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RESUMO

Estudos mostram que fitoquimicos presentes em espécies do género Piper podem ter
acao anti-inflamatoria, antitumoral, antimicrobiana e antiviral. O cha de Piper aduncum
€ utilizado na medicina popular, embora, poucos estudos comprovem produtos
bioativos em extrato etandlico de folhas desta espécie. Nessa pesquisa foram
investigadas a composicdo fitoquimica, atividade antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica do extrato etandlico de folhas de P. aduncum. As classes de metabdlitos
secundarios foram determinadas por HPLC-DAD e a atividade antioxidante foi
determinada pelo método de sequestro de radicais livres DPPH (2,2difenil-1-
picrilhidrazil). A atividade antimicrobiana foi pesquisada por meio de testes de disco
difusdo e microdiluicdo em caldo frente a isolados clinicos de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase
(KP-KPC) multidrogas resistentes e Escherichia coli ATCC-25922. Para investigacdo
citotoxica foi realizado o ensaio de MTT (Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil tetrazdlico) utilizando extrato (62,50, 125, 250 e 500ug/mL) sobre células de
carcinoma intestinal (HT29). Em seguida, fez-se ensaio de cometa e apoptose nas
mesmas concentracfes. Os metabolitos secundarios detectados foram compostos
fendlicos e flavondides. A atividade antioxidante do extrato foi superior a 50%. O
extrato ndo apresentou atividade inibitoria frente a Escherichia coli e MRSA, porém
frente a KP-KPC foi observado halo de inibicdo de crescimento de 8,5+ 0,7mm e 10,5
+ 2,12mm, nas concentracdes de 500 pg/disco e 2000 pg/disco, respectivamente. A
concentracao inibitéria minima sobre KP-KPC foi elevada (superior a 2000 pg/mL) e
a viabilidade das células HT29 nao foi alterada nas concentracdes de 62,50 a 250
pg/m. Na concentracdo de 500 pg/mL o extrato foi citotoxico (MTT) e genotodxico
(cometa) com média de 47,7+2,9 de células lesionadas, entretanto, no teste de
apoptose in situ, ndo foi observada morte celular (HT29). No extrato etandlico de
folhas de P. aduncum estéo presentes compostos fitoquimicos de comprovada acéo
farmacoldgica, propriedades antioxidantes e citotdxicas. Acredita-se que a utilizacéo
de outros solventes (além do etanol) e um maior nimero de microrganismos séo

necessarios para determinar o potencial antimicrobiano de P. aduncum.

Palavras-chave: Carcinoma; flavondides; plantas medicinais; Klebsiella pneumoniae;

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Studies show that phytochemicals present in species of the genus Piper may have
anti-inflammatory, antitumor, antimicrobial, and antiviral actions. Piper aduncum tea is
used in folk medicine, however, few studies prove bioactive products in ethanolic
extract of leaves of this species. In this research, the phytochemical composition,
antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activity of ethanolic extract of P. aduncum
leaves were investigated. The secondary metabolite classes were determined by
HPLC-DAD and antioxidant activity was determined by DPPH (2,2diphenyl-1-
picrylhydrazyl) free radical scavenging method. Antimicrobial activity was performed
by means of disk diffusion and broth microdilution tests against clinical isolates of
methicillin-resistant ~ Staphylococcus  aureus (MRSA), multidrug-resistant
carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae (KP-KPC) and Escherichia coli
ATCC-25922. For cytotoxic investigation, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) assay was performed using extract (62.50, 125, 250 and
500ug/mL) on intestinal carcinoma cells (HT29). Then, comet assay and apoptosis
assay were performed at the same concentrations. The secondary metabolites
detected were phenolic compounds and flavonoids. The antioxidant activity of the
extract was higher than 50%. The extract did not show inhibitory activity against
Escherichia coli and MRSA, but against KP-KPC a growth inhibition halo of 8.5 £ 0.7
mm and 10.5 + 2.12 mm was observed at concentrations of 500 pg/disc and 2000
pg/disc, respectively. The minimum inhibitory concentration on KP-KPC was high
(greater than 2000 pg/mL) and the viability of HT29 cells was not altered at
concentrations from 62.50 to 250 pg/m. At the concentration of 500 pg/mL the extract
was cytotoxic (MTT) and genotoxic (comet) with an average of 47.7+2.9 injured cells,
however, in the in situ apoptosis test, no cell death was observed (HT29). In the
ethanolic extract of P. aduncum leaves are present phytochemical compounds of
proven pharmacological action, antioxidant and cytotoxic properties. It is believed that
the use of other solvents (besides ethanol) and a larger number of microorganisms are

needed to determine the antimicrobial potential of P. aduncum.

Keywords: Carcinoma; flavonoids; medicinal plants; Klebsiella pneumoniae;

Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento etnobotanico das propriedades terapéuticas de plantas
medicinais, como fonte de tratamento para doencas, tem sido transmitido de
geracao a geracao durante milhares de anos.

A familia Piperaceae, composta de 10 a 12 géneros, é considerada uma
das mais primitivas do grupo das angiospermas. Piper é o maior género em
representatividade, com cerca de 2000 espécies distribuidas em paises tropicais
e subtropicais. Na medicina tradicional tem sido usada para tratamento de
enfermidades de pele, dores de cabeca e de estdbmago, tosse, febre e infeccbes
como vaginite, urinaria e gripes.

Piper aduncum L. é popularmente conhecida como pimenta-de-macaco,
aperta-ruao, falso-jaborandi, jaborandi, matico e pimenta-longa, entre outros.
Estudos mostram que os extratos de P. aduncum podem apresentar
propriedades citotdxica, antibacteriana, antiparasitaria, antifingica e inseticida.

Diante do exposto, torna- se importante a busca por compostos bioativos
provenientes de produtos naturais que podem ser base para descoberta de
novos farmacos, vacinas peptidicas, alternativas terapéuticas para tratamento
de doencas infecciosas, a exemplo de infeccbes bacterianas e doencas néo
infecciosas, como o cancer.

Neste estudo fez-se a deteccao dos constituintes fitoquimicos presentes
no extrato etandlico de folhas de P. aduncum, investigacdo da atividade
antioxidante, antimicrobiana e citotoxica sobre as células de carcinoma intestinal

HT29.
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2. CONTEXTUALIZACAO DO TEMA

2.1 PLANTA MEDICINAL

Muitas plantas medicinais estdo entre os principais recursos terapéuticos
da medicina tradicional, medicina complementar e alternativa (FALZON &
BALABANOVA, 2017). Parte dos medicamentos disponiveis no mercado provém
de produtos naturais e a partir deles séo isoladas moléculas que servem como
prototipo para o delineamento e planejamento de novos farmacos e para a
investigacdo de novas acodes terapéuticas (PEDROSO et al., 2021).

Uma pesquisa realizada no Brasil demonstrou que 91,9% da populacao
faz uso de algum tipo de planta medicinal e que 46% cultivam essas plantas em
seus quintais (ETHUR et al., 2011). O uso dessas plantas muitas vezes € a Unica
forma de terapia que algumas comunidades tém acesso e o conhecimento sobre
as propriedades farmacolégicas passa a ser transferido para geracdes futuras,
tornando-se um aspecto tradicional e cultural (FALCAO et al., 2022; PASA et al.,
2005; ONOFRE et al., 2015).

Porém, o uso indiscriminado em todas as suas formas pode levar a
alteracoes fisioldgicas no organismo, assim, € importante o conhecimento sobre
a toxicidade para avaliar a relacédo risco/beneficio (LOURENCO et al., 2009;

BRISKIN, 2000; ESSERS et al., 1998).

A seguranca e eficacia na utilizacdo de uma planta medicinal depende da
identificacdo correta da planta, conhecimento de qual parte deve ser usada,

modo de preparo, forma de uso e dose apropriada (COLET et al., 2015).
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No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e o
Programa Nacional de Plantas Medicinais fazem orientagbes de acesso seguro

e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2016).

2.1.1 A familia Piperaceae

O uso medicinal de Plantas da familia das Piperaceae é bem conhecido
pela populacdo rural brasileira (PEREIRA et al., 2007). Essa Familia é
considerada uma das mais primitivas do grupo das angiospermas possui 12
géneros, sendo Macropiper, Zippelia, Manekia, Peperomia e Piper os mais
descritos e os trés ultimos recorrentes na Amazoénia e Mata Atlantica (BRITO &
PEREIRA, 2019). Estudos mostram que existem aproximadamente 3.700
espécies vegetais distribuidas em regides tropicais e subtropicais dos
hemisférios norte e sul (BERNUCI et al., 2016; CHRISTENHUZ & BYNG, 2016;

GUTIERREZ et al., 2016; QUIJANO-ABRIL et al., 2006).

2.1.2 O género Piper

O género Piper, popularmente chamado de “pimentas” é representado por
aproximadamente 2.000 espécies de plantas, distribuidas em ambientes iumidos,
areas como selvas e florestas tropicais (BERNUCI et al., 2016; GUTIERREZ et
al., 2016).

No Brasil € considerado o quinto maior em representatividade, com
aproximadamente 291 espécies (MELO & ALVES, 2019) comuns nas formacdes
florestais, particularmente na Mata Atlantica. As diversas espécies sédo ervas,
arbustos ou pequenas arvores, frequentemente epifitas ou lianas, com folhas

alternadas, simples com ou sem estipulas. E os frutos que muitas vezes séo
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utilizados na culinéria sdo na forma de baga ou drupa (SOUZA & LORENZI,
2005), sendo de ocorréncia também no Cerrado e Pantanal sul mato-grossense
(POTT; POTT, 1994).

Compostos bioativos como taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides,
lignanas, glicosideos e terpendides sdo encontrados nas sementes, folhas e
casca do caule de espécies de Piper (VADLAPUDI et al., 2012; GUTIERREZ et
al., 2013).

Espécies do género Piper vém destacando-se em pesquisas na area da
guimica e prospecc¢ao de ensaios biolégicos por serem capazes de produzirem
metabdlitos secundarios e Oleos essenciais com potencial atividade
antimicrobiana, inseticida, anti-inflamatoria, anticancerigena, antileishmania,
hepatoprotetora, antioxidante entre outras (CARSONO et al., 2022; PARMAR et
al., 1997).

Na Ameérica do Sul, principalmente no Brasil, varias espécies desse
género sdo usadas na medicina popular e tradicional, na alimentacdo, no
comércio, com vendas de remédios caseiros, seguindo assim de importancia
comercial e econémica (BALDOQUI, 2009; GOGOSZ, 2012).

Uma das formas de utilizacdo dessas espécies na medicina popular € o
ché& de raizes e folhas para combater enfermidades. Usado por povos de varios
paises, incluindo o Brasil, além do cha, emplastro e compressa é usado para
tratar dores de cabeca e de estdmago, tosse, gripe, garganta inflamada, febre,
cicatrizacao de feridas, queimaduras, picada de inseto, pressao alta, diabetes,
diarreias, colica menstrual, infeccdo urinaria e vaginite (PAVAO et a., 2021;

PEREIRA et al., 2007).



13

Das espécies desse género, rica em constituintes fitoquimicos e com uso na
medicina popular esta a Piper aduncum L. (ARROYO et al., 2014; BALDOQUI et

al.; 1999; LAGO et al., 2004).

2.1.3 Piper aduncum Linnaeus, 1.753.
A P. aduncum (fig. 1) € um arbusto tropical difundido na América do Sul e

Central, crescendo naturalmente na Amazonia e na Mata Atlantica do Brasil,
onde ocorrem espontaneamente em pastagens, beiras de matas e com diversos
tipos de formacdo florestal. E uma das plantas que comp&em o inventario
preliminar de 294 espécies das plantas alimenticias silvestres do Mato Grosso
do Sul usadas na dieta humana, ou com potencial para uso (BORTOLOTTO et
al., 2018).

P. aduncum foi descrita na primeira edicdo da Farmacopeia Oficial do
Brasil, publicada em 1926, onde consta a folha, como a parte utilizada na forma

de extrato fluido, com nome popular, aperta-rudio (BRANDAO et al., 2008).

Essa planta também €& conhecida como “jaborandi do mato ou,
"jaborandi", “pimenta-de-macaco ou matico" e “erva-jaboti” (ARROYO et al.,
2015; LORENZI & MATQOS, 2008). Em Mato Grosso do Sul P. aduncum é mais

conhecida como falso-jaborandi.
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Figura 1. Foto de partes aéreas de Piper aduncum L., Fazenda Trés
Barras, Campo Grande — MS.

Fonte: Imagem cedida pela Profa. Eloty Schleder (2016).

Estudo de REBELO et al., (2009) relata a presenca de terpenos do tipo

canfeno, limoneno e cariofileno em P. aduncum.

Outros estudos comprovam a presenca metabolitos secundarios do tipo
terpenos, flavondides e outros compostos em suas folhas (LORENZI et al., 2021;
MORANDIM et al., 2009; PIMENTEL et al.,1998a). Estes metabdlitos tém sido
associados a possiveis atividades biolégicas como: antibacteriana (LOUREIRO,
2016; MONZOTE et al.,, 2017; ORJALA et al.,1994; RUIZ et al.,, 2013),
antitumoral (ARROYO et al.,, 2014; CALDERON et al.,, 2006; CALDERON-
HERRERA et al., 2019), antiprotozoaria (VILLAMIZAR et al., 2017),
antiparasitaria (DUROFIL et al., 2021), antioxidante (REBELO et al., 2009),
antifangica (MORANDIM et al., 2005; SANTOS et al., 2013; VALADARES et al.,
2018, 2020), inseticida (LUCENA et al., 2017; MEE et al., 2009; CELESTINO et
al., 2016), anti-inflamatoéria (ARROYO et al., 2012) e citotoxica (BERNUCI et al.,

2016).
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Alves et al.,, (2008) realizaram um levantamento etnobotanico e
caracterizacdo de plantas medicinais em fragmentos florestais na regido de
Dourados-MS e P. aduncum entrou na lista de uso medicinal pela populacao
local onde o ch& das folhas € utilizado como ténico e tratamento de infeccdes

hepaticas.

Pavéao et al., (2021) em outro estudo etnobotanico, listou P. aduncum
entre 209 espécies de plantas usadas na terapéutica da febre, dor de cabeca e
diarreia por povos guarani e kaiowa, localizados nos municipios de Amambai
(aldeia Amambai), Caarap6 (aldeia Te'yikue), Dourados (aldeia Jaguapiru),
Douradina (aldeia Panambi) e Juti (aldeia Taquara), todos do estado do Mato

Grosso do Sul.

O conhecimento etnofarmacologico abre portas para o desenvolvimento
de novos farmacos e gera perspectivas de tratamento utilizando o contexto
cultural, entretanto, pesquisas precisam ser desenvolvidas para avaliar acoes
farmacologicas a partir de extratos, fracbes, Oleo essencial e substancias

isoladas que apresentam propriedades biolégicas atribuidas a planta.

2.2. RESISTENCIA BACTERIANA
As substancias denominadas antimicrobianas sdo aquelas que agem sobre
0s microrganismos inibindo o seu crescimento ou causando morte. Podem ser
de origem natural, antibiéticos, sintéticos ou quimioterapicos (MOTA et al., 2010).
Bactérias apresentam uma grande capacidade de responder a ameacas
ambientais, ao sistema imune do hospedeiro e a presenca de antibiéticos, por
isso conseguem desenvolver diferentes formas de resisténcia para se adaptarem

ao meio em que vivem, o que acaba afetando negativamente a eficicia



16

antimicrobiana em diversas terapias (JOLIVET-GOUGEON & BONNAURE-
MALLET, 2014).

A utilizacao indiscriminada de antimicrobianos, aliadas a grande capacidade
adaptativa dos microrganismos, possibilitou o surgimento de bactérias
multidrogas resistentes (SILVA, 2008), tornando-se uma ameaca a saude
publica em todo o mundo (BRYCE et al., 2016).

Essa resisténcia estd associada ao aumento da morbidade e mortalidade é
reconhecida como uma ameaca emergente a saude global (WHO, 2022).
Estima-se que, se ndo for controlada, até 2050 ela podera contribuir com até 10

milhdes de mortes por ano (O'NEILL, 2016).

2.2.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva presente na microbiota
humana, principalmente na pele, podendo-se tornar patogénica e levar a uma
infeccdo quando ha ruptura da barreira cutanea ou diminuicdo da imunidade
(LEE et al., 2018; KIM et al., 2019). E responsavel por varias infecces, como
osteomielite, infeccbes de feridas, pneumonia, endocardite, meningite,
abscessos cerebrais e impetigo (PAPADOPOULOS et al., 2018; HAAG et al.,
2019, ADAME-GOMEZ et al., 2020).

No ambiente hospitalar, um dos lugares mais comuns de colonizagcédo e
infeccdo por MRSA sao as unidades de terapia intensiva e estdo associados a
altos indices de morbimortalidade (KOURTIS et al.,, 2019; MENEGUIN et al.,

2020TONG et al., 2015).
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Quando esse importante patdégeno nosocomial apresenta resisténcia a
meticilina, € denominado MRSA -methicillin resistant Staphylococcus aureus
(KIM et al., 2019).

Esses microrganismos S0 responsaveis por numerosos surtos hospitalares
em todo o mundo. Na década de 90, foram reportados casos de infec¢fes fora
do ambiente hospitalar causadas por linhagens especificas de S. aureus,
denominados CA-MRSA (community-acquired methicillin-resitant
Staphylococcus aureus), que possuiam maior suscetibilidade aos
antimicrobianos e viruléncia associada, quando comparadas com as linhagens
hospitalares HA-MRSA (hospital-acquired methicillin-resitant Staphylococcus
aureus), (KONG et al., 2016; PENG et al., 2018; TURNER et al., 2019).

O MRSA é um desafio importante na terapia estafilococica, ndo apenas por
ser causador de infecgcdes comunitarias e relacionadas a assisténcia a saude,
mas, por apresentar resisténcia a multiplos antimicrobianos, o que o torna um
dos microrganismos multirresistentes de alta prioridade para a pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos (LEE et al., 2018; TURNER et al.,
2019).

2.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacterales,
gram-negativo, ndo esporulante, anaerébio facultativo que coloniza o trato
intestinal de animais de sangue quente e de humanos (TENAILLON et al., 2010).
Apesar de ser comum no trato gastrointestinal e ndo representar perigo para seu
hospedeiro, algumas estirpes podem ser patogénicas responsaveis por diarreias
em criangas, septicemia, meningite neonatal e infec¢des do trato urinario. De

acordo com os fatores de viruléncia elas podem ser classificadas em E. coli
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enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli
enteroinvasivas (EIEC), E. coli enterohemorragicas (EHEC), E. coli
enteroagregativas (EAEC) e E. coli de adeséo difusa (DAEC), (GORCHEV &
OZOLINS, 2011).

E um dos um dos agentes mais frequentes de infeccdo trato urinarioque
pode ser resistente a farmacos comerciais tornando o tratamento de dificil cura
(PINTO, 2016). Por exemplo, a taxa de resisténcia a ciprofloxacina, um
antibiético comumente usado para tratar infeccbes do trato urinario, variou de
8,4% a 92,9% para E. coli e de 4,1% a 79,4% para Klebsiella pneumoniae em
paises que reportaram ao Global Antimicrobial Resistance and Use Sistema de

Vigilancia (GLASS), (WHO, 2022).

2.2.3 Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase

Klebsiella pneumoniae pertence a familia Enterobacterales. Sdo bastonetes
gram-negativos, encapsulados, que fazem parte da microbiota do trato
gastrointestinal de humanos e animais saudaveis (NAVON-VENEZIA et al.,
2017).

Entretanto, diante de condi¢Bes desfavoraveis podem produzir uma série de
infeccbes como dotrato urinario, pneumonia, infeccdes de feridas cirargicas,
endocardite e septicemia (VADING et al., 2018).

Um importante agente etiolégico de infeccbes no ambiente hospitalar
(GOMES & CASALINI, 2018), com elevacédo de indices de infeccdo em ambito
mundial, causadas por cepas resistentes como Klebsiella pneumoniae
produtoras de carbapenemase do tipo KPC, traz consequéncias graves, como 0

aumento do periodo de internacdo, da morbidade e mortalidade, tornando-se um
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problema de saude publica em diversos paises, inclusive no Brasil, devido as
limitacOes terapéuticas disponiveis para tratar infec¢cdes graves (MIRANDA et
al., 2019).

A KP-KPC é uma bactéria restrita ao ambiente hospitalar, cuja caracteristica
€ a producao de uma betalactamase denominada carbapenemase, que tem a
propriedade de conferir a resisténcia aos carbapenémicos, ou seja, de inibir a
acdo dos antibidticos carbapenémicos (como Ertapenem, Imipenem e
Meropenem), que sao utilizados para tratar infecgdes graves por microrganismos
multirresistentes, especialmente linhagens produtoras de [(-lactamases de
espectro estendido (ESBL) (GOMES & CASALINI, 2018; MIRANDA et al., 2019).

Em alguns paises, os antibiéticos carbapenémicos n&o funcionam em mais
da metade dos pacientes devido a resisténcia (BRITO et al., 2021).

Logo, a resisténcia a essa classe de farmacos, tornou-se um potencial
problema a ser enfrentado em infeccdes decorrentes dessas bactérias,

estabelecendo preocupacao a nivel de saude mundial (REYES et al., 2019).

2.3 0 CANCER

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que podem afetar qualquer parte
do corpo, caracterizado por rapida proliferacdo de células anormais que
crescem, invadem tecidos (fig. 2) e se espalham para varios 6rgaos por meio de

metastases, prejudicando suas funcdes basicas (INCA, 2022).
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Figura 2. Ciclo celular da carcinogénese
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A proliferacdo desordenada pode se originar a partir de uma Unica célula
mutada, que sofre alteracbes genéticas decorrentes de agentes externos tanto
como o0s agentes fisicos (radiacdo ionizante e ndo ionizante), compostos
guimicos e agentes bioldgicos (infeccbes por determinados virus, bactérias e
parasitas) entre outros fatores (INCA, 2022). Estas mutacfes levam a alteracdes
na expressao ou funcdo de genes-chave para a manutencdo da homeostasia
celular, surgindo como consequéncia dessas alteracoes, a transformacéo de
células normais em células tumorais que desencadeiam o cancer (STEWARD &
BROWN, 2013).

Desta forma, a diferenca mais significativa entre uma célula neoplasica e uma
célula néo alterada € que o crescimento e a proliferacdo da primeira persistem
mesmo na auséncia de fatores de crescimento. Fendmeno ocorrido por meio das
alteracdes genéticas anteriormente descritas. Tais alteracdes garantem que
durante o processo de formacdo do tumor as células adquirem algumas

caracteristicas como: autossuficiéncia para sinais de crescimento;
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insensibilidade aos sinais anti-crescimento; evasdo de apoptose; potencial
replicativo infinito; sustentacdo da angiogénese a fim de nutrir o tumor e elevada
capacidade de invaséo tecidual e metastase (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
As mudancas podem chegar a niveis extremos determinando altas taxas de
morbimortalidade, afetando pessoas de todas as idades e em diferentes
propor¢des. Enquanto isso, os indices de novos casos continuam a aumentar no
mundo todo e estima-se que seja superior a 24 milhdes até 2035 (STEWART,
2016).

Apesar dos avancos na terapia oncologica e aplicacdo de produtos
farmacoldgicos, estima-se que 70 a 90% da populacdo mundial prefiram o uso
das plantas medicinais ou seus extratos para o tratamento do cancer, pois a
maioria dessas pessoas nao tém acesso aos medicamentos industrializados seja
pela dificuldade de aquisicéo, ou devido ao seu alto custo (BRASIL, 2012; OMS,
2002).

Os pacientes que recebem o diagndstico de neoplasia, geralmente procuram
explorar todas as possiveis op¢des de tratamento, incluindo a quimioterapia, que
por sua vez, atua de forma ndo especifica. Lesiona células malignas mas
também causam morte de células saudaveis. Diante disso, muitos pacientes
recorrem ao uso de fitoterapicos e/ou plantas medicinais na busca da melhora
de sua qualidade de vida (ALMEIDA et al., 2005; CHENG et al., 2010).

Levando-se em consideracdo esses dados epidemiolégicos em uma época
em que a medicina foca na prevencdo como prioridade, faz-se importante a

busca de melhores estratégias na prevencao do cancer.
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2.3.1. Cancer de colorretal

O céancer de intestino, também conhecido como de colorretal (CCR) é o
terceiro cancer mais incidente na populacédo em geral e ocupa a segunda posicéo
tanto entre homens quanto em mulheres. Séo, aproximadamente, 40 mil novos
casos diagnosticados por ano. E tratavel e, na maioria dos casos, curavel, se
detectado precocemente. Estima-se que no Brasil serdo mais de 45.000 novos
casos e mais de 20.000 mortes em 2022 (INCA, 2022).

O célon é o local mais frequente de neoplasias primarias como adenomas e
adenocarcinomas, acomete o intestino grosso (célon) e/ou o reto. Os sintomas
S&0 pouco perceptiveis aos doentes, até que estejam em fase avancada. Ela tem
a particularidade de exibir lesdo que € chamada de pdlipo adenomatoso. O
tempo estimado para aparecimento, crescimento e transformacédo desse
adenoma em tumor é superior a 10 anos, periodo este suficientemente para
permitir identificacéo, resseccéo e, portanto, a prevencao (GAMA, 2005).

Os sintomas iniciais sdo consequéncia do tipo de tumor e localizacéo.
Tumores localizados no colon direito levam ao surgimento de diarreia e dor no
abdémen (sindrome dispéptica). Nos estagios mais avancados pode surgir
anemia e outros sintomas associados. Nos tumores do colon esquerdo, surgem
obstipacdao intestinal progressiva, fezes afiladas, escuras ou eventualmente com
sangue. Nos tumores do reto o sangramento é frequente, misturado ou ndo com
fezes, muco ou pus. Neste caso, é frequente a sensacdo de evacuacao
incompleta (BALLESTER et al., 2016).

Os adenocarcinomas representam a quase totalidade dos canceres
colorretais e surge a partir de alteracdes genéticas de células da mucosa

colénica normal que evoluem para polipos adenomatosos (BENSON, 2007).
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O podlipo € formado a partir de um crescimento anormal da mucosa do
intestino que se projeta em sentido a luz do 6rgdo. O polipo hiperplasico ndo
possui alteracdes malignas, mas € considerado como fator de risco para o CCR
guando o individuo apresenta 5 ou mais polipos na regido proximal ou sigméide,
ou mais que 30 pélipos no célon, ou ainda apresenta histérico familiar de primeiro
grau com polipos (DAVILA et al., 2006).

E uma doenca complexa e multifatorial que progride ao longo de anos e
envolve interacfes entre fatores genéticos, ambientais e alteracdes somaticas
acumuladas no epitélio intestinal (WEITZ et al., 2005; BUCCAFUSCA, et al.,
2019).

Com base nas evidéncias cientificas atuais, pelo menos 40% de todos o0s
casos de cancer podem ser evitados com medidas eficazes de prevencao
primaria, e a mortalidade adicional pode ser reduzida por meio da deteccao
precoce de tumores e tratamento eficaz com compostos anticancerigenos
(IARC, 2022).

Parte dos medicamentos industrializados que estdo no mercado s&o
originarios de produtos naturais (BOHATCH et al., 2016). Esses dados
demonstram o interesse cientifico e comercial em estudos que correlacionam a
biodiversidade de plantas com conhecimento etnobotanico em busca de
potenciais farmacos fitoprotetores e compostos anticancerigenos (ARROYO et

al., 2015; GUERRA, 2017; LIMEIRAS et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar a composic¢édo fitoquimica e investigar atividade antioxidante,

antimicrobiana e citotoxica do extrato etandlico de folhas de Piper aduncum.

3.2 Objetivos especificos

Identificar os compostos fendlicos presentes no extrato etandlico Piper

aducum.

e Investigar a atividade antioxidante do extrato etandlico de Piper aducum
in vitro.

e Investigar atividade antimicrobiana do extrato etandlico Piper aduncum
frente a isolados clinicos resistentes de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase.

e Verificar acao citotdxica, genotoxica e apoptoética do extrato etandlico de

Piper aduncum em células de carcinoma intestinal (HT29).
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Manuscrito: Screening fitoquimico e avaliacdo das atividades antimicrobiana e
citotoxica do extrato etandlico de Piper aduncum L. in vitro
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Normas do Periddico: https://www.scielo.br/journal/aabc/about/#about

Resumo: Piper aduncum é um arbusto amplamente distribuido na América do Sul e
Central. De importancia comercial e econémica, essa planta apresenta compostos
bioativos com efeitos farmacoldgicos tradicionalmente usados na medicina popular. No
entanto, apesar de sua importancia, poucos estudos foram realizados com extrato
etanolico de folhas desta espécie e sua atividade frente a bactérias multidrogas resistentes
e em células tumorais. Neste estudo fez-se a identificacdo fitoquimica e investigacao das
atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica do extrato etandlico das folhas de P.
aduncum. Na composicdo fitoquimica foram detectados compostos fenolicos e
flavonoides que apresentaram capacidade antioxidante. Atividade antimicrobiana foi
investigada frente a Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KP-KPC).
Né&o foram observados halos de inibi¢do para E. coli e MRSA e a concentracgdo inibitoria
minima para KP-KPC foi superior a 2000 pg/mL. Para a atividade citotoxica e genotoxica
foi utilizado a linhagem celular de carcinoma intestinal HT-29. Na maior concentracao
de 500 pg/mL o extrato inibiu em média 47,4% do ntimero de células, demonstrando
atividade citotoxica. E gerou média de danos em 47,7% das células apresentando

atividade genotdxica sem causar morte celular. O extrato etanolico de P. aduncum néo
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demonstrou atividade antimicrobiana sobre MRSA, E. coli e KP-KPC. Novos estudos
s80 necessarios para correlacionar os compostos fendlicos com as atividades antioxidante,

citotoxica e genotoxica detectadas no extrato etanolico de P. aduncum.

Palavras - chave: Extrato de plantas, genotoxicidade, morte celular, células HT-29.
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INTRODUCAO

A pesquisa fitoquimica baseada em informacGes etnofarmacoldgicas é geralmente
considerada uma ferramenta importante na descoberta de novos farmacos (Falcéo et al.
2022, Kamiloglu et al. 2014).

Piper aduncum L. (familia Piperaceae) é uma espécie conhecida no Brasil como
pimenta-de-macaco ou matico, falso- jaborandi, entre outros nomes populares (Arroyo et
al. 2014, Lorenzi & Matos 2008). E um arbusto com ocorréncia nos seis biomas
brasileiros: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal
(Nascimento et al. 2022, Pavao et al. 2021, Prando et al. 2014, Queiroz et al. 2020).

Conhecida como planta medicinal, suas folhas e raizes séo utilizadas sob forma
de ché contra desordens intestinais (diarreias, nauseas, Ulceras) e do trato genito-urinario,
dores estomacais, febre, controle de hemorragias menstruais e emplastos para cicatrizagdo
de feridas (Berg et al. 1993, Guerrini et al. 2009, Orjala 1994, Pavdo et al. 2021, Pereira

et al. 2020, Salehi et al. 2019, Valadeau et al. 2010).

Pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar a¢Ges farmacologicas de P.
aduncum a partir de extratos, fracdes, Oleo essencial e substancias isoladas que
apresentam propriedades biolégicas como atividade anticancer (Arroyo et al. 2014,
Alonso-Castro et al. 2011, Calderon-Herrera et al. 2018, 2019), citotoxica (Bernuci et al.
2016), antioxidante (Rebelo et al. 2009, Calderon-Herrera et al. 2019), antibacteriana
(Silva et al. 2020, Gutierrez et al. 2016, Loureiro 2016, Orjala et al. 1994, Ruiz et al.
2013), antifungica (Durofil et al. 2021, Ruiz-Vasquez et al. 2022, Santos et al. 2013,
Valadares et al. 2018, 2020), antiprotozoaria (Villamizar et al. 2017), anti-inflamatoria
(Arroyo et al. 2012) e inseticida (Celestino et al. 2016, Durofil et al. 2021, Lucena et al.

2017, Mamood et al. 2017).
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Atividades biologicas relacionadas a P. aduncum tem sido descritas
principalmente em Oleos essenciais (Arroyo et al. 2012, 2014, Bernuci et al. 2016,
Celestino et al. 2016, Loureiro 2016, Lucena et al. 2017, Orjala et al. 1994, Ruiz et al.
2013, Rebelo et al. 2009, Ruiz-Vasquez et al. 2022, Salehi et al. 2019, Santos et al. 2013,
Villamizar et al. 2017).

Um menor nimero de estudos descreve propriedades bioldgicas a partir de
extratos da planta (Alonso-Castro et al. 2011; Calderon-Herrera et al. 2018, 2019, Silva
etal. 2020, Durofil et al. 2021, Gutierrez et al. 2016, Valadares et al. 2018, 2020, Mamood
et al. 2017).

Dados da Organizacdo Mundial da Saidde (OMS 2022) mostram aumento
progressivo de resisténcia bacteriana associada a elevada taxa de morbimortalidade
(Gamboa et al. 2022, Scaldaferri et al. 2020). Uma outra preocupacdo em saude publica
é o cancer. O tratamento quimioterapico e radioterdpico aumenta a sobrevida, porém,
estdo associados a efeitos colaterais muitas vezes agressivos (Sousa et al. 2019). De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer sdo esperados 704 mil casos novos de cancer
no Brasil para cada ano do triénio 2023-2025 (INCA 2022).

Considerando as limitadas opcdes de tratamento para pacientes com infecgdes por
bactérias multidrogas resistentes (MDR) e para o tratamento de individuos portadores de
carcinoma intestinal, foram os objetivos deste estudo detectar compostos fendlicos e
investigar atividade antioxidante, antimicrobiana e citotoxica em extrato etandlico de

folhas de P. aducum.
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MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacao da espécie vegetal

Folhas de P. aduncum foram coletadas de sete espécimes em um fragmento de
Cerrado em dezembro de 2016, na Fazenda Trés Barras, municipio de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brasil (S20°26'20.64"054°32'26.78"). A espécie foi identificada
pelo prof. Eloty Justina Dias Scheleder e uma exsicata foi preparada e incorporada ao
herbéario da institui¢do sob o registro n® 8265, Uniderp Agrarias.

Obtencéo do extrato

O material vegetal de P. aduncum foi seco em estufa de circulagdo de ar
(MARCONI®, MA35) a 45 °C. Apos a secagem, o material foi moido ateé o estado de po
fino em moinho de facas (MARCONI®, MA048). O po foi submetido a extracdo com
etanol em banho de ultrassom (Unidque®, USC-1450) por 60 min, seguido de maceragéo
estatica por 24 h de acordo com as descri¢des de Dikin et al. (2024) e Sic Zlabur et al.
(2022).

O extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador a 40 °C (Tecnal®,
MA120). Esse procedimento foi repetido por sete dias e a secagem final ocorreu em
dessecador sob pressao reduzida para obtencao do extrato etandlico bruto.

Concentracdes de 500, 250, 125; 62,50 pg/mL foram preparadas utilizando-se
DMSO (Dimetilsulfoxido) a 1% como diluente do extrato e nos controles.

Estudo Fitoquimico qualitativo

Para identificar as classes de metabolitos secundarios do extrato etandlico fez-se
analise fitoquimica classica por meio de testes colorimétricos e/ou de precipitacdo, com
base em Matos (2009) e em Simdes et al. (2017).

Foram realizadas andlises de compostos fendlicos, taninos, flavonoides,

cumarinas, antraquinonas, triterpendides, esterdides, saponinas e alcaloides. Para a
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andlise de saponinas, foi utilizado 1 g da folha seca para estimar o teor de saponinas,
segundo Schenkel et al. (2017).

A presenca de precipitados ou a intensidade da cor foram consideradas como
respostas a esses ensaios. Os resultados foram expressos em relagdo aos metabdlitos
detectados (+) ou néo detectados (-) como previamente descrito (Fontoura et al. 2015).
Anélise HPLC-DAD

A andlise por HPLC foi realizada para detectar classes de metabolitos secundarios
do extrato etandlico das folhas de P. aduncum. A amostra foi analisada em um sistema
analitico LC (LC-6AD, Shimadzu, Kyoto, Japdo) com um detector de matriz de diodos
(DAD) monitorado em A =200 - 600 nm. A coluna LC de C-18 (25 cm x 4,6 mm; tamanho
de particula, 5 um), com uma pequena pré-coluna (2,5 cm x 3 mm) contendo a mesma
embalagem, usada para proteger a coluna. Em cada andlise, a vazéo e o volume injetado
foram fixados em 1,0 mL/min e 20 pL, respectivamente. Todas as analises
cromatograficas foram realizadas a 22 °C.

A eluicdo foi realizada usando uma fase mével binaria de &gua com acido acético
a 6% e acetato de sodio 2 mM (eluente A) e acetonitrila (eluente B). O seguinte gradiente
foi aplicado: 5% B (0 min), 15% B (30 min), 50% B (35 min) e 100% B (45 min). E
padrdes representando os compostos fendlicos simples e polifendis (Sigma, ~97%) foram
preparados em uma concentracdo inicial de 1000 pg/mL. As concentracdes dos
compostos foram determinadas por calibracdo externa apés diluicGes apropriadas na faixa
de 0,01-10 pg/mL.

Determinacdo dos compostos fendélicos

A determinacdo dos compostos fendlicos a partir de 100 mg de extrato etandlico

foi realizada por meio do método de Folin-Ciocalteu’s (Souza et al. 2007). Os testes foram

realizados utilizando espectrofotdmetro na regidao de 750 nm, cubetas de quartzo, e como
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padrdo acido gélico (10 to 300 pg/mL), por interpolacdo da absorbancia das amostras
através da curva de calibracdo (y = 0 .0077 x - 0.0228; R2 = 0.9985). O delineamento
experimental consistiu em trés repeticGes para cada concentracdo e o calculo das médias
foi acompanhado pelo desvio padrdo (Souza et al. 2007).
Determinacdo dos flavonoides

O método utilizado para a determinacéo de flavonoides no extrato etandlico foi
adaptado por Peixoto et al. (2008). Como padrédo foi utilizada quercetina (0,5 mg/mL)
para construir a curva de calibracdo nas concentragdes de: 0,04; 0,2; 0,4; 2; 4; 8; 12; 16;
20 pg/mL (y= 0,0637 x - 0,0067 Rz = 0,9991). As analises foram realizadas por
espectrofotometria no comprimento de onda de 420 nm, em cubetas de quartzo. O
delineamento experimental constituiu de trés repeticbes para cada concentracdo e o
calculo das médias foi acompanhado do desvio padrao.
Atividade antioxidante

O potencial antioxidante do extrato etanolico foi determinado com base na
atividade sequestradora de radicais livres do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil - DPPH (Souza
et al. 2007). O extrato nas concentragdes de 250, 200, 150, 100, 50 e 25 ug/mL foram
adicionados a 2 mL de uma solucdo de DPPH em metanol (24 mg/100mL de metanol).
Apds 30 min, a absorbancia foi determinada em um espectrofotbmetro UV-VIS a 515
nm. A solucdo de DPPH em metanol foi utilizada como controle negativo e o controle
positivo foi BHT (butilhidroxitolueno), quercetina e é&cido galico nas mesmas
concentracgdes utilizadas nas amostras (Thaipong et al. 2006).

O percentual de inibicdo (% 1) foi calculado pela formula: % I = (A0-A)/A0) x
100, onde AQ é a absorbancia do DPPH (controle) e A é a absorbancia da amostra. Os
resultados foram expressos através do calculador do 1Cso, esse representa a concentracéo

da amostra, que é necessario para inibir 50% dos radicais livres DPPH (Souza et al. 2007).
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Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do extrato de P. aduncum foi avaliada contra uma cepa
de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC) de Escherichia coli (ATCC
25922) e dois isolados clinicos resistentes: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) e Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KP-KPC).
Teste de disco de difusdo em agar

Inicialmente, foi realizada uma triagem pela técnica de difusdo em disco (DD),
adaptado de Clinical laboratory standards institute (CLSI 2012a). Discos de papel filtro
com 6mm receberam o extrato bruto nas concentragdes 2000 pg/disco e 500 pg/disco,
suspensos em agua destilada estéril com Tween a 5%. A partir de culturas puras de 24 h
em agar Muller-Hinton foi preparada uma suspensdo bacteriana em 2 mL salina esteril
com turbidez de acordo com a escala 0,5 de McFarland. Com um swab umedecido na
suspensdo bacteriana fez-se a semeadura em placas de Petri contendo agar Muller Hinton.
Em seguida, os discos contendo os extratos foram distribuidos em duplicata. Como
controle positivo, de inibicdo de crescimento, utilizou-se os discos de ciprofloxacina - 05
Hg (Cecon®, Séo Paulo, Brasil) e ertapenem - 10 pg (ERT) (Sigmae, Saint Louis, EUA),
e como controle negativo, discos contendo agua destilada estéril com Tween 5%. A
leitura dos halos de inibicdo de crescimento foi realizada apos 24h de incubacédo a 35°
2°C.

A interpretacdo da atividade antimicrobiana nos ensaios realizados pelo método
de (DD) foram as seguintes: halos com didmetro < 8§ mm (ndo sensivel), entre de 9-14
mm (sensivel), entre 15-19mm (muito sensivel) ¢ > 20 mm (extremamente sensivel)

conforme Moreira et al. (2005).
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Teste de microdiluicéo de caldo

Da bactéria com halo de inibicdo > que 8mm no teste de DD, foi determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM) por ensaio de microdiluicdo em caldo (adaptado
de CLSI 2012b), com modificagdes, conforme descrito anteriormente (Vitorelli-Venancio
et al. 2021). Suspensdes bacterianas foram preparadas em solucdo salina (0,85%)
ajustadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland e diluidas em caldo Mueller Hinton
cation-ajustado (CAMHB) (CLSI 2012b). Placas de microtitulagdo de 96 pogos, fundo
“U”, contendo dilui¢cdes seriadas do extrato nas concentragdes de 2000 a 3,91 pg/mL
receberam 100 pL de suspensdao microbiana. Ertapenem (Sigma®, Saint Louis, EUA) foi
utilizado como antimicrobiano padrdo em concentragdes variando de 32 a 0,062 pg/mL.
Em cada teste utilizamos pocos contendo apenas CAMHB, pogos com caldo e indculo, e
pocos com caldo, inoculo e solvente do extrato a fim de provar a esterilidade do meio de
cultura, viabilidade do inoculo bacteriano e neutralidade do solvente, respectivamente.
As placas foram incubadas a 35° = 2°C por 20h. A CIM foi definida como a menor
concentracdo de extrato que inibiu completamente o crescimento bacteriano.
Linhagem celular e condicdes de cultivo

A linhagem celular de adenocarcinoma intestinal humano HT-29 (ATCC HTB-
38), foi gentilmente cedida pela professora Dra. Renata Trentin Perdomo. As células
foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM - Gibco®),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (v/v), 0,1% de penicilina (100 pg/mL)

[estreptomicina (100 pug/mL) (v/v), em incubadora a 37°C com atmosfera de 5% de CO..



45

Agente Quimico

Como agente indutor de danos foi utilizado o quimioterdpico Dacarbazina na
concentragédo de 1400 pg/mL.
Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada pelo teste colorimétrico MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide) conforme protocolo de
Poindessous et al. (2003) e Mauro et al. (2011). Células HT-29 (2 x 10% foram
adicionadas em pocos de placas de 96 pogos e mantidas por 24h a 37°C em incubadora
com 5% de COj. Os tratamentos foram realizados por 24 e 48h com diferentes
concentracdes do extrato (62,50, 125, 250 e 500ug/mL). Ao final dos tratamentos, as
placas foram incubadas com MTT 3,5 mg/mL por 4h. O meio de cultivo foi removido e
adicionado DMSO para leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Robonik®, Campo
Grande, Brasil) em filtro de 540nm. Para cada experimento foram realizadas trés
repeticOes independentes em quintuplicatas.

Ensaio do Cometa (avaliacéo de genotoxicidade).

Para realizacdo do ensaio do Cometa foi utilizado o protocolo de Singh et al.
(1988). Cerca de 2 x 10° células foram semeadas sobre laminulas em placas de 06 pogos
e mantidas em cultura por um periodo de 24 h para estabilizacéo e fixacdo das células nas
laminulas, sendo realizada também trés procedimentos independentes. O ensaio foi assim
delineado: Controle Negno (DMSO 5%), Controle positivo (dacarbazina 1400 pg/mL),
Grupo P. aduncum na concentracdo de 500 pg/mL e grupo Grupo P. aduncum (500
pg/mL) associado a Dacarbazina (1400 pg/mL).

Ap0ds o periodo de tratamento as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em
meio a cultura. A suspensdo celular (20uL) foi misturada a agarose LMP 0,5% (120uL,

low melting point), a 37°C, e distribuida sobre laminas de microscopia, pré-gelatinizadas
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com agarose normal 1,5%. Apds, removeram-se as laminulas e as laminas foram imersas
em solucéo de lise, protegidas da luz, a 4°C por 1h. Feita a lise, as ldminas foram levadas
para cuba eletroforética, imersas em tampdo a 4°C por 20 min para deshaturacdo. A
eletroforese ocorreu a 4°C por 20 min, a 25V e 300mA (1,6V/cm). Apos eletroforese, as
laminas foram neutralizadas com tampdo, secas e fixadas em dlcool etilico 100% e
armazenadas até analise. No momento da leitura, as laminas foram coradas com 100uL
de brometo de etidio, 200ug/mL, e cobertas com laminulas. O material foi analisado em
microscépio de epifluorescéncia (MOTIC®, Modelo BA410) em objetiva de 40X, com
filtro de excitagdo de 420490nm e filtro de barreira de 520nm. Foram analisadas 100
células por tratamento, em cada repeticdo, classificando-as em: (classe 0) auséncia de
cauda; (classe 1) cauda com até o didmetro da cabeca do cometa; (classe 2) cauda de
tamanho médio, com 2 vezes o didmetro da cabeca; (classe 3) cauda longa, com
comprimento superior a 2 vezes o diametro da cabeca (Kobayashi et al. 1995).
Avaliacao de morte celular

As mortes celulares foram avaliadas por ensaio morfolégico segundo o protocolo
de Oliveira et al. (2007), diferenciadas em apoptoticas ou necroticas. A técnica para
deteccdo da viabilidade celular, indice de apoptose e de necrose foi a de coloragédo
diferencial com laranja de acridina e brometo de etideo. Foram semeadas 5 x 10° células
em placas de 12 poc¢os e mantidas em incubadora por 24h. Apds esse periodo as células
foram submetidas a 4h de tratamento seguidos por 24h em meio livre de droga (4h + 24h).
Para cada experimento, foram realizadas duas repeti¢cbes independentes, no seguinte
delineamento: Grupo controle negativo (DMSO 5%), Grupo Controle Positivo
(dacarbazina 1400ug/mL) Grupo P. aduncum (500ug/mL) e grupo Associacdo (P.
aduncum 500ug/mL + 1400ug/mL de dacarbazina). As laminas foram preparadas com

20 pL de suspensdo celular e 2 pL de corante contendo brometo de etidio (100 pg/mL) e
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acridina laranja (100 pg/mL), na propor¢do de 1:1. Foram analisadas 100 células por
replicata em microscopio de epifluorescéncia (MOTIC®, Modelo BA410) em aumento
de 400x.

A classificacdo das células foi realizada segundo a descrigdo: (1) células vivas com
membrana funcional possuem coloragdo verde uniforme em seu nucleo; (I1) células em
apoptose inicial com membrana funcional, mas com fragmentacdo de DNA, demonstram
uma coloragdo verde no nucleo e citoplasma, sendo visivel uma marginalizacdo do seu
contetdo nuclear; (111) células em apoptose final apresentam areas coradas em alaranjado,
tanto no citoplasma como nos locais onde a cromatina esta condensada no nucleo, o que
as distingue de células necréticas; (IV) células necréticas tém coloracdo alaranjada
uniforme no nucleo (Oliveira et al. 2007).

Andlise estatistica

As atividades antioxidante, citotoxica, genotdxica e apoptotica foram expressas
como media + desvio padrdo. A analise estatistica e grafica foi realizada utilizando-se o
software INSTAT, aplicando-se o teste ANOVA/Tukey para comparacdes das diferencas

estatisticas, considerando P < 0,05 considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS
Determinacdao fitoquimica dos constituintes

A analise fitoquimica do extrato etandlico de folhas de P. aducum revelou classes
de metabolitos secundarios como compostos fendlicos, flavondides, taninos, alcaldides,
triterpenos, esterdides e saponinas.

Na tabela | estdo descritos os compostos fendlicos e flavonoides identificados no

extrato de P. aduncum e a figura 2 ilustra o cromatograma desses compostos.
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Tabela 1. Compostos fendlicos e flavonoides identificados em extrato

etanolico das folhas de P. aduncum por HPLC-DAD-MS

Tempo de Comprimento E6rmula
retencéo Compostos de onda Molecular
(min) (nm) °
2.7 Acido galico 270 C7HsOs
4,6 Galocatequina 275 C15H1407
11,1 Epigalocatequina 278 C15H1407
11,7 Catequina 275 C15H1406
13,5 Acido p-coumérico 325 CoHsO3
17,8 Epicatequina 278 CisH1407
24.8 Quercetina 3-O-Glicosideo 260 C21H19012
25,9 Kaempferol 3-O-Glicosideo 258 C21H20011
36,7 Luteolina 320 C15H1006
42,7 Apigenina 268 C15H100s

L= 15 25 =5 45

Retention time (min)

Figura 2. Cromatograma dos compostos fendlicos e flavonoides detectados no extrato
etandlico das folhas de P. aducum por HPLC-DAD. (1) Acido galico, (2) Galocatequina,
(3) Epigalocatequina, (4) Catequina, (5) Acido p-coumarico, (6) Epicatequina, (7)
Quercetina 3-O-Glicosideo, (8) Kaempferol 3-O-Glicosideo, (9) Luteolina e (10)
Apigenina.

A identificacdo de compostos individuais foi realizada comparando os tempos de
retencdo das amostras com os sinais obtidos para os padrdes (Tabela I). Dez compostos
foram detectados no extrato de acordo com seu tempo de retencéo ilustrado na figura 2.
Atividade antioxidante

O extrato etandlico e os padrbes (BHT, acido galico e quercetina), inibem 50% da
concentragdo inicial de DPPH, conforme os valores representados na tabela 11. O valor de

ICso de 0,29 mg/g obtido para o extrato etandlico foi significativamente diferente (p <
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0,05) dos obtidos para o padréo de &cido gélico (0,02 mg/g) e quercetina (0,11 mg/g), mas
néo difere estatisticamente do padrdo BHT (p > 0,05).

Tabela I1. Teor de fendis e flavonoides totais e concentragdes necessarias para inibir
50% do radical DPPH (ICso) do extrato etandlico de P. aduncum e dos Padrdes

(acido gélico, quercetina e BHT)

Amostras/Padrdes Fendis Flavonoides (mg/g I1Cso0 (MQ/Q)
(mg/g de acido de quercetina)
galico)

Ext. etandlico de P. 235,30 £0,98 198,55+ 1,12 0,29 +0,24%

Aduncum
Ac. Galico ~ mmeeemmeeeees s 0,02+0,55°"
Quercetina ~ smemmmmmemeemeees e 0,11+1.06°
BHT s s 0,27 £0,05°

Ext. etandlico= Extrato etandlico. BHT= Butilhidroxitolueno (padréo). Medias seguidas de
mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo

teste de Tukey.

Teste de susceptibilidade antimicrobiana

Neste estudo, foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato etanolico de P.
aduncum frente as bactérias Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KP-KPC).

Na triagem inicial realizada por meio da técnica de difusdo disco em agar, o
extrato ndo demonstrou atividade antimicrobiana nas concentracdes (500 pg/disco e 2000
pg/disco) sobre Escherichia coli e MRSA.

Em placas com KP-KPC foi observado halos de inibicdo de crescimento de 8,5 +

0,7lmm e de 10,5 = 2,12mm nas concentragdes de 500ug/disco e 2000ug/disco,
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respectivamente. No teste de microdiluigdo em caldo o extrato de P. aduncum apresentou

uma CIM superior a 2000 pg/mL sobre KP-KPC.

Figura 3. Foto ilustrativa do teste de susceptibilidade pelo método de disco difusdo em
agar. (A) Escherichia coli ATCC 25922, (B) KP-KPC, (C) MRSA

Citotoxicidade

O resultado do ensaio de MTT demonstrou que P. aduncum manteve a viabilidade
das células HT-29, em 24 h, nas concentra¢des de 62,50; 125; 250 ug/mL, porém a
concentracao de 500 pg/mL reduziu em menos de 50% o niimero de células. Enquanto o
grupo controle, Dacarbazina apresentou 57,3% de reducéo (Fig.5).
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Figura 5. Gréfico de Viabilidade de células HT-29 frente a diferentes concentragdes do

extrato de P. aduncum e Dacarbazina em 24 h.
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Em 48h, houve a manutengdo dos resultados observados em 24 horas para as
concentragdes de 62,50; 125 e 250 pg/mL. No entanto, a concentragdo de 500 pg/mL
reduziu significativamente (47,4%) a viabilidade das células HT-29. Este resultado foi
comparado com a dacarbazina que apresentou reducdo de 50,3% do nimero de células,
confirmando assim a atividade citotoxica de P.aduncum na maior concentracao testada.

Baseado na viabilidade celular de cada uma das concentracgdes, foi calculada a
ICso para esse extrato. Porém, ndo foi verificada a formacéo de uma curva dose-resposta.
Desta forma os resultados apresentados ndo obtiveram uma concentracdo que gerasse

uma ICso.
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Figura 6. Grafico de viabilidade de células HT-29 frente a diferentes
concentragdes do extrato de P. aduncum e da Dacarbazina em 48h.

Genotoxicidade

No ensaio de cometa (Tabela 2) o extrato da P. aduncum induziu aumento
significativo na frequéncia de danos no DNA na dose de 500pg/mL, apresentando média
de 47,7£2,99 de células lesionadas. Esse resultado, quando comparado com o controle

(4,28+2,81), demonstra que a P. aduncum na concentracgdo testada apresentou atividade
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genotoxica. E em associagdo com a Dacarbazina a P. aduncum apresentou aumento dos
danos (90,57+1,87), como ilustrado na tabela I1.

Tabela I11. Média + desvio padréo da frequéncia de células lesionadas, distribuigado
entre classes de danos e escores relacionados ao teste de genotoxicidade e

antigenotoxicidade da P. aduncum em células HT-29.

Células
Gr_upos . lesionadas Classe de danos Escore
experimentais Média + DP
0 1 2 3
Controle 4,29 95,71 4,29 00,00 0,00 4,29

+2.812 +281 +281 + 00,00 + 00,00 +2.812
Dacarbazina 97,14 2,86 6,43 10,51 80,20 268,05

+2,14P +2.41 + 2,88 +2,22 +2.88 +4,83°

P. aduncum 47,57 52,43 47,20 0,37 0,00 = 47,94 +
500 pg +2,99° +2,38 +2,05 +1,25 00,00 2,612
P. aduncum + 90,57 14,43 5,00 8,43 72,14 2,38

Dacarbazina +1,87° +143 +2.15 +2.66 +3,10 + 3,15°

Média de células lesionadas em 100 células analisadas em triplicata. ConcentracGes
testadas: Dacarbazina 1400 pg/mL; Piper aduncam 500 pg/mL. DP: Desvio Padrao.

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas.

Apoptose

No teste de apoptose in situ o extrato etandlico de P. aduncum nao induziu morte
celular (4,98 * 1,85) nas células HT-29 se comparado com o controle negativo (4,25 +
1,25). Porém, em associacdo com a dacarbazina observou-se aumento (79,53 £ 2,64) no

numero de células apoptoticas como ilustrado na Tabela 1V.
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Tabela 1V. Média + Desvio padréo da frequéncia de células HT-29 apoptdticas e

necroéticas apos 24 h de exposi¢do a Piper aduncum e Dacarbazina.

Grupos experimentais ~ Células Apoptoéticas + DP Células Necroticas £ DP
Controle 4,25 + 1,252 0,9 £ 0,892
Dacarbazina 82,7 +2,88° 38+177°
P. aduncum 4,98 + 1,852 0,86 +0,93?
P. aduncum Associado 79,53 * 2,64° 3,16 +1,98°

Frequéncia de células apoptoéticas e necroticas. Foram analisadas 100 células, os dados
representam a média e o desvio padrdo (DP) de 100 células analisadas em triplicata.
ConcentracOes testadas: Dacarbazina 1400 pg/mL; Piper aduncam 500 pg/mL. Letras

diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas.

DISCUSSAO
Extratos e 0leos de plantas ha muito tempo tém servido de base para diversas

aplicacdes na medicina tradicional (Barh et al.,2013; Monzote et al. 2017).

Piper aduncum L. (Piperaceae) € um arbusto amplamente distribuido na América
do Sul (Equador, Brasil, Bolivia), America Central (Costa Rica, Panama), Caribe (Cuba),
Oceania (Papua Nova Giné) e China (Salehi et al, 2019). Sua ocorréncia ja foi registrada
nas 5 regides do Brasil: Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Ronddnia, Roraima,
Tocantins); Nordeste (Alagoas,Bahia, Ceard, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte); Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rond6nia, Roraima,
Tocantins);Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana,

Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (Guimaraes, 2020).
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O estado do Mato Grosso do Sul destaca-se no cenario nacional e internacional
por meio do agronegécio. E conhecido pela sua rica biodiversidade, composta por trés
biomas principais: o Cerrado, a Mata Atlantica e o Pantanal - Sul-Mato-Grossense. Na
area urbana e rural, existe uma diversidade de plantas que sdo utilizadas na medicina
tradicional, ensinamentos passados, de geracéo a geracdo, por antigos nativos. Apesar do
conhecimento da presenca de algumas espécies pertencentes a familia Piperaceae, pouco
se sabe sobre os componentes fitoquimicos de P. aduncum e sobre as atividades
biolégicas que poderiam confirmar a acdo etnofarmacoldgica dessas plantas
(antimicrobiana, anti-inflamatéria, antifungica, digestiva, diurética, inseticida,

leishmanicida, pesticida e inseticida (Alves 2008, Pavao et al. 2021).

Neste estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de P. aduncum, nativa
do Cerrado Sul-Mato-Grossense foram identificados a presenca de 10 compostos:
flavonoides (galocatequina, epigalocatequina, catequina, epicatequina, quercetina 3-o-
glicosideo, kaempferol 3-o-glicosideo, luteolina e apigenina) e compostos fenolicos
(4cido gélico e acido p-coumarico).

Em outro estudo, Escudero et al. (2008) identificaram a presenca de 11 compostos
em extrato etanodlico das folhas de P. aduncum de cinco regides do Peru, América do Sul,
sendo eles: polifendis (quercetina, floridzina e epicatequina, quercitrina e rutina)
glicoflavonoides, catequina, acido galico, acido clorogénico e floretina, uma
hidrochalcona. Dos nove compostos identificados neste estudo apenas o acido galico,
catequina e epicatequina foram concordantes com os nossos achados.

Lago et al. (2009), na busca por agentes antifungicos ao utilizarem o extrato
etanolico das folhas de P. aduncum, coletado de matrizes em Campos do Jorddo, S&o
Paulo, isolou trés benzoatos de metila prenilados, uma flavanona a pinocembrina e dois

cromenos.
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Dos constituintes identificados por Lago et al. (2009) e Escudero et al. (2008) os
cromenos, benzoatos de metila e hidrochalconas ndo foram identificados no extrato
etandlico da planta em estudo.

Alguns fatores podem estar conectados e esse resultado. As classes de metabdlitos
secundarios presentes em folhas de exemplares de P. aduncum podem diferir de acordo
com a regido geografica, clima e sazonalidade (Arroyo-Acevedo et al. 2015, Lozano et
al. 2021, Oliveira et al. 2013, Ridzuan et al. 2021). O meio ambiente de onde a planta foi
extraida, assim como, idade, clima, solo, incidéncia solar, umidade da regido, também
podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabolitos produzidos, mas tambem as
diversidades dos fitoconstituintes (Gobbo-Neto & Lopes 2007).

Neste estudo o valor de I1Cso de 0,29 mg/g obtido para o extrato etanolico foi
estatisticamente préximo ao padrdo BHT que apresentou ICsode 0,27 mg/g, o que justifica
o0 elevado potencial antioxidante.

Os antioxidantes sdo moléculas que retardam ou inibem o processo de oxidagéo
de moléculas instaveis e podem prevenir danos celulares causados por radicais livres
(Carsono et al. 2022). A atividade antioxidante pode ser induzida pela presenca de
flavondides, fitoconstituinte identificado neste estudo no extrato etanolico de P.
aduncum.

Os flavonoides sdo conhecidos por serem sintetizados pelas plantas e quando este
é inserido na dieta humana, podem afetar a funcédo de sistemas enzimaticos criticamente
envolvidos na geracdo de processos inflamatorios E como uma forma de prote¢do nos
seres humanos, sdo atribuidos a esta classe atividade hepatoprotetora, propriedades anti-
inflamatdrias, atividade moduladora do sistema imunolégico, e os efeitos antioxidantes

contra processos degenerativos como doencgas cardiovasculares, atividade sobre agentes
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infecciosos (bactérias, fungos e virus), atividade anticancerigena e outras doencas
relacionadas a idade (Kumar & Pandey 2013).

Em extratos e fraches de algumas espécies do género Piper, atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas vém sendo
investigadas (Nair & Burker 1990, Orjala et al. 1994, Okunade et al. 1997, Ridzuan et al.
2021). Atividade antimicrobiana j& foram associada a 6leos essenciais de P. aduncum
(Brazédo 2014, Silva et al. 2020; Gutierrez et al. 2016).

Atividade antifingica frente a fungos patogénicos de interesse clinico e
fitopatdgenos tem sido bastante estudada (Calderon-Herrera et al. 2018, Ruiz-Vasquez et
al. 2022). Por outro lado, extrato e Oleo essencial de P. aduncum com comprovada
atividade antibacteriana tem sido descrita em poucos estudos frente a Staphylococcus
coagulase negativos (como S. saprophyticus e S. epidermidis) e S. aureus (Gutierrez et
al. 2016), bactérias essas que podem fazer parte da microbiota normal (S. epidermidis) e
transitoria da pele (S. aureus), mas que diante de condi¢des favoraveis podem causar
infeccdes em diferentes sitios. No entanto, poucos estudos demonstram efetiva inibigédo
de crescimento de bactérias patogénicas, Staphylococcus aureus resistente a meticilina -
MRSA, os quais normalmente sdo multidroga resistentes (Brazao et al. 2014, Silva et al.
2020). Em nosso estudo, o extrato etanodlico de P. aduncum néo foi capaz de inibir o
crescimento de um isolado clinico de MRSA. Nao se sabe se o resultado poderia ser
diferente se utilizassemos um S. aureus sensivel a meticilina, ao invés de um isolado
multidroga resistentes como 0 MRSA. De acordo com estudo prévio (Brazdo et al. 2014)
0 Oleo essencial de P. aduncum é mais eficaz na inibicdo de S. aureus ATCC 25923
(CIM= 500 pg/mL) do que o extrato etandlico (CIM= 1000 pg/mL). Novos testes,
incluindo um numero maior de S. aureus sdo necessarios para confirmar a

susceptibilidade antimicrobiana a este patdgeno.
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Os resultados obtidos confirmam estudos realizados por Silva et al (2020) e
Gutierrez et al (2016) que evidenciaram que extratos e 6leo de P. aduncum ndo
apresentam notavel atividade frente a Gram negativos do grupo das enterobactérias como
E. coli e Klebsiella pneumoniae. Lozano et al. (2021), ao avaliarem o extrato etandlico
das folhas P. aduncum contra a cepa E. coli observaram halo de inibig&o de crescimento
de 7-15 mm, valor este superior ao encontrado no presente estudo. Os resultados do teste
de microdilui¢do por ser quantitativo sdo mais fidedignos do que os do teste de disco
difusdo, que é qualitativo.

Ainda sobre bacilos Gram negativos, reafirmamos a importancia destes, como
agentes de infec¢Oes no trato urinario, pneumonia, infec¢bes de corrente sanguinea e até
infeccé@o disseminada. Novos estudos, com outras espéecies de plantas disponiveis na rica
flora Sul-Mato-Grossense sdo necessarios para detectar atividade antimicrobiana frente a
bactérias multidrogas resistentes como as KP-KPC, responsaveis por infec¢fes graves e
de dificil tratamento. A CIM do extrato para inibir o crescimento da KP-KPC foi
considerada muito elevada (CIM superior a 2000ug.), demonstrando resisténcia desta
bactéria as concentracfes do extrato testadas. Uma das limitacGes deste estudo foi o
nimero reduzido de microrganismos utilizados nos testes de susceptibilidade
antimicrobiana.

Resultados negativos ndo indicam, necessariamente, a auséncia de constituintes
bioativos. O(s) composto(s) ativo(s) pode(m) estar presentes em quantidades insuficientes
nos extratos brutos para mostrar atividade (Taylor et al. 2001).

Até o momento, ndo ha um teste padronizado para se determinar em extratos de
plantas, atividade antimicrobiana, diferente das drogas antimicrobianas, que possuem

concentragdes padronizadas (Gertsch 2011).



58

As variagdes referentes a determinacdo da CIM de extratos de plantas podem ser
atribuidas a varios fatores. Dentre eles, podemos citar a técnica aplicada, o0 microrganismo
e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se 0s extratos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim,
ndo existe método padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos de
produtos naturais (Fennel et al. 2004).

Um estudo propds uma classificacdo para materiais vegetais com base nos
resultados da CIM, considerando como forte inibicdo CIM até 50 pg; inibicdo moderada
a CIM entre 60 e 150 pg e como fraca inibi¢cdo a CIM acima de 160 pg (Aligiannis et al.
2001). De acordo com a classificacdo supracitada, o extrato apresentou fraca inibicao.

Outros estudos, com maior numero de cepas e com diferentes concentracdes de
extrato € essencial para confirmar o potencial antimicrobiano que esta planta apresenta
na literatura.

De acordo com as Diretrizes do National Cancer Institute dos Estados Unidos, um
extrato bruto é considerado com atividade citotoxica in vitro se a 1Csg for < 20ug/mL em
células tumorais in vitro e in vivo (Arroyo et al. 2014). Neste estudo P. aduncum
apresentou 1Cso de 47,4% sobre a linhagem HT-29 na concentragdo de 500 pg/mL,
embora seja similar ao resultado do quimioterapico Dacarbazina, que apresentou ICso de
50%. Essa importante reducdo de células tumorais HT-29, sugere atividade citotoxica.
Apesar de ter sido testado uma unica linhagem celular, o resultado obtido pode ser
considerado em estudos futuros que visam a pesquisa de novos farmacos para o controle
de células tumorais.

O extrato etanolico de folhas de P. aduncum frente a células tumorais pouco é

relatado, mas no estudo de Calderon-Herrera et al. (2018) mostram que P. aduncum
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apresentou baixa citotoxicidade frente as células tumorais de MCF-7, K-562, M-14, DU-
145, HT-29 e H-460.

Wang et al. (2014) testaram o extrato de P. aduncum em células de glioma SF-
368, células de carcinoma de pulmao H-460 e carcinoma de mama humano MCF-7 que
se mostrou citotoxico para essas linhagens com 1C50 nos valores de 23, 25 e 27 pg/ml,
respectivamente.

O efeito citotoxico de muitos extratos vegetais pode estar relacionado a sua
atividade antioxidante. Foi revelado que altas doses de antioxidantes em linhagens de
células tumorais levam atividade citotoxica, geralmente atribuida a componentes
fenolicos, flavonoides, alcaloides, triterpenos e outros (Herrera e t al. 2018).

A citotoxicidade pode ser conceituada como a capacidade que uma substancia
possui de inibir a proliferacdo celular ou causar danos e lesdes as células, que as levam a
morte celular. Assim, as substancias citotoxicas podem diminuir a capacidade de
autorrenovacao de um tecido, ou causar a sua degeneracdo por morte das células. Por sua
vez, essa morte pode ocorrer por mecanismos diferentes, que sdo agrupados em duas
classes morfoldgicas, a necrose e a apoptose (Mauro et al. 2017). Desta forma, ao ser
verificada a citotoxicidade do extrato na maior dose testada, foi evidenciada a necessidade
de identificacdo de mecanismos de morte que estejam relacionados ao resultado obtido
no ensaio de MTT.

Neste intuito, o resultado de MTT obtido neste estudo levou a uma analise mais
profunda sobre a importancia da determina¢do dos mecanismos citotoxicos que este
extrato apresentou. Para tanto, foram realizados dois diferentes ensaios para avaliacao da
genotoxicidade e da dimensédo dos danos celulares apresentados.

Quando avaliado no ensaio de cometa, 0 extrato mostrou-se genotdxico na

concentracdo testada, também foi observado um aumento na frequéncia de danos no DNA
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em uma média de 47,57+2,99 se comparado com o grupo controle que apresentou média
de 4,29+2,81 quando testada isoladamente. Em associagdo com a Dacarbazina, foi
observado um incremento de danos em uma média de 90,57 + 1,87.

No entanto, no ensaio de apoptose ndo houve ativagdo dos mecanismos de morte
na concentracdo de 500 pg/mL, e ndo foi observado um efeito promotor de eventos de
morte no grupo associado (Tabela V).

Desta forma, infere-se que a citotoxicidade observada no MTT provavelmente
esta relacionada a inibicdo da proliferacdo celular frente ao contato das células com o
extrato testado. Esta hipotese é corroborada por meio dos resultados obtidos no ensaio de
genotoxicidade, o qual demonstrou que o extrato de P. aducnum é genotdxico. Ou seja,
danos ao genoma levam a parada do ciclo celular, em especial quando ocorrem alteragdes
cromossdmicas ou na maquinaria mitotica. Estes eventos levam a paralisag@o funcional,
tais como a senescéncia e morte celular tardia (Yaffe et al. 2007).

Com este estudo, fica evidente a necessidade de uma padronizagéo de cultivo da
planta e de extratos padronizados, com marcador quimico evidenciado para validar o uso
tradicional da planta. O conhecimento etnofarmacolégico abre portas para o
desenvolvimento de novos farmacos e gera perspectivas de tratamento utilizando o
contexto cultural. Entretanto, o estudo aqui descrito entende que ha grande importancia
na continuidade de estudo sobre o uso desta planta, pois ocorre em alta incidéncia dentro
da cultura indigena de povos localizados na regido centro-oeste do Brasil, préatica essa
disseminada em especial no estado de Mato Grosso do Sul e hoje presente no comércio
popular local (Alves 2008, Pavao et al. 2021).

Estes direcionamentos sdo importantes, uma vez que o consumo desta planta como
produto curativo ainda é feito sem determinacdo de dosagens adequadas e de suas

caracteristicas quimicas e toxicoldgicas e com a Politica Nacional de Praticas Integrativas
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e Complementares no SUS, com diretrizes e linhas de ac¢do para “Plantas Medicinais e
Fitoterapia no SUS”, e a “Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos”, ha
necessidade de estudos que possam identificar as diferentes propriedades, marcador(s)
quimico(s) e toxicidade para validar a utilizacdo desta planta medicinal nativa do bioma
brasileiro, dentro do SUS (Brasil 2012). De acordo com Martins et al. (2016) é necessario
avaliar cientificamente a toxicidade de plantas para fins medicinais, a fim de evitar riscos
a salde.
CONCLUSAO

O presente estudo identificou compostos fendlicos e flavonoides presentes no
extrato etanolico de Piper aduncum. A atividade antioxidante pode estar relacionada a
presenca dos flavonoides, porém, o extrato ndo apresentou atividade frente a MRSA, E.
coli e KP-KPC, embora, frente as células tumorais (HT-29) o extrato etandlico de Piper

aduncum, mostrou atividade citotoxica e genotdxica sem, entretanto, causar morte.

Investigagbes adicionais sdo necessarias, empregando modelos in vitro em
linhagens tumorais e estudos in vivo com modelos de carcinoma para melhor

compreensdo da atividade antitumoral.
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