamilico entre si ou destes com
acido cimamico; neolignanas que sdo dimeros oxidativos de alil fendis e de
propil fendis, entre si ou cruzados e ndo apresentam carbono gama (C
oligoligndides que sdo os oligbmeros de lignéides, ou seja, os produtos

resultantes de condensacao de trés a cinco unidades fenilpropanoidicas.

O caminho biossintético dos arilpropandides, precursores primarios dos
ligndides, desenvolvem-se a partir da fenilalanina ou da tirosina, pela via
redutora, que envolve a formacao de acido cinamico, adeido cinamico e alcoois
cinamilicos (SIMOES, 2003).

2.2.2 — Policetideos

A via do acetato-malonato é uma das sequéncias reacionais que conduz a
producdo de substancias com estruturas moleculares contendo anéis arométicos.
Policetideos, substancias formadas pela condensacao de uma unidade de acetil-CoA
como iniciadora do processo biossintético e varias unidades de malonil-CoA para

alongamento da cadeia, dominam a aleloquimica (JUNIOR, 2002).
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Organismos sao sujeitos a ataque por predadores e podem produzir
substancias aleloquimicas para sua protecdo. Algas, por exemplo, contém
policetideos e sesquiterpendides defensivos. Os primeiros sdo gerados pela
condensacao de unidades acetato, um processo do metabolismo primario que leva
principalmente a acidos graxos (JUNIOR, 2002; SATA, 2005).

Esponjas do géner®lakortis tém provado serem uma rica fonte de
policetideos. Estes compostos tém mostrado um amplo espectro de atividades

bioldgicas tais como antibacteriana, leishmanicida e citotdxica (SATA, 2005).

Outros produtos naturais marinhos tém apresentado atividade farmacoldgica,
incluindo acetogeninas, policetideos, terpenos, alcaldides, peptideos e metabdlitos
de origem biossintética mista (PINTO, 2002).

2.2.3 — Flavonoides

Os flavonoides pertencem a uma ampla classe de compostos fendlicos de
baixo peso molecular, derivados de benzo-g-pironas (HEIM et al., 2002). Os
flavonodides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides, constituem uma
importante classe de polifendis, presentes em relativa abundéncia entre os
metabolitos secundarios de vegetais (Figura 2). Entretanto esta definicdo levando
em conta somente a estrutura quimica ndo € apropriada, uma vez que existem
compostos contendo hidroxilas fendlicas, que fazem parte de outras classes de
metabdlitos. Os flavonodides representam um dos grupos fendlicos mais importantes
e diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos e
amplamente distribuida no reino vegetal (SIMOES, 2004). As principais categorias
estruturais gerais sao as flavonas, as flavanonas, os flavondis, as antocianidinas e as
isoflavonas, em alguns casos o anel heterociclico de seis membros € substituidos por
um anel de cinco (auronas) ou aparece uma forma isomérica de cadeia aberta
(chalconas). (ROBBERS, 1997).
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Figura 2: Estrutura basica dos flavondides.

Os flavondides apresentam propensdo em inibir radicais livres devido suas
estruturas quimicas, baseadas em seu nucleos, posicdes e tipos de substituintes que
influenciam na atividade antioxidante (HEIM et al.,, 2002). S&o conhecidos por
exercerem uma infinidade de propriedades biolégicas como antimicrobiana,

antiviral, anti-inflamatoria, analgésica e antitlcera (SIMOES, 2003).

Os flavondides de origem natural apresentam-se, frequentemente,
oxigenados e um grande numero ocorre conjugado com acucares. Os encontrados
nas folhas dos vegetais podem ser diferentes daquelas presentes nas flores, nos
caule, raizes ou frutos, o mesmo composto ainda ocorre em diferentes

concentracdes, dependendo do 6rgéo vegetal em que se encontra (SIMOES, 2003).

Tabela 1: Metabdlitos secundarios isolados de espécies de Peperomia.

Classe Estrutura Espécie Referéncia
O\
HO. o O
B O Peperomia AQUIL et al.,
Flavonoide .
oH 6 pellucida 1993
acacetina
(@] (@)
IS o
- . MONACHE &
) Peperomia
Secolignana COMPAGNONE,
o glabella
o 1996
peperomina A




Revisdo Bibliografica 14

OH O

CH3
o

) Peperomia | SEERAMet al.,
Policetideo N
OH proctorii 2000
proctoriona B
o]
HsCO A
Peperomia | SALAZAR et al.,
Cromeno HO 0 .
villipetiola 2005
metil 7-hidroxi-5- metil-2,2-dimetil-2H-1-
cromeno-6-carboxilado
Lignana Peperomia
_ . _ | WU etal., 2005
tetraidrofuranicsg AGO dindygulensis
7,7’-bis(5-metoxi-3,4-metilenodioxifenil)-8
acetoximetil-8'-hidroximetiltetraidrofuranica
Lignana Peperomia | FELIPPE et al.,
tetraidrofuranica blanda 2008
rel-(7R8S,7S,89-4,5,4’,5’-dimetilenodioxi-
3,3’-dimetoxi-7,7’-epoxilignana
=
(0]
(o]
H 3CO :
. ' Peperomia | FELIPPE et al.,
Seco-lignana .
vy blanda 2008
(2R,3S)2-metil-3-[bis(3’,4’-metilenodioxi-5';
metoxifenil)metil]butirolactona
Peperomia | FELIPPE et al.,
Flavona
blanda 2008

5-hidroxi-3’,4’,7,8-tetrametoxiflavona
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2.3 — Atividade antimicrobiana

Diversos meétodos laboratoriais sdo empregados na determinacdo da
atividade antimicrobiana “in vitro”, sendo aplicados como triagem de novas

substancias biativas.

A técnica de difusdo em &gar é bastante utilizada, com pequenas
variacbes na metodologia, sendo considerada de facil execucéo, reprodutivel e
permite a experimentacdo de diversas concentracdes das substancias-teste em
uma mesma placa. (NCCLS — M2 A8, 2003; COWAN, 1999; NETO et al., 2002;
MORAIS, 2006).

Métodos de diluicdo em meio liquido também sdo comumente utilizados
na avaliacdo da atividade antimicrobiana de compostos quimicos. A prova de
sensibilidade por este método foi uma das primeiras a serem desenvolvidas,
servindo ainda hoje como método de referéncia (NCCLS — M7 A6, 2003;
LANGFIELD, 2004).

Ambas as técnicas de difusdo em agar e diluicdo em tubos, requerem
grande quantidade de substancias-teste, o que restringe grandemente a sua
utilizacdo em bioensaio para compostos antimicrobianos uma vez que 0S
produtos naturais na grande maioria das vezes sdo extraidos em pequenas

guantidades.

Segundo diversos autores a técnica alternativa mais amplamente utilizada
em ensaios microbioldgicos e a de diluicdo seriada de extratos em microplacas

gue permite a utilizacdo de pequenas quantidades e/ou volumes.

Outro aspecto vantajoso desta metodologia e a possibilidade de se utilizar
mais de uma substancia-teste, bem como diferentes micro-organismo em um
mesmo ensaio. Possibilita ainda demonstrar qual a minima concentracdo da
substancia a ser testada necesséaria para inibir o crescimento bacteriano
(COWAN, 1999; PALOMINO et al., 2002; ELOFF, 2000; LANGFIELD, 2004,
ALVES, 2006)
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2.4 - Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que impedem ou diminuem a oxidacdo de
outras moléculas, inibindo a iniciacdo ou a propagacao de reacdes de oxidacéo
(VELIOGLU, 1998). Entre eles estdo os compostos fendlicos que sdo antioxidantes
primérios e agem como sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reactes
em cadeia. Eles estdo largamente distribuidos na natureza, com destaque aos
derivados dos &cidos benzoicos e cinamico, bem como os flavonoides
(DEGASPARI, 2004).

O termo radical livre refere-se a um atomo ou molécula altamente reativa,
que contém numero impar de elétrons em sua Gltima camada eletrénica. E este ndo
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas (HALLIWELL, 1992).

Radical livre ndo € o termo correto para designar todos 0s agentes reativos
potencialmente patogénicos, de origem enddgena (intracelular) ou xenobioticos,
pois nem todos apresentam elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia.
Assim podem-se denominar estes agentes, como por exemplo, aqueles que
originam-se do metabolismo do,,Gcomo espécies reativas do oxigénio (ERO)
(FERREIRA & MATSUBARA 1997).

Em condicdes fisiologicas do metabolismo celular aerobio, ; os@re
reducdo tetravalente (quatro elétrons), resultando na formagdo @ H
Normalmente, a redugdo completa dodoorre na mitocondria (Figura 3), durante
esse processo também sdo formados intermediarios reativos, como os radicais
anions superoéxido (£9), hidroperoxila (H@") e hidroxila {OH), e espécies nio
radicalares como o peréxido de hidrogénie@p). (FERREIRA & MATSUBARA
1997).
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NADPH + O,

NADPH oxidase

NADP* + H"

* MPO

L SOD Taurina
02 —p H,0, 1 )y HOCI
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Fe™ 1 H20, &

ONOO "+ H"* .
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OH ‘0,

‘OH + NO’,

Figura 3: Reducéo tetravalente do oxigénio moleculas) (@ mitocondria
até a formacéao de,B.

O H,O, é formado por dismutacdo espontanea ou por acdo da superoxido
dismutase (SOD) a partir do,QQ a remocéo do ¥D, ocorre por acdo de enzimas
antioxidantes, como a catalase. Em células como os polimorfonucelares neutréfilos
o H,O, reage com a enzima mieloperoxidase (MPQO) originando o intermediario
redox MPO |. Este oxida o ion cloreto (Cformando o HOCI (HAMPTON et al.,
1998).

A elevacdo nproducédo de ERO, ou deficiéncia na defesa antioxidante leva
ao estresse oxidativo, na qual as espécies reativas podem produzir danos celulares,
tais como a lipoperoxidacdo das membranas, havendo assim um desequilibrio entre
o consumo de glutationa reduzida (GHS) e a producdo de glutationa oxidada
(GSSG) (HALLIWELL, 1993).

2.4.1 - Cation radical ABTS"

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a atividade antioxidante é via a
captura do radical ABTS, o qual pode ser gerado através de uma reagdo quimica,
eletroquimica ou enzimatica (Fig. 4). Com essa metodologia, pode-se medir a
atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKO&K&L,

2005).
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K2S,08

Figura 4: Oxidacéo do ABTS pelo #5,0s.

2.4.2 - Acido hipocloroso (HOCI)

O HOCI, ou a sua forma dissociada, hipoclorito (QG¢ um potente
oxidante e agente microbicida, que reage com muitas biomoléculas, como proteinas,
aminodcidos, lipideos, acidos nucléicos, vitaminas (JENNERL, 2002,) tidis,
tioesteres e ascorbato (VELLOSA, 2007) e outras ERO, tais como oxigénio singlete
(0,)) e radical hidroxil COH). E formado pela oxidacdo de’Ctatalisada pela
MPO em presenca de,8&, (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996; VELLOSA,

2007).

Figura 5: Oxidacao dos ions cloreto na formacao de HOCI

O HOCI modifica lipoproteinas de baixa densidade (LDL). A exposicédo da
LDL ao HOCI causa oxidacdo nos seus residuos de triptofano e tirosina e outros
lipideos, contribuindo assim com o desenvolvimento da aterogénese (JERLICH et
al, 1998). Apresenta, contudo uma acdo protetora, a medida que participa do
processo de destruicdo de micro-organismos, mas ao mesmo tempo pode agredir 0s
tecidos, pois nem células de mamiferos nem de bactérias podem detoxicar o HOCI
por via catalitica. (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).
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2.4.3 — Taurina-cloramina (TauCl)

As cloraminas sdo produtos da reacédo entre o HOCI e o grupodé&lH
aminoacidos (KHALIL, 2005). Sdo oxidantes mais estaveis e menos toxicos que o
HOCI e “in vivo” um dos produtos desta reacdo e a formacdo de TauCl
(TauCl)(BABIOR, 2000).

Figura 6: Formacéao das cloraminas

As Cloraminas podem ter curta ou longa duragdo, apresentar carater
lipofilico ou hidrofilico, sendo que aquelas lipofilicas de longa duracdo difundem-se
através da membrana plasmatica com maior facilidade, gerando danos oxidativos a
grandes variedades de biomoléculas (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996). As
monocloraminas (NBCI) estdo diretamente relacionadas com injdrias gastricas,
observadas na presencaHiiicobacter pylori que geram elevadas quantidades de
amonia (SUZUKI, 1992) e ativam os neutroéfilos produtores de HOCI (LAPENNA
& CUCCURULLO, 1996) os quais reagem com aminodcido taurina formando
TauCl.

2.4.4 — Radical anion superoéxido

O radical superéxido (£9) ocorre em quase todas as células aer6bicas e é
produzido durante a ativagdo maxima de neutrofilos, mondcitos, macrofagos e
eosindfilos (HALLIWELL, 1990), é formado pela reducdo mono eletrénica do
oxigénio (Figura 7). Apesar de ser considerado pouco reativo em solucdes aquosas,
tem sido descritas les6es em sistemas bioldgicos secundaria a sistemas geradores de
0,* (FERREIRA & MATSUBARA 1997).
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O &;* é 0 mais comum e abundante na célula. Sua formacéo ocorre a partir
da reducéo parcial do oxigénio molecular por um elétron. E um produto de cadeia
transportadora de elétrons ou da acao de fagocitos para defesa bactericida (DIAZ et
al, 1998).

Um rapido aumento do metabolismo dos carboidratos pela via das pentoses
fosfato (HENDERSON & CHAPPLE, 1996), associado a um aumento do consumo
de Q, e sob acdo da NADPH oxidase, produz £ ,Ccaracterizando o termo
explosao oxidativa (KHALIL, 2005).

Figura 7: Formagéo de anions superéxidos’(Dem membranas celulares.
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3 — Justificativa

As plantas tém desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento
de novos farmacos por muitos anos, pois elas tém sido utilizadas como fontes de
produtos naturais biologicamente ativos. Estima-se atualmente que estes
produtos estejam envolvidos no desenvolvimento de aproximadamente 44% de
todas os novos farmacos prescritos (MALLAVARAPU, 2001).

Os produtos naturais de origem vegetal constituem uma estratégia
importante para a inovagao farmacéutica e a competitividade do setor, tendo em
vista a singularidade dessas substancias e suas aplicacdes, bem como, por seu
papel como prototipos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos.
Tendo em vista que bactérias resistentes a mudultiplos antimicrobianos
representam um desafio no tratamento de infecgBes, € notdria a necessidade de
encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para serem
utilizadas no combate a esses micro-organismos. Assim, apesar do grande
numero de produtos de plantas ja conhecidos, a probabilidade de se identificar
novos metabdlitos bioativos de fontes vegetais apresenta-se ainda hoje
irrevogavel (OLIVEIRA & BRAGA, 2003).

Diversos estudos botanicos, quimicos, farmacolégicos e ecoldgicos vém
sendo realizados, e cada vez mais demonstra-se e justifica-se a importancia e o
potencial da flora brasileira. Plantas da familia Piperaceae, que sdo naturais do
Bioma — Cerrado do Estado de S&o Paulo apresentam compostos com potencial

atividade bioldgica, o que as tornam alvos potenciais para estudos.

A caracterizacdo biolégica de substancias puras e/ou extratos vegetais,
com atividade antimicrobiana € de extrema relevancia bem como a determinacao

de suas propriedades antioxidantes.
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4 — Objetivos

7

O objetivo do presente estudo é determinar a atividade bioldgica de
plantas da espéciePeperomia blanda (Piperaceae). Para esta caracterizacdo

foram realizados testes para avaliar:

1. Atividade antibacteriana utilizando as cep8saphylococcus
aureus Enterococcus faecali®acillus subtilis,Escherichia coli

e Pseudomonas aeruginosa.

2. Atividade antioxidante, utilizando como modelos o radical
ABTS*", o radical superéxido (), e as espécies reativas do

acido hipocloroso e taurina-cloranima.
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5 - Material e Métodos

5.1 - Extratos vegetais

5.1.1 - Obtencao e procedéncia

Foram estudados os extratos brutos, quatro fracdes e nove substancias
puras, (lignanas, policetideos e flavonodides) da pReperomia blanda que séo
apresentadas na Tabela 2. Obtidas e cedidas pela PmafaMaysa Furlan,
coordenadora do laboratério Nucleo de Biossintese, Bioensaios e Ecofisiologia
de Produtos Naturais (NUBBE) — Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.

As partes aéreas deeperomia blanda foram coletadas na Reserva
Ecologica da Ripasa, no municipio de Araraquara — SP, Brasil como parte da
tese de doutorado de Lidiane Gaspareto Felippe, o qual foi identificado
previamente pela Dra. Elsie Franklin Guimaraes, sendo que a exsicata esta

depositada no Instituto de Biociéncia da USP, Sao Paulo (Kato-547).

5.1.2 - Estudo fitoquimico de Peperomia blanda

As partes aéreas deeperomia blanda foram secas em estufa € 49
trituradas em moinho pequeno. Posteriormente trituradas e submetidas a extracao
com acetato de etila, por maceracdo. O extrato obtido foi dissolvido em
MeOH:H,O na proporcdo 8:2 e a solucdo obtida foi colocada em um funil de

separacao.

Foi realizada extracéo liquido-liquido com hexano e a solugcéo obtida na
extracdo foi concentrada em rotaevaporador. A fracdo Me&Hrestante foi
entdo extraida com GBI, e concentrada em rotaevaporador. Por ultimo a
fracdo MeOH:HO foi extraida com AcOEt e concentrada em rotaevaporador. A

fracdo hidroalcodlica foi concentrada em rotaevaporador.

Através do estudo fitoquimico da fracao £, a qual foi submetida a
uma CC de silica gel 60 de 20 cm de altura e 6 cm de diametro eluida com

Hex:AcOEt, em proporcdes crescentes de polaridade (100% -Hek00%
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AcOEt), sendo coletadas 20 fracdes de 600 mL. As fracdes obtidas foram
analisadas por CCDC utilizando como fase mével Hex:AcOEt (1:1) e agrupadas

de acordo com seus,Resultando 17 fracdes.

A fracdo 4 foi identificada como a substandiapreviamente isolada
(Figura 8). A fracdo 5 foi submetida a uma coluna de silica de 27 cm de altura e
4 cm de diametro eluida com Hex:AcOEt, em propor¢cBes crescentes de
polaridade (100% Hex-» 100% AcOEt), obtendo-se 125 fragcdes que foram
analisadas por CCDC utilizando como fase movel Hex:AcOEt (6:4) e agrupadas
de acordo com seus;Rresultando em 13 fracdes. A subfracdo 5-3 foi
identificada como sendo a substanBiaA subfracdo 5-4 foi fracionada em
CLAE preparativo, originando 5 fragbes na qual a fragdo 5-4-1 foi identificada
como sendo a substan@a a fragao 5-4-5 como sendo a substal@iae fracao
(7-49-4) como sendo as substancl@s e 15. Finalmente aubfracdo 5-6 foi

identificada como sendo a substancia 11.

As fracbes 5 e 8 apresentaram precipitados amarelos, os quais foram
separados por centrifugacao e posteriormente recristalizados em metanol, sendo
identificados respectivamente como as substantiase 13. As estruturas

isoladas das partes aéreas de Peperomia blanda estéo ilustradas na figura 8.
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Figura 8: Estrutura das sustancias isoladas de Peperomia blanda

rel-(7S,8S,7'S,8'S)-4,5,4",5'-dimetilenodioxi-
3.3-dimetox-7.7’-enoxilianan:

rel-(7R,8S,7'S,8'S)-4-hidroxi-4’,5’-metilenodioxi-
353'-trimetox-7.7’-enoxilianan:

/‘O
o

Thne

‘/

H 3 CO (o)
o —/
rel-(7R,8S,7'S,8'S)-4',5’-metilenodioxi-3,4,5,3'-

tetrametoxi-7,7’-epoxilignana

(2S,3R)-2-metil-3-[bis(4’5’-metilenodioxi-3’-
metoxifenil)metil]butirolacton

MH O
N >
l Y
o) 12
A

(2S,3R,5R)-2-metil-3-[5-(3',4’,5™-trimetoxifenil)-5-(4",5"- Surinona /

metilenodioxi-3"-metoxifenil)metil]butirolactona

OH O

13

Proctiona (

5-hidroxi-3’,4’,7,8-terametoxiflavona




Material e Métodos 29

Tabela 2: Materiais vegetais de Peperomia blanda

Composto Nome/cadigo Extrato Fracdo Substancia Massa
Bruto Pura (mg)
1 Acetato de etila X 10,0
2 Etandlico X 10,0
3 Diclorometano X 11,0
4 Hexano X 10,0
5 Acetato de etila X 10,0
6 Hidroalcoolica X 10,0
! tetrali_(ij?(r)]%r:gnica X 0.7
8 Lignana X 0,8
tetraidrofuranica ’
9 tetrali_cij?(r)l%r;gnica X 2.2
10 Secolignanas X 0,9
11 Secolignanas X 1,3
12 Policetideos X 0,7
13 Policetideos X 0,8
14 Flavona X 11
15 Flavona X 1,2
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5.2 - Cepas bacterianas

Foram utilizadas as bactérias Gram-positigsphylococcus aureus
ATCC 25923,Enterococcus faecali&@TCC 29212 eBacillus subtilisATCC
19659, e as bactérias Gram-negativiascherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosATCC 27853. Os estoques bacterianos foram
mantidos a -2{C em glicerol/caldo Miiller-Hinton (CMH) (v/v), até o momento

do uso.

5.3 - Avaliagdes da atividade antibacteriana

5.3.1 — Difusdo em agar

5.3.1.1 - Padronizacéo da suspensao bacteriana

A suspenséo bacteriana foi padronizada adicionando-se uma cultura de 24
horas, em tampao fosfato — salino (PBS) estéril até atingir uma turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamehte 10
UFC/mL). A concentragcdo final de bactérias foi determinada
espectrofotometricamente estabelecendo a leitura em 0,08 a 0,10 a 625nm que

corresponde populacéo bacteriana de 1,5>UET/mL.

Posteriormente, para realizacdo dos ensaios de diluicio em microplacas
foi realizada uma diluicdo 1/10 em tubo, obtendo-se uma suspensdo de
10’'UFC/mL (SANCHES, 2004).

5.3.1.2 — Preparo das solu¢des contendo substancias de referéncia para o

controle positivo

Foi utilizada como controle positivo a ampicilina pa&aphylococcus

aureus, vancomicina par8acillus subtilis e Enterococcus faecalis. Foram
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preparadas solucdes de 5mg/mL (solucédo A: 1 mg eml2®@ agua destilada), em
seguida estas solucdes foram diluidas 1/100 em &gua destilada (solugdo B:
0,05mg/mL), e por fim as solucdo B foi diluida 1/10 em CMH, obtendo-se uma
concentracao final dejtg/mL.

A solucao de tetraciclina foi utilizada pdgacherichia colie Pseudomonas
aeruginosa. Foi diluido 5mg em 200de agua destilada e diluida 1/100. Esta
solucao foi diluida em CMH (1/10), obtendo uma concentracéo finglglenk.

A kanamicina foi preparada da mesma maneira que 0s outros antibiéticos,

com uma concentracao final depd@mL.

Uma solucédo de cloridrato de ciprofloxacino foi preparada a concentracao
final de 3%ug/mL.

5.3.1.3 — Desenvolvimento do teste de difusdo em agar

Semeou-se 100puL de suspensdo de crescimento bacteriana,
concentracdo de Y@FC/mL em agar Miller Hinton com alca de Drigalski.
Discos de papel (Whatman n°1) com 6 mm de diametro foram embebidos com
25uL dos extratos vegetais e/ou substancias puras nas concentragcdes de 1000,
500, 250 e 125¢g/mL, bem como com 2%udos controles positivo e negativo.

Os discos de papel foram colocados na superficie das placas de Petri, contendo o
in6culo. As placas foram incubadas por duas horas em geladeira para garantir a
difusdo das amostras vegetais e em seguida incubadas em aerobi§€e a 37
durante 24 horas. Apos incubacdo foram feitas medidas em milimetrodos halos
de inibicdo formados ao redor do disco (MURRAY et2007).

5.4.1 - Determinacdo da atividade antibacteriana e concentracéo inibitéria

minima (CIM) pelo método de diluicdo em microplacas

Os ensaios foram desenvolvidos segundo ELLOF, 1998; NCCLS, 2003.
O extrato bruto e as fracbes vegetais foram preparados inicialmente na

concentracdo de 20Ag/mL em solugcdo com 10% de DMSO (dimetilsulféxido)
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em CMH, as substancias puras foram preparadas em solucdo estoque de
concentracdo 35Qg/mL, utilizando 10% de DMSO em CMH. O teste foi
realizado utilizando os 96 orificios das microplacas (Figura 9). Aos pocos das
linhas de A até H das colunas 1 a 12 foram adicionadpk 86 CMH. Nas
colunas 3 e 10, linha A a H foram adicionadoslO@a solucédo-estoque do
controle positivo e negativo, respectivamente. Aos orificios das colunas de 4 a 9
(divididas em duas substancias em triplicata), linha A foram adicionadp& 100

dos extratos vegetais, ou fragBes, ou substancias puras, apés homogeneizacéo
foram realizadas diluicdes sucessivas de base 2, passandodE)fada orificio

até a linha H. Obtendo um volume final dguBos orificios das microplacas

com as concentragfes finais das amostras vegetais variando qey/hl0@&
7,8lug/mL para os extratos e fracoes e de@BOL a 3,8lug/mL para as
substancias puras. Aos orificios das colunas 11 e 12, linha A foram adicionados
10QuL das amostras vegetais que sendo a homogeneizacdo idéntica aos das

colunas 4 a 9.

Subseqiientemente foi adicionadquR(a suspensdo bacteriana dé 10
UFC/mL em cada orificio, exceto nos orificios da coluna 1 (branco) e nos
orificios de controle do extrato (colunas 11 e 12). As microplacas foram
incubadas a 3T por 24 horas. Cada extrato ou substancia foi testado em

triplicata na mesma microplaca.

5.4.1.1 - Leitura espectrofotométrica

Apoés incubacdo as microplacas foram submetidas a leitura no leitor de
microplacas a 595nm. A inibicdo do crescimento bacteriano foi evidenciada pela
auséncia turvacao ou reducdo desta no meio, que pode ser demonstrada atraves
das leituras das absorbancias em 595nm. Foi considerada a CIM a menor
concentracdo do extrato vegetal capaz de inibir em 90% a multiplicacdo das

cepas bacterianas.
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5.4.1.2 - Leitura utilizando resazurina

Segundo PALOMINO et al., (2002) e MONTEJANO, (2005) a resazurina é um
corante (fenoxazin-3-ona) indicador de oOxido-reducédo, que tem sido utilizado na
determinacdo da atividade antibacteriana. Foram pipetadps 8 solucdo de
resazurina a concentracao de 0,01% em agua Milli-Q nos orificios das microplacas que
foram incubadas em temperatura ambiente até a mudanca de coloracdo. A manutencgéo
da cor azul nos orificios foi interpretada como auséncia de crescimento bacteriano e o
desenvolvimento de cor rosa, como ocorréncia de crescimento bacteriano. A CIM foi
definida como a menor concentracdo de amostra vegetal sem a mudanca de coloracao

para rosa.
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Figura 9: Representacdo esquematica da microplaca na determinacdo da
atividade antibacteriana e da CIM utilizando leitura espectrofotométrica e resazurina

como revelador.
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5.4.2 - Determinagao do potencial antioxidante

Para os ensaios antioxidantes foram avaliados, além das amostras de

vegetais, também a quercetina e cisteina (Figura 10) como agentes antioxidantes

padrao.

Quercetina Cisteina

Figura 10: Estruturas moleculares dos padrdes antioxidantes

Para os céalculos das porcentagens de inibicdo foi utilizada a seguinte

equacao abaixo.

% inibicdo = 1 _A x 100

Equacdo para célculo das porcentagens de inibi¢ao.

Onde:
* A, é a absorbancia* na auséncia da amostra e

* A, é aabsorbancia* na presenca da amostra.

* As leituras espectrofotométricas foram realizadas nos comprimentos de onda

(nm), especificos para cada croméforo dos ensaios realizados.
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5.4.2.1 — Preparo das solucdes padroes

A solucdo padrdao de quercetina foi preparada em MeOH e na
concentracdo de 0,5 g/L (1,48mM). Esta solucéo foi diluida na propor¢éo de 1/30
em MeOH (0,049mM). A solucédo padrdo de cisteina foi preparada em MeOH e
na concentracdo de 17,5g/L (0,1M). Esta solucéo foi diluida na proporcédo de
1/100 em MeOH ficando (0,001M).

Nos finais dos experimentos a concentracdo de MeOH ficou em 25% e as
concentracdes dos padrées nas microplacas variaram para determinacdo da
inibicdo. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados foram
expressos em média = desvio padrdo das porcentagens de inibicdo calculadas

através da equacao descrita no item 5.4.2.

5.4.2.2 — Preparo das solucdes dos extratos vegetais

Para realizagdo dos ensaios de atividade antioxidante foram utilizados os
extratos brutos AcOEt e etandlico (EtOH) e as fragBes hexanica, diclorometanica
(DCM) e hidroalcoolica. Os extratos vegetais foram preparados inicialmente na
concentracdo 1080pug/mL em MeOH e DMSO, sendo estes permanecerdo em

25% e 5%, respectivamente, na realiza¢do dos ensaios.

5.4.2.3 - Atividade antioxidante total pelo ABTS'

O radical catiénico do ABTS (@H24NsO6Ss) € utilizado para avaliar as
habilidades dos flavondides e agentes fendlicos como captasicaesrigernsde
radicais (PELLEGRINI et al., 1998). O cétion radical ABT@presenta picos
de absorbancia (Figura 11) em trés comprimentos de onda 630nm, 734nm e
812nm (PELLEGRINI et al., 1998).
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Figura 11: Formacé&o do cation radical ABTS

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante frente ao ABWs

realizada através de medidas espectrofotométricas da captura do radical, na
presenca de extratos vegetais (PELLEGRINI et al., 1998).

O ABTS” foi preparado a partir da reacédo de oxidagao do ABTS, 7 mM,
pelo persulfato de potassio £8Og) 51 mM, em tampéo PBS pH 7,4, mantida
em repouso de 12 a 16 horas ao abrigo de luz (Fig. 12). ApOs incubacéo esta
solucéo estoque foi diluida 1/30 em tampéo PBS pH 7,4 cuja absorbéncia a 734
nm foi de aproximadamente 0,7.

Na realizacdo da atividade antioxidante pelo ABT&s concentracdes
das amostras vegetais variaram de acordo com a sua capacidade de capturas. A
acao antioxidante foi determinada pelo decréscimo da absorbéancia em 734nm,
apos 15 minutos de incubacgdo ao abrigo da luz. Os ensaios foram realizados em
triplicatas e os resultados foram expressos em média + desvio padrdo das

porcentagens de inibicdo calculadas através da equacao descrita no item 5.4.2.
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5.4.2.4 — Ensaios de capturéscavenger de HOCI e da taurina-cloramina

O principio das reacdes é a oxidacdo do 3,5,3',5'-tetrametilbenzidina
(TMB) com o aumento da absorcdo a 655 nm (Fig. 12). As reagOes foram

realizadas segundo COSTA et al. (2004) com adaptacoes.

Figura 12: Reacao de oxidacao do 3,5,3,5'-tetrametilbenzidina (TMB)

Para o sistema com HOCI foi utilizado tampéo fosfato de sédio 50mM, pH
7,4. Foram utilizados 4ude HOCI na concentracdo de 4,57mM previamente
diluido (1:6) em hidréxido de sédio (NaOH) pH 12,0, e concentracdes variadas
dos extratos vegetais, mantendo-se a propor¢cao de 25% de MeOH no volume
final do ensaio e incubacdo por 5 minutos. Apds incubacédo foram adicionados
60uL TMB 7mM preparado no momento do uso e nova inciabgpr 5 minutos.
A leitura das absorbancias foi & 655nm. A concentracdo solucéo estoque de HOCI
foi determinada espectrofotometricamente, através de seu coeficiente de extingdo
molar em 295nm (350 Mem*; ZGLICZYNSKI et al., 1971).

Para o sistema com TauCl utilizou-se a reacdo do HOCI 4,57mM,
previamente diluido em NaOH pH 12,0 (1:6), com taurina (Tau — 1,464 mM) em
tampao fosfato de soédio 50mM, pH 7,4 (HARRINSON & SCHULTZ, 1976). Os
extratos vegetais foram adicionados a mistura, mantendo a proporcéo de 25% de
MeOH no volume final da reacdo na microplaca, seguindo-se incubacdo de 5
minutos e adigcdo do TMB 7mM preparado no momento do uso. Segue-se nova
incubagédo por 5 minutos e leituras das absorbancias.
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5.4.2.5 - Ensaios de capturaScavengey do anion radical superéxido O,*)

O O reage com o azul de nitrotetrazélio (NBT) para formar uma
formazana (Fig. 13). A intensidade de cor é diretamente proporcional a
concentracdo do radical (KAKKAR et al., 1984). O ensaio foi realizado em
solucéo tampéo de pirofosfato de sodio (25mM, pH 8,3), sendo que a mistura
reacional continha 3ude metassulfato de fenazina (PMS) 3VRINBT 600M,

NADH 1560uM e diferentes concentragcdes das amostras vegetaigsokime

final de 300uL. As reacdes foram iniciadas pela adicdo da NADHOA
incubacdo por 90 segundos a’@5foram adicionados 1%ude &cido acético
glacial. Em seguida nova incubacé&o por 5 minutos e a absorbancia foi medida em
560nm. Os resultados foram expressos em média = desvio padrdao das
porcentagens de inibi¢cdo calculadas através da equacédo descrita no item 5.4.2.
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Figura 13: Representagdo esquematica da geragdo do anion radical superéxido e acédo
de um antioxidante presente no meio. NBT = azul de nitrotetrazélio; PMS:
metassulfato de fenazinBADH = nicotinamida adenina dinucleotidio (OLIVEIRA

et al, 2009).
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6 - Resultados

6.1 - Determinagdo da atividade antibacteriana das solu¢des contendo

substancias de referéncia para o controle positivo

Foram feitos testes com diferentes antibioticos (ampicilina, gentamicina,
tetraciclina, kanamicina e vancomicina) e substancias antimicrobianas
(clorexedina e cloridrato de ciprofloxacino) para determinar o melhor controle

positivo a ser utilizado durante os testes (Tabela 3 e Figura 13).

Apesar dos testes feitos com todos os antibidticos e substancia
antimicrobiana citadas acima, o antibioticos escolhido para realizagcéo dos testes,
tanto para a difusdo em agar como para a diluichio em microplacas foi o
cloridrato de ciprofloxacino, que mostrou boa atividade em ambos os testes e

também facilitou a visualizacao dos halos no teste de difusdo em agar.

Tabela 3: Resultados dos antibidticos no teste de difusdo em agar.

Antibiético (mm)

Bactérias
Amp Gent Kan Tetra Van Cipro | Clor MeOH
Staphylococcus 13* 11 R R 14 19 17 R
aureus
Escherichia coli R R R R R 17 15 R
Enterococcus R 15 R R 13 22 21 R
faecalis
Pseudomonas R R R R R 17 16 R
aeruginosa
Bacillus subtilis 16 17 R 15 16 23 17 R

R- resistente; * Sensibilidade medida pelo halo de inibicio em mm.; Amp — ampicilina; Gent —
gentamicina; Kan — Kanamicina; Tetra — tetraciclina; Van — vancomicna; Cipro — ciprofloxacino;
Clor — clorexedina; MeOH - metanol
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A figura 14 mostra como modelo, o teste de difusdo em &gar utilizando o
B. subtilis A bactéria apresentou-se resistente ao extrato vegetal nas diferentes
concentracdes, entretanto foi sensivel a ampicilina, ciprofloxacino e gentamicina

apresentando halos de inibicdo de crescimento ao redor dos discos.

1000pg/mL
Gentamicin.
500pg/mL
DMSO
10% Ciprofloxacinc
250pg/mL
125ug/mL Ampicilina

Figura 14: Bacillus subtilisem agar Muller Hinton

para o extrato diclorometano

6.2 — Determinacéo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em
agar

Os extratos brutos e fragbes derivadas do extrato AcOEt foram inativos
nas diluicdes 1000ug/mL, 500pug/mL, 250pug/mL, 125ug/mL (Tabela 4 e Figura
14), tanto para as bactérias Gram-positi@asureusE. faecalise B. subtilis
como para as bactérias Gram-negati&Zasoli e P. aeruginosa. O solvente ndo
interferiu no crescimento bacteriano, o antibidtico inibiu o crescimento
bacteriano ao redor do disco, apresentando assim atividades satisfatérias
viabilizando a metodologia do ensaio, conforme os resultados apresentados na
Tabela 3.

As bactérias Gram-positivaS. aureus E. faecalise B. subtilis e as
bactérias Gram-negativ&s coli e P. aeruginosa foram resistente nas diluicoes
1000pg/mL, 500pg/mL, 250ug/mL, 125pug/mL (Tabela 5), para todas as
substancias puras. O solvente nao interferiu no crescimento bacteriano, o
antibidtico inibiu o crescimento bacteriano ao redor do disco, apresentando assim
atividades satisfatérias viabilizando a metodologia do ensaio, conforme o0s

resultados apresentados na Tabela 3.
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Tabela 4: Resultados em (ug/mL) dos extratos brutos e fragdes derivadas
do extrato AcOEt frente aos micro-organismos testados pelo método de difusao

em Agar
Micro-organismos
Extratos
E.coli P.aeruginosa E.faecalis B. subtilis S. aureus

EOEﬁtrato bruto >1000  >1000 >1000 >1000 >1000
i’cg’g{ato bruto >1000  >1000 >1000 >1000 >1000
3- Er— Dicloro >1000  >1000 >1000 >1000 >1000
4- Er — Hex >1000  >1000 >1000 >1000 >1000
5- Fr — AcOet >1000  >1000 >1000 >1000 >1000
6- Fr — Hidro >1000  >1000 >1000 >1000 >1000

Tabela 5: Resultados em (ug/mL) das substancias isoladas frente aos

micro-organismos testados pelo método de difusdo em agar

Micro-organismos

Sustancias isoladas

(Compostos) E.coli P.aeruginosa E.faecalis B. subtilis S. aureus
7 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
8 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
9 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
10 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
11 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
12 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
13 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
14 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

15 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
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6.3 — Determinacéo da atividade antibacteriana pelo método de diluigdo em

microplacas utilizando leitura espectrofotométrica

Os resultados das CIM para os extratos brutos AcOEt e EtOH estao

apresentados nos graficos 1 a 5.

S. aureus
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0,000
7.8 15,6 31,3 62,5 125,0 250,0 500,0  1000,0
Concentracéo ( pg/mL)
—&— Extrato bruto acetato de etila —&— Extrato Etanoélico

Grafico 1: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para

S. aureus.
B. subtilis
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7.8 15,6 31,3 62,5 125,0 250,0 500,0 1000,0
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—&— Extrato bruto acetato de etila —&— Extrato bruto Etandlico

Grafico 2: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para
B. subtilis.
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0,400 -

0,300 -

0,200 -

0,100 -

Absorbancia 595nm

0,000

E. faecalis

78 15,6 31,3

—&— Extrato bruto ActOe

62,5 125,0
Concentragéo ( pg/mL)

250,0 500,0 1000,0
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Gréfico 3: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para

E. faecalis.
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Gréfico 4: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para

E. coli.
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Grafico 5: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcCOEt e EtOH para

P. aeruginosa
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Os resultados das CIM para as fragbes hexéanica, AcOEt, DCM e

hidroalcoolica estao apresentados nos gréficos 6 a 10.

S. aureus
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Grafico 6: Atividade antibacteriana das fracbes para S. aureus

B. subtilis
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Grafico 7: Atividade antibacteriana das fracbes para B. subtilis
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E. faecalis
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Gréfico 8: Atividade antibacteriana das fracdes para E. faecalis

E. coli
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Grafico 9: Atividade antibacteriana das fracdes para E. coli

P. aeruginosa
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Grafico 10: Atividade antibacteriana das fracdes para P. aeruginosa
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Os resultados das CIM para os flavondides e policetideos isolados estdo

apresentados nos graficos 11 a 15.

S. Aureus
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Grafico 11: Atividade antibacteriana dos flavondides e policetideos para S. aureus

B. subtilis
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Gréfico 12: Atividade antibacteriana dos flavondides e policetideos para B. subtilis
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E. faecalis
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Gréfico 13: Atividade antibacteriana dos flavondides e policetideos para E. faecalis
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Gréfico 14: Atividade antibacteriana dos flavonoides e policetideos para E. coli

P. aeruginosa
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Gréfico 15: Atividade antibacteriana dos flavondides e policetideos para

aeruginosa



Resultados 49

Os resultados das CIM para as lignanas isoladas estdo apresentados nos

gréaficos 16 a 20.
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Gréfico 16: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para S. aureus
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Gréfico 17: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para B. subtilis
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E. faecalis
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Grafico 18: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para E. faecalis
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Grafico 19: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para E.coli

P.aeruginosa
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Grafico 20: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para P. aeruginosa
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Tabela 6: Determinacdo da atividade antibacteriana e da concentragao

inibitéria minima (CIM) dos extratos brutos e fracfes, pela técnica de diluicdo em

microplaca com leitura espectrofotométrica

Micro-organismos

Extratos

E.coli P.aeruginosa E.faecalis B. subtilis S. aureus
1— Extrato bruto >1000 >1000 1000 >1000 >1000
EtOH
2_ Extrato bruto 1000 1000 500 1000 1000
AcOEt
3- Fr— Dicloro >1000 1000 1000 >1000 1000
4- Fr — Hex >1000 1000 >1000 >1000 500
5- Fr — AcOet >1000 >1000 1000 >1000 >1000
6- Fr — Hidro >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Tabela 7: Determinacdo da atividade antibacteriana e da concentracao

inibitéria minima (CIM) das substancias isoladas, pela técnica de diluicdo em

microplaca com leitura espectrofotométrica

Sustancias isoladas

Micro-organismos

(Compostos) E.coli P.aeruginosa E.faecalis B. subtilis S. aureus

7 > 350 > 350 350 > 350 > 350

8 350 > 350 175 > 350 > 350

9 350 > 350 > 350 350 > 350

10 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350
11 350 350 175 > 350 > 350
12 > 350 > 350 > 350 350 87,5

13 > 350 > 350 > 350 350 175

14 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350
15 > 350 > 350 350 > 350 > 350
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O extrato bruto EtOH apresentou atividade antibacteriana na concentragcéo
de 1000ug/mL paré&. faecalis Entretanto n&do apresentou atividade frente as
demais bactérias nas concentracdes testadas. O extrato bruto acetado de etila ndo
apresentou atividade apenas conEa coli na concentracdo até 1000upg/mL,
apresentando atividade antibacteriana na concentragcdo de 1000pg/miS. para
aureus, B. subtilis e P. aeruginosa e CIM = 500 g/mL parfaecalis

A fracdo DCM apresentou atividade antibacteriana de 1000ug/mL frente as
bactériad?. aeruginosa &. aureusA fracdo hexanica também apresentou atividade

frente a estas bactérias com CIM = 1000ug/mL e 500ug/mL respectivamente.

Os compostos 12 e 13 (Tabela 7) apresentaram atividade antibacteriana
principalmente frente as bactérias Gram-positivas. Baraubtilis apresentaram
atividade antibacteriana na concentracdo de 350ug/@dntra S. aureuso

composto 12 apresentou CIM = 87,5ug/mL e o composto 13 CIM = 175ug/mL.

As lignanas e flavonoides isolados apresentaram melhor atividade
antibacteriana com CIM = 350 pg/mL, principalmente fareoli (compostos 8, 10

e 11), E. faecaligcompostos 7 e 11) e B. subtilis (compostos 8 e 12).

6.4 — Determinacédo da atividade antibacteriana pelo método de diluicdo em

microplacas utilizando resazurina como revelador

Os resultados obtidos pela técnica de diluicio em microplaca utilizando

resazurina como revelador estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8: Determinacdo da atividade antibacteriana e da concentragao
inibitéria minima (CIM) dos extratos brutos e fracfes, pela técnica de diluicdo em

microplaca utilizando resazurina como revelador

Micro-organismos

Extratos

E.coli P.aeruginosa E.faecalis B. subtilis S. aureus
1— Extrato bruto > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000
EtOH
2. Extrato bruto > 1000 > 1000 500 1000 1000
acetato de etila
3- Fr— Dicloro > 1000 > 1000 500 > 1000 1000
4- Fr — Hex > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
5- Fr — AcOet > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
6- Fr — Hidro > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000

Tabela 9: Determinacdo da atividade antibacteriana e da concentracao
inibitéria minima (CIM) das substancias isoladas, pela técnica de diluicdo em

microplaca utilizando resazurina como revelador

Micro-organismos

Sustancias isoladas

(Compostos) E.coli P.aeruginosa E.faecalis B. subtilis S. aureus

7 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350
8 350 > 350 175 > 350 > 350

9 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350
10 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350
11 350 > 350 350 > 350 > 350
12 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350
13 > 350 > 350 > 350 > 350 350

14 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350

15 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350
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Os extratos brutos EtOH e AcOEt apresentaram atividade antibacteriana com
CIM = 1000ug/mL e 500ug/mL frenteka faecalis mas os extrato ACOEt também
apresentou atividade contBa subtilise S. aureusa concentracdo de 1000ug/mL.
A fracdo DCM apresentou atividade antibacteriana com CIM = 500ug/mL e

1000ug/mL contra as bactérias Gram-positizafaecalise S. aureus

Os compostos 10 e 13 (Tabela 9) apresentaram atividade antibacteriana na
concentracdo de 350ug/mL contfa coli e S. aureussendo que o composto 10

também apresentou CIM = 175 pg/mL cortirdaecalis

Figura 15: Staphylococcus aurey®lo método de diluicdo em microplaca
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6.5 — Determinacao da atividade antioxidante

Para realizacdo dos testes de atividade antioxidante foram utilizados os
extratos brutos EtOH e AcOEt e as fracbes hexanicas, DCM e hidroalcoolica,
preparados em MeOH 25% e DMSO 5% proporcao esta obtida no final do

experimento.

Foram realizados os ensaios antioxidantes para os extratos vegetais contra o

cation radical ABTS', acido hipocloroso (HOCI), TauCl e anions superoxidos.

6.5.1 — Determinacao atividade antioxidante total pelo ABTS

Na realizagdo da atividade antioxidante pelo cation radical ABBES
concentracdes variaram de 1,8 a 27 pg/mL para os extratos EtOH, fracbes DCM e
hidroalcoolico, de 1,8 a 54 pg/mL para AcOEt e de 18 a 270 pg/mL para o

hexanico. Os resultados desy(para os ensaios do cation radical ABTS estdo
expressos na figura 16.
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Figura 16: Resultados de Kgpara os ensaios do ABTS
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Os resultados obtidos nos ensaios de captura do ARTEBnonstraram que

0S extratos vegetais e fracOes utilizadas nos testes apresentaram boa atividade
antioxidante, sendo que as fracbes DCM e hidroalcoolica apresentaram melhor
atividade com Igy de 7,47 e 7,75 pg/mL respectivamente, em relagdo ao padréo de
guercerina cuja & foi 1,46 g/mL, na mesma matriz.

O extrato bruto AcOEt e EtOH também apresentaram boa atividade para o

ABTS™™ com IGy de 14,21 e 8,53 png/mL respectivamente, mas a fracdo hexanica

apresentou um Kgde 124,10 pg/mL, relativamente alto.

6.5.2 — Determinagéo atividade antioxidante Scavenger de HOCI

Neste ensaio para a determinacdo da acdo dos extratos e fracdes foram
utilizadas duas matrizes em meio aquoso, com 25% de MeOH e 5% de DMSO. Os
resultados de 1§ para os ensaios de HOCI com MeOH e DMSO estao expressos

nas figuras 17 e 18 respectivamente.
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Os ensaios de captur&gavengerdo HOCI com os extratos em matrizes
com MeOH apresentaram como melhor atividade a fragdo DCM e extrato EtOH
com 1G de 30,91 e 43,42 pg/mL respectivamente. O extrato bruto AcOEt e a
fracdo hidroalcoolica também apresentaramy, Ide 52,45 e 48,02 pg/mL
respectivamente, mas a fracdo hexanica apresentou symdéC210,33 pg/mL,
relativamente alto frente aos padrfées de quercetina e cisteina os quais mostraram um

ICs0de 1,46 e 3,10 ug/mL respectivamente.

Os ensaios de captur&oavenger de HOCI dos mesmos extratos em
matrizes com DMSO que néo apresentaram boa atividade antioxidante para HOCI,
com excecao da fracdo DCM que apresentou wmnd€ 27,38 pg/mL. Os demais
extratos apresentaram sfCde 127,26 pg/mL, 144,73 pg/mL, 201,33 pg/mL e
124,67ug/mL para extrato bruto AcOEt e EtOH, fracdes hexanica e hidroalcoolica
respectivamente. Os padrfes para esta matriz apresentaramouae K13 e 4,00
png/mL para quercetina e cisteina respectivamente.

6.5.3 — Determinacao atividade antioxidanteScavengey de Taurina-cloramina
(TauCl)

Para a determinagdo da agdo das amostras vegetais foram preparados em
duas matrizes em meio aquoso, MeOH 25% ou DMSO 5%. Os resultadog de IC

para os ensaios de TauCl estdo expressos nas figuras 19 e 20.
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Os ensaios de captur&davengerde TauCl com os extratos com matrizes
de MeOH apresentou como melhor atividade o extrato bruto e AcOEt ¢grdelC
63,37ug/mL respectivamente. As fracdes DCM e hidroalcoolica apresentaram
atividade relativamente alta contra esta espécie, sendgoaéC192,5 e 165,63
respectivamente. O extrato bruto EtOH apresentes 326,31 pg/mL e a fragéo
hexano apresentou 1£= 73,05 pg/mL frente aos padrbes de quercetina e cisteina

com IGp de 1,39 e 2,14 ng/mL respectivamente.

Os ensaios feitos com os extratos em matrizes com DMSO para TauCl
apresentaram kg de 53,58, 77,34 e 97,10 pg/mL para as fragbes hidroalcoolica,
DCM e hexanica respectivamente, como 0os melhores resultados. Os extratos brutos
apresentaram Kz de 162,63 e 187,23 ug/mL para o EtOH e AcOEt
respectivamente. Os padrdes para esta matriz apresentaramgoute K82 e 3,17

png/mL para quercetina e cisteina respectivamente.

6.5.4 — Determinacao atividade antioxidanteScavenger para anion superoxido

Para determinacdo da acdo antioxidante, as amostras vegetais foram
preparadas em duas matrizes de meio aquoso, MeOH 25% ou DMSO 5%. Os
resultados de I§ para os ensaios de anions superéxidos estdo expressos nas figuras
21.
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Os ensaios de captur&davengeér para o anion radical superéxido com
extratos em matrizes com MeOH néo puderam ser realizados, pois ocorreu turvagao
do sistema com o0 aumento das concentracdo dos extratos impossibilitando a leitura

espectrofotométrica.

Os ensaios de captur&davengeér do anion radical superéxido com os
extratos em matrizes com DMSO apresentaram melhor atividade para a fragao
hexanica com 1§ de 27,19 pg/mL, comparado a quercetina comy e 8,30
pg/mL. Os extratos brutos AcOEt, EtOH e as fracbes DCM e hidroalcoolica
apresentaram kg de 82,10 ug/mL, 48,47 pg/mL, 45,43 pg/mL e 52,10 pg/mL

respectivamente.

Tabela 10: Valores dos Igy, nos ensaios de captura para 0s extratos

vegetais, padrdes, preparados em matrizes diferentes.

Ensaios IC 50 (ng/mL)
Extratos ABTS OCL7 OCL/ TauCl/  TauCl/  O;l Oyl
MeOH DMSO DMSO MeOH DMSO MeOH
AcOEt 14,21 52,45 127,26 187,23 63,37 82,10 NR

Etandlica 8,53 43,42 144,73 162,63 NR 4847 NR
Fr—Hex 124,10 210,33210,33 97,10 NR 27,19 NR
Fr—Diclor 7,47 30,91 27,38 77,34 1925 4543 NR
Fr—Hidro 7,75 48,02 124,67 53,58 16563 52,10 NR

Quercetina 1,46 1,46 2,13 2,52 1,39 8,30 NR
Cisteina NR 3,10 4,00 3,17 2,40 NR NR

NR: ensaios nao realizados
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7 — Discussao

A utilizac&do de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tdo antiga
quanto a civilizacdo humana e, por um longo periodo, minerais, produtos vegetais e
animais foram as principais fontes de substancias ativas (RATES, 2001). Durante
milénios, o homem, empiricamente, aprofundou seus conhecimentos visando a
melhoria nas condicbes de alimentacdo e a cura de suas enfermidades,
demonstrando uma estreita inter-relacdo entre o uso das plantas e sua evolucao
(SANTOS, 2006).

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo € conhecida com preciséo tal a
sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e micro-organismos (GUERRA e NODARI, 2003).

Em relagédo a flora, esta é bastante diversificada, em toda a sua extenséo,
com vegetacbes de diferentes caracteristicas e com principios ativos ainda
desconhecidos. De um modo geral, as matas nativas sdo as maiores representacdes
das riquezas de espécies da flora brasileira (NAPOLITANO et al., 2005).

Nesse sentido, a busca por opgdes terapéuticas para diferentes patologias faz
da pesquisa de produtos naturais um campo fértil em opcbes de moléculas com
diferentes atividades biolégicas. Por outro lado, devido ao desconhecimento da
possivel existéncia da acao toxica, bem como de sua indicacdo de uso adequada, as
plantas medicinais sdo muitas vezes utilizadas de forma incorreta, ndo produzindo o
efeito desejado (FELFILI et al., 2002).

O Brasil, especialmente nas regides onde a biodiversidade € especialmente
rica, € verificado um amplo conhecimento popular sobre plantas medicinais. A
busca de substéncias naturais, de baixo custo e com menores efeitos adversos, tem
levado a um numero crescente de pesquisa nesta area (CALIXTO, 2000;
RODRIGUES, 2005).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao
surgimento de micro-organismos resistentes e de infecgbes oportunistas fatais,
associadas a AIDS, sendo também necessaria nas areas de quimioterapia
antineoplasica e transplantes (PENNA et al., 20045i0s estudos sao direcionados

para descobrimento de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de
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plantas e outros produtos naturais, para serem aplicados em produtos farmacéuticos
e cosméticos e também e um melhor entendimento de como etnomedicina pode
tratar infeccdes (LANGFIELD, 2004).

O género Peperomia representa um dos mais importantes da familia
Piperaceae. S&o utilizadas como plantas ornamentais e com ampla aplicagcdo na
medicina no tratamento de inflamacdes, asma, ulceras gastrica, por suas atividades
analgésica, fungicida e antimicrobiana (MAHIOU et al., 1995, 1996; LOPES et al.,
1998; AZIBA et al., 2001; ARRIGONI-BLANK et al., 2004; FELIPPE et al., 2008).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana
dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em &gar,
método de diluicdo em tubo e em microplaca (OSTROSKY, 2008).

Em nossos estudos foram utilizados a difusdo em agar e microdiluicio em
placa para determinar a atividade antibacteriana dos extratos brutos, fracbes e

substancias puras isoladas de Peperomia blanda.

De acordo com NASCIMENTO et al. (2007) € necessaria a padronizacéo de
diversos fatores, como o0 tempo de exposicdo do micro-organismo ao extratos
vegetais, a utilizacdo de controles positivos e negativos, o uso da quantidade de
emulsificador, a composicdo do extratos vegetais e a descricdo precisa das
condicbes em que foram obtidos, para que se possa determinar o verdadeiro
potencial biolégico dos extratos vegetais estudados e também realizar estudos

comparativos diretos entre eles.

LANGFIELD et al., (2004) propdem uma abordagem para lidar com
diferencas de solubilidade dos extrato utilizando agua como solvente. O DMSO foi
utilizado para a dissolucao inicial dos extratos, que foram diluidos em vérias
concentracdes em caldo nutriente no lugar da agua. Os problemas de solubilidade

foram superados pela sonicagdo da amostra em DMSO.

A solucdo de DMSO a 10% foi o solvente mais adequado para diluir as
amostras vegetais durante e realizacdo dos ensaios. A concentracao final do solvente
(DMSO) utilizado nos ensaios de atividade antimicrobiana nas técnicas de difusédo
em agar e diluicdo em microplacas foi de 10%, onde ndo houve interferéncia no
crescimento bacteriano em nenhum dos ensaios (Fig 14, coluna 12). Isto foi

previamente descrito por KARAMAN et al., (2003) que utilizou as duas técnicas
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para verificar a atividade antimicrobiana do extrato metanodlicaluteperus
oxycedrusdissolvido em DMSO 10%, concentracdo de solvente que nao inibe o

crescimento dos micro-organismos.

Na determinacdo da atividade antibacteriana a técnica de difusdo em agar €
bastante utilizada, ainda que limita-se a micro-organismos de crescimento rapido,
podendo ser aerébios ou facultativos. A avaliagdo comparativa frente a um padréo
bioldgico de referéncia e o halo de inibicdo de crescimento é medido pelo diametro
do halo de inibicdo, até a margem onde ha crescimento de micro-organismos
(BARRY & THORNSBERRY, 1991). O método de difusdo em &gar € um bioensaio
adequado para conducédo da identificacdo antibacteriana, mas n&o eficiente na
quantificacdo da bioatividade (ELOFF, 1998, 2000), e utilizam grandes quantidades
de extratos e fragbes cromatograficas, o que limita a utilizacdo de produtos naturais
(LANGFIELD, et al., 2004).

De acordo com os resultados obtidos pela técnica de difusdo em agar
verificou-se que essa técnica € menos sensivel do que a técnicas de diluicdo em
microplaca. 1sso nos leva a supor que a utilizacdo desta técnica pode resultar em
falsos negativo quanto a atividade antimicrobiana de um extrato vegetal, ainda que
considerada de féacil execucdo, reprodutivel e permite experimentar diversas
concentracdes das substancias-teste em uma mesma placa. (NCCLS — M2 A8, 2003;
COWAN, 1999; NETO et al., 2002; MORAIS, 2006).

Ambas as técnicas de difusdo em 4gar e diluicdo em tubos, requerem grande
quantidade de substancias-teste, o que restringe grandemente a sua utilizacdo em
bioensaio para compostos antimicrobianos uma vez que os produtos naturais na

grande maioria das vezes séo extraidos em pequenas quantidades.

Apesar dos testes feitos com todos os antibidticos e substancia
antimicrobiana (Tabela 3 e Fig 14), o antibiético escolhido para realizacdo dos
testes, tanto para a difusdo em agar como para a diluicio em microplacas foi o
cloridrato ciprofloxacino, que mostrou boa atividade na concentracdo de 35ug/mL
em ambos os testes e também facilitou a visualizacdo dos halos no teste de difusao

em 4gar.

7

Método de diluicdo em meio liquido também & comumente utilizado na

avaliacdo da atividade antimicrobiana de compostos quimicos. A prova de
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sensibilidade por este método foi uma das primeiras a serem desenvolvidas,
servindo ainda hoje como método de referéncia (NCCLS - M7 A6, 2003;
LANGFIELD, 2004).

O ensaio de diluichio em microplacas apresenta algumas vantagens em
relacdo ao método de difusdo em &gar, como o aumento da sensibilidade para
pequenas gquantidades de extratos vegetais, capacidade de distinguir entre o efeito
bacteriostatico e bactericida, e determinacdo quantitativa da concentracao inibitéria
minima (LANGFIELD et al.,, 2004). ELOFF (1998) relata alguns fatores
interferentes neste ensaio como células de alguns micro-organismos que se aderiam
a base dos pocos, enquanto as de outros permaneciam em Suspensao, Compostos
presentes em alguns extratos que precipitavam, e extratos coloridos em altas
concentracdes os quais interferiam na analise e consequentemente nos resultados

finais.

Outro aspecto vantajoso desta metodologia e a possibilidade de utilizar mais
de uma substancia-teste, bem como diferentes micro-organismo em um mesmo
ensaio. Possibilita ainda demonstrar qual € a menor concentracdo da substancia a ser
testada necesséria, para inibir o crescimento bacteriano (COWAN, 1999; ELOFF,
2000; PALOMINO et al., 2002; LANGFIELD et al., 2004; ALVES, 2006).

Essas técnicas que determinam a concentracdo inibitoria minima sao
quantitativas, pois possibilitam demonstrar qual a menor concentracdo do extrato
necessaria para inibir a multiplicagdo bacteriana. Embora essas técnicas sejam mais
sensiveis, em relagéo as técnicas em meio de cultivos sdélidos, sdo mais trabalhosas
quando realizadas manualmente, o que impede a realizacdo de um espectro maior de
“screening” em um curto espaco de tempo (COWAN, 1999; DEVIENNE &
RADDI, 2002; SUFFREDINI et al., 2004; ALVES, 2006).

Segundo PALOMINO et al. (2002) e MONTEJANO, (2005) a resazurina,
gue é um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducao, tem sido utilizado
para avaliar a viabilidade e o crescimento ou multiplicacdo bacteriana para testar a
atividade antimicrobiana. O uso de um indicador colorimétrico elimina a
necessidade de um leitor de placas espectrofotométrico e evita a ambiguidade
associada a comparacgéao visual ou medicao dos halos de inibicdo de crescimento em
placas de agar. (LANGFIELD, et al., 2004).
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Em nosso trabalho a inibicdo do crescimento bacteriano foi evidenciada pela
auséncia de crescimento no meio, sendo considerada a CIM a menor concentragao
do extrato vegetal capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano pelo método

espectrofotométrico.

Os resultados obtidos em relagdo as substancias isoladas mostram uma
diferenca de sensibilidade entre os meétodos de leitura espectrofotométrica e o

método que utiliza resazurina como revelador.

Bactérias Gram-negativas sdo geralmente mais resistentes, a compostos
antibacterianos, comparadas com as Gram-positivas (COS et al., 2006). A falta de
atividade das partes das plantas testadas contra as bactérias Gram-negativas
poderiam ser atribuidas a maior resisténcia a estas bactérias, devido a presenca de
uma membrana extracelular agindo como barreira a substancias incluindo
antibiéticos (PALOMBO & SEMPLE, 2001, PESSINI et al, 2003).

A maior sensibilidade na determinagdo da concdragbitoria minima
para as substancias isoladas foram os da diluicdo em microplaca utilizando leitura
espectrofotométrica, sendo assim, este método de extrema importancia para
determinacdo da atividade antibacteriana de extratos de origem vegetal, néo
devendo ser substituido pelo uso de um indicador colorimétrico e sim utilizado em

conjunto para melhor compreenséo dos resultados.

A formacdo de espécies reativas € equilibrada naturalmente pela existéncia
de biomoléculas com acdo antioxidante, substancias que, quando em pequenas
guantidades, sado capazes de inibir ou retardar processos oxidativos, como, por
exemplo, a lipoperoxidacdo (ATOUI et al, 2005; CHUN et al, 2005). Diferentes
compostos antioxidantes presentes na dieta desempenham importantes funcées em
retardar o desenvolvimento de doencas cronicas tais como doencas cardiovasculares,

cancer, reacdes inflamatoérias e Mal de Alzheimer (VELLOSA, 2007).

A molécula de oxigénio é muito estavel em seu estado fundamental, mas ndo
é estavel quando reduzida a°QH,0,, *OH, por poluentes ambientais, radiacdes
ultra-violeta e pelas reducéo parcial do Bsses ERO de oxigénio provocam danos
oxidativos as biomoléculas, tais como carboidratos, proteinas, lipidios e DNA
(DASGUPTA & DE BRATATI, 2004) acelerando o envelhecimento e estéo

relacionados ao acidente vascular cerebral, doenca de Parkinson, catarata,
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aterosclerose dentre outras (FERREIRA & MATSUBARA 1997). Entre estas
espécies, 0°OH é o considerado mais reativo e provoca graves danos
(GUTTERIDGE, 1984). Por exemplo, a oxidacédo de LDL estimula a internalizacao

de colesterol nos macréfagos, os quais, consequentemente, se convertem em células
espumosas, contribuindo para a formacédo da placa de ateroma (HALLIWELL,
1990).

Nos ensaios realizados para a determinacao da atividade antioxidante com os
extratos brutos e fracOes preparadas em duas matrizes diferentes foi verificado o
efeito destas matrizes testadas. Estas matrizes foram preparadas nas mesmas

concentracdes que ndo apresentam toxicidade nos ensaios microbiologicos.

O ensaio de captura contra o ABTSoi realizado como triagem da

atividade antioxidante destes extratos vegetais, 0s quais apresentaram atividade
antioxidante relativamente boa, exceto a fracdo hexanica, em comparacéo ao padrao
de quercetina. Justificando assim continuidade dos demais ensaios para determinar o

potencial antioxidante frente as ERO de relevancia bioldgica.

Chas preparados a partir das folhasPgeer betle outro género da mesma
familia, apresentaram atividade antioxidante para os radicais DPPKO,*", com
capacidade antioxidante total equivalente ao acido ascorbico e acido galico de 0,076
e 0,021 mg/mL respectivamente (DASGUPTA & De BRATATI, 2004).

VELOZO et al, 2009 investigaram o potencial antioxidante de dois novos
flavondides isolados d@eperomia blanda, usando o ensaio DPPH, sendo que
ambos 0s compostos mostraram apenas uma modesta atividade antioxidante com

valores e IG, de 357,2 e 90,5uM em relagdo a quercetina cogg dC7,2 uM.

Os extratos vegetais quando ensaiados na matriz aquosa com 25% MeOH,
mostraram resultados desidnenores em relacdo aos extratos ensaiados em matriz
com 5% DMSO. Para o ensaio de captBeafengerdo G*", ndo foi possivel a
comparacdo com a matriz com MeOH devido a turvacdo do sistema, fato também
ocorrido no ensaio de capturdcgvengerda TauCl para o extrato EtOH e fracdo

hexano onde foram calculados 04@ IC 15 respectivamente, devido a turvacao .

Compostos fendlicos de origem vegetal sdo economicamente importantes
sendo usados nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica. Existem diversas

metodologias de extragcdo para estas substancias bioativas, empregando-se
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geralmente a extrac&o por solventes aquosos ou organicos (MeOH, etanol e acetona)
ou misturas (OLIVEIRA, 2005). Contudo, ha uma grande dificuldade em
estabelecer qual o melhor solvente ou sistema extrativo mais eficiente, ja que varios
fatores estdo envolvidos neste processo, como a espécie, as propriedades fisico-
quimicas das substancias, o tempo e a temperatura da extragdo (ANDREO &
JORGE, 2006).

Os flavonoides s&o conhecidos por exercerem uma infinidade de
propriedades biolégicas como antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria,

analgésica e antitlcera e antioxidante (SIMOES, 2003).

A atividade antioxidante de compostos organicos é dependente de algumas
caracteristicas estruturais e suas propriedades de oxidacéo e reducédo, que incluem,
na maioria dos casos, a presenca de grupamentos fenodlicos. Desta forma,
flavondides, fenilpropandides e outros compostos aromaticos sdo os principais alvos
da busca por antioxidantes (VELLOSA, 2007).

Podemos também observar, que nédo soO fatores estruturais intrinsecos das
moléculas ou a composicdo dos extratos vegetais influi na avaliagdo do potencial
antioxidante. Nos ensaios realizados verificamos que dependendo das condi¢des de
sua realizagcdo (matrizes) observa-se diferencas em relacdo aos respectivos IC50,
qgue pode refletir o favorecimento ou ndo da interacao dos extratos e fragcbes com as

espécies radicalares ou outras espécies reativas.
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— Conclusoes

Na avaliacdo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em &gar
utilizando discos de papel, os extratos brutos, fracdes e substancias isoladas
mostraram-se resistentes a todos 0s micro-organismos has concentracées

testadas.

Na avaliagdo da atividade antibacteriana utilizando o método de diluicdo em
microplacas, os extratos brutos, fracbes e substancias isoladas apresentaram

atividade antibacteriana principalmente frente as bactérias Gram-positivas.

. O método de diluicBo em microplacas utilizando leitura espectrofotométrica
mostrou-se mais adequado na determinagdo da atividade antibacteriana com as

substancias puras.

Nossos resultados comprovam a maior sensibilidade do método de diluicdo em

microplacas em relacdo ao método de difusdo em Agar.

E possivel e necessaria a combinacdo de diferentes métodos de andlise na
avaliacdo da capacidade antioxidaimevitro de extratos vegetais. As fracOes
DCM e hidroalcoolicas foram as que apresentaram melhor atividade

antioxidante.
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