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Resumo

O presente trabalho descreve o estudo quimico, monitorado pela atividade antimicrobiana,
das espécies vegetais da flora alagoana: Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bur. (Bignoniaceae),
Capparis cynophallophora L e C. spinosa Jacq (Capparaceae), Swatzia apetala Raddi.
(Papilionaceae), Piper marginatum Jacq. e P. hayneanum C.DC. (Piperaceae), e Portulaca cf.
elation Mart. ex. Rohrb. (Portulacaceae). A avaliacdo da potencial antimicrobiano dos
extratos, fracdes e subfracdoes foi realizado pelo método de difusdo em dagar, e a
bioprospeccdo com as substancias isoladas investigado pelo ensaio da bioautografia. As
espécies vegetais foram testadas frente a um painel de microrganismos, incluindo uma
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923), uma Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), e um fungo Candida albicans (ATCC 10231). A
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada para as fracdes e subfragdes que
apresentaram atividade inibitoria sobre os microrganismos testados. Somente material
extraido das espécies vegetais Z. tuberculosa e P. hayneanum foram capazes de inibir o
crescimento do S. aureus e da C. albicans. Estes microrganismos foram mais sensiveis a acao
das subfracdoes em CHCI; oriundas do caule de Z. tuberculosa, ¢ do caule ¢ das raizes de P.
hayneanum, com CIM de 1 a 250 pg/disco. As subfracdes ativas, submetidas ao bioensaio
com o microcrustaceo Artemia salina, apresentaram baixa toxicidade ou foram atdxicas.
Pomadas a base de extratos subfracionados CHCl3-MeOH (1:1) e CHCl3-AcOEt (1:1) de P.
hayneanum mostraram bom potencial de aplicacdo como antimicrobiano em ensaios in vivo
para tratamento de feridas infectadas em ratos. A investigacao fitoquimica de extratos de Z.
tuberculosa com potencial antimicrobiano conduziu ao isolamento de quatro flavonodides
(5,6,7,8-Tetrametoxiflavona, 5,6,7-Trimetoxiflavona, 4'-Hidroxi-35,6,7,8-tetrametoxiflavona e
4'-Hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona); enquanto que da espécie P. hayneanum foram isolados
trés fitoesterdides (B-Sitosterol, Estigmasterol e B-Sitosterol glicosilado). Estas substancias
foram identificadas com base na analise de dados espectroscopicos de RMN uni e
bidimensional (HMBC e HSQC), incluindo DEPT. O estudo fitoquimico contribuiu para
ampliar o perfil quimiotaxondmico do género Zeyheria. Nos ensaios antimicrobianos com as
substancias isoladas pelo método da bioautografia as substincias ativas contra S. aureus
foram  5,6,7,8-Tetrametoxiflavona,  5,6,7-Trimetoxiflavona e  4'-Hidroxi-5,6,7,5-
tetrametoxiflavona, enquanto para C. albicans foram 5,6, 7,8-Tetrametoxiflavona, 4'-Hidroxi-
5,6,7,8-tetrametoxiflavona e 3-O-B-D-Glicopiranosilsitosterol. Os resultados obtidos sdo
considerados promissores, uma vez que, os extratos, fragdes e compostos isolados
apresentaram capacidade de controlar o crescimento de microrganismos responsaveis pela
contaminacdo de feridas que afetam o sistema tegumentar.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Zeyheria tuberculosa, Piper hayneanum, Artemia
salina.
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Abstract

The present work describes a chemical study, monitored by the antimicrobial activity, from the
following plant species from Alagoas flora: Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bur. (Bignoniaceae),
Capparis cynophallophora L. and C. spinosa Jacq (Capparaceae), Swatzia apetala Raddi.
(Fabaceae), Piper marginatum Jacq. and P. hayneanum C.DC. (Piperaceae), and Portulaca cf.
elation Mart. ex. Rohrb. (Portulacaceae). The antimicrobial evaluation of the extracts, fractions
and subfractions was carried out by the Agar diffusion method, and the bioprospection with
isolated substances was investigated by the bioautographic assay. The plant species were tested
against a panel of microorganisms, including one Gram positive bacteria Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), one Gram negative Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), and one fungus
Candida albicans (ATCC 10231). The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
determined for the fractions and subfractions that showed inhibitory activity against the tested
microorganisms. Only the material extracted from the species Z. tuberculosa and P. hayneanum
were able to inhibt S. aureus and C. albicans growth. These microorganisms were sensible to
CHCI; subfractions from Z. tuberculosa stem and P. hayneanum stem and roots, with MIC from 1
to 250 pg/disc. Active subfractions, submitted to a bioassay with the brine shrimp Artemia salina,
presented low or no toxicity at all. Pomade made out of subfracionated extracts CHCl;-MeOH
(1:1) and CHCI3-AcOEt (1:1) from P. hayneanum showed a good potential for antimicrobial
application in in vivo assays for infected wound treatment in rats. The phytochemical
investigation from Z. tuberculosa extracts with antimicrobial potential, led to the isolation of four
flavonoids (3,6, 7,8-Tetramethoxyflavone 5,6, 7-Trimethoxyflavone,  4'-Hydroxy-5,6,7,8-
Tetramethoxyflavone and 4'-Hidroxi-5,6,7-tetramethoxyflavone); while in the P. hayneanum
species three phytosteroids were isolated (B-Sitosterol, Stigmasterol and p-Sitosterol-D-
glucopiranoside). These substances were identified from analysis of RMN spectroscopics uni and
bidimensional (HMBC e HSQC), including DEPT. The phytochemical study contributed to
extend the chemical taxonomic profile from Zeyheria gender. The isolated substances tested by
bioautography method with antimicrobial activity against S. aureus were 35,6,7,8-
Tetramethoxyflavone, 35,6,7-Trimethoxyflavone and 4'-Hydroxy-3,6,7,8-tetramethoxyflavone,
while against C. albicans were 5,6,7,8- Tetramethoxyflavone, 4'-Hydroxy-5,6,7,8-
tetramethoxyflavone and [-Sitosterol-3-O-B-D-glucopiranoside. The results are considered
promising, since that the extracts, fractions and isolated compounds showed ability to control the
growth of microorganisms responsible for contamination of wounds that affect the integumentary
system.

Keywords: antimicrobial activity, Zeyheria tuberculosa, Piper hayneanum, Artemia salina.
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‘O Senhor produziu da terra os
medicamentos; o homem sensato ndo o

despreza’.

(Eclesiastico, 38: 4)

1. Introdugcdo

Na historia da civilizagdo humana, o reino vegetal sempre representou a base
energética e estrutural da cadeia alimentar. Da mesma forma, a procura para o alivio e cura
das enfermidades através da ingestdo ou do uso tdpico de ervas sob a apresentacdo de chas,
tinturas, cataplasmas, dentre outras formas, talvez tenham sido uma das primeiras maneiras
de utilizacdo dos produtos vegetais, para além do seu papel como fonte de alimentos, de
materiais para o vestuario e habitacdo (Lima et al., 2001). As plantas, de acordo com Vale
(2002), também, eram utilizadas como ingredientes de rituais religiosos, de festas
comemorativas da vida, sexo e morte, além do emprego medicinal ou magico por pajés e
feiticeiros. Segundo este mesmo autor, historiadores da area médica descrevem que,
provavelmente, o primeiro terapeuta teria sido um agricultor ou um pajé, no uso tradicional
ou ritual de chés, linimentos, inalacdes e fumigagdes para alivio das doencas que afetavam a
si ou a seus semelhantes.

Os primeiros relatos sobre plantas medicinais registrados pelo homem encontram-se
escritos na obra chinesa denominada Pen T'sao, no papiro de Ebers e em alguns livros da
Sagrada Escritura, sendo o mais antigo o Pen T'sao Ching (A Grande Fitoterapia), obra
atribuida ao imperador chinés Shen Nung (2838-2698 a.C.), que contém uma lista de 365
ervas considerada a base da tradicional medicina chinesa (Tomazzoni et al., 2006).

O papiro de Ebers foi descoberto e publicado por Georg Ebers, no século XIX, entre

1837 e 1898, que o encontrou nos arredores da casa mortuaria de Ramsés II. Provavelmente,



foi produzido a época da XVIII dinastia egipcia no reinado de Amen-Hotep I por volta de
1500 a.C. Este papiro foi traduzido pela primeira vez em 1890 por H. Joachin e cita em torno
de 100 doengas e cerca de 700 drogas de origem animal e vegetal empregadas para o
tratamento destas enfermidades (Dealey, 1996; Candido, 2001).

Antes da era crista, varios filésofos puderam ser citados por suas obras sobre historia
natural. Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, se caracterizou por eleger a
natureza como guia na escolha dos remédios (Natura medicatrix) e Teofrasto (372 a.C.),
discipulo de Aristoteles, escreveu varios livros sobre a historia das plantas (Candido, 2001).
Teofrasto registrou a utilizagdo da espécie vegetal Papaver somniferum L. (Papaveraceae),
da qual se extrai o dpio, cujo principio ativo ¢ a morfina. Porém, o conhecimento do 6pio
remonta provavelmente a periodos histéricos muito anteriores, pois documentos sumerianos
datados de 5.000 a.C. referem-se a papoula (P. somniferum), e a descricdo de suas
propriedades encontra-se registrada em tabulas assirias (Nogueira, 1983).

Diversas culturas tém feito uso das plantas medicinais, como a principal ou mesmo a
unica matéria prima para elaboracdo de medicamentos. O maior exemplo ¢ o da medicina
tradicional chinesa, que se desenvolveu com tal grandiosidade e eficiéncia que até hoje
muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados para entendimento de seu
mecanismo de a¢do e isolamento dos principios ativos (Viegas Jr. et al., 2006).

De certa forma, os recursos vegetais utilizados de maneira artesanal foram,
mundialmente, as principais alternativas terapéuticas utilizadas para o tratamento e a cura das
doengas até meados do século XX. A partir desta época, as plantas comecaram a ser
estudadas, com a finalidade de utilizacdo das suas substancias ativas isoladas (principios
ativos) para aperfei¢oar o processo de cura das enfermidades (Foglio et al., 2006). Dentre
essas substancias podem-se citar a quinina (1) e a artemisinina (2) extraidas, respectivamente
da Cinchona spp. (Rubiaceae) e Artemisia annua L. (Asteraceae) utilizadas para o tratamento
da maléria (Krettli et al., 2001); os alcaldides lidocaina (3) e triptamina (4) extraidos da
espécie Arundo donax L. (Poaceae) com agdo analgésica que atuam sobre o sistema nervoso
central ou periférico; atropina (5) extraida da Atropa beladona L. (Solanaceae) e a morfina
(6) extraida da Papaver somniferum L. (Papaveraceae). Outro grupo de substancias
importantes sao os flavonoides, a exemplo da daidzeina (7) e genisteina (8) extraidos da
Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae) que tem acdo antioxidante, sendo indicado para aliviar os
sintomas da menopausa, além de prevenir a aterosclerose, doengas inflamatorias cronicas e

neoplasias do sistema reprodutor feminino (Schenkel et al., 2004; Sheu et al., 2001).



A descoberta e o desenvolvimento dos processos de sintese de compostos organicos
para producdo de farmacos no século XX culminaram no desenvolvimento de diversos
medicamentos. Entretanto, devido aos efeitos colaterais causados por eles, somados aos altos
valores dos medicamentos sintéticos, houve um incremento da fitoterapia, resgatando-se o
interesse por compostos derivados de vegetais como uma forma alternativa de tratamento

(Volak e Stodola, 1990).
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Apesar do renovado interesse pela busca de alternativas terapéuticas naturais, o
homem tem feito uso de uma fragdo muito pequena das plantas com as quais sempre
conviveu. A humanidade, ao longo da sua historia, selecionou apenas cerca de 300 plantas
para a alimentacdo, ¢ a partir de aproximadamente 100 espécies vegetais obteve principios
ativos puros para o tratamento de doencas. Estes numeros sao pouco significativos diante da
existéncia de um universo de aproximadamente 250.000 espécies de plantas superiores a
nivel mundial e de cerca de 55.000 no Brasil, j4 relatadas na literatura (Pinto et al., 2002).

Diante desse contexto, as plantas medicinais continuam sendo usadas em todo o
mundo para o tratamento de doengas e, a partir delas, novas drogas sdo desenvolvidas através
da pesquisa de seus constituintes. Nos paises desenvolvidos utiliza-se o fracionamento
biomonitorado, visando o isolamento de principios ativos que podem ser utilizados tanto
como fitofarmacos, quanto para o desenvolvimento de protdtipos semi-sintéticos,
modificados ou analogos sintetizados, de modo a intensificar sua atividade no organismo e
minimizar os efeitos colaterais (Dreyfus et al.,, 1994; Phillipson, 2000).

O Brasil, o pais com a maior biodiversidade do planeta, apesar de possuir um nimero
consideravel de pesquisadores qualificados nas areas de quimica e farmacologia, ainda ndo
conseguiu consolidar uma politica governamental que incentive um processo integrado e
coordenado de todos: industria, farmacologos, fitoquimicos, quimicos, farmacéuticos,
médicos, enfermeiros, bidlogos e demais profissionais afins, visando o desenvolvimento de
farmacos a partir de plantas. O envolvimento de uma equipe multidisciplinar seria a garantia
de qualidade do produto fabricado, uma vez que cada profissional estaria envolvido em uma
etapa do processo, que vai da identificacdo botanica até os testes clinicos (Pinto et al., 2002).
O que acontece em nosso pais, na maioria dos casos, ¢ a manipulacdo de fitoterapicos
fundamentada basicamente no uso popular das plantas sem comprovagdo cientifica nio
sendo, portanto, competitivo nacionalmente e muito menos internacionalmente (Yunes et al.,
2001). Mesmo assim, acredita-se que metade dos casos clinicos nos postos de saide podem
ser tratados com plantas medicinais, e que, se existissem mais programas com bases bem
delineadas da utilizagdo da medicina popular aplicada a area de saude publica no Brasil, o
custo com medicamentos seria bastante reduzido (Maroja, 1999). Isto proporcionaria um
maior acesso da populagao a esses remédios, com uma conseqiliente economia para os cofres
publicos. Portanto, essa aplicabilidade se amolda ao perfil brasileiro, ndo somente pelo
tamanho territorial, mas principalmente, pela riqueza de seus biomas (Figura 1, p. 5).

Nessa perspectiva, o estado de Alagoas, abriga dois dos sete biomas distribuidos pelo

territorio nacional, quais sejam: caatinga e mata atlantica. A caatinga ¢ um bioma



exclusivamente brasileiro, com espécies vegetais que apresentam caracteristicas anatomo-
fisiologicas e funcionais adaptadas as condi¢des adversas de clima quente e irregularidade
pluvial (Trovao et al., 2004). A mata atlantica ¢ um dos biomas mundiais mais
representativos da biodiversidade do planeta, por ser constituido de uma estrutura
geomorfologica diversificada, com multiplicidade de habitats onde ocorrem espécies vegetais
endémicas, freqiientemente ameagadas de extingdo (Oliveira et al., 2004). As espécies

vegetais coletadas para a realizagdo do presente estudo sdo provenientes da Mata atlantica.

Costelros

Figura 1. Mapa dos Biomas brasileiros. Destaque para os dois biomas existentes em
Alagoas. Fonte: IBAMA. Disponivel: http://www.ibama.gov.br. Acessado:
em 30 de janeiro de 2008.

O presente trabalho consiste no estudo quimico, monitorado pela avaliagdo da
atividade antimicrobiana in vitro e in vivo de sete espécies vegetais da flora alagoana
[Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bur. (Bignoniaceae), Capparis cynophallophora L e Capparis
spinosa Jacq (Capparaceae), Swatzia apetala Raddi. (Fabaceae), Piper hayneanum C.DC.
(Piperaceae), e Portulaca cf. elation Mart. ex. Rohrb. (Portulacaceae)] frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, bem como no teste de
toxicidade frente a Artemia salina. O isolamento de substincias ativas com auséncia ou baixa
toxicidade podera subsidiar a produgcdo de novos farmacos antimicrobianos de origem
vegetal, oriundos da mata atlintica alagoana. Por outro lado, as substancias ativas isoladas,
porém com alta toxidez, podem ser submetidas a modificagdes estruturais e, novamente,
avaliadas quanto a toxicidade, ou ainda, podem ser testadas para avaliagdo da atividade

antitumoral, inseticida, larvicida ou cercaricida (Alkofahi ef al., 1989).
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2. Objetivos

2.1 Geral

Estudo quimico, biomonitorado pela atividade antimicrobiana, de plantas da flora
alagoana, com a finalidade de contribuir para a ampliagdo do conhecimento quimico e

biologico das espécies vegetais ativas.

2.2 Especificos

Selecionar e coletar espécies vegetais da flora alagoana, cujo género ou familia

apresentassem indica¢do na literatura de atividade antimicrobiana e/ou cicatrizante;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos obtidos das espécies vegetais
selecionadas, frente as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa € ao

fungo Candida albicans,

e Determinar a concentracdo inibitéria minima de extratos, fracdes e subfragdes que

mostrem atividade in vitro frente aos microrganismos testados;
e Avaliar in vitro a toxicidade das subfracdes bioativas;

e Avaliar in vivo a agdo de subfragdes com potencial antimicrobiano, no tratamento de

feridas induzidas e contaminadas;

e Isolar e elucidar as estruturas dos constituintes quimicos presentes nas subfracdes

provenientes das espécies vegetais consideradas ativas nos ensaios bioldgicos efetuados;

e Avaliar a atividade antimicrobiana por bioautografia das substancias isoladas.
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3. Consideragdes Gerais

3.1 Doengas Infecciosas e Sistema Tegumentar

O termo doenca infecciosa refere-se ao efeito debilitante, causado por um agente
patogénico vivo (virus, bactérias, fungos ou parasito), por meio da penetracio,
desenvolvimento ou multiplicagdo no organismo do hospedeiro (BVS, 2008).

O surgimento da teoria que descreve a origem microbiana das infecg¢des, seguido dos
progressos obtidos na microbiologia e na imunologia, como a descoberta dos antibidticos,
antifingicos e o desenvolvimento de vacinas, levou a comunidade cientifica da area de saude
a vislumbrar a erradicagdo e o controle das doengas infecciosas. Na pratica esta perspectiva
nao se confirmou, € o que se tem observado ¢ o ressurgimento de doengas que ja haviam sido
controladas. Um exemplo ¢ a ocorréncia de pneumonias causadas por microrganismos
resistentes, o que torna a situacdo cada vez mais semelhante a que existia antes da descoberta
dos antimicrobianos (Grisotti, 2007). Permanece, portanto, a necessidade da descoberta de
novas alternativas terapéuticas como antibioticos de segunda e terceira geracoes.

De acordo com Ochman e cols. (2000) os microrganismos possuem complexos
mecanismos de adaptacdo aos antimicrobianos, que ocorrem mais rapidamente que a
pesquisa basica para sua compreensdo, ¢ posterior produ¢do de medicamentos que inibam
seus processos de propagacdo e mutacao. Luna (2002) acrescenta outros fatores que tém
interferido no perfil epidemioldgico das doengas infecciosas, como o reemergéncia de
patdgenos como o virus ebola, da dengue e o bacilo da tuberculose, além do aparecimento de
novos microrganismos, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), causada pelo HIV, provoca uma deteriorizagdo da
resposta imunologica, aumentando a susceptibilidade do paciente as infeccdes oportunistas
como por exemplo a candidiase no sistema tegumentar. Este sistema ¢ constituido pela pele e
seus anexos: pélos, unhas, glandulas sudoriparas e sebaceas.

A pele (Figura 2, p. 10) ¢ caracterizada por trés camadas superpostas — epiderme,
derme e hipoderme (Sampaio & Rivitti, 2007). Ela desempenha um importante papel na
homeostase assegurando a integridade do organismo. Dentre as suas fungdes, a principal € a
de protegdo, representada pela barreira fisica que impede a penetracdo de microrganismos de
origem exogena (Spencer, 1991). A pele é o maior sistema do corpo humano e representa em

torno de 15% do peso corporeo, constituindo o involucro externo do organismo,



transformando-se em mucosa para revestir os orificios dos sistemas respiratorio, digestivo e

urogenital (Sampaio & Rivitti, 2007).

HIPODERME

Figura 2. Desenho esquematico das camadas que constituem a pele. Fonte: URL:
http://www.cienciahoje.uol.com.br. Acessado em 04/02/2008.

O sistema tegumentar, como qualquer outro sistema do corpo humano esta sujeito as
adversidades do meio ambiente. Dessa forma, a lesdo da pele, denominada de ferida ou
ferimento pode ser produzida por fatores extrinsecos, tais como incisdo cirrgica, lesdes
acidentais, corte ou trauma, ou por fatores intrinsecos como aqueles decorrentes de infecgao
e ulceras cronicas causadas por alteragdes vasculares, defeitos metabdlicos ou neoplasias
(Centre for Medical Education, 1994). O tratamento e a cicatrizagcdo de feridas exigem um
conjunto de medidas que devem ser estabelecidas mediante a avaliagdo da lesdo, bem como
das condigoes clinicas do paciente (Fuerst et al., 1977; Schull, 1996; Candido, 2001).

A ferida pode acarretar ao seu portador sérios danos, as vezes, de dificil reparacao.
Neste aspecto, a contaminagao por microrganismos se destaca visto que retarda o processo
de cicatrizag¢do, dificultando a plena recuperagdo, refletindo-se em aumento do custo
financeiro tanto para os portadores como para os cofres publicos (Dealey, 1996). Deve-se
considerar além do impacto econémico, o psiquico e o social, uma vez que a cronificagdo do
processo traz prejuizos a qualidade de vida, produtividade e rendimento do paciente que,
freqlientemente, tem que se afastar de suas atividades normais. Embora ndo existam
estatisticas precisas no Brasil, existem indicagdes que as Ulceras cronicas representam uma

importante causa de auséncia ao trabalho no pais (Moryson et al., 1998). Finalmente, existe
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ainda a preocupacdo com a morbidade duradoura, quando ha desenvolvimento de seqiielas,
e com a mortalidade (Candido, 2001).

Apesar da disponibilidade de farmacos sintéticos, as plantas medicinais podem ser
uteis para o tratamento de doengas da pele. As espécies vegetais Stryphnodendron
polyphyllum Mart. e S. obovatum Benth (Leguminosaceae), conhecidas popularmente como
barbatimao, foram utilizadas no tratamento de feridas em ratos Wistar demonstrando alto
poder de cicatrizagdo (Lopes et al., 2005). O Aloe vera (Liliaceaea) também tem sido
relatado como antimicrobiano, cicatrizante de feridas e queimaduras, sendo muito difundido
na pratica clinica em individuos portadores de doengas infecciosas do sistema tegumentar

com resultados bastante satisfatorios (Reynolds & Dweck, 1999).

3.2 Atividade Antimicrobiana

As primeiras observacdes acerca da utilizacdo de produtos naturais com atividade
antimicrobiana remontam aos tempos da Babildnia, 3.000 anos a.C., quando portadores de
feridas infeccionadas usavam o alho, Allium sativum L. (Liliaceae), na forma de cataplasma
para a cura de suas chagas (Cavallito & Bailey, 1944). Ao longo da histéria muitas foram as
personalidades que buscaram identificar propriedades antimicrobianas na natureza. Os
médicos chineses, por exemplo, ha aproximadamente 3.000 anos atrds usavam os bolores
para tratamento de tumores e cicatrizagdao de feridas infeccionadas. Os sumerianos curavam
suas feridas lancando mao de emplastos feitos com vinho, cerveja, zimbro e ameixas
(Tavares, 1996). Muitos desses produtos foram, também, usados por renomados personagens
da histéria como Hipocrates na Grécia, Avicena nos Paises Arabes e Paracelso no centro da
Europa, com a mesma finalidade. As propriedades antimicrobianas desses produtos naturais
foram posteriormente comprovadas cientificamente, com identificacdo de suas composicdes
e dos principios ativos (Domingo & Lopez-Brea, 2003).

Na atualidade, os fArmacos usados no tratamento de doengas causadas por bactérias e
fungos sdo denominados agentes antimicrobianos. Este termo, introduzido com a descoberta
da penicilina por Fleming em 1928, foi considerado o primeiro antibiotico a ser produzido
em escala industrial (Pereira & Pita, 2005). Os antimicrobianos contribuiram de forma
decisiva para a diminuicdo das taxas de morbidade e mortalidade, particularmente das
doengas infecciosas de origem bacteriana. A partir da introducdo da penicilina e

sulfonamidas, ocorreu um crescente progresso no isolamento e no desenvolvimento de
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agentes antimicrobianos utilizados na terapia e na profilaxia das patologias decorrentes da
acao dos microrganismos (Silva, 2006).

Os antimicrobianos sdo classificados por diferentes autores levando-se em
consideragdo critérios distintos. Bresolin & Cechinel-Filho (2003) os divide em especificos
e inespecificos. Os especificos sdo aqueles que agem sobre o organismo invasor, sem afetar
o hospedeiro; os inespecificos sdo os capazes de matar ou inibir o crescimento microbiano
in vitro. Fazem parte deste grupo os antissépticos, germicidas e biocidas, que sdo de uso
exclusivamente topico. Uma outra classificacdo adotada separa antimicrobianos em
bactericidas ou fungicidas, quando matam os microorganismos, e bacteriostaticos ou
fungistaticos, quando atuam apenas impedindo seu crescimento (Bresolin & Cechinel-Filho,
2003; Silva, 2006). Silva (2006) classifica os antimicrobianos segundo a sua quimica de
origem, farmacocinética e farmacodinamica. A classificagdo segundo a farmacodinamica
(Figura 3, p. 12) depende dos diferentes mecanismos de a¢do dos antimicrobianos, quais
sejam: a) inibicao da sintese do peptidoglicano da parede celular bacteriana ou do B-1,3-
glicano/quitina da parede celular do fungo; b) lesdo da membrana citoplasmatica,
interferindo na sua fungdo; c) interferéncia na sintese e replicagdo de DNA; d) inibicdo da
RNA-polimerase dependente de DNA, e consequentemente da transcricao do acido nucleico
e sintese proteica; e) inibicdo competitiva da sintese de metabolitos essenciais (Pelczar et

al., 1996, Tortora et al., 2001).
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Figura 3. Mecanismo de agao dos antimicrobianos. Fonte: Adaptado de Tortora et al., 2001.
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Os antimicrobianos mais utilizados, classificados de acordo com seu mecanismo de

acao, estdo listados no Quadro 1 (pp. 13 a 14) (Adaptado de Pelczar et al., 1996).

Quadro 1. Antibioticos e antifingicos utilizados no tratamento das infec¢des microbianas.

Antimicrobiano Atividade Espectro de acio/via de administracio

Antibacterianos

Inibidores da sintese da parede celular : B-lactamicos

Penicilinas
Naturais
Penicilina G Bactericida  Gram-positivas, parenteral
Penicilina V Gram-positivas, oral
Penicilinas
Sintéticas
Ampicilina Bactericida ~ Amplo espectro de agdo, oral e parenteral
Meticilina Resistente a penicilinase, parenteral
Monobactidmico
Aztreonam Bactericida ~ Gram-negativas, parenteral
Cefalosporinas Amplo espectro, oral e parenteral
Carbapenémicos
Imipenem Bactericida ~ Amplo espectro, parenteral
Bacitracina Amplo espectro, topica
Vancomicina Gram-positivas resistentes a penicilina, parenteral
Isoniazida Bacteriostatico Mycobacterium tuberculosis, oral
Etambutol

Lesdao da membrana plasmatica
Polipeptideos
Colistina Bactericida ~ Gram-negativas, oral
(Polimixina E) Gram-negativas, topica

Polimixina B

Inibidores da sintese de metabdlitos essenciais
Sulfonamidas
Sulfametoxazol + Bactericida  Amplo espectro, oral
Trimetoprima

Inibidores da sintese de acido nucléico

Quinolonas e Fluroquinolonas

Acido nalidixico Bactericida  Gram-negativas, oral (infec¢des urinarias)
Norfloxacina e Gram-negativas, oral e parenteral
Ciprofloxacina

(Continua)
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Quadro 1 (Continuagao)

Rifampicinas
Rifampicina Bactericida ~ Amplo espectro, oral (tuberculose e hanseniase)
Rifamicina sddic: Amplo espectro, topica
Inibidores da sintese protéica
Aminoglicosideo
Estreptomicina Bactericida ~ Amplo espectro, parenteral (tuberculose)
Espectinomicina Amplo espectro, parenteral (gonorréia)
Neomicina Amplo espectro, topica
Canamicina Gram-negativas, oral
Gentamicina Amplo espectro, topica e parenteral
Tetraciclinas Bacteriostatico Amplo espectro, oral e parenteral
Macrolideos
Eritromicina Bacteriostatico Gram-positivas, oral e parenteral
Lincomicina Gram-positivas, parenteral
Cloranfenicol Amplo espectro, oral e parenteral
Estreptogaminas
Quinuprestina +  Bacteriostatico Gram-positivas, parenteral
Dalfopristina
Antifiingicos
Inibidores do ergosterol da membrana plasmatica fingica
Polienos
Nistatina Fungicida =~ Amplo espectro, oral e topica (C. albicans)
Anfotericina B Amplo espectro, topica e parenteral (C. albicans)
Azdis
Miconazol Fungicida ~ Amplo espectro, oral e topica
Fluconazol Amplo espectro, oral e parenteral
Cetoconazol Fungistatico ~ Amplo espectro, oral e topica

Inibidores da sintese da parede celular: via interferéncia nos microtibulos mitoticos

Griseofulvina Fungistatico Amplo espectro, oral e topica (dermatofitos)

Inibe a biossintese do acido ribonucléico e proteinas fungicas

Flucitocina Fungicida  Acgdo restrita: Cryptococcus neoformans e
Candida spp., oral, tOpica e parenteral

A quantidade de medicamentos disponiveis para tratamento das doencas infecciosas
tem crescido, consideravelmente, nos ultimos anos. A industria farmacéutica vem investindo

de forma consideravel, principalmente apds o surgimento da SIDA nos anos 80, quando foi
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intensificada a busca por drogas antimicrobianas mais especificas em seus sitios de atuacao e
com poucos efeitos adversos (Silva, 2006).

O uso indiscriminado dos antimicrobianos e a administragdo de forma ndo controlada,
juntamente com o aumento da prevaléncia das doencas imunossupressoras t€ém sido as mais
importantes causas da resisténcia aos antimicrobianos. Os principais mecanismos de
resisténcia sdo desencadeados pela inativacdo enzimatica, modificagdes nos receptores,
devido a mudancas ribossomicas e de DNA girase, alteracdes de enzimas bacterianas e
fingicas, de transporte do antimicrobiano, nas proteinas da membrana externa, na forca
protonica reduzida e transporte ativo a partir da célula microbiana (Silva, 2006). A busca de
novas alternativas que possam substituir ou melhorar os antimicrobianos disponiveis ¢
urgente, ¢ uma das fontes de pesquisa ¢ representada pelos produtos de origem natural.
Grande parte dos antimicrobianos em uso (penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos,
entre outros) ¢ derivada de metabélitos secundérios de fungos e bactérias. E possivel que da
mesma forma, existam em metabdlitos provenientes de espécies vegetais com propriedades
semelhantes e que futuramente possam substituir os medicamentos outrora eficientes. O
antimicrobiano ideal, objeto permanente de pesquisa, ¢ aquele que apresenta atividade letal
ou inibitdria contra diferentes espécies de microorganismos, ndo provoque efeitos colaterais,

seja quimicamente estavel e ndo induza resisténcia microbiana (Schenkel et al., 2004).

3.3 Microrganismos Estudados

Os Staphylococcus (Figura 4, p. 16) s3o células Gram-positivas pertencentes a
familia Micrococcaceae, geralmente dispostas em cachos irregulares semelhantes a “cachos
de uva”. Esses microrganismos patogénicos hemolisam o sangue, coagulam o plasma e
produzem uma variedade de enzimas e toxinas extracelulares. O género Staphylococcus tem
cerca de 30 espécies. As trés espécies de maior importancia clinica sdo S. aureus, S.
epidermidis e S. saprophyticus. O S. epidermidis e o S. saprophyticus sao encontrados na
microbiota normal do sistema tegumentar e apresentam baixo potencial patogénico,
enquanto o S. aureus € um patogeno em potencial, podendo ser encontrado na naso e
orofaringe (Jawetz, & Levinson,, 2005).

O S. aureus é o agente etioldgico mais comum em infecgdes piogénicas da pele ou
em regides mais profundas, como fascia, musculos, visceras e tecido 6sseo. Na pele a
infeccao ¢ designada de acordo com a localizagdo e/ou caracteristicas da lesao, tais como

foliculite, furunculose, carbinculo, hordéolo, celulite, e impetigo (Sampaio & Rivitti, 2007).
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Figura 4. Staphylococcus aureus

A foliculite ¢ a inflamagdo de um foliculo piloso, que surge em decorréncia de sua
obstrugdo. O furtinculo, ou abscesso, ¢ a infec¢do dos foliculos pilosos e das glandulas
sebaceas obstruidas, com envolvimento do tecido celular subcutaneo. Quando o furunculo
apresenta varios tipos de drenagem, recebe a designacdo de carbunculo, particularmente
quando localizado na nuca e parte superior das costas. O hordéolo, ou tercol, ¢ a infeccao
estafilococica de uma glandula sebacea marginal das palpebras (Sampaio & Rivitti, 2007). A
celulite ¢ uma infec¢do da derme e tecido subcutaneo profundo, caracterizada por inflamagao
supurativa, aguda e difusa do tecido conjuntivo frouxo, geralmente resultante da infec¢do de
uma ferida, tlcera ou outras lesdes de pele, inclusive de fissuras anais (Montemarano &
James, 1993). O impetigo consiste em uma infec¢do bacteriana da pele, também causada pelo
S. aureus, com maior incidéncia na primeira infancia, caracterizada por vesiculas, pustulas ou
bolhas flacidas em bases eritematosas que rompem com facilidade deixando uma erosao
umida que seca e forma uma crosta (Aratjo & Schachner, 2006)

Tradicionalmente os Staphylococcus sdo divididos em duas categorias: coagulase
positivos e coagulase negativos, de acordo com a capacidade de coagular o plasma, uma
propriedade considerada como importante marcador de patogenicidade. Entre as espécies
coagulase positivas, a principal responsavel por infec¢des humanas, de origem comunitéria
ou hospitalar, ¢ a S. aureus, sendo por isto a mais estudada. As espécies coagulase negativas
sdo, também, consideradas como importantes causas de infec¢des, particularmente no
ambiente hospitalar, em pacientes com defesas organicas comprometidas ou portadores de
corpos estranhos como proteses, cateteres e enxertos sintéticos (Trabulsi et al., 1999).

A espécie Pseudomonas aeruginosa (Figura 5, p. 17), familia Pseudomonadaceae, ¢
constituida por bacilos Gram negativos, aerobios, cuja mobilidade ¢ feita por flagelos.

Estes bacilos produzem energia para sobreviverem apenas por oxidagao dos agtcares,

ndo tendo a capacidade de fermentd-los. Em decorréncia dessa deficiéncia eles produzem
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citocromo-oxidase, utilizando o nitrato em substituicdo ao oxigénio como aceptor final de
elétrons, produzindo também arginina dehidrolase e ornitina-descarboxilase. A forma
patogénica desses bastonetes Gram negativos ndo fermentadores depende de algumas
caracteristicas, como: aderéncia a células hospedeiras, producdo de polissacarideos
(alginato), toxinas extracelulares, resisténcia aos fatores bactericidas do soro e presenca de
lipopolissacarideo de parede celular (endotoxina). Por ser considerada a espécie com maior
poder de viruléncia desta classe de microrganismos, essas caracteristicas tém sido

exaustivamente estudadas na P. aeruginosa (Arnow & Flaherty, 1996).

Figura S. Pseudomonas aeruginosa. Fonte: URL: http://keprice.myweb.
uga.edu/pseudomonas.htm.Acessado em 20/08/2008.

Estes microrganismos sdo vastamente encontrados na natureza, sendo o solo e a dgua,
seus principais habitats. No entanto, se comportam também como comensais do intestino
grosso em cerca de 10% dos seres humanos. Considerando a P. aeruginosa como uma
bactéria que pode fazer parte da microbiota humana, ela raramente ¢ causa de infecc¢des
comunitarias em individuos saudaveis. Entretanto, como ja mencionado, em ambientes
nosocomiais, esta bactéria torna-se um importante agente infeccioso, principalmente, em
pacientes imunossuprimidos. Além disto, o numero de fatores de viruléncia ¢
significativamente maior em cepas provindas de isolados clinicos, quando comparados as
cepas do meio ambiente (Paviani ef al., 2004). Essas condigdes a elegem como um dos mais
prevalentes agentes de infec¢des hospitalares em todo o mundo (Jawetz et al., 2005).

O espectro de doencas causadas por Pseudomonas compreende desde infecgdes
superficiais da pele até septicemia fulminante (Murray, 1995). A P. aeruginosa pode causar
infec¢do aguda pela producdo de toxinas, e infec¢do cronica pela agdo da camada espessa que
consiste no seu biofilme, ou ainda em uma patologia que ¢ resultado do somatorio destes

fatores de viruléncia (Palleroni, 1993).
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Estudos epidemioldgicos realizados entre 1995 e 1997, em institui¢des hospitalares
do Rio de Janeiro, revelaram que dentre as 24 espécies bacterianas identificadas nos casos de
infec¢do hospitalar, a P. aeruginosa foi o segundo agente mais frequentemente encontrado.
Esta bactéria foi responsavel por 18,5% dos casos, sendo superado apenas pelo S. aureus
com 21% das ocorréncias (Asensi et al., 2000). A alta incidéncia deste patdgeno pode ser
atribuida a diversas propriedades como facil adaptagdo as condi¢cdes ambientais de nutrigao,
temperatura e umidade, e sua capacidade de receber e transmitir fatores de resisténcia a
antimicrobianos (Favero et al., 1977). Esta bactéria ¢ capaz de sobreviver por periodos
prolongados em ambientes umidos, permitindo que equipamentos ¢ materiais hospitalares
(respiradores e nebulizadores, bem como, solugdes antissépticas desinfetantes e de uso
terapéutico), sirvam de reservatorio. Este conjunto de fatores facilita a infeccdo de pacientes
internados, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), locais nos quais os
individuos muitas vezes encontram-se imunodeprimidos e submetidos a procedimentos
invasivos (Moolenar et al., 2000). Uma caracteristica marcante das infeccoes por P.
aeruginosa adquiridas em UTI ¢ a multirresisténcia (Sader et al., 1993). Os percentuais de
resisténcia sdo mais elevados em amostras isoladas nestas unidades de tratamento, refletindo
maior intensidade de uso de antimicrobianos nesse ambiente, e, possivelmente transmissao
de cepas multirresistentes entre os pacientes (Goldmann & Huskins, 1997).

A espécie Candida albicans (Figura 6, p. 18) ¢ um fungo Gram positivo, polimorfo,
oportunista ou patogénico pertencente a familia das Saccharomycetaceae (Nobre et al.,
2002). Esta espécie pode causar infec¢des superficiais variando de doencas da pele e
mucosas aos tecidos profundos, sendo responsavel por 85% dos casos de candidiase (Val &

Almeida Filho, 2001; Crocco et al., 2004).
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Figura 6. Candida albicans. Fonte: URL: http://upload.wikimedia.org.
Acessado em 20/02/2008.
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A viruléncia e patogenicidade da C. albicans nao podem ser atribuidas apenas a um
fator isolado. Elas sdo resultantes da produg¢do concomitante dos diversos fatores que este
organismo possui de transformar-se numa célula adaptada a invasdo dos tecidos de um
hospedeiro (Kunamoto et al, 2005). A capacidade da C. albicans desenvolver formas
filamentosas (hifas e pseudo-hifas) ¢ um dos principais determinantes da sua viruléncia e esta
intimamente associada a sua capacidade de causar doencas. Sua forma filamentosa facilita a
invasdo tecidual e reforca a colonizagdo. Além disso, tem sido sugerido que estimulos
ambientais tais como temperatura em torno de 37° C e pH maior que 5,5 podem aumentar a
formag¢do de hifas. Os filamentos também desempenham um importante papel no
desenvolvimento da arquitetura do biofilme do fungo maduro (Braga et al., 2007). Outros
fatores que influenciam a viruléncia e patogenicidade deste fungo sdo: a estrutura da sua
superficie celular, que pela sua adaptagdo ao contato com células do hospedeiro determina
sua adesdo e penetragdo; e a producdo de enzimas extracelulares hidroliticas, que tém sido
alvo de diversos estudos.

Nos ultimos anos, as micoses humanas apresentam carater oportunista produzindo
infecgdes em pacientes imunocomprometidos, principalmente devido a doencas como
tuberculose, diabetes, SIDA, cancer ou ainda pelo uso de drogas imunossupressoras. No
entanto, esses fungos podem também produzir infeccdo em hospedeiros imunocompetentes
na cavidade oral, trato gastrintestinal, pele e genitdlia. Entre muitos agentes oportunistas
fungicos, a C. albicans continua a ser a espécie mais comum, que produz um amplo espectro
clinico tanto em seres humanos, como em animais (Jadhav et al., 2003).

A candidiase manifesta-se clinicamente de trés diferentes formas: cutanea, mucosa e
sistémica. A forma cutinea estd presente, geralmente, nas dobras do corpo humano, como os
espagos interdigitais dos pés e das maos, pregas axilares, nuca, regido intergliitea e inguinal.
As formas clinicas mais comuns da candidiase de mucosa s3o a pseudomembranosa,
caracterizada por placas brancas removiveis denominadas de aftas ou sapinhos quando
acomete criancas pequenas, ¢ a forma atréfica, que se apresenta como placas vermelhas,
lisas, pruriginosas e ardentes. Esta tltima atinge, principalmente, a genitalia feminina, sendo
caracterizada por corrimento esbranquicado, tipo leitoso. A infecgdo sist€émica pode alcangar
diversos 6rgaos, causando candidiase pulmonar, endocardite, nefrite e fungemia, levando o
paciente na maioria dos casos a obito (Menezes et al., 2004).

A fungemia ou septicemia fingica acomete individuos imunocomprometidos,
geralmente, internos em UTI. Entretanto, sdo os neonatos de baixo peso, suas principais

vitimas em decorréncia dos achados clinicos serem inespecificos e, quase sempre,
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indistinguiveis de uma septicemia bacteriana, ou de outras complicagdes comuns do periodo
neonatal tais como: hipotermia, residuo gastrico acompanhado de distensdo abdominal,
hipoatividade, e alteragdo respiratoria que pode levar a apnéia, hiperglicemia, hipotensdo e

bradicardia (Moreira, 2005).
3.4 Espécies Vegetais Selecionadas

Sete espécies vegetais da flora alagoana foram selecionadas para o presente estudo
quimico biomonitorado pela atividade antimicrobiana: Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bur.
(Bignoniaceae), Capparis cynophallophora L e C. spinosa Jacq. (Capparaceae), Piper
hayneanum C.DC. e P. marginatum Jacq. (Piperaceae), Portulaca cf. elation Mart. ex. Rohrb
(Portulacaceae) e Swatzia apetala Raddi. (Fabaceae). Apds a triagem antimicrobiana in vitro
dos extratos brutos provenientes destas plantas, somente a Z. tuberculosa e P. hayneanum
apresentaram resultados promissores. Portanto, o restante do trabalho de biomonitoramento
foi conduzido com estas duas espécies vegetais, cujas caracteristicas estdo apresentadas
separadamente no item 3.5 (p. 21).

O género Capparis ¢ um dos 50 da familia Capparaceae, que possui 700 espécies de
ocorréncia nos Trépicos e Subtrépicos de ambos os hemisférios. No Brasil esta familia esta
representada por 9 géneros e 46 espécies, constituidas por plantas herbaceas, arbustivas e
arboreas sendo os géneros Capparis e Cleome mais prevalentes. Popularmente, as espécies
C. cynophallophora e C. spinosa tém sido usadas para tratamento de infec¢des e inflamagao
das articulag¢oes (Ribeiro, 1999).

O género Portulaca ¢ um dos 30 géneros da familia Portulacacea que ocorre,
predominantemente, nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Este género tem cerca de
40 espécies, dentre elas, a P. oleraceae ¢ originaria da Europa e se caracteriza como uma
erva rasteira, suculenta medindo 3 cm de tamanho conhecida popularmente como beldroega.
E usada pela medicina popular como antisséptico e antimicrobiano no tratamento de feridas
da pele, sendo estas propriedades ja comprovadas cientificamente. Na culindria tem sido
relato o seu uso como legume e condimento em paises como China, Franga, dentre outros
(Santos et al., 1992; Rashed et al., 2003).

O género Swatzia esta alocado em um dos 650 géneros da familia Fabaceae que tem
ampla distribuicao geografica. Este género possui mais de 18.000 espécies de arbustos ou
arvores, que variam de 5 a 40 metros de altura. A S. apetala é conhecida como “arruda rajada

ou vermelha”, devido a coloragcdo da sua madeira, sendo muito usada na construgdo civil,
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pela sua durabilidade. Esta espécie vegetal tem sido relatada como antifingica e antioxidante
(Braz Filho et al., 2002; Araujo et al., 2007).

A espécie vegetal P. marginatum compreende uma das 700 espécies do género Piper.
Este género é considerado o maior dentre os dez da familia Piperaceae. As plantas deste
género apresentam uma variedade muito grande de uso pela medicina popular, dentre eles,
tem sido descrita a utilizagdo da P. marginatum no tratamento de doencas provocadas por
bactérias e fungos, além de ser um potente antiinflamatoério (Chiappeta, et al., 1983;

D'Angelo et al., 1997).
3.5 Géneros Zeyheria (Bignoniaceae) e Piper (Piperaceae)

As familias destes gé€neros sdo angiospermas que apresentam seu corpo vegetativo
dividido em raiz, caule e folha. As angiospermas estdo alocadas em duas classes:
monocotiledonea e dicotiledonea. Tanto o género Zeyheria quanto o Piper sao dicotiledoneas
Magnoliophytas pertencentes a classe das Magnoliopsida. No entanto, a partir da subclasse,
os gé€neros seguem chaves classificatdrias diferenciadas, de acordo com a linha filogenética
de Arthur Cronquist, que levou em consideracdo os diversos aspectos morfo-fisioldgicos.
Assim, o género Zeyheria pertence a subclasse Lamiidae, ordem Scrophulariales e familia
Bignoniaceae. Enquanto o género Piper ¢ da subclasse Magnoliidae, ordem Piperales e

familia Piperaceae (Agarez, 1994).

3.5.1 Género Zeyheria

A familia Bignoniaceae compreende cerca de 120 géneros e 800 espécies distribuidas
nas regides tropicais de todo o mundo (Joly, 1998). Nas Américas, Tabebuia ¢ Zeyheria sao
os géneros mais representativos, cujas espécies apresentam importancia economica por serem
uteis na construgdo civil, na fabricagdo de modveis e na industria papeleira, além do uso no
paisagismo urbano. As espécies destes dois géneros sdo constituidas por arvores de grande
porte que tém entre 10 a 30 metros de altura com uma copa arredondada medindo
aproximadamente cinco metros de diametro, sendo conhecidas popularmente no Brasil como
Ipé (Corréa, 1931; Lorenzi, 2002).

Espécies pertencentes a familia Bignoniaceae (Jacaranda micranta Cham., Tabebuia
caraiba Bur., Tecoma sambucifolia Kunth e 7. stans L.) foram amplamente utilizadas como
antiinflamatdrio, anticoncepcional, antireumatico, anestésico e antisifilitico pelas culturas

indigenas da América do Sul (Mufoz-Mingarro ef al., 2003).
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O uso popular relatado para o género Zeyheria refere-se a espécie Z. tuberculosa
(Vell) Bur., para tratamento das afec¢des cutineas (uso externo - banho) por indios
brasileiros da regido sudeste, e para o tratamento de cancer. O extrato aquoso ¢ administrado
por via oral em adultos, no estado de Minas Gerais, Brasil (Duarte Weinberg et al., 1976) ¢ o
decocto, preparado a partir das raizes de Z. montana Mart., é utilizado sob a forma de banhos
contra as doencas de pele (Jacome et al., 1999).

Estudos biologicos com espécies desta familia t€ém revelado atividade antimicrobiana
em alguns dos géneros, dentre os quais: Dolichandrone, Kigelia, Arrabidaea, Newbouldia,
Oroxylum e Stereospermum, Mayodendron (Houghton et al., 1997; Houghton et al., 2002;
Lima, et al., 2003; Eyong et al., 2006; Hashem et al., 2007). No entanto, ndo ha relatos na
literatura deste tipo de estudo com espécies do género Zeyheria.

As dez espécies que compdem o género Zeyheria sdo: Z. barbata Miq., Z. digitada
Migq., Z. fluviatilis Miq., Z. hamburiana Corr. Mello, Z. kuntzei K. Shum., Z. montana Mart.,
Z. digitalis (Vell.) Hoehne, Z. surinanmensis Miq., Z. tuberculosa (Vell.) Bur. e Z. velloziana
Miers (Gentry, 1992; Raffauf, 1996). O levantamento bibliografico para avaliagdo do perfil
quimico destas espécies revelou estudos fitoquimicos com apenas trés delas. As espécies
vegetais estudadas foram coletadas no Brasil, e estdo descritas a seguir: a) Z. digitalis (Vell.)
Hoehne: do caule [2 benzendides: Vanilina (9) e Acido veratrico (10), 1 carboidrato: D-
glicose (11), 1 lignana: Zeyherol (12), 1 quindide: Lapachol (13), 1 fitoesterdide: B-Sitosterol
(14)]; das raizes [1 benzendide: Benzoato de N-(N’-benzoil-S-fenilalinil)-fenilalaninila (15)];
b) Z. montana Mart.: 4 quindides: Lapachol (13), a-Lapachona (16), Dehidro-a-lapachona
(17) e 4-hidroxi-a-lapachona (18) todos provenientes das raizes; c) Z. tuberculosa (Vell.)
Bur.: das folhas [2 flavonas: 5-6-7-8-Tetrametoxi-flavona (19), 5,6,7-Trimetoxiflavona (20),
do caule [1 fitoesterdide: B-Sitosterol (14), 1 lignana: Zeyherol (12) e 4 quinoides: Lapachol
(13), a-Lapachona (16), Dehidro-a-lapachona (17) e 4-hidroxi-a-lapachona (18) (Ferreira et
al., 1995) (Kutney & Hanssen, 1971; Da Silveira et al., 1975; Duarte Weinberg et al., 1976;
Gupta & Khanna, 1978; Jacome et al., 1999).
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A espécie Z. tuberculosa (Figura 7, p. 24) ¢ uma arvore de médio a grande porte,
conhecida como "Ipé tabaco ou felpudo”, com tronco reto, cilindrico e casca grossa cinza-
clara a pardo-amarelada. A folha inteira, assim como o resto da planta, ¢ recoberta por uma
camada espessa, semelhante a um veludo, dai a origem do nome popular. Seus ramos
geralmente sdo grossos, asperos, ¢ felpudos quando novos. As folhas sdo opostas cruzadas,
pentadigitadas e grandes. A inflorescéncia surge apds a brotagdo das folhas, em forma de
cachos entre os meses de novembro a fevereiro. Seus frutos se apresentam capsulados na
forma oval, externamente revestidos de densas expansdes semelhantes a um pélo grosso
lenhoso, com inimeras saliéncias, tipo tubérculos, sendo esta a razdo do nome da espécie. As
sementes sao achatadas, branco-amareladas, felpudas, que germinam facilmente quando
colocadas sob uma fina camada de solo ou palha imida. Esta espécie, de grande potencial
economico, estd ameacada de extingdo em decorréncia da atuacdo humana em atividades
agropecuarias, madeireiras e de carvoaria (Luz & Ferreira, 1985). Esta espécie vegetal ndo
possui um unico tipo de habitat no territdrio brasileiro, podendo ser encontrada nos cerrados,

na mata atlantica e regido amazonica (Pauletti et al., 2003).

Piper hayneanum C.DC.

Zeyheria tuberculosa (Vell) Bur.

Figura 7. Fotos das espécies vegetais Z. tuberculosa (Vell) Bur.* e de P. hayneanum C.DC.
*Fonte: URL: http://www.arvores.brasil.com.br. Acessado em 23/02/2008.
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3.5.2 Género Piper

O género Piper ¢ um dos dez géneros da familia Piperaceae, com vasta distribui¢ao
mundial, compreendendo cerca de 2.300 espécies. No Brasil, essa familia ¢ representada
pelos géneros: Piper L., Peperomia Ruiz & Pav., Potomorphe Miq., Ottonia Spreng., €
Sarchorhachis Trel., sendo a ultima exclusiva das regides Sul e Sudeste (Guimardes &
Giordano, 2004). Este género possui em torno de 700 espécies, distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios. As plantas caracterizam-se por espécies
arbustivas, arvoretas, ou plantas herbaceas epifiticas, geralmente variando de um a dez
metros de altura, com caule nodoso. Suas folhas sdo alternadas variando na forma e no
tamanho e as flores aperiantadas (Guimaraes & Giordano, 2004). Este género engloba um
grande numero de espécies que se caracterizam pelo uso popular e pela importancia
econdmica e comercial, em decorréncia da producdo de oOleos essenciais utilizados pela
industria de condimentos, farmacéutica, inseticida ¢ de cosméticos (Albiero et al., 2005)

O levantamento bibliografico do género Piper revelou amplo uso popular das suas
espécies, sendo constatadas 84 diferentes utilizagdes destas plantas de forma isolada (Tabela
1, p. 28), e 31 em associagdo com outras espécies do mesmo género e/ou de outros géneros
(Tabela 1a, p.54). Destes relatos 52% foram registrados nas Américas, 25% na Asia, 12% na
Africa, 10% na Oceania e apenas 1% na Europa.

Ensaios biologicos realizados com algumas espécies deste género identificaram a
existéncia de 76 diferentes atividades (Tabela 2, p.59), sendo que em 25 do total foram
confirmadas as indicagdes terapéuticas a elas atribuidas. Das 25 indicagdes terapéuticas
(Figura 8, p. 26) cientificamente constatadas, cinco merecem destaque por se tratarem de
ocorréncias nas quais geralmente microrganismos patogénicos estdo envolvidos: 1-
cicatrizacdo de feridas, 2- diarréias e coélera, 3-distirbios pulmonares (bronquite e
pneumonia), 4- doengas microbianas (cutineas, da boca, do aparelho reprodutor feminino,
oculares), 5- inflamagdo e infeccdo. Estas atividades foram relatadas para 15 espécies
vegetais, quais sejam: P. aduncum L, P. angustifolium Lam., P. amalago L., P. attenuatum
Willd., P. auritum Kunt., P. betle L, P. guineense Schumach & Thonn., P. hispidum Hayata,
P. longum L., P. lenticellosum C.DC., P. marginatum Jacq., P. methysticum G. Forst., P.
nigrum L, P. peltatum L., P. retrofractum Vahl. O relato de atividades antimicrobianas
(Tabela 2, p. 59) e cicatrizantes de feridas nestas espécies pode servir de indicativo para a

busca de tais atividades em outras espécies do mesmo género.
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Considerando-se o numero de compostos descobertos, a fitoquimica do género Piper
¢ rica. No entanto, em decorréncia da diversidade de espécies deste género e da variedade
intraespecifica de metabolitos secundarios nas espécies que ja foram examinadas, a quimica
da Piper, ainda, necessita de investigacdo. Somente cerca de 10% de todas as espécies de
Piper foram fitoquimicamente estudadas (Dyer et al., 2004). O que ja foi elucidado esta
documentado e tem sido objeto de extensa revisdo. Das espécies estudadas foram
encontrados em torno de 592 compostos distribuidos nas seguintes classes: 145
alcaloides/amidas, 39 propenilfendis, 47 lignanas, 70 neolignanas, 89 terpenos, 15 esterdides,
18 kavapironas, 4 piperolidas, 17 chalconas/dihidrochalconas, 16 flavonas, 6 flavanonas e
126 compostos miscelaneos (Parmar et al. 1997). Os metabolitos secundarios sao
encontrados em todas as partes das plantas, todavia, particularmente, em algumas espécies de
Piper, eles se apresentam muito interligados (P. betle, P. nigrum e P. auritum). Por este
motivo alguns estudos sugerem a possibilidade de sinergismo entre estes compostos (Scott et

al., 2002; Dyer et al., 2003).

Outras indicagdes |47,8

Doengas microbianas 7:| 14,9
Cicatrizac&o de feridas 7:| 13,4
Disttrbios pulmonares | 11,9

Diarréias e colera 7:| 7,9

Inflamag&o e infecgao 7E| 4,5

0 10 20 30 40 50 60

Usos populares comprovados cientificamente (%)

Figura 8. Distribui¢do das Indica¢des populares cientificamente comprovadas.

A espécie P. hayneanum C.DC. (Figura 7, p. 24), anteriormente identificada como
Ottonia macrophylla Kunth, ¢ uma planta herbéacea terrestre que mede aproximadamente um
metro de altura quando adulta. Esta espécie vegetal apresenta caule nodular e liso, ndo
lenhoso e delgado, com folhas alternas, inervadas, elipticas de dpice acuminado que medem
de 4,5 a 11,5 cm de comprimento. As flores sdo aclamideas, diminutas, protegidas por

bracteolas pediceladas, formando umbelas. O fruto ¢ constituido por uma drupa pequena, em
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forma de espiga, com sementes minusculas, dispostas verticalmente acima da copa da planta,
estando presente no final das estagdes chuvosas (Guimaraes & Giordano, 2004).

No Brasil, a ocorréncia de P. hayneanum foi relatada, somente, nos estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Pernambuco e Paraiba (Yuncker, 1972, 1973; Guimardes &
Giordano, 2004). Este ¢ o primeiro relato da ocorréncia desta planta em Alagoas.

Apo6s levantamento realizado na base de dados NAPRALERT (NAtural PRoducts
ALERT), no site do The International Plant Name Index (http://www.ipni.org/index.html), na
base de dados (web of science) do periddicos CAPES e na base de dados do SciFinder

Scholar foi constatada auséncia de estudos com esta espécie vegetal.
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Tabela 1. Usos populares relatados em espécies do género Piper (Piperaceae).

Uso Popular Espécies Local de Uso Parte da Extratos/Modo de Uso Referéncias
Planta
Abortivo P. aurantiacum Wall. india Frutos Frutos (VO) Saha et al., 1961
P. austrocaledonicum C.DC. Nova Caule Seiva (VO, gestante) Rageau, 1973
Caledonia
P. dilatatum Rich. Argentina Folhas Aquoso quente (VO, gestante)  Martinez-Crovetto, 1981
P. longum L. india Frutos Nao citado (VO, gestante) Saha et al., 1961
Tailandia Sementes  Aquoso quente (VO, gestante)  Piyachaturawat ef al., 1982
P. methysticum G. Forst. Havai Folhas Aquoso quente (VO) ou Folhas Handy et al., 1934
(Intravaginal, gestante) Gutmanis, 1977
P. nigrum L. EUA Frutos Alcodlico (VO, gestante) Malhi, & Trivedi, 1972
india Frutos Nao citado (Vaginal e VO, Thompson, 1941
Nao citada  gestante) Saha et al., 1961
Indonésia Nao citada  Nao citado (gestante) Steenis-Kruseman, 1953
Malasia Frutos Nao citado (VO, gestante) Gimlette, 1929; 1939;
Sementes Quisumbing, 1951; Petelot,
1954; Burkill, 1966
Tailandia Sementes  Aquoso quente (VO, gestante)  Piyachaturawat ef al., 1982
Leste da Frutos Nao citado (VO, gestante) Watt & Breyer-Brandwi JK,
Africa 1962
P. peltatum L. Brasil Partes aéreas Infuso (VO, gestante) Milliken, 1997b
P. sanctum Schltdl. México Folhas Folhas (VO, gestante) Martinez, 1984
P. sarmentosum Roxb. México Nao citada  Nao citado (VO, gestante) Lozoya, 1976
Acne P. umbellatum L. México Folhas Creme (Topico, adulto) Zamora-Martinez & Pola,
1992
Adstringente P. angustifolium Lam. USA Folhas Aquoso quente (VO, adulto) Anon, 1931
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Tabela 1 (Continuagado)

Afrodisiaco

Alimento ou
condimento

P. betle L. India
P. cubeba L f1. Malasia
Yemen

P. erythroxyloides R.E. Schult Venezuela
& Garcia-Barr.

P. guineense Schumach & Costa Ivore

Thonn.
P. longum L. Afeganistao
P. nigrum L. Marrocos
Italia
P. retrofractum Vahl. Morocco
P. aduncum L. Porto Rico
P. auritum Kunt. Honduras
P. betle L. Tailandia
P. sarmentosum Roxb.
P. excelsum G. Forst. Nova
Zelandia
P. guineense Schumach & Nigéria
Thonn
Nigéria
P. longum L. india
P. malamiris L. India
P. methysticum G. Forst. USA
P. nigrum L. Tailandia
Malasia
China

Folhas,
Peciolos
Frutos
Amostra
comercial
No (Caule)

Raizes

Frutos
Frutos
Frutos
Frutos

Frutos
Caule
Folhas

Folhas
Planta inteira

Raizes
Sementes

Folhas
Raizes
Frutos
Folhas
Folhas

Naio citado, Infuso ou Decocto
(VO, adulto)

Sementes (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Frutos (VO, adulto)

Frutos (VO)
Suco (VO)
(VO, adulto)

Cha (VO)
Infuso (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Folhas (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Frutos (VO)

Folhas (VO, adulto)

Folhas (VO, adulto)

Tewari et al.,1970; Mitra et
al., 1996; Adhikary, 1989
Burkill, 1966

Fleurentin & Pelt, 1982

Schultes, 1975
Bouquet & Debray, 1974

Elisabetsky et al., 1992
Bellakhdar et al., 1991
Amico, 1972

Bellakhdar et al., 1991

Stimson, 1971

Lentz, 1993
Maukakami, et al., 1997
Murakami et al., 1995
Brooker ef al., 1989

Udoh et al., 1996

Gill & Akinwumi, 1986
Shanmugasundaram & Radah
Shanmugasundar, 1986
Maikhuri & Gangwar, 1993
Anon, 1931

Maurakam et al., 1995; 1997
Mackeen et al., 1997

Pei, 1985
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Tabela 1 (Continuag¢do)

Analgésico

P.
P.

P.
P.
P.
P.
P.

allenii Trel.
amalago L.

. aduncum L.

. arboricola C.DC.
. auritum Kunt.

betle L.

callosum Opiz

capense L. .

divaricatum G. Mey.
erythroxyloides R.E. Schult

& Garcia-Barr.

P.

hispidum Hayata

P. jacquemontianum Kunt.

P.

longum L.

Coldombia
México

Jamaica
Honduras

China
Guatemala

Nicardgua
Fiji
Brasil
Venda
Coldombia
Venezuela
Nicaragua

Nicaragua

Nicaragua
India

Raizes

Cascas, Folhas,

Raizes

Folhas + Caule
Flores, Folhas,

Caule

Planta inteira

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Cascas
N3do citada
N6 (Caule)
Folhas

Folhas

Flores, Folhas
Frutos, Raizes

Nao citado (adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Nao citado
Decocto (VO, adulto)

(VO, adulto)

Emplastro (Tépico)

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado

Nao citado (VO, adulto)

Nao citado; Decocto (adulto)

Decocto e infuso (VO, adulto)

Decocto; Nao citado (adulto)

Nao citado e Aquoso quente
(VO); Po (VI, adulto)

Schultes, 1975
Dominguez & Alcorn,
1985; Dominguez et al.,
1986

Asprey & Thornton, 1955
Lentz et al., 1998

Ho et al., 1981

Giron et al., 1991
Comerford, 1996
Barrett, 1994

Coe & Anderson, 1996a;
1996b

Singh, 1986

Martins et al., 2005
Arnold & Gulumian,1984
Benitez & Valois, 2004
Schultes, 1975

Coe & Anderson, 1996a;
1996b

Coe & Anderson, 1996a;
1996b

Barrett, 1994

Chen, 1981; Deka et al.,
1983; Singh & Maheshwari,
1994
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Tabela 1 (Continuag¢ado)

Anemia
Anorexia

Antiabortivo

Anticoncepcional

P. marginatum Jacq.

P. methysticum G. Forst.

P. nigrum L.

P. peltatum L.

P. sarmentosum Roxb.

Piper spp.

P. umbellatum L.

P. tricuspe C.DC.
P. auritum Kunt.
P. retrofractum Vahl.

P. amalago L.
P. sanctum Schltdl.
P. umbellatum L.

P. nigrum L.

China
Panama
Brasil
Havai
Fiji
Nigéria

Tailandia
Peru
Nicardgua

Malasia
Nova Guiné
Nigéria

Brasil
Coldémbia

Nicaragua
Bangladesh
México
México
Costa do
Marfim

Paises
Arabes
India

Frutos
Folhas
Folhas
Folhas
Sementes
Sementes
Frutos
Caule
Partes aéreas
Folhas
Partes aéreas
Folhas
Folhas
Frutos

N3do citada
N3do citada
Folhas

Frutos

Cascas, Folhas

N3do citada
Planta inteira

Frutos

Frutos

Aquoso quente (VO) (adulto)
Aquoso quente (VO) (adulto)
Infuso/Nao citado (adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Pasta (Topico)

Decocto e infuso (VO)
Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
(Externo)

Decocto (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)

Nao citado (Topico, adulto)
Decocto (VO)

Infuso (adulto)
Nao citado

Nao citado (adulto)
Infuso (VO, adulto)

Aquoso (VO, gestante)
Nao citado (VO, gestante)

Aquoso quente (VO, gestante)

Nao citado e emplastro
(Vaginal, adulto)

Aquoso quente (VO) ou Po
(Vaginal ap6s o coito, adulto)

Pei, 1983

Gupta et al., 1979
D'Angelo et al., 1997
Handy et al., 1934

Singh, 1986

Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Laupattarakasem et al., 2003
Mongelli et al., 1995

Coe & Anderson, 1996a;
1996b

Ilham et al., 1995
Holdsworth, 1984
Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Stehmann & Brandao, 1995
Benitez & Valois, 2004

Barrett, 1994
Connolly et al., 1995

Dominguez & Alcorn, 1985
Lozoya, 1976
Bouquet & Debray, 1974

Razzack, 1980

Basu, 1939; Naktani et al.,
1979; Vedavathy et al.,1991
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Antiespasmodico

Antiemético

Antiepiléptico

Antihelmintico/
Vermicida

Antihemorragico

P. peltatum L.

Piper spp.
Piper spp.

P. callosum Opiz
P. marginatum Jacq.

P. guineense Schumach &

Thonn.

P. longum L.
P. umbellatum L.

P. boehmerifolium

P. capense L 1.

P. guineense Schumach &

Thonn.

P. nigrum L.

P. sylvaticum Roxb.
P. amalago L.

Brasil Folhas
Nicaragua Folhas
Nova Guiné N3do citada
Equador Folhas
Brasil Folhas
Peru Folhas
Brasil Folhas
Nigéria Raizes, Frutos
China Frutos
Brasil Raizes
india Raizes
Africa (Leste) Raizes
Zimbabwe Raizes
India Sementes
Nigéria Frutos
India Frutos
Nepal Frutos
India Raizes
Porto Rico  Planta inteira
México Folhas

Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Decocto (VO)
Nao citado (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Nao citado

Infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Infuso (VO)

Aquoso quente (VO, adulto)
P6 (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Nao citado (Externo, adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Gonzalez & Silva, 1978
Dennis, 1988
Womersley, 1974
Gonzalez & Silva, 1978

Martins et al., 2005
Duke, 1994
Ramos ef al., 1986

Gill & Akinwumi, 1986
Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Pei, 1983

Kljjoa et al., 1980
Mahanta et al., 1974

Kokwaro, 1976

Kokwaro, 1976
Shanmugasundaram &
Radah Shanmugasundar,
1986

Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Dekaet al., 1979
Bhattarai, 1992

Mabhanta et al., 1974

Stimson, 1971
Dominguez & Alcorn, 1985
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Tabela 1 (Continuag¢ado)

Antiinflamatorio

Antimicoético
Antiofidico e
antidoto

P. betle L.
P. marginatum Jacq.

P. nigrum L.

P. amalago L.

P. angustifolium Lam.
P. marginatum Jacq.
P. peltatum L.

P. umbellatum L.

P. peltatum L.

P. allenii Trel.
P. amalago L.

P. arboreum Aubl.
P. auritum Kunt.
P. betle L.

P. coruscans Kunt.,
P. hispidum Hayata,
P. longivillosum Trel.,
P. marginatum Jacq.,

P. multiplinervium Trel.

P. coruscans Kunt.

Islandia
Panama
Brasil
Nova Guiné
México
Peru
Brasil
Bolivia
Nigéria

México
Peru

Panama
India
Guatemala

Colombia
Colombia
India
México
Colombia

Honduras

Folhas

Folhas

Folhas
Sementes

Raizes
Folhas
Folhas
Folhas
Raizes

Folhas frescas
Folhas

Folhas
Raizes
Folhas, Raizes

Partes aéreas
Partes aéreas
Folhas
Galhos
Partes aéreas

Folhas, Caule

Seiva (VO, adulto)
Nao citado (Externo, adulto)
Nao citado (Externo, adulto)
Nao citado (adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Infuso (Nao citado, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Decocto (VO)

Infuso (VO, adulto)
Infuso (Tépico, adulto)

Nao citado (adulto)
Decocto (VO, adulto)
Suco ou decocto (Tépico,
adulto)

Decocto (Banho, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Nao citado (adulto)

Nao citado (adulto)
Decocto (Banho ou
Cataplasma, adulto)

Decocto (Banho, adulto)

Holdsworth & Wamoi, 1982
Gupta et al., 1979
D'Angelo et al., 1997
Vasileva, 1969

Dominguez et al., 1986
Duke, 1994

D'Angelo et al., 1997
Desmarchelier et al., 1997
Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Desmarchelier et al., 1997b

Jovel et al., 1996

Schultes, 1975
Selvanayahgam et al., 1994
Comerford, 1996

Otero et al., 2000a; 2000b
Otero et al., 2000a
Selvanayahgam et al., 1994
Dimayuga et al., 1998
Otero et al., 2000a; 2000b

Lentz, 1993; Lentz et al.,
1998
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Antisséptico

Antitérmico

P. longum L.
P. nigrum L.

P. peltatum L., P. pulchrum
C.DC., P. reticulatum L.

P. sempervirens L.

P. acutifolium Ruiz & Pav.
P. aduncum L.

P. angustifolium Lam.

P. betle L.

P. guineense Schumach. &
Thonn.

P. hispidum Hayata

P. retrofractum Vahl.

P. amalago L.

P. amazonicum Miq.
P. arboreum Aubl.
P. attenuatum Willd.
P. auritum Kunt

P. betle L.

P. cubeba L. f.

india
India

Colombia

Guatemala

Peru
Nova Guiné
Peru
Brunei
Guiné

Honduras
Indonésia
México
Colémbia
Brasil
India
Guatemala

Nicaragua

Borneo
Brunei
Tailandia

Frutos
Frutos,
Sementes

Partes aéreas

Raizes

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas

Folhas, Caule
Sementes

N3do citada
Frutos
Partes aéreas

Raizes + Caule

Folhas

Folhas

Folhas
Folhas
Frutos

Nao citado (adulto)
Nao citado e p6 (VO, adulto)

Decocto (VO) ou infuso (Banho

ou Cataplasma ou Topico,
adulto)
Decocto (VO, adulto)

Decocto (Topico vaginal)
Nao citado (Adulto)

Nao citado (Adulto)
Suco (VO, adulto)
Aquoso (Topico, adulto)

Decocto (Banho, adulto)
Nao citado (Topico)

Aquoso (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Infuso (Banho, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Decocto (VO ou Banho, adulto)

Decocto (Banho)
Infuso (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Suco (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Selvanayahgam et al., 1994
John, 1984; Siddiqui &
Husain, 1990
Selvanayahgam et al., 1994
Otero et al., 2000a; 2000b

Comerford, 1996

Duke, 1994

Orjala et al., 1993a

Duke, 1994

Haji Mohiddin et al., 1992
Akendengue, 1992

Lentz et al., 1998
Ohsumi et al., 1995

Dominguez & Alcorn, 1985
Schultes & Raffauf, 1994
Milliken & Albert, 1996
Pushpangadan & Atal, 1984
Giron et al., 1991
Comerford, 1996

Barrett, 1994; Coe &
Anderson, 1996a; 1996b

Pezzuto, 1995
Haji Mohiddin et al., 1992
Mokkhasmit et al.,1971b
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Tabela 1 (Continuag¢ado)

P. hispidum Hayata

P. insectifugum C.DC.

P. Jacquemontianum Kunt.
P. longum L.

P. methysticum G. Forst.
P. nigrum L.

P. peltatum L.

P. retrofractum Vahl.
P. sarmentosum Roxb.

Piper spp.

P. umbellatum L.

Nicaragua

Peru
Rotuma
Nicaradgua

China
EUA
Bangladesh
[ndia

Arabia
Saudita
Peru
Brasil
Nicaradgua

Peru

Colémbia
Tailandia
Tailandia
Brasil
Tailandia
India
Gabao

Folhas

Folhas
Folhas
Flores, Folhas

Planta inteira
Raizes
Frutos
Frutos

Sementes

Sementes

Partes aéreas
Partes aéreas
Folhas

Folhas

Folhas
Raizes
Planta inteira

Folhas
Caule
Raizes
Folhas

Infuso (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Decocto ou infuso (VO, adulto)

Decocto ou infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Decocto (Banho, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso (Banho)

Coe & Anderson, 1996a;
1996b

Duke, 1994

Mc Clatchey, 1996
Barrett, 1994; Coe &
Anderson, 1996a; 1996b
Lama & Santra, 1979
Anon, 1931

Khanom et al., 2000
Deka et al., 1983;
Siddiqui & Husain, 1994;
Shanmugasundaram &
Radah Shanmugasundar,
1986

Seabrook, 1927

Mongelli et al., 1995
Milliken, 1997

Coe & Anderson, 1996a;
1996b

Duke, 1994; Jovel et al.,
1996

Schultes & Raffauf, 1994
Mokkhasmit ef al.,1971
Mokkhasmit ef al.,1971b

Milliken & Albert, 1996
Mokkhasmit et al.,1971b
Patra & Ghosh, 1974
Akendengue & Louis, 1994
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Ascite (Barriga d'agua)

Caca

Cicatrizacao
(corte, ferida, entorse,
hematoma e equimose)

P. trioicum L.
P. wallichii Miq.

P. umbellatum L.

P. bartlingianum Miq.
P. dumosum Rudge
P. hispidum Hayata
P. longum L.

P. marginatum Jacq.

P. methysticum G. Forst.

P. umbellatum L.

P. aduncum L.

P. angustifolium Lam.
P. auritum Kunt

P. capense L.1.

P. carpunya Ruiz & Pav.

P. elongatum C.DC.

P. marginatum Jacq.

Brasil

India

Nepal
Nigéria

Guiana
Holandesa
Peru
Colombia
Colombia
India
Colombia
Ilhas
Saloméo
Colombia

Nova Guiné

Panama
Guatemala
Guatemala

Fiji
Venda
Peru
Peru

Brasil

Folhas

Raizes + Caule

Raizes

Folhas

Planta inteira

Folhas
Nao citada
Nao citada

Frutos
Nao citada

Raizes

Cascas

Folhas

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Cascas

Folhas + Caule
Folhas + Caule

Folhas

Mascadas ou infuso (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Suco (VO)

Infuso (VO, adulto)

N3o citado

Nao citado
Nao citado
Nao citado
Nao citado
Nao citado
Nao citado

Aquoso quente
Nao citado

Infuso (Nao citado, adulto)

Suco (Tépico, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Decocto (Topico, adulto)
Suco (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO ou tdpico,

adulto)
Infuso (VO, adulto)

Hammer & Johns, 1993
Pushpangadan & Atal, 1984
Manandhar, 1995b

Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Schultes, 1975

Duke, 1994

Schultes & Raffauf, 1990
Schultes & Raffauf, 1990
Bisset & Mazars, 1984
Schultes & Raffauf, 1990
Pickard & Cox, 1986

Schultes, 1980
Schultes & Raffauf, 1990

Okunade et al., 1997
Orjala et al., 1993b

Gupta et al., 1979

Giron et al., 1991

Giron et al., 1991

Singh, 1986

Arnold & Gulumian,1984
Ramirez et al., 1988
Ramirez et al., 1988

D'Angelo et al., 1997
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Clareador de pele

Colera

Colica menstrual

Contraceptivo

Desordens do figado

Desordens gastrintesti-
nais (colica flatuléncia,
nauseas, regurgitacao

e ulceras)

P. nigrum L.
P. peltatum L.

P. sempervirens L.
Piper spp.

P. sylvaticum Roxb.
P. umbellatum L.

P. aduncum L.

P. nigrum L.

P. aduncum L.

P. marginatum Jacq.

P. guineense Schumach &
Thonn.

P. marginatum Jacq.
P. umbellatum L.

P. aduncum L.
P. amalago L.

P. angustifolium Lam.
P. arboreum Aubl.

P. auritum Kunt
P. betle L.
P. carpunya Ruiz & Pav.

Guatemala
Argentina
Peru
Guatemala
Nova Guiné
ndia
Brasil

Honduras

Sri Lanka

Honduras

Peru

Nigéria

Brasil
Brasil

Haiti
México
ndia
Panama
Peru

Guatemala
Maléasia
Peru

Frutos
Folhas
Folhas
Raizes

Seiva
Raizes

Folhas frescas

Flores, Folhas,

Caule

Frutos

Flores, Folhas,

Caule
Folhas

Raizes

Folhas
Raizes

Folhas
cascas
Nao citada
Folhas
Folhas

Folhas
Folhas

Aquoso quente (Topico, adulto)

Decocto (Lavagem, adulto)

(Cataplasma ou Topico, adulto)

Decocto (VO, adulto)
(Banho ou topico, adulto)
Nao citado (adulto)
Infuso (Banho ou To6pico)

Decocto (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Nao citado

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Folhas + Caule Aquoso quente (VO, adulto)

Caceres et al., 1987
Desmarchelier et al., 1996
Duke, 1994

Comerford, 1996
Holdswor, 1984

Mahanta et al., 1974
Hammer & Johns, 1993

Lentz et al., 1998

Arseculeratne et al., 1985

Lentz et al., 1998

Duke, 1994
Gill & Akinwumi, 1986

Ramos et al., 1986
Kijjoa et al., 1980

Weniger et al., 1986
Dominguez & Alcorn, 1985
Mitchel et al., 2006

Gupta et al., 1979

Duke, 1994

Machado et al., 1994
Comerford, 1996

IlTham et al., 1995

Ramirez et al., 11988
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Diabete Mellitus

P. cubeba L 1.
P. elongatum C.DC.

P. guineense Schumach
& Thonn.

P. jacquemontianum Kunt.

P. marginatum Jacq.

P. nigrum L.

P. sarmentosum Roxb.
P. umbellatum L.

P. guineense Schumach &
Thonn.

EUA
Peru
Gana

Nigéria
EUA
Nigéria

india

Nicaragua
Brasil
Panama
Coréia do Sul

India

Oma

Nicaragua
Tailandia
EUA

Nigéria

Frutos
Folhas + Caule
Planta inteira

Raizes
Sementes
Folhas
Frutos, Folhas

Frutos, Raizes,
Sementes

Flores ¢ Folhas
Folhas
Folhas
Frutos

Sementes

Frutos

Folhas
Folhas
Folhas

Frutos

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado

Nao citado

(VO, adulto)
Aquoso (VO, adulto)
Infuso (VO)

Aquoso quente ou fresco (VO,

adulto)

Decocto (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Suco (VO, adulto)

Anon, 1931

Ramirez et al., 11988
Dwuma-Badu et al., 1975;
1976

Gill & Akinwumi, 1986
Bhat et al., 1990

Noumi & Yomi, 2001
Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Das et al., 1979; Deka et al.,
1979; Kholkute et al., 1979;
Shanmugasundaram &
Radah, 1986; Shanmuga-
sundar et al., 1986

Barrett, 1994

Ramos et al., 1986

Gupta et al., 1979

Lee et al., 1984

Shanmugasundaram &
Radah, 1986
Shanmugasundar et al., 1986
Ghazanfar & AL-Sababhi,
1993

Coe & Anderson, 1996a,b
Ridtitid et al.,1998

Noumi & Yomi, 2001

Iwu & Anyanwu, 1982
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Diarréia

Disfuncao erétil

Dispepsia e gastrite

P. Jacquemontianum Kunt.
P. nigrum L.

P. aduncum L.

P. angustifolium Lam.

P. betle L.
P. longum L.

P. marginatum Jacq.

P. nigrum L.

P. peltatum L.

P. sanctum Schltdl.

P. sarmentosum Roxb.
Piper spp.

. umbellatum L.

. nigrum L.

. volkensii L.

. acutifolium Ruiz & Pav.
. amalago L.

5-Ja~ TR - Ra- Bl

)

. aduncum L.

Nicaradgua
India

Nova Guiné
Brasil

Peru
EUA
Brunei
india
China
México

Argentina
Peru
México
Tailandia
Bangladesh
Brasil

Malasia
Leste da
Africa
Peru
México

Honduras

Flores e folhas

Frutos

Folhas
N3do citada
Folhas

Folhas
Folhas
Folhas

Frutos, Raizes

Frutos
Planta inteira

Frutos
Folhas
Folhas

Raizes, Frutos

Raizes
Raizes

Frutos

Raizes

Folhas
Folhas

Flores, Folhas,

Caule

Decocto (VO, adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Infuso (Nao citado, adulto)
Infuso (VO)
Decocto (VO)

Infuso (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Suco (VO, adulto)

Decocto (VO)
Aquoso quente (VO, adulto)
Suco (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

(VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Suco (VO, adulto)

P6 com vinho branco (VO)

Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Decocto (Topico)
Decocto (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)

Barrett, 1994
Atique et al., 1985; Singh &
Ali, 1989; Alam et al., 1990

Okunade et al., 1997
Souza & Felfili, 2006
Rodrigues & Carvalho,
2001

Duke, 1994

Anon, 1931

Haji Mohiddin et al., 1992

Krishnaraju et al., 2006
Pei, 1983
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Perez & Anesini, 1994
Jovel et al., 1996
Martinez, 1984
Wasuwat, 1967

Alam, 1992

Hammer & Johns, 1993

Gimlette, 1939

Watt & Breyer-Brandwi,
1962

Duke, 1994
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Lentz et al., 1998
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Disturbios

cardiovasculares e
hipertensao

Distirbios hepaticos

Disturbios pulmonares
(asma, bronquite,
dispnéia, pneumonia)

P. auritum Kunt

P. callosum Opiz

P. guineense Schumach &
Thonn.

P. hispidum Hayata

P. jacquemontianum Kunt.

P. peltatum L.
P. sarmentosum Roxb.

P. auritum Kunt

P. tuberculatum Jacq.
P. methysticum G. Forst.

P. auritum Kunt
P. peltatum L.

P. umbellatum L.

P. angustifolium Lam.

. attenuatum Willd.
. auritum Kunt.

. betle L.

. callosum Opiz

Nicaradgua

Brasil
Nigéria

Nicaragua
Nicaragua

Nicaragua
Tailandia

México

Guatemala
Nicaragua
Nao citado

Nicaragua
Peru
Bolivia
Brasil
Brasil

Peru

India
México
Brunei

Peru

Folhas

Folhas
Raizes

Folhas
Folhas

Folhas
Planta inteira

Galhos, Folhas

Folhas
Folhas
Raizes

Folhas
Folhas
Folhas
Partes aéreas
Raizes

Folhas

Raizes + Caule
Galhos, Folhas
Folhas
Folhas

Infuso ou decocto (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Infuso e decocto (VO, adulto)
Infuso e decocto (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)

Nao citado (Inalagdo, adulto)
Suco (VO, adulto)

Folhas (VO, adulto)

Coe & Anderson, 1996a;
1996b

van den Berg, 1984

Gill & Akinwumi, 1986

Coe & Anderson, 1996a;
1996b
Coe & Anderson, 1996a;
1996b
Coe & Anderson, 1996a
Mokkhasmit et al.,1971b

Dimayuga et al., 1998

Giron et al., 1991
Barrett, 1994
Norton & Ruze, 1994

Barrett, 1994

Jovel et al., 1996
Desmarchelier et al., 1997b
Milliken, 1997
Desmarchelier et al., 1997b

Duke, 1994

Pushpangadan & Atal, 1984
Dimayuga et al., 1998

Haji Mohiddin et al., 1992
Van den berg, 1984
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Diurético

P. futokadsura Siebold
P. guineense Schumach &
Thonn.

P. hancei Maxim.

P. longum L.
P. methysticum G. Forst.

P. nigrum L.

P. auritum Kunt.
P. longum L.

P. cubeba L.1.

P. guineense Schumach &
Thonn.

P. marginatum Jacq.

P. methysticum G. Forst.

Taiwan
Gana

China
Nigéria

Oeste da
Africa
Nepal
Havai

Rarotonga
EUA
Islandia
Argentina

Cuba
India

Nao citado
Italia
Sri Lanka
Nigéria

Panama
Samoa
EUA

Caule
Planta inteira,
Raizes +
Sementes
Planta inteira

Planta inteira
Raizes
Frutos

Frutos, Raizes
Folhas
Folhas
Folhas
Raizes
Frutos

Folhas
Sementes

Frutos
Frutos
Frutos
Raizes

Folhas
Raizes
Raizes

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado

Aquoso quente (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)
Po6 (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Aquoso (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Chang et al., 1985
Dwuma-Badu et al., 1975;
1976a; 1976b

Han et al., 1983

Udoh et al., 1996
Akah et al., 1997
Woode, 1985

Gupta et al., 1979
Hope et al., 1993
Holdsworth, 1991
Yarnel, 1997
Whistler, 1985

Perez & Anesini, 1994

Ruiz et al., 1996
Shanmugasundaram &
Radah, 1986
Shanmugasundar et al.,
1986

Belkin et al., 1952
Amico, 1972
Arseculeratne ef al., 1985
Gill & Akinwumi, 1986

Gupta et al., 1979
Belkin et al., 1952
Anon, 1931
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Doencas cutineas
(abscesso, eczema,
infecc¢do, irritacao,
prurido e verruga)

Doencas da boca
(abscesso, afta, amigda-

lite, ferida e
parotidite)

P. nigrum L.

P. schultesii Yunck
P. umbellatum L.

P. augustum Rudge
P. boehmerifolium Wall.
P. guineense Schumach &

Thonn.

P. marginatum Jacq.
P. methysticum G. Forst.
P. nigrum L.

P. peltatum L.
P. retrofractum Vahl.
P. umbellatum L.

P. capense L.1.
P. dactylostigma Yunck
P. hispidum Hayata

P. nigrum L.

P. sarmentosum Roxb.
P. soledadense Trel.

Piper spp.

Nigéria

India
Colombia
Nigéria

Brasil
India
Gana

Brasil
Rotuma
India
Sri Lanka
Malasia
Guatemala
Peru
Indonésia
Brasil

Venda
Brasil
Peru
México
India
Tailandia
Peru
Brasil

Frutos

Frutos

Folhas+Caule

Frutos

Cascas
Raizes

Sementes

Folhas
Folhas
Frutos
Frutos

Sementes

Frutos

Partes aéreas
Sementes
Folhas frescas

Cascas

Folhas + Caule

Folhas
Folhas
Frutos

Planta inteira

Folhas
Folhas

Decocto (VO)

Aquoso quente (VO)
Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado

Emplastro (Toépico)

Nao citado (Topico, adulto)
Nao citado (Topico, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (Topico)

Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (Externo, adulto)
Nao citado (Tépico)

Pasta (Topico)

Aquoso (VO, adulto)

Nao citado

Infuso (VO, adulto)
Cataplasma (Topico, adulto)
Nao citado

Aquoso (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Deka et al., 1983

Schultes, 1980

Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Schultes, 1980
Mahanta et al., 1974
Tackie et al., 1975

Martins et al., 2005

Mc Clatchey, 1996
Atique et al., 1985
Arseculeratne et al., 1985
Ilham et al., 1995

Caceres et al., 1987
Mongelli et al., 1995
Ohsumi, 1995

Hammer & Johns, 1993

Arnold & Gulumian,1984
Schultes, 1975

Duke, 1994

Martinez, 1984

Atique et al., 1985

Deka et al., 1983
Mokkhasmit et al.,1971b
Duke, 1994

Prance, 1972
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Doencas do aparelho
reprodutor feminino

Doencas oculares
(infecgoes e
vasodilatagao)

Doencas
neuropsiquicas
(ansiedade, deméncia
do idoso, depressao,
estresse, panico) e
Sedacao

Doencas venéreas
(sifilis, gonorréia)

P. angustifolium Lam.
P. umbellatum L.

P. betle L.
P. cubeba L.1.

P. erythroxyloides R.E.
Schult. & Garcia-Barr.
P. marginatum Jacq.
P. retrofractum Vahl.

P. insectifugum C.DC.

P. jacquemontianum Kunt.

P. marginatum Jacq.
P. medium Jacq.
P. methysticum G. Forst.

P. schultesii Yunk.
Piper spp.
P. tuberculatum Jacq.

P. umbellatum L.

P. aduncum L.
P. angustifolium Lam.

P. auritum Kunt.
P. capense L.1.
P. cubeba L.1.

Panama
Guiné

Maléasia
Moroco

Venezuela

Panama
Indonésia

Rotuma
Nicaragua
México
México
Havai
Nao citado
Colombia
Colombia
Nicaragua

Brasil
Republica do
Congo

Guatemala
Peru

Guatemala
Venda
Indonésia

Folhas
Folhas

Folhas
Frutos

No (Caule)

Folhas
Sementes

Folhas
Flores e folhas
Planta inteira
Planta inteira
Folhas
Raizes
Folhas+Caule
Planta inteira
Folhas

Caule

Folhas

Frutos
Folhas

Folhas
Cascas
Frutos

Aquoso quente (Vaginal)
Aquoso quente (VO, adulto)

Suco (VO, adulto)
Frutos (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)

Suco (Lavagem, adulto)
Nao citado (Topico)

Infuso (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Uso externo (adulto)
Uso externo (adulto)
Nao citado (adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)
Infuso (Banho, adulto)

Infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO)

Infuso (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Frutos (VO, adulto)

Gupta et al., 1979
Vasileva, 1969

Ahmad & Holdsworth, 1994
Bellakhdar et al., 1991

Schultes, 1975

Gupta et al., 1979
Ohsumi et al., 1995

Mc Clatchey, 1996
Barrett, 1994
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Locher et al., 1996
Norton & Ruze, 1994
Schultes, 1993

Schultes, 1993

Barrett, 1994; De Araujo et
al., 1999

De Araujo-Junior et al.,
1997

Bioka & Abena, 1990

Caceres et al., 1995
Duke, 1994

Caceres et al., 1995
Arnold & Gulumian,1984
Oriel, 1998
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Edema

Epigastralgia

Espermicida

Estimulante da
producio de leite

P. guineense Schumach &
Thonn.

P. methysticum G. Forst.
P. mullesua Buch-Ham.

P. amalago L.
P. dilatatum Rich.

P. guineense Schumach &

Thonn.
Piper spp.

P. aduncum L.
P. betle L.
P. peltatum L.

P. scabrum Ruiz & Pav.

Piper spp.

P. tuberculatum Jacq.

P. nigrum L.
P. betle L.

Sri Lanka Frutos
Gana Planta inteira,
Frutos
Nigéria Raizes
Rarotonga Raizes
India Folhas +
Sementes
México N3do citada
México Folhas
Guiné Frutos
México Folhas
Jamaica Folhas
Brunei folhas
Haiti Folhas
Nicaragua Folhas
México Folhas
Tailandia Caule
Filipinas  Cascas+Caule
México Folhas
Grécia Frutos
India Folhas
Malasia Folhas

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado

Nao citado (VO, adulto)
Seiva (VO, adulto)
(VO, adulto)

Aquoso (VO, adulto)
Infuso (Nao citado)

Aquoso (Topico, adulto)

Nao citado (adulto)

Infuso (VO, adulto)
Suco (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)

Nao citado (Vaginal, adulto)

Nao citado (adulto)
Infuso (VO, adulto)

Arseculeratne et al., 1985
Dwuma-Badu et al., 1975;
1976a; 1976b

Gill & Akinwumi, 1986
Holdsworth, 1991

Jamir, 1990

Dominguez & Alcorn, 1985
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Vasileva, 1969

Zamora-Martinez & Pola,
1992

Okunade et al., 1997

Haji Mohiddin et al., 1992
Weniger et al., 1986

Coe & Anderson, 1996b
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Mokkhasmit et al.,1971b
Madulid et al., 1989

Zamora-Martinez & Pola,
1992

Jochle, 1971

Quisumbing, 1951
Ilham et al., 1995
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materno

Estimulante e
alucinogeno

Estimulante do apetite

Estimulante da
secrecao biliar

Estimulante uterino
(Expulsdo do feto)

P. longum L.
Piper spp.

P. betle L.

P. cubeba L. 1.

P. guineense Schumach &
Thonn.
P. interitum Trel.

P. longum L.

P. methysticum G. Forst.

P. marginatum Jacq.

)

. nigrum L.

P. nigrum L.

P. aurantiacum Wall.
P. auritum Kunt.

P. betle L.

India
México
Tailandia
Nova Guiné
Yemen

EUA
Guiné

Peru
india
Nao citado
Panama
India
india
India
Nicaradgua

México

Brunei

Raizes

Folhas
Frutos
Amostra
comercial
Frutos
Frutos

Folhas, Folhas +

Raizes
Sementes

Raizes

Folhas
Frutos

Frutos

Frutos
Folhas

Folhas
Raizes

Folhas

(VO)
Planta inteira Aquoso quente (Banho, adulto)

Folhas (VO)
Frutos (VO)
Nao citado (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Nao citado (adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso quente (VO ou
cigarro, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO)
Nao citado (VO, adulto)

Frutos (VO)

Infuso ou decocto (VO,
adulto)

Decocto

Nao citado (VO, adulto)

Suco (VO, adulto)

Singh et al., 1996a
Cosminsky, 1982

Evans et al., 1984
Eisen, 1946
Fleurentin & Pelt, 1982

Anon, 1931
Vasileva, 1969

Schultes, 1975

De Smet & Rivier, 1985
Shanmugasundaram &
Radah, 1986
Shanmugasundar et al., 1986
Siegel, 1976

Gupta et al., 1979
Krishnaraju et al., 2006

Atique et al., 1985

Banerjee & Dandiya, 1967
Coe & Anderson, 1996a;
1996b

Browner, 1985
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Haji Mohiddin et al., 1992
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Expectorante

Fadiga
Fratura

Gota
Gripe

Hemorroidas

P. dilatatum Rich.

P. guineense Schumach &
Thonn.
P. marginatum Jacq.

P. nigrinodum L.
P. nigrum L.

P. peltatum L.

P. retrofractum Vahl.

P. umbellatum L.

P. betle L.
P. sarmentosum Roxb.
P. betle L.

P. coruscans Kunt.

P. longum L.
P. amalago L.

P. jacquemontianum Kunt.

P. marginatum Jacq.

P. nigrum L.

India
México

Nigéria

Republica de
Trindade
Jamaica
México
México

Argentina
Nicaragua
Malasia
Tailandia
Costa do
Marfim
Malasia
Tailandia
Brunei
Colombia
India
india
Nicaragua

Panama

Sri Lanka

Folhas
Planta inteira

Planta inteira
Folhas

Nao citada
Frutos
Folhas frescas
Folhas
Folhas
Planta inteira
Flores, Raizes

Raizes

Folhas
Folhas
Folhas

N3do citada

Raizes

N3o citada
Flores, Folhas
Folhas

Frutos

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (Banho)

Infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO,
parturiente)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Tintura (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Suco (VO, adulto)

Cataplasma (Topico)
Aquoso quente (VO, adulto)

Infuso (VO)
Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)

Jain & Tarafder, 1970
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Udoh et al., 1996

Ayensu, 1978

Ayensu, 1978

Roys, 1931; Ishikura, 1982
Browner, 1985

Coee & Anderson, 1996a
Coe & Anderson, 1996b
Burkill, 1966

Mokkhasmit et al., 1971a;
1971b

Browner, 1985

IlTham et al., 1995
Ridtitid et al., 1998
Haji Mohiddin et al., 1992

Benitez & Valois, 2004

Deka et al., 1983

Mitchell et al., 2006
Barrett, 1994
Gupta et al., 1979

Arseculeratne et al., 1985
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Hepatoprotetor
Hérniopatia

Herpes Zoster

Infesta¢ao por
carrapato ou piolho

Inflamacao e infeccao
nao especificada

Inseticida

Insonia

Laxativo

Malaria

P. retrofractum Vahl.
P. peltatum L.
P. obliguum Ruiz & Pav.

P. guineense Schumach &
Thonn.

P. auritum Kunt.

P. hispidum Hayata

P. auritum Kunt.
P. dumosum Rugge
P. insectifugum C.DC.

P. lenticellosum C.DC.
P. divaricatum G. Mey.

P. guineense Schum & Thonn.

P. methysticum G. Forst.
P. nigrum L.

P. boehmerifolium Wall.

P. callosum Opiz
P. sylvaticum Roxb.
P. umbellatum L.

P. angustifolium Lam.

India
Bolivia
Peru
Oeste da
Africa
El Salvador

Panama
Equador

Guatemala
Peru
Rotuma

Equador

Coldémbia
Gana

Havai
Coréia do Sul
Filipinas
India
Peru
India
Guiné

Peru

Planta inteira
Folhas
Folhas

Frutos

Folhas
Caule, Folhas
Folhas

Folhas
Folhas
Raizes

Frutos

Caule
Sementes

Folhas
Frutos

Folhas
Raizes
Folhas
Raizes
Folhas

Folhas

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

N3o citado

Aquoso quente (VO, adulto)

Suco (VO)
Nao citado (adulto)
Aquoso (Banho, adulto)

Nao citado

Nao citado

Infuso (VO) ou Topica
(adulto)

Infuso (Nao citado, adulto)

N3o citado
N3do citado

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Supositorio (Retal, crianga)
Aquoso quente (VO, adulto)
Folhas (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO,
gestante)

Infuso (VO, adulto)

Sircar, 1984
Desmarchelier et al., 1997

Duke, 1994
Woode, 1985

Schultes, 1975
Gupta et al., 1996
Schultes, 1975

Comerford, 1996
Duke, 1994
Mc Clatchey, 1996

Ortega et al., 1996

Avella et al., 1994
Tackie et al., 1975

Handy et al., 1934
Lee et al., 1984

Velazco, 1980
Mahanta et al., 1974
Van den berg, 1984
Mahanta et al., 1974
Vasileva, 1969

Duke, 1994
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Metrorragia

Miorrelaxante
Neoplasia

Odontalgia

Otalgia

Paralisia e dorméncia

P. guineense Schum & Thonn.

P. hispidum Hayata
P. longum L.
P. peltatum L.

P. sarmentosum Roxb.

Piper spp.
P. umbellatum L.

P. marginatum Jacq.

P. pellucidum L.

P. trichostachyon Miq.
P. sarmentosum Roxb.
P. latifolium Lam.

P. auritum Kunt.

P. callosum Opiz
P.canejoense L.
P. dumosum Rudge

Piper spp.

P. nigrum L.

P. erythroxyloides R.E.

Schult. & Garcia-Barr.

Nigéria
Peru
[ndia
Brasil

Malasia
Brasil
Guiné

Porto Rico
Argentina
Tailandia
Ilhas
Marquesas
Tailandia
Rarotonga
Guatemala

Nicaragua
Bolivia
Equador
Peru
Brasil
Filipinas

Oma

Colombia

Frutos
Folhas

Cascas (Raizes)
Partes aéreas

N3o citada
Folhas

Planta inteira

Folhas

Folhas
Folhas
Caule
Folhas

Folhas
Folhas

Folhas

Folhas
Raizes
Caule
Folhas
Raizes
Caule

Frutos

Caule

Nao citado (adulto)
Decocto (VO, adulto)
P6 (VO, adulto)

Infuso

Nao citado (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Aquoso/Nasal (adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Folhas (Vaginal, adulto)

Uso externo (adulto)
Aquoso (VO, adulto)

Bochecho (VO, adulto)

Nao citado (adulto)
Raizes (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Nao citado

Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (adulto)

Nao citado/Auricular

Nao citado (VO, adulto)

Etkin, 1997

Duke, 1994

Anis & Igbal, 1986
Milliken, 1997
Milliken et al., 1997
Rahman et al., 1999
Brandao et al., 1992
Akendengue, 1992

Morton, 1977
Manfred, 1974
Anderson, 1986
Suggs, 1966

Ridtitid et al.,1998
Holdsworth, 1991

Comerford, 1996

Barrett, 1994

Pring, 1982

Davis & Yost, 1983
Duke, 1994

Prance, 1972
Madulid et al., 1989

Ghazanfar & AL-Sababhi,
1993

Schultes, 1975
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Prevencao da carie e
Tartaro

Pés-parto

Queimadura

Regulador do ciclo
menstrual

P. nigrum L.
P. peltatum L.

P. augustum Rudge

P. erythroxyloides R.E.
Schult. & Garcia- Barr.

P. marginatum Jacq.

P. hispidum Hayata
P. tingens Trel.

P. amalago L.

P. betle L.

P. longum L.

P. obliquum L.

P. retrofractum Vahl.

Piper spp.
P. umbellatum L.

P. auritum Kunt.
P. nigrum L.

P. peltatum L.

P. amalago L.
P. auritum Kunt.

P. cubeba L 1.

P. fraguanum Trel.
P. geniculatum Sw.
P. hispidum Hayata

India
Peru

Equador
Colombia

Peru
Brasil
Peru
Peru
México
Malasia
Tailandia
Peru
Malasia
México
Gabon
Nicaragua
Nigéria
Nicardgua
México
México
Panama
India
México
México
Peru

Frutos
Folhas

Caule
Caule

Folhas
Folhas
Folhas

Planta inteira

Folhas+Raizes

Folhas
Frutos
Folhas
Frutos

Planta inteira

Folhas

Folhas
Sementes

Folhas

Folhas + Caule

Folhas

Folhas e Caule

Frutos
Folhas

Planta inteira

Folhas

Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Nao citado (adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Mastigacao (VO, adulto)
Mastigacao (VO, adulto)
Mastigacao (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO)

Nao citado (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso quente (Banho)
(VO, adulto)

Topico (VO, adulto)
Pasta (Topico)

Decocto (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

(Nao citado, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Deka et al., 1983
Jovel et al., 1996

Davis & Yost, 1983
Schultes, 1975

Duke, 1994

Lewis &Elvin-Lewis, 1984
Lewis &Elvin-Lewis, 1984
Lewis &Elvin-Lewis, 1984

Zamora-Martinez & Pola,
1992; Jain & Tarafder, 1970
Loewsoponkul, 1982

Duke, 1994

Burkill, 1966

Cosminsky, 1982
Akendengue & Louis, 1994

Coe & Anderson, 1996a,b
Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Coe & Anderson, 1996a.,b

Asprey & Thornton, 1955
Browner, 1985

Gupta et al., 1996

Kamboj, 1988
Zamora-Martinez & Pola, 1992
Dragendorff, 1898

Duke, 1994
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Repelente de insetos

Reumatismo e artrite

P.

v v

v v

P.
P.
P.
P.

P.
P.

. retrofractum Vahl.

longum L. india
Tailandia
. marginatum Jacq. Panama
. nigrum L. Malasia
India
Tailandia
. methysticum G. Forst. Havai
. parthenium Mart. Brasil

. umbellatum L. Costa do
Marfim
Brasil
guineense Schum & Thonn. Gana
peltatum L. Peru
arboreum Aubl. Peru
auritum Kunt. Guatemala
Nicaradgua
cubeba L.1. India
dilatatum Rich. México

Coréia do Sul

Frutos

Frutos
Sementes
Folhas
Frutos
Frutos
Frutos Sementes

Raizes
Planta inteira,
Nao citada
Frutos
Planta inteira

Folhas

Planta inteira
Frutos
Folhas

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Cortex

Aquoso quente (Nao citado)
Infuso (VO, adulto)

Nao citado

Aquoso quente (VO)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (adulto)

Suco

Aquoso quente (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Suco

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)

Suco (VO, adulto)

N3do citado

Nao citado (Topico, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (adulto)
Cataplasma (Topico)
Infuso (VO, adulto)

Saha et al., 1961; Malhi,&
Trivedi, 1972; Tatkon, 1976;
Kholkute et al, 1979; Flint,
1982; Kamboj, 1988
Loewsoponkul, 1982
Piyachaturawat et al., 1979
Gupta et al., 1979

Gimlette, 1939

Atique et al., 1985
Hemadri &
Sasibhushanaroao, 1983;
Piyachaturawat et al., 1982
Handy et al., 1934
Dragendorff, 1898;

Moreno et al., 1975

Woo et al., 1981

Bouquet & Debray, 1974

Roig & Mesa, 1945

Dwuma-Badu et al., 1975;
1976a; 1976b
Duke, 1994

Machado et al., 1994

Giron et al., 1991

Barrett, 1994
Pushpangadan & Atal, 1984
Zamora-Martinez & Pola,
1992
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Surdez

Tonico fortificante

P. futokadsura Siebold
P. guineense Schum & Thonn

P. guineense Schum & Thonn.

P. hancei Maxim.

P. longum L.

P. marginatum Jacq.

P. mullesua Buch.-Ham.
P. médium Jacq.

P. puberulum Benth.

P. nigrum L.

P. aduncum L.
P. amalago L.
P. longum L.

P. insectifugum C.DC.

Taiwan
Gana

Nigéria
Africa
Nigéria
Nigéria
China
India
México
India
México

China

Oma
Brasil
India
India

Nepal
Rotuma

Caule
Planta inteira,
Frutos, Raizes +
Sementes
Planta inteira
Frutos
Raizes

Frutos
Planta inteira

Raizes
Folhas

Folhas +
Sementes
Planta inteira

Folhas + Caule

Frutos

Naio citada
Naio citada
Frutos, Sementes

Frutos, Raizes
Folhas

Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado

Infuso (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Infuso (VO)
Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Cataplasma (T6pico)

(VO, adulto)
(Externo, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Nao citado (adulto)

Infuso (VO)

Nao citado

Nao citado

Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Chang et al., 1985
Dwuma-Badu et al., 1975;
1976a; 1976b

Udoh et al., 1996
Woode, 1985
Gill & Akinwumi, 1986

Ndukwu & Ben-Nwadibia,
2005

Han et al., 1983

Deka et al., 1983
Zamora-Martinez & Pola,
1992

Jamir, 1990

Zamora-Martinez & Pola,
1992

Wu et al., 1997

Zhang et al., 1995
Ghazanfar & AL-Sabahi, 1993

Souza & Felfili, 2006
Mitchell et al., 2006
Rege et al., 1999
Shanmugasundaram &
Radah Shanmugasundar,
1986

Singh et al., 1979

Mc Clatchey, 1996
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Tétano

Tosse

Tratamento da
Hipotermia

P. marginatum Jacq. Brasil
P. methysticum G. Forst. EUA
P. nigrum L. Marrocos
India
Piper spp. Papua
P. longum L. india
P. amalago L. México
P. amalgo var. nigrinodum India
P. attenuatum Willd. India
P. auritum Kunt. México
P. betle L. Brunei
Fiji
P. cubeba L 1. India
P. guineense Schum & Thonn. Gana
P. mullesua Nepal
Nepal
P. nigrum L. Marrocos
India
P. retrofractum Vahl. Bangladesh
India
Piper spp. Brasil
P. trioicum L. India
P.aduncum L. Nova Guiné
P. auritum Kunt. México

Folhas
Raizes
Frutos
Frutos
Folhas

Raizes

Cascas
Nao citada
Frutos, Raizes +
Caule
Galhos, Folhas

Folhas
Folhas
Frutos
Planta inteira,
Frutos
Frutos
Folhas
Frutos
Frutos
Frutos
Frutos
Folhas
Frutos, Raizes +
Caule

Folhas
Galhos, Folhas

Decocto (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Decocto (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)

Aquoso (VO, adulto)
Nao citado
Frutos (VO)

Decocto

Nao citado (VO, adulto)
Suco (VO, adulto)

Suco (VO, adulto)
Infuso (VO)

Nao citado

Frutos (VO)

Suco (VO, adulto)

Nao citado (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)
Infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (VO, adulto)
Frutos (VO)

Decocto (VO, adulto)

Decocto (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Ramos et al., 1986
Anon, 1931
Bellakhdar et al., 1991
Atique et al., 1985
Holdsworth, 1974

Deka et al., 1983

Dominguez & Alcorn, 1985
Mitchell et al., 2006
Pushpangadan & Atal, 1984

Giron et al., 1991
Dimayuga et al., 1998
Haji Mohiddin et al., 1992
Singh, 1986

Krishnaraju et al., 2006
Dwuma-Badu et al., 1975;
1976a; 1976b

Manandhar, 1995

Dangol & Gurung, 1991
Bellakhdar et al., 1991
Atique et al., 1985
Connolly et al., 1995
Arseculeratne et al., 1985
Prance, 1972
Pushpangadan & Atal, 1984

Okunade et al., 1997
Dimayuga et al., 1998
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Trichomoniase

Vertigem e desmaio

. carpunya Ruiz & Pav. Peru
. cubeba L 1. Morocco
Panama
Fiji
P. guineense Schum & Thonn. Gana
. nigrum L. Marrocos
. retrofractum Vahl. Morocco
Bangladesh
India
. angustifolium Lam. Panama
. amalago L. México

Folhas + Caule
Frutos
Caule, Folhas

Folhas
Planta inteira

Frutos
Frutos
Frutos
Frutos

Folhas

Brotos

Aquoso quente (VO, adulto)
Frutos (VO, adulto)
Nao citado (VO, adulto)

Suco (VO, adulto)
Nao citado

Nao citado (VO, adulto)
Frutos (VO, adulto)

Infuso (VO, adulto)

Aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso quente (Vaginal)

Aquoso (VO, adulto)

Ramirez et al., 1988
Bellakhdar et al., 1991
Gupta et al., 1996

Singh, 1986
Dwuma-Badu et al., 1975;
1976a

Bellakhdar et al., 1991
Bellakhdar ef al., 1991
Connolly et al., 1995
Arseculeratne et al., 1985

Gupta et al., 1979
Dominguez & Alcorn, 1985
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Tabela 1a. Usos populares de espécies de Piper associadas a outras espécies de plantas.

Uso Popular Espécies Local de Parte da Extratos/Modo de Uso Referéncias
Uso Planta
Afrodisiaco P. nigrum L. Afeganistao Frutos Preparacdo liquida associada Elisabetsky et al., 1992
EUA-TN Frutos com ginseng, niacina e outros Czajka et al., 1978
(VO, adulto)
P. umbellatum L. Leste da Raizes Aquoso quente ou associado Kokwaro, 1976
Africa com Aframomum (VO)
Alcoolismo P. longum L. india Sementes  Aquoso quente ou associado Shanmugasundaram &
P. nigrum L. com P. nigrum, Santalum Radah, 1986
album, P. santalinus e outros Shanmugasundar et al.,
(VO, adulto) 1986
Anemia P. longum L. China Planta inteira, P6 associado com P. pinnata, Lama & Santra, 1979
P. retrofractum Vahl. Folhas Citrullus  colocynthis,  P.
retrofractum, P. zeylanica,
Zingiber officinale e Z. outrose
(VO, adulto)
Anticoncepcional P. betle L. [ndia Planta inteira, Aquoso ou associado com Basu, 1939; Tewari et al.,
Raizes Chaerophyllum silvestre ou P. 1970; Majumder et al.,
nigrum (VO, adulto) 1978; Tiwari et al.,
1979a; 1979b
P. capense L 1. Venda Cascas Decocto associado com Arnold & Gulumian,1984

Nudaurelia capensis, Maesa
lanceolata,, Albizia gummifera
(VO, adulto)
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P. longum L.
Antihelmintico P. longum L.
Antitérmico P. methysticum G. Forst.
Colera P. nigrum L.
Desordens gastrintestinais P. longum L.

(colica flatuléncia, nduseas,
regurgitacdo e ulceras)

P. retrofractum Vahl.

Diarréia P. nigrum L.

India

China

India

india

China

China

India

Raizes, Frutos

Sementes, Nao com  Michelia

citada

Planta inteira

Frutos

Frutos

Planta inteira,
Frutos, Folhas

Folhas

Frutos,
Sementes

Aquoso quente ou associado
champaca,
Vallisneria spiralis; ou PO
com leite associado com
Embelia ribes e Borax (VO)

Decocto  associado  com
Ciperus rotundus, Embelia
ribes e Berberis aristata (VO)

Associado com Vitex negundo
(VO, adulto)

Aquoso associado com
Calotropis procera e
Hordeum vulgare (VO)

Decocto associado com P.
retrofractum, P. pinnata, P.
zeylanica, Citrullus
colocynthis e Zingiber ou
aquoso quente com frutos
(VO, adulto)

Po6 associado com P. pinnata,
Citrullus colocynthi, P.
retrofractum, Zingiber
officinale, P. zeylanica, ¢
Zebrasoma outrose (VO)

Aquoso ou pd associado com
Holarrhena antidysenterica e
Zingiber officinale (VO)

Guru & Tewari, 1966;
Majumder ef al., 1978;
Venkataraghavan &

Sundaresan, 1981;
Prakash, 1984;

Lama & Santra, 1979

Bajpai et al., 1995

Sahu, 1984

Lama & Santra, 1979
Pei, 1983

Lama & Santra, 1979

Deka et al., 1983
Jain & Puri, 1984
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Dispepsia e gastrite

Disturbios
cardiovasculares e
hipertensao

Doencas cutianeas
(abscesso, eczema, prurido,
infec¢do/irritagdo, verruga)

Doencas do aparelho
reprodutor feminino

Doencas oculares
(infecgdes e vasodilatagdo)

Disturbios  pulmonares
(asma, bronquite, dispnéia,
pneumonia)

P. betle L. Folhas
P. longum L. China Frutos
India Frutos

P. betle L. Nova Guiné Folhas

P. methysticum G. Forst. Tonga Flores+Raizes
P. capense L 1. Africa do Sul Cascas
P. longum L. China Folhas

P. longum L. [ndia Frutos, Folhas,

Raizes + Caule
Sementes

Decocto ou suco associado
com Zingiber officinale (VO)

Aquoso quente  Santalum
album, Asarum  sieboldii,
Coridalis. yanhusno e Alpinia
officinarum (VO, adulto)

P6 associado com Terminalia
arjuna, T. chebula, Ircinia
racemosa, Sida cordofolia,
Calliphylla retusa, Zingiber
officinale e  Kaempferia
galanga

com  enxofre,
alho ou latex

Associado
canfora e
(Topico)

Infuso com  Gyrocarpus
americanus (VO, adulto)

P6 associado com geléia
(Vaginal, adulto)

Nao citado — associado com
Terminalia chebula (VO)

Lambedor (associado com
Adhatoda. vasica e Zingiber
officinale), Aquoso quente,
frutos frescos (VO, adulto);
Nao citado (VO)

Krishnaraju et al., 2006
John, 1984

Chen, 1981

Kumar & Prabhakar, 1987

Reddy et al., 1989;
Holdsworth, 1993

Singh et al., 1984

Arnold & Gulumian,
1984
Reddy et al., 1988

Nayampalli & Satoskar,
1980; Deka et al., 1983;
Shanmugasundaram &
Radah, 1986;
Shanmugasundar et al.,
1986; Reddy et al., 1989;

56

(Continua)



Tabela 1a (Continuag¢do)

Doencas venéreas P. nigrum L.
(sifilis, gonorréia)
Epigastralgia P. nigrum L.

Estimulante da circulacdo P. longum L.

sangiiinea

Estimulante e alucinégeno P. betle L.

Febre tifoide P. longum L.
Gripe P. nigrum L.
Laxativo P. umbellatum L.
Lombalgia P. nigrum L.

India

India

China

india

India

Fiji

india

México

Fiji

Frutos,
Sementes

Sementes

Frutos

Folhas

Folhas

Sementes

Frutos

Folhas frescas

Sementes

Nao citado — puro ou com
Crisantemo ou com
Hemidesmus indicus (VO,
adulto)

Associado  com  Zingiber
officinale (VO, adulto)

Aquoso quente  Santalum
album, Asarum  sieboldii,
Coridalis yanhusno e Alpinia.

officinarum (VO, adulto)

Associado com Acacia catechu
¢ Nicotiana tabaccum (VO)

Pilulas associadas com alho +
Lagerstroemia indica (VO)

Aquoso associado com
Zingiber officinale + Elettaria
cardamomum (VO, adulto)
Decocto associado com

Ocimum sanctum + Adhatoda
vasica (VO, adulto)

Decocto associado com oleo
de améndoa, cinzas e toucinho
Ungliento com Allium sativum
e Capsicum annuum (Topico)

Das et al., 1996; Singh et
al., 1996b

Sahu, 1984; Atique et
al., 1985; Diddiqui &
Husain, 1993; Bajpai et
al., 1995

Jain & Puri, 1984

Chen, 1981

Quisumbing, 1951

Reddy et al., 1989

Singh, 1986

John, 1984

Browner, 1985

Singh, 1986
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Malaria

Odontalgia

Perda da libido

Reumatismo e artrite

Sarna

Tosse

Tratamento da
hipotermia

P. nigrum L.

P. nigrum L.

P. nigrum L.

P. nigrum L.

P. betle L.

P. longum L.

P. nigrum L.

P. longum L.

P. nigrum L.

India

india
india

India

india

India

Fiji

india

China

india

Frutos
Sementes

Frutos

Frutos

Sementes

Folhas

Frutos

Sementes

Frutos

Frutos

Frutos

Nao citado; Pilulas associadas
com C. procera ou com
Eucladium verticillatum (VO)

Emplastro + gengibre (Dente
dolorido, adulto)

Associada com Homalanthus
crinitus (VO, adulto)

Pilulas associadas com
Zingiber officinale, Prunus
amygdalus e Vera aloe (VO)

Associadas com  enxofre,
canfora e alho (Topico)

Associados com mel ou com
Curcuma zedoaria +
Cinnamomum zeylanicum ou
aquoso quente (VO, adulto)
Aquoso associado com
Zingiber officinale + Elettaria
cardamomum (VO, adulto)

Associados com C. zeylanicum
+ Z. zedoaria ou com mel
Aquoso quente associado com
Asarum  sieboldii,+ Alpinia
officinarum, + Corydalis lutea
+ Santalum album (VO)
Decocto com gengibre + café

Atique et al., 1985
Anis & Igbal, 1986

John, 1984

Dixit & Pandey, 1984

Jain & Puri, 1984

Reddy et al., 1989

Bajpai et al., 1995;
Singh & Maheshwari,
1994; Deka et al., 1983

Singh, 1986

Bajpai et al., 1995; Singh
& Maheshwari, 1994
Chen, 1981

John, 1984
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Tabela 2. Atividades biologicas relatadas em espécies do género Piper e comprovadas em modelos experimentais.

Atividade Biologica/Concentracio ou Espécies Local de Parte da Extratos Referéncias
Dose Coleta Planta

Abortiva

- 100 mg/Kg (IG, Ratos) P. longum L. India Raizes Nao citado  Garg, 1981

- Dose nao citada (IP, Ratos) Frutos Kamboj, 1988

- 122,5 mg/Kg (VO, Ratos) Naocitada  EtOH (95%) Atal et al., 1980

- Dose ndo citada (VO, Adulto humano) Nao citado Das et al., 1966

- Dose ndo citada (IP, Ratos) P. peepuloides Roxb. India Folhas Kamboj, 1988

Afrodisiaco

- 122,5 mg/Kg (Ratos) P. guineense Schumach. & EUA Frutos Aquoso Kamtchouing ef al., 2002
Thonn.

Alergénico

- Dose ndo citada (Adulto humano) P. methysticum G. Forst. Alemanha Raizes Suss & Lehmann, 1996

Alteracdes cromossdmicas

- 9,4 mg/Kg (Ratos, Medula 6ssea) P. betle L. india Sen et al., 1991

Analgésica e antitérmica

- 1 mg/Kg (IG, Camundongo) P. abutiloides Kunth, P. Brasil Folhas EtOH (95%) Costa et al., 1989
cincinnatoris Yuncker, P.
gaudichaudianum Kunth,
P. lindbergii C. DC.

- 125 mg/Kg (IP, Ratos) P. lindbergii C. DC. Brasil Folhas EtOH (95%) Pei, 1983

- 3 mg/Kg (IG, Ratos) P. longum L. India Caule Po Shukia et al., 1987

- 0,5 mg/Kg (IG, Ratos) P. marginatum Jacq. Costa Rica Folhas Aquoso D'Angelo et al., 1997

- 250 mg/Kg (Ratos) P. methysticum G. Forst. Nao citado ~ Nao citada Jamieson & Duffield, 1990

- 150 e 200 mg/Kg (Ratos) Nao citado ~ Jamieson & Duftfield, 1990
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- 150 mg/Kg (Ratos)

- 250 mg/Kg (Ratos)

- 150 e 200 mg/Kg (Ratos)

- 250 mg/Kg (Ratos)

- 2 mg/Kg (IG, Ratos) P. nigrum L.

- 1 mg/Kg (IG, Ratos) P. pseudopothifolium
C.DC

- 5 mg/Kg (IP, Ratos) P. umbellatum L.

Anestésica

- Dose nao citada (Coelho, oftalmico)
- 0,1 mL/animal (Cobaia, oftalmico)
- Dose nao citada (Ra, topico)

Ansiolitica

- Doses variadas (VO, Adulto humano)
- 60 mg/dia (VO, Adulto humano)

- 400 mg/dia (VO, Adulto humano)

- 210 mg/dia (VO, Adulto humano)

- 100 mg/dia (VO, Adulto humano)

- 300 mg/dia (VO, Adulto humano)

- Dose nao citada (VO, Adulto humano)
- 100 mg/pessoa (VO, Adulto humano)

- Dose ndo citada (VO, Adulto humano)
- 100 mg/pessoa (VO, Adulto humano)
- 60 mg/dia (VO, Adulto humano)

P. methysticum G. Forst.

Raizes
China
Brasil Folhas
Congo
india
Tubérculo
N3o citada Fibras
Raizes
Samoa
Havai

MeOH
Aquoso
Resina
Aquoso
EtOH
EtOH (95%)

Aquoso

Suco

N3do citado

Jamieson et al., 1989
Jamieson et al., 1989
Jamieson & Duffield, 1990
Jamieson & Duffield, 1990
Hu & Tan, 1996

Costa et al., 1989

Bioka & Abena, 1990

Krishnakumar et al., 2001
Krishnakumar et al., 2001
Kaushik et al., 2003

EtOH-H,O (1:1) Pittler & Ernst, 2000

N3o citado

Eter

Bhate et al., 1989
Boerner et al., 2003
Pepping, 1999

De Le et al., 2001
Feltenstein et al., 2003
Habs & Honold, 1994
Heiligenstein & Guenther,
1998

Pittler & Ernst, 2000
Lehmann ef al., 1996
De Leo et al., 2000
Cagnacci et al., 2003
Cawte, 1985

Kinzler et al., 1991
Bhate & Gerster, 1992
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- 280 mg/dia (VO, Adulto humano)

- 30 mg/dia (Pinto)

- 135 mg/dia (VO, Adulto humano)

- Doses variadas (VO, Adulto humano)

- 200 mg/dia (VO, Adulto humano)

- Dose ndo citada (VO, Adulto humano)
- 300 mg/dia (VO, Adulto humano)

- Doses variadas (VO, Adulto humano)
- 5 mL/Kg (IP, Ratos)

Antialcdolica
- 5 mL/animal (IG, Ratos)

Antialergénica
- 200 mg/Kg (Ratos)
- 100 mg/Kg (IG, Ratos)

- 100 mg/Kg (Ratos), 150 mg/Kg (IG,
Cobaia)
- Dose nao citada (Ratos)

Antianginoso
- Nao citada (Adulto humano)
- Doses variadas (Adulto humano)

Antiasmatico
- Nao citada (VO, Adulto humano)
- 150 a 750 mg/dia/idade (Criangas)

- 100 mg/dia (VO, Crianga)

P. methysticum G. Forst

Nao citada
Fiji Raizes
Alemanha Espiga
EUA
P. umbellatum L. Congo Folhas
P. longum L., P. nigrum L. india Sementes
P. cubeba L. f. Coréia do Sul Frutos
P. longum L. India
Nao citada
China Nao citada
Frutos
india Planta inteira

Frutos

EtOH

Acetona

Aquoso
EtOH
Aquoso
Aquoso

Fermentado

MeOH (80%)
Aquoso

N3do citado

Oleo essencial
Aquoso quente

N3do citado
Po

Aquoso

Connor et al., 2001
Smith et al., 2001
Boerner, 2001

Pittler & Ernst, 2000
Witte et al., 2005
Lehrl, 2004

Cawte, 1985

Volz & Kieser, 1997
Shulgin, 1973

Bioka & Abena, 1990

Shanmugasundaram et al.,
1986

Choi & Hwang, 2003
Nayampalli & Satoska,
1980

Dahanukar & Karandikar,
1984

Nayampalli et al., 1981

Guo et al., 1983
Chen, 1981

Upadhay et al., 1982
Dahanukar et al., 1984

Nayampalli & Satoska, 1980
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Antibacteriana

- Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Mycobacterium smegmatis, S. aureus - 20
mg/mL (Placa, Agar = Pc Agar)

- Varias bactérias — 100 pL/pogo (Pc, Agar)

- B. subtilis, E.coli, Micrococcus luteus,
Penicillium oxalicum - Conc. ndo citada

- S. aureus - 100 pg/mL (Placa, Agar)

- S. aureus, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Shigella flexneri — Conc. ndo citada

- E. coli, K. aeroginosa, Proteus vulgaris,
P. aeruginosa - 3000 ppm (Placa, Agar)

- Neisseria gonorrhea — 50 pL/disco (Placa

Agar)

- E. coli, P. aerugonosa, Sarcina lutea,
Salmonella newport S. aureus, — Conc.

nao citada (Placa, Agar)

- E. coli, P. aeruginosa, S. flexneri, Serratia
marcescens - Conc. ndo citada (Pc, Agar)
- S. newport, S. typhi, S. lutea — Conc. nao

citada (Placa, Agar)

- 8. flexneri, S. aureus - Conc. ndo citada (P

- Bactéria — Conc. ndo citada (Placa,Agar)

- Espécies de Erwinia — Conc. nao citada

- A. aerogenes, E. coli, K. pneumonaea, P.
vulgaris, S. enteritidis, S. flexneri, S.
marcescens — Conc. ndo citada (Agar)

P. adumcum L.

P. adumcum L.

P. attenuatum Willd.

P. auritum Kunt

P. betle L.

Brasil N3do citada

Honduras Folhas, Flores,
Caule
Papua-Nova Folhas
Guiné
EUA
Marrocos  Planta inteira

India Folhas
Guatemala Folhas
Cuba Folhas

Folhas, Caule
Caule
Caule

Taiwan Folhas
Tailandia

Oleo essencial

EtOH (80%)

CH,Cl,, Eter de

petréleo
Hexano
Aquoso

MeOH-H,0
(1:1)

Acetona

Aquoso
Aquoso

Acetona
EtOH (95%)
Eter ¢ Aquoso
Aquoso, Eter,
Eter de petroleo

Lemos et al., 1990

Lentz et al., 1998
Orjala et al., 1993a,b,c,d
Orjala et al., 1994
Okunade et al., 1997
Larhsini et al., 1999
Samy et al., 1998

Caceres et al., 1995

Misas et al., 1979

Misas et al., 1979
Misas et al., 1979

Misas et al., 1979
Ju & Chou, 1983
Silpasuwon, 1979
Silpasuwon, 1979
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- S. aureus - 20 mL/disco (Placa, Agar)

- S. typhi H e Vibrido colera ogawa: Conc.
ndo citada (Placa, Agar)

- Mycobacterium tuberculose - CIM 15 P. betle L.
mg/mL (Placa, Agar)

- Espécies de Alternaria, Klebsiella
aerogenes, Shigella dysenteriae, S. typhi -
Conc. nao citada (Placa, Agar)

- S. aureus, S. dysenteriae, S. typhi, K.
aerogenes - Conc. ndo citada

- E. coli - Conc. (Placa, Agar)

- E. colie V. colera ogawa: Conc. ndo
citada (Placa, Agar)
- Diplococcus pneumoneae — Conc. ndo
citada. (Placa, Agar)
- K. aerogenes — Conc. ndo citada
- S. aureus - 5 mg/disco (Agar)
- S. aureus, S. pneumoneae - 15,5 pmol P. caninum Blume
- Bacillus cereus, S. aureus,
- Streptococcus pneumoneae - 39 pg/mL
(Placa, Agar)
- S. aureus — Conc. ndo citada P. cernuum Opiz
- Bacillus pumilus, Corynebacterium P. cubeba L. f.
diphtheriae, E. coli, P. albus, P. faecalis,
Pseudomonas solacearum, S. aureus,
Salmonella typhosa, Streptococcus
pyvogenes, S. dysenteriae, S. lutea, V.
colera — Conc. ndo citada

Filipinas
India

Australia
Australia

Brasil
India

Folhas+Caule

N3o citada

Raizes
Cascas
Cascas

Folhas
Nao citada

Oleo essencial
AcOEt,
Benzeno

Oleo essencial

Hexano

EtOH (95%)

Hexano
Benzeno
EtOH (95%)
AcOEt
AcOEt,
Hexano
Benzeno
Oleo essencial
Naio citado
CHCI;

Oleo essencial

Ontengco et al., 1995
Shitut et al., 1999

Gupta & Viswana, 1955
Gupta & Viswana, 1956
Shitut et al., 1999
Shitut et al., 1999
Shitut et al., 1999
Shitut et al., 1999
Shitut et al., 1999
Shitut et al., 1999
Garg & Jain, 1992

Setzer et al., 1999
Setzer et al., 1999

Constantin et al., 2001
Kar & Jain, 1978
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- B. subtilis — Conc. ndo citada Placa, Agar)

- Bacillus brevis - Conc. ndo citada
- S. aureus, P. aeruginosa - Conc. ndo

citada (Placa, Agar)

- E. coli — 500 pg/disco (Placa, Agar)

- S. aureus, Mycobacterium smegmatis, B.
subtilis - Conc. ndo citada (Placa, Agar)

- Mycobacterium tuberculosis H37TRVTMC
102 - Conc. ndo citada (Meio de cultivo)

- S. aureus, P. mirabilis, K. pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, S. flexneri -
Conc. nao citada (Placa, Agar)

- Yersinia enterolitica - 4,6 % (Meio de

cultivo)

- S. aureus — 10 mg/L; Lactobacillus
plantarum - 2 mg/L (Cult. de células)
- S. aureus - 50 pL/placa (Placa, Agar)

- S. aureus — Conc. ndo citada

- S. aureus - 20 mL/disco (Placa, Agar)

- S. aureus - Conc. ndo citada (Placa, Agar)

- S. aureus — Conc. ndo citada (Placa, Agar)

- Enterobacter aerogenes, Salmonella
enteritidis, S. flexneri, E. coli - Conc. ndo

citada (Placa, Agar)

- S. typhi - 8 mg/mL; P. aeruginosa - 4
mg/mL S. aureus — 2 mg/mL (Placa, Agar)
- Diversas bactérias (100 uL/poco)

P. cubeba L 1.

P. longum L.
P. marginatum Jacq.

P. methysticum G. Forst.

P. nigrum L.

P. peltatum L.
P. regnellii Miq.
P. rostratum Roxb.

P. sylvestre Lam.

Nao citado

Coréia do Sul

Brasil
Nao citado

Morocco

Brasil
N3do citado

Argentina
Nao citado
Filipinas
Peru
Brasil
Tailandia

Mauritius

Honduras

Frutos

Nao citada

Planta inteira

Frutos

Folhas
Partes aéreas
Folhas
Folhas

Partes aéreas

Folhas,
Flores, Caule

EtOH (90 %)
N3o citado

EtOH (95 %)

Aquoso

Po

EtOH (95 %)

Oleo essencial

Decocto

Oleo essencial

Eter, Eter de
petréleo

MeOH

EtOH (80%)

Opdyke, 1976
Janssen et al., 1986
Opdyke, 1976
Janssen et al., 1986

Woo et al., 1979
Chiappeta et al., 1983

Grange & Davey, 1990

Larhsini et al., 1999

Bara & Vanetti, 1995
Nes et al., 1984

Perez & Anesini, 1994
Janssen et al., 1986
Ontengco et al., 1995
Mongelli et al., 1995
Constantin ef al., 2001
Silpasuwon, 1979

Jelager et al., 1998

Lentz et al., 1998
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Anticarcinogénica

- Carcinoma esofagico - Dose ndo citada P. betle L. Paquistado Sementes Nao citado  Sheikh et al., 1992
(Mulheres, uso diario/12 anos)

- Dose nao citada (Ratos) India Folhas Sarkar et al., 1990

- Dose variada. (VO, Adulto humano) Stich et al., 1982

- 2,5 mg/dia (Ratos) Azuine & Bhide, 1992

- 1 mg/dia (Ratos) Eter Azuine et al., 1991

- 2,5 mg/dia (Camundongo) Bhide et al., 1991

- Carcinoma transbucal - Dose ndo citada Po Khrime et al., 1991

- Tumor de mama - 100 mg/6 vezes/dia (IG) Aquoso Rao et al., 1985

- 2,5 mg/dia (Ratos) P. betle L. Nao citado Bhide et al., 1994

- 2,5 mg/dia (Hamster) Azuine & Bhide, 1992

- Carcinoma esofagico - 1 mg/dia e 2,5 EtOH (95%) Padma et al., 1989
mg/dia (IG, Ratos)

- 200 pg/mL (Cultura de células) Tailandia MeOH Murakami et al., 1997

- 50 mg/animal (IG, Ratos) P. longum L. india Frutos Aquoso Unnikrishnan & Kutan, 1990

- Dose ndo citada (VO, Adulto humano) P. methysticum G. Forst. Nao citado Raizes Steiner, 2000

- CA-Ehrlich-Ascites — 50 mg/animal (IG)  P. nigrum L. india Frutos Unnikrishnan & Kutan, 1990

- Sarcoma 180 (ASC) - 100 mg/Kg (Ratos) Japao Itokawa, 1988

- Células C3H/10T1/2 - 50 pg/mL (Cult. de AcOEt, Hexano, Okuyama et al., 1995
células) MeOH

- Células Raji - 200 pg/mL e 200 mg/mL P. nigrum L. Tailandia MeOH Murakami et al., 1997

- 6,65 mg/animal (IG, Ratos) Sementes  Aquoso quente Jongsuwat, 1981

- CA Lewis Lung - Conc. ndo citada (Cult.  P. novaehollandiae L. Australia Caule EtOH (95%) Loder et al., 1969
de células)

- 6,65 mg/animal (IG, Ratos) P. retrofractum Vahl. Tailandia Frutos Aquoso quente Jongsuwat, 1981

- Células Raji - 200 pug/mL (Cult. de células) P. sarmentosum Roxb. Folhas MeOH Murakami et al., 1995; 1997

Anticonvulsivante

- Dose ndo citada (IP, Ratos) P. guineense Schum & Thon1  Nigéria Frutos Aquoso Abila et al., 1993
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- EDs) 263,4 ¢ 3,2 mg/Kg (IP, Ratos); EDsy P. longum L.
2,2 e 44,3 mg/Kg (IG, Ratos); 0,5 mg/Kg
(IP, Ratos)

-3 e 10 mg/Kg (IG, Ratos)

- 300 mg/pessoa (VO, Adulto humano)

- EDso 140 mg/Kg (Ratos)

- EDsy 1,7 mg/Kg (Ratos)

- 2 mg/Kg (IG, Ratos) P. nigrum L.

Antiedema
- 2 mg (Camundongo, Via auricular)

Antiepiléptico
- 6 mg/pessoa (VO, Adulto humano)

- Cortex cerebral - Dose ndo citada (Ratos)

Antiespasmédica

- 33,0 mL/L (Cobaia, ileo) P. aduncum L.
- 12,5 mg/L (Coelho e Ratos, intestino) P. betle L.

- Dose nio citada (Cobaia, ileo) P. longum L.

- Doses variadas (Coelho, ileo) P. nigrum L.

- 200 pg/mL (Cobaia, ileo)

- Dose ndo citada (Ratos, jejuno) P. regnellii Miq.
- Dose nao citada (Ratos, ileo) P. sarmentosum Roxb.

China

india
Na3o citado
Fiji
China

Japao

EUA

China

Jamaica
Taiwan
India
Japao

Brasil
Tailandia

EtOH (95%) Pei, 1983

Caule P6 Shukia et al., 1987

Raizes CHCI; Nickl & Keck, 1963

Raizes CHCl; Klohs et al., 1959
Po Klohs et al., 1959

EtOH Hu et al., 1996

Frutos MeOH Yasukawa et al., 1993
Sementes
Raizes Niao citado  Pfeifer et al., 1967
EtOH-H,O (1:1)
Frutos Aquoso Hu & Davies, 1997
Folhas Aquoso Feng et al., 1962

Caule EtOH (95%)
Folhas Oleo essencial Ali & Mehta, 1970

Planta inteira EtOH-H,O (1:1) Dhar et al., 1968

Frutos EtOH (95%) Annamalai & Manavalan,

1990
EtOH (95%), Itokawa et al., 1983
Aquoso
Folhas  EtOH-H,O (1:1) Pereira ef al., 2004
Nao citado  Apisariyakul, 1984

Apisariyakul & Anantasarn,
1984
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Antiespermatogénico
- 1500 mg/Kg (IG, Ratos)

Antifadiga
- Dose nao citada (VO, Adulto humano)

P. betle L.

Antiestrogénico

- Dose nao citada (Coelho) P. longum L.
Antifertilizante

- 0,28 g/pessoa (VO, Adulto humano) P. betle L.

- 500 mg/Kg (IG, Camundongo) P. betle L.

- 30 mg/Kg (SC, Ratos)

- 1500 mg/Kg (IG, Ratos)

- 50 mg/animal (VO, Ratos) P. longum L.

- 20 ¢ 40 mg/animal (VO, Ratos)

- 0,28 mg/pessoa (Adulto humano)
- Dose ndo citada (IG, Ratos)

- Dose nao citada (VO, Ratos)

- 250 mg/animal (Ratos)

- Dose nao citada (VO, Ratos)

Antifiingica

- Aspergillus flavus, Cryptococcus
neoformans, Sarccharomyces cerevisiae,
Trichophyton mentagrophytes - 20 mg/mL

P. adumcum L.

- Cladosporium cucumerinum (Placa, Agar)

P. methysticum G. Forst.

India Caule EtOH (95%)
N3do citado Folhas Nio citado
Samoa Raizes Nao citado
Fiji Aquoso
india Frutos Nio citado
Folhas Aquoso quente

[ndia Folhas+Caule EtOH (95%)

Peciolos
Caule
Frutos Benzeno
CHCl;
Aquoso quente
EtOH-H,0O
N3o citada N3o citado
Brasil Nio citada  Oleo essencial

Fracao
cromatografica

Chatterjee et al., 1994

Cawte, 1985
Cawte, 1985
Cawte, 1985

Chakravarti 1961

Das, 1966

Sarkar et al., 2000
Adhikary et al., 1989
Chatterjee et al., 1994
Kholkute et al., 1979
Rao, 1977

Kholkute et al., 1979
Das, 1976

Prakash, 1984

Das et al., 1987

Guru & Tewari, 1966
Anon, 1978

Lemos et al., 1990

Evans et al., 1984
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- Trichophyton mentagrophytes — CIM 10 P. angustifolium Lam. Peru Partes aéreas Oleo essencial Trillini et al., 1996
pg/mL
- Aspergillus auricomus, A. candidus, A. P. betle L. Tailandia Folhas Nao citado  To-A-Nun et al., 1985

fischeri, A. flavus, A. nidulans, A. niger,
A. sydowi, A. terricola, A. terreus, A.
versicolor e A. ustus - ED50 < 10,0 ppm
(Placa, Agar)
- A. flavus, A. candidus, A. fumigatus, A. Raizes Oleo essencial Garg & Jain, 1992
niger, A. ochraceus e A. serratus,
Arthroderma benhameae, Ctenomyces
serratus, Microsporum gypseum e
Trichophyton mentagrophytes — 5
mg/disco (Placa, Agar)

- Aspergillus oryzae e Drechslera oryzea -  P. cernuum Opiz Brasil Folhas+Caule EtOH (95%) Shitut et al., 1999
Conc. ndo citada (Placa, Agar) AcOEt

- Aspergillus fumigatus, A. luchuensis e A. Folhas + AcOEt Shitut et al., 1999
ochraceus, Trichothecium roseum, Caule

espécies de Alternaria e Nigrospora;
Penicillium (SP 1/11 e white) - Conc. nao
citada (Placa, Agar)
- Aspergillus oryzae, A. terreus, Penicillium Folhas Hexano Shitut et al., 1999
(SR 4/2 ¢ SP 1/11), Trichothecium
roseum - Conc. ndo citada (Placa, Agar)

- Aspergillus candidus, A. fumigatus, A. Folhas EtOH (95%) Shitut et al., 1999
luchuensis — Conc. ndo citada (Pc, Agar) Benzeno
- Aspergillus flavus, A. niger, A. nudilans, Folhas Benzeno Shitut ef al., 1999

A. sydowi, A. terreus, Penicillium (SR 4/2
penicillium SR 3/1) - Conc. ndo citada
(Placa, Agar)

(Continua)
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- Aspergillus niger, A. nudilans, A. sydowi, P
Penicillium (SR 3/1, 4/2 e white),
Fusarium semitectum - Conc. nao citada
(Placa, Agar)

- Aspergillus fumigatus, A. niger, Botrytis  P.

cinerea, C. albicans, Penicillium
digitatum, Rhizopus nigricans,
Saccharomyces pastorianus, Trichophyton
mentagrophytes - 333 mg/mL (Pc, Agar)

- Aspergillus. auricomus, A. candidus, A.
flavus, A. fischeri, A. fumigatus, A.
nidulans, A. niger, A. sydowi, A. terricola,
A. terreus, A. versicolor e A. ustus —
Conc. ndo citada (Placa, Agar)

alia~

- Botryodiplodia theobromae — Conc. ndo  P.

citada (Placa, Agar)
- Candida albicans — 50 pg/placa
- C. albicans - CIM 18,7 mg/mL (Pc, Agar)
- C. albicans - CIM 9,3 mg/mL (Pc, Agar)

)

P
- C. albicans - Conc. ndo citada (Pc, Agar) P.
P

- C. albicans — Conc. nio citada (Pc, Agar)

. betle L.

methysticum G. Forst.

. nigrum L.
. retrofractum Vahl.

cernuum Opiz
. auritum Kunt

. betle L.
cernuum Opiz
. nigrum L.

- C. albicans — Conc. ndo citada (Pc, Agar) P. regnellii Miq.
- Cryptococcus neoformans - 5 mg/disco P. fulvescens C. DC.

- Cryptococcus neoformans, Trichophyton
rubrum, Aspergillus flavus - 100 pg/mL e
Scopulariopsis brevicaulis - 50 pg/mL

- Diversos fungos - 100 uL/poco (Pc, Agar) P. hispidum Hayata

- Espécies e conc. ndo citados (Placa, Agar) P. cernuum Opiz

India

Nao citado

Tailandia

Brasil

Panama
ndia
ndia
Brasil

Nao citado
Brasil
Paraguai

Honduras

Brasil

Raizes

Frutos

Folhas

Folhas

Folhas

Flores +
Folhas+Caule
Folhas

EtOH (95%)

EtOH-H20
(1:1)

N3do citado

N3o citado

Aquoso
Aquoso
EtOH

Oleo essencial
Oleo essencial
Oleo essencial

Hexano

EtOH (80%)

N3o citado

Shitut et al., 1999

Guerin & Reveillere, 1984

To-A-Nun et al., 1985

Chile & Vyas,1984

Rahalison et al., 1993
Vaijayanthimala et al., 2000
Vaijayanthimala et al., 2000
Constantin ef al., 2001
Janssen et al., 1986
Constantin ef al., 2001
Freixa et al., 1998

Ngane et al., 2003

Lentz ef al., 1998

Tewari & Dath, 1984
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- Fungos de vegetais - Ustilago maydis e U.
nuda — Conc. ndo citada (Placa, Agar)

- Fungos e concs. nao citados (Agar)

- Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes - 5 ¢ 10 mg/disco

- M. gypseum - 50 ng/mL; Scopulariopsis
brevicaulis e T. rubrum - 25 pg/mL; T.
mentagrophytes - 125 ng/mL (Pc, Agar)

- Neurospora crassa - 10 mg/disco

- T. mentagrophytes e T. rubrum -

125 pg/mL (Placa, Agar)

- Trichophyton rubrum, Microsporum canis
- CIM 1000 pg/mL; Epidermophyton
Sfloccosum - CIM 125 pg/mL (Pc, Agar)

- Espécies e conc. ndo citadas (Placa, Agar)

Antihalitosa

Conc. ndo citada (VO, Adulto humano)

Antihistaminico
- 150 mg/Kg (IG, Cobaia)

- 9 a 15 mg/pessoa (VO, Crianga)

Antihepatotoxico

- 0,05 mg/Kg (IG, Camundongo)

Antiinflamatoria

- 1000 pg/Via auricular (Modelo animal)
- 300 pg/Via auricular (Mod. animal)
- 1 mg/Kg (IG, Ratos) e 2 mg/Kg

P. cernuum Opiz

P. elongatum C. DC.

P. fulvescens C. DC.

P. guineense Schumach. &
Thonn.

P. elongatum C. DC.

P. guineense Schumach. &

Thonn.
P. methysticum G. Forst.

P. orphyrophyllum

P. methysticum G. Forst.

P. longum L.

P. longum L.

P. amalago L.

P. betle L.

Brasil
Peru
Paraguai
EUA

Peru

EUA

N3do citado

Tailandia

N3do citado

India

India

Belize

Malasia

Folhas

Sementes

Sementes

Caule

Folhas

Folhas

Frutos

Folhas

EtOH (95%)

CH,Cl,
CH,CL,
CHCI,
Hexano

CH,Cl,

EtOH (90%)

Aquoso

N3o citado

Nio citado

Nao citado
N3o citado

Nao citado

Hexano

CHC13, MeOH

CH,Cl,

Singh & Pathak, 1984

Ju & Chou, 1983
Freixa et al., 1998

Ngane et al., 2003
Freixa et al., 1998
Ngane et al., 2003
Locher et al., 1995
Laohathal &
Ratanasangwan, 1975

Laohathal &
Ratanasangwan, 1975

Dahanukar & Karandikar,
1984; Dahanukar et al., 1984

Chhajed et al., 1991

Sosa et al., 2002
Sosa et al., 2002
Khozirah et al., 2000
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- 200 mg/Kg (Ratos)
-10 mg/Kg (Ratos)

- 1,25 mg/Kg (IG, Ratos)
- 1,25 mg/Kg (IG, Ratos)

- Doses variadas (Adulto humano)

- 1 mg/Kg (IG, Ratos)
- 200 mg/Kg (IG, Ratos)

- 20 puL/animal (Ratos)

Antiisquémico
- Conc. ndo citada (Cachorro)

- Conc. ndo citada (Cortex cerebral de ratos

e galinhas)

- 150 mg/Kg (IG, Artéria cerebral de ratos)

Antileishimania

- Leishmania. amazonensis - 1Csy 24 pg/mL
- L. amazonensis, L. brasliensis e L.

donovani a 100 pg/mL

Antimalarica

- Plasmodium falciparum W-2 a 20 ng/mL
- P. falciparum — Conc. ndo citada

- P. berghei - 100 e 250 mg/KG (SC, Ratos)

Antimicodtica

- 0,5% (fungo das raizes Allium cepa)

P. cubeba L. f.
P. guineense Schumach. &

P. lenticellosum C. DC.
P. longum L.

P. marginatum Jacq.
P. nigrum L.

P. longum L.
P. methysticum G. Forst.

P. adumcum L.
P. rusbyi C. DC.

P. betle L.
P. guineense Schumach. &

P. umbellatum L.

P. betle L.

Coréia do Sul
Nigéria

Equador
India
Brasil
India
Japao

China
Nao citado

Brasil
Bolivia

Borneo
Nigéria
Brasil

India

Frutos MeOH (80%)

Raizes Aquoso
Planta inteira EtOH
Frutos CH,Cl,
Frutos+ raizes Naio citado
Folhas Aquoso quente
Galhos CHCl;
EtOH (95%)
Frutos AcOEt, MeOH,
Hexano
Aquoso quente
Raizes Nao citado
Inflorescéncia CH,Cl,
Planta inteira AcOEt, Eter de
Petroleo

Folhas EtOH (95%)

Choi & Hwang, 2003
Akah et al., 1997

De Las Heras et al., 1998
Ortega et al., 1996
Dabral & Sharma, 1983
D'Angelo et al., 1997
Rajesh et al., 2007

Okuyama et al., 1995

Chen, 1981

Backhauss & Krieglstein,
1992

Backhauss & Krieglstein,
1995

Torres-Santos et al., 1999
Rajesh et al., 2007

Leaman et al., 1995

Frutos EtOH-H,O (1:1) Etkin et al., 1997

Folhas EtOH (95%)

Aquoso

Amorim et al., 1988

Abraham & Cherian, 1978
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Antimutagénica

- Salmonella typhimurium TA98 — 200
ug/placa

-100 mg/Kg (Ratos)

- 500 mg/Kg (IP, Ratos)

- S. typhimurium TA 100 — 200 pg (Agar)

- S. typhimurium TA 98 ¢ 100 - 1 mg/placa P.

(Placa, Agar)

- S. typhimurium TA 100 - 1 mg/ placa
(Placa, Agar)

- S. typhimurium TA 98 ¢ 100 - 40
mg/placa (Placa, Agar)

-5 % /placa (Placa, Agar)

- 1Cs0 0,125 pL/disco (Microssomos em
figado de ratos)

Antiofidica
- Conc. ndo citada

Antioxidante
-0,06 %

- Conc. nio citada.

-1%

- 20 pg/mL

- 1Cs0 225,3 mg/mL
-0,1 %

aclia~

nigrum L.

. nigrum L.

. arboreum Aubl.

. betle L.

. callosum Opiz
. nigrum L.

Tailandia

China

EUA

N3do citado

Colombia

Taiwan

India

Peru
Nao citado

Frutos

N3do citado

Frutos

Folhas +
Galhos

Caule, Folhas,
Frutos
Folhas

Frutos

Aquoso,
Acetona
MeOH-H,0
EtOH
EtOH

Aquoso quente
MeOH
Aquoso quente
Aquoso

Oleo essencial

EtOH

Resina

Fracao
Fendlica
Aquoso

Nagabhushan et al., 1987
Dhote et al., 2007

Padma et al., 1989
Padma et al., 1989

Higashimoto et al., 1993
Higashimoto et al., 1993
Liu et al., 1990

El hamss et al., 2003

Hashim et al., 1994

Otero et al., 2000

Huang et al., 2001
Wang & Wu
Patel, 1979

Jeng et al., 2002
Desmarchelier ef al., 1997a

Eter de Petroleo Saito et al., 1976
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- 0,004%

- 0,02 %

- 4 mg/Kg (IG, Camundongo)
- 1Csp 5 pg/mL

-1Cs0 57,3 ug/mL

- Concentragoes variadas

- 1Cs0 13,3 pg/mL

Antipsicoético
- 120 mg/Kg (Ratos)

Antitoxico

- 250 mg/Kg (Ratos)

- 50 mg/Kg (Ratos)

- Conc. ndo citada (Camundongo)
- 125 mg/Kg (Camundongo)

Antitripanossoma
- Trypanosoma cruzi - 100 pg/mL

Antiulcerativa

- Doses variadas (Coelho, estomago)
- 50 mg/Kg (IG, Coelho)

- Doses variadas (Coelho, estdbmago)

Antiviral
- Herpes simplex 2 — Conc. ndo citada
(Cult. de células)

P. peltatum L.

P. sarmentosum Roxb.
P. umbellatum L.

P. methysticum G. Forst.

P. nigrum L.
P. retrofractum Vahl.

P. rusbyi C. DC.

P.longum L.

P. nigrum L.

P. cordulatum C. DC.

India Sementes
Bolivia Folhas
Tailandia
Brasil Raizes
Nao citado
Coréia do Sul Frutos

Bolivia
india Frutos
Panama Folhas

Oleo essencial
Oleoresina
EtOH (95%),
MeOH

Eter
MeOH

Aquoso

Aquoso
MeOH
Eter
MeOH (75 %),
MecOH

Planta inteira AcOEt, Eter de

petroleo

EtOH (95 %)
Aquoso quente
EtOH (95 %)

Aquoso,
CH,Cl,, Eter
de petrdleo,
EtOH (95%)

Tipsrisukond et al., 1996
Tipsrisukond et al., 1996
Panda & Kar, 2003
Desmarchelier et al., 1997b
Desmarchelier et al., 1997a
Chanwitheesuk et al., 2002
Desmarchelier et al., 1997b

Jamieson et al., 1989

Jamieson et al., 1989
Shin & Woo, 1980
Han et al., 1984
Woo et al., 1978
Shin & Woo, 1980

Fournet et al., 1994
Annamalai & Manavalan,
1990; Agrawal et al., 2000
Annamalai & Manavalan,

1990

Roming et al., 1992
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Tabela 2 (Continuag¢ado)

- Herpes, Poliovirus, Influenza e Vaccinia — P. cubeba L. f.

Conc. ndo citada (Cult. de células)
- Herpes Tipo 2, Poliovirus 11, Vaccinia,
Influenza A2 — 10 % (Cult. de células)
- Influenza - Conc. ndo citada (nasal, rato)
- Herpes zoster — Conc. ndo citada (Pasta ¢

aplicada nas lesoes)

- Herpes simplex 1 - 100 pg/mL (Cult. de

células)

- Herpes e Vaccinia — Conc. nao citada

(Cult. de células)

- Virus-HIV-1 - ICs 68,8 pg/mL (Cult. de

células)

Avaliacao da Toxicidade

- Dose toxica minima 1,0 mL/(Ratos)
- Artemia salina - EDsy 719 pg/mL e 220
png/mL (Doseamento da atividade

antitumoral)

- Artemia salina - EDsy 350 ppm
(Doseamento da atividade antitumoral)

- 1Cs0 1802 mg/Kg (Doseamento da
atividade antitumoral (IG, Ratos)

- Artemia salina - 1Cs 26,67 pg/mL
(Doseamento da atividade antitumoral)

- Displasia do cervix - Conc. ndo citada

- DLso> 5.0 mg/Kg (IG ou ID, Ratos)

- DLso 18,6 € 20,9 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina — Conc. nao citada

P. guineense Schumach. &
Thonn.

P.longum L.

P. nigrum L.

P. methysticum G. Forst.

P. amalago L.
P. angustifolium Lam.

P. augustum Rudge

P. auritum Kunt

P. betle L.

P. cubeba L. f.

P. guineense Schum & Thon
P. jactianum Trel & Standl.

Nao citado

Gana
China
N3do citado

Havai

Jamaica
Peru

Colombia

Cuba

India
Nao citado
Nigéria
Porto Rico

Frutos N3o citado
Aquoso

Oleo essencial

Nao citado Aquoso
Frutos MeOH
Frutos Aquoso
Folhas

Folhas Caule EtOH (95%)
Folhas MeOH
CH,(ClI,

Caule EtOH (95%)

Folhas EtOH-H,0O
(1:1)
Sementes Planta
Frutos Oleo essencial
Raizes Aquoso

Planta inteira EtOH (95 %)

Kaij-A-Kamb et al., 1992
May & Willuhn, 1978

Opdyke, 1976
Ampofo, 1977

Nawagqi et al., 1999
Kaij-A-Kamb et al., 1992

May & Willuhn, 1978
Locher et al., 1996

Feng et al., 1962
Desmarcheilier et al., 1996

Delgado et al., 1988
Delgado et al., 1978
Delgado et al., 1978
Chakrabarti et al., 1990
Opdyke, 1976

Akah et al., 1997
Chavez et al., 1997
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Tabela 2 (Continuag¢ado)

- DLso 500 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina - LDs( 6,9 pg/mL

- DLso 500 mg/Kg (Ratos)

- DLso 87,4 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina - DLsy 107 pg/mL

- Artemia salina - DLsy 1,2; 1,65 ¢ 550 ppm

- DLsg 12,66 ¢ 424,4 mg/Kg (IG, Ratos)
- DLso > 5 mg/Kg (VO, Ratos e Coelhos)
- Artemia salina - DLsy 89 € 9,6 ng/mL

(Doseamento da atividade antitumoral)
- Artemia salina — Conc. ndo citada

- DL5p > 1000 mg/Kg (Ratos)

- DLsp > 1 mg/Kg (IP, Ratos)

- Artemia salina - CLsp 122,5 mg/L

- DLso 681 mg/Kg (IP, Ratos)

- DLsp> 5.0 mg/Kg (IG ou ID, Ratos)
- DLso 18,6 € 20,9 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina — Conc. ndo citada

- DLsp 500 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina - LDsy 6,9 pg/mL

- DLso 500 mg/Kg (Ratos)

- DLso 87,4 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina - DLsy 107 pg/mL

- Artemia salina - DLsy 1,2; 1,65 ¢ 550 ppm

- DLsp 12,66 € 424,4 mg/Kg (IG, Ratos)

P. longum L. india
China
Jordania
P. nigrum L. Malasia
China
Nao citado
P. peltatum L. Peru
P. peltatum L. Argentina
P. schmidtii Hook. F. india
P. trichostachyon Miq.
P. umbellatum L. Brasil
P. wightii Miq. India
P. cubeba L. f. Nao citado
P. guineense Schum & Thon  Nigéria
P. jactianum Trel & Standl.  Porto Rico
P. longum L. India
China
Jordania
P. nigrum L. Malésia
China

EtOH-H,0O
Frutos EtOH (95 %)
EtOH (90 %)
EtOH (95 %)
Aquoso, CHCl;
EtOH (95 %)
Raizes EtOH (100%)
Sementes  Oleo essencial
Folhas MeOH, Fragao
cromatografica
Nao citada Fracao
cromatografica
Partes aéreas  EtOH-H,O

Folhas Aquoso

Dhar et al., 1968
Padmaja et al., 2002
Woo et al., 1979

Pei, 1983

Mahmoud et al., 1992
Rahmani et al., 1992

Hu et al., 1996
Opdyke et al., 1978
Mongelli et al., 1999,

Mongelli et al., 1999
Abraham et al., 1996

Bhakun et al., 1971
Hammer & Johns, 1993

Partes aéreas EtOH-H,O (1:1) Abraham et al., 1996

Frutos Oleo essencial
Raizes Aquoso
Planta inteira EtOH (95 %)

EtOH-H,0
Frutos EtOH (95 %)
EtOH (90 %)
EtOH (95 %)
Aquoso, CHCl;
EtOH (95 %)
Raizes EtOH (100%)

Opdyke, 1976

Akah et al., 1997
Chavez et al., 1997
Dhar et al., 1968
Padmaja et al., 2002
Woo et al., 1979

Pei, 1983

Mahmoud et al., 1992
Rahmani et al., 1992

Hu et al., 1996
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Tabela 2 (Continuag¢ado)

- DLso > 5 mg/Kg (VO, Ratos e Coelhos)
- Artemia salina - DLso 89 € 9,6 ng/mL

(Doseamento da atividade antitumoral)
- Artemia salina — Conc. ndo citada

- DLsp > 1000 mg/Kg (Ratos)

- DLso > 1 mg/Kg (IP, Ratos)

- Artemia salina - CLsp 122,5 mg/LL
- DL5o 681 mg/Kg (IP, Ratos)

Bloqueador do canal de Calcio
- 0,03 mg/mL (Coelho, em jejum)

Carcinogénica

- 220 pg/mL (Cult. de células)

- Dose nao citada (Ratos)

- 2 mg/mL e 1 mg/animal (SC, Sapos)
- 20 mg/animal (VO, Sapos)

- 2 mg/animalmL (IG, Sapos)

Cicatrizacao de feridas
- Contragao total da ferida no 10° dia de
tratamento (Coelhos)

Citotoxidade in vitro

- CA-9KB - ICs¢ 12 pg/mL (Cult. de
células) e Conc. ndo citada

- LEUK-P388 (EDs 1,4 € <200 pg/mL) e
CA-9KB (EDsj 5,4 e <200 pg/mL)

- CV-79 — 100 pg/mL (Cult. de células)

- Fibroblastos humano - 800 pg/mL

P. peltatum L.
P. peltatum L.

P. schmidtii Hook. F.

P. trichostachyon Miq.

P. umbellatum L.
P. wightii Miq.

P. betle L.

P. nigrum L.

P. adumcum L.

P. arborescens Miq.

P. betle L.

Nao citado
Peru

Argentina
India

Brasil
India

Paquistao

Tailandia
N3do citado

Egito

India

Papua-Nova

Guiné
Taiwan

Panama
Na3o citado

Sementes
Folhas

N3do citada

Partes aéreas

Folhas

Oleo essencial
MeOH, Fragao
cromatografica

Fracao

cromatografica

EtOH-H,O

Aquoso

Opdyke et al., 1978
Mongelli et al., 1999,

Mongelli et al., 1999
Abraham et al., 1996

Bhakun et al., 1971
Hammer & Johns, 1993

Partes a¢reas EtOH-H,O (1:1) Abraham et al., 1996

Folhas

Frutos

Sementes

Folhas

Folhas + Caule
Influorescéncia

Aquoso

MeOH
EtOH (95%)

CH)Cl,
CHCl;

MeOH
Aquoso

Gilani et al., 2000

Murakami et al., 1995; 1997

Concon et al., 1979

El-Mofty et al., 1988
El-Mofty et al., 1988
El-Motfty et al., 1991

Santhanam & Nagarajan,
1990

Orjala et al., 1993a
Orjala et al., 1994
Duh et al., 1990a
Duh et al., 1990b

Gupta et al., 1996
Jeng et al., 1994

76



(Continua)
Tabela 2 (Continuagado)

- CA-9KB - 20pg/mL (Cult. de células)

- Células HELA —10% (Cult. de células)

- CA-9KB - 50pg/mL (Cult. de células)

- Células HELA S3 — 21 pg/mL (Cult. de
células)

- Células de ovario de hamsters chineses
(CHO) - ICsp 20 pg/mL e células HELA -
ICs 8 pg/mL (Cult. de células)

- Células VERO - EDs; 0,13 mg/mL;
células CHO - EDs( 0,145 mg/mL e
Limfoma Dalton's - EDsy 0,3 mg/mL
(Cult. de células)

- 100 mg/Kg (Embriotdxico, Ratos)

- Células MCL-5 - ICs 52,7 € 49 pmol

- Células VERO - EDs( 0,14 mg/mL e
Linfoma Dalton's - EDsj 0,45 mg/mL
células CHO - EDsp 29 mg/mL;
Linfocitos humano - 0,5 mg/mL; (Cult. de
células)

- LEUK-P 815 - Conc. no citada (Cult. de
células)

- CA-9KB — Conc. no citada (Cult. de
células)

- CA-9KB - EDsy < 20 mg/mL (Cult. de
células)

Colinérgico
- 1.0 mg/mL (Cobaia, ileo)
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P. cubeba L. f.
P. fulvescens C. DC.
P hancei Maxim.

P. jactianum Trel & Standl.

P. longum L.

P. nigrum L.

P. peltatum L.

P. umbellatum L.

P. betle L.

Borneo
N3ao citado
Japao

Porto Rico

india

india

Tailandia
Argentina

Ghana

Paquistdo

Folhas
Frutos
Folhas
Frutos

Planta inteira

Frutos

N3o citada

Caule

Folhas

EtOH (95%)
Aquoso
MeOH

EtOH (95%)

EtOH (95%)

EtOH (90%)

Eter de petroleo
EtOH (95%)

Aquoso

Fracao
cromatografica
EtOH-H,0
(1:1)

Aquoso

Leaman et al., 1995
May & Willuhn, 1978
Arisawa, 1994
Takatsuki et al., 1996
Chavez et al., 1997

Unnikrishnan & Kuttan,
1988

Chandhoke et al., 1978
Zou et al., 2004
Unnikrishnan & Kuttan,
1988

Miwa et al., 1990
Mongelli et al., 1999

Anon, 1976

Gilani et al., 2000



(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)

Avaliacao da Toxicidade

- Dose toxica minima 1,0 mL/(Ratos)

- Artemia salina - EDsy 719 pg/mL e 220
pg/mL (Doseamento da atividade
antitumoral)

- Artemia salina - EDsy 350 ppm
(Doseamento da atividade antitumoral)

- 1Cs9 1802 mg/Kg (Doseamento da
atividade antitumoral (IG, Ratos)

- Artemia salina - 1Cs( 26,67 pg/mL
(Doseamento da atividade antitumoral)

- Displasia do cervix - Conc. ndo citada

- DLso> 5.0 mg/Kg (IG ou ID, Ratos)

- DLsy 18,6 € 20,9 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina — Conc. ndo citada

- DLso 500 mg/Kg (Ratos)

- Artemia salina - LDsy 6,9 pg/mL

- DLso 500 mg/Kg (Ratos)

- DLsy 87,4 mg/Kg (Ratos)
- Artemia salina - DLsy 107 pug/mL
- Artemia salina - DLso 1,2; 1,65 € 550 ppm

- DLso 12,66 e 424,4 mg/Kg (IG, Ratos)

- DLsp > 5 mg/Kg (VO, Ratos e Coelhos)

- Artemia salina - DLso 89 € 9,6 ng/mL
(Doseamento da atividade antitumoral)
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P. amalago L. Jamaica
P. angustifolium Lam. Peru
P. augustum Rudge Colombia
P. auritum Kunt Cuba
P. betle L. India
P. cubeba L. f. N3do citado
P. guineense Schum & Thon  Nigéria
P. jactianum Trel & Standl.  Porto Rico
P. longum L. India
China
Jordania
P. nigrum L. Malasia
China
Nao citado
P. peltatum L. Peru

Folhas Caule EtOH (95%)
Folhas MeOH
CH,Cl,
Caule EtOH (95%)
Folhas EtOH-H,O
(1:1)
Sementes Planta
Frutos Oleo essencial
Raizes Aquoso
Planta inteira EtOH (95 %)
EtOH-H,0
Frutos EtOH (95 %)
EtOH (90 %)
EtOH (95 %)
Aquoso, CHCl;
EtOH (95 %)
Raizes EtOH (100%)
Sementes  Oleo essencial
Folhas MeOH, Fragao

cromatografica

Feng et al., 1962
Desmarcheilier et al., 1996

Delgado et al., 1988
Delgado et al., 1978
Delgado et al., 1978

Chakrabarti ef al., 1990
Opdyke, 1976

Akah et al., 1997
Chavez et al., 1997
Dhar et al., 1968
Padmaja et al., 2002
Woo et al., 1979

Pei, 1983

Mahmoud ef al., 1992
Rahmani et al., 1992

Hu et al., 1996
Opdyke et al., 1978
Mongelli et al., 1999,



- Artemia salina — Conc. ndo citada P. peltatum L. Argentina ~ Nao citada Fracao Mongelli et al., 1999
cromatografica
(Continua)
Tabela 2 (Continuagado)
- DLsp > 1000 mg/Kg (Ratos) P. schmidtii Hook. F. India Partes aéreas ~ EtOH-H,O  Abraham et al., 1996
- DLso > 1 mg/Kg (IP, Ratos) P. trichostachyon Miq. Bhakun et al., 1971
- Artemia salina - CLsp 122,5 mg/LL P. umbellatum L. Brasil Folhas Aquoso Hammer & Johns, 1993
- DL5o 681 mg/Kg (IP, Ratos) P. wightii Miq. india Partes aéreas EtOH-H,O (1:1) Abraham ef al., 1996
Bloqueador do canal de Calcio
- 0,03 mg/mL (Coelho, em jejum) P. betle L. Paquistao Folhas Aquoso Gilani et al., 2000
Carcinogénica
- 220 pg/mL (Cult. de células) Tailandia MeOH Murakami et al., 1995; 1997
- Dose nao citada (Ratos) P. nigrum L. Nao citado Frutos EtOH (95%) Concon et al., 1979
- 2 mg/mL e 1 mg/animal (SC, Sapos) El-Mofty et al., 1988
- 20 mg/animal (VO, Sapos) Sementes El-Mofty et al., 1988
- 2 mg/animalmL (IG, Sapos) Egito El-Motfty et al., 1991
- SNC - 250 e 350 mg/Kg (IG, Ratos) EtOH (70 %) Capasso & Sorrentino, 2005
- SNC - 600 mg/dia (VO, Adulto humano) EtOH-H,O (1:1) Schulz et al., 1998
- Sintese de prostaglandina - 100 pg/mL. Samoa EtOH Dunstan et al., 1997
- SNC - 10 e 300 mg/Kg (Ratos) Fiji Po, CHCI;  Klohs et al., 1959
- Ciclooxigenase 1 e 2 N3do citado MeOH Wu et al., 2002
- SNC - 1 mg/Kg (VO, Ratos) Nao citado  Cox et al., 1989
- SNC - 50 mg/Kg (Ratos) Havai Caule EtOH Fong et al., 1972
- Receptor GABA - 1Cs 1; 3;4; 5; 6 € 23 Folhas MeOH Dinh et al., 2001
pug/mL; histamina ICsy 4 € 36 pg/mL;
Receptores opidceos - ICsp 19 pg/mL
- SNC - 60 mg/Kg (Ratos) EtOH (95 %) Wooetal., 1977
- Prolil endopeptidaese - 0,1 mg/mL P. nigrum L. Bangladesh MeOH Khanom et al., 2000
- Agregacao plaquetaria - ICs 0,3 mg/mL China AcOEt Okada et al., 1998
- Malondialdeido — 2 % da dieta (Ratos) india Sementes Nao citado  Singh & Rao, 1993
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- HIV-1 - ICsp 70 pg/mL (Cult. de células) EtOH (95%) Yoshinaga et al., 2003
(Continua)
Tabela 2 (Continuagado)
- Transpeptidase Gama-Glutamil e do 4acido Fermentado  Shanmugasundaram & Radah
trico - 5 mL/dia (Ratos) Shanmugasundar, 1986
- Motilidade intestinal - Doses variadas (IG, Koréia do Frutos Annamalai & Manavalan,
Coelhos) Sul 1990
- Alfa-amilase — Conc. ndo citada Aquoso Suh, 1976
- Tirosinase - 0,1 mg/mL P. nigrum L. Japao MeOH-H,O Khanom ef al., 2000
(1:1), Acetona
(60%), MeOH
- Protease (Virus da hepatite C)100 ug/mL Sudao MeOH Hussein et al., 2000
- HIV-1 - ICsp 8 pg/mL (Cult. de células) Tailandia Aquoso Yoshinaga et al., 2003
- SNC - 2 mg/Kg (IG, Ratos) China Raizes EtOH Hu et al., 1996
- Tirosinase: 1mg/mL MeOH Mukherjee et al., 2001
- Tabagismo - Conc. ndo citada EUA Sementes  Oleo essencial Rose & Behm, 1994
- Agregacao plaquetéria - 10 pg/mL P. pedicellatum C. DC. China Partes aéreas CH,Cl, Guiqiu, 1995
- Fosforilase A2 - 2 mg/mL P. peltatum L. Costa Rica Galhos Nao citado  Nunez et al., 2005
- Agregacao plaquetéria - 10 pg/mL P. polysyphorum C. DC. China Partes aéreas CH,Cl, Guiqiu, 1995

- Agregacao plaquetaria — Conc. nao citada

(Cult. de células)

- Agregacao plaquetaria - Dose nao citada

- SNC - Dose nao citada (Ratos)

- Cicloxigenase 1 - ICsp 19 pg/mL;
Lipogenase 5 - ICsy 10 pg/mL

- Agregacao plaquetaria - 10 pg/mL

(Coelho)
- SNC -5 % (SC, Ratos)

- Agregacdo plaquetaria - 10 ug/mL
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P. puberulum Benth.
P. retrofractum Vahl.
P. sarmentosum Roxb.

P. senporeiense C. DC.

P. solmsianum C. DC.

P. submultinerve C. DC.

Planta inteira

Caule

Coréia do Sul Frutos
China Partes aéreas

Brasil Folhas
China Partes aéreas

Fragao apolar
Eter

Nao citado
Hexano

CH,Cl,

Oleo essencial

CH,Cl,

Ma et al., 1991
Zhang et al., 1995
Shin & Woo, 1979
Stohr et al., 1999
Guiqiu, 1995

Moreira et al., 2001
Guiqiu, 1995



- Fosforilase A2 —2 mg/mL P. umbellatum L. Costa Rica Galhos Nao citado  Nunez et al., 2005
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)
- Agregacdo plaquetaria - 10 ug/mL P. wallichii Miq. China Partes aéreas CH,Cl, Guiqiu, 1995
Espasmolitica/Espasmogénica
- 0,033 mL/L (Cobaia, ileo) P. amalago L. Jamaica  Folhas Caule Aquoso Feng et al., 1962
EtOH (95%)
- 2 mg/mL (Cobaia, ileo) P. graeffei Warb. Samoa Folhas Nao citado  Cox et al., 1989
- 1 mg/mL (Cobaia, jejuno) P. guineense Schumach. & Nigéria  Planta inteira Aquoso Udoh et al., 1996
Thonn.
- 10 pg/mL (Ratos, utero) Udoh et al., 1996
- 0,1 e 1,0 mg/mL (Cobaia, ileo) Udoh et al., 1996
- 5,0 mg/mL (Cobaia) Akah et al., 1997
- 100 pg/mL (Cobaia, ileo) Sementes Udoh et al., 1996
- 10 umol/mL (Cobaia, jejuno) Udoh et al., 1996
- 5,0 pg/mL (Ratos, ileo) P. longum L. Coréia do Sul Frutos MeOH Lee, 1981
- 2 mg/mL (Cobaia, ileo) P. methysticum G. Forst. Samoa Raizes Nao citado  Cox et al., 1989
- 2 mg/mL (Cobaia, ileo) P. spp. Folhas Cox et al., 1989
Espermatogénica
- 500 mg/Kg (IG, Ratos); aumenta os niveis P. betle L. India Aquoso Mitra et al., 1996
de testosterona
Espermicida
- 30 mg/Kg (SC, Ratos) Peciolos EtOH (95%) Adhikary et al., 1989
- 100 mg/Kg (IG, Camundongo) P. longum L. Nao citado Frutos Shah et al., 1998
Estimulante
- Musculo liso do intestino com aumento do P. aurantiacum Wall. india Banerjee & Dandiya, 1967

tonus e diminui¢do da contracao - Dose
ndo citada (Coelhos)
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- Musculo liso — 0,15 pg/mL (Ratos) Banerjee & Dandiya, 1967
- Dose nao citada (Ratas ndo prenhas) Fr. alcaloidica Banerjee & Dandiya, 1967

(Continua)
Tabela 2 (Continuag¢ado)

- 0,1 ng/mL (Ratas nao prenhas, utero) EtOH (95%) Banerjee & Dandiya, 1967
- 0,33 mL/L (Ratas, utero) P. auritum Kunt Jamaica Folhas, Caule EtOH (95%) Feng et al., 1962
- Crescimento da raiz da planta - 25 ppm P. guineense Schumach. & Nigéria Frutos Oleo essencial Oguntimein & Elakovich,
Thonn. 1991
- Musculo liso — 2,5 mg/mL (Ratas, utero) Folhas, Aquoso Udoh, 1999
Sementes
- Musculo liso - 2 mg/mL (Cobaia, ileo) Raizes Akah et al., 1997
- Musculo liso - 4 mg/mL (Ratos) Akah et al., 1997
- Musculo liso - 5 mg/mL (Ratos, ileo) P. longum L. Coréia do Sul Frutos MeOH Lee, 1982
- Lacrimejamento - 1 mg/Kg (Ratos) P. marginatum Jacq. Brasil Folhas Aquoso D'Angelo et al., 1997
- SNC - 150 e 250mg/Kg (Ratos) P. methysticum G. Forst. Nao citado Raizes Aquoso, MeCl, Jamieson et al., 1989
- Crescimento da raiz da planta - 2 mg/L P. nigrum L. Japao Frutos Aquoso quente Shimomura et al., 1981
- Aumento da producao de 4cido no EtOH (95 %) Annamalai & Manavalan,
estomago - 1,5 mg/Kg (IV, Coelho) 1990
- Motilidade intestinal - 1,5 mg/pessoa Nao citado Nao citado  Vazquez-Olivencia et al.,
1992
- Musculo liso - 10% (Ratos, jejuno; Ra, Sementes Aquoso Haranath et al., 1987
esquelético)
- Citocromo P450 — 1 % da dieta (Ratos) China Singh & Rao, 1993
- Alcalino Fosfatase - Dieta a 0,5 % (Ratos) India Po Babu & Srinivasan, 1993
- Colesterol-7-a-hidroxilase - Dieta a 0,5% Tailandia Nao citado  Srinivasan & Sambaiah,
1991
- Macrofago WBC - 2 mg/mL Aquoso Miwa et al., 1990
- Musculo liso - Doses variadas (Cobaia, P. retrofractum Vahl. Tailandia Inflorescéncia EtOH-H,O  Mokkhasmit ef al., 1971a
ileo) + Raizes + (1:1)
Galhos
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- Musculo liso - 0,01 mg/mL (Cobaia, ileo) P. sarmentosum Roxb.

Tailandia

Planta inteira  EtOH-H,O

Mokkhasmit ef al., 1971a

P. spp. Caule (1:1) Mokkhasmit et al., 1971b
- SNC -5 % (SC, Ratos) P. solmsianum C. DC. Brasil Folhas Oleo essencial Moreira ef al., 2001
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)

Euforia psiquica

- Conc. nao citada (VO, Adulto humano) P. methysticum G. Forst. Nao citado Folhas Nao citado  Cawte, 1985

- Conc. ndo citada (VO, Adulto humano) Nao citada Aquoso quente Siegel, 1976

Hepatotoxico

- Conc. ndo citada (VO, Adulto humano) Costa Rica Raizes Nao citado  Humberston ef al., 2003

- Dose variada mg/dia (VO, Adulto) Islandia EtOH Escher et al., 2001

- 210 mg/dia (VO, Adulto humano) Nao citado Fracdo lactona Russmann & Helbling,
2001

- Dose variada (VO, Adulto humano) EtOH (95%) Ernst, 2002

- Dose variada (VO, Adulto humano) Nao citado  Furbee et al., 2006
Clouatre, 2004

- Doses variadas (VO, Adulto humano) EtOH-H,O  Russmann et al., 2001

(1:1) Strahl ef al., 1998

Hiperglicemica

- 100 mg/Kg (IG, Ratos) P. betle L. india Folhas Aquoso Saravanan & Pugalendi,
2004

- 5 mL/dia (VO, Ratos) P. longum L. Sementes Fermentado = Shanmugasundaram &

P. nigrum L. Radah Shanmugasundar,

1986

Hipertensiva

- 0,1 mg/Kg (IV, Cachorro) P. amalago L. Jamaica Folhas, Caule Aquoso, EtOH Woode, 1985

(95%) Feng et al., 1962

- 0,5 e 1 mg/Kg (IV, Ratos) P. marginatum Jacq. Costa Rica Folhas Nao citado  D'Angelo et al., 1997

- 10 - 20 mg/Kg (IV, Cachorro) P. nigrum L. india Aquoso quente Sridharan et al., 1978

- 10 - 20 mg/Kg (IV, Cachorro) P. retrofractum Vahl. Tailandia  Inflorescéncia EtOH-H,O  Mokkhasmit et al., 1971a
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+ Raizes + (1:1)
Galhos

- Doses variadas (IV, Cachorro) P. sarmentosum Roxb. Tailandia  Planta inteira EtOH-H,O (1:1) Mokkhasmit et al., 1971b
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)

Hipocolesterolémica

- 100 mg/Kg (Ratos, Figado e Rins) P. betle L. India Folhas Aquoso Saravanan & Pugalendi,
2004

- 5 mg/dia (IG, Ratos) P. longum L. Sementes Fermentado  Shanmugasundaram &

P. nigrum L. Radah Shanmugasundar,

1986

Hipoglicemica

- 250 mg/Kg (VO, Ratos) P. longum L. Planta inteira EtOH-H,O (1:1) Dhar et al., 1968

- 5 mL/dia (Ratos) Sementes Fermentado  Shanmugasundaram &
Radah Shanmugasundar,
1986

- 0,250 ¢ 0,125 mg/Kg (IG, Ratos) P. sarmentosum Roxb. Tailandia  Planta inteira Aquoso Peugvicha et al., 1998

Hipotensiva

- Dose nio citada P. adumcum L. Nio citado Folhas Eter, CHCl;, Achenbach et al., 1984

- 0.1 mL/Kg (IV, Cachorro) P. auritum Kunt Jamaica  Folhas, Caule Aquoso Feng et al., 1962

- 1 mg/Kg (IP ou IV, Ratos) P. betle L. Taiwan  Inflorescéncia Aquoso Chen et al., 1995

- 50 mg/animal (IV, Cachorro) P. betle L. India Folhas Oleo essencial Ali & Mehta, 1970

- Doses variadas (IV, Cachorro) P. cubeba L 1. Tailandia Frutos  EtOH-H,O (1:1) Mokkhasmit et al., 1971b

- 10 % (Ratos) P. nigrum L. Nao citado Sementes Nao citado  Haranath et al., 1987

Hipovitaminose

- Aumento dos niveis de vitamina A (Ratos,

figado e plasma)

Indutor
- Inflamacao - 4,9 mg/Kg (Ratos)
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- Irritacdo da pele - Dose ndo citada P. cubeba L. f. Nao citado Frutos Oleo essencial Opdyke, 1976
(Topico, Ratos, Coelho e Cobaia)
- Inibigdo do contato celular em L. P. elongatum C. DC. Peru Partes aéreas EtOH (95%) Hermoso et al., 2003
braziliensis - Dose ndo citada
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)
- Fator vinculado a inibigdo plaquetaria, P. futokadsura Siebold China Aquoso Han et al., 1991
bloqueador do receptor adrenérgico,
receptor Colecistoquinina e Alfa 2 —
- Fator vinculado a inibi¢do plaquetéria — Taiwan Caule Fragao Chang et al., 1985
Conc. nao citada (Coelho) cromatografica
- Efeito sobre o SNC - 1 mg/Kg (Ratos) P. graeffei Warb. Samoa Folhas Nao citado  Cox et al., 1989
- Bloqueio neuromuscular - 2 mg/mL P. guineense Schumach. & Nigéria Aquoso Udoh et al., 1999
(Coelho) Thonn.
- Liberagao de superoxido P. lenticellosum C. DC. Equador  Planta inteira EtOH De Las Heras et al., 1998
- Potencializacdo de barbituricos - 25 P. longum L. China Frutos EtOH (95 %) Peietal., 1983
mg/Kg (Ratos)
- Relaxamento uterino — Conc. ndo citada Tailandia Nao citado  Loewsoponkul, 1982
- Aumento do nivel de melatonina; india Upadhya et al., 1988
liberagao de serotonina 5-HT ¢ histamina
- 1 mg/Kg (IG, Ratos)
- Potencializagdo de barbittricos - 10 P. longum L. Caule Nao citado  Shukia et al., 1987
mg/Kg (IG, Ratos)
- Hipolipidemia - 50 mg/Kg (IG, Ratos) Khanna et al., 1991
- Hepatoregeneracao - 100 mg/Kg (Ratos) Rege et al., 1984
- Hipotermia - 300 mg/Kg (Ratos) EtOH (90 %) Woo et al., 1979

- Potencializagdo de barbituricos - 125

mg/Kg (Ratos)

- Aumento da taxa de estrogénio - 50

mg/mL (VO, Ratos)
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- Bloqueio neuromuscular - 4,6 mg/pessoa Raizes Decocto Siddiqui & Hasan, 1981

- Aumento da conc. de proteina — 5 mL/dia Sementes Fermentado  Shanmugasundaram &
(Ratos, plasma) Radah Shanmugasundar,
1986
(Continua)

Tabela 2 (Continuagado)

- Estimulo imunoldgico - 100 mg/Kg (IV)  P. marginatum Jacq. Nao citado Planta inteira ~ Nao citado  Di Carlo et al., 1964

- Efeito refrescante - Conc.ndo citada (VO) Costa Rica Folhas MeOH (80%) Hussain et al., 1990

- Aumento da dopamina - ICs 43 e 68 pg/mL  P. methysticum G. Forst. Havai MeOH Dinh et al., 2001

- Antagonista da serotinina 5-HT - EDs Raizes Liofilizado = O'Hara et al., 2001
22,5 ug/mL (Ratos)

- Otimizagao do raciocinio - 200 mg/pessoa Nao citado  Munte et al., 1993

- Alivio dos sintomas da menopausa - 300 EtOH-H,O Habsefal., 1994
mg/dia (VO, Adulto humano) (1:1)

- Alivio dos sintomas da menopausa - P. methysticum G. Forst. Nao citado Nao citado  Warnecke et al., 1994
Doses variadas (VO, Adulto humano)

- Otimizagao do raciocinio - 300 mg/dia Thompson et al., 2004
(VO, Adulto humano)

- Sistémico do SNC - 200 mg/dia (VO) EtOH-H,O (1:1) Boerner & Klement, 2004

- Aumento da dopamine cerebral - 20 e 120 Baum et al., 2004
mg/Kg (VO, Ratos)

- Modulador do receptor GABA - EDsy 300 Fragao Jussofie et al., 2004
umol (Ratos, cérebro) cromatografica

- Aumento do tempo de sono - 200 mg/dia EtOH (95%) Jamieson & Duffield, 1990
(IG, Ratos)

- Irritacdo da pele (dermatite) — Conc. ndo Tonga Aquoso Ruze, 1990
citada (VO, Adulto humano)

- Sono - 200 mg/dia (VO, Adulto humano) Acetona Lehrl, 2004

- Potencializagao de barbittricos — 10 e 160 Fiji P6e CHCl; Klohs et al., 1959
mg/Kg (Ratos)

- Distarbios visuais - 600 mL (VO, Adulto) Aquoso Garner & Klinger, 1985
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- Rapidez do raciocinio - 350 mg/Kg (IG, CHCI3 Jemieson & Duffield, 1990
Adulto humano)

- Bloqueio neuromuscular - 5 mg/mL Caule Aquoso Sing, 1983
(Ratos e Ra)

(Continua)
Tabela 2 (Continuagado)

- Potencializagdo de barbittricos - 60 mg/Kg P. nigrum L. Coréia do Sul Frutos EtOH (95%) Wooetal., 1977

- Potencializacdo de barbituricos - 50 e 200 Eter Han et al., 1984
mg/Kg (Ratos)

- Glutationa-S-tranferase - Dietaa 2 % Japao Po Ueda et al., 1999
(Camundongo)

- Potencializacdo de barbituricos - 50 e 125 Nao citado MeOH Shin & Woo, 1980
mg/Kg (Ratos)

- Liberacdo de superoxido - 0,1 mg/mL P. nigrum L. Bangladesh Khanom et al., 2000

- Glutationa-S-tranferase - Dietaa 2 % India Nao citado  Singh & Rao, 1993
(Ratos)

- Aumento de compostos sulfidrila - dieta a Singh & Rao, 1993
2 % (Ratos); do Citocromo B5 - dieta a 1
% e de Melanoma 2 - a 0,01 mg/mL

- Aberragdes cromossomicas - 100 mg/Kg Aquoso Abraham & John, 1989

- Interleucina - Dose ndo citada Tailandia Miwa et al., 1990

- Potencializagdo de barbituricos — 50 ¢ 100 ndia Folhas Aquoso quente, Sridharan et al., 1978
mg/Kg (Ratos) Eter de petréleo

- Aumento do tempo do Sono - Dose nao China Raizes MeOH Wei et al., 2004
citada (Ratos)

- Aumento do nivel de colesterol - Dieta a India Sementes Po Babu & Srinivasan, 1993
0,5 % (Ratos)

- Aumento da conc. de proteina — 5 mL/dia Fermentado = Shanmugasundaram &
(Ratos, plasma) Radah Shanmugasundar,

1986
- Irritagdo - Dose nao citada (Coelhos) Nao citado Oleo essencial Opdyke ef al., 1978
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- Potencializagdo de barbituricos - 125 P. retrofractum Vahl. Coréia do Frutos MeOH (75%) Woo et al., 1978
mg/Kg (Ratos) Sul MeOH Shin & Woo, 1980
- Bloqueio neuromuscular - 4 mg/mL P. sarmentosum Roxb. Tailandia Folhas MeOH Ridtitid et al., 1998
- Hipotermia - 5 mg/Kg (Ratos) P. umbellatum L. Congo Aquoso Bioka & Abena, 1990
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)
Inseticida/Larvicida
- Aedes aegypti e mosca doméstica — Conc. P. acutisleginum C. DC. india Caule CH,(Cl, Olsen et al., 1998
nao citada
P. falconeri C. DC. india Folhas+Caule  Nao citado  Parmar et al., 1993
- Aedes aegypti — Conc. ndo citada P. longum L. india Nao citada MeOH Yang et al., 2002
- Aedes atropalpus - 10 pg/mL e Ostrinia  P. decurrens Miq. Costa Rica Folhas EtOH (95%) Moreno, et al., 1996
nubilalis - Dieta a 0,4 %
- Aedes aegypti - 15 ppm P. nigrum L. Paquistdo Sementes Nao citado  Siddiqui et al., 2004
- Aedes atropalpus - 1Csy 80,5 ng/mL P. guanacostensis C. DC. Costa Rica Fracdo CHCI3 Roman, 1997
- Aedes aegypti e mosca doméstica (vicina e P. peepuloides Roxb. india Frutos Eter de Srivastava, 1970
nebula) - 0,625 % petréleo
- Aedes aegypti - 0,125% P. peepuloides Roxb. India Frutos Eter de petroleo Srivastava, 1970
- Acanthoscelides obtectus — Conc. variada  P. nigrum L. Nao citado Frutos Acetona Lathrop & Keirstead, 1946
- Bruchus chinensis - 0,46 %; Sitophilus P. longum L. [ndia Nio citada  Oleo essencial Kokate et al., 1980
oryzae - 0,18 %
- Callosobruchus maculates — Conc. ndo P. nigrum L. Nao citado Frutos Acetona Su & Horvat, 1981
citada
- Ceratetis capitata — Conc. ndo citada P. nigrum L. Egito Planta inteira Acetona Barakat et al., 1985
- Culex quinquefasciatus - DLsy 24 ppm P. cubeba L. f. Nao citado Frutos Acetona Hartzell, 1947
- Culex quinquefasciatus - LDsy 27 ppm P. nigrum L. Nao citado Frutos Acetona Hartzell, 1947
- Culex pipiens - 10 pg/mL P. longum L. Nao citado Frutos Oleo essencial Lee, 2000
- Rhipicephalus appendiculatus - 50 mg/mL P. acutisleginum C. DC. Ruanda Folhas MeOH Kalisa, 1985
- Callosobruchus maculates - 0,037 mg/mL  P. guineense Shumach. & Nigéria Frutos EtOH (95 %) e Ojietal., 1992
e 0,1 mg/mL Thonn. Po
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- Spodoptera litura — Conc. nao citada P. futokadsura Siebold Japao Folhas Benzeno Matsui & Munskata, 1975
- Ssitophilus zeamais - 1,25 mg P. guineense Shumach. & Nigéria Sementes Po Oji, 1991
Thonn.
- Mosca doméstica - 6 pg Nigéria Raizes Fragado Gbewonyo & Candy, 1992
cromatografica
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)

- Mosca doméstica - DLsp 0,27 pg/mL Raizes Eter de petréleo Gbewonyo & Candy, 1992
- Toxocara canis - Conc. ndo citada P. nigrum L. Indonésia Frutos Nao citado  Kiuchi et al., 1988
- Callosobruchus chinensis - DLsy 0,15 e P. nigrum L. Indonésia Frutos Fragao Miyakado et al., 1983

0,25 ppm cromatografica
- Callosobruchus chinensis - EDso 1 ppm  P. nigrum L. Japao Frutos EtOH (95%) Miyakado et al., 1980
Inotropia
- Negativa sobre a perfusdo cardiaca— 1,0  P. aurantiacum Wall. EtOH (95%) Banerjee & Dandiya, 1967

ng/IC (Coelhos)
- Positiva sobre o atrio — 5 pug/IC (Ratos) P. marginatum Jacq. Brasil Folhas Aquoso quente D'Angelo et al., 1997
Metaplasia - 9,40 mg/Kg (IG, Ratos) P. betle L. india Aquoso Sen et al., 1987
Mitogénica - 9,40 mg/Kg (Ratos) Aquoso Sen et al., 1991
Moluscicida
- Biomphalaria glabrata — Conc. ndo citada P. adumcum L. Papua-Nova Eter de Orjala et al., 1993a,b,c

Guiné petrdleo

- B. glabrata — CIM 400 ppm P. auritum Kunt Panama Ramos CHCl3 Marston et al., 1996
- B. glabrata - 6leo saturado ¢/ dgua durante P. marginatum Jacq. Brasil Folhas Oleo essencial Rouquayrol ef al., 1980

1 a 5 semanas
- B. glabrata - DLy 1-10 e 1-20 ppm P. tuberculatum Jacq. Brasil Oleo essencial Rouquayrol et al., 1980
- B. glabrata e B. straminea - DLy 500 EtOH (95%) Pinheiro De Sousa &

ppm Rouquayrol, 1974
Mutagénica
- Salmonela typhimurium TA 100 - 2 P. betle L. Taiwan Frutos Fracao Wang & Peng et al., 1996
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mg/placa alcaloidica
- S. typhimurium TA 98 - 50 mg/placa India Folhas EtOH (95%) Bagwe et al., 1990
- Conc. ndo citada (IG, Ratos) P.betle L. India Folhas Suco Sen et al., 1989
- S. typhimurium TA 98 ¢ 100 - 10 P. nigrum L. Tailandia Frutos Aquoso quente Higashimoto et al., 1993
mg/placa (Placa, Agar) MeOH
(Continua)
Tabela 2 (Continuag¢ado)
- S. typhimurium TA 98 - 5 mg/placa india Sementes EtOH (95%) Shashikanth & Hosono, 1986
Neuritogénica - Células PC 12 - 30 ug/mL  P. fulvescens C. DC. Nao citado Planta inteira MeOH Lietal., 1999
Progestagénico - 500 mg/Kg (VO) P.betle L. india Peciolos EtOH (95%) Tewari et al., 1970
Psicotropica
- Conc. Nao citada (VO, Adulto humano)  P. methysticum G. Forst. Nao citado Folhas Nao citado, Cawte, 1985
Aquoso
Relaxante ) )
- 100 mg/L (Ratas, utero) e - 2,5 mg/L (Ra, P.betle L. India Folhas Oleo essencial Ali & Mehta, 1970
musculo esquelético)
- Conc. ndo citada (Musculo liso) P. marginatum Jacq. Porto Rico Folhas Eter Hoyo de Nunez & jonson,
1943
- EDsp 22,5 pg/mL (Ratas, utero) P. methysticum G. Forst. Havai Raizes Liofilizado  Jamieson et al., 1989
- 10 ng/mL (Ratas, ttero) Nao citado ~ Aquoso Buckley et al., 1967
- EDsp 279 mg/L (Cobaia, traquéia) P. nigrum L. Nao citado  Naocitada Oleo essencial Reiter & Brandt, 1985
- Conc. ndo citada (Ratos, ileo) Tailandia Frutos Nao citado  Apisariyakul & Anantasarn,
1984
- 10 mg/mL (Cobaia, ileo) Bangladesh Sementes Aquoso Chakma et al., 2001
- Conc. ndo citada (Ratos, ileo) P. retrofractum Vahl. Tailandia Frutos Nao citado  Apisariyakul, 1984
- Conc. ndo citada (ratos, ileo) P. sarmentosum Roxb. Folhas Nao citado  Apisariyakul, 1984
Repelente de insetos
- A. octospinosus - Conc. ndo citada P. arieianum C. DC. Costa Rica Folhas  MeOH-H,O 1:1 Green et al., 1999
- A. octospinosus — Conc. ndo citada P. taboganum C. DC. Panama Folhas CHCl3 Roussis et al., 1990
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- Bruchus chinensis e Sitophilus oryzae—  P. longum L. india Nio citada  Oleo essencial Kokate et al., 1980
Conc. ndo citada
Toéxico
- Contato com a pele por 15 dias resultou  P. betle L. Taiwan Folhas EtOH (95%) Liao et al., 1999
em leucomelanose
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)
- 1 mg/Kg (IG, embrido) india Peciolos EtOH (95%) Choudhuri et al., 1991
- Dose nao citada (VO, Adulto humano) P. methysticum G.Forst. Nao citado Raizes =~ EtOH-H,O (1:1) Habs et al., 1994
- 12 mg/pessoa (VO, Adulto humano) Nao citado ~ Schmidt & Boehncke, 2000
- Sistémico - 200 mg/dia (VO, Adulto) Acetona Lehrl, 2004
- Sistémico - Dose variada (VO) Schelosky et al., 1995
- Sistémico - Dose nao citada (VO) Aquoso Siegel, 1976
- Neural - Dose ndo citada (VO, Adulto) Aquoso Spillane et al., 1995
- Sobre a pele - Dose nao citada (VO) EtOH-H,O (1:1) Jappe et al., 1998
- Sistémico - Dose variada (VO) Australia Aquoso Gregory et al., 1988
- Sistémico com pele amarelada, olhos Pepping, 1999
vermelhos, lesdes plantares e palmares -
300 mg/dia (VO, Adulto humano)
- Sistémico - 1 mg/dia (VO, Adulto) EUA Raizes = EtOH-H,O (1:1) Pfeifer et al., 1967
- Sistémico - Dose nao citada (VO, Adulto) P. methysticum G. Forst. Fiji Espiga Aquoso Frater, 1958
- Sistémico - Dieta a 2 % (Ratos) india Frutos Nao citado  Srinivasan &
Satyananrayana, 1981
- Embrionario - 200 mg/dia (VO, Ratos) P. peepuloides Roxb. Eter de petrdleo Chandhoke ef al., 1978
MeOH
P. retrofractum Vahl. Aquoso, Eter  Chandhoke et al., 1978
Tranquilizante
- 30 mg/Kg (Ratos) P. longum L. Caule Po Shukia et al., 1987
Vasoconstrictor
- 0,033 mL/L (Ratos) P. amalago L. Jamaica Folhas, EtOH (95%) Feng et al., 1962
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Caule

- Doses variadas (Gatos) P. methysticum G. Forst. Nao citado Raizes = EtOH-H,O (1:1) Hoover et al., 1962
Vasodilatador
- 3,3 mL/L (Ratos) P. auritum Kunt Jamaica  Folhas, Caule EtOH (95%) Feng et al., 1962
- Dose nao citada (Coelhos, artéria) P. longum L. Japiao Frutos AcOEt Shoji et al., 1986
(Continua)
Tabela 2 (Continuagdo)
Vermicida
- Ascaris gali - Dose nao citada P. betle L. India Folhas Oleo essencial Shilaskar & Parasar, 1985
- Ascaris lumbricoides - 1mg/L P. betle L. india Folhas Oleo essencial Ali & Mehta, 1970
- Ascaris lumbricoides - 0,002 % P. longum L. Sri Lanka Frutos, Oleo essencial D'Cruz et al., 1980
Raizes
- Ascaris lumbricoides - 10 mg/mL P. longum L. India Sementes Aquoso Krishnakumari &
Majumder, 1960
- A. lumbricoides e Ancylostoma duodenale P. longum L. India Nao citada Nao citado  Tyagiet al., 1978
—1a2mg (VO, Adulto humano)
- Entamoeba histolytica - 125 pg/mL P. boehmerifolium Wall. Partes aéreas EtOH-H,O (1:1) Bhakuni et al., 1988
- E. histolytica - 900 e 1000 pg/Kg (IG) P. longum L. india Frutos EtOH (95 %) Ghoshal et al., 1996
- Entamoeba - 1000 pg/mL P. schmidtii Hook. F. India Partes aéreas EtOH (95 %) Joshi et al., 1990
- Entamoeba histolytica - 1000 pg/mL P. longum L. Tailandia Raizes EtOH (95 %) Ghoshal & Lakshmi, 2002
- Entamoeba histolytica - 0,5 pL/mL P. longum L. Nio citado ~ Niao citada  Oleo essencial De Blasi et al., 1990
- Giardia lamblia -1000 e 500 pg/mL P. longum L. Sri Lanka Frutos, Hexano, Tripathi et al., 1999
Raizes CH,Cl,, BuOH
- Giardia lamblia - 250, 125 ¢ 125 pg/mL.  P. longum L. Aquoso, AcOEt, Tripathi et al., 1999
- Giardia lamblia - 900 mg/Kg (Ratos) P. longum L. AcOEt, Aquoso, Tripathi et al., 1999
CHQCIQ, BuOH
- Giardia lamblia - 1 mg/pessoa (VO) P. longum L. Tailandia Raizes Po Dubey & Saxena, 1997
- Leishmania mexicana - 250 mg/Kg P. longum L. Tailandia MeOH Sawangjaroen et al., 2004
- Parasito e conc. ndo citados P. retrofractum Vahl. India Sementes Nao citado  Feroz et al., 1982
- S. mansoni - 10 mg/Kg P. marginatum Jacq. Brasil Nio citada  Oleo essencial Frischkorn et al., 1978
- Taenia solium e Bunostomum P. betle L. India Raizes Oleo essencial Garg & Jain, 1992
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trigonocephalum - 1%
- Toxocara canis - 1 mg/mL P. longum L. Japao Frutos Aquoso, MeOH Kiuchl et al., 1990
Sri Lanka Frutos Decocto Kiuchi et al., 1989
- Toxocara canis - 10 mg/mL P. retrofractum Vahl. Sri Lanka Raizes Decocto Kiuchi et al., 1989

- Toxocara canis — 1 e 10 mg/mL Bangladesh Caule Aquoso, MeOH Ali et al., 1991
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4. Experimental



4. Experimental

4.1 Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados neste estudo foram C3;H¢O, C¢H;4 ¢ EtOH (preparagdo dos
extratos brutos); CsHis, CHCl; e AcOEt (parti¢des liquido-liquido), NaOH 4 % e HCI
(tratamento 4cido-base), C,H4O,, CHCl;, CH,Cl,, AcOEt e MeOH (filtragdes e
cromatografias em coluna e em Sephadex LH-20), PA ou destilados no proprio laboratorio.

Os reagentes utilizados foram: Dragendorff e sulfato cérico.

4.2 Materiais para os diferentes ensaios

a) Ensaios antimicrobianos in vitro e in vivo

Os principais materiais utilizados nesses ensaios foram: pipetas automaticas de
volumes variaveis (Eppendorf do Brasil, Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo/SP/Brasil),
ponteiras de polietileno, placas de Petri descartaveis de 9 cm de didmetro, microplacas de 96
orificios em poliestireno de fundo chato com tampa estéril (TPP®, Techno Plastic Products
AG, Trasadingen/Switzerland), lamparina, tubos de ensaios, recipientes para biopsia,
Erlenmeyers, béqueres e provetas de volumes variados (Vidrolabor, Astra do Brasil Industria
de Vidros Ltda, Ferraz de Vasconcelos/SP/Brasil), pinga anatdmica, hemostatica, de campo,
afastadores e cabos de bisturi de tamanhos variados, caixa cirargica, cubas redonda e rim de
tamanhos variados (Jedmed Instrument Company, St. LouissMO/USA), alcas de platina,
punch de nimeros 9 e 3 (Kai Industries, Co., Ltd., Gifu/Japan), ldminas de bisturi n°® 15
(Solidor, Lamedid Comercial e Servigos Ltda, Barueri/SP/Brasil), mascaras, gorro e aventais
cirargicos, luvas de procedimento e estéreis, esparadrapo, ataduras de crepe, algodao, swabs,
gazes estéreis, compressas € campos cirurgicos (adquiridos da Starmed Artigos Médicos e
Hospitalares Ltda, Curitiba/PR/Brasil), meios de cultivos Agar Miuieller-Hinton, Brain-Heart
Infusion Broth e Sabouraud Dextrose (Acumedia Manufacturers Inc., MI/USA), discos para
antibiograma (DME, Diagnosticos Médicos Especializados, Aracatuba/SP/Brasil), papel
Whatman n° 1, soro fisiologico 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica Ltda, Sao
Paulo/SP/Brasil), propilenoglicol 10% e creme ndo idnico, que consiste em uma base pronta,
composta de acidos graxos, emulsionantes nao-ionicos e emoliente (adquiridos da Farmacia
Homeopatica Natural, Maceio/AL), seringas (Becton Dickinson and Company, New

Jersey/USA), laminas e laminulas para microscopia (Perfecta Ind. e Com. de Laminas de
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Vidro Ltda, Sao Paulo/SP/Brasil), paquimetro mecanico (Starret Company, Athol/MA/USA)

gaiolas para ratos de polipropileno (Sogorb, Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo/SP/Brasil).

b) Investigacao Fitoquimica

Nesta etapa foram utilizados: funil de separacdo, colunas cromatograficas em gel de
silica G 60 [70 — 230 mesh ASTM e G 60 para pressao 230 — 400 mesh (Merck Chemicals
KGaA, Darmstadt, Alemanha)] e em gel de Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals
Inc., Piscataway/NJ/USA), de tamanhos e didametros variados, bem como placas de vidro e

aluminio em gel de silica GFs4 (Merck).

¢) Teste de Toxicidade

Neste ensaio foram utilizadas as microplacas de 96 e de 12 orificios em poliestireno
de fundo chato com tampa (TPP®, Techno Plastic Products AG, Trasadingen/Switzerland),
luminaria (Force Line Industria ¢ Comércio Ltda., Sao Paulo/SP/Brasil), ovos de Artemia
salina Leach (adquiridos da Sea Word Comercial Ltda., Maceio/AL/Brasil), recipientes
plésticos 12 x 8 cm, agua do mar fresca e livre de poluicdo, pipetas automaticas de volumes
variaveis (Eppendorf), ponteiras de polietileno, placas de Petri descartaveis de 9 cm de
diametro (TPP®, Techno Plastic Products AG, Trasadingen/ Switzerland), solu¢do de Timol
0,01% (Azul de Timol solugdao 0,04%, Panreac Quimica, S.A.U, Barcelona/Espanha), e
microscopio estereoscopico binocular (Coleman Equipamentos para Laboratério Com. e

Imp. Ltda. - Santo André - SP).

d) Bioautografia

Nesse ensaio foram utilizados placas de aluminio em gel de silica G60 F,s4 medindo
5,0 x 2,5 cm, placas de Petri de 9 cm de diametro, pipeta automatica de 1-20 uLL com
ponteiras, meios de cultivo Agar Muller Hinton ou Agar Sabouroud Dextrose, borrifador com
revelador [2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio - 20 mg/mL (Sigma — Aldrich Corporation, St.
Louis/MO/USA), amostras das substancias a serem testadas e suspensdo bacteriana ou

antifingica padronizada segundo a escala de MacFarland.

4.3 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados foram: evaporadores rotativos (Ika/Werke

GmbH & Co. KG., Danbure, CT/USA), autoclave vertical e estufa bacterioldgica (Fabbe —

95



Primar Industrial Ltda, Sao Paulo/SP/Brasil), capela de fluxo laminar (Veco do Brasil
Indastria e Comércio de Equipamentos Sociedade Ltda, Campinas/SP/Brasil), balanga
analitica (Acculab Industrial Scales, London/England), placa aquecedora (Termolyne
Corporation, Dubuque/IA/USA), banho de ultra-som (Bransom Ultrasonics Corporation,
Danbure/CT/USA), extratores conicos de vidro e de polietileno e capela de exaustdo
(Permution EJ. Krieger e Cia Ltda., Curitiba/PR/Brasil), espectrometro [Bruker Avance 400
(RMN 'H: 400 MHz e *C: 100 MHz - referéncia interna utilizada foi o solvente usado na
dissolugdo das amostras ou TMS) Bruker Corporation, Billerica, MA/USA],
espectofotdmetro (Fabbe - Primar) e Gabinete com lampada UV (Spectroline, Spectronics

Manufacturers Corporation, NY/USA).

4.4 Meios de Cultivos e Solugdes Utilizadas nos Ensaios_Antimicrobianos

4.4.1 Meios de cultivos (composi¢do e preparo)

a) Brain-Heart Infusion Broth (BHI, Acumedia): Meio liquido de enriquecimento
utilizado para a propagacao dos microrganismos durante o preparo dos indculos. Segundo
o fabricante, este meio ¢ composto de Infusdo de cérebro e coracdo (17,5 g), Gelatina de
digestao enzimatica (10,0 g), Dextrose (2,0 g), Cloreto de sddio (5,0 g) e Fosfato de sodio
dibasico (25,0 g). Este foi preparado diluindo-se o meio em po6 (37,0 g), sob agitagdo
manual com auxilio de um bastdo de vidro, em quantidade suficiente (g.s.p.) para um litro
de 4dgua destilada. Apos completa dissolucdo, distribuiu-se em Erlenmeyers, vedados com
rolhas de algodao e gaze protegidas com papel aluminio. Apds esterilizacdo em autoclave
a 121 °C durante 15 minutos (pH final de 7,4 + 0,2 a 25 °C), armazenou-se sob
refrigeragdo a uma temperatura de 4-8 °C, at¢ o momento do uso. Posteriormente, a cada
bateria de testes o meio foi redistribuido em tubos de ensaios (15 x 100 mm), esterilizado

para receber o indculo inativo e propagé-lo.

b) Agar Mueller-Hinton (AMH, Acumedia) - Meio sélido preconizado para o teste de
susceptibilidade antibacteriana (Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa), que
apresenta boa reprodutibilidade nos testes e suporta o crescimento da maioria dos
microrganismos (NCCLS', 2003). Segundo o fabricante, este meio é composto por:
Extrato de carne (2,0 g), Caseina de acido hidrolizado (17,5 g), Amido (1,5 g) ¢ Agar

(17,0 g). Seu preparo consistiu em diluir o meio em pod (38,0 g), sob agitagdo manual com

! National Commitee for Clinical Laboratory Standards
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auxilio de um bastdo de vidro, g.s.p. um litro de agua destilada. Apds completa
dissolugdo, colocou-se em Erlenmeyers vedados com rolhas de algodao e gaze protegidas
com papel aluminio. A seguir, esterilizou-se em autoclave a 121 °C durante 15 minutos e
o pH final foi ajustado para 7,3 + 0,1 a 25 °C. Em seguida, distribuiu-se (cerca de 25 mL)
em placas de Petri (9 cm de diametro) a uma temperatura de 45 °C (NCCLS, 2003).

¢) Agar Sabouraud Dextrose (ASD, Acumedia) - Meio solido utilizado para a
propagacao do fungo Candida albicans. Segundo o fabricante, este meio contém Caseina
de digestao enzimatica (5,0 g), Tecido animal de digestdo enzimatica (5,0 g), Dextrose
(40,0 g) e Agar (15,0 g). Seu preparo foi feito diluindo-se o meio (65,0 g), sob agitacio
manual com auxilio de um bastdo de vidro, em q.s.p. um litro de 4gua destilada. Apos
completa dissolucdo, distribuiu-se em Erlenmeyers, vedados com rolhas de algodao e
gaze protegidas com papel aluminio. Apos esterilizacdo em autoclave a 121 °C durante
15 minutos, o pH final foi ajustado para 5,6 + 0,2 a 25 °C. A seguir, cerca de 25 mL foi

distribuido em placas de Petri (9 cm de didmetro) a uma temperatura de 45 °C.

4.4.2 Solugbes

a) Salina Tamponada - Utilizada para diluir o in6culo visando obter o equivalente a 1,5
x 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL (NCCLS, 2003). Esta solu¢do foi
preparada utilizando os sais: Cloreto de sodio (5,61 g), Cloreto de potassio (0,11 g),
Fosfato de potassio monobasico (1,0 g) e Fosfato dibasico de sodio (2,0 g) (Manzone &
Mario, 1993). Sob agitagdo manual com auxilio de um bastdo de vidro, todos os
componentes foram dissolvidos em 1 litro de dgua destilada. Apds completa dissolugdo, o
meio foi vertido em um Erlenmeyer, o qual foi vedado com rolha de algoddo com gaze
protegida com papel aluminio. Apds esterilizagdo em autoclave a 121°C durante 15
minutos e ajuste do pH (7,4 + 0,2 a 25 °C), armazenou-se em refrigerador a uma
temperatura de 4-8 °C, até o momento do uso. Posteriormente, a cada bateria de testes a
solugdo foi redistribuida em Erlenmeyer de 50 mL e, novamente esterilizada, para receber
os indculos ativos e ajustar a 1,5 x 10° UFC/mL, constituindo assim a solu¢ao microbiana

para semeadura das placas testes.

a) Solu¢ido de Sulfato de Bario da Escala de MacFarland - Foram utilizadas
solucdes padrao de turbidez de sulfato de bario (BaSO4), denominada Escala de

MacFarland (Figura 9, p. 98). Esta escala ¢ utilizada para padroniza¢do da densidade do
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in6culo dos microrganismos para testes in vitro, e ajuste do nimero de UFC/mL. A escala
foi preparada adicionando-se em 10 tubos de ensaio, sequencialmente, quantidades
crescentes de solugdo de cloreto de bario (BaCl,) 1% (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9;
1,0 mL) e 4cido sulfurico (H,SO4) 1% q.s.p. 10 mL. Considera-se que as densidades

resultantes correspondem respectivamente a:

Tubo 1—1,5 x 10° UFC/mL Tubo 6 — 3,0 x 10° UFC/mL
Tubo 2 — 3,0 x 10° UFC/mL Tubo 7 — 6,0 x 10° UFC/mL
Tubo 3 — 6,0 x 10° UFC/mL Tubo 8 —9,0 x 10° UFC/mL
Tubo 4 —9,0 x 10° UFC/mL Tubo 9 — 1,5 x 10’ UFC/mL
Tubo 5 - 1,5 x 10° UFC/mL Tubo 10— 3,0 x 10’ UFC/mL

Para o presente estudo selecionou-se o tubo n° 5, que corresponde a 1,5 x 10°

UFC/mL na escala de MacFarland (Silva, 1999).
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Figura 9. Escala de MacFarland. Destaque do tubo 5, equivalente a 1,5 x 10° UFC/mL

4.5 Selecdo, Coleta e Identificacdo dos Materiais Vegetais

Diferentes partes (caule, raizes, cascas, folhas, sementes, frutos e planta inteira) de
sete espécies vegetais, pertencentes a cinco familias distintas, com relato na literatura como
antimicrobianos e/ou cicatrizantes, ou ainda, relato de triagens preliminares cujos resultados
indicaram as referidas atividades, foram selecionadas e coletadas em diferentes localidades
do Estado de Alagoas (Quadro 2, p. 99). A identificacdo dessas espécies foi feita pela
botanica Rosangela Pereira de Lyra Lemos do Instituto do Meio Ambiente do Estado de

Alagoas (IMA), onde exsicatas dos referidos materiais encontram-se catalogadas.
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Quadro 2. Espécies vegetais selecionadas e coletadas em diferentes locais do Estado de
Alagoas para estudo.

Familia Espécie Local e Data da Coleta® N° MAC"
Bignoniaceae  Zeyheria tuberculosa (Vell.) Fazenda Camardo: Municipio de  23.819
Bur. Boca da Mata (junho/2005).
Capparaceae  Capparis cynophallophora L.~ APA- Santa Rita (Mucuri), 23.829
Capparis spinosa Jacq Marechal Deodoro (junho/ 2005).  23.841
Fabaceae Swatzia apetala Raddi. APA - Serra da Nacéia, Boca da
Mata (junho/2005). 22.924
Piperaceae Piper hayneanum C.DC. APA - Fazenda Lamardo, Pilar  22.138
Piper marginatum Jacq. (margo/2005). 22.131

Portulacaceae  Portulaca cf. elation Mart. Fazenda Camardo, Municipio de  23.816
ex. Rohrb. Boca da Mata (junho/2005).

“APA - Area de Protecdo Ambiental; ° Numero de Catalogo no Herbario do IMA/AL.

4.6 Preparagdo dos Extratos, Fragoes de Particdo ou de Tratamento Acido-base

Os materiais vegetais (folhas, caules, raizes, sementes, pericarpos das sementes,
plantas inteiras e cascas do caule, dos frutos e das raizes), apos secagem a temperatura
ambiente e trituracdo, foram individualmente extraidos, através de maceragao, com C¢H;4 ou
Cs;HeO e/ou EtOH 90 %. Apds concentragao das solugdes em evaporador rotativo e secagem
a temperatura ambiente, obteve-se um total de 29 extratos brutos (Quadro 3, p. 100). Alguns
desses extratos foram suspensos em solugdo MeOH-H,O (9:1 para o extrato em CgH,4 das
cascas dos frutos de S. apetala ou 3:2 para os demais extratos) e extraidos sucessivamente
com CgHjs, CHCl; e AcOEt, ou foram tratados com base (Figura 10, p. 101; Quadro 4, p.
102).
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Quadro 3. Massas dos extratos brutos de diferentes plantas estudadas obtidos por maceragao.

Espécies Parte da Planta Serragem Ext.em Ext.em Ext. em
(8) CeHia(g) C3HeO (g) EtOH (g)
Folhas 2300 - 77,3 160,3
Raizes 1600 - - 492
Capparis Cascas (Raizes) 300 - - 17,1
cynophallophora Caule 5000 - - 122,6
Cascas (Caule) 600 - - 9,1
C. spinosa Planta inteira 393,10 7,24 - 19,2
Folhas 603,44 20,53 - 49,02
Piper marginatum Raizes 4090 - - 301,03
Caule 1650 - - 257,74
Folhas 119,38 4,67 - 10,31
P. hayneanum Raizes 129,66 - - 10,20
Caule 233,15 - - 12,91
Portulaca ct Plantainteira 1750 7,02 . 68,7
elation
Swatzia apetala Cascas (Frutos) 220,17 2,39 - 45,44
Sementes 156,05 0,35 - 50,25
Pericarpo 63,27 1,09 - 13,01
(Sementes)
Cascas (Caule) 496,15 - - 32,71
Caule 3300 - - 217,22
Folhas 403,10 - 15,4 31,2
Zeheria tuberculosa Caule 900 - - 7,72
Total 29 Extratos

4.6.1. Metodologia utilizada no tratamento dcido-base

Os extratos em CgH;s das folhas de P. hayneanum (4,2 g) e do caule de Z

tuberculosa (2,9 g) foram suspensos, sob agitacdo durante duas horas, em solugdo aquosa de

NaOH a 2 % e extraidos com CgH14. Ap6s acidificacdo da fracdo aquosa basica com HCI (pH

~ 2) as solugdes aquosas acidas foram novamente extraidas com C¢H4 € concentradas em

evaporador rotatdrio para obteng¢do dos constituintes quimicos de carater acido (Quadro 4, p.

102).

Posteriormente, todos os extratos brutos obtidos, bem como as fracdes provenientes

de particdo ou de tratamento acido-base de onze desses extratos, foram submetidos a ensaios

preliminares antimicrobianos, pelo método de difusdo em disco (Bauer et al., 1966).
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Material vegetal

seco e triturado
—Extracdo a frio com hexano, acetona e EtOH
—Concentracao

| |

[ Ext. CH,, ] [ Ext. Acetonaj [ Ext. EtOH }

29 Extratos brutos

—» Avalia¢do antimicrobiana in vitro

[11 Extratos ativos]

—> Suspensdo em MeOH-H,0 (9:1 ou 3:2) ou
Tratamento acido-base

— Extragdo com C¢H14, CHCl3, ¢ AcOEt
— Concentragao

| | |
[ Fr. CH,, } [ Fr. CHCI, } [ Fr. AcOEt } [Fr. MeOH—HQO}

’ 40 Fragdes

—> Avaliagdo antimicrobiana in vitro
(500 pg/disco)

[ 5 FragOes ativas} CeH 4
C6H14- CHC13 (1 . 1)
. - CHCl,
:Eﬂtr. errtl gel~ de silica | CHCl,-AcOEt (1:1)
oncentragao CHCI;-MeOH (1:1)
~ AcOEt
(19 Subfiagdes | AcOEt-MeOH (1:1)
—» Avaliagdo MeOH
antimicrobiana in vitro

16 Subfragoes
ativas
—>= TAS

—> Avaliagdo in vivo
— Investigacdo fitoquimica

7 Substancias
isoladas

— Bioautografia
5 Substancias
ativas

Figura 10. Esquema geral do procedimento experimental efetuado na preparacao de extratos,
fragdes e subfragdes das espécies vegetais selecionadas.
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Quadro 4. Massas das fragdes provenientes de parti¢des e de tratamento acido-base.

Extrato Bruto - Fracao (g)
Espécies Parte da Planta Neutra Acida Em Em Em Em
C6H14 CHClg, AcOEt MeOH-HZO
Piper CeH 4 - Folhas 2,8 1.4 - - - -
hayneanum g 61 _ Folhas - - 1,9 24 0,3 5.2
EtOH - Raizes - - 0,4 7,6 0,7 0,7
EtOH - Caule - - 1,3 9,4 0,2 1,5
P.marginatum EtOH - Folhas - - 25,8 6,0 4.4 9,1
EtOH - Raizes - - 25,4 30,8 15,1 189,0
EtOH - Caule - - 17,6 13,2 6,4 151,0
Swatzia CeH4- Cascas - - 0,5 _ _ 0,4
apetala (Frutos)
EtOH - Cascas - - 0,6 1,8 3,0 22,8
(Caule)
EtOH - Caule - - 9,7 9,4 7,4 171,6
Zeheria C¢H 14— Caule 1,4 1,42 - - - -
tuberculosa EtOH - Caule 2,9% 2,6 0,6 1,5

* Submetido a tratamento acido-base

Das quarenta fracdes provenientes de particdes e do tratamento 4cido-base cinco
foram promissoras nos ensaios antimicrobianos. Estas fracdes foram filtradas em gel de silica
(70-230 mesh) com solventes de diferentes polaridades resultando em dezenove subfracoes,
que foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana, das quais, dezesseis foram

promissoras (Quadro 5, p. 102).

Quadro 5. Massas das subfracdes provenientes de filtragdes em gel de silica.

Espécie/Fracao/Parte da Planta (g)
Subfragoes Piper hayneanum Zeyheria tuberculosa
CHCl; (Caule) CHCI; (Raizes) AcOEt (Raizes) CHCI; (Caule)

CsH14-CHCl5 1:1 1,18 0,55
C6H14-ACOEt 1:1 0,10

CHCl; 1,10 0,55 0,44
CHCI;-AcOEt 1:1 5,10 *

CHCIl3-MeOH 1:1 6,96 * 1,65
AcOEt 0,70 0,25

AcOEt-MeOH 1:1 0,31

MeOH 2,20 0,05 0,20 0,02

* SubfragOes submetidas a ensaios antimicrobianos in vivo.
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4.7 Procedimento Experimental dos Ensaios Antimicrobianos in vitro

Os ensaios antimicrobianos foram realizados em colabora¢do com a Prof” Dr” Viénia
Sousa Andrade, do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de

Alagoas.

4.7.1 Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados [Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Candida albicans (ATCC 10231)] foram adquiridos da empresa
NEWPROO - Produtos para Laboratorio, Pinhais/PR, Brasil, e foram padronizados e
distribuidos pelo American Type Cell Collection (ATCC, Manassas/VA/USA). As amostras

foram mantidas em refrigerador com temperatura entre 4 a 8 ° C até o momento do uso.

4.7.2 Preparo do indculo contendo os microorganismos

Em um tubo de ensaio contendo cultivo recente (maximo 24 h) preparou-se o indculo
a partir de uma suspensdao de cada microrganismo em solucdo salina tamponada. A
concentragio do indculo foi ajustada de modo a se obter 1,5 x 10° UFC/mL. Para tanto,
comparou-se a turbidez da suspensdo com o tubo 5 da escala de MacFarland (Figura 9, p.98).
Apos o ajuste, o indculo foi distribuido em placas de Petri previamente preparadas com meio

de cultivo (item 4.4.1, p. 96) com auxilio de um swab de algodao estéril (Figura 11, p. 103).

Figura 11. Distribui¢do do indculo dos microrganismos na placa de Petri utilizando swab

Para retirar o excesso de material, o swab foi pressionado acima do nivel do liquido
contra a parede interna do tubo contendo o indculo. As superficies de cada placa de Agar

Miieller-Hinton (bactérias) e Sabouraud Dextrose (C. albicans) foram inoculadas esfregando-
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se o0 swab em toda a superficie do Agar. Com o objetivo de assegurar a distribuicdo uniforme
do microrganismo, o procedimento foi repetido duas vezes girando a placa aproximadamente

60° a cada vez (NCCLS, 2003).

4.7.3 Preparagdo dos extratos para os ensaios antimicrobianos in vitro

As amostras testes foram dissolvidas, de acordo com a sua polaridade em MeOH ou
CHCl3, nas concentragdes de 50 mg/mL para os extratos brutos e 25 mg/mL para as fragdes
oriundas das parti¢des. Para tanto, discos estéreis de papel filtro Whatman n° 1, com 6 mm de
didmetro, foram colocados em microplacas estéreis de 96 orificios de fundo chato com
tampa, e impregnados com 20 pL da solucdo estoque das amostras testes (Figura 12, p. 104).
As concentragdes testes foram de 1000 pg/disco (extratos brutos) e de 500 pg/disco (fragdes
oriundas das parti¢des e do tratamento acido-base). Apds secos em capela de fluxo laminar, a
temperatura ambiente, os discos contendo os extratos/fracdes testes foram mantidos sob

refrigeragdo (= 4 °C) até o momento do uso.

Figura 12. Microplaca de 96 orificios utilizada para depositar os discos de papel de filtro
impregnados com os extratos/fragdes dispostos em microplacas.

4.7.4 Avaliacdo da susceptibilidade dos microrganismos a antibidticos e antifiingicos

A susceptibilidade dos microrganismos, utilizados nos testes, a antibidticos ou
antifingicos de uso corrente na pratica clinica, foi avaliada através do método de difusdo em
disco, conforme descrito no item 4.7.5 (p. 105). A sensibilidade ou resisténcia de cada
microrganismo frente aos antibioticos ou aos antifingicos (Quadro 6, p. 105) foi determinada
através da medida do diametro dos halos de inibicdo em experimentos feitos com trés

repeticdes utilizando-se um controle negativo impregnado com o solvente usado na
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dissolucdo dos extratos/fracdbes (MeOH ou CHCIl; e comparados com os padroes
determinados pelo ) National Committee for Clinical Laboratory Standards for Antimicrobial

Disk Susceptibility Tests (NCCLS, 2005).

Quadro 6. Farmacos utilizados para avalia¢do da susceptibilidade segundo microrganismo.

Microrganismo Farmaco
Staphylococcus aureus ~ Vancomicina Gentamicina Oxacilin Rifampicina
30ug/disco 10 pg/disco 1 pg/disco 5 pg/disco
Pseudomonas aeruginosa Ciprofloxacina Amicacina Ampicilina Ceftriaxona

5 pg/disco 30 ug/disco, 10 pg/disco 30 pg/disco

Candida albicans Miconazol  Cetoconazol Fluconazol Nistatina
50 pg/disco 50 pg/disco 25 pg/disco 100 Ul/disco

4.7.5 Aquisigdo e preparo dos controles para os ensaios antimicrobianos in vitro

Discos padronizados para antibiograma (6 mm de didmetro) (Figura 13A, p. 106),
foram utilizados como controle positivo nos ensaios com bactérias [S. aureus (vancomicina -
30 pg/disco) e para P. aeruginosa (ciprofloxacina - 5 pg/disco)]. No caso do fungo C.
albicans, os discos usados como controles positivos foram confeccionados artesanalmente,
seguindo os mesmos padrdes do antibiograma, impregnados com 20 puL de miconazol (50
ug/disco). Em todos os ensaios, o controle negativo também foi confeccionado
artesanalmente e os discos impregnados com o solvente utilizado na dissolucdo das amostras
(Carpinella et al., 1999; NCCLS, 2005). Todos os discos foram mantidos em refrigerador a

uma temperatura entre 4 e 8°C até o momento do uso.

4.7.6 Ensaios antimicrobianos in vitro

Os experimentos foram realizados em triplicata, de acordo com o método de difusao
em disco descrito por Kirby-Bauer (Bauer ef al., 1966). Para tanto, cinco discos (trés para os
extratos, um para o controle positivo e outro para o negativo), levemente pressionados contra
a superficie do meio de cultivo para garantir o contato total com os microrganismos, foram
igualmente distribuidos em placas de Petri (90 mm de didmetro semeadas previamente com
1,5 x 10° UFC/mL) (Figura 13B, p. 106). O material foi deixado & temperatura ambiente
durante uma hora para difusdo dos extratos em Agar (Rios et al., 1988). Apés este periodo, as
placas foram invertidas e incubadas a 35 °C durante 24 h (bactérias), 28 °C durante 48 h
(leveduras) e a 72-96 h (micélios do fungo) (Chandrasekaran & Venkatesalu, 2004).
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Figura 13. Discos de antibiograma (A) e distribui¢do dos discos impregnados em placa de
Petri (B).

4.7.7 Leitura das placas e interpretagdo dos resultados

A avaliacdo da atividade inibitéria do crescimento dos microrganismos foi feita
através da mensuragdo, com auxilio de um paquimetro, do halo de inibicdo (mm), ou seja,
area sem crescimento detectavel a olho nu. O halo de inibi¢dao induzido de cada amostra teste
foi comparado com os obtidos pela média dos controles positivos (vancomicina,
ciprofloxacina e miconazol). A percentagem de inibi¢do do crescimento dos microrganismos

foi calculada de acordo com a seguinte férmula:

% de inibicao = Média do halo de inibicio da amostra x 100
Média do halo de inibicdo do controle

Nos ensaios preliminares in vitro com os extratos brutos e as fragcdes da particao ou
do tratamento &acido-base utilizou-se como base para avaliagdo da atividade os critérios
adotados por Caceres et al. (1998):

a) Zona de inibi¢ao > 75 % — ativo;
b) Zona de inibi¢ao > 25 % e < 75 % — moderadamente ativo;

¢) Zona de inibi¢do < 25 % — inativo.
4.7.8 Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

Os extratos brutos, fragdes e subfragdes que apresentaram resultados promissores
(ativos ou moderadamente ativos) tiveram a CIM determinada. Esta foi definida como a

menor concentracdo na qual o halo de inibi¢do detectavel foi observado, isto ¢, zona de
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inibicdo clara de pelo menos 1-2 mm em torno do disco impregnado com as amostras testes
(Fyrhrquist et al., 2002; Chandrasekaran & Venkatesalu, 2004).

A CIM foi determinada em discos impregnados com 20 pL de solugdes das amostras
dissolvidas em MeOH, em concentragdes obtidas em dilui¢cdes seriadas (extratos brutos:
1000, 750, 500, 450, 350, 250 e 125 pg/disco, e para fragdes: 500, 450, 350, 250, 125, 62,5,
31,2 e 15,6 pg/disco). As cinco fragdes oriundas de duas das sete espécies vegetais avaliadas
apresentaram os valores de CIM mais elevados [CHCI; (caule e raizes) e AcOEt (raizes) de
P. hayneanum); CcH4 e CHCI; (caule de Z. tuberculosa)], foram filtradas.

Para avaliacdao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos brutos, fragdes
e subfragdes, os critérios estabelecidos foram adaptados de Aligiannis et al. (2001) e de
Pretto et al. (2004), respectivamente:

a) Extratos Brutos: CIM < 510 pg/disco — ativo; b) CIM = 510 ug/disco e < a 810 pg/disco
— moderadamente ativo; ¢) CIM > 810 pg/disco — inativo;

b) Fragoes e Subfragcoes: CIM < 100 pg/disco — ativo; b) CIM = 100 pg/disco e < 300
ng/disco — moderadamente ativo; ¢) CIM > 300 pg/disco — inativo.

As subfracdes resultantes (Quadro 5, p. 102) tiveram a CIM determinada, em
concentragdes que variaram de 250 a 1 pg/disco, e o grau de toxicidade avaliado através do

teste da Artemia salina Leach (TAS).

4.7.9 Toxicidade frente a Artemia salina Leach (TA4S)

Intmeros trabalhos determinam a toxicidade de extratos vegetais ou de substancias
com diferentes atividades bioldgicas, através do bioensaio com A. salina (Artemiidae), um
microcrustaceo conhecido popularmente como camarao de agua salgada (Figura 14A, p. 108)
(Meyer et al., 1992; McLaughlin, 1991; Solis, et al., 1992; Guerra, 2001). A TAS é uma das
ferramentas mais usadas pelo baixo custo, facil execu¢do, apresentar boa reprodutibilidade,
ser uma técnica nao asséptica e fornecer resultados rapidos (Siqueira ef al., 2001; Cuadra et
al., 2005). De acordo com Alkofahi et al. (1989), extratos ou substancias que apresentam alta
toxicidade frente a 4. salina possuem reduzido valor terapéutico, porém deverdo ser

avaliados quanto ao potencial antitumoral, inseticida ou pesticida antes do descarte.
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A B
Figura 14. Larva de 4. salina (10X) — (A)* e recipiente para eclosdo de ovos (B).
*Fonte: URL: http://www.acuariolas mercedes.com/artemia-salina

4.7.9.1 Ensaios bioldgicos preliminares

As larvas de Artemia foram obtidas a partir de 50mg de ovos depositados por 24
horas sob iluminagdo artificial, em recipiente plastico (15 x 9 x 5 cm) contendo dgua do mar
(Figura 14B, p.108). Apds eclosdo as larvas de primeiro instar foram retiradas com o auxilio
de uma pipeta automadtica e transferidas para placas de Petri (6 cm de didmetro) contendo
agua do mar. As larvas foram novamente incubadas por 24 horas até atingirem o segundo
instar, ideal para a realizacdo da 7A4S.

De cada subfragdo que apresentou a CIM superior a 75% foi preparada uma solugdo
estoque em agua do mar contendo 1% de DMSO (3000 pg/mL) (Caceres ef al., 1998). A
partir da fragdo estoque, quatro concentracdes-teste (1000, 100, 10 e 1 pg/mL) foram obtidas
através de diluicOes sucessivas com dgua do mar contendo 1% de DMSO. O grau de
toxicidade de cada amostra foi determinado utilizando-se microplacas de poliestireno de 96
pogos, em um volume final de 150 pL/pogo (Figura 15A, p. 109), expondo-se 10 a 15 larvas
durante 24 horas (Molina-salinas et al., 2006). Nestes experimentos, feitos em triplicata, a
leitura foi feita com auxilio de um microscépio estereoscopio (aumento 10X). Como controle
positivo foi utilizado 4gua do mar com 1% de DMSO, e como controle negativo Timol

0,01% (Cantrell et al., 2003).

4.7.9.1 Ensaios bioldgicos quantitativos

O grau de toxicidade das subfragdes provenientes dos extratos vegetais foi
determinado conforme preconizado por Déciga-Campos e cols. (2007). Estes autores
consideram como atoxicos extratos que apresentam CLsy >1000ug/mL, de baixa toxicidade

se CLsp =500 e <1000pug/mL, e altamente téxico quando CLsy <500 pug/mL. As amostras que
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apresentaram, nos ensaios preliminares, mortalidade >30% na concentragdo de 1000 pg/mL
(item 4.7.9.1, p. 108), foram submetidas ao ensaio quantitativo. Estes experimentos foram
realizados em triplicata, em placas de poliestireno de 12 pocos (Figura 15B, p.109) em um
volume final de 5 mL/pogo de 4gua do mar com 1% de DMSO nas concentragdes de 1000,

500, 250, 125, 100, 50, 25 e 12,5 pg subfracdo/mL (Parra et al., 2000).

A B
Figura 15. Microplacas utilizadas nos ensaios preliminares (A) e quantitativos do 74S (B).

Apobs a eclosdo dos ovos cerca de 10 larvas foram transferidas para cada pogo e
deixadas em contato com as subfragdes. Passadas 24 h, com auxilio de um microscopio
estereoscopio, determinou-se o nimero de mortos, incluindo larvas que permaneceram
imoveis ap6s estimulo durante pelo menos 10s. Os valores de CLsy (concentracdo que causa
50% de mortalidade), e os respectivos intervalos de confianga (ICqs e I1Cy,), foram calculados

usando o método PROBIT analises (Finney, 1972).

4.8 Procedimento Experimental dos Ensaios Antimicrobianos in vivo

Os ensaios in vivo foram realizados somente com amostras que apresentaram as
menores CIM nos experimentos in vitro, e que foram atoxicas frente a Artemia salina.

Os experimentos foram feitos com ratos machos Wistar (Ratus novergicus albinus),
com idade aproximada de quatro meses e peso corporal de 300 = 20 g, fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas. Os protocolos foram conduzidos
respeitando-se os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA (2000). Com o objetivo de identificar as
possiveis variaveis que pudessem influenciar na analise dos resultados, os ratos foram
observados por um periodo de 15 dias, antes do inicio dos experimentos. Os animais foram

mantidos em ambiente climatizado (22 = 2 °C), sob iluminagado artificial, alternando para
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claro-escuro a cada 12 horas. Para tanto, foram acondicionados em gaiolas individuais,
identificadas, contendo forro de maravalha, com livre acesso a racdo padrao e agua.

As subfracdes foram testadas somente frente a bactéria S. aureus e ao fungo C.
albicans, uma vez que, nenhuma espécie vegetal mostrou atividade contra P. aeruginosa nos
ensaios antimicrobianos in vitro. Foram utilizados 12 animais para cada microrganismo
testado. Os animais infectados com S. aureus foram distribuidos em quatro grupos (n=3) pelo
método probabilistico de escolhas aleatorias, sendo dois grupos controles (positivo e
negativo) e dois grupos experimentais (pomada 1 e pomada 2). O mesmo protocolo foi

seguido para os animais infectados com C. albicans.

4.8.1 Ensaios antimicrobianos in vivo
a) Preparacio das amostras

Duas subfragdes, ambas provenientes da espécie vegetal P. hayneanum - CHCls-
MeOH 1:1 (raizes) e CHCl3-AcOEt 1:1(caule), foram preparadas na concentracdo de 5% na
forma de pomada (Pomada 1 e Pomada 2). Para isto, cada subfracdo foi homogeneizada com
propilenoglicol a 10%, e em seguida incorporada ao creme ndo idnico, em quantidade

suficiente para preparo de 20g .

b) Preparaciao dos Animais — Procedimento cirurgico

Todos os procedimentos foram realizados com os animais sob anestesia geral
induzida por via inalatoéria em funil de vidro com éter dietilico a 70% (Figura 16A, p. 111)
(Hall et al., 2000). Os ratos foram pesados e em seguida colocados em decubito ventral e
imobilizados para epilacdo da regido dorsal média (Figura 16B, p. 111). Apo6s antissepsia
desta regido (Figura 17A, p. 111), foram feitas, com auxilio de um Punch n° 9 e lamina de
bisturi n® 15 estéreis, quatro lesdes excisivas para-vertebrais a 0,5 cm da linha mediana
dorsal, até o nivel do tecido aponeurdtico (Figuras 17B e C, p. 111) (Gomez-Beloz et al.,
2003). Em seguida, as lesdes foram contaminadas com 1 mL de suspensdo dos
microrganismos (S. aureus e C. albicans - 1,5 x 10° UFC/mL), ocluidas com gaze
esterilizada embebida em solugdo fisioldgica a 0,9%, fixadas com atadura de crepon e tiras

de espradrapo.
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A B
Figura 16. Técnicas usadas para anestesia (A) e para epilagao (B).

Figura 17. Antissepsia (A), lesdes excisivas (B) e exposi¢ao do tecido aponeurético (C)

4,8.2 Monitoramento dos ensaios antimicrobianos in vivo

Apo0s 24 horas da contaminagao com S. aureus ou C. albicans, as lesdes dos animais
dos grupos experimentais foram tratadas por via topica com 20 mg de pomada/lesdo. Os
grupos controles positivos infectados com S. aureus foram tratados com 20 mg de garamicina
Img/g (Gentamicina, Ind. Quim. Farm. Schering-Plough S.A.) e infectados com C. albicans
foram tratados com miconazol a 20 mg/g. O grupo controle negativo recebeu somente creme
ndo 16nico. O curativo de todos os ratos foi trocado diariamente até o 15° dia de tratamento.

Durante todo o ensaio, os animais foram monitorados por meio de trés parametros de
avaliagao:

a) Observagdo clinica a cada 48 ou 72 horas (peso, temperatura corporea, diametro da

lesdo, tecido de granulacao, necrose, inflamacao e cor da lesdo - Anexo I, p. 252);

b) Analise microbiologica - feita através da coleta de exsudato no 3°, 9° e 15° dias do
pOs—operatorio. Nesta etapa o material coletado foi semeado em placas de Petri
contendo meios de cultivos apropriados e colocados em estufa para observacdao do

crescimento microbiano (Figura 18, p. 112; Anexo II, p. 253);
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c) Andlise histopatologica - fragmentos das feridas de um animal por grupo, foram
coletados no 3°, 9° e 15° dia de pds-operatorio com auxilio de um Punch n® 3 (Figura
19, p. 113; Anexo III, p. 254) (Shukla et al., 1999), foram acondicionados em frascos
devidamente identificados, contendo 10 mL de formaldeido a 10%. Esta analise foi
efetuada com a colaboragdo do Prof. Ricardo Luis Simdes Houly do Laboratoério de
Analise Patologica do Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes da Universidade
Federal de Alagoas. Para analise dos exames histopatoldgicos foi adotado o modelo
de escore proposto por Myers (1961) modificado por Medeiros e cols. (1999) com
algumas adaptacdes (Tabela 3, p. 112).

Tabela 3. Escores utilizados para avaliagdo do exame histopatologico*

+1 +2 +3 +4
Variaveis Ausente Presente/ Moderada/ Intensa/ Fator Total
Discreta  cronica aguda

Epitelizacao +5
Intensidade da Inflamacao -4
Tipo de inflamagéo -1

Rede de fibrina +5
Tecido de granulagdo +4
Neovascularizacao +1
Fibras colagenas +5

Escore Total

*As intensidades das variaveis (1+ a 4+) foram multiplicadas por fatores positivos ou negativos
baseadas na sua importincia para a cicatrizagdo. A soma destes produtos correspondeu ao escore
total para cada animal

A B

Figura 18. Coleta do exudato (A) e placa de Petri semeada (B).
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Figura 19. Coleta e acondicionamento dos fragmentos das feridas.

4.9 Andlise Estatistica

A relagdo entre as concentracoes testadas e a atividade nos ensaios antimicrobianos
in vitro e de toxicidade frente a Artemia, foi analisada por regressdo. Para interpretagdao dos
valores do coeficiente de determinacdo (R?) obtidos, adotou-se o seguinte critério (Bisquerra
et al.,2004):

R*=1 - correlacio perfeita

0,80 <R’<1 = muito alta

0,60 <R*< 0,80 > alta

0,40 <R*< 0,60 > moderada

0,20 <R*<0,40 - baixa

0<R?<0,20 > muito baixa

R*=0 - nula

Para analise dos resultados dos exames histopatologicos dos testes antimicrobianos in

vivo, foi feita a Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Em todos os
testes, foi adotado um nivel de significancia estatistica de 5%, ou seja, p<0,05. Os dados
foram analisados com auxilio do programa “Statistical Package for Social Science” (SPSS)

versdo 11.5 (2002) e “Microcal OriginPro 7.0” (OriginLab Corporation, 1991-2002).

4.10 Investigagdo Fitoquimica das Fragdes Ativas

Este procedimento foi efetuado com as fragdes biologicamente ativas, que
apresentaram os menores valores de CIM nos ensaios antimicrobianos in vitro, € que

continham massa suficiente para estudo quimico (Quadro 7, p. 117).
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4.10.1 Isolamento dos constituintes quimicos da espécie Zeyheria tuberculosa

a) Fracao acida em C¢Hy4 do caule

A fragdo acida em CgH,4 (1,42 g), proveniente da fragdo em CgHy4 apoOs tratamento
acido-base, foi submetida a cromatografia em gel de Sephadex LH-20 com MeOH. Apos
inimeras tentativas de purificacdo através de recristalizagdo com diferentes solventes, estes
procedimentos ndo conduziram ao isolamento de substancias com grau de pureza satisfatorio
ou com quantidade suficiente para analise espectral. Posteriormente, esta fracdo devera ser
metilada com diazometano, e analisada através de Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM) para identifica¢do dos componentes 4cidos presentes.

b) Fracio em CHCIl; do caule

A fragdo em CHCI; (2,575 g), oriunda da particdo do extrato em etanol, foi filtrada
em gel de silica (70-230 mesh) utilizando-se solventes de diferentes polaridades: CgH4-
CHCI; 1:1 (0,55 g), CHCIs (0,40 g), CHCI3-MeOH 1:1 (1,65 g) e MeOH (0,018 g). Essas
subfragoes foram submetidas a fracionamento cromatografico em gel de silica 70-230 mesh,
utilizando-se C¢H 4 contendo proporg¢des crescentes de AcOEt, e em Sephadex LH-20 com
MeOH. Apds vdrias tentativas de purificagdo por meio de recristalizagdo com diferentes
solventes e/ou lavagem a frio, ndo foi possivel isolar substancias com grau de pureza ou com

quantidade adequada para analise espectral.

b.1) Subfra¢ao em C¢H14,-CHCl;1:1

O material da subfragdo obtida com mistura de C¢Hy4~-CHCl3 1:1 (0,495 g) foi
fracionada em gel de silica (70-230 mesh), eluida em misturas de CsHis-AcOEt em
proporgdes crescentes de polaridade. Coletou-se um total de 101 fragdes com um volume
médio de aproximadamente 50 mL cada. Essas subfragdes, apds analise comparativa através
de CCD, em diferentes sistemas de eluentes, foram reunidas. Os materiais reunidos das
subfracdes 53-60 (0,051 g) e 71-74 (0,043 g), foram novamente submetidos a fracionamento
cromatografico em gel de silica 60 (<230 mesh, Fluka), utilizando-se misturas de CsHjs-
AcOEt em propor¢des crescentes de polaridade. Foram obtidos dois so6lidos amorfos
amarelados, codificados de ZtCC-1 (0,025 g) e ZtCC-2 (0,020 g), respectivamente. Estas
substancias foram armazenadas, e serdo posteriormente submetidas a ensaios citotoxicidade

em cultura de células para avaliagdo da atividade antitumoral.
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b.2) Subfra¢dao em CHCI;

O material da subfragdo oriunda da filtracdo em CHCI; (0,40 g) foi submetida a
sucessivos fracionamentos cromatograficos em gel de silica (70-230 mesh, utilizando-se
CeH 14 contendo proporcdes crescentes de AcOEt) e em Sephadex LH-20 com MeOH. Apds
inimeras tentativas de purificagdo através de recristalizacdo com diferentes solventes, estes
procedimentos ndo conduziram ao isolamento de substincias com grau de pureza satisfatorio

ou com quantidade suficiente para analise espectral.

b.3) Subfracio em CHCI3-MeOH 1:1

O material da subfragdo obtida da mistura em CHCI;-MeOH 1:1 (1,595 g) foi
novamente filtrado em gel de silica (70-230 mesh) utilizando solventes de diferentes
polaridades: CHCl; (A — 0,19 g), CHCl3-AcOEt 1:1 (B — 0,28 g), AcOEt (C — 0,30 g),
AcOEt-MeOH 1:1 (D - 0,72 g) e MeOH (E — 0,16 g). O material resultante da filtragdo em
CHCIL; (A — 0,19 g) foi permeado em gel (Sephadex LH-20 com MeOH). Apds andlise
comparativa através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, as subfracdes que
apresentaram Rfs semelhantes foram reunidas. Os materiais reunidos das subfracdes 28-39
(0,011 g) e 40-104 (0,018 g), foram novamente permeados em gel (Sephadex LH-20 com
MeOH) fornecendo so6lidos amorfos amarelados, codificados de ZtCC-3 (0,005 g) e ZtCC-4
(0,005 g), respectivamente.

b.4) Subfracio em MeOH
O material da subfracdo resultante da filtragdo em MeOH (0,018 g), em virtude da
pequena quantidade obtida, ndo foi avaliado quanto ao grau de toxidez frente a 4. salina e

nem quanto a constituicdo quimica.

4.10.2 Isolamento dos constituintes quimicos da espécie Piper hayneanum
a) Fracao em CHCIl; do caule

A fragdo em CHCIl; (9,375 g), oriunda da parti¢do do extrato em etanol, foi filtrada
em gel de silica (70-230 mesh) com solventes de diferentes polaridades: CHCl; (1,10 g),
CHCI;-AcOEt 1:1 (3,10 g), AcOEt (0,70 g) e MeOH (2,20 g). As subfracdes resultantes
deste processo também foram avaliadas como antimicrobiano in vitro, bem como quanto a

toxicidade frente a 4. salina.
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O material procedente da filtragdo em CHCl3 (1,045 g), por ter sido promissor in
vitro e possuir baixa toxicidade foi permeada em gel (Sephadex LH-20) com MeOH. O
material resultante das subfragdes 11-20 reunidas (0,012 g), ap6s sucessivas lavagens a frio
com MeOH resultou no isolamento de um sélido amarelado, codificado de PhCC-1 (5 mg).
Devido a dificuldade de solubilidade seus dados espectrais ainda nao foram obtidos.

O material procedente da filtracio em CHCl-AcOEt 1:1 (5,10 g), por ter sido
atoxico e eficiente antifungico in vitro foi também submetido a ensaios antimicrobianos in
vivo, conforme metodologia descrita anteriormente. Em virtude dos resultados obtidos nesses
ensaios, parte deste material (3,045 g) foi submetido a fracionamento cromatografico em gel
de silica (70-230 mesh) com misturas de CgHjs-AcOEt em proporgdes crescente de
polaridade. Coletou-se um total de 103 fracdes com um volume médio de aproximadamente
50 mL cada. O material resultante das subfracdes reunidas 33-34 (0,29 g), apds permeacao
em gel (Sephadex LH-20 com MeOH), resultou na coleta de 58 subfracdes. Apds andlise
comparativa por CCD, estas foram reunidas tomando como base seus Rfs. O material das
subfracdes 29-33 agrupadas, forneceu um sélido amorfo branco, codificado de PhCC-2
(0,049 g).

O material procedente da filtracdo em AcOEt (0,645 g), embora tenha sido efetivo in
vitro frente a C. albicans (CIM 1,0 ng/disco), apresentou uma alta toxicidade frente a A.
salina (382,7 pg/mL). Por esta razdo, este material ndo teve seus constituintes quimicos
investigados.

O material resultante da filtragdo em MeOH (2,145 g), por ter sido promissor in vitro
frente a C. albicans (CIM 1,0 pg/disco) e atoxico (> 1000 pg/mL), foi permeado em gel
(Sephadex LH-20 com MeOH). Apds analise comparativa através de CCD, em diferentes
sistemas de eluentes, as subfragdes com Rfs semelhantes foram agrupadas. A subfracdo 14
(0,13 g), eluida com CHCl3-MeOH (8:2), foi novamente permeada em gel (Sephadex LH-20
com MeOH) resultando em um sélido amorfo branco, codificado de PhCC-3 (0,017 g).

b) Fracao em CHCIl; das raizes

A fracdo em CHCl; (7,6 g), oriunda da particao do extrato em etanol das raizes de P.
hayneanum, foi filtrada em gel de silica (70-230 mesh) com solventes de diferentes
polaridades: C¢H14-CHCl; 1:1 (1,18 g), CHCI; (0,55 g), CHCl3-MeOH 1:1 (6,96 g) e MeOH
(0,05 g). As subfragdes resultantes deste processo também foram avaliadas como
antimicrobiano in vitro, bem como quanto a toxicidade frente a 4. salina. Destas, somente as

subfracdes em CHCl; em CHCI3-MeOH 1:1 ¢ em MeOH, apresentaram atividade
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antimicrobiana. Estes materiais, ap6s inumeras tentativas de purificagdo através de
sucessivos fracionamentos cromatograficos em gel de silica e em Sephadex LH-20 com
MeOH, ndo conduziram a purificagdo de substancias em quantidade para obten¢do de dados

espectrais ou com grau de pureza satisfatorio.

Quadro 7. Substancias isoladas das fragdes em CHCls, promissoras nos ensaios
antimicrobianos in vitro, do caule de Z. tuberculosa e P. hayneanum.

Espécie Subfraciao Substancias Isoladas

Z. tuberculosa Subfragao em C¢H;4-CHCIl; 1:1 (CHCI3/EtOH) ZtCC-1 (25 mg)

ZtCC-2 (20 mg)

Subfracao em CHCI;-MeOH 1:1 (CHCI3/EtOH) ZtCC-3 (5 mg)

7tCC-4 (5 mg)

P. hayneanum Subfracdo em CHCI; (CHCI3/EtOH) PhCC-1 (5 mg)
Subfracao em CHCl3-AcOEt 1:1 (CHCI3/EtOH)  PhCC-2a e 2b (49 mg)

Subfracao em MeOH (CHCI5/EtOH) PhCC-3 (17 mg)

4.11 Bioautografia das Substincias Isoladas

A avaliagdo do potencial antimicrobiano das substancias isoladas foi realizada pelo
método da bioautografia, por ser um método simples, rapido, confidvel, e que pode ser
realizado com pequenas quantidades da amostra. Esta técnica, considerada uma variacao do
método de difusdo em agar, combina a cromatografia em camada delgada com bioensaio in
situ (Silva et al., 2005).

Aproximadamente 3 pL de uma solucdo estoque de cada substancia (1 mg/mL),
foram aplicados com auxilio de um tubo capilar, em cromatoplacas de gel de silica GFys4 (1,5
x 5,0 cm). A eluicdo das placas foi feita com o mesmo sistema de solventes utilizado no
isolamento das substancias. Apos eliminacdo do solvente a temperatura ambiente, os
cromatogramas foram revelados com luz UV e os Rfs das substancias calculados. Em
seguida, as cromatoplacas foram introduzidas em placas de Petri (9 cm de diametro),
vertendo-se sobre elas 10 mL dos meios de cultivos, liquefeitos a 45 °C e inoculados com
1,5 X 10° UFC/mL dos microrganismos indicadores (9.950 uL AMH + 50 uL da suspenséo
bacteriana ou 9.900 uLL ASD + 100 pL da suspensao fungica). Apos a solidificagdo dos meios
de cultivo, as placas foram incubadas a 35 °C/24h (bactérias) ou por 28 °C/48h (fungo). Em

seguida as mesmas foram borrifadas com solu¢do aquosa de 2,3,5-Trifenil cloreto de
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tetrazolio (20 mg/mL) para revelagdo. Todas as placas foram submetidas a incubagdo por
mais 1h em estufa, com temperatura adequada para cada tipo de microrganismo. Com a
visualiza¢do dos halos de inibi¢do procedeu-se a leitura e o registro dos resultados (Mazoko
et al., 2005; Zampini et al., 2005; Cunico et al., 2006 Ahmad & Aqil, 2007). Os ensaios
foram feitos em triplicata, sendo que no caso dos controles positivo (garamicina) e negativo
(metanol), as cromatoplacas foram preparadas individualmente.

Os critérios adotados para leitura e interpretacdo dos resultados da bioautografia
foram os mesmos adotados para os testes antimicrobianos in vitro, ou seja, zona de inibigdo >
75 % indicativo de atividade, zona de inibigdo > 25 % e < 75 % substancia moderadamente

ativa, e zona de inibi¢cdo <25 % substancia considerada inativa (Céceres et al., 1998).

4.12 Procedimento Experimental Efetuado com as Espécies Vegetais Zeheria
tuberculosa e Piper hayneanum

Nas Figuras 20 e 21 (p. 120-121) estdo apresentados os fluxogramas com o resumo do
procedimento experimental para isolamento de substincias biologicamente ativas das
espécies vegetais Z. tuberculosa ¢ P. hayneanum. Todo o experimento foi conduzido por
biomonitoramento para avaliacao da atividade antimicrobiana dos

extratos/fracdes/subfragoes obtidos.

4.13 Dados Fisicos e Espectrométricos das Substincias Isoladas

5,6,7,8-Tetrametoxiflavona (ZtCC-1)

Solido amorfo amarelo.

RMN 'H: 400 MHz, CDCI3/CD;0D, Tabela 9, p. 161; Figura 54, p. 163.

RMN "“C: 100 MHz, CDCl3/CD;0D, Tabela 9, p. 161; Figura 56, p. 165.

HMBC ('H: 400; "°C: 100 MHz, CDCl3/CD;0D): Tabela 9, p. 161; Figura 58, p. 167.
PF: 113 —114°C

Rendimento: =~ 0,0003%

5,6,7-Trimetoxiflavona (ZtCC-2)

So6lido amorfo amarelo.

RMN 'H: 400 MHz, CDCI3/CD;0D, Tabela 10, p. 162; Figura 55, p. 164.

RMN "*C: 100 MHz, CDCl5/CD;OD, Tabela 10, p. 162; Figura 57, p. 166.

HMBC ('H: 400; °C: 100 MHz, CDCl3/CD;0D): Tabela 10, p. 162; Figura 59, p. 168.
PF: 147 — 149 °C

Rendimento: = 0,0002%
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4’-Hidroxi-5,6,7,8-tetrametoxiflavona (ZtCC-3)

So6lido amorfo branco.

RMN 'H: 400 MHz, CDCls, Tabela 11, p. 171; Figura 60, p. 173.

RMN C: 100 MHz, CDCl, Tabela 11, p. 171; Figura 62, p. 175.

HSQC ('H: 400; °C: 100 MHz, CDCl3): Tabela 11, p. 171; Figura 64, p. 177.
HMBC ('H: 400; °C: 100 MHz, CDCl;): Tabela 11, p. 171; Figura 66, p. 178.
PF: 174 — 176 °C

Rendimento: = 0,0005%

4’-Hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona (ZtCC-4)

So6lido amorfo branco.

RMN 'H: 400 MHz, CDCI3/CDs;0D, Tabela 12, p. 172; Figura 61, p. 174.

RMN "*C: 100 MHz, CDCl5/CD;OD, Tabela 12, p. 172; Figura 63, p. 176.

DEPT 135: 100 MHz, CDCl5/CD;0D, Tabela 12, p. 172; Figura 65, p. 177.

HMBC ('H: 400; °C: 100 MHz, CDCl3/CD;0D): Tabela 12, p. 172; Figura 67, p. 179.
PF: 189 — 193 °C

Rendimento: =~ 0,0005%

Sitosterol ¢ Estigmasterol (PhCC-2a e PhCC-2b)

Soélido cristalino.

RMN "H: 400 MHz, CDCls, Tabela 13, p. 181; Figura 68, p. 183.
RMN "*C: 100 MHz, CDCl;, Tabela 14, p. 182; Figura 69, p. 184.
PF: 135-137°C

Rendimento: = 0,037%

3-0-p-D-Glicopiranosilsitosterol (PhCC-3)

Solido cristalino amarelo.

RMN 'H: 400 MHz, CDCI3/CDs;0D, Tabela 15, p. 186; Figura 70, p. 187.

DEPT 135: 100 MHz, CDCIl5/CD;0D, Tabela 15, p. 186; Figura 71, p. 188.

HSQC ('H: 400; °C: 100 MHz, CDCI3/CD;0D): Tabela 15, p. 186; Figura 72, p. 189.
HMBC ('H: 400; "*C: 100 MHz, CDCl3/CD;0D): Tabela 15, p. 186; Figura 73, p. 190.
PF: > 200 °C

Rendimento: =~ 0,008%
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Figura 20. Esquema geral do procedimento experimental efetuado com a espécie vegetal Z. tuberculosa.
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S. Resultados e Discussdo

5.1 @erfil de Sensibilidade a Antimicrobianos dos Microrganismos Utilizados
nos Testes

O padrio de sensibilidade das cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ¢ Candida albicans, utilizadas nos ensaios antimicrobianos, foi determinado
frente aos antimicrobianos utilizados rotineiramente na clinica médica pelo método de
difusdo de disco em agar. Os discos com antibioticos ou antifungicos eram distribuidos nas
placas, incubadas por 24 horas (bactérias) ou 48 horas (fungo). A determinagdo do grau de
sensibilidade microbiana levou em consideragdo o didmetro do halo tomando como
referéncia padroes universais (NCCLS, 2003; Esmerino et al., 2004).

O perfil de sensibilidade antimicrobiana pode ser observado no Quadro 8 (p. 124). A
amostra de S. aureus testada foi sensivel aos antibidticos Vancomicina (30ug/disco) e
Gentamicina (10 pg/disco), enquanto que a cepa de P. aeruginosa foi sensivel somente a
Ciprofloxacina (5 pg/disco) (Figura 22A e C, respectivamente, p. 123). Dentre os
antifungicos avaliados frente a C. albicans o Miconazol (50 pg/disco) apresentou o maior
diametro de inibi¢do do halo (Figura 22B, p. 123; Quadro &, p. 124). Os resultados obtidos
com os farmacos testados subsidiaram a escolha tanto dos antibioticos, quanto do

antifingico utilizados nos ensaios antimicrobianos in vitro e in vivo.

0 Oxacilina

Gentanlnc a

Figura 22. Zona de inibi¢do dos antimicrobianos utilizados para avaliagdo do padrao de
susceptibilidade do S. aureus (A), C. albicans (B) e P. aeruginosa a
antimicrobianos. Controle Negativo (CN)
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Quadro 8. Perfil de susceptibilidade dos microrganismos utilizados nos ensaios

antimicrobianos.
Microrganismo Farmaco (ug/disco)/Halo de inibi¢cao ideal/obtido (mm)”
Staphylococcus  Vancomicina 30  Gentamicina 10 Oxacilina 1 Rifampicina 5
aureus >15/15 (S) >15/15 (S) >20/14 (R) >20/13(R)
Pseudomonas  Ciprofloxacina5  Amicacina 30  Ampicilina 10 Ceftriaxona 30
aeruginosa >21/28 (S) >21/20 (SI) >18/=17 (SI) >21/20 (SI)
Candida albicans  Miconazol 50  Cetoconazol 50  Fluconazol 25 Nistatina 100*
>20/26 (S) >20/17 (R) >21/18 (R) >17/16 (SI)

*Ul/disco; "NCCLS, 2003; (S)=Sensivel; (SI)=Sensibilidade Intermediaria; (R)=Resistente.

5.2 Avaliagdo Antimicrobiana in vitro

5.2.1 Avaliagdo dos extratos brutos

Os vinte e nove extratos brutos, oriundos de diferentes partes das sete espécies
vegetais selecionadas (Quadro 2, p. 99), foram avaliados frente as bactérias S. aureus e P.
aeruginosa ¢ ao fungo C. albicans, na concentragdo de 1.000 pg/disco. Onze deles,
provenientes das espécies P. marginatum, P. hayneanum, S. apetala e Z. tuberculosa, foram
considerados ativos (inibigdo >75%) ou moderadamente ativos (inibigao >25% e <75%),
contra S. aureus e/ou C. albicans. Entre os extratos brutos ativos os maiores percentuais de
inibi¢do do crescimento dos microrganismos, quando comparados com os controles
positivos, foram obtidos com os extratos em EtOH das folhas, caule e raizes de P.

hayneanum e caule de Z. tuberculosa (Figuras 23 e 24, pp. 124-125; Tabela 4, p. 125).

A B C

Figura 23. Zona de inibi¢do de extratos de P. hayneanum (A) e Z. tuberculosa (B) frente a
S. aureus e P. aeruginosa (C). Controle positivo para S. aureus (CP) —
vancomicina (30 pg/disco); CP para P. aeruginosa - ciprofloxacina (5 pg/disco);
Controle Negativo (CN).
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A B
Figura 24. Zona de inibi¢do de extratos de P. hayneanum (A) e Z. tuberculosa (B) frente a
C. albicans. Controle positivo (CP) — miconazol (50 Ul/disco); Controle
Negativo (CN).

Ensaios para avaliacao da atividade bactericida, frente a S. aureus, com extratos de
varias espécies de plantas tém apresentado respostas satisfatorias. O percentual de inibigdo
de crescimento observado para extratos brutos em etanol frente a bactérias Gram positivas,
incluindo S. aureus, tem variado entre 50 a 83% (Rovira et al., 1999; Nascimento et al.,
2000). Deste modo, os resultados obtidos no presente trabalho, quando comparados com
outros realizados com a mesma bactéria e padrao positivo utilizado, podem ser considerados
promissores (Martinez et al., 1996). Deve-se levar ainda em conta que extratos sdo
constituidos por misturas complexas, contendo inimeras substancias (Andrade et al., 2004).
Assim, a a¢do antibacteriana pode ser devida a pequena quantidade de uma substancia, que

mesmo em meio a uma mistura, foi capaz de exercer uma atividade biolédgica.

Tabela 4. Resultados da atividade antimicrobiana com os extratos brutos (1000 pg/disco).

Espécies Parte da Extrato Microrganismos

Planta Bruto S. aureus  P. aeruginosa C. albicans

Zona de inibicao do crescimento (%)*

Folhas CsH4 10,0 0,0 0,0
C. cynophallophora Caule EtOH 10,0 0,0 0,0
Cascas (Caule) EtOH 20,0 0,0 0,0
Raizes EtOH 15,0 0,0 0,0
Cascas (Raizes)  EtOH 15,0 0,0 0,0
C. spinosa Planta inteira  C3HgO 13,0 0,0 0,0
Folhas EtOH 0,0 0,0 46,1
Raizes EtOH 0,0 0,0 53,8
(Continua)
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Tabela 4 (Continuagado)

Caule EtOH 0,0 0,0 34,6
Folhas CeHis 0,0 0,0 41,0
P. hayneanum EtOH 0,0 0,0 78.2
P. hayneanum Raizes EtOH 76,3 0,0 100,0
Caule EtOH 76,5 0,0 94,6
Portulaca cf. elation  Planta inteira CsHi4 0,0 0,0 10,0
Swatzia apetala Folhas CeHis 0,0 0,0 0,0
Cascas (Frutos) CgHi4 0,0 0,0 34,6
Sementes CsHi4 0,0 0,0 15,0
Pericarpo CeHis 0,0 0,0 10,0
(Sementes)
Cascas (Caule) EtOH 0,0 0,0 45,0
Caule EtOH 0,0 0,0 39,6
Z. tuberculosa Caule EtOH 68,4 0,0 69,5

* O célculo do percentual de inibicao foi efetuado de acordo com a férmula do item 4.7.7
(p. 106)

As propriedades antifungicas de extratos de plantas tém sido cada vez mais
investigadas, em decorréncia da resisténcia desenvolvida a uma grande parte dos farmacos
disponiveis para tratamento de pacientes com infec¢des oportunistas. Nesse sentido, Baba-
Mouss e cols. (1999) avaliaram o potencial fungicida de extratos de sete espécies vegetais,
pertencentes a familia Combretaceae usadas na medicina popular da Africa contra
dermatoses causadas por fungos (C. albicans, Microsporum gypseum e Epidermophyton
floccosum, Trichophyton menthagrophytes e runrum). Os resultados mostraram que todas as
espécies possuiam forte atividade fungicida, podendo ser usada no tratamento das
dermatofitoses e candidiases.

De acordo com Chuang e cols. (2007), o alto potencial fungicida encontrado em
extratos de Moringa oleifera para o tratamento das doencgas da pele pode eleger este vegetal
a condicdo de fornecedor de matéria prima para o desenvolvimento de agentes terapéuticos
dermatoldgicos que tém como agente etiologico fungo nas formas de leveduras e/ou
micelial.

Conforme observado na Tabela 4 (p. 125), todos os extratos brutos submetidos a
ensaios frente a P. aeruginosa foram inativos (halo de inibigdo de 0,0 mm) (Figura 23C, p.

124). Este resultado ndo foi de todo inesperado uma vez que, a P. aeruginosa € tipicamente
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resistente a maioria dos antibidticos de uso corrente, sendo seu tratamento um desafio para
os profissionais de satide. A reducdo ou a auséncia de efeito antibacteriano de extratos
vegetais frente a P. aeruginosa tem sido também observada por outros autores (Lentz et al.,
1998, Fennell et al., 2004). De modo geral extratos vegetais apresentam maior atividade
contra bactérias Gram-positivas que contra Gram-negativas. Isto ¢ devido, possivelmente a
estrutura de sua parede celular, que possui uma membrana externa que funciona como uma
barreira de permeabilidade a penetracdo de substancias (Murray et al., 2004; Fennell et al.,

2004).

5.2.2 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos exgratos brutos

Os 11 extratos brutos que foram considerados ativos ou moderadamente ativos na
concentracdo de 1.000 pg/disco nos ensaios antimicrobianos preliminares, tiveram a CIM
determinada. Segundo critérios previamente estabelecidos no item 4.7.7 (p. 106), para S.
aureus a CIM variou de 250 a 450 pg/disco, sendo, portanto, considerados ativos; enquanto
que para C. albicans a variacdo foi de 250 a 750 pg/disco, dos quais somente quatro foram
ativos (Figura 25, p. 127) e os demais moderadamente ativos (Figura 26, p. 128).

De um modo geral, a maioria dos relatos com os melhores resultados de CIM para
extratos brutos esta entre 125 a 600 pg/disco (Melchor ef al., 2001; Andrade et al., 2004).
Com base neste indicativo, ¢ possivel sugerir que trés dos extratos em etanol de P.
hayneanum (folhas, raizes e caule) e um de Z. tuberculosa (caule) podem ser considerados

promissores.
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Figura 25. Concentragdo Inibitéria Minima dos extratos brutos frente a S. aureus.
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Figura 26. Concentragdo Inibitéria Minima dos extratos brutos frente a C. albicans.

5.2.3 Avaliacdo das fragées oriundas das particées

Considerando que extratos brutos s3o constituidos de misturas complexas de
substancias e pigmentos, podendo causar antagonismo, conforme descrito por Andrade e
cols. (2004), todas as 40 fracdes oriundas da particdo dos 11 extratos foram submetidas a
ensaios com os trés microrganismos, na concentracdo de 500 pg/disco. Contudo, os
resultados ndo diferiram dos obtidos para os respectivos extratos brutos. Portanto, deste
ponto em diante as amostras foram testadas somente contra S. aureus e C. albicans (Figura
27A e B, respectivamente, p. 129).

A avaliagdo frente a P. aeruginosa foi repetida nesta etapa para se verificar com
maior precisdo, a auséncia de atividade em amostras mais elaboradas contra uma bactéria
Gram-negativa. Este procedimento tomou como referéncia o mencionado por Andrade e
cols. (2004) ao descreverem que as espécies vegetais por eles estudadas sob a forma de
fracdo apresentaram percentuais de inibigdo maiores que as dos extratos brutos. No entanto,
todas as fragcdes submetidas a ensaios frente a P. aeruginosa, quando comparados com o
controle positivo foram considerados inativos (Tabela 5, p. 129; Figura 27C, p. 129). Frente
a estes resultados, esta cepa foi descartada para as fases posteriores.

Os onze extratos brutos considerados ativos (CIM 250 a 750 pg/disco) foram
particionados com MeOH-H,0O e solventes de diferentes polaridades (C¢His, CHCls,
AcOEt). As quarenta fracdes resultantes foram submetidas a avaliagdo frente as bactérias S.

aureus, P. aeruginosa e ao fungo C. albicans, na concentragdo de 500 pg/disco. Deste total,

128



somente cinco delas (P. hayneanum e Z. tuberculosa), foram consideradas ativas ou
moderadamente ativas.

Entre as fragdes ativas contra S. aureus e/ou C. albicans (Tabela 5, p. 129; Figura 27-
28, pp. 129-130), os melhores resultados foram obtidos com aquelas em C¢H4, CHCl; ou

em AcOEt (caule e raizes de P. hayneanum e caule de Z. tuberculosa ).

Tabela 5. Resultados da atividade antimicrobiana com as parti¢cdes (500 pg/disco).

Espécies Parte da Fracao Microrganismos

Planta S. aureus  P. aeruginosa C. albicans

Zona de inibicdo do crescimento (%)*

P. hayneanum Caule CHCI; 84,0 0,0 76,0
Raizes CHCl, 80,0 0,0 78,0

AcOEt 78,0 0,0 76,0

Z. tuberculosa Caule CeHis 76,0 0,0 76,0
CHCl; 76,0 0,0 76,0

* O calculo do percentual de inibi¢do foi efetuado de acordo com a féormula do item 4.7.7.
(p. 106)

A B C

Figura 27. Zona de inibi¢cdo de fracdes frente a S. aureus (A-B): P. hayneanum (A), Z.
tuberculosa (B) e do controle positivo (vancomicina 30 pg/disco), bem como
frente a P. aeruginosa (C) e do controle positivo (ciprofloxacina 5 pg/disco).
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A B

Figura 28. Zona de inibicao de fragdes frente a C. albicans (A-B): P. hayneanum (A), Z.
tuberculosa (B) e do controle positivo (miconazol 50 pg/disco).

Serafin e cols. (2007) ao investigarem o potencial antimicrobiano da Plinia
glomerata (Myrtaceae) observaram que as fracdes mais polares apresentaram resultados
promissores contra bactérias e as menos polares contra fungos. Eles atribuiram esta atividade
a presenca de substincias fendlicas, que segundo a literatura, possuem capacidade de
desorganizar as matrizes protéicas extracelulares da membrana bacteriana, provocando sua
morte. Por outro lado, Volpato e cols. (2001) ao estudarem a atividade antibacteriana da
Calendula officinalis (Asteraceae) constataram que o principio ativo responsavel pela agao
bactericida frente a S. aureus encontrava-se nas fragoes em C¢Hi4, ¢ CH,Cl.

No presente estudo ndo foi observado, até a particao, influéncia alguma da polaridade
do solvente sobre a atividade bactericida. Entretanto, o que se constatou, referendado por
Andrade e cols. (2004), diz respeito ao aumento do percentual do halo de inibicdo em
fragdes oriundas de particdo, em relagdo aos extratos brutos, mais especificamente, na
espécie vegetal P. hayneanum.

Estudo da atividade antimicrobiana com fragdes da espécie vegetal Mikania
ianuginosa (Asteraceae) desenvolvido por Silva e cols. (2002) se assemelham aos nossos.
Dentre as fragdes avaliadas por estes autores, somente as fracdes em CgH;4, CH,Cl; € em
AcOEt apresentaram forte potencial bactericida contra S. aureus, sendo todas igualmente
inativas contra a P. aeruginosa.

A atividade antifungica das fracdes em CgHis, CHCl3 € em AcOEt provenientes da
particdo de extratos brutos da Alchornea glandulosa (Euphorbiaceae) foi pesquisada por
Conegero e cols. (2003) que constataram o potencial fungicida desta espécie vegetal. A
otimizacao da atividade antifungica em fra¢des também foi descrita por Passos e cols. (2002)
quando estudaram as propriedades antifingicas das folhas de Caryocar brasiliensis

(Caryocaraceae) e detectaram que a fragdo com maior potencial fungicida foi AcCOET. Nesse
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sentido, também foi observado no presente estudo que as fragdes em C¢H;4, CHCl3 € AcOET

foram as que apresentaram bioatividade antifingica.

5.2.4 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) das fragées oriundas das partigoes

As cinco fragdes consideradas ativas ou moderadamente ativas, oriundas de parti¢ao,
tiveram a CIM determinada. Deste total, duas das raizes de P. hayneanum (CHCl; e AcOEt)
e duas do caule de Z. tuberculosa (C¢H4 ¢ CHCl; ) mostraram potencial contra o S. aureus
com CIM que variou de 62,5 a 250 pg/disco (Figuras 29-30, pp. 131-132). A fracdo CHCI;
do caule da P. hayneanum teve a CIM acima de 300 pg/disco, sendo, portanto, inativa para
esta bactéria. Para C. albicans a variagdo da CIM foi de 31,2 a 125 pg/disco, em todas as
cinco fragdes consideradas ativas ou moderadamente ativas (Figuras 31-33, pp.133-134).

As quatro fragdes que apresentaram potencial antibacteriano frente a S. aureus foram
avaliadas utilizando a equacdo de regressdo, para verificar a associagdo existente entre as
oito concentragdes testadas para a CIM e os didmetros dos halos obtidos. Os resultados
mostraram que houve uma associagdo considerada muito alta entre a dose e a resposta,

revelada pelo fator de determinacdo da equagdo (R*) que variou entre 0,80 a 0,93 (p < 0,05).
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Figura 29. Curva de inibicao do crescimento de S. aureus frente as fragdes em CHCI; (A) e
AcOEt (B) das raizes de P. hayneanum.
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Figura 30. Curva de inibi¢ao do crescimento de S. aureus frente as fracdes em C¢Hi4 (A) € em
CHCIls (B) do caule de Z. tuberculosa.

Todas as equacdes de regressdo linear se ajustaram bem as analises realizadas, com
excecdo da realizada para a fragdo CHCl; das raizes de P. hayneanum (Figura 29A, p. 131),
que se adequou melhor a equacdo de regressao quadratica, para explicacdo matematicamente
o fendmeno biologico estudado.

A CIM das fragdes em CHCI; e em AcEOt das raizes P. hayneanum, foram 62,5
ng/disco e 125 pg/disco, sendo consideradas ativa e moderadamente ativa, respectivamente
(Figura 29A e B, p. 131), didmetro do halo de 8 e 7 mm). Enquanto as fracdes C¢Hy4 €
CHCls, provenientes da Z. tuberculosa, foram moderadamente ativas, com CIM de,
respectivamente, 125 pg/disco 250 pg/disco (Figura 30A e B, p. 131, didmetro do halo de 8
mm, para ambas).

Nepomuceno e cols. (2003) testaram as fracdes oriundas do extrato em
CH,Cl,/MeOH (1:1) do caule de Tovomita spp. (Guttiferae) frente a trés bactérias, dentre
elas a S. aureus (CIM de 460 pg/disco), que foi considerada significativamente ativa. As
fragdoes em C¢Hjs e CH,Cl, da Acmela brasiliensis (Asteraceae), estudadas por Sartori
(2005) demonstraram atividade antibacteriana contra S. aureus (CIM entre 250 ¢ 1000
pug/mL). Esses dados quando comparados com os resultados da presente pesquisa sugerem

que as fracdes ativas ou moderadamente ativas apresentam alto potencial bactericida.
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As cinco fragdes ativas ou moderadamente ativas apresentaram potencial antifingico
frente a C. albicans, e foram também submetidas a andlise estatistica de regressao para
verificar a correlagdo existente entre didmetros dos halos obtidos e concentragdes testadas.
Observou-se correlacdo positiva alta entre as varidveis, evidenciada pelo fator de
determinacio da equacdo (R?), que apresentou valores entre 0,79 a 0,91 (p<0,05) (Figuras
31-33, pp. 133-134). A CIM das fragdes CHCls e AcOEt das raizes de P. hayneanum foram,
62,5 pg/disco e 125 pg/disco, sendo portanto consideradas ativa e moderadamente ativa,
respectivamente (Figura 31 A e B, p. 133, didmetro do halo de 8 mm, para ambas). Na
Figura 32 (p. 133) observa-se a forte atividade das fracdes em CHCI; (A) do caule de P.
hayneanum e em CgH 4 (B) do caule da Z. tuberculosa com CIM de 31,2 e 62,5 pg/disco e
com didmetro de inibicdo do halo de 8 e 10 mm, respectivamente. A Figura 33 (p. 134)
representa a equagdo da CIM (125 pg/disco e diametro do halo de 8 mm) relativa a fragdo

em CHCl;, do caule de Z. tuberculosa.
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Figura 31. Curva de inibi¢do do crescimento de C. albicans frente as fragdes em CHCl; (A) e
em AcOEt (B) das raizes de P. hayneanum.
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Figura 32. Curva de inibi¢do do crescimento de C. albicans frente as fracdes em CHCl; (A) do
caule de P. hayneanum e em CgH,4 (B) do caule da Z. tuberculosa.
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Figura 33. Curva de inibi¢do do crescimento de C. albicans frente a fracdo em CHCI; do caule
de Z. tuberculosa.

O potencial antifingico das folhas e frutos da espécie Eugenia umbelliflora
(Myrtaceae) foi evidenciado nas fragdes em CH,Cl, e em AcOET (Machado, 2005). As
fracdes em CgHj4 e em CHCIl; das folhas da Piper regnellii (Piperaceae), uma planta
utilizada no Brasil para tratar doengas infecciosas, foram testadas por Pessini et al., (2005)
para avaliagdo contra a C. albicans. Estes autores constataram o potencial antifungico desta

espécie vegetal com uma CIM de 125 pug/mL. No entanto, estes dados, assim como os
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obtidos no presente trabalho, sdo inconclusivos com relacdo a influéncia da polaridade na

atividade antifiingica.

5.2.5 Avaliacdo das subfracdes oriundas das filtracoes e tratamento dcido-base

As cinco fragdes consideradas ativas ou moderadamente ativas (CIM 31,2 a 250
pg/disco) foram filtradas em silica gel (70-230 mesh) utilizando-se sistemas de solventes de
polaridade crescente, originando 16 subfracdes (Quadro 5, p. 102). Estas subfragdes ¢ uma
proveniente de tratamento acido-base foram avaliadas nas concentragdes de 1,0 a 250 ug/disco,
para determinagdo da CIM frente a S. aureus e a C. albicans. Destas, segundo os critérios
estabelecidos no item 4.7.7 (p. 106), 11 apresentaram ag¢do inibitdria sobre o crescimento de
pelo menos um dos microrganismos, e¢ foram posteriormente avaliadas quanto a toxicidade
(Tabela 6, p. 141). As subfragdes ativas para os dois microrganismos foram das raizes de P.
hayneanum, CHCl; e em CHCIl3-MeOH (1:1); e caule de Z. tuberculosa, CeHi4-CHCl3 (1:1),
CHCI; e CHCI3-MeOH (1:1) (Figuras 34-38, pp. 135-137).

A CIM da subfracdo em CHClI; das raizes de P. hayneanum foi de 31,2 pg/disco para S.
aureus, ¢ de 3,9 pg/disco para C. albicans, com diametro do halo de 7 e 10 mm
respectivamente. Esta atividade antimicrobiana mostrou uma alta correlacdo dose/efeito
(p<0,05) (Figura 34A e B, p. 135). A subfragdo em CHCI3-MeOH (1:1), desta mesma espécie
vegetal, apresentou CIM de 31,2 pg/disco para S. aureus ¢ de 1 pg/disco para C. albicans, com

forte correlacao entre a dose e o didmetro do halo de inibigao (Figura 35A ¢ B, p. 136).
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Figura 34. Curva de inibicdo do crescimento de S. aureus (A) e C. albicans (B) frente a
subfracdo em CHCl; das raizes de P. hayneanum .
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Figura 35. Curva de inibicdo do crescimento de S. aureus (A) e C. albicans (B) frente a
subfracdo CHCI3-MeOH (1:1) das raizes de P. hayneanum.
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Figura 36. Curva de inibicdo do crescimento de S. aureus (A) e C. albicans (B) frente a
subfracdo em C¢H4-CHCI; (1:1) do caule de Z. tuberculosa.
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Figura 38. Curva de inibi¢do do crescimento de S. aureus (A) e C. albicans (B) frente a
subfracdo em CHCI3-MeOH (1:1) do caule de Z. tuberculosa.

As subfracdes testadas oriundas do caule de Z. tuberculosa, mostraram forte
correlagdo entre halo e dose (R*> 0,74, p<0,05) (Figuras 36-38, pp.136-137). Das subfracdes
ativas contra os dois microrganismos: C¢H4-CHCl; (1:1) (CIM 125 pg/disco/S. aureus e 62,5
pg/disco/C. albicans), CHCl; (CIM 62,5 pg/disco/S. aureus e 7,8 pg/disco/C. albicans) e
CHCIl3/MeOH (1:1) (CIM 250 pg/disco/S. aureus e 125 ng/disco /C. albicans), as menores
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valores de CIM foram para a C. albican, indicando que a atividade fungicida in vitro se
sobrepds a bactericida.

Atividade antimicrobiana, bactericida e/ou fungicida, ja foi relatada para outras
espécies do género Piper (Setzer et al., 1999; Shitut et al., 1999). No entanto, embora
espécies vegetais da familia Bignoniaceae tenham demonstrado potencial antimicrobiano,
esta ¢ a primeira descri¢cdo deste tipo de atividade bioldgica no género Zeyheria (Eyong et
al., 2006; Hashem et al., 2007).

O potencial antimicrobiano de substancias extraidas de plantas tem sido confirmado
cientificamente por grupos de pesquisadores de diversas regidoes do mundo. A atividade
biologica de Schinus terebenthifolius Raddi (Anacardiaceae) foi investigada por Lima e cols.
(2004), que constataram amplo espectro de ag¢do antimicrobiana desta espécie vegetal,
incluindo bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos, dentre eles, o S. aureus e a C.
albicans. Nogueira e cols. (2008), ao estudarem a atividade antimicrobiana in vitro de
Aleolanthus suaveolens (Labiatae), Caryophyllus aromaticus (Myrtaceae), Cymbopogon
citratus (Poaceae), Matricaria chamomila (Asteraceae), Pithecellobium avaremotemo
(Leguminosae), Plectranthus amboinicus (Lamiaceae) e Ruta graveolens (Rutaceae) sobre
agentes etiologicos em casos clinicos de otite externa, nos quais S.aureus ¢ C. albicans foram
encontrados, constataram que entre todas as espécies de maior potencial antimicrobiano
foram C. aromaticus ¢ M. chamomila.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que uma mesma subfragdo pode
fornecer agentes terapéuticos para tratamento simultaneo de infec¢des provocadas por S.
aureus ¢ C. albicans. Essas infecgdes sdao frequentemente encontradas em pacientes
imunodeprimidos, o que torna importante a identificagdo de antimicrobianos polivalentes
para evitar sobrecarga de medicamentos atualmente utilizados contra agentes patdgenos
oportunistas.

As Figuras 39-41 (pp. 139-140) apresentam as equagdes e curvas de regressao
resultante do teste de inibicdo do crescimento, para as subfragdes que demonstraram
atividade somente para C. albicans. A Figura 39 (p. 139) mostra o resultado das subfracoes
de P. hayneanum em MeOH das raizes (CIM de 1 pg/disco com o diametro do halo = 7 mm)
e em CHCls do caule (CIM de 7,8 pg/disco com diametro do halo = 8 mm). Na Figura 40 (p.
139) estdo representadas as curvas de regressdo das subfracdes do caule de P. hayneanum em
CHCI3/AcOEt (1:1) com CIM de 1 pg/disco (didmetro do halo = 8 mm) e AcOEt cuja CIM
foi igual a 1 pg/disco (didmetro do halo = 7 mm). As curvas de inibi¢do do crescimento das

subfragdes em MeOH do caule de P. hayneanum (CIM de 1 pg/disco com didametro do halo =

138



8 mm) e acida em C¢H 4 do caule de Z. tuberculosa (CIM de 31,2 pg/disco com diametro do
halo = 7 mm), estdo plotadas na Figura 41 (p. 140). O conjunto de dados destas subfragdes,
apresentou coeficiente de determinagdo entre 0,63 e 0,92, indicando um grau de correlagdo

alto ou muito alto.
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Figura 39. Curva de inibicao do crescimento de C. albicans frente as subfracdes em
MeOH (A) das raizes e CHCI; (B) do caule de P. hayneanum.
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Figura 40. Curva de inibi¢ao do crescimento de C. albicans (B) frente as subfracdes CHCI;-
AcOEt (1:1) (A) e AcOEt (B) do caule de P. hayneanum.
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Figura 41. Curva de inibi¢ao do crescimento de C. albicans (B) frente as subfragdes MeOH
do caule de P. hayneanum (A) e acida em C¢H,4do caule de Z. tuberculosa.

Stefanello e cols. (2006), investigando a atividade antifingica das cascas do caule da
Gochnatia polymorpha ssp (Asteraceae) observaram que o extrato em CH,Cl, inibiu o
crescimento da C. albicans em maior propor¢ao que os demais, concluindo que esta atividade
parece estar relacionada a presenca dos terpenos isolados nesta espécie vegetal.

Pretto (2005), ao investigar a atividade antifingica de nove diferentes plantas da flora
catarinense: Abuta selloana (Menispermaceae), Callophylum brasiliense (Clusiaceae),
Coussapoa schottii (Moraceae), Ipomoea pe-caprae (Convolvulaceae), Psyhotria spp.
(Rubiaceae), Quiina spp. (Quiinaceae), Sloena spp. (Elacocarpaceae), Aiantum cuneatum
(Polypodeaceae) e Iris xiphium (Iridaceae), observou que nenhuma destas espécies vegetais
em forma de extrato, fracdo ou substincia pura apresentou atividade antifingica. O autor
atribuiu a auséncia de atividade sobre a C. albicans ao antagonismo entre os componentes do
extrato, a fatores inerentes as propriedades de seus constituintes quimicos possivelmente
desprovidos da capacidade de romper a cadeia peptidica presente na membrana
citoplasmatica, ou a impermeabilidade da parede celular fiingica aos constituintes das
espécies vegetais testadas.

Considerando a resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida, frente aos
antifungicos atualmente utilizados, a pesquisa de novos compostos antifingicos de origem

vegetal reveste-se de relevancia. A existéncia de atividade fungicida em espécies vegetais,
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aponta uma real possibilidade de sua aplicacdo no tratamento de doencas infecciosas de

origem fingica (Lima ef al., 2006).

5.3 Toxicidade Frente a Artemia salina (TAS)

As 11 subfragdes ativas nos ensaios antimicrobianos in vitro foram avaliadas quanto a

toxicidade por meio do Teste de Toxicidade frente & Artemia salina (Tabela 6, p. 141).

Tabela 6. Subfracdoes de P. hayneanum e de Z. tuberculosa submetidas ao Teste de
Toxicidade frente a A. Salina.

Espécie - Parte da Planta Subfracao Mortalida CLs ICos Grau de
Fracdo (Extrato) de (%)" (ug/mL) (ug/mL) toxicidade
P. hayneanum-Caule CHCl; 32,0 615,3 501-731 Baixo
Filtragdo da fracao CHCl; CHCIl;-AcOEt 1:1 0,0 > 1000 0,0 Atodxico
(EtOH) AcOEt 42.8 382,77 284-494 Alto
MeOH 0,0 > 1000 0,0 Atoxico
P. hayneanum-Raizes CHCl; 31,0 861,9 638-998 Baixo
Filtracao da fragdo CHCl; CHCI3;-MeOH 1:1 0,0 > 1000 0,0 Atoxico
(EtOH) MeOH 0,0 > 1000 0,0 Atoxico
Z. tuberculosa Caule
Tratamento acido-base CeHis Acida 77,1 29,5 24 - 35 Alto
CsHi4 (EtOH)
Filtragao da fracao CHCIl; C¢H4-CHCIl; 1:1 45,4 398,0 299-560 Alto
(EtOH) CHCI, 31,4 705,0 422-868 Baixo
CHCI3-MeOH 1:1 0,0 > 1000 0,0 Atoxico
H,O do mar - 1% DMSO  Controle negativo 0,0 0,0 0,0 Atoxico
H,0 do mar - 1% Timol Controle positvo 100 2,9b 2,3-3,3b Téxico

*Os valores correspondem as médias da triplicata

®Ellis & Baxendale, 1997
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O objetivo fundamental de estudos de citotoxicidade ¢ o de se conhecer os aspectos
de morbi-mortalidade de um agente quimico sobre um organismo, representado por
manifestagdes clinicas e/ou alteragdes laboratoriais (Larini, 1997). Parra e cols. (2001), em
seu trabalho sobre métodos de investigagdo da toxicidade de extratos de plantas, comprovou
que o método de TAS ¢ tao eficaz quanto o da citotoxicidade aguda em ratos, enfatizando sua
importancia como um indicador para a conducdo de experimentos clinicos.

A atividade artemicida do timol, utilizado como controle positivo do 74S, encontra-se
na sua capacidade de romper a membrana citoplasmatica e conseqiientemente levar as larvas
de A. salina a morte por desidratagdo (Ellis & Baxendale, 1997).

No presente estudo os resultados de TAS revelaram que cinco (45,4%) das subfracdes:
CHCI3-AcOEt 1:1 (caule), CHCI;-MeOH 1:1 (raizes) e MeOH (caule e raizes) da P.
hayneanum, ¢ CHCl3-MeOH 1:1 de Z. tuberculosa, provenientes da fragdo em CHCl;
oriunda da particdo do extrato em EtOH foram atéxicas, com CLsy > 1000 pg/mL. A
auséncia de toxicidade destas fracdes identificada nos ensaios preliminares (percentual de
mortalidade <30%), dispensou a realizacdo do ensaio quantitativo, e conseqiientemente a
determinagdo CLs. Esses dados demonstram a auséncia de toxidez, indispensavel para uso
seguro, elegendo essas subfragdes a condicdo de promissoras, com potencial antimicrobiano
livre de efeitos adversos. As seis demais subfracdes (54,6%) foram submetidas ao teste
quantitativo para céalculo dos valores de CLso. Trés destas subfragdes (27,3%) oriundas da
fracdo CHCl; da particdo do extrato em EtOH mostraram baixa toxicidade: as subfracdes
provenientes de P. hayneanum em CHCIl; (caule), cuja CLs, foi igual a 615,3 pg/mL e CHCl;
(raizes), com CLsy de 861,9 ng/mL e a subfragdo oriunda de Z. tuberculosa em CHCl;
(caule), com CLsg 705,0 pg/mL (Tabela 6, p. 141). Enquanto as outras trés (27,3%), também,
oriundas do mesmo extrato, revelaram alta toxidez, a saber: AcOEt (caule), CLsy 382,7
pg/mL de P. hayneanum, e as subfracdes do caule de Z. tuberculosa dcida em C¢Hja, CLsy
29,5 ng/mL e em CgH 4-CHCl; 1:1, com CLs0398,0 ug/mL (Tabela 6, p. 141).

Extratos e substincias puras provenientes de espécies vegetais que apresentam
CL50<500 pg/mL sao consideradas toxicas, mas podem ser avaliadas quanto ao seu potencial
antitumoral, inseticida, pesticida, ou mesmo cercaricida para o combate da forma infectante
do Schistosoma mansoni, entre outras acdes biologicas que dependam de citotoxicidade
(McLaughlin, 1991; Solis et al, 1992). Estudos realizados no Instituto Nacional do Cancer,

nos Estados Unidos da América, correlacionam alta toxicidade para Artemia, ou seja baixas
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concentragoes de CLsp, com inibi¢ao significativa do crescimento in vitro de linhagens de
células provenientes de tumores solidos (Anderson et al., 1991).

O desempenho das subfracdes frente ao teste de TAS evidenciou que aquelas
provenientes de fragdes em CgHjs4, apresentaram alta toxicidade. Na subfragdo acida em
CsHys o grau de toxicidade foi ainda maior, com CLsy consideravelmente mais baixa
(29,5ug/mL). Isto se deve possivelmente ao grau de acidez da mesma, o que pode ser um dos
fatores responsaveis pela sua boa atividade antimicrobiana. Resultados semelhantes foram
obtidos por Brandao e cols. (2002) que relataram a alta toxidez dos 4cidos caurendico (CLs
15,9 pg/mL) e grandiflorénico (CLsy 25,2 pg/mL) da fracdo em CH,Cl, de Wedelia paludosa
(Asteraceae).

As subfracdoes em CHCl; apresentaram uma toxicidade baixa, que desaparecia quando
a fracdo era filtrada em CHCIl3-MeOH. Todas as subfragdes em MeOH mostraram-se
atoxicas. Estes resultados se assemelham aos relatados por Siqueira e cols. (2001), na qual a
atividade toxica da espécie vegetal por eles estudada se concentrou na fragdo menos polar.
Ruiz e cols. (2005) estudaram a atividade moluscicida em espécies do género Eleocharis
(Cyperaceae) e também constataram que extratos em MeOH e EtOH-H,O foram atoxicos
(CLsp > 1000 pg/mL), enquanto extratos em CgH4 foram toxicos (CLsp = 476,0 ug/mL).
Noldin e cols. (2003) também relataram que as fracdes menos polares (C¢Hj4), em diferentes
concentracgoes (0,5 a 2 mg/mL) causaram mortalidade significativa da 4. salina in vitro. Por
outro lado, Silva e cols. (2004), ao testarem a atividade larvicida da Magonia pubescens
(Sapindaceae) em fragdes em CH,Cl,/MeOH (6:4) e (4:6) e em MeOH, detectaram maior
toxidez na fragdo em MeOH, rica em taninos. Sukumar e cols. (1991) descrevem que a
bioatividade de extratos vegetais depende da solubilidade do material ao solvente utilizado
durante a extragdo e/ou purificagdo do mesmo, ou seja, tanto do grau de incorporacdo do
solvente pelo material no processo de separacdo, quanto da natureza dos constituintes
responsaveis pela atividade. A toxicidade para larvas de Artemia independe da polaridade
dos solventes utilizados para extragdo ou purificacio do material vegetal, estando
possivelmente relacionada as caracteristicas quimicas da substancias presentes nos extratos,
fracoes ou subfragdes.

As subfragdes que tiveram os valores de CLsy calculados mostraram correlacao
positiva significativa entre as concentracdes testadas e os percentuais de mortalidade obtidos,
com o fator de determinacio da equagdo (R?) variando de 0,76 a 1 (p < 0,05) (Figuras 42-44,
pp. 144-145).
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Figura 42. Mortalidade da A. salina em funcdo das concentracdes das subfracdes CHCl; (A) e
AcOEt (B) do caule de P. hayneanum.
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Figura 43. Mortalidade da A. salina em fungdo das concentragcdes das subfracdes

em CHCIl; (A) das raizes de P. hayneanum e 4cida em C¢H;4 (B) do caule de Z.
tuberculosa.
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Figura 44. Mortalidade da A. salina em fungdo das concentracdes das subfracdes CeHjs-
CHCIls (A) e em CHCls (B) do caule de Z. tuberculosa.

Alguns estudos correlacionam a letalidade de A. salina em maior ou menor escala a
certos grupos de substancias ou ainda a posicao de seus substituintes. Nessa perspectiva,
David e cols. (2001) atribuiram a lignana a-peltatina de Eriope blanchetii (Lamiaceae) a
atividade antitumoral (CLso = 10 pg/mL), enquanto os triterpenos pentaciclicos do mesmo
extrato tiveram CLso> 1000 pg/mL. Estes autores também avaliaram a substincia ativa apds
acetilagdo e observaram que o grupo OH em C-4’ era o responsavel pela citotoxicidade, uma
vez que o derivado acetilado apresentou CLsp >1000 pg/mL. A mesma observagdo foi
descrita por Campos (2006) ao estudar a toxidez de extratos, fracdes e substincias da P.
solmsianum, dentre eles a neolignana conocarpano (CLsy 2,9 pug/mL) que ao ser acetilada
apresentou CLsp >1000 pg/mL. Por sua vez, Kumarasamy e cols. (2004) isolaram quatro
flavonas (A4lliaria, Brassicaceae) com agdo antimicrobiana e as submeteram ao 74S. Estas se
mostraram atoxicas (CLsp >1000 pg/mL). Também foram atéxicos os flavondides 2°’-(4”"’-
hidroxibenzoil)-isorientina, orientina, isoorientina, isoquercetrina e cirsiliola (Shoeb et al.,
2007), e os alcaldides oxobuxifolina e a lanuginosida (CLsy 10,4 e 27,6 pg/mL,
respectivamente), polialtina e oliveridina (CLso > 1000 pg/mL), o flavondide hispidulina
(CLs50468 pug/mL) (Siqueira ef al. 2001; Moreira et al., 2003).

No género Zeyheria ndo foi encontrado registro de avaliacao de toxicidade frente a A.
salina. No entanto, em espécies da mesma familia os resultados encontrados sdo

discordantes. Dolabela (1987) relatou alta toxicidade no extrato hidroalcodlico de Tabebuia
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aurea (Bignoniaceae) (CL50 12pg/mL), enquanto Alves e cols. (2000) descreveram auséncia

de toxicidade do extrato aquoso de 7. ocracea (Bignoniaceae) (CL50 >4.000 pg/mL).

5.4 Avaliagdo Antimicrobiana in vivo

A seguir estdo descritos os resultados das avaliagdes macroscopica, microbioldgica e
histopatologica, das lesdes cutineas infectadas com S. aureus ou com C. albicans. Em cada
experimento os animais dos grupos controle negativos (ndo tratados) receberam somente a
pomada preparada com base nao idnica, os grupos testes foram tratados com a Pomada 1
(subfragao CHCIl3-MeOH 1:1 de raizes/P. hayneanum), ou com a Pomada 2 (CHCl;-AcOEt
1:1 do caule/P. hayneanum), e os ratos dos grupos controles positivo receberam garamicina

(grupo infectado com S. aureus) ou miconazol (grupo infectado com C. albicans).

5.4.1 Avaliacdo macroscopica - observagdo clinica das lesdes

A avaliagdo macroscopica foi realizada com base no monitoramento do peso,
temperatura corporea, retragdo do didmetro da lesdo, tecido de granulagdo, inflamagao,
necrose e cor da lesdo (Figuras 45-50, pp. 147-152).

Houve oscilagdo ponderal nos quatro grupos tanto no experimento com S. aureus
quanto no experimento com a C. albicans (Figura 45, p. 147). A Figura 45A (p. 147) mostra
que a perda ponderal dos animais infectados com S. aureus ocorreu em trés dos quatro
grupos, sendo, a partir do 6° DPO, estatisticamente maior no grupo controle ndo tratado
(p<0,05). Quanto a perda ponderal dos ratos infectados com a C. albicans (Figura 45B, p.
147) foi observado que esta ocorreu nos quatro grupos, sendo mais acentuada no controle nao
tratado a partir do 6° DPO (p<0,05).

Em ambos os experimentos, o grupo controle negativo foi quem apresentou
significativamente uma maior perda ponderal. Os ratos tratados com as pomadas teste, se
comportaram de maneira semelhante aos grupos tratados com os antimicrobianos padrdes
utilizados rotineiramente para tratamento de feridas do sistema tegumentar, sendo as
diferengas estatisticamente significantes.

A perda de peso ¢ uma das varidveis mais encontradas em pacientes com feridas
cronicas levando-os a quadros de desnutri¢do, em decorréncia da quantidade de exudato
liberado (+ 5,6 g de proteina) por uma ferida em um periodo de 24 horas (Steinberg et al.,

1996). Dealey (2001) afirma que a desnutrigdo ¢ um estado patoldgico resultante da
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deficiéncia de um ou mais nutrientes essenciais, principalmente, as proteinas e os
carboidratos, que sdo os nutrientes usados em maiores quantidades no processo de
cicatrizagdo. Da mesma forma, Candido (2001) também relata que a deficiéncia nutricional
interfere em todas as fases da cicatrizagdo, ¢ que a hipoproteinemia diminui a resposta
imunologica, a sintese de colageno e a fungdo fagocitaria. Portanto, a dindmica do processo

cicatricial envolve o metabolismo de varios nutrientes.
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Figura 45. Curva do peso corpéreo dos animais infectados com S aureus (A) e C. albicans
(B) e submetidos a diferentes tratamentos.

A Figura 46 (p. 148) mostra a cinética da temperatura basal dos animais infectados
durante o experimento. No primeiro dia de pds operatorio (DPO) a temperatura variou entre
36,1 a 36,3 °C. Do 3° ao 6° DPO, os animais do grupo controle negativo infectados com
Candida e no 6° DPO os ratos do grupo ndo tratado e infectado com S. aureus, apresentaram
elevacao da temperatura acima de 37,2 °C, sugestivo de processo inflamatorio. No entanto, os
niveis térmicos corporeos nos grupos experimentais (Pomada 1 e Pomada 2) e controle
positivos permaneceram dentro dos parametros da normalidade. A partir do 9° dia do
experimento todos os animais apresentaram temperatura entre 36,2 a 37 °C. A aferi¢do da
temperatura foi realizada por via retal (Figura 47A, p. 149).

A temperatura normal varia de 36 a 37 °C, considerada como um sinal vital que

reflete alteracdes da funcdo corporal e sua regulagdo, exercendo o papel homeostatico, para
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manter a uniformidade ou estabilidade do corpo dentro dos limites fisiologicos. O estado
febril que variou entre 37,2 a 37,8 °C ¢ definido como uma elevagdo da temperatura
correspondente ao inicio de uma resposta de prote¢do do organismo perante a infecg¢do e a
lesdo. A temperatura corporal elevada estimula os mecanismos de defesa do organismo,

porém pode ocasionar mal-estar ao seu portador (Simdes & Martino, 2007).
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Figura 46. Curva da temperatura corporea dos animais infectados com S aureus (A) e C.
albicans (B) e submetidos a diferentes tratamentos.

No dia da cirurgia todos os ratos apresentavam uma ferida com didmetro de 6 mm
(Figuras 47-48, pp. 149-150). A cada 72 horas a mensuracdo das feridas cutaneas era
realizada para monitoramento das lesdes (Figura 47B, p. 149). No experimento com S.
aureus, a cinética da redu¢do do tamanho das lesdes dos ratos tratados com as pomadas 1 ou
2 foi comparavel a observada nos animais tratados com garamicina (p> 0,05). No grupo
controle nao tratado o processo foi mais lento (Figura 48A, p. 150). O mesmo resultado foi
observado no experimento com a C. albicans (Figura 48B, p. 150). Em ambos os
experimentos, no ultimo dia de observagdo as bordas das feridas dos grupos tratados estavam
contraidas, enquanto ainda se observava lesdo mensurdvel nos ratos do grupo controle
negativo. Portanto, tanto a pomada 1 quanto a pomada 2, foram capazes de reduzir
significativamente o tempo de cicatrizacao das feridas infectadas, em relagdo aos controles
nao tratados (p<0,05).

Propriedades cicatrizantes ja foram relatadas para outras espécies vegetais. Semenoff

Segundo e cols. (2007) descreveram cicatrizacdo de feridas pelo uso da geléia de Aloe vera
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(Liliaceae) associada com a propolis em experimentos com ratos. O estudo das propriedades
cicatrizantes de ferimentos cutaneos in vivo do extrato bruto da Hamelia patens (Rubiaceae)
demonstrou que esta espécie vegetal tem a capacidade de promover a contragdo das bordas
da ferida reduzindo o tempo de cicatrizagdo de forma significativa em relagdo ao controle.
(Gomez-Beloz et al., 2003).

Os sinais macroscopicos da reagdo inflamatoria, representados por hiperemia, edema
e presenca de exsudato foram observados em todos os animais até o 3° DPO. A partir do 6°
até¢ o 12° DPO, somente os animais nao tratados apresentavam caracteristicas flogisticas de
inflamacao.

A inflamacao compreende a primeira fase do processo de regeneracdo tecidual, com
participacdo de células do sistema imunitario. No entanto, esta fase pode ser prolongada em
decorréncia de diferentes fatores entre eles contaminacdo da ferida por patégenos.
Tratamentos que favorecam a expulsdo ou morte do corpo estranho podem abreviar o
processo, acelerando a cura da lesdo (Vasconcelos ef al., 2007). As pomadas preparadas com
subfracdes da espécie vegetal P. hayneanum 1 e 2 foram tdo eficazes quanto o antibidtico
(garamicina) e o antifungico (miconazol), na conten¢cdo do processo inflamatorio, devido,
provavelmente a sua a¢do antimicrobiana sobre as feridas.

Ainda macroscopicamente, no que se refere a ocorréncia de tecido de granulacgao, foi
observado que as lesdes de todos os animais, independente do tratamento ou agente
etioldgico contaminante, obedeceram a mesma seqiiéncia de eventos tempo-dependentes até
o 3° DPO. Até este dia nenhum animal apresentava sinais de tecido de granulagdo, que
apareceu a partir do 6° DPO, nos animais tratados (controles positivos e testes). Nos grupos
controles negativos, a granulagdo somente foi observada macroscopicamente a partir do 12°
DPO nos animais infectados pelo S aureus. No 15° DPO a granulagdo estava presente em

todos os animais tratados ou nao.

Figura 47. Afericdo: Temperatura dos animais (A) e didmetro da lesdo (B).
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Figura 48. Cinética da cicatrizacdo das lesdes dos animais infectados com S aureus (A) ou
C. albicans (B) e submetidos a diferentes tratamentos.

Experimentos realizados com emulsdao de Policaju, um produto comercial que tem
como matéria prima a espécie vegetal Anacardium occidentale (Anacardiaceae) constatou a
eficicia deste produto, no tratamento de feridas intencionais em camundongos. Este
fitoterapico favoreceu o aparecimento de tecido de granulagdo fibrovascular em relagdo aos
grupos controles a partir do 6° DPO (Schirato et al., 2006).

Tecido necroético foi observado somente nos grupos controles negativos, enquanto que
nos grupos experimentais e controles positivos a necrose ndo se manifestou. No experimento
com S aureus observou-se pontos necroticos em 67% dos animais nao tratados no 6° DPO ¢
em 33% dos ratos no 9° DPO. Com relagdo a C. albicans a necrose se apresentou com maior
intensidade em 67% dos animais no 6° DPO, e em 100% dos controles negativos no 9° e 12°
DPO.

A necrose tecidual ¢ a uma complicagdo muito freqiiente nas infecgdes, e ¢ atribuida a
dificuldade ou diminuicdo do fluxo sangiiineo, decorrente de distirbios microvasculares,
alteragcdes metabolicas, liberacdo de prostaglandinas I-2 e de radicais livres. Sua ocorréncia
retarda todo o processo de reestruturacdo e modelagem celular, deixando a ferida com uma
cicatriz espessa e protuberante (Brito et al., 2001).

Conforme mostra a Figura 49 (p. 151) as cores das lesdes observadas durante todo o

experimento foram: vermelho, marrom, amarelo e rosa.
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Figura 49. Cores apresentadas pelas lesdes infectadas dos animais segundo agente
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O aspecto da lesdo, com relagdo a cor, reflete clinicamente o desenvolvimento do
processo de cicatrizagdo. Todos os animais dos grupos experimentais (pomadas 1 e 2) e
controle positivo ndo apresentaram alteracao de cor no leito da lesdo, inicialmente vermelha e
a partir do 9° dia coloracdo rosa, indicando que a infec¢do foi controlada (Figura 50, p. 152).
No entanto, os animais dos grupos controle negativos tiveram lesdes de coloragdo marrom, o
que indica a presenca de uma possivel necrose. Além disso, um dos ratos do controle
negativo apresentou exsudato purulento na ferida no 6° DPO. Vale destacar que a cor marrom
da lesdo, comumente presente em lesdes infectadas com bactérias, foi também observada nos

animais do grupo controle negativo infectados com C. albicans. Apesar de incomum, esta
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observagao pode ser explicada pela alta viruléncia do fungo que, possivelmente, encontrou
um ambiente propicio para a formacao de hifas, dificultando a resposta imunologica celular
conduzindo os tecidos afetados a uma oxigenagao inadequada e posterior necrose (Midgley et
al., 1998).

O baixo aporte sangiiineo em uma lesao dificulta a cicatrizagcdo uma vez que ¢ por seu
intermédio que as células sdo oxigenadas. Dados da literatura mostram que a hipdxia
prolongada pode produzir mudangas irreversiveis nos tecidos, inibir todo o processo de

regeneracao das lesdes e aumentar a susceptibilidade a infecgdes (Yaguishita, 2007).

Figura 50. Aspecto das lesdes infectadas com os microrganimos. Vermelho (A) e Rosa (B).

5.4.2 Andlise microbioldgica das feridas

O monitoramento do crescimento microbiano nas lesodes foi realizado no 3°, 9° e 15°
DPO (Anexo II, p.253). A coleta era feita antes da realizagcdo dos curativos com swab estéril
adaptado a um meio de cultivo para transporte. As amostras eram semeadas no mesmo dia da
coleta e as placas incubadas em estufa microbioldgica por 24 horas (S.aureus) ou 48 horas
(C. albicans). No 3° DPO, todos os cultivos foram positivos, o que confirma a contaminagao
de todas as lesdes. No 9° DPO somente no grupo sem tratamento (controle negativo) houve
crescimento das bactérias ou dos fungos, estando a infec¢do controlada nos demais grupos.
Finalmente, no 15° DPO ndo houve crescimento de microrganismo algum em todos os
animais. O controle da infec¢do por meio da avaliagdo microbiologica € um parametro que
deve ser atingido na rotina dos profissionais que se dispde a tratar portadores de feridas

(Candido, 2001).
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5.4.3 Andlise histopatoldgica das feridas

A analise histopatoldgica foi realizada tomando como referéncia o grau de
epitelizacdo, a intensidade e o tipo de célula predominante da reag¢do inflamatoria, presenca e
grau de rede de fibrina e tecido de granulagdo/neovasculariza¢do, e formacdo de fibras
colagenas (Anexo III, p. 254). Os dados coletados foram transformados em escores (Tabelas
7 e 8, p. 153) e quantificados (item 4.8.2, Tabela 3, p.112). As médias obtidas foram
submetidas a analise de varidncia e comparados pelo teste de Tukey, observando-se
diferenga significativa (p<0,05) entre os ratos tratados (pomada 1, pomada 2 e controle
positivo) e o controle negativo (Tabelas 7 e 8, p. 153). Portanto, as pomadas preparadas com
subfracdes da P. hayneanum contribuiram para acelerar o tempo de cicatrizacdo e melhorar a

evolugado histologica das feridas infectadas dos animais tratados.

Tabela 7. Escores do estudo histopatologico das feridas infectadas pelo S. aureus.

Dias de Pos Escores
Operatorio Pomada 1 Pomada 2 Controle positivo  Controle negativo
3° 41,0 37,0 42,0 26,0
9° 40,0 39,0 41,0 32,0
15° 45,0 44,0 45,0 35,0
Média/Desvio Padrdo 42,0+2,6 40,0 + 3,6 42,7+2,1 31,0 +4,6*
*p<0,05

Tabela 8. Escores do estudo histopatologico das feridas infectadas pela C. albicans.

Dias de Pés Escores
Operatoério Pomada 1 Pomada 2 Controle positivo Controle negativo
3° 39,0 40,0 42,0 28,0
9° 40,0 41,0 41,0 31,0
15° 43,0 44,0 45,0 34,0
Média/Desvio Padrao 40,7+ 2,1 41,7+ 2,1 42,7+ 2,1 31,0 +3,0*
* p<0,05

O estudo histopatologico no 3° DPO para ambos 0s microrganismos constatou que
todas as feridas apresentaram: auséncia de epitelizagdo, tecido de granulagdo e
neovascularizagdo, e presenca intensa da rede de fibrina (Figura 51, p. 154). Reagdo
inflamatéria de intensidade discreta ou moderada foi observada nos grupos experimentais

(pomadas 1 e 2) e controle positivo e de forma intensa no controle negativo. O tipo da reagao
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inflamatoéria foi agudo, com predominéncia de neutréfilos em todas as amostras histologicas.
Comparando-se o estudo clinico macroscopico com o histopatoldgico pode-se constatar que
os dados sdo concordantes. Maia e cols. (2006) ao estudarem a cicatrizacdo de suturas na
bexiga urinaria de ratos com extrato bruto de Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae) no
mesmo periodo de pds-operatdrio também obtiveram resultados que corroboram com os do

presente estudo.

C D
Figura 51. Cortes histologicos das lesdes no 3° DPO: auséncia de epitelizacao, tecido de
granulagdo (tg), neovascularizagdo (nv), rede de fibrina (rf). Pomada 1 (A),
Pomada 2 (B), controle positivo (C), controle negativo (D). (HE, 100X).

No 9° DPO observou-se epitelizagdo, tecido de granulacdo e neovascularizagio entre
moderada e intensa nas lesdes dos ratos dos grupos experimentais (Pomada 1 e 2) e controle
positivo, e entre ausente ou discreta no controle negativo (Figura 52 p. 155).

Quanto a rede de fibrina foi constatado que ela esteve ausente ou de forma discreta
nos grupos tratados e moderada a intensa no controle ndo tratado. Intensa reagao inflamatdria
aguda foi observada somente observada no controle negativo. Os dados da avaliagdo
macroscopica forneceram essas mesmas informagdes, confirmando os resultados que indicam
que a espécie vegetal P. hayneanum apresenta propriedades terapéuticas contra os

microganismos estudados.
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C D
Figura 52. Cortes histologicos das lesdes no 9° DPO: epitelizagdo (ep), tecido de
granulagdo (tg), neovascularizagdo (nv), rede de fibrina (rf). Pomada 1 (A),
Pomada 2 (B), controle positivo (C), controle negativo (D). (HE, 100X).

Avaliagdo histopatologica do efeito do tratamento de feridas com propolis e mel, em
torno do 7° DPO, mostrou proliferacdo de capilares neoformados, tecido de granulagdo com
discreto infiltrado de células mononucleares e fibroblastos, presenca de fibras colagenas e
leve inflamagdo (Rahal et al., 2003). Estas caracteristicas sdo semelhantes as obtidas no
presente trabalho.

No ultimo dia de avaliagao (15° DPO), observou-se: completa epitelizacdo com
queratina em evolugao nas feridas dos ratos tratados, e discreta no controle negativo; tecido
de granulacdo e neovascularizag¢do discretos nos animais dos grupos experimentais e controle
positivo, e moderada no controle negativo; e rede de fibrina ausente nos animais tratados e
discreta no controle negativo (Figura 53, p. 156). Um infiltrado inflamatério minimo foi
visualizado nas feridas dos animais do controle negativo. Fibras coldgenas estavam presentes
em todas as feridas. A analise macroscopica revelou resultados similares com relagao a

presenga de tecido de granulacdo e neovasculariza¢do, no entanto, a inflamag¢do ainda que
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ndo tenha sido visualizada macroscopicamente, foi detectada microscopicamente no grupo

controle negativo.

C D

Figura 53. Cortes histologicos das lesdes no 15° DPO: epitelizacdo (ep), tecido de
granulacdo (tg), neovascularizagdo (nv), rede de fibrina (rf). Pomada 1 (A),
Pomada 2 (B), controle positivo (C), controle negativo (D). (HE, 100X).
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5.5 Identificacdo Estrutural das Substdncias Isoladas

Neste trabalho, a investigagdo fitoquimica envolvendo as fragdes em CHCI; do caule
de Z. tuberculosa, bem como do caule e das raizes de P. hayneanum, foi monitorada pelos
ensaios antimicrobianos in vitro e in vivo ¢ de toxicidade frente a A. salina. Este estudo
conduziu ao isolamento de sete substancias, denominadas pelas letras referentes ao nome e
parte da planta, solventes utilizados no procedimento das particoes e ordenamento de
polaridade de isolamento, conforme exemplo a seguir: ZtCC-1 (Zt = Zeyheria tuberculosa,
C = caule, C = CHCIs). A identificagdo estrutural dessas substancias foi efetuada com base

na analise de dados de RMN e pela comparacao com dados da literatura.

PhCC-2aR =H,
PhCC-2b R = H, A
PhCC-3 R = B-D-Glc
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5.5.1 Identificagdo estrutural dos constituintes quimicos da espécie Z. tuberculosa

5.5.1.1 Identificacao estrutural das substancias codificadas de ZtCC-1 e ZtCC-2

As substancias codificadas de ZtCC-1 e ZtCC-2 foram identificadas como sendo duas
flavonas com base na analise dos dados obtidos dos respectivos espectros de RMN, bem como
pela comparacdo com os dados dos compostos correspondentes descritos na literatura.

Os respectivos espectros de RMN 'H a 400 MHz de ambas (Figuras 54-55, pp. 163-164;
Tabela 9-10, pp. 161-162) revelaram a presenga de sinais cujos valores de deslocamentos
quimicos e multiplicidades estdo condizentes com a presenca de esqueletos de flavonas com o
anel A dos tipos 5,6,7,8-tetrassubstituido [ZtCC-1: & 6,71 (s, H-3)] e 5,6,7-trissubstituido
[ZtCC-2: 5 6,68 (s, H-8) € 0 6,90 (s, H-3)]. Adicionalmente, foram observados sinais multiplos
para o anel B de ambas, integrados para dois e trés hidrogénios, coerentes com a presenca de
anéis aromaticos nao substituidos [ZtCC-1: & 7,95 (m, 2H, H-2' e H-6") e 6 7,54 (m, 3H, H-3',
H-4' ¢ H-5"); ZtCC-2: 6 7,91 (m, 2H, H-2' e H-6') ¢ 6 7,52 (m, 3H, H-3', H-4' ¢ H-5'")], além
de sinais para quatro e trés grupos metoxilas para ZtCC-1 e ZtCC-2, respectivamente.

Na andlise dos respectivos espectros de RMN "*C a 100 MHz de ambas (Figuras 56-57,
pp. 165-166; Tabelas 9-10, pp. 161-162) foi possivel reconhecer para ZtCC-1 um total de 19
atomos de carbono (nove nao hidrogenados, seis monohidrogenados e quatro triidrogenados) e
de 18 para ZtCC-2 (nove ndo hidrogenados, seis monohidrogenados e trés triidrogenados).
Dentre esses carbonos, foram identificados valores de deslocamentos quimicos referentes a um
carbono monohidrogenado [ZtCC-1: & 107,58 (CH, C-3) e ZtCC-2: o5 108,07 (CH, C-3)],
grupo carbonila conjugado [ZtCC-1: 6 178,47 (C) e ZtCC-2: 5 178,59 (C)] e para quatro e trés
grupos metoxilas (ZtCC-1: § 62,20; § 62,15; 6 61,81 e 6 61,68; ZtCC-2: o 62,38, 6 61,77, 6
56,60). Estas informacdes, associadas a presenca de sinais atribuidos ao C-2 e ao C-3 sugeriram
para ambas a estrutura de flavonas [ZtCC-1: & 162,16 (C, C-2) e 5 107,58 (CH, C-3) e ZtCC-
2:5 162,41 (C, C-2) e 6 108,07 (CH, C-3)].

As correlagdes observadas no mapa de contorno do espectro HMBC de ZtCC-1 (Figura
59, p. 160), principalmente entre o sinal em 6 6,71 (H-3) com os sinais dos carbonos em &
162,16 (C-2), 5 178,47 (C-4), 5 114,59 (C-10) e 6 131,26 (C-1'); 6 7,93 m (H-2' e H-6') com o
162,16 (C-2) e 6 131,90 (C-4") e demais correlagdes (Tabela 11, p. 154), além de permitir uma
atribui¢@o inequivoca dos hidrogénios e carbonos da molécula de ZtCC-1, permitiram também

propor a estrutura da 3,6, 7,8-Tetrametoxiflavona para ZtCC-1.
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A comparagdo dos dados espectrais obtidos com os descritos na literatura para o
composto correspondente (Agrawal et al., 1989), bem como com dados da Psethyretina
(Tabela 11, p. 154), na qual os grupos metoxilas encontram-se nas posigdes 2',3',5' ¢ 6' e o C-
4' absorve em O 112,9 e a desprotecdo observada para os carbonos dos grupos metoxilas,
permitiram confirmar esta proposta estrutural.

A andlise conjunta dos dados espectrais até¢ entdo discutidos permitiram propor para a

substancia codificada de ZtCC-2 quatro possibilidades estruturais (A-C):

5,6,8-Trimetoxiflavona (C)

A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos atribuidos ao C-6 (8 93,9) da
5,7,8-Trimetoxiflavona (B), e ao C-7 (& 118.5) da 5,6,8-Trimetoxiflavona (C) permitiram
inferir os grupos metoxilas de ZtCC-2 em C-5, C-6 e C-7, possibilidade estrutural A, visto que
o C-8 absorve em d 96,88. Além disso, os valores de deslocamentos quimicos atribuidos a dois
dos grupos metoxilas nos compostos B e C, no qual dois desses grupos sdo protegidos (Tabela

12, p. 155), permitiram descartar estas duas possibilidades estruturais.
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As correlagdes observadas no mapa de contorno do espectro HMBC (Figuras 58-59, pp.
167-168), especialmente entre o sinal do H-3 (6 6,68) com os sinais dos carbonos atribuidos ao
C-2 (8 162,41), C-4 (5 178,59), C-10 (6 112,81) e C-1" (6 131,53), do H-2' (8 7,52) com os
sinais em 6 162,41 (C-2) e em 6 131,90 (C-4"), bem como do H-3' (8 7,54) com os sinais em o
131,53 (C-1"), 6 131,96 (C-4") e 6 129,38 (C-5") e do H-4' (8 7,52) com os sinais em 6 131,53
(C-1"), 8 129,38 (C-5") 6 129,24 (C-6'), além de permitir uma atribui¢ao inequivoca dos sinais
dos hidrogénios e carbonos da molécula, permitiram também sugerir para ZtCC-2 a estrutura
da 5,6, 7-Trimetoxiflavona, possibilidade estrutural A.

A comparagdao com dados do composto correspondente descritos na literatura (Tabela
10, p. 162) permitiu confirmar esta proposta estrutural. Esta substidncia foi isolada
anteriormente por Kutney & Hanssen (1971) no extrato em EtOH das folhas da mesma espécie.

As substancias ZtCC-1 e¢ ZtCC-2 foram isoladas da sub-fragdo Ce¢H;4-CHCI; 1:1,
oriunda do fracionamento em gel de silica do extrato em CHCl; do caule de Z. tuberculosa.
Embora esta sub-fragdo tenha apresentado alta toxicidez (398,0 pg/mL), foi promissora nos
ensaios antimicrobianos in vitro [CIM 125 pg/disco (S. aureus) e CIM 62,5 ng/disco (C.
albicans)]. Estas substancias foram isoladas anteriormente por Kutney & Hanssen (1971) no

extrato em EtOH das folhas da mesma espécie.
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Tabela 9. Dados de RMN (lH: 400; *C: 100 MHz, CDCl;/CD;0D, 8, Hz) da substancia
codificada de ZtCC-1 em comparacdo com dados descritos na literatura e do

modelo Psethyretina (Agrawal et al., 1989).

7tCC-1 5,6,7,8-Tetrametoxiflavona Psethyretina
Posi¢cdo  o¢ on HMBC oc* op** oc
C
2 162,16 160,1 159,9
4 178,47 175,6 176,3
5 148,30 143,7 125,1
6 144,30 137,5 124,6
7 152,01 150,2 133,6
8 138,27 137,5 117,9
9 148,06 147,0 145,9
10 114,59 113,2 122,9
' 131,26 130,9 102,2
CH
3 107,58  6,71s  C-2; C-4; C-10; 107,3 6,70 s 113,3
2'6' 126,20  7.95m C-g; é-4’ 125,6 7,94 m 139,7
3 129,24  7.54m  C-1'; C4'; C-5' 128,7 7,54 m 148,5
4 131,90 7,54m C-1'; C-5'; C-6' 130,9 7,54 m 112,9
5' 129,24 7,54m C-1'; C-4'; C-6' 128,7 7,54 m 140,5
CH3;
MeO-5 61,68 3,92s C-5 61,4 3,94 s
MeO-6 61,81 3,94 s C-6 61,4 395s
MeO-7 62,20 4,125 C-7 61,4 4,12 s
MeO-8 62,15 4,04 s C-8 61,4 4,04 s

*Agrawal et al., 1989; **Bohlmann et al., 1978.
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Tabela 10. Comparacdo dos dados de RMN de ZtCC-2 (‘H: 400 MHz; "*C: 100 MHz,
CDCl5/CD3;0D, 8) com os dos modelos 35,6, 7-Trimetoxiflavona (A) (Agrawal,
1989; Tomas-Barberan, 1988), §5,7,8-Trimetoxiflavona (B) e 5,6,8-
Trimetoxiflavona (C) (Agrawal ef al., 1989).

7tCC-2 5,6,7-Trimetoxiflavona B C
A)
Posicio 8¢ du d¢c du dc ¢
C
2 162,41 162,0 159,2 159,9
4 178,59 177,0 175,5 176,3
5 147,81 152,5 150,8 1449
6 140,79 140,4 93,9 139,9
7 158,66 157,7 156,1 118,5
8 96,88 6,68 s 96,3 6,69 s 130,0 149,0
9 155,16 154,5 155,3 138,4
10 112,81 112,9 107,4 103,3
' 131,53 1314 130,0 130,8
CH
3 108,07 6,90 s 108,3 6,82's 108,0 106,9
2' 126,43 7,91 m 125,9 7,87 m 125,4 125,6
3 129,38 7,52 m 128,9 7,50 m 128,7 128,8
4 131,96 7,52 m 131,2 7,50 m 130,9 131,2
5' 129,38 7,52 m 128,9 7,50 m 128,7 128,8
0' 126,43 7,91 m 125,9 7,87 m 125,4 125,6
CH;
MeO-5 62,38 3,97 s 56,1 3,99 s 56,1 56,1
MeO-6 61,77 391s 60,3 391s 56,1 56,1
MeO-7 56,66 4,00 s 61,3 3,99 60,6 60,6
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5.5.1.2 Identificacao estrutural das substancias codificadas de ZtCC-3 e ZtCC-4

As substancias codificadas de ZtCC-3 e ZtCC-4 foram identificadas como sendo
duas flavonas com base na andlise dos dados dos seus respectivos espectros de RMN,
incluindo técnicas bidimensionais (HSQC e HMBC), bem como pela comparagdo com dados
da literatura.

Os respectivos espectros de RMN 'H de ambas (Figuras 60-61 (pp. 173-174)
evidenciaram sinais cujos valores de deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes
de acoplamento estdo compativeis com esqueletos de flavonas substituidos nos anéis A nas
posigoes 5, 6,7 ¢ 8 em ZtCC-3 [0 6,78 (s, H-3)] e 5,6 ¢ 7 em ZtCC-4 [5 6,72 (s, H-8) e 0
6,43 (s, H-3)] e anéis B dos tipos 1,4-dissubstituidos [ZtCC-3: 6 7,84 (d, J = 8,2 Hz), & 7,05
(d, J = 8,2 Hz); ZtCC-4: 5 7,66 (d, J = 8,8 Hz), 6 6,81 (d, J = 8,8 Hz)], além de sinais para
quatro grupos metoxilicos em ZtCC-3 e de trés gupos metoxilicos em ZtCC-4 (Tabelas 11-
12, pp. 171-172).

A analise dos respectivos espectros de RMN "°C (Figuras 62-63, pp. 175-176),
auxiliados pelos espectros HSQC (ZtCC-3, Figura 64, p. 177) e DEPT (ZtCC-4, Figura 65,
p. 177) foi possivel reconhecer valores de deslocamentos quimicos para flavonas
tetrassubstituida [ZtCC-3: 6 105,89 (CH, C-3)] e trissubstituida no anel A [ZtCC-4: 5 96,33
(CH, C-8) e 6 105,80 (CH, C-3)], anéis do tipo 1,4-dissubstituidos [ZtCC-3: 5 128,25 (CH,
C-2'eC-6')e 5 116,51 (CH, C-3' e C-5"); ZtCC-4: 5 127,83 (CH, C-2' e C-6') e 6 115,79
(CH, C-3' e C-5")], além de sinais para quatro em ZtCC-3 (Tabela 11, p. 171) e trés em
7tCC-4 grupos metoxilas (Tabela 12, p. 172).

A desprotecio observada nos respectivos espectros de RMN C nos valores de
deslocamentos quimicos dos grupos metoxilas (ZtCC-3: 6 62,35; 6 62,14; 6 61,86 ¢ & 61,75
e ZtCC-4: 5 61,86; 6 61,26 e & 56,10), associada desprotegdo do C-3' e C-5' [ZtCC-3:
116,51 (2 x CH) e ZtCC-4: 6 115,79 (2 x CH)] quando comparados com compostos
contendo 4' -metoxi, permitiram sugerir anéis A do tipo 5,6,7,8-tetrametoxilado para ZtCC-3
e 5,6,7-trimetoxilado para ZtCC-4.

Esta informagdes, juntamente com as correlagdes observadas nos mapas de contorno
dos respectivos espectros HSQC (Figura 65, p. 170) e HMBC de ZtCC-3 (Figura 66, p. 178;
Tabela 11, p. 171) e HMBC de ZtCC-4 (Figura 67, p. 179; Tabela 12, p. 172), bem como a
comparagdo com dados dos compostos correspondentes e de modelos descritos na literatura

(Tabelas 11-12, pp. 171-172) permitiram propor para ZtCC-3 e ZtCC-4, respectivamente, as
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estruturas da 4'-Hidroxi-5,6,7,8-tetrametoxiflavona ¢ 4'-Hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona.
Estas substancias foram isoladas da sub-fracado CHCI;-MeOH 1:1, oriunda do
fracionamento em gel de silica do extrato em CHCI; do caule de Z. tuberculosa, que se
apresentou promissora nos ensaios antimicrobianos in vitro [CIM 250 pg/disco (S. aureus) e
125 pg/disco (C. albicans)] e atéoxica (> 1000 pg/mL) frente ao Teste da Artemia salina
(TAS).
Neste trabalho relata-se pela primeira vez a ocorréncia destas duas substincias no

género Zeyheria (Bignoniaceae).

ZtCC-3 ZtCC-4

4',5,7-Trihidroxi-6-metoxiflavona (THm)
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Tabela 11. Dados de RMN ('H: 400 MHz; *C: 100 MHz, CDCl;, 8, Hz) da substancia
codificada de ZtCC-3 e comparagao com dados da literatura (200 MHz, CDCls)
e do modelo Tangeritina (DMSO-dg, Horie et al., 1998).

7tCC-3" 7tCC-3 Tangeritina
Posicio ¢ 8u/HSQC HMBC 8c® S 8c
C
2 161,50 161,4 160,3
4 176,30 176,3 175,7
5 147,13 144,1 147,4
6 144,10 138,4 143,5
7 151,36 151,4 150,9
8 138,0 134,4 137,7
9 148,13 148,1 147,1
10 114,0 116,7 114,2
' 121,61 122,0 123,0
4 161,40 161,4 161,9
CH
3 105,89 6,78 s C-2; C-4; C-10; 106,0 6,62 s 106,0
cC-1
2'.6' 128,25 7,84 C-2;C-4 128,5 7,82 127,7
(d,J=282) (d,J=9,0)
3.5 116,51 7,05 C-1'; C-4' 114,9 7,05 114,6
(d,J=8,2) (d,J=9,0)
CH;
MeO-5 61,75 3,97 s 3,93 s 61,8
MeO-6 61,86 3,97 s C-6 3,94 s 61,3
MeO-7 62,35 3,98 s 4,02s 61,8
MeO-8 62,14 4,02 s C-8 4,11s 61,4
MeO-4' - 55,4

" Alguns dos valores de deslocamentos quimicos foram atribuidos com base nas correlagdes
observadas no mapa de contorno do espectro HMBC; * Agrawal, 1989; ® Buisson et al.,

2007.
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Tabela 12. Dados de RMN ('H: 400 MHz; *C: 100 MHz, CDCIl3/CD;OD, &, Hz) da

substancia codificada de ZtCC-4 e comparagdo com dados da literatura
(DMSO-ds, Yen & Wu, 2004) e dos modelos 4',5,6,7-Tetrametoxiflavona
(TMe, Horie et al., 1998) e 4',5,7-Trihidroxi-6-metoxiflavona (THm, Agrawal
etal., 1989).

ZtCC-4 ZICC-4 e THm
Posicio dc ou HMBC On dc dc
C
2 162,51 160,2 161,8
4 178,23 175,6 181,8
5 152,05 151,6 151,8
6 139,97 139,7 111,6
7 157,89 157,4 152,1
9 154,05 153,9 158,0
10 112,0 112,0 104,9
I 121,98 123,0 120,8
4' 160,44 161,8 161,0
CH
3 105,80 6,43 s C-2; C-10; 6,60 s 106,1 102,4
C-1
8 96,33 6,72 s C-6; C-7; C-9; 7,16 s 97,3 91,3
C-10
2'.6' 127,83 7,66 C-2; C-4' 7,88 127,8 128,2
(d,J=18).8) (d,J=18,6)
35 115,79 6,81 6,90 114,4 115,7
(d,J=38.,8) (d,J=18,6)
CH;
MeO-5 61,26 3,75 s C-5 3,75s 61,8
MeO-6 61,86 3,69 s C-6 3,78 s 61,0
MeO-7 56,10 3,79 s C-7 3,93 s 56,4
MeO-4' 55,5

*Yen & Wu, 2004.
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5.5.2 Isolamento dos constituintes quimicos da espécie Piper hayneanum

5.5.2.1 Identificacao estrutural das substancias codificadas de PhCC-2a e PhCC-2b

As substancias codificadas de PhCC-2a e¢ PhCC-2b, isoladas em mistura na
propor¢ao de cerca de 60 e 40%, respectivamente, foram identificadas como sendo
fitoesterdides, com base na interpretacdo dos dados de RMN (Figuras 68-69, pp. 183-184).

Os dados obtidos do espectro de RMN 'H (Tabela 13, p. 181) revelaram a presenca de
deslocamentos quimicos cujos valores e multiplicidades dos sinais estdo condizentes com a
presenga de hidrogénios carbinoélicos [d 3,52 (m, H-3)], hidrogénios olefinicos [PhCC-2a e
PhCC-2b: & 5,35 (sl, H-6); PhCC-2b: 5 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,6 Hz, H-22) ¢ 5,01 (dd, J =
15,2 e 8,6 Hz, H-23), além de sinais para hidrogénios de grupos metilas entre 6 0,69 a 6 1,03
(Tabela 13, p. 181).

A anélise dos dados obtidos do espectro de RMN °C da mistura (Tabela 14, p. 182;
Figura 69, p. 184) permitiu reconhecer para PhCC-2a e PhCC-2b um total de 38 dtomos de
carbono. Dentre esses carbonos foi possivel identificar valores de deslocamentos quimicos
referentes a carbonos carbindlicos [PhCC-2a ¢ PhCC-2b: 6 71,82 (CH, C-3)], carbonos
olefinicos [PhCC-2a ¢ PhCC-2b: § 140,74 (C, C-5) e & 121,73 (CH, C-6); PhCC-2b: 6
138,34 (CH, C-22) e & 129,26 (CH, C-23)], cuja comparagdo com dados descritos na
literatura (Della Greca et al., 1990; Forgo & Kovér, 2004) permitiram sugerir para ambas a
presenca de um grupo hidroxila em C-3 e de ligacdes duplas entre C-5 ¢ C-6 em ambas e
entre C-22 e C-23 de PhCC-2b.

A andlise dos dados espectrais discutidos, bem como a comparacdo com os dos
compostos correspondentes descritos na literatura (Della Greca et al., 1990; Forgo & Kovér,
2004) permitiu identificar PhCC-2a ¢ PhCC-2b como sendo os fitoesterdides conhecidos
como Sitosterol ¢ Estigmasterol, respectivamente.

A comparacao dos dados espectrais obtidos com os descritos na literatura permitiu a
distin¢do entre o Sitosterol (PhCC-2a) e o Clionasterol (Wright et al., 1978), uma vez que a

unica diferenga entre ambos consiste na configuragdo em C-24 (Tabela 14, p. 182).
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PhCC-2a

Clionasterol

Tabela 13. Dados de RMN 'H (400 MHz, CDCl;, 8, Hz) das substancias codificadas de

PhCC-2a e PhCC-2b e comparagdao com dados descritos na literatura.

Hidrogénios PhCC-2a Sitosterol* PhCC-2b Estigmasterol**
H-3 3,52m 3,52m 3,52m 3,51 m
H-6 5,35 m 5,35 m 5,35 m 5,34 m

Me-18 0,69 s 0,69 s 0,69 s 0,70 s

Me-19 1,03 1,01 s 1,03 1,01 s

Me-21 091(d,J=6,4) 092(d,J=64) 091, J=64) 1,03

H-22 - 5,15(dd,J=8,6 5,17 (dd,J=15,2)
e 15,1)

H-23 - 5,01 (dd,J=8,6 5,04 (dd,J=8,06)
e 15,2)

Me-26 0,83 (d, J=6.8) 0,85 (d)

0,84-0,85 m 0,84-0,85 m
Me-27 0,81 (d,J=6.,9) 0,80 (d)
Me-29 0,85 (¢,J=1,8) 0,81 (9

* Della Greca ef al. (1990); ** Forgo & Kovér (2004).
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Tabela 14. Dados de RMN "*C (100 MHz, CDCl;, 8) das substincias codificadas de PhCC-
2a, PhCC-2b e comparaciao com dados da literatura do Sitosterol, Estigmasterol

e Clionasterol.

Sitosterol Clionasterol Estigmasterol
Carbono PhCC-2a Sitosterol’ Clionasterol” PhCC-2b Estigmasterol”
C 5 140,74 140,71 140,80 140,75 140,80
10 36,50 36,43 36,50 36,50 36,50
13 42,20 42,37 42,30 42,21 42,20
CH 3 71,82 71,73 71,70 71,82 72,00
6 121,73 121,63 121,60 121,73 121,80
8 31,88 31,81 31,90 31,89 32,20
9 50,11 51,13 50,20 50,14 50,50
14 56,76 56,75 56,80 56,86 57,10
17 55,93 56,17 56,10 56,75 56,30
20 36,14 36,07 36,10 40,51 40,40
22 - - - 138,33 138,34
23 - - - 129,26 129,70
24 45,81 45,82 46,10 51,24 51,50
25 28,93 29,15 29,00 31,89 32,20
CH, 1 37,24 37,33 37,30 37,24 37,60
2 31,65 31,63 31,60 29,70 31,90
4 42,29 42,20 42,30 42,31 42,29
7 31,88 31,96 31,90 31,89 32,10
11 21,10 21,09 21,10 21,21 21,20
12 39,67 39,79 39,80 39,76 40,00
15 24,29 24,15 24,30 24,36 24,50
16 28,93 28,25 28,30 28,93 28,90
22 31,88 33,95 34,00 - -
23 2541 26,10 26,40 - -
28 24,36 23,13 23,10 25,41 25,40
CH; 18 11,98 11,84 11,90 11,86 12,20
19 19,40 19,46 19,40 19,40 19,50
21 18,97 18,97 18,20 21,21 21,40
26 21,06 19,77 19,10 21,21 21,20
27 18,90 19,21 - 19,40 19,50
29 12,26 11,04 12,30 12,04 12,20

" Della Greca ef al. (1990); ~ Wright ez al. (1978); * Forgo & Kovér (2004).
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5.5.2.2 Identificacao estrutural da substincia codificada de PhCC-3

A substancia codificada de PhCC-3 foi identificada como sendo um fitoesterdide
glicosilado, conhecido como 3-O-S-D-Glicopiranosilsitosterol, com base na interpretagao dos
dados de RMN 'H (Figura 71, p. 180), C inluindo DEPT e bidimensionais (HSQC ¢ HMBC)
(Figuras 70-73, pp. 187-190) e pela comparacdo com dados descritos na literatura.

A analise dos dados obtidos do espectro de RMN 'H (Tabela 15, p. 186) revelou a
presenga de sinais cujos valores de deslocamentos quimicos e multiplicidades sugeriram a
presenga de hidrogénio carbindlico [6 3,61 (m, H-3)], hidrogénio olefinico [d 5,38 (m, H-6)],
sinais compativeis com a presenca de uma unidade S-D-glicopiranosidica [6 4,41 (d, J = 7,8
Hz, atribuido ao hidrogénio anomérico, H-1"), & 3,29 (m, H-2"), § 3,42 (m, H-3"), § 3,39 (m,
H-4"), 6 3,23 (m, H-5") ¢ 6 3,86 (d, J = 7,6 Hz, H-6’a) ¢ 0 3,73 (m, H-6’b)], além de varios
sinais para grupos metilas entre 6 0,72 a & 1,15 (Tabela 15, p. 186).

Em virtude da pouca quantidade de material, ndo foi possivel a obten¢ao do espectro de
RMN "*C totalmente desacoplado. Entretanto, o espectro DEPT (Figura 71, p. 188; Tabela 15,
p. 186), auxiliado por algumas correlagdes observadas no mapa de contorno do espectro HSQC
(Figura 73, p. 182), permitiu reconhecer sinais cujos valores de deslocamentos quimicos estdo
coerentes com a presenga do sitosterol glicosilado, principalmente pelas correlagdes
observadas entre o H-3 (6 3,61 m) com o sinal atribuido ao C-3 (8 79,45), do H-6 (3 5,38 m)
com o C-6 (6 121,90), do H-1’ [4,41 (d, J = 7,8), anomérico] com 6 101,10 (C-1’), H-2" (o
3,29) com C-2’ (6 73,69), H-3" (5 3,42) com C-3’ (8 76,91), H-4’ (5 3,39) com C-4’ (5 69,96),
H-5" (8 3,23) com C-5" (5 76,55), H-6’a (6 3,86) ¢ H-6’b (d 3,73) com C-6" (6 61,61).

Estas informacgdes, associada a analise comparativa com dados da literatura (Mizushina
et al., 2006), permitiram tentativamente sugerir para PhCC-3 a estrutura do 3-O-f-D-

Glicopiranosilsitosterol.

PhCC-3
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Tabela 15. Dados de RMN (lH: 400; 8. 100 MHz, CDCIl;/CD;0D, 3, Hz) da substancia

PhCC-3 e comparaciao com dados da literatura (CsDsN; Mizushina et al., 2006).

Posicio PhCC-3 3-0O-#-D-Glc-Sitosterol
dc on/HSQC On dc
C 5 140,95 140,96
10 36,17 36,97
13 39,00 42,53
CH
3 79,45 3,6l m 3,99 m 78,16
6 121,90 5,38 m 5,36 m 121,96
8 31,90 32,10
9 50,00 50,39
14 56,87
17 56,29
20 36,50 36,43
22 34,90 34,26
23 26,44 26,00
24 47,71 46,09
25 30,00 29,51
CH;
1 37,83 37,52
2 29,30 30,30
4 38,50 39,39
7 32,00 32,22
11 20,50 21,33
12 40,00 39,99
15 24,29 24,55
16 28,58 28,58
28 23,50 23,44
CH;
18 12,00 0,72 s 0,67 s 12,02
19 19,30 L,15s 0,95s 19,26
21 19,03 1,01 (d, J=6.,5) 1,00 (d, J=6,5) 19,05
26 20,00 091 (d,J=17,1) 0,92 (d,J=1,3) 19,46
27 20,20 0,88 (d,J=06,2) 0,88 (d,J=17,0) 20,02
29 12,26 0,78 (¢, J=6,2) 0,89 (¢, J=1,8) 12,20
I 101,10 4,41 (d,J=1,8) 507(d,J=7,7) 102,62
2 73,69 3,29m 4,08 (brt, J=8,1) 75,38
3’ 76,91 342m 431 m 78,65
4 69,96 3,39m 4,31 m 71,75
5 76,55 323 m 78,55
6’a 61,61 3,86 (d,J=17,6) 4,58 (dd,J=11,7) 62,88
6’b 3,73m 4,43 (dd,J=11,7)
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5.6 Ensaios Antimicrobianos com as Substdncias Isoladas (Bioautografia)

As substancias isoladas das subfracdes que apresentaram atividade antimicrobiana
(CIM < 300 pg/disco) e auséncia ou baixa toxicidade, foram submetidas a bioautografia para
avaliacdo da atividade biologica contra o S. aureus e a C. albicans. Foram testadas: quatro
flavonas oriundas da fragdo em CHCIl; do caule da Z tuberculosa |[5,6,7,8-
Tetrametoxiflavona (ZtCC-1), 5,6,7-Trimetoxiflavona (ZtCC-2), 4’-Hidroxi-5,6,7,8-
tetrametoxiflavona (ZtCC-3) e 4’-Hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona (ZtCC-4) e trés
esteroides procedentes das fracdes em CHCIl; do caule P. hayneanum sendo uma mistura de
Sitosterol e Estigmasterol (PhCC-2a e 2b) e o 3-O-f-D-Glicopiranosilsitosterol (PhCC-3).
Dentre estas sete substancias a ZtCC-1 foi considerada ativa para os dois microrganismos, a
PhCC-3 foi ativa somente para S aureus, a ZtCC-2 e a ZtCC-3 foram moderadamente
ativas frente ao S aureus, e a ZtCC-3 apresentou atividade antifingica. As substancias
ZtCC-4 ¢ PhCC-2a e 2b ndo apresentaram atividade antimicrobiana (Tabela 16, p. 191;
Figura 74, p. 192), apesar do Sitosterol e do Estigmasterol (PhCC-2a e 2b) terem sido
isolados da subfragdo CHCIs;-AcOEt (1:1), que apresentou resultados satisfatorios para o
tratamento de feridas infectadas em ratos. E de supor, portanto, que a subfragdo tera que ser

novamente trabalhada para isolamento do principio ativo responsavel pela atividade in vivo.

Tabela 16. Resultados da atividade antimicrobiana avaliada por bioautografia das
substancias isoladas das espécies vegetais Zeyheria tuberculosa ¢ Piper

hayneanum.

Microrganismo*

Espécies Subfracao Substancia S. aureus C. albicans

Zona de inibicao do crescimento (%)*

7tCC-1 98,0 87,1

C6H14- CHC13 1:1
Z. tuberculosa 7tCC-2 74,0 0,0
7ZtCC-3 67,0 97,0
CHCI5-MeOH 1:1 74CC-4 0.0 0.0
P. hayneanum CHCIl3-AcOEt 1:1 PhCC-2aeb 0,0 0,0
MeOH PhCC-3 92.0 0,0

* O calculo do percentual de inibi¢do foi efetuado de acordo com a férmula do item 4.4.7.
(p. 106)

191



A B C

Figura 74. Halo de inibicao das substancias (HI) frente a S. aureus (A-B) e frente a C.
albicans (C).

A determinagdo da atividade antimicrobiana pelo método da bioautografia mostrou-se
mais eficaz que pelo método de difusdo em Agar na avaliacdo do potencial microbicida dos
extratos de Tropaeolum majus (Tropaleceae) (Zannetti et al., 2003).

Para Cunico e cols. (2006) o ensaio bioautografico serve de indicador para o
particionamento de extratos vegetais, quando se quer realizar um estudo biomonitorado livre de
resultados indesejaveis, uma vez que por este método se prevé antecipadamente qual das
substancias presentes em um extrato sao bioativas. A bioautografia se mostrou mais eficaz que
o método de difusio em Agar na avaliagio do potencial microbicida dos extratos de
Tropaeolum majus (Tropaleceae) (Zannetti et al., 2003). Viarios autores tem optado por esta
técnica para determinagdo da atividade bactericida e fungicida de extratos provenientes
espécies vegetais por considerarem um ensaio rapido, econdomico (Masoko et al., 2005; Ahmad

& Agil, 2006).

5.7 Consideragdes Gerais Sobre Flavonéides e Fitoesterdides

Os flavonoides, metabolitos secundarios polifenolicos, sdo encontrados na natureza em
certas frutas, chas, vinhos, nozes, sementes, raizes, em corantes ¢ em um grande niimero de
vegetais. Apesar de ndo serem considerados como vitaminas, constituem importantes para a
manutengdo da satde de grande parte dos animais herbivoros ¢ do homem (Tamura et al.,
2003).

O interesse tanto da induastria quanto de pesquisadores e consumidores pelas
propriedades farmacologicas e bioquimicas desta classe de compostos fenolicos, vem

crescendo nos ultimos anos, em virtude do potencial antioxidante na prevencao de cancer e de
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doencas cardiovasculares. No entanto, a literatura tem relatado para estes compostos outras
atividades bioldgicas, tais como antialergénico, hepatoprotetor e antiinflamatoria, em especial
para a baicaleina e para hispidulina (Samuelsen, 2000). Em experimentos realizados com
coelhos, utilizando dieta hiperlipidica e uso paralelo do flavondide Apigenina, demonstraram
que as taxas de colesterol e triglicerideos nao sofreram aumento; enquanto que nos animais
que fizeram uso somente da dieta foi observado hiperlipidemia sérica, revelando assim, o
excelente potencial antioxidante deste flavonoide (Lima et al., 2001).

Chkhikvishvili, & Gogiya (1995) isolaram dos frutos da Citrus reticulata (Rutaceae),
conhecida como mandarina ou tangerina, sete flavonoides oxigenados, dentre eles a
Tangeritina, com forte atividade fungicida. Estes pesquisadores atribuiram esta atividade
bioldgica a presenga dos substituintes oxigenados, uma vez que os demais flavondides isolados
sem esses substituintes ndo apresentaram qualquer atividade antifungica.

Estudos in vitro tém demonstrado que alguns flavonodides, como a 3,7-O-a-L-
Dirhamnosilquercetina e o 3,7-a-L-Dirhamnosilkaempferol, foram ativos como antifingicos,
antibacterianos e antivirais contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Herpes simples (Ozgelik et al., 2006). Conforme observado, existe um grande
interesse na elucidacdo das diversas atividades biologicas presentes nos flavonoides,
possivelmente, devido sua agdo inibitoria sobre a peroxidacdo lipidica, cuja presenga no
organismo humano ¢ responsavel pelas doengas cronico-degenerativas, imunodepressoras e até
as infecciosas.

Os fitoesterdides sao encontrados em larga escala na natureza. Estes compostos em
conjunto com macro € micro nutrientes sdo responsaveis pelo crescimento, pela defesa e pela
longevidade das espécies vegetais. Foi observado, que os fitoesterdides sdo encontrados das
sementes as raizes em todas as plantas, sendo, quantitativamente, variada a sua presenca
(Clifton, 2002). Eles sao agentes importantes, ndo somente por fazerem parte das membranas
bioldgicas ou por serem precursores da biossintese de hormodnios esteroidais, mas também
pelas atividades bioldgicas atribuidas aos mesmos, tais como: antiinflamatéria, antibacteriana,
antifungica e, mais recentemente, antitumoral em neoplasias intestinais ao nivel do célon, além
de inibidor da promocao e indugdo de células tumorais (Ovesna et al., 2004). O sitosterol,
oriundo do género Piper, foi citado por Parmar e cols. (1997) como inibidor da agregacdo
plaquetaria.

Estudos vém comprovando, cientificamente, varias atividades biologicas dessas

substancias, em especial, o B-sitosterol, que além das atividades j& descritas mostrou ser efetivo
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no combate as hiperlipidemias, cuja ingestdao cumulativa ndo promove arteriosclerose e ainda
facilita a sintese de HDL, a lipoproteina que promove a limpeza das veias e artérias (Cicero et
al., 2004; Farkas et al., 2004).

Pesquisas experimentais in vivo com camundongos alimentados com dieta rica em
fitoesteroides, principalmente o B-sitesterol e seu glicosideo, demonstraram um aumento
plasmatico dos hormonios testosterona e estradiol em animais machos e fémeas,
respectivamente. Ha relatos de atividades estrogénicas do [-sitesterol. Estes estudos
comprovaram as atividades estrogénicas e progestogénicas desta classe de compostos
(Ryokknen et al., 2005).

O conhecimento das propriedades biologicas dos fitoesterdides, em especial, do B-
sitosterol pode ser um indicativo para a valorizacdo destas substincias tdo comumente
encontradas nos vegetais, uma vez que isto facilita a sua utilizagdo para a produ¢do de novos

fitofarmacos.

194



6. Consideracées Finais



6. Consideragdes Finais

A triagem, utilizando como parametro a atividade antimicrobiana, de sete espécies
vegetais da flora alagoana: Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bur. (Bignoniaceae), Capparis
cynophallophora L e C. spinosa Jacq (Capparaceae), Swatzia apetala Raddi. (Papilionaceae),
Piper marginatum e P. hayneanum C.DC. (Piperaceae), e Portulaca cf. elation Mart. ex.
Rohrb. (Portulacaceae), permitiu identificar duas delas (Z. tuberculosa e P. hayneanum)
como promissoras para obtencao de novos fitofarmacos.

A partir dos resultados obtidos foi possivel relacionar as seguintes consideragdes e

conclusoes:

» Extratos, fragdes e subfracdes, provenientes das plantas Z. tuberculosa e P. hayneanum
sdo promissores como antimicrobianos, uma vez sdo capazes de inibir o crescimento do

Staphylococcus aureus e de Candida albicans.

» A bactéria Pseudomonas aeruginosa ¢é resistente a todos os extratos provenientes das

sete espécies vegetais selecionadas;

» A maioria das subfracdes com perfil antimicrobiano, nido apresenta toxicidade

significativa, requisito indispensavel para seguranca de seu uso terapéutico;

» Os extratos subfracionados da espécie vegetal P. hayneanum, utilizados no preparo de
pomadas testadas in vivo, sdo promissores para o tratamento de feridas infectadas do

sistema tegumentar;

» O estudo fitoquimico efetuado com os extratos de Z. tuberculosa permitiu o isolamento
de quatro flavondides: 5,6,7,8-Tetrametoxiflavona (ZtCC-1), 5,6,7-Trimetoxiflavona
(ZtCC-2), 4'-Hidroxi-5,6,7,8-tetrametoxiflavona (ZtCC-3) e 4'-Hidroxi-5,6,7-
trimetoxiflavona (ZtCC-4); dos quais, os dois ultimos estdo sendo descritos pela

primeira vez no género;

> O estudo fitoquimico efetuado com os extratos de P. hayneanum permitiu o isolamento
de trés fitoesterdides: Sitosterol, Estigmasterol (PhCC-2a e 2b) e Sitosterol glicosilado
(PhCC-3);
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» As substancias isoladas nas duas espécies fazem parte do perfil fitoquimico esperado
para os géneros, especialmente pela presenca de flavonoides (Z. tuberculosa) e

fitoesterdides (P. hayneanum);

» Dois dos flavondides isolados no presente trabalho (4'-Hidroxi-5,6,7,8-
tetrametoxiflavona e 4'-Hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona) estdo sendo relatados pela
primeira vez no género Zeyheria. Assim sendo, o isolamento dessas substancias ird

servir para ampliar o conhecimento quimico deste género;

» Os resultados obtidos neste estudo sdo promissores, e estimulam sua continuidade, na
perspectiva de que se possa isolar e caracterizar compostos com atividade antimicrobiana,

que sirvam no futuro como fonte para preparo de um novo fitofarmaco.
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8. Anexos



ANEXO I
PROTOCOLO DE AVALIACAO MACROSCOPICA/CLINICA DAS LESOES

Codigo do animal: Data:

Critérios 1° 3° 6° 9° 12° | 15°

DPO

1. Peso

2. Temperatura

3. Diametro da lesdo

Sim (S)
4. Tecido de granulagdo

Nao (N)

Sim (S)
5. Necrose

Nao (N)

Sim (S)
6. Inflamagao

Nao (N)

Vermelho (V)

5. Cor da Lesao Rosa (R)

Marrom (M)

Amarelo (A)
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ANEXO II

PROTOCOLO DE AVALIACAO MICROSCOPICA/MICROBIOLOGICO DAS LESOES

Codigo do Animal:
CRESCIMENTO MICROBIANO
Dias
S. aureus () C. albicans () Outros
3°DPO Presente () Presente ()
Ausente () Ausente ()
9° DPO Presente () Presente ()
Ausente () Ausente ()
15° DPO Presente () Presente ()
Ausente () Ausente ()

OBS: 1- Colocar data nos DPO.
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ANEXO III

PROTOCOLO DE AVALIACAO MICROSCOPICA/HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

Codigo do animal: Data da biopsia:

Critérios:
1- Grau de epitelizacao:

() sem epitelizagdo / +

() discreta epitelizagdo / ++

() moderada epitelizagdo / +++
() epitelizacao completa / ++++

2- Intensidade da reacdo inflamatoria:

( )ausente/+ ( )discreta/++ ( )moderada/+++ () intensa/++++

3-Tipo de reagdo inflamatéria e célula predominante:

() aguda (neutréfilo)
() cronica (linfocito)
() agudo-cronica/ sem predominio de neutréfilo ou de linfocito.

4- Presenga de rede de fibrina:

() ausente/+ () discreto /4++ () moderado / +++ () intenso / ++++

5- Presenca de tecido de granulagdo/ neovascularizagao:

() ausente/+ () discreto /4++ () moderado / +++ () intenso / ++++
6- Presenca de fibras colagenas: () presente
() ausente
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