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RESUMO

A atual tendéncia de uso de aditivos naturais nas industrias alimenticias,
cosméticas e de medicamentos tem motivado a substituicdo de compostos
sintéticos por naturais. Os 6leos essenciais (OEs) de plantas medicinais sdo uma
fonte bem conhecida de compostos quimicos que exibem varias atividades
biologicas interessantes, incluindo acdo antimicrobiana. Neste estudo,
investigamos a atividade antibacteriana de OEs extraidos de trés espécimes da
familia Piperaceae coletados na regido amazoénica brasileira contra um painel
representativo de bactérias cariogénicas. A concentracao inibitéria minima (CIM)
dos OEs extraidos de Peperomia pellucida (PP-OE), Piper marginatum (PM-OE)
e Piper callosum (PC- OE) contra Streptococcus mutans, S. mitis, S. sanguinis,
S. salivarus, S. sobrinus, Enterococcus faecalis e Lactobacillus casei foi
determinado pelo método de microdiluicdo em microplacas. PM-OE, PC-OE e
PP-OE apresentaram atividade antibacteriana contra todas as bactérias
cariogénicas testadas. PM-OE apresentou a melhor atividade inibitéria, com
valores de CIM variando de 50 a 500 pg/mL. Os menores valores de CIM foram
obtidos para PM-OE contra S. mitis (CIM = 75 ug/mL), Lactobacillus casei (CIM
=50 ug/mL) e S. mutans (CIM = 50 pg/mL). A analise em cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) permitiu a identificacdo da
composicdo quimica de todos os OEs. Os principais constituintes de PM-OE,
PC-OE e PP-OE foram 3,4-(metilenodioxi)propiofenona, a-pineno e dilapiol,
respectivamente. Por fim, foram destacados os compostos que foram detectados
exclusivamente em PM-OE. Nossos resultados sugerem que o PM-OE tem
potencial para ser usado em produtos para tratamento de carie dentaria e

doencas periodontais.

Palavras-chave: atividade antibacteriana; patdégenos orais; Piper callosum;

Piper marginatum; Peperomia pellucida.



ABSTRACT

The current trend toward using natural food additives, cosmetics, and medicines
has motivated industries to substitute synthetic compounds for natural products.
Essential oils (EOs) from medicinal plants are a well-known source of chemical
compounds that display several interesting biological activities, including
antimicrobial action. In this study, we have investigated the antibacterial activity
of EOs extracted from three Piperaceae species collected in the Brazilian
Amazon region against a representative panel of cariogenic bacteria. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of the essential oils extracted from
Peperomia pellucida (PP-EO), Piper marginatum (PM-EO), and Piper callosum
(PC-EOQO) against Streptococcus mutans, S. mitis, S. sanguinis, S. salivarus, S.
sobrinus, Enterococcus faecalis, and Lactobacillus casei was determined by the
microplate microdilution method. PM-EO, PC-EO, and PP-EO displayed
antibacterial activity against all the tested cariogenic bacteria. PM-EO displayed
the best inhibitory activity, with MIC values ranging from 50 to 500 pg/mL. The
lowest MIC values were obtained for PM-EO against S. mitis (MIC = 75 ug/mL),
Lactobacillus casei (MIC = 50 pg/mL), and S. mutans (MIC = 50 ug/mL). Gas
chromatography hyphenated to mass spectrometry (GC-MS) analysis allowed
the chemical composition of all the EOs to be identified. The main constituents of
PM-EO, PC-EO, and PP-EO were 3,4-(methylenedioxy)propiophenone, a-
pinene, and dillapiole, respectively. Finally, the compounds that were exclusively
detected in PM-EO are highlighted. Our results suggest that PM-EO should be
used in products for treating dental caries and periodontal diseases.

Keywords: antibacterial activity; oral pathogens; Piper callosum; Piper

marginatum; Peperomia pellucida
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1. INTRODUCAO

O surgimento de novas doencas, bem como o desenvolvimento de
resisténcia por certos micro-organismos aos farmacos atualmente disponiveis,
tém direcionado os estudos quimicos para a busca de novas substancias com
atividade biolégica. Nesse contexto, o reconhecimento e comprovacdao dos
metabdlitos secundarios como agentes de defesa vém estimulando estudos da
guimica de produtos naturais, que destacam-se pela busca de substancias com
promissoras atividades biolégicas e que possam ser futuros precursores para o
desenvolvimento de novos farmacos.

A importancia dos produtos naturais para o alivio de sintomas ou para o
tratamento de uma ampla gama de doencas tem sido documentado
extensivamente ha séculos. Esses compostos e seus derivados semissintéticos
apresentaram-se como fonte de muitos produtos farmacéuticos importantes nos
ultimos 80 anos [1]. A influéncia marcante de estudos no campo dos produtos
naturais para o desenvolvimento de novos farmacos é evidenciada ao considerar
gue, dentre os novos farmacos aprovados entre os anos 1981 e 2014, apenas
27% séao de origem puramente sintética, sendo, os demais, obtidos de fontes
naturais ou cuja sintese é baseada em produtos obtidos de fonte natural [2].

As plantas séo tradicionalmente estudadas para a obtencao de produtos
naturais que possam ser utilizados no tratamento de uma grande variedade de
doencas. H4, relatos, que datam de cerca de 2.600 a.C na Mesopotamia [3] e
2.900 a.C na medicina Egipcia [4], da utilizacdo de produtos naturais na forma
bruta como extratos e 6leos. No entanto, o progresso cientifico no altimo século
tem permitido o isolamento, elucidacdo estrutural e identificacdo de principios
ativos desses extratos e uma seérie de produtos naturais biologicamente ativos
estdo agora disponiveis na forma pura. Exemplos significativos de tais
substancias incluem morfina, quinina, reserpina, cocaina e efedrina.

A atual tendéncia na dire¢do de produtos minimamente processados tem
encorajado o desenvolvimento de aditivos naturais alternativos que podem
performar o mesmo funcionamento que os aditivos sintéticos. Neste cenario, 0s
Oleos essenciais (OE) extraidos de plantas medicinais tém sido avaliados para

sua aplicacdo segura e ecologica na industria farmacéutica, cosmeética e



alimenticia [5]. OEs sdo misturas de compostos volateis produzidos pelo
metabolismo especializado das plantas para desempenhar funcdes de
sobrevivéncia [6]. Propriedades bioldgicas interessantes, como atividades
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatoérias e anticancerigenas tém sido
atribuidas a complexa constituicdo quimica dos OEs [7]. Terpenoides,
especialmente monoterpenos e sesquiterpenos, sdo 0s principais constituintes
guimicos dos OEs e tem comprovado desempenhar um papel fundamental na
inibicAo patdgenos [8]. Especificamente, os monoterpenoides afetam a
multiplicacdo e o desenvolvimento de microrganismos, interferindo em seus
processos fisioldgicos e bioquimicos [9].

Bactérias orais pertencente ao género Streptococcus podem produzir
moléculas adesivas que lhes permitem colonizar diferentes tecidos na boca
através da formacéo de biofilme [10]. As mesmas bactérias podem fermentar
carboidratos, gerando acidos como subprodutos, que culminam na
desmineralizacdo do dente e cavitacdo (carie dentaria) [11]. Streptococcus
mutans é um dos principais agentes causadores da céarie dentaria - coloniza a
superficie do dente e metaboliza diferentes tipos de carboidratos, usando-os
para formar biofilmes sobre a superficie do dente sob condic6es de baixo pH
[12].

A clorexidina é o agente quimico anti-cariogénico padrao ouro porque
exerce efeito bacteriostatico e bactericida contra varios microrganismos orais
[13]. No entanto, os biocidas orais sintéticos, incluindo clorexidina, estdo caindo
em desuso devido aos efeitos adversos associados ao uso frequente e a
preocupagao com o surgimento de resisténcia microbiana [14]. De fato, OEs séao
antimicrobianos eficazes que podem ser empregados como uma alternativa para
produtos anti-cariogénicos tradicionais, especialmente para uso a longo prazo.

Piperaceae, uma grande familia de angiospermas, € composta por cerca
de 3700 espécies, sendo Piper e Peperomia 0os géneros mais representativos.
Na medicina popular, as espécies de Piper e Peperomia sdo usadas para tratar
muitas doencas, tendo sido relatados numerosos bioensaios com Oleos
essenciais, extratos, fracdes e compostos puros obtidos dessas plantas [15,16].
A analise quimica de OEs extraidos de plantas Piperaceae tem revelado a
presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropanoides [17] que possuem

interessantes propriedades biolégicas. Espécies Piper, também conhecidas
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como “pimenta”, tem aplicacdo conhecida na gastronomia, e seus metabdlicos
secundarios tem uma ampla gama de efeitos na saude humana [18]. De
particular interesse € o potencial antimicrobiano do género Piper, que tem sido
atil no tratamento da periodontite cronica [19,20].

O presente estudo foi publicado em 2022 na revista cientifica
Pharmaceuticals (MDPI): Carvalho, E.S.; Ayres, V.F.S.; Oliveira, M.R.; Corréa,
G.M.; Takeara, R.; Guimaraes, A.C.; Santiago, M.B.; Oliveira, T.A.S.; Martins,
C.H.G.; Crotti, A.E.M.; Silva, E. O. Anticariogenic Activity of Three Essential Oils
from Brazilian Piperaceae. Pharmaceuticals 2022, 15, 972. https://doi.org/
10.3390/ph15080972.

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar e comparar as atividades
antimicrobianas dos OEs extraidos de folhas frescas de trés espécies brasileiras
de Piperaceae (Piper marginatum, Piper callosum e Peperomia pellucida) contra
um painel representativo de bactérias cariogénicas. A composi¢cdo quimica de

cada OE foi determinada por analise em CG-EM.

2.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar quimicamente os 0leos essenciais extraidos das folhas
de Peperomia pellucida, Piper marginatum e Piper callosum por
andlise em Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM);

e Comparar a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais dos trés
espécimes em estudo;

e Avaliar a atividade antimicrobiana frente a bactérias patogénicas orais
dos dleos essenciais utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo;

e Correlacionar os componentes quimicos majoritarios de cada 6leo

essencial com a atividade biolégica observada.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 OLEOS ESSENCIAIS: COMPOSICAO QUIMICA — TERPENOS E
FENILPROPENOS

Historicamente as plantas, e por consequéncia seus OEs, sdo utilizadas
para dar sabor a alimentos, bebidas, ou ainda para disfarcar odores. Ha muito
tempo também sdo utilizados no combate a doencas, como cosméticos, e
pesticidas, funcdes que tornaram os OEs agentes capazes de influenciar o bem-
estar humano e até de animais, ratificando assim a existéncia de uma antiga
tradicdo sociocultural e socioecondmica na utilizacdo dos OEs [21].

Para producdo de substancias como os OEs e para sua propria
sobrevivéncia, as plantas realizam dois metabolismos: o primério e o secundario.
O primeiro tem a funcéo de formar os macronutrientes do organismo (proteinas,
carboidratos e lipidios), acidos nucleicos e outros compostos importantes [22]. O
metabolismo secundario ocorre nas plantas e em alguns outros seres Vivos
através da biossintese de substancias especificas das reacdes de tal
metabolismo. Fato relevante para este metabolismo é que ele sofre a influéncia
gue fatores externos, tais como temperatura, sazonalidade, irradiagcao, altitude,
entre outros, exercem sobre as plantas. Esses fatores sdo capazes de alterar a
guantidade e qualidade dos metabolitos secundarios formados, o que afetara
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e reprodutivos [23]. A Figura 1
ilustra a influéncia de fatores externos no metabolismo secundario.

Os Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos
hidrofobicos volateis obtidos de diferentes partes das plantas, principalmente
folhas e flores, a partir do metabolismo secundario que essas realizam,
geralmente com forte odor. Os 6leos essenciais sdo principalmente ricos em
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos) e fenilpropanoides, apresentando
também ésteres, aldeidos, fenodis, éteres e peroxidos [24]. No entanto, a
composicdo quimica dos OEs pode variar com a localizacdo geogréfica,
condi¢cdes climéticas, época de coleta ou variagdes entre individuos da mesma
espécie (ou seja, quimiotipos). Essas variacbes também podem afetar a

toxicidade e os efeitos bioldgicos dos OEs [25].
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Figura 1 - Fatores que influenciam o metabolismo secundario vegetal
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Fonte: Nogueira, 2019

3.1.1 Terpenos

Os terpenos podem ser caracterizados como hidrocarbonetos insaturados
[27]. Caso a estrutura do terpeno apresente oxigénio, ele passara entdo a se
chamar terpenoide. Tanto os terpenos quanto os terpenoides possuem em suas
estruturas blocos de cinco carbonos denominados isopreno (CsHs) que se ligam
entre si, geralmente, pela ordem cabeca-cauda de acordo a “regra do isopreno”
[28]. Porém, existem terpenos como o [(-caroteno que apresentam a ordem
cauda-cauda, sendo assim chamados de terpenos irregulares.

A depender das rotas metabdlicas, via do mevalonato ou via do 1-
desoxilulose 5-fosfato DXP, diferentes terpenos podem ser produzidos, tais
como os monoterpenos (10 atomos de carbono), sesquiterpenos (15 atomos de
carbono), diterpenos (20 atomos de carbono), sesterpenos (25 atomos de
carbonos), triterpenos (30 &tomos de carbonos), tetraterpenos (40 atomos de
carbonos) e polisoprenoides [26]. A Tabela 1, traz os principais terpenos
constituintes de alguns OEs.

Uma caracteristica importante dos monoterpenos e sesquiterpenos, de

menor massa molecular, é a volatilidade acentuada em relacdo aquelas
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moléculas de tamanhos maiores aos sesquiterpenos. Tal caracteristica €

relevante para o aroma dos produtos naturais [29].

Tabela 1 - Principais terpenos constituintes de alguns OEs.

Oleo essencial

Principais constituintes

Bergamota

Casca de laranja

Copaiba

Cravo

Gengibre

Horteld pimenta

Limao

Pimenta

Toranja

Esteres de é&lcoois monoterpénicos (linalil acetato,
neril acetato, geranil acetato); monoterpenos
(limoneno, B-pineno, y-terpineno); monoterpenoides
(linalol, geraniol, geranial, neral).

Monoterpenos (limoneno, mirceno);
sesquiterpenoides (B-sinensal, a-sinensal),
sesquiterpeno (valence

no); monoterpenoides (decanal, linalol, neral, geranial,
citronelal), outros compostos (octanal).
Sesquiterpeno: B-cariofileno.

Sesquiterpenos (a-humuleno, cariofileno); compostos
fendlicos (eugenol, eugenil acetato).

Sesquiterpenos (zingibereno, AR-curcumeno, -
sesquifelandreno, bisaboleno); monoterpenos
(canfeno,

B-felandreno), monoterpenoide (1,8-cineol)
Monoterpenoide (isomentona, (-)-mentol, (-)-mentona,
1,8-cineol, mentofurano); monoterpeno (limone
no), alcoois (octan-3-ol, oct-1-en-3-ol).

Monoterpenos (limoneno, [-pineno, Yy-terpineno);
monoterpenoides (geranial, neral, citronelal, linalol);
outros compostos (neril acetato, geranil acetato,
nonanal).

Monoterpeno (sabineno).

Monoterpenos (limoneno, mirceno), monoterpenoide
(decanal, linalol, citronelol, neral, geranial); sesqui
terpenoide (nootkatona, B-sinensal); outro composto
(octanal).

Fonte: Adaptado de Nogueira, 2019

3.1.2 Fenilpropanoides

Os fenilpropanoides séo caracterizados por uma estrutura basica formada

por um anel benzénico mais uma cadeia carbénica lateral, e ainda pode conter

substituintes como oxigénio ligado a tal estrutura [30]. Possuem relevante

atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral, cicatrizante e antibiotica [31].

Sao derivados da glicose a partir da via do acido chiquimico que é formado

apos passar por uma série de desidratacdes e reducbes no metabolismo da

glicose. Ao ser sintetizado o acido chiguimico pode ser convertido em acido
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corismico que ao sofrer rearranjo intramolecular origina o acido prefénico que
por sua vez ira gerar os aminoacidos fenilalanina e tirosina, que sao agentes
iniciadores dos fenilpropanoides, Figura 2 [26].

Figura 2 - Esquema simplificado da formacéo dos fenilpropanoides
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FENILPROPANOIDES

Fonte: adaptado de Simdes, 2003

3.2 O MERCADO MUNDIAL DE OE

A producéo de OE no Brasil tem crescido ao longo dos anos, fazendo com
gue se torne um pais cada vez mais importante no mercado de 6leo essencial
do mundo. Existem algumas ferramentas de pesquisas que permitem a
obtencgdao, de forma gratuita, dos dados de importagéo e exportagao de produgéo
de OE no mundo.

As bases de dados Comex Stat, brasileira, COMTRADE, ITC Trade Map
mundiais, permitem o levantamento dos dados de exportagdo e importacéo de
varios tipos de produtos, dentre eles os 6leos essenciais. A primeira refere-se a

um portal de acesso gratuito as informac6es do comércio exterior no Brasil,
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permitindo a verificacdo detalhada das importacbes e exportacbes, porém
atualmente com os dados indisponiveis [33].

A ITC Trade Map mostra estatisticas do comércio mundial para o
desenvolvimento internacional das empresas. Através de graficos, tabelas e
mapas ela fornece indicadores de desempenho de exportacdo, de demanda do
mercado, e ainda um acervo de empresas exportadoras e importadoras de uma
gama de servicos e produtos [34].

A COMTRADE (United Nations Commodity Trade Statistics Database)
possui dados de importagdo e exportacdo internacional anual e mensal,
detalhados de mais de 170 paises, incluindo o Brasil [35]. De acordo com o0s
dados recolhidos para o Brasil na base COMTRADE, Figura 3, podemos
perceber um crescimento nas exportacdes de 6leos essenciais nos ultimos 4

anos com um valor de, aproximadamente, 990 milhdes de ddlares em 2022.

Figura 3 - Dados de exportacdes e importacdes de OEs do Brasil entre 2011 e 2022
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mExportagdo mImportacdo

Fonte: COMTRADE, 2023

No mundo, os principais paises envolvidos no comércio de OEs s&o india,
China, Estados Unidos, Franca e Brasil quando se trata de valores em doélar
americano, US$. Na Figura 4 € possivel verificar que a Franga nos ultimos 5
anos tem sido a maior exportadora em termos de valores, seguida dos Estados
Unidos, que porém, em 2022 teve um valor de importacdo maior que o valor de
exportacao para 0 mesmo ano, como mostra a Figura 5, na qual verifica-se que

o maior importador de OE em termos de valores entre 2019 e 2022 foi a China.
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Figura 4 - Principais paises exportadores de OEs no mundo
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Fonte: COMTRADE, 2023

Figura 5 - Principais paises importadores de OEs no mundo

Principais paises comerciantes de OE (importagao)

2018 2019 2020 2021 2022

BBrasi mEstados Unidos ®Franca =China Mmindia

Fonte: COMTRADE,2023

Ao se tratar de quantidades de OEs produzidos, os paises que se

destacam s&o Brasil, em 1° lugar, e a india, em 2°, com as maiores quantidades
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em tonelas de OE exportados. Isso se da em funcdo da crescente produgéo
brasileira de OE de laranja (Citrus sinensis) e lima destilada (Citrus aurantifolia)
[34].

Figura 6 - Principais exportadores em toneladas de OEs
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Fonte: ITC Trade Map, 2023

3.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS APRESENTADAS PELOS OES

Enxaguantes bucais a base de 6leos essenciais tém sido usados para
prevenir doencas dentarias e periodontais desde o século XIX [36]. Van Leeuwen
e colaboradores demonstraram que o0s enxaguantes bucais a base de 6leos
essenciais sdo tao eficientes quanto a clorexidina (CHD), o padrdo ouro no
controle da placa dentéria, para atuacao a longo prazo da inflamacgéo gengival,
com a vantagem de que o primeiro ndo causa manchas ou calculos [36]. Além
disso, os enxaguantes bucais a base de 6leos essenciais sdo “naturais” e nao
provocam resisténcia bacteriana visto que sado misturas de compostos. Neste
cenario, mais na Ultima década, varios estudos sobre o efeito da atividade
antibacteriana dos OEs contra doencas cariogénicas e bactérias periodontais
foram realizadas por diferentes métodos [37]. Os métodos de microdiluicdo sdo
0s mais frequentemente utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana de
OEs e compostos puros destes contra patégenos orais. Vantagens dos métodos

de microdiluicdo em comparacdo com outros métodos incluem reprodutibilidade
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e economia de reagentes e espaco devido a miniaturizacao do teste [37]. Além
disso, os métodos de microdiluicdo permitem o bioensaio ser realizado de forma
padronizada, permitindo a relevancia clinica dos resultados a serem avaliados
[37,38].

Os resultados dos métodos de microdiluicdo sdo interpretados em termos de
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). CIM € a concentracdo mais baixa do
agente antimicrobiano (por exemplo, um OE, um extrato ou um produto puro ou
composto) que inibe completamente o crescimento do organismo. Qué&o
promissora € a atividade de OE, extratos e compostos puros € vista com base
em seus valores de CIM que ha muito € discutido. Com base nas classificacdes
relatadas na literatura [39—40] e de nossas experiéncias de grupo de pesquisa,
na Tabela 2 propomos uma classificacdo baseada em CIM para a atividade
antibacteriana de OE, extratos e compostos quimicos puros. Quando o potencial
de acdo antibacteriana de um OE € avaliado, a determinacdo da CIM é
geralmente o primeiro teste a ser realizado por ser considerado a melhor opc¢éo
para rastrear possiveis substéncias ativas [41]. No entanto, bactérias
cariogénicas e patdégenos periodonto tém propriedades que lhes permitem
formar biofilmes, conferindo-lhes resisténcia [42]. Isto levou alguns autores a
avaliar o efeito dos OEs na inibicdo da formacéao do biofilme (IFB) [43—44]. Além
do CIM e do IFB, outros testes microbiol6gicos podem ser usados para investigar
o potencial antibacteriano dos OEs, como minima concentracdo bactericida
(MCB) [44—45], concentracao inibitéria minima de biofilme (CIMB), [46] tempo de
eliminacao (TE), [44,47,45] medicdo de vazamento do material citoplasmatico
(MVMC), [43,44,47] determinacdo de unidades formadoras de colbnias (UFC),
[48,49] e metade da capacidade de concentracao inibitéria méaxima (C150) [50].

Tabela 2 - Classificacdo da atividade antimicrobiana dos OEs e compostos puros baseados
nos valores de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

o ) o Concentragéo

Atividade Minima Inibitéria (ug/mL)
Composto Puro (uM)

Muito forte <100 <100
Forte 101 - 500 101 - 500
Moderada 501 - 1500 501 - 1500
Fraca 1501 - 2000 1501 — 2000
Inativa >2000 >2000
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As bactérias Gram-negativas Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Actinomyces naeslundii, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Tannerella forsythia pertencem ao grupo de bactérias da cavidade bucal com
potencial patogénico. A. actinomycetemcomitans e A. naeslundii sdo patdégenos
importantes na etiologia da periodontite cronica [51] enquanto P. gingivalis, P.
intermedia e T. forsythia constituem o “complexo vermelho”, que esta altamente
associado a problemas de destruicdo periodontais. Os OE obtidos de folhas de
Eucaliptus globulus [52] e Lippia alba [53] apresentaram atividade muito forte
contra A. actinomycetecomitans, com valores de CIM de 9,13 e 3,2 ug/L,
respectivamente. Uma forte atividade contra A. actinomycetecomitans também
foi relatado para o OE de Cassia bakeriana (CIM=125 ug/mL) [54]. Os OEs de
Eugenia uniflora, Plinia cauliflora, Syzygium cumini sdo fortemente ativos contra

Actinomyces naeslundii, com valores de CIM de 400 pg/mL (Tabela 3) [55].
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Tabela 3 - Viséo geral dos resultados mais promissores para a atividade antibacteriana de OEs contra bactérias cariogénicas
relatados entre 2011 e 2021

Espécies
produtoras o o _ _
n ) Principais compostos no OE Atividade antibacteriana Ref.
Familia (pais)?
[parte da planta]
Artemisia Canfora (19,0%), E-cariofileno (9,3%),
absinthium L., eucaliptol (6,8%), germacreno Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=62,5 ug/mL), c6
Asteraceae (Brasil) D (6,7%), Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=250 ug/mL)
[folhas frescas] a-cadinol (6,5%)
Actynomyces naeslundii ATCC 19039 (CIM=62,5 e 125 ¢
Folhas frescas: (Z)-hex-3-en-1-ol )
m
(34,9%), hex-2-enal (10,5%), acetato Mo ) _ _
_ Agregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43717
_ _ de hex-3-en-1-il (8,6%), heptacosano
Cassia bakeriana o . (CIM=125 pg/mL)"c
_ (8,3%), acido (E)-hexadecandico _
Craib., Fabaceae (5.9%) Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (CIM=1000 £4
,9Y0

(Brasil) [folhas

frescas e cascas]

Casca: acido hexadecanoico (34,8%),
nonal (14,4%), (Z)-hex-3-en-1-ol
(6,7%), (Z2)-dec-2-enal (6,2%),

acido nanoico (5,8%)

ug/mL)"e

Porphyromonas gingivalis ATCC 48417 (CIM=125 pug/mL)"¢
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 (CIM=125 ug/mL)"¢
Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=62,5 ug/mL)"c
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=62.5 ug/mL)"¢
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Cinnamomum
verum J. Presl.,
Lauraceae (Coréia
do Sul) [casca]
Cinnamomum
zeylanicum
Lukman,
Lauraceae (Iran)
[planta inteira]

Cinnamomum
zeylanicum
Lukman,Lauraceae
(USA) [casca]

Citrus aurantifolia
Swingle,

Rutaceae (Brazil)

Cinamaldeido (56,3%), acetato de
cinamila (7,1%), B-felandreno (6,3%)

Cinamaldeido (77,2%), a-copaeno
(8,5%)

Cinamaldeido (57,9%), eugenol
(19,2%), linalol (4,6), B-cariofileno
(4,5%)

Folhas: Limoneno (77,5%), mirceno
(4,4%), linalol (3,5%)

Streptococcus mutans KCOM 1054 (CIM=0,2 ug/mL),
Streptococcus sobrinus KCOM 1061(CIM=0,1 pg/mL)

Enterococcus faecalis ATCC29212 (CIM=10 pg/mL;
MCB=100 pg/mL)

Porphyromonas gingivalis ATCC 33177 (OE CIM=6,25
Mg/mL; cinamaldeido CIM=2,5ug/mL); IFB:

OE e cinamaldeido a 1 x CIM prejudicaram a integridade da
membrana de P.gingivalis, aumentando a permeabilidade
celular;

MEM: OE e cinamaldeido em niveis sub-CIM inibiram a
formacéao de biofilme de P.gingivalis em 74,5% e 67,3%
separadamente.

Streptococcus salivarius ATCC 25975 (CIM=200 ug/mL)" <,
Streptococcus sobrinus ATCC 33478

(CIM=100f e 200% pg/mL), Streptococcus mutans ATCC

57

57

57

58
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[folhas e cascas de

frutas]

Cuminum cyminum

L., Apiaceae

(Iran) [sementes]

Curcuma longa L.,
Zingiberaceae
(Coréia do Norte)
[raizes]
Cymbopogon
citratus

(DC.)

Stapf, Poaceae
(Colombia)

[planta inteira]

Cascas de frutas: limoneno (32,7%),
linalol (20,1%), citronelal (14,5%),
citronelol (14,2%)

Cuminaldeido (23,2%), y-terpineno
(20,5%), a-terpinen-7-al (17,3), y-
terpinen-7-al (13,3%), B-pineno
(12,5%)

a-turmerona (35,6%), germacrona
(19,0%), a-zingibereno (8,7%), trans-
B-elemenona (5,6%), curlone (5,4%),
B-sesquifelandreno (4,7%)

Geranial (31,3%), neral (26,7%),

mirceno (15,6%)

25175 (CIM=20ug/mL)"<f,
Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=200 e 100 ug/mL),
Streptococcus sanguinis ATCC 10556

(CIM=100ug/mL)"<!

Lactobacillus paracasei ATCC 11578 (CIM=31,25 ug/mL)"cf

Enterococcus faecalisis (CIM=185,91 ug/mL; MCB=175,0
pug/mL; CIMB=1,79 pug/mL)

Streptococcus mutans ATCC 25175 (500—-4000 pg/mL)

Biofilmes de erradicacdo de EO de 95,4% a 0,01 mg/dL e
93,1% a 0,001 mg/dL

46

59

21



Dysphania

ambrosioides (L.) _ _
a-terpineno (54,1%), ascaridol

Mosyakin & . _

(15,1%), epoxido de ascaridol (9,8%),
Clemants, )

pcimeno (4,9%)
Amaranthaceae

(Brasil), [folhas]

Eucalyptus _ _ i
1,8-cineol (55,3%), isovaleraldeido

- (10,0%), espatulenol (7,4%), a-
Myrtaceae(Argélia) _
terpineol (5,5%)
[folhas]

globulus Labill.,

Pseudomonas aeruginosas ATCC25853 (CIM=512 ug/mL)

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (CIM=1,14 ug/mL),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522
(CIM=9,13 pg/mL),

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (CIM=0,28 pg/mL),
P. gingivalis ATCC 49417 (CIM=4,56 ug/mL),

P. gingivalis HW24D1 (CIM=2,28 ug/mL),

P. gingivalis W83 (CIM=2,28 pg/mL)

Streptococcus mutans ATCC 35668 (CIM=11,4 ug/mL),

S. mutans ATCC 33535 (CIM=11,4 pg/mL),

S. mutans ATCC 25175 (CIM=11,4 ug/mL),

Streptococcus sobrinus ATCC 33478 (CIM=11,4 pg/mL),
S. sobrinus ATCC 27607 (CIM=11,4 pg/mL),

S. sobrinus ATCC 27352 (CIM=11,4 pg/mL)

60

52
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Eugenia uniflora
L., Myrtaceae
(Brasil),

[folhas]

Ferula gummosa
Boiss.,

Apiaceae (Iran)
[Gleo resina de
goma]

Juniperus excelsa
M. Bieb.,
Cupressaceae
(Libano)

[bagas]

Lippia alba (Mill.)
N.E.Br.,

Germacrona (8,5%), espatulenol
(8,2%), a-selineno (7,5%), (2)-B-

elemenona (4,9%)

B-pineno (51,8%), a-pineno (6,4%), ©-
3-careno (5,5%), B-felandreno (4,2%)

a-pineno, mirceno

Geranial (18,9%), neral (15,9%),
geraniol (11,5%), (E)-cariofileno (8,5%)

Actinomyces naeslundii ATCC 19039 (CIM=400 pg/mL),
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (CIM=200 pg/mL),
Prevotela nigrescens ATCC 33563 (CIM=200 pg/mL)
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=200 pg/mL);
Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=400 pg/mL),
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 (CIM=100 pg/mL)
Streptococcus sobrinus ATCC 33578 (CIM=200 pg/mL),
Streptococcus salivarius ATCC 25975 (CIM=400 pg/mL),

Enterococcus faecalis AGH04 (CIM=50 pg/mL; MCB=50
Hg/mL),

Streptococcus mitis ATCC49456 (MIC=50 pg/mL; MCB=50
Hg/mL)

Agregatibacter actinomycetemcomitans DSMZ 11123 e
Streptococcus mutans DSMZ20523 (reducao de cerca de
1,5 logs em comparagao com o controle para ambas as

bactérias)

Streptococcus mutans ATCC 35668

55

61

62
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Verbenaceae
(Colombia) [planta

inteira

Lippia alba (Mill.)
N.E.Br.,
Verbenaceae
(Brasil) [folhas e

flores secas]

Lippia
sidoidesCham,
Verbenaceae
(Brasil)

[folhas frescas]
Litsea cubeba
(Lour.) Pers.,

Lauraceae

Folhas: carvona (33,7%), limoneno
(15,7%), neral (11,7%), mirceno
(8,3%), geranial (6,5%)

Flores: carvona (36,8%), limoneno
(16,7%), neral (11,6%), mirceno
(7,8%), geranial (7,6%)

Timol (84,9%), p-cimeno (5,3%)

Geranial (39,2%), neral (30,6%),
limoneno (12,7%)

(Biofilmes de erradicacéao de OE de L. alba de 95,8% em
0,01 mg/dL)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43717 ("CIM

>3,2 ug/mL; MCB >3,2 ug/mL; CIM >3.2 ug/mL, MCB >3.2
Hg/mL)

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (‘CIM=0,8 pug/mL;
MCB=1,6 yg/mL; SCIM=0,8 ug/mL; MCB=0,8 ug/mL)
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (‘CIM=0,00625
Mg/mL,

MCB=0,00625 ug/mL; *CIM=0,0125 pg/mL; MCB=0,0125
Hg/mL)

Enterococcus faecalis ATCC 4083 (OE e timol reduziram
UFC em biofilmes com tempo de exposicao de 30 e 60 min

nas concentracdes de 2,5 e 10%)

Streptococcus mutans ATCC 25175 (MCB=750 pg/mL),
Streptococcus sobrinus ATCC 14757 (MCB=1500 pg/mL),
Streptococcus sanguinis ATCC 49295 (MCB=375 pg/mL),

62

62

63
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(Taiwan)

[frutas]

Nigella sativa L.,

p-cimeno (49,5%), a-tujeno (18,9%), a-

Ranunculaceae . _
pineno (5,4%), B-pineno

(Tunisia) _
(4,3%), y-terpineno (3,7%)

[sementes]

Plectranthus o .
trans-cariofileno (29,8%), a-pineno

. ~ (14,1%), 6xido de cariofileno (12,8%),
Lamiaceae (Brasil) _
B-pineno (7,1%)
[folhas]

neochilus Schiltr.,

TK=EO inativou >90% das bactérias em 10 min

Streptococcus mitis B116 (CIM=4,25 ug/mL);

B627 (CIM=2,13 pg/mL); B546 (CIM=2,13 pg/mL);

B120 (CIM=4,25 ug/mL); B576 (CIM=2,13 pg/mL);

B509 (CIM=2,13 ug/mL); B200 (CIM=2,13 ug/mL);

B679 (CIM=2,13 ug/mL); B782 (CIM=2,13 ug/mL);
Eenterococcus faecalis B9 (CIM=8,5 pyg/mL); B281
(CIM=8,5 ug/mL);

Streptococcus salivarius B632 (CIM=4,25 ug/mL); B468
(CIM=4,25 ug/mL);

Streptococcus sanguis B747 (CIM=8,5 pg/mL); B535
(CIM=8,5 pg/mL)

Enterococcus faecalis ATCC 4082 (CIM=250 pg/mL),
Streptococcus salivarius ATCC 27975 (CIM=250 ug/mL),
Streptococcus sobrinus ATCC 33478 (CIM=62,5 ug/mL),
Streptococcus sanguinis ATCC 105561 (CIM=62,5 pg/mL),
Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=31,25 pg/mL),
Lactobacillus casei ATCC 11578 (CIM=31,25 ug/mL),
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=3,9 ug/mL)

64

55

25



Plinia cauliflora
Mart.,
Myrtaceae(Brasil)
[folhas]

Psidium myrtoides
O.Berg,
Myrtaceae (Brasil)

[folhas frescas]

Salvadora persica
L., Salvadoraceae
(Arabia Saudita)
[raizes frescas e

secas]

(E)-cariofileno (14,7%), B-bisaboleno
(9,4%), (E,E)-a-farneseno (8,1%),
globulol (7,9%)

(E)-cariofileno (30,9%), a-humuleno
(15,9%), a-copaeno (7,8%), 6xido de
cariofileno (7,3%), a-bisabolol (5,3%)

Raizes frescas: isotiocianato de
benzila (85,8%), nitrila de benzila
(13,4%), benzaldeido (0,5%);

Raizes secas: isotiocianato de benzila
(68,1%), nitrila de benzila (26,0%),
benzaldeido (4,7%);

Actinomyces naeslundii ATCC 19039 (CIM=400 pg/mL);
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (CIM=100 pg/mL);
Prevotela nigrescens ATCC 33563 (CIM=100 pg/mL),
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=100 pg/mL);
Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=200 pg/mL);
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 (CIM=400 pg/mL);
Streptococcus sobrinus ATCC 33578 (CIM=400 pg/mL);
Streptococcus salivarius ATCC 25975 (CIM=400 pg/mL)
Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=100 pg/mL),
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 (CIM=100 pg/mL),
Streptococcus sobrinus ATCC 33478 (CIM=250 ug/mL),
Streptococcus salivarius ATCC 25975 (CIM=250 pg/mL),
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=62,5 ug/mL)

Streptococcus mutans ATCC 25175 ("CIM=8 ug/mL,
'SCIM=10 pg/mL) "fC50=10 pg/mL, "$'C50=11 ug/mL
"IFB=diminuicdo de 87% com 10 pg/mL;
SIFB=diminui¢cdo de 82% com 10 pg/mL

65

50

34
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Salvia sclareoides
Brot.,Lamiaceae
(Iran)

[partes aéreas]

Stachys koelzii
Rech.F.,
Lamiaceae (Iran)

[partes aéreas]

Syzygium
aromaticum (L.)
Merr. & L. M.

Linalol (27,6%), (E)-carifileno (16,6%),
B-(E)-ocimeno (11,8%), germacreno D
(10%)

a-pineno (36,7%), 1,8-cineol (20,5%),
(E)-cariofileno (12,3%)

Eugenol (90,8%), B-cariofileno (5,0%)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27852 (CIM=125 ug/mL)
Proteus vulgaris ATCC 8427 (CIM=15,6 ug/mL; MCB=15,6
Mg/mL)

Prevotella intermedia ATCC 49046 (OE CIM=100 pg/mL;
EO MBC=0,2 mg/mL; a-pinene CIM=200 pg/mL;

a-pinene MBC=400 pg/mL,; trans-caryophyllene CIM=800
Hg/mL;

trans-caryophyllene MCB=3200 ug/mL; 1,8-cineole
CIM=1600 pg/mL,

1,8-cineol MCB=6400 pg/mL

TE = OE apresentou maior reducéo nas contagens log
viaveis de bactérias do que o ensaio de compostos isolados
IFB= OE inibiu a formag&o de biofilme mais do que seus
principais compostos.

MEM= OE foi mais eficiente em aumentar o extravasamento

de materiais de citoplasma do que compostos isolados

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (OE CIM=6,25
ug/mL;
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Perry,
Myrtaceae (China),
[folhas]

Syzygium cumini

(L.)Skeels, a-pineno (21,2%), globulol (15,3%),
Myrtaceae (Brasil) eugenol (11,2%) e a-terpineol (8,9%)
[folhas]

Tetradenia riparia

(Hochst.)Codd, oxido de aromadendreno (14,0%),
Lamiaceae (E,E)-farnesol (13,6%), dronabinol
(Brasil) (12,5%), fenchona (6,2%)

[folhas frescas]

OE MCB=25 pg/mL; eugenol CIM = 31,25 pg/mL, MCB =
125 pg/mL)

MEM = eugenol a 4 x CIM destruiu a membrana celular
TE=OE e eugenol no nivel CIM reduziram a viabilidade de
P. gingivalis de forma dependente do tempo

IFB = reducdao significativa na massa do biofilme foi
observada com eugenol tratado com 1/2 x e 2/3 x CIM
Actinomyces naeslundii ATCC 19039 (CIM=400 pg/mL),
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (CIM=100 pg/mL),
Prevotela nigrescens ATCC 33563 (CIM=200 pg/mL),
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=200 ug/mL),
Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=400 pg/mL),
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 (CIM=400 pg/mL),
Streptococcus sobrinus ATCC 33578 (CIM=400 pg/mL),
Streptococcus salivarius ATCC 25975 (CIM=200 ug/mL)

54

Streptococcus sobrinus (ATCC 33478 (CIM=31,2 pug/mL),
Streptococcus mutans ATCC25175 (CIM=62,5 ug/mL),
Streptococcus mitis (ATCC 49456) (CIM=31,2 ug/mL),
Lactobacillus paracasei ATCC11578 (CIM=62,5 pg/mL)
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Thymus
pulegioides

L., Lamiaceae
(Alemanha),
[folhas]

Thymus serpyllum
L, Lamiaceae
(Alemanha)
[folhas]

Thymus vulgaris
L.,

Lamiaceae
(Germany)
[folhas]

Thymus zygis L.,
Lamiaceae
(Germany)
[folhas]

Tithonia diversifolia
(Hemsl)A. Gray,

Timol (44,5%), (E)-cariofileno (6,2%),
p-cimeno (5,6%)

Timol (13,7%), y-terpineno (13,7%),

carvacrol (13,6%), p-cimeno (6,3%)

Timol (37,7%), y-terpineno (10,4%), p-
cimeno (7,5%), (E)-cariofileno (6,3%),
carvacrol (5,0%), B-linalool (4,2%)

Timol (41,7%), p-cimeno (5,6%), y-
terpineno (6,9%%), B-linalool (5,5%),

carvacrol (6,2%)

Folhas: a-pineno (45,0%), B-pineno
(34,0%)

Streptococcus mutans® (CIM=500 pg/mL,
UFC=27.500 bacteria/mL)

Streptococcus mutans® (CIM=900 pg/mL,
UFC=1.750.000 bacteria/mL)

Streptococcus mutans® (CIM=750 pg/mL,
UFC=3500 bacteria/mL)

Streptococcus mutans® (CIM=500 pug/mL,
UFC=4500 bacteria/mL)

Streptoccus mutans ATCC 25175 (SCIM=250 pg/mL;
fCIM=1000 pg/mL)

49
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Asteraceae Inflorescéncias: a-pineno(68,1 %), B- Streptococcus mitis ATCC 49456 (SCIM=125 ug/mL;
(Brasil) pineno (21,9 %) fCIM=1000 pg/mL)
[folhas e

influorescéncias]

Streptococcus salivarius ATCC 25975 (CIM=200 pg/mL),
Streptococcus sobrinus ATCC33478 (CIM=125 ug/mL),

Vitex agnus-castus 1,8-cineol (23,8%), (E)-B-farneseno
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CIM=15.6 ug/mL),

L., Lamiaceae (14,6%), (E)-cariofileno (12,5%), N
) . Streptococcus mitis ATCC 49456 (CIM=31.2 pg/mL), 68
(Brasil), sabineno (11,4%), acetato de a- o
o Streptococcus sanguinis ATCC 10556 (CIM=200 pg/mL),
[folhas] terpinila (7,5%)

Lactobacillus paracasei ATCC 11578 (CIM=15.6 ug/mL),
Enterococcus faecalis ATCC4082 (CIM=200 pg/mL)

a: pais onde o material vegetal foi coletado ou adquirido; c: casca; rs: raizes secas; f: folhas fs: flores; ff: folhas frescas; cf: cascas de frutas; rf: raizes frescas;
rs: raizes secas; UFC: unidades formadoras de coldnia; CIM: concentragao inibitéria minima. MCB: concentragdo bactericida minima. CIMB: Concentragao
Inibitéria Minima de Biofilme. TE: ensaio de curva tempo-eliminacdo. IFB: inibicdo da formagdo de biofilme. MEM: medigcédo do extravasamento de materiais
citoplasmaticos. CI50 metade da maxima concentracao inibitéria; ci: cepa isolada.
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Foi relatado que varios OEs agiram contra Porphyromonas gingivalis, com
valores de CIM variando de 100 a 200 pg/mL (por exemplo, os OE obtidos de
Eugenia uniflora, CIM=200 pg/mL [55]; Cassia Bakeriana, CIM=125 ug/mL [54];
Plinia cauliflora [55] e Syzygium cumini [55] CIM=100 ug/mL) inferior a 10 ug/mL.
Atividades muito fortes foram relatadas para os OE obtidos de Syzygium
Aromatum (CIM=6,25 pg/mL, MCB=25 ug/mL) [47] e Cinnamomum zeylanicum
(CIM=6,25 pg/mL) (Tabela 3) [43]. No entanto, as atividades apresentadas pelos
OE obtidos de folhas de Eucalyptus globulus [52] e Lippia alba [62] deve ser
destacado. O primeiro apresentou valores CIM muito baixos contra quatro cepas
diferentes de P. gingivalis: ATCC49417 (CIM=4,56 ug/mL), HW24D1 (CIM= 2,28
pg/mL), W83 (CIM=2,28 ug/mL) e ATCC 33277 (CIM=0,28 ug/mL), enquanto o
ultimo foi ativo contra P. gingivalis ATCC 33277 em um valor CIM de 0,00625
pg/mL (MCB=0,00625 ug/mL). Entre os compostos OESs, os valores mais baixos
de CIM foram obtidos para cinamaldeido (CIM = 2,5 uM) e eugenol (CIM = 31,25
MM, MCB = 125 pM), que foram identificados como os principais compostos no
OE de Cinnamomum zeylanicum [43] e Syzygium aromaticum,[47]
respectivamente (Tabela 3). A 2,5 uyM, o cinamaldeido também prejudicou a
integridade da membrana de Porphyromonas gingivalis aumentando a
permeabilidade celular, e inibiu a formacao de biofilme de P. gingivalis 67,3%
[43]. Em experimentos de TE, o eugenol reduziu a massa de biofilme em 2/3 da
CIM de maneira dependente do tempo. a-Pineno, (E)-cariofileno e 1,8-cineol, os
principais compostos do OE de Stachys koelziii também foram testados, mas
tiveram contagens de P. gingivalis em menor grau em comparacao ao OE. Este
OE também promoveu vazamento de materiais citoplasmaticos com mais
eficiéncia do que seus compostos isolados (Tabela 3) [44].

Alguns OEs também exibem atividade contra Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens e Proteous vulgaris, que também estdo associados a
gengivite, periodontite, e outras doencas periodontais. Os OEs de Stachys koelzii
exibiu atividade contra Prevotella intermedia (CIM=100 pg/mL, MCB=200 ug/mL)
e seus efeitos nas contagens de bactérias viaveis, inibicdo de biofilme e
vazamento de materiais citoplasmaticos foram maiores em comparacdo com
seus componentes principais (a-pineno, 1,8-cineol e (E)-cariofileno) testados
sozinhos [44]. Os OEs de Plinia cauliflora [55] e Syzygium cumini [44] foram

ativos contra Prevotella nigrescens (valores de CIM de 100 e 200 pg/mL,
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respectivamente), enquanto o 6leo essencial de Salvia sclareoides apresentou-
se com atividade muito forte contra Proteus vulgaris (CIM=15,6 pg/mL, MCB =
15,6 ug/mL) (Tabela 3) [34].

Streptococcus mitis € uma bactéria presente na microbiota normal da
orofaringe humana. Embora sua presenca seja considerada benigna, pode
causar varias infeccdes, desde caries dentarias até bactérias endocardite
infecciosa, bacteremia, meningite, infeccbes no olho e pneumonia [58]. Varios
OEs exibiram atividade antibacteriana muito forte (CIM<100 pg/mL) contra
Streptococcus mitis, como os OEs de Citrus aurantifolia (CIM = 100 ug/mL) [58],
Psidium myrtoides (CIM = 100 ug/mL) [65], Artemisia absinthium (CIM = 62,5
Mg/mL) [56], Cassia Bakeriana (CIM = 62,5 ug/mL) [43], Ferula gummosa (CIM =
100 pg/mL) [61], Vitex agnus-castus (CIM = 31,2 ug/mL) [68], e Plectranthus
neochilus (CIM = 31,25 ug/L) [64]. O OE de Nigella sativa apresentou atividade
promissora contra diferentes cepas Streptococcus mitis, com valores de CIM
entre 2,14 e 4,25 ug/mL) (Tabela 3) [63].

Streptococcus salivarius pode aderir ao epitélio celular, facilitando sua
adaptacao, reproducdo e sobrevivéncia na boca. Estas bactérias anaerdbicas
Gram-positivas sdo uma das mais importantes colonizadoras pioneiras das
superficies da mucosa oral neonatal e um componente predominante da
microbiota oral do adulto humano [61]. Os OEs de Plectranthus neochilus (CIM
= 250 pg/mL) [64], Psidium myrtoides (CIM = 250 ug/mL) [65], Citrus aurantifolia
(CIM =200 pg/mL) [58] e Syzygium cumini (CIM = 200 ug/mL) [55], apresentaram
forte atividade contra Streptococcus salivarius. Notavelmente, o OE de Nigella
sativa apresentou atividade muito forte contra duas cepas diferentes de
Streptococcus salivarius, com valores de CIM de 4,25 pg/mL (Tabela 3) [63].

Streptococcus sanguinis é um colonizador primario da superficie do dente.
Porque S. sanguinis protege os humanos contra os efeitos deletérios do S.
mutans, o0 patdgeno responsavel pela céarie dentaria, é considerada importante
para promoc¢do da saude bucal. No entanto, esta bactéria Gram-positiva pode
tornar-se patogénica se for transportada da boca para a corrente sanguinea,
causando endocardite [57]. O OE de Cassia Bakeriana apresentou forte
atividade contra Streptococcus sanguinis (CIM = 125 ug/mL) [43], enquanto os
OEs de Citrus aurantifolia (CIM = 100 ug/mL) [58], Eugenia uniflora (CIM = 100
pg/mL) [55], Artemisia absinthium (CIM = 100 pg/mL) [56], Psidium myrtoides
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(CIM = 100 pg/mL) [65] e Plectranthus neochilus (CIM = 150 ug/mL) [64] foram
fortemente ativos contra estas bactérias (Tabela 3).

Os Lactobacillus sdo considerados as segundas bactérias mais
cariogénicas da flora oral. Embora eles néo iniciem a cérie, eles desempenham
um papel importante na progressao da carie [62]. Como Lactobacillus casei e L.
paracasei sdo predominantemente relatados na maior parte dos locais (isto é,
saliva, lingua, lesédo cariosa, placa dentaria, etc.), eles tém sido considerados
uma das principais espécies de Lactobacillus subjacentes a progressao da carie
dentéria [62]. Os 0leos essenciais de Tetradenia riparia (CIM = 62,5 ug/mL) [54],
Citrus aurantifolia (CIM = 62,5 ug/mL) [58], Plectranthus neochilus (CIM = 31,25
pg/mL) [64] e Vitex agnus-castus (CIM = 15,6 ug/mL) [68] também apresentaram
atividade muito forte contra Lactobacillus paracasei (Tabela 3).

Embora Enterococcus faecalis faca parte da populagéo normal da flora da
cavidade oral, muitos estudos mostraram gque este microrganismo é uma grande
preocupacao para a saude da cavidade oral, e as doencas que ela causa sao
um problema de questao de salde publica [63]. Alguns OEs mostraram-se fortes
contra Enterococcus faecalis, como os OEs de Plectranthus neochilus (CIM =
250 ug/mL) [64], Vitex agnus-castus (CIM = 200 ug/mL) [68], € Cuminum
cyminum (CIM = 185,91 pg/mL, MCB=175 pg/mL, CIMB =1,79 pg/L) [35]. No
entanto, apenas alguns OEs foram fortemente ativos contra Enterococcus
faecalis; por exemplo, os OEs obtidos da Férula gummosis (CIM = 50 pg/mL,
MCB = 50 ug/mL) [61], Nigella sativa (CIM = 8,5 ug/mL) [63] e Cinnammomum
zeylanicum (CIM = 10 pg/mL) (Tabela 3) [47].

Algumas propostas para 0 mecanismo através do qual OEs exibem
atividade antibacteriana contra agentes patogénicos de bactérias orais foram
relatadas. Sousa e colaboradores investigaram os feitos do OE de folhas e
inflorescéncias de Tithonia diversifolia na producédo de acido S. mutans usando
um potenciométrico para medicdo do pH de suspensdes bacterianas tratadas
com dilui¢cdes seriadas dos OEs [67]. Com base em uma reduc¢dao significativa na
producéo de acido bacteriano em concentragdes inferiores a CIM determinada
para S.mutans, 0s autores sugeriram gue o efeito inibitério na atividade desses
OEs pode ser causada por um efeito direto na via glicolitica bacteriana [67]. Sun
e colaboradores propuseram que a reducdo na tolerancia do acido e formacéao
de biofilme de S. mutans causado pelo OE de lim&o chinés (em valores sub-
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CIMs) pode ser causada pela expressdo suprimida de IluxS e srtA genes
associados a formacdo de biofiilme e acido tolerancia [69]. No entanto, a
lipofilicidade dos compostos quimicos do OE, principalmente monoterpenos e
sesquiterpenos, tem sido considerado responsavel pela atividade antibacteriana
dos OE. Esta lipofilicidade permite que os OE se difundam facilmente através
das membranas celulares e entdo matem microrganismos afetando suas vias
metabdlicas ou organelas, ou mesmo inibindo a sintese de DNA, RNA, proteina
ou polissacarideos [65,66]. Apesar dos esforcos na identificacdo dos compostos
de OEs subjacentes a atividade antibacteriana do OE, a maior atividade do OE
em comparacdo com 0s compostos testados isoladamente indica que o
mecanismo desta atividade € resultado das interacbes entre os compostos

individuais (ou seja, sinérgicos ou efeitos aditivos).

3.4 FAMILIA PIPERACEAE

A familia Piperaceae pertence a um grupo maior, as angiospermas, com
uma disposicdo pantrépica, ou seja, sua ocorréncia se da em qualquer regido
dos tropicos, principalmente nas Américas e parte da Africa, Figura 7, [70]. Aqui
no Brasil ela é encontrada, principalmente, na Mata Atlantica e Amazébnia e
possui 13 géneros: Artanthe, Lindeniopiper, Macropiper, Manekia, Ottonia,
Peperomia, Piper, Piperanthera, Pothomorphe, Sarcorhachis, Trianaeopiper,
Verhuellia e Zippelia, sendo os géneros Peperomia, Piper e Manekia, os que

mais se encontram no Brasil [71].

Figura 7 - Mapa com distribuicdo pantropical de espécies da familia Piperaceae

[EErE e
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Fonte: Stevens, 2023

Para estes trés géneros encontrados no Brasil, cerca de 500 espécies sédo
conhecidas, dentre as quais 63 sao classificadas como raras [73]. Por interesse
deste estudo vamos abordar a seguir sobre as espécies: Peperomia pellucida,

Piper marginatum, Piper callosum.

3.3.1 Peperomia pellucida

No Brasil, Peperomia pellucida ocorre do Amazonas ao Parana. E uma
planta com pontuagdes translicidas, caule reto e ramificado. Folhas alternas,
com laminas ovadas e apice agudo. Possui espigas terminais, axilares com até
5 cm de comprimento, pendunculo com 5 mm de comprimento, e flores dispostas

esparsamente, Figura 8 [73].

Figu

ra 8 - Peperomia Pellucida

Fonte: The Green Institute

Esta espécie possui ac¢des anti-inflamatdrias e antimicrobianas, e
popularmente é ainda utilizada contra hipertensao e como diurético. O seu uso
popular ainda se estende para dores de garganta, furinculos, antipruriginosos
[70].
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Em relacdo ao seu manejo e cultura, apresentam ciclos curtos de
germinacao e possuem facil disseminacéo, visto que ventos e chuvas favorecem
o espalhamento. Em solos ricos em matéria organica, umidos e abrigados da luz

solar é outro fator que facilita a germinacao e crescimento dessa espécie [74].

3.3.2 Piper marginatum

Esta espécie também pode ser conhecida popularmente por capeba,
malvarisco, pimenta-domato, capeba-cheirosa e nhandi. Sendo utilizada na
regido amazonica como fitoterapico contra doencas hepaticas, vesiculares,
picadas de cobras e insetos [75]. A reproducdo da Piper marginatum possui
algumas limitagdes, visto que, no geral, as sementes apresentam baixa taxa de
germinacao, tanto no campo quanto in vitro, quanto a reproduc¢ao via estaquia,
gue € uma técnica que realiza o enraizamento de partes da planta [76] .

Algumas pesquisas para essa espécie registram que as suas
propriedades benéficas podem ser atribuidas a presenca de fitoquimicos, com a
maioria dos estudos focados no Oleo essencial da planta: monoterpenoides,
sesquiterpenoides e fenilpropandides de uma estrutura quimica variada que
foram identificados por técnicas cromatograficas dos extratos [70]. Registram
ainda que a espécie Piper marginatum mostra uma fitoquimica distinta com a
presenca de metabolitos secundarios especificos sendo considerada a Unica
espécie de Piper a possuir anetole, estragole, isoeugenol-éter metilico, os acidos
fenilalcanoides 3-farnesil-4-hidroxibenzoico e 3-farnesil-4- metoxibenzoico e os
glicosideos marginatoside e vitexina em sua composicao [77].

A Piper marginatum se caracteriza como arbusto que pode atingir até 5
metros de altura, com folhas em lamina ovalada com tamanho entre 10 e 20 cm
de largura e de 7 a 15 cm de comprimento, com peciolo de comprimento entre 2
e 6 cm, base cordada, apice acuminado, membranacea, sem pelos em ambas
as faces, com excecdo pela presenca da densa ciliagdio na margem,
palmatinérveas. Possui também espigas curtas de comprimento maximo de 15
cm, pedunculo com 1cm de comprimento, com bractéolas triangular-peltadas,

franjadas, Figura 9,[75].
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Figura 9 - Piper marginatum

Fonte: Holt, S., 2021

3.3.3 Piper callosum

Piper callosum é uma espécie nativa da Bolivia, Peru, Coldmbia e Brasil,
onde possui alguns nomes populares como elixir-paregérico, 6leo-elétrico,
ventre-livre, erva-de-soldado, panquilé, matrica [78] .

No norte do Brasil, as partes aéreas desta espécie sdo comercializadas
frescas, secas, moidas ou ainda como ingrediente em preparacfes artesanais
chamadas "garrafadas" para fins medicinais [78]. E um arbusto com cerca de
0,5 e 1 m de altura que apresenta folhas que podem ser alternas, cartaceas e
subcoridceas, elipticas ou eliptico-ovadas, apresentando entre 5 e 16 cm de
comprimento e 3,5 e 8 cm de largura, apice curto e acuminado e base aguda,

ambas as faces glabras (sem pelos), peciolo caloso, espigas curtas com
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comprimento entre 1 e 2,5 cm e didmetro variando entre 3 e 5 mm, Figura 10,
[79].

Figura 10 - Piper callosum

Ll

Fonte: Lameira, 2022.

4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas frescas de Piper marginatum, Piper callosum, e Peperomia
pellucida (Piperaceae) foram coletadas proximo a cidade de Itacoatiara,
Amazonas, Brasil (S 03°01°50.5”-W 58°32’37.3", S 03°04°28.6”-W 58°28’36.3”, e
S 03° 08’ 28.8"-W 58° 26’ 54.3”, respectivamente) em Margo/2019 e identificados
pelo Prof. Dr. Ari de Freitas Hidalgo.
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Excicatas dos trés espécimes (8266, 8267, e 8264, respectivamente)
foram depositadas no Herbario da Universidade Federal do Amazonas. Este
estudo foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado sob os cddigos AF36A53 e A2CE4A6.

4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Para extragdo dos OEs foram colhidas 1,2 kg de folhas frescas de cada
espécie e divididas em trés amostras, cada uma com 400 g, (3 x 400g), e em
seguida acondicionadas em frascos de fundo redondo de 1 L contendo 500 ml
de agua destilada. Os frascos contendo as folhas frescas foram conectados a
um aparelho do tipo Clevenger e submetidos a hidrodestilagéo por 3 horas. Apés
a coleta manual dos OEs, o volume obtido foi medido e os vestigios de agua
foram removidos por congelamento da amostra (temperatura abaixo de 0 °C),
seguido da transferéncia do OE descongelado para um novo frasco. Os
rendimentos de OE (m/m) foram calculados a partir do peso das folhas frescas.
Os OE foram acondicionados em recipientes de vidro hermeticamente fechados,

a uma temperatura de -20 °C até seu uso.

4.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS DOS OES

A composi¢ao quimica de cada OE foi determinada em um cromatografo
gasoso acoplado a espectrémetro de massa (CG-EM) Shimadzu QP 2010 Plus
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&do) e em um cromatdégrafo gasoso com
deteccao por ionizacao de chama (CG-FID) Shimadzu QP5000 Plus. As colunas
capilares utilizadas nas andlises CG-FID e CG-EM foram de silica fundida Rtx-5
e Rtx-5MS (Restek Co., Bellefonte, EUA) (comprimento = 30 m, didmetro interno
= 0,25 mm, espessura do filme = 0,25 ym). A temperatura das colunas foi
programada para subir de 60 a 240 °C a 3 °C/min e mantida a 240 °C por 5 min.
H2 e Hélio (99,999%) foram usados como gases de arraste nas analises CG-FID
e CG-EM, respectivamente, a um fluxo constante de 1,0 mL/min. Cada
constituinte foi quantificado por normalizacao interna (%) no cromatograma CG-

FID. O modo de ionizacéo eletronica (EI-ES) a 70 eV foi empregado. O volume
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de injecédo foi de 0,1 pL (razéo de 1:10). As temperaturas do injetor e da fonte de
ionizacdo foram fixadas em 240 a 280 °C, respectivamente. Os espectros de
massas foram registrados com um intervalo de varredura de 0,5 s na faixa de
massa de 40 a 600 Da. As estruturas quimicas foram identificadas por
comparagao com as bibliotecas espectrais Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 do
sistema de dados CG-EM. Seus padrdes de fragmentacdo foram comparados
com dados da literatura. Os componentes dos OEs foram identificados com base
em seus indices de retencao relativos a uma série homéloga de n-alcanos (C8-
C24) em uma coluna capilar Rtx-5MS e comparados com os da literatura. O
indice de retencao (IR) de cada constituinte dos OEs foi determinado conforme
descrito anteriormente.

Os indices de retencao de todas as substancias foram determinados pelo
indice de Kovats. A identificacdo das substancias do 6leo essencial foi feita
individualmente, comparando-se os indices de Kovats e espectros de massas
juntamente com os padrdes de fragmentacéo daquelas substancias ja descritas
na literatura [80]. Comparou-se também o indice de similaridade.

Os dados obtidos na andlise de CG-EM foram, entdo, identificados,
utilizando a biblioteca Nist e por meio da comparacéo dos indices de Kovatz (IK)

experimental e da literatura [80].

4.4 CEPAS BACTERIANAS E ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

Os valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos OEs foram
calculados utilizando o método de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96
pocos. As seguintes cepas padrdao foram empregadas: Enterococcus faecalis
(ATCC 4082), Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus sobrinus
(ATCC 33478), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis
(ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) e Lactobacillus casei
(ATCC 11578). Coldnias individuais provenientes do agar sangue (Difco Labs,
Detroit, Mich, EUA) foram suspensas em 10,0 mL de caldo triptona de soja
(Difco) por 24 horas. A padronizacéo de cada suspenséao de cada microrganismo

foi realizada conforme descrito anteriormente. As amostras de OE foram
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dissolvidas em dimetilsulfoxido (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 1 mg/mL e
diluidas em caldo triptona de soja (Difco) para que atingissem as concentracoes
na faixa de 4.000 a 3,9 pg/mL. A concentracao final de DMSO foi de 5% (v/v) e
esta solucdo foi utilizada como controle negativo. Foi incluido um poco inoculado
para controlar a adequacéao do caldo para o crescimento do organismo. Um poco
nao inoculado e livre do agente antimicrobiano também foi incluido para garantir
a esterilizacdo do meio de cultura. O dicloridrato de clorexidina (C8527 Sigma)
foi dissolvido em caldo triptona de soja (Difco) e utilizado como controle positivo
em concentragdes variando de 59,0 a 0,115 pg/mL. As microplacas (96 pogos)
foram seladas com filme plastico e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida,
30 pL de solucéo aquosa de resazurina a 0,02% (199303 Sigma, Stl Louis, MO,
EUA) foram adicionados em cada poc¢o da microplaca, para indicar a viabilidade
do microrganismo. Os valores de CIM foram determinados como a menor
concentracdo de cada OE capaz de inibir o crescimento de cada microrganismo.

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada microrganismo.

4.5 DETERMINACAO DO INDICE DE RETENCAO

Utilizou-se para a identificacio dos constituintes do 6leo essencial o indice
de Kovats. Esse método consiste na co-injecdo de uma série homologa de
padrbes de hidrocarbonetos (n-alcanos) da marca Alltech. Os hidrocarbonetos
utilizados neste experimento foram: n-nonano C9, n-decano C10, n-undecano
C11, n-tridecano C13, n-tetradecano C14, n-pentadecano C15, n-hexadecano C
16, n-heptadecano C 17, n-octadecano C 18, n-nonadecano C 19, e n-eicosano
C20. Esses padrdes foram diluidos em hexano grau HPLC, na concentracdo de
aproximadamente 143 pg/mL. 1 upL da solucdo padrédo foi injetado para
verificacdo do perfil cromatografico e, entéo, foi efetuada a co-injecdo de 1 uL
dessa solugéo juntamente com 1 uL da fracdo hexanica previamente preparada

conforme item 3.2.

O indice de Kovats foi determinado pela equacéo:
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IK={[(trx — trcn-1)(Cn - Cn-1)*100] / (trcn - trecn-1) } + 100* Cn-1 , (Clement,

1990)

Onde:

trx = tempo de retencéo do analito;

e trcn = tempo de retengéo do n-alcano posterior ao analito;
e trcn-1=tempo de retengdo do n-alcano anterior ao analito;
e Cn =numero de carbono do n- alcano posterior;

e Cn-1= nimero de carbono do n- alcano anterior.

5. RESULTADOS

Os dleos essenciais extraidos das folhas de Piper marginatum (PM-OE),
Piper callosum (PC-OE) e Peperomia pellucida (PP-OE) foram obtidos como
Oleos amarelo-claros com rendimento de 0,60%, 0,26% e 0,04% (p/p),
respectivamente. A Tabela 4 mostra os constituintes quimicos de PM-OE, PC-
OE e PP-OE, conforme identificados por cromatografia gasosa com deteccdo
por ionizacdo de chama (CG-FID) e analise por cromatografia gasosa-
espectrometria de massas (CG-EM). PC-OE, PM-OE e PP-OE mostraram alto
contetdo em fenilpropanoides (31,6%, 32,4% e 41,7%, respectivamente), mas
diferiram no conteddo de monoterpenos (18,6%, 48,3% e 0,7%,
respectivamente) e sesquiterpenos (44,8%, 18,8% e 52,4%, respectivamente).
Hidrocarbonetos monoterpénicos (44,9%) e sesquiterpenos oxigenados (35,2%)
predominam no PC-OE, enquanto o PM-OE é rico em hidrocarbonetos
monoterpénicos e sesquiterpénicos (18,6% e 36,0%, respectivamente). Os
principais compostos identificados em PM-OE, PC-OE e PP-OE foram 3,4-
(metilenodioxi)propiofenona (11,3%), a-pineno (19,2%) e dilapiol (40,6%),
respectivamente. Percentuais de 3,4-(metilenodioxi)propiofenona (11,3%),
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miristicina (5,3%), croweacina (5,2%), 0-3-careno (4,6%) e (Z)-B-ocimeno
(4,2%), que foram relativamente abundantes em PM-OE, néo foram detectados
em PC-OE ou PP-OE.

Tabela 4 - Compostos quimicos detectados nos OEs extraidos de Piper callosum (PC-OE),
Piper marginatum (PM-OE) e Peperomia pellucida (PP-OE), determinados por CG-EM.
Composto Rlexp Rhit % % % Ildentificagéo

RA  RA RA

PM- PC- PP-
OE OE OE

a-tujeno 924 931 — 02 — RL2 EM
a-pineno 932 939 09 192 — RL2 EM
Canfeno 948 953 — 06 — RL2 EM
Sabinense 971 976 — 2,7 — RL? EM
B-pineno 978 980 0,6 143 — RL2 EM
Mirceno 988 991 06 09 — RL2 EM
a-felandreno 1007 1005 — 0,2 — RL2 EM
0-3-careno 1009 1011 46 — — RLP EM
a-terpineno 1016 1018 — 14 — RL2 EM
p-cimeno 1024 1026 — 0,3 — RL2 EM
Limoneno 1028 1031 — 0,8 0,2 RL2 EM
1,8-cineol 1031 1033 — 23 — RL2 EM
Z-B-ocimeno 1038 1040 4,2 — — RL2 EM
E-B-ocimeno 1047 1050 7,7 — 0,5 RL2 EM
y-terpineno 1058 1062 — 35 — RL2 EM
a-terpinoleno 1084 1088 — 08 — RL2 EM
Linalol 1101 1098 — 0,1 — RL2 EM
terpinen-4-ol 1180 1179 — 0,6 — RL2 EM
Butanoato de etila 1192 11917 — — 01 RL® EM
a-terpineol 1195 1197 — 04 — RLY EM
Decanal 1207 1207 — — 1,3 RL® EM
Safrol 1290 1285 — 23 — RL® EM
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0-elemeno
a-copaeno

B -bourboneno
B-elemeno

metil eugenol
Dodecanal
E-cariofileno
trans-a-bergamoteno
Croweacina
a-humuleno
E-B-farneseno
y-gurjeneno
a-amorfeno
germacreno-D
B-selineno
biciclogermacreno
a-muroleno
Z-metil isoeugenol
germacreno A
y-cadineno
miristicina
O-cadineno
B-sesquifelandreno
Elemicina

3,4-
(metilenedioxi)propiofenona

E-nerolidol
espatulenol

6xido de cariofileno

1332
1371
1379
1393
1400
1411
1417
1433
1450
1452
1457
1469
1471
1475
1484
1491
1493
1496
1502
1512
1516
1523
1528
1542
1543

1564
1572
1578

1340
1376
1355
1391
1403
1409
1418
1438
1452
1454
1458
1473
1485
1480
1485
1494
1499
1532
1503
1513
1520
1524
1524
1540
1545

1564
1576
1581

2,1

0,7
0,7

5,5

5,2
0,7

0,7
10,8
2,4

1,0

1,4

0,6

0,7

5,3

9,2
11,3

1,6

0,9

3,1

0,3
0,5

0,6
13,2

1,3
0,4
0,4

RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RLTEM
RL2 EM
RLY EM
RL"EM
RL2 EM
RL2 EM
RL'EM
RL& EM
RL2 EM
RL'EM
RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
RLI EM
RL'EM
RL™ EM

RL2 EM
RL2 EM
RL2 EM
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Globulol 1581 1584 0,6 — — RL" EM

viridiflorol 1588 1590 06 — 151 RL' EM
10-epi-y-eudesmol 1618 1621 0,7 — — RL° EM
Dilapiol 1620 1622 — — 40,6 RL'EM
y-eudesmol 1629 1630 — 25 — RL' EM
isospatulenol 1635 1639 0,9 — — RLPEM
Torreyol 1642 1645 06 10 — RLY EM
B-eudesmol 1650 1649 45 — — RL'EM
Apiole 1681 1680 — — 11 RL'EM
Hidrocarbonetos 18,6 449 0,7
monoterpénicos

Monoterpenos oxigenados — 34 —
Hidroc_arbonetos 36,0 13,3 35,2
sesquiterpénicos

Sesquiterpenos oxigenados 88 35 17,2
Fenilpropandides 31,6 32,4 41,7

Outros — — 20

Nao identificados 50 25 32

TR: tempo de retencdo em coluna Rtx-5MS; IR: indices de retencao
relativos aos n-alcanos C8-C20 na coluna capilar Rtx-5MS; RA: area relativa
(4rea do pico relativa a &rea total do pico no cromatograma CG-FID); RL:
comparacdo do indice de retencdo com a literatura (a-q:[17-32]
respectivamente); EM: comparacéo do espectro de massa com a literatura.

*Média das trés triplicatas

Foram avaliadas atividades antibacterianas in vitro de PM-OE, PC-OE e
PP-OE usando o método de microdiluicio em microplacas em termos de
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM; ou seja, a menor concentracdo do OE
capaz de inibir o crescimento das bactérias cariogénicas). O ensaio realizado foi
feito frente a sete bactérias (Streptococcus mutans, S. mitis, S. salivarus, S.
sanguinis, S. sobrinus, Enterococcus faecalis e Lactobacillus casei). Dicloridrato
de clorexidina foi empregado como controle positivo. Os resultados estéo

representados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Atividade antibacteriana in vitro (CIM; pg/mL) dos 6leos essenciais extraidos de
Piper marginatum (PM-OE), Piper callosum (PC-OE) e Peperomia pellucida (PP-OE) contra
bactérias cariogénicas.

Microorganismo PC-OE PM-OE PP-OE Clorexidina
Streptococcus salivarus 500 200 500 0,74
ATCC 25975

Streptococcus  sanguinis 1000 225 250 0,74
ATCC 1055

Streptococcus sobrinus 500 200 250 0,18
ATCC 33478

Streptococcus mitis ATCC 500 75 125 1,47
49456

Streptococcus mutans 500 50 125 0,09
ATCC 25175

Enterococcus faecalis 1000 500 1000 2,95
ATCC 4082

Lactobacillus casei ATCC 500 50 125 0,37
11578

Clorexidina: dicloridrato de clorexidina (ug/mL), controle positivo

Os valores de CIM obtidos para PM-OE, PC-OE e PP-OE encontram-se
na faixa de 50-500, 500-1000 e 125-1000 pg/mL, respectivamente. Esses OEs
foram menos eficazes contra E. faecalis (valores de CIM de 500 a 1000 pg/mL)
e S. sanguinis (valores de CIM de 225 a 1000 pg/mL). Por outro lado, PM-OE,
PC-OE e PP-OE foram mais eficazes contra S. mutans e L. casei (valores de
CIM entre 50 a 500 pg/mL). Os menores valores de CIM foram alcangados com
PM-OE contra S. mutans (CIM = 50 pyg/mL), L. casei (CIM = 50 pyg/mL) e S. mitis
(CIM =75 pg/mL).

6. DISCUSSAO

Uma comparacdo entre a composicdo quimica dos 6leos essenciais

extraidos de Piper marginatum (PM-OE), P. callosum (PC- OE) e Peperomia

46



pellucida (PP- OE) revelou que, embora esses OEs sejam ricos em
fenilpropanoides, o perfil quimico dos OE obtidos para as duas espécies de Piper
(PM-OE e PC-OE) difere do perfil quimico do PP-OE em termos do teor de
hidrocarbonetos monoterpénicos (que € menor no PP-OE) e sesquiterpenos
oxigenados (que € maior no PP-OE). PM-OE e PC-OE sédo ricos em
hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos. Entretanto, o PC-OE é rico
em hidrocarbonetos monoterpénicos, enquanto 0s hidrocarbonetos
sesquiterpénicos sao maioria no PP-OE.

Os principais constituintes do PC-OE séo a-pineno (19,2%), B-pineno
(14,3%) e metil-eugenol (6,5%). Curiosamente, o PC-OE é rico em a e 3-pineno,
enquanto o safrol tem sido frequentemente destacado como o principal
composto em OEs extraidos de P. callosum [81-82].

O PP-OE contém dilapiol (40,6%), (E)-cariofileno (13,2%), viridiflorol
(15,1%) e biciclogermacreno (9,1%) como compostos principais. Os
fenilpropanoides foram relatados como os principais compostos nos OE obtidos
de P. pellucida [83]. Demonstrou-se que o quimiotipo predominante contém
dilapiol como composto principal [84]. A composi¢do quimica de espécimes de
P. pellucida coletados na Amazobnia brasileira, Rio de Janeiro (Brasil) e
Camardes € marcada pela presenca de dilapiol [85—86].

Aqui, foi identificado 3,4-(metilenodioxi)propiofenona  (11,3%),
germacreno-D (10,8%) e E-B-ocimeno (7,7%) como os principais compostos no
PM-OE. Da Silva et al relataram 3,4-metilenodioxipropiofenona (21,8%) como o
principal componente do OE extraido de outra espécime de P. marginatum
coletado na regido amazobnica brasileira [81]. Além disso, 3,4-
metilenodioxipropiofenona (22,9%), 8-3-careno (10,2%), (E)-cariofileno (9,7%) e
espatulenol (6,9%) foram detectados como os principais componentes do OE
extraido de folhas de P. marginatum coletadas em Santarém, Pard, Brasil [87].
Por outro lado, os OEs extraidos das folhas de um espécime de P. marginatum
coletado no Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, demonstraram conter
(2)- ou (E)-asarona (30,4 e 6,4%, respectivamente) e alcool patchouli (16,0%)
como principais compostos [88]. Foi relatado que o OE extraido de P.
marginatum coletado em Curitiba, Parana, Brasil, contém miristicina (12,8%),

sarisan (12,3%) e kakuol (13,3%) como 0s principais compostos [89].
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Existem diferencas nos perfis quantitativos e qualitativos dos OE extraidos
de amostras coletadas em todo o mundo e estéo associadas a fatores ambientais
ou condicdes de cultivo, que afetam grandemente a composi¢cao quimica dos
Oleos volateis e, portanto, suas atividades biolégicas [90].

Destaca-se a utilizacdo de espécies vegetais como fontes de agentes
terapéuticos alternativos para doencas infecciosas. Enxaguantes bucais
contendo OEs forneceram resultados promissores em termos de inibicdo de
microrganismos orais patogénicos [91] através de varios mecanismos, como
ruptura da parede celular e inibicdo da atividade enzimatica e formacdo de
biofilme [92,93]. Extratos de etanol de espécies de Piper inibem bactérias que
causam doencas bucais [94]. Ensaios antimicrobianos mostraram que o OE
extraido de Piper muricatum Blume (Piperaceae) tem atividade moderada contra
Bacillus cereus e Streptococcus mutans (valores CIM de 250 pg/mL) [95]. No
entanto, até onde foi estudado, a atividade antibacteriana dos OE extraidos de
Piper marginatum (PM-OE), Piper callosum (PC-OE) e Peperomia pellucida (PP-
OE) contra bactérias cariogénicas nao foi relatada.

Atualmente, a atividade antibacteriana dos OEs contra patdgenos orais
pode ser classificada com base nos seus valores de CIM. Segundo Oliveira et.
al., OEs com valores de CIM inferiores a 100 pg/mL, entre 101 e 500 pg/mL,
entre 501 e 1.500 pg/mL e entre 1.500 e 2.000 pg/mL sé&o considerados muito
ativos, ativos, moderadamente ativo e fracamente ativo, respectivamente.
Valores de CIM superiores a 2.000 pg/mL denotam um OE inativo [96]. De
acordo com estes critérios, PM-OE, PC-OE e PP-OE apresentam atividade
antibacteriana contra todas as bactérias cariogénicas testadas. O PC-OE
apresenta atividade moderada, com valores de CIM variando de 500 pg/mL
(contra S. mutans, S. mitis, S. salivarus, S. sobrinus e L. casei) a 100 pg/mL
(contra S. sanguinis e E.faecalis). Por outro lado, o PM-OE € o mais ativo entre
os OEs ensaiados. A atividade muito forte do PM-OE contra S. mutans (CIM =
50 pg/mL) é digna de nota porque esta bactéria € um dos principais
microrganismos causadores de carie, pois pode produzir glucanos sollveis e
insollveis a partir da sacarose da dieta usando glicosiltransferases [97].
Produtos naturais com efeitos antimicrobianos tém sido uma alternativa atraente

aos agentes sintéticos convencionais para prevencao da carie dentaria [98].
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Estudos sobre a atividade antibacteriana dos OEs tém sido realizados
porque tais 6leos ndo induzem a resisténcia bacteriana, visto que sdo misturas
de compostos [96]. Os constituintes lipofilicos dos OEs inibem com sucesso o
crescimento microbiano porque reagem com as partes lipidicas das membranas
celulares; além disso, inibem a sintese de DNA, RNA, proteinas e
polissacarideos em células bacterianas [99]. Entre os trés OEs de Piperaceae
gue avaliamos aqui, 0 PM-OE tem a atividade antibacteriana mais promissora. A
analise CG-EM de seus constituintes quimicos mostrou grande quantidade de
3,4-(metilenodioxi)propiofenona (11,3%), miristicina (5,3%), croweacina (5,2%),
0-3-careno (4,6%) e (Z2)-B-ocimeno (4,2%), que nao foi detectado em PC-OE ou
PP-OE. As atividades biolégicas apresentadas pelos OEs séo devidas a sua
composicdo quimica e podem originar-se da acdo de um composto especifico
ou da acgdo sinérgica de todos os compostos quimicos do OE [100]. Neste
contexto, foi realizado um levantamento bibliografico para conhecer as
atividades antimicrobianas apresentadas pelos constituintes detectados
exclusivamente no PM-OE, o que poderia explicar a sua maior atividade inibitoria
sobre bactérias cariogénicas.

Nos ultimos anos, estudos realizados com miristicina, um dos principais
compostos do PM-OE, demonstraram suas atividades biologicas promissoras
[101]. Foi demonstrado que OEs contendo miristicina como componente
principal apresentam atividades antimicrobianas interessantes em sistemas
alimentares [102]. Os OE extraidos do endro (Anethum graveolens) e da salsa
(Petroselinum crispum) cultivados durante o verdo e o inverno contém de 28% a
42% de miristicina e demonstraram inibir Escherichia coli, Staphylococcus albus,
Bacillus mesentericus e Aspergillus flavus. O OE extraido das partes aéreas de
Pycnocycla bashagardiana contém 39% de miristicina e foi relatado que exibe
forte atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli e Candida albicans [103]. A miristicina isolada do
OE de Piper sarmentosum (representando cerca de 81% a 83% de sua
composi¢do) demonstrou inibir a proliferacado de Escherichia coli e a atividade in
vitro da enzima GTPase, interferindo em uma etapa fundamental para a divisdo
celular microbiana [104]. Além das atividades antibacterianas relatadas para a
mirsticina, o 8-3-careno e 0 (Z) -p-ocimeno, que sédo importantes no PM-EO,
também foram correlacionados com atividades antimicrobianas [105,106].
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7. CONCLUSOES

Os OEs extraidos de folhas frescas de populacdes brasileiras de
Piperaceae apresentam atividade promissora contra bactérias cariogénicas. Os
principais constituintes detectados nas amostras avaliadas em nosso estudo
foram 3,4-(metilenodioxi)propiofenona para PM-OE, a-pineno para PC-OE e
dilapiol para PP-OE. Quanto aos compostos quimicos detectados nos OEs
obtidos de plantas coletadas em outros paises, observamos que a 3,4-
(metilenodioxi)propiofenona e o dilapiol tém sido frequentemente identificados
como o principal composto dos OEs obtidos de P. marginatum e P. pelucida,
respectivamente. Por outro lado, o safrol tem sido o principal composto detectado
no OE extraido de P. callosum. Alguns compostos quimicos como a miristicina
foram detectados exclusivamente no PM-OE e merecem atencéo porque este foi
o0 OE que apresentou as atividades inibitdrias mais promissoras contra as
bactérias orais avaliadas durante os ensaios de CIM. Os resultados aqui
apresentados sugerem a possivel utilizacdo de OEs de Piperaceae brasileiras
em produtos de saude bucal para tratamento de carie dentaria e doencas
periodontais, o que enfatiza seu grande potencial para aplicacdo comercial em

fitomedicamentos.
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