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RESUMO

As plantas para fins medicinais s3o amplamente utilizadas no Brasil, porém existem
poucos estudos que comprovam a eficacia como também a seguranga do uso. Piper
aduncum ¢é usada por muitas comunidades como planta medicinal para tratar e curar
diferentes doencas, dentre estas, desordens gastrointestinais. O objetivo deste estudo foi
avaliar o potencial antimicrobiano e toxicoldgico do extrato bruto aquoso das folhas Piper
aduncum e aproximar os efeitos em testes laboratoriais aos possiveis efeitos observados
no consumo das infusdes. Folhas saudaveis de Piper aduncum foram utilizadas para
preparar os extratos brutos aquosos em trés concentragoes (20 g/L, 10 g/L e 5 g/L). Foram
realizados testes de &agar difusdo em pogo contra as bactérias enteropatogénicas
Sthaphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
typhimurium ATCC 1402 e Shigella flexneri ATCC 12022. Testes de fragilidade
osmotica eritrocitaria humana ¢ o teste citotoxico da avalia¢dao do crescimento da raiz de
Allium cepa foram realizados para avaliar a toxicidade dos extratos. A triagem
fitoquimica foi realizada para determinar os compostos presentes nas infusdes. Os
resultados obtidos demonstraram que as infusdes de P. aduncum nao apresentaram efeitos
antimicrobianos e ndo tiveram efeitos toxicos sobre células sanguineas, mas apresentaram

potencial toxico no desenvolvimento celular.

Palavras chave: Extrato bruto aquoso, toxicidade, fitoterapia.



ABSTRACT

Plants for medicinal purposes are widely used in Brazil, but there are few studies that
demonstrate the efficacy and the safety use. Piper aduncum is used for many communities
as medicinal plant to treat and cure different diseases, including gastrointestinal disorders.
The aim of this study was to evaluate the anti-microbial and toxic potential of aqueous
crude extract from leaves of Piper aduncum, and approximate the effect in laboratory
tests to what is possibly observed with the tea use. Healthy leaves of Piper aduncum were
used to prepare the aqueous crude extract in three concentrations (20g/L, 10g/L and 5g/L).
The antimicrobial activity was evaluated by the agar wells diffusion against
entropathogenic bacteria Sthaphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella typhimurium ATCC 1402 e Shigella flexneri ATCC 12022. Human
erythrocyte osmotic fragility and cytotoxic evaluation of Allium cepa roots growth were
performed to evaluate the toxicity of the extracts. The phytochemical screening
determined the present compound in infusions. The obtained results showed that P.
aduncum infusions has no effect as antimicrobial, and it did not have any toxic effect

against blood cells, but potential toxic effect on cell development.

Key words: Aqueous crude extract, toxicity, phytotherapy.
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PARTE 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA



INTRODUCAO

O uso de plantas com fins medicinais para tratar, curar e prevenir doengas ¢ muito
antigo. No Brasil essas plantas sdo muito utilizadas, mas estudos cientificos sobre o
assunto sao insuficientes (DUTRA, 2009; SILVA, et al., 2012). Dados demonstram que
aproximadamente 99% das plantas medicinais endémicas brasileiras ndo possuem seus
principios ativos identificados, representando assim um potencial econdmico e
farmacologico a ser explorado (SANTOS, 2009; CECHINEL e ROSENDO, 1998).

O uso de produtos naturais tem importancia pois algumas comunidades nao
possuem outra maneira de tratar doencas, além disso também ha o fator cultural
(ONOFRE et al., 2015). Porém, acredita-se que planta medicinal, ou produtos naturais
seja sindnimo de auséncia de componentes quimicos sendo assim seguros para consumo,
mas muitas plantas contém compostos toxicos e o uso indiscriminado pode causar danos
a saude (LOURENCO et al., 2009).

O género Piper ¢ o maior da familia Piperaceae distribuidos nas regides tropicais
e subtropicais. No Brasil, a familia ¢ representada por cinco géneros e aproximadamente
460 espécies (SOUZA & ROSA, 2004). A Piper aduncum L, conhecida como pimenta
de macaco, ¢ um arbusto de ampla distribui¢do, rustica e resistente as mudancas
climaticas (LORENZI ¢ MATOS, 2008; SOUSA et al, 2008). O uso medicinal da
pimenta de macaco ¢ relatado em desordens intestinais (VAN den BERG, 1993). Estudos
demonstram que extrato das partes aéreas da P. aduncum sao utilizados por possuirem
atividade antibacteriana, apresentando atividade diante Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Cryptococcus neoformans, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa ¢ Mycobacteria intrallulare (KOKOSKA, L. et al., 2005). No nordeste do
Brasil, infusdes de Piper aduncum sao utilizadas por possuirem atividade antinflamatoria,
antimicrobiana e citotoéxica (DE CARVALHO CASTRO et al., 2016; NAVICKIENE, et
al., 2006).

Os microrganismos de origem alimentar sdo a maior causa de problemas de satde
publica no mundo (FRANTAMICO et al,, 2007). No Brasil, dados da ANVISA (2016)
demonstram que, de 2007 a 2016, a Salmonella spp, o S. aureus ¢ a E. coli, foram os
maiores causadores de doengas transmitidas por alimentos, correspondendo a 7,5%, 7,2%
e 5,8% dos surtos respectivamente. Figueira et al., 2003 demonstraram que o extrato

hidroalcoolico e o o6leo essencial de Piper aduncum inibiram o crescimento de



Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis apresentando um potencial para o
desenvolvimento de antimicrobianos naturais.

De acordo com Martins et al. (2016) ¢ necessario avaliar cientificamente a
toxicidade de plantas para fins medicinais, afim de evitar riscos a saude. Meneguetti et
al. (2014) reportaram que o extrato aquoso de Maytenus guyanensis apresentou efeito
tdxico nos testes citotoxicos de Allium cepa. Martins et al. (2016) observou que o extrato
bruto aquoso de Bellucia grossularioides apresentou provavel efeito toxico.

Considerando o uso popular de infusdes da Piper aduncum para tratar desordens
gastrointestinais, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano e
toxicoldgico do extrato bruto aquoso das folhas Piper aduncum e aproximar os efeitos

em testes laboratoriais aos possiveis efeitos observados no consumo das infusoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS —- DADOS ETNOFARMACOLOGICOS

O uso da medicina tradicional varia de acordo com o pais e a regido e ¢
influenciado por fatores culturais, historicos, sociais e filosificos (SOUZA, et al., 2016).
Segundo KOKANOVA-NEDIALKOVA, et al. (2009), aproximadamente 75% da
populagcdo mundial faz uso de plantas medicinais para tratar doengas. Pesquisa realizada
no Brasil demonstrou que 91,9% da populagao faz uso de algum tipo de planta medicinal
e que 46% cultiva essas plantas em seus quintais (ETHUR et al., 2011).

O uso de plantas medicinais muitas vezes € a Unica forma de terapia que algumas
comunidades tem acesso, ¢ este conhecimento ¢ transferido para geragdes futuras,
especialmente em 4reas rurais, mas algumas vezes a decisdo para uso de plantas
medicinais € de aspecto cultural (PASA et al., 2005; ONOFRE et al., 2015).

O Brasil possui quase 19% da flora mundial, sendo a flora do cerrado uma das
mais diversificadas do planeta. A flora brasileira ¢ amplamente utilizada pela populagao,
mas existe um consenso da falta de estudos cientificos sobre plantas medicinais e estes
estudos sdo importantes para a aquisicdo de dados sobre substancias naturais e acdo
terapéutica destas plantas (SILVA, et al.,, 2012; ALBUQUERQUE; HANAZAQUI,
2006).

O uso de plantas medicinais estd relacionado a beneficios a saude e estes sdo
amplamente consumidas. O termo planta medicinal sugere auséncia de produtos
quimicos, indicando seguranca, mas muitas plantas possuem compostos toxicos. O uso
indiscriminado destas plantas, em todas as suas formas, pode levar a alteragdes
fisioldgicas no organismo devido a presenga de constituintes metabolicos, assim o

conhecimento sobre a toxicidade torna-se importante para avaliar a relagdo

risco/beneficio (LOURENCO et al., 2009; BRISKIN, 2000; ESSERS et al., 1998).
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2.2 PLANTA MEDICINAL Piper aduncum L

Piper aduncum L € uma espécie pertencente a familia Piperaceae, ¢ um arbusto
tropical difundido nas Américas Central e do Sul, crescem naturalmente na floresta
Atlantica e Amazonia (BALDOQUI et al., 1999; LAGO et al.,, 2004; LENTZ et al., 1998).

E conhecida popularmente como pimenta-de-macaco, aperta-rudo (SOUZA et al,
2008), jaborandi do mato, pimenta-do-fruto-ganchoso, aperta-jodo, falso-jaborandi,
jaguarandi, matico e pimenta-longa (VIANA, AKISUE, 1997).

Apresentam folhas elipticas ou lanceoladas, base assimétrica, arredondada ou
cordada, apice agudo, medindo 4 a 7 cm de largura e 12 a 20 cm de comprimento, asperas
ao tato em ambas as faces, glandulosas. O peciolo tem de 0,3 a 0,8 cm de largura e 0,2 a
0,4 cm de comprimento, pubescente e vaginado na base (YUNCKER, 1972). Caules
cilindricos, perfilhados, de aspecto aspero, devido as lenticelas protuberantes. A lamina
foliar ¢ verde escura na face superior e verde mais claro na face inferior, de consisténcia
membrandcea e flexivel (VIANNA e AKISUE, 1997).

Pode ser encontrada desde altitudes consideraveis até o nivel do mar. E uma
espécie tipica de subosque, com solos preferencialmente com elevado teor de matéria
organica e umidade (FAZOLIN, 2006; SOUZA, 2005). Pode ocorrer também em solo
areno-argiloso, podendo ser considerada uma planta oportunista que invade areas
desflorestadas (SOUSA et al., 2008).

O uso popular esté relacionado a problemas urologicos, dermatologicos, tumores
de pele, diabetes (ALONSO CASTRO, 2011). As folhas possuem propriedades
antiespasmodica, tonicas, antissépticas e estomacal, as raizes tem ac¢do contra picada de
cobra, e contra erisipela. O cha ou infusdo alcodlica das folhas, raizes e frutos ¢ utilizado
como tonico, antifisético, antiespasmaddico, contra doencas do figado, vesicula e bago e
contra blenorragia (LORENZI, MATOS, 2008). A infusdao das folhas ¢ utilizada na
medicina tradicional para tratar desordens gastrointestinais e para curar feridas
(LORENZI, MATOS, 2002).

Abreu et al. (2015) demonstraram em testes antimicrobianos que ocorreu
sensibilidade do Staphylococcus aureus e da Candida albicans ao do extrato alcodlico de
Piper aduncum sub sp ossanum, demonstrando assim o uso desta subespécie como

antisséptico em infecgdes cutaneas e urinarias.
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Sousa et al., (2008) avaliaram diferentes concentragdes de oleo essencial de P.
aduncum, e observaram pouco efeito toxico sobre parametros hematoldgicos e

bioquimicos.

2.3 MICRORGANISMOS ENTEROPATOGENICOS

2.3.1 Escherichia coli

E. coli ¢ uma bactéria bastonete Gram negativas, aerdbia facultativa encontrada
na microbiota entérica animal e humana, apresentando linhagens mais patogénicas para
homens e ou animais (RIBEIRO et al., 1999).

As amostras patogénicas sdo agrupadas de acordo com o mecanismo de
viruléncia, de patogenicidade, sintomas e sinais clinicos: enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica (EHEC), enteropatogénica (EPEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteroagregativa (EAggEC) e difusamente adesiva (DAEC) (NATARO, 1998;
FORSYTHE, 2013).

A E. coli pode ser transmitida pela ingestdo de agua e alimentos contaminados.
Os alimentos de origem animal sdo importantes vias de transmissdo desta bactéria
(TRABULSI,1999; DOYLE, 1989). A transmissdo, embora ndo tdo frequente, também
pode ocorrer de pessoa para pessoa, quando as condi¢cdes de higiene sdo inadequadas.
Outra forma de transmissao pode ser por contaminag¢ao cruzada (BELONG]I, et al., 1993).
Os principais sintomas sdo diarreia, que podem ser precedidas por dores abdominais,
febre, vomito, podendo progredir para sindrome hemolitica urémica que consiste em
anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda (NATARO, 1998).

O tratamento consiste na reidratacdo que deve ser iniciada imediatamente. O uso
de antibidticos nao ¢ eficaz, sendo apenas indicado quando ocorre infeccao por cepas
EPEC aderentes, que induzem diarreia persistente € sao enteropatogénicas ao intestino

delgado (HILL, et al, 1988).
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2.3.2 Salmonella typhimurium

O género Salmonella ¢ composto por bactérias moveis. Com flagelos pertencentes
a familia Enterobacteriaceac. E um bacilo Gram negativo, anaerdbio facultativo,
fermentador. Podem colonizar quase todos os animais. Os sorotipos typhi e paratyphi sao
adaptados aos humanos e nao provocam doengas em outros hospedeiros (MURRAY,
2014). A S. typhimurium ¢é patogénica para humanos e animais, podendo ser veiculada
por alimentos (JAY et al., 2005).

As infeccdes por Salmonella spp podem ocorrer pela ingestao de alimentos e dgua
contaminados, por contato direto com animais portadores e contaminagdo oro fecal
(MURAY, 2014; SANCHEZ-VARGAS et al., 2011). Carne, frango e ovos sdo veiculos
constantes de Salmonella spp., envolvidos em surtos de doengas transmitidas por
alimentos (CARRASCO, et al., 2012). A Salmonella spp. pode permanecer viavel em
superficies de contato por mais de 100 dias, aumentando o risco de contaminagao cruzada.
Assim, a limpeza e desinfeccdo dos ambientes e utensilios deve ser realizada
constantemente (CARRASCO, et al., 2012; [IBUCHI, et al., 2010).

A gastroenterite ¢ a forma mais comum de salmonelose e os sintomas surgem de
6 a 48 horas ap6s a contaminag¢ao, incluindo nauseas, vomitos, diarreia, podendo ocorrer
febre, colicas abdominais, dores de cabeca e muscular (HUE et al., 2011; SANCHEZ-
VARGAS et al., 2011). A salmonelose pode causar quadros mais graves em criangas,
pessoas com imunidade comprometida e em idosos, podendo levar a 6bito (SILVA,
2007).

A Salmonella é o agente etioldgico responsavel pelos maiores surtos de doengas
transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil, no periodo de 2007 a 2016, correspondendo
a 7,5% dos casos de DTA, segundo a Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica das

Doengas Transmitidas por Alimentos (BRASIL, 2016).

2.3.3 Shigella flexneri

Shigella ¢ um bastonete Gram-negativo, nao formador de esporos, imovel, aerdbio
facultativo, cresce em temperatura entre 10 °C e 48 °C e pH ideal de 6 a 8. Nao possui
capsula, exceto S. flexneri e S. boydii, pertence a familia Enterobacteriaceae, possui 4
espécies, sendo a S. flexneri a principal causadora de shigeliose (FRANCO;

LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).
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E um patégeno intracelular que provoca diarreia em humanos. O reservatério da
Shigella s3ao os humanos. Diferentes espécies de Shigella sao transmitidas por via fecal-
oral, agua e alimentos contaminados, e poucas bactérias sdo necessdrias para causar
infeccao (JAY, 2005). A intoxicagdo alimentar ocorre por ingestdo de alimentos
contaminados com fezes humanas, embora os alimentos mais associados a doenca sao as
saladas de vegetais crus, leite e aves domésticas (ACHESON, 2000).

O periodo de incubacgao varia de 12 h a 6 dias, numa media de 2 a 3 dias. Os
sintomas da intoxicacdo alimentar sao dor abdominal, desinteria, vomito, febre alta e
tenesmo. Algumas cepas produzem enterotoxinas que estdo relacionadas a sindrome
hemolitico-urémica que ocorre apds a infec¢ao por Shigella. As complicagdes ocorrem
mais frequentemente em criangas podendo haver quadros convulsivos atribuidos a
neurotoxina (ACHESON, 2000; LANEY, 1993). E um dos agentes de gastroenterite
aguda, principalmente nos paises em desenvolvimento e estd entre as principais causas

de diarreia em criancas (WHO, 2002).

2.2.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria em forma de coco, Gram positiva,
anaerodbia facultativa e catalase positiva, capaz de crescer em ampla faixa de temperatura
(7°C a 48,5°C) e pH de 4,2 a 9,3. A intoxicacdo por alimentos contendo enterotoxinas
desta bactéria ¢ uma das doencas de origem alimentar mais comum em todo mundo. Os
sintomas surgem de 30 minutos até 8 horas apds ingerir o alimento contaminado
(JABLONSKY; BOHACH, 1997).

O ser humano ¢ o reservatorio principal desta bactéria, ocorrendo nas fossas
nasais, garganta, intestinos, pele, cabelos e leitos subungueais (CAVALCANTI et al.,
2005; BERNARD et al, 2004). Aproximadamente 15% dos adultos saudaveis sdo
portadores de S. aureus nas fossas nasais, assim portadores assintomaticos que
manipulam alimentos sao fontes de contaminagdo (MURRAY et al., 2014).

Os Staphylococcus sdo capazes de provocar infec¢des alimentares devido a
producao de enterotoxinas nos alimentos contaminados (CARVALHO et al.,, 2005;
CAVALCANTI et al., 2005). Enquanto as cé€lulas de S. aureus sdo termo labeis, e
eliminadas por processos de temperatura, as enterotoxinas sao termoestaveis e resistentes

as altas temperaturas (FREIRAS; MAGALHAES, 1990).
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Os sintomas da gastroenterite estafilococica sdo nduseas, vomito, contracdes
abdominais, diarreia, sudorese e dor de cabeca. A duracdo dos sintomas ¢ de 1 a 2 dias,
podendo evoluir para quadros severos, dependendo da susceptibilidade do individuo
(BALABAM; RASOOLY, 2000).

S aureus ¢ a bactéria mais isolada como agente causador de mastite em rebanhos
bovinos leiteiros e desta forma podendo contaminar o leite e seus derivados (COSTA et

al., 1990). Um grande problema de saude publica ¢ a resisténcia aos antibidticos

(RIBEIRO FILHO, 2000).
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