25 a 28 de Outubro de 2011

ISBN 978-85-8084-055-1

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS NATURAIS OBTIDOS POR
TECNOLOGIA SUPERCRITICA
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RESUMO: Piper regnellii var. pallescens (Pariparoba) é uma planta medicinal que ocorre no Brasil e seu
Oleo é popularmente utilizado para tratar ulceragdes e irritacdo da pele. Esta espécie é composta por vérias
substancias bioativas, em geral neolignanas, que sdo responsaveis por apresentar atividade antimicrobiana.
As dermatofitoses sdo processos infecciosos de pele, pélo e unhas muito comuns no mundo inteiro. O
carater crbénico das lesdes e a dificuldade de absorcao das drogas disponiveis aliados ao elevado custo dos
antifingicos classicos, sdo condigbes limitantes para o sucesso terapéutico das dermatofitoses. Neste
contexto, avaliou-se a capacidade antifingica contra as cepas de T. rubrum ATCC 28189 e T.
mentagrophytes ATCC 11481, pelos diferentes extratos supercriticos obtidos das folhas e dos caules de
Pariparoba. A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com o
documento M38-A2 (2008) do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). O material boténico foi
seco em estufa, triturado e separado para obter granulometria em torno de 0,3 mm. A extra¢do supercritica
usando CO, como solvente ocorreu nas temperaturas de 40 e 60°C e em pressdes que variaram de 109,2 &
250 bar. A faixa de concentragdo avaliada foi de 0,97 a 500 pg/mL. Todos os extratos testados
demonstraram forte atividade antifingica com CIM entre 3,9 e 15,5 ug/mL para ambos os fungos. A
extracdo com fluido supercritico é seletiva e um método ambientalmente correto para a extragdo de
produtos naturais. Sendo assim conclui-se que a Pariparoba tem potente acao antifingica podendo ser
explorada no tratamento das dermatofitoses.
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1 INTRODUCAO

A familia Piperaceae, da qual pertence a Piper regnellii € pantropical, com espécies
distribuidas pelas Américas, do México até o Sudoeste da Argentina (Figueiredo et al,
2000). Nesta familia encontram-se plantas de porte arbustivo, herbaceo ou arvores de
mais de 3 m de altura. Cerca de 700 espécies pertencentes ao género Piper estdo
distribuidas nos dois hemisférios, tanto em regides tropicais como em subtropicais
(Parmar et al., 1997).

' Académica do curso de mestrado em Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Maringa (UEM) — Maringa —
Parand. Bolsista CAPES. carolaterra@hotmail.com

2 Académico do curso de mestrado em Agronomia da Universidade Estadual de Maringa (UEM) — Maringa — Parana. .
Bolsista CAPES. garcia.vitoraugusto@gmail.com

® Académica do curso de doutorado em Agronomia da Universidade Estadual de Maringa (UEM) — Maringa — Parana. .
Bolsista CAPES. elisbio3@yahoo.com.br

*Professora doutora da Universidade Estadual de Maringa (UEM) — Maringa — Parana. lilianbaeza@gmail.com

® Orientador professor doutor da Universidade Estadual de Maringa (UEM) — Maringa — Parana. vladimir@deq.uem.br

VIl EPCC — Encontro Internacional de Produgao Cientifica Cesumar
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Editora CESUMAR
Maringa — Parana - Brasil



O género Piper inclui um grande numero de espécies muito utilizadas no
tratamento de diversas doencas, cuja importancia econémica e comercial se deve a
producdo de Oleos essenciais de interesse na industria farmacéutica e de inseticida
(Corréa, 1984).

Dentre as espécies empregadas para fins terapéuticos, destaca-se a Piper regnellii
(Mig.) C. DC. var. pallescens (C. DC.) Yunck., conhecida popularmente por pariparoba,
caapeba e capeba. Na medicina popular, suas raizes sdo utilizadas no tratamento das
obstrucées do figado e do baco, para cicatrizagcdo de feridas, reducdo de inchacos,
irritacdes na pele e também por apresentar atividade analgésica.

Substéancias isoladas de diferentes espécies de Piper tém incitado interesse, dos
pesquisadores, devido as atividades bioldgicas. Pesquisas de Benevides et al. (1999)
isolaram diferentes neolignanas presentes no extrato em acetato de etila das raizes de P.
regnellii (Miq.) C. DC., dentre as quais 0 conocarpano, eupomatendide-3, eupomatendide-
5 e eupomatendide-6. Estes compostos sdo conhecidos por possuirem boa atividade
microbiolégica.

As dermatofitoses sao infecgdes cutaneas causadas por fungos queratinofilicos
denominados dermatéfitos, que compreendem os géneros Microsporum, Epidermophyton
e Trichophyton, semelhantes em sua morfofisiologia, imunologia e taxonomia. As
dermatofitoses apresentam-se como as infecgdes fungicas mais comuns em paises
tropicais, constituindo um problema de saude publica e refletindo baixo nivel de educacéao
sanitaria. A distribuicdo e freqléncia das dermatofitoses e seus agentes etiolégicos
variam segundo a regiao geografica e o nivel s6cio econémico da populacdo (Boncompte
et al, 1997).

Assim, este trabalho objetivou avaliar a capacidade antifungica in vitro dos
diferentes extratos de Piper regnelli obtidos sob diferentes condicoes de extracao
supercritica.

2 MATERIAIS E METODOS
Pré-tratamento da planta

As folhas e os caules de Piper regnelli foram coletados de espécimes do “Horto
Didatico de Plantas Medicinais Prof? Irenice Silva” no campus da Universidade Estadual
de Maringa em Setembro de 2010.

O material botanico foi seco em estufa de ar circulante a temperatura de 40 °C.
Apbs 72 horas de secagem separaram-se as folhas dos caules para a moagem em
moinho de facas. Peneiras do tipo Tyler foram utilizadas para a classificacdo das
amostras, segundo sua granulometria. As folhas e caules selecionados tinham tamanho
médio de 0,3 mm.

Obtencao dos extratos

Os experimentos supercriticos foram realizados em uma unidade de escala
laboratorial, que consiste basicamente de um cilindro de CO,, dois banhos
termostatizados, uma bomba seringa (ISCO, Modelo 500D) e um extrator com volume
interno de aproximadamente 170 mL (didametro do leito é de 2,85 cm e altura do leito é
26,1 cm).

Os principais parametros que influenciam no rendimento de 6éleos obtidos via
extracao supercritica sdo: pressao, temperatura e vazao de solvente, além do tamanho
médio das particulas. Sendo assim, utilizaram-se 3 combinacdes destes parametros para
as extracdes, apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Pardmetros de extracdo utilizados na extracdo supercritica.

, ~ Temperatura Densidade Vazao
Corrida Presséao (bar) (°C) (g/emd) (mL/min)
1 109,2 40 0,68125 3
2 244 1 60 0,78112 3
3 250,0 40 0,88022 3

Realizaram-se, separadamente, extracdoes com 20 g das folhas e 30 g dos caules
em tempo de 280 e 260 minutos, respectivamente.

Microrganismos usados e condicoes de crescimento

Para os extratos analisados, foram determinadas as Concentragbes Inibitéria
Minima (CIMs), determinadas pela metodologia de microdiluicdo em caldo, segundo o
documento M38-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011). Como
droga padrao, usou-se Terbinafina (Novartis).

Os extratos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO - Amresco, S6lon, OH, USA)
para uma concentragdo de 20 mg/mL. Seguido de diluicado com agua destilada estéril para
uma concentracao de 500 ug/mL. As concentragcdes testadas dos extratos vegetais foram
0,98 a 500 pg/mL.

Foram testados os microrganismos T. rubrum ATCC 28189 e T. mentagrophytes
ATCC 11481. Para o preparo do inéculo, os fungos foram suspensos em solucao salina e
a quantificacao foi feita pela contagem em camara de Neubauer. Posteriormente, essas
suspensoes foram diluidas em meio RPMI acrescido de 2% de glicose, para obtencao de
2 x 10° até 6 x 10° UFC/mL.

O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos (Nunclon, Delta, Nunc A/S,
Roskilde, Denmark®), onde as suspensdes com fungos foram testadas com os extratos
em questao, e incubadas a 35 °C por 4 a 7 dias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das CIMs dos extratos brutos testados contra os fungos T.
mentagrophytes e T. rubrum pela técnica de microdiluicdo em caldo sdo apresentados
na tabela 2.

Tabela 2. Resultados dos CIMs dos testes in vitro em fungos filamentosos utilizando os extratos
obtidos.

CIM (ug/mL)
Extratos T. rubrum T. mentagrophytes
Folhas Caules Folhas Caules
ESC (P=109,2 bar/40 °C) 15,5 15,5 15,5 15,5
ESC (P=244,1 bar/60 °C) 7,8 7,8 7,8 7,8
ESC (P=250,0 bar/40 °C) 7,8 7,8 3,9 7,8

Nos extratos das folhas de Piper regnelli, com o aumento da pressao e,
consequentemente da densidade, ha também uma diminuigdo nos valores de CIM. Isso
nos sugere que um maior poder solvente é necessdrio para uma maior atividade
antifangica.

Podemos observar também que nao ha diferenca consideravel no poder antifungico
apresentado por folhas e caules. Uma vez que essa variacdo é de 1 poco ou menos.
Segundo Felipe (2006) as folhas e os caules de espécie ndo apresentam diferenca
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significativa com relagcdo ao teor de conocarpano (substancia responsavel pela boa
atividade antifingica).

Koroishi et al. (2008) constataram que o extrato hidroalcodlico de Piper regnellii
apresentou uma forte atividade contra os fungos dermatdfitos Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Microsporum gypseum com
CIMs de 15.62, 15.62, 15.62 e 62.5 ug/mL, respectivamente. Os compostos isolados
eupomatendide-3 e eupomatendide-5 apresentaram forte atividade contra Trichophyton
rubrum com CIM de 6.2 a 50 pg/mL, respectivamente.

4 CONCLUSAO

A purificacdo de uma determinada substancia estd relacionada com muito
empenho, baixo rendimento e residuo de solventes. Ja com a extragdo supercritica
obtemos um material livre de qualquer contaminacao, inclusive microbiol6gica. Sendo
assim, ainda que a substancia isolada apresente um melhor valor de CIM se faz
necessario pensar em custo-beneficio.
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