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A espécie  Piper solmsianum  pertence à família Piperaceae, que é composta por 
cerca de 700 espécies amplamente distribuídas em regiões tropicais e subtropicais 
do mundo. A química de  P. solmsianum  não foi completamente investigada, e há 
poucos estudos referentes a atividades biológicas desta planta. O presente trabalho 
avaliou as propriedades antimicrobianas do extrato met



ANALYSIS OF ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF EXTRACT, 
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Marina Pereira de Campos

August/2006
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The species Piper solmsianum belong to the family Piperaceae, which is comprised 
of about 700 species, and is widely distributed in the tropical and subtropical zones of 
world. The chemical of P. solmsianum has not been fully investigated, and there are 
few studies relating to its bilogical activities.  This work evaluated the antimicrobial 
properties of the crude methanol extract (CME), fractions (hexane, dichloromethane, 
and  ethyl  acetate)  and  compounds  (conocarpan,  conocarpan  methylated, 
eupomatenoid-3, eupomatenoid-5, and orientin) obtained from  P. solmsianum. The 
minimal  inhibitory  concentrations  (MIC)  were  determined  through  the  method  of 
diluition  in  agar,  showing excellent  activity,  particularty  against  the Gram-positive 
bacteria Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus and 
Streptococcus  agalactiae.  The  components  extracted  of  the  P.  solmsianum  also 
showed  activity  against  fungi,  particularly  the  dermatophytes  Epidermophyton 
floccosum,  Microsporum  canis,  Microsporum  gypseum,  Trichophyton 
mentagrophytes and  Trichophyton rubrum.  The bioautographic test revealed three 
inhibition  zones,  relating  to  the  conocarpan,  eupomatenoid-5,  and  another 
compound, as yet unidentified. The antimicrobial activity of P. solmsianum appears to 
be related to the presence of conocarpan,  eupomatenoid-5, orientin,  and another 
compound not yet identified. The hystopatologic evaluation of inflammation, induced 
by  Staphylococcus aureus,  demonstrated that the groups treated with CME of  P. 
solmsianum  showed the process of regeneration of the tissue in lesser time (less 
delay in the process of lesion repair), when compared with the control group. The 
toxicity  assay  using  Artemia  salina demonstrated  that  the  CME and  the  fraction 
hexane of  P. solmsianum presents moderate toxicity (LD50  of 89,98 e 87,85 µg/mL, 
respectively), the fraction ethyl acetate showed weak activity (LD50 of 877, 66 µg/mL), 
and the fraction dichloromethane and the conocarpan substance showed high toxicity 
(LD50  of 2,91 and 2,92 µg/mL, respectively). However the compounds conocarpan 
methylated, eupomatenoid-5, eupomatenoid-3 and orientin did not present toxicity 
(LD50 > 1000 µg/mL).

Keywords:  Activity  antimicrobial,  Piper  solmsianum,  Conocarpan,  Eupomatenoid, 
Orientin. 
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1 INTRODUÇÃO

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais tem provocado renovado 

interesse pelo conhecimento das características das substâncias delas originadas. Incluindo 

sua morfologia, composição química, propriedades farmacológicas e controle de qualidade, 

especialmente quando se trata de plantas brasileiras, considerando a extensa e diversificada 

flora do país (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

No Brasil, o uso de plantas medicinais é bastante tradicional e amplo, e, a cada dia, 

tem se tornado mais comum devido à disseminação da moda naturalista e ao alto custo dos 

produtos farmacêuticos industrializados (SILVA et al., 2002).

Mundialmente têm sido pesquisadas  as virtudes das plantas para fins alimentícios, 

medicinais e cosméticos. Apesar de nosso país apresentar reconhecida biodiversidade e de 

nossa herança indígena quanto à utilização da flora nacional, apenas uma fração diminuta de 

nossas plantas nativas foi devidamente estudada (ALMEIDA et al., 2002).

Os produtos naturais de origem vegetal constituem uma estratégia para a inovação 

farmacêutica  e  competitividade  do setor,  tendo em vista  a  singularidade  estrutural  dessas 

substâncias  com  aplicação  como  fármacos,  bem  como,  por  seu  papel  como  protótipos 

moleculares para o desenvolvimento de novos medicamentos. Cabe ressaltar que das 42 novas 

substâncias descobertas em 1992, com atividades biológicas importantes, um total de 18 eram 

produtos naturais ou derivados. Assim, apesar do grande número de produtos de plantas já 

conhecido,  estimado atualmente em cerca de 100 mil  substâncias,  as  possibilidades de se 

identificarem  novos  metabólitos  bioativos  de  fontes  vegetais  parecem,  ainda  hoje, 

inesgotáveis (OLIVEIRA; BRAGA, 2003).

A resistência de patógenos frente ao uso irracional de antimicrobianos e o aumento na 

incidência  de  infecções  microbianas  têm  impulsionado  a  pesquisa  com  novas  plantas 

medicinais para a descoberta de novos agentes com atividade antimicrobiana. Desta forma, 

uma grande parcela da população brasileira recorre a tratamentos alternativos de saúde, sendo 

a fitoterapia o principal deles. Entre os motivos para a escolha da fitoterapia estão: a presença 

de  informações  etnofarmacológicas  sobre  a  flora,  a  grande  aceitação  da  população  pela 

medicina tradicional e o fácil acesso às plantas medicinais (CALIXTO, 2000).

A Organização Mundial de Saúde recomenda o uso de fitoterápicos como forma de 

reduzir os custos dos programas de saúde pública, provendo maior facilidade de acesso para a 

população menos favorecida, em especial nos países em desenvolvimento e subdesenvolvidos 

(SILVA et al., 2002).
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Devido  à  necessidade  do  desenvolvimento  de  novos  fármacos  com  atividade 

antimicrobiana e estendendo estudos prévios desenvolvidos no NIQFAR, nos propomos a 

avaliar  a  atividade  antimicrobiana  da  espécie  Piper  solmsianum, uma  planta  medicinal 

brasileira da família Piperaceae.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar  a  atividade  antimicrobiana  e  potencial  de  toxicidade  de  extrato,  frações  e 

substâncias puras obtidas de Piper solmsianum.

2.2 Objetivos Específicos

- Avaliar a atividade antibacteriana de extrato, frações e substâncias puras obtidas de 

P. solmsianum.

- Avaliar a atividade antifúngica de extrato, frações e substâncias puras obtidas de P. 

solmsianum.

-  Direcionar  a  pesquisa  através  de  ensaios  de  bioautografia,  para  localizar  os 

componentes com potencial antimicrobiano.

- Avaliar o efeito da substância conocarpano sobre a parede celular fúngica.

- Analisar a influência do extrato de P. solmsianum no processo inflamatório induzido 

por Staphylococcus aureus, em camundongos.

- Avaliar a toxicidade de Piper solmsianum em presença do microcrustáceo Artemia 

salina.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 Conceitos básicos sobre doenças infecciosas

A  infecção  é  uma  doença  que  envolve  a  presença  de  microrganismos  (bactérias, 

fungos, vírus e protozoários) em um hospedeiro vivo. Uma infecção está presente quando 

microrganismos  invasores  estimulam  uma  evidente  resposta  do  hospedeiro.  Inicialmente 

ocorre  a  penetração  do agente  infeccioso (microrganismos)  no corpo do  hospedeiro  e  há 

proliferação (multiplicação dos microrganismos), com conseqüente apresentação de sinais e 

sintomas. Um microrganismo capaz de causar uma infecção é, com freqüência, referido como 

patogênico; o grau ou a extensão (patogenicidade) na qual um microrganismo pode causar 

dano a um hospedeiro infectado é conhecido como virulência (KONEMAN et al., 2001).

A ocorrência de uma doença infecciosa em presença de um microrganismo depende da 

relação entre a resistência do hospedeiro, a virulência do microrganismo e, algumas vezes, do 

efeito das terapias profiláticas. Para instalar uma doença infecciosa, um microrganismo deve: 

a)  alcançar  o  hospedeiro  e  encontrar  uma  porta  de  entrada;  b)  superar  as  defesas  do 

hospedeiro; c) invadir e proliferar nos tecidos do hospedeiro e produzir toxinas ou outros 

fatores de virulência; e d) ser capaz de resistir às defesas do hospedeiro (ibidem, 2001).

Os  microrganismos  podem  alcançar  o  hospedeiro  por  vias  exógenas  (inalação, 

ingestão,  contato  direto  ou  inoculação)  ou  endógenas  (após  ruptura  de  barreiras  naturais, 

modificações  na  virulência  da  “microbiota  normal”  ou  modificações  nos  mecanismos  de 

defesa do hospedeiro) (SCHAECHTER et al., 2002).

3.2 Microrganismos

3.2.1 Bactérias

As bactérias são seres procarióticos com organização relativamente simples, que se 

reproduzem por divisão assexuada. Esses microrganismos são formados por várias estruturas, 

que diferem de uma espécie para outra (MURRAY et al., 2000).

Como  todas  as  células,  as  bactérias  têm  uma  estrutura  essencial,  a  membrana 

citoplasmática.  A maioria  das  bactérias  possui  externamente  à  membrana,  uma espessa  e 

rígida camada; a parede celular. Envolvendo a parede, pode ocorrer uma terceira camada, a 

cápsula. No interior da célula, além do citoplasma, encontra-se uma região correspondente ao 
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núcleo,  chamada nucleóide,  e grânulos diversos.  Freqüentemente ocorrem prolongamentos 

filamentosos  que  partem  da  superfície  bacteriana,  são  os  flagelos  e  as  fímbrias 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1997).

Dentre as principais funções da membrana pode-se citar o papel dela como barreira 

seletiva para a entrada de moléculas na célula, sendo responsável pela absorção e transporte 

de nutrientes. A membrana também contém várias enzimas, algumas envolvidas na produção 

de energia e síntese da parede celular (MIMS et al., 1999).

A parede celular de organismos procarióticos consiste em uma estrutura rígida, que 

mantém a forma característica de cada célula bacteriana (esférica ou cocos, bastonetes ou 

bacilos e espiraladas ou hélices). A parede previne a expansão e eventualmente o rompimento 

da célula devido à entrada de água. Além disso, é normalmente essencial para o crescimento e 

divisão da célula (BLACK, 1996).

Conforme as características da parede celular, as bactérias podem ser classificadas em 

Gram-positivas  ou  Gram-negativas.  As  diferenças  entre  esses  grupos  estão  baseadas 

principalmente nas suas propriedades de permeabilidade e nos componentes de superfície 

(SCHAECHTER et al., 2002).

O principal componente estrutural da parede celular é o peptideoglicano, um polímero 

misto de açúcares e aminoácidos. Nas bactérias Gram-positivas o peptideoglicano forma uma 

camada  espessa  (20-80  nm),  externa  à  membrana  celular  e  pode  conter  outras 

macromoléculas. Nas bactérias Gram-negativas a camada de peptideoglicano é delgada (5-10 

nm)  e  superposta  por  uma  membrana  externa,  ancorada  a  moléculas  lipoprotéicas  no 

peptideoglicano. As principais moléculas da camada externa são lipopolissacarídeos (LPS) e 

lipoproteínas (TRABULSI et al., 1999).

Os aminoácidos carregados e os polissacarídeos tornam a camada de peptideoglicano 

altamente  polar,  proporcionando  à  bactéria  uma  superfície  hidrofílica  espessa.  É  esta 

propriedade  que  permite  que  os  organismos  Gram-positivos  impeçam  a  passagem  de 

substâncias hidrofóbicas (MIMS et al., 1999).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas é hidrofílica, mas os componentes 

lipídicos das moléculas constituintes conferem propriedades hidrofóbicas também. Devido à 

membrana externa apresentar características lipoprotéicas, as bactérias necessitam dispor de 

mecanismos que permitem a entrada de substâncias hidrofílicas como: açúcares, aminoácidos 

e certos íons. Por isso, sua membrana externa possui canais especiais chamados de porinas, 

que permitem a difusão passiva de substâncias hidrofílicas (SCHAECHTER et al., 2002).

Entre as membranas externa e plasmática há um compartimento chamado de espaço 

periplasmático ou periplasma. Esse compartimento contém uma camada de peptideoglicano e 

16





prevalecem no solo, na água, no ar e na vegetação. Podem desenvolver-se em alimentos e 

produzir  enterotoxina  ou toxina  emética,  causando intoxicação alimentar.  Algumas vezes, 

estes microrganismos podem produzir patologias em seres humanos imunocomprometidos, 

entre  as  quais,  meningite,  endocardite,  conjuntivite  e  gastroenterite  aguda  (JAWETZ; 

MELNICK; ADELBERG, 1998).

3.2.1.2 Bactérias Gram-negativas Testadas

Escherichia  coli  é  um  bacilo  Gram-negativo  anaeróbio  facultativo  da  família 

Enterobacteriaceae. É a espécie bacteriana mais comumente isolada nos laboratórios clínicos 

e já foi associada a doenças infecciosas envolvendo virtualmente todos os tecidos e sistemas 

orgânicos  humanos.  É  um  dos  microrganismos  envolvidos  em  septicemias  por  Gram-

negativos e em choque induzido por endotoxinas. As infecções do trato urinário e de feridas, a 

pneumonia em pacientes imunossuprimidos hospitalizados e as meningites em neonatos são 

outras formas comuns de infecções causadas por E. coli (KONEMAN et al., 2001). 

Certas cepas de E. coli podem causar enterite ou gastroenterite através de mecanismos 

diferentes que causam síndromes distintas. Essas cepas, que produzem enterotoxinas, têm sido 

classificadas  como:  enterotoxigênica-ETEC,  enteroinvasora-EIEC,  enteropatogênica-EPEC, 

êntero-hemorrágica-EHEC  e  enteroagregativa-EaggEC,  de  acordo  com  o  grau  de 

invasibilidade celular (KONEMAN et al., 2001; MIMS et al., 1999). 

O gênero Salmonella é vasto, compreendendo mais de 2300 variedades sorológicas. A 

patogenicidade deste gênero varia de acordo com o tipo sorológico da bactéria, idade e estado 

imunológico do hospedeiro. De modo geral, os sorotipos de  Salmonella, causam, no adulto 

saudável,  apenas  enterocolite  que  evolui  sem  complicações.  Entretanto,  existem  quatro 

síndromes clínicas associadas ao gênero Salmonella: gastrenterite, infecção focal do endotélio 

vascular, infecções de determinado sistema de órgãos, e febre tifóide (SCHAECHTER et al., 

2002).

Pseudomonas  aeruginosa  é  o  mais  importante  patógeno  humano  no  gênero 

Pseudomonas.  Considerando que a  P. aeruginosa  é uma bactéria ubiqüitária e faz parte da 

microbiota humana, ela raramente se torna a causa de infecções em indivíduos saudáveis. No 

entanto, em ambientes hospitalares, esta bactéria torna-se um agente infeccioso importante, 

principalmente  em  pacientes  predispostos,  que  apresentam quebras  de  barreiras  físicas  e 

imunossupressão. Além disto, o número de fatores de virulência é significativamente maior 
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em cepas provindas  de isolados clínicos,  quando comparados às cepas  do meio ambiente 

(PAVIANI; STADNIK; HEINEK, 2003).

Espécies  de  Enterobacter raramente  são  agentes  primários  de  infecção. 

Freqüentemente são isolados de diferentes espécimes clínicos, de pacientes hospitalizados. 

Vários casos de bacteremia, decorrentes de aplicação endovenosa de líquidos contaminados, 

têm sido descritos (TRABULSI et al., 1999).

3.2.2 Fungos

Em contraste com as bactérias, a estrutura celular dos fungos é mais complexa. Trata-

se  de  organismos eucarióticos,  com núcleo  bem definido  circundado por  uma membrana 

nuclear; uma membrana celular que contém lipídeos, glicoproteínas e esteróis; parede celular; 

mitocôndrias;  aparelho  de  Golgi;  ribossomas  ligados  ao  retículo  endoplasmático;  e  um 

citoesqueleto constituído por microtúbulos, microfilamentos e filamentos intermediários. Essa 

descrição  demonstra  que  os  microrganismos  infectantes  são  tão  semelhantes  às  células 

hospedeiras  que  é  difícil  elaborar  estratégias  terapêuticas  específicas  dirigidas  contra  o 

parasita, e atóxicas para o hospedeiro (SCHAECHTER et al., 2002).

A parede  celular  fúngica  é  uma  estrutura  rígida  que  protege  a  célula  de  choques 

osmóticos,  sendo  composta,  de  modo  geral,  por  glucanas,  mananas,  quitina,  proteínas  e 

lipídeos. A quitina é o principal componente estrutural da parede. Os lipídeos estão presentes 

como substâncias polares e apolares. Os principais lipídeos apolares são os triacilgliceróis e 

os  esteróis,  e  os  polares  são  os  diacilglicerofosfocolinas  e  diacilgliceroetanolaminas 

(TRABULSI et al., 1999). A presença de substâncias quitinosas na parede da maior parte das 

espécies fúngicas e a capacidade de armazenar glicogênio os assemelham às células animais.

A micologia é  o estudo dos fungos,  e as infecções fúngicas são conhecidas como 

micoses. Os fungos patogênicos são, em sua maioria, exógenos, e a água, o solo e os resíduos 

orgânicos são os seus habitats naturais. As micoses que exibem maior incidência são causadas 

por fungos que fazem parte da microbiota normal do organismo e são inócuos a menos que, 

de alguma forma, haja comprometimento das respostas imunes do hospedeiro (MIMS et al., 

1999). Com algumas exceções importantes, os fungos implicados em doenças humanas são de 

vida  livre  na  natureza.  A maioria  das  micoses  é  adquirida  em conseqüência  de  contatos 

acidentais  por  inalação  ou  penetração  traumática  a  partir  de  uma  fonte  exógena 

(SCHAECHTER et al., 2002).

Os  fungos  patogênicos  podem existir  como  formas  filamentosas  ramificadas  ou 

como leveduras,  alguns  apresentam ambas  as  formas  de  crescimento  no  seu  ciclo  e  são 
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conhecidos como fungos dimórficos. Nas formas filamentosas, a massa das hifas forma um 

micélio. A reprodução assexuada resulta na formação de esporângios que liberam os esporos 

através dos quais os fungos são dispersos; os esporos são uma causa comum de infecção após 

inalação.  Nas  leveduras,  a  forma  característica  é  unicelular  com reprodução  por  divisão. 

Também pode ocorrer brotamento com o broto permanecendo ligado, formando as pseudo-

hifas. As formas dimórficas formam hifas em temperatura ambiente, mas sob alterações de 

temperatura, podem crescer como leveduras no hospedeiro (MIMS et al., 1999).

Toda  micose  se  inicia  pela  implantação  no  hospedeiro,  de  um  fungo  apto  ao 

parasitismo.  Os fungos,  quer  mecanicamente,  quer  por  meio de  suas  “toxinas”  ou outros 

metabólitos,  determinam  processos  inflamatórios  que  variam  em  extensão  e  em  tipo 

anatomopatológico conforme o agente responsável pelos mesmos (LACAZ et al., 2002). 

Os  fungos  patogênicos  que  colonizam  os  humanos  e  causam  doenças  possuem 

características  que  permitem  a  sua  classificação  em  grupos  de  acordo  com  os  tecidos 

primários  que  colonizam:  agentes  fúngicos  que  causam  infecções  superficiais,  infecções 

cutâneas, doença subcutânea e doença sistêmica. Os fungos que causam infecções superficiais 

tendem a crescer apenas nas camadas mais externas da pele ou na cutícula da diáfise dos 

pêlos, induzindo raramente uma reação imune. Estas infecções são de natureza estética e são 

facilmente diagnosticadas (MURRAY et al., 2000).

As  micoses  cutâneas,  também denominadas  dermatomicoses,  são  produzidas  pelos 

fungos  dermatófitos,  que  vivem  à  custa  da  queratina  da  pele,  pêlo,  unhas  e  mucosas 

(TRABULSI  et  al.,  1999).  Os  principais  gêneros  de  fungos  dermatófitos  são: 

Epidermophyton,  Trichophyton  e  Microsporum  (MIMS  et  al.,  1999).  Esses  fungos  são 

adquiridos  por  contato  com  solo  contaminado  ou  com  animais  ou  humanos  infectados 

(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Os fungos que causam doença subcutânea possuem baixo grau de infectividade, e as 

infecções causadas por estes microrganismos usualmente estão associadas a alguma forma de 

lesão traumática. Os fungos causadores de doença sistêmica afetam as vias respiratórias. Estes 

fungos  possuem  características  morfológicas  que  contribuem  para  a  sua  capacidade  de 

sobreviver no hospedeiro. Dependendo do sistema imunológico do paciente, estas doenças 

podem ser potencialmente fatais (MURRAY et al., 2000).
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3.2.2.1 Micoses Oportunistas

Micoses  oportunistas  são  infecções  cosmopolitas  causadas  por  fungos  de  baixa 

virulência,  que  convivem  pacificamente  com  o  hospedeiro,  mas  ao  encontrar  condições 

favoráveis,  como distúrbios  do  sistema  imunológico,  desenvolvem seu  poder  patogênico, 

invadindo os tecidos. Atingem indivíduos de ambos os sexos, de todas as faixas etárias e raças 

(MURRAY et al., 2000; STEVENS; LOWE, 1998).

Os  fatores  que  predispõem  às  micoses  oportunistas  podem  ser  classificados  em: 

fatores intrínsecos ou próprios do hospedeiro, como neoplasias, diabetes, hemopatias diversas, 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e todas as doenças que alteram a imunidade 

celular (FUKAI et al., 2003).

Outros fatores que aumentam o risco de infecções por fungos oportunistas incluem 

indivíduos com transplantes  de  medula  óssea  ou  de  órgão,  queimaduras,  traumatismo ou 

doenças que necessitam de uso prolongado de catéteres intravenosos ou intra-arteriais.  Os 

pacientes  que foram submetidos  a  procedimentos  cirúrgicos,  também correm risco.  Além 

disso,  são observadas infecções fúngicas oportunistas em pacientes que receberam terapia 

antibacteriana de amplo espectro e cuja flora bacteriana intestinal normal foi acentuadamente 

reduzida.  Nesses  casos  fungos  como  Candida  albicans  proliferam  desenfreadamente, 

podendo substituir as bactérias da microbiota normal (SCHAECHTER et al., 2002).

Os fungos que provocam micoses sistêmicas oportunistas são quase ubíquos. Podem 

fazer  parte  de  nossa  flora,  que  são  oportunistas  endógenos  (Candida  e  leveduras 

relacionadas), ou podem ser inalados ou ingeridos a partir do ambiente (fungos exógenos) 

(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

A incidência  de  severas,  invasivas  e  oportunistas  infecções  fúngicas  em pacientes 

imunocomprometidos  está  aumentando  em  uma  razão  alarmante.  A  mortalidade  entre 

pacientes infectados pode ser maior que 75 %, podendo chegar a 100 %, apresentando um 

enorme desafio para profissionais da saúde. A maioria dos fungos patogênicos comuns são 

espécies  de  Candida,  Aspergillus (RANDHAWA; SHARMA, 2004),  Mucor,  Rhizopus,  e  

Cryptococcus neoformans (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

A candidíase, também denominada de candidose, é infecção causada por fungos do 

gênero  Candida.  Trata-se  de  membros  da  microbiota  da  pele,  das  mucosas  e  do  trato 

gastrintestinal. As espécies de Candida colonizam as mucosas de todos os seres humanos no 

decorrer  ou pouco depois  do nascimento,  havendo sempre o risco de infecção endógena. 

(BROOKS; BUTEL; MORSE,  2000).  O agente  mais  comum da  candidíase  é  a  Candida 

albicans,  mas  outras  espécies  têm  sido  também identificadas  como:  Candida  tropicalis,  
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Candida  glabrata,  Candida  krusei,  Candida  parapsilosis,  Candida  kefyr,  Candida 

guilliermondii, Candida lusitanae (TRABULSI et al., 1999).

Casos de candidíase ocorrem em todas as partes do mundo, nas mais variadas formas 

clínicas. O espectro das manifestações clínicas varia desde infecções superficiais da pele até 

infecções sistêmicas potencialmente fatais (MURRAY et al., 2000).

A criptococose está habitualmente incluída entre as infecções fúngicas oportunistas, 

embora  ocorra  também  em  indivíduos  imunocompetentes.  Nos  últimos  anos,  a  infecção 

criptocócica,  em  particular  a  meningite,  tem  sido  observada  mais  proeminentemente  em 

pacientes  com  AIDS.  O  agente  etiológico  da  criptococose  é  uma  levedura  encapsulada, 

Cryptococcus neoformans,  que é encontrada nos excrementos  de aves,  particularmente de 

pombos. O microrganismo também é encontrado em frutas e vegetais em decomposição. O 

microrganismo  é  inalado  nos  pulmões,  onde  pode  causar  pneumonia.  Entretanto,  a 

manifestação clínica mais freqüente é a meningite (SCHAECHTER et al., 2002).

Os  Aspergillus  pertencem ao grupo dos fungos filamentosos e são ubíquos e podem 

facilmente crescer em culturas a partir do ar, do solo ou de vegetação com bolor. A principal 

espécie patogênica é A. fumigatus, porém outras espécies também podem causar doenças. Das 

espécies existentes, apenas oito são agentes de infecção, entre eles A. fumigatus, A. niger, A.  

flavus (ZAITZ et al., 1998).

Os fungos do gênero Aspergillus não fazem parte da flora normal dos seres humanos e 

não  crescem  em  tecidos  saudáveis,  só  provocam  doença  invasiva  em  indivíduos 

profundamente imunocomprometidos, sobretudo aqueles com neutropenia. Os pulmões ou os 

seios paranasais constituem habitualmente o local inicial de invasão. As lesões observadas em 

radiografias  incluem  consolidação  focal,  pneumonia  lobar  e  cavidades  pulmonares  que 

contêm “bolas de fungo”. Os pacientes com essas infecções invasivas também apresentam 

abscessos intracerebrais, úlceras necróticas da pele e lesões do osso, do fígado e das mamas, o 

Aspergillus também pode causar doença não infecciosa, como alergia ou asma após inalação e 

crescimento  do  fungo  na  árvore  brônquica  (aspergilose  broncopulmonar  alérgica).  Além 

disso,  elaboram  produtos  metabólicos  tóxicos,  as  aflatoxinas,  que  são  hepatotóxicas  ou 

carcinogênicas,  embora  seu  papel  no  câncer  humano  ainda  não  tenha  sido  estabelecido 

(SCHAECHTER et al., 2002).

A mucormicose é uma infecção geralmente aguda e grave,  causada por fungos da 

ordem  Mucorales  (classe  Zygomycetes).  São  fungos isolados  com freqüência  do  solo,  de 

material  orgânico  em  decomposição,  frutas  e  pão  de  trigo  e  centeio.  Existem  no  meio 

ambiente, sendo que as espécies de Mucor e Rhizopus estão entre os mais freqüentes fungos 

contaminantes do ar. Podem também fazer parte da biota normal do homem, sendo isolados 
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da pele, dos tratos gastrintestinal, respiratório e urinário. Os quadros agudos da doença podem 

ser  rinocerebrais,  pulmonares  e  gastrintestinais,  apresentando  ainda,  trombose,  invasão 

vascular e infartos. Pode haver comprometimento cutâneo e subcutâneo secundário a doença 

sistêmica ou acometimento primário da pele sobre lesões preexistentes em grandes queimados 

e pacientes imunodeprimidos (ZAITZ et al., 1998).

3.2.2.2 Dermatofitoses

As micoses cutâneas são doenças da pele, pêlos e unhas. Em geral, são restritas às 

camadas  queratinizadas  do  tegumento  e  seus  apêndices.  Ao  contrário  das  infecções 

surpeficiais, podem ser produzidas várias respostas imunes celulares nas infecções cutâneas, 

causando alterações patológicas no hospedeiro, que podem manifestar-se nos tecidos mais 

profundos da pele.  A intensidade da resposta  parece estar  diretamente relacionada com o 

estado imunológico do hospedeiro e com a cepa ou espécie de fungo envolvido na infecção 

(MURRAY et al., 2000).

Os  dermatófitos  transformam  o  material  queratinofílico  em  material  nutritivo, 

utilizando-o também para sua implantação no hospedeiro. Por outro lado, produzem elastases, 

que  lhes  permitem agir  sobre  a  elastina,  o  que  também auxiliaria  na  sua  instalação.  Os 

dermatófitos  são  fungos  taxonomicamente  relacionados,  pertencentes  aos  gêneros 

Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, com mais de 45 espécies (TRABULSI et al., 

1999).

Na pele,  os dermatófitos causam, geralmente,  lesões descamativas,  circulares,  com 

bordos eritematosos, microvesiculosas, de propagação radial, com tendência à cura central. 

Na unha, a infecção inicia-se pela borda livre, podendo atingir a superfície e área subungueal. 

As unhas tornam-se branco-amareladas, porosas e quebradiças, os agentes mais comuns são 

Trichophyton rubrum e  Trichophyton mentagrophytes.  No pêlo,  os dermatófitos  atacam a 

camada  superficial,  avançando  até  o  folículo  piloso.  O  pêlo  perde  o  brilho,  torna-se 

quebradiço. Lesão geralmente única, com grande capacidade inflamatória, representada por 

microabscessos,  tem  como  agentes  mais  comuns  Microsporum  gypseum,  Trichophyton 

mentagrophytes e Trichophyton verrucosum (MARCHISIO; PREVE; TULLIO, 1996).

As  dermatofitoses  recebem também o  nome de  tineas  seguidas  do  nome do  sítio 

atingido como: tinea capitis (do couro cabeludo), tinea barbae (da barba), tinea corporis (do 

corpo), tinea manuum (da unha), tinea pedis (dos pés) etc. (ZAITZ et al., 1998).

Os  hábitos  ambientais  e  culturais  associados  aos  tipos  de  roupas  e  calçados 

contribuem  para  a  incidência  de  dermatofitose.  Estudos  realizados  em  populações 
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institucionalizadas e famílias mostram que as condições de vida em aglomerações constituem 

fatores  importantes  na  disseminação  das  infecções.  Os  fatores  imunológicos  também 

contribuem para a sua incidência, e as evidências sugerem que a resistência natural mediada 

por células a essas infecções é importante (SCHAECHTER et al., 2002).

De  acordo  com a  adaptação  ao  parasitismo,  os  dermatófitos  são  classificados  em 

antropofílicos,  melhor  adaptados  ao  homem,  como  Trychophyton  rubrum;  zoofílicos, 

parasitas primitivamente de animais, como Microsporum canis; geofílicos, encontrados mais 

freqüentemente  no  solo,  ocasionalmente  parasitas  do  homem  e  de  animais,  como,  por 

exemplo, Microsporum gypseum (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

O  Microsporum gypseum é  o agente da  tinea capitis,  tinea corporis e  tinea cruris 

(região genital),  em crianças e adultos.  É uma espécie  geofílica,  de distribuição mundial, 

encontra-se no solo de jardins provocando lesões inflamatórias e impetiginosas (LACAZ et 

al., 1998).

O Microsporum canis é altamente contagioso e facilmente transmitido de animal para 

animal, e de animais para humanos. A transmissão pessoa a pessoa é rara. As crianças são 

mais afetadas que os adultos, devido a ausência de ácidos graxos fungicidas, que nelas estão 

ausentes  até  a  puberdade.  Comumente  Microsporum canis,  provoca  tinea  capitis  e  tinea 

corporis (FISHER; COOK, 2001).

O Trichophyton mentagrophytes é um dermatófito cosmopolita, sendo a espécie mais 

isolada  do  homem  e  dos  animais.  Devido  às  complexidades  morfológicas,  ecológicas  e 

genéticas,  possui  pelo  menos  cinco  diferentes  variedades:  interdigitale,  mentagrophytes,  

quinckeanum, erinacei  e nodulare.  A variedade  mentagrophytes infecta grande número de 

animais, no homem provoca  tinea pedis, tinea corporis e algumas vezes invasão da lâmina 

ungueal, apresentando pontos brancos na unha, não invade o cabelo  in vivo, mas perfura o 

pêlo  in vitro. Produz, particularmente em trabalhadores rurais, lesões mais inflamatórias de 

pele e couro cabeludo (TRABULSI et al., 1999).

Trichophyton  rubrum  é  uma  espécie  antropofílica  de  distribuição  mundial,  atinge 

cerca de 40% dos casos de  tinea,  é o agente etiológico da  tinea corporis,  barbae, cruris,  

pedis, manuum e onicomicose das mãos e dos pés. Este fungo pode infectar os pêlos e a pele. 

Processos inflamatórios causados por esses agentes são geralmente crônicos, algumas vezes 

com lesões profundas chamadas de granulomas tricofíticos (FISHER; COOK, 2001).

Epidermophyton floccosum, é o único patógeno neste gênero, infecta a pele e as unhas, 

mas não os  pêlos  (BROOKS et  al.,  2000).  Trata-se de um fungo antropofílico altamente 

contagioso, responsável por casos de tinea cruris, tinea corporis, tinea pedis e onicomicose 

(FISHER; COOK, 2001).
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As  dermatofitoses  estão  entre  as  infecções  mais  prevalentes  no  mundo.  Embora 

possam ser persistentes e incômodas, não são debilitantes nem potencialmente fatais, embora 

anualmente sejam gastos milhões de dólares no seu tratamento (BROOKS; BUTEL; MORSE, 

2000). Além disso, as drogas usadas contra dermatofitoses exibem vários efeitos adversos e 

tem eficácia limitada (SOUZA et al., 2003).

3.3 Agentes antimicrobianos

A  terapêutica  antiinfecciosa  constitui-se  num  dos  campos  de  maior  impacto  dos 

avanços da tecnologia e da obtenção de soluções para problemas da área médica.  Novos 

medicamentos  contra  microrganismos  foram  descobertos  e  continuam  a  ser  procurados 

visando  maior  potência  antimicrobiana,  menor  toxicidade,  melhor  comportamento 

farmacocinético e ação decisiva contra agentes infecciosos resistentes a drogas anteriormente 

ativas (TAVARES, 1996).

Os fármacos usados no tratamento de doenças infecciosas são agentes antibióticos, 

análogos ou quimioterápicos. Antibióticos são substâncias antiinfecciosas, de origem natural, 

produzidas metabolicamente por microrganismos, enquanto que os análogos são produzidos 

por  vegetais  ou  animais,  e  os  quimioterápicos  são  substâncias  antimicrobianas  sintéticas 

(FONSECA, 1999).

Os primeiros agentes antimicrobianos importantes, não eram verdadeiros antibióticos, 

mas  sim  antimetabólicos  sintéticos.  Como  por  exemplo,  o  prontosil  que  in  vivo  é 

metabolizado a sulfonamida. A descoberta da penicilina, o primeiro antibiótico de utilidade 

clínica, por Alexander Fleming em 1928, deu início a era da antibioticoterapia. O resultado 

final  desse  progresso  científico  refletiu-se  na  mudança  da  expectativa  de  vida  de  várias 

doenças infecciosas, antes de difícil tratamento e de alta mortalidade (SCHAECHTER et al., 

2002).

Um agente antimicrobiano ideal deve exibir toxicidade seletiva, a qual pode ser uma 

função de um receptor específico necessário para a ligação do fármaco, ou pode depender da 

inibição de eventos bioquímicos essenciais para o microrganismo, mas não para o hospedeiro. 

Isto  deve  ocorrer,  com  maior  probabilidade,  nos  organismos  procariotos  do  que  nos 

eucariotos, em função do maior grau de diferença com as células hospedeiras (MIMS et al., 

1999).  Sabe-se que muitos antifúngicos são nefro e hepatotóxicos, o que pode ser muitas 

vezes  mais  grave  do  que  a  própria  patologia  causada  pelo  agente  microbiano.  Algumas 

substâncias químicas com propriedades antimicrobianas são tão tóxicas que são utilizadas 

apenas  topicamente.  Para  uso  interno,  a  droga  antimicrobiana  deve  possuir  toxicidade 
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seletiva, por isso deve ser determinada a relação entre a toxicidade para o agente e para o 

organismo hospedeiro (índice terapêutico) (SCHAECHTER et al., 2002).

Muitas  variáveis  influenciam  no  curso  de  uma  determinada  infecção  e 

conseqüentemente  na  terapia,  que  inclui  a  concentração  do  agente  antimicrobiano,  suas 

propriedades farmacológicas, a patologia da lesão e seu ambiente bioquímico, bem como o 

comportamento  metabólico  do  microrganismo.  Destes  vários  fatores,  a  susceptibilidade 

inerente dos microrganismos é o objeto para a medida direta in vitro, e fornece um ponto de 

referência para selecionar a terapia mais apropriada (DE SOUZA et al., 2003).

Devido ao fato das células bacterianas e fúngicas diferirem, o modo de ação também é 

particular  para  cada  microrganismo.  Os  agentes  antibacterianos  podem  ser  classificados 

seguindo diversos critérios como estrutura química,  mecanismo de ação,  espectro de ação 

entre outros (MIMS et al., 1999). Segundo Brooks; Butel e Morse (2000) os antibacterianos 

podem ser classificados em quatro categorias, de acordo com o sítio alvo:

a) Inibidores da síntese da parede celular;

b) Inibidores da função da membrana celular;

c) Inibidores da síntese de proteínas (isto é, inibição da tradução e transcrição 

do material genético);

d) Inibidores da síntese de ácidos nucléicos.

Os agentes antifúngicos podem ser divididos em três categorias:

a)  Fármacos  que  afetam a  membrana  celular  (inibidores  dos  esteróides  da 

membrana fúngica);

b) Fármacos que atuam intracelularmente, interrompendo processos celulares 

vitais, como síntese de DNA, RNA ou proteínas (SCHAECHTER et al., 2002);

c) Fármacos que inibem a parede celular fúngica (ZACCHINO et al., 2003).

A  atividade  de  substâncias  antimicrobianas  pode  ser  dividida  em  três  etapas:  as 

substâncias precisam associar-se aos microrganismos e penetrar nas suas células; precisam ser 

transportadas  para  um  sítio  alvo  intracelular,  e  por  último,  ligam-se  a  seus  sítios  alvos 

bioquímicos específicos. A resistência a essas substâncias pode ocorrer em cada uma dessas 

etapas. Os mecanismos de resistência clinicamente relevantes, incluem a síntese de enzimas 

que inativam a droga, prevenção do acesso ao sítio alvo (inibição da absorção ou aumento da 

excreção) ou modificação do sítio alvo (SCHAECHTER et al., 2002).

O uso desenfreado de agentes antimicrobianos pode ter contribuído para a resistência 

dos microrganismos a estes agentes. Associado a esse uso irracional e a resistência, houve um 

aumento  dramático  de  infecções,  principalmente  fúngicas,  como  resultado  das 

imunodeficiências associadas à AIDS, quimioterapia anticancerígena, transplantes, idosos e 
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neonatos (ZACCHINO, et al., 2003).

O problema da resistência microbiana está crescendo, e a perspectiva para o uso de 

drogas antimicrobianas no futuro é ainda incerta. Entretanto, podem ser tomadas ações para 

reduzir  este  problema,  por  exemplo,  controlar  o  uso  de  antimicrobianos,  desenvolver 

pesquisas para melhor entender os mecanismos genéticos de resistência, e continuar estudos 

para desenvolver novas drogas, sintéticas ou naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

3.4 Plantas medicinais: Fonte de novos agentes antimicrobianos

As plantas são fontes importantes de substâncias biologicamente ativas, muitas das 

quais se constituem em modelos para a síntese de um grande número de medicamentos. Para 

obtenção de novos fármacos, dois aspectos distinguem os produtos de origem natural  dos 

sintéticos:  a  diversidade  molecular  e  a  função  biológica.  A  diversidade  molecular  dos 

produtos naturais é muito superior àquela derivada dos processos de síntese, que apesar dos 

avanços tecnológicos atuais, ainda é restrita. Este fato possibilita que os compostos químicos 

presentes nas plantas possam vir a se tornar fármacos em potencial para as mais diferentes 

moléstias (NODARI; GUERRA, 2000).

Ao se estudar uma planta com relação às suas características fitoquímicas, deve-se 

considerar a existência de dois grupos distintos de metabólitos, que são importantes para o seu 

desenvolvimento:  Os  metabólitos  primários  e  os  metabólitos  secundários.  Os  metabólitos 

primários são encontrados em todos os sistemas vivos, essenciais ao crescimento e à vida, 

como os  aminoácidos,  monossacarídeos,  ácidos carboxílicos,  lipídeos,  etc.  Os metabólitos 

secundários são produtos de metabolismo específico, gerados das vias acetato malonato, e 

acetato mevalonato, relacionados aos processos adaptativos. São biosintetizados a partir de 

metabólitos primários, com distribuição restrita a certas plantas e microrganismos (às vezes 

característico de um dado gênero ou espécie); e caracterizados por uma enorme diversidade 

química (NIERO et al., 2003).

Metabólitos  secundários  foram  originalmente  considerados  como  paralelos  ao 

metabolismo essencial da célula, e frequentemente como meramente produtos residuais do 

metabolismo. Acredita-se agora que eles desempenham muitas funções importantes na planta, 

embora a total função da maioria não seja completamente entendida. O papel dos metabólitos 

secundários inclui: Proteção contra predadores, incluindo insetos, animais, microrganismos e 

parasitas; Proteção contra radiação ultravioleta; Participação de substâncias na alelopatia, ou 

seja, tais substâncias são liberadas da planta no meio ambiente afetando o crescimento, saúde, 

ação  ou  população  de  outra  espécie;  Participação  no  metabolismo  (processos  de 
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detoxificação, regulação do crescimento e conservação) (RON; WILLS; MORGAN, 2000; 

SIMÕES et al., 2000).

Os  metabólitos  secundários  produzidos  pelas  plantas  constituem  uma  fonte  de 

substâncias bioativas e o atual interesse científico tem aumentado devido à busca por novos 

medicamentos originados de plantas (PAIVA et al., 2003; BASILE et al., 2000).

O uso de plantas para fins medicinais tem sido praticado por séculos em muitas partes 

do mundo, mas a validação de tais benefícios pelos economistas tem chamado atenção nas 

últimas duas décadas, possivelmente devido a alarmante razão de espécies em extinção. A 

avaliação  pode  também  ajudar  no  planejamento  de  uma  própria  política  pública  para  a 

conservação e uso sustentável dos recursos naturais (KUMAR, 2004).

Várias plantas da savana brasileira são usadas na medicina natural, no tratamento de 

doenças tropicais, incluindo infecções bacterianas. Por outro lado, devido ao desenvolvimento 

da  possível  existência  da  ação  tóxica,  bem como de  sua  indicação  adequada,  as  plantas 

medicinais são muitas vezes usadas de forma incorreta,  não produzindo o efeito desejado 

(PEREIRA et al., 2004). Faltam trabalhos científicos que comprovem a eficácia no tratamento 

das enfermidades e recursos para o isolamento de substâncias ativas das plantas estudadas e 

transformá-las em medicamentos (SILVA et al., 2002).

Muitas espécies têm sido utilizadas por causa de suas propriedades antimicrobianas, as 

quais são atribuídas às substâncias sintetizadas no metabolismo secundário (NASCIMENTO 

et al., 2000).

Considerando a  evolução de genes  de resistência  aos  antimicrobianos (LEE et  al., 

2003; KÖLER; PECHÈRE; PLÉSIAT, 1999), componentes obtidos de plantas têm se tornado 

objeto de atenção e por essa razão a indústria farmacêutica está se movimentando para a 

descoberta ou triagem de substâncias isoladas de plantas medicinais.

O  uso  de  extratos,  compostos  e  substâncias  de  plantas,  ambos  com  conhecidas 

propriedades antimicrobianas, podem ser de grande significância em tratamentos terapêuticos. 

Nos últimos anos, um grande número de estudos tem sido conduzido em diferentes países, 

para determinar a atividade antimicrobiana de derivados de plantas. Na Turquia Gülçin et al. 

(2004) demonstraram a atividade antimicrobiana de Salvia sclarea L. Dulger e Gonuz (2004) 

avaliaram as propriedades antimicrobianas de algumas espécies endêmicas da Turquia. Na 

Nigéria  Ajali  e  Chukwurah  (2004)  demonstraram  a  atividade  de  extratos  e  flavonóides 

isolados  de  Securidaca  longipendunculata  contra  muitos  microrganismos.  Flavonóides 

isolados  de plantas  medicinais  da Coréia  foram testados e  indicaram alto potencial  como 

agentes antimicrobianos (SOHN et al., 2004). Na Itália Lo Cantore et al. (2004) avaliaram a 

atividade  antibacteriana de  óleos  essenciais  extraídos de  plantas.  Outros  pesquisadores da 
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Itália observaram atividade do óleo essencial de  Nigella damascena  contra bactérias Gram-

positivas, além da atividade do extrato butanólico contra Pseudomonas aeruginosa (FICO et 

al., 2004). Além das pesquisas citadas, muitas outras têm sido conduzidas no mundo inteiro 

(DE  BOER  et  al.,  2005;  TSHIKALANGE;  MEYER;  HUSSEIN,  2005;  CVETNIC; 

VLADIMIR-KNEZEVIC, 2004; GHASEMI et al., 2004; LEE; EVERTS; BEYNEN, 2004; 

SOLÍS et al., 2004; VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2004). 

No Brasil, Pereira et al. (2004) demonstraram a ação de óleos essenciais de algumas 

plantas medicinais contra cepas isoladas de infecção urinária. NASCIMENTO et al. (2000) 

avaliaram a atividade de extratos e substâncias de plantas contra bactérias resistentes. Estudo 

realizado no Mato Grosso demonstrou a atividade de Bryophyllum pinnatum contra bactérias 

Gram-positivas (SCHMITT et al.,  2003). No NIQFAR da UNIVALI vários pesquisadores 

comprovaram  a  atividade  antimicrobiana  de  muitas  espécies:  Cunico  et  al.  (2003) 

demonstraram a atividade antifúngica  in vivo  do extrato de  Ottonia mastiana;  Pretto et al. 

(2004)  avaliaram  a  atividade  antimicrobiana  de  frações  e  substâncias  de  Calophyllum 

brasiliense, e os resultados indicaram que a planta exibiu atividade contra bactérias Gram-

positivas;  e  Machado  et  al.  (2005)  relataram a  potente  atividade  contra  bactérias  Gram-

positivas de Eugenia umbelliflora.

3.4.1 Família Piperaceae

A família Piperaceae é composta por cerca de 10 gêneros e aproximadamente 2000 

espécies.  São  plantas  de  distribuição  tropical,  a  maioria  é  herbácea  (existem trepadeiras, 

arbustos e até raramente árvores) (EVANS, 1991). Os dois maiores gêneros da família: Piper 

e Peperomia, encontram-se representados na flora brasileira (JOLY, 1998).

Com mais de 700 espécies amplamente distribuídas em regiões tropicais e subtropicais 

do  mundo,  o  gênero  Piper  é  uma  das  mais  diversas  linhagens  entre  angiospermas 

(JARAMILLO; MANOS, 2001). Membros do gênero  Piper  são de comercial, econômica e 

medicinal  importância.  Economicamente,  a  Piperaceae  é  empregada  para  a  produção  de 

pimenta no mercado de condimentos do mundo todo. As plantas do gênero  Piper  têm sido 

usadas para muitas aplicações, incluindo remédios da medicina tradicional da China, Índia 

(sistema Ayurvédico) e América Latina (MA et al., 2004).

Apenas  12 % de espécies  do gênero  Piper  foram estudadas  sob  o  ponto de  vista 

fitoquímico  (PARMAR  et  al.,  1997),  as  quais  apresentaram  uma  grande  variedade  de 

metabólitos  secundários,  como  neolignanas,  alcalóides,  lignanas,  lactonas,  chalconas, 

29



fenilpropanóides,  amidas,  flavonóides  e  óleos  essenciais  (MA  et  al.,  2004;  AHMAD; 

TAWAN, 2002; BENEVIDES; SARTORELLI; KATO, 1999; SENGUPTA; RAY, 1987).

Espécies do gênero Piper são amplamente utilizadas na medicina popular e, dentre as 

atividades  biológicas  descritas  para  este  gênero,  podem  ser  citadas  as  propriedades 

antitumorais  de  algumas  amidas  obtidas  de  Piper  tuberculatum  Jacq.,  assim  como  suas 

propriedades  hipotensoras.  Outra  propriedade  é  a  defesa  contra  insetos,  induzido  pela 

piperona,  isolada de  Piper futokadzura  Sieb.  (SIMÕES et  al.,  2000),  assim como ami



Em estudo  realizado  com plantas  da  Colômbia,  López,  Hudson  e  Towers  (2001) 

observaram  atividade  de  Piper  lanceaefolium contra  Candida  albicans (LÓPEZ;  MING; 

TOWERS, 2002).  Piper guineense  indicou um significante efeito antifúngico para fungos 

filamentosos  e  leveduriformes  (NGONO NGANE et  al.,  2003).  Alquilfenóis  isolados  de 

Piper gibbilimbum  mostraram atividade antibacteriana contra  Staphylococcus epidermidis e 

Bacillus cereus (ORJALA et al., 1998; ABE; TAKIKAWA; MORI, 2001). Foi determinada a 

atividade antifúngica de flavanonas e hidroquinonas feniladas de Piper crassinervium Kunth, 

através do ensaio bioautográfico contra Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum 

(DANELUTTE et al., 2003). Amidas presentes em várias espécies do gênero  Piper, foram 

estudadas  e,  também  demonstraram  atividade  antifúngica  (NAVICKIENE  et  al.,  2003; 

VASQUES DA SILVA et al., 2002; NAVICKIENE et al., 2000; ALÉCIO et al., 1998). Em 

extratos  de  Piper  aduncum  observou-se  atividade  antimicrobiana  (LENTZ  et  al.,  1998; 

ORJALA et al., 1993) e molusquicida (ORJALA et al., 1993). Propriedades antimicrobianas 

também têm sido observadas em  Piper methysticum  Forst.  (COSTA, 1994;  BRUNETON, 

1991).

3.4.1.1 Piper solmsianum C. DC.

Piper solmsianum é um arbusto, que mede de 1 a 3 metros, com distribuição tropical, 

freqüente na mata com luz difusa, em planícies alagadiças, semi-paludosas ou brejos, não raro 

ocorrendo em capoeiras ou matas de encostas e restingas. Essa espécie floresce nos meses de 

outubro, novembro e dezembro, sendo encontrada em frutificação nos meses de abril, junho e 

dezembro.  Possui  as  sinonímias  Piper  leucathum  C.  DC.  e  Piper  santosanum  C.  DC. 

(MOREIRA; KAPLAN; GUIMARÃES, 1995).

A  química  desta  planta  não  foi  completamente  investigada.  Estudos  fitoquímicos 

indicaram  a  presença  de  hidrocarbonetos  alifáticos,  monoterpenos,  sesquiterpenos, 

flavonóides,  neolignanas  (MOREIRA  et  al.,  2001;  MARTINS  et  al.,  2000;  MOREIRA; 

KAPLAN; GUIMARÃES, 1995), fenilpropanóides e lignanas tetrahidrofurânicas (MARTINS 

et al., 2003; MARTINS et al., 2000).

O óleo essencial de  Piper solmsianum e seu constituinte majoritário sarisan, foram 

avaliados  em  ensaios  no  comportamento  de  camundongos,  demonstrando  terem  efeitos 

estimulantes  e  depressores  nos  animais  testados  (MOREIRA et  al.,  2001).  Martins  et  al. 

(2003)  determinaram a atividade  in vitro  de lignanas tetrahidrofurânicas contra  as formas 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Há poucas pesquisas referentes a atividades biológicas 
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de Piper solmsianum, demonstrando uma evidente necessidade de mais estudos para avaliar 

resultados referentes às propriedades desta espécie.

Figura 1 Piper solmsianum C. DC. (Piperaceae)
Fonte: http://www.geocities.com/davyson2000/fotos1.html

3.4.1.2 Importância biológica de lignanas e neolignanas

Dentre  as  classes  de  substâncias  presentes  na  família  Piperaceae,  encontram-se  as 

lignanas  e  neolignanas.  Genericamente  designadas  como  lignóides,  as  lignanas  e  as 

neolignanas  são  bisarilpropanóides  que  apresentam grande  diversidade  estrutural  e  amplo 

espectro de atividades biológicas (OLIVEIRA; BRAGA, 2003; LEWIS et al., 1995). Estão 

presentes  em  muitas  plantas  e  são  muitas  vezes  consideradas  responsáveis  pelos  efeitos 

biológicos de algumas espécies utilizadas para fins medicinais. Ocorrem em algas, fungos, 

pteridófitas, gimnospermas e angiospermas (monocotiledôneas e dicotiledôneas), observando-

se uma maior complexidade estrutural em pteridófitas e angiospermas (OLIVEIRA; BRAGA, 

2003; KATO, 1995).

A  distribuição  botânica  de  lignanas  é  ampla,  tem  se  encontrado  mais  de  300 

substâncias  em  aproximadamente  70  famílias.  Entretanto,  as  neolignanas  têm  uma 

distribuição  mais  restrita,  são  encontradas  principalmente  nas  famílias  Myristicaceae, 

Lauraceae e Piperaceae (BRUNETON, 1991).

Dentre as várias atividades biológicas de lignanas e neolignanas, pode ser destacada a 

atividade  leishmanicida  de  neolignanas  isoladas  de  espécies  de  Virola  (BARATA  et  al., 

2000).  Kraft  et  al.  (2002)  demonstraram  a  atividade  antiplasmodial  de  sesquilignanas  e 
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sesquineolignanas, isoladas de Bonamia spectabilis, contra Plasmodium falciparum. Diversas 

pesquisas  com  substâncias  lignóides  isoladas  de  plantas  têm  comprovado  propriedades 

antimicrobianas  (RAHMAN; GRAY,  2002;  BANG et  al.,  2000;  ZACHINO et  al.,  1998; 

BARRERO; HAIDOUR; MUNOZ DORADO, 1994).

As  neolignanas  conocarpano,  eupomatenóide-5  e  eupomatenóide-6  foram,  pela 

primeira vez, isoladas de uma espécie da família Piperaceae em 1996 (Piper decurrens), e 

apresentaram  atividade  inseticida  (CHAURET  et  al.,  1996).  Posteriormente,  outros 

pesquisadores demonstraram a atividade antifúngica (FREIXA et al., 2001) e antibacteriana 

dessas mesmas substâncias (PESSINI et  al.,  2003),  porém isoladas  de outras espécies  do 

gênero  Piper (respectivamente,  Piper  fulvescens  e  Piper  regnellii).  De  Piper  cubeba  L. 

extraiu-se a  lignana cubelina,  que é  utilizada como antisséptico urinário  (SIMÕES et  al., 

2000), e apresentou efeito anti  Trypanosoma cruzi  (BASTOS; ALBUQUERQUE; SILVA, 

1999). Neolignanas de Piper kadsura (MA; HAN; LIU, 1993; MA; HAN; WANG, 1993) e de 

Piper polysyphorum  (MA et al., 1991) demonstraram significante atividade antagonista do 

fator  de  ativação  plaquetária  (PAF),  lignanas  de  Piper  futokadsura  também  exibiram 

atividade inibitória de PAF (CHEN; YU; XU, 1993).

3.5 Teste de susceptibilidade antimicrobiana

Paralelamente ao desenvolvimento e a descoberta de novos fármacos antimicrobianos, 

foi observado um uso crescente destes agentes no tratamento de um número cada vez maior 

de infecções microbianas. Esta situação levou à necessidade de se utilizarem métodos para 

testar os agentes antimicrobianos in vitro, a fim de prever a sua atividade in vivo (MURRAY 

et al., 2000).

A atividade antimicrobiana é medida  in vitro para determinar a potência do agente 

antimicrobiano em solução, e a concentração nos líquidos ou tecidos corporais conhecida do 

fármaco. A determinação dessas quantidades pode ser efetuada por dois métodos principais: 

diluição  ou  difusão.  Ao  utilizar  um  microrganismo  padrão  apropriado  para  teste  e  uma 

amostra conhecida do fármaco para comparação, esses métodos podem ser empregados para 

estimar a potência do antibiótico na amostra ou a sensibilidade do microrganismo (BROOKS; 

BUTEL; MORSE, 2000).

Os testes de diluição permitem a obtenção de resultados quantitativos, indicando a 

concentração  de  determinado  fármaco  necessário  para  inibir  (ou  invibializar)  os 

microrganismos testados. Os testes de difusão envolvem o cultivo de papel filtro contendo os 

antibióticos (DE SOUZA et al., 2003).
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leucócitos são eventos  centrais  na patogênese de muitas  formas de inflamação (MAJNO; 

JORIS, 1996).

O  processo  inflamatório  ocorre  no  tecido  conjuntivo  vascularizado,  inclusive  no 

plasma, nas células circulantes, nos vasos sangüíneos e nos componentes extravasculares do 

tecido  conjuntivo.  As  células  circulantes  incluem  neutrófilos,  monócitos,  eosinófilos, 

linfócitos,  basófilos  e  plaquetas.  As  células  do  tecido  conjuntivo  são:  os  mastócitos,  que 

circundam  intimamente  os  vasos  sanguíneos;  os  fibroblastos  do  tecido  conjuntivo;  e 

macrófagos e linfócitos residentes ocasionais (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

A resposta inflamatória é estreitamente entrelaçada com o processo de reparação, este 

por sua vez é um processo vital para o restabelecimento da integridade do tecido normal após 

um  trauma  tanto  no  tecido  animal  quanto  vegetal.  Nos  animais,  particularmente  nos 

vertebrados superiores, o corpo é protegido das adversidades do meio ambiente pela pele. A 

pele é formada por duas camadas, a epiderme e a derme, com um complexo de nervos e 

suplementos sangüíneos,  estas duas camadas protegem o corpo contra  traumas mecânicos 

(GALLIN; SNYDERMAN, 1999).

Na  pele,  a  resposta  reparadora  compreende  uma  série  de  eventos  orquestrados 

envolvendo  inflamação,  reepitelização,  formação  de  tecido  de  granulação  e  formação  de 

cicatriz. Essa resposta inicia imediatamente após uma injúria com a deposição de coágulo de 

fibrina  no  local  da  lesão,  prevenindo  uma  hemorragia  pelos  vasos  lesados.  Inúmeros 

mediadores  químicos  e  células  inflamatórias  são  ativados,  indicando  a  iniciação  da 

inflamação e  orquestrando a resposta reparadora.  Nas fases iniciais  ocorre  um influxo de 

neutrófilos, atingindo um pico nas primeiras 24 a 48 horas após o trauma, declinando em 

quantidade e promovendo o aparecimento de macrófagos que começam a migrar em grande 

quantidade  sendo  as  células  predominantes  nas  fases  subseqüentes,  são  as  células  mais 

efetivas e eficientes na resposta reparadora. Durante esta fase, a reepitelização se inicia para 

restaurar a barreira funcional da pele, este processo ocorre rapidamente, em poucos dias após 

uma incisão, mas pode por semanas permanecer em áreas de grande trauma, em ferimentos 

crônicos como nas úlceras varicosas ou venosas, pode nunca ocorrer. As fases mais tardias da 

resposta  inflamatória  e  a  reepitelização  compreendem  um  período  de  proliferação  e 

diferenciação celular que é caracterizado pela migração de fibroblastos e células endoteliais 

formando  neovasos  e  caracterizando  a  formação de  tecido  de  granulação  (BRASILEIRO 

FILHO, 2004).

Os  macrófagos  sintetizam  metaloproteinases  que  participam  no  debridamento  e 

remodelação da área lesada ou necrosada e na remoção do exsudato fibrinoso presente no 

local de injúria e providenciam uma contínua fonte de fatores de crescimento e citocinas que 
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estimulam  a  fibroplasia  e  a  angiogênese  (COTRAN;  KUMAR;  COLLINS,  2000).  Os 

fibroblastos  passam  a  ser  as  células  dominantes  e  a  síntese  e  deposição  de  colágeno, 

predominam a formação de nova matriz extracelular (MEC), no início ocorre depósito de 

colágeno tipo III, que é substituído nas fases subseqüentes por colágeno tipo I. A medida que 

a deposição de colágeno definitivo do tipo I aumenta, diminui a neovascularização e o tecido 

de granulação dando lugar  a  um tecido cicatricial  fibrosado definitivo.  Durante  esta  fase, 

fibroblastos e macrófagos continuam a sintetizar metaloproteinases para a remodelação do 

processo que pode durar vários meses (RUBIN; FARBER, 2002). A resposta reparadora, de 

acordo com o tipo de ferimento, pode ser mais rápida ou mais longa.

Segundo Mackai e Miller (2003), o reparo da ferida deve ocorrer em um ambiente 

fisiológico  conduzindo  ao  reparo  do  tecido  e  regeneração.  Entretanto,  vários  fatores 

clinicamente significantes  são conhecidos por impedir  a  cicatrização de feridas,  incluindo 

hipóxia, infecção, tumores, distúrbios metabólicos tais como diabetes melito, a presença de 

debris e tecido necrótico, certos medicamentos, e uma dieta deficiente em proteínas, vitaminas 

e minerais.

A fase final da cicatrização da ferida é o remodelamento, incluindo uma reorganização 

de novas fibras colágenas, formando uma estrutura mais organizada que progressivamente 

continua a aumentar a resistência tênsil da ferida. O processo de remodelamento continua por 

mais de 2 anos, alcançando 40 a 70% da resistência do tecido não danificado em 4 semanas 

(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

3.7 Teste de toxicidade com   Artemia salina  

A  avaliação  da  bioatividade  e  toxicidade  de  substâncias  orgânicas,  sejam  eles 

provenientes de plantas ou sintéticos, têm sido pouco viável em laboratórios tradicinais de 

química, farmacologia ou microbiologia. Geralmente, a não ser que existam programas de 

colaboração,  os  laboratórios  não  estão  adequadamente  equipados  para  a  realização  de 

bioensaios de rotina utilizando animais ou tecidos e órgãos isolados. A necessidade de se 

realizar  ensaios  com  procedimentos  simples  e  rápidos  levou  à  busca  de  novos  ensaios 

(CAVALCANTE et al., 2000).

O ensaio de toxicidade através do uso do microcrustáceo Artemia salina serve como 

biomonitoramento dos extratos de plantas (SIQUEIRA et al., 2001). É um método rápido, 

confiável  e  de  baixo  custo  que  pode  ser  empregado  para  a  determinação  de  toxicidade 

(PAYROL et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2001).
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O ensaio  de  letalidade  de  Artemia  salina  foi  proposto  por  Michael,  Thompson  e 

Abramovitz (1956), e mais tarde desenvolvido por Vanhaecke et al. (1981) e Sleet e Brendel 

(1983).  Este  teste  é  baseado  na  habilidade  em  matar  os  microscrustáceos  de  Artemia 

cultivados em laboratórios. O ensaio é considerado uma ferramenta útil  para a preliminar 

avaliação da toxicidade, e tem sido usado para detecção de toxinas fúngicas, toxicidade de 

extratos  de  plantas,  metais  pesados,  toxinas  de  cianobacterias,  pesticidas,  e  teste  de 

citotoxicidade de materiais dentários (CARBALLO et al., 2002).

Muitos  pesquisadores  têm utilizado o  ensaio  de  letalidade  de  Artemia  salina  para 

avaliar a toxicidade de plantas e substâncias isoladas, já que é um bioensaio de fácil execução 

e pode ser realizado sem equipamentos especiais (ZUQUE et al.,  2004; MOREIRA et al., 

2003;  MONTANHER;  PIZZOLATTI;  BRIGHENTE,  2002).  É  válido  acrescentar  que 

diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre esta espécie com outras atividades 

biológicas, como antifúngica, antiviral, antimicrobiana, parasiticida, antitumoral e tripanocida 

(SAHPAZ et al., 1994).
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Obtenção do material botânico

A planta  Piper solmsianum  C. D.C. var.  solmsianum (Piperaceae), foi  coletada em 

maio de 2001 no município de Ponta Grossa no estado do Paraná, e identificada pela Dra. 

Elsie Franklin Guimarães, tendo uma exsicata depositada no Herbário do Museu Botânico do 

Rio de Janeiro (RB 368597).

4.2 Análises fitoquímicas

As análises  fitoquímicas  foram realizadas  no  departamento  de  Química  da  UFSC 

(Florianópolis  –  SC),  pela  aluna  de  doutorado  em  química,  Rosi  Zanoni  da  Silva,  sob 

orientação do professor Dr. Rosendo Augusto Yunes (DA SILVA, 2006).

Após coleta,  as folhas foram fragmentadas e maceradas em metanol à temperatura 

ambiente. Posteriormente o macerado foi filtrado e o solvente foi removido em evaporador 

rotativo, sob pressão reduzida e temperatura constante, para obtenção do extrato metanólico 

bruto (EMB).  O EMB foi  então suspendido em água e  sucessivamente particionado com 

solventes orgânicos, em ordem crescente de polaridade: Hexano, Dicloromenano e Acetato de 

Etila, obtendo-se as respectivas frações (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

As  substâncias  purificadas  foram  obtidas  a  partir  das  frações,  através  de 

procedimentos cromatográficos usuais, como cromatografia em coluna (CC) e cromatografia 

em camada delgada (CCD) preparativa (Figura 2).

Para a identificação das substâncias isoladas foram feitas análises de pontos de fusão, 

espectroscopia de Infravermelho, ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e 

ressonância  magnética nuclear de carbono (RMN  13C),  assim como comparação de dados 

obtidos, com os reportados na literatura.

Foram  utilizados  nos  ensaios  biológicos,  o  extrato  metanólico  bruto,  as  frações 

hexano,  diclorometano  e  acetato  de  etila,  e  as  substâncias  conocarpano,  conocarpano 

metilado, eupomatenóide-3 e eupomatenóide-5. A substância conocarpano metilado foi obtida 

por  modificação  estrutural  do  conocarpano.  A  metodologia  utilizada  para  obtenção  dos 

componentes utilizados está descrita detalhadamente na tese de doutorado da aluna citada 

acima,  com  o  título:  Estudo  fitoquímico  e  biológico  da  Piper  solmsianum C.  DC.  var. 

solmsianum (Piperaceae) (DA SILVA, 2006).

38



Figura 2: Fluxograma da obtenção de extrato, frações e substâncias de Piper solmsianum.
Fr. Hexano (Fração Hexano); Fr. DCM (Fração Diclorometano); Fr. AE (Fração Acetato 
de  Etila);  CC  (Cromatografia  em  Coluna);  Eupo.  3  (Eupomatenoide  3);  Eupo.  5 
(Eupomatenoide 5).

4.3 Material microbiológico

Os microrganismos utilizados como cepas padrões para a realização dos ensaios de 

atividade antimicrobiana foram as bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus (ATCC 14579), 

Staphylococcus  aureus (ATCC  6538P),  Staphylococcus  saprophyticus (ATCC  35552)  e 

Streptococcus  agalactiae (ATCC  13813),  e  as  bactérias  Gram-negativas:  Enterobacter 

cloacae (ATCC 35030),  Escherichia coli (ATCC 11775),  Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

27853)  e  Salmonella  enterica sorovar  Typhimurium  (ATCC  14028).  Os  fungos 

leveduriformes  utilizados  foram:  Candida  albicans (ATCC  10231),  Candida  tropicalis 

(ATCC  7349)  e  Cryptococcus  neoformans (ATCC  32264),  que  foram  fornecidos  pela 

"Fundação Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello", Campinas, SP, e os fungos 

filamentosos:  Aspergillus  flavus  (ATCC  9170),  Aspergillus  fumigatus (ATCC  26934), 

Aspergillus niger (ATCC 9092),  Rhizopus sp. (CL 35),  Epidermophyton floccosum (C114), 

Microsporum canis (C112),  Microsporum gypseum (C115),  Trichophyton  mentagrophytes 

(ATCC9972) e Trichophyton rubrum (C137), que foram fornecidos pelo Centro de Referencia 

Micológica  (CEREMIC),  Facultad  de  Ciencias  Bioquimicas  y  Farmacéuticas,  Suipacha, 

Rosario, Argentina.
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4.3.1 Manutenção dos microrganismos

As bactérias foram mantidas em ágar nutriente e conservadas sob refrigeração (4ºC) 

no Laboratório de Pesquisa em Microbiologia do curso de Farmácia da UNIVALI, sendo 

repicadas em interval



Cada bactéria foi transferida do meio de manutenção para um tubo contendo caldo de 

infusão de cérebro e coração (Brain Heart Infusion - BHI) (MERCK), sendo desta maneira 

mantida  em  estufa  a  37  °C  até  que  adquirisse  uma  turbidez  satisfatória  (período  de 

aproximadamente 3 horas). Após este período, cada bactéria foi transferida do caldo BHI para 

o meio ágar Mueller-Hinton (MERCK) e incubada a 37ºC por 18-24 horas, para a ativação da 

respectiva cultura.

Para o preparo do inóculo, foi selecionado de 4 a 5 colônias da bactéria ativada em 

ágar Mueller-Hinton e transferidas para tubo de ensaio com 5 mL de solução de NaCl 0,86% 

estéril, seguido de homogeneização em agitador de tubos por 15 segundos. A densidade do 

inóculo foi ajustada por espectrofotometria a 520 nm, por comparação com a escala 0,5 de 

McFarland,  obtendo-se  o  equivalente  à  concentração  de  aproximadamente  1,5  x  108 

células/mL (NCCLS, 1993).

Para o método de diluição em ágar, foi inoculado em cada frasco (meio de cultivo), 

uma alça calibrada de 1 µL (1-5 x 105 células/mL) (NCCLS, 1993).

4.4.1.2 Fungos leveduriformes

As leveduras utilizadas para o preparo dos inóculos foram Candida albicans, Candida 

tropicalis e Cryptococcus neoformans.

Cada levedura foi cultivada em ágar Sabouraud dextrosado, pelo menos duas vezes, 

para assegurar viabilidade das culturas jovens de 24 e 48 horas a 37 °C. 

Para  o  preparo  do  inóculo  foram  selecionadas  5  colônias  da  levedura,  com 

aproximadamente 1 mm de diâmetro, as quais foram suspensas em 5 mL de NaCl 0,85 % 

estéril e homogeneizadas em agitador de tubos por 15 segundos. A densidade do inóculo foi 

ajustada, por espectrofotometria a 520 nm para a obtenção de transmitância equivalente a 

95%, obtendo-se uma concentração final entre 1-5 x 106  células/mL. Foi inoculado em cada 

frasco (meio de cultivo) uma alça calibrada de 1 µL (1-5 x 103 células/mL), como descrito por 

Espinel-Ingroff e Pfaller (1995).
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4.4.1.3 Fungos filamentosos

Para o preparo dos inóculos dos fungos filamentosos, foram utilizados os dermatófitos 

Epidermophyton  floccosum, Microsporum  canis,  Microsporum  gypseum,  Trichophyton 

mentagrophytes e  Trichophyton  rubrum  e  os  fungos  oportunistas Aspergillus  flavus,  

Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger e Rhizopus sp.

Os fungos foram mantidos em ágar Sabouraud à temperatura ambiente por 7 a 10 dias 

para obtenção de culturas jovens. Os respectivos inóculos foram preparados removendo-se os 

esporos de cada fungo a partir de cultura jovem, com auxílio de uma alça, transferidos para 

tubo com água estéril (10 mL), e homogeneizado em agitador de tubos. A suspensão conidial 

foi  filtrada, com auxílio de uma gaze, para remoção das hifas. A resultante suspensão foi 

novamente  homogeneizada  e  ajustada  para  1,4  x  106  células/mL pela  adição  de  água,  e 

utilizando um hemocitômetro para a determinação do número de células. Foi inoculado em 

cada frasco (meio), uma alçada calibrada de 10 µL correspondendo a 1-5 x 104 células, para 

cada microrganismo (LLOP et al., 2000).

4.4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)

O método  consistiu  em se  preparar  diluições  sucessivas  da  amostra  a  ser  testada 

(extrato, fração ou substância), em meio de cultura sólido, semear a bactéria ou fungo em 

estudo, e após incubação, verificar a menor concentração da amostra que inibiu o crescimento 

do microrganismo utilizado no ensaio.

Os valores da CIM foram determinados através da diluição dos componentes obtidos 

de  
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Após o  período de  incubação,  foram realizadas  leituras  da  concentração  inibitória 

mínima  através  da  verificação  visual  do  crescimento  microbiano.  Para  interpretação  dos 

resultados foi considerado CIM a inibição total do crescimento microbiano.

Durante  os  testes foram utilizados  controles,  com os  meios de culturas e  solvente 

utilizado na solubilização do extrato, frações e substâncias, a fim de verificar seu efeito sobre 

os microrganismos. A concentração final de DMSO nos ensaios não excedeu 2%. A leitura 

dos  resultados  foi  considerada válida somente quando houve crescimento microbiano nos 

controles. Foram também utilizados como controle os antibacterianos Amoxicicilina (Sigma 

A-8523) e Vancomicina (Sigma V-2002), e o antifúngico Cetoconazol (Sigma K-1003). Os 

ensaios foram repetidos por quatro vezes. 

4.4.3  Determinação  da  Concentração  Bactericida  Mínima (CBM)  e  Fungicida 

mínima (CFM)

Para  determinar  a  concentração  bactericida  mínima  ou  fungicida  mínima,  foram 

selecionadas  as  culturas  que  apresentaram  inibição  do  desenvolvimento  bacteriano  ou 

fúngico, no ensaio de CIM (item 4.4.2) e realizadas suas respectivas subculturas em meio ágar 

Mueller-Hinton para as bactérias e ágar Sabouraud dextrosado para os fungos leveduriformes, 

isento de extrato, fração ou substância, e incubadas a 37 ºC por 18 a 24 horas para as bactérias 

e  24  a  48  horas  para  os  fungos  leveduriformes.  Após  a  incubação  as  culturas  foram 

inspecionadas para a verificação visual do crescimento microbiano.

Para a interpretação dos resultados foram considerados que a inibição no ensaio de 

CIM  e  crescimento  do  microrganismo  na  subcultura  (CBM  ou  CFM)  significa  ação 

bacteriostática  ou  fugistática  e  a  ausência  de  crescimento  na  subcultura  significa  ação 

bactericida ou fungicida (BARON; FINEGOLD, 1990).

4.4.4 Bioautografia

Para o direcionamento da pesquisa na localização dos componentes com potencial 

antimicrobiano da planta em estudo, foi realizado o ensaio da bioautografia (RAHALISON et 

al., 1994; HAMBURGER; CORDEL, 1987).

As amostras testes (extrato e frações) foram dissolvidas em acetona e aplicadas em 

placas de cromatografia de camada delgada (CCD) (Sílica Gel 60) e em seguida, as placas 

foram submetidas  à  eluição  nos  sistemas  de  solventes  hexano e  acetato  de  etila  (85:15), 
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hexano  e  acetato  de  etila  (9:1),  clorofórmio,  metanol  e  água  (65:35:5)  e,  clorofórmio  e 

metanol (9: 1). Após a eluição e eliminação dos resíduos de solventes, foi distribuída uma fina 

camada de meio de cultura contendo inóculo de Staphylococcus aureus (106células/mL) sobre 

as placas de CCD e em seguida, estas foram incubadas a 37 ºC por 18-24 horas.

Para facilitar a leitura dos resultados, após o período de incubação, foi borrifado nas 

placas, uma solução aquosa de cloreto 2,3,5 trifenil tetrazólio (TTC) (2,5 mg/mL) e estas 

novamente incubadas a 37 ºC por mais 4 horas.

O  critério  empregado  para  a  interpretação  dos  resultados  da  bioautografia,  foi  o 

aparecimento de zonas claras em torno da(s) substância(s) isolada(s) na CCD, indicando a 

respectiva atividade antimicrobiana (RAHALISON et al., 1994; HAMBURGER; CORDEL, 

1987).

4.4.5 Avaliação do efeito do conocarpano sobre a parede fúngica

A substância conocarpano isolada de Piper solmsianum foi avaliada para verificação 

da atividade em inibir a parede celular fúngica, através da observação de malformações das 

hifas no ensaio da Neurospora crassa.

No  ensaio  qualitativo  da Neurospora  crassa foi  utilizado  meio  de  cultura  com a 

seguinte composição: 30 mL de meio contendo 0,5 % de protease peptona B (Britania B 02-

0700), extrato de levedura (Britania B 01-006-05), 4,0 % sacarose (grau reagente) e 1,5 % 

ágar (Merck 1613). O meio foi autoclavado a 121 °C por 15 min, e distribuído em placas de 

Petri (90 mm de diâmetro). Após resfriamento parcial (40 °C) do meio, foi semeado 30 μL do 

inóculo de esporos de  N. crassa e incubado a temperatura ambiente sob luz direta. Após a 

solidificação do meio, aplicou-se sobre este, discos de papel de 6,5 mm (Baxter F-2882-1). A 

substância  conocarpano  foi  dissolvida  em  DMSO  e  ,  com  auxílio  de  micropipeta 

(25μL/disco),  colocada  sobre  os  discos  obtendo-se  a  concentração  final  de  30  µg/mL 

(concentração na qual é ativo contra a levedura Candida albicans). 

Para preparar o inóculo dos esporos de N. crassa, o cultivo foi feito em meio contendo 

0,25 % de protease peptona (p/p), 0,25 % de extrato de levedura (p/p) 1 % de sacarose (p/p) e 

1,5% ágar (p/p) por 4-5 dias de incubação à temperatura ambiente e luz, produzindo uma 

coloração laranja no crescimento das hifas com esporos. O inoculo (1,4 x 106 células/mL) foi 

feito em tampão contendo 0,075 g/100mL K2HPO4 (grau reagente) em solução de glicerol e 

água 15:85.

Os discos contendo somente DMSO como controle negativo também foram incluídos 

no ensaio, e 25 μL de cetoconazol (Sigma M-3512) também foi adicionado ao disco como 
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controle positivo de inibição, o qual deve produzir um halo claro (mas não inibe a parede 

celular fúngica).

N. crassa é um fungo filamentoso que quando em presença de inibidores da parede 

celular fúngica e sob certas condições (37 ºC e meio osmótico), cresce como protoplasma 

(sem  parede  celular)  e  que  microscopicamente  mostra  malformações  (hifas  curtas  e 

ramificadas)  (SELITRENNIKOFF,  1992).  Os  halos  de  inibição  foram  examinados  para 

verificar  se  havia  má  formação  das  hifas  e  se  a  aparência  era  de  aspecto  enevoado  ou 

manchado, seguindo-se a incubação das placas a temperatura ambiente por 24 horas sob luz 

direta.

4.5 Avaliação Histopatológica da Inflamação Induzida por   Staphylococcus aureus  

Os ensaios foram realizados no biotério de pesquisa do curso de Odontologia, Centro 

de Ciências da Saúde, UNIVALI.

4.5.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos Swiss do sexo masculino com 2 meses de idade, 

que  durante  o  experimento  receberam  água  e  ração  à  vontade  e  foram  mantidos 

individualmente em caixas de polipropileno forradas com serragem.

Os  experimentos  foram  conduzidos  de  acordo  com  os  Princípios  para  Pesquisas 

Biomédicas envolvendo animais (normas internacionais), que tem como objetivo evitar o uso 

excessivo ou inapropriado de animais de experimento, e incentivar os cuidados adequados 

antes, durante e após a experimentação. Todos os animais devem ser tratados adequadamente, 

evitando  seu  sofrimento  ao  máximo  (GOLDIN,  1997).  Este  projeto  foi  aprovado  pela 

Comissão de Ética em Pesquisa da UNIVALI em 19/08/2004, com o seguinte n° de cadastro: 

203/2004.

Os  animais  foram sacrificados  com  o  auxílio  de  anestésico  injetável  (ketamina  / 

xilazina)  por  perfusão  sob  anestesia,  dentro  das  normas  éticas,  tentando  minimizar  seu 

sofrimento.
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4.5.2 Indução da lesão

O local escolhido para realizar a lesão foi a parte superior externa das patas traseiras 

de camundongo dificultando a interferência do animal sobre a área em experimento. A área a 

ser  utilizada  foi  depilada  manualmente  um dia  antes  da  intervenção  mecânica,  a  fim de 

minimizar possíveis interferências teciduais provocadas pela retirada dos pêlos. O animal foi 

anestesiado com Ketamina 2 % e Xilazina 6 %. A região escolhida foi preparada com solução 

de polvidine e com auxílio de um incisor para biópsia cutânea de 4 mm de diâmetro estéril, 

foi feita uma incisão circular até atingir o tecido muscular que foi lavado com solução de 

salina 0,9 %. Cada animal recebeu duas incisões, uma na coxa posterior direita e uma na 

posterior esquerda. Foram utilizados 8 grupos de 3 animais (2 lesões em cada animal), dos 

quais 4 grupos foram sacrificados e analisados histologicamente no 3° dia de experimento, e 4 

grupos foram sacrificados e analisados no 7° dia de experimento. Os grupos utilizados para 

análise no 3° e 7° dia foram os seguintes:

1° grupo: controle não infectado (controle 1);

2° grupo: controle infectado com inóculo bacteriano (controle 2);

3º grupo: infectado e tratado a partir do primeiro dia de experimento (com extrato 

bruto metanólico da planta na concentração de 100 µg/mL);

4º  grupo: infectado e tratado a partir do segundo dia de experimento (com extrato 

bruto metanólico da planta na concentração de 100 µg/mL).

A bactéria utilizada no ensaio foi Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), a densidade 

microbiana do inóculo foi ajustada por espectrofotometria em comprimento de onda (λ) de 

520 nm, por comparação com a escala 0,5 de McFarland, resultando a concentração final 

equivalente a 1,5 x 106 UFC/mL. Nos grupos infectados foi inoculado 10µL da suspensão 

bacteriana em cada lesão, ou seja, 1,5 x 104 células do microrganismo.

Os grupos 3 e 4, foram tratados com 10 µL de extrato metanólico bruto da planta na 

concentração de 10000 µg/mL (obtendo a concentração final de 100 µg/mL), uma vez ao dia. 

O grupo 3 foi tratado a partir do primeiro dia de experimento, enquanto que o grupo 4 foi 

tratado a partir do segundo dia. 
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4.5.3 Procedimentos para o estudo morfológico

A  análise  morfológica  avaliou  os  seguintes  parâmetros:   a  quantidade  de  tecido 

necrosado,  a  quantidade  de  fibroblastos,  células  mononucleares  e  vasos  sangüíneos 

neoformados. Os períodos de avaliação foram de 3 e 7 dias após o início do experimento, e as 

lesões experimentais foram avaliados em cada período. Os animais foram perfundidos com 

formol 10% e os locais das lesões foram retirados com uma tesoura cirúrgica, devidamente 

debridados  e  aparados  foram  fixados  em  solução  de  formol  a  10%  durante  24  horas, 

desidratados em soluções crescentes de álcool etílico, diafanizados em xilol e incluídos em 

parafina. Em micrótomo foram obtidos cortes seriados de 12 µm de espessura que foram 

colocados em lâminas de vidro para microscopia submetidos a coloração com Hematoxilina e 

Eosina (HE), e cobertos com lamínula fixada com resina.

4.5.4 Avaliação da quantidade de tecido necrosado

Pela coloração com Hematoxilina e Eosina (HE) a quantidade de tecido necrosado foi 

avaliada com o auxílio de um retículo de 100 quadrantes acoplado ao microscópio óptico com 

aumento  de  10  vezes.  Foram escolhidos  de  forma  aleatória  3  campos  da  lesão  a  serem 

examinados. A quantidade de área necrosada foi medida em porcentagem.

4.5.5 Quantificação de neutrófilos

Pela coloração com Hematoxilina Eosina a quantidade de neutrófilos foi avaliada com 

o auxílio de um retículo de 100 quadrantes acoplado ao microscópio ótico no aumento de 40 

vezes. Foram escolhidos 3 campos da lesão a serem examinados e o número total de células 

foi considerado o valor em estudo. 

4.5.6 Quantificação de células mononucleares

Pela coloração com Hematoxilina Eosina a quantidade de células mononucleares foi 

avaliada com o auxílio de um retículo de 100 quadrantes acoplado ao microscópio ótico no 

aumento de 40 vezes. Foram escolhidos 3 campos da lesão a serem examinados e o número 

total de células mononucleares foi considerado o valor em estudo. 
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4.5.7 Quantificação de fibroblastos

Pela coloração de HE a quantidade de fibroblastos foi avaliada com auxílio de um 

retículo de 100 quadrantes acoplado ao microscópio ótico no aumento de 40 vezes. Foram 

escolhidos de forma aleatória 3 campos da lesão a serem examinados. A quantidade de células 

foi contada e o número total de fibroblastos foi considerado o valor em estudo. 

4.5.8 Estudo da angiogênese

As  lesões  experimentais  e  controle  foram  submetidas  a  técnica  para  análise 

morfológica e coradas com HE. O número de vasos foi contado com o auxílio de um retículo 

de 100 quadrantes acoplado ao microscópio ótico no aumento de 40 vezes. Foram escolhidos 

de forma aleatória 3 campos da lesão a serem examinados e o número total  de vasos foi 

considerado o valor em estudo.

4.5.9 Análise estatística

A média dos resultados obtidos nos animais de cada grupo nos tempos analisados foi 

representada graficamente.

Os resultados  obtidos  foram analisados  usando-se  variante  (ANOVA) seguido  por 

teste de múltipla comparação de Tukey – Kramer. Valores correspondendo a p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes.

4.6 Ensaio de toxicidade com   Artemia salina  

O ensaio de toxicidade do extrato, das frações e das substâncias isoladas de  Piper 

solmsianum foi realizado conforme o método descrito por Meyer  et al. (1982) utilizando o 

microcrustáceo Artemia salina Leach.

Os componentes de  P. solmsianum foram dissolvidos em solução de DMSO e água 

marinha sintética (solução de cloreto de sódio 3,8%).

Ovos  de  A.  salina,  adquiridos  comercialmente,  foram  colocados  em  um  beaker 

contendo água marinha sintética com pH entre 8 e 9, e incubados em banho-maria entre 20ºC 

a 25ºC, por 48 horas para eclodirem. Após este período, em microplacas (2000 µL), foram 

preparadas diferentes concentrações do extrato, frações e substâncias, que variaram de 2 a 
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1000 µg/mL e a cada uma delas foram adicionados entre 6 e 12 larvas do microcrustácio,  e 

novamente incubado em banho-maria (20 ºC a 25 ºC) por 24 horas.

Após este  período, o número de microcrustáceos vivos e mortos em cada diluição 

(concentração) foi contado, com auxílio de um microscópio binocular E Lentz Wetzlar (10 

vezes), obtendo-se os resultados. O ensaio foi realizado em triplicata. Como controle positivo, 

foi  utilizado uma solução de dicromato de potássio nas concentrações de 400, 600 e 800 

µg/mL e como controle negativo 2000 µL de água marinha. Foram acrescentados controles 

com o solvente utilizado para a dissolução das amostras (a concentração final de DMSO não 

ultrapassou 10 %).

A  leitura  do  resultado  foi  validada  somente  quando  nos  controles  positivos  foi 

observado a morte de todos os indivíduos (A. salina) e no controle negativo a sobrevivência 

de todos os indivíduos.

Para o cálculo final da DL50 e seu respectivo intervalo de confiança de 95 % utilizou-

se o método de Próbitos de análise. Os componentes foram considerados altamente tóxicos 

quando a DL50  foi menor que 80 µg/mL; entre 80 µg/mL e 250 µg/mL foram considerados 

moderadamente tóxicos; e com DL50 maior que 250 µg/mL, com baixa toxicidade ou não 

tóxicos (PARRA et al., 2001; DOLABELA, 1997).
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Análises fitoquímicas

A investigação fitoquímica de Piper solmsianum foi realizada pela aluna de doutorado 

Rosi  Zanoni  da  Silva  sob  orientação  do  professor  Dr.  Rosendo  Augusto  Yunes,  no 

departamento  de  química  da  UFSC  (DA  SILVA,  2006),  e  conduziu  ao  isolamento  e 

identificação  de  4  substâncias  puras:  eupomatenoide-3,  eupomatenoide-5,  conocarpano  e 

orientina, além de uma substância derivada do conocarpano, o conocarpano metilado (Figura 

3). A elucidação estrutural foi baseada em comparação com dados físicos e espectroscópicos 

reportados  na  literatura.  As  substâncias  eupomatenoide-3  (MAXWELL  et  al.,  1999), 

eupomatenoide-5 (FREIXA et al., 2001; MAXWELL et al., 1999; CHAURET et al., 1996) e 

conocarpano  (FREIXA  et  al.,  2001;  BENEVIDES;  SARTORELLI;  KATO,  1999; 

MAXWELL et al., 1999; CHAURET et al., 1996) também têm sido encontrados em outras 

espécies  de  Piper.  Entretanto  esse  estudo  é  o  primeiro  a  demonstrar  a  presença  desses 

constituintes nesta espécie, além de ser o primeiro a demonstrar a presença do flavonóide 

orientina neste gênero.

5.2 Atividade antibacteriana

A  atividade  antibacteriana  foi  avaliada  pelo  método  de  diluição  em  ágar.  Neste 

método, uma quantidade fixa de amostra a ser testada é dissolvida homogeneamente num 

meio.  Utiliza-se  diluições  da  amostra  original,  a  cada  uma  das  quais  se  inocula  o 

microrganismo  que  se  deseja  testar.  Através  deste  método,  é  possível  determinar  a 

concentração  inibitória  mínima  (CIM),  que  é  a  menor  concentração  capaz  de  inibir  o 

crescimento do microrganismo. A leitura é feita após 18-24 horas de incubação, que toma em 

consideração o primeiro tubo em que não há mais crescimento observado a olho nu. Este teste 

também pode fornecer informações sobre a concentração microbicida mínima, a qual pode ser 

obtida através de subculturas dos meios que apresentaram inibição na determinação da CIM 

(DE SOUZA et al., 2003).
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Conocarpano Conocarpano Metilado

Eupomatenóide-3 Eupomatenóide-5

Orientina

Figura  3: Representação  das  estruturas  químicas das  substâncias  isoladas  de  Piper 

solmsianum e o derivado conocarpano metilado.

Quando o EMB e as frações apresentaram CIM ≤ 1000 µg/mL, e as substâncias puras 

apresentaram CIM  ≤ 100 µg/mL, foram considerados ativos. As tabelas 1 e 2 mostram os 

resultados obtidos pelo método da diluição em ágar in vitro. O material inicial (EMB) inibiu o 

crescimento das cepas de B. cereus,  S. aureus, S. saprophyticus e S. agalactiae com valores 

de CIM de 10, 10, 30 e 6 µg/mL, respectivamente. A atividade antimicrobiana também foi 

verificada para as frações hexano e diclorometano, entretanto a fração acetato de etila foi 

praticamente inativa contra os microrganismos testados, exceto para B. cereus e S. agalactiae,  

com CIM de 800 e 300 µg/mL, respectivamente.

A  tabela  1  mostra  os  resultados  da  atividade  bactericida  dos  componentes  de  P. 

solmsianum.  O  extrato,  frações  e  substâncias  utilizadas  neste  teste  foram  aqueles  que 

apresentaram  atividade  antimicrobiana  no  teste  de  CIM.  O  critério  empregado  para 

interpretação dos resultados,  foi  o crescimento do microrganismo no meio de cultura que 
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significou ação bacteriostática, e ausência de crescimento que significou ação bactericida. O 

perfil de atividade antimicrobiana, em relação a CBM, foi em geral similar aos valores de 

CIM.

As substâncias conocarpano e eupomatenoide-5 foram os que apresentaram melhor 

atividade.  As  bactérias  Gram-positivas  foram  mais  sensíveis  ao  conocarpano,  o  qual 

apresentou valores de CIM de 5 µg/mL contra B. cereus, 4 µg/mL contra S. aureus, 7 µg/mL 

contra  S.  saprophyticus  e 4  µg/mL  contra  S.  agalactiae. A  substância  eupomatenoide-5 

mostrou valores de CIM de 2 µg/mL, 3 µg/mL e 6 µg/mL contra S. agalactiae, S. aureus e B. 

cereus,  respectivamente.  As  substâncias  conocarpano  e  eupomatenoide-5  apresentaram 

excelente atividade contra bactérias Gram-positivas, como pode ser observado na tabela 1. O 

flavonóide orientina, obtido da fração acetato de etila, obteve os seguintes valores de CIM: 

200 µg/mL contra  S. aureus,  600 µg/mL contra  S. saprophyticus  e 1000 µg/mL contra  S. 

agalactiae, entretanto, os valores de CBM foram elevados (>1000 µg/mL).

A atividade antimicrobiana em espécies da família Piperaceae tem sido associada à 

presença de amidas, óleos essenciais,  lignanas, alcalóides, fenilpropanóides, neolignanas e 

cromeno  (COSTANTIN  et  al.,  2001;  DORMAN;  DEANS,  2000;  BENEVIDES; 

SARTORELLI;  KATO,  1999;  MASUDA et  al.,  1991).  As  neolignanas  presentes  em  P. 

solmsianum podem ser as principais responsáveis pela atividade antimicrobiana desta planta, 

entretanto, as substâncias eupomatenoide-3 e conocarpano metilado não foram ativas contra 

os microrganismos testados.

Em  outra  pesquisa,  a  substância  eupomatenóide-3  e  três  derivados  metilados 

mostraram não ser ativos contra várias bactérias testadas. Essas substâncias não possuem uma 

hidroxila fenólica (PESSINI et  al.,  2003), sugerindo que a hidroxila fenólica presente nas 

estruturas  ativas  esteja  relacionada  a  atividade  antibacteriana.  Nossos  resultados  também 

sugerem  que  a  presença  do  grupo  hidroxila  na  posição  4  da  estrutura  fenil-propenil-

benzofurano  é  importante  para  a  atividade  antimicrobiana,  pois  quando  este  grupo  está 

ausente, não foi observada atividade (eupomatenóide-3 e conocarpano metilado) (figura 3 e 

tabela 1).

As bactérias mais sensíveis aos componentes de P. solmsianum foram S. aureus e B. 

cereus. Não foi observada atividade contra bactérias Gram-negativas (tabela 2). Isso pode ser 

explicado  porque  a  membrana  externa  da  bactéria  Gram-negativa  é  conhecida  por  se 

apresentar  como  uma  barreira  na  penetração  de  numerosas  moléculas,  e  o  espaço 

periplasmático contém enzimas, as quais são capazes de inativar algumas substâncias com 

ação antimicrobiana (SCHAECHTER et al., 2002; DUFFY; POWER, 2001; POOLE, 1994). 

Além disso, muitos organismos Gram-negativos exibem alto nível de resistência intrínseca a 
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uma série de antimicrobianos, pois sustentam na membrana externa um mecanismo de efluxo 

ativo,  o  qual  age  como uma barreira  para  estes  agentes  (VAN BAMBEKE et  al.,  2003; 

KÖHLER; PECHÈRE; PLÉSIAT, 1999; HANCOCK; BELL, 1998; NIKAIDO, 1994, 1989).

Os  componentes  ativos  de  Piper  solmsianum  podem  ter  propriedades  que  lhes 

possibilitem  penetrar  nas  células  e  afetar  alguma  rota  metabólica  essencial  dos 

microrganismos.  Mais  estudos  com esta  planta  podem conduzir  ao  isolamento  de  outras 

substâncias  ativas,  assim  como  a  síntese  de  outras  mais  ativas,  através  de  modificações 

estruturais.

Tabela 1 - Atividade antibacteriana (CIM e CBM) de extrato, frações e substâncias de Piper 

solmsianum, frente a bactérias Gram-positivas

Material Atividade antibacteriana (µg/mL)
testado B. cereus S. aureus S. saprophyticus S. agalactiae

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
EMB 10 20 10 20 30 50 6 50
Fr. Hexano 20 30 20 30 100 >1000 10 80
Fr. DCM 20 20 9 10 30 60 6 20
Fr. AE 800 900 >1000 >1000 >1000 >1000 300 >1000
Eupo. 3 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Eupo. 5 6 6 3 5 >1000 >1000 2 6
Conocarpano 5 6 4 6 7 10 4 8
Conocarpano M. NR NR >1000 >1000 NR NR NR NR
Orientina >1000 >1000 200 >1000 600 >1000 1000 >1000
Vancomicina 0.7 NR 2 NR 2 NR 0.8 NR

Extrato metanólico bruto (EMB); Fração Hexano (Fr. Hexano); Fração diclorometano (Fr. DCM); Fração 
acetato de etila (Fr. AE); Eupomatenóide 3 (Eupo. 3); Eupomatenóide 5 (Eupo. 5); Conocarpano metilado 
(Conocarpano  M.);  Bacillus  cereus  (B.cereus); Staphylococcus  aureus  (S.aureus); Staphylococcus 
saprophyticus  (S.saprophyticus); Streptococcus agalactiae (S.agalactiae); Concentração Inibitória Mínima 
(CIM); Concentração Bactericida Mínima (CBM); Ensaio não realizado (NR).
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Tabela  2  -  Atividade  antibacteriana  (CIM)  de  extrato,  frações  e  substâncias  de  Piper 

solmsianum, frente a bactérias Gram-negativas

Material Atividade antibacteriana (µg/mL)
testado E. coli S. enterica P. aeruginosa E. cloacae

CIM CIM CIM CIM

EMB >1000 >1000 >1000 >1000
Fr. Hexano >1000 >1000 >1000 >1000

Fr. DCM >1000 >1000 >1000 >1000

Fr. AE >1000 >1000 >1000 >1000

Eupo. 3 >1000 >1000 >1000 >1000

Eupo. 5 >1000 >1000 >1000 >1000

Conocarpano >1000 >1000 >1000 >1000

Orientina >1000 >1000 >1000 >1000

Amoxicilina 6 1 >1000 >1000

Extrato metanólico bruto (EMB); Fração Hexano (Fr. Hexano); Fração diclorometano (Fr. DCM); Fração acetato 
de etila (Fr. AE); Eupomatenóide 3 (Eupo. 3); Eupomatenóide 5 (Eupo. 5); Escherichia coli (E.coli); Salmonella 
enterica sorovar Typhimurium (S.enterica); Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa); Enterobacter cloacae (E. 
cloacae); Concentração Inibitória Mínima (CIM).

5.3 Bioautografia

A  bioautografia  é  um  método  útil  para  a  localização  de  substâncias  com  ação 

antimicrobiana em um cromatograma de um extrato ou fração complexa de produtos naturais. 

Isto permite o isolamento biodirecionado de substâncias ativas. Na técnica bioautográfica, um 

meio de cultura sólido fundido inoculado é aplicado sobre a placa cromatográfica, na qual foi 

eluído o extrato ou fração. Durante a incubação da placa, as substâncias deverão ultrapassar o 

meio por difusão, formando zonas de inibição do crescimento microbiano (DE SOUZA et al., 

2003).

O ensaio bioautográfico foi realizado com a bactéria  S. aureus, a qual mostrou boa 

sensibilidade aos componentes de P. solmsianum. O critério empregado para interpretação dos 

resultados da bioautografia,  foi  o  aparecimento de zonas  claras  em torno das substâncias 

isoladas  na  CCD,  indicando  a  respectiva  atividade  antimicrobiana  (RAHALISON  et  al., 

1994).

No  ensaio  bioautográfico,  foram  testados  diversos  sistemas  de  solventes  para  a 

obtenção de cromatogramas com resolução suficiente para a realização do ensaio. Os sistemas 
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de solventes que apresentaram as melhores resoluções nos cromatogramas foram utilizados no 

ensaio, sendo: Hexano: Acetato de Etila (85:15) e Clorofórmio: Metanol (9:1).

Este trabalho revelou que o EMB de  Piper solmsianum  exibe significante atividade 

antimicrobiana. Em análise preliminar, foi verificado que o extrato da planta foi ativo contra a 

bactéria Gram-positiva  Staphylococcus aureus,  através da observação de zonas de inibição, 

especialmente nas zonas do cromatograma correspondentes a constituintes químicos apolares, 

e as quais deram reações positivas para as neolignanas (dados não mostrados).

Foram encontradas três diferentes zonas de inibição no ensaio bioautográfico. Uma 

delas corresponde ao conocarpano, a outra é devido ao eupomatenoide-5, e a terceira zona de 

inibição é de uma substância ainda não identificada. Além disso, foi possível observar que as 

substâncias ativas estão presentes no extrato bruto e nas frações diclorometano e hexano.

5.4 Atividade antifúngica

O extrato bruto, frações e substâncias isoladas de Piper solmsianum foram avaliados 

contra vários fungos oportunistas patogênicos, através do método da diluição em ágar, e os 

resultados estão reportados nas tabelas 3, 4 e 5. Valores de CIM ≤ 1000 µg/mL para extrato e 

frações, e ≤ 250 µg/mL para substâncias puras foram os critérios utilizados para considerar a 

atividade antifúngica. 

Os resultados mostraram que o EMB exibiu pronunciada atividade antifúngica contra 

todos os dermatófitos testados, com valores de CIM de 20 µg/mL para M. canis, M. gypseum,  

T.  mentagrophytes  e  E. flocosum,  e  60  µg/mL para  T.  rubrum.  Embora  todas  as  frações 

apresentarem interessante atividade contra dermatófitos, a fração diclorometano mostrou a 

melhor atividade com CIMs entre 5 e 30 µg/mL, similar ao cetoconazol, que é um antifúngico 

muito empregado na clínica. Entretanto, o material de partida (EMB) e todas as frações não 

exerceram efeito inibitório contra os hialohifomicetos do gênero Aspergillus,  e foram pouco 

ativos contra o zigomiceto Rhizopus sp. e as leveduras C. albicans e C. neoformans.

As  substâncias  eupomatenóide-5,  conocarpano  e  orientina  exibiram  pronunciada 

atividade contra todos os dermatófitos testados (CIM ≤ 9 µg/mL), com atividade superior ao 

fármaco antifúngico padrão (cetoconazol), como pode ser observado na tabela 5. Além disso, 

essas substâncias também mostraram atividade contra C. neoformans, e o conocarpano ainda 

exibiu atividade contra C. albicans e C. tropicalis. Em contraste, a substância eupomatenóide-

5 mostrou a menor atividade antifúngica contra todos os microrganismos testados. Este estudo 

é o primeiro a demonstrar atividade antifúngica para o flavonóide orientina.
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Em  um  prévio  trabalho  Freixa  et  al.  (2001)  mostraram  que  eupomatenóide-6  e 

conocarpano exerceram considerável atividade contra alguns dermatófitos e leveduras. Eles 

sugerem que a ausência do grupo metóxi na posição 3 da estrutura fenil-propenil-benzofurano 

mostra um importante papel na atividade antimicrobiana, e a saturação de 2-3 influencia na 

seletividade da atividade.

Recentemente,  Pessini  et  al.  (2005),  demonstraram  que  conocarpano  apresentou 

atividade contra diferentes espécies de  Candida sugerindo também que a ausência da dupla 

ligação no carbono 2 do conocarpano, possa estar relacionada à atividade antifúngica.

Entretanto, os resultados encontrados neste trabalho sugerem que a presença do grupo 

hidroxila  na  posição  4’  da  estrutura  fenil-propenil-benzofurano  mostra  ser  importante  na 

atividade antimicrobiana, pois quando este grupo está ausente não foi observada atividade, 

como na substância eupomatenoide-3 (tabelas 3, 4 e 5).

Os  efeitos  inibitórios  mais  potentes  foram  observados  com  conocarpano,  o  qual 

mostrou  CIMs  ≤  6  µg/mL  contra  dermatófitos,  sendo  o  única  substância  hábil  a  inibir 

membros dos gêneros Aspergillus e Candida.

Infecções  micóticas  são  provavelmente  as  mais  comuns  e  freqüentes  infecções 

superficiais no Brasil. Sabe-se que medicamentos usados contra dermatofitoses exibem vários 

efeitos  adversos  e  apresentam eficácia  limitada  (CARAZO; LOSADA; SANJUAN, 1999; 

GUPTA et al., 1998), e há uma real necessidade para a descoberta de novas moléculas com 

propriedades antifúngicas para tratar micoses superficiais. 

A  particular  atividade  antifúngica  de  Piper  solmsianum,  das  neolignanas 

eupomatenóide-5 e conocarpano e do flavonóide orientina, contra dermatófitos abre espaço 

para  o  desenvolvimento  de  novos  medicamentos  antifúngicos,  os  quais  auxiliem  no 

tratamento de obstinadas infecções fúngicas superficiais.
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Tabela 3 –  –  Atividade antifúngica (CIM e CFM) de extrato, frações e substâncias de  Piper 

solmsianum frente a fungos leveduriformes

Material Atividade antifúngica (µg/mL)
testado C.albicans C.tropicalis C.neoformans

CIM CFM CIM CFM CIM

EMB 800 >1000 >1000 >1000 700
Fr. Hexano 900 >1000 >1000 >1000 600
Fr. DCM 800 >1000 >1000 >1000 400
Fr. AE >1000 >1000 >1000 >1000 700
Eupo. 3 >1000 >1000 >1000 >1000 1000
Eupo. 5 >1000 >1000 >1000 >1000 70
Conocarpano 30 30 30 30 60
Orientina >1000 >1000 >1000 >1000 90
Cetoconazol 0,3 NR 3 NR 5

Extrato metanólico bruto (EMB); Fração Hexano (Fr. Hexano); Fração diclorometano (Fr. DCM); Fração acetato 
de etila (Fr.  AE);  Eupomatenóide 3 (Eupo. 3);  Eupomatenóide 5 (Eupo. 5);  Candida albicans  (C.albicans); 
Candida tropicalis  (C.tropicalis); Cryptococcus neoformans  (C.neoformans); Concentração Inibitória Mínima 
(CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM); Ensaio não realizado (NR).

Tabela  4 –  –  Atividade  antifúngica  (CIM)  de  extrato,  frações  e  substâncias  de  Piper 
solmsianum frente a fungos filamentosos

Material Atividade antifúngica (µg/mL)
testado A.flavus A.fumigatus. A.niger Rhizopus sp.

CIM CIM CIM CIM

EMB >1000 >1000 >1000 900
Fr. Hexano >1000 >1000 >1000 1000

Fr. DCM >1000 >1000 >1000 900

Fr. AE >1000 >1000 >1000 1000

Eupo. 3 >1000 >1000 >1000 900

Eupo. 5 >1000 >1000 >1000 900

Conocarpano 500 800 900 900

Orientina >1000 >1000 >1000 >1000

Cetoconazol 7 8 4 50

Extrato metanólico bruto (EMB); Fração Hexano (Fr. Hexano); Fração diclorometano (Fr. DCM); Fração acetato 
de  etila  (Fr.  AE);  Eupomatenóide  3 (Eupo.  3);  Eupomatenóide  5 (Eupo.  5);  Aspergillus  flavus  (A.  flavus); 
Aspergillus fumigatus  (A. fumigatus); Aspergillus niger  (A. niger); Rhizopus sp.  (Rhizopus sp.); Concentração 
Inibitória Mínima (CIM).
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Tabela  5 –  –  Atividade  antifúngica  (CIM)  de  extrato,  frações  e  substâncias  de  Piper 

solmsianum frente a fungos filamentosos dermatófitos

Material Atividade antifúngica (µg/mL)
testado M.canis M.gypseum T.mentagrop. T. rubrum E.flocosum

CIM CIM CIM CIM CIM

EMB 20 20 20 60 20
Fr. Hexano 40 100 60 80 20
Fr. DCM 5 20 7 30 7
Fr. AE 40 500 500 500 300
Eupo. 3 800 >1000 800 200 500
Eupo. 5 6 8 7 5 5
Conocarpano 3 6 5 4 0,9
Orientina 7 9 8 8 9
Cetoconazol 8 36 8 3 NR

Extrato metanólico bruto (EMB); Fração Hexano (Fr. Hexano); Fração diclorometano (Fr. DCM); Fração acetato 
de  etila  (Fr.  AE);  Eupomatenóide  3  (Eupo.  3);  Eupomatenóide  5  (Eupo.  5);  Microsporum canis  (M.canis); 
Microsporum  gypseum  (M.gypseum); Trichophyton  mentagrophytes  (T.mentagrop.); Trichophyton  rubrum 
(T.rubrum);  Epidermophyton  flocosum  (E.flocosum);  Concentração  Inibitória  Mínima  (CIM);  Ensaio  não 
realizado (NR).

5.5 Avaliação do efeito do conocarpano sobre a parede fúngica

É  de  suma  importância  para  um  agente  antimicrobiano  que  seja  potente  na  sua 

atividade, mas que não seja tóxico para o hospedeiro. Devido a composição da célula fúngica 

ser muito semelhante a célula do hospedeiro, a maioria dos agentes antifúngicos utilizados 

atualmente  são  tóxicos  também para  o  homem.  Para  a  utilização  terapêutica  dos  agentes 

antifúngicos é necessário o estudo do seu mecanismo de ação, a fim de encontrar fármacos 

que sejam seletivamente tóxicos para os microrganismos (ZACCHINO et al., 1998).

O  ensaio  da  Neurospora  crassa  permite  avaliar  macroscopicamente  inibidores  da 

parede celular fúngica. A parede é uma estrutura que somente está presente na célula fúngica. 

Um agente antifúngico ideal é aquele que atua somente na célula fúngica, ou que seja seletivo 

e menos tóxico para a célula hospedeira.

Foi avaliado o mecanismo de ação antifúngico da substância conocarpano através do 

ensaio de Neurospora crassa. 

Tanto a substância conocarpano como o cetoconazol inibiram o fungo  Neurospora 

crassa, demonstrado pelo halo claro. Embora tenham inibido o fungo, não foram observadas 

malformações das hifas, indicando que esta substância provavelmente não atua inibindo a 
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parede celular.

5.6 Avaliação histopatológica da inflamação induzida por   Staphylococcus aureus  

Os resultados de atividade antimicrobiana in vitro dos componentes de P. solmsianum 

(EMB, frações e substâncias) induziram a realização de ensaio in vivo.

O estudo morfológico da influência do extrato metanólico bruto de P. solmsianum, na 

resposta  reparadora  e  antimicrobiana  cutânea  em  camundongos,  avaliou  a  quantidade  de 

tecido  necrosado,  células  polimorfonucleares  (neutrófilos),  células  mononucleares 

(macrófagos),  fibroblastos  e  vasos  sanguíneos  neoformados.  Os  dados  obtidos  foram 

determinados  com  o  auxílio  de  um  retículo  de  100  quadrantes,  e  os  resultados  foram 

representados graficamente e através de fotomicrografias (em anexo). O período estabelecido 

para a avaliação foi de 3 e 7 dias, pois durante este período concentram-se grande parte dos 

eventos do processo de reparação estudados neste trabalho (BRASILEIRO FILHO, 2004). A 

distribuição dos animais em quatro grupos permitiu analisar comparativamente cada grupo, os 

quais  foram  estabelecidos  como  grupo  1  controle  não  infectado  (G1),  grupo  2  controle 

infectado (G2), grupo 3 infectado e tratado a partir do primeiro dia de experimento (G3), e 

grupo 4 infectado e tratado a partir do segundo dia (G4). As amostras retiradas dos quatro 

grupos  foram coradas  com hematoxilina  e  eosina  (HE),  tendo  em vista  ser  este  tipo  de 

coloração  uma  das  mais  comumente  utilizadas  para  visualizar  cortes  histológicos 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A área de necrose está expressa em porcentagem na figura 4, e a análise estatística 

mostrada na tabela 6. Considerou-se como área de necrose as áreas de exsudato, crosta ou 

coágulos existentes. O grupo controle não infectado (G1) apresentou porcentagem de área de 

necrose de 71 % no terceiro dia, e 55 % no sétimo dia. Já o grupo que recebeu a inoculação de 

Staphylococcus aureus (G2) apresentou valores de necrose superiores ao grupo não infectado. 

Estes dados mostram que a presença de bactéria induziu aumento significativo na área de 

necrose, tanto no período inicial (3° dia), como no tardio (7° dia).

Quando o tratamento foi iniciado no primeiro dia de inoculação (G3), a área necrosada 

foi  significativamente  reduzida,  tanto  no  terceiro  como no  sétimo  dia.  Porém,  quando  o 

tratamento  foi  iniciado  no  segundo  dia  após  a  inoculação  da  bactéria  (G4),  observou-se 

diferença  significativa  apenas  no  sétimo dia  da  reação,  sendo que  no  terceiro  dia  a  área 

necrosada foi semelhante ao grupo não tratado (G2). Estes resultados mostram a eficiência do 

tratamento com o extrato de P. solmsianum em reduzir a área necrosada, e que quanto mais 

cedo o tratamento for iniciado mais eficiente é este. Cabe salientar que quando o tratamento 

59



foi  iniciado no primeiro dia, os valores de necrose no terceiro dia foram semelhantes aos 

valores do grupo que não recebeu bactéria (G1). O mesmo aconteceu no sétimo dia quando o 

tratamento foi iniciado no segundo dia após a inoculação da bactéria.

A ação do extrato de P. solmsianum, provavelmente, foi direta destruindo a bactéria S. 

aureus (bactéria formadora de pus - piogênica), visto que este extrato apresenta CIM de 10 

µg/mL (tabela  1).  De  qualquer  forma,  não  se  pode  descartar  a  ação  do  extrato  sobre  o 

hospedeiro, no processo de cicatrização, pois ainda não existem estudos a respeito de sua 

possível atividade cicatrizante e / ou antiinflamatória.

A área de necrose é resultante da degradação tecidual por enzimas neutrofílicas, esta 

área  pode aumentar  de  tamanho na medida  em que as  bactérias  conseguem sobreviver  e 

proliferar (STEVENS; LOWE, 1998).

Os  tecidos  desvitalizados  ou  necróticos  fornecem  nutrientes  para  multiplicação 

bacteriana, favorecendo a instalação da infecção e retardo da cicatrização. O edema é outro 

fator  que  dificulta  a  cicatrização,  pelo  excesso  de  líquido  intersticial  interferindo  na 

proliferação celular e na síntese protéica, bem como, na manutenção de baixo pH, na alta 

tensão  de  CO2 e  na  baixa  concentração  de  O2,  favorecendo  a  necrose  e  a  multiplicação 

microbiana. A hipóxia dificulta a destruição dos microrganismos pelos leucócitos que são 

dependentes do oxigênio para exercer esta função, particularmente nas feridas infectadas por 

S. aureus,  Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,  Salmonella enterica  

sorovar Thyphimurium, bem como, as contaminadas por anaeróbios (MORISON et al., 1997).
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Figura 4: Avaliação da porcentagem da área de necrose dos quatro grupos 
experimentais no 3° e 7° dias de experimento. G1 indica grupo controle não 
infectado;  G2  indica  grupo  controle  infectado  com  S.  aureus;  G3  indica 
grupo infectado e tratado a partir do 1° dia de experimento; G4 indica grupo 
infectado e tratado a partir do 2° dia de experimento.
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Tabela 6 – – Análise estatística da área de necrose pelo teste de Tukey (p< 0,05)

Grupo Área de necrose (%)
3 dias 7 dias

G1 71,1 A b 53,8 B b
G2 94,7 A a 89,2 A a
G3 70,3 A b 61,1 A b
G4 82,2 A a 62,4 B b

Médias seguidas da mesma letra maiúscula nas linhas e minúscula nas  colunas não diferem significativamente 
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na seqüência foi avaliado o infiltrado de neutrófilos na área lesada. A figura 5 e a 

tabela 7 demonstram que o número de neutrófilos do grupo controle não infectado (G1), tanto 

no 3° dia quanto no 7° dia, foi significativamente menor que o dos grupos infectados (G2, G3 

e G4). O grupo controle infectado (G2) teve a quantidade de neutrófilos significativamente 

maior que a de todos os grupos (G1, G3 e G4). Não houve diferença significativa entre os 

grupos infectados e tratados (G3 e G4), embora o grupo infectado e tratado a partir do 2° dia 

de experimento (G4) tenha maior número de neutrófilos que o grupo infectado e tratado logo 

após inoculação (G3). Nos grupos G1, G3 e G4 houve diminuição significativa do número de 

neutrófilos do início para o final do experimento, em contrapartida, para o grupo controle 

infectado (G2), no 7° dia permaneceu elevado o número de neutrófilos.

Os  neutrófilos  polimorfonucleares  contém  uma  grande  quantidade  de  grânulos 

citoplasmáticos  lisossomais  ricos  em enzimas proteolíticas,  capazes de degradar  células  e 

produtos da matriz extracelular. Os neutrófilos também são dotados de um grande potencial 

fagocítico e podem ingerir ativamente os patógenos (RUBIN; FARBER, 2002). 

Um número  extremamente  grande  de  neutrófilos  é  atraído  para  as  áreas  de  dano 

tecidual  provocado  por  invasão  bacteriana  porque  muitos  produtos  bacterianos  são 

quimiotrópicos potentes para estas células. Esta emigração em larga escala é particularmente 

benéfica porque os neutrófilos não apenas degradam e erradicam o tecido danificado, mas 

também fagocitam e destróem as bactérias invasoras (RUBIN; FARBER, 2002; STEVENS; 

LOWE, 1998). Porém, os mecanismos utilizados pelos leucócitos para destruir as bactérias 

podem prolongar  a  inflamação  e  induzir  lesão  tecidual  através  da  liberação  de  enzimas 

lisossomais,  mediadores  químicos  e  radicais  tóxicos  do  oxigênio  (KUMAR;  COTRAN; 

ROBBINS, 1994).
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A figura 6 e a tabela 8 mostram os resultados do número de macrófagos. O grupo 

controle não infectado (G1), após 3 dias da indução das lesões demonstrou menores índices 

na porcentagem de macrófagos quando comparados com os outros grupos (G2, G3 e G4). Os 

grupos infectados (G2, G3 e G4) não tiveram diferenças significativas entre si no primeiro dia 

de análise, entretanto, o grupo controle infectado (G2), que não foi tratado, teve o número de 

macrófagos maior que os grupos infectados e tratados (G3 e G4).

No  estágio  final  do  experimento  (7°  dia),  o  grupo  controle  não  infectado  (G1) 

permaneceu com a menor quantidade de células em relação aos outros grupos, porém não 

houve diferença significativa entre os grupos. A quantidade de macrófagos de todos os grupos 

decresceu significativamente do 3° para o 7° dia de análise.

Os grupos infectados que receberam tratamento (G3 e G4) tiveram um maior índice de 

células na fase inicial do experimento (3° dia), tanto polimorfonucleares (neutrófilos) quanto 

mononucleares (macrófagos), quando comparados com o grupo controle não infectado (G1), 

sugerindo uma atividade pró inflamatória do extrato de  P. solmsianum,  caracterizada pelo 

aumento da quimiotaxia de leucócitos.
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Figura  6:  Avaliação  da  porcentagem  de  macrófagos  dos  quatro  grupos 
experimentais no 3° e 7° dias de experimento. G1 indica grupo controle não 
infectado; G2 indica grupo controle infectado com S. aureus; G3 indica grupo 
infectado e tratado a partir do 1° dia de experimento; G4 indica grupo infectado 
e tratado a partir do 2° dia de experimento.
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Tabela 8 – – Análise estatística do número de macrófagos pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Grupo Macrófagos (%)
3 dias 7 dias

G1 20,4 A b 10,1 B a
G2 35,6 A a 17,3 B a
G3 28,5 A a 11,9 B a
G4 33,4 A a 13,9 B a

Médias seguidas da mesma letra maiúscula nas linhas e minúscula nas  colunas não diferem significativamente 
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A figura 7 e a tabela 9 expressam o resultado da quantificação de fibroblastos. Na fase 

inicial do experimento (3° dia), o número de fibroblastos do grupo controle infectado (G2) foi 

significativamente menor, quando comparado com os outros grupos (G1, G3 e G4). Após 7 

dias, o grupo 2 continuou com o número de fibroblastos menor que o dos outros grupos, 

demonstrando um acentuado atraso para o recrutamento dessas células. Os grupos infectados 

e tratados (G3 e G4) não diferiram significativamente nesta etapa, e obtiveram maior número 

de  fibroblastos  que  os  grupos  controles,  tanto  o  controle  não  infectado  (G1),  quanto  o 

infectado (G2). A persistência do acúmulo de fibroblastos na fase final pode indicar retardo 

no processo de cicatrização. O menor recrutamento dessas células, pelo grupo controle não 

infectado (G1), pode ser devido ao processo traumático menos intenso em relação aos grupos 

infectados e tratados (G3 e G4).
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Figura  7:  Avaliação  da  porcentagem  de  fibroblastos  dos  quatro  grupos 
experimentais no 3° e 7° dias de experimento. G1 indica grupo controle não 
infectado; G2 indica grupo controle infectado com S. aureus; G3 indica grupo 
infectado e tratado a partir do 1° dia de experimento; G4 indica grupo infectado 
e tratado a partir do 2° dia de experimento.
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Tabela 9 – – Análise estatística do número de fibroblastos pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Grupo Fibroblastos (%)
3 dias 7 dias

G1 6,7 B a 10,3 A b
G2 3,1 A b 6,2 A c
G3 8,8 B a 15,6 A a
G4 8,8 B a 13,6 A a

Médias  seguidas  da  mesma  letra  maiúscula  nas  linhas  e  minúscula  nas   colunas  não  diferem 
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O  número  de  novos  vasos  sanguíneos  está  expresso  na  figura  8  e  tabela  10.  A 

quantidade  de  vasos  sanguíneos  neoformados  nos  grupos  G1,  G3  e  G4  não  diferiu 

significativamente, tanto no 3° dia como no 7° dia da análise. Nos 2 períodos analisados, a 

síntese de vasos sanguíneos do grupo controle infectado (G2) foi significativamente menor 

que os outros grupos, demonstrando retardo na produção do tecido de granulação na fase de 

reparo. A máxima angiogênese foi observada após 7 dias do início do experimento, entretanto 

os grupos G1, G2 e G4 não apresentaram diferença significativa do 3° para o 7° dia, somente 

o grupo G3 teve o número de vasos significativamente maior em 7 dias do que em 3 dias.

Os fibroblastos e os vasos sanguíneos formados são componentes essenciais do tecido 

de  granulação  no  espaço  do  ferimento.  O  tecido  de  granulação  é  um  leito  denso  de 

macrófagos, fibroblastos e vasos neoformados, suportados por uma matriz de fibronectina, 

colágeno, além de ácido hialurônico (GUIDUGLI-NETO, 1992).

Na lesão em processo de cura,  fibroblastos são recrutados das margens da lesão e 

induzidos a sintetizar colágeno, num processo seletivo conhecido como fibroplasia. Ocorre 

neovascularização concorrentemente com fibroplasia, de modo que novos capilares brotam 

dos tecidos viáveis na borda da ferida, migrando até o espaço da ferida. A contração da ferida 

faz com que suas margens se aproximem mais e, se o tecido original estava revestido por uma 

superfície epitelial, a reepitelização começa a cobrí-la (MACKAY; MILLER, 2003).
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Figura 8:  Avaliação da porcentagem de vasos sanguíneos dos quatro grupos 
experimentais no 3° e 7° dias de experimento. G1 indica grupo controle não 
infectado; G2 indica grupo controle infectado com S. aureus; G3 indica grupo 
infectado e tratado a partir do 1° dia de experimento; G4 indica grupo infectado 
e tratado a partir do 2° dia de experimento.

Tabela 10 –  –  Análise estatística do número de vasos sanguíneos pelo teste de Tukey (p< 

0,05).

Grupo Vasos sangüíneos (%)
3 dias 7 dias

G1 3,6 A a 5,1 A a
G2 1,6 A b 3,1 A b
G3 4,6 B a 6,8 A a
G4 4,8 A a 6,1 A a

Médias seguidas da mesma letra maiúscula nas linhas e minúscula nas colunas não diferem significativamente 
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os fibroblastos e os vasos neoformados também são essenciais para o processo de 

reparo  da  lesão.  Os  fibroblastos  dão  início  à  formação  do  colágeno,  que  é  o  principal 

componente estrutural da cicatriz. A neovascularização é essencial porque permite a troca de 

gases e a nutrição das células metabolicamente ativas (KANZAKI et al., 1998).

Kumar; Cotran e Robbins (1994) ressaltaram que a infecção representa a causa mais 

importante de retardo na cicatrização, uma vez que estimula os leucócitos a liberar lisozimas. 

Vale explicar que estas enzimas destroem o colágeno existente. Ainda, acresce-se o fato de 

que os microrganismos invasores captam o oxigênio e nutrientes necessários à cicatrização, 

podendo  estender  a  infecção  aos  tecidos  adjacentes,  à  corrente  sanguínea  podendo 

desencadear a septicemia e até a morte caso não tratada.
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Os resultados morfológicos deste estudo indicam que a infecção dos tecidos causa 

aumento do dano, promovendo uma resposta inflamatória exacerbada, e que a cicatrização 

pode ser facilitada pela remoção dos tecidos mortos com aposição de tecidos saudáveis, e a 

administração  de  antimicrobianos  adequados  para  cessar  a  infecção  (STEVENS;  LOWE, 

1998).  O  extrato  bruto  de  P.  solmsianum  demonstrou  ser  um  agente  com  potencial 

antimicrobiano  in  vivo,  caracterizado  por  menor  área  de  necrose,  e  maior  velocidade  de 

formação de tecido de granulação, quando comparado com o grupo controle infectado (G2).

Deve  ser  ressaltado  que  a  compreensão  do  mecanismo  da  atividade  dos  agentes 

antimicrobianos é muito mais complexo  in vivo  do que  in vitro, envolvendo não apenas o 

fármaco  e  o  parasita,  mas  também um terceiro  fator,  o  hospedeiro  (BROOKS;  BUTEL; 

MORSE, 2000).

5.7 Teste de toxicidade com   Artemia salina  

O potencial de toxicidade do extrato metanólico bruto, frações e substâncias isoladas 

de  P.  solmsianum  foi  determinado  através  do  ensaio  com  Artemia  salina.  Este  ensaio  é 

considerado uma ferramenta muito útil para avaliação preliminar da toxicidade (CARBALLO 

et al., 2002).

Há uma real necessidade para confiáveis bioensaios gerais, os quais possam detectar 

um amplo espectro de atividades farmacológicas em plantas e, ainda, possam ser empregados 

para produtos químicos naturais, que sejam rápidos, fáceis e de baixo custo, para guiar o 

fracionamento e triagem fitoquímica. O ensaio de  A. salina  preenche todos esses requisitos 

(MEYER et al., 1982).

Para avaliar a toxicidade foi utilizado o parâmetro de DL50, o qual foi determinado 

pela análise de Próbitos, e definido como a concentração necessária para causar a morte de 

metade das larvas de Artemia salina, no período de 24 horas.

Levando-se em consideração os critérios utilizados para a classificação de toxicidade 

dos componentes de  P. solmsianum, os resultados (tabela 11) demonstram que o EMB e a 

fração hexano apresentaram moderada toxicidade (DL50 89,9 e 87,8 µg/mL, respectivamente), 

e a fração acetato de etila apresentou atividade citotóxica fraca (DL50 877,6 µg/mL). A fração 

diclorometano  e  a  substância  isolada  desta  fração  (conocarpano),  demonstraram  ser  os 

componentes testados mais tóxicos (DL50 2,9 µg/mL).

A  substância  conocarpano,  da  mesma  forma  que  apresentou  grande  potencial 

antimicrobiano, também apresentou elevado grau de toxicidade. A toxicidade para A. salina 

tem  sido  associada  com  atividades  antibacteriana,  antifúngica,  parasiticida,  tripanocida, 
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viruscida, entre outras (ALTOMARE et al., 2004; HASSAN et al., 2004; MOREIRA et al., 

2003;  KANEGUSUKU  et  al.,  2002;  TASKOVA  et  al.,  2002;  PAYROL  et  al.,  2001; 

SIQUEIRA et al., 2001; ALVES et al., 2000; SIQUEIRA et al., 1998; ZANI et al., 1995; 

SOLIS et al., 1993).

A toxicidade para o crustáceo (Artemia salina) também apresenta boa correlação com 

atividade antitumoral (McLAUGHLIN; ROGERS; ANDERSON, 1998). Este ensaio tem sido 

relatado  como  um  ensaio  preliminar  para  a  identificação  de  substâncias  citotóxicas 

(ALTOMARE  et  al.,  2004).  De  acordo  com  McLaughlin  (1991),  substâncias  com  DL50 

<1000µg/mL são consideradas potencialmente tóxicos contra células tumorais, e devem ser 

avaliados  em  testes  antitumorais  mais  específicos.  Com  base  nos  resultados  obtidos  no 

presente  estudo,  a  substância  conocarpano poderia  ser  avaliada  para  este  uso,  pois  a  sua 

toxicidade sobre  A. salina  é semelhante a podofilotoxina (2,4 µg/mL),  um potente agente 

citotóxico (ABOURRICHE et al., 2003).

As substâncias eupomatenóide-5, eupomatenóide-3, conocarpano metilado e orientina 

não  apresentaram  toxicidade  até  a  concentração  de  1000  µg/mL.  Os  antimicrobianos 

amoxicilina e cetoconazol também não apresentaram toxicidade frente à  A. salina  (Tabela 

11).

A toxicidade da substância conocarpano sobre o microcrustáceo A. salina parece estar 

relacionada  com a  presença  do grupo hidroxila  na posição 4’  da estrutura fenil-propenil-

benzofurano,  pois  quando  este  grupo  é  substituído  por  um  grupo  metóxi  (conocarpano 

metilado), não apresenta toxicidade (DL50  >1000 µg/mL). O grupo hidroxila na substância 

conocarpano também é importante para a atividade antimicrobiana, pois as substâncias nas 

quais este grupo não está presente (conocarpano metilado e eupomatenóide-3) não são ativos 

contra microrganismos.

Os  resultados  do  ensaio  de  toxicidade  mostram  que  há  componentes  em  P. 

solmsianum  que  matam  as  larvas  de  A.  salina  em  baixas  concentrações.  Entretanto,  a 

toxicidade em A. salina não pode ser diretamente extrapolada para a toxicidade no homem, 

visto  que  o  homem e  outros  mamíferos  têm meios  fisiológicos  para  eliminar  substâncias 

tóxicas (OKOLI; IROEGBU, 2004).
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Tabela 11 -  Teste de toxicidade frente à  Artemia salina  do extrato, frações e substâncias 

isoladas de Piper solmsianum

Componente DL50 (µg/mL) Intervalo de Confiança 
(95%)

Extrato Metanólico Bruto 89,98 68 - 119,07
Fração Hexano 87,85 61,76 - 124,95
Fração Diclorometano 2,91 1,86 - 4,56
Fração Acetato de Etila 877,65 328,15 - 2347,33
Conocarpano 2,92 2,24 - 3,81
Conocarpano Metilado >1000 -
Eupomatenóide-3 >1000 -
Eupomatenóide-5 >1000 -
Orientina >1000 -
Amoxicilina >1000 -
Cetoconazol >1000 -

Outras pesquisas ainda são necessárias visando elucidar o mecanismo de ação das 

substâncias ativas encontradas em Piper solmsianum, bem como sua aplicação como agente 

antimicrobiano viável. Entretanto este estudo é um progresso para auxiliar no isolamento e 

identificação das substâncias ativas desta planta, assim como pode auxiliar para a síntese de 

substâncias através de modificações estruturais das substâncias estudadas.
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6 CONCLUSÕES

•O  extrato  metanólico  bruto,  as  frações  hexano  e  diclorometano,  e  as  substâncias 

conocarpano  e  eupomatenóide-5  isoladas  de  Piper  solmsianum,  exibiram significativa 

atividade  antimicrobiana  contra  bactérias  Gram-positivas,  entretanto  não  foram ativos 

contra as bactérias Gram-negativas testadas.

•No ensaio bioautográfico foram encontradas três diferentes zonas de inibição da bactéria 

Gram-positiva Staphylococcus aureus, uma delas corresponde ao conocarpano, a outra é 

devido  ao  Eupomatenóide-5,  e  a  terceira  corresponde  a  uma  substância  ainda  não 

identificada. As substâncias ativas estão presentes no extrato bruto e nas frações hexano e 

diclorometano.

•Os componentes de Piper solmsianum exibiram pronunciada atividade antifúngica contra 

os fungos dermatófitos (entre 5 e 500µg/mL), sendo a fração diclorometano a mais ativa.

•As substâncias eupomatenóide-5, conocarpano e orientina apresentaram atividade contra 

todos os dermatófitos testados (Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton 

mentagrophytes, Trichophyton rubrum,  Epidermophyton flocosum), apresentando melhor 

atividade que o cetoconazol.

•Somente a substância conocarpano foi capaz de inibir fungos dos gêneros Aspergillus e 

Candida.

•Através  do ensaio  da  Neurospora crassa foi  verificado que o conocarpano não  atua 

inibindo a parede celular fúngica.

•Os grupos  infectados  e  tratados  com extrato  bruto  de  Piper  somsianum  (G3  e  G4) 

apresentaram o processo de regeneração do tecido mais rápido (menor retardo no processo 

de reparo da lesão) quando comparado ao grupo controle infectado (G2).

•O extrato metanólico bruto de P. solmsianum e a fração hexano apresentaram moderada 

toxicidade (DL50 89,98 e 87,85µg/mL, respectivamente) frente a Artemia salina, a fração 

acetato  de  etila  apresenta  atividade  tóxica  fraca  (DL50 877,66  µg/mL).  A  fração 

diclorometano e a substância conocarpano apresentaram elevada toxicidade (DL50  2,91 e 

2,92 µg/mL, respectivamente).

•As substâncias  conocarpano metilado,  eupomatenóide-3,  eupomatenóide-5 e  orientina 

não apresentaram toxicidade frente a Artemia salina (DL50 >1000 µg/mL).
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ANEXOS

ANEXO A - Reação inflamatória 3 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
10 x), grupo controle não infectado (G1).            área de necrose,            área de células 
polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO  B  -  Reação  inflamatória  3  dias  após  o  início  da  lesão  (coloração  HE, 
aumento  40  x),  grupo  controle  não  infectado  (G1).    área  de  células 
polimorfonucleares e mononucleares.
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ANEXO C - Reação inflamatória 7 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
10 x), grupo controle não infectado (G1).       área de necrose;        área de células 
polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO D - Reação inflamatória 7 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
40 x), grupo controle não infectado (G1).        tecido de granulação com predomínio de 
células mononucleares, neovasos e matriz extracelular.
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ANEXO E - Reação inflamatória 3 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
10 x),  grupo controle infectado (G2).         área de necrose,        área de células 
polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO F  -  Reação  inflamatória  3  dias  após  o  início  da  lesão  (coloração  HE, 
aumento  40  x),  grupo  controle  infectado  (G2).          área  de  células 
polimorfonucleares e mononucleares.
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ANEXO G - Reação inflamatória 7 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
10  x),  grupo controle  infectado (G2).        área de  necrose;       área  de células 
polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO H -  Reação  inflamatória  7  dias  após  o  início  da  lesão  (coloração  HE, 
aumento 40 x), grupo controle infectado (G2).       área de células polimorfonucleares 
e mononucleares.
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ANEXO I - Reação inflamatória 3 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
10 x), grupo infectado e tratado a partir do 1° dia (G3).        área de necrose,        área 
de células polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO  J  -  Reação  inflamatória  3  dias  após  o  início  da  lesão  (coloração  HE, 
aumento 40 x), grupo infectado e tratado a partir do 1° dia (G3).        área de células 
polimorfonucleares e mononucleares.
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ANEXO L - Reação inflamatória 7 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
10  x),  grupo  infectado  e  tratado  a  partir  do  1°  dia  (G3).        área  de  células 
polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO M - Reação inflamatória 7 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
40 x), grupo infectado e tratado a partir do 1° dia (G3).        tecido de granulação com 
predomínio de células mononucleares, neovasos e matriz extracelular.
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ANEXO N - Reação inflamatória 3 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
4 x), grupo infectado e tratado a partir do 2° dia (G4).         área de necrose,            área 
de células polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO O - Reação inflamatória 3 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
40  x),  grupo  infectado  e  tratado  a  partir  do  2°  dia  (G4).         área  de  células 
polimorfonucleares e mononucleares.
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ANEXO P - Reação inflamatória 7 dias após o início da lesão (coloração HE, aumento 
10 x), grupo infectado e tratado a partir do 2° dia (G4).         área de necrose,          área  
de células polimorfonucleares e mononucleares.

ANEXO Q -  Reação  inflamatória  7  dias  após  o  início  da  lesão  (coloração  HE, 
aumento 40 x), grupo infectado e tratado a partir do 2° dia (G4).         área de células 
polimorfonucleares e mononucleares.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
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Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

