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RESUMO

Nos ultimos anos, houve um aumento gradual de doencas infecciosas causadas por microrganismos,
levando a taxas consideraveis de morbidade e mortalidade, principalmente devido a baixa efetividade
dos medicamentos disponiveis e a0 aumento e desenvolvimento de cepas resistentes. Na busca por
novos medicamentos que possuem menor toxicidade para o tratamento das infeccGes causadas pelos
fungos, a piperina o principal constituinte da Piper nigrum se torna um composto altamente
pesquisado por apresentar uma gama de atividade biolégica como leishmanicida, antitumoral,
amebicida e dentre outros. A piperina foi extraida da pimenta do reino através da metodologia do
soxhelt usando etanol como solvente nesse processo. O composto foi caracterizado pelas técnicas de
espectroscopia de infravermelho e RMN 1H. O alcaloide natural foi avaliado em atividade antifingica
que apresentou uma inibicdo de 66,66% contras as cepas de Candida com uma CIM variando entre

512-1024 pg/mL.
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INTRODUCAO

Durante as Ultimas décadas, as infeccdes flngicas sistémicas tornaram-se uma
preocupacdo para 0s especialistas da salde devido ao aumento de hospedeiros
imunocomprometidos. A mortalidade, a morbidade e as despesas no tratamento contra as
infeccdes causadas pelos fungos aumentaram devido ao surgimento de cepas resistentes para
todas as categorias de farmacos antifungicas (GUERRA et al., 2018). Entre os fungos
responsaveis pelas doengas, destacam-se aqueles referentes ao género Candida, que séo
patdgenos oportunistas regularmente coletados das regiGes mucosas de pessoas normais,

podendo causar danos superficiais até infeccdes espalhadas denominadas candidiases
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(ALVARES et al, 2007, p. 319-327). A Candida albicans é uma das origens mais comuns

nas infecg¢Oes da corrente sanguinea e a principal espécie responsavel pela maioria dos casos
de candidiase (NOBILE e JOHNSON, 2015, p. 71-92). No entanto, espécies como C.
tropicalis e C. krusei, ja& foram relatadas como patogenos de incidéncia emergente
(FERNANDES; SILVA; HENRIQUES, 2015, p. 165-169).

O farmaco anfotericina B usado no tratamento das doencas causadas pelos fungos é
bastante toxico e possui efeitos colaterais graves. Na busca por novos medicamentos que
possuem menor toxicidade para o tratamento das infeccdes causadas pelos fungos, os
produtos naturais sdo uma fonte de moléculas biologicamente ativas. E dentro desses produtos
naturais, temos a Piper nigrum (popularmente conhecida como pimenta do reino) usada
principalmente como tempero e usada bastante nas culturas chinesas e indianas para diversos
fins que possui metabolitos secundarios que vem motivando estudos cientificos.

A piperina, um alcaloide de ocorréncia natural € um dos principais constituintes
quimicos da Piper nigrum (KARPAKAVALLI, SINI, ARTHI, 2012, p. 1-5). O composto
possui vasta gama de atividades bioldgicas, dentre elas antitumoral, amebicida, Alzheimer e
dentre outras (SANTOS et al, 2018, p. 2594; GHOSHAL, PRASAD, LAKSHMI, 1996, p.
167-170; CHONPATHOMPIKUNLERT, WATTANATHORN, MUCHIMAPURA, 2010, p.
798-802). A piperina tem sido usada como molécula precursora de novas moléculas com
propriedades bioldgicas.

Portanto, levando-se em consideracdo o potencial da piperina na construgdo para o
desenvolvimento de candidatos a farmacos, o alcaloide foi extraido da pimenta do reino para

avaliar o seu potencial de atividade antifangica contra fungos de Candida.

METODOLOGIA

Local de Desenvolvimento do Estudo

A piperina foi extraida no Laboratério de Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica
(LPBS) do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Campus | (Jodo Pessoa) — PB, onde o
mesmo é provido de toda aparelhagem necesséaria para o procedimento de extracdo. A
caracterizacdo da piperina foi realizada no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e

Anélise (LMCA) da Universidade Federal da Paraiba, Campus | — PB e ensaios laboratoriais

referentes a atividade antifingico frente as cepas de Candida foram realizados no Laboratorio
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de Pesquisa: Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais e Sintéticos

Bioativos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba, Campus | — PB. O espectro na regido de Infravermelho (1V)
foi obtido no espectrometro FTIR modelo IRPrestige-21, do fabricante Shimadzu, com
acessorio de reflectancia total atenuada (do inglés, ATR) acoplado, com as seguintes
condices de analise: Regido 4000-600 cm™; Resolucéo: 4 cm™; N° acumulagdes: 20; Modo:
transmitancia. O espectro de RMN H foi obtido no aparelho da Marca Bruker, operando a
400 MHz utilizando o cloroférmio deuterado (CDCI3) foi usado como solvente. Os
deslocamentos quimicos (o) foram obtidos em unidades de parte por milhdo (ppm). As
multiplicidades das bandas em RMN *H foram indicadas segundo as convengées: s — singleto,
d — dubleto, dd — duplo dupleto, ddd — duplo duplo dupleto e m — multipleto. A purificacdo do
composto foi realizada pela técnica de recristalizacdo em etanol e confirmada a partir da
determinacdo da faixa de fusdo obtido em placa de aquecimento da marca MQAPF-301

(Microquimica).

Isolamento da Piperina

A metodologia usada para o isolamento da piperina (Figura 1) foi baseada por IKAN
(1991, p 240). Numa aparelhagem de Soxhlet foram colocados 10 g de pimenta-do-reino e
150 mL de etanol a 95%. O sistema foi mantido em refluxo por aproximadamente 2 horas.
Apdbs concentrar o extrato em evaporador rotatério, foi entdo adicionado ao mesmo 10 mL de
uma solucdo alcodlica de KOH 10% e depois filtrou o material precipitado. Foi adicionada a
solucdo alcodlica uma pequena quantidade de agua, suficiente para que o meio se tornasse
turvo. Ap6s um periodo de 72 horas em repouso, formou-se um precipitado amarelo que foi
filtrado sob pressdo reduzida. O so6lido obtido foi lavado com uma pequena quantidade de
agua gelada, seguido de éter etilico gelado, seco e recristalizado com etanol. Rendimento de
3,2%. Ponto de fusdo de 126-128 °C (Lit: 125-127 °C). IV (ATR, cm™): 2939 (C — HAr);
1631 (C = 0); 1581-1442 (C = CAr.); 1249 (C — O — C); 930 (C — HAr). RMN *H (400 MHz,
CDCl3) 6 7.40 (ddd, J = 14.7, 8.9, 1.2 Hz, 1H, H-3), 6.95 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-7), 6.86 (dd, J
=8.1,1.7 Hz, 1H, H-11), 6.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 6.71 (m, 2H, H-4 e H-5), 6.41 (d, J =
14.6 Hz, 1H, H-2), 5.94 (s, 2H, H-12), 3.59 — 3.53 (m, 4H, H-13 e H-17), 1.68 — 1.60 (m, 2H,
H-15), 1.59 — 1.52 (m, 4H, H-14 e H-16).

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br
www.conapesc.com.br




CONGRESdSO
NACIONALde
PESQUISA eENSINO
emCIENCIAS

CONAPESC

Figura 1: Estrutura quimica da Piperina

Avaliagdo Antifungica

Foi avaliada a atividade antifungica da piperina. A substancia foi pesada e
devidamente solubilizada em dimetil-sulfoxido (DMSO) a 5% e tween 80 a 2%, completando-
se 0 volume final com &gua destilada esterilizada de forma a se obter uma emulsdo na
concentragéo inicial de 1024 pg/mL (PEREIRA, 2015, p. 229).

Meios de cultura

O meio de cultura utilizado para manutencdo das cepas fungicas foi Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) (Difco Laboratories Ltd, USA, France). Para os ensaios de atividade
antimicrobiana, foi usado meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato (INLAB, S&o
Paulo, Brasil). Ambos os meios foram preparados conforme as recomendagbes dos

respectivos fabricantes.
Microrganismos

Foram utilizados os isolados clinicos Candida albicans ATCC-76645, Candida
albicans LM-111, Candida albicans LM-122, Candida tropicalis ATCC 13803, Candida
tropicalis LM-04 e Candida tropicalis LM-06. Os microrganismos pertencem a MICOTECA
do Laboratorio de Pesquisa de Atividade Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF) do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas foram
mantidas em ASD a temperatura de 4°C. Para utilizacdo nos ensaios, as leveduras foram

repicadas em ASD com incubacgéo a 35+2°C durante 24-48h.
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Para preparacdo do inoculo, as colonias obtidas de culturas recentes dos

microrganismos em meio ASD foram suspensas em solucdo fisiologica estéril a 0,9% e
ajustadas de acordo com o padréo 0,5 da escala de Mc Farland para obtencéo de 10° UFC/mL
(CLSI, 2015).

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos
recomendados (CLSI, 2015). A determinacdo da CIM das substancias sobre cepas fungicas
foi realizada através da técnica de microdiluicdo em meio liquido em placa para cultura de
células (TPP/SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pogos com fundo em “U”.
Inicialmente, foram distribuidos 100uL de caldo RPMI duplamente concentrado nos pogos
das placas de microdiluigdo. Em seguida, 100 pL da substancia foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. Por meio de uma dilui¢do seriada a uma razdo de dois,
foram obtidas concentra¢des de 1024 pug/mL até 16pg/mL. Por fim, foram adicionados 10uL
das suspensdes das cepas fungicas nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se,
especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados o0s controles para
comprovacao de viabilidade das cepas (RPMI + leveduras) e esterilidade do meio de cultura
(RPMI). Também foi feito o controle negativo com anfotericina B (32 ug/mL) para inibicéo
dos fungos. As placas preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacéo
numa temperatura de 35+2°C por 24 - 48 horas. A CIM para cada produto foi definida como a

menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencdo da piperina foi a partir dos frutos secos da pimenta do reino (Piper
nigrum), usando a metodologia desenvolvida por Ikan (1991, p. 240) usando um aparelho de
soxhlet e o solvente usado nesse procedimento é o etanol a 95%. Depois da extracdo no
aparelho de soxhlet e seguindo o tratamento descrito na literatura, a piperina foi obtida em
forma de cristais. O composto foi caracterizado usando tecnicas de espectroscopicas de
infravermelho e RMN de *H. No espectro de infravermelho (Figura 2) observa-se a absorcdo

de estiramento da carbonila de amida conjugada em 1631 cm™. Estiramentos assimétrico e
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simétrico de C-O-C referente ao grupo metilenodioxi em 1250 cm™ e 1031 cm®,

respectivamente. As bandas de absorces de estiramentos de C-H sp? do anel aromatico
variaram de 3076-300 cm™. Absorcdes de estiramentos de estiramentos de C=C de anéis
aromaticos variaram entre de 1613-1491 cm™. As bandas de absorcées de estiramentos de C-

H sp® do anel piperidina variaram de 2996-2850 cm™.
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Figura 2: Espectro de Infravermelho da Piperina

No espectro de RMN *H do composto (Figura 3) podemos observar um singleto para
dois hidrogénios em ¢ 5.94 ppm caracteristico do grupo metilenodioxi. Na regido de alifaticos
observamos trés grupos de sinais caracteristicos do anel piperidina: um na faixa de ¢ 3.59 —
3.53 ppm para quatro hidrogénios referentes a H-13 e H-17; um na faixa de ¢ 1.68 — 1.60 ppm
para dois hidrogénios para o H-15 e outro na faixa de ¢ 1.59 — 1.52 para quatro hidrogénios
referentes a H-14 e H-16. Os sinais da faixa de ¢ 7.40-6.41 ppm sdo referentes ao hidrogénios

do anel aromatico e dos hidrogénios do sistema insaturados.
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Figura 3: Espectro de RMN H da piperina

A piperina depois de ser caracterizado e comparado com a literatura foi submetido a

avaliacdo antifungica frente as cepas de Candia. A avaliagdo dos resultados obtidos foi feita

conforme andlise realizada por Peixoto et al. (2016, p. 1812) que classificou o potencial

antifangico com base nos resultados da CIM, considerando como forte poder antifingico os

produtos com CIM até 500 pg/mL, moderado poder antifungico aqueles com CIM entre 600 e

1500pg/mL e de fraco poder antifungico os produtos com CIM acima de 1600 pg/mL (Tabela

1).

O composto demonstrou atividade de inibicdo em quatro das seis cepas de Candida. A
piperina inibiu as cepas de C. albicans ATCC-76645, C. albicans LM-111, e C. tropicalis
ATCC 13803 numa concentracdo minima de minima (CIM) de 1024 pg/mL. Ja a C. albicans
LM-122 foi inibida com uma CIM de 512 pg/mL. De acordo com Peixoto et al. (2016, p.

1812), o alcaloide natural possui um moderado poder antiflngico.
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Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (ug/mL) da Piperina.

CIM (pg/mL) Controles

Cepas
Piperina AnfotericinaB  Viabilidade  Caldo

C. albicans ATCC-76645 1024 - + -
C. albicans LM-111 1024 - + =
C. albicans LM-122 512 - + -
C. tropicalis ATCC 13803 1024 - + =
C. tropicalis LM-04 +
C. tropicalis LM-06 +
(-) Inibicdo do crescimento fungico (+) Crescimento fungico.

CONSIDERACOES FINAIS

A piperina foi extraida e obtendo um rendimento de 3,2% a partir da pimenta do reino.
O composto foi caracterizado com as técnicas de espectroscopia de RMN *H e *C e o
resultado corrobora com o da literatura (IKAN, 1991, p. 240). O ensaio antifungico relevou
que o alcaloide apresentou uma inibicdo de 66,66% contra as cepas de Candida numa

concentracdo inibitoria minima de 512-1024 pg/mL.
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