UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA

CESAR CASTELO BRANCO DE QUEIROZ

CARACTERIZAGCAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO
ESSENCIAL, EXTRATO BRUTO E FRACOES DE Piper callosum Ruiz & Pav.

(Piperaceae)

ITACOATIARA
2021



CESAR CASTELO BRANCO DE QUEIROZ

CARACTERIZAGAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO
ESSENCIAL, EXTRATO BRUTO E FRAGOES DE Piper callosum Ruiz & Pav.

(Piperaceae)

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado com o
objetivo de aprovagdo no curso de Bacharel em
Farmacia, no Instituto de Ciéncias Exatas e
Tecnologia (ICET).

RENATA TAKEARA HATTORI

ITACOATIARA
2021



Ficha Catalografica

Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Queiroz, César Castelo Branco de
Q3c Caracterizagéo quimica e atividade antimicrobiana do 6leo
essencial, extrato bruto e fracdes de Piper callosum Ruiz & Pav.
(Piperaceae) / César Castelo Branco de Queiroz . 2021
47 f.: il. color; 31 cm.

Orientadora: Renata Takeara Hattori
TCC de Graduacao (Farmacia) - Universidade Federal do
Amazonas.

1. Piper callosum. 2. Piperaceae. 3. Oleos essenciais. 4. Extrato.
5. Atividade antimicrobiana. |. Hattori, Renata Takeara. Il.
Universidade Federal do Amazonas Ill. Titulo




MINISTERIO DA EDUCAGAO
SECRETARIA DE EDUCACAO SUPERIOR
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS — UFAM
INSTITUTO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA - ICET
COORDENACAO DO CURSO DE FARMACIA — CCF

TERMO DE APROVAGAO TCC

O Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia, elaborado pelo discente
César Castelo Branco de Queiroz, foi julgado aprovado por todos os membros da
Banca Examinadora, para a obtengéo do grau de Bacharel em Farmacia e aprovado,

em sua forma final, pelo Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia.

Itacoatiara, 17 de junho de 2021.

RIS

Renata Takeara Hattori
Orientador(a) do TCC

Apresentado a Banca Examinadora integrada pelos seguintes professores:

Presidente: 20

Renata Takeara Hattori

~

Membros: 4@% VEW;:KWE‘
Maia Corres
Prof’. Dr. 8¢

Geone Maia Correa

. - Moo, de ouzp. Qluss. Jnld
Maiara de Souza Nunes Avila

Rua Nossa Senhora do Rosario, 3863, Tiradentes, Itacoatiara, AM.
CEP.: 69103-128. Telefone: (92)3305-1181/Ramal: 2173
e-mail: ccficet@ufam.edu.br Pagina — 1



mailto:ccficet@ufam.edu.br

AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida e por todas maravilhas que ele me proporciona a cada dia.
A minha mae por todo o incentivo para que eu buscasse trilhar um caminho de
honestidade e sucesso.

A minha esposa e meus filhos, que nunca mediram esforcos para colaborar comigo,
dos quais em muitas vezes me ausentei para que pudesse cumprir com minhas
obrigacdes académicas.

A minha orientadora por todo o suporte académico, desde as aulas ministradas, da
oportunidade de participar de projetos de iniciagao cientifica, até o total apoio neste
Trabalho de Conclusao de Curso
A equipe do laboratério de Produtos Naturais do Instituto pelo conhecimento
compartilhado, em especial Vanessa Farias dos Santos Ayres, Roosalyn Santos da
Silva e Midia Rodrigues de Oliveira.

A todos os professores que tive em toda minha vida, desde o pré-escolar e ensinos
fundamental e médio, até os mestres e doutores da Conceituada Universidade
Federal do Amazonas que nortearam minha incessante busca pelo conhecimento.
Aos técnicos de nossos laboratérios, em especial Francisco Emiliano Neto, Idercley
Souza e Emerson Dantas.

Aos meus colegas de curso pelo apoio e incentivo, em especial Felipe Gaspar,

Rafaela Silva e Beatriz Rebelo.



“Tal conhecimento é maravilhoso demais e esta aléem
do meu alcance; é tdo elevado que ndo o posso
atingir”. (Salmo 139:6)



RESUMO

A espécie Piper callosum € uma das mais de 3.700 espécies integrantes da Familia
Piperaceae, sendo popularmente conhecida como “bleo elétrico”. Suas folhas e talos
sao usados sob a forma de cha para tratar disenteria, nausea, dismenorreia, dores
reumaticas e musculares e como repelente natural. Tais efeitos podem ser atribuidos
as substancias presentes nos extratos de suas folhas, pertencentes as classes das
amidas, esteroides e alcaloides. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
composicao quimica do 6leo essencial, extrato bruto e fragdes de Piper callosum e
avaliar a atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Candida parapsilosis. As folhas foram
coletadas no Campus do ICET e extraidas com etanol 70% sob refluxo. O extrato foi
fracionado por particdo liquido-liquido com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
butanol. Os d6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo do material fresco em
aparelho de Clevenger. O perfil quimico do extrato bruto e das fragdes foi analisado
através de reagbes cromaticas em tubos e cromatografia em camada fina. A
determinacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foi realizada através da
analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O extrato
bruto, fracdbes e oleos essenciais foram submetidos ao ensaio de atividade
antimicrobiana. Os rendimentos para o extrato bruto, fracdo hexanica, cloroférmica,
acetato de etila, butanol e hidroalcodlica foram, respectivamente 19,22%, 15,13%,
1,64%, 1,45%, 10,41% e 71,35%. Foram obtidas trés fracbes dos Oleos essenciais,
com rendimentos de 0,36% em OE1 (mais denso), 0,17% em OE2 (menos denso) e
0,27% em OE3 (densidade intermediaria). As classes de metabdlitos detectadas em
cromatografia em camada fina e confirmadas através de prospeccdes fitoquimicas
foram esteroides, saponinas e compostos fendlicos. O 6leo essencial apresentou
como compostos majoritarios safrol (74,24%), a-pineno, B-pineno e 1,8-cineol,
demonstrando atividade antimicrobiana frente aos microrganismos estudados. Séo
necessarios mais estudos para se determinar a concentragéo inibitéria minima e
confirmar qual substancia isolada € responsavel por essa agao antimicrobiana.

Palavras-chave: Piper callosum; Piperaceae; Oleos essenciais; extrato; atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

The Piper callosum species is one of the more than 3,700 species belonging to
Piperaceae family, being popularly known as “electric oil. Its leaves and stalks are used
in the form of tea to treat dysentery, nausea, dysmenorrhea, rheumatic and muscle
pain, and as a natural repellent. These effects can be attributed to substances present
in its leaf extracts, belonging to the classes of amides, steroids and alkaloids.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the chemical composition of the
essential oil, crude extract and fractions of Piper callosum and to evaluate the
antimicrobial activity against the microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Candida albicans and Candida parapsilosis. The extract was fractionated by
liquid-liquid partition with hexane, chloroform, ethyl acetate and butanol. Essential oils
were obtained by hydrodistillation of fresh material in a Clevenger apparatus. The
chemical profile of crude extract and fractions was analyzed through chromatic
reactions in tubes and thin-layer chromatography. The determination of chemical
constituents of essential oils was carried out through gas chromatography analysis
coupled with mass spectrometry. The crude extract, fractions and essential oils were
submitted to the antimicrobial activity test. The yields of the crude extract, hexane,
chloroform, ethyl acetate, butanol and hydroalcoholic fraction were respectively
19.22%, 15.13%, 1.64%, 1.45%, 10.41% and 71.35%. Three fractions of essential oils
were obtained, with yields of 0.36% in OE1 (densest), 0.17% in OE2 (less dense) and
0.27% in OE3 (intermediate density). The classes of metabolites detected in thin-layer
chromatography and confirmed through phytochemical surveys were steroids,
saponins and phenolic compounds. The essential oil presented as major compounds
safrole (74.24%), a-pinene, B-pinene and 1,8-cineole, demonstrating antimicrobial
activity against all microorganisms studied. Further studies are needed to determine
the minimum inhibitory concentration and confirm which isolated substance is
responsible for this antimicrobial action.

Keywords: Piper callosum; Piperaceae; essencial oils; extract; antimicrobian activity.



LISTA DE FIGURAS

FIgura 1 - PIDEIr CAllOSUM ............eueeiiiiiiiiiiie et 19

Figura 2 - Substéncias fendlicas reveladas por meio de cromatografia em camada

10 30
Figura 3 - Substancias terpénicas e fendlicas reveladas em cromatografia em camada
110 T PP PPPRRRRR 31
Figura 4 - Prospeccao em tubos de ensaio para caracterizagéo de fendlicos............ 33
Figura 5 - Caracterizacao fitoquimica para deteccéo de terpenos.........cc.ccevvveeeennnnnn. 33
Figura 6 - Caracterizagao fitoquimica para detec¢ao de saponinas............cccccceuveeee. 33
Figura 7 - ESCHEIICRIQ COlli.............ccoooiiiiiiee e 36
Figura 8 - (A) Staphylococcus aureus e (B) Candida parapsilosis...............ccccccc....... 36
Figura 9 - Candida albiCans................oooeeueeueeeeeeeee e e e e 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Resultado colorimétrico esperadodoteste.........cccoeeviviiiiiieiiiiiiiiieiieeeeen. 22
Tabela 2 - Relacao dos constituintes e as cores esperadas.........c.cccceevveeieiiiiieeinnen, 23
Tabela 3 - Classificagdo dos constituiNtes...........coiiieiiii e 23

Tabela 4 - Classificacdo de saponinas através do teste de Lieberman- Burchard......24
Tabela 5 - Rendimentos do 6leo essencial de Piper callosum................ccccccvuueeeenn. 28
Tabela 6 - Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de P. callosum coletada em
(o0 (0] o] (o TN 20 < ) 29
Tabela 7 - Massa e rendimento do extrato bruto e fragdes de P. callosum............... 30

Tabela 8 - Classes quimicas analisadas no extrato bruto e fragcdes de Piper callosum

.................................................................................................................................... 35
Tabela 9 - Resultados da avaliacao de atividade inibitéria para o 6leo essencial, extrato
bruto e fragdes de OE1 Outubro/2018.........coo oo 37

10



Sumario

1.0 INTRODUGAO. ...ttt ettt te st ee e e e e 13
2.0 JUSTIFICATIVA ettt e e e e ee e e e 14
.0 OBUETIVOS. ...ttt e e ee e e e e e ae e e e e e e e 15
3.1 ODbjJetivo Geral........ccoouviiiiiiiiiee e 15

3.2 Objetivos ESPeCifiCoS........cooiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 15

4.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o en e 16
4.1 Produtos Naturais. .........ooeeeiiiiii e 16

4.2 OlE0S ESSENCIAIS. ......cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeseeeee e teae e eeeenenneens 16

4.3 Familia PIPerac@ae............uuciieieeii i 17

T O N C L= ToT (ol o= 17

4.5 A espécie Piper CalloSUM................ccuvuueeeeeeeeieeeeeeeeieeeeeeeeteeeeeeaaa 18

4.6 Microrganismos PatOgEeNICOS. ........uuuiieiiieeeeeeeeeeeeeeee e 19

5.0 MATERIAIS E METODOS.......ooiiieieeeeeeee et 20
5.1 OlE0S ©SSENCIAIS. .......c.ceiveeeeeeereeeeeeteeeeeeeeeeeeee e e e seeee e an e e eeeeneneeens 20

5.1.1 Coletas do vegetal..........ccccooeeiiiiiiiiiiiieeeeeee 20

5.1.2 Extracao dos 6leos essenciais..........cc.oeeevveeeeeeeiviceeeeeeennnnn. 20

5.1.3 Identificacdo dos componentes quimicos dos O&leos

LESTST= g o =1 P UPPSSPPRRR 21
5.2 Extrato Bruto € Fragdes.........ccooeeee i 21
5.2.1 Preparo do extrato e fracionamento................ccccceeeeeeeeennnnn. 21

5.2.2 Prospecgao fitoquimica para caracterizagdo dos constituintes

FENONICOS. ... 21
5.2.3 Teste para fenois e taninos...............ciiiiiiiiiiiieiiiee, 22
5.2.4 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides........ 22
5.2.5 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas....... 23

5.2.6 Prospeccao fitoquimica para caracterizagcao de terpenos
(Lieberman-Burchard)...............eee e 23
5.2.7 Prospeccao fitoquimica para caracterizacao de saponinas..24
5.2.8 Prospeccao fitoquimica para caracterizacao de alcaloides..24
5.2.9 Analise do extrato e fragdes em placas cromatograficas de gel

(o (=311 [To7= RO 25

11



5.3 ENsaio ANtiMICroDIANO0.......ceeeee e 26

5.3.1 Avaliacdo da atividade inibitéria...............cccoiii. 26

6.0 RESULTADOS E DISCUSSOES........c.ociieeeeeeeteeeeeeeeeeetee e 27
8.1 OlE0S ESSENCIAIS........eceeieeeeeeeeeeeeee e e ee e en e, 27

6.1.1 Rendimentos.......ccoiuueiiiiiiiiieee e 27

6.1.2 COMPOSIGAO QUIMICA......ceeeeeeeeeeeeeeiiiiiiee e e e e e e e e e eeeeeaeaneens 27

6.2 EXrato € fraglesS.......oiiiiiiiiei e 29

6.2.1 Rendimentos.........cooo i 29

6.2.2 Cromatografia em camada fina ...........cccoceeiiiiiiiiiiiiinns 30

6.2.3 Prospeccao fitoquimica para caracterizacdo de grupos
fendlicos € taninos.............oi i 31

6.2.4 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de terpenos e

ESIErOIdES. ... 34

6.2.5 Teste para saponinas.........cccoeuuieiiiiieeciii e 34

6.3 Atividade antimicrobiana.............ccccoooiieoiiei i 35

6.3.1 Avaliacao da atividade inibitoria...............ccooeveiiiiiiiiniin.... 35

7.0 CONCLUSAO. ...ttt 38
8.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oovoieee e 39

12



1.0 INTRODUGCAO

Os produtos naturais, resultantes do metabolismo secundario das plantas,
possuem funcdes fundamentais para o desenvolvimento e manutencdo dos mais
diversos tipos de organismos vivos. Tais produtos podem ser compostos por diversas
substéncias, dentre as quais estdo moléculas bioativas, de importancia médica e até
mesmo toxica para seres humanos (HU et al, 2019). Dentre as atividades bioldgicas
evidenciadas para os produtos naturais estdo a capacidade de atuar na prevencgao e
tratamento de doencgas renais (CHEN et al, 2018), atuar como repelentes de insetos,
fungbes larvicida, anti-helmintica, anti-inflamatéria (KHAN, 2018), antioxidante e
antimicrobiana (NASCIMENTO et al, 2015).

A familia Piperaceae abrange cinco géneros, sendo eles Verhuellia, Zippelia,
Manekia, Piper e Peperomia (SAMAIN, 2010) e aproximadamente 3.700 espécies
(CHRISTENHUSZ & BYNG, 2016). Os 6leos essenciais extraidos de espécies da
familia sdo compostos por substancias como: terpinoleno, que possui atividade
larvicida (SILVA et al, 2016); (E)-cariofileno e a-humuleno, que tém potencial
antinociceptivo e antinflamatério (PINHEIRO et al, 2011); e os fenilpropanoides
miristicina e elemicina os quais tem potencial inseticida (DORLA et al, 2017). Extratos
de espécies da familia Piperaceae também apresentaram potencial inseticida
(SANTOS et al, 2013), atividade acaricida (BRAGA et al, 2018) e antimicrobiana,
ligado a presencga de esteroides, alcaloides e compostos fendlicos (KALAIARASI et al,
2016; HASTUTI et al, 2017).

O género Piper € um dos cinco géneros que integram a familia Piperaceae,
possuindo cerca de 700 representantes espalhados em ambos os hemisférios
(PARMAR et al, 1997). As espécies desse género tém grande importancia para a
ciéncia pelo fato de apresentarem em sua composicao substancias capazes de atuar
no combate ao cancer (MACEDO et al, 2019), fungos, bactérias (CHANPRAPAI &
CHAVASIRI, 2017) e parasitas (FLORES et al, 2019).

No Brasil, a espécie Piper callosum é popularmente conhecida como “elixir-
paregorico”, “matrica” e “Oleo elétrico”, sendo usada para tratar gonorreia, dores em
geral, desordens digestivas e como repelente, adstringente e hemostatica. As folhas
sao de formato elipsoide e de cor esverdeada em ambas as faces, um tanto brilhantes

na face adaxial e ao serem maceradas liberam odor aromatico caracteristico (SILVA
13



et al, 2017). Ha relatos de sua ocorréncia nos estados do Acre, Amapa, Rondoénia,
Para, Distrito Federal, Mato Grosso, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Parana
(GUIMARAES et al, 2015). Os produtos do metabolismo secundario extraidos de Piper
callosum possuem propriedades biologicas, tais como: inseticida (BALDIN et al, 2015),
moluscicida/ovicida sobre Niomphalaria glabrata (RAPADO et al, 2011).

A busca por novos agentes antibacterianos é uma preocupacédo de escala
mundial. Algumas cepas de bactérias sao resistentes a mais de 100 diferentes tipos
de antibidticos, mesmo que estes possuam diferentes mecanismos de agao
antibacteriana (ELTZOV et al,2012). Bactérias resistentes a penicilina, quinolonas e
sulfonamidas, como E. coli e S. aureus sao responsaveis por cerca de 80% das
internagdes em unidades de terapia intensiva (UTI's) em Portugal (LINHARES et al,
2015). Nos Estados unidos, bactérias gram-negativas resistentes a antibiéticos séo a
causa de cerca de 70% das internagdes dos pacientes em UTI's (PELEG & HOOPER,
2010). No Brasil, além da resisténcia a antimicrobianos convencionais, estudos
também revelaram a existéncia de plasmideos responsaveis pela tolerancia das
bactérias a outros antimicrobianos (compostos n&o antibiéticos) como os metais
pesados prata e cobre, usados nas infec¢des bacterianas superficiais e para prevenir
a infeccao microbiana (ANDRADE et al, 2018).

2.0 JUSTIFICATIVA

Piper callosum € uma erva nativa em paises da Ameérica do Sul, ocorrendo de
forma abundante em diversos estados do Brasil, inclusive no Amazonas
(GUIMARAES et al, 2015). Popularmente conhecida como “6leo elétrico”, suas folhas
e talos sdo usados sob a forma de cha para tratar disenteria, nausea, dismenorreia,
dores reumaticas e musculares, e como repelente natural (SILVA et al, 2017). Tais
efeitos podem ser atribuidos as substancias presentes nos extratos de suas folhas,
pertencentes as classes das amidas, esteroides e alcaloides (PARMAR et al, 1997).
Essas substincias também s&o apontadas como responsaveis pelos efeitos
moluscicida/ovicida sobre Niomphalaria glabrata (RAPADO et al, 2011), inseticida
(BALDIN et al, 2015). As amidas pipercallosina e piperovatina encontradas em
extratos de Piper callosum demonstraram atividade anestésica local e anti-
inflamatoria, respectivamente (RODRIGUEZ et al, 2005; SILVA et al, 2008). O éleo

essencial extraido de suas folhas é constituido majoritariamente pelo fenilpropanoide

14



safrol (69,2%) e os monoterpenos metil-eugenol (8,6%) e B-pineno (6,2%) (SOUTO et
al, 2012). Tais substancias apresentam diversas atividades biologicas tais como
atividades larvicida/adulticida sobre Aedes aegypti e acetilcolinestasica pelas quais o
metileugenol é responsavel (VORIS et al, 2018).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classifica o problema de resisténcia a
antimicrobianos como uma das dez principais ameagas a saude global. Estima-se que
até 2050 o problema causara, anualmente, a perda de 10 milhdes de vidas em todo o
mundo, além de um prejuizo econdmico de 100 trilhdes de ddlares (BRASIL, 2019).
Atualmente, o uso de drogas comerciais esta relacionado com muitos problemas que
limitam seu uso, como resisténcia parasitaria, danos ambientais e a toxicidade de
muitas drogas sintéticas. Estes problemas estimulam a busca por novos métodos
alternativos de controle, incluindo a busca de compostos efetivos caracterizados por
menores impactos ambientais em termos de residuos e toxicidade, uma vez que
compostos derivados de planta sdo, geralmente, mais facilmente degradaveis e
poderiam mostrar danos ambientais reduzidos comparados com as drogas sintéticas
(FLAMINI, 2003).

3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar composi¢ao quimica e atividade antimicrobiana do 6leo essencial obtido a
partir das partes aéreas, extrato bruto e fracdes obtidos a partir das partes aéreas

e das folhas de Piper callosum.

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar quimicamente a (s) substancia (s) dos 6leos essenciais por CG-EM
(Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas);

2. Detectar grupos de metabdlitos presentes no extrato e fragbes de Piper callosum
por meio de reagdes cromaticas em tubos e cromatografia em camada fina;

3. Analisar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial, extrato bruto e fragdes de

Piper callosum.
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4.0REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais obtidos de plantas, minerais ou animais sao
abundantemente utilizados para o tratamento de numerosas doengas ha milhares de
anos (LAHLOU, 2007; PATWARDHAN et al, 2004). Como exemplos de substancias
naturais com potencial farmacolégico tem-se a morfina, extraida do 6pio e a digoxina,
substancia antiarritmica extraida da flor de Digitalis lanata (LAHLOU, 2013). Esses e
outros produtos naturais, tornaram-se recursos mundialmente importantes no
desenvolvimento de novos farmacos (KHAN, 2018). Dessa maneira, os produtos
naturais e seus derivados representam cerca de 35% dos 1,1 trilhdes de ddlares
arrecadados anualmente pela industria global de medicamentos. Do mesmo modo, o
mercado brasileiro movimentou, s6 no ano de 2016, cerca de 25,68 milhdes de
ddlares, apenas com as vendas dos fitoterapicos Acheflan ®, Syntocalmy ® e
Melagrido ® produzidos a base de Codia verbenaceae, Passiflora incarnata e Mikania
glomerata, respectivamente (CALIXTO, 2019). Atualmente, os estudos com plantas
medicinais ja evidenciaram importantes atividades bioldgicas tais como propriedades
inibidoras de enzima (YIN et al, 2019) e antifibrose (SHAN et al, 2019). Outras
evidéncias incluem atividade antimicrobiana (SAVANT et al, 2014; MANANDHAR et
al, 2019; MICKYMARAY, 2019), podendo até servir como base para o
desenvolvimento de novos antibioticos (MOLONEY, 2016).

4.2 Oleos Essenciais

Os oleos essenciais sao produtos do metabolismo secundario de plantas
aromaticas, sendo compostos por misturas complexas de substancias volateis e por
isso apresentam forte odor. S&do normalmente extraidos de plantas encontradas em
paises com temperaturas mais elevadas, sendo muito utilizados popularmente. Esses
usos consistem em saborizar comidas e bebidas, disfar¢car odores desagradaveis e
controle sanitario. Tais misturas sdo compostas principalmente por hidrocarbonetos
de dez e quinze atomos de carbono (mono e sesquiterpenos) e substancias
oxigenadas (fenilpropanoides) (MACHADO & FERNANDES JUNIOR et al, 2011).

16



No tocante a aplicabilidade dos 6leos essenciais na industria, pode-se destacar
seu emprego como principios ativos, excipientes ou sinergistas na industria
farmacéutica, como também nas formulag¢des de cosméticos, agricola e alimenticia
(JUGREET et al, 2020). Além disso, os 6leos essenciais também podem ser utilizados
na formulacdo de sabonetes, cremes e perfumes, produzidos e vendidos em escala
local e nacional, proporcionando maior geracdo de emprego (AFILAL et al, 2016).
Dentre as propriedades bioldgicas evidenciadas para os 6leos essenciais, encontram-
se atividade larvicida frente a larvas de Culex quinquefasciatus (AMMAR et al, 2020),
atividade antioxidante (FARIAS et al, 2019) e atividade antibacteriana (GONCALVES
et al, 2017).

4.3 Familia Piperaceae

Informagdes atualizadas sobre a Familia Piperaceae mencionam que esta
abriga aproximadamente 3.700 espécies vegetais (CHRISTENHUZ & BYNG, 2016)
dos géneros Verhuellia, Zippelia, Manekia, Peperomia e Piper (SAMAIN et al, 2010).
De forma complementar, Andrade et al (2009) afirma que na Regido Amazdnica
podem ser encontrados 140-300 espécies representantes dessa familia. Os
integrantes dessa familia diferem de outras plantas, principalmente, por apresentarem
inflorescéncias no formato de espigas e por possuirem caules nodosos e articulados
(CARVALHO-SILVA, 2013). Tanto 6leos essenciais quanto extratos das espécies de
Piperaceae tiveram atividades bioldgicas investigadas e evidenciadas e,
recentemente, as pesquisas enfatizaram as atividades anticancer (AL-MADHAGI et
al, 2018), antidiabética, imunomoduladora (SHIVAKUMAR & HIMA, 2018) e
antimicrobiana sinergistica (LEAL et al, 2019). As propriedades bioldgicas das plantas
da familia Piperaceae, como a Peperomia pelucida, podem ter relacdo com a
presenga de taninos, flavonoides, glicosideos, alcaloides e saponinas nos extratos
(AMARATHUNGA & KANKANAMGE, 2017) ou com compostos majoritarios do éleo
essencial como dilapiol, miristicina e trans-cariofileno (RAGHAVENDRA & PRASHITH,
2018).

4.4 Género Piper
As espécies pertencentes ao género Piper encontram-se amplamente

distribuidas nas regides pantropicais, sendo popularmente chamadas de “pimentas”.

17



Por apresentarem estruturas armazenadoras de 6leo em quase todas as espécies, as
espécies desse género sao classificadas como plantas aromaticas. Além de seus usos
na culinaria como tempero, as espécies de Piper demonstraram serem possuidoras
de diversas atividades biologicas. Tais propriedades podem ter relagdo com a
presenca de substadncias como a piplartina, alcaloide encontrado em extratos de
varios individuos do género Piper, com propriedades anticancer e anti-helmintica
(SALEHI et al, 2019). Além de nerolidol e linalol, hidrocarbonetos terpenoides sao
encontrados majoritariamente em algumas espécies de Piper (VILLAMIZAR et al,
2017; CRUZ et al, 2012). Ademais, existem outros individuos desse género,
recentemente estudados, que apresentaram atividades tais como esquistossomicida
(GONCALVES et al, 2019), herbicida (JARAMILLO-COLORADO et al, 2019),
inseticida, anti-inflamatéria (TAKEARA et al, 2017) e antibacteriana (RHAMAN et al,
2016; VYAS et al, 2017).

4.5 A espécie Piper callosum

No Brasil, a espécie €& popularmente conhecida como “elixir-paregérico”,
‘matrica” e “Oleo elétrico”, sendo usada para tratar gonorreia, dores em geral,
desordens digestivas e como repelente, adstringente e hemostatica. As folhas s&o de
formato elipsoide e cor esverdeada em ambas as faces, um tanto brilhante na face
adaxial e ao serem maceradas liberam odor aromatico caracteristico (SILVA et al,
2017). As calosidades presentes na base de sua lamina foliar distinguem a espécie
Piper callosum de outras espécies do género Piper (YUNCKER, 1972). Ha relatos de
sua ocorréncia nos estados do Acre, Amapa, Rondénia, Para, Distrito Federal, Mato
Grosso, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Parana (GUIMARAES et al, 2015). Dentre as
classes de substancias presentes nos extratos das folhas de P. callosum estdo
amidas, esteroides e alcaloides (PARMAR et al, 1997). Estudos demonstraram que, a
espécie coletada na Amazonia possui altos teores de safrol (SOUTO et al, 2012), além
de apresentar metileugenol e elemicina como substancias predominantes em seu 6leo
essencial. Estas substancias presentes nos oOleos essenciais de Piper callosum
podem ser responsaveis por suas propriedades esquistossomicida (GONCALVES et
al, 2019) e antimicrobiana (MAJOLO et al, 2019). O safrol também é utilizado na
producao de heliotropina, importante fixador de fragrancias para perfumes, na

fabricacdo de sabdes e de butdxido de piperonil que é um agente sinergistico usado
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em pesticidas (GAD & PHAM, 2014). Além disso, existem evidéncias de que os
extratos dessa espécie vegetal sdo possuidores de propriedades moluscicida e
ovicida sobre Niomphalaria glabrata (RAPADO et al, 2011), inibidora de oviposi¢céo
(BALDIN et al, 2015). As amidas pipercalosina e piperovatina isoladas de extratos de
Piper callosum demonstraram atividade anestésica e anti-inflamatéria,
respectivamente (RODRIGUEZ et al, 2005; SILVA et al, 2008). Dessa forma, diante
do grande postencial apresentado pelos 6leos essenciais de espécies de Piper, torna-

se de grande importancia a investigacdo de outras atividades biolégicas do dleo

essencial, extrato bruto e fragoes de Piper callosum.

Figura 1. Piper callosum em campo de coleta em Itacoatiara-AM (S 03°08.555’ W 058°25.889’).

4.6 Microrganismos patogénicos

Staphylococcus aureus é uma bactéria comensal, mas oportunista de seres
humanos, sendo que, aproximadamente 30% da populacdo humana é colonizada com
S. aureus. Este patdégeno pode causar desde infec¢des de pele e tecidos moles até
bacteremias e endocardites infecciosas (TONG et al, 2015) e esta associado a uma
alta taxa de mortalidade (LI et al, 2017). A espécie Escherichia coli pertence a familia
Enterobacteriaceae e pode ser encontrada tanto no intestino de animais (DIAS et al,
2019) quanto no intestino de seres humanos (PAIXAO & CASTRO 2016). As
enterobactérias da espécie E. coli sao responsaveis por causar desde infeccoes
intestinais até 95% das cistites e 90% das pielonefrites adquiridas na comunidade
(POOLMAN, 2017). Todavia, as bactérias ndo sado 0s Unicos microrganismos
patogénicos aos humanos, os fungos também sido causadores de graves doencgas
nesses individuos, como é o caso de Candida albicans, C. parapsilosis e C. kruzei em
pacientes hospitalizados (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010). Todos os microrganismos
citados acima apresentam determinado grau de resisténcia aos agentes
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antimicrobianos existentes (ZAIDI et al, 2018; AWORH et al, 2019; MANILAL et al,
2019; PATEL et al, 2020). Diante da crescente resisténcia desses organismos aos
tratamentos convencionais, tornou-se grande a procura por fontes alternativas de
tratamento, incluindo o uso de produtos naturais. Nos ultimos tempos, verificou-se a
grande capacidade de combate a esses microrganismos patogénicos que as plantas
medicinais oferecem (EGWU-IKECHUKWU et al, 2018; RAKHOLIYA et al, 2013). As
espéecies de Piper, em especial, exibem atividade antimicrobiana tanto frente a cepas
nao resistentes (EJELE et al, 2012; MASOMI & HASSANSHAHIAN, 2016; CARNEIRO

et al, 2019), quanto contra os patdgenos resistentes (LEAL et al, 2019).

5.0 MATERIAIS E METODOS

5.1 Oleos essenciais

5.1.1 Coleta do vegetal

Folhas e partes aéreas (folhas, galhos finos e inflorescéncias) de P. callosum
foram coletadas no ICET - Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade
Federal do Amazonas, em Itacoatiara-AM (S 03°08.555 W 058°25.889’), para
extragdo de 6leos essenciais e preparo do extrato e fragdes (utilizou-se um unico
individuo). A espécie foi identificada pelo Professor Ari de Freitas Hidalgo (Faculdade
de Ciéncias Agrarias — UFAM), tendo sua exsicata depositada no Herbario da
Universidade Federal do Amazonas (HUAM — UFAM), sob o niumero de tombo 11653.

5.1.2 Extracao dos 6leos essenciais

Os dleos essenciais da planta foram obtidos a partir das partes aéreas frescas
coletadas em outubro/2018, janeiro/2019, abril/2019 e julho/2019, por meio de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger. Obtiveram-se 6leos que foram coletados
na parte inferior, intermediaria e superior da coluna do aparelho de Clevenger, sendo
descritos como OE1 a fracdo mais densa, OE2 a fragcdo menos densa e OE3 a fragao
de densidade intermediaria. Em seguida, foram centrifugados por 10 minutos a 3.500
rpm para separacgao e retirada da agua. Os 6leos essenciais obtidos foram mantidos

separadamente em frascos ambar tampados sob refrigeracdo até o momento de
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serem analisados. Os rendimentos obtidos dos 6leos essenciais foram calculados
baseados no peso das folhas (v/m).

5.1.3 Identificagao dos componentes quimicos dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais de Piper callosum extraidos em outubro/2018 foram
submetidos a analise em CG-EM em equipamento SHIMADZU acoplado a um
espectrometro de massas SHIMADZU QP2010. Para cromatografia dos componentes
foi empregada coluna DB-5MS, com 30 m x 0,25 mm, espessura do filme interno de
0,25 um. A identificacdo dos constituintes foi feita por interpretacdo de seus
respectivos espectros de massas, calculo do indice de Kovat's e por comparacdo com
dados da literatura. Para realizacdo dessas analises, utilizou-se equipamento da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP.

5.2 Extrato Bruto e Fragoes

5.2.1 Preparo do extrato e fracionamento

Para a preparacéo do extrato foram utilizados 300 g de material seco e moido
a partir das folhas da planta, que foi submetido a extragdo com etanol a 70% sob
refluxo, e em seguida concentrado para evaporagcdo do etanol em evaporador
rotatério. O extrato aquoso obtido foi dividido igualmente, de maneira que, secou-se
metade e fracionou-se a outra. A parte separada para fracionar foi submetida ao
processo de particao liquido-liquido utilizando-se solventes em ordem crescente de
polaridade, tais como: hexano, cloroférmio, acetato de etila e butanol. As fragdes
foram concentradas em evaporador rotatério, secas em banho maria e seus
rendimentos foram determinados (m/m) através da férmula abaixo:

massa final

Rendimento = X 100

massa inicial

5.2.2 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao dos constituintes fendlicos

A metodologia para identificagdo dos constituintes fendlicos foi realizada
segundo metodologia de Matos (2009) com adaptacdes. Esta analise foi realizada
com o extrato bruto e as fragdes através de ensaios cromaticos usuais utilizando-se

reagentes convencionais para deteccédo de grupos fendlicos especificos, tais como,
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solugao de cloreto férrico e diferentes valores de pH utilizando solugéo de HCI (0,1
mol/l) e NaOH (0,1 mol/l). Inicialmente, foram pesados 100 mg do extrato bruto e das
fracdbes em acetato de etila, butanol e hidro alcdolica. Adicionou-se cloroféormio ao
extrato bruto por trés vezes (10 ml de cloroférmio por vez), e a parte que nao
solubilizou foi diluida em 50 ml de metanol a 70%. As fragbes também foram
solubilizadas em metanol 70% e em seguida, as solugdes estoque foram transferidas
para baldes volumétricos de 100 ml e o volume foi ajustado. O ensaio foi realizado em
triplicata. Foram separados 7 tubos e adicionados 3 ml das solugdes estoque
preparadas e o pH de cada tubo foi ajustado. Os testes que foram realizados estao
descritos abaixo.

5.2.3 Teste para Fenois e Taninos

Ao tubo 1 foi adicionado 3 gotas de cloreto férrico (1%), observando-se entéo,

a variagao da cor da solugao em tubo como apresentado na tabela 1.

Tabela1. Resultado colorimétrico esperado do teste

Cor esperada

Fenois Variavel entre azul e vermelho

Taninos Precipitado azul escuro

5.2.4 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Ao tubo 2 foram adicionadas 3 gotas de solu¢ao de HCI (0,1 mol/l) para ajustar
o pH para 3. O pH da solugéo do tubo 3 foi ajustado para 8,5 com solugdo de NaOH
(0,1 mol/l). O pH da solugao do tubo 4 foi ajustado para 11 com solugdo de NaOH (0,1
mol/l). Observando-se, entdo, a variagdo da cor das solugdes nos tubos de acordo

com a tabela 2.
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Tabela 2: Relacio dos constituintes e as cores esperadas

Cor em meio

Constituintes

Acido @ Alcalino &9 Alcalino (1
Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul-purpura
Flavonas, flavonois e xantonas - - Amarela
Chaconas e auronas Vermelha - Verm. Purpura
Flavanonol - - Verm. Laranja

5.2.5 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

O pH da solugao do tubo 5 foi ajustado para 3 com solugdo de HCI (0,1 mol/l) e
o pH da solugdo do tubo 6 para 11 com solugdo de NaOH (0,1 mol/l). Entdo os tubos
foram aquecidos por dois minutos em chama de bico de Bunsen, observando-se a

variagao da cor das solugdes dos tubos como mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Classificacao dos constituintes

Cor em meio

Constituintes

Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo amarelada -
Flavanonas - Verm. Laranja

5.2.6 Prospeccao fitoquimica para caracterizagcao de terpenos (Lieberman-
Burchard)

O extrato bruto e fragées foram avaliados através de ensaios cromaticos usuais
utilizando anidrido acético e acido sulfurico (MATOS, 2009). Inicialmente foram
pesados 30 mg das fragbes em hexano e cloroférmio, onde foi acrescentado

cloroféormio por 3 vezes (10ml por vez) para solubilizacdo de substancias apolares.
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Em seguida, a solugdo do extrato bruto obtida no item anterior e a das fragdes foram
filtradas em funil de vidro para os tubos de ensaio. Foram utilizados aproximadamente
3 ml de cada solugdo. Em seguida, foram adicionados 1 mL de anidrido acético e 3
gotas de acido sulfurico, observando-se, entdo, o aparecimento de coloragéo. Tais
coloragdes poderiam variar desde o azul evanescente seguida de verde permanente,
que caracteriza a presencga de esteroides livres, até coloracdo parda a vermelho,

indicativo de triterpenoides pentaciclicos livres.

5.2.7 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de saponinas

Inicialmente foram pesados 100 mg do extrato bruto e das fragdes em acetato
de etila, butanol e hidroalcodlica. Foi acrescentado cloroférmio por 3 vezes (10ml por
vez) para solubilizagdo de substancias apolares. Em seguida, o residuo insoluvel foi
dissolvido com 10 ml de agua destilada utilizando aparelho sonicador (Processador
Ultrassbnico). As solugdes obtidas foram transferidas para tubos de ensaio
identificados. Em seguida, os tubos foram agitados por dois minutos. O teste
confirmatorio foi realizado com a adigdo de 2 mL de acido cloridrico concentrado
seguido de aquecimento em banho maria durante 1 hora. Apos o término do tempo
de aquecimento os tubos foram resfriados e o pH foi neutralizado com solugao de
NaOH (0,1 mol/L). Em seguida os tubos foram agitados novamente para confirmagao
da presenga de saponinas e em caso de resultado positivo, seguiu-se para a
classificagao da saponina através do teste de Lieberman-Burchard como mostrado na
tabela 4 (Matos, 2009).

Tabela 4. Classificacdo de saponinas através do teste de Lieberman-

Burchard
Cor esperada
Saponinas Esteroidais Azul evanescente
Saponinas Triterpénicas Vermelho

5.2.8 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de alcaloides
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Inicialmente foram pesados 300 mg do extrato bruto e das fragdes em acetato
de etila, butanol e hidroalcodlica. Em seguida as amostras foram solubilizadas com
aproximadamente 25 ml de agua destilada e o pH foi ajustado para 4-5 com HCI 0,1
mol/l. As solugdes obtidas foram filtradas em papel de filtro e o pH do filtrado foi
ajustado para 11 com solugédo de NaOH 0,1 mol/l, em seguida a solucéo foi transferida
para um funil de separacao e a solucio foi reparticionada com 7 ml de CHCI3. O pH
da fase cloroférmica foi ajustado para 2 com solugao de HCI 0,1 mol/l. Em seguida, a
fase cloroférmica foi separada e nova reparticéo foi realizada com agua. A fase aquosa
foi utilizada para o teste em tubo, as solu¢des foram adicionadas algumas gotas de
Reagente de Dragendorff, observando-se a formagéao de precipitado floculoso pesado,
indicativo de alcaloides (MATOS, 2009).

5.2.9 Analise do extrato e frag6es em placas cromatograficas de gel de silica

A analise do extrato e fragdes em placas cromatograficas de gel de silica foi
realizada seguindo a metodologia de Guimaraes (2005). Inicialmente foram pesados
5 mg do extrato bruto e das fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila, butandlica
e hidroalcodlica. As amostras foram dissolvidas com metanol para obter a
concentragcao de 30 mg/mL. As placas de cromatografia em camada fina em gel de
silica 60 F2s4 foram cortadas com 5 cm de comprimento e 7 cm de largura, permitindo
aos eluentes percorrerem a distancia de 4 cm. Apds os cortes as placas foram eluidas
com metanol para limpeza das mesmas e em seguida foram colocadas em estufa a
100°C por 30 minutos para a ativagao. Em seguida, com o auxilio de um microcapilar
calibrado, foram aplicados em banda 5 uL das solug¢des do extrato bruto e das fragcoes
e as placas foram eluidas com sistema de eluicdo BAW (butanol, acido acético e agua)
na propor¢cao 5:1:4. Apds a eluicdo foram aplicados os reveladores NP/PEG,
Dragendorff, vanilina e cloreto férrico. As placas que foram reveladas com NP/PEG
foram observadas em cémara de ultravioleta (Biothec BT — 107/UV) no comprimento
de onda de 365 nm. Ja as placas reveladas com vanilina foram aquecidas em chapa.

Em seguida calculou-se o fator de retencao (RF) de todas as manchas.
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5.3 Ensaio Antimicrobiano

5.3.1 Avaliacao da Atividade inibitéria

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia (LAB 106), coordenado pelo Prof® Dr. Maxwel Adriano Abegg. A
metodologia utilizada oi baseada em ROSA et al (2003) com suas devidas adaptagdes
(VAZ et al, 2009).

As amostras avaliadas foram Extrato Bruto, Fragdo hexano, Fragao cloroférmio,
Fracdo acetato de etila, Fragdo butanol e o Oleo Essencial mais denso (coletado na
parte inferior da coluna do aparelho de Clevenger - OE1 Outubro/2018), frente a
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus INCQS 0324, Candida albicans
e Candida parasilosis. O 6leo essencial foi aplicado sem diluicdo. Foi utilizado um
controle negativo (Dimetilssulféxido — DMSO 2%) e dois controles positivos
(Antibacteriano e Antifungico).

Foram pesados 10 mg de cada fragao e solubilizado em 1 ml de DMSO 2%. As
amostras foram pesadas em tubos criogénicos Grad. 1,8 ml com tampa. Os indculos
dos microrganismos alvo foram ajustados para um padrdo McFarland n° 0,5 em
densidade optica para bactérias e leveduras, correspondente para 1x10% a 2x108
UFC/mL. As respectivas concentragdes foram confirmadas por meio de leituras
espectrofotométrica a 600 nm para leveduras e bactérias. Os microrganismos usados
para o ensaio foram Escherichia coli ATCC 25922 (DO600nm = 0,02), Staphylococcus
aureus INCQS 0324 (DO600nm = 0,05), Candida albicans (DO600nm = 0,05) e
Candida parapsilosis (DO600nm = 0,05).

Foram aplicados trés spots de 1 mL em cada placa contendo os
microrganismos. Apds a separagao de todo o material (placas de Petri descartaveis,
ponteiras de micropipeta, agua destilada e tubos falcon, preparo do meio de cultura
Agar Muller Hilton (MHA) - pesando 36 g deste meio para 1000 mL de agua destilada)
e sua autoclavagao, o agar foi vertido nas placas de Petri, que foram refrigeradas até
o momento do ensaio. No mesmo dia foram feitos os repiques das bactérias e fungos
para o crescimento das colénias, e colocados na estufa a 37 °C por 24 horas. Apds o
crescimento das colbnias, foi preparada uma suspensdo ajustada para o padrao
McFarland n° 0,5 com cada microrganismo citado acima, que foi semeada na placa

contendo o agar Muller Hilton, seguindo-se da aplicagao de trés spots em pogo de
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cada uma das amostras de extrato bruto, fragcdes e éleo essencial e incubagao por 24
horas para o crescimento das bactérias e fungos (VAZ et al, 2009). O halo de inibi¢ao
foi medido e classificado em ungédo de seu didmetro em leve (menor que 20 mm),

moderado (entre 20 e 30 mm) e intenso (maior que 30 mm).

6.0RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Oleos Essenciais

6.1.1 Rendimentos

A Tabela-5 demonstra os rendimentos dos 6leos essenciais de Piper callosum.

Durante a extracdo do material coletado em out/18 foi observada a presenca
de trés fragdes distintas de 6leo essencial na coluna do aparelho de Clevenger, cada
uma com densidade diferente. No entanto, apenas duas fracdes foram observadas
nas extragdes das amostras coletadas em jan/19, Abr/19 e jul/19. O 6leo coletado na
parte inferior da coluna (OE1) alcangou maior rendimento em abr/19, e menor
rendimento em out/18. De forma contraria, o 6leo essencial coletado na parte superior
da coluna (OE2) apresentou maior produgao (0,17%) em out/18 e menor rendimento
no periodo de chuvas em abr/19.

Estudos anteriores com a mesma espécie detectaram a presenca de uma unica
fracdo, mostrando rendimentos de 3,6% para regido de Marituba-PA (SOUTO et al,
2012) e 1,9% para a espécie amazbnica coletada em Manaus-AM (GOTTLIEB et al,

1981), diferindo dos rendimentos obtidos neste trabalho.

.6.1.2 Composicao quimica dos 6leos essenciais de Piper callosum

As substancias identificadas nas amostras OE1, OE2 e OE3 coletadas em Outubro/2018

encontram-se descritas na Tabela 6. A amostra OE1, coletada na parte inferior da coluna,

€ constituida majoritariamente por safrol (74,24%), seguido de 1,8 cineol (5,98%) e beta-

pineno (4,9%). Ja OE2 apresenta constituicdo majoritaria semelhante a OE3, sendo que

a primeira contém safrol (22,23%), a-Pineno (20,94%) e 3-Pineno (12,84%), enquanto que

a segunda contém safrol (51,46%), a-Pineno (10,09%) e B-Pineno (10,97%).
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Tabela 5. Rendimentos dos 6leos essenciais de Piper callosum.

Més/Ano Codigo da Volume Rendimentos Rendimentos
Da Coleta Amostra OE (L) (%) Totais (%)
OE1 512,3 0,16
Out/18 OE2 544,3 0,17 0,60
OE3 864,5 0,27
OE1 900,0 0,27 0,50
Jan/19 OE2 450,0 0,13
OE1 1070 0,36 0,42
Abr/19 OE2 180 0,06
OE1 960 0,27
Jul/19 OE2 480 0,14 0,41

OE1: oleo coletado na parte inferior da coluna; OE2: éleo coletado na parte superior da coluna; OE3: éleo

coletado na parte intermediaria da coluna.

Gottlieb et al (1981) descreveu como constituintes majoritarios de folhas de P.
callosum coletadas na estrada AM-010 (Manaus-ltacoatiara), safrol (69,0%), terpenos
(23,0%) e metileugenol (8,0%). Silva et al (2016) encontrou safrol (66,0%) e metileugenol
na constituicdo majoritaria de folhas também coletadas na Regido Amazénica (10,2%).
Souto et al (2012) encontrou safrol (69,2%), metileugenol (8,6%) e B-Pineno (6,2%) em
folhas da espécie coletadas no estado do Para, corroborando com os dois trabalhos
anteriores, exceto pela presenca de B-Pineno. Os teores de safrol encontrados por esses
pesquisadores é semelhante a de OE1 (74,24%) e OE3 (51,46%), no entanto, diferem
destas e de OE2 pela auséncia de 1,8-Cineol e a-Pineno na constituicdo majoritaria. A
natureza dos constituintes quimicos ativos de uma planta n&o € constante durante o ano
(SIMOES & SPITZER, 2007). O estado nutricional da planta e especialmente a influéncia
de muitos tipos de fatores externos causadores de “estresse” pode modificar a quantidade
e a composi¢ao dos compostos quimicos, em poucos dias ou mesmo em horas. (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007; SIMOES & SPITZER, 2007).
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Tabela 6. Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de P. callosum em
outubro/2018.

Componentes *IR (exp) *IR (lit) Area (%) OE1 Area (%) OE2 Area (%) OE3
a-Pineno 932 932 2,71 20,94 10,09
Canfeno 947 946 0,24 0,68 0,53
Sabineno 972 969 1,34 3,39 2,96
B-Pineno 976 974 4,9 12,84 10,97
Mirceno 990 988 0,31 1,24 0,74
a-Felandreno 1005 1002 0,05 0,25 0,13
a-Terpineno 1016 1014 0,56 1,51 1,15
p-Cimeno 1024 1020 0,22 0,32 0,28
Limoneno 1028 1024 0,43 1,44 0,90
1,8-Cineol 1030 1026 5,98 1,70 4,23
(E)-B-Ocimeno 1046 1044 0,03 0,07 0,06
y-Terpineno 1057 1054 1,47 3,72 2,83
trans-sabineno 1066 1064 0,21 0,06 0,11
a-Terpinoleno 1088 1086 0,37 0,92 0,68
I-Linalool 1100 1095 0,8 0,09 0,44
Isoborneol 1156 1155 0,23 0,08 0,29
Terpinen-4-ol 1177 1174 0,31 1,28 0,66
a-Terpineol 1191 1186 0,41 0,62 0,58
Safrol 1292 1285 74,24 22,23 51,46
a-Copaeno 1375 1374 0,03 1,83 0,27

*IR (exp): indice de retengdo no experimento; *IR (lit): indice de retengdo na literatura OE1: éleo coletado na
parte inferior da coluna; OE2: 6leo coletado na parte superior da coluna; OE3: éleo coletado na parte
intermediaria da coluna.

6.2 Extrato e fragoes

6.2.1 Rendimentos

O extrato bruto e fragcbes: hexano, cloroférmio, acetato de etila, butanol e
hidroalcodlica forneceram os rendimentos descritos na tabela 7.

Fuertes et al (2018) obteve um rendimento de 2,55 % no extrato etandlico das
folhas de Piper callosum. A diferenca de rendimento encontrada para os extratos
etandlicos deste trabalho e da literatura pode ser devida as adaptag¢des de cada uma

das técnicas extrativa.
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Tabela 7. Massa e rendimento do extrato bruto e fragdes de P. callosum.

Cddigos Massa do extrato e fragbes Rendimento (%)
(9

EB + Fracdes 55,5651 19,22
FHX 41192 15,13
FCHCI3 0,4472 1,64
FAC 0,3964 1,45
FBUT 2,8361 10,41
FHA 19,4252 71,35

EB: extrato bruto; FHX: fragdo hexano; FCHCI3: fragao cloroférmio; FAC: fragdo acetato de etila; FBUT:
fragao butanol; FHA: fragdo hidroalcodlica.

6.2.2 Cromatografia em camada fina

Quanto ao perfil quimico do extrato bruto e fragées das folhas de P. callosum,
através de cromatografia em camada fina para grupos fendlicos, os resultados
revelaram mancha de cor verde com Rf 0,1 e 0,5 para Extrato bruto e Fragao acetato
de etila. Também foi possivel observar a cor verde com Rf 0,5 na Fragao butanol. E
na Fracao hidroalcodlica. Na Fragao acetato de etila e na Fragao butanol observou-
se a cor verde com Rf 0,9. Ja para flavonoides a mancha observada apresentou
coloracado amarela e foram detectadas na Fracéo acetato de etila e na Fragcéo butanol
com Rf 0,8. Na placa B revelada com cloreto férrico foi possivel observar varias

manchas escuras, com diferentes Rfs, sugerindo a presenca de substancias fendlicas.

A: NP/PEG BAW 5:1:4 B: FeCl;

4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9

Figura 2. Substincias fendlicas reveladas por meio de cromatografia em camada fina.
Legenda: A: Placa para revelar substancias fendlicas. Revelador: NP/PEG: 2-Aminoetil
difenilborinato/Polietilenoglicol; Cloreto férrico (FeCls). Eluente: BAW: Butanol, acido acético e
agua. 4: Extrato bruto. 5: Fragdo hexano. 6: Fragéo cloroférmio. 7: Fracdo acetato de etila. 8:
Fragao butanol. 9: Fracao hidroalcéolica.

Para a placa revelada com Vanilina Sulfurica (Figura 2), foram detectadas
manchas de coloragdo amarela com Rfs 0,6 e 0,8 em Extrato Bruto, Fragdo acetato
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de etila, Fragao butanol e Fracao hidroalcodlica, indicando a presenca de flavonoides.
Para a deteccéao de terpenos, derivados fenilpropanoides e fenois foram observadas
manchas de coloracao verde, vermelho, marrom e cinza. Para a coloracido verde com
Rfs 0,2 e 0,9 foram observadas em Extrato Bruto, Fragao hexano, Fracao cloroférmio,
Fracdo acetato de etila, Fragcdo butanol e Fragdo hidroalcodlica. Manchas de
coloracéo violeta com Rfs 0,3 e 0,4 foram detectadas em Extrato Bruto, Fragdo hexano
e Fracao cloroférmio. As manchas de coloragdo marrom com Rf 0,8 foram observadas
em Extrato Bruto, Fracdo hexano, Fracao cloroférmio, Fracido acetato de etila, Fragao
butanol e Fragao hidroalcodlica. Por fim, a mancha de colorag&o cinza com Rfs 0,1 e
0,7 foram observadas em Extrato Bruto, Fracdo hexano e Fragéo cloroformio. No perfil
cromatografico para a detecgado de alcaloides e substancias glicosiladas, na placa
borrifada com Dragendorff e Orcinol Sulfurico, ndo foi possivel observar nenhuma
mancha caracteristica (GUIMARAES. 2005).

4 5 6 7 8 9

Figura 3. Substancias terpénicas e fendlicas reveladas em cromatografia em camada fina.
Revelador: Vanilina sulfurica. Eluente: BAW: Butanol, acido acético e agua. 4: Extrato Bruto.
5: Fragao hexano. 6: Fragao cloroférmio. 7: Fragdo acetato de etila. 8: Fragdo butanol. 9:
Fracao hidroalcodlica.

6.2.3 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de grupos fendlicos e taninos

Para confirmar a presenca de substancias fendlicas e flavonoides no teste de
cromatografia em camada fina, realizou o ensaio do perfil quimico em tubos de ensaio
com as amostras Extrato Bruto, Fracdo acetato de etila, Fragcdo butanol e Fracao
hidroalcodlica, adicionando cloreto férrico e solugbes com diferentes valores de pH.
As cores observadas variam conforme o nucleo, o numero e a disposi¢cao dos
substituintes hidroxilados, sendo possivel distinguir as diversas classes de
flavonoides (SIMOES et al., 2003). Neste estudo, o resultado mostrou a presenca de

taninos flobabénicos no tubo 1 para as amostras Extrato Bruto, Fracdo acetato de
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etila, Fragcao butanol e Fracdo hidroalcodlica, quando adicionado cloreto férrico,
apresentou precipitado escuro de tonalidade verde. A presenca de flavanonol em pH
11 para a amostra Extrato bruto foi demonstrada quando observada a coloragao
vermelho laranja. Para as Fragbes acetato de etila, butanol e hidroalcodlica o
resultado indicou presenga de flavonas, flavondis e xantonas em pH 11, observando
a coloragao amarelo. Somente na fragao hidroalcodlica houve presenga de catequinas
(taninos catéquicos), indicada no tubo 6, quando a coloragao foi pardo-amarelado
(Figura 3). Esses resultados confirmam a presenga de substancias fendlicas e
flavonoides observados nas placas cromatograficas com coloragao verde brilhante,
amarelo e verde escuro (Figura 1 e 2). O fato de os taninos, flavonas, flavondis,
xantonas e catequinas néo terem sido detectadas no extrato bruto, apenas nas
fragbes, € comentada por Matos (2009) que explica que a presengca de algumas

substancias pode mascarar a deteccéo de outras no extrato.
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Figura 4. Prospecc¢ao em tubos de ensaio para caracterizagéo de fendlicos.
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6.2.4 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de terpenoides e esteroides.

No ensaio de Lieberman-Buchard para caracterizagcéo de terpenos foi possivel
observar mudanca de coloragdo para o verde permanente nas amostras Extrato
Bruto, Fracdo hexano e Fragao cloroféormio, indicando a presenca de esteroides livres
(Figura 4) (MATOS, 2009).

6.2.5 Teste para saponinas

O teste para deteccdo de saponinas foi realizado com as amostras Extrato
Bruto, Fracdo acetato de etila, Fragdo butanol e Fracdo hidroalcodlica, contudo,
apenas a Fragado butanol, como apresentado na figura 5, apresentou espuma
persistente por mais de trés minutos, sendo realizado o teste confirmatério. Durante
o teste confirmatorio (hidrolise acida), a solugao apresentou precipitado floculoso, e
nao houve formagao de espuma quando agitado novamente, confirmando a presenga
de saponinas (MATOS, 2009).

Para o teste de alcaloides o Extrato Bruto, Fragao hexano, Fracao cloroférmio,
Fracao acetato de etila, Fragdo butanol e Fragcdo hidroalcodlica nao apresentaram
resultado positivo, indicando auséncia desse grupo de metabdlito.

As informacgdes encontradas na literatura a respeito das classes de compostos
quimicos presentes nos extratos e fragcdes de Piper callosum sao demasiado
escassas. No entanto, Parmar et al (1997) descreve a presenca de esteroides, amidas
e alcaloides nos extratos de P. callosum. Ainda de acordo com o mesmo autor, a
presenca de compostos fendlicos tais como chalconas, flavonas e flavanonas foram
anteriormente evidenciadas em outras espécies do género. Quilez et al (2010)
também detectaram a presencga de terpenoides e Patil et al (2015) detectaram a

presenca de saponinas e taninos em outras espécies de Piper.
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Tabela 8. Classes quimicas analisadas no extrato bruto e fragbes de Piper

callosum.

Classes quimicas EB FHX FCHCI3 FAC FBUT FHA
Saponinas - - - - + N
Esteroides Livres + + + - - -
Flavanonol + - - - - -
Taninos + - - + + +
Flobabénicos

Flavonas - - - + + +
Flavonois - - - + + +
Flavanonas - - - - - -
Xantonas - - - + + +
Catequinas - - - - - +
Fenois - - - - - -

Antocianidinas - - - - - -
Antocianinas - - - - - -
Chalconas - - - - - -
Auronas - - - - - -

Leucoantocianidinas

EB: extrato bruto; FHX: fracdo hexano; FCHCI3: fracdo cloroformio; FAC: fracdo acetato; FBUT:
fracdo butanol; FHA: fracao hidroalcoolica.

6.3 Atividade Antimicrobiana
6.3.1 Avaliagao da Atividade Inibitéria

Extrato Bruto, Fragdo hexano, Fracao cloroférmio, Fracdo acetato de etila e
Fracdo butanol ndo se mostraram capazes de inibir o crescimento bacteriano e
fungico, e por isso, ndo houve formagao de halo de inibicdo para tais fragdes, como
mostrado nas figuras 6, 7 e 8. No entanto, o 6leo essencial OE1 Outubro/2018
demonstrou moderada inibi¢do in vitro dos microrganismos, apresentando os valores
de halos referidos na tabela 9.

Kayyat & Al-Zahrani (2011) demonstraram que o safrol inibe o crescimento de
Escherichia coli (gram negativa), corroborando com os resultados de Barbosa et al

(2012) para o 6leo essencial de espécie do género contendo 92 a 98% de safrol.
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Estudos adicionais demonstraram inibicdo do crescimento de 100% de espécies
fungicas (OLIVEIRA et al, 2019), e bacterianas (MAJOLO et al, 2019) para o dleo
essencial extraido das folhas de Piper callosum. Além disso, foram encontradas na
literatura propriedades bioldgicas tais como moluscicida sobre Niomphalaria glabrata
(RAPADO et al, 2011) e esquistossomicida (GONCALVES et al, 2019), atribuidas ao

6leo essencial de P. callosum.

Figura 7. Escherichia coli. Legenda: 56: extrato bruto; 6: fragdo hexano; 7: fragédo cloroférmio; 8:
fragao acetato; 9: fragao butanol

Figura 8. (A) Staphylococcus aureus e (B) Candida parapsilosis. Legenda: 56: extrato bruto; 6
fragdo hexano; 7: fragéo cloroférmio; 8: fragado acetato; 9: fragdo butanol. 36



Figura 9. Candida albicans. Legenda: 56: extrato bruto; 6: fragdo hexano; 7: fragédo
cloroférmio; 8: fracdo acetato; 9: fragdo butanol.

Tabela 9. Resultados da avaliacao de atividade inibitoria para o 6leo essencial, extrato

bruto e fragdes de Piper callosum.

Microrganismos

E. coli S. aureus C. albicans C. parapsilosis
OE1 20 mm 20 mm 25 mm 25 mm
EB - - - -
FHX - - - -

FCHCI3 - - - -

FAC - - - -
FBUT - - - -

Tamanho dos halos de inibi¢do do crescimento antimicrobiano. mm: tamanho do didmetro em milimetros dos
halos de inibi¢do formados em torno dos spots das amostras. OE1: 6leo essencial mais denso. EB: extrato bruto;
FHX: fragdo hexano; FCHCI3: fragdo cloroformio; FAC: fracdo acetato; FBUT: fragdo butanol; FHC: fragdo
hidroalcodlica;
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7.0CONCLUSAO

O extrato bruto e as fracdes hexano, cloroférmio, acetato e butanol, obtidos a
partir das folhas de Piper callosum apresentam neste estudo esteroides, saponinas e
substancias fendlicas em sua composicdo quimica. Contudo, foi observada a auséncia
de atividade antimicrobiana. De outra maneira, o 6leo essencial das partes aéreas da
espécie vegetal obtido em outubro/2018 inibiu o crescimento de E. coli, S. aureus, C.
albicans e C. parapsilosis de maneira moderada. Esse efeito ocorreu, possivelmente,
devido aos altos teores de safrol, encontrado no 6leo essencial de P. callosum ou,
devido ao efeito sinergistico existente entre o safrol e os demais compostos
majoritarios, a saber: a-pineno, B-pineno e 1,8-cineol. Ensaios complementares de
Concentragao Inibitéria minima sdo necessarios para se quantificar o potencial
inibitério dos 6leos essenciais de P. callosum, assim como as devidas repeticoes em
todos os ensaios de tal atividade, de maneira que se tenham informagdes suficientes

para se fazerem os devidos tratamentos estatisticos.
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