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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E EFEITO INTERATIVO in vitro DE
EXTRATOS, FASES E COMPOSTOS ISOLADOS DE
Piper montealegreanum YUNCKER

ROCHA, Wilma Raianny Vieira

RESUMO

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novas substancias com finalidade terapéutica
pode ser executada por meio de Vvarios processos dentre eles a sintese de novas moléculas
e modificacdo molecular de substancias naturais. Este trabalho teve como objetivo avaliar
a atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto (EEB), duas fases particionadas
(FP) e dois compostos isolados (CI) de Piper montelegreanum Yuncker, determinar a
concentracdo inibitéria minima — CIM dos produtos ativos e a interacdo dos produtos
testados com o0s seguintes antimicrobianos: ampicilina 10mcg (AMP), gentamicina
10mcg (GEN), ciprofloxacino 5mcg (CIP), cloranfenicol 30mcg (CLO), sulfametoxazol
25mcg (SUT), tetraciclina 30mcg (TET), eritromicina 5mcg (ERI), fluconazol 10mcg
(FLU) e nistatina 10Ul (NY). A avaliagdo da atividade antimicrobiana e as interagdes
foram realizadas pelo método de disco difusdo. Para a interacdo foram adicionados 20uL
da solucdo de cada produto ao disco do antimicrobiano, os solventes utilizados no
preparo dos produtos também foram testados durante a avaliagdo da atividade
antimicrobiana bem como nas interacdes. Foram testadas quatro cepas padrdo American
Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida albicans ATCC 76645.
Foi possivel verificar que tanto o extrato etanolico bruto (EEB) bem como as fases
cloroférmica (CHCI3) e acetato de etila (ACOEt) mostraram-se ativos apenas frente a
cepa de S. aureus apresentando halos de inibicdo variando entre 8 a 12mm de diametro.
As interacOes realizadas com os antimicrobianos demostraram potencial de modificacédo
do comportamento da droga in vitro, frente as cepa de S. aureus e P. aeruginosa
verificando possivel antagonismo na maioria das intera¢des, ja diante da cepa de E. coli
verificou-se possivel sinergismo para a maioria das interacdes, assim como diante da cepa
de C. albicans. Através dos resultados é possivel concluir que P. montealegreanum
apresentou atividade antibacteriana, bem como as interacdes realizadas apresentaram
potencial de modificacdo do comportamento dos antimicrobianos, sendo importante que
em estudos futuros seja realizada a identificagdo e concentracdo das substancias ativas em
cada parte da planta.

PALAVRAS-CHAVE: Piperaceae. Produtos naturais. Efeitos Bioldgicos.



1 INTRODUCAO

Nos paises em desenvolvimento as doencas estdo relacionadas com a falta de
saneamento basico, desnutricdo e dificuldade de acesso aos medicamentos (KIMATI et
al.,1997). Neste contexto e do decorrente uso etnomedicinal, a fitoterapia € amplamente
praticada. Dentre as plantas medicinais mais utilizadas pela populacdo, poucas tém agdes
comprovadas. Contudo, o uso popular tradicionalmente consolidado tem sido utilizado
como guia para pesquisas farmacologicas (ELISABETSKY, 1987; BABU et al., 1997).

O tratamento de doencas infecciosas vem se tornando um problema que cresce
significativamente, tendo em vista a disseminacdo da resisténcia bacteriana, causando
incertezas quando se trata de bactérias resistentes a multiplos antibiéticos. Dessa forma
surge a necessidade de se buscar novos compostos com atividade antimicrobiana que
possam servir como alternativa terapéutica no combate a esses micro-organismos. De
acordo com Gongcalves et al. (2011), a importéncia de se estudar a aplicacdo de novas
substancias obtidas a partir da extracdo de principios ativos de diversas espécies vegetais
¢ importante para encontrar formas de inibir ou combater esses patégenos, que
constantemente apresentam resisténcia a antibioticos usuais.

Hé séculos, os mais diferentes povos tém procurado tratar doencas com o uso de
plantas, sendo que nos ultimos 50 anos, pesquisadores dos mais diversos paises
dedicaram-se a estudar vegetais a fim de validar cientificamente seu poder de prevenir e
tratar uma série de problemas. O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e
550.000 (SIMOES, 2007).

Diante do conhecimento do potencial de atividade antimicrobiana (antifungica e
antibacteriana) e de outras atividades bioldgicas existentes em espécies do género Piper,
0 que conduziu a realizacdo dessa pesquisa foi o0 estudo sobre a possibilidade de
encontrar atividade bioldgica, também, nos produtos oriundos do metabolismo secundario
dessas espécies vegetais, testando para tanto o extrato etandlico bruto, as fases
particionadas e de dois flavondides isolados, obtidos de Piper montealegreanum
Yuncker: uma flavanona e da mistura dessa com uma chalcona denominados de 8-formil-
3’,5-dihidroxi-7-metoxi-6-metilflavanona e 3’-formil-3,4’,6’-trihidroxi-2’-metoxi-5’-
metilchalcona respectivamente, , frente as cepas padrdo provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC).



O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana (AA) do extrato
etandlico bruto (EEB), das fases particionadas (FP) com solventes em polaridade
crescente e dos compostos isolados (Cl) de Piper montealegranum Yuncker frente a
cepas padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida albicans ATCC 76645, determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e interac@es in vitro entre antibioticos de uso

convencional, EEB e FP.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae compreende, aproximadamente, trés mil espécies
distribuidas em oito géneros, dentre os quais se destacam o0s géneros Piper e Peperomia.
Esta familia € muito importante como fonte de substéncias, devido ao seu potencial
farmacoldgico, assim como pela ampla ocorréncia e abundancia no Brasil onde vérias
espeécies dessa familia foram referidas por suas propriedades etnomedicinais. Geralmente,
as plantas desses géneros podem ser encontradas como arbustos, ervas e pequenas
arvores. (MABBERLEY, 1997; MENDES et al., 2011).

As investigacOes fitoquimicas de espécies de Piperaceae tém mostrado a presenca
de metabdlitos do acido mevaldnico (monoterpenos e sesquiterpenos), do &cido
acetico/acido chiquimico (flavonoides) e vias do é&cido chiquimico (lignoides,
arilpropanoides e amidas). Os metabdlitos mais freqlientemente isolados sdo amidas,
aristolactamas, ligndides e fenilpropandides. Freqlientemente observa-se o isolamento de
flavonoides, representados por flavonas, diidroflavonas, chalconas e diidrochalconas
(SENGUPTA; RAY, 1987).

2.2 Atividades farmacoldgicas e bioldgicas atribuidas ao género Piper

Dentre as atividades farmacologicas e bioldgicas atribuidas ao género Piper
destacam-se as espécies de Piper regnellii com atividade antileishmania e antimicrobiana
frente a bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras (PESSINI et al., 2003;
NAKAMURA et al., 2006), Piper arboreum e Piper tuberculatum com atividade
tripanocida (REGASINI, 2009), Piper aduncum com atividade sobre o crescimento e
metabolismo dos Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis (MAGALHAES, 2010),
Piper hostmannianum com a potente atividade antiplasmodial de seus flavondides
(PORTET et al., 2007), além da Piper hispidinervum com atividade inseticida de frente a
lagarta Spodoptera frugiperda (LIMA et al., 2009).

Podem ainda ser citadas as espécies de Piper umbelattum com propriedades
antifingicas e antioxidante de aristolactamas (TABOPTA et al., 2008), Piper
tuberculatum com o efeito mutagénico de piplartina de um alcaldide isolado (BEZERRA



et al., 2008), Piper methysticum apresentando atividade sedativa, relacionada com a
transmissdo dopaminérgica e serotoninérgica (SIMOES, 2007) e Piper aduncum a
atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis, Micrococcus luteus e Escherichia coli,
atividade antifingica contra Penicillum oxalicum e atividade antiviral contra poliovirus
(ASPREY et al., 1953; NAIR et al., 1990; DEVEHAT et al., 2002).

Além disso, em estudo preliminar com 7-hidroxi-5,8-dimetoxiflavanona,
flavondide isolado de Piper glandulosissimum, foi observada atividade antifingica contra
Tichophyton mentagrophytes e Microsporium canis e atividade antibacteriana contra

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (SANTQOS, 2004).

2.3 Piper montealegreanum Yuncker

Piper montealegreanum Yuncker (Piperaceae) é um arbusto nativo do norte Brasil
(Yuncker, 1972). Atualmente na literatura existe um numero limitado de estudos
quimicos e que envolvem avaliacdo da atividade bioldgica desta espécie. Segundo Alves
et al. (2011) foi possivel isolar trés compostos inéditos a partir do EEB partes aéreas
desta espécie, dois flavonoides [(S)-8-formil-3’,5-diidroxi-7-metoxi-6-metilflavanona (1)
e 3’-formil-3,4°,6’-triidroxi-2’-metoxi-5’-metilchalcona (2)] e um fenilpropandide [3,4-
metilenodioxi-5-metoxi-7,8-diidrocinamato de etila (3)]. Os flavondides foram

disponibilizados para realizacao deste estudo.
2.4 Micro-organismos testados

Inimeras sdo as espécies microbianas de importancia clinica. Porém, neste estudo,
optou-se por avaliar quatro espécies representadas por:

e Staphylococcus aureus é uma bactéria do grupo dos cocos Gram positivos
aerobios facultativos, frequentemente encontrado na pele e nas fossas nasais de pessoas
saudaveis. Entretanto pode provocar doencas, que vdo desde uma simples infeccdo
(espinhas e furdnculos) até infeccBes graves, tais como: pneumonia, meningite,
endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia (SANTOS et al., 2007).

e Pseudomonas aeruginosa é um bastonete Gram negativo aerdbio, néo-
fermentador, que se apresenta sob a forma de bastonetes, movidos por flagelos polares

(TRABULSI et al., 1999) envolvidas principalmente em infecgdes hospitalares.



e Escherichia coli é um bacilo gram negativo anaerdbio facultativo
envolvido em septicemias e em choque induzido por endotoxinas, responsavel também
por infeccBes do trato urinario e de feridas. (KONEMAN et al., 2001).

¢ Candida albicans é um fungo leveduriforme, sem duvida alguma a espécie
mais frequentemente isolada de infec¢Bes superficiais e invasivas em diferentes sitios
anatbmicos e em casuisticas de todas as partes do mundo. Esta espécie é naturalmente
sensivel a todas as drogas antifingicas de uso sisttmico, mas casos de resisténcia
adquirida a azélicos sdo conhecidos em pacientes que foram expostos prolongadamente a
estes medicamentos (TRABULSI et al., 1999).

2.5 Resisténcia Microbiana

Sdo considerados micro-organismos resistentes, do ponto de vista epidemioldgico,
segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) de Atlanta, EUA, aqueles
que sobrevivem a uma ou mais classes de antimicrobianos. Sob a perspectiva laboratorial,
entende-se como o crescimento de uma bactéria in vitro na presenca de concentracfes
séricas de antibidtico ou quando se mostram resistentes a duas ou mais classes de drogas
que interfeririam em suas funcbes de crescimento e, as quais seriam habitualmente
sensiveis (AZEVEDO, 2005).

Diversos fatores podem contribuir para a ocorréncia ou disseminacdo da
resisténcia bacteriana, dentre os quais aqueles relacionados ao hospedeiro e a pressdo
seletiva gerada pelos agentes antimicrobianos (AZEVEDO, 2005), sendo a resisténcia um
fendmeno complexo, envolvendo: micro-organismo, paciente, agente antimicrobiano e,

ambiente separadamente e/ou em interacdo (MURTHY, 2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

As folhas de Piper montealegreanum Yuncker foram coletadas no campus de
pesquisas do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém-PA. O material botanico foi
identificado pela professora Dra. Elsie Guimardes do Departamento de Boténica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e uma exsicata foi depositada no herbario do
Museu Emilio Goeldi, localizado em Belém-PA, sob n°® MSP-010 e posteriormente
enviadas ao Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros

da Universidade Federal da Paraiba — LTF/UFPB para estudo fitoquimico.

3.2 Origem dos extratos, fases e compostos isolados

O extrato etandlico bruto (EBB), bem como as fases particionadas (FP) do mesmo
e 0s compostos isolados (CI) foram obtidos em parceria com o Laborat6rio de Tecnologia
Farmacéutica — LTF/UFPB, onde foram realizadas as etapas de procedimento fitoquimico
abordando o recebimento e processamento do material vegetal, obtencdo do extrato
etanolico bruto (EEB), screening fitoquimico, fracionamento e purificacdo dos EEB e
identificacdo/elucidacdo das substancias isoladas.

Para obtencdo do EEB foram utilizadas as folhas de Piper montealegreanum Y.,
para obtencdo das FP foram utilizados os solventes cloroférmio (CHCIs3) e acetato de etila
(ACOEt), sendo os rendimentos dos extratos e fases obtidas utilizados como
concentracdo inicial das solucBes analisadas nesse estudo.

O estudo fitoquimico realizado previamente pelo LTF/UFPB sugeriu a presenca
de alcal6ides, flavondides e terpenos no extrato etandlico bruto das partes aéreas de Piper
montealegreanum Y. Segundo Alves (2004) foi possivel isolar e identificar flavondides
inéditos codificados como PMT-1 e PMT-2 tratando-se, respectivamente, de: 8-formil-
3’ 5-dihidroxi-7-metoxi-6-metilflavanona e 3’-formil-3,4’,6’-trihidroxi-2’-metoxi-5’-
metilchalcona (Figura 1). A elucidagdo estrutural de PMT-1 e PMT-2 foi realizada por
meio de técnicas espectroscopicas: ressonancia magnética nuclear de 1H e 13C, uni e
bidimensionais, infravermelho, ultravioleta e espectroscopia de massas.

Foi recebido para os testes a penas 0 PMT-1 isolado e uma mistura de PMT-1 e
PMT-2 (V:V), ndo tendo sido testado o PMT-2 isolado.
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OH
PMT-1

Figura 1 - Estrutura molecular de PMT-1 e PMT-2
Fonte: ALVES, 2011.

Este estudo contou, portanto, com o total de cinco (5) produtos testados frente as
cepas ATCC. As concentracdes dos produtos obtidos foram correspondentes ao
rendimento do procedimento de extracao realizado, originado produtos com concentracao
diferentes entre si, as quais foram usadas como concentracao inicial para os testes de

atividade antimicrobiana.

Tabela 1 - Identificacdo dos produtos testados e suas respectivas concentraces

Concentracdo inicial

Planta Produtos Testados
(mg/mL)
Mistura de PMT-1 e PMT-2 15,2
PMT-1 18,3
P. montealegreanum Y.(folhas) Extrato etanolico bruto (EEB) 384
Fase cloroformica (CHCIs) 95
Fase acetato de etila (ACOEt) 411
Total de produtos testados (n° e %) - 5 (100%)

Legenda: PMT-1- 8-formil-3’,5-dihidroxi-7-metoxi-6-metilflavanona; PMT-2- 3’-formil-3,4’,6’-trihidroxi-2’-
metoxi-5’-metilchalcona

3.3 Preparacdo dos produtos para analise

As amostras foram recebidas para analise em frascos de vidro ambar, contendo
identificacdo de espécie e rendimento (mg) do produto. O EEB, as FP e os Cl foram
solubilizados em 1,0 mL de uma solucdo do solvente correspondente a extracdo ou
particdo sendo posteriormente submetidas a um banho de ultrassom (Ultrassonic 1440 A)

por 15 minutos.
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3.4 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana (AA)

3.4.1 Micro-organismos

Para este estudo foram utilizadas cepas microbianas provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC (25923), Escherichia
coli ATCC (25922), Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) e Candida albicans ATCC

(76645) recomendadas para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2010).

3.4.2 Meios de cultura

Para garantir a viabilidade dos micro-organismos em estoque, foi utilizado o
Caldo de enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion). E para o cultivo foi utilizado o
meio Agar Muller-Hinton e Agar Sabourand, preparado em placas de Petri, contendo uma
camada de agar de 4mm de espessura, respectivamente para bactérias e leveduras Os
meios de cultura foram preparados de acordo com as especificagdes do fabricante
DIFCO®,

3.4.3 Preparacao dos inéculos

Apo6s o enriquecimento em Caldo BHI, uma aliquota de cada crescimento foi
semeada através da técnica de esgotamento por estrias em Agar Muller Hinton para
bactérias, incubando a 37°C por 24h e Agar Sabourand para a levedura incubando a 30°C
por 24/48h, permitindo dessa forma que 0s micro-organismos estivessem em crescimento
exponencial, 0 que garante seguranca maior durante a realizacdo da analise. Apds esse
periodo de incubacdo, algumas coldnias foram diluidas em solucédo salina estéril 0,85%
até atingirem a turbidez correspondente a 0,5 da escala de McFarland, valor equivalente a

1,5x108UFC/mL originando uma suspenséo bacteriana padrdo (CLSI, 2010).

3.4.4 Determinacdo da atividade antimicrobiana

Foi realizada inicialmente uma triagem da atividade antimicrobiana do EEB e suas
fases frente as cepas microbianas. Utilizando swabs esteréis que foram mergulhados na
solugdo salina contendo a suspensdo bacteriana previamente padronizada, sendo
posteriormente semeados por toda a superficie do meio de cultura (Agar Mueller-Hinton
ou Agar Sabourand) em diversas direcbes o que permite um crescimento uniforme e
confluente. Em seguida foram adicionados discos de papel de filtro estéreis (CEFAR®) de

6 mm de diametro, previamente impregnados com 20uL de cada produto a ser testado,
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sendo distribuidos uniformemente sobre a superficie do agar (CLSI, 2010), garantindo
que haja espaco para formacao de possiveis halos de inibig&o.

Como controles negativos foram testados todos os solventes utilizados na
preparacdo dos extratos e fases, utilizando-se a mesma metodologia empregada para 0s
produtos em avaliacdo. Ap6s o semeio e distribuicdo dos discos, as placas foram
incubadas a 37°C/24 h para bactérias e 30°C/24-48h para leveduras, sendo observada a
formacdo de halos de inibicdo de crescimento, que foram medidos com auxilio de um
halémetro (BAUER, KIRBY & TURCK, 1966; CLSI, 2010).

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados obtidos foram
expressos pela média aritmética dos valores dos halos de inibicdo de crescimento,
considerando-se como ativo o produto que apresentou halo com didmetro igual ou
superior a 8 mm (PAREKH, CHANDA, 2007; CATAO, 2007).

3.4.5 Determinacéo in vitro do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
convencionais e interacdo com os produtos vegetais

Foram realizados antibiogramas por disco-difusdo em meio sélido de acordo com
as recomendacOes do CLSI (2010). Para os testes de interacdo foram adicionados 20uL
das solugcbes do EEB, das fases CHCI; e ACOEt nos discos contendo os antibidticos, ja
em outro foram adicionados 20uL de cada diluente utilizado no preparo das solugdes que
foram alcool absoluto, cloroférmio e acetato de etila e por fim o antibiograma
convencional, observando comparativamente se a adi¢cdo dos produtos acarretaria alguma

alteracdo no tamanho dos halos dos antibi6ticos isolados, conforme mostra a figura 2.

o] o
o o o]
o o)
] o ]
o o o
Antibicgrama padric Antibidticos + © o o
Perfil das cepas 20ul. do EEB O
(384mg/mL) O
O o Antibidticos +
o o o o Solvente de preparo das
[+] o amostras (Alcool absoluto,
[+] [+] o Cloroférmio e Acetato de
L o etila)
Antibicticos + Antibioticos +
20uL do CHCIz 20uL do ACOEt
(95mg/mL) (411mg/mL)

Figura 2 — Esquema de realizagdo da interago in vitro dos produtos vegetais e

antimicrobianos para cada cepa
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Os antimicrobianos selecionados para S. aureus foram: ampicilina 10mcg (AMP),
gentamicina 10mcg (GEN), ciprofloxacino 5mcg (CIP), cloranfenicol 30mcg (CLO),
sulfametoxazol 25mcg (SUT), tetraciclina 30mcg (TET) e eritromicina 5mcg (ERI), bem
como para a cepa de E. coli exceto a eritromicina, enquanto que para P. aeruginosa
foram testados apenas os discos de CIP e GEN, todos da marca CECON®. Para a cepa de
Candida albicans foram testados os antifingicos fluconazol 10mcg (FLU) e nistatina
10UI (NY).

Considerou-se presenca de efeito interativo quando houve alteracdo do diametro
dos halos de inibicdo de crescimento microbiano apds esta adicdo. E, como efeito
interativo sinérgico, quando o didmetro do halo de inibi¢do formado pela combinagdo do
produto teste e o antimicrobiano, apresentou aumento > 2mm quando comparado com 0
halo de inibicdo formado pela acdo do antibiotico testado isoladamente. Quando da
formacdo de halo de inibicdo decorrente da acdo combinada apresentou didmetro inferior
aquele desenvolvido pela acdo isolada do antibidtico considerou-se efeito antagdnico
(OLIVEIRA et al., 2006). Os testes foram realizados em triplicata e o resultado expresso

pela média aritmética dos halos de inibicao.

3.5 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo das CIMs dos produtos ativos também foi realizada por difusédo
de discos em meio solido, tomando a concentragdo inicial como equivalente a 100%. Os
produtos que apresentaram atividade antimicrobiana foram diluidos no solvente de
obtencdo do extrato ou fase, obtendo-se concentracdes de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e
3,125% e novamente testados. A CIM foi determinada observando-se a menor diluicdo
do produto testado, capaz de inibir o crescimento bacteriano, determinado pela presenga
de halo de inibicdo do crescimento, ap6s incubacdo por 24h/37°C (FABRY, et al., 1998;
CONSENTINO et al., 1999; ALVES et al., 2000; CATAO, 2007). Os testes foram
realizados em triplicata e os halos de inibicdo de crescimento formados foram medidos
com auxilio de um halémetro, tendo os resultados expressos pela média aritmética dos
didmetros obtidos nos trés ensaios e, considerado como suscetivel, o halo com uma
dimens&o igual ou superior a 8 mm de diametro (PAREKH et al., 2007; CATAO, 2007).
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3.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos pela media aritmética dos valores dos halos de inibicdo de
crescimento realizada entre os trés valores obtidos pela triplicata dos experimentos, bem como

foram expressos os dados de desvio padréo dos resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o EEB e as fases CHCl; e ACOEt de P. montealegreanum
apresentaram atividade frente a cepa de S. aureus ATCC 25923 com halos de inibicdo que
variaram de 8 a 12 mm. Enquanto que a mistura dos flavondides PMT-1 + PMT-2 (V:V),
assim como o PMT-1 isolado ndo foram capazes de inibir o crescimento de nenhuma das

cepas.

Tabela 2 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana de diferentes produtos derivados de P.
montealegreanum Y.

5 Micro-organismos
Produtos Testados / Concentracgéo

Planta o Diametro dos halos (mm) / Desvio padréo dos halos
inicial (mg/mL)

A B C D

Mistura de PMT-1 e PMT-2 [15,2] 0 0 0 0

PMT-1[18,3] 0 0 0 0

P. montealegreanum Y. _
(folhas) Extrato etanolico bruto (EEB) [384] 9,33+1,63 0 0 0
olhas
Fase cloroférmica (CHCIs) [95] 12+2,82 0 0 0
Fase acetato de etila (ACOEt) [411] 8,33+1,00 0 0 0

Legenda: PMT-1 - 8-formil-3’,5-dihidroxi-7-metoxi-6-metilflavanona; PMT-2 - 3’-formil-3,4°,6’-
trihidroxi-2’-metoxi-5’-metilchalcona; A - Staphylococcus aureus; B - Escherichia coli; C - Pseudomonas
aeruginosa; D - Candida albicans

O fato desses produtos ndo terem apresentado atividade antimicrobiana por disco-
difusdo diante dos outros micro-organismos, nao determina a sua inatividade. Os testes de
atividade antimicrobiana devem ser realizados por pelo menos duas metodologias
distintas (CATAO, 2007). Tanto que segundo Pinto et al. (2012) em estudo realizado por
meio da técnica de microdiluicdo em placa utilizando a fase ACOEt de P.
montealegreanum e os mesmos flavonoides, PMT-1 e PMT-2, foi observada atividade
antibacteriana frente a cepas de Bacillus subtilis (CCT 0516), E. coli (ATCC 2536), P.
aeruginosa (ATCC 8027) e P. aeruginosa (ATCC 25619) com CIM variando de 32 a 512
mg/mL. Este fato comprova que os diferentes métodos de andlise de atividade
antimicrobiana podem sofrer inUmeros fatores interferentes, tais como difusdo da
substancia e os meios de cultura utilizados (OSTROSKY et al., 2008).

Dos cinco produtos testados neste estudo, trés (60%) foram capazes de inibir o
crescimento de S. aureus, entretanto, foram inativos frente a E. coli, P. aeruginosa e C.

albicans.
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Segundo Pool-Zobel et al.(1993), as bactérias Gram negativas por apresentarem
uma membrana mais externa, que estaria impedindo a entrada de numerosas moléculas de
antibioticos e o espago periplasmatico por conter enzimas, que sdo capazes de quebrar
moléculas estranhas introduzidas no meio, pode justificar a menor sensibilidade das cepas
Gram negativas, conforme foi possivel observar neste estudo. A membrana dual
apresentada pelas bactérias Gram negativas forma um envelope complexo, sendo
responsavel pela menor sensibilidade destes micro-organismos frente aos extratos
vegetais (HOLLEY et al., 2005).

Observou-se entre os produtos ativos que a menor CIM foi apresentada pela fase
CHCI3 (95mg/mL), sequida pelo EEB (348mg/mL) e pela fase ACOEt (411mg/mL),
frente a linhagem de S. aureus ATCC 25923, respectivamente com halos de 12, 9 e 8 mm
de diametro (TABELA 3).

E importante ressaltar que foram considerados ativos os produtos que
apresentaram halos de inibi¢do de crescimento >8mm (CATAO, 2007), no entanto
também é conveniente lembrar que ndo se pode determinar que um produto seja mais
ativo que outro apenas em funcdo do tamanho dos halos formados, visto que alguns
interferentes devem ser considerados, dentre eles, a difusibilidade dos produtos testados.

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que a fase CHCI;
apresentou maior difusibilidade que o EEB, supondo-se que as substancias que compdem

0 EEB de alguma forma interferiram entre si na difusibilidade.

Tabela 3 - Determinacdo da Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos produtos
derivados de P. montealegreanum Y.

Concentracéo testada  Micro-organismos/Diametro dos halos (mm)

Planta Fase
mg/mL CIM A B C D
348 100% 9 0 0 0
EEB 174 50% 0 0 0 0
87 25% 0 0 0 0
95 100% 12 0 0 0
P. montealegreanum
F. CHCI; 48 50% 0 0 0 0
Y. (folhas)
24 25% 0 0 0 0
411 100% 8 0 0 0
F. ACOEt 205 50% 0 0 0 0
103 25% 0 0 0 0

Legenda: A — Staphylococcus aureus; B — Escherichia coli; C — Pseudomonas aeruginosa; D - Candida
albicans; EEB — Extrato etandlico bruto; CHCI; — Fase cloroformica; ACOEt — Fase acetato de etila.
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Verificou-se que os extratos, fases e compostos ndo apresentaram atividade
antifungica, frente a C. albicans. Esses resultados s&o relevantes visto que, ainda nédo
foram encontrados relatos na literatura sobre atividade antifingica de produtos derivados
de P. montealegreanum.

A confirmacdo do perfil de sensibilidade das cepas, apresentado na tabela 4,
mostra que todos os antimicrobianos testados estavam de acordo com os limites

desejados com as recomendagdes do CLSI (2010).

Tabela 4 - Avaliacdo do efeito da associacdo do EEB e das fases CHCIl3; e ACOEt

com antifangicos frente a cepa padrdo ATCC de Candida albicans, por disco difusdo

Antimicrobianos/Halos de inibi¢cdo (mm)
Micro-organismos AMP  GEN CIP CLO SUT TET ERI FLU NY

S. aureus 28 19 23 23 24 29 25 NT NT
E. coli 17 20 30 21 25 20 NT NT NT
P. aeruginosa NT 20 28 NT NT NT NT NT NT
C. albicans NT NT NT NT NT NT NT 25 23

Legenda: EEB — Extrato etanolico bruto (384mg/mL); CHCI; — Fase cloroférmica (95mg/mL); ACOEt —
Fase acetato de etila (411mg/mL); NT? — Néo testado para bactérias Gram negativas; NT® — N&o testado
para Pseudomonas aeruginosa.

Em relacdo a avaliacdo da interacdo entre os produtos testados e 0s
antimicrobianos convencionais foi possivel verificar, por meio da comparacdo dos
diametros dos halos de inibicdo, que os efeitos apresentados foram compativeis tanto com
sinergismo como de antagonismo. E relevante ressaltar que ndo foi encontrada, na
literatura pesquisada, estudos anteriores envolvendo a interacdo dos extratos de Piper
montealegreanum com antimicrobianos de uso convencional.

Estudos prévios tém relatado a importancia da interacdo de extratos de plantas em
concentragdes variadas com diferentes tipos de antimicrobianos, na inibicdo do
crescimento de micro-organismos patogénicos e multirresistentes a drogas (SIBANDA,
OKOH, 2007; SILVA, FERNANDES, 2010; AHMED et al., 2010; CIRKOVIC et al.,
2012; USHIMANU, 2012).
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Como demonstra a tabela 5, a maioria das interagfes dos antimicrobianos com 0s
produtos vegetais resultou em efeito antagonico diante da cepa de S. aureus ATCC
25923, havendo redugdo dos didmetros dos halos de inibi¢do dos antibidticos usados
como controle, excetuando-se a ampicilina 10mcg (AMP), que ao interagir com 0s
produtos resultou na formacdo de halos de inibicdo maiores quando testados

isoladamente, exibindo um possivel efeito sinérgico.

Tabela 5 - Avaliacédo do efeito interativo de produtos vegetais e antimicrobianos frente a
cepas ATCC de bactérias de importancia clinica

Micro-organismos / Didmetro dos halos (mm)/ Desvio padrao

Antibacterianos

e Associacdes S. aureus E. coli P. aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853
AMP (10mcg) 28,33+0,58 17+1,00 NT®
AMP+EEB 32,67+1,15 20,33+0,58 NT®
AMP+CHCl, 30,67+1,15 20,67+1,15 NT®
AMP+ACOEt 28,33+0,58 21+1,00 NT®
GEN (10mcg) 19,33+0,58 19,67+ 1,15 20+1,00
GEN+EEB 12,67+1,15 0 0
GEN+CHClIj 14,67+1,15 8,67+1,15 9,67+ 0,58
GEN+ACOEt 11,67+ 0,58 0 0
CIP (5mcg) 22,67+0,58 30,33+0,58 27,67+0,58
CIP+EEB 14,67+1,15 33,33+1,15 14,33+0,58
CIP+CHCl,4 17,67+0,58 35,33+1,15 17,33+0,58
CIP+ACOEt 10,33+0,58 30,67+1,15 9,67+0,58
CLO (30mcg) 23+1,00 21,33+0,58 NT®
CLO+EEB 19,67+0,58 28,33+0,58 NT®
CLO+CHCl,4 19,67+0,58 28,33+0,58 NT®
CLO+ACOEt 20,33+0,58 23,67+ 0,58 NT®
SUT (25mcg) 23,67+0,58 24,67+0,58 NT®
SUT+EEB 18,33+0,58 26,67+0,58 NT®
SUT+CHCl, 20,67+ 1,15 28,33+1,15 NT®
SUT+ACOEt 9,67+0,58 26,67+0,58 NT®
TET (30mcg) 29+1,00 20,33+0,58 NT®
TET+EEB 28,33+0,58 25,67+0,58 NT"
TET+CHCl, 25,67+0,58 22,67+1,15 NT®
TET+ACOEt 26,67+1,15 25+1,00 NT®
ERI (5mcg) 24,67+1,15 NT? NT®
ERI+EEB 15,33+1,15 NT? NT®
ERI+CHCl,4 17+1,00 NT? NT®
ERI+ACOEt 11,33+0,58 NT? NT®

Legenda: EEB — Extrato etanolico bruto (384mg/mL); CHCI; — Fase cloroférmica (95mg/mL); ACOEt —
Fase acetato de etila (411mg/mL); NT? — Néo testado para bactérias Gram negativas; NT® — N&o testado
para Pseudomonas aeruginosa.

Considerando que 0s S. aureus Sdo micro-organismos que podem apresentar
diversos fatores de viruléncia além da capacidade de apresentar multirresisténcia a varios
antimicrobianos, sdo, portanto, de grande relevancia clinica, especialmente em ambiente
hospitalar (BOUCHER, COREY, 2008; KOCK et al., 2010).
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E possivel perceber que cada extrato se comporta de forma especifica, segundo
Almeida et al. (2013) demonstrou a interacdo do extrato de Allium sativum com
gentamicina e tetraciclina, onde foi possivel verificar efeito sinérgico frente ao S. aureus,
diferentemente dos dados deste estudo onde foi observado antagonismo para estes dois
antimicrobianos.

Observou-se em relagéo a E.coli ATCC 25922 que a maioria das interagfes dos
antimicrobianos com os produtos vegetais resultou em efeito sinérgico havendo um
aumento dos halos de inibicdo dos antimicrobianos usados como controle, com excecéao
da gentamicina (10mcg) que ao interagir com 0s extratos testados resultou na formacéo
de halos de inibicdo menores quando comparados ao controle, exibindo um possivel
efeito antagonico (TABELA 5). De acordo com Von Baum & Marre (2005), linhagens
patogénicas de E. coli tem sido identificadas como causa de infec¢gdes no trato urinario,
meningite neonatal, septicemia nosocomial e enterites e a resisténcia a pelo menos duas
classes de antimicrobianos tem sido um achado frequente, restringindo as opcoes
terapéuticas disponiveis. Fato este que impulsiona o uso de antibioticoterapia combinada
quer seja com antimicrobianos tradicionais quer seja na busca de novas substancias
(COATES et al., 2011). Dessa maneira os dados deste estudo foram favoraveis diante
desta cepa, demonstrando um comportamento de possivel sinergismo entre a maioria dos
produtos testados e os antimicrobianos de uso convencional.

Véarios componentes de extratos podem aumentar a permeabilidade da membrana
celular, auxiliando na penetracdo de antibidticos (HELANDER et al.,1998). A
interferéncia com os sistemas enzimaticos das bactérias também pode ser um potencial
mecanismo de acdo (WENDAKOON, SAKAGUCH]I, 1995).

Foi possivel ainda verificar que frente a P. aeruginosa ATCC 27853 todas as
interacBes provocaram possivel efeito antagbnico, diminuindo os halos de inibicdo de
crescimento ou mostrando-se indiferente ja que ndo provocou efeito sobre o didmetro dos
halos (TABELA 5). Esta espécie bacteriana € um dos principais agentes de infeccdo em
individuos imunodeprimidos, raramente afeta individuos sadios (RUDNICK et al., 1995).
Sua importéncia clinica estd baseada na dificil erradicacdo da infeccdo e continuos
fracassos terapéuticos, consequéncia direta da ampla expressao de fatores de viruléncia,
assim como a resisténcia natural e adquirida a muitos antibidticos e desinfetantes
(LINCOPAN et al., 2008)

De acordo com a tabela 5 é possivel verificar que para todas as cepas ensaiadas

diante de todas as interacdes realizadas in vitro, o0 comportamento de sensibilidade das
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cepas diante do aminoglicosideo gentamicina (10mcg), foi modificado apresentando um
perfil de resisténcia e/ou indiferenca apds as intera¢fes. Segundo a INFARMED (2012)
no interior da célula bacteriana, os aminoglicosideos como a gentamicina ligam-se aos
polissomas (principalmente a subunidade 30S) e interferem com a sintese proteica ao
induzirem uma interrupcao prematura da traducao, bem como leituras incorretas do RNA
mensageiro (MRNA). Os produtos testados podem ter efeito negativo sobre 0 mecanismo
de acdo descrito da gentamicina, necessitando ainda de estudos futuros para determinacéo
do mecanismo de interacao.

Com relacdo ao efeito interativo entre os antifungicos e os produtos vegetais
frente a cepa de C. albicans ATCC 76645 foi possivel identificar que todas as interagdes
tanto com o fluconazol como com a nistatina apresentaram efeito antagdnico uma vez que
apos a interacdo o valor dos halos de inibicdo passaram a ser nulos para o fluconazol e
havendo reducdo dos halos para nistatina, como mostra a tabela 6. Ndo foram
encontrados relatos na literatura pesquisada sobre interacdo de extratos e fases de P.

montealegreanum frente a antiflngicos.

Tabela 6 - Avaliacdo do efeito da associacdo do EEB e das fases CHCIl3; e ACOEt
com antifangicos frente a cepa padrdo ATCC de Candida albicans, por disco difusdo

Antifangicos Candida albicans

e Associacles ATCC 76645
Diametro dos halos (mm) Desvio padrdo (mm)

FLU (10mcg) 24,67 +0,82
FLU+EEB 0,00 +0,00
FLU+CHCI; 0,00 +0,00
FLU+ACOEt 0,00 +0,00
NY (10U1) 22,67 +1,15
NY+EEB 15,33 +1,15
NY+CHCI3 19,33 +1,15
NY+ACOEt 18,66 +1,15

Legenda: EEB — Extrato etandlico bruto (384mg/mL); CHCI; — Fase cloroférmica (95mg/mL); ACOEt —
Fase acetato de etila (411mg/mL).

O uso de antibioticoterapia combinada ou associada também é um fato nos dias
atuais. Entretanto, diversos autores relatam estudos sobre diferentes efeitos causados pelo
uso associado de produtos naturais e antimicrobianos convencionais (SWERTS; COSTA,
2005; OLIVEIRA et al., 2006; AHMED et al., 2010). Considerando as propriedades
biologicamente ativas desses produtos, aproximadamente 80% da populagdo mundial
recorrem a essa pratica como alternativa e ou associacdes terapéuticas em diferentes
abordagens patologicas (WHO, 2000).
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5 CONCLUSAO

» Produtos vegetais de P. montealegreanum apresentaram atividade antibacteriana
apenas frente a cepa S. aureus ATCC 25923 e ndo apresentaram atividade
antifungica;

« As interacOes apresentaram potencial de modificacdo de comportamento do
antibidtico in vitro, justificado pelo aumento/diminuicdo dos halos de inibicéo,
destacando-se o possivel efeito sinérgico frente a cepa de E. coli ATCC 25922,
uma vez que mesmo 0s produtos testado ndo apresentaram atividade, mas
conseguiram modificar o comportamento do antibidtico diante desta cepa;

» O fato de certos produtos ndo apresentarem atividade pela metodologia descrita
por este estudo ndo descarta sua inatividade sendo necessario realizar testes de
atividade antimicrobiana por outras metodologias;

* Novos estudos ainda devem ser realizados para que o0s produtos sejam

padronizados e usados em concentragdes que garantam o efeito terapéutico.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E EFEITO INTERATIVO in vitro DE
EXTRATOS, FASES E COMPOSTOS ISOLADOS DE
Piper montealegreanum YUNCKER

ROCHA, Wilma Raianny Vieira

ABSTRACT

A systematic method for obtaining new substances for therapeutic purposes research can be
performed through various processes among them the synthesis of new molecules and molecular
modification of natural substances. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the
crude ethanol extract (BSE), two partitioned phases (FP) and two isolated compounds (ClI) Piper
montelegreanum Yuncker, determine the minimum inhibitory concentration - MIC of active
products and the interaction of products tested with the following antibiotics: ampicillin 10mcg
(AMP), 10mcg gentamicin (GEN), 5mcg ciprofloxacin (CIP), chloramphenicol 30mcg (CLO),
sulfamethoxazole 25mcg (SUT) 30mcg tetracycline (TET), erythromycin 5mcg (ERI),
fluconazole 10mcg (FLU) and 10 IU nystatin (NY). Evaluation of the antimicrobial activity and
interactions were performed by disk diffusion method. For interaction were added 20uL of the
solution to each product antimicrobial disc, the solvents used in the preparation of the products
were also tested during the evaluation of antimicrobial activity and interactions. . Standard four
American Type Culture Collection (ATCC) strains were tested: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Candida
albicans ATCC 76645 was possible to verify that both the crude ethanol extract (BSE) and the
chloroform phases (CHCI3) and ethyl acetate (AcOEt) were active only against strains of S.
aureus presenting inhibition zones ranging from 8 to 12mm in diameter. Interactions held with
the demonstrated antimicrobial potential of behavior modification drugs in vitro, opposite the
strain of S. aureus and P. aeruginosa checking possible antagonism in most interactions, already
before the strain of E. coli was verified for possible synergism most interactions, as well as on
the strain of C. albicans. From the results it can be concluded that P. montealegreanum showed
antibacterial activity and interactions performed showed potential for behavior modification of
antimicrobial agents, it is important that future studies on the identity and concentration of the
active substances in each part of the plant is performed.

KEYWORDS: Piperaceae. Natural Products. Biological Effects.
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